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ภาคผนวก ก 
 

การวิเคราะห์เยื่อใย (Crude Fiber)          
          

เยื่อใยเป็นสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรตชนิดหน่ึง ท่ีพบมากในพืช ประกอบด้วย
เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน เป็นส่วนใหญ่  สัตวโ์ดยทัว่ไปใชค้าร์โบไฮเดรตชนิดน้ีไม่ได้
เพราะไม่มีน ้ ายอ่ยในระบบยอ่ยอาหารของสัตวช์นิดใดสามารถยอ่ยได ้ นอกจากสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง และ
สัตวพ์วกกระต่ายและมา้เท่านั้น  โดยท่ีในกระเพาะรวมของสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง และไส้ต่ิงของสัตวพ์วก
กระต่าย  และมา้ มีจุลินทรีย ์ท่ีสามารถยอ่ย คาร์โบไฮเดรตชนิดน้ีได ้
        

คาร์โบไฮเดรตเป็นโภชนะส าคญัท่ีให้พลงังานและความร้อนแก่ร่างกายสัตว์ เป็น
สารอินทรียท่ี์มีสูตรโครงสร้าง ประกอบดว้ยธาตุคาร์บอน  ไฮโดรเจน  และออกซิเจน  โดยท่ี
อตัราส่วนระหว่างธาตุไฮโดรเจนกบัออกซิเจนเป็น 2:1 เท่ากบัในโมเลกุลของน ้ า คาร์โบไฮเดรต
แบ่งเป็น 2 ชนิดคือ 
 

•  เยือ่ใย (Crude fiber หรือ Structural carbohydrate )ท าหนา้ท่ีเป็นโครงสร้างส่วนต่างๆของ
พืช  ท าให้พืชคงรูปร่างอยู่ได ้ เยื่อใยประกอบดว้ยเซลลูโลสประมาณ 95% ของเยื่อใย
ทั้งหมด และมีลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส ประกอบอยูบ่า้งเลก็นอ้ย 

• Nitrogen Free Extract (NFE หรือ Non  Structural carbohydrate ) เป็น คาร์โบไฮเดรต
ส่วนท่ีสตัวทุ์กชนิดยอ่ยไดง่้าย และน าไปใชป้ระโยชน์ได ้ประกอบดว้ยแป้ง และน ้าตาล  

 
 ปริมาณเยือ่ใยในอาหารสัตวใ์ชว้ดัคุณค่าทางอาหารของสัตวแ์ต่ละประเภท เพราะสัตวบ์าง

พวก เช่น สัตวปี์กใชป้ระโยชน์จากเยื่อใยไดน้้อยมากดงันั้นอาหารท่ีมีเยื่อใยสูง จดัเป็นอาหารท่ีมี
คุณภาพต ่าส าหรับสัตวปี์ก    ในขณะท่ีสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง  อาหารท่ีมีเยือ่ใยต ่าไดแ้ก่ อาหารขน้ จดัว่ามี
คุณภาพสูงเพราะสัตวทุ์กชนิดยอ่ยไดง่้าย แต่อาหารท่ีมีปริมาณเยือ่ใยสูงไดแ้ก่ อาหารหยาบ เช่น พืช
อาหารสตัว ์จดัเป็นอาหารท่ีมีคุณภาพต ่า เพราะสตัวย์อ่ยไดย้าก ถึงแมน้เยือ่ใยจะเป็นส่วนของอาหาร 
ท่ีสัตวย์อ่ยไดไ้ม่มาก แต่สัตวจ์  าเป็นตอ้งไดรั้บอาหารพวกน้ีบา้งเพื่อให้ระบบการยอ่ยอาหารเป็นไป
ตามปกติ และระบบขบัถ่ายของเสียต่างๆท่ีตกคา้งในร่างกายเป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพ 
 
วธีิการ 
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1.   อบถว้ย crucible NO.2 ในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 ชม.น าออก
จากตูอ้บ และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั (W1)  

2. ชัง่ตวัอยา่งท่ีผา่นการสกดัไขมนัแลว้ 1.02 กรัม บนัทึกน ้าหนกั (W 2) 
3. น าถว้ย crucible ท่ีมีตวัอยา่งเขา้เคร่ือง Hot Extraction Unit 1020 
4. ใส่สารละลายกรดซลัฟูริคความเขม้ขน้ 1.25 เปอร์เซ็นต ์ลงใน column ปริมาตร 150 

ml. ใชเ้วลาในการยอ่ยตวัอยา่ง 30 นาที 
5. เม่ือครบระยะเวลายอ่ย ใหล้า้งตวัอยา่งดว้ยน ้าร้อน จนหมดฟอง (เช็ค pH เป็นกลาง) 
6. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 1.25 เปอร์เซ็นต ์ลงใน column 

ปริมาตร 150 ml. ใชเ้วลาในการยอ่ยตวัอยา่ง 30 นาที 
7. เม่ือครบระยะเวลายอ่ย ใหล้า้งตวัอยา่งดว้ยน ้าร้อน จนหมดฟอง (เช็ค pH เป็นกลาง) 
8. น าถว้ย crucible ท่ีมีตวัอยา่ง ลา้งดว้ย Acetone ประมาณ 3 คร้ัง คร้ังละ 25 มิลลิลิตร 
9. อบตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 5 ชม.น าออก

จากตูอ้บ และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั (W3) 
10. เผาตวัอยา่งท่ีผา่นการอบในเคร่ืองเผาอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 ชม.น า

ออกจากตูอ้บ และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั (W4) 
11. ค านวณหาปริมาณเยือ่ใยหยาบ 

การค านวณ 

% เยือ่ใยหยาบ       =                     น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัเผา (W 4) -  น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัอบ (W3)   100 

                                                   น ้ าหนกัตวัอยา่ง (W2) 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะห์ Acid   detergent  fiber (ADF)  (งานวิเคราะห์อาหารสตัว,์ 2553) 

        ADF คือส่วน ท่ีเหลือจากการน าตวัอยา่งพืชไปยอ่ยดว้ยสารละลาย Acid   Detergent  ซ่ึงมี
ความเข้มข้นของกรดในสารละลายเท่ากับ 1 N. และมี detergent คือ
Cetyl trimethylammonium  bromide จะยอ่ยโปรตีนในเซลลพ์ืช ส่วน Acetone จะละลายไขมนัและ
เม็ดสีต่างๆ  ส่วนท่ีเหลือท่ีไม่ละลายในสารละลาย จะเป็นสารท่ีอยู่ในส่วนของ ADF 
ไดแ้ก่ Cellulose   Lignin  Cutin  และ Acid  Insoluble  ash (AIA)  

         ADF มิไดห้มายถึงเยือ่ใยในอาหารหรือในพืชทั้งหมด เพราะไม่ไดร้วมส่วนของ 
Hemicellulose รวมอยูด่ว้ย ท าใหป้ริมาณท่ีไดส่้วนใหญ่ จะมีค่าสูงกวา่ค่าของ CF แสดงใหเ้ห็นชดัวา่ 
การหาปริมาณของเยือ่ใย โดยการใช ้CF ในอาหารนั้นต ่ากวา่ความเป็นจริง ปริมาณของ ADF ใน
อาหารสตัวก์เ็ป็นในท านองเดียวกนักบัปริมาณของ NDF คือในอาหารขน้จะมีปริมาณของ NDF ต ่า
กวา่ในอาหารหยาบ และในพืชอาหารสตัวป์ริมาณของ ADF จะเพิ่มข้ึนตามอายกุารเกบ็เก่ียวของพืช  
   
  วธีิการ 

1. อบถว้ย crucible NO.2 ในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 ชม.น าออกจาก
ตูอ้บ และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั(W1) 

2. ชัง่ตวัอยา่งใส่ crucible   1.02 กรัม บนัทึกน ้าหนกั (W 2) 
3. น าถว้ย crucible ท่ีมีตวัอยา่งเขา้เคร่ือง Hot Extraction Unit 1020 
4. ใส่สารละลาย Acid Detergent   ลงใน column ปริมาตร 100 ml. ใชเ้วลาในการยอ่ยตวัอยา่ง 

60 นาที 
5. เม่ือครบระยะเวลายอ่ย ใหล้า้งตวัอยา่งดว้ยน ้าร้อน จนหมดฟอง (เช็ค pH เป็นกลาง) 
6. น าถว้ย crucible ท่ีมีตวัอยา่ง ลา้งดว้ย Acetone ประมาณ 3 คร้ัง คร้ังละ 25 ml. 
7. อบตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 5 ชม.น าออกจาก

ตูอ้บและปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั(W3) 
8. เผาตวัอยา่งท่ีผา่นการอบในเคร่ืองเผาอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 ชม.น าออก

จากตูอ้บและปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั(W4) 
9. ค านวณหาปริมาณ ADF  
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การค านวณ 

% ADF   = น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัเผา (W 4)  -  น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัอบ (W3)     
น ้าหนกัตวัอยา่ง (W2)  100 

% Hemicellulose = % NDF - %ADF 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ Neutral  detergent  fiber (NDF)   (งานวิเคราะห์อาหารสัตว,์ 2553) 

             NDF หมายถึงกลุ่มของสารเคมีต่างๆท่ีเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลลข์องพืช  ซ่ึงส่วน
ใหญ่ไดแ้ก่ Cellulose   Hemicellulose    และ  Lignin  รวมทั้ง Cutin  Silica  และ  Tannin  โดยปกติ
สัตวก์ระเพาะเด่ียว ไม่สามารถจะยอ่ย หรือยอ่ยไดเ้ป็นส่วนนอ้ย   ส่วนสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง หรือสัตว์
กระเพาะรวม ซ่ึงมีจุลินทรียอ์าศยัอยู่ในกระเพาะ สามารถจะย่อยบางส่วนของ NDF ไดบ้า้ง แต่
ความสามารถยอ่ยไดม้ากนอ้ย แค่ไหนข้ึนอยูก่บัปริมาณของ lignin cutin และ silica ท่ีอยูใ่นอาหาร
นั้นๆ   ดงันั้นจึงมกัถือวา่อาหารสตัวท่ี์มีระดบัของ NDF สูงจะยอ่ยยาก หรือมีคุณภาพต ่ากวา่อาหารท่ี
มี NDF ต ่า เช่นอาหารหยาบมีปริมาณของ NDF สูงกว่าในอาหารขน้ พืชอาหารสัตวต์ระกูลหญา้มี
ปริมาณของ NDF สูงกว่าพืชตระกูลถัว่ หรือพืชอาหารสัตวท่ี์เก็บเก่ียวเม่ือมีอายมุาก ปริมาณของ 
NDF ก็สูงกว่าพวกท่ีตดัเม่ืออายนุอ้ย โดยปกติอาหาร หรือพืชท่ีมีปริมาณของ NDF สูงการยอ่ยได้
ของ NDF มกัจะต ่าไปดว้ย 

          NDS  เป็นส่วนของเซลลพ์ืชท่ีละลายในสารละลาย Neutral detergent เรียกวา่ Neutral 
detergent soluble ซ่ึง ประกอบดว้ย คาร์โบไฮเดรตท่ีละลายง่าย แป้ง กรดอินทรียต่์างๆ โปรตีน และ 
pectin สารต่างๆน้ีสตัวทุ์กชนิดสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ได ้
 
         วธีิการ 
      1. อบถว้ย crucible NO.2 ในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 ชม.น าออกจากตูอ้บ   
และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั(W1) 
      2. ชัง่ตวัอยา่งใส่ crucible   1.02 กรัม บนัทึกน ้าหนกั (W 2) ใส่สาร sodium sulphite 0.5 กรัม  
      3. น าถว้ย crucible ท่ีมีตวัอยา่งเขา้เคร่ือง Hot Extraction Unit 1020 
      4. ใส่สารละลาย Neutral  Detergent   ลงใน column ปริมาตร 100 ml.ใชเ้วลาในการยอ่ยตวัอยา่ง 
60 นาที 
       5. .เม่ือครบระยะเวลายอ่ย ใหล้า้งตวัอยา่งดว้ยน ้าร้อน จนหมดฟอง (เช็ค pH เป็นกลาง) 
      6.น าถว้ย crucible ท่ีมีตวัอยา่ง ลา้งดว้ย Acetone ประมาณ 3 คร้ัง คร้ังละ 25 ml. 
      7. อบตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียล ระยะเวลา 5 ชม.น าออกจาก
ตูอ้บและปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั(W3) 
      8. .เผาตวัอยา่งท่ีผา่นการอบในเตาเผาอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 ชม.น าออกจาก
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ตูอ้บและปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั (W4) 
     9. ค านวณหาปริมาณ NDF  

การค านวณ 

% NDF = น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัเผา (W 4)  -  น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัอบ (W3)    100 

        น ้ าหนกัตวัอยา่ง (W2) 

% NDS = 100 – NDF 
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ภาคผนวก ง 
การวิเคราะห์ Lignin  (งานวิเคราะห์อาหารสัตว,์ 2553) 

             lignin  ประกอบดว้ยธาตุคาร์บอน  ไฮโดรเจน  และ ออกซิเจน  แต่ปริมาณของคาร์บอนจะมี
มากกว่าคาร์โบไฮเดรต นอกจากน้ียงัพบว่ามีธาตุไนโตรเจนรวมอยูด่ว้ย Lignin เป็นสารท่ีแมแ้ต่
จุลินทรียก์็ไม่สามารถยอ่ยได ้ดงันั้น ลิกนินเป็นสารท่ีมีอยูใ่นอาหารท่ีสัตวทุ์กชนิดไม่สามารถยอ่ย
ได ้ และยงัเป็นตวัท่ีไปท าให้การย่อยไดข้องสารอ่ืนเยื่อใยอ่ืนๆ โดยเฉพาะ Cellulose และ 
Hemicellulose ลดลงดว้ย  

           ปริมาณของลิกนินในพืชตระกลูถัว่จะมีปริมาณสูงกวา่ในพืชตระกลูหญา้  แต่การยอ่ยไดข้อง
วตัถุแหง้ในพชืตระกลูถัว่ จะสูงกวา่พวกตระกลูหญา้ เน่ืองจากลิกนินจะมีอิทธิพลต่อการยอ่ยไดข้อง
ส่วน NDF ซ่ึงเป็นส่วนของเยือ่ใยเท่านั้น  แต่จะไม่มีผลต่อการยอ่ยไดข้อง NDS แต่อยา่งใด   ดงันั้น
แมว้า่ส่วนของ NDF ในถัว่จะยอ่ยไดย้ากกวา่ในหญา้ แต่พืชตระกลูถัว่มีปริมาณ NDS ซ่ึงเป็นส่วนท่ี
สตัวย์อ่ยไดง่้ายสูง ดงันั้นเม่ือคิดถึงวตัถุแหง้ท่ีสตัวย์อ่ยไดท้ั้งหมด จึงมีค่าไดสู้งกวา่พวกพืชตระกลู
หญา้  
     
        วธีิการ 

  1.  น า crucible ท่ีมีตวัอยา่งท่ีผา่นการวิเคราะห์ ADF วางในถาดท่ีมีน ้ ากลัน่อยูสู่งประมาณ 
1ซม. 
   2. เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 72 % ลงไปในถว้ย crucible ประมาณคร่ึงถว้ย ใชแ้ท่งแกว้คน
ตวัอยา่งใหแ้ตกกระจาย คอยเติมกรด       จนกระทัง่ปริมาณของกรดในถว้ยไม่แหง้ ท้ิงไว ้3 ชม.  
   3. เม่ือครบระยะเวลา กรองกรดออกและลา้งดว้ยน ้าร้อนจน pH เป็นกลาง  
   4 .อบตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยในตูอ้บอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 5 ชม.น าออก
จากตูอ้บ และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั 
   5.เผาตวัอยา่งท่ีผา่นการอบในเคร่ืองเผาอุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 ชม.น า
ออกจากตูอ้บ และปล่อยใหเ้ยน็ในโถอบแหง้ ชัง่น ้ าหนกั 
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การค านวณ 

%  ADL  = น ้าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัเผา   -  น ้ าหนกัถว้ยพร้อมตวัอยา่งหลงัอบ   100 

           น ้ าหนกัตวัอยา่ง 

% Cellulose = % ADF - %ADL 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะห์น า้ตาลรีดิวซ์โดยวธีิโซโมจาย – เนลสัน (วีรนุช, ศกณุตรี และสุภาภรณ์, 2551) 
สารเคมีและวิธีการเตรียม Low-Alkalinity  Reagent 
 สารละลาย A : เตรียมโดย 

1. ชัง่ Rochelle Salt ( Na-K Tartrate) 12 กรัม Anhydrous Na2 CO3  24 กรัม 
2. ละลายสารทั้ง 2 ในน ้ากลัน่ท่ีตม้แลว้ประมาณ 250 มิลลิลิตร 

สารละลาย B : เตรียมโดย 
1.  ชัง่ Cu2 SO4  5H2O    2.0 กรัม  
2.  ละลายลงในน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร 

 สารละลาย C : เตรียมโดย 
1. ชัง่ Anhydrous Na2SO4  180 กรัม 
2. ละลายในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร  
3. น าไปตม้และท าใหเ้ยน็ 

 
วธีิการผสม  

1. เติมสารละลาย B ลงในสารละลาย A ค่อยๆ เติม NaHCO3 16 กรัม  
2. เติมสารละลาย C ลงไป เติมน ้ากลัน่ท่ีตม้แลว้ลงไปเพื่อปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1000 

มิลลิลิตร  
3. น าสารละลายเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 สปัดาห์ จึงรินส่วนท่ีลอยมาใช ้

 
Arsenomolybdate Reagent of Nelson 
 สารละลาย D : เตรียมโดย 

1. ชัง่  Ammonium Molybdate  25 กรัม 
2. ละลายในน ้ากลัน่  450 มิลลิลิตร  
3. เติมกรดซลัฟิวริก (96เปอร์เซ็นต)์ 21 มิลลิลิตร 

สารละลาย E : เตรียมโดย 
1. ชัง่ Na2 HAsO4  3 กรัม  
2. ละลายในน ้ากลัน่ 25 มิลลิลิตร 

 
วธีิการผสม 
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1. เติมสารละลาย E ในสารละลาย D  
2. เติมน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรสุดทา้ย 1000 มิลลิลิตร 
3. บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง เกบ็ในขวดสีชา  

สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

 เตรียมชัง่น ้ าตาล 0.0200 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะ
ไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัม/ลบ.ซม. จากนั้นน ามาเจือจางใหไ้ด้
สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0 – 200 ไมโครกรัม/ลบ.ซม. ดงัน้ี 

ตารางที ่5  แสดงค่าความเขม้ขน้ของสารละลายกลูโคสมาตรฐานท่ีเตรียมได ้

หลอดท่ี สารละลายกลูโคส (200 
ไมโครกรัม/ลบ.ซม.)     

(ลบ.ซม.) 

น ้ากลัน่ (ลบ.
ซม.) 

สารละลายกลูโคส                
( ไมโครกรัม/ลบ.ซม.) 

1 0.00 1.00 0 
2 0.25 0.75 50 
3 0.50 0.50 100 
4 0.75 0.25 150 
5 1.00 0.00 200 

วธีิการ 

 1. ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีมีปริมาณกลูโคสไม่เกิน 200 ไมโครกรัม หรือสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน (ความเขม้ขน้ 0 – 200 ไมโครกรัม) ปริมาตร 1.0 ลบ.ซม. ลงในหลอดทดลอง 

 2. เติม Low-Alkalinity Reagent of Somogyi ลงไป 1.0 ลบ.ซม. 

 3. น าไปตม้ในอ่างน ้าร้อนเป็นเวลา 10 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ 

 4. เติม Arsenomolybdate Reagent of Nelson 1.0 ลบ.ซม. เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
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 5. เติมน ้ากลัน่ลงไปปรับปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ป็น 25 ลบ.ซม. ตั้งท้ิงไวอ้ยา่งนอ้ย 15 นาที แต่
ไม่ควรเกิน 40 นาที 

 6. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร 

 7. น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขม้ขน้ของกลูโคสใน
สารละลายตวัอยา่ง หรือค านวณไดจ้าก  

 

ความเขม้ขน้ของกลูโคส (กรัม/ลิตร) = (ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 500 นาโนเมตร x (อตัราการเจือจาง) 

      (ความชนัของกราฟมาตรฐาน) x (1000) 
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ภาคผนวก ฉ 

การใช้วธีิ Standard Addition ในการหาปริมาณเอทานอลที่ได้จากการหมัก (วีรนุช, ศกณุตรี และ
สุภาภรณ์, 2551) 
อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความเขม้ขน้ 600 นาโนเมตร 
2. คิวเวต (Cuvette) 
3. อ่างควบคุมอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
4. ขวดปรับปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
5. ปิเปตขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 
6. หลอดทดลองขนาดกลางท่ีมีฝาปิด 
7. แท่งแกว้คนสาร 

 
สารเคมีและวิธีเตรียม 
 1. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขม้ขน้ 0.1 โมล/ลิตร ในกรดไฮโดรคลอลิก
เขม้ขน้   

วิธีเตรียม : ละลายโพแทสเซียทไดโครเมตหนกั 7.35 กรัม ในสารละลายไฮโดรคลอลิก
ความเขม้ขน้ 12  นอร์มอล ปริมาตร 10.42 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร 250 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ 

2. เอทานอลบริสุทธ์ิ 
3.  สารละลายเอทานอลมาตรฐานค่าความเขม้ขน้ในช่วง 0.1 – 1.5 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร 
วิธีเตรียม : เจือจางเอทานอลบริสุทธ์ิดว้ยน ้ากลัน่ใหมี้ค่าความเขม้ขน้ในช่วง 0 – 1.5 

มิลลิกรัม / มิลลิลิตร โดยเตรียมใส่หลอดฝาเกลียวปิดสนิท 
 
การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 
 1.  ท าการเจือจางสารละลายตวัอยา่งใหมี้ความเขม้ขน้ของเอทานอลโดยประมาณใหมี้ช่วง
ความเขม้ขน้ 0.3 – 1.5 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร 
 2.  ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีท าการเจือจางแลว้ ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ผสมกบั
สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขม้ขน้ 0.1 โมล / ลิตร ในกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.5 
นอร์มอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในหลอดฝาเกลียวปิดสนิท 
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 3. เติมน ้ากลัน่ 2 มิลลิลิตร ปิดฝาใหแ้น่น น าไปตม้เดือด 5 นาที เม่ือครบระเวลาท าใหเ้ยน็
ทนัที 

4.  น าสารละลายจากขอ้ 3 ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร บนัทึก
ค่าโดย เปรียบเทียบกบัสารละลายแบลงค ์

 
หมายเหตุ ถา้สารละลายตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์มีค่าความเขม้ขน้เกินกวา่ช่วงท่ีก าหนดให้

เจือจางสารละลายเอทานอลลงแลว้คูณกลบัดว้ยค่าคงท่ีของการเจือจางเป็นค่าความเขม้ขน้ท่ีถูกตอ้ง 
การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลดว้ยวิธี Standard Addition นั้นคือการวิเคราะห์โดยใช้

เทคนิคการเติมสารชนิดเดียวกันกบัสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ไปเป็นสารมาตรฐานโดยตอ้งทราบ
ปริมาณท่ีแน่นนอนของสารท่ีเติมลงไป เพื่อน าไปค านวณยอ้นกลบัมาเป็นปริมาตรความเขม้ขน้ของ
สารท่ีตอ้งการตรวจสอบ ในการท าปริมาณวิเคราะห์จึงใชว้ิธีการวดัความเขม้ขน้ของสารท่ีตอ้งการ
วิเคราะห์ ทั้งก่อนและหลงัเติมสารมาตรฐาน โดยให้คิดว่า ความสัมพนัธ์ของความเขม้รังสีท่ีวดัได้
กบัความเขม้ขน้จะตอ้งเป็นเสน้ตรง (Linear Relationship) 
 

จากรูปอธิบายไดว้า่เม่ือท าการเติมสารชนิดเดียวกนักบัสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ในปริมาณ
ความเขม้ขน้ต่างๆกนั จะไดก้ราฟเสน้ตรงท่ีมีความชนัดงัรูป และเม่ือท าการลากเสน้ตรงลงมา
จนกระทัง่บรรจบกบัแกน X จะไดค่้าความเขม้ขน้ของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ (ค  านวณหาค่า X จาก
สมการของกราฟ) 

การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล มีการเตรียมสารละลายตวัอยา่ง อยา่งละ 6 หลอดการ
ทดลอง โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

1. เตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐานความเขม้ขน้ 6 นอร์มอล ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
2. เตรียมสารละลายจากขอ้ 1 ลงไปในหลอดทดลองต่างๆ ดงัน้ี 

 หลอดท่ี 1 เติมสารละลายลงไปปริมาณ 60 ไมโครลิตร 
 หลอดท่ี 2 เติมสารละลายลงไปปริมาณ 120 ไมโครลิตร 
 หลอดท่ี 3 เติมสารละลายลงไปปริมาณ 180 ไมโครลิตร 
 หลอดท่ี 4 เติมสารละลายลงไปปริมาณ 240 ไมโครลิตร 
 หลอดท่ี 5 เติมสารละลายลงไปปริมาณ 300 ไมโครลิตร 

3. หลงัจากนั้นท าการเติมน ้ากลัน่เพื่อปรับปริมาตรของหลอดทดลองแต่ละหลอดใหมี้
ปริมาตรรวมท่ีเท่ากนัและเติมสารยอ้มสี 

4. เขยา่ใหเ้ขา้กนัจากนั้นตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 30 นาที  
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5. ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ 
6. น าผลๆไปวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลดว้ยสเปกโตโฟโตมิเตอร์ 
7. น าผลการทดลองท่ีไดม้าพลอ็ตกราฟโดยใหแ้กน Y  เป็นค่าการดูดกลืนแสง และแกน 

X  เป็นความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีเติมลงไป จะไดก้ราฟเส้นตรงท่ีตดัแกน Y จากนั้น
ลากเส้นกราฟมาตดัแกน X ดา้นซา้ยมือของจุดออริจิน สเกลของแกน X ตรงต าแหน่งท่ี
ตดัแกนคือค่าความเขม้ขน้ของเอทานอลในตวัอยา่ง 
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ภาคผนวก ช 

อาหารเลีย้งเช้ือและวธีิการเตรียม  (กาญจนา,ชรีรัตน์ และ ศิริวรรณ, 2547) 

1. พีดีเอ (potato dextrose agar : PDA) 

วิธีเตรียม : ละลายพีดีเอหนกั 39 กรัม ในน ้ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไป
กวนบนเคร่ืองกวนสารใหล้ะลายเป็นเน้ือเดียวกนัแลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ภายใตค้วามดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ในหมอ้น่ึงความดนัไอน ้าเป็นเวลา 15 นาที 

2. อาหารเหลวส าหรับผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ 

ส่วนประกอบ 

 MgSO4    1.00  กรัม 

CaHPO4   0.05 กรัม 

(NH4)2 SO4   4.00 กรัม 

Corn steep liquor  7.00 มิลลิลิตร 

Tween 80   20.00 มิลลิลิตร 

Fe SO4    5.00  มิลลิกรัม 

Zn SO4    1.40  มิลลิกรัม 

Mn SO4    1.60  มิลลิกรัม 

CoCl2    3.60  มิลลิกรัม 

น ้ากลัน่    1.00 ลิตร 
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ภาคผนวก ซ 

การนับจ านวนของเซลล์ (กิตติมา, พิศาล และสุภวินด,์ 2546) 
 

          วิธีการนบัจ านวนเซลลท์ั้งหมดท่ีอยูใ่น  liquid  culture  /  broth  นิยมใชว้ิธีนบัโดยตรงจาก
กล่องส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์  (direct   microscopic   counting) ส าหรับการนบัเซลลข์อง
จุลินทรียต่์างชนิดกนัจะใชอุ้ปกรณ์ในการช่วยนบั  (counting   chamber) ท่ีต่างกนั   คือ  
 
 ถา้เป็นเซลลข์องยสีตห์รือสปอร์ของเช้ือราจะใชอุ้ปกรณ์ในการนบัคือ Hemocytometer 
หรือ heamacytometer ท่ีใชส้ าหรับนบัจ านวนของเมด็เลือด โดยใชก้ าลงัขยายจากกลอ้งจุลทรรศน์
จาก 100 ถึง 400 เท่า เพื่อสามารถมองเห็น Counting Chamber และเซลล ์
 
 ถา้เป็นเซลลข์องแบคทีเรียจะใชอุ้ปกรณ์ในการช่วยนบัคือ Petroff – Hauser Chamber และ
ใชก้ าลงัขยาย 1000 เท่า และควรใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด Phase Contrast 
 
 การเลือกวา่จะนบัเซลลใ์นบริเวณใดของ Chamber นั้นข้ึนกบัจ านวนของเซลล ์โดยอาจนบั
จ านวนเซลลท์ั้งหมดท่ีมองเห็นอยูใ่นช่องส่ีเหล่ียมจตุัรัสใหญ่ (Middle Square) หรือจะนบัในช่อง
ขนาดกลาง 5 ช่อง โดยใหก้ระจายต าแหน่งของช่องขนาดกลางท่ีจะท าการนบั โดยใหน้บัเซลลท่ี์
แตะอยูบ่ริเวณขอบไดแ้ต่ไม่นบัเซลลท่ี์ไปอยูร่ะหวา่งช่องจตุัรัสขนาดกลางช่องอ่ืน ในการนบั
จ านวนเซลลใ์หมี้ความถูกตอ้งแม่นย  า ควรท าการเจือจางตวัอยา่งของเช้ือจุลินทรียใ์นแต่ละช่อง
จตุรัสเลก็ของจุลินทรียใ์นแต่ละช่องจตุัรัสเลก็ในระหวา่ง 10 – 1 เซลล ์
 
วิธีการตรวจนบั 
 

1. ลา้ง Counting Chamber ใหส้ะอาดและเช็ดใหแ้หง้สนิท 
2. ปิดทบับริเวณส่ีเหล่ียมซ่ึงมีช่องแบ่งดว้ยกระจกปิดสไลดจ์ าเพาะของ Chamber นั้นๆ 
3. ท าการผสมเซลลใ์นน ้าเพาะเล้ียงใหเ้ขา้กนัดี โดยใชเ้คร่ืองผสม 
4. ใช ้Pasteur Pipette ดูด Cell Suspension แลว้น ามาหยอดลงบนผวิหนา้ดา้นขดัมนัของ 

Chamber ตรงบริเวณขอบกระจกขดัสไลดจ์ะเกิด Capillary action ท าใหห้ยดของเซลล์
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ซึมเขา้สู่ Chamber ได ้ตั้งท้ิงไว ้2-32 นาที เพื่อใหเ้ซลลก์ระจายอยา่งสม ่าเสมอและ
ตกตะกอนเรียบร้อย 

หมายเหตุ ปริมาณของหยดเซลลมี์ความส าคญัตอ้งใหมี้ปริมาตรพอดี คือ ไม่มีส่วนท่ีเหลือพอซึม
ออกมา 
  

น า Chamber มาหาต าแหน่งตารางท่ีใชน้บั โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์และใชเ้ลนส์ขยายวตัถุ
ก าลงัขยาย 40 เท่า และ Occular x10 จากนั้นจึงปรับความเขม้ของแสงและหาโฟกสัจนมองเห็นทั้ง
เสน้แบ่งช่องและตวัเซลล ์ 
 5.นบัจ านวนจุลินทรียใ์นแต่ละช่องส่ีเหล่ียมจตุัรัสเลก็ๆ และควรนบัไม่นอ้ยกวา่ 5 ช่อง อาจ
นบัถึง 10 ช่อง เป็นอยา่งนอ้ย การนบัเซลลมี์เกณฑก์ารนบัโดยใหน้บัเซลลใ์น 5 ช่อง จาก 25 ช่องเลก็
ของส่ีเหล่ียมจตุัรัสใหญ่ท่ีอยูต่รงกลาง  
 
การค านวณปริมาณจุลินทรีย ์
 1.ส าหรับ Petroff – Hauser Chamber 
   สมมติวา่นบัเซลลใ์น 5 ช่อง   = X   Cell 
   ปริมาตร 5 ช่องท่ีใชน้บั   = 5/1 x 5/1 x 1/50 x 5 mm3 

      = 1/250   mm3 
   จ านวนเซลลใ์นปริมาตร 250/1 ml = 25X x 104 x Dilution factor/ml 
 
 2. ส าหรับ Haemacytometer 
   ปริมาตร 5 ช่องท่ีใชน้บั   = 1/5 x 1/5 x 1/10 x 5  mm3 

      = 1/50    mm3 

  จ านวนเซลลท์ั้งหมดตั้งตน้  = X   cell 
  หรือในปริมาตร 1 ml   = 5 x 104  cell 
  จ านวนเซลลท์ั้งหมดตั้งตน้  = 5X x104 xDilution factor cell/ml 
 
 3. .ใหร้วมจ านวนนบัของเซลลท่ี์นบัไดจ้ากแต่ละช่องเลก็ หารดว้ยจ านวนช่องส่ีเหล่ียมเลก็
ท่ีท าการนบั จะไดค่้าเฉล่ียของจ านวนเซลลต่์อหน่ึงช่องส่ีเหล่ียมเลก็ เช่น ได ้X เซลลต่์อช่อง การ
ค านวณเซลล ์ต่อตวัอยา่ง 1 ml ท าไดด้งัน้ี 
ตวัอยา่ง 0.00025 mm3 มีเซลลอ์ยู ่ = X    cell 
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                         1 mm3  = X x 103 
                              0.00025 

    = 4X x 106   cell 
 

 

 

รูปที ่  7      ภาพแสดงลกัษณะและขนาด (เท่าจริง) ของ Haemacytometer  
ที่มา:   วิรุชน์ (2553) 
 
 

 
รูปที ่ 8  แผนภาพแสดงลกัษณะและต าแหน่ง ส าหรับการตรวจนบัจ านวนตวัอยา่ง เช่น สปอร์ของ
เช้ือรา ดว้ย Haemacytometer  
ที่มา:   วิรุชน์ (2553) 
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รูปที ่ แผนภาพแสดงบริเวณท่ีใชน้บัจ านวน A, B, C D และ E (Counting areas) ตวัอยา่งท่ีตอ้งการ
ค านวณหาความเขม้ขน้  (เกวลิน, 2553) 

 
 
 
 
 
 
 
 


