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ภาคผนวก ก 
 
1. สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.1 อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร NB 
 
Peptone   5.0 กรัม 
Beef extract  3.0 กรัม 
   

สูตรนี้ใชเตรียมอาหารปริมาตร 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางใหได 6.8  
 
1.2 อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร DXM (Sa’-Pereira et al., 2000) 
 

K2HPO4   1.0  กรัม 
NaCl    1.0  กรัม 
Soybean flour   2.0  กรัม  
Oat spelts xylan             10.0   กรัม 
MgSO4.7H2O  0.5  กรัม 
CaCO3   2.0 กรัม  
 

สูตรนี้ใชเตรียมอาหารปริมาตร 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางใหได 6.8  
 

1.3 อาหารเลี้ยงเชือ้สูตร NM (Tang et al.,2004) 
 

Dextrin   20.0 กรัม 
Yeast extract  20.0 กรัม 
NaCl   5.0 กรัม 
KH2PO4   1.0 กรัม 
MgSO4 .7H2O  0.1 กรัม 
CaCl2   0.1 กรัม 
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สูตรนี้ใชเตรียมอาหารปริมาตร 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางใหได 6.8  
 

2. การเตรียมแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนตาง ๆ สําหรบัตกตะกอนเอนไซมยอยสลาย 
 

เตรียมโดยชั่งแอมโมเนียมซลัเฟตเทากับปริมาณที่แสดงผลในตารางผนวกที่ ก1 
 

ตารางผนวกที ่ก1  ปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟต (กรัม) ที่ใชในการตกตะกอนตัวอยางปริมาตร 1 
ลิตร                

 
หมายเหต ุ S1 คือความเขมขนเริ่มตนของแอมโมเนียมซัลเฟตในการตกตะกอน (เปอรเซ็นต) 

    S2 คือความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตทีต่องการในการตกตะกอน (เปอรเซ็นต)                               
ที่มา:  Scope (1988) 
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3. การวิเคราะหปริมาณโปรตนีของสารละลายเอนไซมยอยสลายเขมขน 
 

วิเคราะหโดยใชวิธีของ Lowry (Lowry et al., 1951)   
 
3.1  สารเคมี 
 

3.1.1 สารละลาย A   
 
สารละลาย Na2CO3 ความเขมขน 2  เปอรเซ็นตในสารละลาย NaOH ความ

เขมขน 0.1 N  
 

3.1.2 สารละลาย B 
 

สารละลาย CuSO4.5H2O ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตผสมกับสารละลาย Na-K 
tartrate ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตในอัตราสวน 1 ตอ 1 

 
3.1.3 สารละลาย Folin-ciocalteua phenol ความเขมขน 1 N  
 
3.1.4 สารละลายมาตรฐานโปรตีน Bovine serine albumin (บีเอสเอ)  

 
สารละลายบีเอสเอความเขมขน 0.0625  0.125  0.250  0.500  1.000  และ 2.000 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

3.2 วิธีการทดลอง 
 

ใสตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรในหลอดทดลองขนาด 15 x 160 
มิลลิเมตร เติมสารละลาย A และ B ซ่ึงผสมในอัตราสวน 50 ตอ 1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กัน และทิ้งไว 10 นาที จากนัน้เติมสารละลาย Folin-Ciocalteau phenol 0.3 มิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 
30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 750 นาโน
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เมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายบีเอสเอเพื่อหาปริมาณโปรตีน ใชน้ํากลั่นแทน
ตัวอยางในกรณีของ blank 

 
3.3 กราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน 

 
ใชสารละลายมาตรฐานโปรตีนความเขมขนตาง ๆ แทนตัวอยางตามวธีิในขอ 3.2 เขียน

กราฟมาตรฐานความเขมขนของโปรตีนโดยใหแกนตั้งเปนคาการดูดกลืนแสง และแกนนอนเปน
ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโปรตีน     

y = 0.4037x
R2 = 0.9936
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ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานความเขมขนของโปรตีน 
 
4. การวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซเพื่อคํานวณคากิจกรรมของเอนไซมยอยสลาย 
 

วิเคราะหโดยใชวิธีของ Miller (Miller, 1959)   
 
4.1 สารเคมี 
 

4.1.1 สารละลาย 3, 5- Dinitrosalicylic acid (ดีเอน็เอส)   
 
ละลายดีเอ็นเอส 10 กรัม ในสารละลาย NaOH ความเขมขน 1 N ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร เติม Na-K tartrate  300 กรัมที่อุณหภูมิสูง จากนัน้ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น  
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4.1.2 สารละลาย citrate phosphate buffer pH 5.5 
 

ผสมสารละลาย citric acid ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 216 มิลลิลิตรกับ
สารละลาย Na2HPO4.7H2O ความเขมขน 0.2 M ปริมาตร 284 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 1 
ลิตรดวยน้ํากลัน่ 

  
4.1.3 สารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส กาแลคโตส และไซโลส  

 
สารละลายน้ําตาลกลูโคส  กาแลคโตส  และไซโลสความเขมขน 0.2  0.4  0.6  

0.8  และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

4.2 วิธีการทดลอง 
 

บมตัวอยาง 0.25 มิลลิลิตร ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนัน้ผสมใหเขากบั
สารละลายที่ใชเปนสับสเทรตใน citrate phosphate buffer pH 5.5 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร  บมตอที่
อุณหภูมิเดิม 30 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยเตมิสารละลายดีเอ็นเอสจํานวน 0.5 มิลลิลิตร นําไปตมในน้าํ
เดือด 5 นาที แชน้ําเย็น 5 นาที แลวเจือจางดวยน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั วดัคาการดูดกลืน
แสงดวยเครื่องspectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกบักราฟ
มาตรฐานสารละลายน้ําตาลเพื่อคํานวณหาคากิจกรรมเอนไซม ทุกตัวอยางทําชุดควบคุมโดยเติม
สารละลายดีเอ็นเอสกอนเติมสับสเทรต  และ blank ใชน้ํากลั่นแทนตวัอยางและสับสเทรต 
 

4.3  กราฟมาตรฐานสารละลายน้าํตาล 
 
ใชสารละลายมาตรฐานน้ําตาลความเขมขนตาง ๆ แทนตัวอยางตามวธีิในขอ 4.2 เขียน

กราฟมาตรฐานสารละลายน้าํตาลใหแกนตัง้เปนคาการดดูกลืนแสง และแกนนอนเปนความเขมขน
ของสารละลายน้ําตาล    
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ภาพผนวกที่ ก2  กราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลกลูโคส 
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ภาพผนวกที่ ก3  กราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลกาแลกโตส 
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ภาพผนวกที่ ก4  กราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลไซโลส 
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5. การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา 
 

วิเคราะหโดยใชวิธี phenol-sulfuric ของ Dubois et al (1956)  
 
5.1  สารเคมี 
 

5.1.1 สารละลาย phenol ความเขมขน 5 เปอรเซ็นตน้ําหนักโดยปริมาตร   
 

5.1.2 สารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 
 
5.1.3 สารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส  

 
สารละลายน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 10  20  30  40  50  และ 60 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร 
 

5.2  วิธีการทดลอง 
 

ใสตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 1 มิลลิลิตรในหลอดทดลองขนาด 15 x 160 
มิลลิเมตร ผสมใหเขากับสารละลาย phenol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายกรดซัลฟวริก
เขมขนปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน และทิ้งไว 10 นาที แลวบมทีอุ่ณหภูมิ 25-30 องศา
เซลเซียส 20 นาที จึงวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 480 นาโน
เมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลกลูโคสเพื่อคํานวณหาปริมาณ
คารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําของตัวอยาง ใชน้ํากลั่นแทนตวัอยางในกรณขีอง blank 
 

5.3 กราฟมาตรฐานสารละลายน้าํตาลกลูโคส 
 
ใชสารละลายมาตรฐานน้ําตาลความเขมขนตาง ๆ แทนตัวอยางตามวธีิในขอ 5.2 เขียน

กราฟมาตรฐานสารละลายน้าํตาลกลูโคสใหแกนตั้งเปนคาการดูดกลืนแสง และแกนนอนเปนความ
เขมขนของสารละลายน้ําตาลกลูโคส   
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ภาพผนวกที่ ก5  กราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลกลูโคสสําหรับวิเคราะห WSC 
 
6. การวิเคราะหน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว และโมเลกุลคูดวยวิธีโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง 
 

6.1 สูตรของสารละลายที่ใชเปน mobile phase 
 

เตรียมสารละลายตามสูตรในตารางผนวกที่ ก2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตรเพื่อใชเปน 
mobile phase 

 
 ตารางผนวกที่ ก2  สารละลายที่ใชเปน mobile phase ในการวิเคราะหน้ําตาลดวยวธีิ TLC สูตรตาง ๆ  

 
สูตรของสารละลาย สารองคประกอบ อัตราสวน ที่มา 

A อะซิโตน: บิวทานอล: น้ํากลั่น 5: 4: 1 Ghebregzabher et al.  
B อะซิโตน: ไอโซโพรพานอล: 

กรดแลกตกิ 0.1 M 
4: 4: 2 (1976) 

C อะซิโตน: บิวทานอล: น้ํากลั่น 7: 1.5: 1.5  
D บิวทานอล: เอธานอล: น้ํากลั่น 5: 2.5: 2.5 Ovodov et al. (1967) 
E อะซิโตน: คลอโรฟอรม:        

บิวทานอล: น้ํากลั่น 
7.62: 0.95: 
0.95: 0.48 

Lato et al. (1969) 
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6.2 คา RF ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว และโมเลกลุคู 
  

คา RF ของน้ําตาลชนิดตาง ๆ จากการวิเคราะหดวยวิธี TLC เมื่อใชสารละลายสูตรตาง 
ๆ เปน mobile phase แสดงในตารางผนวกที่ ก3 

 
ตารางผนวกที ่ก3  คา RF ของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว และคูชนิดตาง ๆ จากการวิเคราะหดวยวิธี TLC 

เมื่อใชสารละลายสูตรตาง ๆ เปน mobile phase 
 

คาเปอรเซ็นต RF น้ําตาล 
A B C D E 

เซลโลไบโอส 30 78 39 38 28 
กาแลคโตส 38 73 46 43 39 
กลูโคส 45 77 55 47 47 
แมนโนส 49 80 58 51 51 
อาราบิโนส 50 77 61 48 55 
ไซโลส 60 84 70 56 67 

 
7. การวิเคราะหปริมาณกรดในตัวอยางไซเลจ 
 

7.1 สารเคมี 
 

7.1.1 สารละลายกรด tartaric ความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต 
 

เตรียมดวยน้ํา deionize และกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตรกอนใช  
 
7.1.2 สารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 0.05 N 

 
เตรียมดวยน้ํา deionize กรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร และดูดอากาศ

ออกดวย pump จนไมมีฟองอากาศผสมอยูกอนใช  
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7.1.3 สารละลายมาตรฐานกรดผสม  
 
สารละลายกรดแลกติก อะซิติก โปรปโอนิก และบิวทีริกความเขมขน 0.1  0.3  

และ 0.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เตรียมดวยน้ํา deionize และกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 
ไมโครเมตรกอนใช 
 

7.2 วิธีการทดลอง 
 

กรองตัวอยางผานเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตรกอนผสมกับสารละลายกรด tartaric 
ความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นตดวยอัตราสวน 1 ตอ 1 ฉีดตัวอยางเขาสูเครื่อง HPLC ที่ใชสารละลายกรด
ซัลฟวริกความเขมขน 0.05 N เปน mobile phase เครื่องจะใชเวลาวเิคราะหกรดในตัวอยางนาน 35 
นาที จากนั้นนําคาพื้นที่ใตกราฟ (peak area) ของกรดแตละชนดิในตัวอยางหารดวยคาพืน้ที่ใตกราฟ
ของกรด tartaric ในตัวอยางนั้นคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแตละชนดิเพื่อหาปริมาณ
กรดแตละชนดิในตวัอยางตอไป 
 

7.3  กราฟมาตรฐานกรด 
 
ผสมสารละลายมาตรฐานกรดผสมทั้ง 3 ความเขมขนกับกรด tartaric ดวยอัตราสวน 1 

ตอ 1 กอนฉีดเขาเครื่อง HPLC เพื่อทําการวเิคราะห จากนัน้นําคาพื้นทีใ่ตกราฟ (peak area) ของกรด
แตละชนดิในสารละลายมาตรฐานกรดผสมแตละความเขมขนหารดวยคาพื้นที่ใตกราฟของกรด 
tartaric ในสารละลายมาตรฐาน แลวเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาพื้นที่ใตกราฟของกรดแต
ละชนิดที่หารดวยพื้นทีใ่ชกราฟของกรด tartaric แลวกับความเขมขนของกรดชนิดนัน้ 
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ภาพผนวกที่ ก6  กราฟมาตรฐานกรดแลกตกิ 
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y = 1.0078x
R2 = 0.9998
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ภาพผนวกที่ ก7  กราฟมาตรฐานกรดอะซิติก 
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ภาพผนวกที่ ก8  กราฟมาตรฐานโปรปโอนิก 
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R2 = 0.9997
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ภาพผนวกที่ ก9  กราฟมาตรฐานกรดบวิทริีก 
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8. การวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนในตัวอยางไซเลจ 
 

วิเคราะหโดยใชวิธีของ Weatherburn (1967)  
 
8.1   สารเคมี 
 

8.1.1 สารละลาย A 
   

ผสม phenol 5 กรัมกับ sodium nitroprusside 25 กรัม แลวปรับปริมาตรดวยน้ํา 
deionize ใหได 500 มิลลิลิตร 
 

8.1.2 สารละลาย B 
 

ผสม NaOH 2.5 กรัมกับ sodium hypochlorite 4.2 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตร
ดวยน้ํา deionize ใหได 500 มิลลิลิตร 

 
8.1.3 สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียมซัลเฟต  

 
สารละลายมาตรฐานแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 50  100  200  และ 300 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชสารละลายกรดซัลฟวริกความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นตเปนตัวเจือจาง 
 

8.2  วิธีการทดลอง 
 

ใสตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 20 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 15 x 160 
มิลลิเมตร ผสมใหเขากับสารละลาย A ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นเตมิสารละลาย B ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 20 นาที จึงวัดคาการดดูกลืนแสงดวย
เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐาน
สารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อคํานวณหาปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนของตัวอยาง ใชน้ํากลั่น
แทนตวัอยางในกรณีของ blank 
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8.3 กราฟมาตรฐานสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
ใชสารละลายมาตรฐานแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนตาง ๆ แทนตวัอยางตามวิธีใน

ขอ 8.2 เขียนกราฟมาตรฐานสารละลายแอมโมเนยีมซัลเฟตโดยใหแกนตั้งเปนคาการดูดกลืนแสง 
และแกนนอนเปนความเขมขนของสารละลายแอมโมเนยีมซัลเฟต 
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ภาพผนวกที่ ก10  กราฟมาตรฐานสารละลายแอมโมเนยีมซัลเฟต 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ก11  เครื่องบีบอัด 
 


