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สูตรอาหารท่ีใชในงานวิจัย

1. สูตรอาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ (Yeast-Malt Extract Medium)
1.1 อาหารเหลว

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย
สารสกัดจากยีสต์ (Yeast Extract) 3.0 กรัม
สารสกัดจากมอลด์ (Malt Extract) 3.0 กรัม
เปปโตน 5.0 กรัม
กลูโคส 10.0 กรัม

ใส่อาหารในขวดชมพู1 (erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50.0 มิลลิลิตร 
ต่อขวด น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที

1.2 อาหารแข็ง
อาหารแข็งลาดเอียง (YM slant) เตรียมได้โดยเติม^'นผง 20.0 กรัม ลงในสูตรอาหาร 

เหลวในข้อ 1.1 ปิเปตใส่ในหลอดทดลองหลอดละ 6.0 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุกสำลี น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 
อุณหภมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที

2. สูตรอาหารกากน้ําตาลสำหรับหมักเอธานออ
ชั่งกากนิ้าตาล 200 กรัม (ตามนิ้าหนักชุทธิคำนวณจาก %นิ้าหนักมวลเปียกในตารางที่ 6) 

เจือจางด้วยนิ้าขจัดไอออนในอัตราส่วน 1:1 นำไปป่นแยกตะกอนออก ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ี 
ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นำกากน้ิาตาลท่ีได้มาปรับด้วยน้ิาขจัดไอออนใหมี 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรในกระบอกตวง โดยมีค่าความถ่วงจำเพาะ (specific gravity) เท่ากับ
1.08 เติมแอมโมเนียมชัลเฟต 0.5 กรัม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.4 กรัม และ
แมกนีเซียมชัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.4 กรัม ปรับค่าความเป็นกรด-ต่างด้วยกรดชัลพู่ริคให้เป็น 4.5 

ใส่อาหารกากนิ้าตาลในขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 45.0 มิลลิลิตรต่อขวด 
นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที
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การเตรียมสารเคมีท่ีใชในงานวิจัย

1. การเตรียมสารละลายกรด 3, ร-ไดไนโตรซาลิกใซลิก (3, 5-dinitrosalisylic acid)
ละลายกรด 3, ร-ไดไนโตรชาลิไชลิก 1.0 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 

2 นอร์มอล ปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร เติมนํ้าขจัดไอออน 50.0 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเติม 
โพแทสเซียมโซเดียม?เาร์เตรต (Potassium sodiumtartate; C4H4KNa06.4H20 ) 30.0 กรัม ปรับ 
ปริมาตรด้วยนำขจัดไอออนในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เกบในขวดสีชา

2. การเตรียมสารละลายเอนไซม์อินเวอร์เทส
ปิเปตสารละลายเอนไซม์อินเวอร์เทส ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลายอะชิเตต 

บัฟเฟอร์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน
และ เก็บไวิไนด้เย็น

3. การเตรียมสารละลายที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบควอเทอร์นารีแอมโมเนียม

3.1 สารละลายมาตรฐาน QAC ละลายซีแถบ (CTAB; N-Cetyl-N,N,N-trimethyl- 
ammonium bromide, € 19H42BrN) 0.1 กรัม ละลายด้วยน้ิาขจัดไอออน ในขวดปรับปริมาตร 
ขนาด 1 ลิตร ซึ่งจะได้สารละลาย QAC มาตรฐานเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

3.2 สารละลายอินติเคเตอร์โบรโมรีเนอลบูล ละลายโบรโมรีเนอลบุล (bromophenol 
blue) 0.0100 กรัม ด้วยนาขจัดไอออนในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร

3.3 สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2C 03) 1.0 กรัม 
ด้วยนาขจัดไอออนในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร

ภ า ค ผ น ว ก  ข

3.4 สารละลายกรดไฮโดรคลอริค ความเข้มข้น 6 นอร์มอล
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4. กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณเอธานอลต้วยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (GC) โดยเทคนิค 
Internal Standard

4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอธานอลสัม!5)รณ์ ความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40 
และ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ชั่งสารละลายเอธานอลสัมบูรณ์ (absolute ethanol 99.8 เปอร์เชนต์) ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร พบว่ามีนาหนักเท่ากับ 0.7908 กรัม ดังน้ันปิเปตมา 0.32, 0.63, 0.95, 1.26 และ 1.58 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดัวยนาขจัดไอออนให้ครบ
25 มิลลิลิตร

4.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเปรียบเทียบภายใน (Internal Standard)
สาร internal standard ที่ใข้คือ โพรพานอล (n-propanol) ความเข้มข้น 30 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร ซึ่งสารละลายโพรพานอลบริสุทธิ'^(99.5 เปอร์เซนต์) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร พบว่า
มีนาหนักเท่ากับ 0.8000 ดังนั้นปิเปต 3.75 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยนิ้าขจัดไอออนให้ครบ 100 มิลลิลิตร

4.3 การเตรียมสารละลายเอธานอลมาตรฐาน
เตรียมโดยปิเปตสารละลายมาตรฐานเอธานอลที่ความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40 และ 

50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากข้อ 4.1 ระดับความเข้มข้นละ 1.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเกลียวเติม 
สารละลายมาตรฐานภายใน จากข้อ 4.2 ใส่ลงในหลอดท่ีมีเอธานอลท่ีระดับต่าง  ๆ หลอดละ 1.0 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ฉีดตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร เข้าเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (Hitachi รุ่น 
163) นำค่าพื้นที่ใต้พีกของเอธานอลหารด้วยค่าพื้นที่ใต้พีกของสารละลายมาตรฐานภายใน ซ่ึงจะ 
ใต้ค่าสัดส่วนของพื้นที่ใต้กราฟ (peak area ratio) และนำค่าท่ีไต้มาเขียนกราฟมาตรฐานระหว่าง 
ความเข้มข้นของเอธานอลกับค่าสัดส่วนเฉลี่ยของพืนที่ใต้กราฟ (mean peak area ratio) ดังแสดง 
ในตารางท่ี ข-!. และรูปท่ี ข-!.
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ต า ร า ง ท ี่ ข - ! .  แ ส ด ง ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ป ร ิม า ณ เอ ธ า น อ ล  (ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร )  ก ับ ค ่า ส ัด ส ่ว น

เฉ ล ี่ย ข อ ง พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย เอ ธ า น อ ล ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ะ ด ับ ต ่า ง  ๆ ห า ร ด ้ว ย

พ ื้น ท ี่ใ ต ้พ ีก ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ม า ต ร ฐ า น ภ า ย ใ น  (โ ด ย ว ิเค ร า ะ ห ์ผ ล ซ า  3 ค ร ั้ง )

ปริมาณเอธานอล 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)

ค่าสัดส่วนเฉล่ียของพ้ืนท่ีใต้กราฟ

0 0.000
10 0.2333
20 0.527
30 0.7663
40 1.0127
50 1.2573

รูปท่ี ข -!  กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณเอธานอล

ผลจากกราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณเอธานอล (ตามรูปท่ี ข-!) มีค'าสหสัมพันธ์ ( T )  
เท่ากับ 0.9998 ค่าความชันเท่ากับ 0.0254 และค่าส่วนกลับของความชัน (1/0.0254) เท่ากับ 39.38

ปริมาณเอธานอล (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = [39.38 X ค่าสัดส่วนเฉล่ียของพืนท่ีใต้กราฟ]
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สูตรการคำนวณค่าทางสถิติ

ภ า ค ผ น ว ก  ค

1. สมการถดถอยเชิงเส้นตรง (linear regression)
1.1 การวิเคราะห์ความถดถอยเชิงเส้นตรง (simple linear regression) สามารถอธิบาย 

ไดโดยใช้สมการเส้นตรงทั่วไป ดังนี้

Y = a + bx (11)

โดยท่ี Y = ตัวแปรตาม (dependent variable) เนื่องจากค่าของ Y ข้ึนอยู่กับค่าของ X
a = ช่วงดัด (intercept) ของเส้นตรงรีเกรสช่ัน กับแกนตั้ง (Y) หรือคือค่าของ Y 

เม่ือ X มีค่าเป็นศูนย์
b = ความชัน (slope) ของเส้นตรงรีเกรสชั่น ซึ่งเป็นค่าท่ีแสดงถึงอัตราการ 

เปล่ียนแปลงของ Y เม่ือ X เปล่ียนไป 1 หน่วย และจะเรียก b ว่าค่า 
ส้มประสิทธิของความถดถอย (regression coefficient)

X = ตัวแปรอิสระ (independent or fixed variable)

เนื่องจากในการทดลองข้อมลที่ไดันี้นจะอยู่กระจัดกระจาย (scatter) หรือไม่สมํ่าเสมอพอ 
จะลากเส้นตรงผ่านทุก  ๆ จุดของข้อมล จึงอาศัยวิธีของ “least squares” จะสามารถสว่างเส้นตรงท่ี 
อธิบายความสัมพันธ์ระว่างตัวแปรปรวนตาม (Y) กับตัวแปรปรวนอิสระ (X) โดย Y . คือค่า 
ประเมิน (predicted value)

จากสมการท 11 Y = a + bX
a = Y - bX (12)

ตังน้ัน b = „ y . XY . y .  x Y .  Y (13)
n Z x 2 - ( Z x ) 2
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ตารางที ค-!. การคำนวณสมการถดถอยเชิงเสันของความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ QAC 
ที่เติมในนาขจัดไอออนกับค่าการดูดกลืนแสง

QAC add 
(ppm) 

(X)

Abs
610 ท]ท.

(Y)

Deviation from 
Means

Square of 
Deviate

Product of 
Deviates

X Y 2X 2Y (X)(Y)
0 0 -7.75 -0.583 60.06 0.34 4.518
2 0.032 -5.75 -0.551 33.06 0.304 3.168
4 0.177 -3.75 -0.406 14.06 0.165 1.522
6 0.383 -1.75 -0.200 3.06 0.04 0.35
8 0.581 0.25 -0.002 0.06 0 0
10 0.793 2.25 0.210 5.06 0.044 0.472
12 0.933 4.25 0.350 18.06 0.122 1.487
20 1.766 12.25 1.183 150.06 1.399 14.492

Y = -0.1279 + 0.0917X

1.2 การทดสอบว่าค่า b โดยตั้งสมมติฐาน (Null hypothesis) H0 : b = 0 โดยใข้ t - test
1.2.1 หาค่า residual mean square

ร2y.% = X y2 - (Zxyj2
ท - 2

= 0.0046

1.2.2 หาค่า tb

V[S2, xb/ X x 2]
= 22.7641

เปรียบเทียบค่า t ที่คำนวณได้กับ t จากตารางโดยใช้ d.f. (ท-2) = 6 
tourna, = 22.7641"> 3.707 (t .01, 6)
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สรุปที่ระดับความเป็นไปได้ 1% ค่า b ^  0 แสดงว่าระดับความเข้มข้นของ
QAC ที่เติมในนากลั่นมีความสัมพันธ์ต่อการวัดค่าการดูดกลืนแสง กล่าวคือ ความเข้มข้น QAC ย่ิง 
มากขึ้นค่าการดูดกลืนแสงก็จะมากตาม

2. สัมประสทธการดัดสนใจ (coefficient of determination ; R )
จะบอกถึงคX มเชื่อม่ันท่ีตัวแปร อธิบายการเปลี่ยนแปลงของตัวแปร

R 2 =  b [ Z - X Y  - X *  Z y ]

I y . ๔ k
0.9884
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ภ า ค ผ น ว ก  ง

กราฟมาตรฐาน

ตารางท่ี ง-! แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ,นาตาลซูโครสกับค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
540 นาโนเมตร (ผลการทดลองโดยใช้เอนไซม์อินเวอร์เทส (Invertase) ตามวิธีการ 
วิเคราะห์ในข้อ 2.5.5)

ความเข้มข้นของนาตาลซูโครส 
(กรัมต่อลิตร)

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร

0.0 0.000
0.2 0.055
0.4 0.125
0.6 0.199
0.8 0.274
1.0 0.334

รูปท่ี ง-! กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณนาตาลซูโครสในช่วงความเข้มข้นของนาตาลซูโครส 
0.0 - 1.0 กรัมต่อลิตร

จากกราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณนาตาลซูโครส (ตามรูปท่ี ง-!) มีค่าสหสัมพันธ์
(T) เท่ากับ 0.9989 ค่าความชันเท่ากับ 0.343 และค่าส่วนกลับของความชันเท่ากับ 2.92

นํ้าตาลซูโครส(กรัมต่อลิตร) = 2.92 X ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร X ความเจือจาง
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ตารางที ง-2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของนาตาลรีดิวช์กับค่าการดูดกลืนแสงที่ 
540 นาโนเมตร (ผลการทดลองโดยใช้กรด 3, 5-ไดไนโตรชาลิไชลิก ตามวิธีการ 
วิเคราะห์ในข้อ 2.5.6)

ความเข้มข้นของนาตาลกลูโครส 
(กรัมต่อลิตร)

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

0.0 0.000
0.2 0.116
0.4 0.252
0.6 0.383
0.8 0.499
1.0 0.632

รูปท่ี ง-2 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณนาตาลรีดิวซ์ในช่วงความเข้มข้นของนํ้าตาลกลูโครส 
0.0 - 1.0 กรัมต่อลิตร

แ  “' I  I  «ริ, °
I  "  °-3
£ * 0.2

0.1
0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
ป้าตใอ่ริสิวช่ (กรัมต่ออิตร)

จากกราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณนาตาลรีดิวซ์ (ตามรูปท่ี ง-2) มีค่าสหสัมพันธ์ ( T )  
เท่ากับ 0.999 ค่าความชันเท่ากับ 0.6343 และค่าส่วนกลับของความชันเท่ากับ 1.58

นาตาล'รีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) = 1.58 X ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร X ความเจือจาง
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รูปท่ี ง-ร ลักษณะโครมาโตแกรมของเอธานอล เมื่อใช้โพรพานอลเป็นสารมาตรฐานเปรียบ
เทียบภายใน วิเคราะห์ด้วยเครื่องแกสโครมาโทกราที (GC)
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