
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก 
 

1.การเตรียมกลาเชื้อ 
1.1 นําเชื้อยีสตสายพันธุ S. cerevesiae จาก stock culture มาทําการเพาะเลี้ยงแบบ cross 

streak บนจานอาหาร PDA แลวทําการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
1.2 นําโคโลนีเดี่ยวของยีสตที่ไดจากขอ 1.1 มาเพาะเลี้ยงบน PDA slant แลวทําการบมที่

อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
1.3 จากนั้นทําการถายเชื้อลงในขวดบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 
2.การนับจํานวนเซลลท่ีแขวนลอยในน้าํหมักโดยใช Hemocytometer 
 2.1 ทําการเจือจางตัวอยางสารละลายตั้งตน(น้ําหมัก)  ดวยสารละลาย methylene blue ที่
ระดับการเจือจาง 10 เทา หรือ 100 เทา 
 2.2 หยดตัวอยางสารละลายตั้งตน(น้ําหมัก) ที่เจือจางลงบน Hemocytometer 
 2.3 นับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน โดยนับจํานวนเซลลใน 5 ชองเล็ก (ตามภาพ
ดานลาง) บน Hemocytometer    

จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร = จํานวนเซลลใน 5 ชองเล็ก x  5 x dilution factor x 104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปแสดงการนบัจํานวนเซลลท่ีแขวนลอยในน้ําหมัก 
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3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 3.1. อาหารที่เตรียมเลี้ยงเชื้อยีสตในสารละลาย 1,000 มิลลิลิตรประกอบดวยสารเคมีดังนี ้
   3.1.1. Yeast  extract   10 g. 
 3.1.2. Dextrose  20 g. 
                      3.1.3 Peptone  20 g. 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพแสดง  สารเคมีท่ีใชเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ประกอบดวย Yeast  extract, Dextrose 
และ Peptone เรียงตามลําดบั 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพแสดง  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(เพื่อใหสารเคมีท้ังหมดละลายเขากันไดดจีะทําการตมเพื่อเพิ่มอัตราของการละลาย) 
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   3.2 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่หมอนึ่งความดันไอ(Autoclave) ที่ความดัน 15 P/in2 อุณหภูมิ 
121°C เปนเวลา 15 นาที 
 3.3 ทิ้งใหเย็นลง 10-20 นาที แลวนํากลาเชื้อยีสตมาใส  
 3.4 นําไปเพาะเลี้ยงโดยบมแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 
24 ช่ัวโมงเพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการหมักและทําการตรวจนับจํานวนเซลลยีสตตอไป 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพแสดง  การเพาะเลี้ยงโดยบมแบบเขยาท่ีความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30 ° C 
 
4.การทําใหปลอดเชื้อ  
 การทําใหปลอดเชื้อภายในถังหมัก จะใชสารละลาย  potassium metabisulfite (KMS)  ที่
ความเขมขน  200  ppm.  โดยสารละลาย KMS  นี้จะใชเวลาในการสลายตัว  10 -12  ช่ัวโมง นําไป
เทลงในถังหมักใหเต็มแลวปดทางเขาออกของถังหมักทิ้งไว 1 วันเพื่อทําใหสารละลาย KMS  ไม
หลงเหลืออยูอีกเลย จากนั้นทําการถายน้ําทิ้งแลวรีบปดทางเขาออกของถังเพื่อปองกันไมใหเชื้อที่อยู
ในอากาศเขาไปปนเปอนภายในถังหมัก  
 สวนถังที่ใชเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําหมัก)และถังที่จะใชเก็บผลิตภัณฑที่ไดจากการหมัก
จะใชวิธีทําใหปลอดเชื้อโดยการนําไปเขาหมอนึ่งความดันไอน้ํา (Autoclave) ที่ความดัน 15 P/in2 
อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาที แลวทิ้งไวใหเย็นลง 1-2 ช่ัวโมง 
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ภาพแสดง  สารเคมีท่ีใชในการทําใหปลอดเชื้อโดยใชสาร potassium metabisulfite (KMS)   
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
  ก.       ข. 

รูป ก. แสดงถังท่ีใชบรรจุสารละลายตัง้ตน(น้าํหมัก) 
       รูป        ข. แสดงหมอนึ่งความดันไอน้าํ(Autoclave) 
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5.การวิเคราะหหาน้ําตาล 
 การวิเคราะหหาน้ําตาลเปนวัตถุประสงคหลักของการทดลองในโครงการนี้ก็วาได 
เพื่อใหทราบวาวัตถุดิบที่ใช คือ น้ําตาลที่อยูในสารละลายตั้งตนเมื่อผานกระบวนการหมัก
แบบตอเนื่องโดยใชวิธีการตรึงแกลบรวม จะเหลือน้ําตาลออกมาเทาใด หากเหลือออกมาปริมาณ
นอยจะทําใหในกระบวนการหมักมีการใชน้ําตาลมากซึ่งจะเปนผลดีในทางเศรษฐศาสตร ทั้งนี้
ปริมาณน้ําตาลที่ไดออกมานั้นตองวิเคราะหจากสภาวะตางๆ  โดยการใชเครื่อง Spectrophotometer  
Pharmacia  Biotech ซ่ึงอาศัยหลักการดูดกลืนแสงของของเหลวแลวบอกเปนคาๆหนึ่ง โดยคาที่มาก
แสดงวามีการดูดแสงมาก และมีการซึมผานไดนอย นั่นคือหากมีความเขมมากแสดงวาพบน้ําตาล
มาก ซึ่งมีวิธีการหาปริมาณน้ําตาลที่ไดออกมาพรอมกับผลิตภัณฑ โดยวิธีดีเอ็นเอส (DNS method) 
เปนวิธีการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 
สารเคมี 

1. 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 1.0% เตรียมโดยชั่ง DNS 10 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 250 
ml เติมสารละลายดางทีละนอย (NaOH 16 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 200 ml) คนใหละลาย
เขากันจนหมด นําไปอุนในอางน้ํารอนจนกระทั่งไดสารละลายใส จากนั้นเติม potassium 
sodium tartrate ลงไป ทีละนอยจนครบ 300 กรัม เติม sodium sulfite 0.5 กรัม ปรับ
ปริมาตรสุดทายใหได 1000 ml เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 

2. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังกลูโคสมา 0.1000 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับ
ปริมาตรสุดทายเปน 100 ml จะไดสารละลายกลูโคสเขมขน 1.0 mg/ml จากนั้นนํามาเจือ
จางใหไดความเขมขนตั้งแต 0.0-1.0 mg/ml ดังนี้ 

 
หลอด
ท่ี 

สารละลายกลูโคสเขมขน (1.0 mg/ml) 
(ml) 

น้ํากล่ัน 
(ml) 

สารละลายกลูโคส
มาตรฐาน (mg/ml) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 
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วิธีการวิเคราะห 
 5.1 เตรียมสารละลายตัวอยาง(Standard) ที่มีน้ําตาลกลูโคส 5 ระดับดังนี้ ความเขมขน 
0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1mg.ตออัตราสวนปริมาตรสารละลาย 1 ml. 
 5.2 เติม 11.9 NHCl จํานวน 20 µl ผสมใหเขากัน แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 90 °C เปน
เวลา 5 นาที 
 5.3 ทิ้งใหเย็น แลวทําการปรับคา pH โดยใชสาร 5 N KOH จํานวน 50 µl ผสมใหเขากัน 
 5.4 จะไดสารละลายตัวอยาง (Standard) 5 คาเปนตัวเทียบโดยจะนําไปหาสมการเชิงเสน
เพื่อวิเคราะหหาน้ําตาลจากผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักตอไป  
 5.5 จากนั้นดูดสารละลายผลิตภัณฑที่ไดจากสภาวะตางๆมาอยางละ 500 µl และเติม 
DNS reagent 500 µl ผสมใหเขากัน 
 5.6 นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที จากนั้นทําใหเย็นในอางน้ําเย็น 5-10 นาที 
 5.7 เตมิน้ําบริสุทธิ์ในสารละลายผลิตภัณฑที่ไดจากสภาวะตางๆ อยางละ 5 µl 
 5.8 นําไปวัดคา OD ที่เครื่อง Spectrophotometer  Pharmacia  Biotech โดยหาคาของ
สารละลายตัวอยาง(Standard) ที่มีน้ําตาลกลูโคส ที่ความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 ตอ
อัตราสวนปริมาตร 1 ml. กอนเพื่อนํามาพล็อตกราฟหาสมการเสนตรง 
 5.9 จากนั้นนําสารละลายผลิตภัณฑจากสภาวะตางๆ ที่เตรียมไวมาหาคา OD ที่เครื่อง 
Spectrophotometer  Pharmacia  Biotech แลวนําคาที่ไดมาแทนในสมการของสารละลายตัวอยาง
(Standard) ก็จะไดปริมาณความเขมขนของน้ําตาล[w/v]ที่เหลือจากการใชในกระบวนการหมัก 
 
 
  
 
 
 
 

ค.          ง. 
ภาพ ค. Spectrophotometer  Pharmacia  Biotech และ ง. Computerแสดงผล 

แสดงชุดเครื่องมือวิเคราะหหาน้ําตาล  โดยใชหลักการดดูกลืนแสงของวัตถุ(เหลว) 
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6. การวิเคราะหปริมาณเอทานอลดวย Gas chromatography (GC) 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
การเตรียมสารละลายเอทานอล 1% และสารละลายบิวทานอล 1% 

ดูดเอทานอลหรือบิวทานอลความเขมขน ที่ใชสําหรับการวิเคราะหดวย GC ปริมาตร 1  
มิลลิลิตร. ใสลงใน volumetric flask ปริมาตร 100 มล. และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น จะได
สารละลายเอทานอล 1% หรือสารละลายบิวทานอล 1% สําหรับการทํากราฟมาตรฐาน จะใช
ปริมาณเอทานอล 1% และบิวทานอล 1% ดังนี้ 

 
หลอดที่ เอทานอล 1% 

(µl) 

บิวทานอล 1% 

(µl) 

น้ํากลั่น 

(µl) 

ความเขมขนเอทานอล 
(%v/v) 

1 
2 
3 
4 
5 

100 
200 
300 
400 
500 

500 
500 
500 
500 
500 

400 
300 
200 
100 

0 

0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
1.0 

 
 วิธีวิเคราะห 

6.1 เจือจางตัวอยางที่ตองการวิเคราะห (ที่ผานการปนเหวี่ยงแลว) ที่ระดับความเจือจาง 
ที่เหมาะสม 

6.2 ดูดตัวอยางที่เจือจางแลวปริมาตร 500 µl ผสมกับบิวทานอล 1% ปริมาตร 500 µl 
6.3 ฉีดตัวอยางปริมาตร 5 µl .ใสในชอง injection port ของเครื่อง GC สภาวะที่ใชคือ  

อุณหภูมิของ column oven, injection port และ detector เทากับ 100 150 และ 180 °C ตามลําดับ 
 
 
 
วิธีคํานวณปรมิาณเอทานอล 

(1) ทํากราฟมาตรฐานโดยนาํคาพื้นที่ใตกราฟของเอทานอลที่ความเขมขน 0.2 0.4 0.6  
0.8 และ1.0 %v/v ตอพื้นที่ใตกราฟบิวทานอล แทนคาในแกน X และคาความเขมขนของเอทานอล
แทนคาในแกน Y  

(2) แทนคาพื้นที่ใตกราฟของเอทานอลที่วิเคราะหไดของตัวอยางตอพืน้ที่ใตกราฟของ 
บิวทานอลลงในสมการที่ไดจากกราฟมาตรฐานจะไดปริมาณความเขมขนของเอทานอลในตัวอยาง
ที่วิเคราะห  
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 ปริมาณเอทานอลที่ไดจะมีคาความเขมขนมหีนวยเปน % v/v จากนัน้นํามาคํานวณหา
ปริมาณเอทานอลหนวยเปนกรัมตอลิตรโดย 

ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) = ความเขมขนเอทานอล % v/v × D × 10 
D = คาความหนาแนนของเอทานอลที่อุณหภูมิ 20 °C = 0.7896 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปแสดงชดุเครื่องมือวิเคราะหเอทานอล  โดยใชเคร่ือง Gas chromatography (GC) 
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ตัวอยางรูปกราฟ ท่ีไดจากเครื่อง Gas chromatography (GC)แสดงคา สาร Standard mu ท่ีความ
เขมขนบิวทานอล 0.2 
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ตัวอยางรูปกราฟ ท่ีไดจากเครื่อง Gas chromatography (GC) 
แสดงคา สารละลายผลิตภัณฑของแบบ Batch  
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ตัวอยางรูปกราฟ ท่ีไดจากเครื่อง Gas chromatography (GC) 
แสดงคา สารละลายผลิตภัณฑของอัตราการไหล 2 rpm  
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ตัวอยางรูปกราฟ ท่ีไดจากเครื่อง Gas chromatography (GC) 
แสดงคา สารละลายผลิตภัณฑของอัตราการไหล 4 rpm  

 
 

 
 
 
 



 68

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวอยางรูปกราฟ ท่ีไดจากเครื่อง Gas chromatography (GC) 
แสดงคา สารละลายผลิตภัณฑของอัตราการไหล 6 rpm  

 
 
 

 
 




