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ภาคผนวก 
 
วิธีการวิเคราะห 
วิธีการวิเคราะหปริมาณน้ําหนักวัตถุแหง 
1.  น้ําหนักเสนใยแหง  (Mycelia  dry  weight)  (ดัดแปลงจาก  AOAC., 1999) 
 วิธีการวิเคราะห 
 1. เตรียมจานแกวเล้ียงเชื้อที่ลางสะอาดและผาขาวบางตัดใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 
9  มิลลิเมตร  อบใหแหงที่อุณหภูมิ  103  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1  ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นใน
โถดูดความชื้น แลวช่ังน้ําหนักที่แนนอน 
 2. ตวงตัวอยาง 50  มิลลิลิตร  หรือนอยกวา กรองผานผาขาวบาง ซ่ึงทราบน้ําหนักที่
แนนอน ลางดวยน้ํากลั่น 50  มิลลิลิตร  2  คร้ัง 
 3. นําเสนใยบนผาขาวบางวางบนจานแกวเล้ียงเชื้อที่ทราบน้ําหนักแนนอน 
 4. อบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส เปนเวลา  5  ช่ัวโมง 
 5. ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น 45  นาที 
 6. ช่ังน้ําหนักที่แนนอน 
 ชุดควบคุมคือเสนใยน้ําทิ้งเริ่มตน (วันเริ่มตนการทดลอง) ทําเชนเดียวกับขอ 1-6   
 
น้ําหนกัแหงของเสนใย (กรัมตอลิตร)  =   
 
2.  การวัดปรมิาณผลผลิตของพอลิเมอรชีวภาพที่ยงัไมผาน การทําใหบริสุทธ์ิ 
 วิธีการวิเคราะห 

1. หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนเซลลออกจากตัวอยางน้ําทิ้งที่ 10,000  รอบตอนาที  นาน 15   
นาที   

2. นําเซลลที่ไดไปทํา freeze  dryer จนแหง  ใชตัวอยาง  40 g  เติมรอยละ 1 ของ  
sodium  dodecyl sulfate (SDS)  500 ml  ทิ้งไวขามคืนโดยภายใตสภาวะที่มีการกวน   
 3.  นําเซลลที่ไดไปหมุนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน 15  นาที  แลวลางดวยน้ํา
กล่ันอีก 3  คร้ัง  
 4.  นําเซลลที่ไดไปทํา  freeze  dryer  ใชตัวอยาง 10 g เติม 1 M  NaOH  300 ml  ทิ้งไว 
2-3  ชม.  โดยภายใตสภาวะที่มีการกวน   

(น้ําหนักแหงของเสนใยสุดทาย-น้ําหนักแหงเสนใจชุดควบคุม × 100 
ปริมาตรตัวอยาง  (มิลลิลิตร) 
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 5.   นําเซลลที่ไดหมุนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน  15  นาที  ลางดวย 1 M  NaOH  
3 คร้ัง   
 6.   นําสวนใสที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอลที่เย็น (-20  องศาเซลเซียส) ปริมาณ  4  
เทาของปริมาตรน้ําหมัก ทิ้งไวคางคืน 
 7.   นํามาหมุนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน  15  นาที  ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  
นําตะกอนที่ไดมาอบที่อุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส นาน 24  ช่ัวโมง และชั่งหาน้ําหนักที่ได 
 
วิธีการวิเคราะหคุณลักษณะของน้ําเสีย 
1. ซีโอดี (APHA, AWWA and WEF,  1998) 
 สารเคมี 
 1. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต  เขมขน 0.25  นอรนอล  ละลายใน
โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7)  ซ่ึงอบแหงที่ 103  องศาเซลเซียส  เวลา 2  ช่ัวโมง จํานวน 
12.259  กรัมในน้ํากลั่น  เติมกรดซัลฟามิก  (NH2SO3H)  (0.12  กรัม) แลวเจือจางจนปริมาตร  
1,000  มิลลิลิตร 
 2. Sulfuric acid reagent 
 ละลายซิลเวอรซัลเฟต  (Ag2SO4)  กรัม ในกรดซัลฟูริกเขมขนบรรจุขวดขนาด 1 ปอนด 
(2.65  ลิตร) เนื่องจากซิลเวอรซัลเฟตจะละลายยากมาก อาจตองใชเวลา 1-2 วัน จึงละลายหมด  
 3. สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 0.10  นอรมอล 
  3.1 การเตรียมสารละลาย 
  ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Fe(NH4)2(SO4)26H2O) จํานวน 39  กรัม ในน้ํา
กล่ันเติมกรดซัลฟุริกเขมขน 20 มิลลิลิตร  ทําใหเย็นแลวเติมน้ํากลั่นใหครบ  1,000  มิลลิลิตร 
  3.2 การหาความเขมขนของสารละลาย 
  ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (0.25 นอรมอล) จํานวน 10 
มิลลิลิตร  เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร  เติม  Sulfuric  acid reagent  30  มิลลิลิตร ทิ้ง
ไวใหเย็น  ไตเตรตดวยสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  เติมเฟอรโรอิน 2-3 หยด เปนอินดิเค
เตอร 
 
ความเขมขน (นอรมอล)  =     
 
   

ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มล.) × 0.25 
 

ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซลัเฟต (มล.) 
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  4. สารละลายเฟอรโรอิน 
  ละลาย 1-10  ฟแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (C12H8N2H2O)  จํานวน 1.485 กรัม และ
เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4 7H2O)  จํานวน 0.695  กรัม เติมน้ําจนปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
  5. ซิลเวอรซัลเฟต  (Ag2SO4)  ชนิดผง 
  6. เมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4)  ชนิดผลึกบริสุทธิ์ หรือเปนผง ใชเปนตัวกําจัด
อนุภาคคลอไรด  (Cl)  ในอัตราสวน  HgSO4  ตอ Cl  = 10 : 1 
  7. กรดซัลฟามิก  (Sulfamic  acid)  ใชในกรณีกําจัดไนไตรตเทานั้น 
 วิธีการวิเคราะห 
  1. หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออกจากตัวอยางน้ําทิ้ง  10,000  รอบตอนาที  นาน  7  
นาที  แยกตะกอนทิ้ง นําสวนใสเจือจางที่เหมาะสมใหได 20 มิลลิลิตรสําหรับวิธีการของ Soluble 
COD สวน Total COD ใชน้ําทิ้งคีแคนเตอรโดยไมตองหมุนเหวี่ยงเจือจางที่เหมาะสมใหได 20 
มิลลิลิตร   
  2. เติมเมอรคิวรีซัลเฟต 0.4  กรัม ลงในขวดกลม 
  3. เติมตัวอยาง  20  มิลลิลิตร  หรือสวนของตัวอยางเจือจางดวยน้ํากลั่นใหเปน 20  
มิลลิลิตร 
  4.  เติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตร  10 มิลลิลิตรและลูกแกว  
(glass  beads) 3-5  เม็ด 
  5. คอยๆ เติม Sulfuric  acid  reagent  30  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันเพื่อละลายเมอร
คิวรีซัลเฟต  ควรทําใหเย็นขณะเขยา เพื่อหลีกเลี่ยงการสูญเสียของสารที่เปนไอในตัวอยาง (อาจแช
ในอางน้ํา) 
  6. กล่ันดวยอุปกรณกล่ันไหลกลับ ประมาณ 2 ช่ัวโมง ปลอยใหเย็น 
  7. ไทเทรตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสารละลายมาตรฐาน
เฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  ใชเฟอรโรอินเปนอินดิเคเตอร เมื่อถึงจุดยุติสีจะเปลี่ยนจากเขียวปน
น้ําเงินเปนสีน้ําตาลปนแดง 
  8. ทํา  blank โดยใชน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร  แทนตัวอยางน้ํา ทําเชนเดียวกับตัวอยาง
ขอ 2-7 
 
  ซีโอดี  (มิลลิกรัมตอลิตร)  =    
 
 

(A-B) × N × 8 × 1,000 
ปริมาณตัวอยาง 
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  A คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรต blank 
  B คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเทรตตัวอยาง 
  N คือ ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมัล) 
  
2.  ของแข็งท้ังหมด (Total  solids)  (APHA, AWWA, and WEF, 1998) 
 วิธีการวิเคราะห 
  1. นําถวยระเหยลางใหสะอาด อบใหแหงในตูที่อุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1  ช่ัวโมง ทําใหเย็นในเดซิเคเตอร แลวช่ังน้ําหนักที่แนนอน 
  2. ตวงตัวอยาง 50 มิลลิลิตร  หรือนอยกวาใสลงในถวยระเหยที่ทราบน้ําหนัก
แนนอน 
  3. นําไประเหยใหแหงในอางไอน้ํา 
  4. อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
  5. ทําใหเย็นในเดซิเคเตอร  ประมาณ 45  นาที 
  6. ช่ังน้ําหนัก 
 
  ของแข็งทั้งหมด  (มิลลิกรัมตอลิตร)  =    
 
3. ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (total  suspended  solids)  (APHA, AWWA and WPCF,  1985) 
  วิธีการวิเคราะห 
  1. การเตรียม  gooch  crucible  วางกระดาษกรองลงใน  gooch  crucible  ผานน้ํา
กล่ันลงไปใชเครื่องดูดอากาศดูดใหแหง  นําไปอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส
เปนเวลา 1  ช่ัวโมง แลวทําใหเย็นที่อุณหภูมิหองในโถดูดความชื้น  ช่ังน้ําหนัก 
  2. สําหรับตัวอยางที่มีสารหอยแขวนมากทําใหกรองไดชา ใหเลือกปริมาตรของ
ตัวอยางที่จะใช ซ่ึงจะตองเทากับ 14  มิลลิลิตรตอลูกบาศกเซนติเมตรของกระดาษกรอง 
  3. นําเอา  gooch  crucible  ซ่ึงเตรียมใสในที่สําหรับดูดอากาศ  ทํากระดาษกรอง
ใหเปยกดวยน้ํากลั่น  เปดเครื่องดูด  วัดปริมาตรตัวอยางโดยใชปเปตปลายกวางหรือกระบอกตวง 
หรือ volumetric  flask  แลวกรองลาง 3  คร้ัง ดวยน้ํากลั่น คร้ังละ 10  มิลลิลิตร  ใชเครื่องดูดอากาศ
ดูดจนแหง  นําไปอบใหแหงที่ อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส นาน  1 ช่ัวโมง  ทําใหเย็นเทา
อุณหภูมิหองในโถดูดความชื้น 
  4. ทําการชั่งใหไดน้ําหนักที่แนนอน 

น้ําหนกัของแข็ง (มก.)  × 1,000 
มล. ตัวอยาง 
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 การคํานวณ 
 
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (มิลลิกรัมตอลิตร)  =   
 
4.  น้ํามันและกรีสในน้ําท้ิง  (ดัดแปลงจาก กรรณิการ   สิริหิงห,  2522) 
 สารเคมี 
  1. ปโตรเลียม  อีเทอร (petroleum   ether) 
  2. กระดาษกรอง  เบอร 40 
  3. Diatomaceous-silica  filter and suspension 10  กรัมตอลิตรน้ํากลั่น 
  4. ผาขาวบาง 
 วิธีการวิเคราะห 
  1. วางกระดาษกรองใน  buchner  funnel  แลวเทสารละลาย  filter  acid  ที่เตรียม
ไว 100 มิลลิลิตร  ใชเครื่องดูดสุญญากาศดูด ลางดวยน้ํากลั่นประมาณ 10  มิลลิลิตร  จนกระทั่ง
แหง 
  2. กรองตัวอยางที่เตรียมไว  แลวดูดใหแหง 
  3. ใชปากคีบกระดาษกรองออกมา  มวนกระดาษกรองเขาดวยกัน แลวหอดวยผา
ขาวบาง นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ  103 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที 
  4. ใสลงในซอคเลต 
  5. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียม  อีเทอร ลงในขวดสกัดไขมัน 150  มิลลิลิตร 
แลววางบนเตา 
  6. ประกอบอุปกรณสกัด  พรอมทั้งน้ําหลออุปกรณควบแนน  แลวเปดสวิทซให
ความรอน 
  7. ใชเวลาในการสกัด  4  ช่ัวโมง  เมื่อครบแลว กล่ันเก็บสารละลายจนเหลือ
สารละลายในขวดสกัดเพียงเล็กนอย นําตัวอยางที่ใสในหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต 
  8. นําขวดสกัดนั้นไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ  103  องศาเซลเซียส  จนแหงใชเวลา
ประมาณ 30  นาที  ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้น 
  9. ช่ังน้ําหนัก 
การคํานวณ 
 ปริมาณของกรีส หรือน้ํามัน   =    
 (มิลลิกรัม/ลิตร) 

มิลลิกรัมของแข็งแขวนลอย  × 1,000 
มิลลิกรัมของตัวอยาง 

น้ําหนกัของสารที่สกัดได  × 1,000 
มิลลิกรัมของตัวอยาง 
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5.  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณโปรตีน โดยวิธี  Kjeldahl  method  (A.O.A.C., 1990) 
 สารเคมี 
  1. กรดซัลฟูริก (H2SO4) 
  2. สารชวยเรงการยอย  (catalyst)  ประกอบดวย  CuSO4  1 สวน  และ K2SO4  10 
สวน 
  3. โซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH)  เขมขนรอยละ  40 
  4. กรดบอริก (H 3BO 3)  เขมขนรอยละ  40 
  5. mixed  indicator 
   5.1 ช่ัง  0 .125 กรัม   เมทิลเรด  และ  0 .082  กรัม   เมทิ ลีนบลูละลายใน
เอทิลแอลกอฮอลรอยละ 95  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร 
   5.2 ช่ัง  0.1  กรัม  โปรโมคริซอลารีนละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรเปน 
100 มิลลิลิตร 
   5.3 ผสมสารละลายขอ  1  และขอ 2  ในอัตราสวนสารขอ 1  ตอสารขอ 2  
เทากับ  5  ตอ 
วิธีการ 
การยอยตัวอยาง 
 1. ช่ังตัวอยาง  0.2-0.5  กรัม หรือ 5-10 มิลลิลิตร  ใสในหลอดยอยตามปริมาณ
ไนโตรเจนที่คาดวาจะมี  ถามีมากก็ใชนอย  ถามีนอยก็ใชมาก  (ทํา  blank  ทุกครั้ง) 
 2. ใสสารชวยเรงการยอย  (catalyst)  1-2  กรัม 
 3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5-10 มิลลิลิตร  สวมและเปดเครื่องจับไอกรด 
 4. ยอยที่อุณหภูมิเร่ิมตนประมาณ 200  องศาเซลเซียส  ประมาณ 1  ช่ัวโมง  และ
เพิ่มขึ้นจนถึง 350  องศาเซลเซียส  จะใชเวลาประมาณ  4  ช่ัวโมง 
  
 5. เมื่อยอยจนใสหรือไดสารละลายสีฟาหรือสีเขียวอมฟา ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
 6. นําไปกลั่น 
การกลั่นตัวอยาง 
 1. ใสตัวอยางใสในหลอดกลั่น เติมน้ําประมาณ 60-100 มิลลิลิตร  เขยาเบาๆ เพื่อผสม
กรด 
 2. ใสหลอดเขากับเครื่องกลั่นที่พรอมจะกลั่นเปดน้ําหลอเย็น  อัตราการไหลประมาณ 
3-4 ลิตรตอนาที 
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 3. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 40 ลงไปชาๆ จนไดสารละลายสีดํา 
 4. เร่ิมกลั่นโดยใชกรดบอริก (รอยละ 2) ที่มีการเติม  mixed   indicator (2-3 หยด) 
ประมาณ 10  มิลลิลิตร  ในฟลาสก ขนาด  250  มิลลิลิตร รองรับ  condensate  โดยใหปลายทอจม
อยูใตกรด 
 5. กล่ันใหได  condensate  ประมาณ 100-150 มิลลิลิตร  กอนเสร็จการกล่ันในแตละ
คร้ัง ใหเล่ือนฟลาสกเก็บตัวอยางลงใหพนของเหลว กล่ันตอประมาณ 1  นาที  เพื่อลางเครื่องกล่ัน 
 6. ไตเตรทกับ 0.02-0.1  นอรมอล  HCl หรือ H2SO4  หักคา  blank ออกเพื่อนําไป
คํานวณ   
การคํานวณ 
  
  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (รอยละ)  =   

W
NBA 14)( ××−  

 
  A คือ ปริมาณของกรดไฮโดรคลอไรดที่ใชในการไทเทรตกับตัวอยาง 
  B คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชในการไทเทรตกับ blank 
  W คือ น้ําหนักตัวอยาง 
  N คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก  (นอรมอล) 
6.  ฟอสฟอรัสท้ังหมด 
  การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสในน้ําทิ้ง วิเคราะหตามวิธีการมาตรฐาน  DIN 
38402  A51  ดวยเครื่องยูวี-สเปคโตรโฟโตมิเตอร  รุน  Spectrogant  Nova 60  วัดสีของ
สารประกอบเชิงซอนโมลิบดินัมวานาเดท (molybdenum vanadate) ช่ังตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 
400  นาโนเมตร สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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วิธีการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตางๆ 
 1. การวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี  Somogyi-Nelson  (Nelson, 1944) 
  วัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  เชน กลูโคส  ไซแลน  โดยการทําปฏิกิริยากับสารละลาย
คอปเปอร   เกิดสีโมลิบดินัมบลู  (molybdenum  blue)  ดังปฏิกิริยา 
  1. 2Cu2+ + reducing  sugar   CuO2 
  2. Cu2O + H2SO4    2Cu+ 
  3. 2Cu + MoO42+    2Cu2+  + molybdenum  blue 
 อุปกรณ 
  เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร 
 สารเคมี 
  1. Somogyi  Reagent 
   Solution  I  :   ประกอบดวย 
     Sodium  potassium  tartrate 12 กรัม 
     (Rochelle  salt) 
     Na2CO  (anhydrous) 24 กรัม 
     NaHCO3 16 กรัม 
     Na2SO4  (anhyhydrous) 144 กรัม 
     น้ํากลั่น 
   (ละลายสารละลายขางตนในน้ํากลั่น  จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร) 
   Solution  II  :  ประกอบดวย 
     CuSO4.5H2O 4 กรัม 
     NaSO4  (anhydrous) 36 กรัม 
     น้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร 
   เตรียม  Somogyi  Reagent โดยผสม  Solution  I  4 สวน กับ  Solution  II 1  
สวน   
  2. Nelson  Reagent 
  2.1 สารละลาย  ammonium  molybdate  (NH4)6Mo7O24.4H2O  50  กรัม ในน้ํากลั่น  
900  มิลลิลิตร  เติมกรดซัลฟุริกเขมขน ปริมาตร  42 มิลลิกรัม  ผสมใหเขากันดี 
  2.2 ละลาย  Sodium  arsenate  (Na2NAsO4) 3.5762 กรัม (หรือ Na4NAsO4.7H2O  3  
กรัม) ในน้ํากลั่น  100 มิลลิลิตร 
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   2.3 เติมสารละลายขอ  2.2  ลงในสารละลายขอ  2.1  ผสมใหเขากันดี แลวจึงบม
ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24-48  ช่ัวโมง จากนั้นเก็บในขวดสีชา 
 วิธีการ 

1.ใชสารละลายน้ําตาลกลูโคส  ไซแลนหรือ α ,D- galacturonic acid ความเขมขน 20-200  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สําหรับการทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส, ไซแลน หรือ α, D- 
galacturonic acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  หรือตัวอยางที่เจือจางเหมาะสม 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอด
ทดสอบขนาดกลาง 
 2. เติม  Somogyi  Reagent  1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  นําไปตมในน้ําเดือดนาน 10  
นาที  ทําใหเย็นทันที 
 3. เติม  Nelson  reagent 1 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 20 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
 4. เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500  
นาโนเมตร  เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาล 
 blank  เติมน้ํากลั่นแทนตัวอยาง  แลววิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2-4  เปรียบเทียบหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐาน  (กลูโคส, ไซแลนหรือ α, D- galacturonic acid) 
 การเตรียมสารละลายกลูโคส, ไซแลนหรือ α, D- galacturonic acidมาตรฐาน 
 ช่ังน้ําตาลกลูโคส ไซแลนดวยเครื่องชั่งอยางละเอียด  ปริมาณ  0.75  กรัม ใสใน  
volumetric  flask  ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร  เขยาจนละลายดีแลวดูดมา 2 มิลลิลิตร  ใสใน  
volumetric  flask  ปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร จาก  stock  solution  นี้นํามาเจือจางใหได
สารละลายมาตรฐานที่มีกลูโคส, ไซแลน หรือ α, D- galacturonic acid ความเขมขน 0-200  
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

2. วิธีวิเคราะหแอคตีวิตี้ของเอนไซมไลเปส โดยดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee 
(1993) 

1.โดยเตรียมสารละลาย cupric acetate เขมขนรอยละ  5 (น้ําหนัก ตอปริมาตร) ในน้ํากลั่น 
2. แลวกรองแยกสวนไมละลายออก ปรับพีเอชเปน 6.1 โดยใช pyridine  
3. เตรียม assay mixture ตอไปนี้ใสในหลวดฝาเกลียวขนาดเล็กประกอบดวย palm oil 

solution (palm oil รอยละ 10 (w/v)ใน isooctane) 1 มิลลิลิตร, Buffer (Tris/malrate 100 mM pH 
7.0 ที่ประกอบดวย CaCl2 10 mM) 0.5 มิลลิลิตร และเอนไซม (ใชสารละลายสวนใส) 0.2 มิลลิลิตร  

4. นําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พรอมเขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30 นาที  

5. หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 6N HCl 0.3 มิลลิลิตร. ผสมอยางรวดเร็ว  
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6. ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นของน้ํามันมาเจือจางกับ isooctane ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
7. เติม cupric acetate-pyridine reagent 0.4 มิลลิลิตร ปนใหผสมกันสวนใสจะเปลี่ยนเปน

สีเขียวออน ทิ้งใหแยกชั้น 
8. เอาไปวัดการดูดกลืนแสงที่ OD715 nm. เทียบกับกราฟมาตราฐานที่ใชกรดปาลมมิติก

เปนตัวอยาง 
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ภาพประกอบภาคผนวกที่ 1  กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโกสวิเคราะหดวยวิธี Somogyi- 

     Nelson 
Figure-Appendix 1      Standard cure of standard solution glucose analysis by Somogyi- 

    Nelson  method  
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ภาพประกอบภาคผนวกที่ 2  กราฟมาตรฐานของสารละลายไซแลนวิเคราะหดวยวิธี Somogyi- 

      Nelson 
Figure-Appendix 2                 Standard cure of standard solution xylose analysis by Somogyi- 

       Nelson method  
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ภาพประกอบภาคผนวกที่ 3  กราฟมาตรฐานของสารละลาย α, D- galacturonic acid วิเคราะหดวย 

     วิธี Somogyi-Nelson 
Figure-Appendix 3               Standard cure of standard solution α ,D- galacturonic acid analysis  

     by  Somogyi-Nelson method  
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ภาพประกอบภาคผนวกที่ 4  กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดปาลมมติิกวิเคราะหดวยวิธี Lee  

     และ Rhee (1993) 
Figure-Appendix 4        Standard cure of standard solution palmmitic aid analysis by Lee  

     and Rhee method (1993). 
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การวิเคราะหปริมาณโปรตีน วิธีของ  Lowry  et  al.,  1951) 
 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่ละลายดวย  Folin-ciocatrus  phenol  สามารถวัดความ
เขมขนของโปรตีนไดถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซ่ึงเปนวิธีวิเคราะหที่มีความไวกวาวิธีไบยูเรต 
ประมาณ 60  เทา  สีโมลิบดินัมบลูที่ไดเกิดจากปฏิกิริยารีดักชั่นของสารละลายกรดฟอสฟอทังสทกิ
ฟอสโฟโมลิบดินัมบลูที่ไดเกิดจากปฏิกิริยารีดักชั่นของสารละลายกรดฟอสฟอทังสทิกฟอสโฟโม
ลิบดิกดวยฟนอล โปรตีนแตละชนิดจะใหความเขมสีไมเทากัน ขึ้นอยูกับองคประกอบของกรด  
อะมิโนในตัวสําคัญ 2 ตัว คือ ไทโรซีนและทริปโทเฟน  เปนเทคนิคการวัดโดยวัดโปรตีนที่มีวง
แหวนเบนซีน  แลววัดสีสีดมลิบดีนัมบลูที่ความยาวคลื่น  750  นาโนเมตร 
สารเคมี 
 1. สารละลาย  NaCO3  รอยละ  2 (น้ําหนักตอปริมาตร)  ในโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 0.1  นอรมอล 
 2. สารละลาย  CuSO4.5H2O   ใน  sodium  postassium  tartrate รอยละ 1.0 
 3. สารละลาย  alkali  copper  เตรียมโดยสารละลาย (ในขอ 1)  30  มิลลิลิตร  กับ
สารละลายในขอ 2  ปริมาตร  2.0  มิลลิลิตร 
 4. สารละลาย Folin-ciocatrus  phenol reagen เจือจางดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:2 กอน
ใช 
 5. สารละลาย bovine albomin protein 1 มิลลิลิตร 
วิธีวิเคราะห 
 1. ใชสารละลาย bovine albomin protein ที่มีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 
140, 160, 180และ 200ไมโครกรัม หรือตัวอยางที่ความเจือจางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลอง 
 2. เติมสารละลาย NaCO3  รอยละ  2 ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
0.5  นอรมอล ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือด 5 นาที แลวจึงทําใหเย็น 
 3. เติมสารละลาย  alkali  copper  ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
 4. สารละลาย Folin-ciocatrus  phenol reagen ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันตั้ง
ทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
 5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานสําหรับโปรตีน 
 เตรียมสารละลาย bovine albomin protein ที่มีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 
140, 160, 180และ 200 ไมโครกรัม 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองแลววิเคราะหโปรตีนตามวิธีการ
ขางตน 
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ภาพประกอบภาคผนวกที่ 5  กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA วิเคราะหดวยวิธี Lowry 
Figure-Appendix 5               Standard cure of standard solution protein BSA analysis by Lowry  
                                              method  
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