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บทน ำ 
ข้อควรปฏิบัติในกำรใช้ห้องปฏิบัติกำร 

 

อุปกรณ์ส่วนกลำง 
 นอกจากนักศึกษาจะได้รับอุปกรณ์ประจ ากลุ่มตามรายการที่ปรากฏในแบบฟอร์มแล้ว  นักศึกษาจะมี
โอกาสใช้อุปกรณ์และเครื่องมือส่วนกลางร่วมกับผู้อ่ืนอีกด้วย  การใช้อุปกรณ์ส่วนกลางจ าเป็นต้องอาศัยความ
ร่วมมือในการระมัดระวังและรักษาจากผู้ใช้ทุกคน  เพ่ือให้อุปกรณ์เหล่านั้นอยู่ในสภาพที่ใช้ได้ดีอยู่เสมอ ข้อควร
ปฏิบัติในการใช้อุปกรณ์ส่วนกลางคือ 
 อ่ำงน  ำ  ใช้เทเฉพาะของเหลวเท่านั้น  อย่าทิ้งของแข็ง  เช่น  กระดาษกรอง  ก้านไม้ขีด  ฯลฯ  ลงไป
เพราะท าให้เกิดการอุดตันขึ้น  กรด  ด่าง  และสารตัวท าละลายต่าง ๆ  ปริมาณน้อยอาจเททิ้งลงในอ่างและ
เปิดน้ าให้ไหลตามลงไปมากเพียงพอ  แต่ถ้าปริมาณมากควรใช้อ่างเคลือบมีชักโครก 
 สำรตัวท ำละลำยต่ำง ๆ  เช่น  แอลกอฮอล์  อีเทอร์  อะซีโตน  ถ้ามีปริมาณมาก   อย่าทิ้งเพราะมี
ราคาแพง  ควรน าไปใส่ขวด  ที่เตรียมไว้ให้เพื่อน าไปกลั่นมาใช้ได้ใหม่ 
 เครื่องมือ  ในการเข้าปฏิบัติการแต่ละครั้งจะมีเครื่องมือส่วนกลาง  เช่น  พีเอชมิเตอร์  สเปกโทร -   
โฟโตมิเตอร์  เซนตริฟิวจ์   เครื่องชั่ง  ฯลฯ  นักศึกษาต้องศึกษาวิธีการใช้ให้เข้าใจก่อนใช้  นักศึกษาต้องปฏิบัติ
ตามขั้นตอนที่ก าหนดไว้  หากเครื่องมือขัดข้องอย่าแก้ไขเอง  รักษำควำมสะอำดของเครื่องมือ  และบริเวณ
รอบท่ีตั งด้วยตลอดเวลำ 
 

น  ำกลั่นและน  ำยำเคมี 
 น  ำกลั่น หรืออาจเป็น  Deionized water (ซึ่งเป็นน้ าที่ก าจัดสารที่มีประจุออกจากน้ าฝนด้วย ion-
exchange resin) เป็นน้ าที่ต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงในการเตรียม จึงควรใช้อย่างประหยัด และดูแลอย่าให้ไหลทิ้ง
โดยไม่จ าเป็น 
 น  ำยำเคมี  ในการทดลองแต่ละการทดลองจะมีสารหรือน้ ายาเคมีส่วนกลางพร้อมกับปิเปตต์  หรือ
เครื่องวัดปริมาตรอื่น ๆ   วางไว้ที่โต๊ะกลาง  ส าหรับใช้ร่วมกัน  ให้ระมัดระวังในการหยิบใช้ดังต่อไปนี้ 
 - อย่าเคลื่อนย้ายสาร  หรือน้ ายาส่วนกลางไปจากที่ตั้งไว้ให้ 

- ใช้น้ ายาสารเคมีต่าง ๆ   เท่าท่ีจ าเป็น  ใช้มากเกินไปนอกจากจะสิ้นเปลืองโดยไม่จ าเป็นแล้วยัง 
อาจท าให้ผลการทดลองผิดพลาดได ้

- สารและน้ ายาเคมีในแต่ละขวด  ต้องไม่มีสารอ่ืนเจือปนอยู่  ห้ามใช้  ปิเปตต์  หรือกระบอกตวง 
น้ ายาของสารหนึ่งไปใช้กับอีกสารหนึ่งอย่างเด็ดขาด  หากไม่แน่ใจให้ใช้ปิเปตต์  หรือกระบอกตวงอันใหม่ที่
สะอาด  อย่าเสี่ยงใช้เครื่องวัดปริมาตรที่ไม่สะอาดจะท าให้น้ ายาทั้งขวดเสียได้ 

- ระวัง อย่าท าน้ ายาหรือสารเคมีหกในบริเวณโต๊ะกลาง  หากบังเอิญท าหกให้รีบท าความสะอาด 
ทันท ี
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กำรล้ำงและกำรท ำควำมสะอำดเครื่องแก้ว 
  1. ล้างเครื่องแก้วทุกชนิดทันทีที่ท าการทดลองเสร็จ   หากทิ้งไว้จนแห้ง  จะท าให้ล้างยากขึ้น  
โดยเฉพาะเมื่อเครื่องแก้วเปื้อนไขมัน   หรือเนื้อเยื่อต่าง ๆ 

2. ล้างเครื่องแก้วด้วยน้ ายาล้างหรือผงซักฟอก  และน้ าพร้อมใช้แปรงขัดระวังไม่ให้โลหะด้วยแปรง 
ขูดเครื่องแก้วจนเป็นรอย  หรือแตกร้าว  แล้วกรอกด้วยน้ ากลั่นอีกครั้ง 

3. เครื่องแก้วที่ล้างไม่สะอาดหลังจากล้างครั้งแรก  อาจจ าเป็นต้องได้รับการแช่ในน้ าผงซักฟอกสัก 
ระยะหนึ่ง  แล้วล้างอีกครั้ง  ในบางกรณีอาจต้องตามด้วยการแช่ค้างคืนในกรดเข้มข้นแล้ว  จึงล้าง 

- การล้างปิเปตต์  ต้องระวังอย่าให้ปลายบิ่น  หากใช้ดูดเลือกหรือของเหลวอ่ืน ๆ ที่ข้น 
หนืดให้ล้างด้วยน้ าก่อนแล้วด้วยน้ ายาล้างหรือผงซักฟอก  หรือแช่ทิ้งไว้ระยะหนึ่ง  อาจช่วยให้การท าความ
สะอาดดีขึ้น  แต่เวลาแช่ให้แช่โดยตั้งปลายแหลมข้ึน  และแช่ให้ท่วมถึงปลายปิเปตต์  
 

อุบัติเหตุ   และกำรป้องกัน 
 กำรแต่งกำย  ไม่แต่งกายด้วยชุดที่รุ่มราย   ควรสวมเสื้อคลุมทับ  ผมยาวต้องรวบผมให้เรียบร้อยควร
สวมรองเท้าไม่สูงกินไป  และควรสวมแว่นนิรภัยเพื่อกันสารเคมีระเหย  หรือกระเด็นเข้าตา 
 กำรปิเปตต์น  ำยำเคมี  ต้องใช้ลูกยางส าหรับดูด  ไม่ใช้ปากดูด  เพราะน้ ายาเคมีหลายอย่าง  เช่น  
กรดเข้มข้น  สารพวกไซยาไนด์  หรือกัมมันตรังสี  เป็นอันตรายถึงชีวิตได้ทั้งทันที   และระยะยาว 
 กำรผสมสำรเคมีและกำรใช้ตู้ควัน  ส าหรับสาร  หรือปฏิกิริยาที่เกิดแก๊สพิษ  กลิ่นเหม็น  มีควัน
เกิดขึ้น  ให้ท าในตู้ควันทุกครั้ง  กรณีที่ปฏิกิริยาบังเอิญเกิดแก๊สพิษหรือควันเกิดขึ้น  ให้รีบน าภาชนะไปไว้ในตู้
ควันและปิดตู้ทันท ี
 สำรเคมีถูกผิวหนังหรือเข้ำตำ  ให้ใช้น้ าจ านวนมากล้างให้สะอาดแล้วน าส่งแพทย์หรือโรงพยาบาล  
ทันทีถ้าจ าเป็นโลหะบางตัวเช่น  Na K ต้องคีบออกก่อนแล้วล้างด้วยน้ ามาก ๆ 
 กำรระวังเกี่ยวกับไฟ ในห้องปฏิบัติกำร  มีสารตัวท าละลายที่ไว้ไฟอยู่หลายชนิด  เช่น  อีเทอร์       
อะซีโตน   ฯลฯ   เวลาจุดตะเกียงบุนเซ็น  จึงควรระวังไม่ให้อยู่ใกล้สารไวไฟเหล่านี้  (การจุดตะเกียงนั้นให้จุด
ไม้ขีดก่อนแล้วจึงเปิดแก๊ส)  ถ้าโดนไฟไหม้  หรือน้ าร้อนลวกบริเวณไม่มากนัก  ให้ทายาส าหรับไฟไหม้หรือน้ า
ร้อนลวก  แต่ถ้าเสื้อผ้าติดไฟ  ต้องดับไฟ  โดยนอนราบกลิ้งลงกับพ้ืน   และรีบหาผ้าห่มหนา ๆ  คลุมเปลวไฟ
ให้ดับก่อนลามถึงผม 
 

อันตรำยจำกสำรเคมี 
 สารเคมีในห้องปฏิบัติการทางเคมีมีหลายตัวที่เป็นอันตรายและควรใช้ความระมัดระวัง  ในที่นี้กล่าวถึง
สารเคมีบางตัวที่เป็นพิษ  ที่น ามาใช้ในการทดลอง  หรือที่เกิดจากปฏิกิริยาขณะท าการทดลอง 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
 ระเหยง่ายให้ไอของแก๊สไฮโดรเจนคลอไรด์  เมื่อหายใจเข้าไปท า ให้ระคายเคืองเยื่อจมูก  และ
หลอดลม  ถ้าได้รับมากถึงระดับ  10 ppm (part per million) ท าให้เกิดโรคน้ าคาเนื้อในปอด (lung 
edema) 
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 กรดไนตริก (HNO3) 
 ระเหยง่าย  เมื่อได้รับเข้าไปจะมีอาการปวดล าคอ  ทางเดินอาหาร  และกระเพาะอาหาร  ท้องร่วง  
อาจช็อคและเสียชีวิตได้   เพราะไม่มีอากาศบริสุทธิ์หายใจ   เนื่องจากเป็นโรคน้ าคาเนื้อในคอหอย 
 แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟต์ (H2S) 
 หายใจเข้าไประยะแรก ๆ  ประสาทชาไม่ได้กลิ่นอีกต่อไป  ถ้ามีปริมาณน้อยจะแสบตา  น้ าตาไหลแสบ
จมูก  ร้อนคอ  ไอ  ปวดศีรษะ  ชีพจรเต้นเร็ว  หายใจตื้น  แล้วหมดสติ  สูดเข้าไปมากทันทีจะเสียชีวิตได้
ภายใน 2-3 นาที เนื่องจากหยุดหายใจ 
 แอมโมเนียเข้มข้น (NH3) 
 ไอระเหยจากสารท าให้แสบตา  แสบจมูก  ตาแดง 
 เบนซิน (C6H6) 
 ได้รับพิษโดยหายใจเข้าไป  และดูดซึมทางผิวหนัง  พิษมากน้อยขึ้นกับปริมาณและระยะเวลาที่ได้รับ  
ถ้ามากอาการรุนแรงถึงเสียชีวิต  อาการก่อนเสียชีวิตคือ  ชักกระตุก  อ่อนเพลีย  และหมดสติ  ได้รับปริมาณ
น้อย  วิงเวียนศีรษะ  การทรงตัวไม่ดี  อาเจียน  อาการอ่ืน ๆ  เช่น  คลุ้มคลั่ง  เบนซินที่เข้าไปในร่างกายมีผล
ให้เส้นโลหิตฝอยในสมอง  เส้นโลหิตฝอยตามเนื้อเยื่อหุ้มปอด   เนื้อเยื่อในกระเพาะอาหาร  ล าไส้  ไตและ
อวัยวะอ่ืน ๆ  แตก 
 คำร์บอนเตตระคลอไรด์ (CCl4) 
 มีอาการมึนงง  ระคายเคืองตา  ตาแดง  ไอ  เม็ดโลหิตแดงและขาวลดลง  อาจมีโลหิตไหลออกทาง 
จมูก  คลื่นเหียน  อาเจียน  ท้องร่วง  ปวดท้องอย่างรุนแรง  ปัสสาวะมีเม็ดโลหิตแดงเจือปน  หัวใจหย่อน 
สมรรถภาพ  มีโลหิตคั่งในหัวใจ  ความดันสูง  ตับถูกท าลาย  ตับโต  หรือตับแข็ง  เกิดอาการปัสสาวะขัด  หรือ
เป็นพิษ 
 เมทำนอล (CH3OH) 
 กินเข้าไป  เกิดอาการอ่อนเพลีย  ปวดศีรษะ  มึนงง  อาเจียน  ปวดหน้าอก  กระเพาะ  และหลังตัว
เย็น  ตาพร่า  หรือตาบอด  เสียชีวิตได้ ได้รับไอ  จะท าให้ตาอักเสบ  มองไม่ค่อยเห็น  มีเม็ดบวมที่นัยน์ตา
เนื่องจากเมทานอลไปท าอันตรายต่อเนื้อเยื่อประสาทและจอรับภาพ  อาเจียน  เบื่ออาหาร 
 เอทำนอล (C2H5OH) 
 กินเข้าไปบ่อย ๆ  เกิดอันตรายต่อตับ  และท าให้ตามมัว  ยับยั้งการท างานของสมองบางส่วน 
 อะซีโตน (C3H6O) 
 มีอาการเฉียบพลัน  อาเจียน  หมดสติ  ปัสสาวะมีโลหิตปน  ตับและไตผิดปกติ  อาการที่เรื้อรัง  คือมี
ผลต่อระบบประสาทท าให้มึนงง   ได้รับน้อยแต่ติดเป็นเวลานาน  ท าให้ปวดศีรษะ  ระคายเคืองจมูก  คอน้ าตา
ไหล  หายใจเข้าไปมาก ๆ  เป็นเวลานานอาจอาเจียนเป็นโลหิต  ในปัสสาวะมีเม็ดโลหิตแดงและเม็ดโลหิตขาว
ปนออกมา 
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 ฟอร์มำลดีไฮด์ (CH2O) 
 ถ้าได้รับเข้าไปมาก  อาจท าให้เสียชีวิตได้  กินเข้าไปท าให้อักเสบภายในกระเพาะอาหาร  และล าไส้  
ปวดท้องอย่างรุนแรง   ได้รับน้อยจะเร่งการท างานของตับและหัวใจ  ได้รับมากท าให้ความดันโลหิตต่ า เมื่อ
สัมผัสท าให้เป็นผื่นตามผิวหนัง  เป็นลมพิษ  เปลือกตาบวม  ฝ่ามือมีรอยแตก  เนื้อกระจกตาอักเสบ  น้ าตา
ไหล  ปวดศีรษะ อ่อนเพลีย  ชีพจรเต้นเร็ว  แรง เหงื่อยออกผิดปกติ   ประสาทรับความรู้รสผิดปกติ  หายใจ
เข้าไปให้ใช้แอมโมเนียดมโดนผิวหนังล้างด้วยน้ าสบู่โดยเร็ว 
 อีเทอร ์(C2H5OC2H5) 
 หายใจเข้าไปมาก ๆ  อย่างรวดเร็วจะท าให้หยุดหายใจ  รายที่เกิดอาการรุนแรง  จะคลุ้มคลั่ง  
คลื่นเหียน  ชัก หมดสติ  ได้รับบ่อย ๆ  เป็นเวลานาน  ท าให้น้ าย่อยลด  น้ าหนักลด  ท้องผูก  ไม่สามารถรับรู้
รสอาหาร  ในผู้หญิง  พบว่าเม็ดเลือดมากเกินไป  ในผู้ชายมีอาการโลหิตจาง  ถ้าถูกไอของอีเทอร์ท าให้เป็นโรค
ผิวหนัง   คือผิวแห้งและแตก  คันตามใบหน้า 
 เอทิลอะซิเตต (CH3COOC2H5) 
 หายใจเข้าไปเกิดอาการระคายเคืองจมูก  คอ  สัมผัส   ท าให้เกิดโรคผิวหนัง  กระจกตาขุ่นมัว  มึนงง
ถึงแก่ความตายได้  เนื่องจากสารนี้อยู่ตามอวัยวะและเนื้อเยื่อมาก  ยังท าให้เกิดการอักเสบที่ม้าม  ไต  และเส้น
โลหิตในปอดแตก  หายใจเข้าไปนาน ๆ  ท าให้ประสาทรับกลิ่นผิดปกติและเกิดเหงือกอักเสบ 
 ไฮโดรเจนไซยำไนด์ (HCN) 
 เป็นของเหลวใส   หรือแก๊ส  หายใจเข้าไปท าให้ช่วงหายใจสั้นลง  ขยับตัวไม่ได้  หมดสติ  ชัก  และถึง
แก่ชีวิต  เนื่องจากหายใจไม่ออก  รับเข้าไปมากจะถึงแก่ชีวิตโดยเร็ว ได้รับน้อยจะปวดศีรษะ  คลื่นเหียน  
อาเจียนได้รับน้อย ๆ  เป็นเวลานานท าให้กล้ามเนื้ออ่อนก าลังลง  อ่อนเพลีย  ปริมาณที่ท าให้ถึง  แก่เสียชีวิต
ได้รับเพียง  55  mg  เท่านัน้  แม้ไม่ได้กิน  สัมผัส  ก็ได้รับอันตรายถึงแก่ชีวิตได้ 
 ปรอท (Hg)  และสำรประกอบปรอท 
 มีอาการคลื่นเหียน  อาเจียน  ท้องร่วง  อาจมีโลหิตปนออกมา  ท าให้คอหอย  และหลอดอาหารหด
ตัว  อ่อนเพลีย  เกิดอาการช็อค  โลหิตเป็นพิษ  และปัสสาวะขัด 
 นอกจากนี้ยังสารประกอบที่เป็นอันตรายโดยตรงต่ออวัยวะต่าง ๆ  ของร่างกาย 

ตำ (Eye) 
 เครซอล  ไฮโดรควิโนน  อะซิติคแอนไฮไดร์ด  อะโครลีน   เบนซิลคลอไรด์  บิวทิลแอลกฮอล์ 
เยื่อระบบหายใจส่วนบน 

โอโซน  ไดเมทิลซัลเฟต  โครเมียม  อะซิติกแอนไฮไดรด์  อะโครลีน  ไฮโดรเจนซัลไฟด์  บิวทิล  แอ
ลกฮอล์   อะเซทาลดีไฮด์ 

ตับ (Liver) 
 เครซอล  ไดเมทิลซัลเฟต  คลอโรฟอร์ม  คาร์บอนเตตระคลอไรด์  ไตรคลอโรเอทิลีน  เปอร์คลอโรเอ
ทิลีน  โทลูอีน 

หัวใจ (Heart) 
 อะนิลีน 



5 
 

ปอด (Lung) 
 นิกเกิล  ซิลิกา  แอสเบสทอส  เบริเลียม  โครเมียม  ไมคา  ไฮโดรเจนซัลไฟด์  แอลลิลคลอไรด์  
ไนโตรเจนไอออกไซด์  ไดคลอโรเอทิลอีเทอร์ 
ผิวหนัง 
 บิวทิลแอลกอฮอล์  นิกเกิล  ฟีนอล  ไตรคลอโรเอทิลีน 

สมอง (Brain) 
 เบนซีน  คาร์บอนเตตระคลอไรด์  คาร์บอนไดซัลไฟด์  บิวทิลามีน  ไฮโดรเจนซัลไฟด์  เตตระ   เอทิล
เลด  แมงกานีส   ปรอท  ตะก่ัว  ไดเมทิลานิลีน  อะเซทาลดีไฮด์ ไนโตรเบนซีน  ทอลเลียม 

ไต (Kidney) 
 คลอโรฟอร์ม  ปรอท  ไดเมทิลซัลเฟต 

เลือด (Blood) 
 ไนโตรเบนซีน   อะนีลีน  อาร์เซนิก   เบนซีน   คาร์บอนมอนอกไซด์  โทลูอีน 
 ขณะเรียนปฏิบัติการเคมี  นักศึกษาต้องมีความระมัดระวังและสังเกตสิ่งต่าง ๆ ที่เก่ียวข้อง 
เช่น  สังเกตขวด  ภาชนะท่ีบรรจุสารเคมี  จะพบว่าที่ฉลากมีข้อมูลต่าง ๆ  เช่น  สูตรมวลโมเลกุล  การบ่งบอก
ถึงอันตราย  ความเป็นพิษ  และไวไฟ  โดยสังเกตจากฉลากข้างขวด  ได้แก่ 
 สีแดง  หมายถึง  ความไวไฟ 
 สีเหลือง  หมายถึง  ความไวในปฏิกิริยา 
 สีน้ าเงิน  หมายถึง  สุขภาพ  ช่องที่ไม่มีสีไว้ใส่ข้อมูลพิเศษ  เช่น  สารกัมมันตรังสี 
  
ตัวอย่ำงฉลำกปิดข้ำงขวด 
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บทปฏิบตัิกำรที่ 1 

กำรทดสอบคำร์โบไฮเดรต 

กำรทดลองที่  1.1 กำรทดสอบโมลิสช์  (Molisch’s  test) 

หลักการ การทดสอบโมลิสช์  เป็นวิธีการทดสอบน้ าตาลทั่ว ๆ ไป  โดยใช้กรดเข้มข้นดึงน้ าออกจาก      

น้ าตาลเพนโตสและเฮกโซล  กลายเป็นเฟอฟิวรัลและไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟิวรัล ตามล าดับ  ดังสมการ 

 

 

 

 ในกรณีของเฮกโซล  ถ้าเป็นอัลโดเฮกโซสจะได้อนุพันธ์เฟอฟิวรัลประมาณ  1% ของที่ควรจะได้ตาม

ทฤษฏีและถ้าเป็นคีโตนเฮกโซสจะได้อนุพันธ์เฟอฟิวรัล  20-25%  ของที่ควรได้ตามทฤษฏี  เมื่อให้เฟอฟิวรัล

หรืออนุพันธ์ไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟิวรัลรวมกับแอลฟาแนพทอล (α-napthol) (ในน้ ายาโมลิสช์) จะให้สารสีชมพู

จนถึงม่วง 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้น 1% 

-น้ ายาโมลิสช์ 

-กรดก ามะถันเข้มข้น 

วิธีกำรทดลอง ใส่น้ าตาลแต่ละชนิดแยกกันในหลอดทดลอง 5 หลอด หลอดละ 1 มล.  เติมน้ ายาโมลิสช์ลง

ไปหยอดละ  5 หยด เขย่าให้เข้ากัน  ค่อย ๆ  หยดกรดซัลฟิวริกลงข้าง ๆ  หลอดทดลอง  หลอดละประมาณ          

0.5  มล.  (ท าด้วยความระมัดระวัง)  สังเกตสีตรงรอยต่อระหว่างชั้นของสารละลาย  บันทึกผลการทดลอง 

 

กำรทดลองที่ 1.2  กำรทดสอบเซลิวำนอฟฟ์  (Seliwanoff’s test) 

หลักการ  การทดสอบเซลิวานอฟฟ์เป็นการทดสอบน้ าตาลคีโตสแบบฟูราโนสเมื่อต้มน้ าตาลใน

กรดเกลือเข้มข้น  10-20%  น้ าตาลคีโตสแบบฟูราโนสจะเปลี่ยนเป็นอนุพันธ์เฟอฟิวรัลได้เร็วกว่าน้ าตาลอัลโดส

แบบไพราโนส  ซึ่งจะรวมกับรีซอร์ซีนอล (Resocinol)  (ในน้ ายาเซลิวานอฟฟ์)  ได้สารสีส้มแดง  กลูโคสหรือ

น้ าตาลอ่ืน ๆ  ปริมาณมากอาจเกิดสารสีคล้ายกันนี้ 
 

สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้น  :  เตรียมน้ าตาลตามตารางบันทึกผลการทดลองที่ 1.1-1.6 

**น้ ายาโมลิสช์ : สารละลายแอลฟาแนพทอล  5%  ในเอทิลแอลกอฮอล์ 95%  (เตรียมใหม่ ๆ  ในวันทดลอง) 
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สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้ม  1% 

-น้ ายาเซลิวานอฟฟ์ 

วิธีกำรทดลอง ใส่น้ ายาเซลิวานอฟฟ์ลงในหลอดทดลอง 5 หลอด หลอดละ 2 มล.  เติมสาระละลายตัวอย่าง

ชนิดละ  5  หยด  ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด  อุ่นในอ่างน้ าร้อนเป็นเวลา 15 นาที สังเกตการณ์

เปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย ทดลองซ้ าโดยใช้สารละลายน้ าตาลแต่ละชนิด 1-2 มล.  บันทึกผลการทดลอง 
 

 

 

กำรทดลองที่ 1.3 กำรทดสอบไบอัล  (Bial’s test) 

หลักการ การทดสอบไบอัลเป็นการทดสอบน้ าตาลเพนโตสหรือเพนโตซาน  เมื่อต้มน้ าตาลเพนโตสกับ

กรดเข้มข้น  จะเกิดปฏิกิริยาดึงน้ าออกจากน้ าตาล  กลายเป็นเฟอริวรัลซึ่งเมื่อรวมกับออร์ซินอลในสารละลาย

เฟอร์ริกคลอไรด์  (ในน้ ายาไบอัล)  จะได้สารสีเขียวอมน้ าเงิน 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้น 1% 

-น้ ายาไบอัล** 

วิธีกำรทดลอง 

ใส่น้ ายาไบอัลลงในหลอดทดลอง  5 หลอด หลอดละ  3  มล.  เติมสารละลายน้ าตาลตัวอย่างชนิดละ  

0.5 มล.  ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด  อุ่นในอ่างน้ าร้อน  สังเกตการเปลี่ยนแปลงสี  บันทึกผลการทดลอง 

กำรทดลองที่ 1.4  กำรทดสอบอะนิลีนอะซีเตต  (Aniline  acetate  test) 

หลักการ การทดสอบอะนีลีนอะซีเตต  เป็นการทดสอบน้ าตาลเพนโตสหรือเพนโตซานอีกวิธีหนึ่ง  โดย

อาศัยหลักที่ว่า  เมื่อต้มน้ าตาลเพนโตสและเฮกโซสกับกรด  จะเกิดปฏิกิริยาดึงน้ าออกจากน้ าตาลกลายเป็น

เฟอฟิวรัลตามล าดับ  และเนื่องจากไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟิวรัลละลายในกรดได้มากกว่าเฟอฟิวรัลและไม่ระเหย

ด้วยไอน้ าเฟอฟิวรัลจะรวมกับอะนีลีน  (ในน้ ายาอะนิลีนอะซีเตต)  กลายเป็นสารสีแดงเชอรี่ 

 

 

 

 

 

 

*น้ ายาเซลิวานอฟฟ์:  สารละลายรีซอร์ซินอล 0.15% ในกรดเกลือเจือจาง (1: 2) 
**น้ ายาไบอัล:  ออร์ซินอล  0.3%  ในกรดเกลือเข้มข้นและมีสารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์ 1%  ผสมอยู่ 0.3% 
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สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้ม 1% 

-น้ ายาอะนิลีนอะซีเตต*** 

วิธีกำรทดลอง ใส่น้ าตาลแต่ละชนิดแยกกันในหลอดทดลอง  หลอดละ 1 มล. เติมกรดก ามะถันเข้มข้นลงไป

หลอดละ 2 มล.  ตัดกระดาษกรองเป็นแผ่นเล็ก ๆ  ชุบน้ ายาอะนีลีอะซีเตต  อังที่ปากหลอดทดลองขณะอุ่น

สารละลายให้เดือดสังเกตการเปลี่ยนแปลงบันทึกผลการทดลอง 

กำรทดลองที่ 1.5  กำรทดสอบเฟห์ลิง  (Fehling’s test) 

หลักการ การทดสอบเฟห์ลิงเป็นการทดสอบโมโนแซ็กคาไรด์  และรีดิวซิงไดแซ็กคาไรด์  โดยอาศัย

สมบัติที่ว่าหมู่แอลฟาไฮดรอกซีคีโตนในน้ าตาล  สามารถรีดิวส์น้ ายาเฟห์ลิงให้กลายเป็นคิวปรัสออกไซด์  ซึ่ง

เป็นตะกอนสีแดงอิฐ  ดังสมการ 

  RCHO  +  2Cu2+  +  4OH-   RCOOH  +  Cu2O  +  2H2O 

 ปฏิกิริยานี้ใช้ทดสอบกลูโคสในปัสสาวะ  แต่กรดยูริกและเกลือแอมโมเนียมที่อยู่ในปัสสาวะอาจท า

ให้ผลการทดสอบผิดพลาดได้ 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

- สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้ม 1% 

- สารละลายเฟห์ลิง  เอ. 

- สารละลายเฟห์ลิง บี. 

วิธีกำรทดลอง ผสมสารละลายเฟห์ลิง เอ.  กับสารละลายเฟห์ลิง บี.  เข้าด้วยกันอย่างละ 5 มล.  เขย่า  แล้ว

แบ่งใส่หลอดทดลอง 5  หลอด  หลอดละประมาณ 2 มล.  เติมน้ าตาลแต่ละชนิด  ชนิดละ 0.5  มล.  ลงในแต่

ละหลอด  เขย่า  อุ่นในอ่างน้ าร้อนประมาณ  5  นาที  สังเกตการเปลี่ยนแปลงบันทึกผลการทดลอง 

 ส าหรับซูโครส  ให้ทดลองซ้ าโดยการเติมกรดเกลือเข้มข้น  2-3 หยด อุ่นให้เดือดท้ิงไว้ให้เย็นก่อนน าไป

ทดลอง เปรียบเทียบกับผลการทดลองครั้งแรก 

 

*สารละลายเฟห์ลิงเอ:  คอปเปอร์ซัลเฟต  34.64  กรัมในน้ ากลั่นให้มีปริมาตรรวม 500  มล. 

**สารละลายเฟห์ลิงบี : โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 173 กรัม + NaOH 65 กรัม  ในน้ ากลั่นให้มีปริมาตรรวม 500 มล. 

***น้ ายาอะนิลีนอะซิเตต:  อะนิลีน  2%  ในกรดอะซิติกเข้มข้น (เตรียมในวันทดลอง) 
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กำรทดลองที่ 1.6  กำรทดลองเบเนติกต์  (Benedict’s  test) 

หลักการ การทดสอบเบเนดิกต์เป็นการทดสอบโมโนแซ็กคาไรด์  และรีดิวซิงไดแซ็กคาไรด์โดยอาศัย

สมบัติที่ว่าหมู่อัลดีไฮด์หรือหมู่แอลฟาไฮดรอกซีคีโตนในน้ าตาล  สามารถรีดิวส์น้ ายาเบเนดิกต์ให้กลายเป็น

คิวปรัสออกไซด์  เช่นเดียวกับการทดสอบเฟห์ลิง 

  วิธีนี้ดัดแปลงมาจากการทดสอบเฟห์ลิง  และเป็นวิธีที่สะดวกกว่าการทดสอบเฟห์ลิงเพราะใช้

น้ ายาเพียงชนิดเดียวและให้ผลแน่นอนกว่า 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-  สารตัวอย่างน้ าตาลเข้มข้น 1% 

-  สารละลายน้ าแป้ง 1% 

-  น้ ายาเบเนดิกต*์** 

วิธีกำรทดลอง ใส่น้ ายาเบเนดิกต์ลงในหลอดทดลอง 5  หลอด  หลอดละ 2 มล.  เติมน้ าตาล  แต่ละชนิด  

ชนิดละ  0.5  มล.  ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด เขย่า  อุ่นในอ่างน้ าร้อนประมาณ 10 นาที  สังเกตการ

ทดลอง  บันทึกผลการทดลอง 

กำรทดลองที่ 1.7  กำรทดสอบน  ำตำลรีดิวส์จำกกำรสลำยโพลีแซ็กคำไรต์ 

หลักการ โซ่โพลีแซ็กคาไรด์ประกอบด้วยหมู่รีดิวส์หนึ่งหมู่จากหน่วยย่อย  100 หน่วย หรือมากกว่านั้น

จึงไม่แสดงสมบัติรีดิวส์ แต่ถ้าน าโพลีแซ็กคาไรด์ไปสลายด้วยกรดหรือเอนไซม์จะได้โมโนแซ็กคาไรด์  ซึ่งแสดง

สมบัติรีดิวส์ 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-  สารละลายน้ าแป้ง 1% 

- กรดเกลือเข้มข้น 

- สารละลายไอโอดีน 

- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  10  เปอร์เซ็นต ์

- น้ ายาเบเนดิกต*์** 

- ส าลี 

 

**สารละลายไอโอดีน :  โพแทสเซียมไอโอดีน 1 กรัมในน้ ากลั่น 100  มล.  เขย่าให้เข้ากันละลายไอโอดีน 0.15 กรัม ลงไป 
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วิธีกำรทดลอง ใส่สารละลายน้ าแป้งลงในหลอดทดลอง 3 มล.  เติมกรดเกลือเข้มข้น  5  หยด  เขย่า อุ่นใน

อ่างน้ าร้อน  ใช้หลอดหยดดูดสารละลายทุก ๆ  นาที  แล้วหยดลงบนแผ่น  กระจกหรือแผ่นเคลือบขาว        

1  หยด  ผสมกับสารละลายไอโอดีน  1  หยด  ท าเช่นนี้จนกระทั่งสารละลายไม่เกิดสีม่วงแดงกับไอโอดีน  ท า

สารละลายที่เหลือให้เป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  แล้วน ามาทดสอบกับน้ ายาเบเนดิกต์อุ่นในอ่างน้ าร้อน

เป็นเวลา 10  นาที  สังเกตการเปลี่ยนแปลงบันทึกผลการทดลอง 

 ทดลองซ้ าโดยใช้ส าลี  0.5 กรัม ละลายในกรดเกลือเข้มข้ม 2 มล.  แทนสารละลายน้ าแป้ง 

กำรทดลองที่ 1.8  กำรทดสอบไอโอดีน 

หลักการ การทดสอบไอโอดีนเป็นการทดสอบแป้งและไกลโคเจน  เมื่อให้แป้งท าปฏิกิริยากับ

สารละลายไอโอดีน  จะได้สารสีม่วง  น้ าเงิน   ส่วนไกลโคเจนและแป้งที่สลายโมเลกุลเล็กลง  เมื่อท าปฏิกิริยา

กับไอโอดีน  จะได้สารสีน้ าตาลแดง  และสีม่วงแดงตามล าดับ 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

-  สารละลายน้ าแป้ง 1% 

-  สารละลายกลูโคส 1% 

-  กรดเกลือเข้มข้น  1% 

-  สารละลายไอโอดีน** 

วิธีทดลอง ใส่สารละลายน้ าแป้ง  และกลูโคส  แยกกันในหลอดทดลอง 2 หลอด หลอดละ 2 มล.  เติม

กรดเกลือเข้มข้นหลอดละ 5  หยด  เขย่า  เติมสารละลายไอโอดีนหลอดละ  5  หยด เขย่า  สังเกตการ

เปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย ทุก ๆ  5  นาที  เป็นเวลา 20  นาที  บันทึกผลการทดลอง 

 

 

 

 

 

***น้ ายาเบเนดิกต์:  คือสารละลายด่างของคิวปริกคอมแพล็กซ์กับโซเดียมซิเทรต  เตรียมโดย  โซเดียมไบคาร์บอเนต  100  

กรัม  + โซเดียมซิเตรต  173  กรัม  ในน้ ากลั่น 800 มล.  กรอง เติมสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต  178 กรัม  ในน้ ากลั่น  100 

มล.  เติมน้ ากลั่นให้ครบ 1  ลิตร 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 

บทปฏิบัติกำรที่ 1  เรื่อง  การทดสอบคาร์โบไฮเดรต วันที่ท าการทดลอง……………..…………………………………….. 

ชื่อ………………………………………………………..………รหัส……………….………………สาขาวิชา.................………………… 

ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ……………….………………………..รหัส…………………….…………กลุ่มปฏิบัติการที่…………….……… 

 

จุดมุ่งหมำยกำรทดลอง …………………………………………………………..…………………………………………………………. 

……………………………………………………………………………………………………………….………………………………………….

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองท่ี 1.1-1.6 

 น  ำตำล กลูโคส ฟรักโตส อะรำบิโบส มอลโตส ซูโครส 

กำรทดลองที่  

1.1 การทดสอบโมลิสช์      
1.2  การทดสอบ ใช้น้ าตาลน้อย      
      เซลิวานอฟฟ์ ใช้น้ าตาลมาก      
1.3 การทดสอบไบอัล      
1.4 การทดสอบอะนีลีนอะซิเตต      
1.5 การทดสอบเฟห์ลิง      
1.6 การทดสอบเบเนดิกต ์      

 

 

สรุปผลกำรทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

........................................................................................................................................................................... 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง……………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

........................................................................................................................................................................... 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
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ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองท่ี 1.7  การทดสอบน้ าตาลรีดิวส์จากการสลายโพลีแซ็กคาร์ไรด์ 

คำร์โบไฮเดรต แป้ง เซลลูโลส 
เวลาที่ใช้สลาย (นาท)ี   

ผลการทดสอบเบเนดิกต์   
 

 

 

 

 

สรุปผลกำรทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

.......................................................................................................................................................................... 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง……………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

.......................................................................................................................................................................... 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองท่ี 1.8 กำรทดสอบไอโอดีน 

                      สำร 
 
 

แป้ง กลูโคส 

    นำทีที ่
 
 
 

   
   
   
   
   
   
สรุปผลกำรทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

.......................................................................................................................................................................... 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง……………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

.......................................................................................................................................................................... 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
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บทปฏิบัติกำรที่ 2 

กำรแยกและกำรวิเครำะห์คำร์โบไฮเดรตเชิงคุณภำพ 

กำรทดลองที่ 2.1  กำรวิเครำะห์ชนิดสำรตัวอย่ำงตำมแบบแผนกำรทดสอบคำร์โบไฮเดรต 
หลักการ สารตัวอย่างที่ ใช้วิ เคราะห์  อาจเป็นสารละลายหรือเป็นของแข็ง  ซึ่งประกอบด้วย
คาร์โบไฮเดรต  1-2  ชนิด  ในการวิเคราะห์จะต้องน าสารตัวอย่างมาทดสอบปฏิกิริยาต่าง ๆ   ตามแบบ
แผนการวิเคราะห์คาร์ไบไฮเดรตทุกข้ันตอน 
สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

- น้ ายาโมลิสช ์
- กรดก ามะถันเข้มข้น 
- สารละลายไอโอดีน 
- น้ ายาเบเนดิกต์ 
- กรดเกลือเข้มข้น 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 
- น้ ายาเซลิวานอฟฟ์ 
- น้ ายาไบอัล 
- สารตัวอย่างน้ าตาล 1  ชนิด  ปริมาตร  10 มิลลิลิตร/กลุ่ม 

วิธีกำรทดลอง   ทดลองโดยใช้สารตัวอย่างน้ าตาลที่ได้รับแจกของแต่ละกลุ่มน ามาทดสอบตามวิธีในบท
ปฏิบัติการที่ 1  โดยทดลองตามแบบแผนการวิเคราะห์สารตัวอย่างคาร์โบไฮเดรตดังนี้ 
  1. การทดสอบโมลิสช์  ถ้าผลการทดสอบเป็น  บวก  ไม่จ าเป็นว่าต้องมีคาร์โบไฮเดรตอยู่เสมอไป   
ถ้าผลการทดสอบเป็น ลบ  แสดงว่าไม่มีคาร์โบไฮเดรต 

2. การทดสอบไอโอดีน  ถ้ามีสีน้ าเงิน  ม่วงแดง  แดง  แสดงว่ามีโพลีแซ็กคาร์ไรด์  ถ้ามีสีให้ทดสอบ 
ขั้นต่อไป (ถ้าไม่มีสี ยืนยันการทดลองโดยการทดสอบเบเนดิกส์) 

3. การทดสอบเบเนดิกซ์ 
3.1 ถ้าผลการทดสอบเป็น ลบ  อาจเป็นน้ าตาลซูโครส  น าสารตัวอย่างมา 3  มล.  เติมกรด 

เกลือเข้มข้น  1-2  หยด ต้มให้เดือด  1  นาที  ท าให้เย็น  ท าให้เป็นกลางด้วยการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์
เข้มข้น  แล้วมาทดสอบเบเนดิกต์ ถ้าผลการทดสอบเป็น บวก แสดงว่าเป็นซูโครส ทดลองยืนยันด้วยการ 

3.2 ทดสอบเซลิวานอฟฟ์ ถ้าผลการทดสอบเป็น บวก แสดงว่าอาจเป็นกลูโคส  ฟรักโทส    
กาแล็กโทส  เพนโทส  มอลโทส  และแล็กโทส 
       3.2.1 ทดสอบกับน้ ายาเซลิวานอฟฟ์  ถ้าผลการทดสอบเป็น บวก  แสดงว่าเป็นฟรักโทส   
ถ้าผลการทดสอบเป็น ลบ  แสดงว่าเป็นกลูโคส  กาแล็กโทส  หรือเพนโทส 
           3.2.1.1 ทดสอบน้ ายาไบอัล ถ้าผลการทดสอบเป็นบวก  แสดงว่าเป็นเพนโทส 

หมำยเหตุ  -แป้งอาจตกตะกอนโดยการเติมสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวปริมาตรเท่ากับ
สารละลายน้ าแป้ง 
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กำรทดลองที่ 2.2  กำรแยกและวิเครำะห์น  ำตำลด้วยโครมำโทกรำฟฟีแบบกระดำษ 
หลักการ  การแยกน้ าตาลด้วยวิธีโครมาโทกราฟฟีท าได้ทั้งโครมาโทรกราฟฟีแบบกระดาษและแบบชั้น
บาง  โครมาโตกราฟฟีแบบกระดาษมีสองแบบคือ  แบบเดสเซนดิงให้ตัวท าละลายเคลื่อนที่จากข้างบนลง
ข้างล่าง  แบบแอสเซนดิงให้ตัวท าละลายเคลื่อนท่ีจากข้างล่างขึ้นข้างบน  ต าแหน่งน้ าตาลที่แยกได้บนกระดาษ
สามารถหาได้โดยให้ท าปฏิกิริยากบน้ ายาไดโนโตรซาลิไซเลต   แล้ววิเคราะห์หาค่า Rf  โดยเทียบกับ Rf ของ
สารละลายมาตรฐานในที่นี้ใช้วิธีการแยกโดยแอสเซนดิง  ใช้ตัวท าละลายผสมสูตรหนึ่ง  คือ เอ็นบิวทานอล:  
ไพริดีน: น้ ากลั่น  ในอัตราส่วน 6 : 4 : 3  ซึ่งจะได้ค่า Rf เฉลี่ยของน้ าตาลเป็นดังนี้  แล็กโทส  0.22  มอสโทส  
0.28  กาแล็กโทส  0.36   ฟรักโทส  0.41  กลูโคส  0.46  และไซโลส  0.52 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

  -  น้ าผมไม้ค้ันสด ๆ  เช่น  น้ าส้ม  น้ าสับปะรด  น้ าแตงโม  หรือ น้ าองุ่น  (เลือก 2-3  ชนิด) 
- สารละลายน้ าตาลมาตรฐานเข้มข้น  2% (กลูโคส, ฟรักโตส,  กาแล็กโทส, แล็กโทส, มอลโตส) 
- สารตัวอย่างผสม  เข้มข้น 2% 
- ตัวท าละลาย (เอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล์:น้ ากลั่น, 60:40:30 หรือ เอ็น-โพรพานอล: เอธิลอะซิเตต: น้ า

กลัน่,  35:5:10) 
- สารละลายไดโนโตรซาลิไซเลต* 
 

วิธีกำรทดลอง 
 

1. เตรียมน้ าผลไม้โดยปอกเปลือก  ชั่งส่วนที่เป็นเนื้อ  10  กรัม  ห่อด้วยผ้าขาวบางคั้นน้ าผลไม้ลงใน
บีกเกอร์เก็บไว้ทดสอบ 

2. ล้างมือให้สะอาดตัดกระดาษกรองวอทแมนเบอร์ 1  ขนาด  15 x 26  ซม. วางลงบนกระดาษรอง
พ้ืนที่สะอาด  (อย่าจับตรงกลางกระดาษกรองน้ าตาลจากเหงื่อที่มือจะติดกระดาษไปด้วย)  ขีดเส้นขนาน
ทางด้านยาวของกระดาษห่างจากขอบกระดาษด้านล่าง 2 ซม.  และห่างจากขอบด้านบน 1 ซม. โดยใช้ดินสอ  
ท าเครื่องหมายบนเส้นที่ขีด  ให้แต่ละจุดห่างกัน  2  ซม. ใช้เป็นจุดต าแหน่งหยดสารมาตรฐาน  สารตัวอย่าง
ผสม  และน้ าผลไม้  ดังรูป 

 
         

 
 
 
 
1 

 
 
 
 
2 

 
 
 
 
3 

 
 
 
 
4 

 
 
 
 
5 

 
 
 
 
6 

 
 
 
 
7 

 
 
 
 
8 

 
 
 
 
9 

 
    

2 ซม. 

1 ซม. 
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3. ใช้หลอดแคปิลลารี ดูดสารสารละลายมาตาฐาน  สารตัวอย่างผสม  และน้ าผลไม้หยดลงบนจุดที่ท า
เครื่องหมายไว้  ให้แต่ละจุดเส้นผ่านศูนย์กลางไม่เกิน 0.6  ซม.  ควรหยดแล้วปล่อยให้แห้งแล้วค่อยหยดซ้ าอีก 
5-7  ครั้ง  ปล่อยให้สารที่หยดทุกจุดแห้งสนิท 

4. ม้วนกระดาษตามขวางให้เป็นรูปทรงกระบอก  แล้วเย็บขอบให้จรดกันด้วยลวดเย็บกระดาษ (อย่า
เย็บกระดาษให้ซ้อนทับกัน) น าไปวางในขวดโหลปิดฝาที่อ่ิมตัวด้วยไอตัวท าละลาย  ระวังไม่ให้จุดที่หยดสารอยู่
ใต้ระดับตัวท าละลาย ปล่อยให้ตัวท าละลายชะน้ าตาลขึ้นมาจนกระทั่งตัวท าละลายเคลื่อนที่ขึ้นมาถึงขีด
ขอบกระดาษด้านบน  ยกกระดาษกรองออกจากบีกเกอร์  ผึ่งให้แห้ง  พ่นด้วยสารละลายไดไนโตรซาลิไซเลต  
น าไปอบที่อุณหภูมิ 60-80 ๐C  เป็นเวลา10  นาท ี 

5. ใช้ดินสอขีดรอบจุดที่ปรากฏ  วัดระยะทางท่ีตัวท าละลายเคลื่อนท่ี และระยะทางที่สารตัวอย่างและ
สารละลายมาตรฐานเคลื่อนที่ ค านวณหาค่า Rf ของน้ าตาลในสารตัวอย่าง  และสารละลายมาตรฐาน  สรุป
ชนิดน้ าตาลในน้ าผลไม้  และสารตัวอย่างผสม 

6. การหาค่า Rf 
  

        =    ระยะทางท่ีสารตัวอย่างเคลื่อนที่ 
                ระยะทางท่ีตัวท าละลายเคลื่อนท่ี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*สำรละลำยไดไนโตรซำลิไซเลต: ละลายไดไนโตรซาลิไซเลต  0.5 กรัม  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  
4%  100  มล. 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 
 

ปฏิบัติกำรที่ 2  เรื่อง  การแยกและวิเคราะห์คาร์โบไฮเดรตเชิงคุณภาพ  วันที่ท าการทดลอง…………..…………… 
ชื่อ………………………………………..…………………รหัส………………………………สาขาวิชา.......................………………… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ………………..…………………..รหัส………..……………………กลุ่มปฏิบัติการที่…………… 
 
จุดมุ่งหมายการทดลอง …………………………………………………………………………………..…………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………….…………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 2.1 การวิเคราะห์สารตัวอย่างตามแบบแผนการทดสอบคาร์โบไฮเดรต 
 

สำรตัวอย่ำง 
วิเครำะห์หำ 

กำรทดสอบ 
โมลิสช์ 

กำรทดสอบ 
ไอโอดีน 

กำรทดสอบ 
เซลิวำนอฟฟ์ 

กำรทดสอบ 
ไบอัล 

สำรตัวอย่ำง     

 
 
สรุปสารตัวอย่างที่วิเคราะห์คือ……………………………………………..……………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
........................................................................................... .................................................................................. 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
 
วิจารณ์ผลการทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
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ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 2.2 
การแยกและการวิเคราะห์ตาลด้วยวิธีโครมาโทกราฟฟีแบบกระดาษ 

น  ำตำล ระยะทำงท่ีตัวท ำละลำย 
เคลื่อนที่ (ซม.) 

ระยะทำงท่ีน  ำตำล 
เคลื่อนที่ (ซม.) 

ค่ำ Rf  ของน  ำตำล 

กลูโคส 
ฟรักโทส 
มอลโทส 
แล็กโทส 
กาแล็กโทส 
น้ าผลไม.้................................... 
จุดที่ 1  
จุดที่ 2  
จุดที่ 3  
น้ าผลไม.้........................ 
จุดที่ 1  
จุดที่ 2  
จุดที่ 3  
สารตัวอย่างผสม 
จุดที่ 1  
จุดที่ 2  
จุดที่ 3  

   

 
สรุปน้ าตาลที่อยู่ในน้ าผลไม้ที่น ามาวิเคราะห์คือ................................................................................................ . 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
 
สรุปน้ าตาลที่อยู่ในสารตัวอย่างผสมคือ........................................................................................................... ... 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
 
วิจารณ์ผลการทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
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บทปฏิบตัิกำรที่  3 
กำรแยกและกำรวิเครำะห์คำร์โบไฮเดรตเชิงปริมำณ 

 

กำรทดลองที่ 3.1  กำรปริมำณแล็กโทสในน  ำนมด้วยวิธีฟีนอล-กรดก ำมะถัน 
หลักการ  ในน้ านมวัวมีน้ าตาลแล็กโทสเป็นองค์ประกอบอยู่  4-6 % ส่วนในน้ านมคนมีน้ าตาลแล็กโทส 
2-3 % แล็กโทสเป็นไดแช็กคาร์ไรด์ที่ประกอบด้วยกาแล็กโทสและกลูโคสต่อกันด้วยข้อต่อเบตา (1-4) ในการ
หาปริมาณแล็กโทสในน้ านมโดยวิธีฟีนอล-กรดก ามะถัน เพราะไม่มีการรบกวนจากสารอ่ืน ท าได้สะดวก กรด
ก ามะถันดึงน้ าออกจากน้ าตาลกลายเป็นอนุพันธ์เฟอร์ฟิวรัลซึ่งรวมกับฟีนอลเกิดเป็นสารมีสี ความเข้มข้นของสี
ขึ้นกับปริมาณน้ าตาล จึงหาปริมาณน้ าตาลโดยใช้หลักการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างเทียบกับสารละลาย
มาตรฐาน 
 
สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- น้ านมวัว 
- สารละลายฟีนอล 5% 
- กรดก ามะถันเข้มข้น 
- สารละลายแล็กโทสมาตรฐาน 

 

วิธีกำรทดลอง 
 

  1. เตรียมสารละลายตัวอย่างโดยน าน้ านมวัวเจือจาง 1: 125 1: 250 และ 1: 500 ด้วยน้ ากลั่น  
(หลอดที่ 5 6 และ 7) 

2. เตรียมหลอดทดลอง  7  หลอดใส่สารตามล าดับ  1-4 ตามในตารางต่อไปนี้ 
 

             หลอดที ่
 
สำรที่เติม (มล.)  

หลอด
เปรียบเทียบ 

แลกโตสมำตรฐำน น  ำนมวัวเจือจำง 
10 มก.% 20 มก.% 30 มก.% 1: 125 1: 250 1: 500 

หลอดที่ 1 หลอดที่ 2 หลอดที่ 3 หลอดที่ 4 หลอดที่ 5 หลอดที่ 6 หลอดที่ 7 

น้ ากลั่น 0.1 - - - - - - 
สารตัวอย่าง - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ฟีนอล 5% 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

กรดก ามะถันเข้มข้น 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 
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  3. ให้เติมสารข้อ  1-2  ให้ครบทั้ง 7 หลอดก่อน  แล้วค่อยเติมฟีนอล 5%  ให้ครบทั้ง 7 หลอดจึงเติม
กรดก ามะถันเข้มข้น (ท าด้วยความระมัดระวัง) เขย่าสารละลายแต่ละหลอดให้ผสมกันตั้งทิ้งไว้ 15 นาทีวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร  โดยใช้หลอดที่  1  ตั้งจุดศูนย์ (blank) 

4. เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร กับปริมาณแล็กโทสหน่วย  
มก.%  (ใช้ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของหลอดที่ 1-4  ในการเขียนกราฟอ่านค่าปริมาณน้ าตาลแล็กโทสใน
หลอดที่ 5-7 จากกราฟมาตรฐาน  แล้วค านวณหาปริมาณน้ าตาลแล็กโทสในนม 

 

วิธีค ำนวณ 
 คาร์โบไฮเดรตในน้ านมวัว  = (a) x (Dilution factor) มก.%  
  
 โดยที่   a  คือ ปริมาณน้ าตาลแลกโตสในสารตัวอย่าง (มก.%) ที่อ่านได้จากกราฟมาตรฐาน 
     Diulion factor คือ ค่าสารตัวอย่างที่เจือจางคิด (เท่า) 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 
 

ปฏิบัติกำรที่ 3  เรื่อง  การแยกและวิเคราะห์คาร์โบไฮเดรตเชิงปริมาณ วันที่ท าการทดลอง…..…………………… 
ชื่อ……………………………………………………..………รหัส……………………………สาขาวิชา.....................………………… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ………………….…………………..รหัส……………………………กลุ่มปฏิบัติการที่………………… 
 
จุดมุ่งหมายการทดลอง ………………………………………………………………………………………………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………….…………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
 
ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 3.2   การหาปริมาณแล็กโทสในน้ านมด้วยวิธีฟีนอล-กรดก ามะถัน 
             หลอดที ่
 
สำรที่เติม (มล.)  

หลอด
เปรียบเทียบ 

แลกโตสมำตรฐำน น  ำนมวัวเจือจำง 
10 มก.% 20 มก.% 30 มก.% 1: 125 1: 250 1: 500 

หลอดที่ 1 หลอดที่ 2 หลอดที่ 3 หลอดที่ 4 หลอดที่ 5 หลอดที่ 6 หลอดที่ 7 

น้ ากลั่น 0.1 - - - - - - 
สารตัวอย่าง - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
ฟีนอล 5% 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

กรดก ามะถันเข้มข้น 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 
A490        

 

กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำง A490 และปริมำณแลกโตส 

  

 

 

 

 

 

 

 

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

A490 

ปริมำณแลกโตส (มก.%) 
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กำรค ำนวณ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สรุปผลกำรทดลอง...................……………………………………………………………………………………………………………. 

……………………………………………………………………………………………………………….................................................

.......................................................................................................................................................................... 

…………………………………………………………………………..………………………………………………………………………….. 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง…………………………………………………………………………..……………………………………………. 

……………………………………………………………………………………………………………………............................................

........................................................................................................................................................................... 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
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บทปฏิบตัิกำรที่ 4 
กำรทดสอบลิปิด 

 
กำรทดลองที่  4.1  กำรทดลองอะโครลีน  (Acrolein  test) 
หลักการ  การทดสอบอะโครลีน  เป็นการทดสอบกลีเซอรอล  โดยอาศัยหลักที่ว่า  กลีเซอรอลอิสระ
หรือเป็นเอสเทอร์ของไขมัน  จะท าปฏิกิริยากับโพแทสเซียมไบซัลเฟตที่อุณหภูมิสูง  (100-200° ซ.)  สูญเสียน้ า  
2  โมเลกุล  กลายเป็นก๊าซอะโครลีน ซึ่งมีกลิ่นดังสมการ 
 
   CH2OH     CH2 
   CHOH      +     KHSO4   CH      +     2H2O 
   CH2OH     CHO 
 
 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- กลีเซอรอล 
- กรดสเตียริก 
- โคเลสเตอรอล 
- น้ ามันพืช 
- โพแทสเซียมไบซัลเฟต 
 

วิธีกำรทดลอง 
 

 ใส่กลีเซอรอลลงในหลอดทดลอง  1-2  หยด  เติมโพแทสเซียมไบซัลเฟตประมาณ  1  กรัม  เผา
หลอดทดลองให้ร้อนโดยใช้ตะเกียงบุนเสน  ดมกลิ่นก๊าซที่ระเหยออกมา (ปฏิกิริยานี้ถ้าให้ความร้อนเร็วและ
รุนแรงเกินไปจะได้ก๊าซซัลเฟอร์ไดออกไซด์  ซึ่งอาจท าให้เข้าใจผิดว่าเป็นกลิ่นของอะโคลีน  ให้ใช้น้ ากลั่นแทน
กลีเซอรอลเป็นหลอดเปรียบเทียบ) 
 ทดลองซ้ าโดยใช้น้ ามันพืช  กรดสเตียริก และโคเลสเตอรอล  แทนกลีเซอรอล  ตามล าดับ  แล้ว
เปรียบเทียบกลิ่นก๊าซท่ีเกิดข้ึน 
 
 
 
 
 
 

ความร้อน 

กลเีซอรอล อะโครลนี 
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กำรทดลองท่ี 4.2  กำรทดสอบควำมไม่อ่ิมตัวของลิปิด  (Unsaturation  test) 
 

หลักการ  กรดไขมันที่ประกอบเป็นโครงสร้างของลิปิดแบ่งออกเป็นสองชนิด  คือ  ชนิดอ่ิมตัวและชนิด
ไม่อ่ิมตัวซึ่งมีพันธะคู่  พันธะคู่ของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสามารถท าปฏิกิริยากับสารพวกฮาโลเจน  โดยจะฟอกจาง
สีฮาโลเจน  (โบรมีน  และไอโอดีน)  จึงใช้สมบัติข้อนี้ทดสอบว่าลิปิดที่ศึกษามีพันธะคู่ในโมเลกุล 
                 Br 
   CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-COOH  +  Br2  CH3-(CH2)7-CH-CH-(CH2)7-COOH 
             Br 
 
 
 
สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- กรดโอเลอิก 
- กรดสเตียริก 
- น้ ามันพืช 
- คลอโรฟอร์ม 
- สารละลายโบรมีน  10% ในคลอโรฟอร์ม (หรือใน CCl4) 

 

วิธีกำรทดลอง 
 

 ใส่คลอโรฟอร์ลงในหลอดทดลอง  1 มล.  เติมกรดโอเลอิกลงไป 2  หยด  ค่อย ๆ  หยดสารละลาย
โบรมีนลงไปที่ละหยด  ผสมให้เข้ากันโดยเคาะหลอดทดลองด้วยฝ่ามือ ลิปิดที่มีพันธะคู่จะฟอกจางสีโบรมีนได้
พอพันธะคู่เหล่านั้นหมด สีของโบรมีนจะคงอยู่ นับจ านวนหยดที่หยดลงไปจนสีคงตัว 
 ทดลองซ้ าโดยใช้กรดสเตียริก  และน้ ามันพืช  แทนกรดโอเลอิกตามล าดับเปรียบเทียบจ านวนหยด
ของโบรมีนที่ใช้ส าหรับลิปิดแต่ละชนิด 
 
กำรทดลองที่ 4.3  กำรทดสอบเปอร์ออกไซด์ 
 

หลักการ  ลิปิดที่เก็บไว้นานอาจเหม็นหืนได้  เนื่องจากพันธะคู่ของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวถูกออกซิไดส์ด้วย
ออกซิเจนในอากาศที่ให้เปอร์ออกไซด์  ซึ่งจะแตกตัวต่อไปเป็นอัลดีไฮด์หรือคี โตน ท าให้มีกลิ่นหืน เปอร์
ออกไซด์ที่เกิดขึ้นสามารถทดสอบได้โดยให้ท าปฏิกิริยากับโพแทสเซียมไอโอไดด์ จะได้ไอโอดีนเกิดขึ้น ซึ่งมีสี
เหลืองปนน้ าตาล 
 
 
 
 

กรดโอเลอิก 
กรดไดโบรโมสเตียริก 
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สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- น้ ามันพืชใหม่ 
- น้ ามันพืชเก่า (น้ ามันพืชที่เปิดขวดใช้แล้ว) 
- น้ ามันทอดไก่ 
- คลอโรฟอร์ม 
- เมธานอล 
- กรดน้ าส้มเข้มข้น 
- สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์  10% 

 

วิธีกำรทดลอง  
 

 เติมคลอโรฟอร์มลงในหลอดทดลอง  0.5  มล.  เติมเมทานอลลงไป 0.5 มล.  เขย่าให้เข้ากัน  แล้วเติม
น้ ามันพืชเก่าลงไป  10  หยด  เขย่า  เติมกรดน้ าส้มเข้มข้น 2  มล.  โพแทสเซียมไอโอไดด์  10% 1 หยด เขย่า
ให้เข้ากัน ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที สังเกตความเข้มของสีไอโอดีนที่เกิดข้ึน 
 ทดลองซ้ าโดยใช้น้ ามันพืชใหม่  น้ ามันพืชเก่า และน้ ามันทอดไก่ แล้วเปรียบเทียบความเข้มของสี
ไอโอดีนที่เกิดขึ้นในลิปิดชนิดต่าง ๆ 
 
กำรทดลองที่ 4.4  ปฏิกิริยำซำลโควสกิ  (Salkowski’s  reaction) 
 

หลักการ  ปฏิกิริยาซาลโควสกิเป็นปฏิกิริยาการทดสอบโคเลสเตอรอล  โดยอาศัยหลักที่ว่าเมื่อเติมกรด
ก ามะถนัลงไปในสารละลายโคเลสเตอรรอลซึ่งละลายในคลอโรฟอร์มจะได้สารละลายแยกเป็นสองชั้น  คือชั้น
คลอโรฟอร์มจะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีน้ าเงิน  และชั้นกรดซึ่งมีสีเขียวเรืองแสงและมีวงแหวนระหว่างชั้น
สารละลายทั้งสองถ้าเป็นโคเลสเตอรรอลจะให้วงแหวนสีน้ าตาลแดง  ถ้าเป็นเออร์โกสเตอรอลจะให้วงแหวนสี
แดงเข้ม 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- โคเลสเตอรอล 
- เออร์โกสเตอรอล 
- คลอโรฟอร์ม 
- กรดก ามะถันเข้มข้น 
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วิธีกำรทดลอง 
 

 เติมคลอโรฟอร์มลงในหลอดทดลองที่แห้งสนิท 1 มล.  เติมโคเลสเตอรอล 10  มก. เขย่าให้ละลาย  
เอียงหลอดทดลองเล็กน้อย  ค่อย ๆ  เติมกรดก ามะถันเข้มข้นลงไป  1  มล.   ทางด้านข้างหลอดทดลองเพ่ือให้
ละลายแยกเป็นสองชั้น  ตั้งทิ้งไว้สักครู่สังเกตสีวงแหวนตรงรอยต่อระหว่างชั้นสารละลาย 
 ทดลองซ้ าโดยใช้เออร์โกสเตอรอลแทนโคเลสเตอรอล  แล้วเปรียบเทียบสีของวงแหวนระหว่างรอยต่อ
ชั้นสารละลาย 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 
 

ปฏิบัติกำรที่ 4  เรื่อง  การทดสอบลิปิด   วันที่ท าการทดลอง…………………….……………… 
ชื่อ……………………………………………………………รหัส………………..……………สาขาวิชา....................………………… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ……………………………………..รหัส…………….………………กลุ่มปฏิบัติการที่………..……… 
 
จุดมุ่งหมายการทดลอง …………………………………………………………………………………………..…………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………….…………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 4.1  กำรทดสอบอะโครลีน 
 

ลิปิดที่ใช้ทดลอง กลิ่นก๊ำซท่ีเกิดขึ น 
กลีเซอรอล 

น  ำมันพืชใหม่ 
น  ำมันพืชเก่ำ 
น  ำมันทอดไก่ 
กรดสเตียริก 

โคเลสเตอรอล 

 

 
สรุปผลการทดลอง......................................................……………………………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
วิจารณ์ผลการทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
………………………………………………………………………………………………………………............................................... 
 
ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 4.2  กำรทดสอบควำมไม่อ่ิมตัวของลิปิด 
 

ลิปิดที่ใช้ทดลอง จ ำนวนหยดโบรมีนที่ใช้ องศำควำมไม่อ่ิมตัว 
กรดโอเลอิก 
กรดสเตียริก 
น  ำมันพืช 
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สรุปผลการทดลอง......................................................……………………………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
วิจารณ์ผลการทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
………………………………………………………………………………………………………………................................................. 
 

ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 4.3  กำรทดสอบเปอร์ออกไซด์ 
 

สำรตัวอย่ำงลิปิด ควำมเข้มข้นของสีไอโอดีนที่เกิดขึ น 
น  ำมันพืชเก่ำ 
น  ำมันพืชใหม่ 
น  ำมันทอดไก่ 

 

 
สรุปผลการทดลอง...................…………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
วิจารณ์ผลการทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
.......................................................................................... ................................................................................... 
………………………………………………………………………………………………………………................................................. 
 
ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 4.4  ปฏิกิริยำซำลโควสกิ 

สำรตัวอย่ำงลิปิด ปฏิกิริยำซำลโควสกิ 
โคเลสเตอรอล 

เออร์โกสเตอรอล 
 

 
สรุปผลการทดลอง...................…………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... .................................................... 
วิจารณ์ผลการทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………….................................................
......................................................................................................................... ..................................................... 
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บทปฏิบตัิกำรที่  5 
กำรแยกและวิเครำะห์ลิปิดเชิงคุณภำพ 

 
กำรทดลองที่ 5.1  กำรหำค่ำเลขแซพอนิฟิเคชัน  (Saponification)  ของไขมัน 
 

หลักการ  เลขแซพอนิฟิเคชัน  คือ  “จ านวนมิลลิกรัมของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  ที่ท าปฏิกิริยาพอดี
กับไขมันหรือน้ ามัน 1 กรัม”  ไขมันแต่ละชนิดมีค่าเลขแซพอนิฟิเคชันไม่เท่ากัน  ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับจ านวนโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด์  1  กรัม  ตัวอย่างเช่น 

ลิปิด เลขแซพอนิฟิเคชัน 
น  ำมันงำ 

น  ำมันถั่วลิสง 
น  ำมันมะกอก 

น  ำมันเมล็ดฝ้ำย 
น  ำมันหมู 

เนย 
น  ำมันมะพร้ำว 

188-195 
188-196 
190-195 
190-198 
192-200 
222-232 
245-265 

  

การหาค่าเลขแซพอนิฟิเคชัน  นิยมท าโดยการต้มลิปิดที่รู้น้ าหนักแน่นอนกับสารละลายโพแทสเซียมไฮ
ดรอกไซด์มาตรฐานเกินกว่าที่จะใช้ท าปฏิกิริยาพอดีกับลิปิด  หลังจากเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์แล้ว  หาปริมาณ
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ที่เหลือโดยน าไปไทเทรตกับกรด  แล้วค านวณหาปริมาณโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ที่
ท าปฏิกิริยาพอดีกับลิปิด  1  กรัม 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- สารตัวอย่างลิปิด 
- ฟีนอล์ฟทาลีน 
- สารละลายกรดเกลือมาตรฐาน  0.5  โมลาร ์
- สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  0.5 โมลาร์  ในเอทิลแอลกอฮอล์ 

 

วิธีกำรทดลอง 
 

 1.  ชั่งไขมันหรือน้ ามันด้วยเครื่องชั่งละเอียดประมาณ 1.5 กรัม  ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มล.  ใช้
ขวดรูปชมพู่อีกใบหนึ่งใส่น้ ากลั่น 1.5 มล.  เป็นขวดเปรียบเทียบโดยทดลองควบคู่กันไปตลอดเวลา 
 2.  น าขวดทั้งสองไปเติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  0.5  โมลาร์  ในเอทิลแอลกอฮอล์  (จากบิวเรต
หน้าห้อง)  25  มล.  รีฟลักซ์ในอ่างน้ าเดือด  เป็นเวลา  30  นาที  เขย่าขวดเป็นครั้งคราว 
 3.  เติมฟีนอล์ฟทาลีน  2-3  หยด  แล้วไทเทรตกับการละลายกรดเกลือมาตรฐาน 0.5  โมลาร์  
บันทึกปริมาณกรดเกลือที่ใช้ไทเทรต 
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 ทดลองซ้ าโดยใช้ลิปิดตัวอย่างที่ก าหนดให้  แล้ววิเคราะห์ว่าเป็นลิปิดชนิดใด 
 

วิธีค ำนวณ 
 

 ค านวณหาค่าเลขแซพอนิฟิเคชันของลิปิดตัวอย่าง  โดยยึดถือหลักว่า กรดเกลือมาตรฐาน 0.5 โมลาร์  
1 มล.  ท าปฏิกิริยาพอดีกับโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  28.05 มก.ตามสมการ 
  เลขแซพอนิฟิเคชัน  = จ านวน  มก. ของ KOH ที่ปฏิกิริยากับลิปิด 1 กรัม 

          =       0.5   56.1   (ข-ก)  
          น.น.ลิปิด  หนว่ยกรัม 
  และสามารถค านวณหาน้ าหนักโมเลกุลของลิปิดได้จากสมการ 
  น้ าหนักโมเลกุลของลิปิด =        168,000 
       เลขแซพอนิฟิเคชั่น 
 สมมติว่า  ในขวดสารตัวอย่างใช้กรดเกลือ  0.5  โมลาร์ไทเทรต = ก มล. 
    ในขวดเปรียบเทียบใช้กรดเกลือ  0.5  โมลาร์ไทเทรต = ข มล. 
    และน้ าหนักโมเลกุลของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  = 56.1 กรัม/โมล 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 
 

ปฏิบัติกำรที่ 5  เรื่อง  การแยกและวิเคราะห์ลิปิดเชิงคุณภาพ  วันที่ท าการทดลอง…..……….…………… 
ชื่อ………………………….……………………………รหัส…………………...……………สาขาวิชา………………..………… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ………………………………..รหัส…………………………………กลุ่มปฏิบัติการที่…………… 
 
จุดมุ่งหมายการทดลอง ……………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………...………………………………………
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
บันทึกผลกำรทดลองที่ 5.1  การหาค่าเลขแซพอนิฟิเคชันของไขมัน 
 

น้ าหนักของลิปิดที่ใช้ทดลอง...............................กรัม    ชื่อลิปิด....................................................... 
ปริมาตรกรดเกลือ  0.5  โมลาร์ที่ใช้ไทเทรตในขวดสารตัวอย่าง........................................................มล. 
ปริมาตรกรดเกลือ  0.5  โมลาร์ที่ใช้ไทเทรตในขวดเปรียบเทียบ........................................................มล. 
 

เลขแซพอนิฟิเคชันของไขมัน    =  0.5   56.1 (       -     ) 
    น้ าหนักลิปิดตัวอย่าง 

                                                = 
 
น้ าหนักลิปิดตัวอย่าง.................................................กรัม 
ปริมาตรกรดเกลือ  0.5  โมลาร์ที่ใช้ไทเทรตในขวดสารตัวอย่าง .............................................................มล. 
ปริมาตรกรดเกลือ  0.5  โมลาร์ที่ใช้ไทเทรตในขวดเปรียบเทียบ..............................................................มล. 
 
เลขแซพอนิฟิเคชันของลิปิดตัวอย่าง =  0.5   56.1  (       -      ) 
 
       = 
 
ดังนั้นลิปิดตัวอย่างที่ใช้น่าจะเป็น............................................................. 
สรุปผลการทดลอง...................……………………………………………………………………………………………………….. 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
วิจารณ์ผลการทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………….. 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
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บทปฏิบตัิกำรที่ 6 

กำรทดสอบกรดอะมิโนและโปรตีน 

 
กำรทดลองที่ 6.1  ปฏิกิริยำนินไฮดริน  (Ninhydrin  reaction) 
หลักการ   ปฏิกิริยานินไฮดริน  เป็นปฏิกิริยาการทดสอบกรดอะมิโนอิสระและกรดอะมิโนในเปปไทด์
หรือโปรตีน  โดยให้กรดอะมิ โนท าปฏิกิริ ยากับนินไฮดรินที่ อุณหภูมิสู ง  ๆ จะเกิด อัลดี ไฮด์  ก๊ าซ
คาร์บอนไดออกไซด์  แอมโมเนียและสารสีน้ าเงิน  (ยกเว้นโพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนได้สารสีเหลือง)  ตาม
สมการต่อไปนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เปปไทด์  และโปรตีนทั้งหลายเกิดปฏิกิริยาเหมือนกันนี้  แต่จะไม่เกิดคาร์บอนไดออกไซด์และ
แอมโมเนีย  อาจใช้ปฏิกิริยานี้วิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโนโดยวัดความเข้มข้นของสิ่งที่เกิดขึ้นเทียบกับสีจาก
กรดอะมิโนมาตรฐาน 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- สารละลาย อะซิเตตบัฟเฟอร์ 0.1 M  pH 5.0* 
- สารละลายไกลซีน 0.1% 
- สารละลายไทโรซีน 0.1% 
- สารละลายฟีนิลอะลานีน 0.1% 
- สารละลายโพรลีน 0.1% 
- สารละลายไข่ขาวเจือจางด้วยโซเดียมคลอไรด์  1.5 %  สิบเท่า 
- น้ ายานินไฮดริน 0.2% ในเอธานอลใหม่ๆ** 
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วิธีกำรทดลอง 
 ใส่สารละลายบัฟเฟอร์   pH 5.0  ลงในหลอดทดลองสามหลอด  หลอดละ  2 มล. หลอดที่หนึ่งเติม
สารละลายไกลซีน 1  มล.  หลอดที่สองเติมสารละลายไข่ขาว  1   มล.  หลอดที่สามเติมน้ ากลั่น  1 มล.  แล้ว  
เติมน้ ายานินไฮดรินลงไปหลอดละ 1 มล.  น าหลอดทั้งสามไปอุ่นในอ่างน้ าเดือดประมาณ 5  นาที  สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายในหลอดทั้งสาม   บันทึกผลการทดลอง 
 
กำรทดลองที่  6.2  ปฏิกิริยำไบยูเรต  (Biuret  reaction) 
หลักการ  ปฏิกิริยาไบยูเรต  เป็นปฎิกิริยาการทดสอบสารที่ประกอบด้วยพันธะเปปไทด์ตั้งแต่สองแห่ง
ขึ้นไป  ใช้ทดสอบโปรตีนทั่วไปและผลิตภัณฑ์การไฮโดรไลส์โปรตีนที่ยังมีโมเลกุลใหญ่  เช่นโปรตีโอส  เปปโทน
และเปปไทด์  โดยให้ท าปฏิกิริยากับสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตในสารละลายด่างซึ่งจะให้สีม่วงครามกับ
โปรตีน  แต่สารที่ได้จากการไฮโดรไลส์โปรตีนจะให้สีต่างกันออกไป  ตั้งแต่ม่วงจนถึงชมพู  ซึ่งขึ้นอยู่กับขนาด
โมเลกุลว่าถูกไฮโดรไลส์เป็นโมเลกุลใหญ่หรือเล็ก  อาจใช้ปฏิกิริยานี้ติดตามการไฮโดรไลส์โปรตีนได้ 
 การเกิดสีในปฏิกิริยาไบยูเรต  เกิดจากคิวปริกไอออนเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับไนโตรเจนสี่อะตอม
ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายสารชื่อ ไบยูเรต  จึงเรียกว่าปฏิกิริยาไบยูเรตและอาจใช้ปฏิกิริยานี้วิเคราะห์หาปริมาณ
โปรตีนในสารละลาย  โดยวัดความเข้มของสีที่เกิดข้ึนเทียบกับสีที่เกิดจากโปรตีนมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- สารละลาย BSA ความเข้มข้น 0.001 mg/ml 
- สารละลาย  10% NaOH  
- สารละลาย  1% CuSO4   
- สารละลายไกลซีน 0.1% 
- สารละลายไข่ขาวเจือจางด้วย 1.5 % NaCl 10 เท่า 

 

*สารละลายบัฟเฟอร์ pH 5.0 เตรยีมโดยผสมกรดอะซตีิกเข้มข้น 5.6 มล.  กับน้ ากลั่น  900 มล.  ปรบั pH  ให้ได้ 5.0         
โดยการเตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ละหยด  คนอยู่เรื่อยๆ  แล้วเติมน้ ากลั่นให้ปรมิาตรครบ 1 ลิตร 
**น้ ายานินไฮดริน  เตรียมโดยละลายนินไฮดริน 0.2  กรัม  ในเอทิลแอลกอฮอล์ 100 มล. 
*** สารละลาย BSA ความเข้มข้น 0.001 mg/ml เตรยีมโดย ช่ังสารละลาย BSA 0.1 มก. ในน้ ากลั่น 1 มล. น ามาเจือจาง 
100 เท่า โดยใส่น้ ากลั่น  99 มล.  
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วิธีกำรทดลอง 
 

 ใส่สารละลาย BSA ความเข้มข้น 0.001 mg/ml ลงในหลอดทดลอง 2 มล. เติมสารละลาย 10% 
NaOH  1 มล.  แล้วเติมสารละลาย 1% CuSO4  5  หยด  สังเกตการเปลี่ยนแปลงสี บันทึกผลการทดลอง 
          ทดลองซ้ าโดยใช้ซีรัมเจือจางด้วยน้ ากลั่นสิบเท่า  สารละลายไกลซีน 0.1 % และสารละลายไข่ขาว   
เจือจางด้วย 1.5% NaCI 1 มล.  แทนสารละลาย BSA ตามล าดับ 
 
กำรทดลองที่ 6.3  ปฏิกิริยำแซนโทโปรเตอิก  (Xanthoproteic  reaction) 
หลักการ  เมื่อให้โปรตีนบางชนิด เช่น โปรตีนที่ผิวหนังท าปฏิกิริยากับกรดดินประสิวเข้มข้น  จะเกิดสี
เหลือง  ถ้าท าปฏิกิริยากับด่างสีจะเข้มขึ้นจนกลายเป็นสีส้ม  ปฏิกิริยานี้เกิดจากการไทเทรตหมู่เบนซีนของ
กรดอะมิโนฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน  และทริพโตเฟนซึ่งจะให้สารสีเหลือง  เมื่อเติมด่างจะให้เกลือที่มีสีส้ม   

ดังนั้นปฏิกิริยานี้จึงให้ผลการทดสอบเป็นบวกกับโปรตีนที่มีกรดอะมิโนฟีอะลานีน  ไทโรซีน  หรือทริพ
โตเฟนอยู่ในโมเลกุล 
 

 
 
 
 

ปฏิกิริยา Xanthoproteic ของกรดอะมิโน Tyrosine 
 
สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- สารละลายไทโรซีน 0.1% 
- กรดดินประสิวเข้มข้น (HNO3 conc.) 
- แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) 
- สารละลายฟีนอล  0.1% 
- สารละลายไข่ขาวเจือจางด้วย  NaCI 1.5%  สิบเท่า 

 

วิธีกำรทดลอง  
 

 ใส่สารละลายไทโรซีน 0.1% ลงในหลอดทดลอง 2 มล.  เติมกรดดินประสิวเข้มข้น 1  มล.  อุ่นในอ่าง
น้ าร้อน  2-3  นาที  ท าสารละลายให้เย็นโดยน าไปหล่อน้ าจากก๊อกน้ าเติม  NH4OH จนสารละลายมีฤทธิ์เป็น
ด่าง  สังเกตการเปลี่ยนแปลงสี  บันทึกผลการทดลอง 
 ทดลองซ้ าโดยใช้สารละลายไข่ขาวเจือจางด้วย  1.5% NaCI  10 เท่า  และสารละลายฟีนอล  0.1%  
แทนไทโรซีน  ตามล าดับ 
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กำรทดลองที่ 6.4  ปฏิกิริยำซำคำกุชิ  (Sakaguchi’s  reaction) 
หลักการ  ปฏิกิริยาซาคากุชิ  เป็นปฏิกิริยาทดสอบโปรตีน  ที่มีกรดอะมิโน  อาร์จีนีน  อยู่ในโมเลกุลโดย
อาศัยหลักการที่ว่า  แอลฟาแนพทอล  และโซเดียมไฮโปโบรไมต์ในสภาพด่างจะท าปฏิกิริยากับหมู่กวานิดิ
เนียมของอาร์จินีนได้สารสีแดงชมพู 
 
สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- สารละลายอาร์จินีน  0.1 % 
- สารละลาย  10%NaOH  
- น้ ายาแอฟา-แนพทอล* 
- น้ ายาโซเดียมไฮโปโบรไมต์** 
- สารละลายยูเรีย  40% 
- สารละลายไกลซีน  0.1% 
- สารละลายไข่ขาวเจือจางด้วย  1.5%NaCI  10 เท่า 
 

วิธีกำรทดลอง 
 ใส่สารละลายอาร์จินีน  0.1%  ลงในหลอดทดลอง 2  มล.  เติม 10%NaOH  5  หยดและเติมน้ ายา
แอลฟา-แนพทอล 2  หยด  เขย่าให้เข้ากัน  แช่ในน้ าแข็งแล้วเติมน้ าโซเดียมไฮโปโบรไมต์ 3  หยด  เขย่าให้
ผสมกันประมาณ  30  นาที  เติมสารละลายยูเรีย  40%  3  หยด  เพ่ือก าจัดไฮโปโบรไมต์ที่เหลืออยู่ ท าให้
สารละลายมีสีคงตัว  สังการเปลี่ยนแปลงบันทึกผลการทดลอง 
 ทดลองซ้ าโดยใช้สารละลายไกลซีน  0.1% 1 มล. ซีรัมเจือจางด้วยน้ ากลั่นสิบเท่า  1 มล.  หรือ
สารละลายไข่ขาวเจือจางสิบเท่าด้วย  1.5% NaCI 1 มล. แทนสารละลายอาร์จินีน  ตามล าดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*น้ ายาแอลฟา-แนพทอล  คือสารละลายแอลฟา-แนพทอล 1% ในเอทิลแอลกอฮอล์  95%  (เตรียมวนัทดลอง) 
**น้ ายาโซเดียมไฮโปโบรไมต์  เตรยีมโดยการเติมโบรมีน  1  มล.  ลงใน  NaOH 1  โมลาร์ 100 มล. 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 

 

ปฏิบัติกำรที่ 6  เรื่อง  การทดสอบกรดอะมิโนและโปรตีน วันที่ท าการทดลอง………..……………………………… 
ชื่อ……………………………………………………………รหัส………………..……………สาขาวิชา.......................………………… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ…………………………………….…..……..รหัส……………..………………กลุ่มปฏิบัติการที่………..……… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ……………………………..………………...รหัส……………..………………กลุ่มปฏิบัติการที่………..……… 
 
 

 
จุดมุ่งหมายการทดลอง ……………………………………………………..……………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………...………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
 
ตำรำงบันทึกกำรทดลองท่ี 6.1  ปฏิกิริยำนินไฮดริน 
สำรมำตรฐำน กำรเปลี่ยนแปลง +/- 
  

 
 

  
 

 

  
 

 

  
 

 

  
 

 

 
ตำรำงบันทึกกำรทดลองท่ี 6.2  ปฏิกิริยำไบยูเรต 
สำรมำตรฐำน กำรเปลี่ยนแปลง +/- 
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ตำรำงบันทึกกำรทดลองท่ี 6.3  ปฏิกิริยำ Xanthoproteic 
สำรมำตรฐำน กำรเปลี่ยนแปลง +/- 
  

 
 

  
 

 

  
 

 

 
ตำรำงบันทึกกำรทดลองท่ี 6.4  ปฏิกิริยำซำคำกุชิ 
สำรมำตรฐำน กำรเปลี่ยนแปลง +/- 
  

 
 

  
 

 

  
 

 

 
สรุปผลการทดลอง...................…………………………………………………………..……………………………………………….. 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
วิจารณ์ผลการทดลอง…………………………………………………………………………………………………………………………. 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
ค ำถำมท้ำยกำรทดลอง 

 1. สามารถใช้วิธีการใดตรวจสอบ Phenylalanine ในสารตัวอย่าง 

 2. ปฏิกิริยาใดสามารถบอกความแตกต่างระหว่าง กวานิน และ Thyptophan ได้ 

 3. เราสามารถแยกกรดอะมิโน Aromatic กับกรดอะมิโนอ่ืน ๆ ได้อย่างไร 
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บทปฏิบตัิกำรที่ 7 

   กำรวิเครำะห์กรดอะมิโนและโปรตีนเชิงคุณภำพ 
 

 

 

 

กำรทดลองท่ี 7.1  กำรวิเครำะห์ธำตุที่เป็นองค์ประกอบของโปรตีน 

หลักการ โปรตีนมีธาตุองค์ประกอบโดยเฉลี่ยเป็นธาตุคาร์บอน ออกซิเจน ไนโตรเจน ไฮโดรเจน และ

ก ามะถันอยู่ร้อยละ 53,23,16,7 และ 1 โดยน้ าหนักตามล าดับ 

เมื่อเผาสารตัวอย่างโปรตีน ถ้าได้กลิ่นผมไหม้ แสดงว่ามีธาตุไนโตรเจน ผลิตภัณฑ์ไหม้เกรียม แสดงว่า

มีธาตุคาร์บอน และถ้ามีหยดน้ าเกิดขึ้น แสดงว่ามีธาตุออกซิเจน และไฮโดรเจน เมื่อเผาสารตัวอย่างโปรตีนกับ

โซเดียมไฮดรอกไซด์ จะสลายตัวให้ก๊าซแอมโมเนีย แสดงว่ามีธาตุไนโตรเจน และไฮโดรเจน 

เมื่อต้มสารตัวอย่างโปรตีน หรือกรดอะมิโนที่มีกรดก ามะถันเป็นองค์ประกอบกับสารละลายโซเดียมไฮ

ดรอกไซด์ ก ามะถันจะเปลี่ยนเป็นสารประกอบอินออร์แกนนิกซัลไฟด์ ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับเลดอะซีเตต ได้เลด

ซัลไฟด์เป็นตะกอนสีด า (ปฏิกิริยานี้จะไม่ได้ผลส าหรับเมไทโอนีน เพราะก ามะถันในไทโออีเทอร์ไม่เปลี่ยนเป็น

อินออแกนิกซัลไฟด์) 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

- ผงอัลบูมิน 

 - ผงโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 10 % 

 - สารละลายเลดอะซีเตต 5 % 

 - สารละลายซิสเตอีน 0.1 % 

 - สารละลายไกลซีน 0.1 % 

 - สารละลายไข่ขาวเจือจางด้วย 1.5 % NaCl 10 เท่า 
 

วิธีกำรทดลอง 

 1. วิเครำะห์ธำตุไนโตรเจน คำร์บอน ออกซิเจน และไฮโดรเจน 

ใส่ผงอัลบูมินเล็กน้อยลงในหลอดทดลองที่แห้งและสะอาด ค่อยๆ เผาช้าๆ สังเกตกลิ่น ลักษณะและสี

ของสาร บันทึกผลการทดลอง 

 2. วิเครำะห์ธำตุไนโตรเจนและไฮโดรเจน 

ใส่ผงอัลบูมินเล็กน้อยในหลอดทดลอง เติมผงโซเดียมไฮดรอกไซด์ลงไปปริมาณ 2 เท่า ของอัลบูมิน 

เผาช้าๆ ดมกลิ่นก๊าซที่เกิดขึ้น น ากระดาษลิตมัตสีแดงชื้นมาอังที่ปากหลอดทดลอง สังเกตการณ์เปลี่ยนแปลง 

บันทึกผลการทดลอง 
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3. วิเครำะห์ธำตุก ำมะถัน 

ใส่ผงอัลบูมินเล็กน้อยลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 10 % 5 มล. อุ่น

ในอ่างน้ าร้อน 5 นาที เติมสารละลายเลดอะซิเตต 5 % 2-3 หยด สังเกตการเปลี่ยนแปลง บันทึกผลการ

ทดลองทดลองซ้ าโดยใช้กรดอะมิโนซิสเตอีน 0.1 % สารละลายไกลซีน น้ าปัสสาวะ 2 มิลลิลิตร และไข่ขาวเจือ

จางสิบเท่า ด้วย 1.5 % NaCl แทนอัลบูมิน ตามล าดับ 

 

กำรทดลองท่ี 7.2  กำรวิเครำะห์กรดอะมิโนด้วยวิธีโครมำโตกรำฟฟีแบบกระดำษ 

หลักการ หลักการของโครมาโตกราฟฟีแบบกระดาษ ได้กล่าวแล้วในบทปฏิบัติการที่ 2 ในการทดลอง

นี้เป็นการแยก และวิเคราะห์กรดอะมิโนด้วยวิธีโครมาโตกราฟฟีแบบกระดาษ แบบวิธีแอสเซนดิง คือให้ตัวท า

ละลายเคลื่อนที่จากข้างล่างขึ้นข้างบน เพราะท าได้โดยใช้อุปกรณ์อย่างง่าย 

การแยกกรดอะมิโนด้วยวิธีโครมาโตกราฟฟีแบบกระดาษแบบมิติเดียวไม่สามารถแยกกรดอะมิโนที่มี

โครงสร้างคล้ายคลึงกันออกจากกันได้ เช่น ลูซีน และไอโซลูซีนต้องใช้แยกแบบ 2 มิต ิ

การวิเคราะห์จุดต่างๆ ที่ได้หลังจากท าโครมาโตกราฟฟีแบบกระดาษว่าเป็นกรดอะมิโนชนิดไหน อาจ

ใช้วิธีเปรียบเทียบกับกรดอะมิโนมาตรฐานที่แต้มไว้บนกระดาษแผ่นเดียวกัน หรืออาจใช้วิธีเปรียบเทียบกับค่า 

Rf ของจุดกรดอะมิโนจากหนังสืออ้างอิงที่นักวิทยาศาสตร์อื่นๆ ศึกษาไว้ก็ได้ 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

 - สารละลายแอสปาติก 0.5 % 

 - สารละลายลูซีน 0.5 % 

 - สารละลายโพรลีน 0.5 % 

 - สารละลายฟีนิลอะลานีน 0.5 % 

 - สารละลายกรดอะมิโนผสม (ประกอบด้วยกรดอะมิโน 2-3 ชนิด) 

 - น้ าปัสสาวะที่ท าให้เข้มข้นข้ึน 2 เท่า โดยต้มระเหย (ถ้ามีตะกอนให้กรองออก) 

 - ตัวท าละลายผสม เอ็น-บิวทานอล:กรดอะซิติก:น้ า ในอัตราส่วน 35:5:10 โดยปริมาตร 

 - สารละลายนินไฮดริน 0.2 % ในอะซิโตน (มีถุงมือไว้พ่นสารด้วย) 
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วิธีกำรทดลอง 

 1.  ตัดกระดาษกรองโครมาโตกราฟฟีวอทแมนเบอร์ 1 ขนาด 11 x 19 ซม. ใช้ดินสอด าขีดเส้นตาม

แนวยาวกระดาษ โดยให้ห่างจากขอบล่างกระดาษ 2 ซม. เป็นเส้นเริ่มต้น และห่างจากขอบบน 1 ซม. แบ่งเส้น

เริ่มต้นเป็น 6 จุด ด้วยดินสอด า เว้นระยะให้ห่างกันประมาณ 2 ซม. แล้วเขียนชื่อกรดอะมิโนที่จะแต้มลงไป 

ด้วยดินสอด า 

 2.  แต้มสารต่อไปนี้ลงที่จุดแต่ละจุด โดยให้ขนาดของรอยแต้มมีเส้นผ่าศูนย์กลางไม่เกิน 0.5 ซม. 

   จุดที่ 1 แต้มสารละลายกรดแอสปาร์ติก 0.5 % 

   จุดที่ 2 แต้มสารละลายลูซีน 0.5 % 

   จุดที่ 3 แต้มสารละลายฟีนิลอะลานีน 0.5 % 

   จุดที่ 4 แต้มสารละลายโพรลีน 0.5 % 

   จุดที่ 5 แต้มสารละลายกรดอะมิโนผสม 

จุดที่ 6 แต้มน้ าปัสสาวะเข้มข้น 
  

 

 
         

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
    

 3.  น ากระดาษกรองมาเย็บชนกันด้านข้างเป็นทรงกระบอก โดยเว้นช่องระหว่างขอบกระดาษ

เล็กน้อย และให้กระดาษเสมอกัน เทตัวท าละลายผสม ลงในบีกเกอร์หรือถังแก้ว ให้ระดับตัวท าละลายสูง

ประมาณ 0.5 - 1 ซม. ใช้แผ่นกระจกหรือกระจกนาฬิกาปิดปากบีกเกอร์ เพ่ือให้บรรยากาศภายในบีกเกอร์

อ่ิมตัวด้วยตัวท าละลาย 

4.  เมื่อรอยแต้มในข้อ 2 แห้งแล้วเปิดกระจกออก ค่อยๆ หยิบกระดาษกรองทรงกระบอกใส่ในบีก

เกอร์ ให้ตั้งตรง ใช้กระจกปิดปากบีกเกอร์ (ต้องให้เส้นเริ่มต้นอยู่เหนือระดับตัวท าละลาย) ทิ้งไว้จนกระทั่งตัว

ท าละลายซึมผ่านกระดาษกรองขึ้นมาจนถึงขอบกระดาษด้านบน จึงเอากระดาษกรองออก คลี่ออกผึ่งให้แห้ง 

5.  เมื่อกระดาษแห้งแล้ว น าไปจุ่มหรือพ่นด้วยสารละลายนินไฮดริน ตากให้แห้ง น าไปอบในตู้อบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ประมาณ 10 นาที จะสังเกตเห็นจุดสีม่วงตรงบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนอยู่ ใช้ดินสอวง

จุดเหล่านั้นไว้ 

2 ซม. 

1 ซม. 
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6.  ค านวณหาค่า Rf ของกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ค่า Rf ของลูซีน ฟินิลอะลานีน โพรลีน และกรด

แอสปาร์ติก ควรเป็น 0.59 0.49 0.23 และ 0.09 ตามล าดับ 

7.  วิเคราะห์หากรดอะมิโนในกรดอะมิโนผสมจุดที่ 5 โดยเปรียบเทียบค่า Rf จากกรดอะมิโนจุด   

ที่ 1-4 ส่งกระดาษโครมาโตแกรมที่ทดลองได้พร้อมรายงานผลการทดลอง 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 

ปฏิบัติกำรที่ 7  เรื่อง  การวิเคราะห์กรดอะมิโนและโปรตีนเชิงคุณภาพ    วันที่ท าการทดลอง………..…………… 

ชื่อ………………………………………………….………รหัส………………………สาขาวิชา……………………………………… 

ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ…………………………………..รหัส……….………………กลุ่มปฏิบัติการที…่……………… 

ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ…………………………………..รหัส……….………………กลุ่มปฏิบัติการที…่……………… 
 

จุดมุ่งหมำยกำรทดลอง ……………………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………...………………………………………..

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

ผลกำรทดลองท่ี 7.1 

ก.  ผลการเผาอัลบูมิน 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

………………………………………………….……………………………………………………………………………………………………… 

ข.  ผลการเผาอัลบูมิน 

.................................................................................................................................. ........................................ 

............................................................................................................................. ............................................. 

ค.  ผลการวิเคราะห์ก ามะถัน 

........................................................... ....................................................................... ........................................ 

............................................................................................................................. ............................................. 

สรุปธาตุที่เป็นองค์ประกอบของโปรตีนอัลบูมินคือ...................................................................................... 

 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
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ตำรำงบันทึกกำรทดลองที่ 7.2  กำรวิเครำะห์กรดอะมิโนด้วยวิธีโครมำโตกรำฟฟีแบบกระดำษ 

กรดอะมิโน 
ระยะทำงท่ีตัวท ำละลำย 

เคลื่อนที่  (ซม.) 
ระยะทำงท่ีกรดอะมิโน 

เคลื่อนที่  (ซม.) 
ค่ำ Rf ของกรดอะมิโน 

ลูซีน    
ฟีนิลอะลานีน    

โพรลีน    
กรดแอสปาร์ติก    
สารตัวอย่างผสม 

จุดที่ 1............................. 
จุดที่ 2............................. 
จุดที่ 3............................ 

   

น้ าปัสสาวะ 
จุดที่ 1............................. 
จุดที่ 2............................. 
จุดที่ 3............................ 
จุดที่ 4............................. 
จุดที่ 5............................. 

   

 

สรุปกรดอะมิโนที่มีอยู่ในสำรตัวอย่ำงผสมคือ………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

บทปฏิบตัิกำรที่ 8 

กำรวิเครำะห์โปรตีนเชิงปริมำณ 

 
กำรทดลองที่ 8.1  กำรหำปริมำณโปรตีนในสำรละลำย 
หลักการ การทดลองหาปริมาณโปรตีนในสารละลายอาจท าได้หลายวิธี  แต่ในการทดลองนี้เลือกใช้วิธี
ที่ง่ายและสะดวก  โดยใช้ปฏิกิริยาไบยูเรต  คืออาศัยปฏิกิริยาระหว่างพันธะเปปไทด์กับสารละลายคอปเปอร์
ซัลเฟตในด่าง  เกิดสารสีม่วงอมคราม  ความเข้มของสีขึ้นกับปริมาณพันธะเปปไทด์หรือโปรตีนในสารละลาย  
จึงหาปริมาณด้วยการวัดการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 570  นาโนเมตร  (โดยใช้เครื่องวัดการดูดแสง) เทียบกับ
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (BSA ความเข้มข้น 0.001 mg/ml) 
- สารละลายโปรตีนที่ใช้วิเคราะห์ 
- น้ ายาไบยูเรต 

 
วิธีกำรทดลอง 
 1.  ใส่สารละลายโปรตีนมาตรฐาน  น้ ากลั่น และน้ ายาไบยูเรต ลงในหลอดทดลอง  6  หลอด      
ตามปริมาณในตารางต่อไปนี้  ส าหรับหลอดที่ 7, 8  ใส่สารตัวอย่างโปรตีนที่จะวิเคราะห์  0.5 มล. 

หลอด 
สำร 

1 2 3 4 5 6 7 8 

โปรตีนมำตรฐำน (มล.) 
โปรตีนที่วิเครำะห์ (มล.) 

น  ำกลั่น (มล.) 
ปริมำณน  ำยำไบยูเรต (มล.) 

0 
- 

1.0 
4 

0.2 
- 

0.8 
4 

0.4 
- 

0.6 
4 

0.6 
- 

0.4 
4 

0.8 
- 
0 
4 

- 
0.5 
0.5 
4 

- 
0.5 
0.5 
4 

- 
0.5 
0.5 
4 

 2.  เขย่าสารละลายแต่ละหลอดให้ผสมกัน  ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 30  นาที  วัดค่าการดูดแสงที่ความยาว
คลื่น  570  นาโนเมตร  โดยใช้หลอดที่ 1  ตั้งจุดศูนย์  ถ้าค่าการดูดแสงที่ได้ในหลอดที่ 7  สูงกว่า  0.8  หรือ
ต่ ากว่า 0.50  ควรใช้โปรตีนตัวอย่างที่วิเคราะห์ให้เจือจางหรือเข้มข้นมากกว่า  ตามล าดับ 

3.  เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดแสงที่ 570  นาโนเมตร  กับปริมาณโปรตีนมาตรฐานจาก
หลอดที่ 1-6 
 4.  อ่านปริมาณโปรตีนในหลอดที่ 7, 8  จากกราฟมาตรฐาน  แล้วค านวณหาโปรตีนในสารตัวอย่าง 
 
 
*สารละลายโปรตีนมาตรฐาน :  BSA ความเข้มข้น 0.001 mg/ml  ถ้าไม่มโีปรตีนบริสุทธ์ิ  อาจใช้ซีรัมเจือจางแทน  (ปกติใน
ซีรัมมโีปรตีนประมาณ 75 มก./มล.) 
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 รำยงำนผลกำรทดลอง 

 
ปฏิบัติกำรที่ 8  เรื่องการวิเคราะห์โปรตีนเชิงปริมาณ วันที่ท าการทดลอง…..………………………………… 
ชื่อ…………………………………….…………………รหัส………………………………สาขาวิชา……………………..…………… 
ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ………………………………..รหัส………………………………กลุ่มปฏิบัติการที่…………… 
 
 

 
จุดมุ่งหมายการทดลอง …………………………………………………………………………………………………………………….. 
………………………………………………………………………………………………………………...………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
ตำรำงบันทึกผลกำรทดลองที่ 8.1  กำรหำปริมำณโปรตีนในสำรละลำย 
 

ตามปริมาณในตารางต่อไปนี้  ส าหรับหลอดที่ 7, 8  ใส่สารตัวอย่างโปรตีนที่จะวิเคราะห์  0.5 มล. 
หลอดที่ 

สำร (มล.) 
1 2 3 4 5 6 7 8 

โปรตีนมำตรฐำน 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 - - 
โปรตีนที่วิเครำะห์ - - - - - - 0.5 0.5 

น  ำกลั่น 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0 0.5 0.5 
ปริมำณน  ำยำไบยูเรต 4 4 4 4 4 4 4 4 

A570         
ปริมำณโปรตีน (มก.%)         

 
กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำง A570 และปริมำณโปรตีน (มก.%)  

  

 

 

 

 

 

 

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

A570 

ปริมำณโปรตีน (มก.%) 
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กำรค ำนวณ 
 

 

 

 

 

สรุปผลกำรทดลอง...................……………………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
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บทปฏิบตัิกำรที่ 9 

กำรทดสอบเอนไซม์จำกแหล่งต่ำง ๆ 

 

กำรทดลองท่ี 9.1  กำรทดสอบเอนไซม์ยูรีเอส (Urease) 

หลักการ เอนไซม์ยูรีเอสพบมากในถั่วบางชนิด  เอนไซม์นี้เร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของยู เรียด้วยน้ า  

ให้แอมโมเนียกับก๊าชคาร์บอนไดออกไซด์ 

 

  NH2-CO-NH2   +   H2O  2NH3   +   CO2 

 

 เมื่อแอมโมเนียละลายในน้ าจะแตกตัวให้ NH4+ กับ  OH-  ซึ่งท าให้สารละลายเป็นด่าง  ในการทดลอง

นี้จึงทดสอบเอนไซม์ยูรีเอสในเมล็ดถั่วต่าง ๆ  โดยใช้ฟีนอล์ฟทาลีนเป็นตัวบ่ง  pH  เพ่ือสังเกตดูการเพ่ิม pH  ที่

เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
 

 

 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 

- เมล็ดถั่วสดๆ  ควรใช้เมล็ดถั่วเขียว, ถั่วเหลือง  และเมล็ดแตงโมสด 

- สารละลายยูเรีย  1% 

- สารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 1% 
 

 

วิธีกำรทดลอง 

 1.  น าเมล็ดถั่วแต่ละชนิดประมาณ  2  กรัม  มาบดให้ละเอียดในที่บดยา  แล้วเทลงในหลอดทดลอง

เติมน้ ากลั่นลงไป  8 มล.  เขย่าแรง ๆ  1-2 นาที  ตั้งทิ้งไว้ 5-10  นาที  เพ่ือให้เศษถั่วนอนก้น  เก็บสารละลาย

น้ าถั่วส าหรับใช้เป็นสารละลายเอนไซม์ 

  

 

 

 

 

 

สารละลายฟินอล์ฟทาลีน 1 %  :  ละลายฟีนอล์ฟทาลีน 2  กรัม  ในเอทิลแอลกอฮอล์  95%  100 มล.  แล้วเติมน้ ากลั่น        

100 มล. คนให้ทั่ว  ถ้ามีตะกอนกรองด้วยกระดาษกรอง 

Urease 
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2.  เตรียมหลอดทดลองสองหลอดส าหรับน้ าถั่วแต่ละชนิดบรรจุสารละลายดังนี้ 

                  หลอดที่ 
      สำร (มล.) 

1 2 

ยูเรีย                    (มล.) 
น้ ากลั่น                (มล.) 
ฟีนอล์ฟทาลีน       (หยด) 
น้ าถั่ว                  (หยด) 

2 
- 
3 
5 

- 
2 
3 
5 

  

เติมน้ าถั่วเป็นอันดับสุดท้ายแล้วเขย่าให้ผสมกัน  ตั้งทิ้งไว้ 15  นาที  แล้วเปรียบเทียบสีในหลอด

ทดลองเป็นคู่ ๆ  ส าหรับถั่วเขียว, ถั่วเหลือง,  และเมล็ดแตงโมสด 

 3.  น าน้ าถั่วแต่ละชนิดประมาณ  10-15  หยด  ไปต้มให้เดือดเป็นเวลา  5  นาทีปล่อยให้เย็นที่

อุณหภูมิห้อง  น าไปทดสอบเอนไซม์ตามวิธีในข้อ  2 

 

กำรทดลองท่ี 9.2  กำรทดสอบเอนไซม์โปรตีเอส  (Protease) 

หลักการ เอนไซม์โปรตีนเอสสามารถย่อยโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สั้น ๆ  ตามสมการ 

        --NH-CHRm-COO- 

 --NH-CHRm-CO-NH-CHRn-CO-- +  H2O     + 

        +NH3-CHRn-CO-- 

 

ตัวอย่างของเอนไซม์โปรตีนเอสในธรรมชาติ  ได้แก่  เอนไซม์  papain  และ เอนไซม์  

chymopapain  ในยางมะละกอ  นอกจากนั้นในก้านและผลสัปปะรดก็มีเอนไซม์  bromelain  ส าหรับในยา

เม็ดช่วยย่อยอาหารส่วนมากจะมีเอนไซม์โปรตีนเอสชนิด  papain  หรือ  pepsin 

 เอนไซม์โปรตีนเอสมีความสามารถในการท าให้นมเกาะเป็นก้อน  โปรตีนในนมที่ส าคัญในปฏิกิริยานี้

คือ  casein ซึ่งโดยปกติจะอยู่ในสภาพเป็นไมเซลล์  เมื่อพันธะเปปไทด์ในโปรตีนนี้ถูกย่อยด้วยเอนไซม์      

โปรตีเอส   ไมเซลล์จะสลายตัวท าให้โมเลกุลของโปรตีนเรียงตัวกันใหม่ในลักษณะที่มีอนุภาคใหญ่ขึ้น  แล้ว

รวมตัวเกาะกันตกเป็นตะกอนลงมา 

 

 

สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตต  0.3  โมลาร์  pH 5.5:  ผสมกรดอะชิติกเข้มข้น  16.7  มล.  กับน้ ากลั่น  900 มล.  ปรับ 

pH.ให้ได้  5.5  โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  ทีละหยดขณะที่คนอยู่เรื่อย ๆ  แล้วเติมน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรทั้งหมด

เป็น 1  ลิตร 

pH 5-8 
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สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- เนื้อสับปะรดฉ่ า ๆ  ประมาณ  50  กรัม 
- นมสด 
- สารละลายบัฟเฟอร์  โซเดียมอะซีเตต  0.3  โมลาร์  pH 5.5* (0.3 M sodium acetate buffer,      

pH 5.5 ) 
- สารละลายซิสเตอีน  0.1  โมลาร์ (0.1 M cysteine    (NH2-CH-(CH2-SH)-COOH) 
- สารละลายเมอร์คิวริกคลอไรด์  0.01 โมลาร์  (0.01 M HgCl2 ) 
- กรดไอโอโดอะเซติก  0.05  โมลาร์  (0.05 M Iodoacetic  acid (I-CH2-COOH)  
- สารละลาย  EDTA  0.1  โมลาร์  (0.1 M ethylene diaminetetraacetic acid) 
 

วิธีกำรทดลอง 
 1.  น าเนื้อสับปะรดฉ่ า ๆ  ประมาณ 50  กรัม  มาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ  ห่อด้วยผ้ากรองแล้วบีบเอาน้ า
ออกใส่ลงในหลอดทดลอง 
 2.  เจือจางเอนไซม์จากน้ าสับปะรดที่หลาย ๆ  ความเข้มข้น  โดยปิเปตบัฟเฟอร์ 2 มล.  ลงในหลอด
ทดลอง 5  หลอด  เติมสารละลายเอนไซม์ 2  มล.  จากหลอนแรกลงในหลอดที่สองท าเช่นนี้ต่อไปจนถึงหลอด
ที่  5  จะได้สารละลายเอนไซม์ในห้าหลอดถูกเจือจาง  1:2,  1:4 ,  1:8,  1:16  และ  1:32 เท่า 
 3.  ตวงนมสด  5  มล. ลงในหลอดทดลองทั้งห้าหลอด  เติมสารละลายเอนไซม์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  
กันลงไป  0.5  มล.  ตามล าดับ  ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้  15  นาที  ส ารวจดูว่านมในแต่ละหลอดตกตะกอน
บ้างหรือไม ่ โดยค่อย ๆ  เอียงหลอดทดลองสังเกตตะกอน 
 4.  เลือกหลอดทดลองที่มีปริมาณเอนไซม์น้อยที่สุดจากน้ าสับปะรด  ที่ยังสามารถท าให้นมตกตะกอน  
เตรียมสารละลายเอนไซม์ที่เจือจางเท่าหลอดนี้อีก  10 มล. เพ่ือศึกษาการยับยั้งเอนไซม์  และเตรียมหลอด
ทดลองอีก 5  หลอด  บรรจุด้วยสารละลายดังต่อไปนี้ 

หลอดที่ 1 2 3 4 5 

เอนไซม์ (มล.) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

บัฟเฟอร์ (มล.) 0.5 0.4 0.4 - - 

กรดไอโอโดอะเซดิก (มล.) - 0.2 - 0.2 - 

HgCl2 (มล.) - - 0.2 - 0.2 

ตั้งทิ้งไว้  10  นาที 

EDTA (มล.) - - - 0.2 0.2 

Cysteine (มล.) - - - 0.2 0.2 

ตั้งทิ้งไว้  10  นาที 
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ควรเขย่าให้สารละลายผสมกันหลังจากเติมสารแต่ละชนิด  เติมนมสด 5 มล. ลงไปในแต่ละหลอด  

เขย่าให้ผสมกัน  ตั้งทิ้งไว้ 15 นาที  แล้วจึงสังเกตผล 

 

กำรทดลองท่ี 9.3  กำรทดสอบเอนไซม์  แอลฟำอะไมเลส  (α – amylase) 

หลักการ เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากน้ าลาย  สามารถย่อยพันธะประเภท α-(1,4)  ในแป้งได้ ท าให้

เกิดผลิตภัณฑ์เป็นมอลโทส  และกลูโคส  ดังรูปที่  9.1 

 หมู่รีดิวส์ของมอลโทสและกลูโคสสามารถท าปฏิกิริยากับ 3.5 - ไดไนโตรซาลิไซเลตให้สารที่มีสีน้ าตาล

แดง  ซึ่งจะดูดแสงที่ 470 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9.1  กำรท ำงำนของไซม์แอลฟำอะไมเลส 

 

สำรที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

- น้ าลาย 
- สารละลายแป้งมัน 2% 
- สารละลาย 3.5  - ไดไนโตรชาลิไซเลต 
- 0.02 M  sodium phosphaste  buffer 
- 0.01 M  NaCI , pH 6.8*** 

 

 

 



50 
 

วิธีกำรทดลอง 

 1.  ล้างปากให้สะอาดเก็บน้ าลายในบีกเกอร์ที่แห้ง  ปิเปตน้ าลาย  1.0 มล.  ท าให้เจือจางด้วยน้ ากลั่น 

9.0 มล. 

 2.  ปิเปตสารละลาย 3.5- ไดไนโตรชาลิไซเลต  ลงไปในหลอดทดลอง 5 หลอด  หลอดละ 0.5 มล. 

 3.  เตรียมหลอดทดลองอีก  5  หลอด  บรรจุสารละลายดังนี้ 

หลอดที่ 1 2 3 4 5 
แป้งมัน              (มล.)     
บัฟเฟอร์             (มล.)      
เอนไซม์เจือจาง    (มล.) 

4.0 
1.0 
- 

4.0 
0.75 
0.25 

4.0 
0.5 
0.5 

4.0 
0.25 
0.75 

4.0 
- 
1.0 

 เติมเอนไซม์เป็นอันดับสุดท้าย  ผสมให้เข้ากันแล้วเริ่มจับเวลาทันที  (ควรใส่เอนไซม์ในแต่ละหลอดใน

ระยะเวลาห่างกัน 1 นาที  จะท าการทดลองได้ทัน) 

 4.  เมื่อครบ 5 นาที  ปิเปตสารในแต่ละหลอด 0.5 มล.  ลงในหลอดที่ใส่ 3,5 –ไดไนโตรซาลิไซเลต  ที่

เตรียมไว้ในข้อ 2  ตามล าดับ   น าแต่ละหลอดไปต้มในน้ าเดือด 5 นาที  ทิ้งไว้ให้เย็นแล้วเติมน้ ากลั่นลงไปอีก

หลอดละ 4 มล. วัดค่าการดูดแสงที่ 470  นาโนเมตร   โดยใช้หลอดที่ 1  ตั้งจุดศูนย์  (ค่าการดูดแสงควรอยู่

ระหว่าง  0.3-0.6  หน่วย  ถ้าทุกหลอดให้ค่าการดูดแสงสูงหรือต่ ากว่านี้  ต้องเตรียมเอนไซม์ใหม่ให้มีความ

เข้มข้นน้อยลงหรือเพ่ิมข้ึนตามล าดับ) 

 

 

 

 

 

 

 

*สารละลายแป้งมัน 2% ตวง 0.02 M Sodium phosphate – 0.01 M NaCl, pH 6.8 จ านวน 330 มล. เติมแป้งมัน 10 

กรัม แล้วน าไปต้มในอ่างน้ าเดือด (คนเรื่อย ๆ ) เมื่ออุณหภูมิ 80๐C  น ามาเติมบัฟเฟอร์ อีก 170 มล. (ต้องเตรียมใหม่ ๆ ในวัน

ทดลอง) 

** สารละลาย 3,5 ไดไนโตรซิลิไซเลต ละลายกรด 3,5ไดไนโตรซาลิไซลิก 10 กรัม ในโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 โมลาร์ 200 มล. 

ละลายโซเดียมโพแทสเซียมตาร์เตรต 300 กรัม ในน้ ากลั่น 500 มล. แล้วค่อย ๆ เติมสารละลายนี้ลงในสารละลาย 3,5ไดไน

โตรซาลิไซเลตให้เป็น 1 ลิตรด้วยน้ ากลั่น ถ้ามีตะกอนให้กรอง 

***0.02 M Sodium Phosphate buffer -0.01 M NaCl, pH 6.8: ผสม 0.2 M Sodium phosphate buffer, ph 6.8 

จ านวน 100 มล. กับน้ ากลั่น 850 มล. ละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.59 กรัมลงไป แล้วท าปริมาตรทั้งหมดให้เป็น 1 ลิตร 
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รำยงำนผลกำรทดลอง 

ปฏิบัติกำรที่ 9 เรื่องกำรทดสอบเอนไซม์จำกแหล่งต่ำงๆ  วันที่ท าการทดลอง…………...……………… 

ชื่อ………………………………………………….………รหัส……………..………………สาขาวิชา..........................………………… 

ชื่อผู้ร่วมปฏิบัติการ…………………………………..รหัส……………………..………กลุ่มปฏิบัติการที…่…………..…… 

 

จุดมุ่งหมำยกำรทดลอง …………………………………………………………………………..………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………………………...……………………………………….

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

ผลกำรทดลองท่ี 9.1  กำรทดสอบเอนไซม์ยูรีเอส 

สำรตัวอย่ำง หลอดที่ 1(มียูเรีย) หลอดที่ 2(ไม่มียูเรีย) 

น  ำถั่วเขียว       (ไม่ต้ม)   

น  ำถั่วเขียว       (ต้ม)   

น  ำถั่วเหลือง     (ไม่ต้ม)   

น  ำถั่วเหลือง     (ต้ม)   

น  ำเมล็ดแตงโม  (ไม่ต้ม)   

น  ำเมล็ดแตงโม  (ต้ม)   

หมำยเหตุ ให้บันทึกผลการทดลองโดยใช้เครื่องหมาย+แทนผลการทดลองที่เป็นบวก และใช้-แทนผลการทดลองที่เป็นลบ 

 

ผลกำรทดลองท่ี 9.2  กำรทดสอบเอนไซม์โปรตีเอส 

สำรละลำยเอนไซม์เจือจำง เอนไซม์จำกสับปะรด 

1 : 2  

1 : 4  

1 : 8  

1 : 16  

1 : 32  

หมำยเหตุ  บันทึกผลการทดลองด้วยเครื่องหมาย +, ++, +++, .... 
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ศึกษำกำรยังยั งเอนไซม์  Bromelain จำกสับปะรด 

 

หลอดที่ ปริมำณตะกอน 

1. Control  

2. เติม Iodoacetic acid  

3. เติม HgCl2  

4. เติม Iodoacetic acid + EDTA + Cysteine  

5. เติม HgCl2 + EDTA + Cysteine  

หมำยเหตุ  บันทึกผลการทดลองด้วยเครื่องหมาย +, ++, +++, .... 
 

ผลกำรทดลองท่ี 9.3  กำรทดสอบเอนไซม์แอลฟำอะไมเลส 

หลอดที่ 1 2 3 4 5 

เอนไซม์เจือจำง (มล.) - 0.25 0.50 0.75 1.0 

A470      

 

กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำง A470 และปริมำณเอนไซม์แอลฟำอะไมเลส  

  

 

 

 

 

 

 

 

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

                               

A470 

ปริมำณเอนไซม์แอลฟำอะไมเลส (มล.) 
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สรุปผลกำรทดลอง...................……………………………………………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

วิจำรณ์ผลกำรทดลอง………………………………………………………………………………………………………………………….. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


