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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 จลิุนทรียและการเตรียมกลาเช้ือ 

3.1.1 จุลินทรีย 
จุลินทรียท่ีใชในการทดลองคือ Lactococcus lactis IO-1 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก 

Peter F. Stanbury มหาวิทยาลัย Hertfordshire ประเทศอังกฤษ 
3.1.2 การเพาะเล้ียงจุลินทรีย 

3.1.2.1 การเพาะเลี้ยงจุลินทรียกอนการเตรียมกลาเชื้อ 
นําจุลินทรียท่ีเก็บในกลีเซอรอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารไธโอไกลโค

เลท ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง    
  3.1.2.2 การเตรียมกลาเชื้อ 

 ปเปตเซลลท่ีเลี้ยงในขอ 3.1.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถายลงในอาหารสูตรพ้ืนฐาน 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดวยยีสตเอ็กซแทรกท เพปโตน โซเดียมคลอไรด อยางละ 5 กรัมตอลิตร 
และน้ําตาลไซโลส 30 กรัมตอลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  
นาน 8 ชั่วโมง กอนนําไปใชเปนกลาเชื้อในการผลิตกรดแลคติก 

3.1.3 อาหารเล้ียงเช้ือ 
3.1.3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อไธโอไกลโคเลต (thioglycolate medium) ประกอบดวย 

อาหารไธโอไกลโคเลต 25 กรัมตอลิตร 
เตรียมโดยชั่งอาหารไธโอไกลโคเลต 25 กรัม เติมน้ํากลั่นประมาณ 100 มิลลิลิตร 

คนใหละลายแลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  

3.1.3.2 สูตรอาหารพ้ืนฐาน  ประกอบดวย 
ยีสตเอ็กซแทรกท  5  กรัมตอลิตร 
เพปโตน   5 กรัมตอลิตร 
โซเดียมคลอไรด  5 กรัมตอลิตร 
น้ําตาลไซโลส    30  กรัมตอลิตร 
เตรียมโดยชั่งสารตามปริมาณขางตน จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 980 มิลลิลิตร 

คนใหละลาย นําไปปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเทากับ 6.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 โมลาร 
แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

 
3.2 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

3.2.1 วัตถุดิบ 
     วัตถุดิบท่ีใชในการทดลองนี้คือ ชานขาวฟางหวานสายพันธุ KKU40 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห

จาก รศ.ดร. ประสิทธิ์ ใจศีล คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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3.2.2 อุปกรณ 
 

เครื่องมือ แบบ-รุน บริษัทผูผลิต 
1. สเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) UV-1601 Shimadzu, Japan 
2. โครมาโตกราฟแบบของเหลวแรงดันสูง (high 
performance liquid chromatography, 
HPLC) 
           -  คอลัมน (column)   
           -  ปม (pump) 
           -  ตัวตรวจวัด (detector) 

 
 
 

Aminex HPX-87H 
LC-10AC 
RID-10A 

Shimadzu, Japan 
 
 

U.S.A 
Shimadzu, Japan 
Shimadzu, Japan 

3. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) pH/ATC electrode Sartorius, U.S.A 
 4. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง BP3100S Sartorius, U.S.A 
5. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง BP3100S Sartorius, U.S.A 
6. ถังหมักขนาด 2 ลิตร (fermentor) Biostat-B B. Braun, Germany 
7. หมอนึ่งไอน้ํา (autoclave) UM-65 L สหชาง, ประเทศไทย 
8. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) DENVILLE 260D Denville,U.S.A 
9. ตูบมแบบเขยา (incubator shaker) G25-KC New Brunswick, U.S.A 
10. อิเลคโทรดวัดความเปนกรด-ดาง  
(pH electrode) 

Hamilton CH-7402 Hamilton, Switzerland 

11. คิวเวต (cuvette)  Hellma quartz  
glass 

Hellma, Australia 

12. เข็มฉีดสารสําหรับ HPLC  
(syringe for HPLC)  

SGE SGE, Australia 

 



19 
 

3.2.3 สารเคมี 
 

สารเคมี ย่ีหอ/บริษัทผูผลิต 
1. โซเดียมแลคเตท (sodium lactate sodium salt) Sigma, U.S.A 
2. 2,3-บิวเทนไดออล (2,3 butanediol) Aldrich, Australia 
3. ด(ี+)-ไซโลส (D(+)-xylose) Fluka, Switzerland 
4. โซเดียมคลอไรด (sodium chloride) Univar, England 
5. อาหารไธโอไกลโคเลต (thioglycolate medium) Difco, Geramany 

6. แอล(+)-อะราบิโนส (L(+)-arabinose) Fluka, Switzerland 

7. เพปโตน (peptone) Himedia, India 

8. ยีสตเอ็กซแทรกท (yeast extract) BBL, England 

9. โซเดียมฟอรเมต (sodium formate sodium salt) Sigma, U.S.A 

10. โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) Carlo Erba, France 

11. เอทานอล (ethanol) HipersolvTM BDH, England 

12. ฟอลินฟนอล (folin phenol reagent) Carlo Erba, France 

13. โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide) Univar, Australia 

14. กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) BDH, England 

 
3.3 วิเคราะหองคประกอบหลักทางเคมีท่ีสําคัญในยีสตเอ็กซแทรกท กากเซลลยีสตแหง และรําขาว 

วิเคราะหองคประกอบท่ีสําคัญในยีสตเอ็กซแทร็กท กากเซลลยีสตแหง และรําขาว ซ่ึงไดแก 

คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถา และความชื้น  

 
3.4 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีไมเติมสารอาหารเสริม 

นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวาน (จากรายงานการวิจัยครั้งท่ี 1) มาปรับพีเอชใหเทากับ 6.0 โดย
ใชโซเดียมไฮดรอกไซด 10 โมลาร (Garde et al., 2001) และปรับน้ําตาลไซโลสใหเปน 30 กรัมตอลิตร 
(Laopaiboon และคณะ 2010) จากนั้นเติมลงในถังหมักขนาด 2 ลิตร (Biostat-B, B. Braun, 
Germany) โดยมีปริมาตรน้ําหมัก (working volume) เทากับ 1 ลิตร กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 25 นาที จากนั้นนําไปศึกษาการผลิต
กรดแลคติกภายใตสภาวะการเลี้ยงแบบกะ โดยถายกลาเชื้อจากขอ 3.1.2 (5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 และอัตราการกวน 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางใน
ระหวางการหมักเพ่ือวิเคราะหความเขมขนน้ําตาล (กลูโคส ไซโลส และ อะราบิโนส) กรด (กรดแลคติก 
กรดฟอรมิก และกรดอะซิติก) และเอทานอล โดยใช HPLC (ใชสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.005 โม
ลาร เปนวัฏภาคไหล ท่ีอัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ใชคอลัมน Aminex HPX-87H เปนวัฏภาคนิ่ง 
ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนท่ี 45 องศาเซลเซียส และใชตัวตรวจวัดแบบ refractive index detector) 
(Laopaiboon และคณะ 2010) 
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3.5 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีเติมยีสตเอ็กซแทรกทเปนแหลงอาหาร
เสริม 

เติมยีสตเอ็กซแทรกท 7 กรัมตอลิตร ลงในไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวาน (จากรายงานการวิจัยครั้งท่ี 1) 
นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานมาปรับพีเอชใหเทากับ 6.0 กอนนําไปฆาเชื้อ จากนั้นนําไปศึกษาการผลิตกรด
แลคติกภายใตสภาวะการเลี้ยงแบบกะ โดยถายกลาเชื้อจากขอ 3.1.2 (5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 และอัตราการกวน 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางในระหวางการหมัก
เพ่ือวิเคราะหความเขมขนของเซลล น้ําตาล (กลูโคส ไซโลส และ อะราบิโนส) กรด (กรดแลคติก กรดฟอรมิก 
และกรดอะซิติก) เอทานอล ดังขอ 3.3 

 
3.6 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีเติมกากเซลลยีสตแหงเปนแหลง
อาหารเสริม 

เติมกากเซลลยีสตแหงท่ีมีปริมาณไนโตรเจนเทากับปริมาณไนโตรเจนในยีสตเอ็กซแทรกท 7, 14 และ 21 
กรัมตอลิตร ลงในไฮโดรไลเสทของชานขาวฟางหวาน นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานมาปรับพีเอชใหเทากับ 
6.0 กอนนําไปฆาเชื้อ จากนั้นนําไปหมักกรดแลคติกและเก็บตัวอยางในระหวางการหมักเพ่ือวิเคราะหผลิตภัณฑ
ดังขอ 3.3 

 
3.7 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีเติมรําขาวเปนแหลงอาหารเสริม 

เติมรําขาวท่ีมีปริมาณไนโตรเจนเทากับปริมาณไนโตรเจนในยีสตเอ็กซแทรกท 7, 14 และ 21 กรัมตอลิตร 
ลงในไฮโดรไลเสทของชานขาวฟางหวาน นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานมาปรับพีเอชใหเทากับ 6.0 กอน
นําไปฆาเชื้อ จากนั้นนําไปหมักกรดแลคติกและเก็บตัวอยางในระหวางการหมักเพ่ือวิเคราะหผลิตภัณฑดังขอ 3.3 
 
 


	Shimadzu, Japan
	pH/ATC electrode
	Sartorius, U.S.A
	DENVILLE 260D
	Denville,U.S.A

	SGE
	Sigma, U.S.A
	Aldrich, Australia

