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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 จลิุนทรียและการเตรียมกลาเช้ือ 

3.1.1 จุลินทรีย 
จุลินทรียท่ีใชในการทดลองคือ Lactococcus lactis IO-1 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก 

Peter F. Stanbury มหาวิทยาลัย Hertfordshire ประเทศอังกฤษ 
3.1.2 การเพาะเล้ียงจุลินทรีย 

3.1.2.1 การเพาะเลี้ยงจุลินทรียกอนการเตรียมกลาเชื้อ 
นําจุลินทรียท่ีเก็บในกลีเซอรอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารไธโอไกลโค

เลท ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง    
  3.1.2.2 การเตรียมกลาเชื้อ 

 ปเปตเซลลท่ีเลี้ยงในขอ 3.1.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถายลงในอาหารสูตรพ้ืนฐาน 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดวยยีสตเอ็กซแทรกท เพปโตน โซเดียมคลอไรด อยางละ 5 กรัมตอลิตร 
และน้ําตาลไซโลส 30 กรัมตอลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  
นาน 8 ชั่วโมง กอนนําไปใชเปนกลาเชื้อในการผลิตกรดแลคติก 

3.1.3 อาหารเล้ียงเช้ือ 
3.1.3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อไธโอไกลโคเลต (thioglycolate medium) ประกอบดวย 

อาหารไธโอไกลโคเลต 25 กรัมตอลิตร 
เตรียมโดยชั่งอาหารไธโอไกลโคเลต 25 กรัม เติมน้ํากลั่นประมาณ 100 มิลลิลิตร 

คนใหละลายแลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  

3.1.3.2 สูตรอาหารพ้ืนฐาน  ประกอบดวย 
ยีสตเอ็กซแทรกท  5  กรัมตอลิตร 
เพปโตน   5 กรัมตอลิตร 
โซเดียมคลอไรด  5 กรัมตอลิตร 
น้ําตาลไซโลส    30  กรัมตอลิตร 
เตรียมโดยชั่งสารตามปริมาณขางตน จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 980 มิลลิลิตร 

คนใหละลาย นําไปปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเทากับ 6.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 โมลาร 
แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 

 
3.2 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

3.2.1 วัตถุดิบ 
     วัตถุดิบท่ีใชในการทดลองนี้คือ ชานขาวฟางหวานสายพันธุ KKU40 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห

จาก รศ.ดร. ประสิทธิ์ ใจศีล คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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3.2.2 อุปกรณ 
 

เครื่องมือ แบบ-รุน บริษัทผูผลิต 
1. สเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) UV-1601 Shimadzu, Japan 
2. โครมาโตกราฟแบบของเหลวแรงดันสูง (high 
performance liquid chromatography, 
HPLC) 
           -  คอลัมน (column)   
           -  ปม (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 ตําแหนง BP3100S Sartorius, U.S.A 
5. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง BP3100S Sartorius, U.S.A 
6. ถังหมักขนาด 2 ลิตร (fermentor) Biostat-B B. Braun, Germany 
7. หมอนึ่งไอน้ํา (autoclave) UM-65 L สหชาง, ประเทศไทย 
8. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) DENVILLE 260D Denville,U.S.A 
9. ตูบมแบบเขยา (incubator shaker) G25-KC New Brunswick, U.S.A 
10. อิเลคโทรดวัดความเปนกรด-ดาง  
(pH electrode) 

Hamilton CH-7402 Hamilton, Switzerland 

11. คิวเวต (cuvette)  Hellma quartz  
glass 

Hellma, Australia 

12. เข็มฉีดสารสําหรับ HPLC  
(syringe for HPLC)  

SGE SGE, Australia 
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3.2.3 สารเคมี 
 

สารเคมี ย่ีหอ/บริษัทผูผลิต 
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. ยีสตเอ็กซแทรกท (yeast extract) BBL, England 

9. โซเดียมฟอรเมต (sodium formate sodium salt) Sigma, U.S.A 

10. โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) Carlo Erba, France 

11. เอทานอล (ethanol) HipersolvTM BDH, England 

12. ฟอลินฟนอล (folin phenol reagent) Carlo Erba, France 

13. โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide) Univar, Australia 

14. กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) BDH, England 

 
3.3 วิเคราะหองคประกอบหลักทางเคมีท่ีสําคัญในยีสตเอ็กซแทรกท กากเซลลยีสตแหง และรําขาว 

วิเคราะหองคประกอบท่ีสําคัญในยีสตเอ็กซแทร็กท กากเซลลยีสตแหง และรําขาว ซ่ึงไดแก 

คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถา และความชื้น  

 
3.4 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีไมเติมสารอาหารเสริม 

นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวาน (จากรายงานการวิจัยครั้งท่ี 1) มาปรับพีเอชใหเทากับ 6.0 โดย
ใชโซเดียมไฮดรอกไซด 10 โมลาร (Garde et al., 2001) และปรับน้ําตาลไซโลสใหเปน 30 กรัมตอลิตร 
(Laopaiboon และคณะ 2010) จากนั้นเติมลงในถังหมักขนาด 2 ลิตร (Biostat-B, B. Braun, 
Germany) โดยมีปริมาตรน้ําหมัก (working volume) เทากับ 1 ลิตร กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 25 นาที จากนั้นนําไปศึกษาการผลิต
กรดแลคติกภายใตสภาวะการเลี้ยงแบบกะ โดยถายกลาเชื้อจากขอ 3.1.2 (5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 และอัตราการกวน 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางใน
ระหวางการหมักเพ่ือวิเคราะหความเขมขนน้ําตาล (กลูโคส ไซโลส และ อะราบิโนส) กรด (กรดแลคติก 
กรดฟอรมิก และกรดอะซิติก) และเอทานอล โดยใช HPLC (ใชสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.005 โม
ลาร เปนวัฏภาคไหล ท่ีอัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ใชคอลัมน Aminex HPX-87H เปนวัฏภาคนิ่ง 
ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนท่ี 45 องศาเซลเซียส และใชตัวตรวจวัดแบบ refractive index detector) 
(Laopaiboon และคณะ 2010) 
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3.5 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีเติมยีสตเอ็กซแทรกทเปนแหลงอาหาร
เสริม 

เติมยีสตเอ็กซแทรกท 7 กรัมตอลิตร ลงในไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวาน (จากรายงานการวิจัยครั้งท่ี 1) 
นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานมาปรับพีเอชใหเทากับ 6.0 กอนนําไปฆาเชื้อ จากนั้นนําไปศึกษาการผลิตกรด
แลคติกภายใตสภาวะการเลี้ยงแบบกะ โดยถายกลาเชื้อจากขอ 3.1.2 (5 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 และอัตราการกวน 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางในระหวางการหมัก
เพ่ือวิเคราะหความเขมขนของเซลล น้ําตาล (กลูโคส ไซโลส และ อะราบิโนส) กรด (กรดแลคติก กรดฟอรมิก 
และกรดอะซิติก) เอทานอล ดังขอ 3.3 

 
3.6 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีเติมกากเซลลยีสตแหงเปนแหลง
อาหารเสริม 

เติมกากเซลลยีสตแหงท่ีมีปริมาณไนโตรเจนเทากับปริมาณไนโตรเจนในยีสตเอ็กซแทรกท 7, 14 และ 21 
กรัมตอลิตร ลงในไฮโดรไลเสทของชานขาวฟางหวาน นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานมาปรับพีเอชใหเทากับ 
6.0 กอนนําไปฆาเชื้อ จากนั้นนําไปหมักกรดแลคติกและเก็บตัวอยางในระหวางการหมักเพ่ือวิเคราะหผลิตภัณฑ
ดังขอ 3.3 

 
3.7 การหมักกรดแลคติกแบบกะจากไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานท่ีเติมรําขาวเปนแหลงอาหารเสริม 

เติมรําขาวท่ีมีปริมาณไนโตรเจนเทากับปริมาณไนโตรเจนในยีสตเอ็กซแทรกท 7, 14 และ 21 กรัมตอลิตร 
ลงในไฮโดรไลเสทของชานขาวฟางหวาน นําไฮโดรไลเสทชานขาวฟางหวานมาปรับพีเอชใหเทากับ 6.0 กอน
นําไปฆาเชื้อ จากนั้นนําไปหมักกรดแลคติกและเก็บตัวอยางในระหวางการหมักเพ่ือวิเคราะหผลิตภัณฑดังขอ 3.3 
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