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บทที ่3  

ระเบียบวธีิวจิยั 
 

3.1 อุปกรณ์ เคร่ืองมอื และสารเคมทีีใ่ช้ในการทดลอง 
 

3.1.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ 
 
 1. ตูส้าํหรับเข่ียเช้ือจุลินทรีย ์(Astec Microflow Model ABS 1200, Bioquell Medical Ltd., UK) 
 2. ตูบ่้มเช้ือพร้อมเคร่ืองเขยา่ (Infors AGCH-4103, Bottmingen Ltd., Switzerland) 
 3. หมอ้น่ึงความดนัไอ (Tomy SX-700, Japan) 
 4. เคร่ืองวดัการดูดกลืนคล่ืนแสง (UV-visible spectrophotometer Shimadzu Model UV-160, Japan) 
 5. เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยง (Kubota 5922, USA) 
 6. อ่างนํ้าร้อนพร้อมเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Japan) 
 7. เคร่ืองตรวจวดัค่าพีเอช (pH meter, model 420A, Origin research Inc., USA) 
 8. ชุดเคร่ืองมือ Fraction collector 
 9. เคร่ือง HPLC (C-R14 Chromatopac, Shimadzu, Japan) 
 10. เคร่ือง GC (Shimadzu, Japan) 
 11. เคร่ือง PCR (Bio-Rad, T 100 TM, Thermal cycle) 
 12. เคร่ือง free dryer (FreeZone6, Labconco corporation, Missouri) 
 13. Vortex mixer (Vortex-genie2, Scientific Industries Inc., USA) 
 14. Stirrer (PMC, Barnstead/Thermolyne, USA) 
 15. Speed vacuum (Univapo 100ECH, Uniquip, Germany) 
 16. Desiccators 
 17. นาฬิกาจบัเวลา 
 18. ตูอ้บแหง้ (Eyela NDD-600 ND hot air oven, Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan) 
 19. อุปกรณ์และเคร่ืองมือพ้ืนฐานอ่ืนๆ ในหอ้งปฏิบติัการดา้นเทคโนโลยชีีวภาพและเทคโนโลย ี
       ชีวเคมี 
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3.1.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

 
 1. Adipic acid (Sigma Chemical, 124-04-9) 
 2. Agar (Difco Laboratories) 
 3. Ammonium chloride (Loba Chemie) 
 4. Ammonium molybdate (Carloerba Co., Ltd) 
 5. Birchwood xylan (Sigma Chemical, X0502) 
 6. Bovine serum albumin (Fluka Chemical) 
 7. Calcium carbonate (Carloerba Co., Ltd) 
 8. Calcium chloride (Carloerba Co., Ltd) 
 9. D (+) Glucose (Merck KGaA) 
 12. Ethidium bromide (Amresco) 
 13. Ethanol (Carloerba Co., Ltd) 
 14. Fumaric acid (Sigma Chemical, 110-17-8) 
  15. Folin-ciocalteu’s reagent (Merck KGaA) 
 16. Glycerol (Carloerba Co., Ltd) 
 17. Hydrochloric acid (Carloerba Co., Ltd) 
 18. Itaconic acid (Sigma Chemical, 97-65-4) 
 19. Magnesium sulphate (Carloerba Co., Ltd) 
 20. Malic acid (Sigma Chemical, 97-67-6) 
 21. Methanol (Carloerba Co., Ltd) 
 22. Peptone (Himedia) 
 23. Sodium chloride (Ajax Chemical) 
 24. Succinic acid (Sigma Chemical, 110-15-6) 
 25. Standard molecular mass maker (Pierce Co., Ltd) 
 26. Sulfuric acid (Carloerba Co., Ltd) 
 27. Water HPLC grade (RCI labscan limited) 
 28. D (-) xylose Merck KGaA) 
 29. Yeast extract (Himedia) 
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3.2 ระเบียบวธีิวจิยั 

 

3.2.1 การเกบ็ตัวอย่างเพือ่คัดแยกแบคทีเรีย 
 
เกบ็ตวัอยา่งจากดิน (S) 126 ตวัอยา่ง กองใบไม ้ (LK) 41 ตวัอยา่ง และดอกไม ้(FM) 29 ตวัอยา่ง ภายใน
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้ธนบุรี พื้นท่ีการศึกษาบางขุนเทียน และ ผลไมเ้น่าเสีย (BF) 35 
ตวัอยา่ง นํ้าผลไม ้(BW) 27 ตวัอยา่ง ผกัเน่าเสีย (BV) 46 ตวัอยา่ง อาหารดอง (BD) 38 ตวัอยา่ง และลูกแป้ง
ขา้วหมาก (DM) 24 ตวัอยา่ง จากตลาดส่ีมุมเมืองจงัหวดัปทุมธานี และตวัอยา่งดินจากโรงงานนํ้ าตาล
จงัหวดัราชบุรี (ML) 35 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 401 ตวัอยา่ง 
 

3.2.2 การคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใช้นํา้ตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน 
 
3.2.2.1 การเตรียมอาหารเลีย้งแบคทเีรีย 
 
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ yeast extract peptone xylose (YPX) ประกอบดว้ย yeast extract  
ร้อยละ 1 นํ้ าหนัก/ปริมาตร peptone ร้อยละ 2 นํ้ าหนัก/ปริมาตร และสารละลายนํ้าตาลไซโลสท่ีมี
ความเขม้ขน้สุดทา้ยร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร โดยเติมกรดโพพิออกนิกร้อยละ 0.01 ปริมาตร/
ปริมาตร เพ่ือยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา ละลายในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร หลงัจากฆ่าเช้ือดว้ย 
หมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที รอจนกระทัง่
อาหารเยน็ 

 
3.2.2.2 การคัดแยกและคดัเลอืกแบคทเีรียทีม่คีวามสามารถใช้นํา้ตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน 
 
เติมตวัอยา่งจากขอ้ 3.2.1 ประมาณ 1 กรัม ลงในอาหารเล้ียงเช้ือตามขอ้ท่ี 3.2.2.1 นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที  เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สังเกตการเจริญของจุลินทรีย ์(ทาํซํ้ า 2-3 
รอบ) เพื่อคดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการใชน้ํ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนได ้โดยดูจาก
ความขุ่นของอาหาร จากนั้นนาํมาคดัแยกโคโลนีเด่ียวดว้ยวิธี cross-streak บนอาหารแขง็  YPX ท่ีมีนํ้าตาล
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ไซโลสความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 ปริมาตร/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 
ชัว่โมง และนาํไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียลส เพ่ือนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
 

3.2.3 การคดัแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลติกรดอนิทรีย์จากนํา้ตาลไซโลสใน
อาหารที่มีไนโตรเจนจํากดั 
 
นาํแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญในอาหาร YPX ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็น
แหล่งคาร์บอนไดจ้ากขอ้ 3.2.2.2 นาํมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Basal พีเอช 7.0 (Takeshi และคณะ 1981) 
ประกอบดว้ย yeast extract ร้อยละ 0.1 นํ้ าหนกั/ปริมาตร NH4Cl ร้อยละ 0.3 นํ้ าหนกั/ปริมาตร  
MgSO4.7H2O ร้อยละ 0.05 นํ้ าหนกั/ปริมาตร KH2PO4 ร้อยละ 0.05 นํ้าหนกั/ปริมาตรโดยมีนํ้ าตาลไซโลส
เขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ความเร็ว 250 รอบ/นาที คดัแยกตวัอยา่งท่ีมีการเจริญเติบโต (อาหารขุ่น) และมีค่า       พีเอชใน
อาหารตํ่ากวา่พีเอช 5.0 ถ่ายลงอาหารเหลว Basal ชนิดเดียวกนั 2-3 รอบ 

 

3.2.4 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดมาลิกและตรวจสอบด้วยเคร่ือง 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 
นาํตวัอย่างท่ีตรวจพบการเจริญของแบคทีเรียและมีค่าพีเอชในอาหารตํ่ากว่าพีเอช 5.0  มาคดัเลือก
แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดอินทรีย ์มาทดสอบการสร้างบริเวณใส ( clear zone) บนอาหารแขง็ Basal ท่ี
เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร นาํไอโซเลทท่ีสร้างบริเวณใส (clear zone) ขนาดใหญ่
รอบโคโลนี โดยวดัค่าจาก Clear zone/Colony มาทดสอบการผลิตกรดอินทรียโ์ดยเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลว Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเช้ือตั้งตน้ปริมาตรร้อยละ 5 ปริมาตร/
ปริมาตร โดยปรับปริมาตรเซลลใ์หมี้ค่า optical density (OD600) ประมาณ 0. 5  (38 x 10-8 CFU/mL) และ
นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งมา
วิเคราะห์ปริมาณกรดอินทรียท่ี์เกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
โดยใชค้อลมัน์ Aminex ® HPX-87H Column ( 300x7.8 mm) อตัราการไหล 0.6 มิลลิลิตร/นาที อุณหภูมิ
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คอลมัน์ 30 องศาเซลเซียส วฏัภาคเคล่ือนท่ีคือกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.005 โมล และใช ้UV-VISIBLE เป็น 
detector ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร  
 

3.2.5 การตรวจสอบลกัษณะสัณฐานวทิยาและพสูิจน์เอกลกัษณ์ของจุลนิทรีย์     
 
3.2.5.1 การตรวจสอบลกัษณะสัณฐานวิทยา 
 
นาํจุลินทรียท่ี์ผลิตกรดมาลิกไดสู้งสุดจากขอ้ 3.2.4 มาศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็ และ
นาํไปยอ้มแกรมตามวิธี Begey’s Manual of Systematic Bacteriology (Sneath, 1986) และตรวจสอบ
ลกัษณะของโคโลนีภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  
 
3.2.5.2  การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของแบคทเีรีย        
                                                      
จาํแนกแบคทีเรียที่คดัเลือกได ้โดยเปรียบเทียบลาํดบัเบส 16S rRNA ท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอน็เอของ
แบคทีเรีย โดย 16S rRNA จะถูกเพิ่มจาํนวนดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ดว้ย    เคร่ือง
DNA thermal cycle โดยใช  ้8F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) และ 1492R 
(5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT) เป็น primers สาํหรับโคลนยีน 16S rRNA และโคลนเขา้สู่
เวกเตอร์ pGEM T – easy และ Transfrom เขา้สู่ Escherichia coli DH5α แลว้สกดัพลาสมิด ส่ง
วิเคราะห์ลาํดบัเบสของจุลินทรียท่ี์คดัเลือก และเปรียบเทียบกบัลาํดบัเบส 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิด
อ่ืน โดยใชฐ้านขอ้มูลดว้ยโปรแกรม BLAST ของ National Center of Biotechnology Information databases 
(NCBI databases)  
 

3.2.6 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติกรดมาลกิ 
 
3.2.6.1 การศึกษาผลของแคลเซียมคาร์บอเนต 
 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.4 โดยศึกษาผลของ
แคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเติมลงในอาหาร Basal medium ในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขม้ขน้
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ของนํ้าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร โดยเติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ต่างๆดงัน้ี ร้อย
ละ 1, 5 และ 10 นํ้าหนกั/ปริมาตร เปรียบเทียบกบัอาหารท่ีไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต  
 
นาํมาฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า เติมเช้ือตั้งตน้ (Starter) ปริมาตรร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และ
นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เกบ็ผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ และ
นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณกรดมาลิกท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง HPLC ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์  ค่าพีเอช และวดัความ
เจริญของแบคทีเรีย 
 
3.2.6.2 การศึกษาผลของน้ําตาลไซโลส 
 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.4 โดยศึกษาผลของนํ้ าตาล
ไซโลสท่ีเติมลงในอาหารเหลว Basal ในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขม้ขน้ของแคลเซียม
คาร์บอเนตท่ีสามารถผลิตกรดมาลิกมากท่ีสุดจากขอ้ 3.1.6.1 โดยเติมนํ้ าตาลไซโลสความเขม้ขน้ต่างๆ 
ดงัน้ี ร้อยละ 10, 15 และ 20 ปริมาตร/ปริมาตร 
 
นาํมาฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า เติมเช้ือตั้งตน้ (Starter) ปริมาตรร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และ
นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เกบ็ผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ และ
นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณกรดมาลิกท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง HPLC ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์  ค่าพีเอช และวดัความ
เจริญของแบคทีเรีย 
 
3.2.6.3 การศึกษาผลของแหล่งคาร์บอน 
 
3.2.6.3.1 ศึกษาผลของนํา้ตาลโมเลกลุเดีย่วทีใ่ช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.4 โดยศึกษาผลของแหล่ง
คาร์บอน โดยเตรียมอาหารเหลว Basal เติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากขอ้ 
3.1.6.1 และมีนํ้ าตาลชนิดต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอนไดแ้ก่ นํ้ าตาลไซโลส  อะราบิโนส กลูโคส  แมนโนส 
กาแลตโตส ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร 
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นาํมาฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า เติมเช้ือตั้งตน้ (starter) ปริมาตรร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และ
นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เกบ็ผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ และ
นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณกรดมาลิกท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง HPLC ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ ค่าพีเอช และวดัความ
เจริญของแบคทีเรีย 
 
3.2.6.3.2 ศึกษาผลของพอลเิมอร์ทีใ่ช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นพอลิเมอร์จากจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดจ้าก
ขอ้ 3.2.4 โดยเตรียมอาหารเหลว Basal เติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากขอ้ 
3.1.6.1 ซ่ึงมีไซแลนหรือเปลือกขา้วโพดท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
นาํมาฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า เติมเช้ือตั้งตน้ (starter) ปริมาตรร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และ
นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เกบ็ผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ และ
นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณกรดมาลิกท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง HPLC ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์  ค่าพีเอช และวดัความ
เจริญของแบคทีเรีย 
 

3.2.7 การเกบ็เซลล์เพือ่ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ฟูมาเลสในส่วนของตะกอนเซลล์และ 
culture supernatant 
   
เพาะเล้ียงจุลินทรียจุ์ลินทรียท่ี์คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.4 โดยเตรียมอาหารเหลว Basal เติมแคลเซียม
คาร์บอเนตความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากขอ้ 3.1.6.1 และมีนํ้าตาลไซโลสหรือกลูโคสเขม้ขน้ร้อยละ 10 
ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เกบ็
ผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ จากนั้นแยกส่วนใส (culture supernatant) และส่วนตะกอน (pellet) ดว้ย
เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เกบ็
ส่วนใส (culture supernatant) แลว้นาํตะกอนเซลลม์าลา้งดว้ยสารละลาย Normal saline ร้อยละ 0.85 โดย
ป่ันเหวี่ยงใหเ้ซลลต์กตะกอน ดว้ยเคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือลา้งโปรตีนจากนํ้ าเล้ียงเช้ือออก จากนั้นนาํตะกอนเซลลม์าลา้งดว้ย
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS : sodium choride 0.15 โมลาร์ ใน potassium phosphate buffer 
0.1 โมลาร์  พีเอช 7.4 ) และป่ันเหวี่ยงใหเ้ซลลต์กตะกอนดว้ยสภาวะขา้งตน้ (ทาํซํ้ าจนกว่าส่วนใสท่ีได้
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ตรวจไม่พบโปรตีนดว้ยวิธี Lowry) จากนั้นนาํตะกอนเซลลท่ี์ลา้งแลว้มาละลายใน phosphate buffer saline 
พีเอช 7.4 และนาํไปใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเคร่ืองโซนิเขตเตอร์ แลว้นาํทั้งส่วนใส (culture supernatant) และ
โปรตีนจากตะกอนเซลลห์ลงัจากทาํใหเ้ซลลแ์ตกมาตรวจวดัปริมาณโปรตีน และตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซมฟ์มูาเลส 
 
3.2.7.1 การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์ฟูมาเลสในส่วนของตะกอนเซลล์และ culture supernatant 
 
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมฟ์มูาเลส โดยเติมเอนไซมฟ์ูมาเลสปริมาตร 20 ไมโคลิตร ลงใน sodium 
fumarate เขม้ขน้ 10 มิล ลิโมลาร์ ปริมาตร 980 ไมโครลิตร ท่ีละลายในในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 
100 มิลลิโมลาร์ และนาํไปค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตร โดยค่า coefficient เท่ากบั 
0.109 mM-1CM-1 (Genda และคณะ, 2005) 
 

3.2.8 การศึกษาการเพิม่ปริมาณกรดมาลกิด้วยกรดอนิทรีย์ 
 
เพาะเล้ียงจุลินทรียจุ์ลินทรียท่ี์คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.4 โดยเตรียมอาหารเหลว Basal เติมแคลเซียม
คาร์บอเนตความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากขอ้ 3.1.6.1 และมีนํ้าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/
ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเติมกรดอินทรียต่์างๆ ปริมาตรร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร เพ่ือทาํหนา้ท่ี
เป็นตวัเหน่ียวการผลิตกรดมาลิกดงัน้ี กรดไพรูวิก กรดซิตริก กรดไอโซซิตริก กรดไกออกซาลิก กรดซกัซิ
นิก กรดฟมูาลิก กรดออกซาโลอาซิติก และชุดการทดลองท่ีไม่เติมกรดอินทรียเ์ป็นชุดควบคุม นาํไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เกบ็ผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ และไปวิเคราะห์
ปริมาณกรดมาลิกดว้ยเคร่ือง HPLC และวดัการเจริญดว้ยวิธีการวดันํ้าหนกัแหง้ (ดดัแปลงจาก Zhang และ
คณะ, 2011a) 
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3.2.9 การศึกษาวิธีทําให้กรดอินทรีย์บริสุทธ์ิและวิเคราะห์ชนิดของกรดอินทรีย์โดยเทคนิค 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 
3.2.9.1 การศึกษาวิธีทาํให้กรดอนิทรีย์บริสุทธ์ิ 
 
ศึกษาการทาํใหก้รดอินทรียบ์ริสุทธ์ิดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดย
ใชค้อลมัน์ Aminex ® HPX-87H Column (300x7.8 mm) อุณหภูมิคอลมัน์ 30 องศาเซลเซียส วฏัภาค
เคล่ือนท่ีคือกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.005 โมล และใช ้UV-VISIBLE เป็น detector ท่ีความยาวคล่ืน 210 นา
โนเมตรโดยใชอ้ตัราการไหล เท่ากบั 0.6 มิลลิลิตร/นาที เกบ็ fraction ละ 150 ไมโครลิตร 
 
3.2.9.2 วเิคราะห์ชนิดของสารโดยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 
นาํกรดอินทรียต์วัอยา่งจากจุลินทรียผ์ลิตข้ึนมาผสมกบัสารละลายกรดมาลิกมาตรฐานและนาํไปวิเคราะห์
ชนิดของกรดอินทรียด์ว้ยเคร่ือง HPLC 
 

3.2.10 การวเิคราะห์ผลติภัณฑ์อืน่ๆ โดยเทคนิค Gas Chromatography (GC) 
 
ตรวจสอบผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดข้ากขอ้ 3.2.4.1 ดว้ยเคร่ือง GC โดยใช ้
flame ionization detector (FID) คอลมัน์ท่ีใชใ้นการแยกสารคือ Carbopack B-DA/4% carbowax 20 M 
และใช ้carrier gas เป็นก๊าซไนโตรเจน โดยมีสารละลายมาตรฐานดงัน้ี เอทานอล บิวทานอล กรด 
บิวทาริก กรดอะซิติก และ กรดโพพิโอนิก  
 
 
 
 
 
 


