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บทท่ี 2

วิธีการทดลอง

2.1 อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชในการทดลอง

2.1.1 อุปกรณ์
เครืองกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) Laboratory Hot Plate PC-101, 

Corning Glass Works, Corning, NY ประเทศสหรัฐอเมริกา
เคร่ืองเขย่าผสม (vortex mixer) รุ่น Vortex-Genie No.2 ของบริษัท Scientific 

Industries,Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา
เคร่ืองรัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic-21 ของ 

บริษัท Bausch & Lomb ประเทศสหรัฐอเมริกา และ UV-160 ของบริษัท Shimadzu 
Corporation, Kyoto ประเทศญ่ีป่น

เคร่ืองกำเนิดคล่ืนอัลฑราโซนิกส์ (sonicator) ย่ีห้อ Delta รุ่น Ultrasonic 
Cleaner อ 200 บริษัท D.s.c group ประเทศไทย

เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิแบบหมุน (phychrotfierm rotary incubator 
shaker) รุ่น Model G 25 ของบริษัท New Brunswick Scient fie Co.,Inc. Edison, New 
Jersey ประเทศสหรัฐอเมริกา

เคร่ืองหมุนเหว่ียง (ultracentrifuge) รุ่น KR-2C000T ของบริษัท Kubota 
Corporation^ระIทศญ่ีป่น

อ่างนาควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น TE-8D ย่ีห้อ Tempette ของบริษัท 
Techne ประเทศอังกฤษ

ตู้อบไมโครเวฟ รุ่น NE-7670 ย่ีห้อ National ของบริษัท Matsushita Electric 
Industrial Co., Ltd., ประเทศญ่ีปุน

เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ รุ่น LC-8A ชุดควบคุมระบบ 
SLC-8A และเคร่ืองวิเคราะห์ผล C-R4A Chromatopac ของบริษัท Shimadzu Corporation 
ประเทศญ่ีปุน
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หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอนา (autoclave) รุ่น PA-26 ของบริษ ัท Hirayama . 
Manufacturing Corporation ประเทศญี่ป่น และรุ่น KT -30SD ของบริษ ัท ALP Co., Ltd, 
Tokyo ประเทศญี่ป่น

หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet lamp) ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 
TUV 15W/G15 T8 ของบริษัท Philips ประเทศฮอลแลนด์

เคร่ืองอบฆ่าเช้ือแบบแห้ง (hot air oven) รุ่น 94789 ของบริษัท Contherm 
Scientific Ltd., ประเทศนิวซีแลนด์

ตู้บ่มเซีอ (incubator) รุ่น MTR 152 ของบริษัท Sanyo Electric Co., Ltd.
ประเทศญ่ีป่น

เคร่ืองอบสุญญากาศ (vacuum drying oven) รุ่น DP 41 ของบริษัท Yamato
ประเทศญ่ีป่น

เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 501 ของบริษัท Sentron 
ประเทศญ่ีปุน และมาตรวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH combination electrode) สำหรับถังหมัก 
ขนาด 5 ลิตร รุ่น D-26 ของบริษัท TO A Electronics Ltd., ประเทศญ่ีป่น

ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุ่น MD-300 5L ใบพัดแบบ 6 ใบ (6 
blade turbine) เคร่ืองควบคุมภาวะ (bioprocess controller) รุน MDIAC-SS ของบริษัท 
Marubishi ประเทศญ่ีป่น เคร่ืองอัดอากาศ (air compressor) ของบริษัท Hitachi ประเทศญ่ีป่น 
เครืองควบคุมระบบหล่อเย็น (circulation type handy cooler) รุ่น TRL-108 ของบริษัท 
Thomas Kagaka ประเทศญ่ีปุน

2.1.2 สารเคมี

สารเคมี บริษัทผู้ผลิต

กรดชัลหิเวริก บริษัทรวมเคมี ประเทศไทย
ไนโทรซาลิไซลิก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
กรดทาร์,ทา'ริก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
กรดมะนาวปราศจากนิา SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
กรดไอโชซีทริก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
กรดฟอสฟอริก CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
กรดไฮโดรคลอริก MERCK ประเทศเยอรมัน
แคลเซียมคาร์บอเนต ศิลาทิพย์ ประเทศไทย
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สารเคมี บริษัทผู้ผลิต

แคลเซียมคลอ'ใรดใด'ใฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมัน
โซเดียมเททระบอเรต MERCK ประเทศเยอรมัน
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต MERCK ประเทศเยอรมัน
โซเดียมไฮดรอกไซด์ MERCK ประเทศเยอรมัน
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต CARLO ERRA ประเทศอิตาลี
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต MERCK ประเทศเยอรมัน
แมกนีเซียมชัลเฟตเฮปตาไฮเดรต บริษัทรวมเคมี ประเทศไทย
แอมโมเนียมซัลเฟต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
ไทโอยูเรีย MERCK ประเทศเยอรมัน
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัทรวมเคมี ประเทศไทย
โพแทสเซียมโบรไมด์ CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
โพแทสเซียมเพอร์แมงกาเนต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
เมทานอล J.T.BAKER ประเทศสหรัฐอเมริกา
สารสกัดจากยีสต์ IBGE ประเทศไทย
เอทานอล กรมสรรพสามิต ประเทศไทย
ออร์โท-ไดอะนิซีดีน SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
เอนไซม์ พี.จี.โอ. SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ MERCK ประเทศเยอรมัน
เฟร์ริกคลอไรด์ CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
เฮปเทน MALLINCKRODT ประเทศสหรัฐอเมริกา

หมายเหตุ IBGE หมายถึง The Institute of Biotechnology and Genetic Engineering
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

2.2 เช้ือจลินทรีย์

เช้ือแบคทีเรียสายพันธุต้ังต้นสำหรับการคัดเลือกเพ่ือใช้ในการคัดเลือกสายพันธุท่ีมี 
ความสามารถในการผลิตกรดมะนาว B acillus sub tilis ATCC 21610 1 B ac illus  lichen ifo rm is  
ATCC 21667 1 B revibactenum  flavum  ATCC 21682 1 A ch rcm o b a c te r nuc leoac idoves  
ATCC 21683 1 C orynebactenum  fesc ians ATCC 21684 จาก American Type Culture 
Collection
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2.3 การเก็บรักษาและการเล้ียงเช้ือ

2.3.1 การเก็บรักษาเช้ือ
ใช้เข็มเข่ียเช้ือ (เ00ก)ท่ีปราศจากเช้ือ เข่ียเช้ือ แล้วลาก (streak) เช้ือลงบนผิว 

หน้าอาหารแข็งลาดเอียง (agar slant) Brain Heart infusion (BHI) (ภาคผนวก ก 1.2) บ่มเช้ือท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บเช้ือในตู้นช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -70 องศา 
เซลเซียส

2.3.2 การเล้ียงเช้ือเพ่ือผลิตกรดมะนาว
2.3.2.1 การเตรียมหัวเช้ือต้ังต้น

ใช้เข็มเข่ียเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ เข่ียเช้ือจากข้อ 2.3.1 ลากลงบนผิวหน้า 
อาหารแข็งลาดเอียง BM สูตรท่ีปรับปรุง(ภาคผนวก ก 1.8) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จากน้ันปีเปดต้นาท่ีขจัดไอออน (deionized water) และปราศจากเช้ือแล้ว
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงบนผิวหน้าอาหาร ใช้เข็มเข่ียเช้ือ เข่ียเช้ือให้กระจายในน้ัา จากน้ัน 
ปีเปตต้เชลล์แขวนลอยท่ีไต้ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลวสูตร BM (ภาคผนวก ก 1.7) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงเช้ือในตู้เขย่าแบบ 
วงกลม ควบคุมอุณหภูมิไว้ท่ี 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 8 
ช่ัวโมง เช้ือจะเจริญอยู่ในระยะก่ึงกลางทวีคูณ (mid-log phase) ไต้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ประมาณ 0.65

2.3.2.2 การเล้ียงเช้ือเพ่ือการผลิตกรดมะนาวในระลับขวดเขย่า
ปีเปตต้หัวเช้ือต้ังต้นท่ีได้จากข้ันตอนท่ี 2.3.2.1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 

(ปริมาณร้อยละ 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร)) ลงสู่อาหารเหลวสำหรับการผลิตกรดมะนาวสูตร BM 
ท่ีปรับปรุงแล้ว (ภาคผนวก ก 2.2) ปริมาตร 25 มิลลิลิตรท่ีบรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร ซ่ึงจะไต้น้าหนักเซลล์แห้งเฉล่ียเร่ิมต้น 1.12-1.18 กรัมต่อลิตร น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสในเคร่ืองเขย่าแบบวงกลมท่ีความเร็วรอบ 300 รอบตอนาที

2.3.2.3 การเล้ียงเช้ือเพ่ือผลิตกรดมะนาวในระดับลังหมักขนาด 5 ลิตร
ถ่ายหัวเช้ือท่ีเตรียมไต้จากข้ันตอนท่ี 2.3.2.1 ปริมาณ 300 มิลลิลิตรลง 

ในลังหมักขนาด 5 ลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือสูตร BM ท่ีปรับปรุงแล้ว (ภาคผนวก ก 2.2)ปริมาตร 
เร่ิมต้น 2.7-ลิตรซ่ึงจะได้น้าหนักเชลล์แห้งเร่ิมต้นประมาณ!16 กรัมต่อลิตร ควบคุมภาวะในการ 
หมักไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือต่อนาที
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2.4 ว ิธ ีว ิเคราะห ์

2.4.1 ค่าความเป็นกรด-ด่าง
วัดโดยใช้มาตรวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)

2.4.2 การละลายเกลือแคลเซียมชิเทรตในน้ัาหมัก (ตามวิธีของ Nakanishi et al, 1972; 
Wojtatowicz é ta l, 1993)

ก่อนท่ีจะน่าน่าหมัก (ประมาณ 25 ml) ในขวดรูปชมพู่ ท่ีได้จากการทดลองไป 
วิเคราะห์หาปริมาณกรดมะนาวและน่าหนักเซลล์แห้งน้ัน ต้องทาการละลายเกลือแคลเซียม
ชิเทรตท่ีเกิดข้ึน โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 4 โมลาร์ประมาณ 5 มิลลิลิตร ปรับ 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ให้อยู่ในช่วง 1.6-1.8 จากน้ันปรับปริมาตรให้เท่ากับ 50.00 มิลลิลิตร ด้วย 
น้ัาท่ีขจัดไอออนแล้ว

2.4.3 การวัคการเจริญของเชลล์[ดยการหาน้ัาหนักเชลล์แห้ง
ใข้ปิเปตต์ดูดน้ัาหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตรท่ีได้จากข้ึนตอนท่ี 2.4.2 นัาไปปันท่ี 

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล้างเชลล์ 
ด้วยน้ัาขจัดไอออน 2 คร้ังปริมาตร 20 มิลลิลิตร ล้างเซลล์ท่ีได้ลงสู่กระทงอะลูมิเนียมฟอยล์ 
(aluminum foil) อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงท้ิงให้เย็นในเดซิกเคเตอรั 
(desiccator) แล้วช่ังน้ัาหนักด้วยเคร่ืองช่ังละเอียดห้กน้ัไหนักของาระทงอะลูมิเนียมฟอยล์ออก 
จะได้น้ัาหนักเซลล์แห้งหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร ส่วนสารละลายตัวอย่างท่ีผ่านการปันแยกเชลล์
แล้วจะน่าไปวิเคราะห์หาปริมาณกรดมะนาว ปริมาณน่าตาลท่ีเหลืออยู่ภายหลังการหมัก

2.4.4 การวิเคราะห์หาปริมาณน้ัาตาลริติวซี โดยใช้กรดไดไนโทรซาลิไชลิก (ตัดแปลง 
จาก Bernfeld, 1955; Miller, 1958)

เจือจางตัวอย่างน่าหมักให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม แล้วปิเปตตันาหมักท่ี,ได้
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายกรดไดไนโทรซาลิไชลิก (ภาคผนวก ข
1) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสม ปีดปากหลอดทดลองน่าไปต้มใน 
อ่างน่าเดือด เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันแช่ในอ่างน่าเย็น นานประมาณ 5 นาที เติมน่าขจัด 
ไอออนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสม น่าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ส่วนตัวเปรียบเทียบใช้น้ัาขจัดไอออนแทนตัวอย่างน่าหมัก 
คำนวณปริมาณน่าตาลรีติวซีหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร จากกราฟมาตรฐานของสารละลายน่าตาล 
รีดิวซีด้วยวิธีไดไนโทรซาลิไซลิก ในช่วงความเข้มข้น 0.00-1.00 กรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ค 1)
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2.4.5 การวิเคราะห์หาปริมาณนํ้าตาลกลูโคสโดยใช้' พ ี.จ ี.โอ.เอนไซม ์ (ดัดแปลงจากวิธี 
ของ Huggett and Nixon, 1957 )

เจือจางตัวอย่างนาหมักให้มีดวามเข้มข้นท่ีเหมาะสม แล้วปีเปตต์ดัวอย่าง
นาหมักท่ีได้ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง เติมลารละลายพี.จี.โอ เอนไซม์ (ภาค 
ผนวก ข 3) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสม บ่มในอ่างนาควบคุม 
อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
425 นาโนเมตรทันที ส่วนตัวเปรียบเทียบใช้น้ําท่ีขจัดไอออนแล้วแทนตัวอย่างนาหมัก คำนวณ 
หาปริมาณนำตาลกลูโคสหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร จากกราฟมาตรฐานของนาตาลกลูโคสด้วยวิธี 
พี จื โอ เอนไซม์ ในช่วงความเข้มข้น 0.00-0.20 กรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ค 2)

2.4.6 การวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธีเพนทะโบรโมแอซีโทน (ตัดแปลงจากวิธี 
ของ Stern, 1957)

ตัวอย่างนาหมักท่ีผ่านการปันแยกเชลล์ออกแล้วจากข้อ 2.4.3 นำมาเจือจางให้มี 
ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมและวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวตามข้ันตอนตังน้ี

2.4.6.1 การเปล่ียนกรดมะนาวเป็นเพนทะโบรโมแอซีโทน
ปีฟตต์ตัวอย่างน้ีาหมัก ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดซัลพีวริก 

ความเข้มข้น 2 นอร์มอล ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสม เติมสาร 
ละลายโพแทสเซียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ลงไป 5 หยด จากน้ันเติมสารละลาย 
โพแทสเซียมเพอร์แมงกาเนต ความเข้มข้นร้อยละ 5 (น้ีาหนักต่อปริมาตร) ลงไป 10 หยด ทันที 
ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสม ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที

2.4.6.2 การสกัดเพนทะโบรโมแอซีโทนด้วยเฮปเทน
นำหลอดทดลองจากข้อ 2.4.6.1 มาแช่ในอ่างน้ัาแข็งแล้วหยดสาร

ละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 6 (ปริมาตรต่อปริมาตร) จนนำหมักใสไม่มี 
สี และเติมเฮปเทน ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ปีดฝาหลอดทดลองให้สนิท สกัดด้วยเคร่ืองเขย่าผสม 
เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันต้ังท้ิงไวิให้แยกข้ัน

2.4.6.3 การสกัดด้วยสารละลายไทโอยูเรีย
ใช้ปีเปตด์ดูดส่วนบนหรือข้ันของเฮปเฑนจากหลอดทดลองในข้อ

2.4.6.2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองใหม่ แล้วเติมสารละลายไทโอยูเรีย (ภาคผนวก ข
4) ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร ปีดฝาหลอดทดลองให้สนิท สกัดด้วยเฅร่ืองเขย่าผสม เป็นเวลา 10 
นาที ต้ังท้ิงไวิให้แยกข้ัน
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2.4.6.4 การวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวด้วยวิธีก'รวัดค่าการดูดกลืนแสง
ดูดส่วนล่างหรือช้ันของสารละลายไทโอยูเรียจากหลอดทดลองในข้อ

2.4.6.3 มาวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบเพนทะโบรโมแอซีโทน-ไทโอยูเรืย ท่ีมี'โนตัว 
อย่างข้าหมักท่ีสกัดได้ ท่ีความยาวคล่ืน 430 นาโนเมตร ใช้ข้าขจัดไอออนแทนตัวอย่างข้าหมัก 
เป็นตัวเปรียบเทียบ คำนวณปริมาณกรดมะนาวหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร จากกราฟมาตรฐานของ 
กรดมะนาว ความเข้มข้น 0.0-40.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในกรดซัลหิเวริก ความเข้มข้น 1 
นอร์มอล (ภาคผนวก ค 3)

2.4.7 การวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวและกรดไอโซซีทริก โดยเคร่ืองไฮเพอรัฟอร์
แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ (สมศักด้ี นาคซ่ือตรง, 2537)

ปีเปตตัตัวอย่างนาหมักท่ีผ่านการปันแยกในข้อ 2.4.3 มา 1.0 มิลลิลิตร ลงใน 
หลอดทดลอง เติมสารละลายตัวพา 9.0 มิลลิลิตร แล้วเติมลารละลายมาตรฐานเปรียบเทียบภาย 
ใน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าผสม แล้วกรองผ่านกระดาษกรอง 
เซลลูโลสแอซีเทตเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.45 ไมโครเมตร ฉีดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 5 
ไมโครลิตร เข้าเคร่ือง HPLC โดยใช้สภาวะตังน้ี

คอลัมน์ : Selectosil 5 C18 ขนาด (I.D.) 4.6 มิลลิลิตร
ยาว 25 เซีนติเมตร

สารละลายตัวพา : สารละลายไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมต่อลิตร

สารละลายมาตรฐาน 
เปรียบเทียบภายใน 
อุณหภูมิ 
อัตราการไหล 
เคร่ืองตรวจวัด

ค่าความเป็นกรด-ต่างเป็น 2.0(ภาคผนวก ข 5)
: ลารละลายกรดทารัทาริก ความเข้มข้น 80 กรัมต่อลิตร 
ในข้าขจัดไอออนแล้ว 

: 40 องศาเซลเซียส 
: 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที
: คล่ืนอัลตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 214 นาโนเมตร

โดยท่ีภาวะดังก่ล่าว เวลาท่ีอยู่ในคอลัมน์ (retention time) ของกรดไอโชซิทริกประมาณ 
4 นาที และกรดมะนาว ประมาณ 5.8 นาที คำนวณปริมาณกรดไอโซซิทริกและกรดมะนาวโดย 
ใช้กราฟมาตรฐานของไอโชชิทริก ในช่วงความเข้มข้น 0.00-1.00 กรัมต่อลิตร และกราฟ 
มาตรฐานกรดมะนาว ในช่วงความเข้มข้น 0.00-5.00 กรัมต่อลิตร โดยกราฟมาตรฐานท่ีใช้น้ัน 
เป็นกราฟแสดงความส้มพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกรดไอโซซีฑริกหรือกรดมะนาวกับอัตรา 
ส่วนของพ้ืนท่ีใต้กราฟของกรดไอโซชิทริกหรือกรดมะนาวต่อสารละลายมาตรฐานเปรียบเทียบ 
ภายใน (ภาคผนวก ค 4และ ค 5)
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