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ABSTRACT 
Lactic acid (LA) levels are usually measured in patients with acidosis. LA 

is a major product of the malaria parasite’s consumption of glucose to meet its energy 
requirements. Previous studies have determined other organic acids, in addition to LA, 
and examined their roles in the pathogenesis of severe malaria patients. This study 
aimed to determine the source of the organic acids commonly found in patients, 
focusing on parasite-released products. P. falciparum strain TM267 samples were 
synchronized with 5% D-sorbitol to yield a high percentage of ring-stage samples. 
Supernatants from malaria culture were collected from 4 stages--ring form,  
trophozoite, schizont, and post-schizont rupture. Mass spectrometer (MS) tuning was 
performed to acquire the target mass (m/z) of 4 acids and internal standards. Also, 
Liquid chromatography (LC) conditions were tested to determine the optimum pattern 
of chromatogram and retention time (tR). The organic acids detected were quantitated 
by establishing a calibration curve from standard solutions. Samples were prepared by 
solid phase extraction (SPE) in order to remove unwanted impurities, which might 
influence the LC-MS system. LA was found to be a statistically significant (P < 0.05) 
parasite product in every stage. No statistically significant traces of other acids were 
found with this specific LC-MS method even when using isolated parasites and higher 
parasitaemia levels. The LC-MS method was shown to be sensitive, reproducible, and 
appropriate for small sample volumes. However, full validation methods are needed to 
improve the accuracy of acid quantitation. The use of a culture medium with amino  
acid depletion is an alternative for further study, to avoid the competition between 
amino acids and candidate acids at ion exchange sites during the SPE process. Acid 
fragility and lability are also important topics for further investigation. LA was found 
to be a P. falciparum product at different concentrations in each stage, while p-
hydroxyphenyllactic acid (pHPLA), α-hydroxybutyric acid (aHBA), and β-
hydroxybutyric acid (bHBA) were not detectable at significant levels using this  
specific LC-MS method. Amino acid depletion of culture medium and acid stability 
should be further investigated to achieve other aspect for future studies. 
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บทคดัยอ่ 

กรดแลคติกสามารถตรวจวดัไดต้ามปกติในผูป่้วยมาลาเรียชนิดรุนแรงที7มีภาวะเลือดเป็นกรด และ
เป็นที7ทราบวา่ กรดชนิดนี8 ถูกสร้างจากตวัเชื8อโดยอาศยัการยอ่ยสลายนํ8าตาลกลูโคสในเลือดเพื7อเป็นแหล่งพลงังาน 

จากผลการศึกษาของงานวจิยัก่อนหนา้พบวา่ ยงัมีกรดอินทรียช์นิดอื7น ๆ นอกเหนือจากกรดแลคติก มีบทบาททาง
พยาธิสภาพกบัคนไขใ้นภาวะดงักล่าว จึงเป็นที7มาของวตัถุประสงคง์านวจิยัฉบบันี8  เพื7อตอ้งการระบุแหล่งที7มาของ
กรดอินทรียเ์หล่านั8น โดยใชว้ธีิการตรวจวดัโดยตรงจากสารคดัหลั7งของเชื8อมาลาเรีย อาหารเลี8ยงเชื8อที7ไดห้ลงัจาก
การเลี8ยงเชื8อมาลาเรียชนิด P. falciparum สายพนัธุ์ TM267 ถูกเกบ็เพื7อนาํไปตรวจวดักรดอินทรียด์ว้ยวธีิลิควดิโคร
มาโตกราฟี – แมสสเปกโทรเมตรี โดยจาํแนกตามระยะต่าง ๆ ไดแ้ก่ ring, trophozoite, schizont, และระยะหลงัการ
แตกตวัของ schizont โดยวธีิการตรวจวดัดงักล่าวเริ7มจากการหาสดัส่วนมวลต่อประจุ (m/z) ของกรดอินทรียที์7 
กาํลงัศึกษา จากนั8นทาํการทดสอบเพื7อหาชนิด อตัราส่วน และสมบติัทางเคมีของเฟสเคลื7อนที7ที7เหมาะสมในการพา
กรดอินทรียด์งักล่าวมาชะออกและแสดงผลในรูปแบบของโครมาโตแกรมที7ระยะเวลา (retention time) ต่าง ๆ กนั 

ความเขม้ขน้ของกรดอินทรียถู์กตรวจวดัโดยการสร้างเสน้โคง้สอบเทียบ (calibration curve) จากสารละลาย
มาตรฐาน (standard solution) โดยสารตวัอยา่ง (sample) ทั8งหมดจะถูกเตรียมดว้ยกระบวนการ solid phase 

extraction ก่อนนาํมาทดสอบ ผลการวจิยัพบวา่เชื8อ P. falciparum สร้างกรดแลคติกออกมาอยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (P < 0.05) ที7ความเขม้ขน้ต่างกนัในแต่ละระยะ ขณะที7กรดอินทรียช์นิดอื7น ๆ ไม่สามารถตรวจวดัไดด้ว้ย
วธีิการดงักล่าว แมว้า่การศึกษานี8ไดท้ดสอบโดยตรงกบัตวัเชื8อในปริมาณที7สูงกวา่ อาหารเลี8ยงเชื8อที7ปราศจาก
กรดอะมิโนเป็นอีกตวัเลือกหนึ7งสาํหรับการศึกษาในอนาคต เนื7องจากสนันิษฐานวา่อาจมีผลต่อการชะออกของ
กรดอินทรีย ์ขณะถูกเตรียมดว้ยกระบวนการ solid phase extraction นอกจากนี8อาจมีความเกี7ยวขอ้งในเรื7อง ความ
เสถียรของกรดอินทรียใ์นสารตวัอยา่ง ซึ7 งจาํเป็นตอ้งศึกษาโดยละเอียดต่อไป อยา่งไรกต็ามวธีิลิควดิโครมาโตกราฟี 

– แมสสเปกโทรเมตรี ที7ถูกพฒันาขึ8นนั8นมีคุณสมบติัแม่นยาํและเหมาะสม ซึ7 งจะเป็นประโยชนใ์นการนาํไปใช ้

สาํหรับการศึกษาครั8 งถดัไปที7ตอ้งการตรวจวดัสารที7มีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบังานวจิยัฉบบันี8  
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