
บทคัดย่อ
		  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและจัดจ�ำแนกแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดอินทรีย์จากน�้ำตาลไซโลส
โดยเกบ็ตวัอย่างในประเทศไทย 401 ตวัอย่าง เลีย้งในอาหารเหลว Basal ทีมี่น�ำ้ตาลไซโลสร้อยละ 10 (ปรมิาตร/ปรมิาตร) 
เป็นแหล่งคาร์บอน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คัดเลือกจุลินทรีย์ที่เจริญและผลิตกรดมาคัดแยกบนอาหารแข็งที่เติม
แคลเซียมคาร์บอเนต โดยเลือกโคโลนีเดี่ยวที่สร้างบริเวณใสขนาดใหญ่มาตรวจสอบการผลิตกรดอินทรีย์ พบว่า LK34 
ผลติกรดมาลกิได้เป็นผลติภณัฑ์หลกั มค่ีาสงูสุด 35.381 กรมั/ลติร และให้ค่าก�ำลงัการผลติเท่ากบั 0.491 กรมั/ลติร/ชัว่โมง 
การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย 16S rRNA พบว่าไอโซเลท LK34 มีความคล้ายคลึงกับ Klebsiella sp. ร้อยละ 99 ซึ่ง LK34 
ที่คัดแยกได้เป็นแบคทีเรียชนิดแรกในจีนัส Klebsiella ที่สามารถผลิตกรดมาลิกได้จากน�้ำตาลไซโลส
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Abstract
		  The objective of present study is to isolate and identify the bacteria that capable of producing 
organic acid from xylose. A total of 401 samples were collected from Thailand and inoculated to 
basal medium containing 10% (v/v) xylose as the carbon source at 37

๐
C. Microorganisms that grown 

and produced organic acid were purified by cross - streaking on an agar plate. The single colony was 
chosen for organic acid production by size of clear zone. The isolate LK34 produced malic acid as a 
major product with a high concentration at 35.381 g/L and productivity 0.491 g/l/h. Nucleotide
sequences analysis of 16S rRNA showed that LK34 is more similar to Klebsiella sp. (sequence
identity, 99%). This is the first report of genus Klebsiella that can produce malic acid from xylose.

Keywords : Organic Acid, Xylose, Klebsiella sp.

บทน�ำ
		  จากการเจริญของเศรษฐกจิของโลก และการพฒันาของประชากรทีเ่พิม่ข้ึนอย่างต่อเนือ่ง ส่งผลให้เกดิวกิฤตการณ์
พลังงานขาดแคลน ดังนั้นจึงเป็นแรงผลักดันให้เกิดการคิดค้นพลังงานทดแทนและไบโอรีไฟเนอรีต่าง ๆ เช่น เอทานอล
และกรดอินทรีย์ เป็นต้น งานวิจัยนี้มุ่งเน้นความส�ำคัญของการผลิตกรดอินทรีย์ เช่น กรดซักซินิก และกรด มาลิกโดยวิธี
ทางชีวภาพ เนื่องจากการผลิตกรดอินทรีย์จากแบคทีเรียยังไม่มีรายงานแพร่หลายมากนัก ที่ส�ำคัญกรดอินทรีย์เป็นสาร
มลูค่าสงู มคีวามจ�ำเป็นต่อมนษุย์ในชวีติประจ�ำวนัอย่างมาก โดยใช้เป็นสารปรงุแต่งกล่ินและรส นอกจากนีใ้ช้เป็นวตัถุดบิ
ส�ำหรับผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เช่น การผลิตพลาสติก การผลิตสารเคลือบผิวต่าง ๆ เป็นต้น [1] กรดอินทรีย์เป็นสาร
ประกอบคาร์บอนิลทีม่หีมู ่carboxyl เป็นหมูฟั่งก์ช่ัน มสีตูรทัว่ไปคือ R-COOH หรือ Ar-COOH สามารถผลิตได้จาก 2 วิธี 
คือ วิธีทางเคมีและวิธีทางชีวภาพ ซึ่งวิธีทางเคมีผลิตจากสารเคมีต่าง ๆ ร่วมกับการใช้ความร้อนและความดันเป็นตัวเร่ง
ปฏิกริยิา มข้ีอดคีอื สามารถได้ผลติภณัฑ์จ�ำนวนมาก และใช้เวลาส้ัน แต่ท�ำให้เกดิของเสียทีท่�ำลายส่ิงแวดล้อมและมรีาคา
แพง ส่วนวธิทีางชวีภาพ ท�ำได้โดยเพาะเลีย้งจลุนิทรย์ีเพือ่เปลีย่นน�ำ้ตาลเป็นกรดอนิทรีย์ มข้ีอดคืีอ เป็นมติรกบัสิง่แวดล้อม 
ราคาประหยัด และสามารถท�ำปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิห้อง แต่มีข้อเสียคือ ใช้ระยะเวลานานและได้ผลผลิตน้อย [1] ซึ่ง
ปัญหาดงักล่าวแก้ไขได้โดยการค้นหาจลุนิทรย์ีทีม่ปีระสทิธภิาพสงูรวมถงึการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ผลผลติ
และลดระยะเวลา
		  ปัจจุบันมีงานวิจัยเก่ียวข้องกับการผลิตกรดอินทรีย์จากน�้ำตาลกลูโคสเป็นจ�ำนวนมาก เช่น Penicillium
viticola 152 ซึ่งสามารถผลิตแคลเซียมมาเลทในถังหมักขนาด 10 ลิตร ได้สูงสุดเท่ากับ 168 กรัม/ลิตร มีค่าผลได้เท่ากับ 
1.288 กรัม/กรัมน�ำ้ตาลกลโูคส ค่าก�ำลงัการผลติเท่ากับ 1.750 กรมั/ลิตร/ชัว่โมง เมือ่ใช้น�ำ้ตาลกลูโคสเริม่ต้น 140 กรมั/ลิตร
และเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 40 กรมั/ลติร โดยมแีหล่งไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเช้ือเป็น corn steep liquor ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.5 ปริมาตร/ปริมาตร บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 180 รอบ/วินาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง [2] และ
มีรายงานว่า Aureobasidium pulllans ผลิตกรด poly (ß-L-malic acid) โดยเลี้ยงในอาหารเหลวที่เติมแคลเซียม
คาร์บอเนตร้อยละ 3 เป็นเวลา 7 วัน โดยเขย่าที่ความเร็ว 200 rpm พบว่าสามารถผลิตกรด poly (ß-L-malic acid) 
ได้ 62.270 กรมั/ลติร จากน�ำ้ตาลกลโูคสเริม่ต้น 120 กรมั/ลติร [3] จากรายงานวจิยัทีผ่่านมายงัไม่พบการผลติกรดอนิทรย์ี
จากน�ำ้ตาลไซโลสโดยแบคทเีรยี ดงันัน้งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่คดัแยก และจดัจ�ำแนกแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถใน
การเปลี่ยนน�้ำตาลไซโลสให้เป็นกรดอินทรีย์
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วิธีการวิจัย
การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย์จากน�้ำตาลไซโลส
		  คดัแยกแบคทเีรียจากตวัอย่างดนิ (SK) ใบไม้ (LK) ดอกไม้ (FK) ภายในมหาวิทยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกล้าธนบรุี 
วิทยาเขตบางขุนเทียน และ ผลไม้ (FM) ลูกแป้งข้าวหมาก (PM) อาหารดอง (DM) จากตลาดสี่มุมเมืองจังหวัดปทุมธานี 
และตัวอย่างดินจากโรงงานน�้ำตาลจังหวัดราชบุรี (ML) รวมทั้งหมด 401 ตัวอย่าง น�ำมาเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยอาหารเหลว 
Basal พีเอช 7.0 (4) โดยมนี�ำ้ตาลไซโลสเข้มข้นร้อยละ 10 (ปรมิาตร/ปรมิาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน เตมิกรด โพรพอิอนกิ
ร้อยละ 0.010 ปริมาตร/ปริมาตร โดยน�ำตัวอย่าง 1 กรัม ใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ความเร็ว 250 รอบ/นาที คัดแยกตัวอย่างที่มีการเจริญเติบโตของเชื้อ (อาหารขุ่น) 
ถ่ายลงอาหารเหลว Basal ชนิดเดียวกัน 3 รอบ
		  น�ำตัวอย่างท่ีตรวจพบการเจริญของจุลินทรีย์และมีค่าพีเอชในอาหารต�่ำกว่า 5.0 มาคัดแยกโคโลนีบริสุทธ์ิบน
อาหารแข็งชนิดเดียวกัน ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 น�้ำหนัก/ปริมาตร (Agar plate screening) น�ำไปบ่มที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งโคโลนีเจริญบนอาหารแข็งและเกิดบริเวณใส จากนั้นเลือกโคโลนีบริสุทธิ์ที่สร้าง
บริเวณใสขนาดใหญ่ มาเลี้ยงในอาหารแข็งเอียง (slant) ชนิดเดียวกัน และน�ำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เพื่อน�ำไปใช้ในการทดลองต่อไป

การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย์
		  น�ำโคโลนีที่สร้างบริเวณใสขนาดใหญ่มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเหลว Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตร [4] โดยมี
น�้ำตาลไซโลสเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเชื้อตั้งต้น
ปรมิาตรร้อยละ 5 ปรมิาตร/ปรมิาตร โดยปรบัปรมิาตรเซลล์ให้มค่ีา optical density (OD600) ประมาณ 0.5 (38 x 108
CFU/mL) และน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที ระยะเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน�ำมา
วเิคราะห์ปรมิาณกรดอนิทรย์ีทีเ่กดิขึน้ด้วยเครือ่ง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ซึง่ใช้คอลมัน์
Aminex ® HPX-87H (300x7.8 mm) อุณหภูมิคอลัมน์ 30 องศาเซลเซียส วัฏภาคเคลื่อนที่คือกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
0.005 โมล และใช้ UV-VISIBLE เป็น detector ทีค่วามยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร อตัราการไหลเท่ากบั 0.6 มลิลิลติร/นาที 
โดยใช้สารละลายมาตรฐานเป็นกรดมาลิก กรดฟูมาลิกและกรดซักซินิก (บ. Sigma-aldrich) จากนั้นเลือกแบคทีเรียที่
สามารถผลติกรดอนิทรย์ีสงูสดุไปตรวจสอบลกัษณะสณัฐานวทิยา พสิจูน์เอกลักษณ์ของแบคทเีรยี และน�ำไปท�ำการทดลอง
ในขั้นตอนต่อไป

การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย
		  น�ำแบคทเีรียทีค่ดัเลอืกได้ทีส่ามารถผลติกรดอนิทรีย์ได้สงูทีส่ดุ มาศกึษาลกัษณะสณัฐานวทิยาบนอาหารแขง็และ
น�ำไปย้อมแกรมตามวิธีใน Begey’s Manual of Systematic Bacteriology และตรวจสอบลักษณะของโคโลนีภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ และน�ำมาพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียโดยเปรียบเทียบล�ำดับเบสของ 16S rRNA ที่เพิ่มจ�ำนวนด้วย
วธิ ีPolymerase chain reaction (PCR) ด้วยเครือ่ง DNA thermal cycle โดยใช้ 8F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 
และ 1492R (5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT) เป็น primers ส�ำหรับโคลนยีน หลังจากนั้นส่งวิเคราะห์ล�ำดับเบสของ
แบคทีเรียที่คัดเลือก และเปรียบเทียบกับล�ำดับเบส 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิดอื่น โดยใช้ฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม 
BLAST ของ National Center of Biotechnology Information databases (NCBI databases)
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การศึกษาความสามารถในการเจริญและการผลิตกรดอินทรีย์
		  ศกึษาความสามารถในการเจรญิและการผลติกรดอนิทรย์ีจากแบคทเีรยีทีร่ะยะเวลาต่าง ๆ โดยเตรยีมอาหารเหลว 
Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเชื้อตั้งต้นร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และน�ำ
ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เก็บผลการทดลองที่ระยะเวลาต่าง ๆ และน�ำมาวิเคราะห์
หาปริมาณกรดมาลิกที่เกิดขึ้น ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Somogyi-Nelson [5] ค่าพีเอช และวัดความเจริญของ
แบคทีเรีย

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย
การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย์จากน�้ำตาลไซโลส
		  จากการคัดแยกตัวอย่างต่าง ๆ  จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี (บางขุนเทียน) ตลาดสี่มุมเมือง
จงัหวดัปทมุธาน ีและโรงงานน�ำ้ตาลจงัหวดัราชบรุ ีจ�ำนวน 401 ตวัอย่าง ด้วยอาหารเหลว Basal พเีอช 7.0 โดยมนี�ำ้ตาล
ไซโลสเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
ความเรว็ 250 รอบ/นาท ีสามารถคดัแยกเชือ้ได้ทัง้หมด 106 ตวัอย่างทีม่กีารเจรญิเตบิโตและท�ำให้พเีอชของอาหารเลีย้ง
เชื้อต�่ำกว่า 5.0 จากนั้นน�ำตัวอย่างมาคัดแยกโคโลนีเดี่ยวบนอาหารแข็งโดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง
โคโลนีเจริญและเกิดบริเวณใส จากผลการทดลองพบว่าโคโลนีบริสุทธิ์ 5 ไอโซเลท คือ LK33, LK34, ML5, FM6.2 และ 
DM6.3 สามารถเจริญและผลิตกรดได้สูงเม่ือใช้น�้ำตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน สังเกตจากบริเวณใสที่เกิดขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียไอโซเลทอื่น ๆ (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 ลักษณะบริเวณใสของจุลินทรีย์สายพันธ์ต่าง ๆ ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดิน
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การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย์จากน�้ำตาลไซโลส
		  จากนั้นน�ำเชื้อทั้ง 5 ไอโซเลท ได้แก่ LK33, LK34, ML5, FM6.2 และ DM6.3 มาผลิตกรดอินทรีย์ในอาหารเหลว 
Basal ปรมิาตร 20 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร ทีม่กีารเตมิแคลเซยีมคาร์บอเนตร้อยละ 1 น�ำ้หนกั/ปรมิาตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และตรวจวัดชนิดกรดอินทรีย์ที่เกิดขึ้น
ด้วยเครือ่ง HPLC จากผลการทดลองพบว่าทัง้ 5 ไอโซเลทผลติกรดมาลกิ กรดซกัซนิกิและกรดฟมูาลกิได้แตกต่างกัน โดย
ไอโซเลท LK33, LK34 และ ML5 สามารถผลิตกรดมาลิกได้สูงคือ24.163±0.458, 30.903±0.958 และ 23.092±0.320 
กรัม/ลติรตามล�ำดบั ส่วนไอโซเลท FM6.2 และ DM6.3 ผลติกรดมาลิกได้เพยีง 0.237±0.024 และ 0.343±0.036 กรมั/ลิตร 
ตามล�ำดับ ส่วนการผลิตกรดซักซินิกพบว่ามีเพียงไอโซเลท LK34 ที่ผลิตได้สูง (1.161±0.037 กรัม/ลิตร) ในขณะที่ 4
ไอโซเลทสามารถผลิตกรดกรดซักซินิกได้น้อย (ระหว่าง 0.059-0.625 กรัม/ลิตร) ส่วนการผลิตกรดฟูมาลิกพบว่าทั้ง 5 
ไอโซเลทผลิตได้ปริมาณน้อยมาก (ตารางที่ 2) จากการทดลองพบว่าไอโซเลท LK34 ที่คัดแยกได้จากใบไม้ผลิตกรดมาลิก
ได้สูงที่สุด ทั้งนี้อาจเนื่องจากใบไม้เป็นของสดเมื่อเกิดการทับถมกันน่าจะเกิดการหมักให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดอินทรีย์ 
อย่างไรก็ตามในธรรมชาติแบคทีเรียสามารถผลิตกรดมาลิกได้โดยน�ำน�้ำตาลไซโลสเข้าสู่วัฏจักร tricarboxylic acid โดย
ผ่านทางวัฏจักร pentose phosepate และถูกเปลี่ยนเป็นสารตัวกลางชนิดอื่น ๆ  จนเกิดเป็นกรดมาลิก [6] หรืออาจจะ
เกิดขึ้นจากกระบวนการ pyruvate carboxylation – oxalacetate reduction pathway ซึ่งไพรูเวท ถูกเปลี่ยนเป็น
กรดออกซาโลอาซติกิและกรดมาลกิตามล�ำดับก่อนส่งออกนอกเซลล์ จึงท�ำให้ตรวจวัดปรมิารกรดมาลิกทีเ่กดิข้ึนในอาหาร
เลี้ยงเชื้อได้ [2]

ตารางท่ี 2 	ปรมิาณกรดมาลกิ กรดซกัซนิกิและกรดฟมูาลิกทีแ่บคทเีรยีไอโซเลทต่าง ๆ ผลิตขึน้ ND (Not Detectable)	
			   หมายถึงไม่สามารถตรวจสอบได้

การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย
		  ไอโซเลท LK34 สามารถผลติกรดมาลกิและกรดซกัซนิกิได้สงูสดุ จงึน�ำมาศกึษาลกัษณะสณัฐานวทิยาบนอาหาร
แข็ง พบว่าโคโลนีมีลักษณะกลม ขอบเรียบ มีสีขาวขุ่นมันวาว ยกตัวจากพื้นผิวเล็กน้อย (ภาพที่ 1a) จากนั้น น�ำมาย้อม
แกรมตามวิธีใน Begey’s Manual of Systematic Bacteriology และตรวจสอบลักษณะของโคโลนีภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ท่ีก�ำลังขยาย 100x พบว่า เซลล์มีรูปแท่ง และติดสีแดงของซัลฟานิน แสดงว่าไอโซเลท LK34 เป็น
แบคทีเรียแกรมลบ (ภาพที่ 1b) และจากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้โดยการเปรียบเทียบล�ำดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA โดยใช้ฐานข้อมูลโปรแกรม BLAST ของ NCBI databases พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ 
LK34 มีความคล้ายคลึงกับ Klebsiella sp. ร้อยละ 99
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ภาพที่ 1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียไอโซเลท LK34 บนอาหารแข็ง (a)
และภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก�ำลังขยาย 100x (b)

การศึกษาความสามารถในการเจริญและการผลิตกรดอินทรีย์
		  น�ำแบคทีเรียไอโซเลท LK34 มาศึกษาความสามารถในการเจริญและติดตามการผลิตกรดมาลิกที่เป็นผลิตภัณฑ์
หลัก โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ1 น�้ำหนัก/ปริมาตร 
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเติมเชื้อตั้งต้นปริมาตรร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญอยู่ใน
ระยะ log phase ในช่วงเวลา 24 ชั่วโมงแรก และจะเข้าสู่ระยะ stationary phase ในช่วงเวลา 24-36 ชั่วโมงต่อมาได้
เข้าสู่ระยะ death phase ในช่วงเวลา 36-72 ชั่วโมง (ภาพที่ 2) ในขณะที่ปริมาณน�้ำตาลเริ่มต้นในชั่วโมงที่ 0 เท่ากับ 
100 กรัม/ลิตร และลดลงตามล�ำดับเมื่อระยะเวลาเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งในชั่วโมงที่ 72 เหลือเพียง 7.27 กรัม/ลิตร ทั้งนี้
เนือ่งจากจลุนิทรย์ีสามารถน�ำน�ำ้ตาลไซโลสไปใช้ในการเจรญิและการสร้างสารต่างๆได้ จงึท�ำให้ปริมาณน�ำ้ตาลลดลงอย่าง
ต่อเนื่อง ส่วนค่าพีเอชของน�้ำหมักลดลงอย่างต่อเนื่องหลังเวลา 12 ชั่วโมง และเมื่อเวลาผ่านไป 72 ชั่วโมง ค่าพีเอชลดลง
จาก 7.0 เหลอื 3.0 ปรมิาณพเีอชทีล่ดลงเนือ่งจากปรมิาณกรดมาลกิทีผ่ลติเพิม่สงูขึน้ และกรดมาลกิผลติได้สงูสดุในชัว่โมง
ที่ 72 มีค่า 35.381 กรัม/ลิตร ค่า Productivity เท่ากับ 0.491 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ในการทดลองน้ีพบว่าแคลเซียม
คาร์บอเนตที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อท�ำหน้าที่ช่วยรักษาค่าพีเอชในระบบไม่ให้ลดลงอย่างรวดเร็ว [7] และพบว่า สาเหตุที่
แบคทีเรีย LK34 สามารถผลิตกรดมาลิกจากน�้ำตาลไซโลสได้ อาจเนื่องจากน�้ำตาลไซโลสไปเหนี่ยวน�ำยีนบางยีนใน 
Klebsiella sp. ให้เกิดผลิตกรดมาลิกเพิ่มขึ้นซึ่งน่าจะแตกต่างจาก Klebsiella sp. สายพันธุ์อื่นๆ ที่เลี้ยงโดยใช้กลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอน จากการค้นคว้าในฐานข้อมลูวิจยัทีผ่่านมาพบว่าแบคทเีรยี LK34 เป็นสายพนัธุแ์รกในจนัีส Klebsiella 
ที่สามารถผลิตกรดมาลิกจากน�้ำตาลไซโลส และใช้ระยะเวลาสั้นที่สุดในการผลิตเพียง 72 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบกับ
จุลินทรีย์สายพันธุ์อื่น ๆ (ตารางที่ 3)
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ภาพที่ 2 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงการเจริญของแบคทีเรีย ปริมาณน�้ำตาไซโลส พีเอช และปริมาณกรดมาลิกของ
แบคทีเรียไอโซเลท LK34 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Basal ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 น�้ำหนัก/ปริมาตร

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ความเร็ว 250 รอบ/นาที

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบการผลิตกรดมาลิกจากแบคทีเรีย LK34 กับจุลินทรีย์สายพันธุ์อื่น ๆ
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สรุปผลการวิจัย
		  จากการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย์ได้สูงจากแหล่งต่าง ๆ (401 ตัวอย่าง) พบว่า
ไอโซเลท LK34 สามารถผลติกรดมาลิกได้สงูท่ีสดุ และเมือ่พิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทเีรยีทีค่ดัแยกได้โดยการเปรยีบเทยีบ
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Klebsiella sp. ร้อยละ 99 เมื่อศึกษาการเจริญและ
การผลิตกรดมาลิกที่ระยะเวลาต่าง ๆ พบว่าในชั่วโมงที่ 72 ไอโซเลท LK34 สามารถผลิตกรดมาลิกได้สูงที่สุดเท่ากับ 
35.381 กรัม/ลิตร และค่า Productivity เท่ากับ 0.491 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง

ค�ำขอบคุณ
		  งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากเงินงบประมาณแผ่นดินหมวดเงินอุดหนุนการวิจัยประจ�ำปีงบประมาณ
2557-2559 ของมหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกล้าธนบรุ ีและโครงการส่งเสรมิการวจิยัในอดุมศกึษาและการพฒันา
มหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติของส�ำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา
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