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บทคดัยอ่ 

งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัแยกและศึกษาคุณลกัษณะของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการหมกั

น ้ าตาลไซโลสให้เป็นกรดมาลิก โดยเก็บตวัอย่างในประเทศไทย 401 ตวัอยา่ง เพาะเล้ียงในอาหาร

เหลว yeast extract peptone (YPX) ท่ีมีน ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นแหล่ง

คาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีแบคทีเรียทั้งหมด 106 ไอโซเลทท่ีสามารถเจริญบนอาหาร 

YPX ท่ีมีน ้ าตาลไซโลสความเขม้ขน้ร้อยละ 10 (ปริมาตร/ปริมาตร) จากนั้นเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 

Basal พีเอช 7.0 ท่ีมีน ้าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (น ้ าหนกั/

ปริมาตร) พบวา่มีแบคทีเรียท่ีผลิตกรดอินทรียแ์ละสร้างบริเวณใส (clear zone) 3 ไอโซเลทไดแ้ก่      

LK 33, LK 34 และ LK 39 ซ่ึงไอโซเลท LK 39 สามารถผลิตกรดมาลิกสูงท่ีสุด 60.02 กรัม/ลิตร ท่ีเวลา 

72 ชัว่โมง แบคทีเรีย LK 39 พบวา่มีลกัษณะรูปแท่ง ยอ้มแกรมติดสีแดง และการพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ย 

16S rRNA พบวา่ไอโซเลท LK 39 มีความคลา้ยคลึงกบั Klebsiella pneumoniae sup species ร้อยละ 99 

โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิกคือเล้ียงในอาหารเหลว Basal ท่ีมีน ้ าตาลไซโลสร้อยละ 

10 (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 (น ้ าหนกั/ปริมาตร) ปริมาณ

เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 5 (ปริมาตร/ปริมาตร) โดยปรับปริมาตรเซลล์ให้มีค่า optical density (OD600) 

ประมาณ 0.5 (38 x 10-8 CFU/mL) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็น

เวลา 72 ชัว่โมง K. pneumoniae LK 39 สามารถผลิตกรดมาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์หลกัเพิ่มสูงข้ึนเท่ากบั 
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72.36 กรัม/ลิตร ค่าก าลงัการผลิตเท่ากบั 0.99 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง และ Yield เท่ากบัร้อยละ 72 จาก

การศึกษากิจกรรมเอนไซมฟ์ูมาเลสของเช้ือ K. pneumoniae LK 39 ซ่ึงเป็นเอนไซมห์ลกัท่ีส าคญัต่อ

การผลิตกรดมาลิกสามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์ฟูมาเลสภายในเซลล์ (intracellular) ใน

ปริมาณท่ีสูงโดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใช้น ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงมี

ปริมาณกิจกรรมเอนไซมฟ์ูมาเลสสูงกวา่เม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 2 เท่า นอกจากน้ี

พบวา่การเติมกรดซิตริก กรดไอโซซิตริก กรดไพรูวกิ หรือกรดไกลออกซาลิกลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี

น ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถเพิ่มปริมาณการผลิตกรดมาลิกของเช้ือ K. pneumoniae    

LK 39 ได้ การเพิ่มความบริสุทธ์ิและวิเคราะห์ชนิดของกรดอินทรียซ่ึ์งเป็นผลิตภณัฑ์หลกัจาก           

K. pneumoniae LK 39 ดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ยืนยนัวา่สารท่ี 

K. pneumoniae LK 39 ผลิตไดคื้อกรดมาลิก งานวิจยัน้ีสามารถคดัแยก K. pneumoniae LK 39 ซ่ึงเป็น

แบคทีเรียชนิดแรกในจีนสั Klebsiella ท่ีสามารถผลิตกรดมาลิกจากน ้ าตาลไซโลสและใชเ้ป็นแนวทาง

ในการผลิตกรดมาลิกจากน ้าตาลไซโลสไดใ้นอนาคต  
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Abstract 
The objective of this study is to isolate and characterize bacteria that capable of producing malic 

acid from xylose. A total of 401 samples were collected from various sources in Thailand and 

inoculated directly into yeast extract peptone (YPX) medium broth containing 10% (v/v) xylose as 

the carbon source at 37°C. There are 106 bacteria were able to grow in the YPX medium broth. 

After incubation in basal medium broth (pH 7.0) including 10% (v/v) xylose and with added 1% 

(w/v) CaCO3, 3 isolates designated LK 33, LK 34 and LK 39 produced high organic acid and clear 

zone. The result showed that the isolate LK 39 produced the highest amount of malic acid (60.02 

g/L at 72 hr). Biochemical test show that LK 39 was a rod shape, gram negative. Molecular levels 

nucleotide sequences of 16S rRNA showed LK 39 to be similar to Klebsiella pneumoniae sub 

species (sequence identity, 99%). The optimization condition of malic acid production are in basal 

medium containing of 10% (v/v) xylose  as a carbon source, 5% (w/v) CaCO3, 5% (v/v) inoculums 

starter and adjusted initiate OD600 at 0.5 nm (38 x 10-8 CFU/mL) incubated at 37°C, 250 rpm for 72 

hr. The K. pneumoniae LK 39 produced the highest amount of malic acid at 72.36 g/L, 72%yield, 

productivity 0.99 g/L/h. The study of fumarase activity from K. pneumonia LK 39 which is the key 
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factor for malic acid production, found that fumarase activity was investigated high as intracellular 

enzyme. Especially, cultivation of the K. pneumonia LK 39 by using xylose as a carbon source 

which gave the fumarase activity 2 times higher yield than glucose. Moreover, when citric acid, 

isocitric acid, pyruvic acid or glyoxalic acid was added in the medium contained xylose as carbon 

source, it could increase malic acid production. The purification and identification of organic acid 

from culture supernatant of K. pneumonia LK 39 by High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) revealed that the main organic acid produced from K. pneumonia LK 39 is malic acid. This 

is the first report to isolation of K. pneumonia LK 39 and show that genus Klebsiella can produce 

malic acid from xylose. Moreover, this is promising microorganism for malic acid production from 

xylose. 
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