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บทที ่4  

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 การแยกและคดัเลอืกแบคทเีรีย 
 

4.1.1 การคดัแยกแบคทเีรียทีม่ีความสามารถใช้นํา้ตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน 

 

จากการเก็บตวัอย่างจากดิน (S) 126 ตวัอย่าง กองใบไม ้ (LK) 41 ตวัอย่าง และดอกไม ้(FM)               

29 ตวัอยา่ง ภายในมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้ธนบุรี พื้นท่ีการศึกษาบางขุนเทียน และ 

ผลไมเ้น่าเสีย (BF) 35 ตวัอยา่ง นํ้ าผลไม ้ (BW) 27 ตวัอยา่ง ผกัเน่าเสีย (BV) 46 ตวัอยา่ง อาหารดอง 

(BD) 38 ตวัอยา่ง และลูกแป้งขา้วหมาก (DM) 24 ตวัอยา่ง จากตลาดส่ีมุมเมืองจงัหวดัปทุมธานี และ

ตวัอยา่งดินจากโรงงานนํ้ าตาลจงัหวดัราชบุรี (ML) 35 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 401 ตวัอยา่ง (ตารางท่ี 

4.1) และเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว yeast extract peptone ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสความเขม้ขน้

ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน (YPX) โดยเติมกรดโพรพิโอนิกร้อยละ 0.01 

ปริมาตร/ปริมาตร เพื่อยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 

รอบ/นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สังเกตการเจริญของจุลินทรีย ์(ทาํซํ้ า 2-3 รอบ) พบว่ามีการเจริญของ
จุลินทรียท่ี์สามารถใชน้ํ้ าตาลความเขม้ขน้สูงร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร ซ่ึงสังเกตจากความขุ่นของ

อาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นนาํจุลินทรียท่ี์เจริญไดใ้นอาหาร YPX มาคดัแยกโคโลนีเด่ียวโดยวิธี cross 

streak บนอาหารแขง็ YPX และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วนั สามารถคดั

แยกโคโลนีเด่ียวท่ีเป็นแบคทีเรียและเจริญในนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร ได้

ทั้งหมด 106 ไอโซเลท  (ตารางท่ี4.2) 
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ตารางท่ี 4.1 สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ชนิดตวัอยา่ง จาํนวนตวัอยา่ง และแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร yeast 

        extract peptone ท่ีมีไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 

สถานท่ีเกบ็ตวัอยา่ง 
ชนิดตวัอยา่ง 

(Crode) 

จาํนวน 

(ตวัอยา่ง) 

แบคทีเรียเด่ียวท่ี

เจริญบนอาหารแขง็ 

YPX 

(ไอโซเลท) 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี

พระจอมเกลา้ธนบุรี 

ดิน (S) 126 30 

กองใบไม ้(LK) 41 7 

ดอกไม ้(FM) 29 5 

 

 

ตลาดส่ีมุมเมือง จงัหวดั

ปทุมธานี 

ผลไมเ้น่าเสีย (BF) 35 8 

นํ้าผลไม ้(BW) 27 6 

ผกัเน่าเสีย (BV) 46 12 

อาหารดอง (BD) 38 7 

ลูกแป้งขา้วหมาก (DM) 24 4 

โรงงานนํ้าตาล จงัหวดั

ราชบุรี 

ดิน (ML) 35 27 

รวม  401 106 

 

4.1.2 การคดัแยกแบคทเีรียทีม่ีความสามารถในการผลติกรดอนิทรีย์จากนํา้ตาลไซโลสใน

อาหารทีม่ีไนโตรเจนจาํกดั 

 

นาํแบคทีเรียเด่ียวท่ีสามารถเจริญในอาหาร YPX เม่ือมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/

ปริมาตรใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน ทั้งหมด 106 ไอโซเลท จากขอ้ 4.1.1 มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 

Basal อาหารท่ีมีไนโตรเจนจาํกดัซ่ึงเหมาะสมกบัการผลิตกรดอินทรีย ์(Takeshi และคณะ, 1981)  ปรับ

พีเอชเท่ากบั 7.0 ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ี
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ความเร็ว 250 รอบ/นาที  พบว่าตวัอยา่งเช้ือท่ีมีการ

เจริญเติบโต (อาหารขุ่น) และมีค่าพีเอชในอาหารตํ่ากว่าพีเอช 5.0 มีทั้งหมด 47 ไอโซเลท (ตารางท่ี 

4.2) ท่ีสามารถเจริญในอาหารเหลว Basal และเพียง 6 ไอโซเลทท่ีเป็นแบคทีเรียและสามารถเจริญใน

อาหารเหลว Basal และมีค่าพีเอชในอาหารตํ่ากวา่พีเอช 5.0 (ตารางท่ี 4.2)  

 

ตารางที่ 4.2 ตวัอยา่งไอโซเลทท่ีเจริญไดใ้นอาหารเหลว yeast extract peptone xylose (YPX) อาหาร

        เหลว basal และไอโซเลทท่ีมีค่าพีเอชตํ่ากวา่ 5.0          

 

ชนิดตวัอยา่ง 

จุลินทรียเ์ด่ียวท่ีเจริญ 

บนอาหารแขง็ YPX 

(ไอโซเลท) 

จุลินทรียท่ี์เจริญ 

ในอาหารเหลว Basal 

(ไอโซเลท) 

จุลินทรียท่ี์เจริญ 

ในอาหารเหลว Basal  

ท่ีมี pH < 5.0 

 (ไอโซเลท) 

1. ดิน (S) 27 14 ND 

2. กองใบไม ้(LK) 7 5 3 

3. ดอกไม ้(FM) 5 ND 1 

4. ผลไมเ้น่า (BF) 8 2 ND 

5. นํ้าผลไม ้(BW) 6 3 ND 

6. เศษอาหาร (BO) 12 8 ND 

7. อาหารดอง (BD) 7 ND ND 

8.ลูกแป้งขา้วหมาก (DM) 4 ND 1 

9. ดิน (ML) 30 15 1 

รวม 106 47 6 

หมายเหตุ ND = Not Detection (ไม่สามารถตรวจพบ) 
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4.1.3 การคดัเลอืกแบคทเีรียทีม่ีความสามารถในการผลติกรดมาลกิ 

  
นาํจุลินทรียท์ั้ง 6 ไอโซเลทไดแ้ก่ ไดแ้ก่ LK 33, LK 34, LK 39, ML 5, FM 6.2, และ DM 6.3 ท่ีเจริญ

ในอาหารเหลว Basal ท่ีมีค่าพีเอชตํ่ากว่า 5.0 (ตารางท่ี 4.2) มาทาํสอบการสร้างกรดอินทรียบ์นอาหาร

แขง็ท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร พบว่า LK 33, LK 34 และ LK 39 สามารถ

สร้างบริเวณใส (clear zone) สูงท่ีสุดโดยวดัจากค่า clear zone/colony เท่ากบั 4.00, 3.05 และ 4.33 

เซนติเมตร ตามลาํดบั เม่ือบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.3, รูปท่ี 4.1a และรูปท่ี 4.1b )จากนั้นนาํ

จุลินทรียท่ี์สร้างบริเวณใส (clear zone) สูงสุดไปทาํการศึกษาขั้นตอนต่างๆต่อไป 

 

ตารางที่ 4.3 ลกัษณะปรากฏและความสามารถในการผลิตกรดของจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดบ้นอาหาร

        แขง็ Basal  
 

 

  

 

 

 

 

Isolates Morphology Diameter of clear zone/colony zone 

LK 33 วงกลม สีขาวขุ่น ขอบหยกั 4.00 

LK 34  วงกลม สีขาวขุ่น ขอบเรียบ 3.05 

LK 39 วงกลม สีขาวขุ่น ขอบเรียบ 4.33 

ML 5 วงกลม สีขาวขุ่น ขอบเรียบ 2.00 

FM 6.2 วงกลม สีขาวขุ่น ขอบหยกั 2.83 

FM 6.3 วงกลม สีขาวขุ่น ขอบหยกั 2.45 
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      (a)                                                                          (b) 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.1 ลกัษณะการเกิดบริเวณใส (clear zone) บนอาหารแขง็ Basal ท่ีเติมแคลเซียมแคลบอเนต 

  ร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร ของจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดท่ี้มีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ  

  10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน รูป a คือ 1. LK 33, 2. LK 34, 3 และ LK 39 

  รูป b คือ 4. ML 5, 5. FM 6.2 และ 6. DM 6.3  

 
จากนั้นนาํจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตบริเวณใสสูงท่ีสุดคือ LK 33, LK 34 และ LK 39 มาทดสอบผลิต
กรดอินทรียใ์นอาหารเหลว Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติม
แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 (นํ้าหนกั/ปริมาตร) และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
250 รอบ/นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และตรวจวดัชนิดกรดอินทรียท่ี์เกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง HPLC จากผล
การทดลองพบว่าทั้ง 3 ไอโซเลทผลิตกรดมาลิก กรดซกัซินิกและกรดฟูมาลิก โดยไอโซเลท LK 39 
สามารถผลิตกรดมาลิกไดสู้งคือ 32.425±0.527  ลาํดบัต่อมาคือ LK34 และ LK 33 สามารถผลิตกรดมา
ลิกไดเ้ท่ากบั 30.903±0.9508 และ 24.163±0.458 กรัม/ลิตรตามลาํดบั ส่วนกรดซกัซินิกพบว่าไอโซ
เลท LK 34 ผลิตไดสู้งท่ีสุดคือ 1.161±0.037 กรัม/ลิตร และขณะท่ีอีก 2 ไอโซเลทสามารถผลิตกรด
กรดซกัซินิกระหว่าง 0.625-0.837 กรัม/ลิตร ส่วนกรดฟูมาลิกทั้ง 2 ไอโซเลท ผลิตไดป้ริมาณตํ่า 
(ตารางท่ี 4.4)  
 
 
 
 
 
 

1 
2 

3 

4 

5 

6 
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ตารางที ่4.4 ปริมาณกรดมาลิก กรดซกัซินิกและกรดฟมูาลิกท่ีแบคทีเรียไอโซเลทต่างๆ ผลิตข้ึน  

 
 

4.2 การผลติกรดอนิทรีย์  
 

4.2.1 ศึกษาความเจริญและคดัเลอืกจุลนิทรีย์ทีม่ีความสามารถในการผลติกรดอนิทรีย์  

 

นาํไอโซเลท LK 33, LK 34 และ LK 39 มาศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมและคดัเลือกไอโซเลทท่ีผลิต

กรดอินทรียไ์ดสู้งสุด เน่ืองจากทั้ง 3 ไอโซเลทสามารถเจริญในอาหารเหลวโดยมีค่า  พีเอชในอาหาร

ตํ่ากว่าพีเอช 5.0 และสร้างบริเวณใส (clear zone) ขนาดใหญ่รอบโคโลนี โดยวดัค่าจาก clear 

zone/colony มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตรโดยมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อย

ละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร 

(Takeshi และคณะ, 1981) นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เก็บตวัอยา่ง

ท่ีระยะเวลาต่างๆ พบว่า ไอไซเลท LK 33 มีนํ้ าตาลเร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 100 กรัม/ลิตร และลดลง

ตามลาํดบัเม่ือระยะเวลาเพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 96 เหลือเพียง 19.07 กรัม/ลิตร เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถ

นาํนํ้ าตาลไซโลสไปใชใ้นการเจริญและการสร้างสารต่างๆ ได ้จึงทาํให้ปริมาณนํ้ าตาลลดลงอย่าง

ต่อเน่ือง สาํหรับการเจริญช่วง lag และ log phase จะอยูท่ี่ 0 - 18 ชัว่โมง ช่วง stationary phase อยูท่ี่    

24 - 30 ชัว่โมง และเขา้สู่ระยะ death phase หลงัชัว่โมงท่ี 30  

 

สาํหรับค่าพีเอชของนํ้ าหมกั LK 33 เร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 7.0 และลดลงอยา่งต่อเน่ืองหลงัเวลา 12 

ชัว่โมง และเม่ือเวลาผา่นไปท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ค่าพีเอชจะลดลงจาก 7.0 เหลือ 3.0 ปริมาณค่าพีเอชท่ี

ลดลงเน่ืองจากจุลินทรียผ์ลิตกรดท่ีเพิ่มสูงข้ึนซ่ึงเป็นผลิตภณัฑจ์ากเมตาบอลิซึมของเซลล ์โดยตรวจวดั

Isolates Organic acids (g/L) 

Malic acid  Succinic acid  Fumaric acid  

LK 33 24.163±0.458 0.625 ±0.085 0.001±0.000 

LK 34 30.903±0.958 1.161±0.037 0.002±0.001 

LK 39 32.425±0.527   0.837±0.022 0.000 
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ปริมาณกรดอินทรียท่ี์เกิดข้ึนโดยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ

สารละลายกรดอินทรียม์าตรฐานท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีคือกรดมาลิก กรดมาโลนิก กรดซกั    ซินิก กรด

แลก็ติด กรดอิทาคอนิก และกรดฟูมาลิก (ภาคผนวก ค.1) และอาหารเล้ียงเช้ือ Basal ในชัว่โมงท่ี 0 

เป็นชุดควบคุม (control) (ภาคผนวก ค.2) ผลการทดลองพบว่า LK 33 สามารถผลิตกรดมาลิกเป็น

ผลิตภณัฑห์ลกัไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 25.41 กรัม /ลิตร รองลงมาคือกรดซลัซินิกเท่ากบั 1.26 กรัม/ลิตร 

และกรดฟูมาลิกสามารถผลิตไดเ้พียง 0.01 กรัม/ลิตร ท่ีเวลา 96  ชัว่โมง (รูปท่ี 4.2 และ รูปท่ี 4.3) 

อย่างไรก็ตาม LK 33 น่าจะผลิตกรดอินทรียอ่ื์นๆไดอี้กนอกเหนือจากสารละลายมาตรฐานท่ีใช้

ตรวจวดั  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2  รูปแบบการเจริญของแบคทีเรีย ปริมาณนํ้ าตาไซโลส พีเอช และปริมาณกรดมาลิกของ

    แบคทีเรียไอโซเลท LK 33 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Basal ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต   

                 ร้อยละ1นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที  
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รูปที ่4.3 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของจุลินทรียไ์อโซเลท LK 33 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
   ความเขม้ขน้นํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 
   นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง 
   โดยพีคท่ี 1. คือ กรดมาลิก 2. คือกรดซลัซินิก 3. คือกรดฟมูาลิก  
 

 ไอไซเลท LK 34 มีนํ้ าตาลเร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 100 กรัม/ลิตร และลดลงตามลาํดบัเม่ือระยะ

เพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 96 เหลือเพียง 7.65 กรัม/ลิตร เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถนาํนํ้ าตาลไซโลสไปใชใ้น

การเจริญและการสร้างสารต่างๆ ได ้จึงทาํใหป้ริมาณนํ้ าตาลลดลงอยา่งต่อเน่ือง สาํหรับการเจริญช่วง 

lag และ log phase อยูช่่วง 0 - 18 ชัว่โมง และมีช่วง stationary phase ท่ีสั้นมาก และเขา้สู่ระยะ death 

phase ท่ีชัว่โมง 24  ส่วนค่าพีเอชของนํ้ าหมกั LK 34 เร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 7.0 และลดลงอยา่ง

ต่อเน่ืองหลงัเวลา 12 ชัว่โมง และเม่ือเวลาผา่นไปท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ค่าพีเอชจะลดลงจาก 7.0 เหลือ 3.0 

ปริมาณพีเอชท่ีลดลงเน่ืองจากจุลินทรียผ์ลิตกรดท่ีเพิ่มสูงข้ึนซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์จากเมตาบอลิซึมของ

เซลล ์โดยตรวจวดัปริมาณกรดอินทรียท่ี์เกิดข้ึนโดยเคร่ือง HPLC ซ่ึง LK 34 สามารถผลิตกรดมาลิก

เป็นผลิตภณัฑห์ลกัไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 35.38 กรัม /ลิตร รองลงมาคือกรดซลัซินิกเท่ากบั 0.66  กรัม/ลิตร 

และกรดฟมูาลิกสามารถผลิตไดเ้พียง 0.01 กรัม/ลิตร ท่ีเวลา 96  ชัว่โมง (รูปท่ี 4.4 และ รูปท่ี 4.5 )  

1 

2 3 
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รูปที่ 4.4 รูปแบบการเจริญการเจริญของแบคทีเรีย ปริมาณนํ้ าตาไซโลส พีเอช และปริมาณกรด        

  มาลิกของแบคทีเรียไอโซเลท LK 34  ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Basal ท่ีเติมแคลเซียม

  คาร์บอเนตร้อยละ1 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/

  นาที  

 

 

 

 

 

 
รูปที ่4.5 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของจุลินทรียไ์อโซเลท LK 34 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
  ความเขม้ขน้นํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 
  นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง 
 โดยพีคท่ี 1. คือกรดมาลิก 2. คือกรดซลัซินิก 3. คือกรดฟมูาลิก  
 

1 

2 3 
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ไอไซเลท LK 39 มีนํ้ าตาลเร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 100 กรัม/ลิตร และลดลงตามลาํดบัเม่ือระยะ

เพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 96 เหลือเพียง 20.13 กรัม/ลิตร เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถนาํนํ้ าตาลไซโลสไปใช้

ในการเจริญและการสร้างสารต่างๆ ได ้จึงทาํใหป้ริมาณนํ้ าตาลลดลงอยา่งต่อเน่ือง สาํหรับการเจริญ

ช่วง lag และ log phase อยูช่่วง 0 - 18 ชัว่โมง และมีช่วง stationary phase ท่ีชัว่โมง 24 – 30 และเขา้สู่

ระยะ death phase หลงัชัว่โมงท่ี 30  ส่วนค่าพีเอชของนํ้ าหมกั LK 39 เร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 7.0 

และลดลงต่อเน่ืองหลงัชัว่โมงท่ี 6 และเม่ือเวลาผา่นไปท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ค่าพีเอชจะลดลงจาก 7.0 

เหลือ 3.0 ปริมาณพีเอชท่ีลดลงเน่ืองจากจุลินทรียผ์ลิตกรดท่ีเพิ่มสูงข้ึนซ่ึงเป็นผลิตภณัฑจ์ากเมตาบอลิ

ซึมของเซลล ์โดยตรวจวดัปริมาณกรดอินทรียท่ี์เกิดข้ึนโดยเคร่ือง HPLC ซ่ึง LK 39 สามารถผลิตกรด

มาลิกเป็นผลิตภณัฑห์ลกัไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 61.25 กรัม/ลิตร รองลงมาคือกรดซัลซินิกเท่ากบั 0.84 

กรัม/ลิตร และกรดฟมูาลิกสามารถผลิตไดเ้พียง 0.01 กรัม/ลิตร ท่ีเวลา 96  ชัว่โมง (รูปท่ี 4.6 – 4.7)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6 รูปแบบการเจริญการเจริญของแบคทีเรีย ปริมาณนํ้ าตาไซโลส พีเอช และปริมาณกรด        

    มาลิกของแบคทีเรียไอโซเลท LK 39 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลว Basal เติมแคลเซียม     

                 คาร์บอเนตร้อยละ1 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/ 

    นาที 

 

 

  



55 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของจุลินทรียไ์อโซเลท LK 39ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
   ความเขม้ขน้นํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 
  นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที โดยพีคท่ี 1. คือ
  กรดมาลิก 2. คือกรดซลัซินิก 3. คือกรดฟมูาลิก 
 
จากผลการทดลองสรุปไดว้่าท่ีเวลา 96 ชัว่โมง LK 33, LK 34 และ LK 39 สามารถผลิตกรดมาลิกเป็น
ผลิตภณัฑห์ลกัไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 25.41, 35.38 และ 61.25 กรัม/ลิตร รองลงมาคือกรดซลัซินิกเท่ากบั 
1.26, 0.66  และ 0.84 g/L และกรดฟูมาลิกทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถผลิตไดเ้พียง 0.01 กรัม/ลิตร ท่ีเวลา 
96  ชัว่โมง วิเคราะห์กรดอินทรียท่ี์เกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง HPLC โดยเปรียบเทียบกบัสารละลายกรดอินทรีย์
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค.1) และอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Basal ท่ีชัว่โมงท่ี 0 ใชเ้ป็นชุดควบคุม (control) 
(ภาคผนวก ค.2) สาเหตุท่ีตรวจพบกรดมาลิกได้สูงอาจเกิดจากนํ้ าตาลไซโลสถูกนําเขา้สู่วฎัจักร 
tricarboxylic acid โดยผา่นทางวฎัจกัร pentose phosepate และถูกเปล่ียนเป็นสารตวักลางชนิดอ่ืนๆ 
จนเกิดเป็นกรดมาลิก ซ่ึงกรดมาลิกท่ีผลิตและส่งออกนอกเซลล์อาจทาํหน้าท่ียบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียช์นิดอ่ืน และกรดมาลิกท่ีเหลืออยูภ่ายในเซลลอ์าจจะทาํหนา้ท่ีเป็นสารตั้งตน้เพื่อเปล่ียนเป็น
สารอ่ืนๆท่ีเป็นประโยชน์ต่อจุลินทรีย ์(Schmidt และคณะ, 1996)) หรือการผลิตกรดมาลิกอีก
กระบวนการหน่ึงคือ pyruvate  carboxylation – oxalacetate reduction pathway ซ่ึงไพรูเวทถูก
เปล่ียนเป็นกรดออกซาโลอาซิติกและถูกเปล่ียนเป็นกรดมาลิก และกรดมาลิกจึงถูกส่งออกนอกเซลล ์
จึงทาํใหต้รวจวดัปริมารกรดมาลิกท่ีเกิดข้ึนได ้(Ibrar และคณะ, 2013)  
 
 ในการศึกษาขั้นตอนต่อไปในการผลิตกรดมาลิกจะเลือกไอโซเลท LK 39 เน่ืองจาก สามารถผลิต

กรดมาลิกไดสู้งท่ีสุดคือ 61.25 กรัม/ลิตร เม่ือเทียบกบัไอโซเลท LK 33  และ LK 34 เท่ากบั  25.41 

2 3 

1 
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และ 35.38 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั ซ่ึงกรดมาลิกของไอโซเลท LK 39 สามารถผลิตสูงสุดในชัว่โมงท่ี 96 

คือ 61.25 กรัม/ลิตร และค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 61 ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.63กรัม/ลิตร/ชัว่โมง แต่

ในชัว่โมงท่ี 72 พบวา่กรดมาลิกท่ีไอโซเลท LK 39 มีค่า 60.02 กรัม/ลิตรและค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 60  

ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.83 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง (รูปท่ี 4.6 – 4.7)  ซ่ึงมีค่าไม่แตกต่างกนักบัชัว่โมงท่ี 96 

ดงันั้นในการทดลองขั้นตอนต่อไปจะผลิตกรดมาลิกจากไอโซเลท LK 39 โดยใชร้ะยะเวลาผลิตกรดท่ี 

72 ชัว่โมง  

 

4.3 การตรวจสอบลกัษณะสัณฐานวทิยาและพสูิจน์เอกลกัษณ์ของจุลนิทรีย์  
                                                                    

4.3.1. การศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยาของจุลนิทรีย์ไอโซเลท LK 39 
 
ในการศึกษาลกัษณะทางกายภาพของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ LK 39 ตามวิธี Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology (Sneath, 2005) พบว่าลกัษณะสัณฐานวิทยาบนอาหารแขง็มีลกัษณะโคโลนี

เป็นวงกลม ขอบเรียบ สีขาวขุ่น (รูปท่ี 4.8 a) และหลงัจากการยอ้มแกรม (Gram staining) และนาํไป

ส่องกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง สามารถมองเห็นจุลินทรีย ์LK 39 ภายใตก้ลอ้งจุทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 

100X มีรูปร่างแท่งและติดสีแดงของ safranin จึงจดัว่าจุลินทรียไ์อโซเลท LK 39 เป็นแบคทีเรียแกรม

ลม (รูปท่ี 4.8 b)  

 

 

  

 

 

 

รูปที ่4.8 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียไอโซเลท LK 39 บนอาหารแขง็ (a) และภายใตก้ลอ้ง

  จุลทรรศน์กาํลงัขยาย 100X (b)   

(a) (b) 
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4.3.2 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของแบคทเีรียไอโซเลท LK 39 

 
จาํแนกแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้โดยเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัยนี 16S rRNA ท่ีไดจ้ากการสกดั
ดีเอน็เอของแบคทีเรีย ซ่ึงยนี 16S rRNA ถูกเพิ่มจาํนวนดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ดว้ย
เคร่ือง DNA thermal cycle โดยใช  ้8F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) และ 1492R 
(5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT) เป็น primers โคลนยีน 16S rRNA เขา้สู่เวกเตอร์ pGEM T 
– easy และ Transfrom เขา้สู่ Escherichia coli DH5α จากนั้นสกดัพลาสมิดและส่งวิเคราะห์ลาํดบั
เบสของจุลินทรียท่ี์คดัเลือก และเปรียบเทียบกบัลาํดบัเบส 16S rRNA โดยใชฐ้านขอ้มูลดว้ยโปรแกรม 
BLAST ของ National Center of Biotechnology Information databases (NCBI databases)  พบว่า
แบคทีเรียรหสั LK 39 ท่ีไอโซเลทไดคื้อ Klebsiella pneumoniae (ตารางท่ี 4.5) 
 
ตารางที ่4.5  การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดโ้ดยการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์

         ของ 16S rRNA  โดยใชฐ้านขอ้มูลโปรแกรม BLAST ของ NCBI databases 

 
Isolates Type strain Nucleotide (bp.) Similarity (%) 

LK 39 Klebsiella pneumonia sup species 1,510 99 

 

K. pneumoniae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่งและมีแคปซูล เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดท้ั้ง
สภาวะท่ีใชแ้ละไม่ใชอ้ากาศ (Facultative anaerobic) ไม่สามารถเคร่ืองท่ีได ้เป็นจุลินทรียท่ี์สามารถก่อ
โรคได ้แต่เป็นแบคทีเรียท่ีจดัอยูใ่นความปลอดภยัทางชีวภาพระดบั 2 (Biosafety Level 2, BSL2) ซ่ึง
อยูใ่นกลุ่มเดียวกบั Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Staphylococcus aurers และแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนๆ อย่างไรก็ตามสามารถใชศึ้กษาในงานวิจยัไดห้ากปฏิบติัตามหลกัของ BSL 1 ร่วมกบั
มาตรฐานความปลอดภยั การควบคุมการเขา้ออกห้องปฏิบติัการ บุคคลากรตอ้งไดรั้บการฝึกอบรม
และใชอุ้ปกรณ์ความปลอดภยั เช่น ตูป้ลอดเช้ือ Class II (อากาศก่อนเขา้ตูจ้ะกรองผา่น HEPA filter 
แลว้ลงสู่พื้นท่ีปฏิบติังานก่อนปล่อยออกนอกตู)้ (autoclave) (ศนัสนีย ์ ชีระพนัธ, 2555) จากรายงาน
วิจัยท่ีผ่านมาพบว่า K. pneumonia สามารถผลิตสาร 1,3-propanediol ซ่ึงสามารถนําไปใช้ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ มากมายเช่น อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคร่ืองสาํอาง อุตสาหกรรมพอลีเมอร์ 
และอ่ืนๆ เป็นตน้ (Biebl และคณะ, 1999 ; Zeng และ Biebl, 2002 ) ดงันั้นสามารถทาํงานวิจยัเก่ียวกบั 
K. pneumoniae ได ้เน่ืองจากทางหอ้งปฎิบติัการเอนไซมเ์ทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยพีระจอม
เกลา้ธนบุรี เป็นห้องปฏิบติัการท่ีจดัอยูใ่นความปลอดภยัทางชีวภาพระดบั 2 (Biosafety Level 2, 
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BSL2) ซ่ึงภายในห้องปฎิบติัการมีตูป้ลอดเช้ือ Class II  และผูป้ฎิบติัการผ่านการฝึกอบรมความ
ปลอดภยัในห้องปฏิบติัการ มีการสวมถุงมือ เส้ือกาวน์กนัเป้ือน รองเทา้ หนา้กากกนัฝุ่ นละออง ก่อน
เขา้หอ้งปฏิบติัการ และการใชห้มอ้น่ึงฆ่าเช้ือ และสาธารณูปโภคระดบั BSL1 และ K. pneumoniae ยงั
ไม่เคยมีรายงานว่าสามารถผลิตกรดมาลิกจากนํ้ าตาลไซโลสโดยใช ้K. pneumonia ไดเ้ลย ดงันั้นจึง
สนใจเลือกทาํการศึกษาแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดคื้อ สายพนัธ์ุ LK 39 (K. pneumoniae LK39) เพื่อ
ทาํการศึกษาต่อไปโดยศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียและสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิก 
 

4.4 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะในการผลติกรดมาลกิจากนํา้ตาลไซโลส  
 
เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรดมาลิกโดยมีปัจจยัต่างๆ ท่ีส่งผลต่อการผลิตกรด  มาลิก 

ยกตวัอยา่งเช่นสารท่ีปรับสภาพกรด – ด่าง ความเขม้ขน้นํ้ าตาลท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน อุณหภูมิ และ

อ่ืนๆเป็นตน้  

 

4.4.1 ผลของแคลเซียมคาร์บอเนตต่อการผลติกรดมาลกิโดยเช้ือ K. pneumoniae LK 39 
 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากจุลินทรีย์ท่ีคดัเลือกได้โดยศึกษาผลของแคลเซียม
คาร์บอเนตความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ีร้อยละ 1, 5 และ 10 นํ้ าหนกั/ปริมาตร เปรียบเทียบกบัไม่เติม
แคลเซียมคาร์บอเนต ในอาหารเหลว Basal ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/
ปริมาตร จากการทดลองพบวา่ทุกชุดการทดลองมีปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัม/ลิตร และเม่ือ
เวลาผา่นไปทุกชุดการทดลองมีปริมาณนํ้าตาลลดลงเน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถนาํนํ้ าตาลไซโลสไปใช้
ในการเจริญและการสร้างสารต่างๆ รวมทั้งกรดมาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑห์ลกั จึงทาํให้ปริมาณนํ้ าตาล
ลดลงอยา่งต่อเน่ือง โดยปริมาณนํ้ าตาลไซโลสถูกใชเ้พื่อการเจริญและสร้างสารต่างๆมากท่ีสุดเม่ือเติม
แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร รองลงมาคือร้อยละ 10 และ1 นํ้าหนกั/ปริมาตร และ
ไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตตามลาํดบั ซ่ึงการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตมีผลต่อการใชน้ํ้ าตาลเพ่ือการ
เจริญและสร้างสารต่างๆ (รูปท่ี 4.9) 
 
เม่ือศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย K. pneumoniae LK 39 พบว่าชุดการทดลองท่ีเติมแคลเซียม
คาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร มีการเจริญมากท่ีสุด รองลงมาคือร้อยละ 10, 1 นํ้ าหนกั/
ปริมาตร และไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตตามลาํดบั (รูปท่ี 4.10) ทั้งน้ีการเจริญของจุลินทรียอ์าจจะ
ข้ึนกบัค่าพีเอช เพราะค่าพีเอชท่ีเหมาะสมสาํหรับการเจริญของ K.  pneumoniae คือ 6.8 (Khayati และ
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คณะ, 2009)  แต่ค่าพีเอชของชุดการทดลองท่ีไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตและเติมแคลเซียมคาร์บอเนต
ร้อยละ 1 นํ้ าหนกั/ปริมาตร เม่ือเวลาผา่นไปค่าพีเอชในอาหารเล้ียงเช้ือตํ่ากว่า  6.0ซ่ึงไม่เหมาะสมกบั
การเจริญของเช้ือ ทาํใหเ้ช้ือเจริญไดน้อ้ยและผลิตกรดมาลิกไดน้อ้ยกว่าชุดการทดลองท่ีเติมแคลเซียม
คาร์บอเนตร้อยละ 5 และ 10 นํ้าหนกั/ปริมาตร และชุดการทดลองท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 
และ 10 นํ้าหนกั/ปริมาตร จุลินทรียมี์การเจริญอยูใ่นช่วง log phase ในชัว่โมงท่ี 0- 24  และจะพบการ
เจริญในช่วง stationary phase ในชัว่โมงท่ี 24 – 48 ท่ียาวนานกว่าชุดการทดลองท่ีไม่เติมและเติม
แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร เน่ืองจากค่าพีเอชในระบบมีค่าเมาะสมระหว่าง 6.0-
7.0 ทาํให้ K. pneumoniae LK 39 สามารถเจริญไดจึ้งพบการเจริญในช่วง stationary phase และ
อยา่งไรกต็ามความเขม้ขน้ของแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเพิ่มมากข้ึนจนถึงร้อยละ 10 นํ้าหนกั/ปริมาตร จะ
มีผลต่อการลดการเจริญของจุลินทรีย ์เพราะเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของแคลเซียมคาร์บอเนตจะทาํให้
ของแขง็ในระบบเพ่ิมมากข้ึน อาจจะทาํให้นํ้ าอิสระ (free water) ในระบบนอ้ยลง จึงทาํให้ K. 
pneumoniae LK 39 ไม่สามารถนาํนํ้ าไปใชใ้นการเจริญเติบโตได ้(รูปท่ี 4. 10) (รังสินี โสธรวิทย,์ 
2553) 
                                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.9  ปริมาณนํ้ าตาลไซโลสท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK  39 ท่ี

    นํ้าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 

    ต่างๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 
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รูปที ่4.10 การเจริญของ K. pneumoniae LK 39 ในอาหารเหลว Basal ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้       

    ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ต่างๆ บ่มท่ี 

    อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 

 

สาํหรับค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลงระหว่างการเจริญและผลิตกรดมาลิก จากผลการทดลองพบว่าชุดการ

ทดลองไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต  ในชัว่โมงท่ี 0 มีค่าเท่ากบั 5.0 เม่ือชัว่โมงท่ี 24 ค่าพีเอช ลดลง

เท่ากบั 3.0 และคงท่ีตลอดระยะเวลาการหมกั แต่ชุดการทดลองท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 

นํ้าหนกั/ปริมาตร ค่าพีเอชเร่ิมตน้ชัว่โมงท่ี 0 มีค่าเท่ากบั 7.0 เม่ือชัว่โมงท่ี 24 ค่าพีเอชลดลงเท่ากบั 5.0 

ในชัว่โมงท่ี 48 ค่าพีเอชลดลงเท่ากบั 3.0 และคงท่ีตลอดระยะเวลาการหมกั เน่ืองจากมีการผลิตกรดมา

ลิกจาก K. pneumonia LK 39 สาํหรับชุดการทดลองท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 และ 10 พบว่า

ท่ีชัว่โมงท่ี 0 จะมีค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 และสามารถรักษาระดบัความเป็นกรด-ด่างตลอดระยะการ

หมกัในระบบใหมี้ค่าคงท่ีเท่ากบั 6 .0 (รูปท่ี 4.11) จากผลการทดลองน้ีจึงสรุปไดว้่าเม่ือเพิ่มปริมาณ

แคลเซียมคาร์บอเนตมากข้ึนจะมีผลต่อการเจริญและผลิตกรดโดยช่วยปรับค่าพีเอชเร่ิมตน้ และรักษา

ระดบัพีเอชในระบบทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุด ถึงแมว้่าจะมีการผลิตกรดในปริมาณท่ีมาก

ข้ึน (Lee and Holler, 1999)  

 

สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณกรดมาลิกท่ีเกิดข้ึนท่ีระยะเวลาต่างๆโดยนาํอาหารเล้ียงเช้ือมาป่ันแยก

เซลลด์ว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 10 นาที และนาํส่วนใสมากรองผา่นตวักรองขนาด 0.20 ไมครอน เพื่อนาํส่วนใสมาวิเคราะห์

ปริมาณกรดอินทรียด์ว้ยเคร่ือง HPLC พบว่าชุดการทดลองไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตมีปริมาณกรด

มาลิกนอ้ยกว่าการทดลองอ่ืนๆทุกช่วงเวลาและท่ีเวลา 72 ชัว่โมง มีค่า 7.79 กรัม/ลิตร และชุดการ

ทดลองท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1, 5 และ 10 นํ้าหนกั/ปริมาตร ช่วยเพิ่มปริมาณการผลิตกรด

มาลิกสูงท่ีสุดในชัว่โมงท่ี 72 เท่ากบั 58.14, 71.06 และ 59.98 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั ดงันั้นปริมาณ

แคลเซียมแคบอเนตท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร มีความเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตกรด

มาลิก เน่ืองจากสามารถผลิตกรดมาลิกไดสู้งท่ีสุดคือ 71.06 กรัม/ลิตร (รูปท่ี 4.12 และ 4.13 ) จากการ

ทดลองน้ีสรุปไดว้า่ปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเพิ่มมากข้ึน (ร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร) มีส่วนช่วย

ในการผลิตกรดมาลิก แต่ถา้เพิ่มแคลเซียมคาร์บอเนตมากเกินจนถึงร้อยละ 10 นํ้ าหนกั/ปริมาตร จะมี

ผลต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละการผลิตกรดมาลิก จากรายงานของ Goldberg และคณะ (2006) 

รายงานว่าแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาโดยมีส่วนช่วยในการ

ผลิตกรดมาลิก เน่ืองจากว่าแคลเซียมคาร์บอเนตจะแตกตวัเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และแคลเซียม

ประจุบวกสอง ซ่ึงคาร์บอนไดออกไซดจ์ะเป็นตวัช่วยทาํงานร่วมกบัเอนไซม ์pyruvate carboxylase 

เพื่อเปล่ียน pyruvate เป็น oxaloacetate จากนั้น oxaloacetate จะถูกเปล่ียนเป็น malate โดยเอนไซม ์

cytosolic malate dehydroogenase  แคลเซียมท่ีมาจากแคลเซียมคาร์บอเนต จะเขา้สู่เซลลผ์า่นทางช่อง

รับส่งแคลเซียมบริเวณผนงัเซลลจ์ะกลายเป็นแคลเซียมมาเลทและพาแคลเซียมมาเลทออกมาจากเซล์

โดยช่องรับส่งแคลเซียมบริเวณผนงัเซลลเ์ช่นเดิม ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิกคือ 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร นํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร 

แคลเซียมคาร์บอเนตเขม้ขน้ร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร เช้ือตั้งตน้ร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 37°C ท่ีความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง มีปริมาณกรดมาลิกเท่ากบั 71.06 กรัม/

ลิตร ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.99 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง และค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 71 และนอกจากน้ีคาด

วา่ K. pneumoniae LK 39 ยงัผลิตกรดอินทรียอ่ื์นๆไดอี้ก แต่ไม่สามารถวิเคราะห์ไดภ้ายใตส้ภาวะท่ีทาํ

การทดลอง ซ่ึงสารละลายกรดอินทรียม์าตรฐานประกอบดว้ยกรดมาลิก กรดมาโลนิก กรดซักซินิก 

กรดแลก็ติด กรดอิทาคอนิก และ กรดฟูมาลิก (ภาคผนวก ค.1) และอาหารเล้ียงเช้ือ Basal ท่ีชัว่โมงท่ี 0 

ใชเ้ป็นชุดควบคุม (control) (ภาคผนวก ค.2) (รูปท่ี 4.13) ซ่ึงงานวิจยัน้ีไดส้อดคลอ้งกบังานวิจยัของ 

Zhang และคณะ (2011a) ศึกษาผลของการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตกรดมา

ลิก พบว่าเม่ือเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 4 นํ้ าหนัก/ปริมาตรลงในอาหารเล้ียงเช้ือทาํให้เช้ือ 



62 

 

Aureobasidium pullulans ZD-3d สามารถผลิตกรดโพลีมาลิก 45.4 กรัม/ลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัชุด

การทดลองท่ีไม่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตซ่ึงไม่สามารถผลิตกรดมาลิกได ้ 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

รูปที่ 4.11 ค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10  ปริมาตร/

    ปริมาตรของ K. pneumoniae LK 39 เติมแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ บ่มท่ี

    อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 
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รูปที่ 4.12 การเปล่ียนแปลงกรดมาลิกในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีมีนํ้ าตาล

    ไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีความเขม้ขน้

    ต่างๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.13 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเหลว 
     Basal ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อย 
     ละ 5 นํ้าหนกั/ ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที ท่ีเวลา 72 
     ชัว่โมง โดยพีค 1. คือกรดมาลิก 2. คือกรดซลัซินิก  
 

2 

1 
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4.4.2 ผลของนํา้ตาลไซโลสต่อการผลติกรดมาลกิโดยเช้ือ K. pneumoniae LK 39 
 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจาก K. pneumoniae LK 39 โดยศึกษาผลของนํ้ าตาลไซโลส

ความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี ร้อยละ 10, 15 และ 20 ปริมาตร/ปริมาตร เติมลงในอาหาร Basal medium ท่ีมี

ความเขม้ขน้ของแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/

ปริมาตรจากการทดลองขอ้ท่ี 4.4.1 และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที 

เก็บผลการทดลองท่ีระยะเวลาต่างๆ จากการทดลองพบว่าปริมาณนํ้ าตาลเร่ิมตน้ของความเขม้ขน้ร้อย

ละ 10, 15 และ 20 ปริมาตร/ปริมาตร ในชัว่โมงท่ี 0 เท่ากบั 100, 150 และ 200 กรัม/ลิตร และเม่ือเวลา

ผา่นไปปริมาณนํ้ าตาลจะลดลงเน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถนาํนํ้ าตาลไซโลสไปใชใ้นการเจริญและการ

สร้างสารต่างๆ ไดร้วมถึงกรดมาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑห์ลกั (รูปท่ี 4.14) สาํหรับนํ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อยละ 

10 และ 15 ปริมาตร/ปริมาตร พบวา่หลงัจากกระบวนการหมกันํ้าตาลลดลงในปริมาณใกลเ้คียงกนัจาก

เร่ิมตน้ 100 และ 150 กรัม/ลิตร เหลือเพียง 28.17 และ 35.03 กรัม/ลิตร และปริมาณนํ้ าตาลเร่ิมตน้ร้อย

ละ 20  ปริมาตร/ปริมาตรลดลงนอ้ยท่ีสุด จาก 200 กรัม/ลิตร เหลือ 76 กรัม/ลิตร ซ่ึงสามารถสรุปไดว้่า 

K. pneumoniae LK 39 สามารถเจริญและสร้างสารต่างๆไดโ้ดยทนต่อความเขม้ขน้นํ้ าตาลไซโลสร้อย

ละ 10 – 15 ปริมาตร/ปริมาตร จึงทาํใหก้ารเจริญของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 

10 – 15 ปริมาตร/ปริมาตร มีการเจริญใกลเ้คียงกนั แต่ท่ีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลเพ่ิมข้ึนเป็นร้อยละ 20 

ปริมาตร/ปริมาตร K. pneumoniae LK 39 เจริญไดน้อ้ยลง อาจเป็นเพราะว่า K. pneumoniae LK 39 ไม่

สามารถทนปริมาณนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 20 ปริมาตร/ปริมาตร (รูปท่ี 4.15) เน่ืองจากความเขม้ขน้ท่ี

สูงของนํ้าตาลไซโลสมีแรงดนัออสโมซิสท่ีสูงมากอาจทาํใหถ้ถแตกและตายได ้  
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รูปที่ 4.14  การเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้ าตาลไซโลสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆในอาหารเหลว Basal ของ

      K. pneumoniae LK 39 ท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ    

                  37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 การเจริญของ K. pneumoniae LK 39 ในอาหารเหลว Basal เม่ือใชน้ํ้ าตาลไซโลสท่ีความ

    เขม้ขน้ต่างๆ เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนัก/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37        

    องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 
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สาํหรับค่าพีเอช จากผลการทดลองพบว่าชุดการทดลองท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10, 

15 และ 20 ปริมาตร/ปริมาตร และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร พบว่าท่ีชัว่โมง

ท่ี 0 จะมีค่าพีเอชเท่ากบั 7.0 และลดลงในชัว่โมงท่ี 24 และจะคงท่ีตลอดระยะเวลาการหมกัคือ 3.0 (รูป

ท่ี 4.16)  

 

เม่ือวิเคราะห์หาปริมาณกรดอินทรียด์ว้ยเคร่ือง HPLC พบวา่ชุดการทดลองท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล

ไซโลสร้อยละ 15 ปริมาตร/ปริมาตร มีปริมาณกรดมาลิกสูงท่ีสุดเท่ากบั 80.08 กรัม/ลิตร (รูปท่ี 4.17) 

รองลงมาคือท่ีนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 และ 20 ปริมาตร/ปริมาตร มีปริมามาณกรดมาลิกเท่ากบั 70.38 

และ 50.03 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั (รูปท่ี 4.17) เพราะท่ีนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 15 ปริมาตร/ปริมาตร มี

ปริมาณนํ้าตาลสูงข้ึนจึงทาํใหเ้ช้ือจุลินทรียส์ามารถนาํนํ้ าตาลไปใชใ้นการเจริญและการสร้างสารต่างๆ 

ไดม้ากกว่านํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร และความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลท่ีเพิ่มข้ึนเป็นร้อย

ละ 20 ปริมาตร/ปริมาตร K. pneumoniae LK 39 มีการผลิตกรดมาลิกไดน้อ้ยลง อาจเป็นเพราะว่า K. 

pneumoniae LK 39 ไม่สามารถเจริญไดใ้นปริมาณนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 20 ปริมาตร/ปริมาตร (รูปท่ี 

4.15)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16 ค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 เม่ือใชน้ํ้ าตาล

    ไซโลสท่ีความ เขม้ขน้ต่างๆ เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ี

    อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที  
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รูปที ่4.17 การเปล่ียนแปลงกรดมาลิกในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39  เม่ือใชน้ํ้ าตาล

    ไซโลสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ี

     อุณหภูมิ ภ37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที  

 

จากผลการทดลองชุดการทดลองท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้าตาลไซโลสร้อยละ 15 ปริมาตร/ปริมาตร (150 

กรัม/ลิตร) มีปริมาณกรดมาลิกสูงท่ีสุดเท่ากบั 80.08 กรัม/ลิตร (รูปท่ี 4.17) แต่เม่ือนาํมาคิดค่ากาํลงัการ

ผลิตเท่ากบั 1.10 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง ค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 53 และเม่ือเปรียบเทียบกบัค่า ผลไดท่ี้ความ

เขม้ขน้ของนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร ซ่ึงสามารถผลิตกรดมาลิกเท่ากบั 70.38 กรัม/

ลิตร เม่ือคิดค่าผลไดจ้ะเท่ากบัร้อยละ 70 เม่ือนาํไปประยกุตใ์ชใ้นโรงงานอุตสาหกรรมนั้นจะวิเคราะห์

เฉพาะค่าผลได ้ซ่ึงหมายถึงว่าการนาํสับเสตรทไปใชใ้นการผลิตผลิตภณัฑไ์ดอ้ยา่งสูงสุด ทาํใหรั้กษา

ตน้ทุนในการผลิตได ้ ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิกคือความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลไซโล

สร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เน่ืองจากมีค่าผลไดม้ากกว่าการใชน้ํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 15 

ปริมาตร/ปริมาตร แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร เช้ือตั้งตน้ร้อยละ 5 ปริมาตร/

ปริมาตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียลส ท่ีความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง มี

ปริมาณกรดมาลิกเกิดข้ึนเท่ากบั 70.38 กรัม/ลิตร ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.97 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง และ 

ค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 70 
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4.4.3 ผลของชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการผลติกรดมาลกิโดยเช้ือ K. pneumoniae LK 39 
 
4.4.3.1 ผลของนํา้ตาลโมเลกลุเดี่ยวทีใ่ช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
 ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว โดยเตรียม

อาหารเหลว Basal และความเขม้ขน้ของแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร และเติม

นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ นํ้ าตาลไซโลส  อะราบิโนส กลูโคส แมนโนส กาแลตโตส ท่ี

ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร หลงัจากการเล้ียงเช้ือและเก็บตวัอยา่งท่ีระยะเวลาต่างๆ 

พบว่าปริมาณนํ้ าตาลเร่ิมตน้เท่ากับ 100 กรัม/ลิตร เม่ือเวลาผ่านไปปริมาณนํ้ าตาลลดลงเน่ืองจาก

จุลินทรียส์ามารถนาํนํ้าตาลไปใชใ้นการเจริญและสร้างสารต่างๆไดร้วมถึงกรดมาลิก  (รูปท่ี 4.18) เม่ือ

เปรียบเทียบผลของการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่างๆพบว่าปริมาณนํ้ าตาลไซโซสลดลงมากกว่านํ้ าตาลอ่ืนๆ 

เหลือเพียง 20 กรัม/ลิตร จากนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้100 กรัม/ลิตร เน่ืองจาก K. pneumoniae LK 39 

สามารถนาํนํ้ าตาลไปใชใ้นการเจริญและสร้างสารต่างๆไดม้ากกว่านํ้ าตาลกลูโคส อะราบิโนส แมน

โนส กาแลค็โตส ตามลาํดบั 

 

เม่ือวดัความเจริญพบว่า K. pneumonia LK 39 เจริญไดดี้ในนํ้ าตาลไซโลส รองลงมาคือนํ้ าตาลกลูโคส 

นํ้ าตาลอะราบิโนส นํ้ าตาลแมนโนส และนํ้ าตาลกาแลค็โตส ตามลาํดบั โดยนํ้ าตาลทุกชนิดมีช่วง log 

phase อยูใ่นช่วง 0 - 24 ชัว่โมง จากนั้นจะเขา้สู่ stationary phase ในช่วง 24-28 ชัว่โมงและเขา้สู่ระยะ 

death phase หลงัจากชัว่โมงท่ี 48 (รูปท่ี 4.19) จากผลการทดลองสรุปไดว้่า K. pneumoniae LK 39 

สามารถเจริญและทนปริมาณนํ้ าตาลไซโลสท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร ไดดี้กว่า

ปริมาณนํ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ จึงสามารถใชน้ํ้ าตาลและการเจริญไดดี้กว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ เพราะจุลินทรีย์

แต่ละสายพนัธ์ุสามารถทนความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลแต่ละชนิดได้ไม่เท่ากัน และถา้ปริมาณความ

เขม้ขน้ของนํ้าตาลมากเกินไปอาจจะยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ 
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รูปที่ 4.18 ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีเติม

     นํ้าตาลชนิดต่างๆเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5    

                  นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.19 การเจริญของ K. pneumoniae LK 39 ในอาหารเหลว Basal ท่ีเติมนํ้ าตาลชนิดต่างๆ เขม้ขน้

    ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ี  

                 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 
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สาํหรับค่าพีเอช จากผลการทดลองพบว่าชุดการทดลองของนํ้ าตาลทุกชนิดจะมีค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 

7.0 และนํ้าตาลไซโลสจะมีค่าพีเอชลดลงในชัว่โมงท่ี 24 เท่ากบั 6.0 และคงท่ีตลอดระยะเวลาการหมกั 

ส่วนนํ้ าตาลกลูโคส แมนโนส อะราบิโนส จะมีค่าพีเอช 7.0 ในช่วงโมงท่ี 0 – 24 ชัว่โมง และจะลดลง

เท่ากบั 6.0 ในชัว่โมงท่ี 48 และคงท่ีจนถึงชัว่โมงท่ี 72  และนํ้ าตาลกาแลค็โตสจะมีค่าพีเอช 7.0 ตั้งแต่

ชัว่โมงท่ี 0-48 ชัว่โมงและจะลดลงเหลือพีเอช 6.0 ในชัว่โมงท่ี 72 (รูปท่ี 4.20) ซ่ึงจากผลการทดลองจะ

เห็นวา่ค่าพีเอชของนํ้ าตาลไซโลสลดลงมากกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากปริมาณกรดมาลิกท่ีผลิตได้

จากนํ้าตาลไซโลสมีค่าสูงกวา่ปริมาณนํ้าตาลชนิดอ่ืน (รูปท่ี 4.21) 

 

เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดอินทรียด์ว้ยเคร่ือง HPLC พบว่าชุดการทดลองท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่ง

คาร์บอนมีปริมาณกรดมาลิกสูงท่ีสุดเท่ากบั 72.36 กรัม/ลิตร ส่วนนํ้ าตาลอ่ืนๆไดแ้ก่ นํ้ าตาลกลูโคส 

นํ้าตาลกาแลค็โตส นํ้าตาลแมนโนส และนํ้ าตาลอะราบิโนส มีปริมาณกรดมาลิกใกลเ้คียงกนัและนอ้ย

กว่านํ้ าตาลไซโลส (รูปท่ี 4.21) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะว่านํ้ าตาลไซโลสไปเหน่ียวนาํยีนต่างๆท่ีเก่ียวขอ้ง

กบัการผลิตกรดมาลิกให้มีการแสดงออกของยีนมากข้ึน จึงทาํให้ผลิตกรดมาลิกไดป้ริมาณมากเม่ือ

เทียบกบัแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆ ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิกคือ อาหารเหลว 

Basal ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร แคลเซียม

คาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร เช้ือจุลินทรียต์ั้งตน้ร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร และบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลลเซียลส เขยา่ความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง มีปริมาณกรด  มาลิก

เท่ากบั 72.36 กรัม/ลิตร ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.99 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง และค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 72  

(รูปท่ี 4.21-4.22)  
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รูปที่ 4.20 ค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีเติมนํ้ าตาลชนิด

    ต่างๆเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/   

                 ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.21 การเปล่ียนแปลงกรดมาลิกในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีเติมนํ้าตาล   

                 ชนิดต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5    

                 นํ้าหนกั/ ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว รอบ 250 รอบ/นาที   
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รูปที่ 4.22 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของ K. pneumoniae LK 39  ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
     ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 
     นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง ความเร็ว 250 รอบ/
     นาที โดยพีคท่ี 1. คือกรดมาลิก 2. คือกรดซกัซินิก  
 
4.4.3.2 ผลของพอลเิมอร์ทีใ่ช้เป็นแหล่งคาร์บอน  

 
ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดมาลิกจากแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นพอลิเมอร์ของนํ้ าตาลไซโลส ไดแ้ก่ 
ไซแลนและเปลือกขา้วโพด ท่ีเติมลงในอาหารเหลว Basal และแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเหมาะสมท่ีสุด
คือร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตรจากขอ้ 4.4.1 โดยใชไ้ซแลนและเปลือกขา้วโพดท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 1 
นํ้าหนกั/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบ/นาที 
จากการทดลองพบว่าปริมาณนํ้ าตาลเร่ิมตน้ของเปลือกขา้วโพด และไซแลนจาก birch wood เท่ากบั 
2.35 และ 0.41 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั และเม่ือเวลาผา่นไปปริมาณนํ้ าตาลเร่ิมลดลงเน่ืองจากจุลินทรีย์
สามารถนาํนํ้าตาลไปใชใ้นการเจริญและการสร้างสารต่างๆ ไดร้วมถึงกรดมาลิกไดน้อ้ย (รูปท่ี 4.23)  
 
เม่ือวดัการเจริญพบว่า K. pneumoniae LK 39 เจริญไดน้อ้ยทั้งในเปลือกขา้วโพดและไซแลน โดยจะ

พบการเจริญแบบ log phase อยูใ่นช่วง 0 – 24 ชัว่โมง และ stationary phase ท่ีสั้นมากและจะเขา้สู่ 

death phase หลงัชัว่โมงท่ี 24 ซ่ึง K. pneumoniae LK 39  สามารถเจริญในเปลือกขา้วโพดไดดี้กว่าไซ

แลน เน่ืองจากในเปลือกขา้วโพดมีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวมากกว่าในไซแลน จึงทาํให้ K. pneumoniae   

LK 39 สามารถนาํนํ้าตาลไปใชใ้นการเจริญและสร้างสารต่างไดม้ากกวา่ไซแลน (รูปท่ี 4.24)  

2 

1 
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 สาํหรับค่าพีเอชจากการทดลองพบว่าทั้งเปลือกขา้วโพดและไซแลนจะมีค่าพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0  

และจะลดลงเท่ากบัพีเอช 6.0 ท่ีชัว่โมง 72 (รูปท่ี 4.25) เน่ืองจากปริมาณกรดต่างๆรวมถึงกรดมาลิกท่ี

ผลิตไดจ้ากเปลือกขา้วโพดและไซแลนผลิตไดค่้อนขา้งตํ่า จึงทาํให้ระบบสามารถรักษาระดบัพีเอช

และเกิดการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุด  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.23 ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีมี

     เปลือกขา้วโพดและไซแลนเขม้ขน้ร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเติม

     แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 

     250 รอบ/นาที        
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รูปที ่4.24  การเจริญของของ K. pneumoniae LK 39 ในอาหารเหลว Basal ท่ีมีเปลือกขา้วโพดและ 

     ไซแลนเขม้ขน้ร้อยละ 1 นํ้ าหนกั/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/

      ปริมาตรบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว250 รอบ/นาที 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.25 ค่าพีเอชท่ีเปล่ียนแปลงในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีมีเปลือก         

     ขา้วโพด และไซแลนเขม้ขน้ร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 

     นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 นาที 

 

 



75 

 

การวิเคราะห์หาปริมาณกรดอินทรียด์ว้ยเคร่ือง HPLC พบว่า K. pneumoniae LK 39 สามารถผลิตกรด

มาลิกในเปลือกขา้วโพดและไซแลนไดสู้งสุดเท่ากบั 0.72 และ 0.49 กรัม/ลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 72 (รูปท่ี 

4.26 – 4.28)  ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะว่าในเปลือกขา้วโพดมีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ท่ีละลายในอาหาร

มากกว่าในไซแลนจึงทาํให ้ K. pneumoniae LK 39 นาํนํ้ าตาลรีดิวจากเปลือกขา้วโพดไปใชใ้นการ

เจริญและสร้างสารต่างๆ รวมถึงกรดมาลิกไดม้ากกว่านํ้ าตาลจากไซแลน จากผลการทดลองแบคทีเรีย

สายพนัธ์ุ K. pneumoniae LK 39 ผลิตกรดมาลิกไดน้อ้ยมากเม่ือเทียบกบันํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวคือนํ้ าตาล

ไซโลส 

  

เม่ือตรวจวดักิจกรรมเอนไซมข์องไซลาเนสซ่ึงเป็นเอนไซมห์ลกัในกลุ่ม xylanolytic enzyme พบว่าไม่

สามารถตรวจพบกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสซ่ึงเป็นเอนไซม์หลกัในการย่อยไซแลน เพราะว่า K. 

pneumoniae LK 39 ไม่สามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนสท่ีสามารถเปล่ียนโครงสร้างเฮมิเซลลูโลสใน

เปลือกขา้วโพดและไซแลนเป็นนํ้ าตาลไซโลสได ้ จึงทาํให้นํ้ าตาลไซโลสสาํหรับการผลิตกรดมาลิก

ได ้น้อยลง ดงันั้นจึงสรุปไดว้่าแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมคือ นํ้ าตาลไซโลส แต่สามารถนาํเปลือก

ขา้วโพดหรือไซแลนมาใชผ้ลิตกรดมาลิกได ้แต่ตอ้งมีการเติมเอนไซมไ์ซลาเนสเพ่ือยอ่ยเฮมิเซลลูโลส

หรือไซแลนเหล่าน้ีเป็นไซโลสต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.26 การเปล่ียนแปลงกรดมาลิกในอาหารเหลว Basal ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีมีเปลือก

    ขา้วโพดและไซแลนเขม้ขน้ร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนต 5 นํ้าหนกั/

    ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที  
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รูปที่ 4.27 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
     ท่ีมีไซแลร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตรแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ี
     อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียลส ความเร็ว 250 รอบ/นาที ท่ีเวลา 72 ชัว่โมงโดยพีคท่ี  
                    1. กรดมาลิก 
  

รูปที่ 4.28 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของ K. pneumoniae LK 39 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
    ท่ีมีเปลือกขา้วโพดร้อยละ 1 นํ้ าหนกั/ปริมาตร แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/
    ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง โดย
    พีคท่ี 1 คือกรด มาลิก  
 
 

 

1 

1 
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4.5 การทดสอบกจิกรรมเอนไซม์ฟูมาเลสจากเช้ือ K. pneumoniae LK 39  

 

ในการศึกษากิจกรรมเอนไซมฟ์ูมาเลสโดยเล้ียงเช้ือ K. pneumoniae LK 39 ในอาหารเหลว Basal และ

เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/ปริมาตร ใชน้ํ้ าตาลไซโลสหรือกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ร้อย

ละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเก็บตวัอยา่งท่ี 0, 48 และ 72 ชัว่โมง เน่ืองจากเป็น

ระยะเวลาท่ีผลิตกรดมาลิกในปริมาณท่ีสูง เพื่อตรวจวดักิจกรรมเอนไซม์ฟูมาเลสภายในเซลล ์

(intracellular) และส่วนใส (culture suspernatant) จากผลการทดลองพบว่าสามารถตรวจวดักิจกรรม

เอนไซมฟ์ูมาเลสภายในเซลล ์(intracellular) ไดใ้นปริมาณท่ีสูง และไม่สามารถตรวจพบเอนไซมฟ์ู

มาเลสในส่วนใส (culture suspernatant) ทั้งน้ีสรุปไดว้่าเอนไซมฟ์ูมาเลสเป็นเอนไซมท่ี์ผลิตข้ึนภายใน

เซลล ์และนอกจากน้ีพบว่าการเล้ียงเช้ือ K. pneumoniae LK 39 โดยใชน้ํ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่ง

คาร์บอนมีปริมาณกิจกรรมเอนไซมสู์งกว่าการใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปท่ี 4.29) ทั้งน้ี

อาจเป็นเพราะวา่นํ้ าตาลไซโลสเป็นตวัเหน่ียวนาํใหย้นีเกิดการแสดงออกของเอนไซมฟ์ูมาเลสไดดี้กว่า

นํ้ าตาลกลูโคส อาจทาํใหเ้ช้ือ K. pneumoniae LK 39 สามารถเปล่ียนกรดฟูมาลิกเป็นกรดมาลิกได้

ดีกวา่การเล้ียงในนํ้าตาลกลูโคส จึงทาํใหพ้บปริมาณกรดมาลิกท่ีผลิตนํ้าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน

สูงกวา่นํ้ าตาลกลูโคสเท่ากบั 72.36 กรัม/ลิตร และ 7.35 กรัม/ลิตร (รูปท่ี 4.29) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.29 ค่า specific activity ของเอนไซม ์fumarase และปริมาณกรดมาลิกจากเช้ือ K. pneumoniae 

    LK 39 โดยเล้ียงในอาหารเหลว Basal ทีมีนํ้ าตาลไซโลสและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน  

 

4.6 การศึกษาการเพิม่ปริมาณกรดมาลกิด้วยกรดอนิทรีย์ 
 
ในการศึกษาการเพิ่มปริมาณกรดมาลิกดว้ยตวัเหน่ียวนาํ โดยเตรียมอาหารเหลว Basal เติมแคลเซียม
คาร์บอเนตความเขม้ขน้ร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร และมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10  ปริมาตร/
ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเติมกรดอินทรียเ์พื่อทาํหนา้ท่ีเป็นตวัเหน่ียวการผลิตกรดมาลิกดงัน้ี 
กรดไพรูวิก กรดซิตริก กรดไอโซซิตริก กรดไกออกซาลิก กรดซกัซินิก กรดฟูมาลิก กรดออกซาโลอา
ซิติก และชุดการทดลองท่ีไม่เติมกรดอินทรียเ์ป็นชุดควบคุม นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 250 รอบ/นาที เก็บผลการทดลองท่ีเวลา 72 ชัว่โมง จากการทดลองพบว่าจุลินทรียส์ามารถ
เจริญไดใ้นทุกชนิดตวัเหน่ียวนาํ และจุลินทรียท่ี์เจริญไดสู้งท่ีสุดคือเติมกรดซกัซินิกเท่ากบั 20.03±0.67 
กรัม/ลิตร และจุลินทรียท่ี์เจริญได้น้อยท่ีสุดคือเติมกรดไพรูวิกเท่ากับ 11.00±1.41 กรัม/ลิตร และ
นอกจากน้ีเม่ือเติมกรดอินทรียใ์นปริมาณร้อยละ 0.5 นํ้าหนกั/ปริมาตร พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณกรด
มาลิกจากกจากท่ีไม่เติมกรดอินทรียเ์ท่ากบั 71.98±0.99 เป็น 86.36±3.01, 81.88±0.63, 79.65±2.14 
และ 76.211±1.44 กรัม/ลิตร เม่ือเติมกรดไกออกซาลิก กรดไพรูวิก กรดไอโซซิตริก และกรดซิตริก 
ตามลาํดบั ดงันั้นสรุปไดว้่าการเติมกรดอินทรียท่ี์อยูใ่นวฏัจกัรเครบส์อาจไปเหน่ียวนาํการผลิตกรดมา
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ลิกให้ได้ปริมาณเพิ่มมากข้ึนเม่ือเทียบกับชุดการทดลองควบคุม และจากผลการทดลองยงัพบว่า
กระบวนการผลิตกรดมาลิกอาจมาจากวฏัจกัรเครบส์ (Krebs cycle) หรือวฏัจกัรไพรูเวท คาร์บ็อก
ซิเลชัน่ – ออกซาลาซิเตรท รีดกัชัน่ (Pyruvate carboxylation – oxaloacetate reduction pathway) 
และวฏัจกัรไกออกซาเลท (Glyoylate cycle) 
 

 

รูปที ่4.30 ผลของกรดอินทรียท่ี์เติมลงในอาหารเหลว Basal ท่ีมีนํ้ าตาลไซโซลเขม้ขน้ร้อยละ 10 
  ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอนของเช้ือ K. pneumoniae LK 39 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ความเร็ว 250 รอบ/นาที  
 

 

 

 

 

 

 



80 

 

4.7 การทําให้กรดอินทรีย์บริสุทธ์ิและวิเคราะห์ชนิดของสารตัวอย่างโดยเทคนิค 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 

ในการศึกษาการทาํใหส้ารบริสุทธ์ิและวิเคราะห์ชนิดของสารตวัอยา่งดว้ยเทคนิค High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) ตอ้งมีสารละลายกรดอินทรียม์าตรฐานเพ่ือใชใ้นการวิเคราะห์ว่า

สารละลายตวัอยา่งเป็นสารชนิดใด โดยสารละลายมาตรฐานท่ีใชใ้นการทดลองน้ีคือ กรดมาลิก กรด

ซกัซินิก กรดอิทาคอนิก กรดฟูมาลิก และกรดอะดิพิก (ภาคผนวก ค.1) จากนั้นนาํนํ้ าหมกัของ K. 

pneumoniae LK 39 ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีเติม

แคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ี 37 องศาเซลลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที

นาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชค้อลมัน์ Aminex ® HPX-87H Column ( 300x7.8 mm) อตัรา

การไหล 0.6 มิลลิลิตร/นาที อุณหภูมิคอลมัน์ 30 องศาเซลเซียส วฏัภาคเคล่ือนท่ีคือกรดซลัฟิวริก

เขม้ขน้ 0.005 โมล และใช ้UV-VISIBLE เป็น detector ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร  พบว่ากรด   

มาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑห์ลกัจากการหมกัมีค่า Retention time เท่ากบั 9.650 ใกลเ้คียงกบัสารละลาย

มาตรฐานกรดมาลิกคือ 9.690 ซ่ึงคาดว่าน่าจะเป็นกรดมาลิก แต่จากค่า Retention time ต่างกนัเลก็นอ้ย 

และจากโครมาโตแกรมยงัพบพีคอ่ืนๆเกิดข้ึน (รูปท่ี 4.30) ดังนั้ นต้องทาํให้กรดอินทรีย์ท่ี                    

K. pneumoniae LK 39 ผลิตข้ึนเป็นสารบริสุทธ์ิดว้ยเคร่ือง HPLC โดยอตัราการไหลเท่ากบั 0.6 

มิลลิลิตร/นาที เกบ็ fraction ละ 150 ไมโครลิตร และนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปคโตโฟ

โตมิเตอร์ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงเกิดข้ึน 3 พีค โดยพีคท่ี 3 (fraction 

ท่ี 15 – 16 ) มีค่าการดูดกลืนแสงมากท่ีสุด (รูปท่ี 4.31)  
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รูปที่ 4.31 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของ K. pneumoniae LK 39  ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Basal 
     ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 
     นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง ความเร็ว 250 รอบ/
     นาที โดยพีคท่ี 1. คือกรดมาลิก 2. คือกรดซกัซินิก  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.32 กราฟค่าการดูดกลืนแสงของกรดอินทรียท่ี์ผลิตจาก K. pneumoniae LK 39 ท่ีเล้ียงในอาหาร

    เล้ียงเช้ือ Basal ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร แคลเซียมคาร์บอเนต

    ร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาที 

  

1 

2 

1 
2 

3 
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จากกราฟจะเห็นไดว้่า fraction ท่ี 15 และ 16 ในพีคท่ี 3 มีค่าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด ดงันั้นจึงนาํ 

fractionท่ี 15 และ 16 ไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิดว้ยเคร่ือง HPLC อีกคร้ัง เพื่อดูความบริสุทธ์ิของ    

แต่ละ fraction ซ่ึงความบริสุทธ์ิท่ีตอ้งการคือร้อยละ 99 ซ่ึงหมายถึงว่ามีกรดอินทรียอ่ื์นๆปนเป้ือนอยู่

นอ้ยมาก พบว่า fraction ท่ี 15  มีความบริสุทธ์ิร้อยละ 99 (รูปท่ี 4.32) และ fraction ท่ี 16 มีความ

บริสุทธ์ิร้อยละ 97 ซ่ึงอาจปนเป้ือนของกรดอินทรียบ์างชนิดจาก fraction 17 จึงนาํ fraction ท่ี 15 ไป

วิเคราะห์ชนิดของกรดอินทรียโ์ดยนาํกรดอินทรีย ์(กรดมาลิก) ท่ีผลิตจาก K. pneumoniae LK 39 โดย

มีความเขม้ขน้ร้อยละ0.008 กรัม/ลิตร ผสมลงในสารละลายกรดอินทรียม์าตรฐานกรดมาลิกจาก 

Sigma aldrich ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.011 กรัม/ลิตร ดว้ยอตัราส่วน 1: 1 และนาํไปวิเคราะห์ดว้ย

เคร่ือง HPLC ผลการทดลองพบว่าพีคของสารละลายมาตรฐานกรดมาลิกท่ีผสมลงในสารละลาย

ตวัอยา่งเป็นพีคเดียวกนั แสดงวา่ K. pneumoniae LK 39 ผลิตข้ึนเป็นกรดมาลิกจริง (รูปท่ี 4.33 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.33 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของ fraction ท่ี 15 มีความบริสุทธ์ิร้อยละ 99 ท่ีผลิตจาก 

     K. pneumoniae LK 39  
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รูปที่ 4.34 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC โดยท่ีพีคท่ี 1.คือกรดมาลิกของ K. pneumoniae LK 39 ท่ี
     เล้ียงในอาหารเหลว Basal ท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเร่ิมตน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร แคลเซียม
     คาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/
     นาที พีคท่ี 2. คือสารละลายมาตรฐานกรดมาลิก 3. คือผสมกรดมาลิกของ K. pneumoniae 
     LK 39 และสารละลายมาตรฐานกรดมาลิก (internal strandard) 
 

4.8 การวเิคราะห์ผลติภัณฑ์อืน่ๆ โดยเทคนิค Gas Chromatography (GC) 

จากการตรวจสอบผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ นอกจากกรดมาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์หลกั จากการเพาะเล้ียงใน

อาหาร Basal โดยมีนํ้ าตาลไซโลสเขม้ขน้ร้อยละ 10 (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน เติมเช้ือ

ตั้งตน้ (starter) ปริมาตรร้อยละ 5 (ปริมาตร/ปริมาตร) และนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 250 rpm เป็นเวลา 72 ชัว่โมง หลงัจากนั้นนาํไปตรวจวดัผลิตภณัฑอ่ื์นๆ ดว้ยเคร่ือง Gas 

Chromatography (GC) แสดงดงัตารางท่ี 4.7 
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ตารางท่ี 4.6 ชนิดและความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑใ์นนํ้ าหมกัของ K. pneumoniae LK 39 จากการ

        ตรวจวดัดว้ยเคร่ือง Gas Chromatography (GC) เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

         ความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

 

ผลติภณัฑ์ทีไ่ด้จากการหมัก ความเข้มข้น (% ) 

Ethanol 0.167 

Acetic acid 0.058 

Butyric acid 0.059 

 

 จากผลการทดลองพบว่านอกจากผลิตกรดมาลิกและกรดซลัซินิกแลว้ K. pneumoniae LK 39 

ผลิตเอทานอนอล กรดอาซิติก และบิวทาริกไดน้อ้ยมาก เน่ืองจากสารขา้งตน้เป็นผลิตภณัฑท่ี์เกิดจาก

การเจริญแบบไม่ใชอ้ากาศ (Fermentation pathway) แต่สภาวะท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ีเขย่าท่ี

ความเร็ว 250 รอบ/นาที ซ่ึงส่งผลใหจุ้ลินทรียมี์กระบวนการหายใจแบบใชอ้ากาศ (oxidative pathway) 

จึงทาํให้ตรวจพบเอทานอนอล กรดอาซิติก และบิวทาริกไดน้้อยกว่ากรดต่างๆท่ีอยู่ในกระบวนการ

หายใจแบบใชอ้ากาศ (oxidative pathway) เช่น กรดมาลิก 

  

 

 


