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บทที ่5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 
5.1.1 คดัแยกจุลินทรียจ์ากตวัอยา่งต่างๆในประเทศไทยจาํนวน 401 ตวัอยา่ง สามารถคดัเลือกจุลินทรีย์

ท่ีสามารถเจริญบนอาหาร yeast extract peptone บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/

นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สามารถคดัแยกแบคทีเรียเด่ียวไดท้ั้งหมด 106 ไอโซเลท 

 

5.1.2 นาํแบคทีเรียเด่ียว 106 ไอโซเลทมาคดัเลือกไอโซเลทท่ีสามารผลิตกรดในอาหารเหลว Basal ท่ีมี

นํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่ามี 6 ไอโซเลทท่ีสามารถเจริญ

และค่าพีเอชในอาหารตํ่ากวา่พีเอช 5.0  

 

5.1.3 นาํแบคทีเรีย 6 ไอโซเลทมาคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตกรดอินทรียบ์น

อาหารแขง็ท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร พบว่า LK 33, LK 34 และ LK 39 

สามารถสร้างบริเวณใส (clear zone) ไดสู้งมีค่าเท่ากบั 4.00, 3.05 และ 4.33 เซนติเมตร ตามลาํดบั และ

สามารถผลิตกรดมาลิกไดสู้งท่ีสุดคือ 24.163, 30.903 และ 32.425 กรัม/ลิตรตามลาํดบั ท่ีเวลา 48 

ชัว่โมง 

 

5.1.4 นาํแบคทีเรียไอโซเลท LK 33, LK 34 และ LK 39 มาทดสอบการผลิตกรดมาลิกท่ีระยะเวลา

ต่างๆ ในอาหารเหลว Basal ท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้าหนกั/ปริมาตร โดยมีนํ้ าตาลไซโลส

เขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าไอโซเลท LK 39 สามารถผลิตกรด       

มาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑห์ลกัมีค่าสูงสุดในชัว่โมงท่ี 72  มีค่า 60.02 กรัม/ลิตร และค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อย

ละ 60 ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.83 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง ดงันั้นจึงเลือกจุลินทรียไ์อโซเลท LK 39 ไป

พิสูจน์เอกลกัษณ์ของจุลินทรียแ์ละใชใ้นการทดลองขั้นตอนต่อไป 
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5.1.5 แบคทีเรียไอโซเลท LK 39 มีลกัษณะโคโลนีเป็นวงกลม ขอบเรียบ สีขาวขุ่น มนัวาวบนผวิหนา้ 

สามารถมองเห็นผา่นกลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 100X เป็นแบคทีเรียแรมลบ รูปร่างแท่ง เน่ืองจาก

ยอ้มติดสีแดงของซลัฟานิล  

 

5.1.6 จากการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ LK 39 ดว้ยเทคนิค 16S rRNA พบว่าแบคทีเรีย

สายพนัธ์ุ LK 39 มีความคลา้ยคลึงกบั Klebsiella pneumonia sup species ร้อยละ 99 และ                   

K. pneumoniae ยงัไม่เคยมีรายงานว่าสามารถผลิตกรดมาลิกจากนํ้ าตาลไซโลสไดเ้ลย ดงันั้นจึงสนใจ

ศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียและสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิก 

 

5.1.7 จากการศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียและสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมาลิกแลว้พบว่า

สภาวะท่ีเหมาะสมของ K. pneumoniae LK 39 ในการผลิตกรดมาลิกคือนํ้ าตาลไซโลสร้อยละ 10 

ปริมาตร/ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 5 นํ้าหนกั/ปริมาตร ปริมาณเช้ือ

เร่ิมตน้ร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร โดยปรับปริมาตรเซลลใ์หมี้ค่า optical density (OD600) ประมาณ    

0.5 (38 x 10-8 CFU/mL) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบ/นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

สามารถผลิตกรดมาซ่ึงเป็นผลิตภณัฑห์ลกัสูงสุดเท่ากบั 72.36 กรัม/ลิตร ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.99 

กรัม/ลิตร/ชัว่โมง และค่าผลไดเ้ท่ากบัร้อยละ 72  

 

5.1.8 K. pneumoniae LK 39 สามารถผลิตกรดมาลิกจากนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว คือ นํ้ าตาลกลูโคส 

นํ้ าตาลแมนโนส นํ้ าตาลกาแลสโตส นํ้ าตาลอะราบิโนส ตามลาํดบัโดยใช้ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 

ปริมาตร/ปริมาตร และพอลิเมอร์เชิงซอ้นคือ ไซแลน และเปลือกขา้วโพดใชค้วามเขม้ขน้ ร้อยละ 1 

นํ้าหนกั/ปริมาตร ในปริมาณท่ีตํ่าเม่ือเทียบกบันํ้าตาลไซโลสท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน 

 

5.1.9 การศึกษากิจกรรมเอนไซมฟ์ูมาเลสจาก K. pneumoniae LK 39 พบว่าสามารถตรวจวดักิจกรรม

เอนไซมฟ์มูาเลสภายในเซลล ์(intracellular) ในปริมาณท่ีสูง และไม่สามารถตรวจพบเอนไซมฟ์มูาเลส

ในส่วนใส (culture suspernatant) นอกจากน้ีพบว่าการเล้ียงเช้ือ K. pneumoniae LK 39 โดยใชน้ํ้ าตาล

ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอนมีปริมาณกิจกรรมเอนไซมสู์งกวา่ 2 เท่า เม่ือเปรียบกบัใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเป็น

แหล่งคาร์บอน  
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5.1.10 การศึกษาการเพิ่มปริมาณกรดมาลิกดว้ยกรดอินทรียพ์บว่า K. pneumoniae LK 39 สามารถ

เจริญได้ในทุกชนิดกรดอินทรีย์ และสามารถเพิ่มปริมาณกรดมาลิกเท่ากับ  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 กรดไพรู

วิก กรดไอโซซิตริก และกรดซิตริก ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน 

 

 5.1.11 การศึกษาการทาํใหก้รดอินทรียบ์ริสุทธ์ิดว้ยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) โดยใชอ้ตัราการไหล เท่ากบั 0.6 มิลลิลิตร/นาที โดยเก็บ fraction ละ 150 ไมโครลิตร และ

นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร พบว่า 

fraction ท่ี 15 มีค่าการดูดกลืนแสงมากท่ีสุดและมีความบริสุทธ์ิมากท่ีสุด 

 

5.1.12 การวิเคราะห์ชนิดของกรดอินทรียโ์ดยนาํกรดมาลิกจาก fraction ท่ี 15 ของ K. pneumoniae     

LK 39 ท่ีผลิตผสมในสารละลายกรดมาลิกมาตรฐานและนาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC ผลการ

ทดลองพบวา่พีคของสารละลายมาตรฐานกรดมาลิกท่ีผสมลงในสารละลายตวัอยา่งเป็นพีคเดียวกนั จึง

ทาํใหย้นืยนัวา่สารท่ี K. pneumoniae LK 39 ผลิตไดเ้ป็นกรดมาลิก 

 

5.1.13 ภายใตส้ภาวะการเจริญแบบมีอากาศ K. pneumoniae LK 39 ผลิตกรดมาลิกสูงท่ีสุด รองลงมา

คือกรดซกัซินิก รวมถึงผลิตเอทานอนอล กรดอะซิติก และบิวทาริกแต่ผลิตไดต้ ํ่ามากเม่ือเปรียบเทียบ

กบักรดมามาลิก 

 

5.1.14 จากรายงานวิจยัท่ีผา่นมาพบว่า K. pneumoniae LK 39 เป็นสายพนัธ์ุแรกท่ีสามารถผลิตกรด    

มาลิกจากนํ้ าตาลไซโลส และใชร้ะยะเวลาสั้นท่ีสุดในการผลิตคือ 72 ชัว่โมง แต่ไดก้รดมาลิกสูงท่ีสุด

คือ 72.36 กรัม/ลิตร (ตารางท่ี 5.1) 
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ตารางที ่5.1 การเปรียบเทียบการผลิตกรดมาลิกจาก K. pneumoniae LK 39 กบัจุลินทรียส์ายพนัธ์ุอ่ืนๆ 

 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 

5.2.1. ทาํการศึกษาปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและผลิตกรดมาลิกซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์หลกัของ

แบคทีเรียสายพนัธ์ุ K. pneumoniae LK 39 เช่น ปริมาณเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ อุณหภูมิ ความเร็วรอบ

ของการเขยา่ แหล่งไนโตรเจนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญ และการผลิตกรดมาลิก 

 

5.2.2 ทาํการศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของกรดอินทรียท่ี์เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อเพิ่มปริมาณ

กรดมาลิกใหไ้ดป้ริมาณมากท่ีสุด 

 

5.2.3 ทาํการศึกษาการปรับสภาพวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร และนาํเอนไซมท์างการคา้มาไฮโดร    

ไลซิลเพื่อเปล่ียนเฮมิเซลูโลสเป็นนํ้ าตาลไซโลส เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัให้แบคทีเรียสายพนัธ์ุ    

K. pneumoniae LK 39 ผลิตกรดมาลิก 

Microorganism Bioreactor 
Product 

(g/L) 

Time 

(hr) 

Productivity 

(g/l/h) 

Yield 

(g/g 

sugar) 

Reference 

Aureobasidium 

sp. A-91 
Shake flask PMLA 47  168 0.28 0.39 

Nagata และ

คณะ, 1993 

Physarum 

polycephalum 
Shake flask PMLA 2.7  144 0.02 0.06 

Lee และ

Holler, 1999 

Aureobasidium 

pullulans 
Shake flask PMLA 62.27  168 0.37 0.77 

Zhang และ

คณะ, 2011 

Aureobasidium 

sp. P6 
Shake flask PMLA 100.7 g 168 0.59 0.72 

Ma และคณะ, 

2013 

K. pneumoniae 

LK 39 
Shake flask Malic acid 72.36  72 0.99 0.72 This study 
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5.2.4 ทาํการศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของกรดอินทรียท่ี์เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อเพิ่มปริมาณ

กรดมาลิกใหไ้ดป้ริมาณมากท่ีสุด 


