
ผอการวิจัยแอะอภิปรายผอการวิจัย

1. การเตรียมกอาเชื้อเริ่มต้นของ A spergillus niger
จากการทดลองโดยเตรียมกล้าเชื้อเริ่มต้น 2 รูปแบบต้วยกัน คือ ในรูปของสปอร์ 

และในรูปของกลุ่มสายใย (เพลเลต) โดยเลียงสปอร์ในอาหารเหลวสูตรควบคุม ซ๋ึงมี 
สูตรอาหาร คือ แป้งมันสำปะหลัง 2.3 % แอมโมเนียมชัลเฟต 0.5% สารสกัดจากยีสต์
0.4% โพแทสเซียมไคไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5% และ แมกนีเซียมซัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต
0.02% pH 5.6 และล้าเป็นรูปของกลุ่มสายใยจะเลี้ยงในอาหาร PDB เป็นระยะเวลา 1-2 
วันก่อนนำมาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรควบคุม โดยใช้จำนวนสปอร์เริ่มต้นของกลัาเชื้อ
เท่ากัน lx io5 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เพื่อทำการศึกษาเปรียบเทียบนาหนักของเซลล์แห้งที ่
เกิดช้ืน ในระยะเวลา 7 วัน ไต้ผลการทดลองดังรูปที่ 7

- ป้ทเนิก»«Ilatufc 
Jikn lo î
(rag/mi)

นำพนัก!'*ลลแห้ง
jiliYiniem
( mg/ ml )

รูปท่ี 7 นาหนักเชลล์แห้ง เมื่อใช้กล้าเชื้อเริ่มต้นในรูปสปอร์และในรูปของเพลเลต
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จากรูปท่ี 7 พบว่า เมื่อใช้กล้าเชื้อในรูปของสปอร์ เม่ือเร่ิมเพาะเลี้ยงจะให้นาหนัก 
เชลล์แห้งค่อย ๆ  เพ่ิมช้ืนจากวันท่ี 1 ถึง วันท่ี 3 ของการเพาะเล้ียง มีค่านาหนักเชลล ์
แห้งเป็น 2.228 , 11.146 ,14.037 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ จนมีค่ามากที่สุดใน 
วันท่ี 4 โดยให้นาหนักเชลล์แห้ง 17.088 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังจากน้ันจะเร่ิมคงท่ี 
ในวันที่ 5 , 6 และ 7 โดยให้นาหนักเชลล์แห้ง 16.937 , 16.964 และ 16.950 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ แต่เมื่อใช้กล้าเชื้อเริ่มดันในรูปของกลุ่มสายใย (เพลเลต) น้ัน 
พบว่า วันแรกของการเลี้ยง ให้นั้าหนักแห้งของเชลล์มากกว่าในรูปของสปอร์ ท้ังน้ีอาจ 
เนื่องมาจากปริมาณกล้าเชื้อเริ่มดันในรูปกลุ่มสายใย (เพลเลต) ไดัมีการเลี้ยงเพิ่อให้ไดั 
เป็นเล้นใยก่อน จึงมีผลทำให้ค่านี้าหนักเชลล์แห้งที่ไดัมีค่ามากกว่านี้าหนักเซลล์แห้งใน 
รูปของสปอร์ โดยท่ีวันแรกของการเพาะเล้ียง นั้าหนักแห้งของเชลล์มีค่า 4.011
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังจากน้ัน นั้าหนักเชลล์แห้งจะเพิ่มขึ้นในวันที่ 2 และวันที่ 3 
เป็น 12.003 และ 13.216 มีลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ซ่ึงในระยะเร่ิมดันของการ 
เพาะเล้ียงในช่วง 1 ถึง 3 วันน้ัน ค่าน้ัาหนักแห้งของเซลล์ของทั้งกล้าเชื้อเริ่มดันทั้งในรูป 
สปอร์และในรูปกลุ่มสายใยมีค่าใกล้เคียงกัน แต่เมื่อพิจารณาในวันที่ 4 ของการเพาะ 
เล้ียง จะเห็นว่า ค่านั้าหนักเชลล์แห้งของกล้าเชื้อในรูปกลุ่มสายใยมีค่าน้อยกว่ากล้าเชื้อ 
ในรูปของสปอร์ คือให้ค่านั้าหนักเซลล์แห้งเป็น 16.214 มิลลิกรัมต่อมีลลิลิตร จากน้ัน 
จะเร่ิมคงท่ีในวันที่ 5 , 6 และ 7 ของการเลี้ยงเช้ือ มีน้ัาหนักเซลล์แห้ง 16.014 ,15.876 
และ 16.124 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ดังนั้นจึงเลือกใช้กล้าเชื้อเริ่มดันในรูป 
สปอร์ในการทดลองต่อ ๆ ไป เพราะเป็นการประหยัดเวลา อีกทั้งมีความสะดวกกว่าที่ 
จะต้องมีการเพาะเลี้ยงถึงสองครั้งเหมือนในการเพาะเลี้ยงด้วยกล้าเชื้อเริ่มดันที่อยู่ในรูป 
ของกลุ่มสายใย

2. การเตรียมแป้งมันสำปะหลังที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส
แปรผันปริมาณแป้งมันสำปะหลังแตกต่างกัน คือ 2 , 4 , 6  , 8 , 10 และ 12 % 

ตามลำดับ โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ 150 หน่วย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ในบัพเฟอร์ 250 มืลลิลิตร เพิ่อหาเปอร์เซนต์แป้งสุงสุดที่สาม เรถย่อยสลายด้วยเอนไซม ์
ภายในเวลา 30 นาที และตรวจสอบปริมาณนั้าตาลรีดิวช์ แสดงผลได้ดังตารางท่ี 4
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ตารางท่ี 4 แสดงปริมาณเปอร์เชนต่แป้งท่ีย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 150 หน่วยภายใน 30 นาที

เปอร์เชนต์แป้ง ความข้นเหนียว ปริมาณนาตาลริดิวช์
ในระยะเวลา 30 นาที (ทา g /m l)

2 ไม่ข้นเหนียว 3.5
4 ไม,ข้นเหนียว 5.5
6 ไม่ข้นเหนียว 6.7
8 ไม่ข้นเหนียว 9.7
10 ข้นเหนียว -

12 ข้นเหนียว -

จากตารางท่ี 4 พบว่า ปริมาณแป้งที่ใช้ 2 , 4 , 6  และ 8 % สามารถย่อยได้ด้วย 
เอนไซม์แลัวไม,เกิดความข้นเหนียวจากการสังเกตภายในเวลา 30 นาที ส่วนปริมาณแป้ง 
ท่ี 10 และ 12 % แป้งมีความข้นเหนียว ถึงแม้จะใช้ปริมาณของเอนไซม์ในการย่อยเท่า 
กันกับเปอร์เชนต์อื่นๆ และค่าของปริมาณนาตาลริดิวซ์ใภ้ัน พบว่า ที่ปริมาณแป้ง 8 % 
จะให้ค่านาดาลริดิวช์มากที่สุค เป็น 9.7 มิลลิกรัมต่อมีลลิลิตร และมีค่าลดลงเมื่อปริมาณ 
แป้งลดลงจาก 6 , 4 และ 2 % มีค่าเท่ากับ 6.7 , 5.5 และ 3.5 มิลลิกรัมต่อมีลลิลิตร 
ตามลำดับ ส่วนปริมาณแป้งที่ 10 และ 12 % ไม,สามารถนำมาหาค่าปริมาณนํ้าตาล 
ริดิวซ์ได้ เม่ืองจากแป้งข้นเหนียวจึงไม่สามารถนำมาทดลองหาค่าปริมาณของนาตาล
ริสิวซได้ ดังนั้นปริมาณเปอร์เชนต์แป้งที่จะใช้ในการทดลองต่อไป คือ ปริมาณแป้งมัน 
สำปะหลังที่ 2 , 4 , 6  และ 8 % ตามลำดั บ



40

3. การหาภาวะทีเหมาะสมต่อการเลี่ยงเพื่อให้!ด้นั้าหนักเซลล์แห้งสูง
3.1 การคัดเลือกหาปริมาณของแป้งมันสำปะหลังที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เพื่อให้ได้นั้าหนักเชลล์แห้งสูง
จากข้อมูลข้อ 2 ได้ทำการเตรียมแป้งมันสำปะหลังที่ย่อยด้วยเอนไซม์ 

แอลฟาอะไมเลส เพื่อหาปริมาณเปอร์เชนต์แป้งสูงสุดที่ย่อยได้โดยใช้เอนไซม์ ภายใน 
เวลา 30 นาที พบว่า เปอร์เซนต์แป้งที่สามารถย่อยได้ด้วยเอนไซม์ แล้วเปล่ียนสภาพเป็น 
นำแทนการเหนียวข้น คือ 2 , 4 , 6  และ 8 % จากน้ันนำเอาเปอร์เซนด้แป้งทั้งหมดมาใช ้
เป ็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเล ี้ยงในอาหารเหลวสูตรควบคุมท ี่ประกอบด้วย  
แอมโมเนียมชัลเฟต 0.5% โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 % สารสกัดจากยีสต์
0.4 % และ แมกนีเซียมซัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 0.02 % pH 5.6 ใช้ปริมาณสปอร์เริ่มด้น 
lx io5 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 7 วัน เก็บผลการทดลองทุกวัน 
เพื่อวิเคราะห์หาว่าที่เปอร์เซนต์แป้งใดที่เหมาะสมที่สุดที่ให้นั้าหนักเชลล์แห้งมากที่สุด 
รวมทั้งหาค่าปริมาณนั้าตาลรีดิวช์ที่เหลือ ค่าความเป็นกรด-ต่าง ซ่ึงผลของการแปรผัน 
เปอร์เชนต์แป้งที่เปอร์เชนต์ต่างๆ แสดงได้ดังนี้
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น™นัณๆเททแห้ง 
(mg/ml)
ปริมวณฟ้าดาลริ«ว'* 
(mg/ml)
คำ«วามทิ)นกรด-ด่าง

ปริมานกาด
(g/100ml)

เปที่ 8 นาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณนํ่าตาลรีดิวช์ ปริมาณกรดที่เกิดขึ้น และ ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง เมื่อใช้ปริมาณแป้ง 2 เปอรีเชนด์เปีนแหล่งคารีบอน

จากเปที่ 8 เม่ือนำแป้งปริมาณ 2 % มาย่อยห้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ไห้ 
เป็นนาตาลกลูโคส เพิ่อใช้เป็นแหล่งคารีบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า ในช่วง 1 ถึง 3 
วันแรกของการเพาะเล้ียง จะให้นาหนักเซลล์แห้ง 1.010 , 5.107 และ 9.862 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และจะให้นํ้าหนักเชลล์แห้งสูงสุด คือ 11.851 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ในวันที่ 5 และให้ค่าใกล้เคียงกันในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเช้ือ คือ 11.834 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเม่ือเลี้ยงเป็นระยะเวลา 6 และ 7 วัน จะให้ค่านาหนักเซลล์ 
แห้งลดลงเป็น 11.408 และ 11.411 มีลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาด'บ ส่วนปริมาณนา 
ตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลี้ยงเพ่ิมขึ้น อยู่ในช่วง 3.4-2.1 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาณกรดท่ีเกิดข้ึน พบว่า วันท่ี 7 ให้ค่าปริมาณกรดมากที่สุด เป็น 5.63 
กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร และมีค่าลดลงเป็น 5.42 ,5.36 ,5.12 ,4.74 ,4.56 และ 4.48 กรัม 
ต่อ 100 มิลลิลิตร จากวันท่ี 6 ถึง วันแรกของการเลี้ยงเซลล์ ตามลำดับ ส่วนค่าความ 
เป็นกรด-ต่าง จะอยู่ในช่วง 5.60-4.97

รพเะเวลาการm iriff(น (ว้น)
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นั'»(นัทพททนนัง 
(rogftnl)
ปรินาณน่ํา «10 ริรว'i  
(mgftnl)
ก่ากวใมเป็นกร«-ก่าง

ปรินา(นกรค
(s/100ml)

รูปท่ี 9 นาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณนิ้าตาลรีดิวซ์ ปริมาณกรด และ ค่าความเป็นกรด-ดาง 
เมื่อใช้ปริมาณแป้ง 4 เปอร์เชนต์เปีนแหล่งคาร์บอน

จากรูปท่ี 9 ผลจากการใช้แป้ง 4 % มาผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
เพื่อให้ได้นาตาลกลูโคสมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งได้ปริมาณนาตาล 
รีดิวช์ 5.4 มิลล์กรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า วันแรกของการเพาะเลี้ยงให้นาหนักเชลล์แห้ง 
เป็น 7.213 มิลลิกรัมตอ่มีลลิลิตร และ มีค่าเพิ่มชื้นในวันที่ 2 และ 3 ของการเลี้ยงเป็น 
11.304 , 11.679 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และให้ค่านาหนักเซลล์แห้งมากที่สุด 
ในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยง เป็น 12.234 มีลลิกรัมต่อมีลลิลิตร และที่ให้ผลของนาหนัก 
เชลล์แห้งใกล์เคียงกัน คือ ในวันที่ 4 และ 7 มีค่าเป็น 12.170 และ 12.108 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ตามลำดับ ส่วนปริมาณนาตาลรีดิว'ช์มีการลดลง ตั้งแต่วันแรกที่เริ่มการเพาะ 
เล้ียง โดยมีค่าอยู่ในช่วง 5.4-4.9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนค่าปริมาณกรดที่เกิดช้ืนมี
ค่าเป็น 4 .48 ,4 .76  ,5.19 ,5.67 ,5.63 5.66 และ 5.65 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร ในวันแรก 
จนถึงวันสุดท้ายของการเลี้ยงเช้ือ และค่าความเป็นกรด-ต่าง จะมีค่าลดลงตั้งแต่วันแรก 
ของการเพาะเลี้ยงและจะลดลงไปจนถึงวันสุดท้ายของการเพาะเลี้ยง โดยมีค่าอยู่ในช่วง

ระช::ททาการแทะเลี้ยง ทน)

5.60-5.01



43

นา vmmntaa แห้ง
(mg/tnl)
ปริมาณฟ้า«าลริรวซ็
(mg/ml)
ค่า«วามเป็นก!ศ- 
ค่าง

ปริมาณทา»
(g/lOOnü)

O I  2 3 4 5 6 7

ระละเวลาการ!ทาะเล้ียง (วน)

.รูปท่ี 10 นาหนักเชลล์แห้ง ปริมาณนํ้าตาลรีดิวช์ ปริมาณกรด ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
เมื่อใช้ปริมาณแป้ง 6 เปอร์เชนต์เปีนแหล่งคาร์บอน

จากรูปท่ี 10 เมื่อใช้ปริมาณแป้ง 6 % มาย่อยห้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
เปลี่ยนให้เป็นนาตาลกลูโคส เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ และให้ค่า 
นาตาลรีดิวซ์ 6.7 มิลลิกรัมต่อมิดลิลิตร พบว่า วันท่ี 1 , 2 , 3  ของการเพาะเล้ียง ให้ค่า 
นาหนักเชลล์แห้ง 4.101 , 12.679 และ 14.383 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 4 จะให้ 
นาหนักเซลล์แห้งมากที่สุด คือ 15.392 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และที่ให้ผลของนาหนัก 
เซลล์แห้งใกห้เคียงกัน คือ ในวันที่ 5 ของการเพาะเล้ียง มีค่าเท่ากับ 14.442 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ส่วนปริมาณนาตาลรีดิวซ์มีการลดลง เมื่อเริ่มเลี้ยงเชื้อในวันแรก ซ่ึงมีค่าอยู่ 
ในช่วง 6.7-5.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าปริมาณกรดท่ีเกิดขึ้นมีค่ามากขึ้นโดยมีค่าเป็น 
4 .4 4 ,5 .2 ,5 .2 5  , 5.77 , 5.82 , 5.80 และ 5.79 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร ในวันแรกไปจน 
ถึงวันสุดห้ายของการเลี้ยงเชลล์ และค่าความเป็นกรด-ต่างจะมีค่าลดลงตั้งแต่วันแรกของ 
การเพาะเลี้ยงเช่นกัน และลดลงไปจนถึงวันสุดห้ายของการเพาะเลี้ยง โดยมีค่าอยู่ในช่วง
5.60-4.80
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- นำหนัก(ชลลนห่'-1 

(mg/ral)
- ปริหาณนาตาลริด ิวช ์

( m g / m l )

ท่าตวาณปีนกรด-ต่าง

•ปรินาณกรต 

(g/100m l)

ร ูปท ี่ 11 กราฟ แสดงน ั้าห น ัก เซ ลล ์แห ้ง  ปร ิมาณ น ํ้าตาลร ีด ิวซ ์ ค ่าความเป ็นกรดด ่าง 

ปริมาณกรดที่เก ิดข ึ้น เม ื่อใช ้ปริมาณแป้ง 8 เปอร์เซนต ์เป ีนแหล่งคาร ์บอน

จากรูปที่ 11 พบว่า เม ื่อใช ้ปริมาณแป้ง 8 % ย ่อยด ้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

เพ ื่อให ้ได ้ปร ิมาณนั้าตาลกดูโคสเป ็นแหล่งคาร์บอนในการเล ี้ยงเช ื้อ ให ้ค ่านาตาลรีด ิวซ  ์

เป็น 9.7 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร พบว่า น ั้าหน ักเซลล ์แห ้งจะเร ิ่มเพ ิ่มข ึ้นต ั้งแต ่ว ันท ี่ 1 , 2 

และ 3 ของการเพาะเลี้ยงเป็น 9.324 , 14.561 และ 18.682 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร  

ตามลำดับ จะให ้นาหน ักเซลล ์แห ้งมากท ี่ส ุดในว ันท ี่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ มีค ่าเท่ากับ 

23.010 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และท ี่ให ้ผลของนาหน ักแห ้งใกล ์เค ียงก ัน คือ ในวันที่ 5 , 

6 และ 7 ของการเพาะเลี้ยง เป ็น 21.023 , 22.005 และ 21.310 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร 

ตามลำดับ ส ่วนปรินา.4น ั้าตาลร ีด ิวซ ํจะม ีค ่าลดลงเม ื่อเร ิ่มท ่าการเล ี้ยงเช ื้อ มีค่าอยู่ในช่วง 

9.7-7.1 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ปริมาณกรดท ี่เก ิดข ึ้นน ั้นพบว่าค ่าท ี่ได ้ม ีค ่าเพ ิ่มข ึ้น เมื่อ 

ระยะเวลาการเล ี้ยงเพ ิ่มข ึ้น ม ีค ่าเป ็น 4 .49 ,5 .07  ,5.67 ,5.91 ,6.28 ,6.17 และ 6.20 กรัม 

ต่อ 100 ม ิลล ิล ิตร ในว ันแรกจนถ ึงว ันส ิ้นส ุดการเล ี้ยงเซลล ์ และค ่าความเป ็นกรด-ต ่าง 

จะมีค ่าลดลงเช ่นก ัน และลดลงไปจนถ ึงว ันส ุดท ้ายของการเพาะเล ี้ยง โดยมีค่าอยู่ในช่วง

5.60-4.35
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เม ื่อทำการเปร ียบเท ียบปร ิมาณ แป ้งท ี่เปอร ์เซนต ์แตกต ่างก ันท ี่ 2 4 6 และ 8 % ที่ 

ม ีผลให ้ผลต ่อน ํ้าหน ัก เชลล ์แห ้ง สามารถแสดงได ้ด ังร ูปท ี่ 12

ระชะเวลาการแทะเลยง (วัน)

ร ูปท ี่ 12 พ ํ้ห น ัก เช ลล ์แห ้งเม ื่อ เล ี้ยงเช ื้อในอาห ารเห ลวท ี่ม ีเปอร ์เซ นต ์แป ้งแตกต ่างก ัน

จากรูปที่ 12 พบว่า เม ื่อเล ี้ยงเช ื้อในอาหารเหลวท ี่ม ีปริมาณแป้งแตกต่างก ัน  

พบว่า แป้ง 8 % ให ้นาหน ักเซลล ์แห ้งส ูงส ุด 23.010 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร นาหนักเซลล์ 

แห้งจะห ้อยลงเม ื่อใช ้แป ้ง 6 % โดยจะให ้น ํ่าหน ักเซลล ์แห ้งมากท ี่ส ุดในว ันท ี่ 4 ของการ 

เพาะเลี้ยงเป ็น 15.392 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ซ ึ่งใกด ้เค ียงก ับวันท ี่ 5 ซึ่งให ้น ํ่าหน ักเชลล  ์

แห้ง 14.442 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ถ้าใช้แป้ง 4 % จะให ้นาหน ักเชลล์แห ้ง 12.234 

ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยง และให ้น ํ้าหน ักเซลล์แห ้งท ี่ใกถ ้เค ียง 

กัน คือ 12.107 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ในวันท ี่ 4 ของการเพาะเล ี้ยงและให ้นาหนักเซลล  ์

แห ้งลดลงเป ็น 12.047 และ 12.108 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ในวันท ี่ 6 และ 7 ตามลำดับ 

ในกรณีที่ใช ้แป้ง 2 % พบว่า ให ้นาหน ักเซลล ์แห ้งมากท ี่ส ุด  ในวันที่ 5 ของการเพาะ 

เลี้ยง เป ็น 11.851 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และห ้อยรองลงมาแต่ม ีค ่าใกถ้เค ียงก ันในวันท ี่ 4 

คือ 11.834 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร

ส ่ว น ป ร ิม า ณ น ํ้า ต า ล ร ิด ิว ช ์จ ะ ม ีก า ร ล ด ล ง ม า ก ท ี่ส ุด เม ื่อ ม ีป ร ิม า ณ ข อ ง แ ป ้ง ท ี่ 

8 % รองลงมา ค ือ 6 % ส ่วน ป ร ิมาณ แป ้งท ี่ 4 แ ล ะ 2 %  จะม ีการใช ้ลดลง ตามลำด ับ
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ค ่าปร ิมาณ กรดท ี่เก ิดข ึ้น  พบว ่า ปร ิมาณ แป ้งท ี่ 8 % ให ้ค ่าปร ิมาณ กรดมากท ี่ส ุด  

พ บในว ันท ี่ 4 ของการเล ี้ยงเช ื้อ ได ้ค ่า 6.28 กร ัมต ่อ  100 ม ิลล ิล ิตร และ ม ีค ่าลดลง เมื่อ 

เปอร ์เชนต ์ฃองแป ้งในอาหารลดลง โดยแป ้ง 6 % ให ้ค ่าปร ิมาณ กรดมากท ี่ส ุด  5.82 กร ัม
'  Z  ”  J I  . 1!  3. 1 ! ,

ต่อ 100 ม ิลล ิล ิตร ในว ันท ี 5 ของการเล ียง และ ท ีปร ิมาณ แป ้ง 4 % ปร ิมาณ กรดม ีค ่าส ูง 

ส ุด  เป ็น 5.67 กร ัมต ่อ  100 ม ิลล ิล ิต ร  ส ุดท ้ายท ี่แป ้ง 2 เปอร ์เชนต ์น ั้นจะให ้ค ่าปร ิมาณ  

กรดท ี่เก ิดข ึ้น ห ้อยท ี่ส ุด เม ื่อ เท ียบก ับแป ้ง เปอร ์เช น ต ์อ ื่น  ม ีค ่า 5.32 กร ัมต ่อ  100 ม ิลล ิล ิตร 

ค ่าความเป ็นกรด-ด ่าง ในอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ม ีปร ิมาณ เปอร ์เชนต ์แป ้งแตกต ่างก ัน  

จะอย ู่ในช ่วง 5.60-4.31

ดังน ั้นเม ื่อพ ิจารณาจากนั้าหน ักเซลล์แห ้งแล้ว จะเห ็นว่า ปริมาณแป้งท ี่ 8 % ให ้ 

ปริมาณน ั้าหน ักแห ้งของเซลล ์ส ูงส ุด จ ึงเหมาะสมในการทดลองข ั้นต ่อ ๆ ไป ซึ่งผลจาก 

งานวิจ ัยท ี่ได ้สอดคล้องก ับรายงานของ Xu และคณะ (1989) ท ี่ว ่าเปอร์เซนตของแป้งม ัน  

สำปะหล ังย ิ่งมากย ่อมให ้ปร ิมาณ น ั้าตาลท ี่จะใช ้ในการสร ้างเชลล ์และแหล ่งของคาร ์บอน  

สูงไปด้วยซ ึ่งได ้ทดลองเล ี้ยงรา Aspergillus niger สายพันธุ B60 ในอาหารท ี่เปอร์เชนต์ 

แป ้งของม ันสำปะหล ังเป ็น  2% 2.5% 3% 3.5% 4% 4.5% และ 5% เป ็นแหล ่งคาร ์บอน  

ในการเพาะเลี้ยง จะพบว่า ปร ิมาณแป ้งท ี่ 5 % ให ้น ั้าหน ักเซลล ์แห ้งส ูงท ี่ส ุด  แต่ม ิได ้ใช  ้

แป ้งม ันสำปะหล ังถ ึง 8 % แต่ในงานวิจ ัยนี้ทำการเลี้ยง Aspergillus niger ท ี่เปอร ์เชนต ์ 

แป ้งท ี่เหมาะสม 8% ซ ึ่งเป ็นเปอร์เซนต์ท ี่ส ูงกว่างานวิจ ัยของ Xu และคณะ ไม ่สามารถ  

ใช ้แป ้งม ันสำปะหล ังท ี่ม ีเปอร ์เชนต ์ส ูงเก ินกว ่า 5% อาจเป ็นเพราะความหนืดของแป้ง จึง 

ทำให้ใช้เปอร์เซนต์แป้งได้ต ํ่ากว่า เน ื่องมาจากในงานวิจ ัยนี้ได้นำเอาเอนไซม์มาใช้ย่อย 

แป้ง เพ ื่อให้เป ็นนี้าตาลก่อนใช้ไนการเลี้ยงเชื้อ จึงไม,ม ีป ีญหาในเรื่องความหน ืดของแป ้ง 

จากนันนำเอาเซลล์ราอบแห้ง จากการเล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีแป ้1 ? % มาทำการสกัด 

เป ็นไคดินด ้วยการใช้โซเด ียมไฮดรอกไชด้ 2 โมลาร ์ เพ ื่อเป ็นการกำจ ัดโปรต ีนและล ้างส  ี

และไขม ันด ้วยเอทานอลและไฮโดรเจนเปอร ์ออกไซด ์ 3% (ซ ึ่งว ิธ ีการสก ัดได ้กล ่าวไว ้ 

แล้วในช้อที่ 9 ในบทที่ 2) จากน ั้นนำเอาไคด ินท ี่ได ้มาวิเคราะห ์ด ้วยวิธ ีการใช ้แสง 

อินฟราเรด แสดงได ้ด ังร ูปท ี่ 13 และตรวจสอบว ่าปร ิมาณ แป ้งม ันสำปะหล ัง 2 % และ 

ไคด ินท ี่ได ้จากเชลล ์ราท ี่เล ี้ยงในแป ้งม ันสำปะหล ัง 8% เพ ื่อตรวจสอบว่าเปอร ์เชนด ์แป ้ง 

ท ี่แตกต ่างก ันม ีผลอย ่างไรต ่อหม ู่พ ิงล ์ช ันน ัลท ี่สำค ัญหรือไม ่
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ร ูปท ี่ 13 อ ินฟราเรดสเปกตรัมของไคด ินจากราท ี่เล ี้ยงอาหารท ี่ม ีแป ้งม ันสำปะหล ัง 2%
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จากการเปรียบเท ียบกันระหว่างไคตินจากราท ี่เล ี้ยงในอาหารที่ม ีปริมาณแป้ง 2% 

กับไคตินจากราที่เล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีปร ิมาณแป้ง 8% พบว่า absorption band ที่สำคัญ 

เหม ือนก ัน ทัง absorption band ของ carbonyl group (C=0) and amide (-NH) 

interaction จะพบทีเลขคลื่น 3255-3100 cm , carbonyl group (C=0) พบทีเลขคลืน  

1650 cm และ acetamido methyl group (CH3C=0) ท ีเลขคลื่น 2970-2940 cm แสดง 

ได ้ด ังร ูปท ี่ 14

ร ูปท ี่ 14 กราฟ แสดงอ ินฟ ราเรดสเปกตร ัมของไคต ินท ี่สก ัดจากราท ี่เล ี้ยงในแป ้งม ัน  

สำปะหล ัง 2% เปร ียบเท ียบก ับ แป ้งม ันสำปะหล ัง 8%

04-1



4 9

จากการเปรียบเท ียบกันระหว่างไคตีนจากราท ี่เล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีปริมาณแป้ง 2% 

กับไคต ีนจากเปล ือกก ุ้ง พบว่า absorption band ท ี่สำค ัญ เหม ือนก ัน ทั้ง absorption band 

ของ carbonyl group (C=0) and amide (-NH) interaction จะพบทเลขคล ืน 3255-3100 

cm carbonyl group (C=0) พบท ีเลขคลืน 1650 cm และ acetamido methyl group 

(CH3C=0) ท ี่เลขคลื่น 2970-2940 cm’1 แสดงได ้ด ังร ูปท ี่ 15

CM—1

ร ูปท ี่ 15 อ ินฟราเรดสเปกตรัมของไคตีนที่ได ้จากการสกัดจากสายใยราที่ได ้จากการเล ียง 

ในอาหารที่ม ีแป ืง 2 เปอร์เซนต ์เปร ียบเท ียบก ับไคต ีนท ี่ได ้จากก ุ้ง



50

3.2 การค ัดเล ือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในอาหารเล ี้ยงเช ื้อ

จากข้อ 3.1 พบว่า ปริมาณเปอร์เชนต์แป ึงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ให ้น ี้าหน ัณซลล  ์

แห ้งส ูงส ุด  ม ีปร ิมาณแปง 8 % จ ึงได ้ส ูตรอาหารท ี่จะใช ้ต ่อไปซ ึ่งอาหารท ี่ได ้ปร ับปรุง 

แด ้วม ีส ูตรด ังน ี้ แป ึงม ันสำปะหล ัง 8 % นำมาย ่อยสลายด้วยเอนไชมแอลฟาอะไมเลส 

แอมโมเน ียมซ ัลเฟต 0.5 % โพแทสเซ ียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 % ร่วมด้วย 

สารสก ัดจากย ีสต ์ 0.4 % แมกนีเซ ียมช ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 0.02 % pH 5.6 โดยใช้ 

จำนวนสปอร ์ lx io 5 สปอร ์'ต ่อม ิลล ิล ิตร โดยใช้แหล่งไนโตรเจนแตกต่างคัน 4 ชนิด คือ 

แอมโมเน ียมคลอ'ไรต ์ (NH4C1) แอมโมเน ียมซ ัลเฟต ((NH^Jร๐ 4) แอมโมเน ียมไนเตรต  

(NH4N 0 3) และ โซเดียมไนเตรด (NaNOj) โดยใช้ปริมาณของไนโตรเจนเท ่าก ันก ับสูตร 

อาหารควบคุม แล ัวนำเชลล์มาว ิเคราะห ์หาปริมาณน ี้าหน ักแห ้ง ส ่วนน ี้าหม ักนำมาหาค่า 

ปริมาณ น ี้าตาลร ีด ิวช ์ ปริมาณกรด และ ค่า pH ซ ึ่งผลการทดลองแสดงได ้ด ังน ี้

ไนโตรเจน 4 ชนิด
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J3ท-ว̂

- แอมโมณีอมกทอไรด

นอมโมณีอมช้ai»Iff

นอมใมณีอมใน(ท™

ใชเรอมไน(ทรท

1 2  3 4 5

ระอะเวลาการเพาะเล้ียร (วัน)

ร ูปท ี่ 17 กราฟแสดงปร ิมาณ กรด เม ื่อ เล ียง A spergillus a iger ในอาหารโดยแปรผ ัน  

แหล่งไนโตรเจน 4 ชนิด

(เอมโมณีอมทลอไรท

แอมใมณีอมซ้ทเฟท

แอมใมณีอมไนเทรท

โอนรอมไนเดรพ

ร ูปท ี่ 18 ค ่าความเป ็นกรด-ด ่าง เมื่อเลี้ยง Aspergillus niger ในอาหารโดยแปรผันแหล่ง 

ไนโตรเจน 4 ชนิด
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0  แยมโบ(ป็อแกลอไรค

■  แอมโนเปียมซัลเฟ่ค

□  แอมโม(ปีชมไน(ศรค

0  โพ(คอมใน(ศ]ศ

1 2 3 4 5

ระยะเวลากไร(หาะเลี้ยง (วัน)

ร ูปท ี่ 19 นำหน ัก เซลล ์แห ้ง เม ื่อเล ี้ยง A spergillus n ige r ในอาหารโดยแปรผ ันแหล ่ง 

ไนโตรเจน 4 ชนิด

ข ้อม ูลจากรูปท ี่ 16 ถึง 19 พบว่า เมื่อเลี้ยง A s p e rg illu s  n ig e r  ในอาหารเหลวที่ม ี 

แหล่งไนโตรเจนแตกต่างก ัน จากผลการทดลอง แอมโมเน ียมช ัลเฟต จะให ้นาหนัก  

เซลล ์แห ้งส ูงส ุด  ท ี่ปร ิมาณ 20.042 น ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ในวันท ี่ 4 ของการเพาะเลี้ยง 

รองลงมา คือ แอมโมเน ียมคลอไรด ์ โดยม ีนาหน ักเชลล์แห ้งใกล้เค ียงก ัน คือ 18.904 

น ิลล ิกร ัมต ่อน ิลล ิล ิตร ในวันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยงเช ่นกัน ส ่วนแอมโมเน ียมไนเตรต  

และ โซเดียมไนเตรต ให ้นาหน ักเซลล์แห ้ง 16.440 น ิลล ิกร ัมต ่อน ิลล ิล ิตร ในวันท ี่ 4 

ของการเพาะเลี้ยง และ 16.067 น ิลล ิกร ัมต ่อน ิลล ิล ิตร ในวันท ี่ 5 ของการเพาะเลี้ยง ตาม 

ลำดับ ซ ึ่งผลจากการทดลองสอดคล้องก ันก ับงานวิจ ัยของ Yoghitoglu และคณ ะ(1992) 

โดยจะเลือกใข้แอมโมเน ียมซ ัลเฟตในอาหารเลี้ยงเช ื้อ ในการเลี้ยงรา A s p e rg illu s  n ig e r  

ซ ึ่งจ ะม ีผ ล ท ำให ้เก ิด ก ารส ร ัา งก รด ช ิต ร ิก แ ล ะให ้ค ่าน ิ้าห น ัก แ ห ้งท ี่ส ูง เม ื่อ ท ำก าร เต ิม  

แอมโมเน ียมช ัลเฟตในปริมาณ ท ี่เหมาะสมในช ่วง 0.25-0.5 เปอร ์เชนต ์

แต่อย่างไรก็ตาม Gupta และคณ ะ(1976) ยังพบว่าล ้าใช ้แอมโมเน ียมไนเตรตก็ย ัง 

ให ้ค ่าปร ิมาณ กรดช ิตร ิกและค ่าน ํ้าหน ักแห ้งของเชลล์ส ูงเช ่นก ันแต ่ล ้าเต ิมปริมาณ มากเก ิน



0.25 เปอร ์เซ นต ่จะก ่อให ้เก ิดการสะสมของกรดชน ิดอ ื่น  ๆ  อ ีกด ้วย ด ังน ั้นจ ึงเล ือก'ใช ้ 

แอมโมเน ียมช ัล เฟ ตเป ็นแหล ่งไนโตรเจนท ี่ใช ้ในงานว ิจ ัยน ี้

ผลของปร ิมาณ น ั้าตาล?ต ิวซ ์ เม ื่อเล ี้ยงเช ื้อในอาหารท ี่ม ีแหล,งของไนโตรเจน

แตกต ่างก ัน พบว ่า ปร ิมาณ น ี้าตาล?ด ิวซ ์ม ีค ่าลดลงในปร ิมาณ ท ี่ใกล ้เค ียงก ันในแหล ่ง 

ไนโตรเจนท ี่ต ่างก ันโดยม ีค ่าอย ู่ในช ่วง 6.4-5.5 ม ิลล ิก ร ัมต ่อม ิลล ิล ิต ร

จากค่าปริมาณกรดที่เก ิดชื้น ม ีแหล ่งไนโตรเจน 2 ชนิด คือ แอมโมเน ียมคลอไรด ์ 

และ แอมโมเน ียมซ ัลเฟต ให ้ค ่าปริมาณกรดสูงกว่าอ ีก 2 ชนิด คือ แอมโมเน ียมไนเตรต  

และ โซเดียมไนเตรต โดยค ่าท ี่ได ้จะพบว่าม ีปร ิมาณกรดท ี่เก ิดช ื้นส ูงส ุดในว ันท ี่ 4 ของการ 

เพาะเลี้ยง ซ ึ่งแอมโมเน ียมคลอไรด ์ให ้ค ่าเป ็น 21.869 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ซึ่งสูงกว่าค่า 

ของแอมโมเน ียมซ ัลเฟต ท ี่ให ้ค ่าปริมาณกรดเป ็น 17.789 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ส ่วน  

แอมโมเน ียมไนเตรตจะให ้ค ่าของปริมาณกรดมากท ี่ส ุดในว ันท ี่ 4 ของการเลี้ยงเช่นกันมีค่า 

เป็น 15.055 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และแหล ่งไนโตรเจนท ี่ม ีค ่าปร ิมาณกรดท ี่เก ิดช ื้นน ้อยท ี ่

ส ุด คือ โซเดียมไนเตรต โดยให้ค ่ามากที่ส ุดในวันท ี่ 4 ของการเพาะเลี้ยงด้วยเช่นเดียวกัน 

ก ับแหล ่งไนโตรเจนอ ื่น  ๆ ม ีค ่าเป็น 8.242 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร เพราะโดยท ั่วไปแล้วรา 

สามารถท ี่จะใช ้แหล ่งไนโตรเจนในร ูปเกล ือแอมโมเน ียมได ้ด ีกว ่าการใช ้แหล ่งไนโตรเจน  

ในรูปเกล ือไนเตรดจ ึงม ีผลทำให ้เช ื้อม ีการใช ้แหล ่งไนโตรเจนในรูปเกล ือแอมโมเน ียมเพ ื่อ  

การเจริญเต ิบโตและการสร้างกรดช ิตร ิก ส ่วนค ่าความเป ็นกรด-ด ่างท ี่เก ิดช ื้น พบว่า ล้าใช้ 

แหล่งไนโตรเจนในรูปของเกล ือแอมโมเน ียม ม ีผลทำให ้เก ิดสภาวะเป ็นกรดในอาหารจ ึงม ี 

ผลทำให้ค ่าความเป ็นกรด-ด่างลดลง และ ล ้าม ีการใช ้แหล่งไนโตรเจนในรูปเกล ือไนเตรต  

จะมีผลทำให ้เก ิดสภาวะเป ็นต ่างในอาหารทำให ้ค ่าความเป ็นกรด-ด ่างม ีค ่าส ูงช ื้น

ห ล ังจาก เสร ็จส ินกระบวน การเพ าะเล ี้ย งแล ้ว  จะนำเอาเชลล ์ท ี่ได ้จากการเล ี้ยงใน 

อาหารท ี่ม ีแหล ่งไนโตรเจนต ่างก ัน  4 ชนิด มาสก ัดให ้เป ็นไคต ิน  (ตามข ั้นตอนในข ้อ 9 

บ ท ท ี่2) แล ้วทดสอบด ้วยว ิธ ีการใช ้แสงอ ินฟ ราเรด  เพ ื่อด ูว ่าแหล ่งไนโตรเจนท ี่แตกต ่าง 

ม ีผลอย ่างไรต ่อฟ ิงก ์ช ันน ัลกร ุ’ปท ี่สำค ัญ ของไคต ินหร ือไม, เม ื่อ เป?ยบเท ียบก ับอ ินฟ ราเรด  

ส เปกตร ัมของไคต ินจากเปล ือกก ุ้ง  แสดงผลได ้ด ังร ูปท ี่ 20-23



รูปที่ 20 อินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินของราที่เล ียงในอาหารโดยที่ม ีแหล่งไนโตรเจน

เป็นแอมโมเนียมคลอไรด เปรียบเทียบกบสเปกตรัมของไคตินจากเปลือกปุง
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รูปท ี่ 21 อ ินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินท ี่ได ้จากเชลล์ราท ี่เล ี้ยงในอาหารโดยที่ม ี

แอมโมเนียมชัลเฟต เมื่อเปรียบเทียบกับไคตินที่ได้จากเปลือกด้ง
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เป ท ี่ 22 อินฟรา.รดสเปกตรัมของไคตินของราที่เลี้ยงในอาหารที่ม ี แอมโมเนียมไนเตรต

เป็นแหล่งไนโตรเจน เปรียบเทียบกับไคตินจากเปลือกเรัง



f \

รูปที่ 23 อินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินรา ที่เลี้ยงในอาหารที่มีโซเดียมไนเตรดเป็น

แหล่งไนโตรเจน เมื่อเปรียบเทียบกับอินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินจากเปลือกกุ้ง
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จากรูปที่ 20-23 ไคตินที่สก ัดได้จากเชลล์ราท ี่เล ี้ยงในอาหารที่ม ีแหล,งไนโตรเจน 

แตกต่างกัน 4 ชนิด คือ NH4C1 , (NH4)2S04 , NH4NOj และ NaN03 พบว่าไคตินที่ 

สก ัดได ้น ันจะให ้ absorption band ทสำคัญ คอ absorption band ของ carbonyl group 

(C=0) and amide (-NH) interaction จะพบทีเลขคลื่น 3255-3100 cm 

carbonyl group (C=0) พบทเลขคลน 1650 cm และ acetamido methyl group 

(CH3C=0) ที่เลขคลื่น 2970-2940 cm'1 อ ีกท ั้งพบ N-H bending ที่เลขคลื่น 1550 cm'1 

เหม ือนก ันก ับอ ินฟราเรดสเปกตรัมของไคต ินจากเปล ือกก ุ้ง แต่ไคตินจากเชลล์ราที่เล ี้ยง 

ด ้วยแหล่งไนโตรเจนนี้ย ังพบกลุ่ม absorption band ของนี้าตาล ท ี่เลขคลื่นต ่างๆ ด ังน ี้ 

1425 cm’1 1390 cm’1 1310 cm’1 1100-1050 cm’1 บางเลขคลื่นไม,ตรงกันก ับไคดินจาก 

เปล ือกก ุ้ง แต่ก็ให้ค่าใกล้เคียง ท ั้งน ี้เม ื่อพ ิจารณาจากหมู่ฟ ้งล ์ช ันน ัลท ี่สำก ัญน ั้นเหม ือนก ัน  

ด ังน ันจ ึงกล ่าวได ้ว ่าไคด ินท ี่ได ้จากเชลล ์ราท ี่เล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีแหล,งไนโตรเจนท ี่แตก  

ต่างน ั้นไม,มีผลใดๆต ่อหม ู่ฟงล ์ช ันน ัลท ี่สำค ัญของไคด ิน

3.3 การแปรผันปริมาณแอมโมเนียมชลเฟตที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ

จากขอ 3.2 พบว่าแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ให้นี้าหนักเชลล์แห้งสูงสุด คือ 

แอมโมเนียมซัลเฟต 0.4% เมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งไนโตรเจนอีก 3 ชนิด ดังน้ันจึงนำ 

Aspergillus niger มาเลียงในอาหารเหลว ที่มีส่วนประกอบ คือ แป้งมันสำปะหลัง 

8 % ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไชม์แอลฟาอะไมเลส มีปริมาณนี้าตาลริดิวช์เริ่มด้นเป็น 9.7 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ชึ่งจะใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเล้ียงเช้ือ เดิมสารอาหารลื่นที่ 

เป็นสูตรอาหารควบคุม ได้แก่ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 %

สารสกัดจากยีสต์ 0.4 % และ แมกนีเซียมชัลเฟต-เฮปละไฮเดรต 0.02 % แปรผัน 

ปริมาณของ แอมโมเนียมชลเฟต 0.1 ,0.2 ,0.3 ,0.4 และ 0.5 % pH 5.6 และใช้ปริมาณ 

เริ่มด้นของสปอร์เท่ากัน คือ lx io5 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากน้ันวิเคราะห์หาค่าของ 

ปริมาณนั้าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณนั้าตาลริดิวช์ ปริมาณกรด และ pH สามารถแสดงได้ 

ดังรูปต่อไปนี้
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■0.10% 

■0.20% 

■0.30% 

■0.40% 

- 0.50%

ร ูปท ี่ 24 ปร ิมาณนาตาลรีด ิวซ ์ เม ื่อใช ้ปร ิมาณแอมโมเน ียมซ ัลเฟตเป ็นแหล่งไนโตรเจน  

ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน

0.10%

0.20%

0.30%

0.40%

0.50%

รูปท ี่ 25 ปริมาณกรดท ี่เก ิดข ึ้น เม ื่อใช ้ปร ิมาณแอมโมเน ียมซ ัลเฟตเป ็นแหล่งไนโตรเจน  

ที่ความเข ้มข ้นแตกต่างกัน
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0.10%

0.20%

0.30%

0.40%

0.50%

ร ูปท ี่ 26 ค ่าความเป็นกรด-ด่าง เม ื่อใช ้ปริมาณของแอมโมเน ียมช ัณฟตเป ็น  

แหล่งไนโตรเจนท ี่ความเช ้มข ้นแตกต่างก ัน

H  0.10% 

E3 0.20%
n  0.30% 

H  0.40% 

El 0.50%

ร ูปท ี 27 นำหนักเซลล์สายใยแห ้งเม ื่อใช ้ปริมาณแอมโมเน ียมซ ัลเฟตเป ็น  

แหล่งไนโตรเจนท ี่ความเข ้มข ้นต ่างก ัน
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ข ้อม ูลท ี่ได ้จากร ูปท ี่ 24 ถึง 27 เม ื่อเล ียง A s p e rg illu s  n ig e r  ในอาหารท ี่ม ีปร ิมาณ  

แอมโมเน ียมซ ัล เฟตแตกต ่างก ัน  พบว ่า แอมโม เน ียมช ัล เฟ ตท ี่ให ้น ํ๋าห น ัก เช ลล ์แห ้งส ูงส ุด  

เป ็น  21.352 ม ิลล ีก ร ัมต ่อม ิลล ิล ิต ร  ค ือ 0.4 % ในว ันท ี่ 4 ของการเล ี้ยงเช ื้อ นาหน ัก เช ลล ์ 

แห ้งจะม ีค ่าลดลง เม ื่อใข ้แอมโมเน ียมซ ัล เฟตท ี่ 0.1 , 0.2 , 0.3 และ 0.5 % ม ีค ่าเป ็น 

20 .649 ,2 0 .9 84 ,20 .956  และ 20.895 ม ีล ล ิก ร ัม ต ่อม ีลล ิล ิต ร  ตามลำด ับ  ปร ิมาณ นาตาล 

ร ีด ิวช ์ท ี่พ บ ม ีค ่าลดลงเม ื่อ ระยะเวลาใน การเพ าะเล ี้ย ง เพ ิ่มช ื้น และม ีการใช ้ป ร ิมาณ น าต าล  

ร ีด ิวชใกล ้เค ียงก ัน  อยู่ในช่วง 9.8-3.8 ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อม ิลล ิล ิต ร  ส ่วนค ่าปร ิมาณ กรดท ี่เก ิด
J  1 ' . J  4 J  ไ » J  ' I
ขนพบว่า จะม ีค ่าเพ ิมขนเมือระยะเวลาในการเพาะเล ียงเพ ิมข ึน โดยท ีแอมโมเน ียมคลอ 

ไรด้ท ี่ 0.5 เปอร์เชนต ์ ให ้ปร ิมาณกรดมากท ี่ส ุด 14.023 กร ัมต ่อ100 ม ิลล ิล ิตร ในวันที่ 5 

ของการเพาะเลี้ยง ปริมาณกรดจะม ีค ่าน ้อยลงเม ื่อใช ้ปริมาณของแอมโมเน ียมซ ัลเฟตท ี่

0 .4 , 0.3 , 0.2 และ 0.1 % ม ีค ่าเท ่าก ับ13.679, 13.435, 13.217 และ 12.106 กรัมต ่อ 

100 ม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ ค ่าความเป ็นกรด-ต ่างในอาหารท ี่ม ีปร ิมาณแอมโมเน ียมช ัลเฟต  

ต่างกันจะอยู่ในช่วง 3.91-2.52 ในระยะการเล ี้ยง 5 ว ัน ซ ึ่งผลท ี่ได ้จากการทดลองสอด  

คล้องกับงานวิจ ัยของ Yochitoglu และคณะ (1992) ที่ได้รายงานว่า แอมโมเน ียมช ัลเฟต  

ปริมาณที่เหมาะสมในการเล ี้ยง A s p e rg illu s  n ig e r  เพ ิ่อให ้เก ิดการสร้างกรดช ิตร ิกและ 

นี้าหน ักเซลล์ส ูงม ีค ่าอยู่ในช ่วง 0.25-0.5% และงานวิจ ัยของ Kublicek (1986) ที่พบว่า 

ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนท ี่เหมาะสมในการเพาะเล ี้ยง A s p e rg illu s  n ig e r  เมื่อใช้ 

แอมโมเน ียมช ัลเฟต ที่ปริมาณ 0.3% ในการผลิตกรดช ิตริก ให ้ค ่านาหน ักเชลล์แห ้งเป ็น  

19.74 ม ีลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร เม ื่อทำการเพาะเล ี้ยงเป ็นระยะเวลา 100 ชั่วโมง

แต ่อย ่างไรก ็ตาม เม ื่อพ ิจารณ าผลการว ิจ ัยน ี้จ ะพ บว ่านาห น ักแห ้งข องเช ลล ์เม ื่อใช ้ 

ปร ิมาณ แอมโมเน ียมช ิ'ลเฟตท ี่ 0.4 แ ล ะ 0.5 % ม ีค ่าใกล ้เล ียงก ัน  เฯอพ ิจารณ าค ่าปร ิมาณ  

กรดท ี่เก ิดช ื้นพบว ่าท ี่ 0.5 % ม ีค ่ามากกว่า โดยม ีค ่าเป ็น  14.023 กร ัมต ่อ  100 ม ิลล ิล ิตร 

ในว ันท ี่ 5 ของการเพาะเล ี้ยง แต ่ก ็ให ้ค ่าท ี่ใกล ้เล ียงก ับ  0.4 % ให ้ค ่าปร ิมาณ กรดท ั้งหมด 

เป ็น 13.679 กร ัม ต ่อ 100 ม ิลล ิล ิตร แต ่ความต ้องการของการว ิจ ัยน ี้ต ้องการปร ิมาณ ของ 

แ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต ท ี่ให ้ค ่าน ี้าห น ัก เซ ล ล ์แ ห ้งท ี่ส ูงท ี่ส ุด  ด ังน ั้น จ ึง เส ือกใช ้ปร ิมาณ

แอมโมเน ียมช ัล เฟ ตท ี่ 0.4 % เพ ิ่อ เป ็นการลดปร ิมาณ ของแอมโมเน ียมซ ัล เฟ ตจากส ูตร 

อาหารควบค ุม  ซ ึ่งจะทำให ้ลดด ้นท ุนของการผล ิตได ้
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3.4 การแปรผ ันปริมาณสารสก ัดจากยีสต ์ท ี่เหมาะสมในอาหารเล ียงเช ื้อ

จากข้อมูลที่ 3.1-3.3 พบว่า แหล ่งคาร ์บอน คือ แปงม ันสำปะหล ัง 8 % ที่ผ่าน 

การย ่อยด ้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสท ี่ให ้ค ่าน ั้าตาลรีค ิวช ์ 9.7 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ีล ิตร  

เม ื่อได ้เป ็นน ั้าตาลกลูโคส และแหล ่งไนโตรเจน คือ แอมโมเน ียมซ ัลเฟต 0.4 % เติม 

ส ่วนประกอบอ ื่นตามส ูตรอาหารควบค ุม โพแทสเซ ียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 % 

และ แมกนีเซ ียมช ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 0.02 % แปรผ ันปร ิมาณ สารสก ัดจากย ีสต ์ เป ็น

0.1 , 0.2 , 0.3 , 0.4 และ 0.5 % โดยใช้ปริมาณกล้าเช ื้อที่ lx io 5 สปอร ์ต ่อม ิลล ีล ีตร  

เวลาการเพาะเลี้ยง 5 ว ัน จากน ั้นว ิเคราะห ์หา น ั้าหน ักเชลล ์แห ้ง ปร ิมาณ น ั้าตาลร ีด ิวซ ์ 

ปริมาณกรด และ ค ่าความเป ีนกรด-ด่าง ซ ึ๋งผลการทดลองแสดงได ้ด ังร ูปท ี่ 28-31

-♦-0.10% 

— 0.20% 

— 0.30% 

-♦ -0 .4 0 %  

- * -0 .5 0 %

รูปท ี่ 28 ปร ิมาณ น ั้าตาลร ีค ิวช ้เร ิ่มด ้นและน ั้ไตาลร ีค ิวซ ์ท ี่เหส ือ เมื่อใช้ปริมาณ  

สารสก ัดจากย ีสต ์ 0.1 , 0 .2 ,0 .3 ,0 .4  และ 0.5%
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■0.10% 

■0.20% 

■ 0.30% 

■ 0.40% 

- 0.50%

รูปท ี่ 29 ปร ิมาณกรดเร ิ่มต ้นและการเปล ี่ยนแปลงท ี่เก ิดข ึ้น เม ื่อใช ้สารสก ัดจากย ีสต ์

0 .1 ,0 .2 ,0 .3 ,0 .4  และ 0.5%

-♦-0.10% 

-■-0.20% 

—♦ - 0.30% 

-♦ -0.40%  

-* -0 .5 0 %

ร ูปท ี่ 30 ค ่าความเป ็นกรด-ด ่างเร ิ่มต ้น  เม ื่อใช ้ปร ิมาณ สารสก ัดจากย ีลต ์เป ็น  0 .1 ,0 .2  ,

0 .3 ,0 .4  และ 0.5%
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00.10% 

O  0.20%

■  0.30% 

O  0.40% 

0 0 .5 0%

1 2 3 4 ร

ระอะทลาการเหาะเทอง (วัน)

เป ท ี่ 31 น ั้าหน ัก เซลล ์แห ้ง เม ึ๋อใช ้ปร ิมาณ สารสก ัดจาก ย ีสต ์ 0 .1 ,0 .2 ,0 .3 ,0 .4 ,0 .5 %

ผลการทดลองจากรปที่ 28 ถึง 31 พบว่า เม ื่อเล ี้ยงเช ื้อในอาหารเหลวที่ม ีปริมาณ  

สารสก ัดจากย ีสต ์แตกด ่างก ันน ั้นท ี่ 0.3 % ให ้น ั้าหน ักเซลล ์แห ้งส ูงส ุด 12.151 ม ิลล ิกร ัม  

ต ่อม ีลล ิล ิตร ในวันที่ 4 ของการเพาะเลี้อง และน ั้าหน ักเซลล ์แห ้งจะห ้ออลงมา เมอใช  ้

สารสก ัดจากย ีสต ์ 0 .1 ,0 .2 ,0 .4  และ 0.5 % มีค ่าเท ่ากับ 11.349,10.881 , 11.992 และ 

11.342 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ ปร ิมาณ น ั้าตาลร ิด ิวช ์ ม ีปริมาณการใช้ท ี่ใกล  ์

เคียงกัน ในส ่วนปริมาณกรดท ี่เก ิดข ึ้น พบว่า ท ี่ปร ิมาณ สารสก ัดจากย ีสต ์ 0.3 % ให  ้

ปริมาณกรดมากท ี่ส ุด คีอ 14.108 กรัม ต่อ 100มีลลิล ิตร ในว ันท ี่ 5 ของการเพาะเลี้ยง 

และมีค ่าห ้อยลงใน 0.1 , 0.2 ,0.4 และ 0.5 % เป็น 13.088 , 13.141 , 13.679 และ 

13.976 กรัมต ่อ 100 ม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ ในวันท ี่ 5 ของการเพาะเลี้ยงเช่นเดียวกัน และ 

ให้ค ่าปริมาณกรดที่เก ิดข ึ้นท ี่ใกล้เค ียงกัน ในวันท ี่ 4 อ ีกด ัวย ส ่วนค่าความเป ็นกรด-ด่าง 

ในอาหารท ี่แปรผ ันปริมาณสารสกัดจากยีสต ์ท ี่แตกต ่างก ันอย ู่ในช ่วง 3.94-2.49 ซึ่งผล 

จากงานวิจ ัยน ี้ สามารถลดปริมาณสารสก ัดจากยีสต ์ท ี่ต ้องใช ้!นการเพาะเล ี้ยงจากเด ิม 0.4 

เป ็น 0.3 % และเป ็นการลดต ้นท ุนในการผลิตไต ้อ ีกต ้วย ดังน ั้นในงานวิจ ัยน ี้จ ึงเส ือกใช ้ 

ปริมาณ สารสก ัดจากย ีสต ์ท ี่ 0.3 % ไวัใช้ในการทดลองต ่อไป
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จากน ํ่นจะนำเอาเชลล์ราอบแห ้งท ี่ได ้จากการใช ้ปริมาณสารสกัดจากย ีสต ์ 0.1 % 

มาสก ัดให ้เป ็นไคด ิน (ว ิธ ีช ้อ 9 บทท ี่ 2) แล้วว ิเคราะห ์ด ้วยการใช้แสงอินฟราเรด เปรียบ  

เท ียบก ันก ับไคด ินท ี่ได ้จากก ุ้งว ่าม ีความแตกต่างก ันหรือไม, ซ ึ่งผลท ี่ได ้แสดงด ังร ูปท ี่ 32

ร ูปท ี่ 32 อ ินฟราเรดสเปกตร ัมของไคด ินจากเชลล ์ราท ี่เล ี้ยงในอาหารท ี่ม ี

ปร ิมาณ สารสก ัดจากย ีสต ์ 0.1 เปอร ัเซนต ์ เปร ียบเท ียบก ับไคด ินจากเปล ือกก ุ้ง
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จากรูปที่ 32 พบว่าปร ิมาณ สารสก ัดจากย ีสต ่ไม ่ม ีผลต ่อหม ู่ฟ ้งก ์ช ันน ัลของไคต ิน  

เม ื่อเท ียบก ับอ ินฟราเรดสเปกตรัมของไคต ินจากเปล ือกก ุ้ง โดยจะพบ absorption band ท่ี 

สำกัญของไคตน คอ carbonyl group (C=0) and amide (-NH) interaction จะพบทเลข  

คลื่น 3255-3100 cm’1 , carbonyl group (C=0) พบที่เลขคลื่น 1650 cm’1 และ 

acetamido methyl group (C H jO O ) ทเลขคลน 2970-2940 cm อกทัง N-H bending 

ที่เลขคลื่น 1550 cm’1 เหม ือนก ันก ับอ ินฟราเรดสเปกตรัมของไคต ินจากเปล ือกก ุ้ง

3.5 การแปรผ ันปริมาณของแมกน ีเซ ียมช ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรตท ี่เหมาะสม ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ

จากข้อ 3.1-3.4 พบว่า อาหารท ี่เหมาะสมประกอบด'วย แป ็งม ันสำปะหล ัง 8 % 

ที่ผ ่านการย ่อยด ้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส เพ ื่อเปล ี่ยนให ้เป ็นนาตาลกล ูโคสก ่อน และ 

แอมโมเน ียมช ัลเฟต 0.4 % สารสก ัดจากย ีสต ์ 0.3 % รวมท ั้งม ีการเต ิมสารอาหารล ื่น คือ 

โพแทสเซ ียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 % ปร ิมาตร 100 ม ิลล ิล ิตร ทำการฆ่าเชื้อ เติม 

กล้าเช ื้อในรูปของสปอร์ของ Aspergillus niger l x พ 5 สปอร ์ต ่อม ิลล ิล ิตร ใช้ระยะเวลา 

การเพาะเลี้ยง 5 ว ัน แปรผ ันปริมาณของแมกนีเซ ียมช ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต ในอาหาร 

เลี้ยงเชื้อ เป็น 0.005 , 0.01 , 0.015 , 0.02 , 0.025 , 0.03 และ 0.035 % แทน 0.02 % 

ในส ูตรอาหารควบค ุม จากท ั้นว ิเคราะห ์ นาหน ักเซลล ์แห ้ง ปร ิมาณ นาตาลร ีด ิวช ์ ปริมาณ  

กรด และ ค่า pH ซ ึ่งผลของการแปรผันปริมาณของแมกนีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 

แสดงได ้ด ังร ูปท ี่ 33-36
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- 0.005%

- 0.010% 

-0.015% 

- 0.020%

- 0.025%

- 0.030%

- 0.035%

รูปท ี่ 33 ปริมาณนํไตาลรีด ิวซ ์เม ื่อใช ้แมกน ีเซ ียมช ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 0.005%-0.035%

0.005%

0.010%

0.015%

0.020%

0.025%

0.030%

0.035%

ร ูปท ี่ 34 ปร ิมาณ กรด เม ื่อใช ้ปร ิมาณ แมกน ีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรตจาก

0.005% ถึง 0.035%
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0.005%
0.010% 

—A— 0.015% 
—X— 0.020% 

- X -  0.025% 
—• — 0.030% 
—I— 0.035%

ร ูปท ี่ 35 ค ่าความ!ป ีนกรด-ด ่างเร ิ่มต ้นและท ี่เปล ี่ยนแปลงขณ ะท ี่ม ีการเล ี้ยงเช ื้อ  

เม ื่อใต ้แมกนีเซ ียมช ัณฟต-เฮปตะไฮเดรตจาก 0.005 ถึง 0.035%

0.005%
0.010%

0.015%
0.020%

0.025%
0.030%
0.035%

ร ูปท ี 36 นำหน ัก เซลล ์แห ้ง เม ื่อใต ้ปร ิมาณ แมกน ีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต เร ิ่มจาก

0.005%-0.035%
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พิจารณารูปที่ 33-36 เม ื่อเล ี่ยงเช ื้อในอาหารเหลว ท ี่ม ีปร ิมาณแมกน ีเซ ียมช ัลเฟต- 

เฮปตะไฮเดรตแตกต่างกัน พบว่า ปริมาณของแมกนีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรตท ี่

0.01% ให ้นาหน ักเซลล ์แห ้งส ูงส ุด เป ็น 13.747 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ในวันที่ 4 ของ 

การเพาะเลี้ยง และท ี่ 0 .0 0 5 ,0 .0 1 5 ,0 .0 2 ,0 .0 2 5 ,0 .0 3  และ 0.035 % มีค ่าน ้อยลงมา 

ให ้ค ่านาหน ักแห ้งของเชลล์ท ี่มากท ี่ส ุคใกล้เค ียงก ัน 13.362 , 13.255 , 13.083 และ 

13.157 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ ส ่วนท ี่ปร ิมาณ  0.03 และ 0.035 % จะให  ้

น ี้าหน ักเซลล ์แห ้ง 12.447 และ 12.418 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ ส ่วนปริมาณ  

นาตาลริด ิวซ ์น ั้นจะลดลงใกล้เค ียงก ันโดยอยู่ในช ่วง 4.99-5.38 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร  

ปริมาณกรดท ี่เก ิดช ื้น พบว่า ปร ิมาณของแมกน ีเซ ียมช ัลเฟต- เฮปตะไฮเดรต 0.03 และ

0.035 % ให ้ปร ิมาณกรดสูง มีค ่าเท ่ากับ 13.672 และ 13.423 กรัม ต่อ 100 ม ิลล ิล ิตร 

ตามลำดับ และม ีค ่าน ้อยลงมาแต่ให ้ค ่าใกล้เค ียงก ัน คือ ปริมาณของแมกนีเซ ียมช ัลเฟต- 

เฮปตะไฮเดรตที่ 0.01 , 0.015 , 0.02 , 0.025 % โดยให้ค ่าเป ็น 13.394 , 13.235 , 

13.310 , 13.320 กรัมต ่อ 100 ม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ จากรูปที่ 34 พบว่าล้าปริมาณ  

แมกนีเซ ียมน้อยกว่า 0.01 % ให ้ค ่าปริมาณกรดน้อย ซ ึ่งสอดคล้องก ับรายงานของ

Lockwood (1975) ที่ว่า เชื้อ Aspergillus niger จะสร ้างกรดช ิตร ิกได ัด ี ล้ามีการเติมแร, 

ธาต ุท ี่เหมาะสม คือ Mg2+ ในอาหารเล ี้ยงเช ื้อเพราะแมกนีเซ ียมนี้ม ีความสำคัญต่อ 

ปฏิก ิร ิยาของเอนไซม์หลายชนิดภายในเชลล์ ในขณะเดียวคันก ็ส ่งผลต่อการเจริญเต ิบโต 

และการผลิตกรดช ิตร ิก พบว่า ปร ิมาณของแมกน ีเซ ียมท ี่เหมาะสมต ่อการผล ิตกรดช ิตร ิก  

อยู่ในช่วง 0.01-0.025 % แต่ล ้ามีปริมาณของแร,ธาตุน ้อยเก ินไป มีผลทำให้การผลิตกรด 

ชิตริกตํ่า และล ้าม ีปร ิมาณสูงเก ินไปจะทำให ้ระยะเวลาการเจร ิญย ืดยาวออกไป สำหร ับ  

ค่าความเป ็นกรด-ด่าง ท ี่เก ิดช ื้นเม ื่อใช ้ปริมาณแมกนีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรตแตกต่าง 

กัน จะอยู่ในช่วง 3.95-2.49

แ ต ่เม ื่อ พ ิจ า ร ณ า ป ร ิม า ณ ข อ งแ ม ก น ีเซ ีย ม ช ัล เฟ ต -เฮ ป ต ะไ ฮ เด ร ต ท ี่ไ ด ัจ า ก ก า ร  

ท ดลองน ี้จ ะพ บว ่า  0.01 % เห ม าะส ม ท ี่ส ุด  เม ื่อ เปร ียบ เท ืยบก ับส ูตรอาห ารควบค ุมท ี่ต ้อง 

ใช ้ 0.02 % ซ ึ่งผลท ี่ไต ้จากงานว ิจ ัยม ีค ่าน ้อยกว ่าย ่อมเป ็นผลด ีต ่อการลดต ้นท ุนการผล ิต  

จ ึงเส ือทปร ิมาณ แมกน ีเซ ียมซ ัล เฟ ต-เฮปตะไฮเดรตท ี่ 0.01 % เป ็นส ูตรอาหารเหลวในการ 

ทดลองต ่อ  ๆ  ไป
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3.6 การแปรผ ันปร ิมาณ สปอร ์เร ิ่มต ้นท ี่เหมาะสม เพ ื่อให ้ไต ้น ั้าหน ักเชลล ์แห ้งส ูงส ุด

จากข้อ 1 พบว่า ชนิดของกล้าเชื้อ (starter) เร ิ่มต ้นในการเล ี้ยงเช ื้อน ั้น กล้าเชื้อใน 

ร ูปสปอร ์ให ้น ั้าหน ักเชลล ์แห ้งส ูงกว ่า ปริมาณกล้าเช ื้อในรูปกลุ่มสายใย (เพลเลต) ด ังน ั้น 

ไต ้แปรผ ันปร ิมาณ กล้าเช ื้อเร ิ่มต ้นในร ูปสปอร ์ lx io5 , lx l0 6 , lx l0 7 และ lx  1()8 ส ป อ ร ์ 

ต ่อม ิลล ิล ิตร โดยเล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีส ่วนประกอบท ี่ไต ้มาจากข ้อ 3.1-3.5 ซึ่งถือเป ็น 

อาหารส ูตรปร ับปร ุง ประกอบไปต ้วย แป ืงม ันสำปะหล ัง 8 % นำมาย่อยต้วยเอนไชม  ั

แอลฟาอะไมเลส 150 หน่วย ภายในเวลา 30 นาที แอมโมเน ียมช ัลเฟต 0.4 % 

โพแทสเซ ียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 % สารสก ัดจากย ีสต ์ 0.3 % และ ใช้ปริมาณ 

แมกนีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 0.01 % โดยใช้ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 5 วัน แสดง 

ผลการทดลองในรูปท ี่ 37

แ  1x105

■  1x106

□  1x107

□  1x108

1 2 3 ^ 4  5
ระยะIวลาการเพใะเลี"ชง (วัน)

รูปท ี่ 37 น ั้าหน ักเซลล ์แห ้ง เพ ื่อใช ้ปร ิมาณสปอร์เร ิ่มต ้นแตกต่างก ัน
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ข้อมูลของรูปที่ 37 แสดงให้เห็นว่า ปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นที่ lx io5 สปอร์ต่อ 

มิลลิลิตร ให้ค่านั้าหนักของเชลล์แห้งเป็นเพ่ิมชื้นตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงมีค่าเป็น

2.230 , 11.057 , 14.100 16.876 และ 16.800 มีลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 1 ถึง 5 

ของการเลี้ยงเซลล์ ปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นที่ lx io6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ให้'น้ัาหนักเชลล์
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แห้งเพ่ิมข้ึนเม่ือเวลาการเพาะเล้ียงเพ่ิมข้ึน โดยให้ค่าเป็น 5.830 , 11.775 , 15.812 , 

18.271 และ 18.251 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในวันแรกจนถึงวันสุดท้ายของการเล้ียงเช้ือ 

ตามลำดับ ส่วนปริมาณกท้าเชื้อเริ่มต้นที่ lx io7 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ให้ผลของนาทนัก 

แห้งของเชลล์ ในระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ 5 วัน เป็น 5.900 , 11.780 5 15.628 , 17.917 

และ 18.110 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ สุดท้ายคือปริมาณกท้าเช้ือเร่ิมต้นที่ lx io8 

สปอร์ต่อมิลลิลิตร ให้ค่านํ้าหนักเชลล์แห้งเป็น 5.887 , 11.764 , 15.912 18.017 และ 

18.232 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 1 ถึง 5 ของการเพาะเล้ียง ตามลำดับ เม่ือพิจารณา 

เปริยบเทียบค่าของนํ้าหนักเซลล์แห้งระหว่างปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นที่ปริมาณแตกต่างกัน 

4 ปริมาณ เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีสุตรเหมือนกัน และเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องเท่ากัน และเมื่อ 

เล้ียงเป็นเวลา 4 วัน เท่ากัน พบว่า ปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นที่ lx io6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

จะให้ค่านาหนักเชลล์แห้งสูงสุดเป็น 18.271 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าห้อยลงมา 

ใน lx io 7 และ lx io 8 เป็น 17.917 , 18.017 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ซ่ึงผลการ 

ทดลองขัดแท้งกับปริมาณสปอร์ที่ใช้ในสูตรอาหารเดิมที่ใช้จำนวนสปอร์เริ่มต้นเป็น 

lx io 5 สปอร์ต่อมิลลิลิตร แต่ผลที่ต้องการจากการทดลอง คือ ปริมาณนาหนักเซลล์แห้ง 

สูงในสภาวะการทดลองดังที่ไต้กล่าวมาแล้ว ดังนั้นจึงเลือกใช้ปริมาณสปอร์เริ่มต้นที่

lx io 6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เป็นปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นในการทดลองต่อไป

3.7 การหาระยะเวลาเหมาะสมในการเก็บเชลล์ (harvest)!ดยเล้ียงในอาหารเหลวสูตร 

ปร ับปร ุง

จากช ้อม ูลท ี่แสดงภาวะเหมาะสมในการเล ี้ย งทำให ้ทราบส ูตรอาห ารเล ี้ยงเช ื้อ  

ท ี่ไต ้ทำการปรับปรุงแล ้ว ประกอบต ้วย แป ็งม ันสำปะหล ัง 8 % นำมาย ่อยต ้'๚1อนไชม  ์

แอลฟาอะไมเลส ค ่าน ั้าตาลรีด ิวซเร ิ่มต ้น 9.7 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ใช้ปริมาณ  

แอมโมเน ียมซ ัลเฟต 0.4 % โพแทสเซ ียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5% สารสก ัดจากย ีสต ์

0.3 % และ แมกนีเซ ียมซ ัลเฟต-เฮปตะไฮเดรต 0.01 % ปร ิมาตร 100 ม ิลล ิล ิตร pH 5.6 

เดิมกล้าเชื้อปริมาณ lx io6 สปอร ์ต ่อม ิลล ิล ิตร เล ี้ยงบนเคริ่องเขย่าทีค่วามเร็ว 200 รอบ 

ต่อนาที ท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง โดยขยายเวลาในการทดลอง 7 วัน ตรวจสอบ นั้าหน ักแห้งของ
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เชลล ์ ปริมาณกรด ปร ิมาณน ี้ไตาลร ีด ิวซ ์ และ ค ่าความเป ็นกรด-ด่าง ปริมาณไคดินที่ 

สก ัดได ้ บ ันท ึกผลการทดลอง ทุก ๆ ว ัน ซ ึ่งให ้ผลการทดลองด ังน ี้
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1 2 3 4 „  5 6 7

ระย ะท ลาก าร !ท าะ !ล ีย ง  (ว ัน )

- นาหนัณฯเลaแห ้ง

(mg/ml)
- ปริมาณ'นาตาaร ีค ิฬ ํ

(mg/ml)
ปริมาณกรต 

(g/lOOml)
ค่าความ!ปีนกรต- 

ค่าง

ปริมาณไคติน

(mg/ml)

รูปท ี่ 38 ระยะเวลาท ี่เหมาะสมในการเพาะเล ี้ยง Aspergillus niger

จากรูปที่ 38 พบว่าน ี้าหน ักเชลล์แห ้งม ีค ่าเพ ิ่มข ึ้นต ั้งแต ่ว ันแรกของการเล ี้ยงเชลล์ 

โดยมีค ่าเป็น 5.827 ม ีลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และม ีค ่าน ี้าหน ักแห ้งเพ ิ่มข ึ้นในว ันท ี่ 2 และ 3 

เป ็น 11.763 และ 15.800 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ ในวันท ี่ 4 ของการเพาะเลี้ยง 

น ี้นพบว ่าม ีค ่าน ี้าหน ักเซลล ์แห ้งส ูงท ี่ส ุด  เป ็น 18.372 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และ เริ่มมีค ่า 

ใกท้เค ียงกันในวันที่ 5 6 และ 7 มีค่า 18.327,18251 และ 18.137 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร 

ตามลำดับ ปร ิมาณไคดินท ี่ได ้จากการสก ัดจากเซลล ์ราอบแห ้งม ีค ่าเป ็น 2.341 , 8.185 , 

12.254 , 13.842,13.821 , 13.773 และ 13.679 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ในวันที่ 1 จนถึง 

วันท ี่ 7 ตามลำดับ ปร ิมาณน ี้าตาลรีค ิวช ์ม ีค ่าลดลงต ั้งแต ่ว ันแรกจนถ ึงว ันส ุดท ้าย มีค่า 

เป ็น 8.25 , 5 .0 4 ,4 .1 0 ,3 .3 1  , 2.73 , 1.67 และ 1.10 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ตามลำดับ 

เห ็นว ่าปร ิมาณนี้าตาลรีด ิวซ ์ม ีค ่าลดลง แต ่น ี้าหน ักเซลล ์แห ้งไม ่เพ ิ่มข ึ้น  เป ็นไปได้ปริมาณ  

น ี้าตาลร ีด ิวช ์ท ี่ลดลงน ี้นอาจถ ูกนำไปใฟ ้นการสร ัางผล ิตภ ัณ ฑ ์อ ื่น  หร ือ อาจเอาไปใช้ใน
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การสร้างเซลล ์ แต่อ ัตราการเกิดและอัตราการตายเท่ากัน จ ึงทำให้ค ่านาหนักเซลล์แห ้งจ ึง 

ไม่เพ ิ่มข ึ้น ค ่าปริมาณกรดนั้นม ีค ่าเพ ิ่มข ึ้นตามระยะเวลาการเล ี้ยงท ี่เพ ิ่มข ึ้น มีค่าเท่ากับ 

8.349 , 12.876 , 13.369 , 14.448 , 15.432 , 15.508 และ 15.502 กร ัมต ่อ100 ม ิลล ิล ิตร 

ในวันที่ 1 ถึง 7 ของการเพาะเลี้ยง ตามลำดับ พบว,า ว ันท ี่ 5 ให้ค ่าของปริมาณกรดมาก 

ท ี่ส ุด  ซ ึ่งผลการทดลองท ี่ได ้สอดคล้องก ับรายงานของ Bigelis (1991) ที่รายงานว่า เมื่อ 

เลี้ยงรา Aspergillus niger จะให ้ปร ิมาณ ของกรดช ิตร ิกมากท ี่ส ุดในว ันท ี่ 6 ของการ 

เพาะเลี้ยง มีค ่า 16.05 กรัมต ่อ 100 ม ิลล ิล ิตร อีกน ั้งย ังให ้ค ่าใกล้เค ียงกันวันท ี่ 4 และ 7 

ของการเพาะเลี้ยง ส ่วนค่าความเป ็นกรด-ต ่างม ีค ่าอย ู่ในช ่วงระหว่าง 3.68-2.22 ดังนั้น 

เม ื่อพ ิจารณาจากค่านั้าหนักเชลล์แห้ง ว ันท ี่ 4 ของการเพาะเล ี้ยงให ้ค ่าส ูงท ี่ส ุค และให้ค ่า 

ปริมาณ ไคต ินท ี่สก ัดได ้มากท ี่ส ุด จ ึงเล ือกใช ้ระยะเวลาน ี้ในการทดลองต ่อไป เนื่องมา 

จากล้าม ีปร ิมาณของน ั้าหน ักเซลล์แห ้งท ี่มาก จะม ีผลทำให ้ได ้ไคตินมากด้วย

3.8 การคัดเลือกความเร็วรอบของเครื่องเขย่า (rotary shaker) ท ี่เหมาะสม

จากข้อ 3.1-3.7 ได ้สภาวะท ี่เหมาะสมในการเพาะเล ี้ยงเพ ิ่อให ้ได ้น ั้าหน ักเชลล์ 

แห ้งส ูง ซ ึ่งได้แก่ ส ูตรอาหารเหลวท ี่ปร ับปร ุงแล ้ว ปร ิมาตร 100 ม ิลล ิล ิตร ใช้ปริมาณ 

กล้าเช ื้อเร ิ่มต ้น lx io6 สปอร ์ต่อมิลลิลิตร ปร ับค ่าความเป ็นกรด-ด ่างเป ็น 5.60 และใช ้ 

อุณหภูม ิห ้องในการเพาะเลี้ยง องค ์ประกอบเหล ์าน ี้เป ็นสภาวะท ี่เหมาะสมท ี่ส ุดในการให ้ 

น ั้าหน ักของเชลล ์แห ้งส ูง ใช ้เวลาการเพาะเลี้ยงทั้งหมด 5 วัน โดยใช้ความเร็วรอบของ 

เครื่องเขย่าแบบ rotary ที่ 150 , 200 และ 250 รอบต ่อนาท ี จากน ั้นนำมาวิเคราะห ์ 

ปริมาณนำหน ักเชลล ์แห ้ง ปร ิมาณ น ั้าตาลร ีด ิวช ์ ปริมาณกรด และ ค่าความเป็นกรด-ค่าง 

ผลการทดลองแสดงไร้ในรุปท ี่ 39-42
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- น THน กพ ลลแห ้ง 

<rag/ml)

■ปร ิมาณ น ัาดาลร ิส ิว1*

(mg/ml)

ปริมาณกรด 

(g/100ml)

กำความเป็นกรด-ค่าง

ร ูปท ี่ 39 นาหนกเซลล ์แหง ปร ิมาณ นาตาลร ีด ิวช ์ท ี่เปล ี่ยนแปลง ปริมาณกรดค่า pH 

เม ื่อใช้ความเร็วรอบเครึ๋องเขย่า 150 รอบต ่อนาท ี

■ นาหนักเฯ(ลรนหา

(mg/ml)

- ปร ิมาณ น ัาดาลร ิ«ว1*

(mg/ml)

ปริมานเกรด 

(g/100ml)

" พ  ค ่าความเป ็นกรด- 

ด่าง

ร ูปท ี่ 40 นาหน ักเชลล์แห ้ง ปร ิมาณ นาตาลร ีด ิวช ์ท ี่เปล ี่ยนแปลง ปริมาณ กรดท ั้งหมด  

และ ค่าความเป ็นกรด-ต่าง เมื่อใช ้ความเร็วรอบเครองเขย่าท ี่ 200 รอบต ่อนาท ี
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2 3 « 4 
ระชะทลาการเพาะเลี้ยง (วัน)

•นำหนํก!ชลลแห้ง

(mg/ral)

- ปรินา01นาตาลรีดิวช์
(m g/m l)

•ปริฆาณกรด 
(g/100ml)

• ค่ากวาม!ปีนกรด-ด่าง

ร ูปท ี่ 41 นาหน ักเซลล์แห ้ง ปร ิมาณ นาตาลร ิด ิวช ์ปร ิมาณ กรด และ ค่าความเป็นกรดด่าง 

เม ื่อใช ้ความเร็วรอบเครื่องเขย่าท ี่ 250 รอบต่อนาท ี

1

g
I

‘ I

2 3 , 4
ระชะ!วลาการเพาะ!ลซง (วัน)

H  150 รอบต่อนาที 

■  200 รอบต่อนาที 

□  250 รอบต่อนาที

ร ูปท ี่ 42 เปร ียบเท ียบน ํ่าหน ัก เชลล ์แห ้งเม ื่อ เล ี้ยงเช ื้อบนเคร ื่องเขย ่าท ี่ความเร ็วรอบเป ็น  

150 200 และ 250 รอบต ่อนาท ี



76

จากรูปท่ี 42 พบว ่า  เม่ือทำการเพาะเล้ียงเชื้อบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบแตก 
ต่างกันเป็น 150 , 200 และ 250 รอบต่อนาที จะให้ผลของนํ้าหนักเชลล์แห้งเพิ่มชื้นเมื่อ 
ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง 5 วัน โดยในวันแรก นาหนักเซลล์แห้งมีค่า 3.438 , 6.021 
และ 6.122 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร จากความเร็วรอบที่ 150 , 200 และ 250 รอบต่อนาที 
ตามลำดับ ในวันที่ 2 ของการเพาะเล้ียง นาหนักเชลล์แห้งมีปริมาณเป็น 10.0108 , 
9.128 และ 9.203 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150,200  
และ 250 ตามลำดับ และให้ค่านาหนักเชลล์แห้งในวันที่ 3 ของการเพาะเล้ียง เป็น 
14.236 , 15.015 และ 14.832 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ความเร็วรอบ 150,200 และ 250 
ตามลำดับ ในวันที่ 4 ของการเพาะเล้ียง จะพบว่าความเร็วรอบที่ 200 รอบต่อนาทีให้ผล 
นาหนักเชลล์แห้งมากที่สุด คือ 17.372 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ค่าน้อยลงมา 
ท่ี 17.360 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 4 ของการเพาะเล้ียง ส่วนปริมาณนาตาลริดิวช์ 
มีค่าลดลงใกล้เคียงกัน อยู่ในช่วง 4.88-5.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงบนเคร่ือง 
เขย่าท่ีความเร็วรอบแตกต่างกันท่ี 150,200 และ 250 รอบต่อนาที (รูปท่ี 39-41)

ค่าปริมาณกรดท่ีเกิดช้ืน พบว่า ความเร็วรอบที่ 250 รอบต่อนาทีให้ค่าปริมาณ 

กรดสูงสุดเป็น 12.724 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 5 ของการเพาะเล้ียง (รูปที่ 41) 

และมีค่าน้อยลงที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น 12.532 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ในวันท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง อีกทั้งในวันที่ 4 ปริมาณกรดท่ีเกิดขึ้นนั้นมีค่าใกล้เคียงกับ 

วันท่ี 5 ของการเพาะเล้ียงอีกดัวย ที่ความเร็วรอบ 200 และ 250 รอบต่อนาที มีค่า 

12.478 และ 12.618 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ (รูปที่ 40-41)

ค่าความเป็นกรด-ต่าง ที่เกิดชื้นท่ีความเร็วรอบท่ีต่างกัน พบว่า มีค่าลดลงเม่ือ 
เวลาในการเพาะเล้ียงเพ่ิมชื้น แค่ไฯแตกต่างกันมาก เมื่อความเร็วรอบแตกต่างกัน โดยมี 
ค่าอยู่ในช่วง pH 4.02-2.56 ดังน้ันเมื่อพิจารณานั้าหนักเชลล์แห้งจากรูปที่ 42 แล้วจะพบ 
ว่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ให้ค่ามากที่สุด โดยอาศัยความรู้ท่ีว่ายิ่งความเร็วรอบ 
ของเครื่องเขย่ามากย่อมมีผลทำให้ขนาดของกลุ่มเล้นใยมีค่าเล็กลง ซ่ึงจะมีผลต่อน้ัาหนัก 
เชลล์แห้งที่ได้น้อยลงไปด้วย แต่ล้าความเร็วรอบของเขย่าเป็น 150 รอบต่อนาที ก็มีผล 
ทํ เให้ได้ปริมาณของกรดน้อยลงไปด้วย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Lockwood (1975) 
พบว่าการหมักกรดชิตริกนั้นจัดได้ว่าเป็นการหมักในสภาพที่ต้องมีอากาศ จึงจำเป็นท่ีจะ
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ต้องได้รับอากาศในปริมาณที่มากพอ ที่จะใช้ในการเจริญเติบโตและสร้างกรดชิตริก
และความเร็วรอบทีใช้ในเพาะเลียงรา Aspergillus niger เพื่อให้สร้างเชลล์และสร้างกรด 
ชิตริก ที่เหมาะสมท่ีสุด คือ 200-250 รอบต่อนาที แต่ในงานวิจัยนี้เสือกความเร็วรอบที ่
200 รอบต่อนาที เป็นความเร็วรอบที่ใช้ในการทดลองต่อไป

4. การเลียง Aspergillus niger ในระดับถังหมัก
นำข้อมูลจากการเลียง Aspergillus niger ในระดับขวดเขย่า ไต้สูตรอาหารที ่

ปรับปรุงแล้วรวมทังสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเซลล์ นำมาทดลองเลี้ยงในระดับ
ถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช้ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร ใช้อัตราการกวน 200 รอบต่อนาที 
อัตราการให้อากาศ 1 ลิตรต่อ 1 ลิตรของอาหารต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 ๐C ใช้ปริมาณ 
กล้าเชื้อเริ่มต้น lxio6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เล้ียงเป็นเวลาทั้งส้ิน 30 ชั่วโมง นำตัวอย่างท่ี 
เก็บทุก ๆ 5 ชั่วโมง มาวิเคราะห์ค่านี้าหนักเชลล์แห้ง ปริมาณนี้าตาลรีติวช์ ปริมาณกรด 
และ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ไต้ผลดังตารางท่ี 16 และ รูปท่ี 45

ตารางที่ 16 แส?ดงนี้าหนักเชลล์แห้ง ปร ิมาณ น ํ้าตาลร ีค ิวช ์ ปริมาณกรด และ pH ของ
Aspergillus niger เม ื่อเล ี้ยงในอาหารสูตรปรับปรุงแล ้ว โดยใช้อัตราการกวน 
200 รอบต่อนาที ในถังหมักขนาด 5 ลิตร

ระยะเวลาการ นาหน ักเซลล ์ ปร ิมาณ ไคต ิน ปร ิมาณนาตาล ปร ิมาณกรด ค่าความเป ็น

เพาะเล ี้ยง 

(ช ั่วโมง)

แห ้ง (ทาg/m l) (mg/ml) ร ีด ิว ช ิ (mg/ml) (g/100ml) กรด-ค่าง

0 0 0 10.7 0 5.60

5 6.21 2.72 10.3 2.15 5.54

10 7.26 3.70 9.8 3.5 5.47

15 7.86 4.35 9.2 4.2 4.37

20 8.50 5.01 9.0 4.5 3.25

25 8.91 5.42 8.8 4.8 3.08

30 9.13 5.64 8.5 5.1 2.83

35 ปร ิมาณ เชลล ์ราในถ ังหม ักม ีมาก ไม ่สามารถท ี่จะเล ี้ย งต ่อไปได ้
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น ำห น ัก เซ ลลแห ง 

(mg/ml)
ปร ิมาณ ไค ด ิน  

(mg/ml)
ป ร ิม าณ น ํ่าต าลร ิด ิวช ์ 

(mg/ml)
ปร ิมาณ กรต  

(g /100ml)
ค ่าความเป ็น กรด-ต ่าง

รูปท่ี 43 นํ้าหนักแห้งของเชลล์ ปริมาณนาตาลรีดิวช์ ปริมาณกรด และ pH โดยเลี้ยงใน 
ถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยมีอัตราการกวน 200 รอบต่อนาที

ข้อมูลจากตารางท่ี 16 และ รูปท่ี 43 เมื่อเลี้ยงเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบว่า 
นาหนักเซลล์แห้งจะค่อย ๆ เพ่ิมข้ึนเป็น 6.06 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 5 ของ 
การเพาะเล้ียง และมีค่านาหนักแห้งของเชลล์เพิ่มขึ้นเป็น 6.21 , 7 .2 6 , 7.82 , 8.50 และ
9.13 มิลลิกรัมต่อมีลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 10 , 15 , 2 0 , 2 5  และ 30 ตามลำดับ และได้ค่า 
ปริมาณไคตินเพิ่มขึ้นตามนาหนักเชลล์แห้งท่ีเพิ่มขึ้น มีค ่า เป็น 2 .72 ,3 .70 ,4 .35  , 5.01, 

5.42 และ 5.64 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่สกัดจากเซลล์ราอบแห้งที่ชั่วโมงที่ 5 จนถึง 30 

ตามลำดับ สำหรับปริมาณนาตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงจากเริ่มด้น 10.7 เหลอเป็น 8.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 30 เมื่องจากไม ่สามารถที่จะทำการทดลองต่อไปได ้
ในชั่วโมงที่ 35 เพราะมีปริมาณเชลล์มาก จึงมีผลทำให้ปริมาณนั้าตาลรีดิวซ์เหลือมาก 
ผลที่ปริมาณนาตาลรีดิวช์ที่เหลือปริมาณมากนั้น ทำให้ผู้วิจัยคิดว่าควรจะมีการปรับ
ภาวะในการเพาะเลี้ยงในกระบวนการผลิตในระดับถังหมักอีกครั้ง เช่น ปริมาณกล้าเชื้อ 
เริ่มด้นในระดับถังหมัก และ ปรับอัตราการให้อากาศที่เหมาะสมต่อไป ส่วนค่าปริมาณ
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เริ่มต้นในระดับถังหมัก และ ปรับอัตราการให้อากาศที่เหมาะสมต่อไป ส่วนค่าปริมาณ 
กรดน้ันมีค่าเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง โดยมีค่าเพ่ิมจาก 2.1 เป็น 5 .1 .กรัม 
ต่อ100มิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 30 ของการเพาะเล้ียง และค่าความเป็นกรด-ต่างมีค่าลดลง 
ตามระยะเวลาการเลี้ยงเชลล์ โดยมีค่าอยู่ในช่วง 5.60-2.83 ซึ่งผลที่ไต้จากงานวิจัยนี้ พบ 
ว่า ควรจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมอีก เพิ่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อในระดับ 
ถังหมักต่อไป

5. การสกัดไคดินจากเซลล์รา
ทำการเพาะเล้ียง Aspergillus mger ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับปรุง ท่ีภาวะ 

เหมาะสมแล้ว นำเชลล์ของรา จากอาหารเลี้ยงเชื้อมากรอง แล้วล้างต้วยน้ัาประปา 
หลายๆ คร้ัง เพ่ือให้สะอาดจากอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งยังมีนี้าตาลเหลืออยู่ นำไปอบที่ 50 ๐C 
เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จะไต้เชลล์ราอบแห้ง ซ่ึงแสดงไต้ดังรูปที่ 44

รูปที่ 44 สายใยรา Aspergillus niger ที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตรปรับปรุง เป็นเวลา 4 วัน 

อบแห้งที่ 50 ° c  เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง
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เม่ือได้เซลล์ราอบแห้งแล้ว จะนำเอาเซลล์ราดังกล่าวมาทำการสกัดไคสินด้วยการ 
ใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด้ความเข้มข้น 2 M เพ่ือกำจัดโปรตีนออก แล้วล้าง 
ด้วยนาประปาหลายๆคร้ัง และล้างสีหรือรงควัตถุ (pigment) และไขมันด้วยเอทานอล 
และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3% จากน้ันล้างด้วยน้ัาหลาย ๆ คร้ัง แล้วนำไปอบที่ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง แล้วเปรียบเทียบกับไคสินจากกุ้ง ให้ผลดังรูปท่ี 45

รูปท่ี 45 เปรียบเทียบระหว่างไคสินจากกุ้ง (Unicord Co.Ltd.) กับไคสินที่สกัดจากเชลล ์
รา Aspergillus n iger

จากรูปท่ี 45 จะเห็นว่าไคสินของกุ้งนั้นมีสีฃาวกว่าไคสินที่สกัดจากเชลล์ราแต่ไม, 
มากนัก อาจเป็นเพราะองด์ประกอบของผนังเชลล์ของราซับซ้อนกว่าในเปลือกกุ้ง โดย 
เฉพาะไคสินท่ีอยู่ตามผนังเซลล์ของรา ส่วนใหญ่จะจับกับองค์ประกอบอื่นๆ เช่น
กลูแคน แมนแนน เซลลูโลส (Bartnicki,1968) ดังนั้นเมื่อนำเอาเชลล์ราที่นำมาสกัด 
ไคสินไปอบที่อุณหภูมิ 50 ๐C องค์ประกอบที่ไคสินจับอยู่อาจเกิดการเปลี่ยนสี เม่ือ 
สัมผัสกับความร้อน
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เมึ่อได้ไคตินที่สกัดจากเซลล์ราอบแห้งแด้ว นำไคตินที่ได้มาทดสอบด้วยการใช ้
แสงอินฟราเรด (infrared spectroscopy) โดยใช้เครือง FT-IR (Perkin Elmer , model 
1760X,USA) โดยใช้เทคนิค KBr disc ได้ผลดังรูปท่ี 46 และอินฟราเรดสเปกตรัมของ 
ไคดินจากเปลือกกุ้ง (บทicord Co.Ltd.) ในรูปที่ 47 จากน้ันเปรียบเทียบอินฟราเรด 
สเปกตรัมของไคตินจากรากับไคตินจากเปลือกกุ้งแสดงได้ดังรูปที่ 48

รูปท่ี 46 อินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินที่สกัดได้จากสายใยรา A spergillus niger
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เซลลรา Aspergillus niger
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จากรูปท่ี 48 จะพบว่า อินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินที่สกัดได้จากราเมื่อเปรียบ 
เทียบกับไคตินที่ได้จากกุ้ง ให้ตำแหน่งของหมู,พิงก์ชันนัลท่ีสำคัญ คือ ให ้ absorption 
band ทสำคัญ คอ absorption band ของ carbonyl group (C=0) and amide (-NH) 
๒ teraction จะพบท่ีเลขคล่ืน 3255-3100 cm'1 และพบ absorption band ของ 
carbonyl group (C=0) พบทเลขคลืน 1650 cm และ acetamido methyl group 
(<:แ3บ=0) ท่ีเลขคล่ืน 2970-2940 cm’1 อีกทั้งพบ N-H bending ท่ีเลขคล่ืน 1550 cm'1 
เหมือนกันกับอินฟราเรดสเปกตรัมของไคตินจากเปลือกกุ้ง และยังพบกลุ่ม absorption 
band ของนาตาล ที่เลขคลื่นต่างๆ ดังนี้ 1425 cm'1 1390 cm’1 1310 cm'1 1280 cm 1 
1050-1010 cm'1 ด้วย

คำนวณหาค่า Degree of Acetylation , (%D.A.) ได้จากกราฟของค่าการดูดกลืน 
แสงอินฟราเรดของไคตินที่สกัดได้จากรา Aspergillus n iger และ กราฟค่าการดูดกลืน 
แสงอินฟราเรดของไคตินจากกุ้ง (Unicord Co.Ltd.) โดยใช้วิธีของ Robert (1992) โดย 
การคำนวณจากสตร %D.A.=(A 1655/ A3450) X 115 จากรูปท่ี 49 และ 50 สามารถหา 
ค่า %D.A. ของรามีค่าเท่ากับ 83.59% ค่า %D.A. ของกุ้งเท่ากับ 98.25% และเม่ือ 
พิจารณาค่า %D.A. แล้วจะพบว่ามีค่าอยู่ในช่วงที่มากกว่า 60% จึงถือว่าเป็นไคตินชึ๋ง 
สอดคล้องกับรายงานของ Muzzarelli (1985) ที่กล่าวว่า ล้ามีการดึงหม่อะชิติลออกไป 
เกิน 60% จะเรียกไคตินทั้นว่าไคโตแซน
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รูปที่ 49 กราฟแสดงค่าการดูดกลืนแสงของอินฟราเรดของไคตินที่สกัดได้จากรา 
Aspergillus niger ในงานวิจัย และการคำนวณค่า %  D.A.
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รูปที่ 50 กราฟค่าการดูดกสืนแสงของอินฟราเรดของไคดินจากปุ,ง (Unicord Co.Ltd.) 
และการคำนวณหาค่า %D.A.
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ธ. การเปลี่ยนไคดินให้เปีนไคโตนซนด้วยวิธีทางเคมี

เมื่อได้ไคตีนจากขั้นตอนสกัดแล้วจะน่ามาเปลี่ยนให้เป็นไคโตแชน ด้วยการใช ้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 50% (นาหนักต่อปริมาตร ) หลังจากที่ทำการสกัดตาม 
ขันตอนแล้ว ล้างด้วยน่าหลาย ๆ คร้ัง แล้วน่าไปอบที่ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ชั่วโมง จะได้เป็นไคโตแชน ได้ดังรูปท่ี 51 จากใร้ันจะน่าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี
อินฟราเรดสเปกโตสโคปี (infrared spectroscopy) โดยใช้เครือง FT-IR (Perkin 
Elmer,model 1760X,USA) โดยใช้เทคนิค KBr disc ได้อินฟราเรดสเปกตรัมของไค 
โตแชนจากกุ้ง ในรูปที่ 52 และเปรียบเทียบกับไคโตแชนของรากับไคโตแชนของกุ้ง 
(Sigma,USA) ให้ผลได้ดังรูปที่ 53

รูปท่ี 51 ไคโตแซนจากกุ้ง (Sigma,U.S.A.) กับไคโตแชนที่ได้จากรา Aspergii/us niger



รูปท่ี 52 อินฟราเรดสเปกตรัมของไคโตแซนจากรา A spergillus iliger ที่ใช้จากงานวิจัย

รูปท่ี 53 อินฟราเรดสเปกตรัมของไคโตแซนจากกุ้ง (Sigma, บ.ร.A.)
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รูปที่ 54 อินฟราเรดสเปกตรัมของไคโตแชนจากกุ้งเปรียบเทียบกับไคโตแชนที่ได้ 
จากรา Aspergillus niger
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จากผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีอินฟราเรดสเปกตรัมของไคโตแซนจากราเปรียบ 
เทียบกันกับไคโตแชนของกุ้ง ซึ่งให้ผลคล้ายกัน โดยมี absorption band ของไคติม ซ่ึง 
ให้ความเข้มลดลง ท่ี absorption band หมู่คาร์บอนิลที่เลขคลื่น 1650 cm’1 และมี
absorption band ของ primary amine มความเข้มขนในช่วงคลืน 1650-1590 cm

เมื่อไล้ไคโตแชนจากราแล้วจะนำมาหาค่า Degree of Deacetylation (%D.D.) 
ด้วยการไตเตรตล้วอสารละลายโซเดียมไฮดรอกไชด์ 0.0876 นอร์มัล โดยล้องเตรียม 
ไคโตแซนให้อยู่ในรูปของไคโตแชนไฮโดรคลอไรล้ค่อน ซ่ึงข้ันตอนการทำแสดงไวิไน 
วิธีการทดลองข้อ 11 ซึ่งผลการวิเคราะห์ให้ค่า %D.D. ของรามีค่าเท่ากับ 68.24% และ 
ให้ค่า %D.D. ของกุ้งมีค่าเท่ากับ 72.21% วิธีการคำนวณค่า %D.D. (ภาคผนวก ง)


	บทที่ 3. ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย



