
บฑฑ 3

ผลการวิจัย

1 ผลของความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังต,ธการผลิตกรด

เพื่อศึกษาหาความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังที่เหมาะสมต่อการผลิตกรด จึง 
ทำการทดลองโดยนำสปอร์แขวนลอยของ A . niger พบ-2223บจำนวน 1อ6 สปอร์ต่อมิลลิลิตรที่ 
เตรียมไค้ตามวิธีการทดลองในข้อ 3 มาทำการเพาะเลี้ยงเพื่อผลิตกรดในอาหารสูตร SL
(ภาคผนวก ก หมายเลข 2) โดยแปรผันความเข้มข้นแป้งมันสำปะหลังแตกต่างกันตั้งแต่ 10 ถึง 
90 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ทำการเลี้ยงเชื้อตามวิธีการทดลองในข้อ 4 นาน 8 วัน นำ 
นํ่าหมักที่ไค้ไปวิเคราะห์หาปริมาณกรด โดยการไตเตรทด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เข้ม'ข้น 0.1 นอร์มัล ตามวิธีการทดลองในข้อ 6 ไค้ผลการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 17

คว!มเขม้ขน้ข«งแปงึมนัส!ํปะหลงั (กรมัต0่เดร)

รูปที่ 17 ปริมาณกรดที่ผลิตโดย A. niger พ บ -2223L เมื่อแปรผันความเข้มข้นของ
แป้งมันสำปะหลังในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดต่างๆกัน โดยเพาะเลียงบนเครื่อง
เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง
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จากรูปที่ 17 พบว่าเมื่อความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังสูงขึ้น A . n ig e r พ บ -2223L 
จะสามารถผลิตกรดได้สูงขึ้นด้วย โดยจะผลิตกรดได้สูงสุดเป็น 11.50 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้ความ 
เข้มข้นแป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้น 
ของแป้งมันสำปะหลังสูงกว่า 70 กรัมต่อลิตร การผลิตกรดจะลดลง อาจเนื่องมาจากอาหารม  ี
ลักษณะหนืดมาก ทำให้มีการถ่ายเทอากาศไม่ดี จึงเป็นสาเหตุทำให้เชื้อผลิตกรดลดลง ดังใ4นใน  
การทดลองขึ้นต่อมาจึงเลือกใช้แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตร ซึ๋งเป็นความ
เข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังที่เชื้อ A . n ig e r พ บ -2223L สามารถนำไปผลิตกรดได้สูงสุด
ในการทดลองขึ้นต่อไป

2 ผอกไรติดตามคุณสมบตฒื้องต้นของ A. niger พ บ -2223L เนื่ธเอี้ยง'ในอาหารสำหรับผลิต 
กรดมะนาวเมื่อใช้แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต,ธลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน

จากผลการทคลองในข้อ 1 พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลัง
70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน Æ n ig e r พ บ -2223L จะสามารถผลิตกรดได้สูงสุด ดังนั้นจึง 
เลือกใช้แป้งมันสำปะหลังความเข้มข้นดังกล่าว ติดตามคุณสมบัติเบื้องด้นโดย ตรวจสอบการ 
เจริญโดยวิธีการหานั้าหนักเส้นใยแห้งตามวิธีการทดลองข้อ 5 ความสามารถในการผลิตกรด 
ตามวิธีการทดลองข้อ 6 ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ตามวิธีการทดลองข้อ 8 
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส และปริมาณนาตาล'รีติวส์ ตามวิธีการทดลองข้อ
9.1 ปริมาณแป้งที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตามวิธีการทดลองข้อ 11 ได้ผลการทดลองดังแสดง 
ในรูปที่ 18
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เวส1(วัน) »  โปรคิIอส

ทลา (วัน) ปริม!ณนาตาลรีดิ!ส์

ร ูป ท ี่ 18 แสดงคุณสมบัติเบืองต้นของ A. niger พ บ-2223L เมื่อเลียงในอาหารสูตร SL ท่ีมึนปึง 
มันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน
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จากผลการทดลองใน รูปที่ 18 พบว่า A . n ig e r พ บ -2223L จะค่อยๆผลิตกรดสูงขึ้นจน 
กระทั่งผลิตได้สูงสุดในวันที่ 8 ของการเลี้ยงเชื้อคือ ผลิตได้ 11.50 กรัมต่อลิตร หลังจากนั้นการ 
ผลิตกรดจะลดลงในวันที่ 9 ดังนั้นจึงใช้ระยะเวลาในการหมักนาน 8 วัน ตลอดงานวิจัย 
จากการติดตามความสามารถในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสพบว่าเอนไซม์จะมีแอคติวิตีสูง 
สุดในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ เป็น 4.4 หน่วยต่อมิลลิลิตร ส่วนแอคติวิตีของเอนไซม์โปรติเอส 
จะสูงสุดในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเลี้ยงเชื้อ เป็น 0.25 หน่วยต่อมิลลิลิตร ชึ๋งจะเห็นว่าในวันที่ 5 
ของการหมักแอคติว ิต ีของเอนไซม์กลูโคอะมิเลสจะลดลงซึ่งอาจเนื่องมาจากผลของเอนไซม์ 
โปรติเอสที่ไปย่อยเอนไซม์ดังกล่าว ทำให้ตรวจพบแอคติวิตีได้ตํ่าลง และจากการติดตามปริมาณ 
ปริมาณแป้งที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าปริมาณแป้งจะค่อยๆลดลงจนกระทั่งวันที่ 6
ของการเล ี้ยงเช ื้อจะตรวจพบปริมาณแป ้งน ้อยมากท ั่งน ี้เน ื่องจากเช ื้อสามารถผลิตเอนไซม ์ 
กลูโคอะมิเลสได้ และเอนไซม์ดังกล่าวจะย่อยแป้งจึงทำให้ช่วงหลังของการเลียงเชือ ตรวจพบ 
ปริมาณแป้งในนั้าหมักได้ลดลง และจากการตรวจหาปริมาณนั้าตาลรีติวส์จะพบว่าช่วงแรกของ 
การเลี้ยงเชื้อ ปริมาณนั้าตาลรีดิวส์จะตํ่าและจะสูงขึ้นโดยจะสอดคล้องกับแอคติวิตีของเอนไซม  ์
กลูโคอะมิเลส จากนั้นจะสามารถตรวจพบปริมาณนั้าตาลรีติวส์ลดลงในช่วงหลังซึ่งเกิดจากการ 
ที่เชื้อนำไปใช ้ จากผลการทดลอง พบว่า A . n ig e r พ บ -2223L จะผลิตทั่งเอนไซม์
กลูโคอะมิเลสและเอนไซม์โปรติเอส ซึ่งจากงานวิจ ัยท่ีของ Hayashida และ Flor (1981) และ 
งานวิจัยของ Fukuda และคณะ (1992) พบว่า A . n ig e r ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 
โปรติเอส จะทำให้ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ย่อยแป้งลดลง

3 ผลของการเติมสารที่มีผลกระทบต่อเอนไซม์โปรติเอส

จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ใ น ข ้อ  2  พ บ ว ่า  A . n ig e r พ บ - 2 2 2 3 L  ส า ม า ร ถ ผล ิต เ อ น ไ ซ ม ัโ ป ร ต ิเ อ ส  

ไ ด ้ ด ัง น ั้น จ ึง ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง เ ต ิม  เ ห ็บ ส แ ต ต ิน  ซ ึ่ง เ ป ็น ส า ร ท ี่ม ีผ ล ย ับ ย ั้ง ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์ 

โ ป ร ต ิเ อ ส เ พ ื่อ ด ูผ ล ข อ ง ส า ร น ี้ต ่อ เ อ น ไ ซ ม ด์ ังกล่าว โดย เ พ า ะ เ ล ีย ง เ ช ือ ใ น อ า ห า ร ส ำ ห ร ับ ผ ล ิต ก ร ด

ท ี่ม ีแ ป ้งม ัน ส ำ ป ะ ห ล ัง เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  จ า ก น ัน เ ต ิม เห ็บส แ ต ต ิน ล ง ใ น อ า ห า ร  ใ น ว ัน ท ี 2 ของ 
การเลี้ยงเชือ โดยใ ห ้ม ีความเข้มข ้น สุดท้ายของเห ็บสแตตินเป็น 1 ไม โครกร ัมต ่อม ิล ล ิล ิต ร  

(Sarangbin และคณะ, 1994) ได ้ผลการทดลองดังแสดงใ น ตารางท ี่ 3



ตารางที่ 3 เปรียบเทีอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส เอนไซม์กลูโคอะมิเลส
และกรดของ A. niger พ บ -2223L เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร SL ที่มีแป้ง
มันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน เมื่อมีการเติมและไม่มีการเติมเห็บสแตดิน

A. niger พ บ -2223L
การทดลอง โปรติเอส

(หน่วยต่อนิลลิลิตร)'1,
คถูโคอะนิเลท 

(หน่วยต่อนิลลิลิตร)'2,
อัตราก!รใช้นปืง 
(น ิลล ิกรัม/วัน)'3,

ปริมาณกรด 
(กรัมต่อลิตร)

ไม่เติมเห็บสแตดิน 0.23 4.87 2.14 11.94

เติมเห็บสแตดิน 0.11 9.47 2.56 16.50

(1) ค่าแอคติวิตีในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นวันที่เชื้อมีความสามารถในการผลิตเอนไซม ์
โปรติเอสสูงที่สุด

(2) ค่าแอคติวิตีในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นวันที่เชื้อมีความสามารถในการผลิตเอนไซม  ์
กลูโคอะมิเลสได้สูงที่สุด

(3) อัตราการลดลงของแป้งในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างวันที่ 3 ถึงวันที่ 5 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ

จากตารางที่ 3 พบว่าเมื่อมีการเติมเพ็บสแตดินลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ A. niger พ บ -2223L 
แอคติวิตีของเอนไซม์โปรติเอสลดลง แต่แอคติวิตีฃองเอนไซม์กลูโคอะมิเลสและปริมาณกรดที่ 
สร้างจะสูงขึ้นมากกว่าเมื่อไม่มีการเติมสารดังกล่าวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่า 
เมื่อแอคติวิตีของเอนไซม์โปรติเอสลดลงจะส่งผลให้แอคติวิตีของเอนไซม์กลูโคอะมิเลสสูงขึ้น 
จากตารางจะเห็นว่า อัตราการใช้แป้งในอาหารที่มีการเติมเห็บสแตดินลงไปจะสูงกว่าที่ไม่มีการ 
เติมสารดังกล่าว นอกจากนี้ ปริมาณกรดที่เชื้อผลิตได้เมื่อมีการเติมเห็บสแตดินลงไปจะสูงกว่า 
เมื่อไม่มีการเติมด้วย จากผลการทคลองที่ได้ดังกล่าวเป็นเหตุให้ในการคัดเลือกสายพันธุกลาย 
ในงานวิจัยนี้ทำโดยดัดเลือกสายพันธุกลายที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่าแต่ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
และกรดได้ส ูงในภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรด เมื่อใชแ้ป ้งมันสำปะหลังเป็นแหล ่งคาร์บอน



4 ผลเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ A. niger พ บ -2223L
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จากงานวิจัยของ Fukuda และคณะ (1992) พบว่าสปอร์ที่สามารถงอกได้อย่างรวด 
เร็วในอาหารที่มีเคซีนเป็นพลังงาน จะสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูง ดังนั้นจึงทำการ
ทดลองเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ของ A. niger พ บ -2223L โดยการนำสปอร  ์
แขวนลอย จำนวน 10 6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารสูตร SL 
ที่มีเคซีนเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งพลังงาน อาหารสูตร SL ที่ไม่มีการเติมแหล่งพลังงาน 
และในนั้ากลั่นปลอดเชื้อ ติดตามเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ โดยการเก็บตัวอย่างทุกๆ 3
ชั่วโมง มาตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยใช้อุปกรณ์นับเม็ดเลือด นับจำนวนสปอร์ที่งอก 
เปรียบเทียบกับจำนวนสปอร์ที่ไม่งอก แล้วคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ ได้ผลการ 
ทดลองดังแสดง,ใน เปท ี่ 19

เวรท(ช่ัวโมง)

เป ท ี่ 19 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การงอกสปอร์ของ A. niger พ บ -2223L เมื่อเลี้ยงในอาหาร
สูตร SL ที่มีเคซีนเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งพลังงาน อาหารสูตร SL และ 

ในนำกลั่นปลอดเชื้อ ที่เวลาต่างๆกัน
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จากรูปที่ 19 พมว่าสปอร์ของ A . n ig e r พ บ -2223L สามารถงอกได้อย่างวดเร็วเมื่อเลียง 
ในอาหารสูตร SL ที่มีเคชีนเข้ม,ข้น 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งพลังงาน โดยงอกได ้ 100 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อทำการเพาะเลี้ยงนาน 72 ชั่วโมง ในขณะที่เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร SL ที่ไม่ม ี
เคชีนและในนากลั่นปลอดเชื้อ การงอกของสปอร์จะตํ่ามาก โดยพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 72 
ช ั่วโมงสปอร ์จะงอกได ้12.1 แ ล ะ 7.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ดังนั้นจึงคาดว่าการงอกอย่างรวด 
เร็วของสปอร์ในอาหารที่มีเคซ็นเป็นแหล่งพลังงาน เกิดจากการที่เชื้อสามารถใช้เคซีนเป็นแหล่ง 
พลังงานได้ ชึ๋งแสดงให้เห็นว่าสปอร์ที่งอกนั้นสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ เนื่องจากใน 
งานวิจ ัยน ี้ด ้องการด ัดเล ือกสายพ ันธ ุกลายท ี่ม ีค ุณสมบัต ิในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่ากว ่า 
สายพันธุ พ บ -2223L และจากผลการทดลองช้างด้น ก่อให้เกิดสมมุติฐานว่าสปอร์ของสายพันธ  ุ
กลายที่งอกไม่ได้ในอาหารที่มีเคชีนเป็นแหล่งพลังงาน เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 72 ชั่วโมง จะเป็น 
สปอร์ที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่ากว่า พ บ -2223L จึงใช้ข ้อมูลที่ได้จากการทดลองนี้ไปใช้ใน  
การคัดเลือกเบื้องด้น ในการกำจัดสปอร์ที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้โดยหลังจากชักนำ 
ให้เก ิดการกลายพันธุแล้วนำสปอร์ท ี่ผ ่านการชักนำให้เกิดการกลายพันธุมาเลี้ยงในอาหารสูตร 
SL ท่ีมี เคชี'นเข้ม1ข้น 30 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งพลังงาน นาน 72 ชั่วโมง แล้วกรองสปอร์ที ่
งอกทิ้ง ตามวิธีการทดลองในข้อ 14.1.5 เก็บเฉพาะสปอร์ที่ไม่งอกมาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป

5 ผลการหาภาวะท ี่เหมาะสมต่อการตรวจการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งของ A . n ig e r  พ บ -2223L 
บนจานอาหารแข็ง

จากงานวิจัยของ Hayashida และ Flor (1981) พบว่าสายพันธุกลายของ A . a w a m o ri 

สายพันธุ ka w a c h i ท ี่ผล ิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่าจะมีความสามารถในการผล ิต เอนไซม์ย่อยแป้ง 
ด ิบได้สูง ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงดัดเลือกเชื้อโดยอาศัยคุณสมบัติในการย่อยแป ้งด ิบ โดยในขั้น 
ด้นจะทำการทดลองหาภาวะท ี่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งของ A . n ig e r  พ บ - 2223L 
ด ้วยการแปรผันความเข ้มข ้นของแป ้งบันสำปะหลังดิบ ซ ึ่งเตร ียมตามวิธ ีของ Lefuji (1987) เพื่อ 
ห าด วาม เข ้ม ข ้น แ ป ้งบ ัน ส ำป ะห ล ังด ิบ แ ล ะเวล าท ี่เห ม าะส ม ต ่อ ก ารผล ิต เอ น ไซ ม ์ย ่อ ยแ ป ้งข อ ง 
A . n ig e r พ บ -2223L โดยการส ังเกตจากบริเวณใสหลังจากราดจานอาหารด ้วยสารละลาย 
ไอโอดีน ได ้ผลการทดลองดังแสดงในตารางท ี่ 4
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ตไรางที่ 4 ความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลัง และเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อย
แป้งของ A. niger พ บ -2223L บนจานอาหารแข็ง

^-'-\  เวลา (วัน)

แป้งมันสำปะหลัง (กรัมต่อลดร)'̂ ■ '̂ .
1 2 3 4 5 6

10 - - + + ND ND
20 - - - - ND ND
30 - - - - ND ND
40 - - - - ND ND
50 - - - - ND ND
60 - - - - ND ND
70 ~ “ - “ ND ND

— ไม่เห็นบริเวณใสหลังจากราดด้วยสารละลายไอโอดีน
+  เห็นบริเวณใสหลังจากที่ราดด้วยสารละลายไอโอดีน
ND ไม่สามารถตรวจผลการทดลองได้เนื่องจากเชือเจริญเต็มจานเลียงเชือ

จากตารางที 4 จะเห็นว่าเม่ือใช้แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร และใช้เวลาในการบ่ม 
นาน 3 และ 4 วัน จะสังเกตเห็นบริเวณใสหลังจากการราดด้วยสารละลายไอโอดีน เน่ืองจากมี,ปริมาณ 
แป้งอยู่เหมาะสม และเชื้อสามารถย่อยได้หมด แต่เม่ือบ่มต่อไปนาน 5 และ 6 วัน พบว่า A . m ger 

พบ-2223L จะเจริญจนเต็มจานอาหารจึงไม่สามารถเห็นบริเวณใสเม่ือราดด้วยสารละลายไอโอดีน และ 
เม่ือความเข้มข้นของแป้งมันสำปะหลังเพ่ิมข้ึน หลังจากราดด้วยสารละลายไอโอดีนแล้ว จะไม่สามารถ 
สังเกตเห็นบริเวณใสไม่ว่าจะใช้เวลาในการบ่มนานกี่วันก็ตาม อาจเน่ืองมาจากแป้งมันสำปะหลังมีความ 
เข้มข้นมากเกินไป ซ่ึงเช้ือสามารถย่อยได้เพียงบางส่วนเท่าน้ัน ดังนั้นจากผลการทดลองนี้จึงเลือกใช้
แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร และใช้เวลาในการบ่มนาน 3 วัน เป็นภาวะ'ในการคัดเลือกเชือ 
สายพันธุกลาย ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งในขั้นตอนต่อไป
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6 ผสการหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสปอร์ของ A. niger พ บ -2223L หลังจากฝานการฉาย 
รังสี UV

เมื่อนำสปอร์แขวนลอยของ A. niger พ บ -2223L จำนวน 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ไปผ่านการฉายรังสี UV นาน 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 นาที ตามวิธีการ 
ทดลองข้อ 14.1.1 หลังจากา4นนำสปอร์ที่ผ่านการฉายรังสีแล้ว มาเลี้ยงบนจานอาหารสูตร SL 
ที่มีกลูโคสเข้ม'ข้น 140 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มที่อุณหถูมิห้องเป็นเวลานาน 2 วัน 
จากนั้น นับจำนวนโคโลนีที่เกิดขึ้น นำมาคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต ไล้ผลการทดลอง 
ดังแสดงในรูปที่ 20

รูปที่ 20 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ A. niger พ บ -2223L เมื่อถูกฉายรังสี UV ที่ระยะเวลา 
ต่างๆ กัน โดยใช้ความหนาแน่นของสปอร์เริ่มล้นเท่ากับ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร

จากรูปท่ี 20 พบว่า เม่ือระยะเวลาในการฉายรังสี UV นานขึ้น เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ 
A. niger พบ-2223L จะลดลงและพบว่าเม่ือฉายรังสี บV นานต้ังแต่ 15 นาที จำนวนการรอดชีวิตจะ 
เหลือ 1.45 เปอร์เซ็นต์ ดังน้ัน ในการทดลองเพ่ือชักนำให้เกิดการกลายพันธุด้วยรังสี UV ในขั้นตอนต่อ 
ไปจะเลือกใช้เวลานาน 15 นาที เพราะมีรายงานว่า ในการชักนำให้เกิดการกลายพันธุในรา
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ด้วยการฉายรังสี UV โดยใช้ระยะเวลาการฉายแสงท่ีทำให้มีการรอดชีวิตต่ํากว่า 5 เปอร์เซ็นต์ จะได้ 
สายพันธุกลายท่ีมีประสิทธิภาพสูงในปริมาณมาก (Tohdo และคณะ, 1991)

7 ผอการหใ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ A. niger พ บ -2223L เมื่อถูกชักนำให้เกิด 
การกอายพันธุ ด้วยสารเคมี NTG

นำสปอร์แขวนลอยของ A . n ig e r พ บ -2223L จำนวน 10® สปอร์ต่อมิลลิลิตร ไปชักนำ 
ให้เกิดการกลายพันธุด้วยสารละลาย NTG ตามวิธีการทดลองในข้อ 14.2 จาภนั้นนำสปอร์'ที่'ได้ 
มาทำการทดลองตามวิธีทำการทดลองในข้อ 14.1.2 ถึงข้อ 14.1.4 นำผลที่ได้ไปคำนวณ 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของสปอร์ ได้ผลการทคลองดังแสดงเปที่ 21

ฐปที่ 21 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ A. niger พ บ -2223L เมื่อถูกชักนำด้วย NTG ที่ระยะเวลา 
ต่างๆกัน โดยใช้ความหนาแน่นของสปอร์ตั้งด้นเท่ากับ 10® สปอร์ต่อมิลลิลิตร

จากเปที่ 21 เม ื่อใช้ NTG เป็นสารชักนำให้เกิดการกลายพันธ์ พบว่าเมื่อระยะเวลามาก 
ข้ึน เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของสปอร์จะลดลง โดยเมื่อเวลาผ่านไป 5 นาที การรอดชีวิตจะเหลือ 
12 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที การรอดชีวิตของสปอร์จะลดลงเหลือเพียง 0.76 
เปอร์เซ็นต์ และสปอร์จะตายหมดเมื่อบ่มนาน 30 นาทีขึ้นไปมีรายงานว่าในการชักนำให้เกิดการ
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กลายพันธุด้วยสาร NTG นิยมใช้ช่วงที่มีการรอดชีวิตอยู่ระหว่าง 0-50 เปอร์เซ็นต์ (Miller, 1972 
และ Fantini, 1975) ดังนั้นในการทดลองเพื่อชักนำให้เกิดการกลายพันธุด้วย NTG นี้จึงเลือกใช้เวลา 
ในการชักนำนาน 5 นาที เป็นระยะเวลาที่เหมาะสมในการทคลองขั้นต่อไป

8 ผอกใรกอายพันธุ A. niger พ บ -2223L เพื่อลดความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
แต่ เพิ่มผอผลิตกรดและเอนไซม์ย่อยแป้ง

8.1 การกอายพันธุ A. niger พ บ -2223L ด้วยรังสี UV

เมื่อนำสปอร์แขวนลอยของ A . n ig e r พ บ -2223L จำนวน 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
25 มิลลิลิตร ไปผ่านการฉายรังสี UV นาน 15 นาที นำสปอร์ที่ผ่านการฉายรังสีแล้ว ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เติมลงในอาหารสูตร SL ท่ีมีเคซีนเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน เช่นเดียวกับ 
วิธีทำการทดลองในข้อ 14.1.5 จากนั้นทำการทดลองเช่นเดียวกับการทดลองในข้อ14.1.6 ถึง 14.1.7 
แล้วนำราสายพันธุกลายที่สุ่มเลือกเก็บมาทำการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ

8.1.1 การคัดเลือกขันปฐมภูมิของสายพันธุกอไอที่ได้จากการชักนำให้เกิดการ 
กอายพันธุด้วยรังสี UV

โดยการสุ่มเก็บโคโลนีเดี่ยวๆ ของรากลายพันธุที่ผ่านการฉายรังสี UV 
และคาดว่ามีความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่า ซึ่งผ่านขั้นตอนการคัดเลือกเชื้อที่ม ี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูงทิ้ง จากการเลี้ยงในอาหารที่มีเคชีนเข้มข้น 30 
กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งพลังงาน โดยการกรองสปอร์ที่สามารถงอกในอาหารดังกล่าวได้ใน 72 
ชั่วโมง ทิ้งหมด 241 สายพันธุ มาเลี้ยงในอาหาร PDA นาน 9 วัน แล้วนำราสายพ ัน ธ ุกลายมา 
ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งบนอาหาร SLST (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) 
ตามวิธ ีการทดลองในข้อ 12 พบสายพันธุกลาย 23 สายพ ันธทุี่สามารถผลิตเอนไซม์ย ่อยแป ้งดิบ 
ได้ส ูงกว่าสายพันธุต ั้งด ้น พ บ -2223L จากนั้นนำสายพันธุกลายทิ้ง 23 สายพ ันธมุาตรวจสอบ 
ความสามารถในการผลิตกรดบนอาหาร SLBG (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) ตามวิธ ีการทดลอง 
ในข้อ 13 พบว ่ามรีาสายพ ันธุกลายจำนวน 20 สายพันธุ ที่ผลิตกรดบนจานอาหารแข็งได้ส ูงกว่า
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สายพันธุตั้งต้น ดังแสดงในตารางที่ 5 น่าสายพันธุกลาย 20 สายพันธุ ไปคัดเลือกในขั้นทุติยถูม  ิ
ต้อไป

ตารางที่ 5 อัตราส่วนระหว่างขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใสของการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
และกรดต่อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนี บนอาหารวุ้น SLST และ SLBG ของ 
สายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L และสายพันธุกลายที่ผ่านเกณฑ์การดัดเลือกขั้นปฐมฎมิ

เชื้อทอสอบ เอนไซม์ย่อยแป้ง กรด
Mutant พบ-2223L Mutant พ บ-2223L

MU-22 1.19 1.05 3.87 3.99
MU-24 3.20 1.35 6.59 3.99
MU-30 1.62 1.35 2.78 3.80
MU-47 3.50 1.25 5.21 5.00
MU-74 2.86 1.25 5.65 5.00
MU-76 1.15 1.25 5.70 5.00
MU-80 3.75 1.19 4.90 3.31
MU-86 3.88 1.19 4.30 3.31
MU-91 3.91 1.19 2.43 3.31
MU-94 1.95 1.19 4.60 3.31
MU-97 1.24 1.19 4.77 3.31
MU-100 3.75 1.19 5.30 5.00
MU-182 1.26 1.19 4.50 4.12
MU-184 1.58 1.15 3.47 3.61
MU-192 1.20 1.13 4.48 3.61
MU-193 1.41 1.13 4.30 4.12
MU-195 1.19 1.13 3.79 3.61
MU-209 1.23 1.15 4.17 3.61
MU-217 1.95 1.15 5.12 3.61
MU-237 1.28 1.15 5.19 3.61
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8.1.2 การคัดเลือกสายพันธุกอายขั้นทุติยภูมิ ของสายพันธุที่ได้จากการชักนำ 
ให้เกิดการกอายพันธุด้วยรังสี UV

นำสายพันธุกลายที่คัคเลือกไค้ในขั้นปฐมภูมิทั้ง 20 สายพันธุ (ตารางที่
5) มาทดสอบหาความสามารถในการผลิตกรดจากแป้งมันสำปะหลัง โดยวิธีการหมักในอาหาร 
เหลวโดยนำสปอร์แขวนลอยของสายพันธุกลายจำนวน 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เที่ยงในอาหารสูตร SL ที่มีแป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง 
คาร์บอน ตามวิธีการทดลองในข้อ 4 จากนั้นตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของสายพันธุกลาย 
เปรียบเทียบกับสายพันธุตั้งค้น โดยวัดการเจริญด้วยการหานั้าหนักเส้นใยแห้งตามวิธีการทดลอง 
ในข้อ 5 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดตามวิธีการทดลองในข้อ 6 ความสามารถใน 
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส ตามวิธีการทดลองในข้อ 8 ความสามารถในการผลิตเอนไซม  ์
กลูโคอะมิเลส ตามวิธีการทดลองในข้อ 9.1 และความสามารถในการผลิตเอนไซม์อัลฟาอะมิเลส 
ตามวิธีการทดลองในข้อ 9.2 ไค้ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 6
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ตารางที่ 6 เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส กลูโคอะมิเลส อัลฟาอะมิเลส 
และกรด จากแป้งมันสำปะหลังด้วยวิธีการหมักในอาหารเหลว ของสายพันธุกลายที่ได้ 
จากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุด้วยรังสี UV กับสายพันธุตั้งด้น A. niger พ บ -2223L

เชือทดสอบ น!หนักเสนใอแหง
(กรัม/ลิดร)

โปรติเอส 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

กถูโคอะมิ!ลส 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

อัลฟ่าอะมิ!ลส 
(หน่วย/มิลลิลิดร)

ปริมาณกรด 
(กรัม/ลิตร)

พ บ -2223L 33.11 0.21 1.16 9.07 11.23
MU-22 25.72 1.02 0.94 9.08 31.40
MU-24 32.28 2.54 1.48 9.10 9.45
MU-47 24.97 0.87 2.31 9.08 8.67
MU-74 32.19 0.36 1.11 9.07 11.18
MU-76 33.20 0.10 1.89 9.16 18.78
MU-80 31.50 0.31 1.17 9.12 11.77
MU-86 25.57 0.58 122 8.99 58.31
MU-94 33.58 0.12 1.14 9.11 15.90
MU-97 27.46 0.41 1.46 8.97 33.31
MU-100 28.28 1.36 1.26 9.05 23.01
MU-182 38.25 0.26 1.70 9.04 29.92
MU-192 29.76 0.48 2.22 9.06 18.92
MU-193 32.68 0.19 1.35 9.22 18.24
MU-195 32.46 0.24 2.22 9.07 13.40
MU-209 31.54 0.26 1.16 9.06 15.51
MU-217 29.36 0.09 1.27 9.05 14.72
MU-237 26.15 0.75 1.25 9.11 41.01

จากดารางที่ 6 พบว่ามีสายพันธุกลายจำนวน 14 สายพันธุที่ผลิตกรดจากแป้งมันสำปะหลัง 
ได้สูงกว่าสายพันธุตังด้น A  n ig e r พ บ -2223L โดยในสายพันธุกลายทั้ง 14 สายพันธุ ท ี่ผลิตกรดได้ 
สูงกว่าสายพันธุตังด้น มีเพียง 4 สายพันธุเท่านัน ที่มีผลิตเอนไซม์โปรติเอส ตํ่ากว่าสายพันธุตังต้น 
ได้แก่สายพันธุ MU-76, MU-94, MU-193 และ MU-217 และยังพบว่าสายพันธุกลายทั้ง 14



61

สายพันธุที่ผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุตั้งต้นนั้น ส่วนใหญ่ผลิตเอนไชม์กลูโคอะมิเลสได้สูงกว่าสาย 
พันธุตั้งด้นด้วย ยกเว้นสายพันธุ MU-22, MU-94 และ MU-209

8.13 ผลการทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรม ของสายพันธุกอใยฑใด้จาก 
การชักนำให้เกิดการกสายพันธุด้วยรังสี UV

นำสปอร์ของรากลายพันธุที่คัดเลือกทั้ง 14 สายพันธุ มาถ่ายเชี้อ 5 รุ่น 
แ ล ้ว ใช ้ส ป อ ร ์ท ี่ไค ้จ าก ก ารถ ่าย เช ื้อ ร ุ่น ส ุด ท ้าย เล ี้ย ง ใน อ าห าร ส ำห ร ับ ผ ล ิต ก รด ท ี่ม ีแ ป ้ง  
มันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน เช่นเดียวคับการทดลองในข้อ 4 จากนั้น 
ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดรวมทั้งความสามารถอื่นๆ ได้แก่ การผลิตเอนไซม์ 
โปรติเอส เอนไซม์กลูโคอะมิเลส เปรียบเทียบคับเชื้อรุ่นที่ 1 พบว่าสายพันธุกลายที่มีความ
เสถียรทางพันธุกรรมได้แก่ MU-22, MU-76, MU-97, MU-100 และ MU-182 ดังแสดงใน 
ตารางที่ 7

ดารใงที่ 7 การทดสอบความเสถียรของสายพันธุกลายที่ได้จากการฉายรังสี UV

เชื้อทดสอบ
โปรติเอส 

(หน่วย/มิลลิลิตร)
กลูโคอะมิเลส 

(หน่วย/มิลลิลิตร)
ปริมาณกรด
(กรัม/ลิตร)

รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 5 รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 5 รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 5
พ บ -2223L 0.21 0.21 1.16 1.17 11.23 11.56
MU-22 1.02 1.05 0.94 0.95 31.40 30.92
MU-76 0.10 0.09 1.89 1.91 18.78 17.00
MU-97 0.41 0.44 1.46 1.45 33.31 32.56
MU-100 1.36 1.39 1.26 1.27 23.01 19.50
MU-182 0.26 0.31 1.70 1.72 29.92 22.73

จากตารางที่ 7 พบว่าสายพ ันธุกลายท ี่ม ีความเสถียรทางพ ันธุกรรมได้แก ่ MU-22 
MU-76, MU-97, MU-100 และ MU-182 โดยสามารถผลิตกรดจากแป ้งม ันสำปะหลังได ้ เป็น



62

2.67, 1.47, 2.82, 1.69 และ 1.97 เท่า ตามลำดับเมื่อเทียบกับสายพันธุตั้งตน พ บ -2223L และ 
เมื่อดูความสามารถในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสและเอนไซม์โปรติเอส พบว่าในสายพันธ ุ
กลายดังกล่าวข้างต้น มีทั้งสายพันธุที่ผลิตเอนไซม์ไต้สูงและตํ่ากว่าสายพันธุตั้งต้น ดังนั้นจึง 
เลือกสายพันธุกลายรหัส MU-97 และ MU-76 เป็นตัวแทนมาทำการทดลองชักนำให้เกิดการ 
กลายพันธุซาด้วยสาร NTG เนื่องจาก MU-97 มีความสามารถในการผลิตกรดจาก 
แป้งมันสำปะหลังได้สูงมากที่สุด ถึงแม้ว่าความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส จะสูงกว่า 
สายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L ส่วนสายพันธุ MU-76 นั้นถึงแม้ว่าผลิตกรดไต้ตํ่ากว่าสายพันธ ุ
กลายในกลุ่ม แต่การผลิตเอนไซม์โปรติเอสของมันตํ่ากว่าสายพันธุตั้งต้นมาก ดังนั้นเพื่อให้ไต  ้
สายพันธุกลายที่มีคุณสมบัติตามต้องการคือผลิตกรดและเอนไซม์ย่อยแป้งไต้สูงแต่ผลิตเอนไซม์ 
โปรติเอสไต้ตํ่า จึงเลือกสายพันธุกลายทั้งสองมาชักนำให้เกิดการกลายพันธุซาด้วย NTG

8.2 การกอายพันธุ A. niger สายพันธุ MU-76 แอะ MU- 97 ด้วย NTG

โดยการนำสปอร์แขวนลอยของ A . n ig e r สายพันธุ MU-76 และ MU-97 ที่ไต้จาก 
ผลการทดลองในข้อ 8.1.3 จำนวน 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาชักนำให้ 
เกิดการกลายพันธุด้วย NTG ตามวิธีการทดลองในข้อ 14.2 นำเชือสายพันธุกลายที่สุ่มเก็บ มาทำ 
การดัดเลือกสายพันธุกลายขั้นปฐมภูมิ

8.2.1 การคัดเลือกขันปฐมภูมิของสายพันธุกอายที่ได้จากการชักนำให้เกิดการ 
กอายพันธุด้วย NTG รอบที่ 1

จากการสุ่มดัดเลือกสายพันธุกลาย 165 สายพันธุที่เจริญไต้อย่างรวดเร็ว 
บนจานอาหารสูตร SL ทีมีกลูโคส เข ้มข้น 140 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน ตามวิธ ีการ 
ทดลองข้อ 14.1.6 มาเพาะเล ียงบนอาหาร PDA จนเชืออายคุรบ 9 วันจ ึงนำมาทดสอบชันปฐม 
ภ ูม ิตามวิธ ีทดลองในข้อ 15.1 โดยกำหนดรหัสสายพันธุกลายที่เก ิดจากการกลายพันธุ MU-97 
เป ็นกลุ่ม M UNI และกำหนดรหัสสายพ ันธุกลายที่เก ิดจากการกลายพันธุ M U-76 เป ็นกลุ่ม 
MUN2 พบว่า สามารถดัดเล ือกสายพันธุกลาย 46 สายพันธุ ด ังแสดงในตารางที่ 8
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ตารางที่ 8 อัตราส่วนระหว่างขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใสของการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 
และกรดบน อาหารวุ้น SLST และ SLBG ต่อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีของ 
สายพันธุ พ บ -2223L กับสายพันธุกลายที่เกิดจากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุซา 
ด้วย NTG ที่ผ่านเกณฑ์การกัดเลือกขั้นปฐมภูมิ

เช ื้อทดสอบ เอนไซม์ย่อยแป้ง กรด
Mutant พ บ -2223L Mutant พ บ -2223L

MU-97 (ด’งต้น)
MUNI-3 3.92 1.08 5.78 3.83
MUN1-5 7.00 1.08 7.00 3.83
MUN1-10 4.00 1.08 6.10 3.83
MUN1-11 3.87 1.08 6.33 3.83
MUN1-12 4.19 1.08 7.00 3.83
MUN1-14 3.72 1.08 7.11 3.83
MUN1-16 4.25 1.08 2.10 2.90
MUN1-19 4.08 1.08 7.44 2.90
MUNI-20 4.68 1.10 8.50 2.90
MUNI-24 4.48 1.10 7.13 2.90
MUNI-25 4.80 1.10 7.78 2.90
MUNI-27 3.29 1.10 5.64 3.83
MUN1-28 3.43 1.10 8.50 3.83
MUNI-29 3.57 1.10 7.22 3.83
MUNI-40 3.93 1.09 6.33 3.83
MUN1-41 3.57 1.09 6.56 3.83
MUNI-43 4.90 1.09 6.89 3.83
MUNI-45 4.80 1.09 6.20 3.83
MUNI-47 3.87 1.09 7.44 3.83
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เช้ือทดสอบ เอนไซม์ย่อยแฟ้ง กรด
Mutant พบ-2223L Mutant พ บ -2223L

MUN1-48 4.20 1.09 6.22 3.83
MUN1-49 5.00 1.09 7.33 3.83
MUN1-50 4.80 1.09 8.13 3.83
MUN1-55 5.21 1.09 6.56 3.83
MUN1-56 5.10 1.09 6.67 3.83
MUNI-61 5.10 1.09 8.50 3.83
MUNI-63 4.70 1.09 8.63 3.83
MU-76(ตงต้น)
MUN2-16 3.24 1.23 5.55 3.61
MUN2-18 3.59 1.23 5.05 3.61
MUN2-20 3.80 1.26 6.75 3.61
MUN2-21 2.68 1.26 4.66 3.61
MUN2-26 2,29 1.26 5.38 3.61
MUN2-28 3.36 1.26 5.00 3.61
MUN2-29 2.95 1.26 4.88 3.61
MUN2-30 3.00 1.26 7.33 3.61
MUN2-31 4.25 1.26 7.33 3.61
MUN2-34 2.88 1.26 5.25 3.61
MUN2-35 2.89 1.26 5.35 3.61
MUN2-37 3.15 1.26 5.52 3.61
MUN2-40 1.48 1.35 6.00 3.61
MUN2-42 4.78 1.35 3.64 3.82
MUN2-43 2.71 1.35 5.35 3.82
MUN2-60 2.52 1.35 5.27 3.82
MUN2-61 3.29 1.35 6.32 3.82
MUN2-64 3.83 1.35 4.45 3.82
MUN2-65 3.12 1.35 5.06 3.82
MUN2-66 3.25 1.35 6.00 3.82
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จากตารางที่ 8 พบว่า สายพันธุกลายจำนวน 46 สายพันธุที่เกิดจากการกลายพันธ ุ
MU-97 และ MU-67 พบว่าสายพันธุกลายทุกสายพันธุผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งได้สูงกว่าสายพันธุ 
พ บ -2223L บนอาหาร SLST จากใ4นนำสายพันธ์กลายทั้ง 46 สายพันธุมาทดสอบความสามารถ 
ในการผลิตกรดบนอาหาร SLBG พบว่ามีสายพันธุกลาย 44 สายพันธุผลิตกรดบนอาหาร 
ด้งกล่าวได้สูงกว่าสายพันธุทั้งด้น ด้งนั้นจึงนำสายพันธุกลายทั้ง 44 สายพันธุมาคัดเลือกขั้น
ทุติยภูมิต่อไป

8.2.2 การคัดเลือกขนทุติยภูมิของสายพันธุกลาย ทั้ใด้จากการชักนำให้เกิดการ 
กอใยพันธุชาด้วย NTG รอบที่ 1

โดยการนำสปอร์แขวนลอยของสายพันธุกลายทั้ง 44 สายพันธุ ที่ได้จาก 
การคัดเลือกขันปฐมภูมิ มาทดลองหาความสามารถในการผลิตกรดจากแป้งมันสำปะหลัง โดย 
วิธีการหมักในอาหารเหลวด้วยการนำสปอร์ของเชื้อกลายพันธุจำนวน 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เลียงในอาหารสูตร SL ที่มีแป้งมันสำปะหลังเข้มขัน 70 กรัมต่อลิตร เป็น 
แหล่งคาร์บอน ตามวิธีการทดลองในข้อ 4 จากนัน ตรวจสอบความสามารถต่างๆ ของสายพันธุ 
กลายเปรียบเทียบคับสายพันธุทั้งด้น โดยวัดการเจริญด้วยการหานั้าหนักเส้นใยแห้ง ตามวิธีการ 
ทดลองในข้อ 5 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรด ตามวิธีการทดลองในข้อ 6 ความ 
สามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ตามวิธีการทดลองในข้อ 8 เอนไซม์กลูโคอะมิเลส ตาม 
วิธีการทดลองในข้อ 9.1 และความสามารถในการผลิตเอนไซม์อัลฟาอะมิเลส ตามวิธีการ 
ทดลองในข้อ 9.2 ได้ผลการทดลองด้งแสดงในตารางที่ 9
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ตารางที่ 9 เปรืยบเทียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส กลูโคอะมิเลส ลัลฟาอะมิเลส 
และ กรด จากแป้งมันสำปะหลังด้วยวิธีการหมักในอาหารเหลวของสายพันธุกลายท่ีได้ 
จากการชักนำสายพันธุ MU-97 และสายพันธุ MU-76 ให้เกิดการกลายพันธุด้วย NTG กับ 
A. niger พบ-2223L

เช้ือทดสอบ น๋ํ!หนักเสัน'ใยแห้ง 
(กรัม/ลิตร)

โปรติเอก 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

กภูใคอะมิเลส 
(หน่วย/มลลิลิตร)

อัลฟ่าอะมิเลส 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

ปริมรฌกรด 
(กรัม/ลิตร)

พ บ -2223L 33.20 0.21 1.16 9.07 11.67
MUNI-3 29.10 0.84 1.54 9.05 7.06
MUNI-5 21.10 1.12 1.38 9.06 49.27
MUNI-10 30.69 0.59 1.37 9.02 22.23
MUNI-11 24.19 1.05 1.25 9.07 34.77
MUNI-12 27.91 1.07 1.41 9.06 30.61
MUN1-16 26.66 0.54 1.64 9.03 29.64
MUN1-19 28.90 0.58 1.21 9.04 19.85
MUNI-20 26.25 0.62 1.43 9.09 6.23
MUNI-24 29.98 0.32 1.36 9.02 17.29
MUNI-25 29.63 0.59 1.64 9.05 21.41
MUNI-27 29.22 0.39 1.61 9.04 5.76
MUNI-28 29.63 0.29 1.37 9.01 4.67
MUNI-29 24.28 1.56 0.94 9.12 6.25
MUNI-40 25.66 1.25 0.80 9.09 7.31
MUNI-41 27.52 1.15 0.93 9.07 6.98
MUNI-43 29.49 0.36 1.45 9.17 0.64
MUNI-45 29.05 1.03 0.97 9.07 4.87
MUNI-47 30.84 1.01 0.78 9.04 20.31
MUNI-48 25.96 1.23 0.97 9.07 6.98
MUNI-49 32.16 0.35 1.58 9.05 6.53
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เช่ือทดสอบ น!หนักเสันใย 
แหไ (กรัม/ลิตร)

โปรติเอศ 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

กgโคอะมิเลท 
(หน่วย,นิกลิลิตร)

อัลฟ!อะไมเลส 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

ปริบ!ณกรด
(กรัม/ลิตร)

MUN1-50 29.49 0.14 3.88 9.09 10.27
MUNI-55 26.20 0.23 1.13 9.05 9.80
MUN1-56 24.46 0.82 2.89 9.07 33.95
MUNI-61 25.65 0.51 1.59 9.06 18.20
MUNI-63 22.08 0.11 1.97 9.14 5.60
MUN2-16 28.39 0.18 1.11 8.94 14.46
MUN2-18 23.33 0.24 0.88 9.02 14.23
MUN2-20 24.06 0.21 0.94 9.01 18.84
MUN2-21 26.06 0.18 0.74 9.02 14.34
MUN2-26 23.98 0.21 0.80 9.03 15.54
MUN2-28 21.42 0.32 1.22 9.03 15.86
MUN2-29 23.85 0.17 0.84 9.04 14.92
MUN2-30 31.34 0.33 1.37 8.92 13.09
MUN2-31 26.86 0.34 1.11 8.96 13.58
MUN2-34 29.21 0.11 6.08 8.97 12.46
MUN2-35 25.85 0.23 0.57 8.99 15.71
MUN2-37 25.12 0.21 1.37 8.92 17.95
MUN2-42 15.65 0.09 9.49 8.99 10.87
MUN2-43 24.98 0.23 0.88 8.95 17.95
MUN2-60 30.08 0.02 0.86 9.06 26.60
MUN2-61 27.62 0.11 1.42 9.05 45.80
MUN2-64 29.62 0.16 1.38 9.06 43.75
MUN2-65 30.08 0.14 1.06 9.04 32.20
MUN2-66 28.27 0.03 0.71 9.05 39.43
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จากตารางที่ 9 พบว่า เมื่อนำสายพันธุ MU-97 มาชักนำให้เกิดการกลายพันธุชาด้วย 
NTG และกำหนดรหัสเป็นกลุ่ม MUNI มีสายพันธุกลาย 12 สายพันธุ ที่สามารถผลิตกรดและ 
เอนไซม์กลูโคอะมิเลสสูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L ยกเว้นสายพันธุ MUN1-14 และ 
MUNI-47 ที่ถึงแม้จะผลิตกรดได้สูงกว่าแต่พบว่าการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสตํ่ากว่า
สายพันธุ พ บ -2223L นอกจากนี้เมื่อพิจารณาจากความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
พบว่าสายพันธุกลายทั้ง 12 สายพันธุที่ผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L ยังคงผลิต
เอนไซม์โปรติเอสได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L

เมื่อนำสายพันธุกลาย MU-76 มาชักนำให้เกิดการกลายพันธุซาแล้วคัดเลือกเช่นเดียวกับ 
สายพันธุ MU-97 โดยกำหนดรหัสเป็นชุด MUN2 พบว่าสายพันธุกลายจำนวน 18 สายพันธ ุ
สามารถผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L ในจำนวนนี้มี 6 สายพันธุที่ผลิตกรดได้สูงกว่า 
สายพันธุตั้งด้น MU-76 นอกจากนี้เมื่อพิจารณาความสามารถในการผลิตเอนไซม์ กลูโคอะมิเลส 
พบว่าส่วนใหญ่จะสามารถผลิตเอนไซม์ได้ตํ่ากว่าสายพันธุ พ บ -2223L ยกเว้นสายพันธุ
MUN2-28, MUN2-30 MUN2-34, MUN2-37 และ MUN2-42 เมื่อพิจารณาความสามารถในการ 
ผลิตเอนไซม์โปรติเอสในกลุ่มราสายพันธุกลายที่ผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L พบว่า 
มี 12 สายพันธุที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสเท่ากับหรือน้อยกว่าสายพันธุ พ บ -2223L ส่วนอีก 3 
สายพันธุ ได้แก่ MUN2-18, MUN2-30, MUN2-31 และ MUN2-35 สามารถผลิตเอนไซม  ์
โปรติเอสได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L เพียงเล็กน้อย

ดังนั้น จึงนำสายพันธุกลาย จำนวน 30 สายพันธุ ที่ได้จากการชักนำให้เกิดการ 
กลายพันธุชำดังกล่าวที่สามารถผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L ไปทดสอบความเสถียร 
ทางพันธุกรรมต่อไป
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8.23 การทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรมของสายพันธุกอาย ที่ได้จากการ
ชักนำให้เกิดการกอายพันธุด้วย NTG รอบที่ 1

โดยนำสปอร์ของรากลายพันธุที่คัดเลือกทั้ง 30 สายพันธุ มาถ่ายเชื้อ 5 
รุ่น แล้วใช้สปอร์ที่ได้จากการถ่ายเชื้อรุ่นสุดท้าย มาเลี้ยงในอาหารสำหรับผลิตกรดที่มีแปง
มันสำปะหลังเข้ม1ข้น 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน เช่นเดียวคับการทดลองในข้อ 4 จาก 
นันตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส เอนไซม์กลูโคอะมิเลส รวมทั้งความ 
สามารถในการผลิตกรด เปรียบเทียบคับเชื้อรุ่นที่ 1 ทบว่า สายพันธุกลายที่มีความเสถียรทาง 
พันธุกรรม ที่เกิดจากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุจากสายพันธุ MU-97 ได้แก่ MUNI-5 
MUN1-11 และ MUNI-47 และสายพันธุที่มีความเสถียรทางพันธุกรรม ที่เกิดจากการชักนำให้ 
เกิดการกลายพันธุจากสายพันธุ MU-76 ได้แก่ MUN2-28, MUN2-61 และ MUN2-64
ดังแสดงในตารางที่ 10

ตารางที่ 10 การทดสอบความเสถียรของสายพันธุกลายที่เกิดจากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ 
ชื้าด้วย NTG รอบที่ 1

เชื้อทดสอบ
โปรติเอส 

(หน่วย/มิลลิลิดร)
กลูโคอะมิเลส 

{หน่วย/มิลลิลิตร)
ปริมาณกรด 
(กรัม/ลิตร)

รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 5 รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 5 รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 5
พ บ-22223L 0.21 0.19 1.17 1.16 11.67 11.53
MUNI-5 1.12 1.11 1.38 1.37 49.27 41.72
MUN1-11 1.05 1.36 1.25 1.24 34.77 29.41
MUNI-47 1.01 0.94 0.78 0.76 20.31 18.71
MUN2-28 0.32 0.29 1.22 1.23 15.86 18.02
MUN2-61 0.11 0.10 1.42 1.45 45.80 42.72
MUN2-64 0.16 0.19 1.38 1.31 43.75 41.73



70

จากตารางที่ 10 สายพันธุกลาย MUNI-5 มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดไค้สูงที่สุดใน 
จำนวนสายพันธุกลายทั้งหมดที่มีความเสถียรทางพันธุกรรม แต่เมื่อพิจารณาความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์โปรติเอสของสายพันธุดังกล่าวพบว่าสูงกว่าสายพันธุตั้งค้น พ บ -2223L ซ่ึง 
เป็นคุณสมบัติที่ไม่ต้องการ ดังนั้นจึงนำสายพันธุกลายดังกล่าวข้างค้น เป็นตัวแทนมาทำการชัก 
นำให้เกิดการกลายพันธุชํ้าอีกครั้งด้วย NTG

เม่ือพิจารณา สายพันธุกลายในกลุ่ม MUN2 พบว่า MUN2-61 มีประสิทธิภาพในการผลิตกรด 
ไค้สูงสุดโดยสูงกว่าสายพันธุ พบ-2223L ถึงแม้ว่าสายพันธุดังกล่าวจะผลิตกรดไค้ต่ํากว่า MUN1-5 แต่ 
สายพันธุกลาย MUN2-61 มีคุณสมบัติที่น่าสนใจคือสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสไค้ต่ํากว่าสายพันธุ 
พบ-2223L นอกจากน้ียังพบว่าสายพันธุ MUN2-61 ผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส สูงกว่าสายพันธุกลาย 
ตัวอื่นๆในกลุ่ม ดังน้ันจึงเลือกสายพันธุ MUN2-61 เป็นตัวแทนสายพันธุกลายในกลุ่มนี้ มาชักนำให้เกิด 
การกลายพันธุซ่ึาค้วย NTG เพ่ือให้ไค้สายพันธุกลายท่ีมีคุณสมบัติตามต้องการคือ สามารถผลิตกรดและ 
เอนไซม์ย่อยแป้งไค้สูงแต่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่าเมื่อเลี้ยงโดยวิธีการหมักในอาหารเหลวเมื่อใข ้
แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน ในภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรด

8 3  การกลไอพันธุ A. niger สาอพันธุ MUN1-S และ MUN2-61 ด้วย NTG รอบที่ 2

โดยการนำสปอร์แขวนลอยของสายพันธุตั้งค้น MUNI-5 และ MUN2-61 ที่ไค้จากการ 
ทดลองในข้อ 8.2.3 จำนวน 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาชักนำให้เกิดการกลาย 
พันธุด้วยสาร NTG ตามวิธีการทดลองในข้อ 14.2 นำสปอร์ที่ผ่านการชักนำให้เกิดการกลายพันธ ุ
แล้ว มาเลี้ยงในอาหารสูตร รบ ที่มีเคชีนเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน นาน 72 ชั่วโมง 
ตามวิธีการทดลองในข้อ 14.1.5 แล้วทำการทดลองตามวิธีการทดลองในข้อ 14.1.6 และ 14.1.7 จาก 
นั้นนำไปดัดเลือกสายพันธุกลายขั้นปฐมภูมิ



โดยการสุ่มคัดเลือกสายพันธุกลาย 50 สายพันธุ ที่เกิดจากการชักนำให้ 
เกิดการกลายพันธุ MUNI-5 และสุ่มเก็บ 60 สายพันธุที่ไค้จากการกลายพันธุ MUN2-61 ที่เจริญ 
ไค้อย่างรวดเร็วบนจานอาหารสูตร SL ที่มีกลูโคสเข้มข้น 140 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน 
นำสายพันธุกลายมาเลี้ยงบนอาหาร PDA นาน 9 วัน แล้วนำมาทดสอบขั้นปฐมภูมิตามวิธีการ 
ทดลองในข้อ 15.1 โดยกำหนดรหัสสายพันธุกลายที่เกิดจากการกลายพันธุ MUNI-5 เป็นชุด 
MUNN1 และกำหนดรห ัสสายพันธุกลายที่เกิดจากการกลายพันธุ MUN2-61 เป็นชุด MUNN2 
ไค้ผลการทคลองดังแสดงในตารางที่ 11

8.3.1 การคัดเลือกฃั้นปฐมภูมิ ของสายพันธุกอายที่ใด้จากการชักนำให้เกิดการ

กอายพันธุ ด้วย NTG รอบที่ 2



ตารางที่ 11 อัตราส่วนระหว่างขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง และกรด บน 
อาหารวุ้น SLST และ SLBG ของบริเวณใสต่อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนี 
ของสายพันธุกลายที่เกิดจากการชักนำสายพันธุ MUNI-5 และ MUN2-61 ให้เกิด 
การกลายพันธุ ด้วย NTG รอบท่ี 2 ที่ผ่านเกณฑ์การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิเปรียบเทียบ 
กับสายพันธุ A. niger พ บ-2223L
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เชื้อทดสอบ เอนไซม์ย่อยแป้ง กรด
Mutant พ บ -2223L Mutant พ บ -2223L

MUN1-5 (ต,งต้น)
MUNN1-30 4.00 1.00 7.98 3.83
MUN2-6Uตงต้น)
MUNN2-2 3.06 1.06 4.75 4.36
MUNN2-8 3.35 1.06 5.00 4.36
MUNN2-11 3.07 1.06 4.50 4.36
MUNN2-12 3.25 1.06 4.73 4.36
MUNN2-13 2.91 1.06 5.64 4.36
MUNN2-14 3.23 1.06 4.63 4.36
MUNN2-15 3.25 1.06 4.39 4.36
MUNN2-17 3.43 1.07 5.67 4.13
MUNN2-22 3.29 1.07 6.09 4.13
MUNN2-39 3.12 1.07 5.17 4.13
MUNN2-40 2.64 1.07 5.62 4.13
MUNN2-41 3.50 1.07 5.07 4.13
MUNN2-43 3.25 1.07 2.11 4.13

จากตารางที่ 11 พบว่าสายพันธุกลายที่เกิดจากการกลายพันธุ M U N I-5
และ MUN2-61 ท ี่ส ่มเก ็บทั้ง 14 สายพันธุ สามารถผลิตเอนไซม์ย ่อยแป้งบนจานอาหาร SLST 
ได ้ส ูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L และเมื่อนำมาตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดบนจาน 
อาหาร SLBG พบว่ามีเพียง 13 สายพันธุท ี่ผลิตกรดได้ส ูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L นำสาย
พันธุกลายทั้ง 13 สายพันธุ มาทดสอบขั้นทุต ิยภูม ิต ่อไป



จากนำสปอร์แขวนลอยของสายพันธุกลายจำนวน 13 สายพันธุ ท่ีได้จากการ 
คัดเลือกขันปฐมภูมิมาทดสอบ หาความสามารถในการผลิตกรดจากแป้งมันสำปะหลัง ด้วยวิธีการหมักใน 
อาหารเหลวโดยการนำสปอร์ของเช้ือกลายพันธุจำนวน 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เล้ียง 
ในอาหารสูตร SL ท่ีมีแป้งมันสำปะหลังเข้ม1ข้น 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ตามวิธีการทดลองใน 
ข้อ 4 จากนัน ตรวจสอบความสามารถต่างๆ ของสายพันธุกลายเปเยบเทียบคับสายพันธุต้ังด้น โดยวัดการ 
เจริญด้วยการหานาหนักเส้นใยแห้ง ตามวิธีการทดสองในข้อ 5 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรด 
ตามวิธีการทดลองในข้อ 6 ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ โปรติเอส ตามวิธีการทดลองในข้อ 8 
ความสามารถ'ในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส ตามวิธีการทดลองในข้อ 9.1 และความสามารถในการ 
ผลิตเอนไซม์อัลฟาอะมิเลส ตามวิธีการทดลองในข้อ9.2 ได้ผ ล การทดลองดังแสดงในตารางท่ี 12

83.2 ผอการทดสอบขั้นทุติยภูมิของสายพันธุกอายที่ได้'จากการชักนำให้เกิด
การกอายพันธุด้วย NTG รอบที่ 2
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ตารนที่ 12 เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส กลูโคอะมิเลส อัลฟาอะมิเลส 
และกรดจากแป้งมันสำปะหลังด้วยวิธีการหม์กในอาหารเหลว ของสายพันธุกลายที่ได้ 
จากการชักนำสายพันธุ MUN1-5 และ MUN2-61 ให้เกิดการกลายพันธุด้วย NTG รอบ 2 
กับ A.niger พบ-2223L

เช๋ึจทดสอบ ไทหนัก!สันใยแห้ง 
(กรัม/ลิตร)

โปรณิอส 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

กถูโคอะบิ!ลส
(หน่วย/บิลลิลิตร)

อัลฟไอะมิ!ทส 
(หน่วยบิลลิลิตร)

ปริมไณกรด 
(กรัม/ลิตร)

พ บ -2223L 33.11 0.21 1.18 9.07 11.43
MUNN1-30 30.24 1.26 1.05 9.09 35.33
MUNN2-2 32.77 1.12 1.07 9.07 39.91
MUNN2-8 30.52 0.08 1.21 9.06 38.72
MUNN2-11 33.88 0.13 1.19 9.12 34.22
MUNN2-12 30.61 0.11 1.41 9.08 39.75
MUNN2-13 32.88 0.07 1.28 9.08 30.64
MUNN2-14 31.68 0.09 1.90 9.15 38.30
MUNN2-15 22.87 0.11 1.13 9.05 43.37
MUNN2-17 22.34 0.08 1.36 8.99 46.76
MUNN2-22 31.45 0.03 1.76 9.01 37.08
MUNN2-39 31.88 0.08 1.55 8.99 37.40
MUNN2-40 32.19 0.04 1.51 8.97 36.45
MUNN2-41 31.98 0.09 2.19 8.98 35.85

จากตารางที่ 12 พบว่าเมื่อกลายพันธ์ MUNI-5 มีเพียง 1 สายพันธ์เท่าใ4นคือ 
MUNN1-30 ที่สามารถผลิตกรดและเอนไซม์กลูโคอะมิเลส สูงกว่าสายพันธ์ พ บ -2223L
อย่างไรก็ตามสายพันธ์กลายดังกล่าวยังคงผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงกว่าสายพันธ์ พ บ -2223L 

จากการกลายพันธ์สายพันธ์ MUN2-61 ด้วยสาร NTG ซาเป็นรอบที่ 2 พบว่าสายพันธ ์
กลายที่คัดเลือก สามารถผลิตกรดและเอนไซม์ย่อยแป้งได้สูงกว่าสายพันธ์ พ บ -2223L ยกเว้น 
สายพ ันธ ์ MUNN2-2 และ MUNN2-15 ผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสได้ตํ่ากว่าสายพ ันธ ์ 

นอกจากนี้ยังพบว่าสายพันธ์กลายที่ดัคเลือกมาทั้งหมดในกลุ่มนี้ผลิตเอนไซม์พ บ -2223L
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โปรติเอสตํ่ากว่าสายพันธุ พ บ -2223L นำสายพันธุกลายทั้ง 13 สายพันธุที่คัดเลือกได้ในตารางที ่
12 มาทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรมต่อไป

8.33 ผอการทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรมของสายพันธุกอายที่ได้จาก
การชักนำให้เกิดการกอายพันธุด้วย NTG รอบที่ 2

เมื่อนำสปอร์ของรากลายพันธุที่คัดเลือกทั้ง 13 สายพันธุ มาถ่ายเชิ๋อ 5 รุ่น 
แล้วใช้สปอร์ที่ได้จากการถ่ายเชื้อรุ่นสุดท้าย มาเลี้ยงในอาหารสำหรับผลิตกรคที่มีแป้งมันสำปะหลัง 
เข้มช้น 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน เช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 4 จากนั้นตรวจสอบความ 
สามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ความสามารถ'ในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส รวมท้ัง
ความสามารถในการผลิตกรด เปรียบเทียบกับเชื้อรุ่นที่ 1 พบว่าสายพันธุกลายที่มีความเสถียรทาง 
พันธุกรรม ได้แก่ สาย'พันธุ MUNN2-8, MUNN2-13, MUNN2-14, MUNN2-15 MUNN2-17 และ 
MUNN2-22 ดังแสดงในตารางที่ 13

ตารางที่ 13 การทดสอบความเสถียรของสายพันธุกลายที่ได้จากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ 
ด้วย NTG รอบที่ 2

เชื้อทดสอบ
โปรติเอส 

(หน่วย/มิลลิลิตร)
กลูโคอะมิเลส 

(หน่วอ/มิลลิลิตร)
ปริมาณกรด 
(กรัม/ลิตร)

รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 5 รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 5 รุ่นที่ 1 รุ่นที่ 5
พ บ -2223L 0.21 0.22 1.18 1.16 11.43 11.93
MUNN2-8 0.08 0.08 1.21 1.14 38.72 35.51
MUNN2-13 0.07 0.07 1.28 1.35 30.64 36.77
MUNN2-14 0.09 0.10 1.90 1.32 38.30 36.25
MUNN2-15 0.11 0.11 1.13 1.15 43.37 41.28
MUNN2-17 0.08 0.09 1.36 1.39 46.76 42.05
MUNN2-22 0.03 0.04 1.76 1.51 37.08 35.04
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จากตารางที่ 13 พบว่าสายพันธุกลายทุกสายพันธุผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่ากว่า
สายพันธุ พ บ -2223L และพบว่าสายพันธุกลายติงกล่าวสามารถผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสไค้ 
สูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L เมื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดพบว่าสายพันธุกลาย 
ผลิตกรดไค้สูงกว่า ประมาณ 3-3.5 เท่า เมื่อเทียบกับสายพันธุตั้งค้น พ บ -2223L ติงใ4นจึงทำการ 
คัดเลือกสายพันธุกลายทัง 6 สายพันธุ มาศึกษาคุณสมบัติเบื้องค้น เปรียบเทียบกับสายพันธ ุ
พ บ -2223L ต่อไป

8.4 การกอายพันธุ A. niger MUN2-61 ซํ้าด้วยรังสี UV

จากการทดลองชักนำให้เกิดการกลายพันธุพบว่าถ้าใช้ NTG จะไค้สายพันธุกลายที่มี 
ลักษณะคล้ายคลึงกันเป็นส่วนใหญ่ แต่ถ้าใช้รังสี UV เป็นสารชักนำให้เกิดการกลายพันธุ พบว่า 
จะไค้สายพันธุกลายที่มีลักษณ ะหลากหลาย ติงนั้นจึงเลือกสายพันธุ MUN2-61 ซึ่งสามารถผลิต 
เอนไซม์โปรติเอสไค้ต ํ่ากว่ารวมทั้งสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งและกรดไค้ส ูงกว่าสายพันธ  ุ
พ บ -2223L มาชักนำให้เกิดการกลายพันธุชาอีกครั้งหนึ่งโดยการนำสปอร์แขวนลอยของ
สายพันธุ MUN2-61 จำนวน 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตรไปฉายรังสี UV ตาม 
วิธีการทดลองในข้อที่ 14.1 แล้วสุ่มเก็บสายพันธุกลายที่เกิดขึ้น มาทำการคัดเลือกเชื้อต่อไป

8.4.1 การคัดเสือกขั้นปฐมภูมิของสายพันธุกลายทั้ใด้จากนำสายพันธุ MUN2-61 
มาชักนำให้เกิดการกลาอพันธุซึ่าอีกครั้งด้วยรังสี UV

โดยการสุ่มเก็บโคโลนีเด ี่ยวๆของราสายพันธุกลายที่ผ ่านการฉายรังส  ี
UV ทั้งหมด 60 สายพันธุ มาเลี้ยงในอาหาร PDA จนกระทั้งอายุครบ 9 วันแล้วจึงนำ 
สายพันธุกลาย มาทดสอบความสามารถใน การผลิตเอนใซม์ย่อยแป้ง บนอาหาร SLST ตามวิธี 
การทดลองในข้อ 12 พบว่ามีสายพันธกุลาย 10 สายพันธทุ ี่ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งบนจานอาหาร 
แข ็งไค้ส ูงกว่าสายพันธุ พ บ -2223L จากนั้นนำสายพันธุกลายทั้ง 10 สายพ ันธ ุมาตรวจสอบความ 
สามารถในการผลิตกรดบนอาหาร SLBG ตามวิธ ีการทดลองในข้อ 13 เปรียบเทียบกับสายพันธุ 
ตั้งต้น พ บ -2223L พบว่าสายพันธุกลายทั้ง 10 สายพ ันธุผลิตกรดบนจานอาหารแข็งไค ้ส ูงกว่า 
สายพันธุ พ บ -2223L ไค ้ผลการทดลองติงแสดงในตารางที่ 14
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ตารางที่ 14 อัตราส่วนระหว่างขนาดเส้นผ่าถูนย์กลางของบริเวณใสของการผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง และ 
กรด ต่อขนาดเส้นผ่าคู(นย์กลาง ของโคโลนี บนอาหารวุ้น SLST และ SLBG ของสาย 
พันธุ A. mger พบ-2223L กับสายพันธุกลายที่เกิดจากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุใน 
สายพันธุ MUN2-61 ด้วยรังสี UV รอบท่ี 2 ที่ผ่านเกณฑ์การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ

เชื้อทดสอบ เอนไซม์ย่อณเป้ง กรด
Mutant พบ-2223L Mutant พบ-2223L

MUN2-61 3.29 1.27 6.32 3.81
MUNU-3 3.33 1.27 4.00 3.49
MUNU-5 3.42 1.27 4.07 3.49
MUNU-6 3.00 1.27 4.14 3.49
MUNU-7 4.12 1.27 4.86 3.49
MUNU-8 3.50 1.27 5.25 3.49
MUNU-9 2.15 1.27 4.58 3.49
MUNU-21 3.63 1.22 5.25 4.49
MUNU-22 3.64 1.22 6.16 4.49
MUNU-44 5.00 1.22 5.23 4.49
MUNU-49 3.33 1.15 5.33 4.49

จากตารางที่ 14 พบว่ามีราสายพันธุกลาย 10 สายพันธุที่ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งและกรด 
ได ้ส ูงกว่าสายพ ันธุพบ-2223L สายพันธุกลายทั้ง 10สายพันธุไปทดสอบในขั้นทุติยภูมิ

8.4.2 ผอกไรทดสอบขั้นทุติยภูมิของสใยพันธุกอายทั้ใด้จากการนำสายพันธุ MUN2-61 
มาชักนำให้เกิดการกอายพันธุชํ้าอีกครั้งด้วยรังสี UV

เมื่อนำสปอร์แขวนลอยของสายพันธุกลายทั้ง 10 สายพันธุ ที่ได้จากการคัดเลือกขัน 
ปฐมภูมิมาทดสอบหาความสามารถในการผลิตกรด โดยการนำสปอร์ของราสายพันธุกลายจำนวน 106 
สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เลี้ยงในอาหารสูตร SL ที่มี!,เป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 
กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน ตามวิธีการทดลองในข้อ 4 จากนัน ตรวจสอบความสามารถต่างๆของ
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ราสายพันธุกลายทHยบเทียบกับสายพันธุ พบ-2223L โดยวัดการเจริญด้วยการหานาหนักเส้นใยแห้ง ตาม 
วิธีการทดลองในข้อ 5 ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรด ตามวิธีการทดลองในข้อ 6 ความสามารถ 
ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ตามวิธีการทดลองในข้อ 8 ความสามารถในการผลิตเอนไซม์
กสูโคอะมิเลส ตามวิธีการทดลองในข้อ 9.1 และความสามารถในการผลิตเอนไซม์อัลฟ่าอะมิเลส ตามวิธี 
การทดลองในข้อ 9.2 ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 15

ตารางที่ 15 เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส เอนไซม์กสูโคอะมิเลส
อัลฟาอะมิเลส และกรดจากแป้งมันสำปะหลังด้วยวิธีการหมักในอาหารเหลวของ 
สายพันธุกลายที่ได้จากการชักนำสายพันธุ้ M U N 2-61^เกิดการกลายพันธุด้วย
รังสี UV รอบท ี่2 กับสายพันธุ A. niger พ บ -2223L

เชื้อทดสอบ น่ํใหนัก!สันใยแห้ร 
(กรัม/ลิตร)

โปรติ!อท 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

ทถูโคอ:มิ!ลท
(หน่วย/มิลลิลิตร)

อัลฟ่าอ:มิ!ลท 
(หน่วย/มิลลิลิดร)

ปริมาณกรด 
(กรัม/ลิตร)

พ บ -2223L 33.27 0.21 1.16 9.02 11.08
MUNU-3 31.86 0.18 0.96 8.96 20.14
MUNU-5 29.75 0.19 0.99 8.98 26.14
MUNU-6 30.25 0.22 0.66 8.96 27.42
MUNU-7 32.20 0.18 1.52 9.15 26.83
MUNU-8 31.83 0.15 1.41 9.09 30.48
MUNU-9 31.27 0.09 1.26 9.11 26.01
MUNU-21 29.55 0.08 1.62 9.07 34.17
MUNU-22 20.43 0.05 1.53 9.09 53.07
MUNU-44 28.59 0.04 1.32 9018 33.98
MUNU-49 27.45 0.10 1.00 9017 42.93

จากตารางที่ 15 พบว่าสายพันธุกลายที่ค ัดเลือกได้ท ั้งหมดสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ 
ตํ่ากว่าสายพันธ์ พ บ -2223L ส่วนความสามารถในการผลิตเอนไซม์กดูโคอะมิเลสพบว่า สายพันธ์ 
กลายส่วนใหญ่สามารถผลิตได้สูงกว่าสายพันธ์ พ บ -2223L ยกเว้นสายพันธ์ MUNU-3, MUNU-5, 
MUNU-6 และ MUNบ-49 ส่วนความสามารถในการผลิตกรดพบว่าสายพันธ์กลายทุกสายพันธ์
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ผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุ พ บ-2223L นำสายพันธุกลายทั้ง 10 สายพันธุในตารางที่ 15
ไปทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรมต่อไป

8.43 ผลกไรทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรม ของสายพันธุกลายที่ได้จาก 
การชักนำให้ เกิดการกอายพันธุ MUN2-61 ด้วยรังสี UV

เม่ือนำสปอร์ของราสายพันธุกลายท่ีคัดเลือกได้ท้ัง 10 สายพันธุ มาถ่ายเช้ือ 5 รุ่น 
แล้วใช้สปอร์ทีได้จากการถ่ายเชือรุ่นสุดท้าย มาเลียงในอาหารสำหรับผลิตกรดที่มีแป้งมันสำปะหลัง
เข้ม,ข้น 70 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนเช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 4 จากน้ันตรวจสอบความ 
สามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ความสามารถการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส รวมท้ังความ 
สามารถในการผลิตกรด เปรียบเทียบกับเช้ือรุ่นท่ี 1 พบว่าสายพันธุกลายท่ีมีความเสถียรทาง พันธุกรรม 
ได้แก่ สายพันธุ MUNU-22, MUNU-44 และ MUNU-49 ดังแสดงในตารางท่ี 16

ตารางที่ 16 การทดสอบความเสถียรทางพันธุกรรมของสายพันธุกลาย ที่ได้จากการชักนำให้เกิด 
การพันธุ MUN2-61 ด้วยรังสี UV

เชื้อทดสอบ
โปรติเอส 

(หน่วย/มิลลิลิตร)
กลูโคอะมิเลส 

(หน่วย/มิลลิลิตร)
ปริมาณกรด
(กรัม/ลิตร)

รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 5 รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 5 รุ่นท่ี 1 รุ่นท่ี 5
พ บ -22223L 0.21 0.21 0.16 0.17 11.08 11.20
MUNU-22 0.05 0.04 1.53 1.50 53.07 50.15
MUNU-44 0.04 0.06 1.32 1.33 33.98 31.75
MUNU-49 0.10 0.09 1.00 0.99 42.93 40.20

จากตารางที่ 16 สายพันธุกลายที่ม ีความเสถียรทางพันธุกรรมทั้ง 3 สายพ ันธุสามารถผลิต 
กรดจากแป ้งม ันสำปะหลังได ้ส ูงกว่า เป็น 5, 3, และ 4 เท่า ตามลำด ับเม ื่อเท ียบกับสายพ ันธ  ุ
พบ-2223L และจะพบว่าสายพ ันธ ุกลายท ั้งหมดสามารถผลิตเอนไซม์กล ูโคอะมิเลสได ้ส ูงกว ่า 
สายพันธุ พบ-2223L นอกจากนี้สายพันธุกลายทั้งหมด สามารถผล ิตเอนไซม ์โปรต ิเอสต ํ่ากว ่า 
สายพันธุ พบ-2223L
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จากการทดลองชักนำให้เกิดการกลายพันธุในสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L จนกระทั่งไต ้
สายพันธุกลายที่มีคุณสมบัติบรรลุตามวัตถุประสงค์ที่ตั้ง คือสามารถคัดเลือกสายพันธุกลายที่ผลิต 
กรดและเอนไซม์ย่อยแป้งไต้สูง แต่ผลิตเอนไซม์โปรตเิอสต่ํา โดยวิธีการหมักในอาหารเหลวเมื่อใช้ 
แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน ในภาวะที่เหมาะสมต่อผลิตกรด สามารถสรุปเป็นแผนภูมิไต ้
ดังแสดงในรูปที่ 22

MU-97
NTG

MUN1-5
NTG

ND

พ บ-2223L
UV

UV

MU-76
NTG

MUN2-61

NTG
MUNU MUNN

รูปที่ 22 แผนภาพแสดงขั้นตอนในการชักนำให้เกิดการกลายพันธุต่อสายพันธุตั้งต้น A. mgzr พ บ -2223L 
ด้วยรังสี UV และ NTG เพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายที่สามารถผลิตกรดและเอนไซม์ย่อยแป้งไต้สูง 
แต่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่า โดยวิธีการหมักในอาหารเหลวเมื่อใช้แป้งมันสำปะหลังเป็น
แหล่งคาร์บอน ภายใต้ภาวะท่ี!.หมาะสมต่อการผลิตกรด
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จากการทดลองชักนำให้เกิดการกลายพันธุต่อสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L เพื่อให้ไต้สาย 
พันธุกลาย ที่สามารถผลิตกรดจากแป้งมันสำปะหลังได้สูงขณะที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่า ภาย 
ใต้ภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรด ไต้คัดเลือกสายพันธุกลาย ดังแสดงในตารางที่ 17 สำหรับ 
ศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นเปรียบเทียบคับสายพันธุตั้งต้น A. niger พ บ -2223L ต่อไป

ตารางที 17 ตารางแสดงสายพันธุกลายที่คัดเลือกและขันตอนการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ

สายพันธุกลาย ขันตอนการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ

MUN2-61 
M UN2-64

ชักนำให้เกิดการกลายพันธุในสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L ด้วยร ังส ี UV 
จากนันชักนำให้เกิดการกลายพันธุซาด้วย NTG 
( พ บ -2223L —>■ UV —> NTG —» MUTANTS)

MUNN2-8
MUNN2-13
MUNN2-14
MUNN2-15
MUNN2-17
MUNN2-22

ชักนำให้เกิดการกลายพันธุในสายพันธตุ ั้งต้น พ บ -2223L ด้วยร ังส ี UV 
จากนันชักนำให้เกิดการกลายพันธุชำด้วย NTG จากนั้นนำมาชักนำให้ 
เกิดการกลายพันธุชำด้วย NTG อีก 1 รอบ 
( พ บ -2223L —> UV —> NTG —» NTG —> MUTANTS)

MUNU-22
MUNU-44
MUNU-49

ชักนำให้เกิดการกลายพันธุในสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L ด้วยร ังส ี UV 
จากนันชักนำให้เกิดการกลายพันธุชำด้วย NTG จากน้ันนำมาชักนำให้ 
เกิดการกลายพันธุชาด้วยรังสี UV อีก 1 รอบ 
( พ บ -2223L —>■ UV —> NTG —» UV —> MUTANTS )
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จ า ก ข ัน ต อ น ก า ร ค ัด เ ล ือ ก จ น ก ร ะ ท ั่ง ไ ต ้ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ท ี่ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิต า ม ต ้อ ง ก า ร  เ ม ื่อ น ำ ม า ห า

ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ข อ ง ข ั้น ต อ น ก า ร ค ัด เ ล ือ ก ด ัง แ ส ด ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 18

ตใรใงฑี 18 แ ส ด ง ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ข อ ง ข ัน ต อ น ก า ร ค ัด เ ล ือ ก ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย จ น ก ร ะ ท ั่ง ไ ค ้ส า ย พ ัน ธ ์ก ล า ย  

ท ี่ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิต า ม ต ้อ ง ก า ร

ขั้นตอนการ 
คัดเลือก

คุณสมบัติของสายพันธุกลาย จำนวนสายพันธุกลาย 
(สายพันธุ)

เปอร์เซ็นต์ 
สัมพ ัทธ ์๓

•บนท่ี 1
ผ ่าน ก 1รก รองภ าข 
ห ล ังจ าก เล ี้ย งใน  

อ าห ารถ ูต ร  S L  +  

เค ช ีน

เป ็น ส ป อ ร ์ท ี่ค า ด ว ่า จ ะ ม ีเอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส ต ํ่ไ 580

ข ัน  ท ี่ 2

ก ใ ร ค ัด เ ส ือ ก บ น  

อ ไห ไรแ ข ็ง

เ อ น ไ ซ ม ์ข ่อ ย แ ป ้ง แ ล ะ ก ร ด บ น จ า น อ า ห า ร แ ข ็ง  

S L S T  แ ล ะ  S L B G  ถ ูงก ว ่าส าย พ ัน ธ ุต งค ้น ม าก ๆ

97 16.7

ข ัน  ท ี่ 3

ก ไ ร ค ั ด เ ส ื อ ก ใ น  

อ ไห ไร เห ลว

ผ ล ิต ก รด ไค ้ถ ูง เม ื่อ เล ียงานอ าห ารถ ูค ร  S L  ท ี่ใ ข ็ 

แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น

76 78.4

ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ก ล ุโค อ ะ ม ีเล ส ไค ้ถ ูง  เม ื่อ เล ี้ย งใน  

อ าห ารถ ูด ร  S L  ท ี่ใช ้แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง เป ็น แ ห ล ่ง  

ค าร ์บ อ น

61 62.9

ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส ค ํ่า เม ื่อ เล ี้ย ง ใน อ า ห า ร ส ต ร  

S L  ท ี่ใช ้แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น

49 50.5

( 1 ) เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ส ัม พ ัท ธ ์= จ ำ น ว น ส า ย พ ัน ธ ์ก ล า ย ท ี่ม ึล ุณ ส ม บ ัต ิต า ม ท ี่ร ะ บ ุใ น ข ั้น ต อ น ก า ร ค ัด เ ล ือ ก น ั้น ๆ X  100

จ ำ น ว น ส า ย พ ัน ธ ์ก ล า ย ใ น ข ัน ต อ น ก า ร ค ัด เล ือ ก ข ั้น ก ่อ น ห น ้า  (1 -2 )

จากตารางที่ 18 พบว่าเมื่อนำสายพันธุกลาย 580 สายพันธ์ที่ผ่านขันตอนการคัดเลือก 
สายพันธุกลายที่คาดว่าสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูงออกไปแล้ว (ขั้นที่ 1 ) มาคัดเลือกใน 
ขันที่ 2 พบว่ามีสายพันธ์กลายจำนวน 97 สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งและกรดบน 
จานอาหารแข็ง SLST และ SLBG สูงกว่าสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L โดยคิดเป็น 16.7 
เปอร์เซ็นต์สัมพัทธ์ เมื่อเทยบคับจำนวนสายพันธ์กลายที่ผ่านการคัดเลือกในขั้นที่ 1 และเมือนำ
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สายพันธ์กลายทั้ง 97 สายพันธ์ดังกล่าวมาทำการดัดเลือกในอาหารเหลวสูตร SL ที่มีแป้ง 
มันสำปะหลังเข้มขน 70 กรัมต่อลิตร เปีนแหล่งคาร์บอน (ข้นทํ 3) พบว่ามสายพันธุกลาย 76
สายพันธุ (78.4 เปอร์เซ็นต์สัมพัทธ์ เมื่อเทียบกับจำนวนสายพันธุกลายที่ผ่านการดัดเลือกใน 
ขั้นที่ 2 (97 สายพันธุ) ) ผลิตกรดได้สูงและ 61 สายพันธ์ (62.9 เปอร์เซ็นต์สัมพัทเมื่อเทียบกับ 
จำนวนสายพันธุกลายที่ผ่านการดัดเลือกในขั้นตอนที่ 2) ผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสได้สูงเมื่อ 
เทียบกับสายพันธุทั้งด้น ในขณะที่มีเพียง 49 สายพันธุ (50.5 เปอร์เซ็นต์สัมพัทธ์ เมื่อเทียบกับ 
จำนวนสายพันธุกลายที่ผ่านการคัดเลือกในขั้นที่ 2) ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่ากว่าสายพันธ ุ
ท้ังด้น

นำสายพันธุกลายที่คัดเลือกมาตรวจสอบคุณสมบัติเบืองด้น เปรียบเทียบกับสายพันธุ
ท้ังด้น พ บ -2223L โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร SL ที่ใช้แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 
กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ตามวิธีการทดลองในข้อ 4 ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 19
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ตารางที่ 19 เปรียบเทียบคุณสมบัติเบื้องต้นของสายพันธุกลายที่ดัดเลือกกับสายพันธุตั้งค้น
พ บ -2223L เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร SL ที่ใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน

เชื้อทดสอบ โปรติเอส05 
(หน่วย/มิลลิลิดร)

กสูโคอะมิเลส(2) 
(หน่วย/มิลลิลิตร)

ปริมาณกรด'® 
(กริม/ลิตร)

พ บ -2223L 0.24 5.18 10.98
MUN2-61 0.17 12.04 42.25
MUN2-64 0.07 10.35 45.32
MUNN2-8 0.10 10.64 39.85
MUNN2-13 0.09 14.13 31.14
MUNN2-14 0.16 10.73 30.24
MUNN2-15 0.17 12.92 45.07
MUNN2-17 0.16 11.82 41.27
MUNN2-22 0.003 10.99 29.48
MUNU-22 0.12 11.89 52.36
MUNU-44 0.11 9.85 30.59
MUNU-49 0.18 10.25 40.95

(1) วัดแอคติวิตีของเอนไซม์วันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อเพราะเป็นวันที่เอนไซม์โปรติเอส 
มีแอคติวิตีสูงที่สุด

(2) วัดแอคติวิตีของเอนไซม์ วันท่ี 3 ของการเลี้ยงเชื้อเพราะเป็นวันท ี่แอคติวีตีของ 
เอนไซม์กลูโคอะมิเลสสูงที่สุด

(3) วัดปริมาณกรดวันที่ 8 ของการเลี้ยงเช้ือ เพราะเป็นวันที่เชื้อสามารถผลิตกรดไต้สูงที่สุด

จ า ก ต า ร า ง ท ี่ 19 จ ะ เ ห ็น ว ่า เ ม ือ น ำ ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ม า เ ล ี้ย ง ใ น อ า ห ร ส ูต ร  S L  ท ี่ใ ช ้แ ป ้ง

ม ัน ส ำ ป ะ ห ล ัง เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  แ อ ค ต ิว ีต ีข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์โ ป ร ต ิเ อ ส ข อ ง ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ท ุก

ส า ย พ ัน ธ ุต ํ่า ก ว ่า ส า ย พ ัน ธ ุต ั้ง ต ้น  เ ม ื่อ ว ัด ใ น ว ัน ท ี่เ ช ือ ม ีแ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์ด ัง ก ล ่า ว ส ูง ท ี่ส ุด  ส ่ว น  

แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์ก ล ูโ ค อ ะ ม ิเ ล ส แ ล ะ ป ร ิม า ณ ก ร ด  พ บ ว ่า ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ท ุก ส า ย พ ัน ธ ุม ี
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แอคติวิตีของเอนไซม์และปริมาณกรดสูงกว่าสายพันธุตั้งต้น โดยแอคติวิตีของเอนไซม์
กลูโคอะมิเลส ทำการวัดในวันที่เชื้อมีแอคติวิตีของเอนไซม์ดังกล่าวสูงที่สุด จากการทดลองนี้ 
(ตารางที่ 19 ) จะเห็นว่าสอดคล้องกับสมยุติฐานที่ตั้งไว้คือ เชื้อที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
ตํ่าแต่ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งได้สูงเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใช ้แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน 
จะสามารถผลิตกรดได้สูงด้วย (Moyer และคณะ, 1953; Usami และ Taketomi, 1960)

จากผลการทดลองที่ได้ (ตารางที่ 19) เนื่องจากยังไม่ทราบว่า การที่สายพันธุกลาย 
สามารถผลิตกรดได้สูงขึ้นนั้นเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในขั้นตอนใด (จากรูปที่ 15) ระหว่างจาก 
การเปลี่ยนแป้งไปเป็นนั้าตาลกลูโคส หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงที่เกี่ยวช้องกับวีถีเมตตาบอลิสม 
ของกระบวนการเปลี่ยนนั้าตาลไปเป็นกรดมะนาว ดังนั้นเพื่อเป็นการตรวจสอบว่าเกิดการ
เปลี่ยนแปลงที่ธุดใด จึงออกแบบการทดลองโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนแตก 
ต่างกัน คือ ในอาหารสูตร SL ที่ใช้แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
ในอาหารสูตร SL ที่ใช้นั้าตาลกลูโคสเข้มข้น 70 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน และในอาหาร 
สูตร SL ท ี่ใช ้ นั้าตาลกลูโคสเข้มข้น 120 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน (อาหารสูตร SL ท่ีมี 
นั้าตาลกลูโคส 120 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน คืออาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิต 
กรดของสายพันธุ พ บ -2223LUากที่สุด (Usami, 1978) ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 20
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ตารางที่ 20 เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตกรดจากแหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันของ

สายพันธุกลายที่คัดเลือกกับสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L

เชื้อทดสอบ
แป้งมันสำปะหลังเข้มข้น 

70 กรัมต่อลิตร
นํ้าตาลกลูโคสเข้มข้น 

70 กรัมต่อลิตร
นั้าตาลกลูโคสเข้มข้น 

120 กรัมต่อลิตร
ปริม1ณ ก5ค
(กร ิม /ล ิด ร)

นาทนัก!ส ันในนป'ร 
(ก ร ิม /ล ิด :)

ปริมา{นกรด
(กร ิม /ล ิตร)

นาทน ัก!ส ันใยนาน 
(กร ิม /ล ิดร)

ปริมา{นกรด
(ก ร ิม /ล ิด :)

นาทน ัณ ส ันในนา6  
(ก ร ิม /ล ิด ร)

พ บ -2223L 11.76 33.07 15.05 25.93 17.80 37.42
MUN2-61 45.00 31.07 20.06 23.36 33.25 33.51
MUN2-6 47.30 29.79 26.60 23.29 72.10 26.27
MUNN2-8 35.00 31.36 15.17 17.62 29.40 35.04
MUNN2-13 35.35 29.36 15.13 21.42 38.15 32.78
MUNN2-14 33.25 29.99 29.40 20.76 36.75 28.02
MUNN2-15 48.25 24.01 15.75 22.25 53.75 34.12
MUNN2-17 45.20 28.15 12.60 18.70 47.80 33.19
MUNN2-22 31.25 30.69 13.30 20.45 30.10 29.03
MUNU-22 52.20 27.35 10.97 21.49 29.60 33.85
MUNU-44 30.17 33.17 8.87 20.93 21.00 33.05
MUNU-49 40.05 25.32 9.57 17.99 30.80 30.85

เ ม ื่อ เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ผ ล ิต ก ร ด  โ ด ย ใ ช ้น า ต า ล ก ล ูโ ค ส เ ข ้ม ต ้น  12 0  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร

ก ับ เ ม ื่อ ใ ช ้แ ป ้ง ม ัน ส ำ ป ะ ห ล ัง เ ข ้ม ข ้น  7 0  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  ข อ ง ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ก ับ ส า ย พ ัน ธ ุ 

ต ัง ต ้น  พ บ - 2 2 2 3 L  พ บ ว ่า ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ส ่ว น ม า ก จ ะ ผ ล ิต ก ร ด ไ ด ้ส ูง ก ว ่า ส า ย พ ัน ธ ุด ั้ง ต ้น ท ั้ง ท ี่เ ม ื่อ ใ ช ้

ก ล ูโ ค ส  1 2 0 ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร แ ล ะ เ ม ื่อ ใ ช ้แ ป ้ง ม ัน ส ำ ป ะ ห ล ัง  7 0  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  ย ก เ ว ้น ส า ย พ ัน ธ ุ 

M U N U -4 4  เ ท ่า น ั้น ท ี่ผ ล ิต ก ร ด ไ ด ้ป ร ิม า ณ ใ ก ล ้เ ค ีย ง ก ับ ส า ย พ ัน ธ ุด ั้ง ด ้น ใ น อ า ห า ร ท ี่ใ ช ้ก ล ูโ ค ส  120

ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  อ า จ เน ื่อ ง ม า จ า ก เม ื่อ ช ัก น ำ ใ ห ้เ ก ิด ก า ร ก ล า ย พ ัน ธ ุ ส า ย พ ัน ธ ุ M U N Iบ--4 4  เ ก ิด ก า ร เ ป ล ี่ย น แ ป ล ง  

ช ่ว ง ท ี่! ภ ี่ย ว ข ้อ ง ก ับ ก า ร เ ป ล ี่ย น แ ป ้ง ไ ป เ ป ็น น ำ ต า ล เ ท ่า น ัน ท ี่ม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ส ูง ข ึ้น  ส ่ว น ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง  

ว ิถ ีฒ ต า บ อ ล ิส ม ข อ ง ก า ร เ ป ล ี่ย น น ั้า ต า ล ก ล ูโ ค ส ไ ป เ ป ็น ก ร ด น ั้น ไ ม ่เ ป ล ี่ย น แ ป ล ง  ต ัง น ั้น เ ม ื่อ น ำ เ ช ื้อ ต ัง ก ล ่า ว  

ม า เ ล ีย ง ใ น อ า ห า ร ท ี่ใ ช ้น ำ ต า ล ก ล ูโ ค ส เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น จ ึง ผ ล ิต ก ร ด ไ ด ้ใ ก ล ้เ ค ีย ง ก ับ ส า ย พ ัน ธ ์ต ัง ด ้น
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ส่วนสายพันธุกลายที่เหลือทั้งหมด พบว่าสามารถผลิตกรดได้สูงกว่าสายพันธุทั้งต้น พ บ -2223L 
มากทั้งที่เมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใช้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตรและเมื่อใช้แป้งมันสำปะหลัง 70 
กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ๋งอาจเนื่องมาจากในการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ เช ื้อกลุ่มนี้ 
เก ิดการเปลี่ยนแปลงที่ทำให ้ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนแป้งให ้เป ็นนำตาลและประสิทธิภาพ  
ของวิถีเมตตาบอลิสมของการเปลี่ยนนาตาลกลูโคสไปเป็นกรดสูงขึ้น จ ึงส ่งผลให้เช ื้อในกลุ่มน ี ้
ผลิตกรดได้สูงทั้งที่เมื่อใช้แป้งมันสำปะหลังและใช้นี้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน

จากการเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตกรดเมื่อใช้นี้าตาลกลูโคส 120 กรัมต่อลิตร 
กับเมื่อใช้แป้งมันสำปะหลัง 70 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า สายพันธุ MUN2-61, 
MUNN2-8, MUNN2-22, MUNU-22, MUNU-44 และ MUNU-49 ผลิตกรดได้ตํ่าเมื่อใช้นี้าตาล 
กล ูโคสเป ็นแหล ่งคาร ์บอนท ั้งน ี้อาจเน ื่องมาจากเช ื้อ ในกล ุ่มน ี้เป ็น กล ุ่มท ี่ม ีความไวต ่อแรง  
กระแทก ซึ่งในอาหารเลียงเชือที่ใช้นำตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ความหนืดของอาหารจะ 
ตํ่ากว่าในอาหารเลียงเชือที่ใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน ดังนั้นเมื่อนำเชือดังกล่าวช้าง 
ด้นมาเลี้ยงในอาหารที่ใช้นำตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนจะได้รับแรงกระแทกสูงกว่าเมื่อเลี้ยง 
ในอาหารที่ใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน จึงทำให้ผลิตกรดตํ่าลง ปรากฎการณ์ดัง
กล่าวถูกพบโดย Usami และ Taketomi, 1960; Smith และ Lilly, 1990; Toma และคณะ, 1991; 
Morimura และคณะ, 1992 และRugsaseel และคณะ, 1993

9 ผลการหาปริมาณกรดมะนาวโดยวิธีไณพธร์ฟอร์มานช์ลิควิดโครมใโตกราฟฟ (HPLC)

เ ม ื่อ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ก ร ด ก ร ด ม ะ น า ว โ ด ย ว ิธ ีไ ฮ เ พ อ ร ์ฟ อ ร ์ม า น ช ์ล ิค ว ิด โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ พ ั (HPLC) 
โ ด ย ใ ช ้ภ า ว ะ ใ น ก า ร ต ร ว จ พ ิส ูจ น ์เ ช ่น เ ด ีย ว ก ับ ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  อ ร พ ิณ  ธ ุด ม พ ง ศ ์อ น ัน ต ์ (2533) 
ต า ม ว ิธ ีท ำ ก า ร ท ค ล อ ง ข ้อ  7  เ ม ื่อ เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ช น ิด ข อ ง ส า ร ท ี่ถ ูก แ ย ก อ อ ก ม า ไ ด ้ ( ป ร า ก ฎ เ ป ็น แ ท ่ง  

ก ร า ฟ ,  peak) ใ น ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ก ร ด ม ะ น า ว ม า ต ร ฐ า น ท ี่ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  5 ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร

( ร ูป ท ี่ 23) จ ะ ป ร า ก ฎ แ ท ่ง ก ร า ฟ ข อ ง ก ร ด ม ะ น า ว อ ย ่า ง ช ัด เ จ น ท ี่เ ว ล า  (retention time) 4.2 น า ท ี

ใ น ท ำ น อ ง เ ด ีย ว ก ัน ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ห า ก ร ด ม ะ น า ว ใ น น ี้า ห ม ัก  ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ห ม ัก ใ น ส า ย พ ัน ธ ุท ั้ง ด ้น  

A. n ig e r พบ-2223L พ บ ว ่า ป ร า ก ฎแ ท ่ง ก ร า ฟ ท ี่เ ด ่น ช ัด  ณ  เ ว ล า  4.22 น า ท ี แ ล ะ ใ น ก ร ณ ีข อ ง  

ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ส า ย พ ัน ธ ุ MUNU-22 พ บ ว ่า จะป ร า ก ฎนท่ง ก ร า ฟ เ ด ่น ช ัด  ณ  เ ว ล า ป ร ะ ม า ณ  4.23 
น า ท ี ด ัง แ ส ด ง ใ น ร ูป ท ี่ 24 แ ล ะ ร ูป ท ี่ 25 ส ่ว น ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย อ ื่น ๆ จ ะ ป ร า ก ฎแ ท ่ง ก ร า ฟ ข อ ง

ก ร ด ม ะ น า ว อ ย ่า ง ช ัด เ จ น ท ี่เ ว ล า ป ร ะ ม า ณ  4 .2  น า ท ี เ ช ่น เ ด ีย ว ก ัน  ( ไ ม ่ไ ด ้แ ส ด ง ร ูป )
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รูปท่ี 23 ลักษณะโครมาโตแกรมของกรดมะนาวมาตรฐานที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

I j P

รูปท่ี 24 ลักษณะโครมาโตแกรมของกรดอินทรีย์ที่ได้จากสายพันธุตั้งต้น พบ-2223L

รูปท่ี 25 ลักษณะโครมาโตแกรมของกรดอินทรีย์ที่ผลิตได้จากสายพันธุกลายรหัส MUNU-22
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จากผลการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบชนิดของสารที่ถูกแยกออกมาไค้ (ปรากฎเป็นแท่ง 
กราฟ, peak) และปริมาณสารที่ถูกแยก (พื้นที่โค้กราฟ) ภายหลังจากที่ทำการวิเคราะห์นาน 
ประมาณ 20 นาที พบว่าปรากฎพีคอื่นน้อยมาก แสดงให้เห็นว่ากรดอินทรีย์ ที่สายพันธุตั้งค้น 
และสายพันธุกลาย MUNU-22 ผลิตนั้นส่วนมากเป็นกรดมะนาว

ปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตโดยสายพันธุตั้งค้น พ บ-2223L และสายพันธุกลายตั้ง 11 สาย 
พันธุ โดยการเปรียบเทียบจากการหาปริมาณกรดมะนาวโดยการไทเทรดด้วยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 นอร์มัล และจากการใช้วิธี HPLC โดยการเทียบจากกราฟมาตรฐาน 
(ภาดผนวก ง หมายเลข 4) ไค้ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 21

ตารางที่ 21 ผลการเปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาว ที่วิเคราะห์โดยวิธีไทเทรตค้วยสารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 นอร์มัล กับวิธี HPLC

เชื้อทดสอบ

ปริมาณกรดที่หาได้จาก 
การไท เท รต ด ้วอส าร  
ละลายโซเดียมไฮดรอก 
ไซด์ เข้มข้น0.1 นอร์มัล 

(กรัม/ลิตร)

ปริมาณกรดมะนาวท่ีหา 
ได้จากการเทียบกราฟ 

มาตรฐานด้วยวิธี HPLC 
(กรัม/ลิตร)

เปอร์เซ็นต์กรดมะนาว

พ บ -2223L 11.95 12.76 100
MUN2-61 47.29 35.71 75.52
MUN2-64 48.75 45.62 93.58
MUNN2-8 39.90 40.65 100
MUNN2-13 30.94 25.91 83.75
MUNN2-14 32.61 28.40 87.09
MUNN2-15 48.02 44.65 92.98
MUNN2-17 46.57 36.57 78.53
MUNN2-22 33.00 23.23 70.39
MUNU-22 54.57 51.16 93.76
MUNU-44 29.05 23.25 80.04
MUNU-49 42.93 41.23 96.04
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จากตารางที่ 21 พบว่า ปริมาณกรดมะนาวที่วิเคราะห์โดยการการไทเทรตด้วยสาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 นอร์มัล เปรียบเทียบกับปริมาณกรดมะนาวที่หาได้จาก 
การคำนวณจากพื้นที่ได้กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์โดยวิธี HPLC จะมีค่าแตกต่างกันระหว่างวิธ ี
ทั้งสองอยู่ในช่วง 0 ถึง 29.61 โดยพบว่าสายพันธุ MUNU-22 ซึ่งเป็นสายพันธุกลายที่สามรถ 
ผลิตกรดได้สูงสุดสามารถผลิตกรดอินทรีย์ที่เป็นกรดมะนาวได้ 51.16 กรัมต่อลิตร ซึ่งสูงกว่า 
สายพันธุทั้งด้น 4 เท่า (สายพันธุทั้งด้น พ บ -2223L สามารถผลิตกรดอินทรีย์ที่เป็นกรดมะนาวได  ้
12.76 กรัมต่อลิตร)

10 ผอกใรศึกษาคุณสมบดเบื้องต้นของสใยพันธุกอาย MUNU-22 เปรียบเทียบกับสายพันธุ 
ตงต้น พ บ -2223L

จากสายพันธุกลายทั้ง 11 สายพันธุเลือกสายพันธุรหัส MUNU-22 มาศึกษาคุณสมบัติ 
เบื้องด้นเปรียบเทียบกับสายพันธุทั้งด้น พ บ -2223L โดยการติดตามการเจริญ การผลิตกรด 
มะนาว ค่าความเป็นกรดต่าง ความสามารถในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสและโปรติเอส 
รวมทั้งปริมาณแป้งที่เหลือ โดยทำการเลี้ยงเชื้อตามวิธีการทดลองในข้อ 4 ได้ผลการทดลอง 
ด้งแสดงในรูปที่ 26
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
ระยะเวลาการเพาะเลยง(วัน)

ค

1 2 3 4 5 6 7 8 9
ระยะเวลาการเพาะเสัยง(วิน์)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
ระยะเวลาการแทะเลยง(วัน)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
ระยะเวลาทารเพาะเร้นง(วัน)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ระยะเวลาทารเพาะเร้ยง(วัน) ระยะเวลาการเพาะเลยง(วน)

ช

1 2 3 4 5 6 7 8 9

ระยะเวลาการเพาะเลยง(วิน์)

รูปท่ี 26 แผนภูม๊เปรยบเทียบคุณสมบัติของสายพันธุกลาย MUNU-22m j สายพันธุตงต้นพบ-2223บเม่ีอเลยงในอาหารสูตรรบ 

รู ป ก การเจริญ  ร ูป  ข ปริมาณ กรด

รูป  ค กล ูโคอะม ิเลสแอคต ิวด ี ร ูป  ง โป รต ิเอ สน อ ค ต ิว ิด ี
ร ูป  จ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง ร ูป  ฉ ปริมาณแป็งท ี,เหส ิอ

ร ูป  ซ  น ํ้าตาลร ิต ิวซ ์ 

ส ัญญลักษณ ์ —♦ — พ บ -2223L

MUNU-22
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จากรูปท่ี 26 (ก) เม่ือเล้ียงสายพันธุกลาย MUNU-22 และสายพันธุตั้งต้นในอาหารเลี้ยง 
เชื้อสำหรับผลิตกรด เมื่อใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าทั้งสายพันธุกลายและ 
สายพันธุตั้งต้น จะค่อยๆผลิตกรดจนกระทั้งสูงสุดในวันที่ 8 ของการเลียงเชือ โดยสายพันธุกลาย 
จะผลิตไต้สูงสุคที่ 52 กรัมต่อลิตร ส่วนสายพันธุตั้งต้นผลิตไต้ 11.50 กรัมต่อลิตร แต่เม่ือทำการ 
เลี้ยงเชื้อต่อไปเป็นวันที่ 9 พบว่าปริมาณกรดจะลดลงทั้งสองสายพันธุ ส่วนการเจริญของเชื้อพบ 
ว่าทั้งสองสายพันธุมีการเจริญใกล้เคียงกัน (รูปที่ 26 ข) จากการติดตามโปรติเอสแอคติวิตี ของ 
สายพันธุกลาย MUNU-22 และสายพันธุตั้งต้น พบว่าสายพันธุกลายในระยะ 2-3 วันแรกของ 
การเล้ียงเช้ือ จะมีโปรติเอสแอคติวิตีตํ่ามาก จากนั้นจะเพิ่มขึ้นจนกระทั้งสูงที่สุดในวันที่ 5 ของ 
การเล้ียงเช้ือเป็น 0.15 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากนั้นแอคติวิตีจะค่อยๆลดลง ส่วนสายพันธุ ตั้งต้น 
ก็เป็นไปในทำนองเดียวกัน โดยโปรติเอสแอคติวิตีจะสูงที่สุดในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเช้ือเป็น
0.25 หน่วยต่อมิลลิลิตร จะเห็นว่าตลอดระยะเวลาของการเลี้ยงเชื้อโปรติเอสแอคติวิดีใน
สายพันธุกลาย MUNU-22 จะตํ่ากว่าในสายพันธุตั้งต้น กรณีการติดตามกลูโคอะมิเลสแอคติวิตี 
พบว่า (รูปที่ 26 ค) ในสายพันธุกลาย MUNU-22 กลูโคอะมิเลสแอคติวิดีจะสูงขึ้นอย่างรวดเร็ว 
และสูงที่สุดในวันที่ 3 ของการเล้ียงเช้ือเป็น 11.0 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากนั้นจะค่อยๆลดลงจน 
กระทั้งสินสุดการเลี้ยงเชื้อ สำหรับสายพันธุตั้งต้น จะมีกลูโคอะมิเลสแอคติวิดีสูงที่สุดในวันที่ 2 
ของการเลี้ยงเชื้อเช่นกัน แต่จะมีค่าสูงสุดเพียง 4.31 หน่วยต่อมิลลิลิตร เท่านั้นชึ๋งตํ่ากว่าใน 
สายพันธุกลาย นอกจากนี้ยังพบว่าตลอดระยะเวลาการเล้ียงเชื้อ กลูโคอะมิเลสแอคติวิตีใน
สายพันธุตั้งต้น จะตํ่ากว่าในสายพันธุกลาย MUNU-22 กรณีการติดตามค่าความเป็นกรดต่างของ 
อาหารเล้ียงเช้ือ พบว่าทั้งในสายพันธุกลายและสายพันธุตั้งต้น ระยะแรกของการเลี้ยงเชื้อค่า 
ความเป็นกรด-ด่าง ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะสูงจากนั้นจะค่อยๆลดลง และค่อนข้างคงที่จนกระทั้ง 
สิ้นสุดการเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 26 ง) จากการติดตามปริมาณแป้งที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า ใน 
สายพันธุกลาย MUNU-22 มีอัตราการใช้แป้งสูงกว่า พบ-2223L โดยพบว่าในวันที่ 4 ของการ 
เลี้ยงเชื้อจะเหลือปริมาณแป้งน้อยมาก ในขณะที่ในสายพันธุตั้งต้น ปริมาณแป้งจะค่อยๆลดลง 
จนกระทั้งหมดในวันที่ 8 ของการเล้ียงเช้ือ (รูปที่ 26 จ) จากการติดตามปริมาณนำตาลรีติวส์ใน 
นั้าหมักพบว่าวันแรกๆของการหมักจะตรวจพบปริมาณนำตาลรีติวส์ในปริมาณตํ่า แต่เมื่อหมัก 
ต่อไปถึงวันท่ี 2 และ 3 ทั้งสายพันธุตั้งต้นและสายพันธุจะตรวจพบปริมาณนำตาลรีติวส์สูงขน 
ทั้งนี้เพราะเป็นระยะเวลาเดียวกันกับที่เชื้อมีแอคติวิดีของเอนไซม์กลูโคอะมิเลสสูง ดังนัน
เอนไซม์ดังกล่าวจะย่อยแป้งมันสำปะหลังที่ใช ้เป ็นวัตถุดิบเริ่มต้นเป็นนำตาล จึงทำให ้สามารถ 
ตรวจพบปริมาณนี้าตาลสูง เมื่อระยะเวลาในการหมักนานขึ้นปริมาณนำตาลรีติวส์จะค่อยๆลดลง
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11 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสายพันธุ่กอใย MUNU-22 และสายพันธุตั้งด้น 
พ บ -2223L

จนกระท ั่งเก ือบหมดในวันท ี่ 6 ของการหมัก ท ังนีเน ื่องมาจากเมื่อแป้งถูกเปลี่ยนให้เป ็นนาตาล
แล้วเช ื้อจ ุล ินทรีย ์ท ั้งสองสามารถนำนำตาลที่เก ิดข ึ้นไปใช ้ต ่อไปได ้ ส ่งผลให ้เราตรวจพบปริมาณ
ทั้าตาลรีดิวส์ลดลงเมื่อเวลาผ่านไป

นำสายพันธุกลาย MUNU-22 และสายพันธุพันธุต้ังต้น พบ-2223L มาเล้ียงบนอาหารวุ้น PDA 
ท่ีอยู่ในจานเพาะเช้ือ เป็นเวลา 5-10 วัน และเล้ียงในอาหารสำหรับผลิตกรดมะนาวตามวิธีการทดลองใน 
ข้อ 4 นาน 72 ชั่วโมง นำสายพันธุกลายและสายพันธุตังต้นมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยลูต้วย 
ตาเปล่าภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดไลต้ไมโครสโคป (light microscope) ซ่ึงลักษณะของเชือทังสอง 
แสดงตังรูปท่ี 27 ถึงรูปท่ี 32

รูปที่ 27 ลักษณะการเจริญของ A. Iliger พ บ -2223L อายุ 6 วันบนอาหารวุ้น PDA
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รูปที่ 28 ลักษณะการเจริญของ A. niger MUNU-22 อายู 6 วันบนอาหารวุน PDA

รูปฑี 29 ลักษณะเส้นใยของสายพันธุตั้งต้น A. niger พบ-22223L เมอเลียงในอาหารสำหรับผลิต
กรดมะนาวนาน 72 ช่ัวโมง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ไลต้ไมโครสโคป กำลังขยาย 100เท่า
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รูปที่ 30 ลักษณะเส้นใยของสายพันธุกลาย A. niger MUNU-22 เมอเล้ียงในอาหารสำหรับผลิต 
กรดมะนาวนาน72ชั่วโมงภายใต้กส้องจุลทรรศน์ไลต้ไมโครสโคปกำลังขยาย 100เท่า

รูปทื 31 ลักษณะเส้นใยของสายพันธุตังต้น A . n ig e r  พ บ -2223L เมือเลียงในอาหารสำหรับผลิต
กรดมะนาวนาน 72 ชั่วโมงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ไลฅ์ไมโครสโดป กำลังขยาย 400 เท่า
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รูปท่ี 32 ลักษณะเส้นใยของสายพันธุกลาย A. rager MUNU-22 เม่ือเลี้ยงในอาหารสำหรับผลิต 
กรดมะนาวนาน 72 ชั่วโมงภายใต้กล้องจุลทรรสนไลต์ไมโครสโคป กำลังขยาย 400 เท่า

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราสายพันธุตั้งต้น พ บ -2223L พบว่า
เมื่อเล้ียงบนจานอาหาร PDA นาน 6 วัน จะมีโคโลนีขนาดใหญ่ โดยมีเส้นผ่าศูนย์กลางของการ 
เจริญเท่ากับ 5.2 เซนติเมตร ขอบโคโลนีเรียบ สร้างสปอร์เป็นสีดำ และเมื่อตรวจดูลักษณะของ 
เชื้อเมื่อเลี้ยงโดยอาศัยเทคนิคการเลี้ยงบนแผ่นสไลด์พบว่าการเจริญของเส้นใยไม่ค่อยหนาแน่น 
ลักษณะเส้นใยจะเจริญออกไปทางยาวมากกว่ามีการแตกแขนง สร้างสปอร์บริเวณปลายเส้นใย 
มีผนังกั้นระหว่างเซลล์ (septum) เมื่อตรวจดูลักษณะเส้นใยที่เลี้ยงในอาหารสำหรับผลิตกรดพบ 
ว่าเส้นใยจะเจริญเกาะกันเป็นเม็ดกลมๆ (pellet) เป็นจำนานมาก เมื่อตรวจลูต้วยกส้องจุลทรรศน์ 
พบว่า เส้นใยมีลักษณะบางกระจาย ยาวและมีการแตกแขนงน้อย ไม่ค่อยพบลักษณะที่เป็นมื่ม 
(bobus cell) มากนัก
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จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราสายพันธุกลาย MUNU-22 ที่มีอายุเท่ากับ 
พ บ -2223L พบว่า การเจริญบนจานอาหาร PDA นาน 6 วัน จะน้อยกว่าสายพันธุตั้งต้นคือม ี
ขนาดเส้นผ่าสูนย์กลางของการเจริญเท่ากับ 1.9 เชนติณดร ขอบโคโลนีไม่เรียบ สร้างสปอร์สีดำ 
และเมื่อตรวจคูลักษณะของเชื้อเมื่อเลี้ยงโดยอาศัยเทคนิคการเลี้ยงเชื้อบนแผ่นสไลด์ พบว่ามีการ 
เจริญของเส้นใยน้อยมาก เส้นใยมีการแตกแขนงมากกว่าในสายพันธุตั้งต้น การสร้างสปอร์จะ 
เกิดบริเวณส่วนปลายของเส้นใย เส้นใยมีผน้งกั้น เมื่อเลี้ยงในอาหารสำหรับการผลิตกรดพบว่า 
เส้นใยมีการเจริญเกาะกันเป็นกลุ่มขนาดเล็ก และเมื่อนำมาตรวจคูภายใต้กล้องจุลทรรด์พบว่า
เส้นใยเกาะกลุ่มกันแน่นมาก เส้นใยจะมีลักษณะเป็นเส้นสั้นๆ มีการแตกแขนงเป็นจำนวนมาก 
และมีขนาดเล็กกว่าสายพันธุตั้งต้น นอกจากนี้ยังพบลักษณะที่เป็นธุ่เมเป็นจำนวนมาก
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