
สรุปผอกใรวิจัย

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการปรับปรุงสายพันธุ Aspergillus niger พ บ-2223L โดย 
การกลายพันธุ เพื่อเพิ่มความสามารถในการผลิตกรดมะนาวจากแป้งมันสำปะหลังรวมทัง
สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งได้สูงแต่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสตํ่าภายใต้ภาวะที่ใช้ในการผลิตกรด 
มะนาว โดยใช้สารชักนำให้เกิดการกลายพันธุ 2 ชนิดคือ รังสีอัลตราไวโอเลต (บV) และสาร 
เอ็น-เมธีล-เอ็น-ไนโตร-เอ็น-ไนโตรโชกัวนิตีน (NTG) จากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องด้นของ 
สายพันธุตั้งด้น A. niger พ บ -2223L พบว่าเชื้อสามารถผลิตกรดได้สูงสุดเป็น 11.33 กรัมต่อลิตร 
และสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง (กลูโคอะมิเลส) และเอนไซม์โปรติเอสด้วย เมื่อเลี้ยงใน 
อาหารสูตร SL ที่ใช้แป้งมันสำปะหลัง เป็นแหล่งคาร์บอน (รูปที่ 16) ซ่ึงจากงานวิจัยของ Moyer 
(1953) พบว่า เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีแป้งมันสำปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน สายพันธุที่สามารถ 
ผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสแล้วสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ด้วยนั้น ประสิทธิภาพการ
ทำงานของเอนไซม์กลูโคอะมิเลสลดลง เพราะเอนไซม์โปรติเอสจะไปย่อยเอนไชม์กลูโค
อะมิเลส (Usami และ Taketome, 1983) ซึ่งจากการทดลอง เติมเพ็บสแดติ'น'ซ่ึงเป็นสารท่ียับย้ัง 
การทำงานของเอนไซม์โปรติเอส พบว่าเชื้อ พ บ-2223L สามารถผลิตกรดและเอนไชม์กสูโค 
อะมิเลสได้สูงขึ้น ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงคัดเลือกสายพันธุกลายโดยการมุ่งเน้นคัดเลือกเชื้อที่ผลิต 
เอนไซม์โปรติเอสตํ่า แต่ผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งสูงในภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดมะนาว

ในงานวิจัยนี้ ทำการกลายพันธุโดยการใช้สารชักนำให้เกิดการกลายพันธุสลับลัน 2 
ชนิดคือรังสี UV สลับลับการใช้ NTG แล้วคัดเลือกสายพันธุกลายที่มีคุณสมบัติตามต้องการ โดย 
เลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูงออกโดยการเลี้ยงสปอร์ในอาหารสูตร SL ที่มีเคซีนเป็น 
แหล่งคาร์บอน แล้วกรองสปอร์ที่สามารถงอกในอาหารดังกล่าวอย่างรวดเร็วทิ้งไป โดยประเมิน 
ว่าสปอร์ที่งอกได้นั้นคือสปอร์ที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงซึ่งไม่เป็นที่ด้องการ จาก
นั้นนำสายพันธุกลายที่สุ่มเก็บมา คัดเลือกบนจานอาหารแข็ง SLST และ SLBG เพื่อคัดเลือกเชือ 
ที่สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งและกรดได้สูง ตามลำคับ

เมื่อนำสายพันธุกลายทิ้ง 11 สายพันธุที่คัดเลือกใต้มาศึกษาสมบัติเบื้องด้น เปรียบเทียบ 
ลับสายพันธุตั้งด้น พ บ-2223L พบว่า สายพันธุกลายทิ้งหมดสามารถผลิตกรดมะนาวจาก
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แป้งมันสำปะหลังได้สูงกว่าสายพันธุตั้งต้น ประมาณ 17-4.8 เท่า โดยสายพันธุกลายที่ผลิตกรค 
ได้สูงสุดคือสายพันธุ MUNU-22 สามารถผลิตกรดได้ 54.57 กรัมต่อลิตร ในขณะที่สายพันธุตั้ง 
ต้นผลิตได้เพียง 11.33 กรัมต่อลิตร นอกจากความสามารถในการผลิตกรดแล้วยังพบว่าสายพันธุ 
กลายทุกสายพันธุท ี่ค ัดเลือกผลิตเอนไซม์ย่อยแป้งได้ส ูงกว่าสายพันธุต ั้งด ้นในขณะที่ผลิต  
เอนไซม์โปรติเอสตํ่ากว่าสายพันธุตั้งด้น (ตารางท่ี 19) จากการตรวจพิสูจน์กรดมะนาวโดยวิธ ี
ไฮเพอร์ฟอร์มานช์ ลิควิคโครมาโตกราฟพี (HPLC) เพื่อเปรียบเทียบชนิดของสารที่ถูกแยกออก 
มาได้ (ปรากฎเป็นแท่งกราฟ, peak) และปริมาณสารที่ถูกแยก ซึ่งคิดจากพื้นที่ใต้กราฟพบว่าพีค 
ของกรดอินทรีย์ในนาหมักที่ได้จากสายพันธุตั้งด้นและสายพันธุกลาย ปรากฎแท่งกราฟที่
เด่นชัด ณ เวลา 4.2 นาที โดยกรดมะนาวมาตรฐานที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะ 
ปรากฎแท่งกราฟที่เวลา (retention time) 4.2 นาที เช่นคัน แสดงให้เห็นว่าทั้งสายพันธุตั้งด้นและ 
สายพันธุกลายทุกสายพันธุสามารถผลิตกรดที่เป็นกรดมะนาวจริง

จากการติดตามการเจริญ การผลิตกรด ค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ การ 
ผลิตเอนไซม์โปรติเอส การผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลสและปริมาณแป้งที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ของสายพันธุกลาย MUNU-22 และสายพันธุตั้งด้น ในกาวะดังได้กล่าวมาแล้ว พบว่าทั้งใน 
สายพันธุกลายและสายพันธุตั้งด้นจะค่อยๆเจริญ จนกระท้ังวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ จากนั้นการ 
เจริญจะค่อนข้างคงท่ี ส่วนความสามารถในการผลิตกรดมะนาว จะพบว่าในช่วง 1-3 วันแรก 
ตรวจพบปริมาณกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อค่อนข้างตํ่าและพบเพิ่มขึ้น จนกระทั้งสูงสุดในวันที่ 8 
ของการเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นปริมาณกรดจะลดลง ซึ่งสอดคล้องคับงานวิจัยของ Gaden (1955) 
ท ี่รายงานว่าการผลิตกรดมะนาวโดย A. niger เป็นแบบ type II fermentation คือ อัตราการเจริญ 
และอัตราการผลิตกรดมะนาวมีค่าสูงสุดแยกออกจากคันเป็น 2 ช่วง โดยในระหว่างการเจริญจะ 
ไม่มีการผลิตกรดมะนาวหรือผลิตออกมาในปริมาณน้อย แต่หลังจากเชื้อเจริญเต็มที่แล้วจะผลิต 
กรดมะนาวออกมาในปริมาณมาก

ในการผลิตเอนไซม์กลูโคอะมิเลส พบว่า สายพันธุกลายและสายพันธุตั้งด้นจะผลิต 
เอนไซม์สูงสุดในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชือ โดยสายพันธุกลายจะมีแอคติวิตีของเอนไซม์
กถูโคอะมิเลสสูงสุด 10.52 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สายพันธุตั้งด้นจะมีแอคติวิตีสูงสุด 4.20 
หน่วยต่อมิลลิลิตร และพบว่าแอคติวิตีของเอนไซม์ดังกล่าวจะค่อยๆลดลง หลังจากวันที่ 4 ของ 
การเลียงเช้ือ เนื่องจากเอนไซม์กลูโคอะมิเลสด้องชักนำการสร้างด้วยสารตั้งด้น (inducible
enzyme) ดังนิน เมื่อมีแป้งเป็นตัวชักนำในช่วงแรกจะมีการผลิตเอนไซม์ออกมาในปริมาณมาก 
ทั้งในสายพันธุกลายและสายพันธุตั้งต้น แต่เมื่อแป้งถูกใช้หมดไปจะส่งผลให้มีการผลิตเอนไซม์
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ออกมาต ํ่าลง น อกจากน ี้อ ีกสาเห ต ุห น ึ่งท ี่ท ำให ้เอน ไชม ์กล ูโคอะไม เลสลด ลงอย ่างรวด เร ็ว ใน ว ัน ท ี ่

5 ของการเล ียงเช ือ อาจเน ื่องมาจากเช ื้อม ีการผล ิต เอนไซม ์โปรต ิเอส  ซ ึ่งจะค ่อยๆ เพ ิ่มส ูงข ึ้น และส ูง  

ท ี่ส ุด ใน ว ัน ท ี่ 5 ของการเล ี้ยงเช ื้อ

จากการต ิดตามค ่าความเป ็นกรดด ่างของอาหารเล ี้ยงเช ื้อ  พ บว ่าม ีค ่าค ่อยๆ ลดลงจนกระท ั่ง  

ถ ึงว ัน ท ี่ 4  ของการเล ียงเช ือ  หล ังจากน ันจะเร ิ่มคงท ี่ ท ังในสายพ ันธ ุกลายและสายพ ันธ ุต ังต ้น  และ  

เม ื่อต ิดตามปร ิมาณ แป ้งท ี่เหล ือในอาหารเล ี้ย งเช ื้อ  พบว ่า สายพ ันธ ุ M U N U -2 2  ม ีการใช ้แป ้งอย ่าง  

รวด เร ็วจน ห ม ด ใน ว ัน ท ี่ 4  ของการเล ียงเช ือ ส ่วน ใน สายพ ัน ธ ุต ั้งต ้น น ั้น  ป ร ิม าณ แป ้งใน อาห าร  

เล ียงเช ือจะลดลงในอ ัตราท ีต ํ่ากว ่า เน ื่องจากสายพ ันธ ุกลาย M U N U -2 2  จ ะผล ิต เอน ใชม ์

กส ูโคอะม ิเลส ไค ้ส ูงกว ่าส ายพ ัน ธ ุต ั้งต ้น ม าก  จ ึงทำให ้สายพ ันธ ุน ี้ย ่อยแป ้งไต ้ด ีกว ่า

จากการศ ึกษาล ักษณ ะทางส ัณ ฐานว ิทยาของสายพ ันธ ุกลาย M U N U -2 2  เป ้ร ็ยบเท ียบก ับ  

สายพ ันธ ุต ังต ้น  เม ื่อ เล ียงบนอาหาร P D A  พบว ่าสายพ ันธ ุต ั้งต ้นจะเจร ิญ ไต ้รวด เร ็วกว ่าและม ี 

ล ักษ ณ ะโค โลน ีแตกต ่างจากสายพ ันธ ุกลาย  เม ื่อ เล ี้ยงเช ื้อท ั่งสองภายใต ้ภาวะสำหร ับการผล ิตกรด  

ม ะน าวท ี่ใช ้แ ป ้งม ัน สำป ะห ล ัง เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น  สายพ ันธ ุกลายจะสร ้างเพลเลทขนาดเล ็กกว ่า

สายพ ันธ ุต ังต ้น  เม ื่อด ูภ ายใต ้กล ้องธ ุลทรรศน ์พ บว ่าล ักษณ ะเส ้น ใยของสายพ ันธ ุกลายม ีขนาดใหญ ่ 

ม ีการแตกแขนง และม ีการสร ้างป ุมมากกว ่าเส ้น ใยของสายพันธุต ั้งต ้น  ล ักษ ณ ะต ังกล ่าวท ี่พ บ ใน  

สายพ ันธ ุกลาย M U N U -2 2  เป ็นล ักษณ ะท ี่ส ํง เสร ิมการผล ิตกรดมะนาว สอดคล ้องก ับ รายงาน

ของ Leg isa และคณ ะ (1981 ) U jc o va  และคณ ะ (1980) และ Rugsaseel และคณ ะ (1995 )

ผลจากงานวิจัยน้ีไต้บรรลุตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ คือ สามารถปรับปรุงสายพันธุ
A . n ig e r พบ-2223L ด้วยวิธการชักนำให้เกิดการกลายพันธุด้วยรังสี UV และสาร NTG ไต้สาย 
พันธุกลายท่ีมีคุณสมบัติตามต้องการ คือ สามารถผลิตกรดมะนาวและเอนไซม์ย่อยแป้งไต้สูง ใน 
ขณะทีผลิตเอนไซม์โปรติเอสไต้ตํ่า ภายใต้ภาวะท่ีใช้ในการผลิตกรดมะนาว โดยใช้แป้งมัน 
สำปะหลังที่ไม่ไต้ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งการใช้แป้งมันสำปะหลังที่ไม่ 
ต้องผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์นี้ จะลดข้ันตอนการปฏิบัติงาน และเป็นการประหยัดเอนไซม์ที่จะ 
ต้องนำมาใช้เพ่ือย่อยแป้ง ซึ่งจะสามารถลดต้นทุนการผลิตลงไต้บางส่วน จากงานวิจัยนี้ สามารถ 
นำไปใช้ในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดมะนาวโดยวิธีการหมักในอาหารเหลวต่อไปใน 
อนาคตไต้
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