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บทคัดยอ 

 

กรดอิทาโคนิคน้ันมีความสําคัญตอการนําไปใชเปนสารต้ังตนทดแทนสารเคมีในกลุมที่ถูกผลิต

ขึ้นจากปโตรเลี่ยม เชน กรดอะคริลิก โดยกรดอิทาโคนิคไดถูกบรรจุอยูใน 12 รายการสารเคมีต้ังตน 

(12 building block chemicals) ที่ถูกบัญญัติขึ้นโดยกระทรวงพลังงานประเทศสหรัฐอเมริกา วามี

ศักยภาพเพียงพอที่จะนําไปประยุกตใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมเคมีภัณฑชีวภาพไมวาจะเปน 

อุตสหกรรมยานยนตในกลุมของสารเพ่ิมความหลอลื่นของเครื่องยนต อุตสาหกรรมสียอม 

อุตสาหกรรมพลาสติกและโพลิเมอร และอุตสาหกรรมกาว โดยในปจจุบัน Aspergillus terreus เปน

สายพันธุที่นํามาใชอยางกวางขวางเพ่ือการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับอุตสาหกรรม อยางไรก็ตามเช้ือ

ราสายพันธุน้ียังมีขอจํากัดของระยะเวลาการผลิตที่ยาวนาน และใหผลผลิตที่ตํ่ากวาผลผลิตทางทฤษฎี 

ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. 

terreus ดวยการทําใหกลายพันธุโดยใชรังสียูวีและสารเคมี ซึ่งจากงานวิจัยน้ีพบวาการชักนําใหเกิด

การกลายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยรังสียูวีและสารเคมี diethyl sulfate สามารถเพ่ิมผลผลิตกรดอิ

ทาโคนิคที่ใกลเคียงกัน โดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีน้ัน พบวาเช้ือราสายพันธุ 555-

8 ที่ถูกฉายรังสีแบบซ้ําเปนจํานวน 3 ซ้ํา ซ้ําละ 5 นาที ใหการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับขวดเขยาที่

เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิมที่ 16.3 เปอรเซ็นต สําหรับเช้ือราที่ถูกชักนําใหเกิดการ

กลายพันธุดวยสารเคมี diethyl sulfate ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร เปนเวลา 75 นาที เปนผล

ใหการผลิตกรดอิทาโคนิคเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ ด้ังเดิมที่ 14 – 15 เปอรเซ็นต 

นอกจากน้ียังพบปจจัยอ่ืนที่สงผลตอการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus น่ันคือลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา โดยการเตรียมหัวเช้ือใหอยูในรูปของสารละลายสปอรน้ันสงผลใหการผลิตกรดอิทาโคนิ

คสูงกวาการเตรียมหัวเช้ือโดยการใชสารละลายเสนใย(mycelia)  
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สารบัญตาราง 

หนา 

ตารางที่ 1 การทดสอบความสามารถในการสรางกรดอิทาโคนิคเบ้ืองตนเทียบกับสายพันธุ         13 

              ต้ังตนบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Czapek’s ที่ผสม bromocresol green  

              เปนอินดิเคเตอร 

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตกรดอิทาโคนิคของสายพันธุต้ังตน                  14 

              (NRRL 1960) และ สายพันธุ 5-12 ในอาหารเหลวระดับขวดเขยา 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบผลการผลิตกรดอิทาโคนิคดวยเช้ือราสายพันธุต้ังตน NRRL 1960     15 

              และเช้ือรา A. terreus ที่ถูกชักนําใหกลายพันธุดวยสารเคมี Diethyl sulfate  

              ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร เปนเวลา 75 นาที 

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบความสามารถของการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus            16 

              ที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้งที่ 2 และ 3 ดวยรังสียูวีเปนระยะเวลา 5 นาที 

 

 

สารบัญรปู 

หนา 

รูปที่ 1 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเช้ือรา A. terreus ที่ถูกฉายรังสียูวีที่เวลาต่ังตาง    12  
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บทนํา 

 เน่ืองจากผลกระทบของวิกฤติการณพลังงาน ผลักดันใหประเทศตางๆ มีการพัฒนาการผลิต

สารเคมีที่ไดมาจากชีวมวล (bio-based chemicals) เพ่ือทดแทนการใชสารเคมีที่ไดจากเช้ือเพลิง

ฟอสซิล (fuel-based chemicals)  ซึ่งกรดอิทาโคนิค (Itaconic acid) เปนหน่ึงในสารเคมีที่สามารถ

ผลิตขึ้นไดจากกระบวนการหมักทางชีวภาพ  โดยมีความสําคัญตอการนําไปใชเปนสารต้ังตนทดแทน

สารเคมีในกลุมที่ถูกผลิตขึ้นจากปโตรเลี่ยม เชน กรดอะคริลิก โดยกรดอิทาโคนิคน้ันไดถูกบรรจุอยูใน 

12 รายการสารเคมีต้ังตน (12 building block chemicals) ที่ถูกบัญญัติขึ้นโดยกระทรวงพลังงาน

ประเทศสหรัฐอเมริกา วามีศักยภาพเพียงพอที่จะนําไปประยุกตใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรม

เคมีภัณฑชีวภาพไมวาจะเปน อุตสหกรรมยานยนตในกลุมของสารเพ่ิมความหลอลื่นของเครื่องยนต 

อุตสาหกรรมสียอม อุตสาหกรรมพลาสติกและโพลิเมอร และอุตสาหกรรมกาว (Choi และคณะ, 

2015) 

 โดยในปจจุบันกรดอิทาโคนิคถูกผลิตทางการคาโดยกระบวนการทางชีวภาพ และมีการ

คาดการณการผลิตกรดอิทาโคนิคทั่วโลกตอปประมาณ 80,000 ตัน ดวยราคาเฉลี่ย 2 ดอลลาหสหรัฐ

ตอกิโลกรัม นอกจากน้ียังมีการคาดคะเนวาต้ังแตชวงป ค.ศ. 2016 – 2023 ประสิทธิภาพในการผลิต

กรดอิทาโคนิคจะเพ่ิมขึ้นในทุกๆ ป ดวยอัตรารอยละ 5.5 ตอป ซึ่งเปนผลสืบเน่ืองมาจากการ

ประยุกตใชกรดอิทาโคนิคไดในอุตสหกรรมที่หลากหลาย (Transparency Market Research 2015) 

สงผลใหการพัฒนากระบวนการทางชีวภาพในการผลิตกรดอิทาโคนิคเพ่ือรองรับความตองการและ

การเติบโตของตลาดเปนที่นาสนใจอยางย่ิงในปจจุบัน 

 แมวากรดอิทาโคนิคจะถูกผลิตทางการคาโดยกระบวนการหมักของเช้ือรา Aspergillus 

terreus โดยปริมาณการผลิตอยูที่ 80 กรัม/ลิตร (Okabe และคณะ, 2009) อยางไรก็ตามการผลิต

กรดอิทาโคนิคดวยกระบวนการทางชีวภาพน้ันยังคงพบขอจํากัดของผลผลิตที่ไมเสถียร ที่ยากตอการ

ทําผลผลิตแบบซ้ํา (Reproduction) และระยะเวลาในการผลิตที่ใชเวลาคอนขางนาน ซึ่งสงผลตอ

ตนทุนการผลิตที่สูง (Kuenz และคณะ, 2012) ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือที่จะเพ่ิม

ประสิทธิภาพการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus ดวยการทําใหกลายพันธุโดยใชรังสีและ

สารเคม ี

 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 ศึกษาการปรับปรุงสายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยวิธี random mutagenesis เพ่ือเพ่ิม

ผลผลิตกรดอิทาโคนิค โดยทําการแปรเวลาที่ใชในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีและ

สารเคมี diethyl sulfate รวมถึงศึกษาผลของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยการเพาะเลี้ยงเช้ือ
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ราสายพันธุด้ังเดิมเปรียบเทียบกับเช้ือราสายพันธุที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีและ

สารเคมี diethyl sulfate ในระดับขวดเขยา  

 

วิธีการดําเนนิงาน 

 

เชื้อจุลินทรีย  

 

เช้ือจุลินทรียสายพันธุ ต้ังตนที่ใชสําหรับการชักนําใหเกิดการกลายพันธุไดแกเ ช้ือรา 

Aspergillus terreus NRRL1960 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Agricultural Research Service 

Culture Collection, US Department of Agriculture, เมืองพีโอเรีย รัฐอิลลินอยส ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

 

การเก็บรักษาเชื้อ  

 

โดยเขี่ยเช้ือรา A. terreus NRRL1960 ดวยเข็มเขี่ยเช้ือ แลวลากเช้ือลงบนผิวหนาผิวอาหาร

แข็ง Czapek’s บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน เก็บเช้ือในตูเย็นที่ 4 องศา

เซลเซียส ซึ่งจะทําการตอเช้ือทุกๆ 1 เดือนเพ่ือรักษากิจกรรมภายในเซลลของเช้ือรา 

 

การเตรียมสารละลายสปอรและหัวเชื้อต้ังตน   

 

โดยเลี้ยงเช้ือบนผิวหนาอาหารแข็ง Czapek’s ในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน ปเปตนํ้าที่ขจัดไอออนออกแลว 10 มิลลิลิตร ลงบนผิวหนาอาหาร

แข็ง  เขี่ยสปอรใหกระจายในนํ้า ปเปตเซลลแขวนลอยที่ได ไปนับปริมาณสปอรภายใตกลอง

จุลทรรศนโดยใช heamacytometer จากน้ันปรับความเขมขนของสปอรใหไดความเขมขนตาม

ตองการโดยใชนํ้าที่ขจัดไอออนออกแลวเพ่ือใชเปนสารละลายสปอรสําหรับการชักนําใหเกิดการกลาย

พันธุและใชเปนหัวเช้ือต้ังตนตอไป 
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การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อรา A. terreus NRRL1960 ดวยวิธี Random 

mutagenesis 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวี 

 

นําสารละลายสปอรที่ปรับความเขมขนของสปอรเปน 104 สปอรตอมิลลิลิตร มา spread ลง

บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร จากน้ันนําไป

ฉายรังสี UV โดยใชหลอด UV ขนาด 15 วัตต จํานวน 4 หลอด โดยมีระยะหางแหลงกําเนิดรังสีกับ

จานเพาะเลี้ยงเช้ือเปนระยะ 80 เซนติเมตร โดยเวลาที่ใชในการฉายรังสียูวีจะถูกแปรออกเปน 0.10 

0.20 0.30 0.45 1.15 1.30 1.45 2.00  5.00 10.00 และ 15.00 นาที จากน้ันทําการบมจาน

เพาะเลี้ยงเช้ือที่ถูกฉายรังสียูวีของแตละเวลาแบบทึบแสงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 

ช่ัวโมง ทําการวัดการเจริญของโคโลนีและการสรางกรดของเช้ือราโดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของ 

bromocresol green ในอาหารที่เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปนเหลือง และคํานวณหารอยละของการรอด

ที่ระยะเวลาต่ังตาง  

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี diethyl sulfate 

 

 ทําการถายสารละลายสปอรที่ใหความเขมขนของสารละลายสปอรเริ่มตน 104 สปอรตอ

มิลลิลิตรลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ที่มีสารเคมี diethyl 

sulfate ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร จากน้ันบมสวนผสมขางตนที่อุณภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 15 30 45 60 และ 75 นาที ตามดวยการปนแยกสปอรที่ความเร็วรอบ 10000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สปอรที่ถูกปนแยกจะถูกนํามาเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร และทําการบมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ทําการวัดการเจริญของโคโลนีและการสรางกรดของเช้ือราโดย

สังเกตจากการเปลี่ยนสีของ bromocresol green ในอาหารที่เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปนเหลือง และ

คํานวณหารอยละของการรอดที่ระยะเวลาต่ังตาง 

 

การทําการชักนําใหเกิดการกลายพนัธุซ้าํดวยการฉายรงัสียูวีครั้งทีส่อง 

 

ไอโซเลทจํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก  ไอโซเลท  5-6 5-7 5-8 5-9 และ 5-12 ที่แสดง

ความสามารถในการสรางกรดสูงกวาในการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ ไดถูกนํามาชักนําใหเกิดการกลายพันธุ

ซ้ําดวยการเตรียมสารละลายสปอรของแตละไอโซเลทใหมีความเขมขนของสปอรเริ่มตนที่ 104 สปอร

ตอมิลลิลิตร และทําการกระจายสารละลายสปอรลงบนจานอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่
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ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร และทําการบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

นาที ทําการบมจานเพาะเลี้ยงเช้ือแบบทึบแสง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากน้ันทําการคัดเลือก

โคโลนีจากจานเพาะเลี้ยงเช้ือดังกลาวมาทําการเพาะเลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพ่ือใชในการศึกษาความเสถียรของการผลิตกรดอิ

ทาโคนิคในระดับขวดเขยาตอไป 

 

การทําการชักนําใหเกิดการกลายพนัธุซ้าํดวยการฉายรงัสียูวีครั้งทีส่าม 

 

ทําการกระจายสารละลายสปอรที่ 104 สปอรตอมิลลิลิตรของแตละไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท 

5-6 5-7 5-8 5-9 และ 5-12 ที่ถูกทําการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีซ้ําครั้งที่สองลงบนจาน

อาหารเพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ทีผ่สม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร และทําการบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ทําการบมจานเพาะเลี้ยงเช้ือแบบทึบแสง ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส จากน้ันทําการคัดเลือกโคโลนีจากจานเพาะเลี้ยงเช้ือดังกลาวมาทําการเพาะเลี้ยงลงบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพ่ือใชใน

การศึกษาความเสถียรของการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับขวดเขยาตอไป 

 

การคัดเลือกเชื้อที่ไดจากการกลายพันธุ 

  

การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening)  

  

จากขั้นตอนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธีการใชรังสียูวีและสารเคมี diethyl 

sulfate น้ัน จานเพาะเลี้ยงเช้ือราที่แสดงใหผลของอัตราการรอดของโคโลนีของเช้ือราที่รอยละ 10 

และแสดงวงสีเหลือง (clear zone) กวางกวาเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือราที่ไมถูกทําใหกลายพันธุ จะถูก

นํามาคัดแยกตอในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัม/ลิตร โดย

ใช crock borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรเจาะเสนใยและเขี่ยลงบนอาหารแข็ง ทํา

การบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง และวัดการเจริญของโคโลนีและการสราง

กรดของเช้ือราโดยวัดจากพ้ืนที่ที่อินดิเคเตอร (bromocresol green) เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปน

เหลือง จากน้ันคัดเลือกเช้ือที่มีพ้ืนที่ที่เกิดการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรสูงกวาเช้ือราสายพันธุต้ังตน

มากทําการศึกษาผลของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวระดับขวดเขยาตอไป 
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การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ (secondary screening) 

 

 นําเช้ือสายพันธุกลายที่ไดจากการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ มาเลี้ยงบนผิวหนาจานอาหารเลี้ยงเช้ือ

แข็ง Czapek’s เปนเวลา 10 วัน จากน้ันทําการเตรียมสาระละลายสปอรใหมีความเขมขน 106 สปอร

ตอมิลิลิตร สารละลายสปอร 1% (v/v) ถูกถายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว (ภาคผนวก) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการบมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 วัน จากน้ันนําตัวอยางนํ้าหมักที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณ

กรดอิทาโคนิค นํ้าตาล ผลิตภัณฑขางเคียง และนํ้าหนักแหงของเซลล  

 

วิธีวิเคราะห 

 

การหาน้ําหนักเซลลแหง 

 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางนํ้าหมัก  นํ้าหมักและเซลลเช้ือราในขวดเขยาจะถูกแยกเซลลโดยการ

กรองผานกระดาษกรอง Whatman no.4 ที่รูนํ้าหนักแหงที่แนนอนแลว ซึ่งเซลลที่ผานการกรองบน

กระดาษกรองจะถูกนําไปวิเคราะหหานํ้าหนักเซลลแหง โดยการอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จน

นํ้าหนักคงที่ สวนสวนใสที่ไดจากการกรองจะถูกนําไปวิเคราะหหาปริมาณกรดอิทาโคนิค นํ้าตาล และ

ผลิตภัณฑขางเคียงตอไป 

 

การวิเคราะหปริมาณหาปริมาณกรดอิทาโคนิค น้ําตาล และผลิตภัณฑขางเคียง ดวย

กระบวนการ HPLC 

 

ทําการวิเคราะหดวยการนําตัวอยางนํ้าหมักที่ผานการแยกนําเอาสวนเซลลออกมากรองผาน

เมมเบรนเซลลูโลสอะซีเตทขนาด 0.45 µm และเจือจางใหอยูในชวงของความเขมขนของสารละลาย

มาตรฐาน (0.25 – 2 กรัมตอลิตร) จากน้ันทําการวิเคราะหดวยเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ภายใตสภาวะการวิเคราะหดวยคอลัมน Biorad Aminex HPX-87H ion 

exclusion organic acid column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร โดยใชกรดซัลฟูริกที่ความ

เขมขน 0.005 โมลาร เปนสารละลายตัวพา และใชอัตราการไหลที่ 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ทําการ

ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนที่ 45 องศาเซลเซียสและใชเครื่องตรวจวัดชนิด refractive index (RI) 

ปริมาณการใชนํ้าตาลกลูโคส การผลิตกรดอิทาโคนิคและผลิตภัณฑขางเคียงอ่ืนจะถูกเปรียบเทียบโดย

การใชกราฟสารละลายมาตรฐาน 
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสยีูวี 

 

 ในการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเช้ือรา A. terreus NRRL1960 ดวยรังสียูวีที่

มีการแปรระยะเวลาต่ังตางน้ัน พบวา อัตราการรอดของเช้ือรามีคาลดลงตามระยะเวลาที่ถูกฉายรังสยูี

วีเพ่ิมขึ้น โดยเช้ือราที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยการฉายรังสียูวีเปนระยะเวลา 5 10 และ 15 

นาที สงผลใหเช้ือรามีอัตราการรอดที่ตํ่ากวารอยละ 10 เมื่อเทียบกับสายพันธุต้ังตน (wild type) (รปู

ที่ 1) ซึ่งแสดงใหเห็นวาชวงระยะเวลา 5 – 15 นาที เปนชวงที่เหมาะสมเพ่ือการถูกทําใหเกิดการกลาย

พันธุและมีการปรับตัวเพ่ือการอยูรอด นอกจากน้ีปนไปตามหลักการโดยปกติที่รอยละของการรอดจะ

แปรผกผันกับระยะเวลาของการฉายรังสี (Lin และ Wang, 2001) จากอัตราการรอดที่ตํ่ากวารอยละ 

10 ที่ชวงเวลา 5 – 15 นาทน้ัีน งานวิจัยน้ีไดทําการคัดเลือกโคโลนีจํานวน 18 ไอโซเลท ทีส่รางวงสี

เหลือง (clear zone) บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ทีผ่สม bromocresol green 0.1 กรัมตอ

ลิตร มาทําการศึกษาตอในขั้นการคัดเลือกระดับปฐมภูมิ (Primary screening) ซึ่งประกอบดวย ไอโซ

เลทที่ถูกฉายรงัสียูวีเปนเวลา 5 นาท ีจํานวน 12 ไอโซเลท การฉายรังสียูวีเปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 

ไอโซเลท และการฉายรังสีที่ 15 นาท ีจํานวน 3 ไอโซเลท 

 ไอโซเลทจํานวน 18 ไอโซเลท ถูกนํามาทดสอบความสามารถในการผลติกรดอิทาโคนิคเบ้ือง 

ตนในขั้นตอนการคัดเลือกระดับปฐมภูมิ โดยแตละไอโซเลทถูกนํามาเพาะเลี้ยงลงบนจานอาหาร

เพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร ซึ่งในขั้นการคัดเลือก

ระดับปฐมภูมิน้ี พบเช้ือราจํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท 5-6 5-7 5-8 5-9 และ 5-12 ที่สามารถ

แสดงความสามารถการผลิตกรดไดสูงกวาเช้ือราสายพันธุด้ังเดิม (ตารางที่ 1) กลาวคือมีพ้ืนที่ที่อินดิเค

เตอรในอาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนสีเปนสีเหลือง (yellow zone) มากกวาสายพันธุต้ังตน ซึ่งไอโซเลททีถ่กู

คัดเลือกดังกลาวไดถูกนําไปศึกษาผลของการผลิตกรดอิทาโคนิคในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวตอไป 
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รูปที่ 1 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเช้ือรา A. terreus ที่ถูกฉายรังสียูวีที่เวลาต่ังตาง 

 

จาก 5 ไอโซเลทที่ถูกคัดเลือกจากขั้นปฐมภูมิ ไอโซเลท 5-12 ไดถูกนํามาศึกษาความสามารถ

การผลิตกรดอิทาโคนิคในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวระดับขวดเขยา พบวา ไอโซเลท 5-12 แสดง

ประสิทธิภาพของการเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคเมื่อเปรียบเทียบกับ A. terreus ที่ไมถกูชักนําใหเกิด

การกลายพันธุ (wild type) โดยใหความเขมขนของกรดอิทาโคนิค เทากับ 64 กรัมตอลิตร ผลผลติ

กรดอิทาโคนิค เทากับ 0.56 กรัมตอกรัมนํ้าตาลกลูโคส อัตราการผลิตกรดอิทาโคนิค เทากับ 0.50 กรมั

ตอลิตรตอช่ัวโมง ซึ่งเพ่ิมขึน้จากการผลิตกรดอิทาโคนิคดวยเช้ือราสายพันธุด้ังเดิมรอยละ 39 ของ

ความเขมขนกรดอิทาโคนิค ซึ่งแสดงใหเหน็วาเช้ือรา A. terreus สามารถถูกทําใหกลายพันธุดวยการ

ฉายรังสียูวีที่ระยะเวลาที่เหมาะสมและเพ่ิมความสามารถในการผลิตกรดอิทาโคนิคได อยางไรก็ตาม 

จากการทดลองทําการผลิตกรดอิทาโคนิคซ้าํดวยไอโซเลท 5-12 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวระดับขวด

เขยา พบวา ไอโซเลท 5-12 ใหการผลิตกรดอิทาโคนิคที่ไมเสถียร กลาวคือ ความสามารถในการผลติ

กรดอิทาโคนิคของไอโซเลท 5-12 ในครั้งที ่2 ใหผลผลิตที่ลดตํ่าลงเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองการ

ผลิตกรดอิทาโคนิคในครั้งแรก รวมถึงใหผลผลิตที่ใกลเคียงกับสายพันธุด้ังเดิมที่ไมไดถูกชักนําใหเกิด

การกลายพันธุ น่ันแสดงใหเหน็วา ไอโซเลทที่ถูกคัดเลือกมายังไมมีความเสถียรของการถูกชักนําใหเกิด

การกลายพันธุดวยรังสียูวี ซึ่งอาจเปนผลมาจากความไมเสถียรของยีนทีเ่กิดการกลายพันธุในสายพันธุ 

5-12 ที่ยีนที่เกิดการกลายหรือเกิดความผิดปกติน้ันเกิดการซอมแซม ซึ่งในยูคารริโอตน้ันมีกลไก

หลากหลายในการซอมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) ที่เสียหายทีเ่กิดเน่ืองจากการกลายพันธุตาม

ธรรมชาติหรือการชักนํา (Wood, 1996) โดยเฉพาะอยางย่ิงการเกิดกลายพันธุดวยรังสี UV ซึ่งหลังเกิด

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสี UV ดีเอ็นเอจะสามารถเกิดการคืนสูสภาพเดิมไดเมื่อสายดีเอ็น

เอน้ันถูกกระตุนดวยแสงในชวง visible light (300-500 นาโนเมตร) ซึ่งแสงจะไปกระตุนใหเกิดการ
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ทํางานของ photoreactivating enzyme หรือ photolyase ทําใหเกิด photoreactivation (Sinha 

และคณะ, 2002) 

 

ตารางที่ 1 การทดสอบความสามารถในการสรางกรดอิทาโคนิคเบ้ืองตนเทียบกับสายพันธุ 

ต้ังตนบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Czapek’s ที่ผสม bromocresol green เปนอินดิเคเตอร 

 

สายพันธุ ขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลน ี

(เซนติเมตร) 

ขนาดโซนสเีหลือง 

(ตารางเซนติเมตร) 

Control 2.37± 0.06  26.48± 3.43  

5-1 2.37± 0.06 33.53± 1.31 

5-2 2.43± 0.06 32.68± 0.50 

5-3 2.40± 0.10 33.25± 0.49 

5-4 2.43± 0.11 31.75± 0.88 

5-5 2.43± 0.06 33.82± 2.85 

5-6 2.67± 0.15 34.91± 2.07 

5-7 2.50± 0.00 35.42± 2.88 

5-8 2.40± 0.10 36.74± 3.35 

5-9 2.50± 0.00 35.19± 1.70 

5-10 2.33± 0.06 33.54± 0.49 

5-11 2.47± 0.06 32.96± 0.86 

5-12 2.63± 0.11 35.62± 0.23 

10-1 2.50± 0.10 31.46± 2.61 

10-2 2.50± 0.10 33.53± 0.98 

10-3 2.50± 0.10 31.17± 2.39 

15-1 2.57± 0.06 31.19± 1.79 

15-2 2.33± 0.06 30.59± 1.90 

15-3 2.50± 0.00 33.25± 0.49 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตกรดอิทาโคนิคของสายพันธุต้ังตน (NRRL 1960)  

และ สายพันธุ 5-12 ในอาหารเหลวระดับขวดเขยา 

 

สายพันธุ 

เซลล 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

กรดอิทาโคนิค 

ความเขมขน 

(กรัมตอลิตร) 

ผลผลิตตอกรัม

กลูโคส (กรัมตอ

กรัม) 

อัตราการผลิต (กรัม

ตอลิตรตอชั่วโมง) 

NRRL1960 0.06 46.30 0.48 0.37 

5-12 (1)* 0.04 64.00 0.56 0.50 

5-12 (2)* 0.11 34.6 0.41 0.25 

หมายเหตุ (1) คือ ไอโซเลท 5-12 ที่ถูกทําการทดลองการผลิตกรดอิทาโคนิคในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

             เหลวครั้งที่ 1 

(2) คือ ไอโซเลท 5-12 ที่ถูกทําการทดลองการผลิตกรดอิทาโคนิคในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

             เหลวครั้งที่ 2 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อรา A. terreus ดวยสารเคมี Dietyl sulfate 

 

 จากศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยสารเคมี Diethyl sulfate 

ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร ที่ระยะเวลาการบมตางกัน พบวา การบมสารละลายสปอรในสารเคมี 

Diethyl sulfate เปนเวลา 75 นาที สงผลใหอัตราการรอดนอยกวารอยละ 10 และการเจริญและ

สรางกรดจานเพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green เปนอินดิเคเตอร  มีไอโซ

เลทที่ถูกคัดเลือกจํานวน 6 ไอโซเลท จากน้ันทั้ง 6 ไอโซเลทไดถูกศึกษาผลของการชักนําใหเกิดการ

กลายพันธุเพ่ือการเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับขวดเขยา ซึ่งพบ 3 ไอโซเลทที่แสดงผลของการ

ถูกปรับปรุงใหมีการผลิตกรดอิทาโคนิคเพ่ิมสูงขึ้นรอยละ 14-15 เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุต้ังตน 

NRRL 1960 (ตารางที่ 3) อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวาในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย

การใชสารเคมีน้ัน ชนิดและความเขมขนของสารเคมี เปนอีกปจจัยหลักที่สงผลตอการชักนําใหเกิด

การกลายพันธุของเช้ือจุลินทรียอีกดวย โดยในปค.ศ. 2013 ไดมีรายงานการชักนําใหเกิดการกลาย

พันธุของเ ช้ือรา Aspergillus oryzae ดวยสารเคมี  ethyl methanesulfonate (EMS) ที่ความ

เขมขนในชวง 50 – 6400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา การใช EMS ที่ความเขมขน 1600 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร สงผลให A. oryzae เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสมและสามารถผลิตสารตานแบคทีเรียได 
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(Leonard และคณะ, 2014) รวมถึงการชักนําใหเกิดการกลายพันธุเชื้อ Ashbya gossypii เพ่ือการ

เ พ่ิมการผลิต  riboflavin ดวยสาร N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) ซึ่ งจาก

การศึกษาพบวา A. gossypii ที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย MNNG ที่ความเขมขน 100 

มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต riboflavin ในเช้ือ A. gossypii ได 10 เทา เมื่อ

เปรียบเทียบกับ A. gossypii สายพันธุด้ังเดิม (wild strain) (Tajima และคณะ, 2009) นอกจากน้ี 

Reibiro และคณะ (2013) ไดทําการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ A. gossypii ดวยการใช

สาร EMS เพ่ือการเพ่ิมการปลดปลอยโปรตีนออกจากนอกเซลลสูนํ้าหมัก โดยทําการทดลองควบคูกับ

การใชเทคนิคการตัดตอยีนสที่เก่ียวของกับการปลดปลอยโปรตีนออกจากเซลล ซึ่งผลของการศึกษา

พบวา EMS สามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตโปรตีนภายในเซลลได 2 – 3 เทา เมื่อทําการ

เปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม อยางไรก็ตามการตัดตอยีนสที่เก่ียวของในการปลดปลอยโปรตีนออก

สูนอกเซลล พบวา การตัดยีนส AgGAS1B ของ A. gossypii ที่ถูกทําใหกลายพันธุน้ันสงผลตอลักษณะ

สัณฐานวิทยาและการเจริญของ A. gossypii (Reibiro และคณะ, 2013) 

 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบผลการผลิตกรดอิทาโคนิคดวยเช้ือราสายพันธุต้ังตน NRRL 1960 และเช้ือ

รา A. terreus ที่ถูกชักนําใหกลายพันธุดวยสารเคมี Diethyl sulfate ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร 

เปนเวลา 75 นาที 

 

สายพันธุ 

เซลล 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

กรดอิทาโคนิค 

ความเขมขน (กรัม

ตอลิตร) 

ผลผลิต 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

อัตราการผลิต 

(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

ตั้งตน  

NRRL 1960 
0.15± 0.02 37.03± 1.38 0.36± 0.01 0.19± 0.02 

C1 0.13± 0.02 35.35± 3.03 0.38± 0.04 0.18± 0.05 

C2 0.20± 0.03 30.48± 1.08 0.42± 0.07 0.16± 0.02 

C3 0.17± 0.02 38.13± 2.86 0.42± 0.04 0.20± 0.03 

C4 0.19± 0.01 39.70± 1.06 0.39± 0.05 0.21± 0.01 

C5 0.18± 0.01 29.78± 2.37 0.32± 0.01 0.15± 0.03 

C6 0.17± 0.01 39.23± 2.64 0.41± 0.01 0.20± 0.04 
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การทดสอบความเสถียรในการผลิตกรดอิทาโคนิคของเชื้อรา A. terreus ที่ถูกชักนําใหกลายพันธุ

ซ้ําดวยรังสียูวี  

  

 ตารางที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบความสามารถการผลิตกรดอิทาโคนิคของแตละไอโซเลทที่

ถูกคัดเลือกจากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้งที่ 2 และ 3 ดวยรังสียูวี ที่ทําการฉายรังสียูวีครั้ง

ละ 5 นาที จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา การชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําใหผลการผลิตกรดอิ

ทาโคนิคที่ใกลเคียงกับเช้ือราสายพันธุต้ังตน NRRL 1960 อยางไรก็ตามจากผลการทดลองพบวา การ

ชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้ง 3 คือ ไอโซเลท 555-8 ที่แสดงใหเห็นถึงการเพ่ิมขึ้นของการผลิต

กรดอิทาโคนิครอยละ 16.3 เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุต้ังตน NRRL 1960 

 

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบความสามารถของการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus ที่ถูกชักนํา

ใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้งที่ 2 และ 3 ดวยรังสียูวีเปนระยะเวลา 5 นาที  

 

สายพันธุ 

เซลล 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

กรดอิทาโคนิค 

ความเขมขน   

(กรัมตอลิตร) 

ผลผลิต 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

อัตราการผลิต 

(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

ตั้งตน  

NRRL 1960 
0.15± 0.02 37.03± 1.38 0.36± 0.01 0.19± 0.01 

55-6 0.13± 0.01 30.42± 1.73 0.30± 0.02 0.16± 0.03 

55-7 0.14± 0.02 30.87± 1.17 0.30± 0.01 0.16± 0.04 

55-8 0.17± 0.03 29.80± 3.03 0.36± 0.02 0.15± 0.01 

55-9 0.18± 0.02 34.23± 1.03 0.41± 0.01 0.17± 0.02 

55-12 0.21± 0.03 29.55± 0.71 0.33± 0.02 0.15± 0.01 

555-6 0.13± 0.01 33.48± 3.20 0.34± 0.03 0.17± 0.02 

555-7 0.24± 0.02 29.05± 7.03 0.38± 0.10 0.15± 0.03 

555-8 0.17± 0.04 41.43± 1.52 0.36± 0.03 0.22± 0.01 

555-9 0.13± 0.01 29.57± 0.49 0.30± 0.00 0.15± 0.02 

555-12 0.19± 0.01 32.87± 3.34 0.33± 0.02 0.17± 0.01 

 

ทั้งน้ีการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธีการฉายรังสียูวีน้ันเปนการปรับเปลี่ยนโครงสรางของสาย

เกลียว DNA โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณของนิวคลีโอไทดเบสกลุมไพริมิดีน จึงเปนผลใหกระบวนการ

การ replication เกิดขึ้นไดไมสมบูรณ (Sambrook และ Russell, 2001) อีกทั้งการชักนําใหเกิดการ
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กลายพันธุดวยวิธี random mutagenesis เปนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุม ที่ไมไดเกดิ

ความจําเพาะเจาะจงตอสายนิวคลีโอไทดที่สงผลตอการผลิตกรดอิทาโคนิคในเช้ือรา A. terreus จึง

อาจเปนสาเหตุที่ทําใหลดประสิทธิภาพของการปรับปรุงการผลิตกรดอิทาโคนิคได ซึ่งในป 2016 

Cyrus และ Juwon ไดรายงานผลของ random mutagenesis ตอการผลิตสารอัลฟลาทอกซินใน 

Aspergillus flavus SWtS01 ซึ่งจากการศึกษาในงานวิจัยน้ีพบวาการฉายรังสียูวีที่เวลาตางกัน รังสียู

วีสงผลใหมกีารเพ่ิมและ/หรอืลดการผลิตสารอัลฟลาทอกซินใน A. flavus SWtS01 ได ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองมาจากการทํา random mutagenesis ดวยรังสียูวีน้ันทําใหเกิดการกดหรือกระตุนการทํางาน

ของยีนสที่เกี่ยวของตอวิถีเมแทบอลซิึมของการผลิตสารอัลฟลาทอกซนิในเช้ือราสายพันธุดังกลาวได 

(Cyrus และ Juwon, 2016) ดวยเหตุของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมและความไมเสถียร

ของ mutant ที่เกิดขึ้นในปจจุบันจึงไดมีการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุรวมกับการทํา 

genome sequencing เพ่ือทําการศึกษาสวนที่ถูกทําใหกลายพันธุ จากน้ันขอมูลที่ไดจากการทํา 

genome sequencing ไดถูกนํามาใชเพ่ือการศึกษาตอในการปรับปรุงสายพันธุดวยการตัดตอยีนสที่มี

สวนเกี่ยวของในการปรับปรุงตอไปเพ่ือใหไดสายพันธุจุลินทรียใหมที่มีประสิทธิภาพและเสถียรในการ

ผลิตผลิตภัณฑเปาหมายตอไป (Nevalainen และ Peterson, 2014) 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากการศึกษาการปรับปรุงเช้ือรา A. terreus ดวยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธี 

random mutagenesis เพ่ือเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคน้ัน สามารถทําไดดวยการทําใหเกิดการ

กลายพันธุดวยรังสียูวีและสารเคมี Diethyl sulfate ที่ซึ่งเปนวิธีที่สามารถทําไดงายและคาใชไมสูง 

อยางไรก็ตามการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธี random mutagenesis น้ี ตองมีการ

ใชเวลานานเพ่ือใหผลผลิตที่มีประสิทธิภาพและมีเสถียรภาพที่สูง ซึ่งจากผลการทดลองทําใหเห็นวา 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยรังสียูวีที่เวลา 5 นาที ดวยการฉายซ้ําเปน

จํานวน 3 ครั้ง และการบมสารละลายสปอรดวยสาร Diethyl sulfate ที่ความเขมขน 200 มิลลิโม

ลาร เปนเวลา 75 นาที สามารถชวยเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคของ A. tereus ไดรอยละ 14 – 16 

เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม นอกจากน้ีเพ่ือใหเกิดประสิทธิภาพของการปรับปรุงสายพันธุเช้ือ

ใหมีมากย่ิงขึ้น ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม ไดแก การเพ่ิมความเขมขนและชนิดของสารเคมี ศึกษาการ

ทํา genome sequencing รวมถึงปจจัยที่สงผลตอกระบวนการหมัก เชน ลักษณะสัณฐานวิทยาของ

เช้ือรา องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่ถูกทําใหกลายพันธุ เปนตน 
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ภาคผนวก 

 

การเตรียมสูตรอาหารเหลวสําหรับการผลิตกรดไอทาโคนิค (Krull และคณะ 2017) 

 

 ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 

 กลูโคส (glucose)     180 กรัม 

 แอมโมเนียมไนเตรด (NH4NO3)       3 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)     1 กรัม 

 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)         5 กรัม 

 ไอออน(III)คลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O)       1.67    มิลลิกรัม 

 ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)                8    มิลลิกรัม 

 คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)         15    มิลลิกรัม 

 ปรับคาความเปนกรดดาง (pH) เปน 3.01 
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