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บทคัดยอ 

 

กรดอิทาโคนิคน้ันมีความสําคัญตอการนําไปใชเปนสารต้ังตนทดแทนสารเคมีในกลุมที่ถูกผลิต

ขึ้นจากปโตรเลี่ยม เชน กรดอะคริลิก โดยกรดอิทาโคนิคไดถูกบรรจุอยูใน 12 รายการสารเคมีต้ังตน 

(12 building block chemicals) ที่ถูกบัญญัติขึ้นโดยกระทรวงพลังงานประเทศสหรัฐอเมริกา วามี

ศักยภาพเพียงพอที่จะนําไปประยุกตใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมเคมีภัณฑชีวภาพไมวาจะเปน 

อุตสหกรรมยานยนตในกลุมของสารเพ่ิมความหลอลื่นของเครื่องยนต อุตสาหกรรมสียอม 

อุตสาหกรรมพลาสติกและโพลิเมอร และอุตสาหกรรมกาว โดยในปจจุบัน Aspergillus terreus เปน

สายพันธุที่นํามาใชอยางกวางขวางเพ่ือการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับอุตสาหกรรม อยางไรก็ตามเช้ือ

ราสายพันธุน้ียังมีขอจํากัดของระยะเวลาการผลิตที่ยาวนาน และใหผลผลิตที่ตํ่ากวาผลผลิตทางทฤษฎี 

ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. 

terreus ดวยการทําใหกลายพันธุโดยใชรังสียูวีและสารเคมี ซึ่งจากงานวิจัยน้ีพบวาการชักนําใหเกิด

การกลายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยรังสียูวีและสารเคมี diethyl sulfate สามารถเพ่ิมผลผลิตกรดอิ

ทาโคนิคที่ใกลเคียงกัน โดยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีน้ัน พบวาเช้ือราสายพันธุ 555-

8 ที่ถูกฉายรังสีแบบซ้ําเปนจํานวน 3 ซ้ํา ซ้ําละ 5 นาที ใหการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับขวดเขยาที่

เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิมที่ 16.3 เปอรเซ็นต สําหรับเช้ือราที่ถูกชักนําใหเกิดการ

กลายพันธุดวยสารเคมี diethyl sulfate ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร เปนเวลา 75 นาที เปนผล

ใหการผลิตกรดอิทาโคนิคเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ ด้ังเดิมที่ 14 – 15 เปอรเซ็นต 

นอกจากน้ียังพบปจจัยอ่ืนที่สงผลตอการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus น่ันคือลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา โดยการเตรียมหัวเช้ือใหอยูในรูปของสารละลายสปอรน้ันสงผลใหการผลิตกรดอิทาโคนิ

คสูงกวาการเตรียมหัวเช้ือโดยการใชสารละลายเสนใย(mycelia)  
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สารบัญตาราง 

หนา 

ตารางที่ 1 การทดสอบความสามารถในการสรางกรดอิทาโคนิคเบ้ืองตนเทียบกับสายพันธุ         13 

              ต้ังตนบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Czapek’s ที่ผสม bromocresol green  

              เปนอินดิเคเตอร 

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตกรดอิทาโคนิคของสายพันธุต้ังตน                  14 

              (NRRL 1960) และ สายพันธุ 5-12 ในอาหารเหลวระดับขวดเขยา 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบผลการผลิตกรดอิทาโคนิคดวยเช้ือราสายพันธุต้ังตน NRRL 1960     15 

              และเช้ือรา A. terreus ที่ถูกชักนําใหกลายพันธุดวยสารเคมี Diethyl sulfate  

              ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร เปนเวลา 75 นาที 

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบความสามารถของการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus            16 

              ที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้งที่ 2 และ 3 ดวยรังสียูวีเปนระยะเวลา 5 นาที 

 

 

สารบัญรปู 

หนา 

รูปที่ 1 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเช้ือรา A. terreus ที่ถูกฉายรังสียูวีที่เวลาต่ังตาง    12  
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บทนํา 

 เน่ืองจากผลกระทบของวิกฤติการณพลังงาน ผลักดันใหประเทศตางๆ มีการพัฒนาการผลิต

สารเคมีที่ไดมาจากชีวมวล (bio-based chemicals) เพ่ือทดแทนการใชสารเคมีที่ไดจากเช้ือเพลิง

ฟอสซิล (fuel-based chemicals)  ซึ่งกรดอิทาโคนิค (Itaconic acid) เปนหน่ึงในสารเคมีที่สามารถ

ผลิตขึ้นไดจากกระบวนการหมักทางชีวภาพ  โดยมีความสําคัญตอการนําไปใชเปนสารต้ังตนทดแทน

สารเคมีในกลุมที่ถูกผลิตขึ้นจากปโตรเลี่ยม เชน กรดอะคริลิก โดยกรดอิทาโคนิคน้ันไดถูกบรรจุอยูใน 

12 รายการสารเคมีต้ังตน (12 building block chemicals) ที่ถูกบัญญัติขึ้นโดยกระทรวงพลังงาน

ประเทศสหรัฐอเมริกา วามีศักยภาพเพียงพอที่จะนําไปประยุกตใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรม

เคมีภัณฑชีวภาพไมวาจะเปน อุตสหกรรมยานยนตในกลุมของสารเพ่ิมความหลอลื่นของเครื่องยนต 

อุตสาหกรรมสียอม อุตสาหกรรมพลาสติกและโพลิเมอร และอุตสาหกรรมกาว (Choi และคณะ, 

2015) 

 โดยในปจจุบันกรดอิทาโคนิคถูกผลิตทางการคาโดยกระบวนการทางชีวภาพ และมีการ

คาดการณการผลิตกรดอิทาโคนิคทั่วโลกตอปประมาณ 80,000 ตัน ดวยราคาเฉลี่ย 2 ดอลลาหสหรัฐ

ตอกิโลกรัม นอกจากน้ียังมีการคาดคะเนวาต้ังแตชวงป ค.ศ. 2016 – 2023 ประสิทธิภาพในการผลิต

กรดอิทาโคนิคจะเพ่ิมขึ้นในทุกๆ ป ดวยอัตรารอยละ 5.5 ตอป ซึ่งเปนผลสืบเน่ืองมาจากการ

ประยุกตใชกรดอิทาโคนิคไดในอุตสหกรรมที่หลากหลาย (Transparency Market Research 2015) 

สงผลใหการพัฒนากระบวนการทางชีวภาพในการผลิตกรดอิทาโคนิคเพ่ือรองรับความตองการและ

การเติบโตของตลาดเปนที่นาสนใจอยางย่ิงในปจจุบัน 

 แมวากรดอิทาโคนิคจะถูกผลิตทางการคาโดยกระบวนการหมักของเช้ือรา Aspergillus 

terreus โดยปริมาณการผลิตอยูที่ 80 กรัม/ลิตร (Okabe และคณะ, 2009) อยางไรก็ตามการผลิต

กรดอิทาโคนิคดวยกระบวนการทางชีวภาพน้ันยังคงพบขอจํากัดของผลผลิตที่ไมเสถียร ที่ยากตอการ

ทําผลผลิตแบบซ้ํา (Reproduction) และระยะเวลาในการผลิตที่ใชเวลาคอนขางนาน ซึ่งสงผลตอ

ตนทุนการผลิตที่สูง (Kuenz และคณะ, 2012) ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือที่จะเพ่ิม

ประสิทธิภาพการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus ดวยการทําใหกลายพันธุโดยใชรังสีและ

สารเคม ี

 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 ศึกษาการปรับปรุงสายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยวิธี random mutagenesis เพ่ือเพ่ิม

ผลผลิตกรดอิทาโคนิค โดยทําการแปรเวลาที่ใชในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีและ

สารเคมี diethyl sulfate รวมถึงศึกษาผลของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยการเพาะเลี้ยงเช้ือ
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ราสายพันธุด้ังเดิมเปรียบเทียบกับเช้ือราสายพันธุที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีและ

สารเคมี diethyl sulfate ในระดับขวดเขยา  

 

วิธีการดําเนนิงาน 

 

เชื้อจุลินทรีย  

 

เช้ือจุลินทรียสายพันธุ ต้ังตนที่ใชสําหรับการชักนําใหเกิดการกลายพันธุไดแกเ ช้ือรา 

Aspergillus terreus NRRL1960 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Agricultural Research Service 

Culture Collection, US Department of Agriculture, เมืองพีโอเรีย รัฐอิลลินอยส ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

 

การเก็บรักษาเชื้อ  

 

โดยเขี่ยเช้ือรา A. terreus NRRL1960 ดวยเข็มเขี่ยเช้ือ แลวลากเช้ือลงบนผิวหนาผิวอาหาร

แข็ง Czapek’s บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน เก็บเช้ือในตูเย็นที่ 4 องศา

เซลเซียส ซึ่งจะทําการตอเช้ือทุกๆ 1 เดือนเพ่ือรักษากิจกรรมภายในเซลลของเช้ือรา 

 

การเตรียมสารละลายสปอรและหัวเชื้อต้ังตน   

 

โดยเลี้ยงเช้ือบนผิวหนาอาหารแข็ง Czapek’s ในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน ปเปตนํ้าที่ขจัดไอออนออกแลว 10 มิลลิลิตร ลงบนผิวหนาอาหาร

แข็ง  เขี่ยสปอรใหกระจายในนํ้า ปเปตเซลลแขวนลอยที่ได ไปนับปริมาณสปอรภายใตกลอง

จุลทรรศนโดยใช heamacytometer จากน้ันปรับความเขมขนของสปอรใหไดความเขมขนตาม

ตองการโดยใชนํ้าที่ขจัดไอออนออกแลวเพ่ือใชเปนสารละลายสปอรสําหรับการชักนําใหเกิดการกลาย

พันธุและใชเปนหัวเช้ือต้ังตนตอไป 
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การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อรา A. terreus NRRL1960 ดวยวิธี Random 

mutagenesis 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวี 

 

นําสารละลายสปอรที่ปรับความเขมขนของสปอรเปน 104 สปอรตอมิลลิลิตร มา spread ลง

บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร จากน้ันนําไป

ฉายรังสี UV โดยใชหลอด UV ขนาด 15 วัตต จํานวน 4 หลอด โดยมีระยะหางแหลงกําเนิดรังสีกับ

จานเพาะเลี้ยงเช้ือเปนระยะ 80 เซนติเมตร โดยเวลาที่ใชในการฉายรังสียูวีจะถูกแปรออกเปน 0.10 

0.20 0.30 0.45 1.15 1.30 1.45 2.00  5.00 10.00 และ 15.00 นาที จากน้ันทําการบมจาน

เพาะเลี้ยงเช้ือที่ถูกฉายรังสียูวีของแตละเวลาแบบทึบแสงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 

ช่ัวโมง ทําการวัดการเจริญของโคโลนีและการสรางกรดของเช้ือราโดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของ 

bromocresol green ในอาหารที่เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปนเหลือง และคํานวณหารอยละของการรอด

ที่ระยะเวลาต่ังตาง  

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี diethyl sulfate 

 

 ทําการถายสารละลายสปอรที่ใหความเขมขนของสารละลายสปอรเริ่มตน 104 สปอรตอ

มิลลิลิตรลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ที่มีสารเคมี diethyl 

sulfate ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร จากน้ันบมสวนผสมขางตนที่อุณภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 15 30 45 60 และ 75 นาที ตามดวยการปนแยกสปอรที่ความเร็วรอบ 10000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที สปอรที่ถูกปนแยกจะถูกนํามาเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร และทําการบมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ทําการวัดการเจริญของโคโลนีและการสรางกรดของเช้ือราโดย

สังเกตจากการเปลี่ยนสีของ bromocresol green ในอาหารที่เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปนเหลือง และ

คํานวณหารอยละของการรอดที่ระยะเวลาต่ังตาง 

 

การทําการชักนําใหเกิดการกลายพนัธุซ้าํดวยการฉายรงัสียูวีครั้งทีส่อง 

 

ไอโซเลทจํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก  ไอโซเลท  5-6 5-7 5-8 5-9 และ 5-12 ที่แสดง

ความสามารถในการสรางกรดสูงกวาในการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ ไดถูกนํามาชักนําใหเกิดการกลายพันธุ

ซ้ําดวยการเตรียมสารละลายสปอรของแตละไอโซเลทใหมีความเขมขนของสปอรเริ่มตนที่ 104 สปอร

ตอมิลลิลิตร และทําการกระจายสารละลายสปอรลงบนจานอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่
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ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร และทําการบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

นาที ทําการบมจานเพาะเลี้ยงเช้ือแบบทึบแสง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากน้ันทําการคัดเลือก

โคโลนีจากจานเพาะเลี้ยงเช้ือดังกลาวมาทําการเพาะเลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพ่ือใชในการศึกษาความเสถียรของการผลิตกรดอิ

ทาโคนิคในระดับขวดเขยาตอไป 

 

การทําการชักนําใหเกิดการกลายพนัธุซ้าํดวยการฉายรงัสียูวีครั้งทีส่าม 

 

ทําการกระจายสารละลายสปอรที่ 104 สปอรตอมิลลิลิตรของแตละไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท 

5-6 5-7 5-8 5-9 และ 5-12 ที่ถูกทําการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสียูวีซ้ําครั้งที่สองลงบนจาน

อาหารเพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ทีผ่สม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร และทําการบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ทําการบมจานเพาะเลี้ยงเช้ือแบบทึบแสง ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส จากน้ันทําการคัดเลือกโคโลนีจากจานเพาะเลี้ยงเช้ือดังกลาวมาทําการเพาะเลี้ยงลงบน

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เพ่ือใชใน

การศึกษาความเสถียรของการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับขวดเขยาตอไป 

 

การคัดเลือกเชื้อที่ไดจากการกลายพันธุ 

  

การคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ (primary screening)  

  

จากขั้นตอนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธีการใชรังสียูวีและสารเคมี diethyl 

sulfate น้ัน จานเพาะเลี้ยงเช้ือราที่แสดงใหผลของอัตราการรอดของโคโลนีของเช้ือราที่รอยละ 10 

และแสดงวงสีเหลือง (clear zone) กวางกวาเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือราที่ไมถูกทําใหกลายพันธุ จะถูก

นํามาคัดแยกตอในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัม/ลิตร โดย

ใช crock borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรเจาะเสนใยและเขี่ยลงบนอาหารแข็ง ทํา

การบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง และวัดการเจริญของโคโลนีและการสราง

กรดของเช้ือราโดยวัดจากพ้ืนที่ที่อินดิเคเตอร (bromocresol green) เปลี่ยนสีจากสีนํ้าเงินเปน

เหลือง จากน้ันคัดเลือกเช้ือที่มีพ้ืนที่ที่เกิดการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรสูงกวาเช้ือราสายพันธุต้ังตน

มากทําการศึกษาผลของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวระดับขวดเขยาตอไป 
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การคัดเลือกขั้นทุติยภูมิ (secondary screening) 

 

 นําเช้ือสายพันธุกลายที่ไดจากการคัดเลือกขั้นปฐมภูมิ มาเลี้ยงบนผิวหนาจานอาหารเลี้ยงเช้ือ

แข็ง Czapek’s เปนเวลา 10 วัน จากน้ันทําการเตรียมสาระละลายสปอรใหมีความเขมขน 106 สปอร

ตอมิลิลิตร สารละลายสปอร 1% (v/v) ถูกถายลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว (ภาคผนวก) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการบมที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 วัน จากน้ันนําตัวอยางนํ้าหมักที่ไดมาวิเคราะหหาปริมาณ

กรดอิทาโคนิค นํ้าตาล ผลิตภัณฑขางเคียง และนํ้าหนักแหงของเซลล  

 

วิธีวิเคราะห 

 

การหาน้ําหนักเซลลแหง 

 

เมื่อทําการเก็บตัวอยางนํ้าหมัก  นํ้าหมักและเซลลเช้ือราในขวดเขยาจะถูกแยกเซลลโดยการ

กรองผานกระดาษกรอง Whatman no.4 ที่รูนํ้าหนักแหงที่แนนอนแลว ซึ่งเซลลที่ผานการกรองบน

กระดาษกรองจะถูกนําไปวิเคราะหหานํ้าหนักเซลลแหง โดยการอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จน

นํ้าหนักคงที่ สวนสวนใสที่ไดจากการกรองจะถูกนําไปวิเคราะหหาปริมาณกรดอิทาโคนิค นํ้าตาล และ

ผลิตภัณฑขางเคียงตอไป 

 

การวิเคราะหปริมาณหาปริมาณกรดอิทาโคนิค น้ําตาล และผลิตภัณฑขางเคียง ดวย

กระบวนการ HPLC 

 

ทําการวิเคราะหดวยการนําตัวอยางนํ้าหมักที่ผานการแยกนําเอาสวนเซลลออกมากรองผาน

เมมเบรนเซลลูโลสอะซีเตทขนาด 0.45 µm และเจือจางใหอยูในชวงของความเขมขนของสารละลาย

มาตรฐาน (0.25 – 2 กรัมตอลิตร) จากน้ันทําการวิเคราะหดวยเครื่อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ภายใตสภาวะการวิเคราะหดวยคอลัมน Biorad Aminex HPX-87H ion 

exclusion organic acid column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร โดยใชกรดซัลฟูริกที่ความ

เขมขน 0.005 โมลาร เปนสารละลายตัวพา และใชอัตราการไหลที่ 0.6 มิลลิลิตรตอนาที ทําการ

ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนที่ 45 องศาเซลเซียสและใชเครื่องตรวจวัดชนิด refractive index (RI) 

ปริมาณการใชนํ้าตาลกลูโคส การผลิตกรดอิทาโคนิคและผลิตภัณฑขางเคียงอ่ืนจะถูกเปรียบเทียบโดย

การใชกราฟสารละลายมาตรฐาน 
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสยีูวี 

 

 ในการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเช้ือรา A. terreus NRRL1960 ดวยรังสียูวีที่

มีการแปรระยะเวลาต่ังตางน้ัน พบวา อัตราการรอดของเช้ือรามีคาลดลงตามระยะเวลาที่ถูกฉายรังสยูี

วีเพ่ิมขึ้น โดยเช้ือราที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยการฉายรังสียูวีเปนระยะเวลา 5 10 และ 15 

นาที สงผลใหเช้ือรามีอัตราการรอดที่ตํ่ากวารอยละ 10 เมื่อเทียบกับสายพันธุต้ังตน (wild type) (รปู

ที่ 1) ซึ่งแสดงใหเห็นวาชวงระยะเวลา 5 – 15 นาที เปนชวงที่เหมาะสมเพ่ือการถูกทําใหเกิดการกลาย

พันธุและมีการปรับตัวเพ่ือการอยูรอด นอกจากน้ีปนไปตามหลักการโดยปกติที่รอยละของการรอดจะ

แปรผกผันกับระยะเวลาของการฉายรังสี (Lin และ Wang, 2001) จากอัตราการรอดที่ตํ่ากวารอยละ 

10 ที่ชวงเวลา 5 – 15 นาทน้ัีน งานวิจัยน้ีไดทําการคัดเลือกโคโลนีจํานวน 18 ไอโซเลท ทีส่รางวงสี

เหลือง (clear zone) บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ทีผ่สม bromocresol green 0.1 กรัมตอ

ลิตร มาทําการศึกษาตอในขั้นการคัดเลือกระดับปฐมภูมิ (Primary screening) ซึ่งประกอบดวย ไอโซ

เลทที่ถูกฉายรงัสียูวีเปนเวลา 5 นาท ีจํานวน 12 ไอโซเลท การฉายรังสียูวีเปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 

ไอโซเลท และการฉายรังสีที่ 15 นาท ีจํานวน 3 ไอโซเลท 

 ไอโซเลทจํานวน 18 ไอโซเลท ถูกนํามาทดสอบความสามารถในการผลติกรดอิทาโคนิคเบ้ือง 

ตนในขั้นตอนการคัดเลือกระดับปฐมภูมิ โดยแตละไอโซเลทถูกนํามาเพาะเลี้ยงลงบนจานอาหาร

เพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green 0.1 กรัมตอลิตร ซึ่งในขั้นการคัดเลือก

ระดับปฐมภูมิน้ี พบเช้ือราจํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท 5-6 5-7 5-8 5-9 และ 5-12 ที่สามารถ

แสดงความสามารถการผลิตกรดไดสูงกวาเช้ือราสายพันธุด้ังเดิม (ตารางที่ 1) กลาวคือมีพ้ืนที่ที่อินดิเค

เตอรในอาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนสีเปนสีเหลือง (yellow zone) มากกวาสายพันธุต้ังตน ซึ่งไอโซเลททีถ่กู

คัดเลือกดังกลาวไดถูกนําไปศึกษาผลของการผลิตกรดอิทาโคนิคในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวตอไป 
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รูปที่ 1 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเช้ือรา A. terreus ที่ถูกฉายรังสียูวีที่เวลาต่ังตาง 

 

จาก 5 ไอโซเลทที่ถูกคัดเลือกจากขั้นปฐมภูมิ ไอโซเลท 5-12 ไดถูกนํามาศึกษาความสามารถ

การผลิตกรดอิทาโคนิคในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวระดับขวดเขยา พบวา ไอโซเลท 5-12 แสดง

ประสิทธิภาพของการเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคเมื่อเปรียบเทียบกับ A. terreus ที่ไมถกูชักนําใหเกิด

การกลายพันธุ (wild type) โดยใหความเขมขนของกรดอิทาโคนิค เทากับ 64 กรัมตอลิตร ผลผลติ

กรดอิทาโคนิค เทากับ 0.56 กรัมตอกรัมนํ้าตาลกลูโคส อัตราการผลิตกรดอิทาโคนิค เทากับ 0.50 กรมั

ตอลิตรตอช่ัวโมง ซึ่งเพ่ิมขึน้จากการผลิตกรดอิทาโคนิคดวยเช้ือราสายพันธุด้ังเดิมรอยละ 39 ของ

ความเขมขนกรดอิทาโคนิค ซึ่งแสดงใหเหน็วาเช้ือรา A. terreus สามารถถูกทําใหกลายพันธุดวยการ

ฉายรังสียูวีที่ระยะเวลาที่เหมาะสมและเพ่ิมความสามารถในการผลิตกรดอิทาโคนิคได อยางไรก็ตาม 

จากการทดลองทําการผลิตกรดอิทาโคนิคซ้าํดวยไอโซเลท 5-12 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวระดับขวด

เขยา พบวา ไอโซเลท 5-12 ใหการผลิตกรดอิทาโคนิคที่ไมเสถียร กลาวคือ ความสามารถในการผลติ

กรดอิทาโคนิคของไอโซเลท 5-12 ในครั้งที ่2 ใหผลผลิตที่ลดตํ่าลงเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองการ

ผลิตกรดอิทาโคนิคในครั้งแรก รวมถึงใหผลผลิตที่ใกลเคียงกับสายพันธุด้ังเดิมที่ไมไดถูกชักนําใหเกิด

การกลายพันธุ น่ันแสดงใหเหน็วา ไอโซเลทที่ถูกคัดเลือกมายังไมมีความเสถียรของการถูกชักนําใหเกิด

การกลายพันธุดวยรังสียูวี ซึ่งอาจเปนผลมาจากความไมเสถียรของยีนทีเ่กิดการกลายพันธุในสายพันธุ 

5-12 ที่ยีนที่เกิดการกลายหรือเกิดความผิดปกติน้ันเกิดการซอมแซม ซึ่งในยูคารริโอตน้ันมีกลไก

หลากหลายในการซอมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) ที่เสียหายทีเ่กิดเน่ืองจากการกลายพันธุตาม

ธรรมชาติหรือการชักนํา (Wood, 1996) โดยเฉพาะอยางย่ิงการเกิดกลายพันธุดวยรังสี UV ซึ่งหลังเกิด

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยรังสี UV ดีเอ็นเอจะสามารถเกิดการคืนสูสภาพเดิมไดเมื่อสายดีเอ็น

เอน้ันถูกกระตุนดวยแสงในชวง visible light (300-500 นาโนเมตร) ซึ่งแสงจะไปกระตุนใหเกิดการ
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ทํางานของ photoreactivating enzyme หรือ photolyase ทําใหเกิด photoreactivation (Sinha 

และคณะ, 2002) 

 

ตารางที่ 1 การทดสอบความสามารถในการสรางกรดอิทาโคนิคเบ้ืองตนเทียบกับสายพันธุ 

ต้ังตนบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Czapek’s ที่ผสม bromocresol green เปนอินดิเคเตอร 

 

สายพันธุ ขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลน ี

(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 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตกรดอิทาโคนิคของสายพันธุต้ังตน (NRRL 1960)  

และ สายพันธุ 5-12 ในอาหารเหลวระดับขวดเขยา 

 

สายพันธุ 

เซลล 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

กรดอิทาโคนิค 

ความเขมขน 

(กรัมตอลิตร) 

ผลผลิตตอกรัม

กลูโคส (กรัมตอ

กรัม) 

อัตราการผลิต (กรัม

ตอลิตรตอชั่วโมง) 

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 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อรา A. terreus ดวยสารเคมี Dietyl sulfate 

 

 จากศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยสารเคมี Diethyl sulfate 

ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร ที่ระยะเวลาการบมตางกัน พบวา การบมสารละลายสปอรในสารเคมี 

Diethyl sulfate เปนเวลา 75 นาที สงผลใหอัตราการรอดนอยกวารอยละ 10 และการเจริญและ

สรางกรดจานเพาะเลี้ยงเช้ือแข็ง Czapek’s ที่ผสม bromocresol green เปนอินดิเคเตอร  มีไอโซ

เลทที่ถูกคัดเลือกจํานวน 6 ไอโซเลท จากน้ันทั้ง 6 ไอโซเลทไดถูกศึกษาผลของการชักนําใหเกิดการ

กลายพันธุเพ่ือการเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคในระดับขวดเขยา ซึ่งพบ 3 ไอโซเลทที่แสดงผลของการ

ถูกปรับปรุงใหมีการผลิตกรดอิทาโคนิคเพ่ิมสูงขึ้นรอยละ 14-15 เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุต้ังตน 

NRRL 1960 (ตารางที่ 3) อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวาในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย

การใชสารเคมีน้ัน ชนิดและความเขมขนของสารเคมี เปนอีกปจจัยหลักที่สงผลตอการชักนําใหเกิด

การกลายพันธุของเช้ือจุลินทรียอีกดวย โดยในปค.ศ. 2013 ไดมีรายงานการชักนําใหเกิดการกลาย

พันธุของเ ช้ือรา Aspergillus oryzae ดวยสารเคมี  ethyl methanesulfonate (EMS) ที่ความ

เขมขนในชวง 50 – 6400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา การใช EMS ที่ความเขมขน 1600 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร สงผลให A. oryzae เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสมและสามารถผลิตสารตานแบคทีเรียได 
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(Leonard และคณะ, 2014) รวมถึงการชักนําใหเกิดการกลายพันธุเชื้อ Ashbya gossypii เพ่ือการ

เ พ่ิมการผลิต  riboflavin ดวยสาร N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) ซึ่ งจาก

การศึกษาพบวา A. gossypii ที่ถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย MNNG ที่ความเขมขน 100 

มิลลิกรัมตอลิตร สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต riboflavin ในเช้ือ A. gossypii ได 10 เทา เมื่อ

เปรียบเทียบกับ A. gossypii สายพันธุด้ังเดิม (wild strain) (Tajima และคณะ, 2009) นอกจากน้ี 

Reibiro และคณะ (2013) ไดทําการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุ A. gossypii ดวยการใช

สาร EMS เพ่ือการเพ่ิมการปลดปลอยโปรตีนออกจากนอกเซลลสูนํ้าหมัก โดยทําการทดลองควบคูกับ

การใชเทคนิคการตัดตอยีนสที่เก่ียวของกับการปลดปลอยโปรตีนออกจากเซลล ซึ่งผลของการศึกษา

พบวา EMS สามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตโปรตีนภายในเซลลได 2 – 3 เทา เมื่อทําการ

เปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม อยางไรก็ตามการตัดตอยีนสที่เก่ียวของในการปลดปลอยโปรตีนออก

สูนอกเซลล พบวา การตัดยีนส AgGAS1B ของ A. gossypii ที่ถูกทําใหกลายพันธุน้ันสงผลตอลักษณะ

สัณฐานวิทยาและการเจริญของ A. gossypii (Reibiro และคณะ, 2013) 

 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบผลการผลิตกรดอิทาโคนิคดวยเช้ือราสายพันธุต้ังตน NRRL 1960 และเช้ือ

รา A. terreus ที่ถูกชักนําใหกลายพันธุดวยสารเคมี Diethyl sulfate ที่ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร 

เปนเวลา 75 นาที 

 

สายพันธุ 

เซลล 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

กรดอิทาโคนิค 

ความเขมขน (กรัม

ตอลิตร) 

ผลผลิต 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

อัตราการผลิต 

(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

ตั้งตน  

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 ที่ถูกชักนําใหกลายพันธุ

ซ้ําดวยรังสียูวี  

  

 ตารางที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบความสามารถการผลิตกรดอิทาโคนิคของแตละไอโซเลทที่

ถูกคัดเลือกจากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้งที่ 2 และ 3 ดวยรังสียูวี ที่ทําการฉายรังสียูวีครั้ง

ละ 5 นาที จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา การชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําใหผลการผลิตกรดอิ

ทาโคนิคที่ใกลเคียงกับเช้ือราสายพันธุต้ังตน NRRL 1960 อยางไรก็ตามจากผลการทดลองพบวา การ

ชักนําใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้ง 3 คือ ไอโซเลท 555-8 ที่แสดงใหเห็นถึงการเพ่ิมขึ้นของการผลิต

กรดอิทาโคนิครอยละ 16.3 เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุต้ังตน NRRL 1960 

 

ตารางที่ 4 เปรียบเทียบความสามารถของการผลิตกรดอิทาโคนิคของเช้ือรา A. terreus ที่ถูกชักนํา

ใหเกิดการกลายพันธุซ้ําครั้งที่ 2 และ 3 ดวยรังสียูวีเปนระยะเวลา 5 นาที  

 

สายพันธุ 

เซลล 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

กรดอิทาโคนิค 

ความเขมขน   

(กรัมตอลิตร) 

ผลผลิต 

(กรัมตอกรัม

กลูโคส) 

อัตราการผลิต 

(กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง) 

ตั้งตน  

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 

 

ทั้งน้ีการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธีการฉายรังสียูวีน้ันเปนการปรับเปลี่ยนโครงสรางของสาย

เกลียว DNA โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณของนิวคลีโอไทดเบสกลุมไพริมิดีน จึงเปนผลใหกระบวนการ

การ replication เกิดขึ้นไดไมสมบูรณ (Sambrook และ Russell, 2001) อีกทั้งการชักนําใหเกิดการ
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กลายพันธุดวยวิธี random mutagenesis เปนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุม ที่ไมไดเกดิ

ความจําเพาะเจาะจงตอสายนิวคลีโอไทดที่สงผลตอการผลิตกรดอิทาโคนิคในเช้ือรา A. terreus จึง

อาจเปนสาเหตุที่ทําใหลดประสิทธิภาพของการปรับปรุงการผลิตกรดอิทาโคนิคได ซึ่งในป 2016 

Cyrus และ Juwon ไดรายงานผลของ random mutagenesis ตอการผลิตสารอัลฟลาทอกซินใน 

Aspergillus flavus SWtS01 ซึ่งจากการศึกษาในงานวิจัยน้ีพบวาการฉายรังสียูวีที่เวลาตางกัน รังสียู

วีสงผลใหมกีารเพ่ิมและ/หรอืลดการผลิตสารอัลฟลาทอกซินใน A. flavus SWtS01 ได ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองมาจากการทํา random mutagenesis ดวยรังสียูวีน้ันทําใหเกิดการกดหรือกระตุนการทํางาน

ของยีนสที่เกี่ยวของตอวิถีเมแทบอลซิึมของการผลิตสารอัลฟลาทอกซนิในเช้ือราสายพันธุดังกลาวได 

(Cyrus และ Juwon, 2016) ดวยเหตุของการชักนําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมและความไมเสถียร

ของ mutant ที่เกิดขึ้นในปจจุบันจึงไดมีการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุรวมกับการทํา 

genome sequencing เพ่ือทําการศึกษาสวนที่ถูกทําใหกลายพันธุ จากน้ันขอมูลที่ไดจากการทํา 

genome sequencing ไดถูกนํามาใชเพ่ือการศึกษาตอในการปรับปรุงสายพันธุดวยการตัดตอยีนสที่มี

สวนเกี่ยวของในการปรับปรุงตอไปเพ่ือใหไดสายพันธุจุลินทรียใหมที่มีประสิทธิภาพและเสถียรในการ

ผลิตผลิตภัณฑเปาหมายตอไป (Nevalainen และ Peterson, 2014) 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากการศึกษาการปรับปรุงเช้ือรา A. terreus ดวยการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธี 

random mutagenesis เพ่ือเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคน้ัน สามารถทําไดดวยการทําใหเกิดการ

กลายพันธุดวยรังสียูวีและสารเคมี Diethyl sulfate ที่ซึ่งเปนวิธีที่สามารถทําไดงายและคาใชไมสูง 

อยางไรก็ตามการศึกษาการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยวิธี random mutagenesis น้ี ตองมีการ

ใชเวลานานเพ่ือใหผลผลิตที่มีประสิทธิภาพและมีเสถียรภาพที่สูง ซึ่งจากผลการทดลองทําใหเห็นวา 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุเช้ือรา A. terreus ดวยรังสียูวีที่เวลา 5 นาที ดวยการฉายซ้ําเปน

จํานวน 3 ครั้ง และการบมสารละลายสปอรดวยสาร Diethyl sulfate ที่ความเขมขน 200 มิลลิโม

ลาร เปนเวลา 75 นาที สามารถชวยเพ่ิมการผลิตกรดอิทาโคนิคของ A. tereus ไดรอยละ 14 – 16 

เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม นอกจากน้ีเพ่ือใหเกิดประสิทธิภาพของการปรับปรุงสายพันธุเช้ือ

ใหมีมากย่ิงขึ้น ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม ไดแก การเพ่ิมความเขมขนและชนิดของสารเคมี ศึกษาการ

ทํา genome sequencing รวมถึงปจจัยที่สงผลตอกระบวนการหมัก เชน ลักษณะสัณฐานวิทยาของ

เช้ือรา องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่ถูกทําใหกลายพันธุ เปนตน 
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ภาคผนวก 

 

การเตรียมสูตรอาหารเหลวสําหรับการผลิตกรดไอทาโคนิค (Krull และคณะ 2017) 

 

 ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 

 กลูโคส (glucose)     180 กรัม 

 แอมโมเนียมไนเตรด (NH4NO3)       3 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8 กรัม 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)     1 กรัม 

 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)         5 กรัม 

 ไอออน(III)คลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O)       1.67    มิลลิกรัม 

 ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)                8    มิลลิกรัม 

 คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)         15    มิลลิกรัม 

 ปรับคาความเปนกรดดาง (pH) เปน 3.01 
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