
Vol. 10 No. 2 September - October 2015 

44 | Journal of Thai Interdisciplinary Research 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไคโตซานจาก Mucor sp. 
และประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรค 

The optimization of chitosan production from Mucor sp. 
and its effective to inhibit pathogenic microorganism 
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บทคัดย่อ 

 กากน้ําตาลเป็นผลผลิตพลอยได้จากการผลิตน้ําตาลทราย ซ่ึงเป็นส่วนท่ีไม่สามารถตกผลึกน้ําตาลได้อีก จึงเป็นวัสดุ
เศษเหลือจากโรงงานน้ําตาลท่ีมีมากในประเทศไทย การใช้ประโยชน์จากกากน้ําตาลโดยนํามาใช้เป็นสารต้ังต้นสําหรับเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์เพ่ือผลิตผลิตภัณฑ์จึงถือเป็นการเพ่ิมมูลค่าของทรัพยากรอย่างหนึ่ง งานวิจัยนี้จึงศึกษาการนําเอากากน้ําตาลท่ีมี
มากในพ้ืนท่ี จ.นครปฐม มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนสําหรับผลิตไคโตซานจากเชื้อ Mucor sp. จากการศึกษาความเข้มข้นของ
กากน้ําตาล พีเอชเริ่มต้น และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซาน พบว่าท่ีความเข้มข้นของกากน้ําตาล
ร้อยละ 5 สภาวะพีเอชเร่ิมต้นเท่ากับ 10 และ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายหลังทําการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 วัน จะให้การ
เจริญเติบโตและผลิตไคโตซานได้ดีท่ีสุดเท่ากับ 4,654 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และ 2.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ 
นอกจากนี้เม่ือนําไคโตซานท่ีสกัดได้มาทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเชื้อก่อโรค 5 สายพันธ์ุ พบว่าไคโตซานท่ีสกัดได้สามารถยับย้ังเชื้อ 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus และ Candida hypolytica ได้ร้อยละ 60, 52, 41 และ 
23 ตามลําดับ โดยไคโตซานที่สกัดได้สามารถยับยั้งเชื้อ E. coli และ B. subtilis ได้ดีกว่าไคโตซานทางการค้า ในขณะท่ี      
ไคโตซานท่ีผลิตได้และไคโตซานทางการค้าไม่สามารถยับย้ังเชื้อ Aspergillusniger ได้เลย 
 

คําสําคัญ: ไคโตซาน, กากน้ําตาล, Mucor sp. 
 

Abstract 

 Molasses, by-products from sugar production that cannot be further precipitated, have become 
waste products from a large number of sugar plants in Thailand. A new application of molasses as 
substrate for bio production has been interested to add value of local natural product resources, 
especially in Nakhon Pathom Province. The aim of this study was to utilize molasses as the useful carbon 
source for chitosan production of Mucor sp. The effect of molasses concentration, initial pH and optimum 
temperature on cell growth and chitosan production, were investigated. The results showed that,       
the highest cell growth and the highest chitosan production of 4, 654 cell/cm2 and 2.94 mg/ml, 
respectively was obtained at molasses concentration of 5%, initial pH 10 and optimum temperature 37C 
for 7 days. Moreover, inside of against 5 pathogen activity, chitosan from this study could exhibit 
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Candida hypolytica as 60%, 52%, 41% and 
23%, respectively. From this result, it is found that chitosan from isolated Mucor sp. had high potential to 
inhibited pathogen as E. coli and B. Subtilis more than commercial chitosan. However, both of chitosan 
from this study and commercial grade could not inhibit Aspergillusniger. 
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บทนํา 

 สารพอลิเมอร์จากธรรมชาติหลายชนิดท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ สารตัวหนึ่งท่ีน่าสนใจ คือ ไคโตซาน ซ่ึงเป็น
อนุพันธ์ของไคติน ไคโตซาน เป็นพอลิเมอร์ ของ β - 1, 4-2-amino-2-deoxy-D-glucan เป็นสารอินทรีย์ท่ีมีโมเลกุลยาว มี
สูตรคล้ายไคตินต่างกันที่คาร์บอนตําแหน่งที่ 2 เป็น -NH2 จึงทําให้ไคโตซานละลายได้ในสารละลายหลายชนิดที่มีพีเอช เป็น
กรด [1] ไคโตซานนํามาใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภทดังนี้ ทางการเกษตรใช้ประโยชน์ในการเคลือบผลไม้เพ่ือยืดอายุการเก็บ 
รักษาให้นานข้ึน ไคโตซานใช้เป็นสารตกตะกอนจึงนําไปใช้ในการบําบัดน้ําเสียและใช้ในการแยกโลหะหนักบางชนิด ในทาง 
การแพทย์ใช้รักษาบาดแผล ช่วยในการปลูกถ่ายอวัยวะ เป็นยาลดไขมันและคอเลสเทอรอลได้ นอกจากนี้ยังใช้ในการตรึงเซลล์
หรือเอนไซม์อีกด้วย [2] 

ไคโตซานท่ีผลิตเพ่ือการค้าส่วนมากผลิตจากไคตินท่ีได้จากเปลือกกุ้งและปูด้วยวิธีทางเคมี โดยการแยกหมู่     
อะเซ็ททิลออกจากไคตินด้วยการต้มกับสารละลายด่างเข้มข้นร้อยละ 50 เรียกวิธีนี้ว่า Deacetylation [2] ในธรรมชาติจะพบ
ไคโตซานเป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ราพวก Zygomycetes วงศ์ Mucoraceae ตัวอย่างเช่น Absidia spp., Mucor spp., 
Phycomyces spp. และ Rhizopus spp. [3] จากการศึกษาส่วนประกอบของผนังเซลล์ของ Mucor rouxii พบว่ามีไคโตซาน
เป็นองค์ประกอบอยู่ประมาณร้อยละ 33 [4] ไคโตซานท่ีผลิตด้วยวิธีการทางเคมีมีคุณภาพไม่สมํ่าเสมอ นักวิจัยหลายกลุ่มจึงหัน
มาผลิตไคโตซานจากราในวงศ์ Mucoraceae ในปี 2003 มีการผลิตและสกัดไคโตซานจาก Mucor circinelloides โดย
ทําการศึกษาปัจจัยของอาหารท่ีมีผลต่อการเลี้ยงเชื้อรา พบว่า M. circinelloides ให้การผลิตไคโตซานสูงสุดท่ี 60 กรัมต่อลิตร
เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมี D-glucose เป็นองค์ประกอบ [5] นอกจากนี้จากรายงานการวิจัยท่ีผ่านมาพบว่ามีการศึกษาการผลิต  
ไคโตซานจากราในหลายสายพันธ์ุ อาทิ Rhizopus oryzea, Mucor rouxii [6] และยังพบว่าสภาวะท่ีใช้ในการเพาะเลี้ยงมีผล
ต่อคุณสมบัติของไคโตซานท่ีผลิตได้อีกด้วย [7] ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการผลิตไคโตซานจากเชื้อราสายพันธ์ุ    
Mucor sp. โดยใช้กากน้ําตาลเป็นสารต้ังต้น ตลอดจนการนําไคโตซานท่ีผลิตได้มาทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคเพื่อ
เป็นแนวทางในการนําไคโตซานท่ีได้ไปประยุกต์ใช้ต่อไป 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1. เพ่ือผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพไคโตซานจาก Mucor sp.  
2. เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไคโตซานเมื่อใช้กากน้ําตาลเป็นแหล่งคาร์บอน 
3. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติการยับย้ังเชื้อก่อโรคของไคโตซานท่ีผลิตได้  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

ในการทดลองครั้งนี้เป็นการนํากากน้ําตาลมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเลี้ยงเชื้อ Mucor sp. เพื่อผลิตไคโตซาน 
โดยศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมทั้งต่อการเจริญของเชื้อและการผลิตไคโตซาน รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพของไคโตซานท่ีสกัดได้ใน
การยับย้ังเชื้อก่อโรค 5 สายพันธ์ุได้แก่ Escherichia coli, Bacillussubtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillusniger 
และ Candida hypolytica 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 

1. ประเภทของการวิจัย 
  ใช้วิธีวิจัยแบบทดลองปฏิบัติ (experimental research) 

2. ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 
 2.1 กากน้ําตาล จากตัวแทนจําหน่าย หมู่ 3 ต.ทัพหลวง อ.เมือง จ.นครปฐม 
 2.2 ไคโตซานทางการค้า บริษัท Aquatic Nutrition Lab (A.N. Lab) ประเทศไทย จํากัด 
 2.3 จุลินทรีย์ผลิตไคโตซานได้แก่ ราสายพันธุ์ Mucor sp. และจุลินทรีย์ก่อโรคได้แก่ Escherichia coli, 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillusniger และ Candida hypolytica 
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  3. ขั้นตอนการดําเนินการวิจัย 

  3.1 การเตรียมหัวเชื้อเร่ิมต้น 

   เข่ียเส้นใยราลงในอาหาร PDA ท่ีเติม Streptomycin (ความเข้มข้นร้อยละ 0.002 กรัมต่อลิตร) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน ตรวจนับจํานวนสปอร์โดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ ปรับ
ความเข้มข้นสปอร์ให้อยู่ระหว่าง 1-3 X106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อเร่ิมต้นในทุกชุดการทดลอง 

   3.2 ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของกากน้ําตาลต่อการเจริญและการผลิตไคโตซาน 

   เตรียมอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อสูตร PDB ดัดแปลงโดยเติมกากน้ําตาลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนน้ําตาลเด็กซ์โตรสท่ี
ความเข้มข้นร้อยละ 5, 10, 15 และ 20 ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชื้อท่ี 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารเย็น เติมกล้าสปอร์เชื้อรา Mucor sp. เร่ิมต้นท่ีความเข้มข้นร้อยละ 10 นําไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 วัน เก็บตัวอย่างในวันท่ี 1, 3, 5 และ 7 
ของการเพาะเลี้ยง เพ่ือนับจํานวนเซลล์และวิเคราะห์หาค่าพีเอช น้ําตาลรีดิวซ์ และปริมาณไคโตซานที่เชื้อผลิตได้ เลือกระดับ
ความเข้มข้นของกากน้ําตาลท่ีให้การเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใช้ในการทดลองต่อไป 
   3.3 ศึกษาพีเอชเร่ิมต้นท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
   นําอาหารสูตรท่ีให้การเจริญเติบโตและปริมาณไคโตซานสูงสุดจากข้อ 3.2 มาปรับค่าพีเอชเร่ิมต้นของอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ี 4, 7 และ 10 ทําการทดลองและเก็บตัวอย่างเช่นเดียวกับชุดการทดลองท่ี 3.2 เลือกค่าพีเอชเร่ิมต้นของอาหารท่ีให้
การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใช้ในการทดลองต่อไป 
   3.4 ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเก็บเกี่ยวเซลล์เพ่ือผลิตไคโตซาน 
   นําอาหารสูตรที่ให้ปริมาณไคโตซานสูงสุดจากข้อ 3.2 และค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารจากผลการทดลองใน    
ข้อ 3.3 มาทําการเพาะเลี้ยงเชื้อรา Mucor sp. ทําการทดลองโดยนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 25, 37 และ 45 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอย่างเช่นเดียวกับชุดการทดลองท่ี 3.2 เลือกค่าอุณหภูมิท่ีให้การเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใช้ในการ
เพาะเลี้ยงเพื่อผลิตไคโตซาน 
   3.5 การเตรียมไคโตซานท่ีผลิตได้และไคโตซานทางการค้า 
   เตรียมสารละลายไคโตซานที่ผลิตได้และไคโตซานทางการค้าท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรโดยละลาย 
ไคโตซานแต่ละชนิด 1 กรัม ในกรดอะซิติกเข้มข้นร้อยละ 1 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จนไคโตซานละลายได้หมด ปรับพีเอชของสารละลายให้เป็นกลางโดยใช้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 1 จากนั้นนําไปกรองผ่านแผ่นกรอง (filter membrane) ขนาด 0.45 
ไมครอน เพ่ือฆ่าเชื้อก่อนนําไปทดสอบฤทธ์ิยับย้ัง 
   3.6 ศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคของไคโตซานท่ีสกัดได้ 
    การทดสอบกิจกรรมการยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรคในห้องปฏิบัติการโดยวิธี agar well diffusion method ทําโดย
นําจุลินทรีย์ก่อโรค 5 สายพันธุ์ได้แก่ E. coli, B subtilis, S. aureus, A. niger และ C. hypolytica มาเลี้ยงในอาหาร     
เลี้ยงเชื้อ NB, PDB และ YPD บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ยกเว้น A. niger เลี้ยง 48 ชั่วโมง เตรียมสารละลายของ
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคแต่ละชนิดท่ีความเข้มข้น 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตรวจนับโดยใช้ฮีมาไซโตมีเตอร์จากน้ันใช้ไม้พันสําลีจุ่ม
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคแต่ละสายพันธ์ุ บิดข้างหลอดแก้วพอหมาดแล้วนําไปเกลี่ยให้ท่ัวผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ NA, PDB และ 
YPD ท้ิงให้แห้งนํา paper disc ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จุ่มลงในไคโตซานท่ีสกัดได้ ไคโตซานทางการค้า (ชุด
ควบคุมทางบวก) และน้ํากลั่นฆ่าเชื้อ (ชุดควบคุมทางลบ) และนําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
วิเคราะห์ผลการยับย้ังโดยการวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใส (clear zone) ท่ีได้ 
 

       ค่าร้อยละการยับย้ัง  = 100 -  ቂቀ
ோ

௥
ቁ   100ቃ	ݔ

 

    โดยท่ี  R = เส้นผ่านศูนย์กลางของชุดควบคุม (เส้นผ่านศูนย์กลางของ cock borer) 
           r = เส้นผ่านศูนย์กลางของชุดทดสอบ 
 

4. การวิเคราะห์ 
4.1 พีเอช วัดค่าพีเอชโดยเคร่ือง pH-meter 
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4.2 น้ําตาลรีดิวซ์ วิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐาน DNS method 
4.3 น้ําหนักเซลล์แห้ง นําตัวอย่างท่ีเก็บในแต่ละช่วงมากรองเอาเซลล์ออกด้วยกระดาษกรอง (ท่ีอบจนน้ําหนัก

คงท่ี) ล้างเซลล์ด้วยน้ํากลั่น 2 คร้ัง นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน เพ่ือหานํ้าหนักเซลล์แห้ง  
4.4. ปริมาณไคโตซาน ดัดแปลงตามวิธีของ Tayel et al. [8] นําตัวอย่างท่ีเก็บแต่ละช่วงปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

มากรองเซลล์ด้วยกระดาษกรอง Whatman No.4 ล้างเซลล์ด้วยน้ํากลั่น 2 ครั้งนําเส้นใยราที่ได้มาละลายในสารละลาย 1 N 
NaOH ในอัตราส่วน 1:20 (น้ําหนักเซลล์เปียกต่อปริมาตร) นําเซลล์ท่ีได้ไปให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งความดันไอท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แยกสารละลายด่างออกจากตะกอนไคโตซานโดยนํามาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30นาที ปรับสภาพไคโตซานท่ีได้ให้มีสภาวะเป็นกลางด้วยกรดอะซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5 กรองตะกอนไคโตซาน
และนําไคโตซานท่ีได้ไปทําให้แห้งโดยการอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จนน้ําหนักคงท่ี ชั่งปริมาณ      
ไคโตซานท่ีได้ 

 
ผลการวิจัย 

1. ผลความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของกากน้ําตาลในการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
  จากการศึกษาความเข้มข้นของกากน้ําตาลที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตไคโตซานของเชื้อ Mucor sp. ทําโดย   
เลี้ยงเชื้อ Mucor sp. ในอาหาร PDB สูตรดัดแปลงท่ีเติมกากน้ําตาลท่ี 4 ระดับความเข้มข้นได้แก่ร้อยละ 5, 10, 15 และ 20 ทํา
การเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังใน 
ภาพท่ี 1 (ซ้าย) ผลการทดลองท่ีได้พบว่าเชื้อ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานได้ในทุกระดับความเข้มข้นของ
กากน้ําตาล โดยอัตราการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้นจากวันท่ี 0-3 และเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่อง
จนถึงวันท่ี 7 โดยท่ีทุกระดับความเข้มข้นของกากน้ําตาลจะให้ผลเป็นไปในทิศทางเดียวกัน แต่จะพบว่าท่ีระดับความเข้มข้น
ของกากน้ําตาลที่ร้อยละ 5 จะให้อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อที่สูงสุดที่ 4,562 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และมีการผลิต     
ไคโตซานสูงท่ีสุดเท่ากับ 1.89 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
จากการศึกษาค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไคโตซานจากเชื้อ Mucor sp. โดยนําเชื้อไปเลี้ยงในอาหาร PDB สูตร

ดัดแปลงที่เติมกากน้ําตาลความเข้มข้นร้อยละ 5 และปรับค่า pH เริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ pH4, pH7 และ pH10 นําไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน ผลการทดลอง ดังแสดงใน
ภาพที่ 1 (ขวา) โดยจะพบว่าเชื้อ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตได้ในทุก pH เร่ิมต้นของอาหาร โดยในวันที่ 0-5 มีแนวโน้ม
การเจริญเติบโตของเชื้อเป็นไปในทิศทางเดียวกันคือเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่อง และเม่ือถึงวันท่ี 7 ท่ีเชื้อมีการเจริญอย่างเต็มท่ีจะพบ 
ว่าท่ี pH เร่ิมต้นของอาหารเท่ากับ 7 และ 10 จะให้ปริมาณจํานวนเซลล์ใกล้เคียงกันเท่ากับ 4,562 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร 
และ 4,654 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรตามลําดับ ในขณะที่ pH เร่ิมต้นของอาหารเท่ากับ 4 จะให้ปริมาณจํานวนเซลล์น้อยท่ีสุด 
4,021 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรและท่ี pH 10 จะให้การผลิตไคโตซานสูงท่ีสุดเท่ากับ 1.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3. ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
จากการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไคโตซานจากเชื้อ Mucor sp. ในอาหาร PDB สูตรดัดแปลงท่ีเติมกาก 

น้ําตาลความเข้มข้นร้อยละ 5 และปรับค่า pH เริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 10 ทําการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 20, 37 และ 45 
องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังแสดงในภาพท่ี 2 (a, b และ 
c) จากผลการทดลองท่ีได้พบว่า อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ Mucor sp. ท่ีอุณหภูมิ 20 และ 45 องศาเซลเซียส เชื้อจะมีอัตรา
การเจริญเติบโตที่ค่อนข้างตํ่าและคงที่ตลอดการเพาะเลี้ยง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเชื้อ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 37      
องศาเซลเซียส จะมีแนวโน้มของการเจริญเพิ่มสูงขึ้นตั้งแต่วันที่ 3-7 ของการเพาะเลี้ยงและให้ปริมาณเซลล์สูงสุดในวันที่ 7 
เท่ากับ 4,654 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และมีการผลิตไคโตซานได้สูงสุดเท่ากับ 2.90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

4. ผลการศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคของไคโตซานที่สกดัได้ 
การทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคของไคโตซานที่ผลิตได้จาก Mucor sp. ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค 5  

สายพันธ์ุได้แก่ E. coli, B. subtillis, S. aureus, C. hypolitica และ A. niger โดยวิธี agar well diffusion method บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ NA, YPD และ PDA วัดขนาดวงใสและคํานวณร้อยละค่าการยับย้ัง ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 1 พบว่า   
ไคโตซานท่ีสกัดได้และไคโตซานทางการค้ามีค่าการยับย้ังเชื้อ E. coli ได้ร้อยละ 41 เท่ากัน ในส่วนของเชื้อ B. subtillis ไคโตซานท่ี
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ผลิตได้ยับยั้งเชื้อ B. subtilis ได้ร้อยละ 60 และไคโตซานทางการค้ายับยั้งเชื้อ B. subtilis ได้ที่ร้อยละ 51 สําหรับเชื้อ           
S. aureus ไคโตซานท่ีผลิตได้ยับย้ังเชื้อ S. aureus ได้ร้อยละ 52 และไคโตซานทางการค้ายับย้ังเชื้อ   S. aureus ได้ร้อยละ 55  
เชื้อ C. hypolytica ไคโตซานท่ีผลิตได้ยับย้ังเชื้อ C. hypolytica ได้ร้อยละ 23 และไคโตซานทางการค้ายังยับย้ังเชื้อ                
C. hypolytica ได้ร้อยละ 39 แต่ในส่วนของเชื้อ A. niger ไคโตซานท่ีผลิตได้และไคโตซานทางการค้าไม่สามารถยับย้ังได้ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเชื้อ Mucor sp. ในอาหารสูตร PDB ดัดแปลงท่ีเติม 
ความเข้มข้นของกากน้ําตาลต่างกนั (ซ้าย) และอาหารสูตร PDB ดัดแปลงท่ีค่าพีเอชเร่ิมต้นต่างกัน (ขวา)  

(a) การเจริญเติบโตของเชื้อ  (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์  (c) ปริมาณไคโตซาน 
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(a) 

 

 

 

 
 

(b) 

 

 

 

 

 

(c) 
 

ภาพที่ 2 การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเชื้อ Mucor sp. ในอาหารสูตร PDB ดัดแปลงท่ีอุณหภูมิต่างกัน  
(a) การเจริญเติบโตของเชื้อ  (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์  (c) ปริมาณไคโตซาน 

 

อภิปรายผลการทดลอง 

จากการศึกษาความเข้มข้นของกากน้ําตาลท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตไคโตซานของเชื้อ Mucor sp. ถึงแม้จะพบว่า
เชื้อรา Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานได้ในทุกระดับความเข้มข้นของกากน้ําตาล แต่จะพบว่าท่ีระดับ 
ความเข้มข้นของกากนํ้าตาลท่ีร้อยละ 5 จะให้อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อท่ีสูงสุดสําหรับผลการผลิตไคโตซานจะสอดคล้อง
กับการเจริญเติบโตและจะพบว่าการผลิตไคโตซานมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเม่ือความเข้มข้นของกากน้ําตาลเพ่ิมข้ึน แต่อย่างไรก็ตาม
เม่ือความเข้มข้นของกากน้ําตาลเพ่ิมข้ึนเป็นร้อยละ 15 และ 20 ผลผลิตไคโตซานท่ีได้จะลดลง ท้ังนี้อาจมีผลเนื่องมาจาก   
ความเข้มข้นของสารต้ังต้นท่ีสูง เกินไปจะยับย้ังการเจริญเติบโตเ ม่ือเซลล์ เช่นการเจริญและผลิตลิปิดของยีสต์ 
Rhodosporidium toruloides Y4 ลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีมีปริมาณกลูโคสสูงกว่า 120 กรัมต่อลิตร [9] 

นอกจากนี้ผลการทดลองท่ีได้พบว่าปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์จะแปรผันกลับกับการเจริญเติบโตของเชื้อ Mucor sp. นั่น
คือเชื้อมีการนําน้ําตาลรีดิวซ์ไปใช้ในการเจริญเติบโต จึงทําให้มีปริมาณเซลล์ท่ีเพ่ิมมากข้ึนแต่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ท่ีลดลง    
สําหรับผลผลิตของไคโตซานท่ีได้จากการเลี้ยงเชื้อ Mucor sp. ในสูตรอาหาร PDB สูตรดัดแปลงท่ีเติมกากน้ําตาลและพบว่าท่ี
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ความเข้มข้นของกากน้ําตาลร้อยละ 5 ให้การผลิตไคโตซานสูงท่ีสุดเท่ากับ 1.89 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อ    
Mucor sp. สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดในความเข้มข้นของกากน้ําตาลร้อยละ 5 จึงมีผลทําให้การผลิตไคโตซานสูงกว่าความเข้มข้นอ่ืน 

สําหรับค่า pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไคโตซานของเชื้อ Mucor sp. พบว่าท่ีพีเอช 10 ให้
การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานสูงท่ีสุด โดยพบว่าท่ีพีเอชเร่ิมต้นของอาหารท่ีพีเอช 7 และ 10 ให้ปริมาณจํานวนเซลล์
ใกล้เคียงกัน ในขณะที่พีเอชเร่ิมต้นของอาหารเท่ากับ 4 ให้ปริมาณจํานวนเซลล์น้อยท่ีสุด ท้ังนี้อาจเป็นผลมาจากการท่ี     
Mucor sp. เป็นราในกลุ่มท่ีสามารถเจริญได้ดีในสภาวะท่ีมีความเป็นด่าง การปรับพีเอชของอาหารเร่ิมต้นให้เท่ากับ 4 จึงเป็น
สภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อในกลุ่มนี้ [10] เช่นเดียวกับรายงานการทดลองท่ีผ่านมา [11] พบว่าการเจริญ
ของเชื้อรา Mucor rouxii ในสภาวะปกติสามารถเจริญได้ในช่วงค่าพีเอช 5.0-7.5 แต่ความสามารถในการผลิตพอลิเมอร์
ชีวภาพเพิ่มสูงขึ้นเมื่อพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้น และผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพได้สูงที่สุดที่ค่าพีเอชเท่ากับ 10 ในขณะที่ผลของ
อุณหภูมิที่มีต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเชื้อ Mucor sp. พบว่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสให้ปริมาณ
เซลล์สูงสุด มีรายงานท่ีระบุว่าเชื้อราท่ีผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพส่วนใหญ่จะเจริญได้ดีและผลิตพอลิเมอร์ได้สูงสุดท่ีอุณหภูมิ
ระหว่าง 22-30 องศาเซลเซียส [12] สําหรับการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคของไคโตซานที่ผลิตได้จาก   
Mucor sp. ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค 5 สายพันธุ์ได้แก่ E. coli, B. subtillis, S. aureus, C. hypolytica และ A. niger
เปรียบเทียบกับไคโตซานทางการค้าพบว่าไคโตซานที่สกัดได้มีค่าการยับยั้งเชื้อ B. subtilis ได้ดีที่สุด สูงถึงร้อยละ 60 และ   
สูงกว่าฤทธิ์ยับย้ังของไคโตซานทางการค้า ในขณะที่ผลการยับย้ังเชื้อ E. coli และ S. aureus พบว่าท้ังไคโตซานท่ีผลิตได้ และ
ไคโตซานทางการค้าจะมีฤทธ์ิยับย้ังท่ีไม่แตกต่างกัน แต่ในส่วนของเชื้อ A. niger ไคโตซานที่ผลิตได้และไคโตซานทางการค้า  
ไม่สามารถยับย้ังได้ซ่ึงประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์จากไคโตซานข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์แหล่งท่ีมาของ
ไคโตซานและขนาดโมเลกุลของไคโตซานท่ีนํามาใช้ [13]  

 

ตารางท่ี 1 แสดงผลของไคโตซานท่ีมีผลยับย้ังเชื้อก่อโรค 

 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
1. สรุปผลการทดลอง 
 ความเข้มข้นของกากน้ําตาลร้อยละ 5 พีเอสเร่ิมต้นของอาหารเท่ากับ 10 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ให้การ

เจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานได้ดีท่ีสุดเท่ากับ 4,860 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตรและ 2.90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ
จากการศึกษาฤทธิ์ยับย้ังของไคโตซานที่ผลิตได้จาก Mucor sp. ต่อจุลินทรีย์ก่อโรค 5 สายพันธุ์ได้แก่ E. coli, B. subtillis,           
S. aureus, C. hypolytica และ A. niger พบว่า ไคโตซานที่ผลิตจาก Mucor sp. สามารถยับยั้งเชื้อจุลิทรีย์ก่อโรคได้ 4     
สายพันธ์ุประสิทธิภาพในการยับย้ังข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ก่อโรค และไม่สามารถยับย้ัง A. niger ได้   

2. ข้อเสนอแนะ 
 2.1 ควรมีการศึกษาการผลิตไคโตซานจากเชื้อราในสายพันธ์ุอ่ืน ๆ นอกเหนือจาก Mucor sp. เพ่ือเปรียบเทียบ

สายพันธ์ุท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตไคโตซานเพื่อใช้ในทางการค้าต่อไป 
 2.2 ควรมีการศึกษาการนําไคโตซานท่ีสกัดได้ไปประยุกต์ใช้ในสภาพแวดล้อมจริง เช่น การนําไปยับย้ังเชื้อก่อโรคในพืช 
 2.3 ศึกษาสูตรอาหารทดแทน หรือวัตถุดิบราคาถูกอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม เช่น กากถั่วเหลือง แป้งมันสําปะหลัง เป็นต้น 
 
 
 
 
 

 E. coli B. subtillis S. aureus C. hypolytica A. niger 
cm % cm % cm % cm % cm % 

ไคโตซาน 0.85 41 1.25 60 1.05 52 0.65 23 - - 
ไคโตซาน 
ทางการค้า 

0.85 41 1.025 51 1.125 55 0.825 39 - - 
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