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การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติไคโตซานจาก Mucor sp.  
และประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือกอโรค 

The Optimization of Chitosan Production from Mucor Sp. 
and Its Effective to Inhibited Pathogenic Microorganism 
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บทคัดยอ 

 

กากนํ้าตาลเปนผลผลิตพลอยไดจากการผลิตนํ้าตาลทราย ซ่ึงเปนสวนที่ไมสามารถตกผลึกนํ้าตาลไดอีก จึงเปนวัสดุ               
เศษเหลือจากโรงงานนํ้าตาลที่มีมากในประเทศไทย การใชประโยชนจากกากนํ้าตาลโดยนํามาใชเปนสารตั้งตนสําหรับเล้ียง
เช้ือจุลินทรียเพื่อผลิตผลิตภัณฑจึงถือเปนการเพิ่มมูลคาของทรัพยากรอยางหน่ึง งานวิจัยน้ีจึงศึกษาการนําเอากากนํ้าตาลที่มี
มากในพื้นที่ จ.นครปฐม มาใชเปนแหลงคารบอนสําหรับผลิตไคโตซานจากเช้ือ Mucor sp. จากการศึกษาความเขมขนของ
กากนํ้าตาล พีเอช และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซาน พบวาที่ความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 
สภาวะ pH เริ่มตน 10 และ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายหลังทําการเพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน จะใหการเจริญเติบโตและ
ผลิตไคโตซานไดดีที่สุดเทากับ 4,654 เซลลตอตารางเซนติเมตร และ 2.94 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ นอกจากน้ีเม่ือนํา
ไคโตซานที่สกัดไดมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือกอโรค 5 สายพันธุ พบวาไคโตซานที่สกัดไดสามารถยับยั้งเช้ือ Escherichia coli, 
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus และ Candida hypolytica  ไดรอยละ 60, 52, 41 และ 23 ตามลําดับ              
โดยไคโตซานที่สกัดไดสามารถยับยั้งเช้ือ E. coli และ B. subtilis ไดดีกวาไคโตซานทางการคา ในขณะที่ไคโตซานที่ผลิตไดและ
ไคโตซานทางการคาไมสามารถยับยั้งเช้ือ Aspergillus niger ไดเลย 

 

คําสําคัญ: ไคโตซาน, กากนํ้าตาล, Mucor sp. 
 

Abstract 
 

Molasses; by-products from sugar production that cannot further precipitated and become 
waste products from the sugar productions in Thailand. A new application of molasses as substrate for 
bio production has been interested to add value of local natural product resources, especially Nakhon 
Pathom Province. The aim of this study was to utilized 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 found that, the 
highest cell growth and the highest chitosan production of 4,654 cell/cm2 and 2.94 mg/m, respectivelyl 

was obtained at molasses concentration of 5%, initial pH 10 and optimum temperature 37C 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 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 Aspergillus niger. 
 

Keywords: chitosan, molasses, Mucor sp. 
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1. บทนํา 
 

สารพอลิเมอรจากธรรมชาติหลายชนิดที่นิยมใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ สารตัวหน่ึงที่นาสนใจ คือ ไคโตซาน ซ่ึงเปน

อนุพันธของไคติน ไคโตซาน เปนพอลิเมอร ของ β - 1, 4-2-amino-2-deoxy-D-glucan เปนสารอินทรียที่มีโมเลกุลยาว               
มีสูตรคลายไคตินตางกันที่คารบอนตําแหนงที่ 2 เปน -NH2 จึงทําใหไคโตซานละลายไดในสารละลายหลายชนิดที่มีพีเอชเปนกรด 
(วิสิฐและลูกจันทร, 2533) ไคโตซานนํามาใชในอุตสาหกรรมหลายประเภทดังน้ี ทางการเกษตรใชประโยชนในการเคลือบผลไม
เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาใหนานขึ้น ไคโตซานใชเปนสารตกตะกอนจึงนําไปใชในการบําบัดนํ้าเสีย และใชในการแยกโลหะหนัก
บางชนิด ในทางการแพทยใชรักษาบาดแผล ชวยในการปลูกถายอวัยวะ เปนยาลดไขมันและคลอเลสเทอรอลได นอกจากน้ียัง
ใชในการตรึงเซลลหรือเอนไซมอีกดวย (Sashiwa et al., 2003; Sashiwa and Aiba, 2004) 

ไคโตซานที่ผลิตเพื่อการคาสวนมากผลิตจากไคตินที่ไดจากเปลือกกุงและปูดวยวิธีทางเคมี โดยการแยกหมูอะเซ็ททิ
ลออกจากไคตินดวยการตมกับสารละลายดางเขมขน 50% เรียกวิธีน้ีวา Deacetylation (Sashiwa and Aiba, 2004) ใน
ธรรมชาติจะ พบไคโตซานเปนสวนประกอบขอ งผนังเซลลราพวก Zygomycetes วงศ Mucoraceae ตัวอยางเชน Absidia 
spp., Mucor spp., Phycomyces spp. และ Rhizopus spp. (Mario et al., 2008) จากการศึกษาสวนประกอบของผนัง
เซลลของ Mucor rouxii พบวามีไคโตซานเปนองคประกอบอยูประมาณรอยละ 33 (Arcidiacono and Kaplan, 1992) ไคโต
ซานที่ผลิตดวยวิธีการทางเคมี   มีคุณภาพไมสมํ่าเสมอ นักวิจัยหลายกลุมจึงหันมาผลิตไคโตซานจากราในวงศ Mucoraceae 
ในป 2003, Andrade et al.ทําการผลิตและสกัดไคโตซานจาก Mucor circinelloides โดยทําการศึกษาปจจัยของอาหารที่มี
ผลตอการเล้ียงเช้ือรา พบวา M. circinelloides ใหการผลิตไคโตซานสูงสุดที่ กรัมตอลิตรเม่ือเล้ียงในอาหารที่มี  60  D-glucose 
เปนองคประกอบ นอกจากน้ีจากรายงานการวิจัยที่ผานมาพบวามีการศึกษาการผลิตไคโตซานจากราในหลายสายพันธุ อาทิ 
Rhizopus oryzea (ธัญพร คล่ีขยาย, 2551),  Mucor rouxii (Arcidiacono and  Kaplan, 1992) นอกจากน้ียังพบวาสภาวะ
ที่ใชในการเพาะเล้ียงยังมีผลตอคุณสมบัติของไคโตซานที่ผลิตไดอีกดวย (Chatterjee et al., 2004; Tayel et al., 2010) 
ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงสนใจศึกษาการผลิตไคโตซานจากเช้ือรา  สายพันธุ Mucor sp. โดยใชกากนํ้าตาลเปนสารตั้งตน ตลอดจน
การนําไคโตซานที่ผลิตไดมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรียกอโรค เพื่อเปนแนวทางในการนําไคโตซานที่ไดไปประยุกตใชตอไป 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

2.1  เพื่อผลิตพอลิเมอรชีวภาพไคโตซานจาก Mucor sp.  
2.2  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไคโตซานเม่ือใชกากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอน 
2.3  เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของไคโตซานที่ผลิตได 

 
3. ขอบเขตของการวิจัย 

 
ในการทดลองครั้งน้ีเปนการศึกษานํากากนํ้าตาลมาใชเปนแหลงคารบอนในการเล้ียงเช้ือ Mucor sp. เพื่อผลิตไคโต

ซาน โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมทั้งตอการเจริญของเช้ือและการผลิตไคโตซาน รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพของไคโตซานที่สกัด
ไดในการยับยั้งเช้ือกอโรค 5 สายพันธุไดแก Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus 
niger และ Candida hypolytica 
 
4.วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

4.1 ประเภทของการวิจัย 
ใชวิธีวิจัยแบบทดลองปฏิบัติ (Experimental research) 
 

4.2 ประชากรและกลุมตัวอยาง 
1. กากนํ้าตาล จากตัวแทนจําหนาย หมู 3 ต.ทัพหลวง อ.เมือง จ.นครปฐม 
2. ไคโตซานทางการคา ไคโตซานจากบริษัท Aquatic Nutrition Lab (A.N. Lab) จํากัด ประเทศไทย  
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3. จุลินทรียผลิตไคโตซานไดแก ราสายพันธุ Mucor sp. 
4. จุลินทรียกอโรคไดแก Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger 

และ Candida hypolytica 
 

4.3 เคร่ืองมือที่ใชในการวิจัย 
1. วัสดุอุปกรณวิทยาศาสตรและสารเคมีสําหรับตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยาหองปฏิบัติการ 
2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงและเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง 
3. กลองจุลทรรศนพรอมชุดคอมพิวเตอร 
 

4.4 ข้ันตอนการดําเนินการวิจัย 
1. การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมตน  
เขี่ยเสนใยรา ลงในอาหาร PDA ที่เติม Streptomycin (ความเขมขนรอยละ 0.002 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ตรวจนับจํานวนสปอรโดยใชฮีมาไซโตมิเตอร ปรับ
ความเขมขนสปอรใหอยูระหวาง 1-3 X106 สปอรตอมิลลิลิตร เพื่อใชเปนหัวเช้ือเริ่มตนในทุกชุดการทดลอง 

2. ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของกากน้ําตาลตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
เตรียมอาหารเหลวเล้ียงเช้ือสูตร PDB ดัดแปลง โดยเติมกากนํ้าตาลที่ความเขมขนรอยละ 5,  10,  15  และ 20 

ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เม่ือ
อาหารเย็น เติมกลาสปอรเช้ือรา Mucor sp. เริ่มตน ที่ความเขมขนรอยละ 10 นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120  รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน เก็บตัวอยางในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 ของการเพาะเล้ียง เพื่อนับ
จํานวนเซลลและวิเคราะหหาคาพีเอช นํ้าตาลรีดิวซ และปริมาณไคโตซานที่เช้ือผลิตได เลือกระดับความเขมขนของกากนํ้าตาลที่
ใหการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใชในการทดลองตอไป 

3. ศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
นําอาหารสูตรที่ใหการเจริญเติบโตและปริมาณไคโตซานสูงสุดจากขอ (2) มาปรับคา pH เริ่มตนของอาหารเล้ียงเช้ือที่ 

pH4, pH7 และ pH10 ทําการทดลองและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับชุดการทดลองที่ (2) เลือกคา pH เริ่มตนของอาหารที่ใหที่
ใหการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใชในการทดลองตอไป 

4. ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเก็บเกี่ยวเซลลเพื่อผลิตไคโตซาน 
นําอาหารสูตรที่ใหปริมาณไคโตซานสูงสุดจากขอ (2) และ คาpH เริ่มตนของอาหารจากผลการทดลองในขอ (3) มา

ทําการเพาะเล้ียงเช้ือรา Mucor sp. ทําการทดลองโดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 37 และ 45 องศาเซลเซียล เก็บตัวอยาง
เชนเดียวกับชุด การทดลองที่ (2) เลือกคาอุณหภูมิที่ใหการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใชในการเพาะเล้ียงเพื่อ
ผลิตไคโตซาน 

5. การเตรียมไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคา 
เตรียมสารละลายไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคาที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย ละลายไคโต

ซานแตละชนิด 1 กรัม ในกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 1 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากน้ันผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาที่
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จนไคโตซานละลายไดหมด ปรับพีเอชของสารละลายใหเปนกลางโดยใช
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 1 จากน้ันนําไปกรองผานแผนกรอง (filter membrane) ขนาด 0.45 
ไมครอนเพื่อฆาเช้ือ กอนนําไปทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง 

6.ศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่สกัดได 
การทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียกอโรคในหองปฏิบัติการโดยวิธี agar well diffusion method ทําโดยนํา

จุลินทรียกอโรค 5 สายพันธุ ไดแก E. coli, B. subtilis, S. aureus, A. niger  และ C. hypolytica มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
NB, PDB และ YPD บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ยกเวน A. niger เล้ียง 48 ช่ัวโมง เตรียมสารละลายของ
เช้ือจุลินทรียกอโรคแตละชนิดที่ความเขมขน 106 เซลลตอมิลลิลิตร ตรวจนับโดยใชฮีมาไซโตมีเตอร จากน้ันใชไมพันสําลีจุม
เช้ือจุลินทรียกอโรคแตละสายพันธุ บิดขางหลอดแกวพอหมาดแลวนําไปเกล่ียใหทั่วผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ NA, PDB และ 
YPD ทิ้งใหแหงนํา paper disc ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จุมลงในไคโตซานที่สกัดได ไคโตซานทางการคา (ชุด
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ควบคุมทางบวก) และ นํ้ากล่ันฆาเช้ือ (ชุดควบคุมทางลบ) และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
วิเคราะหผลการยับยั้งโดยการวัดเสนผาศูนยกลางของวงใส (clear zone) ที่ได 

คารอยละการยับยั้ง  = 100 -  

                  โดยที่ R  =  เสนผานศูนยกลางของชุดควบคุม (เสนผานศูนยกลางของ cock borer) 
                   r  =  เสนผานศูนยกลางของชุดทดสอบ 
 

4.5การวิเคราะห 
1. พีเอช วัดคาพีเอชโดยเครื่อง pH-meter 
2. นํ้าตาลรีดิวซ วิเคราะหตามวิธีมาตรฐาน DNS method 
3. นํ้าหนักเซลลแหง นําตัวอยางที่เก็บในแตละชวงมากรองเอาเซลลออกดวยกระดาษกรอง (ที่อบจนนํ้าหนักคงที่) 

ลางเซลลดวยนํ้ากล่ัน 2 ครั้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน เพื่อหานํ้าหนักเซลลแหง  
4. ปริมาณไคโตซาน ดัดแปลงตามวิธีของ Tayel และคณะ (2010) นําตัวอยางที่เก็บแตละชวงปริมาตร 100 

มิลลิลิตรมากรองเซลลดวยกระดาษกรอง Whatman No.4 ลางเซลลดวยนํ้ากล่ัน 2 ครั้ง นําเสนใยราที่ไดมาละลายใน
สารละลาย1 N NaOH ในอัตราสวน 1:20 (นํ้าหนักเซลลเปยกตอปริมาตร) นําเซลลที่ไดไปใหความรอนดวยหมอน่ึงความดันไอ
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที แยกสารละลายดางออกจากตะกอนไคโตซาน โดยนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาทีปรับสภาพไคโตซานที่ไดใหมีสภาวะเปนกลางดวยกรดอะซิติกที่ความเขมขนรอยละ 5 
กรองตะกอนไคโตซานและนําไคโตซานที่ไดไปทําใหแหงโดยการอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 2 วัน จน
นํ้าหนักคงที่ ช่ังปริมาณไคโตซานที่ได 
 
5. ผลการวิจัย 
 

5.1  ผลความเขมขนที่เหมาะสมของกากน้ําตาลการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
 จากการศึกษาความเขมขนของกากนํ้าตาลที่มีผลตอการเจริญและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. ทําโดยเล้ียง

เช้ือ Mucor sp. ในอาหาร PDB สูตรดัดแปลงที่เติมกากนํ้าตาลที่ 4 ระดับความเขมขน ไดแกรอยละ 5, 10, 15 และ 20 ทํา 
การเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังใน
ภาพที่ 1 ผลการทดลองที่ไดพบวาเช้ือ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานไดในทุกระดับความเขมขนของ
กากนํ้าตาล โดยอัตราการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นจากวัน  ที่ 0 - 3 และเพิ่มขึ้นอยางตอเน่ือง
จนถึงวันที่ 7 โดยที่ทุกระดับความเขมขนของกากนํ้าตาลจะใหผลเปนไปในทิศทางเดียวกัน แตจะพบวาที่ระดับความเขมขนของ
กากนํ้าตาลที่รอยละ 5 จะใหอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือที่สูงสุดที่ 4,562 เซลลตอตารางเซนติเมตร และมีการผลิตไคโตซาน
สูงที่สุดเทากับ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

5.2 ผลของ pH ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
  จากการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตไคโตซานจากเช้ือ Mucor sp. โดยนําเช้ือไปเล้ียงในอาหาร PDB สูตร
ดัดแปลงที่เติมกากนํ้าตาลความเขมขนรอยละ 5 และปรับคา pH เริ่มตนของอาหารใหเทากับ pH4, pH7 และ pH10 นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลอง ดังแสดงในภาพที่
2 (a, b และ c) โดยจะพบวาเช้ือ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตไดในทุก pH เริ่มตนของอาหาร โดยในวันที่ 0-5 มีแนวโนม
การเจริญเติบโตของเช้ือเปนไปในทิศทางเดียวกันคือเพิ่มขึ้นอยางตอเน่ือง และเม่ือถึงวันที่ 7 ที่เช้ือมีการเจริญอยางเต็มที่จะ
พบวาที่ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 7 และ 10 จะใหปริมาณจํานวนเซลลใกลเคียงกันเทากับ 4,562 เซลลตอตาราง
เซนติเมตร และ 4,654 เซลลตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ ในขณะที่ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 4 จะใหปริมาณจํานวน
เซลลนอยที่สุด 4,021 เซลลตอตารางเซนติเมตร และที่ pH 10 จะใหการผลิตไคโตซานสูงที่สุดเทากับ 1.94 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 
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5.3 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตไคโตซานจากเช้ือ Mucor sp. ในอาหาร PDB สูตรดัดแปลงที่เติม

กากนํ้าตาลความเขมขนรอยละ 5 และปรับคา pH เริ่มตนของอาหารใหเทากับ 10 ทําการเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 20, 37 และ 45 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 3 (a, b และ c) 
จากผลการทดลองที่ไดพบวา อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 20 และ 45 องศาเซลเซียส เช้ือจะมีอัตรา
การเจริญเติบโตที่คอนขางต่ําและคงที่ตลอดการเพาะเล้ียง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส จะมีแนวโนมของการเจริญเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตวันที่ 3-7 ของการเพาะเล้ียงและใหปริมาณเซลลสูงสุดในวันที่ 7 เทากับ 
4,654 เซลลตอตารางเซนติเมตร และมีการผลิตไคโตซานไดสูงสุดเทากับ  2.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

 

5.4 ผลการศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่สกัดได 
การทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่ผลิตไดจาก Mucor sp. ยับยั้งจุลินทรียกอโรค 5 สาย

พันธุ ไดแก E. coli , B. subtillis, S. aureus, C. hypolitica และ A. niger โดยวิธี agar well diffusion method บน
อาหารเล้ียงเช้ือ NA , YPD และ PDA วัดขนาดวงใสและคํานวณรอยละคาการยับยั้ง ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 1 พบวา  ไค
โตซาน ที่สกัดไดและ ไคโตซานทางการคามีคาการยับยั้งเช้ือ  E. coli  ไดรอยละ 41   เทากัน ในสวนของเช้ือ  B. subtilis ไคโตซานที่
ผลิตไดยับยั้งเช้ือ B. subtilis ไดรอยละ 60   และ ไคโตซานทางการคายับยั้งเช้ือ   B. subtilis ไดที่รอยละ 51   สําหรับเช้ือ S. 
aureus ไคโตซานที่ผลิตไดยับยั้งเช้ือ  S. aureus ไดรอยละ 52   และไคโตซานทางการคายับยั้งเช้ือ  S. aureus ไดรอยละ 55    
เช้ือ C. hypolytica ไคโตซานที่ผลิตไดยับยั้งเช้ือ C. lypotica  ไดรอยละ 23   และไคโตซานทางการคายับยั้งเช้ือ  C. hypolitica  
ไดรอยละ  39 แตในสวนของเช้ือ A. niger ไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคาไมสามารถยับยั้ง A. niger ได 
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ภาพที่ 1  การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp.ในอาหารสูตร BG medium 
ดัดแปลงที่เติมความเขมขนของกากนํ้าตาลตางกัน 

(a) การเจริญเติบโตของเช้ือ  (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ   (c) ปริมาณไคโตซาน 

 

 

 

 

 

 

Re
du

ci
ng

 s
ug

ar
 (m

g/
m

l) 
Ch

ito
sa

n 
(m

g/
m

l) 
Ce

ll 
gr

ow
th

 (c
el

l/ 
cm

2 ) 

(a) 

(c) 

(b) 

 



 การประชุมวิชาการระดับชาต ิมหาวิทยาลัยราชภฏันครปฐม ครั้งที ่7   
มหาวิทยาลัยราชภฏันครปฐม | จังหวัดนครปฐม | ประเทศไทย | 30 – 31 มีนาคม 2558 

 พัฒนางานวิจัย สรางสรรคประเทศไทย กาวไกลสูประชาคมอาเซียน | 815 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. ในอาหารสูตร BG medium 
ดัดแปลงที่คาพีเอชเริ่มตนตางกัน 

(a) การเจริญเติบโตของเช้ือ (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (c) ปริมาณไคโตซาน 
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ภาพที่ 3 การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor  sp. ในอาหารสูตรBG medium 
ดัดแปลงที่อุณหภูมิตางกัน 

(a) การเจริญเติบโตของเช้ือ  (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ  (c) ปริมาณไคโตซาน 
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ตารางที่ 1 ผลของไคโตซานที่มีผลยับยั้งเช้ือกอโรค 

 
6. อภิปรายผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาความเขมขนของกากนํ้าตาลที่มีผลตอการเจริญและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. ถึงแมจะพบวา
เช้ือรา Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานไดในทุกระดับความเขมขนของกากนํ้าตาล แตจะพบวาที่ระดับความ
เขมขนของกากนํ้าตาลที่รอยละ 5 จะใหอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือที่สูงสุด โดยจะพบวาการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานมี
แนวโนมเพิ่มมากขึ้นจากวันที่ 0–3 ของการเพาะเล้ียง และเพิ่มขึ้นอยางตอเน่ืองจนถึงวันที่ 7 โดยที่ทุกระดับความเขมขนของ
กากนํ้าตาลจะใหผลการเจริญเติบโตเปนไปในทิศทางเดียวกัน สําหรับผลการผลิตไคโตซานจะสอดคลองกับการเจริญเติบโต 
และจะพบวาการผลิตไคโตซานมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเม่ือความเขมขนของกากนํ้าตาลเพิ่มขึ้น แตอยางไรก็ตามเม่ือความเขมขนของ
กากนํ้าตาลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 15 และ 20 ผลผลิตไคโตซานที่ไดจะลดลง ทั้งน้ีอาจมีผลเน่ืองมาจากความเขมขนของสารตั้งตน
ที่สูงเกินไปจะยับยั้งการเจริญเติบโตเม่ือเซลล เชน การเจริญและผลิตลิปดของยีสต Rhodosporidium toruloides Y4 ลดลง
เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารที่มีปริมาณกลูโคสสูงกวา 120 กรัมตอลิตร (Li et al., 2007) 

นอกจากน้ีผลการทดลองที่ไดพบวาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซจะแปรผันกลับกับการเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. น่ัน
คือเช้ือมีการนํานํ้าตาลรีดิวซไปใชในการเจริญเติบโต จึงทําใหมีปริมาณเซลลที่เพิ่มมากขึ้นแตมีปริมาณนํ้าตาลรีดิวซที่ลดลง 
สําหรับผลผลิตของไคโตซานที่ไดจากการเล้ียงเช้ือ Mucor sp. ในสูตรอาหาร PDB สูตรดัดแปลงที่เติมกากนํ้าตาล และพบวาที่
ความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 ใหการผลิตไคโตซานสูงที่สุดเทากับ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือ 
Mucor sp. สามารถเจริญไดดีที่สุดในความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 จึงมีผลทําใหการผลิตไคโตซานผลิตไดสูงกวาความ
เขมขนอ่ืน 

สําหรับคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. พบวาที่ pH 10 และ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานสูงที่สุด โดยพบวาที่พีเอชเริ่มตนของอาหารที่ pH 7 และ 
pH 10 ใหปริมาณจํานวนเซลลใกลเคียงกัน ในขณะที่ pH เริ่มตนของอาหารที่ pH 4 ใหปริมาณจํานวนเซลลนอยที่สุด ทั้งน้ีอาจ
เปนผลมาจากการที่ Mucor sp. เปนราในกลุมที่สามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีความเปนดาง การปรับ pH ของอาหารเริ่มตน
ใหเทากับ 4 จึงเปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือในกลุมน้ี (Chen et al., 2008) เชนเดียวกับรายงานการ
ทดลองของ Abdel-Aziz et al. (2012) ที่พบวาการเจริญของเช้ือรา Mucor rouxii ในสภาวะปกติสามารถเจริญไดในชวงคา 
pH 5.0-7.5 แตความสามารถในการผลิตพอลิเมอรชีวภาพเพิ่มสูงขึ้นเม่ือ pH ของอาหารเพิ่มขึ้น และผลิตพอลิเมอรชีวภาพได
สูงที่สุดที่คา pH 10 ในขณะที่ผลของอุณหภูมิที่มีตอการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซาน ของเช้ือ Mucor sp. พบวา อัตรา
การเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 20 และ 45 องศาเซลเซียส มีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกัน คือมีอัตราการ
เจริญเติบโตที่คอนขางต่ําและคงที่ตลอดการเพาะเล้ียง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตวันที่ 3-7 ของ    การเพาะเล้ียงและใหปริมาณเซลลสูงสุดทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือ Mucor sp. มีการ
เริ่มสรางสปอรเม่ือเช้ือเจริญไดประมาณ 24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (เกวลี และ ศันสนลักษณ, 2548) ซ่ึงใกลเคียงกับ
การทดลองที่ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จึงเปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญ
และใหการผลิตไคโตซานสูงสุดเชนเดียวกัน ในขณะที่ Mahapatra and Banerjee (2013) รายงานวาเช้ือราที่ผลิตพอลิเมอร
ชีวภาพสวนใหญจะเจริญไดดีและผลิตพอลิเมอรไดสูงสุดที่อุณหภูมิระหวาง 22-30 องศาเซลเซียส และมีเพียงบางรายงานการ
ทดลองเทาน้ันที่ระบุวาเช้ือราผลิตพอลิเมอรจะเจริญไดดีที่อุณหภูมิต่ํากวา 20 องศาเซลเซียส (Kim and Yun, 2005) 

สําหรับการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่ผลิตไดจาก Mucor sp. ยับยั้งจุลินทรียกอโรค 5 
สายพันธุ  E. coli , B. subtillis, S. aureus, C. hypolytica และ A. niger เปรียบเทียบกับไตโตซานทางการคา พบวาไคโต

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

ไคโตซาน 0.85 41 1.25 60 1.05 52 0.65 23 - - 

ไคโตซาน 
ทางการคา 

0.85 41 1.025 51 1.125 55 0.825 39 - - 
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ซานที่สกัดไดมีคาการยับยั้งเช้ือ B. subtilis ไดดีที่สุด สูงถึงรอยละ 60 และสูงกวาฤทธ์ิยับยั้งของไคโตซานทางการคา ในขณะที่
ผลการยับยั้งเช้ือ E. coli และ S. aureus  พบวาทั้งไคโตซานที่ผลิตได และไคโตซานทางการคาจะมีฤทธ์ิยับยั้งที่ไมแตกตางกัน 
แตในสวนของเช้ือ A. niger    ไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคาไมสามารถยับยั้ง A. niger ได ซ่ึงประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียจากไคโตซานขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย แหลงที่มาของไคโตซาน และขนาดโมเลกุลของไคโตซาน
ที่นํามาใช (ฐิติมา และคณะ 2554) 

 
7. สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 7.1 สรุปผลการทดลอง 

   7.1.1 ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของกากนํ้าตาลในการผลิตไคโตซาน 
         (1) ผลความเขมขนที่เหมาะสมของกากนํ้าตาลในการผลิตไคโตซาน  
     ความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานไดดีที่สุด เทากับ 4,562 

เซลลตอตารางเซนติเมตร และ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
       (2) ผลของ pH ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน  
    pH เริ่มตนเทากับ 10 ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานไดดีที่สุด เทากับ 4,654 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร และ 1.94 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
     (3) ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
   อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานไดดีที่สุด เทากับ 4,860 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร และ 2.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
  7.1.2 ผลของคุณสมบัติสารตานจุลชีพของไคโตซานที่ผลิตได 
  จากการศึกษาฤทธ์ิยับยั้งของไคโตซานที่ผลิตไดจาก Mucor sp. ตอจุลินทรียกอโรค 5 สายพันธุ ไดแก E. coli, 

B. subtillis, S. aureus, C. hypolytica และ A. niger พบวา ไคโตซานที่ผลิตจาก Mucor sp. สามารถยับยั้งเช้ือจุลิทรียกอ
โรคได 4 สายพันธุ ประสิทธิภาพในการยับยั้งขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียกอโรค และไมสามารถยับยั้ง A. niger ได   

 

 7.2 ขอเสนอแนะ 
      1. ควรมีการศึกษาการผลิตไคโตซานจากเช้ือราในสายพันธุอ่ืน ๆ นอกเหนือจาก Mucor sp. เพื่อเปรียบเทียบสาย

พันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตไคโตซานเพื่อใชในทางการคาตอไป  
      2. ควรมีการศึกษาการนําไคโตซานที่สกัดไดไปประยุกตใชในสภาพแวดลอมจริง เชน การนําไปยับยั้งเช้ือกอโรคในพืช 
      3. ศึกษาสูตรอาหารทดแทน หรือวัตถุดิบราคาถูกอ่ืน ๆ เพิ่มเติม เชน กากถั่วเหลือง แปงมันสําปะหลัง เปนตน 
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