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การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติไคโตซานจาก Mucor sp.  
และประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือกอโรค 

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

 

กากนํ้าตาลเปนผลผลิตพลอยไดจากการผลิตนํ้าตาลทราย ซ่ึงเปนสวนที่ไมสามารถตกผลึกนํ้าตาลไดอีก จึงเปนวัสดุ               
เศษเหลือจากโรงงานนํ้าตาลที่มีมากในประเทศไทย การใชประโยชนจากกากนํ้าตาลโดยนํามาใชเปนสารตั้งตนสําหรับเล้ียง
เช้ือจุลินทรียเพื่อผลิตผลิตภัณฑจึงถือเปนการเพิ่มมูลคาของทรัพยากรอยางหน่ึง งานวิจัยน้ีจึงศึกษาการนําเอากากนํ้าตาลที่มี
มากในพื้นที่ จ.นครปฐม มาใชเปนแหลงคารบอนสําหรับผลิตไคโตซานจากเช้ือ Mucor sp. จากการศึกษาความเขมขนของ
กากนํ้าตาล พีเอช และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซาน พบวาที่ความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 
สภาวะ pH เริ่มตน 10 และ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายหลังทําการเพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน จะใหการเจริญเติบโตและ
ผลิตไคโตซานไดดีที่สุดเทากับ 4,654 เซลลตอตารางเซนติเมตร และ 2.94 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ นอกจากน้ีเม่ือนํา
ไคโตซานที่สกัดไดมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือกอโรค 5 สายพันธุ พบวาไคโตซานที่สกัดไดสามารถยับยั้งเช้ือ Escherichia coli, 
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus และ Candida hypolytica  ไดรอยละ 60, 52, 41 และ 23 ตามลําดับ              
โดยไคโตซานที่สกัดไดสามารถยับยั้งเช้ือ E. coli และ B. subtilis ไดดีกวาไคโตซานทางการคา ในขณะที่ไคโตซานที่ผลิตไดและ
ไคโตซานทางการคาไมสามารถยับยั้งเช้ือ Aspergillus niger ไดเลย 

 

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 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 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. 
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1. บทนํา 
 

สารพอลิเมอรจากธรรมชาติหลายชนิดที่นิยมใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ สารตัวหน่ึงที่นาสนใจ คือ ไคโตซาน ซ่ึงเปน

อนุพันธของไคติน ไคโตซาน เปนพอลิเมอร ของ β - 1, 4-2-amino-2-deoxy-D-glucan เปนสารอินทรียที่มีโมเลกุลยาว               
มีสูตรคลายไคตินตางกันที่คารบอนตําแหนงที่ 2 เปน -NH2 จึงทําใหไคโตซานละลายไดในสารละลายหลายชนิดที่มีพีเอชเปนกรด 
(วิสิฐและลูกจันทร, 2533) ไคโตซานนํามาใชในอุตสาหกรรมหลายประเภทดังน้ี ทางการเกษตรใชประโยชนในการเคลือบผลไม
เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาใหนานขึ้น ไคโตซานใชเปนสารตกตะกอนจึงนําไปใชในการบําบัดนํ้าเสีย และใชในการแยกโลหะหนัก
บางชนิด ในทางการแพทยใชรักษาบาดแผล ชวยในการปลูกถายอวัยวะ เปนยาลดไขมันและคลอเลสเทอรอลได นอกจากน้ียัง
ใชในการตรึงเซลลหรือเอนไซมอีกดวย (Sashiwa et al., 2003; Sashiwa and Aiba, 2004) 

ไคโตซานที่ผลิตเพื่อการคาสวนมากผลิตจากไคตินที่ไดจากเปลือกกุงและปูดวยวิธีทางเคมี โดยการแยกหมูอะเซ็ททิ
ลออกจากไคตินดวยการตมกับสารละลายดางเขมขน 50% เรียกวิธีน้ีวา Deacetylation (Sashiwa and Aiba, 2004) ใน
ธรรมชาติจะ พบไคโตซานเปนสวนประกอบขอ งผนังเซลลราพวก Zygomycetes วงศ Mucoraceae ตัวอยางเชน Absidia 
spp., Mucor spp., Phycomyces spp. และ Rhizopus spp. (Mario et al., 2008) จากการศึกษาสวนประกอบของผนัง
เซลลของ Mucor rouxii พบวามีไคโตซานเปนองคประกอบอยูประมาณรอยละ 33 (Arcidiacono and Kaplan, 1992) ไคโต
ซานที่ผลิตดวยวิธีการทางเคมี   มีคุณภาพไมสมํ่าเสมอ นักวิจัยหลายกลุมจึงหันมาผลิตไคโตซานจากราในวงศ Mucoraceae 
ในป 2003, Andrade et al.ทําการผลิตและสกัดไคโตซานจาก Mucor circinelloides โดยทําการศึกษาปจจัยของอาหารที่มี
ผลตอการเล้ียงเช้ือรา พบวา M. circinelloides ใหการผลิตไคโตซานสูงสุดที่ กรัมตอลิตรเม่ือเล้ียงในอาหารที่มี  60  D-glucose 
เปนองคประกอบ นอกจากน้ีจากรายงานการวิจัยที่ผานมาพบวามีการศึกษาการผลิตไคโตซานจากราในหลายสายพันธุ อาทิ 
Rhizopus oryzea (ธัญพร คล่ีขยาย, 2551),  Mucor rouxii (Arcidiacono and  Kaplan, 1992) นอกจากน้ียังพบวาสภาวะ
ที่ใชในการเพาะเล้ียงยังมีผลตอคุณสมบัติของไคโตซานที่ผลิตไดอีกดวย (Chatterjee et al., 2004; Tayel et al., 2010) 
ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงสนใจศึกษาการผลิตไคโตซานจากเช้ือรา  สายพันธุ Mucor sp. โดยใชกากนํ้าตาลเปนสารตั้งตน ตลอดจน
การนําไคโตซานที่ผลิตไดมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรียกอโรค เพื่อเปนแนวทางในการนําไคโตซานที่ไดไปประยุกตใชตอไป 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

2.1  เพื่อผลิตพอลิเมอรชีวภาพไคโตซานจาก Mucor sp.  
2.2  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไคโตซานเม่ือใชกากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอน 
2.3  เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของไคโตซานที่ผลิตได 

 
3. ขอบเขตของการวิจัย 

 
ในการทดลองครั้งน้ีเปนการศึกษานํากากนํ้าตาลมาใชเปนแหลงคารบอนในการเล้ียงเช้ือ Mucor sp. เพื่อผลิตไคโต

ซาน โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมทั้งตอการเจริญของเช้ือและการผลิตไคโตซาน รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพของไคโตซานที่สกัด
ไดในการยับยั้งเช้ือกอโรค 5 สายพันธุไดแก Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus 
niger และ Candida hypolytica 
 
4.วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

4.1 ประเภทของการวิจัย 
ใชวิธีวิจัยแบบทดลองปฏิบัติ (Experimental research) 
 

4.2 ประชากรและกลุมตัวอยาง 
1. กากนํ้าตาล จากตัวแทนจําหนาย หมู 3 ต.ทัพหลวง อ.เมือง จ.นครปฐม 
2. ไคโตซานทางการคา ไคโตซานจากบริษัท Aquatic Nutrition Lab (A.N. Lab) จํากัด ประเทศไทย  
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3. จุลินทรียผลิตไคโตซานไดแก ราสายพันธุ Mucor sp. 
4. จุลินทรียกอโรคไดแก Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger 

และ Candida hypolytica 
 

4.3 เคร่ืองมือที่ใชในการวิจัย 
1. วัสดุอุปกรณวิทยาศาสตรและสารเคมีสําหรับตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยาหองปฏิบัติการ 
2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงและเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง 
3. กลองจุลทรรศนพรอมชุดคอมพิวเตอร 
 

4.4 ข้ันตอนการดําเนินการวิจัย 
1. การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมตน  
เขี่ยเสนใยรา ลงในอาหาร PDA ที่เติม Streptomycin (ความเขมขนรอยละ 0.002 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ตรวจนับจํานวนสปอรโดยใชฮีมาไซโตมิเตอร ปรับ
ความเขมขนสปอรใหอยูระหวาง 1-3 X106 สปอรตอมิลลิลิตร เพื่อใชเปนหัวเช้ือเริ่มตนในทุกชุดการทดลอง 

2. ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของกากน้ําตาลตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
เตรียมอาหารเหลวเล้ียงเช้ือสูตร PDB ดัดแปลง โดยเติมกากนํ้าตาลที่ความเขมขนรอยละ 5,  10,  15  และ 20 

ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เม่ือ
อาหารเย็น เติมกลาสปอรเช้ือรา Mucor sp. เริ่มตน ที่ความเขมขนรอยละ 10 นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120  รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน เก็บตัวอยางในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 ของการเพาะเล้ียง เพื่อนับ
จํานวนเซลลและวิเคราะหหาคาพีเอช นํ้าตาลรีดิวซ และปริมาณไคโตซานที่เช้ือผลิตได เลือกระดับความเขมขนของกากนํ้าตาลที่
ใหการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใชในการทดลองตอไป 

3. ศึกษา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
นําอาหารสูตรที่ใหการเจริญเติบโตและปริมาณไคโตซานสูงสุดจากขอ (2) มาปรับคา pH เริ่มตนของอาหารเล้ียงเช้ือที่ 

pH4, pH7 และ pH10 ทําการทดลองและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับชุดการทดลองที่ (2) เลือกคา pH เริ่มตนของอาหารที่ใหที่
ใหการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใชในการทดลองตอไป 

4. ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเก็บเกี่ยวเซลลเพื่อผลิตไคโตซาน 
นําอาหารสูตรที่ใหปริมาณไคโตซานสูงสุดจากขอ (2) และ คาpH เริ่มตนของอาหารจากผลการทดลองในขอ (3) มา

ทําการเพาะเล้ียงเช้ือรา Mucor sp. ทําการทดลองโดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 37 และ 45 องศาเซลเซียล เก็บตัวอยาง
เชนเดียวกับชุด การทดลองที่ (2) เลือกคาอุณหภูมิที่ใหการเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานสูงสุด นําไปใชในการเพาะเล้ียงเพื่อ
ผลิตไคโตซาน 

5. การเตรียมไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคา 
เตรียมสารละลายไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคาที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย ละลายไคโต

ซานแตละชนิด 1 กรัม ในกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 1 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากน้ันผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาที่
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จนไคโตซานละลายไดหมด ปรับพีเอชของสารละลายใหเปนกลางโดยใช
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 1 จากน้ันนําไปกรองผานแผนกรอง (filter membrane) ขนาด 0.45 
ไมครอนเพื่อฆาเช้ือ กอนนําไปทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง 

6.ศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่สกัดได 
การทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียกอโรคในหองปฏิบัติการโดยวิธี agar well diffusion method ทําโดยนํา

จุลินทรียกอโรค 5 สายพันธุ ไดแก E. coli, B. subtilis, S. aureus, A. niger  และ C. hypolytica มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
NB, PDB และ YPD บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ยกเวน A. niger เล้ียง 48 ช่ัวโมง เตรียมสารละลายของ
เช้ือจุลินทรียกอโรคแตละชนิดที่ความเขมขน 106 เซลลตอมิลลิลิตร ตรวจนับโดยใชฮีมาไซโตมีเตอร จากน้ันใชไมพันสําลีจุม
เช้ือจุลินทรียกอโรคแตละสายพันธุ บิดขางหลอดแกวพอหมาดแลวนําไปเกล่ียใหทั่วผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ NA, PDB และ 
YPD ทิ้งใหแหงนํา paper disc ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จุมลงในไคโตซานที่สกัดได ไคโตซานทางการคา (ชุด
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ควบคุมทางบวก) และ นํ้ากล่ันฆาเช้ือ (ชุดควบคุมทางลบ) และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
วิเคราะหผลการยับยั้งโดยการวัดเสนผาศูนยกลางของวงใส (clear zone) ที่ได 

คารอยละการยับยั้ง  = 100 -  

                  โดยที่ R  =  เสนผานศูนยกลางของชุดควบคุม (เสนผานศูนยกลางของ cock borer) 
                   r  =  เสนผานศูนยกลางของชุดทดสอบ 
 

4.5การวิเคราะห 
1. พีเอช วัดคาพีเอชโดยเครื่อง pH-meter 
2. นํ้าตาลรีดิวซ วิเคราะหตามวิธีมาตรฐาน DNS method 
3. นํ้าหนักเซลลแหง นําตัวอยางที่เก็บในแตละชวงมากรองเอาเซลลออกดวยกระดาษกรอง (ที่อบจนนํ้าหนักคงที่) 

ลางเซลลดวยนํ้ากล่ัน 2 ครั้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน เพื่อหานํ้าหนักเซลลแหง  
4. ปริมาณไคโตซาน ดัดแปลงตามวิธีของ Tayel และคณะ (2010) นําตัวอยางที่เก็บแตละชวงปริมาตร 100 

มิลลิลิตรมากรองเซลลดวยกระดาษกรอง Whatman No.4 ลางเซลลดวยนํ้ากล่ัน 2 ครั้ง นําเสนใยราที่ไดมาละลายใน
สารละลาย1 N NaOH ในอัตราสวน 1:20 (นํ้าหนักเซลลเปยกตอปริมาตร) นําเซลลที่ไดไปใหความรอนดวยหมอน่ึงความดันไอ
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที แยกสารละลายดางออกจากตะกอนไคโตซาน โดยนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาทีปรับสภาพไคโตซานที่ไดใหมีสภาวะเปนกลางดวยกรดอะซิติกที่ความเขมขนรอยละ 5 
กรองตะกอนไคโตซานและนําไคโตซานที่ไดไปทําใหแหงโดยการอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียล เปนเวลา 2 วัน จน
นํ้าหนักคงที่ ช่ังปริมาณไคโตซานที่ได 
 
5. ผลการวิจัย 
 

5.1  ผลความเขมขนที่เหมาะสมของกากน้ําตาลการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
 จากการศึกษาความเขมขนของกากนํ้าตาลที่มีผลตอการเจริญและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. ทําโดยเล้ียง

เช้ือ Mucor sp. ในอาหาร PDB สูตรดัดแปลงที่เติมกากนํ้าตาลที่ 4 ระดับความเขมขน ไดแกรอยละ 5, 10, 15 และ 20 ทํา 
การเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังใน
ภาพที่ 1 ผลการทดลองที่ไดพบวาเช้ือ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานไดในทุกระดับความเขมขนของ
กากนํ้าตาล โดยอัตราการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นจากวัน  ที่ 0 - 3 และเพิ่มขึ้นอยางตอเน่ือง
จนถึงวันที่ 7 โดยที่ทุกระดับความเขมขนของกากนํ้าตาลจะใหผลเปนไปในทิศทางเดียวกัน แตจะพบวาที่ระดับความเขมขนของ
กากนํ้าตาลที่รอยละ 5 จะใหอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือที่สูงสุดที่ 4,562 เซลลตอตารางเซนติเมตร และมีการผลิตไคโตซาน
สูงที่สุดเทากับ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

5.2 ผลของ pH ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
  จากการศึกษาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตไคโตซานจากเช้ือ Mucor sp. โดยนําเช้ือไปเล้ียงในอาหาร PDB สูตร
ดัดแปลงที่เติมกากนํ้าตาลความเขมขนรอยละ 5 และปรับคา pH เริ่มตนของอาหารใหเทากับ pH4, pH7 และ pH10 นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลอง ดังแสดงในภาพที่
2 (a, b และ c) โดยจะพบวาเช้ือ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตไดในทุก pH เริ่มตนของอาหาร โดยในวันที่ 0-5 มีแนวโนม
การเจริญเติบโตของเช้ือเปนไปในทิศทางเดียวกันคือเพิ่มขึ้นอยางตอเน่ือง และเม่ือถึงวันที่ 7 ที่เช้ือมีการเจริญอยางเต็มที่จะ
พบวาที่ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 7 และ 10 จะใหปริมาณจํานวนเซลลใกลเคียงกันเทากับ 4,562 เซลลตอตาราง
เซนติเมตร และ 4,654 เซลลตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ ในขณะที่ pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 4 จะใหปริมาณจํานวน
เซลลนอยที่สุด 4,021 เซลลตอตารางเซนติเมตร และที่ pH 10 จะใหการผลิตไคโตซานสูงที่สุดเทากับ 1.94 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 
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5.3 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตไคโตซานจากเช้ือ Mucor sp. ในอาหาร PDB สูตรดัดแปลงที่เติม

กากนํ้าตาลความเขมขนรอยละ 5 และปรับคา pH เริ่มตนของอาหารใหเทากับ 10 ทําการเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 20, 37 และ 45 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 3 (a, b และ c) 
จากผลการทดลองที่ไดพบวา อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 20 และ 45 องศาเซลเซียส เช้ือจะมีอัตรา
การเจริญเติบโตที่คอนขางต่ําและคงที่ตลอดการเพาะเล้ียง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส จะมีแนวโนมของการเจริญเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตวันที่ 3-7 ของการเพาะเล้ียงและใหปริมาณเซลลสูงสุดในวันที่ 7 เทากับ 
4,654 เซลลตอตารางเซนติเมตร และมีการผลิตไคโตซานไดสูงสุดเทากับ  2.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

 

5.4 ผลการศึกษาฤทธิ์ยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่สกัดได 
การทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่ผลิตไดจาก Mucor sp. ยับยั้งจุลินทรียกอโรค 5 สาย

พันธุ ไดแก E. coli , B. subtillis, S. aureus, C. hypolitica และ A. niger โดยวิธี agar well diffusion method บน
อาหารเล้ียงเช้ือ NA , YPD และ PDA วัดขนาดวงใสและคํานวณรอยละคาการยับยั้ง ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 1 พบวา  ไค
โตซาน ที่สกัดไดและ ไคโตซานทางการคามีคาการยับยั้งเช้ือ  E. coli  ไดรอยละ 41   เทากัน ในสวนของเช้ือ  B. subtilis ไคโตซานที่
ผลิตไดยับยั้งเช้ือ B. subtilis ไดรอยละ 60   และ ไคโตซานทางการคายับยั้งเช้ือ   B. subtilis ไดที่รอยละ 51   สําหรับเช้ือ S. 
aureus ไคโตซานที่ผลิตไดยับยั้งเช้ือ  S. aureus ไดรอยละ 52   และไคโตซานทางการคายับยั้งเช้ือ  S. aureus ไดรอยละ 55    
เช้ือ C. hypolytica ไคโตซานที่ผลิตไดยับยั้งเช้ือ C. lypotica  ไดรอยละ 23   และไคโตซานทางการคายับยั้งเช้ือ  C. hypolitica  
ไดรอยละ  39 แตในสวนของเช้ือ A. niger ไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคาไมสามารถยับยั้ง A. niger ได 
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ภาพที่ 1  การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp.ในอาหารสูตร BG medium 
ดัดแปลงที่เติมความเขมขนของกากนํ้าตาลตางกัน 

(a) การเจริญเติบโตของเช้ือ  (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ   (c) ปริมาณไคโตซาน 
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ภาพที่ 2 การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. ในอาหารสูตร BG medium 
ดัดแปลงที่คาพีเอชเริ่มตนตางกัน 

(a) การเจริญเติบโตของเช้ือ (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (c) ปริมาณไคโตซาน 
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ภาพที่ 3 การเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor  sp. ในอาหารสูตรBG medium 
ดัดแปลงที่อุณหภูมิตางกัน 

(a) การเจริญเติบโตของเช้ือ  (b) ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ  (c) ปริมาณไคโตซาน 
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ตารางที่ 1 ผลของไคโตซานที่มีผลยับยั้งเช้ือกอโรค 

 
6. อภิปรายผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาความเขมขนของกากนํ้าตาลที่มีผลตอการเจริญและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. ถึงแมจะพบวา
เช้ือรา Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตและผลิตไคโตซานไดในทุกระดับความเขมขนของกากนํ้าตาล แตจะพบวาที่ระดับความ
เขมขนของกากนํ้าตาลที่รอยละ 5 จะใหอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือที่สูงสุด โดยจะพบวาการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานมี
แนวโนมเพิ่มมากขึ้นจากวันที่ 0–3 ของการเพาะเล้ียง และเพิ่มขึ้นอยางตอเน่ืองจนถึงวันที่ 7 โดยที่ทุกระดับความเขมขนของ
กากนํ้าตาลจะใหผลการเจริญเติบโตเปนไปในทิศทางเดียวกัน สําหรับผลการผลิตไคโตซานจะสอดคลองกับการเจริญเติบโต 
และจะพบวาการผลิตไคโตซานมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเม่ือความเขมขนของกากนํ้าตาลเพิ่มขึ้น แตอยางไรก็ตามเม่ือความเขมขนของ
กากนํ้าตาลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 15 และ 20 ผลผลิตไคโตซานที่ไดจะลดลง ทั้งน้ีอาจมีผลเน่ืองมาจากความเขมขนของสารตั้งตน
ที่สูงเกินไปจะยับยั้งการเจริญเติบโตเม่ือเซลล เชน การเจริญและผลิตลิปดของยีสต Rhodosporidium toruloides Y4 ลดลง
เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารที่มีปริมาณกลูโคสสูงกวา 120 กรัมตอลิตร (Li et al., 2007) 

นอกจากน้ีผลการทดลองที่ไดพบวาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซจะแปรผันกลับกับการเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. น่ัน
คือเช้ือมีการนํานํ้าตาลรีดิวซไปใชในการเจริญเติบโต จึงทําใหมีปริมาณเซลลที่เพิ่มมากขึ้นแตมีปริมาณนํ้าตาลรีดิวซที่ลดลง 
สําหรับผลผลิตของไคโตซานที่ไดจากการเล้ียงเช้ือ Mucor sp. ในสูตรอาหาร PDB สูตรดัดแปลงที่เติมกากนํ้าตาล และพบวาที่
ความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 ใหการผลิตไคโตซานสูงที่สุดเทากับ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือ 
Mucor sp. สามารถเจริญไดดีที่สุดในความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 จึงมีผลทําใหการผลิตไคโตซานผลิตไดสูงกวาความ
เขมขนอ่ืน 

สําหรับคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซานของเช้ือ Mucor sp. พบวาที่ pH 10 และ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานสูงที่สุด โดยพบวาที่พีเอชเริ่มตนของอาหารที่ pH 7 และ 
pH 10 ใหปริมาณจํานวนเซลลใกลเคียงกัน ในขณะที่ pH เริ่มตนของอาหารที่ pH 4 ใหปริมาณจํานวนเซลลนอยที่สุด ทั้งน้ีอาจ
เปนผลมาจากการที่ Mucor sp. เปนราในกลุมที่สามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีความเปนดาง การปรับ pH ของอาหารเริ่มตน
ใหเทากับ 4 จึงเปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือในกลุมน้ี (Chen et al., 2008) เชนเดียวกับรายงานการ
ทดลองของ Abdel-Aziz et al. (2012) ที่พบวาการเจริญของเช้ือรา Mucor rouxii ในสภาวะปกติสามารถเจริญไดในชวงคา 
pH 5.0-7.5 แตความสามารถในการผลิตพอลิเมอรชีวภาพเพิ่มสูงขึ้นเม่ือ pH ของอาหารเพิ่มขึ้น และผลิตพอลิเมอรชีวภาพได
สูงที่สุดที่คา pH 10 ในขณะที่ผลของอุณหภูมิที่มีตอการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซาน ของเช้ือ Mucor sp. พบวา อัตรา
การเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 20 และ 45 องศาเซลเซียส มีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกัน คือมีอัตราการ
เจริญเติบโตที่คอนขางต่ําและคงที่ตลอดการเพาะเล้ียง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเช้ือ Mucor sp. ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตวันที่ 3-7 ของ    การเพาะเล้ียงและใหปริมาณเซลลสูงสุดทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือ Mucor sp. มีการ
เริ่มสรางสปอรเม่ือเช้ือเจริญไดประมาณ 24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (เกวลี และ ศันสนลักษณ, 2548) ซ่ึงใกลเคียงกับ
การทดลองที่ Mucor sp. สามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จึงเปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญ
และใหการผลิตไคโตซานสูงสุดเชนเดียวกัน ในขณะที่ Mahapatra and Banerjee (2013) รายงานวาเช้ือราที่ผลิตพอลิเมอร
ชีวภาพสวนใหญจะเจริญไดดีและผลิตพอลิเมอรไดสูงสุดที่อุณหภูมิระหวาง 22-30 องศาเซลเซียส และมีเพียงบางรายงานการ
ทดลองเทาน้ันที่ระบุวาเช้ือราผลิตพอลิเมอรจะเจริญไดดีที่อุณหภูมิต่ํากวา 20 องศาเซลเซียส (Kim and Yun, 2005) 

สําหรับการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียกอโรคของไคโตซานที่ผลิตไดจาก Mucor sp. ยับยั้งจุลินทรียกอโรค 5 
สายพันธุ  E. coli , B. subtillis, S. aureus, C. hypolytica และ A. niger เปรียบเทียบกับไตโตซานทางการคา พบวาไคโต

 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 
ทางการคา 

0.85 41 1.025 51 1.125 55 0.825 39 - - 
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ซานที่สกัดไดมีคาการยับยั้งเช้ือ B. subtilis ไดดีที่สุด สูงถึงรอยละ 60 และสูงกวาฤทธ์ิยับยั้งของไคโตซานทางการคา ในขณะที่
ผลการยับยั้งเช้ือ E. coli และ S. aureus  พบวาทั้งไคโตซานที่ผลิตได และไคโตซานทางการคาจะมีฤทธ์ิยับยั้งที่ไมแตกตางกัน 
แตในสวนของเช้ือ A. niger    ไคโตซานที่ผลิตไดและไคโตซานทางการคาไมสามารถยับยั้ง A. niger ได ซ่ึงประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียจากไคโตซานขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย แหลงที่มาของไคโตซาน และขนาดโมเลกุลของไคโตซาน
ที่นํามาใช (ฐิติมา และคณะ 2554) 

 
7. สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 7.1 สรุปผลการทดลอง 

   7.1.1 ศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของกากนํ้าตาลในการผลิตไคโตซาน 
         (1) ผลความเขมขนที่เหมาะสมของกากนํ้าตาลในการผลิตไคโตซาน  
     ความเขมขนของกากนํ้าตาลรอยละ 5 ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานไดดีที่สุด เทากับ 4,562 

เซลลตอตารางเซนติเมตร และ 1.89 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
       (2) ผลของ pH ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน  
    pH เริ่มตนเทากับ 10 ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานไดดีที่สุด เทากับ 4,654 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร และ 1.94 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
     (3) ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไคโตซาน 
   อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใหการเจริญเติบโตและการผลิตไคโตซานไดดีที่สุด เทากับ 4,860 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร และ 2.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
  7.1.2 ผลของคุณสมบัติสารตานจุลชีพของไคโตซานที่ผลิตได 
  จากการศึกษาฤทธ์ิยับยั้งของไคโตซานที่ผลิตไดจาก Mucor sp. ตอจุลินทรียกอโรค 5 สายพันธุ ไดแก E. coli, 

B. subtillis, S. aureus, C. hypolytica และ A. niger พบวา ไคโตซานที่ผลิตจาก Mucor sp. สามารถยับยั้งเช้ือจุลิทรียกอ
โรคได 4 สายพันธุ ประสิทธิภาพในการยับยั้งขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียกอโรค และไมสามารถยับยั้ง A. niger ได   

 

 7.2 ขอเสนอแนะ 
      1. ควรมีการศึกษาการผลิตไคโตซานจากเช้ือราในสายพันธุอ่ืน ๆ นอกเหนือจาก Mucor sp. เพื่อเปรียบเทียบสาย

พันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตไคโตซานเพื่อใชในทางการคาตอไป  
      2. ควรมีการศึกษาการนําไคโตซานที่สกัดไดไปประยุกตใชในสภาพแวดลอมจริง เชน การนําไปยับยั้งเช้ือกอโรคในพืช 
      3. ศึกษาสูตรอาหารทดแทน หรือวัตถุดิบราคาถูกอ่ืน ๆ เพิ่มเติม เชน กากถั่วเหลือง แปงมันสําปะหลัง เปนตน 
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