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1. 

บทน ำ 
 

โพลคีไีทด ์ (polyketide) เป็นผลติภณัฑธ์รรมชำตทิีพ่บในสิง่มชีวีติหลำยประเภทเชน่ พชื แบคทเีรยี และ

เชือ้รำ สำรกลุม่นีจ้ัดเป็นสำรทตุยิภมู ิ (secondary metabolite) ทีเ่กดิจำกกำรเชือ่มกนัของโมเลกลุ

คำรบ์อนของเอซลิโคเอนไซมเ์อ (acyl CoA) เชน่ อะซติลิโคเอนไซมเ์อ (acetyl CoA) หรอืมำโลนลิ โค

เอนไซมเ์อ (malonyl CoA) ดว้ยกระบวนกำรดคีำรบ์อกซเิลทฟีคอนเดนเซชัน่ (decarboxylative 

condensation) ทีถ่กูควบคมุโดยยนีโพลคีไีทดซ์นิเทส (polyketide synthase gene) ท ำใหไ้ดเ้ป็นสำย

ยำวของหมูค่โีตน (ketone) (Staunton และ Weissman, 2006) เนือ่งจำกสำรในกลุม่โพลคีไีทดน์ีม้คีวำม

หลำยหลำยทำงโครงสรำ้ง สำรกลุม่นีจ้งึมคีณุสมบตัทิำงชวีภำพทีแ่ตกตำ่งกนัเชน่ เป็นสำรปฏชิวีนะตำ้น

แบคทเีรยี (antibacterial) เชน่ อรีโิธรมยัซนิ (erythromycin) และเตตรำซยัคลนิ (tetracycline), สำร

ตำ้นเชือ้รำ(antifungal) สำรตำ้นมะเร็ง (antitumor), สำรตำ้นปำรำสติ (antiparasitic), สำรกดกำร

แสดงออกของระบบภมูคิุม้กนั (Immunosuppressant) และสำรลดโคเลสเตอรอล (anticholesterolemic) 

ท ำใหโ้พลคีไีทดน์ีม้คีวำมส ำคญัอยำ่งยิง่ทำงกำรแพทย ์ สำธำรณสขุ เภสชักรรม และอตุสำหกรรม และมี

มลูคำ่กำรซือ้ขำยทัว่โลกถงึ 16,000 ลำ้นบำทตอ่ปี (Demain, 2000) 

ในปัจจบุนัไดม้กีำรคน้พบสำรโพลคีไีทดต์ำ่ง ๆ มำกมำย โดยเฉพำะอยำ่งยิง่จำกเชือ้รำทีม่คีณุสมบตัเิป็น

สำรออกฤทธิท์ำงชวีภำพชนดิตำ่ง ๆ เชน่ cytochalasin Q ซึง่มฤีทธิใ์นกำรยบัยัง้เชือ้มำลำเรยีจำก Xylaria 

sp., depsides (สำรตำ้นกำรอกัเสบ) จำกไลเคน Pertusariales (lichenized Ascomycota) ซึง่เป็นแหลง่

ของโพลคีไีทดห์ลำยรอ้ยชนดิ (Carlile et al., 2001; Schmitt et al., 2005; Opanowicz et al., 2006), 

lovastatin (สำรลดโคเลสเตอรอล) จำก Aspergillus terreus เป็นตน้ อยำ่งไรก็ตำมยงัมไิดม้กีำรน ำสำร

โพลคีไีทดเ์หลำ่นีม้ำใชผ้ลติอยำ่งจรงิจัง เนือ่งจำกรำทีเ่ป็นแหลง่ของโพลคีไีทดเ์หลำ่นีเ้จรญิเตบิโตชำ้ และ

รำบำงชนดิไมส่ำมำรถเพำะเลีย้งไดใ้นหอ้งปฏบิตักิำร เชน่ Cordyceps sp. ตลอดจนขำดควำมรูค้วำมเขำ้ใจ

และขอ้มลูดำ้นจโีนมกิส ์(genomics) เกีย่วกบัรำชนดินัน้ 

วธิหีนึง่ในกำรแกปั้ญหำดงักลำ่วคอื กำรผลติโพลคีไีทดโ์ดยใชจ้ลุนิทรยีต์ำ่งชนดิเป็นเซลลเ์จำ้บำ้น 

(heterologous production of polyketide) โดยน ำยนีโพลคีไีทดซ์นิเทสจำกจลุนิทรยีผ์ูผ้ลติ (natural 

host) มำใสใ่นจลุนิทรยีช์นดิอืน่หรอืทีเ่รยีกวำ่เซลลเ์จำ้บำ้น (host) แลว้ใหจ้ลุนิทรยีช์นดินัน้เป็นผูผ้ลติสำร

โพลคีไีทดแ์ทน จลุนิทรยีท์ีจ่ะน ำมำใชเ้ป็นเซลเจำ้บำ้นนัน้ ควรจะเป็นจลุนิทรยีท์ีเ่จรญิเตบิโตงำ่ย ไมม่ี

ปัญหำในกำรเพำะเลีย้งทัง้ในระดบัหอ้งปฏบิตักิำรและระดบัอตุสำหกรรม มขีอ้มลูดำ้นจโีนมกิสแ์ละมเีทคนคิ

ดำ้นชวีวทิยำโมเลกลุ (molecular biology technique) ทีส่ำมำรถใชส้ ำหรับกำรปรับปรงุสำยพันธุเ์พือ่เพิม่

ผลผลติสำรโพลคีไีทด ์ เซลลเ์จำ้บำ้นเหลำ่นีไ้ดแ้ก ่ Escherichia coli (Kealey et al., 1998), 
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Saccharomyces cerevisiae (Wattanachaisaereekul et al., 2007) หรอื Aspergillus sp. (Fujii et al., 

1996) เป็นตน้  

Aspergillus oryzae เป็นรำทีม่กีำรศกึษำและใชป้ระโยชนก์นัอยำ่งกวำ้งขวำงในระดับอตุสำหกรรม เชน่ใช ้

ในกำรผลติเอนไซมอ์ะไมเลส หรอืเอนไซมอ์ืน่ ๆ เป็นรำทีม่คีวำมปลอดภยัเนือ่งจำกใชใ้นกำรผลดิโคจหิรอื

เตำ้เจีย้วส ำหรับกำรบรโิภค รวมถงึมคีณุสมบตัอิืน่ ๆ ทีเ่หมำะทีจ่ะน ำมำใชใ้นกำรศกึษำและปรับปรงุสำย

พันธุ ์ ทัง้นีห้น่วยปฏบิตักิำรเทคโนโลยชีวีภำพดำ้นรำ มหำวทิยำลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลำ้ธนบรุ ี ไดท้ ำ

กำรวจัิยศกึษำถงึกำรแสดงออกของยนีโพลคีไีทดซ์นิเทสทีม่โีดเมนเมทลิทรำนสเฟอเรส (pksmt) จำก 

Xylaria sp. BCC1067 ซึง่ถกูคน้พบทีอ่ทุยำนแหง่ชำตนิ ้ำหนำว จ. เพชรบรูณ์ โดยใช ้ A. oryzae U1638 

เป็นเซลลเ์จำ้บำ้น A. oryzae U1638 ทีม่ยีนี pksmt จำก Xylaria sp. BCC1067 (หรอืทีเ่รยีกวำ่ A. oryzae 

MTG4) จะถกูน ำไปเพำะเลีย้งในอำหำร Malt Extract Broth (MEB) ซึง่ยงัไมไ่ดผ้ำ่นกำรหำคำ่ทีเ่หมำะสม

ทีส่ดุในกำรเพำะเลีย้ง (unoptimized medium) ในขวดเขยำ่ (shake flask) เป็นเวลำ 21 วนั จงึเก็บน ้ำ

หมกัมำวเิครำะหโ์ดย HPLC พบวำ่ A. oryzae MTG4 จะผลติ anhydromevalonolactone (AMVL) 

pyrone อกี 2 ชนดิ ซึง่เป็นสำรโพลคีไีทดท์ีม่คีณุสมบตัเิป็นสำรตำ้นมะเร็งในชอ่งปำก โดย AMVL จะผลดิ

มำกในชว่งเวลำ 16-21 วนั อยำ่งไรก็ตำมจำกกำรทดลองเบือ้งตน้พบวำ่ AMVL จะผลติไดใ้นปรมิำณที่

คอ่นขำ้งต ำ่ในอำหำร MEB ทีม่รีำคำแพง ท ำใหม้ตีน้ทนุกำรผลติสงู และกำรผลติในปรมิำณดงักลำ่วท ำให ้

ไมเ่พยีงพอตอ่กำรน ำไปศกึษำตอ่และใชป้ระโยชนใ์นดำ้นตำ่ง ๆ งำนวจัิยนีจ้งึมวีตัถปุระสงคท์ีจ่ะศกึษำหำ

ชนดิของสตูรอำหำรแบบ defined medium และปรมิำณของสำรอำหำรแตล่ะชนดิทีเ่หมำะสมและมรีำคำ

ถกูทีท่ ำใหผ้ลติ AMVL ไดใ้นปรมิำณมำก งำนวจัิยนีย้งัไดศ้กึษำกำรสรำ้งแบบจ ำลองทำงคณติศำสตรข์อง

กำรผลติ AMVL จำก A. oryzae MTG4 รวมถงึศกึษำกำรเจรญิเตบิโต และกำรผลติ AMVL ในสตูรอำหำร

ชนดิใหม ่ เพือ่จะใชเ้ป็นขอ้มลูเบือ้งตน้ส ำหรับกำรเพำะเลีย้ง A. oryzae MTG4 และกำรเพิม่ผลผลติของ

สำรโพลคีไีทดท์ีม่คีณุคำ่ในรำ A. oryzae MTG4 อยำ่งเป็นระบบ 
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2. 

วตัถปุระสงคข์องกำรวจิัย 
 

1. เพือ่ศกึษำชนดิและปรมิำณของตวัแปรทีส่ ำคญัและมคีวำมเหมำะสมของสตูรอำหำรแบบ defined 

medium ทีใ่ชส้ ำหรับกำรผลติ anhydromevalonolactone (AMVL) จำก A. oryzae MTG4 

2. เพือ่สรำ้งแบบจ ำลองทำงคณติศำสตรท์ีใ่ชใ้นกำรท ำนำยกำรผลติ AMVL จำก A. oryzae MTG4 

3. เพือ่ศกึษำกำรเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 ในสตูรอำหำรทีเ่หมำะสม ปรมิำณกำรผลติ AMVL 

ในแตล่ะชว่งเวลำ  
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3. 

ขอบเขตของกำรวจิัย 
 

ขอบเขตในกำรท ำงำนวจิัยนีป้ระกอบไปดว้ย  

1.   น ำ A. oryzae MTG4 มำเพำะเลีย้งในขวดเขยำ่ โดยศกึษำชนดิและตวัแปรอสิระทีส่ ำคญัทีม่ผีลตอ่กำร

ผลติสำร anhydromevalonolactone (AMVL) ตวัแปรดงักลำ่วไดจ้ำกกำรทดลองแบบ Factorial 

Design และ Plackett-Burman Design และหำควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสมของตัวแปรแตล่ะตวัจำก 

Response Surface Methodology ทีท่ ำกำรทดลองแบบ Central Composite Design 

2.  สรำ้งแบบจ ำลองทำงคณติศำสตรท์ีใ่ชใ้นกำรท ำนำยกำรผลติ AMVL เมือ่ใชค้วำมควำมเขม้ขน้ของตวั

แปรในระดบัทีแ่ตกตำ่งกนั 

3. ศกึษำกำรเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 และกำรผลติ AMVL ใน optimized medium 
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4. 

กำรออกแบบกำรวจิัย 
 

ออกแบบกำรทดลองเป็น 3 สว่นดงันี ้

1. Factorial Design กำรทดลองนีใ้ชเ้พือ่หำปัจจัยทีด่ทีีส่ดุในแตล่ะกลุม่กำรทดลองทีช่ว่ยในกำรเพิม่

ปรมิำณกำรผลติ anhydromevalonolactone (AMVL) โดยแบง่ปัจจัยเป็น 2 กลุม่ คอื carbon source 

ไดแ้ก ่ glucose และ sucrose และกลุม่ nitrogen source ไดแ้ก ่ NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, 

NaNO3, KNO3 และ urea 

2.  Plackett-Burman Design กำรออกแบบกำรทดลองนีใ้ชเ้พือ่หำตวัแปรอสิระทีม่นัียส ำคญัตอ่กำรผลติ

AMVL ตวัแปรดงักลำ่วสว่นหนึง่เป็นตวัแปรทีห่ำไดใ้นขัน้ตอนของ Factorial Design และอกีสว่นหนึง่

เป็นตวัแปรทีค่ำดวำ่น่ำจะมผีลตอ่กำรเพิม่ปรมิำณกำรผลติ AMVL ซึง่มกัจะน ำมำใชใ้นกำรเพำะเลีย้งรำ 

ไดแ้ก ่ K2HPO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, KCl, CaCl2.2H2O, Na3C6H5O7.2H2O, biotin และ trace 

element  

3. Central Composite Design ในขัน้ตอนนีจ้ะใชเ้พือ่หำระดบัทีเ่หมำะสมทีส่ดุของตวัแปรอสิระทีช่ว่ยใน

กำรเพิม่ปรมิำณกำรผลติ AMVL ซึ่
ี
งผลทีไ่ดจ้ะน ำมำวเิครำะหโ์ดยใชห้ลกักำรของ Response Surface 

Methodology เพือ่ใชห้ำค ำตอบของกำรทดลองทีป่ระกอบไปดว้ยปัจจัยรว่มกำรทดลองหลำยปัจจัย 

และหำควำมสอดคลอ้งกบัพืน้ทีต่อบสนองอนัจะน ำไปสูก่ำรคน้พบค ำตอบทีเ่หมำะสมทีส่ดุ นอกจำกนี้

ทฤษฎทีีน่ ำมำใชใ้นกำรสรำ้งแบบจ ำลองทำงคณติศำสตรส์ ำหรับกำรผลติ AMVL คอื ทฤษฎสีมกำร

ถดถอย (regression model) และสหสมัพันธ ์ (correlation) (Cohen et al., 2003) เพือ่ใชพ้สิจูนว์ำ่

ควำมสมัพันธร์ะหวำ่งตวัแปรอสิระ (ปรมิำณของสำรอำหำรในสตูร) กบัตวัแปรตำม (ปรมิำณ AMVL ที่

วดัได)้ มจีรงิหรอืไม ่ 

กำรออกแบบเพือ่หำควำมสอดคลอ้งกบัพืน้ทีก่ำรตอบสนอง (Response Surface Design) และกำร

ประเมนิควำมเหมำะสมของสภำวะทีใ่ชใ้นกำรทดลองนัน้ ไดถ้กูน ำมำใชเ้พือ่คน้หำค ำตอบของกำร

ทดลองทีป่ระกอบดว้ยจ ำนวนปัจจัยรว่มกำรทดลองหลำยปัจจัย ซึง่จะท ำใหส้ำมำรถคน้พบกำร

ตอบสนองทีเ่หมำะสมในทีส่ดุ กำรตอบสนองทีเ่หมำะสมพจิำรณำไดใ้น 2 ลักษณะขึน้อยูก่บัธรรมชำติ

และวตัถปุระสงคข์องกำรทดลอง คอื กำรตอบสนองทีส่งูทีส่ดุ และกำรตอบสนองต ำ่สดุ วธิกีำรนีไ้ดถ้กู

อธบิำยขึน้เป็นครัง้แรกโดย Box และ Wilson (1951) และไดถ้กูพัฒนำเรือ่ยมำพรอ้มกบักำรก ำหนด

วธิกีำรของพืน้ทีก่ำรตอบสนอง (Response Surface Methodology) เพือ่ใชเ้ป็นเครือ่งมอืทำง

คณติศำสตรแ์ละสถติ ิ
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วธิกีำรของพืน้ทีก่ำรตอบสนองประกอบดว้ยกลุม่ของเทคนคิทีใ่ชใ้นกำรศกึษำจำกคำ่สงัเกต เพือ่

ก ำหนดควำมสมัพันธร์ะหวำ่งคำ่กำรตอบสนองทีว่ดัได ้ 1 หรอื 2 คำ่ กบัตวัแปรทีใ่ชใ้นกำรทดลอง 

อยำ่งไรก็ตำมเทคนคิดงักลำ่วนีส้ำมำรถใชเ้พือ่ใหค้ ำตอบตำ่ง ๆ เชน่ 

 
1. คำ่ตอบสนองไดรั้บผลกระทบจำกชดุสิง่ทดลองบนพืน้ทีเ่ฉพำะทีน่่ำสนใจบำงอยำ่งไดอ้ยำ่งไร 

2. ชดุของสิง่ทดลองใด ทีจ่ะใหผ้ลติภณัฑห์นึง่เป็นทีพ่อใจตรงตำมขอ้ก ำหนดจ ำเพำะพรอ้ม ๆ กนั 

3. คำ่ใดของสิง่ทดลองทีจ่ะท ำใหไ้ดผ้ลผลติในจดุทีส่งูสดุของพืน้ทีเ่ฉพำะหนึง่ ๆ และพืน้ทีก่ำร

ตอบสนองใดทีใ่กลก้บัคำ่สงูสดุนี ้

 
เนือ่งจำกในกำรทดลองแบบ one-variable-at-a-time นัน้จะมจีดุดอ้ยอยูบ่ำงประกำร อำท ิไมส่ำมำรถ

อธบิำยผลอนัตรกริยิำ (interaction) ระหวำ่งตวัแปรได ้ เชน่ ถำ้ระหวำ่งสองตวัแปรอสิระมกีำร

เปลีย่นแปลงไปพรอ้ม ๆ กนั กำรสรปุผลกำรทดลองอำจเกดิควำมผดิพลำดและคลำดเคลือ่นได ้ดงันัน้

ควำมเขำ้ใจในธรรมชำตทิีเ่ป็นไปไดข้องผลรว่มระหวำ่งตวัแปรอสิระ จงึเป็นสิง่ทีต่อ้งพจิำรณำในเทอม

ของกำรท ำหนำ้ทีร่ว่มกนัทีไ่มเ่ป็นอสิระของตวัแปรดงักลำ่วนัน้ ดงัเชน่ในเรือ่งของสตูรอำหำรเลีย้ง      

จลุนิทรยีท์ีป่ระกอบดว้ยสำรอำหำรตำ่ง ๆ หรอืตวัแปรอสิระหลำยชนดิ และสำรอำหำรเหลำ่นีก็้จะสง่ผล

รว่มกนัตอ่กำรเจรญิเตบิโตของจลุนิทรยีแ์ละผลติภณัฑท์ีต่อ้งกำร 

 
งำนวจิัยทีผ่ำ่นมำไดม้กีำรใชห้ลกักำรของ Response Surface Methodology เพือ่ศกึษำสตูรอำหำรที่

เหมำะสมตอ่กำรผลติสำรทีต่อ้งกำร ดงัเชน่ในกำรผลติ cyclodextrin glucanotransferase (CGTase) 

จำก Bacillus G1 นัน้ Ibrahim et al., (2005) ไดใ้ช ้25 Central Composite Design (CCD; half 

fraction) ส ำหรับกำรหำสตูรอำหำรทีเ่หมำะสมทีม่ ี 5 ตวัแปร ไดแ้ก ่ แป้งมนัส ำปะหลงั peptone, 

yeast extract magnesium sulphate และ potassium phosphate พบวำ่ควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสม

ของสตูรอำหำรประกอบดว้ย 4% แป้งมนัส ำปะหลงั 2% peptone 0.04% magnesium sulphate 

และ 1% potassium phosphate 

 
กำรศกึษำผลของสว่นประกอบในอำหำรทีป่ระกอบไปดว้ย soybean meal, peptone, soybean oil 

และ cornstarch เพือ่ใชใ้นกำรผลติ actinomycin X2 จำก Streptomyces spp JAU4234 นัน้ Xiong 

et al., (2008) ไดใ้ช ้ response surface methodology และ 24 full factorial designs ส ำหรับ

ประเมนิ พบวำ่ cornstarch และ soybean oil สง่ผลลบตอ่กำรผลติ actinomycin X2 ดงัแสดงไดจ้ำก

คำ่สมัประสทิธิ ์first-order regression จำกโปรแกรม MINITAB นอกจำกนี ้ในกำรศกึษำเบือ้งตน้โดย

ใช ้central composite design พบวำ่ soybean meal และ peptone จะเป็นองคป์ระกอบทีส่ ำคญัของ

อำหำร และจำกกำรประมำณคำ่โดยใชแ้บบจ ำลองพบวำ่ สตูรอำหำรทีเ่หมำะสมตอ่กำรผลติ 

actinomycin X2 จะประกอบไปดว้ย soybean meal 21.65 g/L และ peptone 9.41 g/L โดยให ้

คำ่สงูสดุของ actinomycin X2 เทำ่กบั  617.4 mg/L ซึง่มคีำ่ใกลเ้คยีงกบักำรทดลองจรงิคอื 612 

mg/Lและผลไดข้อง actinomycin X2 จะเพิม่ขึน้ 36.9% เมือ่เปรยีบเทยีบกบัอำหำรกอ่นทีย่งัมไิดท้ ำ

กำร optimized 
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ในกำรศกึษำกำรหำสตูรอำหำรทีเ่หมำะสมตอ่กำรผลติ phenazine-1-carboxylic acid จำกแบคทเีรยี 

Pseudomonas sp. M-18Q นัน้ Yuan et al., (2008) ไดใ้ช ้ Plackett–Burman Design ในกำร

ประเมนิผลขององคป์ระกอบ 8 ชนดิทีม่ใีนอำหำรตอ่กำรผลติ PCA พบวำ่ กลโูคส และ soytone เป็น

สว่นประกอบทีส่ ำคญัในอำหำร สว่นสตูรทีด่ทีีส่ดุทีท่ ำให ้ PCA มคีำ่สงูสดุ หำโดยใชว้ธิ ี central 

composite design ตำมหลกักำรของ response surface methodology (RSM) พบวำ่ ผลไดส้งูสดุ

ของ PCA เทำ่กบั 1240 mg/L ทีป่รมิำณกลโูคส 17.81 g/L และ soytone 11.47 g/L โดยมผีลผลติ

เพิม่ขึน้ 65.3% เมือ่เทยีบกบักำรใชอ้ำหำรสตูรเดมิทีม่คีำ่สงูสดุของ PCA เพยีง 750 mg/L 
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5. 

ประโยชนท์ีค่ำดวำ่จะไดร้ับ 

 
ประโยชนท์ีไ่ดร้ับจำกโครงกำรวจิัยนีค้อืไดท้รำบสตูรอำหำรทีเ่หมำะสม เพือ่เพิม่ปรมิำณกำรผลติสำรโพลคีี

ไทด ์ anhydromevalonolactone (AMVL) ในรำ A. oryzae MTG4 ทรำบสมกำรทำงคณติศำสตรท์ี่

สำมำรถใชใ้นกำรท ำนำยกำรผลติเมือ่ใชส้ตูรอำหำรทีแ่ตกตำ่งกนั รวมถงึทรำบลกัษณะกำรเจรญิเตบิโตของ 

A. oryzae MTG4 ในขวดเขยำ่ ขอ้มลูเบือ้งตน้ทีไ่ดจ้ำกงำนวจิัยนีส้ำมำรถน ำไปใชเ้ป็นแนวทำงและองค์

ควำมรูข้อง Bioprocess Engineering กำรขยำยขนำดกำรผลติในระดบัหอ้งปฏบิตักิำรและในระดบั

อตุสำหกรรม และเพิม่ปรมิำณกำรผลติสำร AMVL อยำ่งเป็นระบบ 
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6. 

วธิดี ำเนนิกำรวจิัย 
 

6.1  จลุนิทรยี ์และอปุกรณ์ที่ใ่ชใ้นการทดลอง 

6.1.1  จลุนิทรยี ์

Aspergillus oryzae MTG4 เป็นรำทีม่ยีนี pksmt จำก Xylaria sp. BCC1067 สรำ้งโดยกำร

ถำ่ยฝำกยนี pksmt ลงใน A. oryzae U1638 

6.1.2  อปุกรณ์ 

6.1.2.1  เครือ่งเขยำ่ (shaker) สำมำรถปรับควำมเร็วรอบและอณุหภมูไิด ้

6.1.2.2  High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ส ำหรับวดัปรมิำณโพลคีี

ไทด ์anhydromevalonolactone (AMVL) 

6.2  แผนการวจิยัและข ัน้ตอนในการทดลอง 

6.2.1   General Factorial Design  

6.2.1.1 ก ำหนดตวัแปรอสิระทีส่ ำคญั หรอืชนดิของสำรอำหำรทีจ่ะน ำมำใชใ้นอำหำรเลีย้ง

เชือ้ส ำหรับ Aspergillus sp. โดยแบง่เป็น 2 กลุม่ คอื ตวัแปรทีเ่ป็นแหลง่ของ

คำรบ์อน ไดแ้ก ่ glucose และ sucrose และกลุม่ของตวัแปรทีเ่ป็นแหลง่

ไนโตรเจน ไดแ้ก ่NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, NaNO3, KNO3 และ urea 

6.2.1.2  เตรยีมอำหำรชนดิละ 50 mL ลงใน shake flask โดยใช ้ 40 g/L carbon 

source, 5 g/L nitrogen source สว่นองคป์ระกอบอืน่ ๆ มคีำ่คงทีด่งันี ้ 5 g/L 

K2HPO4, 0.5 g/L MgSO4.7H2O, 0.5 g/L KCl และ 0.5 mL/flask Trace 

element (0.3575 g/L ZnSO4.7H2O, 0.0625 g/L CuSO4.5H2O, 0.25 g/L 

MnSO4.H2O, 0.345 g/L FeSO4.7H2O, 0.075 g/L citric acid) น ำไปนึง่ฆำ่เชือ้

ทีอ่ณุหภมู ิ121 °ซ 15 นำท ี

6.2.1.3  ท ำกำรถำ่ยสปอรเ์ชือ้ A. oryzae MTG4 ลงในอำหำรทีเ่ตรยีมไวข้นำด 1×107 

สปอรต์อ่อำหำร 50 mL ท ำกำรเพำะเลีย้งในขวดเขยำ่ทีอ่ณุหภมู ิ 25 °ซ ที่

ควำมเร็วรอบ 200 รอบ/นำท ีเป็นเวลำ 21 วนั เก็บ ตวัอยำ่งน ้ำหมกัเพือ่สกดัดว้ย 
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ethyl acetate ระเหย และละลำยใน acetonitrile จำกนัน้วดัปรมิำณ AMVL ดว้ย 

HPLC ท ำกำรทดลองซ ำ้ 2 ครัง้ 

6.2.1.4  ท ำกำรวเิครำะหผ์ลกำรทดลองเพือ่หำชนดิของ carbon และ nitrogen source 

ทีเ่หมำะสมกบักำรผลติ AMVL 

6.2.2  Plackett-Burman Design 

6.2.2.1 ก ำหนดตวัแปรทีไ่ดจ้ำกในขอ้ 6.2.1 ทีเ่ป็น carbon และ nitrogen source 

รว่มกบัตวัแปรอืน่ ๆ ไดแ้ก ่ K2HPO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, KCl, 

CaCl2.2H2O, Na3C6H5O7.2H2O, biotin และ trace element โดยก ำหนดคำ่

กลำง คำ่สงูสดุ ต ำ่สดุของแตล่ะตวัแปรดงัตำรำงที ่1 

ตารางที ่1  คำ่ในระดบัตำ่ง ๆ ของตวัแปรทีใ่ชใ้นกำรทดลองแบบ Plackett-Burman Design 

Factor Low level (-1) Center point (0) High level (+1) 

A: Carbon source (g/L) 40 70 100 

B: Nitrogen source (g/L) 3 5 7 

C: K2HPO4 (g/L) 3 5 7 

D: KH2PO4 (g/L) 0 1 2 

E: KCl (g/L) 0.25 0.50 0.75 

F: MgSO4.7H2O (g/L) 0.25 0.50 0.75 

G: CaCl2.2H2O (g/L) 0 0.10 0.20 

H: Na3C6H5O7.2H2O (g/L) 0 1 2 

I: Biotin (mL) 0 0.10 0.20 

J: Trace element (mL/flask) 0.25 0.50 0.75 

 

6.2.2.2  เตรยีมอำหำรชนดิละ 50 mL ลงใน shake flask ตำมทีไ่ดก้ ำหนดไว ้น ำไปนึง่ฆำ่

เชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 °ซ 15 นำท ีถำ่ยสปอรเ์ชือ้ A. oryzae MTG4 ลงในอำหำรที่

เตรยีมไวข้นำด 1×107 สปอรต์อ่อำหำร 50 mL เพำะเลีย้งทีอ่ณุหภมู ิ 25 °ซ ที่

ควำมเร็วรอบ 200 รอบ/นำท ีเป็นเวลำ 21 วนั เก็บ ตวัอยำ่งน ้ำหมกัเพือ่สกดัดว้ย 

ethyl acetate ท ำกำรระเหย และละลำยใน acetonitrile จำกนัน้วดัปรมิำณ 

AMVL ดว้ย HPLC ท ำกำรทดลองซ ำ้ 2 ครัง้ 

6.2.2.3  ท ำกำรวเิครำะหผ์ลกำรทดลอง เพือ่หำชนดิของตวัแปรทีม่นัียส ำคญัตอ่กำรเพิม่

ปรมิำณกำรผลติ AMVL 
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6.2.3  Central Composite Design 

6.2.3.1  น ำกลุม่ตวัแปรทีม่นัียส ำคญัของกำรเพิม่ปรมิำณกำรผลติ AMVL ซึง่หำไดใ้นขอ้ 

6.2.2 มำมำก ำหนดระดบัควำมเขม้ขน้เป็น 5 ระดบั (coded value: -2, -1, 0, 1, 

2) ตวัแปรมผีลในกำรเพิม่กำรผลติ AMVL อยำ่งไมม่นัียส ำคญัใหก้ ำหนดเป็น

คำ่คงทีใ่นทกุ run ของกำรทดลอง  

6.2.3.2  เตรยีมอำหำรชนดิละ 50 mL ลงใน shake flask ตำมทีไ่ดก้ ำหนดไว ้น ำไปนึง่ฆำ่

เชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 °ซ 15 นำท ีถำ่ยสปอรเ์ชือ้ A. oryzae MTG4 ลงในอำหำรที่

เตรยีมไวข้นำด 1×107 สปอรต์อ่อำหำร 50 mL เพำะเลีย้งทีอ่ณุหภมู ิ 25 °ซ ที่

ควำมเร็วรอบ 200 รอบ/นำท ีเป็นเวลำ 21 วนั เก็บ ตวัอยำ่งน ้ำหมกัเพือ่สกดัดว้ย 

ethyl acetate ท ำกำรระเหย และละลำยใน acetonitrile จำกนัน้วดัปรมิำณ 

AMVL ดว้ย HPLC ท ำกำรทดลองซ ำ้ 2 ครัง้ 

6.2.3.3 ท ำกำรวเิครำะหผ์ลกำรทดลอง เพือ่หำควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสมทีส่ดุของตวัแปร

แตล่ะชนดิตอ่กำรผลติ AMVL 

6.2.4  การวดัการเจรญิเตบิโตของรา A. oryzae MTG4 ใน optimized medium 

กำรวดักำรเจรญิเตบิโตของรำ A. oryzae MTG4 นัน้สำมำรถท ำไดโ้ดยกำรถำ่ยสปอรร์ำ A. 

oryzae MTG4 ขนำด 1×107 สปอรต์อ่ optimized medium 50 mL เพำะเลีย้งทีอ่ณุหภมู ิ

25 °ซ ทีค่วำมเร็วรอบ 200 รอบ/นำท ีเก็บตวัอยำ่งเพือ่หำน ้ำหนักแหง้ของเซลลท์ีเ่วลำตำ่ง 

ๆ โดยกำรกรอง mycelia ดว้ยกระดำษกรอง whatman No.1 ลำ้งน ้ำกลัน่สองครัง้ น ำไป

อบแหง้ทีอ่ณุหภมู ิ 80 °ซ จนมนี ำ้ห้นักคงที ่ หลงัจำกนัน้จงึน ำเซลลไ์ปชัง่หำปรมิำณ

น ้ำหนักแหง้ดว้ยเครือ่งชัง่สีต่ ำแหน่ง น ำคำ่ทีไ่ดไ้ปหำอตัรำกำรเจรญิเตบิโตจ ำเพำะสงูสดุ

ตอ่ไป 
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7. 

ผลกำรวจิัยและวจิำรณ์ 
 

7.1  General Factorial Design  

เป็นกำรทดลองเพือ่หำแหลง่คำรบ์อนและไนโตรเจนทีเ่หมำะสมตอ่กำรผลติ AMVL ใน A. oryzae MTG4 

ซึง่ผลกำรทดลองและกำรวเิครำะหค์วำมแปรปรวนสำมำรถสรปุไดด้งัตำรำงที ่2 และ ภำพที ่1 ดงันี ้

ตารางที่ ่ 2 คำ่เฉลีย่ปรมิำณ anhydromevalonolactone (mg/L) ผลได ้ (yield, mg/g dw) และ 

biomass (g/L) ทีไ่ดจ้ำกกำรทดลองแบบ Factorial Design เมือ่ใชแ้หลง่คำรบ์อนและไนโตรเจนที่

แตกตำ่งกนั 

องคป์ระกอบ Glucose Sucrose 

 
AMVL 

(mg/L) 
Yield 

(mg/g dw) 
Biomass 

(g/L) 
AMVL 

(mg/L) 
Yield 

(mg/g dw) 
Biomass 

(g/L) 

NH4Cl 12.97±2.52 1.55±0.40 8.55±0.59 11.70±0.32 1.35±0.07 8.65±0.18 

NH4NO3 4.32±0.05 0.40±0.01 10.92±0.19 3.29±0.64 0.25±0.05 12.98±0.20 

(NH4)2SO4 16.77±1.32 1.66±0.14 10.13±0.08 15.15±1.75 1.51±0.18 10.04±0.07 

NaNO3 69.97±0.12 10.35±0.07 6.76±0.06 80.69±3.43 10.46±0.74 7.73±0.22 

KNO3 51.28±3.35 7.43±0.64 6.91±0.14 77.32±2.17 9.41±0.10 8.21±0.14 

Urea 50.00±4.22 6.57±0.41 7.59±0.17 78.48±4.23 9.42±0.31 8.33±0.19 
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ภาพที ่1 ปรมิำณกำรผลติ anhydromevalonolactone ทีเ่วลำ 21 วนั (A: mg/L; B: mg/g dw) เมือ่ท ำ

กำรเพำะเลีย้ง Aspergillus oryzae MTG4 โดยใชแ้หลง่คำรบ์อนและไนโตรเจนชนดิตำ่ง ๆ  

จำกภำพที ่1 จะเห็นไดว้ำ่  NaNO3 เป็นแหลง่ไนโตรเจนทีม่คีวำมเหมำะสมกบักำรผลติ AMVL มำกกวำ่กำร

ใชแ้หลง่ไนโตรเจนจำก NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, KNO3 และ urea สว่น sucrose เป็นแหลง่ของ

คำรบ์อนทีช่ว่ยเพิม่ปรมิำณ AMVL ไดม้ำกกวำ่กำรใช ้glucose เมือ่ใชน้ ้ำตำล sucrose และ NaNO3 รว่มกนั

แลว้จะท ำใหส้ำมำรถผลติ AMVL ไดป้ระมำณ 80 mg/L หรอื 10 mg/g dw กำรใชน้ ้ำตำล sucrose และ 

NaNO3 เป็นแหลง่ของคำรบ์อนและไนโตรเจนตำมล ำดบันัน้ สอดคลอ้งกบัผลกำรทดลองของ Raper และ 

Thom (1949), Pitt (1979), Samson และ Frisvad (2004) และ Frisvad (1981) ซึง่ไดน้ ำ sucrose 

และ NaNO3 มำใชส้ ำหรับอำหำรสตูร Czapek-Dox (Cz), Czapek Yeast Autolysate (CYA), Czapek 

yeast autolysate with 5% NaCl (CYAS) และ Yeast extract sucrose (YES) ตำมล ำดบั ส ำหรับกำร

เพำะเลีย้งรำหลำยชนดิ 

7.2   Plackett-Burman Design  

หลงัจำกทีไ่ดแ้หลง่ของคำรบ์อนและไนโตรเจนทีเ่หมำะสมแลว้ จงึน ำมำก ำหนดคำ่สงูสดุ และต ำ่สดุ 

รว่มกบัตวัแปรชนดิอืน่ ๆ ซึง่แสดงไดด้งัตำรำงที ่ 1 จำกนัน้จงึออกแบบกำรทดลองส ำหรับ 10 ตวัแปร (3  

center points, augment with fold over) ไดจ้ ำนวนทัง้หมด 30 runs จำกนัน้ท ำกำรถำ่ยสปอรเ์ชือ้ A. 

oryzae MTG4 ลงในอำหำรทีเ่ตรยีมไวข้นำด 1×107 สปอรต์อ่อำหำร 50 mL ท ำกำรเพำะเลีย้งในขวดเขยำ่

ทีอ่ณุหภมู ิ 25 °ซ ทีค่วำมเร็วรอบ 200 รอบ/นำท ี เป็นเวลำ 21 วนั เก็บตวัอยำ่งน ้ำหมกั และท ำกำรสกดั

ดว้ย ethyl acetate ระเหยใหแ้หง้ ละลำยใน acetonitrile และวดัปรมิำณ AMVL ดว้ย HPLC ท ำกำร
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เพำะเลีย้งซ ำ้เป็นจ ำนวน 2 ครัง้ คำ่เฉลีย่ของปรมิำณ AMVL ทีว่ดัได ้และกำรวเิครำะหค์วำมแปรปรวนแสดง

ไดด้งัตำรำงที ่3 และ 4 ตำมล ำดบั 

ตารางที ่3 กำรทดลองแบบ Plackett-Burman Design แสดงปรมิำณ AMVL ทีผ่ลติได ้

 
Run Coded values AMVL 

(mg/L) A B C D E F G H I J 

1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 44.54 
2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 57.94 
3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 32.58 
4 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 54.65 
5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 17.74 
6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 11.72 
7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 24.24 
8 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 89.89 
9 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 38.36 

10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 23.84 
11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 19.50 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 56.18 
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 45.42 
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 41.81 
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 39.89 
16 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 41.49 
17 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 20.14 
18 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 56.42 
19 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 21.75 
20 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 58.35 
21 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 71.35 
22 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 71.83 
23 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 8.75 
24 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 45.26 
25 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 41.97 
26 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 52.09 
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 47.51 
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 46.95 
29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 41.57 
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40.45 

Note:  A, sucrose; B, NaNO3; C, K2HPO4; D, KH2PO4; E, KCl; F, MgSO4.7H2O; G, CaCl2.2H2O; H, Na3C6H5O7.2H2O; I, Biotin;  
J, Trace element. 

 

ตารางที ่4 ตำรำงวเิครำะหค์วำมแปรปรวนของกำรทดลองแบบ Plackett-Burman Design 

Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 
Square 

            F 
Value 

p-value 
Prob > F 

 

Block 152.21 1 152.21    

Model 9141.57 10 914.16 20.94 < 0.0001 significant 

  A-Sucrose 6.28 1 6.28 0.14 0.7089  

  B-NaNO3 4412.87 1 4412.87 101.09 < 0.0001  

  C-K2HPO4 440.39 1 440.39 10.09 0.0052  

  D-KH2PO4 712.17 1 712.17 16.31 0.0008  

  E-KCl 33.44 1 33.44 0.77 0.3930  

  F- MgSO4.7H2O 157.88 1 157.88 3.62 0.0733  

  G-CaCl2.2H2O 197.11 1 197.11 4.52 0.0477  

  H-Na3C6H5O7.2H2O 46.67 1 46.67 1.07 0.3149  

  I-Biotin 8.60 1 8.60 0.20 0.6625  

  J-Trace element 3126.17 1 3126.17 71.61 < 0.0001  

Residual 785.78 18 43.65    

Lack of Fit 745.83 14 53.27 5.33 0.0590 not significant 

Pure Error 39.95 4 9.99    

Cor Total 10079.56 29     
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จำกตำรำงที ่4 จะเห็นไดว้ำ่ตวัแปรทีม่ผีลตอ่กำรเพิม่ปรมิำณ AMVL อยำ่งมนัียส ำคญัคอื NaNO3, K2HPO4, 

KH2PO4 และ Trace element เนือ่งจำกคำ่ตวัแปรดงักลำ่วเป็นแหลง่ของ nitrogen และ phosphorus ทีม่ี

คณุสมบตัเิป็น buffer ทีช่ว่ยรักษำสมดลุของ pH ในระหวำ่งกำรเพำะเลีย้ง โดยคำ่ p-value ของ NaNO3, 

K2HPO4, KH2PO4 และ Trace element มคีำ่  0.0001, 0.0052, 0.0008 และ 0.0001 ตำมล ำดบั ซึง่คำ่

เหลำ่นีม้คีำ่นอ้ยกวำ่ 0.01 ซึง่หมำยถงึตวัแปรเหลำ่นีม้ผีลตอ่กำรผลติ AMVL ทีร่ะดบัควำมเชือ่มนั 99%  

โดย standardized effect ของ NaNO3 มคีำ่ +13.56 ซึง่หมำยถงึกำรเพิม่ปรมิำณของ NaNO3 มผีลท ำให ้

ปรมิำณของ AMVL เพิม่ขึน้ ในทำงกลบักนั standardized effect ของ K2HPO4, KH2PO4 และ Trace 

element มคีำ่เทำ่กบั -4.28, -5.45 และ -11.41 ตำมล ำดบั หมำยถงึกำรเพิม่ปรมิำณของสำรเหลำ่นีใ้น

อำหำรจะท ำใหป้รมิำณกำรผลติ AMVL ลดลง สว่นปัจจัยอืน่ ๆ ไดแ้ก ่ sucrose, KCl, MgSO4.7H2O, 

CaCl2.2H2O, Na3C6H5O7.2H2O และ biotin นัน้ไมม่ผีลตอ่กำรเปลีย่นแปลงของปรมิำณ AMVL เนือ่งจำกมี

คำ่ absolute value ของ standardized effect เพยีงเล็กนอ้ย และมคีำ่ p-value > 0.01 ซึง่หมำยควำมวำ่ 

ปัจจัยดงักลำ่วมผีลในกำรเพิม่ปรมิำณกำรผลติ AMVL อยำ่งไมม่นัียส ำคญั  

 

7.3  Central Composite Design  

ใชเ้พือ่หำจดุ optimal point ของตวัแปรทีไ่ดจ้ำกกำรผลกำรทดลองในขอ้ 2 คำ่สงูสดุ ต ำ่สดุ และคำ่  

ของตวัแปรทีใ่ชแ้สดงไดด้งัตำรำงที ่5 

ตารางที ่5  ระดบัของตวัแปรทีใ่ชส้ ำหรับ Central Composite Design ของอำหำรทีใ่ชใ้นกำรผลติ 

anhydromevalonolactone จำก A. oryzae MTG4 

 

variables 
Coded value 

- (-2) -1 0 +1 + (+2) 

NaNO3 (g/L) 3 5 7 9 11 

K2HPO4 (g/L) 3 5 7 9 11 

KH2PO4 (g/L) 3 5 7 9 11 

Trace element (mL/flask) 0 0.15 0.30 0.45 0.60 

 

อำหำรทีใ่ชใ้นกำรเพำะเลีย้ง A. oryzae MTG4 นอกเหนอืจำกปัจจัยทีแ่สดงตำมตำรำงที ่ 5 แลว้ ยงั

ประกอบไปดว้ย 70 g/L sucrose, 0.25 g/L KCl และ 0.75 g/L MgSO4,7H2O และ 2 g/L 

Na3C6H5O7.2H2O ซึง่ก ำหนดใหม้คี่ำ่คงทีใ่นทกุ run ของกำรทดลอง รปูแบบของกำรทดลองแบบของ 

Central Composite Design ทัง้หมด 30 runs และปรมิำณของ AMVL ทีผ่ลติไดแ้สดงไดด้งัตำรำงที ่6 
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ตารางที ่6 กำรทดลองแบบ Central Composite Design แสดงปรมิำณของ AMVL ในแตล่ะกำรทดลอง

ซึง่มอีงคป์ระกอบของสำรอำหำรทีแ่ตกตำ่งกนั 

 
Std          
run 

Coded value  AMVL (mg/L) 

NaNO3 K2HPO4 KH2PO4 Trace element actual predicted 

1  -1   -1   -1   -1    157.58   142.99  
2  1   -1   -1   -1    141.89   130.31  
3  -1   1   -1   -1    70.95   68.23  
4  1   1   -1   -1    42.98   55.55  
5  -1   -1   1   -1    117.33   113.85  
6  1   -1   1   -1    49.12   46.09  
7  -1   1   1   -1    81.18   80.89  
8  1   1   1   -1    21.83   13.13  
9  -1   -1   -1   1    68.22   74.85  
10  1   -1   -1   1    177.36   173.89  
11  -1   1   -1   1    38.20   37.45  
12  1   1   -1   1    135.07   136.49  
13  -1   -1   1   1    85.27   84.43  
14  1   -1   1   1    143.26   128.39  
15  -1   1   1   1    94.82   88.83  
16  1   1   1   1    106.42   132.79  
17  -2   0   0   0    80.50   86.09  
18  2   0   0   0    122.11   117.37  
19  0   -2   0   0    85.95   103.15  
20  0   2   0   0    49.12   32.79  
21  0   0   -2   0    171.91   167.75  
22  0   0   2   0    139.85   134.91  
23  0   0   0   -2    19.78   30.25  
24  0   0   0   2    91.41   81.77  
25  0   0   0   0    141.89   151.33  
26  0   0   0   0    135.75   151.33  
27  0   0   0   0    154.17   151.33  
28  0   0   0   0    168.50   151.33  
29  0   0   0   0    149.40   151.33  
30  0   0   0   0    158.26   151.33  

 

ในกำรออกแบบกำรทดลองแบบ Central Composite Design นัน้สำมำรถจ ำลองแบบกำรทดลองได ้ 4 

รปูแบบคอื Linear model, Linear interaction model, Quadratic model และ Cubic model ซึง่สำมำรถ

น ำแบบจ ำลองทั ้ ัง้ 4 รปูแบบมำอธบิำยควำมสมัพันธร์ะหวำ่งปรมิำณของ AMVL (mg/L) กบัตวัแปรอสิระ

ตำ่ง ๆ ไดแ้ก ่ ควำมเขม้ขน้ของ NaNO3, K2HPO4, KH2PO4 และ Trace element แบบจ ำลองทัง้ 4 นัน้ 

ตอ้งพจิำรณำคำ่ p-value ของแตล่ะแบบจ ำลองเปรยีบเทยีบกนั เพือ่เลอืกแบบจ ำลองทีเ่หมำะสมทีจ่ะ

น ำมำใชอ้ธบิำยผลกำรทดลองไดด้ทีีส่ดุ จำกกำรวเิครำะหผ์ลโดยใชส้ถติ ิ F นัน้ จะสำมำรถวเิครำะหค์วำม

เหมำะสมของกำรใชแ้บบจ ำลองในกำรอธบิำยผลกำรทดลอง และผลกำรทดสอบ Lack of fit ของแตล่ะ

แบบจ ำลองไดด้งัตำรำงที ่7 และ 8 ตำมล ำดบั 

ตารางที ่7 กำรวเิครำะหค์วำมเหมำะสมของกำรใชแ้บบจ ำลองในกำรอธบิำยผลกำรทดลอง 
 
 

 
 

 

source 
Sequential         

p-value 
Lack of Fit             

p-value 
Adjusted           
R-square 

Predicted          
R-square 

 

Linear 0.1603 0.0023 0.0995 -0.1169 
 

2FI 0.0935 0.0036 0.2954 0.1746 
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Quadratic < 0.0001 0.3207 0.9149 0.7922 Suggested 

Cubic 0.1946 0.5382 0.9438 0.5559 Aliased 
 

 
 
 
 

 

ตารางที ่8 กำรทดสอบ Lack of fit ของแตล่ะแบบจ ำลอง 
 

 
 

 

source 
Sum of     
Squares 

df 
Mean    

Squares 
F value 

P-value      
P>F 

 

Linear 49622.97 20 2481.15 18.08 0.0023 
 

2FI 29230.05 14 2087.86 15.21 0.0036 
 

Quadratic 2166.36 10 216.64 1.58 0.3207 Suggested 

Cubic 193.01 2 96.50 0.7 0.5382 Aliased 

Pure Error 686.33 5 137.27   
 

จำกตำรำงที ่7 จะเห็นไดว้ำ่แบบจ ำลอง Quadratic นัน้มคีำ่ p-value ทีน่อ้ยทีส่ดุ คอื <0.0001 ดงันัน้ และ

มคีำ่ predicted-R2 และ adjusted-R2 ทีม่คีำ่สงูสดุและตำ่งกนัไมเ่กนิ 0.2 ซึง่แสดงวำ่แบบจ ำลอง 

Quadratic มคีวำมเหมำะสมทีส่ดุในกำรน ำมำเป็นแบบจ ำลองอธบิำยผลกำรทดลอง สว่นกำรทดสอบ lack 

of fit ของแตล่ะแบบจ ำลอง (ตำรำงที ่8) พบวำ่ แบบจ ำลอง Quadratic นัน้มีค่ำ่ P-value มำกกวำ่ 0.05 

แสดงใหเ้ห็นวำ่แบบจ ำลอง Quadratic นีส้ำมำรถ fit ไดด้กีบัผลกำรทดลอง ดงันัน้กำรอธบิำยผลกำร

ทดลองครัง้นีจ้งึเลอืกแบบจ ำลองแบบ Quadratic มำใชเ้พือ่สรำ้งแบบจ ำลองทำงคณติศำสตรต์อ่ไป 

7.3.2 การวเิคราะหค์วามแปรปรวนของการทดลอง (ANOVA) 

ผลกำรทดลองผลติ AMVL จำก A. oryzae MTG4 นัน้สำมำรถน ำมำวเิครำะหค์วำมแปรปรวนไดผ้ลลพัธด์งั

ตำรำงที ่9  

ตารางที่ ี9 ตำรำงวเิครำะหค์วำมแปรปรวนส ำหรับ Response Surface Quadratic Model 

Note: R2=0.9560, Adj-R2=0.9149, Pred-R2 = 0.7922, C.V.%=12.93 

ในกำรพจิำรณำนัยส ำคญัของแบบจ ำลองตำมตำรำงที ่ 9 จะเห็นไดว้ำ่คำ่ p-value ของ model มี

คำ่ประมำณ 0.0001 (หรอืนอ้ยกวำ่ 0.05) ซึง่หมำยควำมวำ่จะมโีอกำส 0.01% ที ่ model นีเ้กดิควำม

Source Sum of 
Squares 

df Mean  
Square 

F value P-value 
Prob>F 

 

Model 61950.92 14 4425.07 23.27 < 0.0001 significant 
A-NaNO3 1466.37 1 1466.37 7.71 0.0141  
B-K2HPO4 7429.48 1 7429.48 39.07 < 0.0001  
C-KH2PO4 1619.47 1 1619.47 8.52 0.0106  
D-Trace element 3979 1 3979 20.92 0.0004  
AB 240.85 1 240.85 1.27 0.2781  
AC 3034.41 1 3034.41 15.96 0.0012  
AD 12478.18 1 12478.18 65.61 < 0.0001  
BC 1745.83 1 1745.83 9.18 0.0084  
BD 1394.94 1 1394.94 7.33 0.0162  
CD 1498.72 1 1498.72 7.88 0.0133  
A2 4217.35 1 4217.35 22.18 0.0003  
B2 11914.43 1 11914.43 62.65 < 0.0001  
C2 42.42 1 42.42 0.22 0.6435  
D2 15571 1 15571 81.88 < 0.0001  
Residual 2852.69 15 190.18    
Lack of fit 2166.36 10 216.64 1.58 0.3207 not significant 
Pure Error 686.33 5 137.27    
Cor Total 64803.62 29     
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ผดิพลำดจำกกำรถกูรบกวนโดยปัจจัยอืน่ๆ (noise) model นีจ้งึมคีวำม significant ทีร่ะดบัควำมเชือ่มัน่ 

99.99% 

ในสว่นของกำรวเิครำะหค์วำมถกูตอ้งของแบบจ ำลอง (model accuracy checking) นัน้ไดน้ ำเทคนคิกำร

วเิครำะหค์วำมไมส่มรปูของตัวแบบ (testing for lack of fit) มำใชใ้นกำรวเิครำะห ์เนือ่งจำกในกำรทดลอง

ไดม้กีำรก ำหนดใหท้ ำกำรทดลองซ ำ้ทีจ่ดุกึง่กลำง วธิกีำรนีจ้ะพจิำรณำผลรวมก ำลงัสองของคำ่ควำม

คลำดเคลือ่นจำกสว่นตกคำ้ง (Residual SSE) โดยมอีงคป์ระกอบสองสว่นคอื ผลบวกก ำลงัสองของคำ่

ควำมผดิพลำดจำกควำมคลำดเคลือ่น (sum of squares due to pure error: SSPE) และผลบวกก ำลงัสอง

ของคำ่ควำมผดิพลำดจำกควำมไมส่มรปูของตวัแบบ (sum of squares due to lack of fit: SSLOF) 

                                                 SSE = SSPE + SSLOF                                    ………………..(1)                                                   

จำกตำรำงที ่9 จะพบวำ่คำ่ F และ p-value ของ lack of fit มคีำ่ 1.58 และ 0.3207 ตำมล ำดบั ซึง่คำ่ p-

value นีม้คีำ่มำกกวำ่ 0.05 ดงันัน้ lack of fit นีจ้งึไม ่ significant หรอื สำมำรถสรปุไดว้ำ่สมกำรทีใ่ช ้

อธบิำยควำมสมัพันธร์ะหวำ่งปรมิำณ AMVL กบัตวัแปรอสิระตำ่ง ๆ นัน้มคีวำมสมัพันธแ์บบ quadratic และมี

ควำมถกูตอ้งทีร่ะดบัควำมเชือ่มัน่ 95% 

7.3.3 การวเิคราะหห์าคา่สมัประสทิธิก์ารถดถอย 

แบบจ ำลอง Quadratic สำมำรถหำคำ่สมัประสทิธิก์ำรถดถอยไดด้งัตำรำงที ่10 

ตารางที ่10 คำ่สมัประสทิธิก์ำรถดถอยของแตล่ะตวัแปรเมือ่ท ำกำรวเิครำะหโ์ดยใช ้coded value 

Factor 
Coefficient 
 Estimate 

df Standard Error 95% Cl Low 95% CI High VIF 

 Intercept 151.33 1 5.63 139.33 163.33  

 A-NaNO3 7.82 1 2.81 1.82 13.82 1.00 

 B-K2HPO4 -17.59 1 2.81 -23.59 -11.59 1.00 

 C-KH2PO4 -8.21 1 2.81 -14.21 -2.21 1.00 

 D-Trace element 12.88 1 2.81 6.88 18.88 1.00 

 AB -3.88 1 3.45 -11.23 3.47 1.00 

 AC -13.77 1 3.45 -21.12 -6.42 1.00 

 AD 27.93 1 3.45 20.58 35.27 1.00 

 BC 10.45 1 3.45 3.1 17.79 1.00 

 BD 9.34 1 3.45 1.99 16.69 1.00 

 CD 9.68 1 3.45 2.33 17.03 1.00 

 A2 -12.4 1 2.63 -18.01 -6.79 1.05 

 B2 -20.84 1 2.63 -26.45 -15.23 1.05 

 C2 1.24 1 2.63 -4.37 6.86 1.05 

 D2 -23.83 1 2.63 -29.44 -18.21 1.05 

จำกตำรำงที ่ 10 สำมำรถน ำคำ่สมัประสทิธิ์ขืองแตล่ะตวัแปรอสิระมำเขยีนเป็นสมกำรเพือ่แสดงควำม 

สมัพันธร์ะหวำ่งปรมิำณ AMVL กบัตวัแปรตำ่ง ๆ ไดด้งันี ้ 
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Anhydromevalonolactone (mg/L) =  151.33+7.82A-17.59B-8.21C+12.88D-3.88AB-13.77AC   

+27.93AD+10.45BC+9.34BD+9.68CD-12.4A2-20.84B2     

+1.24C2-23.83D2                                         .....……..(2) 

 

เมือ่  

A = ควำมเขม้ขน้ของ NaNO3 (coded value) 

B = ควำมเขม้ขน้ของ K2HPO4 (coded value) 

C = ควำมเขม้ขน้ของ KH2PO4 (coded value) 

D = ควำมเขม้ขน้ของ Trace element (coded value) 

7.3.4 การวเิคราะหน์ยัส าคญัของคา่สมัประสทิธิก์ารถดถอย (βi) ของแตล่ะตวัแปรอสิระ 

ในขัน้ตอนนีเ้ป็นกำรทดสอบสมมตฐิำนเกีย่วกบัคำ่สมัประสทิธิก์ำรถดถอยของตวัแปรอสิระตำ่ง ๆ ทีไ่ดจ้ำก

ตำรำงที ่10 เพือ่เป็นกำรทดสอบวำ่ตวัแปรอสิระแตล่ะตวัในสมกำรที ่(2) นัน้มผีลตอ่ปรมิำณ AMVL หรอืไม่

อยำ่งไร ท ำกำรทดสอบสมมตฐิำนโดย 

H0 : β1, β2, β3...β14 = 0 ตวัแปรอสิระทกุตวัไมม่ผีลตอ่ตวัแปรตำม 

H1 : β1, β2, β3...β14 ≠ 0 มตีวัแปรอสิระอยำ่งนอ้ยหนึง่ตัวทีม่อีทิธพิลตอ่ตวัแปรตำม 

โดยตวัสถติทิีใ่ชใ้นกำรทดสอบสมมตฐิำนคอื p-value ทีร่ะดบันัยส ำคญั  นัน้จะปฏเิสธ H0 ก็ตอ่เมือ่คำ่ p-

value ของตวัแปรอสิระมคีำ่นอ้ยกวำ่ระดบันัยส ำคญัทีก่ ำหนด คอืเทำ่กบั 0.05 จำกกำรหำคำ่ p-value ของ

ตวัแปรอสิระแตล่ะตวัทีไ่ดจ้ำกตำรำงที ่9 พบวำ่คำ่ p-value ของ linear term ไดแ้ก ่A, B, C, และ D มคีำ่

นอ้ยกวำ่ 0.05 สว่น interaction term และ square term นัน้ p-value จะมคีำ่นอ้ยกวำ่ 0.05 ทกุเทอม 

ยกเวน้ AB และ C2 โดยเทอมทีม่คีำ่ p-value < 0.05 เหลำ่นีไ้ปใชไ้ดใ้นกำรท ำนำยกำรผลติ AMVL 

(mg/L) ไดถ้กูตอ้งทีร่ะดบัควำมเชือ่มัน่ 95% สว่นเทอมทีม่คีำ่ p-value > 0.05 หมำยถงึ เทอมเหลำ่นีม้ี

ผลตอ่กำรผลติ AMVL อยำ่งไมม่นัียส ำคญั และอำจเกดิควำมผดิพลำดไดห้ำกน ำเทอมเหลำ่นีม้ำรวมไวใ้น

สมกำร จำกกำรพจิำรณำควำมส ำคญัของตวัแปรแตล่ะเทอมทีร่ะดบัควำมเชือ่มนั 95% นัน้ สำมำรถลดรปู

ของสมกำรไดด้งัสมกำรที ่(2) 

Anhydromevalonolactone (mg/L) =  151.33+7.82A-17.59B-8.21C+12.88D-13.77AC     

+27.93AD+10.45BC+9.34BD+9.68CD-12.4A2-20.84B2     

-23.83D2                                                     .....……..(3) 

 

7.3.5 การวเิคราะหอ์ทิธพิลของตวัแปรอสิระ และการหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอ่การผลติ AMVL 
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อทิธพิลของควำมเขม้ขน้ของ NaNO3, K2HPO4, KH2PO4และ Trace element ตอ่ปรมิำณกำรผลติ AMVL

ใน A. oryzae MTG4 สำมำรถแสดงในรปูแบบของ 3-dimension และ response surface plot ดงัภำพที ่

2 ดงันี ้
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ภาพที ่2 Response surface plot แสดงควำมเขม้ขน้ของตวัแปรอสิระ NaNO3, K2HPO4, KH2PO4 และ 

Trace element ทีม่ตีอ่ปรมิำณกำรผลติ AMVL จำก A. oryzae MTG4 

จำกภำพที ่2 จะเห็นไดว้ำ่ AMVL จะมกีำรผลติมำกขึน้ตำมล ำดบัเมือ่ใช ้ NaNO3 ในปรมิำณ 7 g/L จนถงึ

ประมำณ 9 g/L จำกนัน้ปรมิำณ AMVL จะลดลงเมือ่ใช ้NaNO3ในปรมิำณทีม่ำกกวำ่ 9 g/L ทัง้นีอ้ำจเกดิขึน้

เนือ่งจำกเกดิ substrate inhibition หรอืเนือ่งจำกกำรทีม่ไีนโตรเจนในปรมิำณมำกนีจ้ะไปลดระดบักำรผลติ 

secondary metabolite ของเซลล ์ในสว่นของตวัแปรอสิระตวัอืน่ ๆ ไดแ้ก ่K2HPO4, KH2PO4 และ Trace 

element ทีเ่ป็นแหลง่ของฟอสเฟต และแรธ่ำตชุนดิตำ่ง ๆ นัน้ พบวำ่ ตอ้งมรีะดบัควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสม

ซึง่จะท ำให ้  AMVL สำมำรถผลติไดใ้นปรมิำณมำก แตห่ำกเพิม่ควำมเขม้ขน้ของตวัแปรดงักลำ่วใหม้ำกขึน้ 

ก็จะมผีลท ำใหป้รมิำณ AMVL ทีผ่ลติไดม้คีำ่ลดลง โดยปรมิำณของ K2HPO4 ควรอยูใ่นชว่งประมำณ 2-2.5 

g/L ปรมิำณ KH2PO4 ควรอยูร่ะหวำ่ง 0-0.5 mg/L และ Trace element ควรเตมิประมำณ 0.3-0.4 

mL/flask 

อยำ่งไรก็ตำมในกำรวเิครำะหห์ำสภำวะทีเ่หมำะสมตอ่กำรผลติ AMVL นัน้ เป็นกำรน ำเอำวธิทีีเ่รยีกวำ่ 

simultaneous optimization technique มำใชใ้นกำรวเิครำะหซ์ ึง่จะตอ้งก ำหนด constrains ดงัตอ่ไปนี ้

1.  Maximize คำ่ของตวัแปรตำม ในทีน่ีค้อื maximize คำ่ของ AMVL ทีผ่ลติได ้

2.  คำ่ขอบเขตบนและลำ่ง (lower-upper limit) ในทีน่ีไ้ดก้ ำหนดขอบเขตบนและลำ่งของตวัแปรอสิระให ้

เทำ่กบัชว่งของควำมเขม้ขน้ทีใ่ชใ้นกำรทดลองของแตล่ะตวัแปร 

3.  คำ่ weight (lower-upper weight) คำ่ weight นีเ้ป็นตวัก ำหนดรปูแบบของ desirability functions 

ในทีน่ีก้ ำหนดใหม้คีำ่เทำ่กบั 1 

เมือ่ก ำหนด constrains แลว้จะสำมำรถประมวลผลหำระดบัควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสมทีส่ดุในกำรผลติ AMVL 

ซึง่สำมำรถสรปุไดด้งัตำรำงที ่11 

ตารางที ่11 ระดบัควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสมของ NaNO3, K2HPO4, KH2PO4 และ Trace element ตอ่กำร

ผลติ AMVL 

 

ชนดิ Coded value Uncoded value 

NaNO3  1.562 9.687 g/L 

K2HPO4  -0.568 2.432 g/L 

KH2PO4  -1.706 0.147 g/L 

Trace element  0.647 0.397 mL/flask 
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เมือ่ไดค้ำ่ควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสมของแตล่ะตวัแปรตำมตำรำงที ่ 11 นัน้ สำมำรถค ำนวณหำคำ่ predicted 

AMVL ไดจ้ำกสมกำรที ่3 เทำ่กบั 216.9 mg/L อยำ่งไรก็ตำม ในสตูรอำหำรจะเตมิ  70 g/L sucrose, 0.25 

g/L KCl, 0.75 g/L MgSO4.7H2O และ 2 g/L Na3C6H5O7.2H2O เมือ่คดิรำคำของกำรผลติ AMVL โดยใช ้

optimized และ unoptimized medium จะสำมำรถเปรยีบเทยีบไดด้งัตำรำงที ่12 

 

ตารางที ่ 12 กำรเปรยีบเทยีบรำคำของ medium และ ปรมิำณของ AMVL ทีผ่ลติไดร้ะหวำ่ง optimized 

และ unoptimized medium  

 
ชนดิอาหาร ปรมิาณทีใ่ช ้ ราคา           ราคาอาหาร      

(บาท/L) 

ปรมิาณ AMVL ที่
ผลติไดโ้ดยเฉลีย่  

(mg/L) 

ราคา AMVL ที่
ผลติได ้      

(บาท/mg) 

Optimized medium 

NaNO3 9.687 (g/L) 0.750 (บำท/g)    

K2HPO4 2.432 (g/L) 0.500 (บำท/g)    

KH2PO4 0.147 (g/L) 0.500 (บำท/g)    

Trace element 0.397 (mL/flask) 0.836 (บำท/L) 18.563 204 0.091 

Sucrose 70 (g/L) 0.024 (บำท/g)    

KCl 0.25 (g/L) 0.482 (บำท/g)    

MgSO4.7H2O 0.75 (g/L) 0.600 (บำท/g)    

Na3C6H5O7.2H2O 2 (g/L) 0.560 (บำท/g)    

Unoptimized medium 

MEB 20 (g/L) 10.600 (บำท/g) 212.00 60 3.533 

จำกตำรำงที ่ 12 จะเห็นไดว้ำ่รำคำของอำหำรทีใ่ชใ้นกำรเพำะเลีย้ง A. oryzae MTG4 ส ำหรับกำรผลติ 

AMVL ทีผ่ำ่นกำร optimization แลว้นัน้จะมรีำคำถกูกวำ่อำหำร (MEB) ทีใ่ชอ้ยูเ่ดมิถงึ 11.4 เทำ่ และ

สำมำรถผลติ AMVL ไดม้ำกกวำ่ประมำณ 3.4 เทำ่ ท ำใหก้ำรใชอ้ำหำรชนดิใหมนั่น้จะท ำใหม้กีำรตน้ทนุกำร

ผลติคดิเป็นบำท/มลิลกิรัม AMVL ทีผ่ลติได ้ ถกูกวำ่กำรใชอ้ำหำรเดมิถงึ 38.8 เทำ่ ซึง่นับวำ่สตูรอำหำร

ชนดิใหมน่ีช้ว่ยเพิม่ปรมิำณและลดตน้ทนุกำรผลติ AMVL ได ้

7.4 การศกึษาการเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 และการผลติ AMVL ใน optimized 

medium และ unoptimized medium 

7.4.1 การเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4  

ในกำรศกึษำกำรเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 นัน้ไดท้ ำกำรเพำะเลีย้งรำดงักลำ่วในอำหำรทีผ่ำ่นกำร 

optimization แลว้ในขวดเขยำ่ โดยอำหำรจะประกอบไปดว้ย 70 g/L sucrose, 9.687 g/L NaNO3, 

2.432 g/L K2HPO4, 0.147 g/L KH2PO4, 0.25 g/L KCl, 0.75 g/L MgSO4.7H2O, 2 g/L 

Na3C6H5O7.2H2O และ 0.397 mL/flask Trace element เก็บตวัอยำ่งวดัน ้ำหนักแหง้ตลอดชว่งกำร

ทดลองเปรยีบเทยีบกบัน ้ำหนักแหง้ของ A. oryzae MTG4 ทีท่ ำกำรเพำะเลีย้งใน unoptimized medium 

(malt extract broth) ท ำกำรทดลองซ ำ้ 2 ครัง้ ปรมิำณน ้ำหนักแหง้ทีว่ดัไดแ้สดงไดด้งัภำพที ่3 
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ภาพที ่ 3 กำรเปลีย่นแปลงปรมิำณน ้ำหนักแหง้ของ A. oryzae MTG4 ใน optimized medium และ 

unoptimized medium (MEB) 

จำกภำพที ่3 จะเห็นไดว้ำ่รปูแบบกำรเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 ในอำหำร optimized medium 

นัน้จะมกีำรเจรญิเตบิโตเป็น 2 ชว่ง คอืในชว่ง 1-6 วนั ซึง่เป็นชว่งทีม่กีำรใช ้ sucrose เป็นแหลง่ของ 

carbon source และมกีำรเพิม่ของ biomass แบบ exponential จำกประมำณ 1 g/L ทีเ่วลำ 1 วนัเป็น 18 

g/L ทีเ่วลำ 6 วนั หลงัจำกนัน้ปรมิำณ biomass จะลดลงตำมล ำดบั เนือ่งจำก sucrose ซึง่เป็นแหลง่ของ 

carbon ไดถ้กูใชจ้นหมด แต ่ A. oryzae จะใชส้ำรอนิทรยีต์ำ่ง ๆ ทีผ่ลติขึน้ในชว่งแรก ไดแ้ก ่ ethanol, 

acetate, succinate ฯลฯ มำใชเ้ป็นแหลง่ของคำรบ์อนส ำหรับกำรเจรญิเตบิโต ซึง่ biomass จะลดลง 

จนถงึทีร่ะดบั 10 g/L ทีเ่วลำ 23 วนั ในกรณีของ A. oryzae MTG4 ทีเ่พำะเลีย้งในอำหำร unoptimized 

medium หรอื malt extract broth นัน้พบวำ่จะมชีว่ง exponential phase เพยีง 3 วนั ซึง่มปีรมิำณ 

biomass สงูสดุ 6.6 g/L ทีเ่วลำ 5 วนั หลงัจำกนัน้ปรมิำณ biomass ทีค่อ่นขำ้งคงทีแ่ละจะลดลงอยำ่งชำ้ 

ๆ จนถงึ 4.2 g/L ทีเ่วลำ 23 วนั  อยำ่งไรก็ตำมกำรเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 ในชว่ง 

exponential phase เมือ่เพำะเลีย้งในอำหำรทัง้สองชนดินี ้ สำมำรถหำคำ่อตัรำกำรเจรญิเตบิโตจ ำเพำะ

สงูสดุ (maximum specific growth rate, µmax) ไดจ้ำกสมกำรที ่(4) 

                                                    dX/dt = µmax X                                       ………………..(4)                                                   

เมือ่ X = ปรมิำณ biomass (g/L) 

 t = เวลำ (hr) 
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จำกกำรหำคำ่ µmax ของ A. oryzae MTG4 ใน optimized medium มคีำ่เทำ่กบั 0.052 hr-1 สว่นในอำหำร 

MEB มคีำ่เทำ่กบั 0.039 hr-1 ซึง่ถอืวำ่เป็นมกีำรเจรญิเตบิโตชำ้กวำ่ในอำหำร optimized medium 

เล็กนอ้ย  ทัง้นีเ้นือ่งจำกใน optimized medium จะมสีำรอำหำรทีส่มบรูณ์และเหมำะกบักำรเจรญิเตบิโต

ของรำมำกกวำ่อำหำร MEB 

7.4.2 การศกึษาการผลติ AMVL จาก A. oryzae MTG4 ใน optimized medium 

กำรศกึษำถงึปรมิำณของ AMVL ทีผ่ลติไดจ้ำก A. oryzae MTG4 ใน optimized medium นัน้ท ำไดโ้ดย

กำรเก็บน ้ำหมักของ A. oryzae MTG4 ใน optimized medium ในชว่งเวลำตำ่ง ๆ กนัมำท ำกำรสกดัดว้ย 

ethyl acetate จำกนัน้จงึน ำมำวเิครำหป์รมิำณดว้ยเครือ่ง HPLC พบวำ่ปรมิำณของ AMVL ทีผ่ลติไดม้กีำร

เปลีย่นแปลงดงัภำพที ่4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที ่4 ปรมิำณ anhydromevalonolactone ทีผ่ลติไดจ้ำกกำรเพำะเลีย้ง A. oryzae MTG4 ใน 

optimized medium และ unoptimized medium (MEB) 

กำรผลติ AMVL ซึง่เป็นสำรทตุยิภมู ิ(secondary metabolite) นัน้จะเป็น non-growth associated คอื จะ

ไมเ่พิม่ในเวลำเดยีวกนักบั biomass แตจ่ะผลติภำยหลงั exponential phase ผำ่นไปแลว้สกัระยะหนึง่ 

จำกภำพที ่ 4 จะเห็นไดว้ำ่ AMVL ทีผ่ลติจำก optimized medium นัน้จะผลตินอ้ยในชว่ง 4 วนัแรก 

หลงัจำกนัน้จะเพิม่ขึน้อยำ่งรวดเร็ว ถงึประมำณ 90 mg/L ทีเ่วลำประมำณ 7 วนั และจะเริม่คงทีใ่นชว่งในที ่

7-10 วนั ซึง่เป็นชว่งที ่ sucrose เริม่หมดและเริม่เขำ้สู ่ second exponential phase หลงัจำกนัน้ปรมิำณ

AMVL จะเพิม่มำกขึน้อกีครัง้ และผลติมำกทีส่ดุในชว่ง 17-23 วนั ทีป่ระมำณ 200 mg/L ซึง่มคีำ่ใกลเ้คยีง

กบัคำ่ทีท่ ำนำยไดจ้ำกสมกำรทำงคณติศำสตร ์ (สมกำรที ่ 3) วำ่เมือ่ใช ้ optimized medium ในกำรผลติ 

AMVL แลว้จะสำมำรถผลติ AMVL ไดใ้นปรมิำณ 216.9 mg/L สว่นกำรผลติ AMVL ใน unoptimized 

medium หรอื malt extract broth นัน้พบวำ่ปรมิำณ AMVL จะไดน้อ้ยในชว่ง 6 วนัแรกของกำรเพำะเลีย้ง 

หลงัจำกนัน้จะเพิม่ขึน้อยำ่งชำ้ ๆ ในอตัรำทีค่อ่นขำ้งคงทีจ่นมรีะดบัสงูสดุที ่60 mg/L ทีเ่วลำ 21-23 วนั ซึง่

จะผลติไดน้อ้ยกวำ่ใน optimized medium ประมำณ ในสว่นของคำ่ผลไดข้อง AMVL เทยีบกบัน ้ำหนักแหง้ 
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(Yxp, mg/g dw) และคำ่อตัรำกำรผลติ (production rate, mg/L/day) นัน้พบวำ่เมือ่ส ิน้สดุกำรทดลอง 

Yxp ของ optimized medium และ unoptimized medium จะมคีำ่ประมำณ 21 และ 14 mg/g dw 

ตำมล ำดบั สว่น production rate ของ optimized medium และ unoptimized medium จะมคีำ่ประมำณ 

10.5 และ 3 mg/L/day ตำมล ำดบั 

 

 

 

8. 

สรปุผลกำรวจิัยและขอ้เสนอแนะ 
 

1.    กำรศกึษำหำชนดิของแหลง่คำรบ์อนและไนโตรเจน รวมถงึปัจจัยอืน่ทีม่ผีลตอ่กำรผลติสำร 

anhydromevalonolactone (AMVL) จำก A. oryzae MTG4 โดยท ำกำรทดลองแบบ Factorial 

Design และ Plackett-Burman Design พบวำ่ NaNO3, K2HPO4, KH2PO4 และ Trace element 

เป็นปัจจัยทีส่ ำคญัทีช่ว่ยในกำรผลติ AMVL อยำ่งมนัียส ำคญั 

2. ในกำรวเิครำะหห์ำระดบัควำมเขม้ขน้ทีเ่หมำะสมทีส่ดุโดยวธิ ีResponse Surface Methodology ซึง่

ออกแบบกำรทดลองแบบ Central Composite Design พบวำ่ระดบัควำมเขม้ขน้ของสำรอำหำรชนดิ

ตำ่ง ๆ ทีเ่หมำะสมทีส่ดุตอ่กำรผลติ AMVL ประกอบไปดว้ย NaNO3 9.687 g/L, K2HPO4 2.432 

g/L, KH2PO4 0.147 g/L, Trace element 0.397 mL/flask, sucrose 70 g/L, KCl 0.25 g/L และ 

MgSO4.7H2O 0.75 g/L และ Na3C6H5O7.2H2O 2 g/L สำมำรถผลติ AMVL ไดป้ระมำณ 200 mg/L 

ซึง่มปีรมิำณมำกกวำ่สตูรเดมิ Malt Extract Broth (MEB) ถงึ 3.4 เทำ่ 

3. แบบจ ำลองทำงคณติศำสตรท์ีส่ำมำรถใชใ้นกำรท ำนำยกำรผลติ AMVL เมือ่ใชส้ำรอำหำรในระดบั

ควำมเขม้ขน้ตำ่ง ๆ กนั ไดอ้ยำ่งถกูตอ้งทีร่ะดบัควำมเชือ่มัน่ 99% คอื  

Anhydromevalonolactone (mg/L) =  151.33+7.82A-17.59B-8.21C+12.88D-13.77AC     

+27.93AD+10.45BC+9.34BD+9.68CD-12.4A2-

20.84B2-23.83D2                                              

เมือ่   A = ควำมเขม้ขน้ของ NaNO3 (coded value) 

 B = ควำมเขม้ขน้ของ K2HPO4 (coded value) 

 C = ควำมเขม้ขน้ของ KH2PO4 (coded value) 

 D = ควำมเขม้ขน้ของ Trace element (coded value)                                                     

4. เมือ่ท ำกำรเพำะเลีย้ง A. oryzae MTG4 ใน optimized medium พบวำ่ม ี exponential phase 

ในชว่ง 1-6 วนั ซึง่มอีตัรำกำรเจรญิเตบิโตจ ำเพำะสงูสดุ (μmax) เทำ่กบั 0.052 hr-1 น ้ำตำล sucrose 
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ซึง่เป็นแหลง่ของคำรบ๋อนจะเริม่หมดทีเ่วลำประมำณ 6 วนั หลงัจำกนัน้ A. oryzae MTG4 จะใช ้

สำรอนิทรยีต์ำ่ง ๆ ทีส่รำ้งขึน้ในชว่งแรกเป็นแหลง่อำหำรแทน A. oryzae MTG4 จงึเจรญิเตบิโต

ตอ่ไปไดใ้นชว่งทีส่อง ซึง่เป็นชว่งทีม่กีำรผลติ AMVL ในปรมิำณมำกขึน้ถงึ 200 มลิลกิรัม/ลติร ที่

เวลำประมำณ 16-24 วนั สว่นกำรเจรญิเตบิโตของ A. oryzae MTG4 ใน Malt Extract Broth 

(MEB) นัน้พบวำ่ม ี exponential phase ในชว่ง 1-3 วนั และมอีตัรำกำรเจรญิเตบิโตจ ำเพำะสงูสดุ 

(μmax) เทำ่กบั 0.039 hr-1 ซึง่ต ำ่กวำ่คำ่ μmax ทีไ่ดจ้ำกกำรเพำะเลีย้งรำในอำหำร optimized 

medium และมกีำรผลติ AMVL ทีค่อ่นขำ้งต ำ่เมือ่เทยีบ optimized medium 

5. งำนวจัิยนีช้ว่ยใหไ้ดส้ตูรอำหำรส ำหรับผลติ AMVL ท ำใหไ้ด ้AMVL ในปรมิำณมำกกวำ่ และมตีน้ทนุ

กำรผลติต ำ่กวำ่กำรใชอ้ำหำรชนดิเดมิ AMVL นีส้ำมำรถใชเ้ป็นตวัยบัยัง้กำรสรำ้งโคเลสเตอรอลใน 

mevalonate biosynthetic pathway นอกจำกนี ้AMVL ยงัใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับกำรผลติสำรออก

ฤทธิท์ำงชวีภำพไดห้ลำยชนดิ เชน่ lineatin ทีใ่ชเ้ป็นฟีโรโมนส ำหรับส ำหรับก ำจัดแมลงมอดไม ้และ

เป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับผลติสำรประกอบพวก pyrone ทีม่คีณุสมบตัเิป็นสำรตำ้นมะเร็งในชอ่งปำกได ้

อกีดว้ย อยำ่งไรก็ตำมในกำรผลติ AMVL ควรมกีำรพัฒนำองคป์ระกอบของสตูรอำหำรทีใ่ชใ้นกำร

ผลติชนดิตำ่ง ๆ เชน่กำรใช ้ complex medium ส ำหรับกำรผลติ AMVL แตท่ัง้นีจ้ ำเป็นทีจ่ะตอ้ง

พจิำรณำถงึตน้ทนุในกำรผลติดว้ยเชน่กนั เนือ่งจำก complex medium สว่นใหญจ่ะมรีำคำที่

คอ่นขำ้งแพง นอกจำกนีอ้ำจเพิม่กำรผลติ AMVL ไดโ้ดยท ำกำรพัฒนำกระบวนกำร fermentation 

ในรปูแบบตำ่ง ๆ เชน่ fed-batch และ chemostat fermentation เพือ่ท ำใหส้ำมำรถผลติ AMVL ได ้

มำกขึน้ และมปีรมิำณเพยีงพอทีจ่ะสำมำรถน ำไปใชป้ระโยชนไ์ดต้อ่ไป 
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