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บทท่ี 3
อุปกรณ สารเคมี และวิธีทดลอง

3.1  วัสดุส ําหรับการเล้ียงเช้ือราโมแนสคัส

3.1.1     เช้ือจุลินทรีย
- Monascus  purpureus  FTCMU; ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร,
คณะอุตสาหกรรมเกษตร, มหาวิทยาลัยเชียงใหม

- Monascus  ruber  TISTR 3006 ; ศูนยจุลินทรีย, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย

3.1.2  อาหารแข็ง
- ขาวเจาพันธุชัยนาท (รานทรัพยไพศาล, เชียงใหม)
- Potato Dextrose Agar (Difco, France)

3.1.3  อาหารเหลวสังเคราะห
- ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Di-potassium hydrogen phosphate;

K2HPO4 , Merck, Germany)
- โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate; KH2PO4

M&B, USA)
- แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  (Magnesium sulfate heptahydrate;

MgSO4.7H2O, Merck, Germany)
- แคลเซยีมคลอไรดไดไฮเดรต (Calcium chloride dihydrate; CaCl2.2H2O, Merck,

Germany)
- เฟอรรัสซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (Ferrous sulfate heptahydrate; FeSO4 . 7H2O,

May &Baker, England)
- ซิงคซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (Zinc sulfate heptahydrate; ZnSO4.7H2O  , Fluka,

Switzerland)



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

37

- แมงกานีสซัลเฟต เตตราไฮเดรต (Manganese sulfate tetrahydrate; MnSO4.4H2O,
Merck, Germany)

- คอปเปอรคลอไรดไดไฮเดรต (Copper chloride dihydrate; CuCl2.2H2O, Merck,
Germany)

- กรดบอริค (Boric acid; H3BO3, Merck, Germany)
- แอมโนเนียม โมลบิเดต (Ammonium molybdate; (NH4)6Mo7O24.4H2O, Merck,

Germany)
- น้ํ าตาลกลูโคส (Glucose; Merck, Germany)
- น้ํ าตาลแลคโตส (Lactose; Difco Laboratory, USA)
- กรดกลูตามิค (L-Glutamic acid monosodium salt monohydrate; Fluka,

Switzerland)
- ฮีสติดีน (L-histidine; Fluka, Switzerland)

3.2 อุปกรณที่ใชเลี้ยงเชื้อราโมแนสคัส
3.2.1 อุปกรณสํ าหรับเตรียมอาหารเหลวสังเคราะห

- ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
- ส ําลี
- อะลูมิเนียมฟอลย (Diamond, USA)
- กระบอกตวง 100 มิลลิลิตร
- ตะเกียงบุนเสน
- หมอน่ึงความดัน (Autoclave: Gallenkamp, England)
- เครื่องเขยา (Shaker : Gallenkamp, England)

3.2.2 อุปกรณสํ าหรับเตรียมขาว
- ถุงโพลิโพรไพลีน ขนาด 8 x 12 น้ิว (Polypropylene bag 8” x 12”)
- คอขวดพลาสติก
- ส ําลี
- เครื่องชั่งทศนิยม 1 ตํ าแหนง
- ตะเกียงบุนเสน
- หมอน่ึงความดัน (Autoclave: Gallenkamp, England)
- อะลูมิเนียมฟอลย (Diamond, USA)
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3.3  วัสดุและอุปกรณสํ าหรับวิเคราะหกระบวนการเลี้ยงเชื้อราโมแนสคัส
3.3.1 อุปกรณสํ าหรับวิเคราะหทางกายภาพ

- เครื่องวัดส ี(ColorQuest II, Hunter Laboratory Inc., USA)
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer, ThermoSpectronic Biomate 5,

England)
- เครื่องวัดคาการละลายของออกซิเจน (Dissolved Oxygen Meter 9300)
- อางควบคุมอุณหภูม ิ(Water Bath,  Gallenkamp, England)

3.3.2  อุปกรณสํ าหรับวิเคราะหทางเคมี
- pH meter ( ยี่หอ WTW pH 537, Germany)
- เตาอบลมรอน (Hot air oven, Haereous, England)
- เตาเผา (Muffle Furnance: Gallenkamp, England)
- เครื่องยอยโปรตีน (Tecator, Sweden )
- เครื่องกลั่นโปรตีน (2100 Kjeltec Distillation Unit; Foss Tecator, Sweden)
- โกรงหิน (สํ าหรับบดขาว)
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตํ าแหนง (ยี่หอ Sartorius รุน A120S, Germany)
- กระดาษกรอง (“Whatman” เบอร 4 ขนาดเสนผาศูนยกลาง 12  เซนติเมตร)
- ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask)
- บิวเรต ขนาด 50 มิลลิลิตร
- บีกเกอรแกวขนาด 50, 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร (Pyrex, USA)
- ปเปตแบบ measuring pipette ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร

3.3.3   สารเคมี
- กรดบอริก (Boric acid ; H3BO3, Merck, Germany)
- กรดซัลฟูริก (Sulfuric acid ; H2SO4, Merck, Germany)
- คอปเปอรซัลเฟต (Copper sulfate ; CuSO4.5H2O, Merck, Germany)
- ซิลิเนียมไดออกไซด (Selenium dioxide ; SeO2, J.T. Baker, USA)
- เมทธลิเรด (Methyl red ; (CH3)2NC6H4N, May&Baker, USA)
- โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide; NaOH, J.T. Baker, USA)
- เอทานอล (Ethanol, Lab-Scan Ltd., Ireland)
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3.3.4   เคร่ืองประมวลผลขอมูล
- เคร่ืองคอมพิวเตอรสวนบุคคล
- โปรแกรมสํ าเร็จรูป Microsoft Excel 97 (Microsoft corp., USA)
-     โปรแกรมสํ าเร็จรูป SPSS 10.0.7 (SPSS Inc., USA)

3.4  แผนการทดลอง

แบงออกเปน 2 ตอน คือ
3.4.1  การทดลองตอนท่ี 1  ศึกษาผลของกลูโคส และ/หรือ แลคโตส และโมโนโซเดียม

กลูตาเมท (monosodium glutamate) หรือฮีสติดีน (L-histidine) ในอาหารเหลวสังเคราะห 
(Chemically Defined Medium)  ตอการผลิตรงควัตถุสีแดงและซิตรินิน โดยเช้ือรา Monascus 
purpureus FTCMU และ Monascus ruber  TISTR 3006

การทดลองใชสูตรอาหารเหลวสังเคราะหพื้นฐาน (Basal medium) ซึ่งเปนสวนประกอบ
หลักของแตละการทดลองจะมีแหลงคารบอน คือกลูโคส และ/หรือ แลคโตส และแหลงไนโตรเจน  
คือโมโนโซเดียมกลูตาเมท หรือฮีสติดีน ในปริมาณที่แตกตางกันตามแผนการทดลองดังตารางที ่
3.1

ตารางท่ี  3.1  สูตรอาหารเหลวสังเคราะหตามแผนการทดลอง
อาหารเหลว แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน
สูตร 1
สูตร 2
สูตร 3
สูตร 4
สูตร 5
สูตร 6
สูตร 7
สูตร 8

กลูโคส  20  กรัม/ลิตร
กลูโคส 20 กรัม/ลิตร
แลคโตส 45 กรัม/ลิตร
แลคโตส 45 กรัม/ลิตร

กลูโคส 20 กรัม/ลิตร+ แลคโตส 20 กรัม/ลิตร
กลูโคส 20 กรัม/ลิตร + แลคโตส 20 กรัม/ลิตร

กลูโคส 45 กรัม/ลิตร
กลูโคส 45 กรัม/ลิตร

โมโนโซเดียมกลูตาเมท 12.5 กรัม/ลิตร
ฮีสติดีน  12.5 กรัม/ลิตร

โมโนโซเดียมกลูตาเมท 12.5 กรัม/ลิตร
ฮีสติดีน  12.5 กรัม/ลิตร

โมโนโซเดียมกลูตาเมท 12.5 กรัม/ลิตร
ฮีสติดีน  12.5 กรัม/ลิตร

โมโนโซเดียมกลูตาเมท 12.5 กรัม/ลิตร
ฮีสติดีน  12.5 กรัม/ลิตร

ดัดแปลงจาก  : Hajjaj H. และคณะ (2001)
หมายเหตุ       :  อาหารเหลวสังเคราะหสูตร 1-6 ใชเช้ือรา M. purpureus  FTCMU
                         อาหารเหลวสังเคราะหสูตร  7 และ 8 (ชุดเปรียบเทียบ 1 และ 2 )
                         ใชเช้ือรา M. ruber  TISTR 3006 เพื่อเปรียบเทียบการสรางซิตรินิน
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3.4.1.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยง
1. การเตรียมเชื้อตั้งตนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ใชเปน

อาหารเลี้ยงเชื้อส ําหรับเก็บรักษาและเตรียมเช้ือต้ังตน (mother culture)
(ดัดแปลงจาก Hajjaj H. และคณะ, 2001)
1.1  เช้ือ Monascus purpureus FTCMU และ Monascus ruber TISTR 3006 จะถกู

เก็บรักษาบน slant culture ของอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA)  ที่อุณหภูมิ 4Oซ  ภายหลัง
จากการเพาะเลี้ยงนาน 8 วัน ที ่30Oซ

1.2  ถายเชื้อจากขอ 1.1 โดยใชเข็มเข่ียเช้ือดวยเทคนิคปลอดเช้ือ ลงบนจานเพาะ
เช้ือท่ีมีอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) บมท่ีอุณหภูมิ 30Oซ นาน 8 วัน

2. อาหารเหลวสังเคราะห  (Chemically Defined Medium)
สูตรอาหารประกอบดวย
- แหลงคารบอน ตามแผนการทดลอง (ตารางท่ี 3.1)
- แหลงไนโตรเจน ตามแผนการทดลอง (ตารางท่ี 3.1)
-      K2HPO4  5.0 กรัม
- KH2PO4  5.0 กรัม
- MgSO4.7H2O  0.1 กรัม
- FeSO4 . 7H2O  0.2 กรัม
- ZnSO4.7H2O  0.2  กรัม
- MnSO4.4H2O  0.1 กรัม
- CaCl2.2H2O 20.0     มิลลิกรัม
- CuCl2.2H2O 5.0 มิลลิกรัม
- H3BO3 11.0 มิลลิกรัม
- (NH4)6Mo7O24.4H2O 5.0 มิลลิกรัม
ปรับปริมาตรดวยน้ํ ากลั่น ใหได  1.0      ลิตร

เตรียมอาหารเหลวสงัเคราะหตามสตูร ปรับคาพีเอช  6.5  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
2 N ถายอาหารเหลว 100 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ปดจุกดวยส ําล ีและหุม
ดวยอลูมิเนียมฟอลยอีกครั้ง  นํ าอาหารเล้ียงเช้ือไปฆาเช้ือท่ี 121Oซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว 
นาน 15 นาท ี วางทิ้งไวใหเย็น
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2.1 ถายเชื้อ Monascus purpureus FTCMU ที่ไดจากขอ 1.2  โดยใชเข็มเข่ียเช้ือตัดตรง
บริเวณปลายเสนใย (ขอบนอกของเสนใย) ใหไดพื้นที ่1 ตารางเซนติเมตร ใสเชื้อลงในอาหารเหลว
สูตร 1 ถึง 6 จากนั้นเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เขยาอาหารดวยความเร็วรอบ 300 รอบตอนาท ี (rpm) 
นาน 20 วัน

2.2 ถายเชื้อ Monascus ruber TISTR 3006 ที่ไดจากขอ 1.2  ลงในอาหารเหลวสูตร
7 และ 8 (ชุดเปรียบเทียบ)  โดยทํ าเชนเดียวกับขอ 2.1

เก็บตัวอยางเพื่อศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและเคม ี วิเคราะหปริมาณซติรินิน
ที่ระยะเวลา 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน

3.4.1.2 ศึกษาคณุสมบัตทิางกายภาพของอาหารเหลวสังเคราะหระหวางการหมัก
- ปริมาณรงควัตถสุแีดงวัดดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Petra J. และคณะ, 
1994)
- ปริมาณสีแดงวัดดวยเคร่ืองวัดสีระบบ Hunter Lab (ColorQuest II 
(HunterLab, 1997)
- คาพีเอช (ตามวิธ ีAOAC, 1995)
- มวลชีวภาพ (biomass) (Petra J. และคณะ , 1994)
- ออกซิเจนที่ละลายในอาหาร โดยใชเคร่ือง Dissolved Oxygen Meter  9300
(Jenway)
(รายละเอียดการวิเคราะหแสดงไวในภาคผนวก ข หนา  103, 105, 109 )

3.4.1.3 ศึกษาคุณสมบัตทิางเคมขีองอาหารเหลวสังเคราะหระหวางการหมัก
- ปริมาณน้ํ าตาลทั้งหมด (total sugar as glucose) ท่ีเหลอือยูในอาหาร  โดยวิธี

DNS  method (Miller G.L., 1959)
- ปริมาณไนโตรเจน (Kjeldahl Method, % nitrogen; AOAC, 1995)
(รายละเอียดการวิเคราะหแสดงไวในภาคผนวก ข  หนา 100, 103)

3.4.1.4 การวิเคราะหปริมาณซิตรินินจากอาหารเหลวสังเคราะหระหวางการหมัก
   (ดัดแปลงจาก Blanc  P.J. และคณะ, 1995b)
    (I) วัสดุอุปกรณ
- TLC Plate ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร เคลอืบ  Silica gel 60 (Merck ,

Germany)
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- เคร่ือง Automatic TLC Sampler III Version 2.72 (CAMAG, Switzerland)
(รูปท่ี  ก-6 ภาคผนวก ก)

- เครื่องควบคุมการไหลของนํ ้ายาบนแผน TLC อัตโนมัติ (Automatic
Development Chamber ADC 20x20,  Switzerland) (รูปท่ี ก-7  ภาคผนวก ก)

- เคร่ือง Scanner 3 (CAMAG, Switzerland) (รูปที่ ก-8 ภาคผนวก ก)
- เครื่องฉายแสงอัลตราไวโอเลต (UV lamp)
  (II) สารเคมี
- ซติรินินมาตรฐาน 5 มิลลิกรัม (Sigma, USA)
- คลอโรฟอรม (Chloroform ; CHCl3 ;Lab-Scan Ltd., Ireland)
- เฮกเซน (n-hexane ; Lab-Scan Ltd., Ireland)
- อะซโิตไนโตรล (Acetonitrile ; Lab-Scan Ltd., Ireland)
- กรดออกซาลิก (Oxalic acid ; Merck, Germany)
- เมทานอล (Methanol, Lab-Scan Ltd., Ireland)
  (III)  วิธีการวิเคราะห
(a)   การสกัดซติรินิน
กรองอาหารเหลวสังเคราะห ผานกระดาษกรองเบอร 4 ตวงสวนใสที่กรองได

ปริมาณ 25 มิลลิลิตร  ปรับคาพีเอช < 5.5  ดวยกรดซัลฟูริก (50:50 v/v) จากนั้นถายตัวอยางลงใน
กรวยแยก (separatory funnel) ขนาด 125 มิลลิลิตร  เติมคลอโรฟอรม (chloroform) 25 มิลลิลิตร ปด
จุกใหแนน ท ําการสกัดโดยเขยาเบาๆ ประมาณ 5 นาท ีตั้งทิ้งไวใหสารละลายแยกชั้น (ประมาณ 10 
นาท)ี สกัดซํ้ าอีกคร้ัง จากนั้นถายสารละลายชั้นลางลงในบิกเกอร ขนาด 100 มิลลิลิตร ระเหยแหง
สารละลายโดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในตูดูดควัน ละลายสารสกัดดวยเมทานอล 1 มิลลิลิตร  เทใส
ขวดไวเอิล (vial) ขนาด 1 มิลลิลิตร ปดฝาใหแนน เก็บในชองแชแข็ง (-18Oซ)  กอนนํ าไปวัดปริมาณ
ซิตรินิน โดยเครื่อง High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC )

(b)  การเตรียมซติรินินมาตรฐาน
-  เตรียมซิตรินินความเขมขน 500 สวนตอลานสวน  (ละลายซิตรินินมาตรฐาน  5

มิลลิกรัม  ในเมทานอล  ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร (volumetric    flask)
ขนาด 10 มิลลิลิตร)

- ปเปตซิตรินินความเขมขน 500 สวนตอลานสวน  ปริมาณ  1 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร)  จะไดซิตรินินมาตรฐานเขมขน 
100 สวนตอลานสวน   เทใสขวดไวเอิล (vial)  ขนาด  1  มิลลิลิตร ปดฝาใหแนน เก็บในชองแชแข็ง 
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(-18Oซ)  กอนนํ าไปวัดปริมาณซิตรินิน โดย High Performance Thin Layer Chromatography 
(HPTLC )

(c) การวัดปริมาณซิตรินิน โดยวิธ ีHigh Performance Thin Layer
Chromatography

(1)  การเตรียมแผน Thin Layer Chromatography (TLC)
นํ าแผนกระจก  TLC ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร  เคลอืบ Silica gel 60

(Merck , Germany)  ใสในโถแกวทรงสี่เหลี่ยม ที่มีกรดออกซาลิก 10% ละลายในเมทานอล จํ านวน 
100 มิลลิลิตร เพื่อใหสารละลายเคลื่อนที่ขึ้นไปตามแนวแผนกระจกไดระยะทาง 15 เซนติเมตร (ใช
เวลาประมาณ 30 นาท)ี นํ าแผนกระจกออกจากโถแกว ปลอยใหแหงในตูดูดควัน  เกบ็ในเดซิเคเตอร
กอนใชงาน

(2)  การจุด  (spot) ตัวอยางบนแผน  TLC ดวย เคร่ือง Automatic TLC
Sampler III Version 2.72 (CAMAG, Switzerland)

ใสขวดตัวอยางตามขอ (a) และสารละลายซิตรินินมาตรฐาน เขมขน 100 
สวนตอลานสวน จากขอ (b) ในชองส ําหรับใสขวดไวเอิล (vial) และวางแผน TLC ที่ไดจากขอ (1)  
บนตํ าแหนงของเคร่ืองใหพอดี (รูปท่ี ก-6  ภาคผนวก ก) จากน้ันปรับต้ังคาตางๆ โดยปอนโปรแกรม
ผานระบบคอมพิวเตอรเพ่ือควบคุมการทํ างานของเคร่ือง Automatic TLC Sampler III ดังตอไปน้ี

Method CITRININ.PAM
Method created by sasitorn
Time 13:10:01
Date 11/04/2003
Analytical and Chromatographic Condition;
Analysis citrinin in red rice
Plate material 20 x 20 cm silica gel 60 without fluorescence
Solvent chloroform:methanol (98:2)
Application parameters;
Plate size 20 x 20 cm
Application pos x 20.0 mm
Application pos Y 8.0 mm
Number of tracks side 1 14
Number of tracks side 2 0
Distance betw. Tracks 12.3 mm
Application mode Spraying
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Predosing Each vial
Spray parameters :
Band length 6.0 mm
Band velocity 10 mm/s
Start delay 50 ms (millisecond)
Application table (Sequence);
Track Type Vial Application Index
1 Standard 1  1      500 nL
2 Analysis a  2 10000 nL
3 Analysis b  3 10000 nL
4 Analysis c  4 10000 nL
5 Analysis d  5 10000 nL
6 Analysis e  6 10000 nL
7 Standard 2  1     1000 nL
8 Analysis f  7 10000 nL
9 Analysis g  8 10000 nL
10 Analysis h  9 10000 nL
11 Analysis i 10 10000 nL
12 Analysis j 11 10000 nL
13 Analysis k 12 10000 nL
14 Standard 3 1     1500   nL

(3) นํ าแผน TLC จากขอ (2) ไปแยกดวยเคร่ืองควบคุมการไหลอัตโนมัติ
(Automatic Development Chamber ADC 20x20,  Switzerland)

-  เตรียมตัวท ําละลายส ําหรับแยก คือ คลอโรฟอรม:เมทานอล, 98:2 (v/v) ปริมาณ
24 มิลลิลติร  (ส ําหรับการแยกตัวอยาง) ใสในชองภายในเครื่อง และ 100 มิลลิลิตร  (สํ าหรับการ 
Preconditioning)  ใสในขวดแกวดานขางเคร่ือง  (รูปท่ี ก-7 ภาคผนวก ก) จากน้ันนํ าแผน TLC จาก
ขอ (2) ใสในชองส ําหรับการแยกสาร (Development )   

- กอนการใชเคร่ือง จะตองเลือกโปรแกรมที่ตั้งคาไวส ําหรับการวิเคราะห
โปรแกรมการแยกสาร (Development)  มีขอมูลการตั้งคาดังนี้
1. ระยะทาง (run distance / mm) 100 mm
2. ระยะเวลาในการท ําใหแผนแหง (Drying Time / min) 5 min (cold)
3. ระยะเวลาในการท ําใหชองส ําหรับการแยกสาร (Development) 7 min
อ่ิมตัวดวยตัวทํ าละลาย  (Preconditioning Time / min)
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4. Configuration Tank
(4)    การสแกนแผน TLC
- นํ าแผน TLC จากขอ (3)  ไปสองภายใตแสงยูวี เพ่ือดูแถบสีของซิตรินิน

มาตรฐาน (แถบสีเหลืองเรืองแสง) และแถบสีที่แยกไดจากตัวอยาง โดยเปรียบเทียบตํ าแหนงของ
แถบสีที่แยกไดวาตรงกันหรือไม

- นํ าแผน TLC ไปวัดปริมาณซิตรินิน โดยวิธ ีspectrophotodensitometry  ภาย
ใตแสงยูวี (ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร) ดวยเคร่ือง Scanner 3 (CAMAG, Switzerland) โดยนํ า
แผน TLC วางชดิขอบก้ันภายในเคร่ือง และปองกันแผน TLC ไมใหเคลื่อนดวยแถบแมเหล็ก ปรับ
ตั้งโปรแกรมผานระบบคอมพิวเตอรเพื่อควบคุมการท ํางานของเคร่ือง Scanner 3

การต้ังโปรแกรมทํ างานของเคร่ือง
File names and method text CITRININ
Plate size (width x height) 20.0 x 20.0 cm
Application position Y     8.0    mm
Position of solvent front 100.0    mm
Scan start position Y    6.0    mm
Scan end position Y 110.0    mm
Scan start position X   20.0   mm
Distance between tracks X   12.3   mm
Number of tracks   14
Track index, track #    1 1abcde2fghijk3
Lamp.. Mercury
Monochromator bandwidth.. 20 nm
Wavelength 360 nm
Slit dimention.. 6.0 x 0.45 mm micro
Data step resolution.. 100 µm
Display scaling 1000 AU
Measurement mode.. Fluorescence / Reflection..
Track optimization.. OFF

Scanning speed 5 mm/s , optical filter selected:K400
Measurement mode : Automatic  The following parameter are used:

- Zero adjust position  6.0 mm at track 1
- Quick scan between  6.0 and 110.0 mm of all tracks
- Analog offset   10% sensitivity : automatic (set:0) (hv:0V)
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 (5) การเตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve)
     -  ทํ าตามวิธีการขอ (2), (3) และ (4)  โดยใชสารละลายซติรินินมาตรฐาน 100

สวนตอลานสวน  ปริมาณ  500, 1,000, 2,000, 3,000 และ  4,000  นาโนลิตร
- คํ านวณพื้นที่พีค (peak area)  เทียบกับ ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน
- สรางกราฟความสัมพันธระหวางพื้นที่พีค (peak area) (แกน Y) กับ ปริมาณ

ความเขมขนของซิตรินิน (มิลลิกรัม) (แกน X)

ตารางท่ี  3.2  ตารางการค ํานวณปริมาณซิตรินิน
ปริมาณสารละลายซิตรินินมาตรฐาน  100 ppm

(นาโนลิตร)
ซิตรินิน

(มิลลิกรัม)
พ้ืนท่ีพีค

(peak area)
500 50 3,160.0
1000 100 7,401.1
2000 200 13,789.0
3000 300 18,782.0
4000 400 23,087.9

รูปท่ี 3.1    กราฟมาตรฐานของสารละลายซติรินินมาตรฐาน

          (6) การคํ านวณปริมาณซิตรินิน
สรางกราฟความสัมพันธระหวางพื้นที่ของพีคของสารละลายมาตรฐานซิตรินินที่

ความเขมขนตางๆ  กับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานซิตรินิน เปนกราฟมาตรฐาน (standard 
curve) (รูปที่ 3.1) จากน้ันแทนคาพื้นที่ของพีคสารละลายตัวอยางลงในกราฟมาตรฐาน จะได
ปริมาณซิตรินิน  เปน มิลลิกรัม (mg)  หรือ  แทนคาพีค (แกน Y) ในสมการเพ่ือคํ านวณเปนปริมาณ
ซิตรินิน (แกน X)
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3.4.1.5 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
วางแผนการทดลองแบบ CRD (Complete Randomized Design) จากการทดลองอาหาร

เหลวทั้งหมด 8 สูตร เกบ็ตัวอยาง 5 คร้ัง คือ 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน โดยเก็บตัวอยางครั้งละ 2 ซํ ้า ได
หนวยการทดลองทั้งหมด 80 หนวยการทดลอง ขอมูลท่ีไดจากการตรวจสอบท้ังหมดนํ ามาวิเคราะห
ทางสถิติดวยโปรแกรม Statistic for Window เพื่อทราบความแตกตางของอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตร
ตอการสรางรงควัตถุสีแดงและซิตรินิน

3.4.2  การทดลองตอนท่ี 2   การทดลองในอาหารแข็งศึกษาผลของโมโนโซเดียม
กลูตาเมท (monosodium  glutamate) หรือ ฮีสติดีน (L- histidine) ในขาว ตอการผลิตรงวัตถุสีแดง
และซิตรินิน โดยเช้ือรา Monascus purpureus FTCMU และ Monascus ruber  TISTR 3006

เปนการทดลองเติมแหลงไนโตรเจน 2 ชนิด ไดแก โมโนโซเดียมกลตูาเมท และ ฮีสติดีน
ในขาว  ตามแผนการทดลองดังตารางท่ี 3.3

ตารางท่ี  3.3  สูตรขาวตามแผนการทดลอง
ขาว เช้ือรา แหลงไนโตรเจน
สูตร 1
สูตร 2
สูตร 3
สูตร 4
สูตร 5
สูตร 6

M. purpureus FTCMU
M. purpureus FTCMU
M. purpureus FTCMU
M. ruber TISTR 3006
M. ruber TISTR 3006
M. ruber TISTR 3006

โมโนโซเดียมกลูตาเมท 12.5 กรัม/กิโลกรัม
ฮีสติดีน  12.5 กรัม/กิโลกรัม
ไมเติมแหลงไนโตรเจน

โมโนโซเดียมกลูตาเมท 12.5 กรัม/กิโลกรัม
ฮีสติดีน  12.5 กรัม/กิโลกรัม
ไมเติมแหลงไนโตรเจน

ขาว : ขาวเจาพันธุชัยนาท  (ดัดแปลงจาก เรณูและคณะ, 2543)

3.4.2.1  การเตรียมขาวสํ าหรับผลิตขาวแดง
 เตรียมขาวโดยใชขาวสารตอน้ํ าในอัตราสวน 1:1 (เตรียมขาวสุก 1,000 กรัม โดย

เตรียมจากชั่งขาวสาร 500 กรัม เติมน้ํ า 500 กรัม) ใสในชามสเตนเลสขนาด 8 น้ิว นํ าไปนึ่งในลังถึง
ท่ีอุณหภูมิ 100Oซ นาน 20 นาท ี  เกลี่ยขาวใหกระจาย รอใหเย็น ชั่งขาวสุก 1,000 กรัม เติมโมโน-
โซเดียมกลตูาเมท หรือ ฮีสติดีน 12.5 กรัม (ตารางท่ี 3.3)โดยคอยๆ โรยลงในขาว ขณะเดียวกันใช
ทัพพีคลุกเคลาใหทั่วเมล็ดขาว (ประมาณ 5 นาท)ี จากนั้นชั่งขาวสุก 100 กรัม  ใสในถุงทนรอน 
(Polypropylene) ขนาด 8x12 น้ิว เกลี่ยขาวใหกระจาย ใสคอขวดอุดดวยส ําลีแลวหุมดวยฟอลยอีก
คร้ัง  กอนนํ าไปฆาเช้ือท่ี 121Oซ  ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว 15  นาท ี วางทิ้งไวใหเย็น
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3.4.2.2   การเพาะเลี้ยง
1. ถายเชื้อ Monascus purpureus FTCMU ที่ไดจากขอ 1.2  โดยใชเข็มเข่ียเช้ือตัด

ตรงบริเวณปลายเสนใย (ขอบนอกของเสนใย) ใหไดพื้นที ่1 ตารางเซนติเมตร ใสเชื้อลงในขาวสูตร 
1-3 จากน้ันเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  20 วัน

2. ถายเชื้อ Monascus ruber TISTR 3006 ที่ไดจากขอ 1.2  ลงในขาวสูตร 4-6
โดยท ําเชนเดียวกับขอ 2.1

เก็บตัวอยางเพื่อศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพและเคม ี วิเคราะหปริมาณซติรินิน
ที่ระยะเวลา 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน

3.4.2.3 ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของขาวระหวางการหมัก
- ปริมาณสีแดงวัดดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร (อางอิง Petra J. และคณะ, 

1994)
-  ปริมาณสีแดงวัดดวยเคร่ืองวัดสีระบบ Hunter Lab (ColorQuest II ; Hunter Lab, 
1997)

-   คาพีเอช (AOAC, 1995)
(รายละเอียดการวิเคราะหแสดงไวในภาคผนวก ข  หนา 103, 109)

3.4.2.4 ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของขาวระหวางการหมัก
-  ปริมาณคารโบไฮเดรต (as glucose) ท่ีเหลืออยูในขาวแดง  โดยวิธ ีDNS method

(Miller G.L., 1959)
- ปริมาณไนโตรเจน (Kjeldahl Method, % nitrogen; AOAC, 1995)
(รายละเอียดการวิเคราะหแสดงไวในภาคผนวก ข  หนา 100, 103)

3.4.2.5   วิธีวิเคราะหปริมาณซิตรินินของขาวระหวางการหมัก (อางอิง Blanc  P.J. และ
คณะ, 1995b)

(a)  การสกัดซติรินิน
นํ าขาวแดงมาบดใหละเอียดดวยโกรง ชั่งนํ ้าหนัก 1 กรัม ดวยเครื่องชั่งทศนิยม  4

ตํ าแหนง บันทึกนํ ้าหนักท่ีแนนอน ถายตัวอยางลงในกรวยแยก (separatory funnel) ขนาด 125 
มิลลิลิตร  เติมอะซิโตไนไตรล (acetonitrile)  20 มิลลิลิตร ปดจุกใหแนน ท ําการสกัดโดยเขยาเบาๆ 
ประมาณ 5 นาท ี เติมเฮกเซน (n-haxane) 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 5 นาท ีตั้งทิ้งไวใหสารละลายแยก
ชั้น (ประมาณ 5 นาท)ี  เขยาซํ้ าอีกคร้ัง แยกสารละลายชั้นบนมาเติมนํ ้า 40 มิลลิลิตร และปรับพีเอช
4.5 ดวยกรดซลัฟูริก H2SO4 (50:50 v/v) สกัดตอดวยคลอโรฟอรม 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 5 นาท ีต้ัง
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ทิ้งไวใหสารละลายแยกชั้น (ประมาณ 5 นาท)ี ถายสารละลายชั้นลางลงในบิกเกอร ขนาด 100 
มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไวใหสารละลายจนหมด ท่ีอุณหภูมิหอง ภายในตูดูดควัน ละลายสารสกัดดวยเมทา
นอล 1 มิลลิลิตร เทใสขวดไวเอิล (vial) ขนาด 1 มิลลิลิตร ปดฝาใหแนน เก็บในชองแชแข็ง (-18Oซ) 
กอนนํ าไปวัดปริมาณซิตรินิน โดยวิธ ีHigh Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC )

(b) การเตรียมซติรินินมาตรฐาน
ปฏิบัติเชนเดียวกับตัวอยางอาหารเหลวสังเคราะห (ตามขอ (b) หนา 42)

(c) การวัดปริมาณซิตรินิน โดยวิธ ีHigh Performance Thin Layer
Chromatography

      ปฏิบัติเชนเดียวกับตัวอยางอาหารเหลวสังเคราะห (ตามขอ (c) หนา 43-46)

3.4.2.5 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
วางแผนการทดลองแบบ CRD (Complete Randomized Design) จากการทดลอง

อาหารเหลวท้ังหมด 6 สูตร เกบ็ตัวอยาง 5 คร้ัง คือ 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน โดยเก็บตัวอยางครั้งละ 2 
ซํ้ า ไดหนวยการทดลองทั้งหมด 60 หนวยการทดลอง ขอมูลท่ีไดจากการตรวจสอบท้ังหมดนํ ามา
วิเคราะหทางสถิติดวยโปรแกรม Statistic for Window เพื่อทราบความแตกตางของขาวแดงแตละ
สูตรตอการสรางรงควัตถุสีแดงและซิตรินิน


	º··Õè 3
	ÍØ»¡Ã³ì ÊÒÃà¤ÁÕ áÅÐÇÔ¸Õ·´ÅÍ§
	ÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ·Ò§¡ÒÂÀÒ¾¢Í§ÍÒËÒÃàËÅÇÊÑ§à¤ÃÒÐËìÃÐËÇèÒ§¡ÒÃËÁÑ¡
	ÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ·Ò§à¤ÁÕ¢Í§ÍÒËÒÃàËÅÇÊÑ§à¤ÃÒÐËìÃÐËÇèÒ§¡ÒÃËÁÑ¡
	
	
	
	(I) ÇÑÊ´ØÍØ»¡Ã³ì

	Method created by		sasitorn

	Analytical and Chromatographic Condition;
	Analysis			citrinin in red rice
	Application pos Y		8.0 mm




	- ¡èÍ¹¡ÒÃãªéà¤Ã×èÍ§ ¨ÐµéÍ§àÅ×Í¡â»Ãá¡ÃÁ·ÕèµÑé§¤èÒäÇéÊÓËÃÑº¡ÒÃÇÔà¤ÃÒÐËì
	(6) ¡ÒÃ¤Ó¹Ç³»ÃÔÁÒ³«ÔµÃÔ¹Ô¹
	¡ÒÃÇÔà¤ÃÒÐËì¢éÍÁÙÅ·Ò§Ê¶ÔµÔ
	ÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ·Ò§¡ÒÂÀÒ¾¢Í§¢éÒÇÃÐËÇèÒ§¡ÒÃËÁÑ¡
	ÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔ·Ò§à¤ÁÕ¢Í§¢éÒÇÃÐËÇèÒ§¡ÒÃËÁÑ¡
	¡ÒÃÇÔà¤ÃÒÐËì¢éÍÁÙÅ·Ò§Ê¶ÔµÔ



