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Kojic acid Production from cassava starch by Aspergillus oryzae K-13 in shake-
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source during cultivation, kojic acid yield could be increased. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

การผลิต (Production) ถือเปนหวัใจของเศรษฐกิจของทุกประเทศ ประเทศใดที่สราง
ผลผลิตไดมาก โดยใชปจจยัในการผลิตนอย ก็จะมีความเจริญกาวหนาเร็ว โดยที่การผลิตเปนการ
นําเอาปจจัยการผลิต ซึง่ไดแก คน เงนิ วัตถุดิบ ที่ดิน อาคาร สถานที ่เครื่องจักร อุปกรณตางๆ และ
เทคโนโลยี มาประกอบกนัเปนสนิคาและบริการโดยผานกระบวนการผลิตเพื่อกอใหเกิดผลผลติที่
จําเปนตอการดํารงชีวิต หรือเสริมความสขุ ความสะดวกสบายในชีวติประจําวนั  (สุรศักดิ์ นานานุ
กูล, 2525) โดยเฉพาะอยางยิ่งวัตถุดิบทีจ่ะใชมีความสาํคัญมาก เพราะถาสามารถใชวัตถุดิบทีม่ี
ราคาถูก หางาย เปนผลผลติทางการเกษตรภายในประเทศ จะเปนการลดตนทนุการผลิต สงเสรมิ
และสรางงานในประเทศ รวมทั้งยกระดับชีวิตเกษตรกรอีกดวย 

จุลินทรีย กเ็ปนปจจัยหนึ่งในการผลิต เนือ่งจากในปจจบุันพบวามีอุตสาหกรรมมากมาย
หลายประเภทที่มีการใชจุลินทรียเพื่อผลิตผลิตภัณฑโดยผานกระบวนการหมกั (Fermentation 
process) ซึง่ตองใชจุลินทรียที่มีสายพันธุดี ใหผลผลิตสูง สามารถใชวัตถุดิบราคาถูก และทนตอ
สภาวะในการผลิต ตัวอยางผลิตภัณฑทีม่ีประโยชน และผลิตโดยจุลนิทรียเปนปจจัยสําคัญที่รูจกั
กันทั่วไป เชน ยาปฏิชีวนะเพนิซิลิน เอนไซมอะมายเลส ผงชูรส น้ําสมสายช ูนมเปรี้ยว โยเกิรต และ
กรดซิทริก เปนตน 

กรดโคจิก (Kojic acid : C6H6O4) ก็เปนผลิตภัณฑจากจุลินทรียที่เปนกรดอินทรียชนิด
หนึง่ มชีื่อทางเคมีวา 5-ไฮดรอกซี-2-ไฮดรอกซีเมทธิล-แกมมาไพโรน (Bajpai et al., 1982) ซึ่ง
คนพบครั้งแรกวาผลิตจากสายใยของรา Aspergillus oryzae ที่เติบโตบนขาวนึง่ (Rice koji) โดย 
Saito (1907)    กรดชนิดนี้มีประโยชนอยางกวางขวาง เชน ในทางการแพทย กรดโคจิกชวยลด
ระดับของอนมุูลอิสระประเภทแอคทีฟออกซิเจนสปชีส (Reactive oxygen species, ROS) ซึ่งเปน
อันตรายตอเนือ้เยื่อในรางกาย และชวยเสริมระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Niwa and Akamastsu, 
1991) กรดโคจิกใชเปนสารปฏิชีวนะสามารถยับยั้งการเจริญหรือทําลายจุลนิทรียกอโรคพืช สัตว 
หรือคน เชน Alternaria solani ซึ่งกอโรคขอบใบไหม (Early blight) ในมะเขือเทศ (Kane and 
Morey, 1949) หรือ Bacillus anthracis กอโรคแอนแทรกซ (Anthrax) ในวัว หรือ Leptospira 
icterohemorrhagiae กอโรคฉี่หนู (Leptospirosis) ในคน (Morton et al., 1945)  อนุพนัธของ
กรดโคจิกบางชนิด เชน 5-เมทอกซ-ี2-ไฮดรอกซีเมทธิล-แกมมาไพโรน และ 5-เมทอกซี-2-เมทอกซี
เมทธิล-แกมมาไพโรน ใชเปนยาชาเฉพาะที่ (Bhat and Hadi, 1994)  นอกจากนี้ อะไซลอกซี-4-  
ไพโรน เปนอนุพนัธของกรดโคจิกที่ชวยลดโอกาสในการเกิดโรคภูมิแพ การอักเสบ และหลอดเลอืด
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หัวใจตีบตัน (Masateru and Shone, 1989)  ในอุตสาหกรรมผลิตเครื่องสําอางคใชกรดโคจิกเปน
สวนผสมในเครื่องสําอางคเพื่อทาํใหผวิขาวขึ้นโดยทั้งกรดโคจิกและอนพุันธของกรดจะยับยัง้การ
ทํางานของเอนไซมไธโรซิเนส ทาํใหการสรางเมลานนิลดลง (Cabanes et al., 1994; Takami      
et al., 1994)  ในอตุสาหกรรมผลิตสารเคมีใชกรดโคจิกเปนสวนประกอบในการสงัเคราะห        
พอลิเมอรคุณภาพดีเพื่อผลิตถังเก็บเชื้อเพลิง บอกักเกบ็น้ําขนาดใหญ ตูคอนเทนเนอร และวสัดุ
กอสราง (Crueger and Crueger, 1990) ในอุตสาหกรรมอาหารใชกรดโคจิกเปนสารตั้งตนในการ
ผลิตมอลทอล (Maltol) อัลโลมอลทอล (Allomaltol) และเอทธิลมอลทอล (Ethylmaltol) เพื่อใชปรุง
แตงกลิ่นรสอาหารและถนอมอาหาร (Bigelis and Tsai, 1995)  ดานการเกษตรมรีายงานวากรด
โคจิกและเอสเทอรของกรด ชวยเสริมฤทธิ์ยาฆาแมลงในกลุมไพรีทรอยดหรือคารบาเมต ทาํใหมี
ประสิทธิภาพสูงในการฆาแมลง (Dowd, 1988) จึงชวยลดปริมาณยาฆาแมลงที่ใชลงได 

การผลิตกรดโคจิก สามารถทําไดทัง้วธิกีารสังเคราะหทางเคม ี และวิธีการผลิตทาง       
ชีวภาพโดยการหมักดวยจุลินทรีย โดยการผลิตดวยวิธกีารสังเคราะหทางเคมีนัน้ตองใชสารตั้งตน
คือ น้ําตาลกลโูคส หรืออนพุนัธของกลโูคสเทานั้น (Maurer, 1930; Stacey and Turton, 1946) ซึ่ง
สารบางชนิดมรีาคาแพง และวิธีการผลิตยงัมีขั้นตอนมาก ทาํใหส้ินเปลืองสารเคมีในการสงัเคราะห
เปนปริมาณมาก ในขณะที่การผลติโดยวิธีการหมักดวยจุลินทรียเปนวธิีทีน่ิยมใชในปจจุบนั
เนื่องจากสามารถเลือกใชจลิุนทรียไดหลากหลายสายพนัธุ ซึ่งจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิกได 
เชน ราในสกุล Aspergillus   ราในสกุล Penicillium และแบคทีเรียบางชนิด (Bajpai et al., 1982) 
สําหรับจุลินทรียที่นยิมใชผลิตกรดโคจิกในเชิงพาณิชยคือ Aspergillus oryzae (Barbegaad      
et al., 1992)            โดยจุลินทรียเหลานีส้ามารถใชแหลงคารบอนที่เปนน้าํตาลไดหลายชนิด เชน       
น้ําตาลกลูโคส น้าํตาลซูโครส และน้าํตาลอื่นๆ (รพี โรจนอุไร, 2539; กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 
2542; อุษา สรรควัฒนา, 2543; Ohara, 1954; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; 
Ogawa et al., 1995)  นอกจากนี้ยงัผลติไดจากแหลงคารบอนอ่ืนทีไ่มใชน้ําตาล เชน เอทธานอล 
กรดกลูโคนิค แปงขาวโพด และแปงสาคู (Katagiri and Kitahara, 1930; Sakagushi et al., 
1948; Arntein and Bentley, 1953; Ohara, 1954; Rosfarizan et al., 1998a; Rosfarizan       
et al., 1998b) 

กลไกการสังเคราะหกรดโคจิกขึ้นอยูกบัชนิดของสารตั้งตนที่ใช แตมีวิถีหลกัของการ
สังเคราะหคือ การสังเคราะหมาจากน้ําตาลกลูโคสโดยตรงดวยปฏิกิริยาออกซเิดชนัและดีไฮเดรชัน 
(Arnstein and Bentley, 1953; Bajpai et al., 1982) ดังแสดงในรปูที่ 1 โดยไมมีการแตกวงของ
คารบอนในโมเลกุลของน้าํตาล และใชวถิีรองกับแหลงคารบอนใดๆก็ได โดยเปลี่ยนสารตั้งตนไป
เปนสารตัวกลางที่มีคารบอน 3 อะตอม เชน ไดไฮดรอกซีอะซีโตน กลีเซอรอลดีไฮด หลงัจากนั้น
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สารตัวกลาง 2 โมเลกุลจะรวมกนัในที่สุดไดเปนกรดโคจกิ (Arnstein and Bentley, 1953; Bajpai 
et al., 1982) 
 

 
รูปที่ 1 การสังเคราะหกรดโคจิกจากน้ําตาลกลูโคส (Bajpai et al., 1982) 

 
 

ในกรณีที่แหลงคารบอนเปนสารโมเลกุลซบัซอนจะมกีารยอยสลายกอน เชน แปง 
(Starch) ซึ่งเปนโพลีแซคคาไรด (Polysaccharide) ชนิดหนึ่งประกอบดวยอะมายโลส (Amylose) 
และอะมายโลเพคติน (Amylopectin)  โดยอะมายโลสประกอบดวยด-ีกลูโคสประมาณ 500 
โมเลกุลข้ึนไปเชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค  สวนอะมายโลเพคตินประกอบดวย 
ดี-กลูโคสตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค และมีแขนงทีป่ระกอบดวยกลูโคสประมาณ 
20-25 โมเลกลุมาตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-6) กลูโคซิดิค (Voet and Voet, 1995) 

กอนทีจ่ะมกีารผลิตกรดโคจิกจากแปงไดนัน้ ตองมกีารยอยแปงเพื่อเปลี่ยนใหเปนน้ําตาล
กลูโคสแลวจึงเขาสูวิถหีลักของการผลิตกรดโคจิกดังกลาวขางตน ซึง่อาจทาํไดหลายวิธี เชน ใชวิธี
ยอยดวยกรด (Acid hydrolysis) แตวิธีนีป้ฏิกิริยาการยอยคอนขางรนุแรง   หรือใชเอนไซมกลุม    
อะมายเลส (Amylase enzymes) เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการยอยแปงภายใตภาวะที่เหมาะสม 
เนื่องจากใหปฏิกิริยาที่ไมรุนแรง มีความจําเพาะตอสารตั้งตนสูง (Substrate specificity) และ
วิธีการไมยุงยาก (วาสนา แสงพทิักษ, 2528)  และรา Aspergillus oryzae ก็สามารถผลิตเอนไซม
ชนิดนี้ได (Fogarty and Kelly, 1979) 

สําหรับการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลว  (Submerged culture)          ไมวาจะใชแหลง
คารบอนใดๆ มีความจาํเปนตองจัดภาวะใหเหมาะสมกับการใชแหลงคารบอนนั้นๆ ภาวะที่
จําเปนตองศึกษาไดแก ปริมาณของแหลงคารบอน โดยทั่วไปจะใชประมาณ 50-300 กรัมตอลิตร 
(Kwak and Rhee, 1992a)  เชน ความเขมขนของแปงขาวโพดและแปงสาคูที่ใชในการผลิตกรดโค
จิกโดยรา Aspergillus flavus มีคาเทากับ 75 และ 100 กรัมตอลิตร ตามลาํดับ (Rosfarizan et 
al., 1998a; Rosfarizan et al., 1998b)     ความเขมขนของน้ําตาลกลโูคสที่เหมาะสมตอการผลิต
กรด  โคจิกโดยรา Aspergillus oryzae หลายสายพนัธุมีคาเทากับ 100 กรัมตอลิตร (Kwak and 
Rhee, 1992a; Ogawa et al., 1995;  รพี โรจนอุไร, 2539; กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542) 
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แหลงไนโตรเจนใชไดทั้งสารประกอบอินทรียไนโตรเจน เชน สารสกัดจากยีสต หรือ เปปโตน 
(Bajpai    et al., 1982;  รพี โรจนอุไร, 2539) และสารประกอบอนินทรียไนโตรเจน เชน 
แอมโมเนยีมซลัเฟต (Kwak and Rhee, 1992b;  รพี โรจนอุไร, 2539) หรือ แอมโมเนียมไนเตรต 
(May et al., 1931; กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542) โดยใช 0.5-2.0 กรัมตอลิตร หรือใชรวมกนั
เชน การผลิตกรด   โคจิกโดย Aspergillus oryzae ใชสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรรวมกับ
แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.75 กรัมตอลิตร (Kwak and Rhee, 1992b) สําหรับคาความเปนกรดดาง
ของอาหารเลีย้งเชื้อ Katagiri และ Kitahara (1933) รายงานวา คาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสม
ตอการเจริญของรา Aspergillus oryzae คือ 5.0 แตคาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการผลิต
กรดโคจิกคือ 2.4 สําหรับ Aspergillus flavus คาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลติ
กรดโคจิกจากแปงสาคูมีคาเทากับ 3.0 (Rosfarizan et al., 1998b) อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae อยูในชวง 29-31 องศาเซลเซียส (Katagiri and 
Kitahara, 1933) โดยจากรายงานการทดลองหลายรายงานพบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 30 
องศาเซลเซยีส (May     et al., 1931; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; Ogawa et 
al., 1995) โดยการศึกษาดังกลาวขางตนทาํเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดโคจิก ลดระยะเวลาในการผลิต 
สามารถควบคุมปจจัยตางๆในการผลิต และชวยลดตนทุนการผลิตได นอกจากนี้การเลือกใช
วัตถุดิบที่มีราคาถูกและหางายในทองถิ่น เชน แปงสาคใูนมาเลเซีย (Rosfarizan et al., 1998a)  
หรือน้ําตาลทรายในไทย (รพี   โรจนอุไร, 2539) รวมทัง้การเติมสารอาหารในระหวางการผลิต ซึง่มี
รายงานวาเมือ่เติมน้ําตาลกลูโคสลงไปในระหวางการผลิตกรดโคจิกเมื่อปริมาณน้าํตาลกลูโคสใกล
หมด ทําใหไดผลผลิตกรดเพิ่มข้ึน (Ariff et al., 1996; Ogawa et al., 1995; ชมจิต ทาวธงไชย, 
2544) 

สําหรับวัตถุดิบที่จะใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกทีน่าสนใจ มีราคาถกู หา
ไดงาย มีปริมาณเพยีงพอตอความตองการในการผลิต และเปนผลผลติทางการเกษตร
ภายในประเทศไทย ไดแก น้ําตาลทรายและแปงมนัสําปะหลัง โดยมงีานวิจยัหลายชิ้นที่ใชน้ําตาล
ทรายเพื่อการผลิตกรดโคจิก (Katagiri and Kitahara, 1930; May et al., 1931; Ohara, 1954; 
Bajpai et al., 1982; Ogawa et al., 1995) รวมทัง้จากรา A. oryzae K-13 ซึ่งเปนสายพนัธุจุลินท
รียที่ใชในงานวิจัยนี้ ทัง้ในระดับขวดเขยาโดย รพี โรจนอุไร (2539) และในระดับถังหมักขนาด 2 
ลิตรโดย อุษา สรรควัฒนา (2543)  ในขณะที่แปงมนัสาํปะหลงั (Cassava starch) เปนผลผลิต
ทาง         อุตสาหกรรมจากวัตถุดิบทางการเกษตร คือ มันสําปะหลัง ซึ่งเปนพืชเขตรอนที่สามารถ
ทนความแหงแลงไดดี ปลูกไดในดินที่ดอยคุณภาพ สําหรับประเทศไทย มนัสําปะหลังจัดเปนพืช
เศรษฐกิจที่สาํคัญชนิดหนึง่ ปลูกมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ผลผลิตของมันสาํปะหลัง
สวนมากจะนาํมาใชเปนอาหารของมนุษยและสัตว และใชในอุตสาหกรรมบางประเภทเชน กาว, 
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วุนเสน, แปงมนั, กระดาษ เปนตน บางสวนสงขายไปยังตางประเทศในรูปของมนัเสน, แปงมัน, มัน
อัดเม็ด แตกระนั้นก็ตามยังปรากฏวามีเหลืออยูในประเทศปละมากๆ (วาสนา แสงพทิักษ, 2528)  
อีกทั้งราคาถกูมาก และยงัไมเคยมีรายงานวามกีารใชเพื่อผลิตกรดโคจิกมากอน ตลอดจนการ
ทดลองเบื้องตนพบวา Aspergillus oryzae K-13  สามารถยอยแปงมันสาํปะหลังไดดี ดังนัน้
งานวิจยันี้จงึมุงที่จะผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสําปะหลงัโดยการเพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae 
K-13 ในอาหารเหลวระดบัขวดเขยาเพือ่ศึกษาหาภาวะและวธิีการผลิตที่เหมาะสมตอการใชแปง
มันสําปะหลงัเปนแหลงคารบอน ซึ่งเปนการเพิ่มมลูคาผลิตภัณฑดวยวิธีการแปรรูปไปเปน
ผลิตภัณฑอ่ืนที่มีราคาสงูขึ้น โดยใชเทคโนโลยีและคาใชจายไมสูงจนเกินไป 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อศึกษาภาวะและวิธีการผลิตใหเหมาะสมสําหรับการใชแปงมันสาํปะหลังเปนวัตถดุิบ
ในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 ในอาหารเหลว 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

1. ศึกษาเบื้องตนเพื่อใชแปงมนัสําปะหลงัเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดโคจิกโดย 
Aspergillus oryzae K-13 

2. หาความเปนกรดดางที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตกรดโคจิกจาก
แปงมันสาํปะหลัง 

3. หาความเขมขนที่เหมาะสมของแปงมันสาํปะหลังตอการผลิตกรดโคจิก 
4. ปรับปรุงการผลิตโดยการเตมิแหลงคารบอน และ/หรือ สารอาหารอื่นในระหวาง

การผลิตกรดโคจิก 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

สามารถศึกษาหาภาวะการผลิตและวิธีการผลิตใหเหมาะตอการใชแปงมันสาํปะหลงัซึ่ง
เปนวัตถุดิบราคาถูกในการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวโดย Aspergillus oryzae K-13 ซึ่งมีผลให
ตนทนุการผลติลดลง และสามารถเพิ่มมลูคาของวัตถุดบิราคาถูกจากการเกษตรที่มจีํานวนมากใน
ประเทศ 
 



บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
แนวคิดและทฤษฎ ี

กรดโคจิกเปนกรดอินทรียชนิดหนึ่งที่มีองคประกอบหลกัเปนวงแกมมาไพโรน มีสูตรทาง
เคมีคือ C6H6O4 (Arnstein and Bentley, 1953) มีชื่อทางเคมวีา 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-γ-
pyrone (Bajpai et al., 1982) ดังแสดงในรูปที่ 2 

กรดโคจิกเปนผลผลิตในกระบวนการหมักที่มีการเติมอากาศจากแหลงวัตถุดิบที่เปน
คารโบไฮเดรตโดยจุลินทรียหลายชนิด (Beelik, 1956) ซึ่งในปจจุบนัมีการผลิตในทางการคาโดย
การหมกัดวยรา (Prescott and Dunn, 1959) 

มีการคนพบกรดโคจิกเปนครั้งแรกจากสายใยของรา Aspergillus oryzae ที่เติบโตบน
ขาวนึง่โดย Saito (1907) ซึ่งเขาสามารถแยกผลึกกรดชนิดหนึ่งออกมาได และยังจาํแนกกรดนี้ไวใน
กลุมกรดเบตารีโซซิลคารบอกซิลิก ตอมา Yabuta (1913) นักชีวเคมีชาวญี่ปุน ไดศึกษาจนทราบถึง
โครงสรางทั้งหมดของกรดนี้เปนผลสําเร็จ และตั้งชื่อกรดนี้วา “กรดโคจิก” ในป ค.ศ. 1924 

 
รูปที่ 2 โครงสรางของกรดโคจิก 

(Bajpai et al, 1982) 

5-hydroxy-2-hydroxymethyl-γ-pyrone 
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สมบัติของกรดโคจิก 
1. สมบัติทางกายภาพ 

ผลึกกรดโคจิก เปนผลกึใสไมมีสีรูปเข็มปลายแหลมทัง้ดานหวัและทาย (Primatic 
needle) (Yabuta, 1913; Traetta-Mosca, 1914) ละลายไดดีในน้ํา เอทธานอล และอะซีโตน โดย
เมื่ออุณหภูมิสงูขึ้น การละลายของกรดโคจิกก็จะดีข้ึนดวย เชน ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส กรด
โคจิกจะมีคาการละลายเทากับ 2.8 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร และทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 
กรดโคจิกจะมคีาการละลายเพิ่มข้ึนเปน 6.8 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร  กรดโคจิกนัน้สามารถ
ละลายไดเล็กนอยในอีเธอร เอทธิลอะซิเตต คลอโรฟอรม และไพริดีน (Traetta-Mosca and Preti, 
1921; Yabuta, 1923) มีจุดหลอมเหลว 151-154 องศาเซลเซียส (Birkinshaw et al., 1931; Di-
Capua, 1933; Yabuta, 1913; Maurer, 1930; May et al., 1931) กรดโคจิกสามารถดูดกลืนแสง
อัลตราไวโอเลต (UV) ไดสูงสุดที่ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร (Stacey and Turton, 1946) 
 
2. สมบัติทางเคมี 

มวลโมเลกุลของกรดโคจิกคอื 142.11 โดยในกรด 1 โมเลกุลประกอบดวย ธาตุคารบอน 
50.71 เปอรเซ็นต ธาตุออกซิเจน 45.03 เปอรเซ็นต และธาตุไฮโดรเจน 4.26 เปอรเซ็นต 
(Challenger et al., 1931) จากโครงสรางของกรดที่เปนวงแกมมาไพโรน และมหีมูเกาะที่ตําแหนง
ตางๆ ซึง่มีผลตอสมบัติทางเคมีของกรดโคจิกเปนสาํคัญ ดังนี ้
หมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group, -OH) ตรงคารบอนตําแหนงที่ 5 ของวงแกมมาไพโรน (รูปที่ 2) 
สามารถแตกตัวใหไฮโดรเจนอิออน (H+) โดยมีคาการแตกตัวของกรด (pKa) เทากับ 7.90 - 8.03 
(Beelik, 1956) ทําใหโมเลกุลมีสมบัติเปนกรดออน (Weak acid) และถูกแทนที่ดวยอิออนของ
โลหะชนิดตางๆ กลายเปนเกลือของกรดดังกลาว ซึ่งโลหะที่สามารถทําปฏิกิริยากับกรดนี้ไดแก 
โซเดียม แบริลเรียม แคลเซียม โคบอลท คอปเปอร นิกเกิล เหล็ก แมงกานีส แคดเมียม สังกะสี และ 
อลูมิเนียม (Na, Ba, Ca, Co, Cu, Ni, Fe, Mn, Cd, Zn, and Al) เปนตน (Yabuta, 1923; Maurer, 
1930; Bryant and Fernelius, 1954) และยังใชกรดนี้ในการเตรียมอนุพันธของสารประกอบไฮดร
อกซีในรูปของอีเธอร (ether, R-O-R) และ เอสเทอร (ester, R-COO-R) 
หมูคารบอนิล (Carbonyl group, C=O) โดยปกติมักไมทําปฏิกิริยา แตสามารถเกิดปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมไซยาไนด (KCN) ทําใหกรดโคจิกอยูในรูปของเหลว (Bajpai et al., 1982) 
ตําแหนงพันธะคูระหวางคารบอน สามารถเกิดปฏิกิริยาการเติมไอโอดีนหรือโบรมีนเขาไป 
เพื่อใหไดอนุพันธที่มีสมบัติแตกตางออกไป (Bajpai et al., 1982) 
คารบอนตําแหนงที่วาง คือตําแหนงที่ 3 และ 6 โดยเฉพาะคารบอนตําแหนงที่ 6 จะไวตอ
ปฏิกิริยา และทําใหเกิดอนุพันธไดมากกวาคารบอนตําแหนงที่ 3 เนื่องจากคารบอนตรงตําแหนงที่ 
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3 นั้นมีหมูคารบอนิลของคารบอนตําแหนงที่ 4 และหมูไฮดรอกซีเมทธิล (Hydroxymethyl group,  
-CH2OH) ของคารบอนตําแหนงที่ 2 เปนตัวกีดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของสารอื่น 
 
3. สมบัติทางชีวภาพ 

มีผลยับยัง้การเจริญ และ/หรือ ทําลายจลุินทรียทั่วไป และจุลินทรียกอโรคได (Oxford, 
1942; Foster and Karow, 1945; Morton et al., 1945) นอกจากนี ้Bajpai และคณะ (1982) ยงั
รายงานวากรดโคจิกในปริมาณมากเปนพษิตอหัวใจ (Cardiotoxic) มนุษย แตถาใชในปริมาณที่
พอเหมาะก็จะชวยบํารุงหวัใจ (Cardiotonic) ได 
 
ประโยชนของกรดโคจิกและอนุพันธของกรด 
1. ทางการแพทย 

1.1 ลดอาการของโรคที่เกิดจากการมีอนุมลูอิสระมากเกินไป 
เนื่องจากกรดโคจิกสามารถลดระดับของแอคทีฟออกซิเจนสปชีสที่รางกายสรางออกมา

ซึ่งเปนอนัตรายตอเนื้อเยื่อในรางกาย อันไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) อนุมูลอิสระของ 
ซุปเปอรออกไซด (O2

-)  และอนุมูลอิสระของไฮดรอกไซด (OH-)  ไปอยูในรูปที่ไมใชอนุมูลอิสระ     
จึงเปนการลดปริมาณอนุมูลอิสระไมใหมากจนถงึขีดอันตรายตอเนื้อเยื่อในรางกาย (Niwa and 
Akamatsu, 1991) 

1.2 ใชเปนยาปฏชิีวนะ (Antibiotics) 
มีการศึกษาถงึสมบัติการเปนสารสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจรญิและ/หรือ 

ทําลายจุลนิทรียโดยทัว่ไป และจุลินทรียกอโรคไดมากมาย (Oxford, 1942; Foster and Karow, 
1945; Jennings and Williams, 1945; Morton et al., 1945; Kavanagh, 1947; Lee et al., 
1950) ดังตัวอยางที่แสดงในตารางที่ 1 เนือ่งจากกรดโคจิกมีความเปนพิษตํ่า และมีความปลอดภยั
ในการใชกับมนุษยและสัตว นอกจากนี้อนุพนัธของกรดโคจิกหลายชนิดก็มีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะ
ไดดี เชน กรดฟนิลเมอควิรีโคจิก กรดพาราไฮดรอกซีฟนิลเมอคิวรีโคจิก และเกลือของกรดไดแก 
เกลือไอโอไดด เกลือโบรไมด และเกลือคลอไรด (Nishimura et al., 1994) 

1.3 ชวยสงเสริมระบบภูมิคุมกันของรางกายของมนุษยและสัตว 
โดยกรดโคจิกจะชวยใหเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟลล (Neutrophills)  มีการสะสม

ของแคลเซียมอิออน (Ca++) เพิ่มข้ึน ทาํใหมปีระสิทธิภาพในการทํางานดีข้ึน (Niwa and 
Akamastsu, 1991) 
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ตารางที่ 1 ตัวอยางจุลินทรียและความเขมขนของกรดโคจิกที่สามารถยับยั้งจุลินทรียนัน้ 
 ไดสมบูรณ (Morton et al., 1945) 

 
จุลินทรีย 

ความเขมขนของกรดโคจิกทีย่ับยั้งจุลินทรีย 
ไดสมบูรณ 

(น้ําหนกักรดตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
Alcaligenes  faecalis 1 : 500 
Bacillus  anthracis 1 : 500 – 1 : 1,000 
Bacillus  subtilis > 1 : 500 
Brucella  abortus 1 : 4,000 
Brucella  melitensis 1 : 2,000 
Clostridium  botulinum 1 : 500 – 1 : 1,000 
Escherichia  coli 1 : 2,000 
Klebsiella  pneumoniae 1 : 500 – 1 : 1,000 
Leptospira  canicola 1 : 1,000,000 
Leptospira  icterohemorrhagiae 1 : 100,000 
Micrococcus  roseus 1 : 500 
Pasteurella  pestis 1 : 4,000 
Proteus  mirabilis 1 : 500 
Proteus  vulgaris 1 : 500 
Pseudomonas  aeruginosa 1 : 500 
Pseudomonas  fluorescens 1 : 2,000 
Salmonella  paratyphi 1 : 500 – 1 : 1,000 
Shigella  dysenteriae 1 : 500 – 1 : 2,000 
Serratia  marcescens 1 : 500 
Spirillum  rubrum 1 : 1,000 
Staphylococcus  aureus 1 : 500 
Streptococcus, alpha 1 : 500 
Streptococcus, beta 1 : 500 
หมายเหตุ : คาที่แสดงในตารางนี้เปนเพียงคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของกรด    โค
จิกเทานั้น ซึ่งมิไดระบุอยางชัดเจนวาเปน Bactericidal หรือ Bacteriostatic 
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1.4 ใชเปนยาชาเฉพาะที่ (Local anaesthetic) 
โดยใชอนุพนัธของกรดโคจิกบางชนิด เชน 5-เมทธอกซ-ี2-ไฮดรอกซีเมทธิล-แกมมา     ไพ

โรน และ 5–เมทธอกซ-ี2-เมทธอกซมีทธิล-แกมมาไพโรน (Armit and Nolan, 1931; Bhat and 
Hadi, 1994) 

1.5 ลดโอกาสในการเกิดโรคไขขออักเสบและการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง 
เนื่องจากอนุพนัธของกรดโคจิกพวกอะไซลอกซี-4-ไพโรน สามารถยับยั้งการทาํงานของ

เอนไซมนวิโทรฟลลอีลาสเทส (Neutrophills elastase) ในรางกายมนุษย ซึง่เอนไซมนีท้ําหนาที่
กระตุนการสรางสารที่เปนปจจัยในการกอโรคไขขออักเสบ (Rheumatoid arthritis) และทําใหเกดิ
การแพรกระจายของเซลลมะเร็งในรางกาย (Masateru and Shone, 1989) จึงทําใหโอกาสในการ
เกิดโรคไขขออักเสบ และการแพรกระจายของเซลลมะเรง็ลดลง 

1.6 ใชแทนฮอรโมนอินซูลินเพื่อรักษาโรคความดันโลหติสูง โรคเบาหวาน และ
โรคอวน 

โดย Caravan และคณะ (1995) ไดรายงานวากรดโคจิกและมอลทอลสามารถใชเปน    
ลิแกนด (Ligand) ที่จะไปติดกับสารในกลุมออกโซวานาเดียมคีเลต (Oxovanadium IV chelates) 
เพื่อใชแทนฮอรโมนอินซูลินได 
 
2. อุตสาหกรรมผลิตเครื่องสาํอางค 

มีการพบวาทัง้กรดโคจิกและอนุพนัธของกรดหลายชนิด เชน กรดฟอสฟาติดิลโคจิก กรด 
1,2-ไดปามิโตอิล-3-เอสเอ็น-ฟอสฟาติดิลโคจิก กรดโคจิก-5-ออโธ-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด 
และกรดโคจิก-7-ออโธ-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด นาํไปใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอางคเพื่อทํา
ใหผิวขาวนวล (Cabanes et al., 1994; Takami et al., 1994) เนื่องจากเปนสารที่ยับยั้ง
กระบวนการสรางเม็ดสีเมลานินโดยการยบัยั้งเปนไปอยางชาๆ (Slow-binding inhibitor) โดยจะ
ไปแยงจับกับเอนไซมไธโรซิเนส (Tyrosinase)  ซึ่งเปนตัวเรงปฏิกิริยาคาทีโคเลส (Catecholase 
activity) แบบแขงขันแทนที่เอนไซมจะจับกับแอลโดปา (L-dopa)   เพือ่เปลี่ยนไปเปนออโธโดปาควิ
โนน (O-dopaquinone) ซึ่งเปนขัน้ตอนหนึง่ของขบวนการสรางเมด็สีเมลานนิ (รูปที่ 3) เนื่องจาก
กรดโคจิกและอนุพนัธมีลักษณะโครงสรางคลายกับแอลโดปา ผลก็คือมีการสรางเมลานินใน
รางกายลดลงจนไมเกิดการสรางเมลานนิเมื่อใชอยางตอเนื่อง จงึทาํใหผิวขาวนวลขึน้ นอกจากนีย้ัง
มีการผสมกรดโคจิกลงในผลิตภัณฑที่ตองการความหอม เพื่อกาํจัดกลิ่นที่ไมพงึประสงคออกไป 
เชน น้ําหอม โคโลญจ แปง แชมพู เทียนหอม โลชนั อีกดวย (Bigelis and Tsai, 1995) 
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รูปที่ 3 กระบวนการสรางเมลานนิ 

(Wilson, 1981) 
 
3. ดานการเกษตร 

กรดโคจิกนัน้ยงัใชในการตอตานโรคพืชจากเชื้อรา (Fungal diseases of plants) หลาย
ชนิดโดยอยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนของกรดโคจิกกับโลหะหนักที่มีอิเล็คทรอนวงนอกเปน
สอง (Bivalent heavy metals) เชน Cu2+, Hg2+, Cd2+, Pd2+ และ Sn2+ (Kane and Morey, 1949) 
นอกจากนีก้รดโคจิกยังสามารถกระตุนการทํางานของยาฆาแมลงในกลุมที่มนีิโคติน (Nicotine 
insecticides) เปนองคประกอบ ที่ใชตอตานหนอนฟก (Diaphania hyalinata L.)  และหนอน
กระทู (Prodenia eriania Cram.) (Mayer et al., 1947) 

อนุพนัธกรดอะมิโนและเปปไทด (Peptide) ของกรดโคจิก เชน คารโบเบนซอกซี-         
อะลานนี-โคเจต คารโบเบนซอกซ-ีลูซีน-อะลานนี-โคเจต และคารโบเบนซอกซ-ีฟนิลอะลานนี-   
ไกลซีน-โคเจต สามารถออกฤทธิย์ับยัง้การเจริญของเชื้อราที่กอโรคพชื เชน Pythium graminicola,  
Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani  ซึ่งกอโรคตนออนไหม (Seeding blight) โรค
เหี่ยวจากฟูซาเรียม (Fusarium wilt) และใบไหม (Sheath blight) ตามลําดับ (Kayahara et al., 
1990) และมีรายงานวากรดโคจิกและอนุพนัธเอสเทอรของกรดเมื่อใชรวมกับยาฆาแมลงในกลุม
ไพรีทรอยด หรือคารบาเมต จะทําใหไดสารประกอบทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการฆาแมลง (Dowd, 
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1990) ทําใหสามารถลดปรมิาณการใชสารฆาแมลงทัง้สองกลุมลงได โดยยงัคงประสิทธิภาพเทา
เดิม ทําใหพบสารฆาแมลงตกคางในธรรมชาตินอยลง สําหรับกรดโคจิกนัน้สามารถสลายไดใน
ธรรมชาติ 
 
4. ทางอุตสาหกรรมอาหาร 

ใชกรดโคจิกเปนสารตั้งตนในการผลิตมอลทอล เอทธิลมอลทอล และอัลโลมอลทอล ซึ่ง
เปนสารที่จะพบอยูในอาหารและเครื่องดื่มหลายชนิด เชน ลกูกวาดกลิน่ผลไม ไวน เหลา เบียร   น้ํา
ผลไม ไอศกรีม เปนตน เนือ่งจากเปนสารที่ใชในการปรุงแตงกลิ่นรสอาหารใหดีข้ึน และสามารถใช
แทนน้ําตาลได 5–15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก โดยไมสูญเสียความหวาน (Bigelis and Tsai, 1995) 
นอกจากนีย้ังใชกรดโคจิกเปนสารทีช่วยปองกันสเีเปลี่ยนระหวางการหมักแปงในอาหารประเภท
แปงและเสนกวยเตี๋ยว รวมทั้งใชในการถนอมอาหารประเภทอาหารทะเลแชแข็งดวย (Yabuta, 
1923; Kwak & Rhee, 1992) 
 
5. ทางอุตสาหกรรมเคม ี

ในอุตสาหกรรมเคมีใชกรดโคจิกเปนสารตั้งตนในการสงัเคราะหเปนสารอื่นที่จะนําไปใช
ประโยชนในดานตางๆ ทีก่ลาวมาแลว นอกจากนัน้ยังใชในอุตสาหกรรมผลิตพลาสตกิ โดยใชเปน
สวนประกอบในการสงัเคราะหพอลิเมอร เพื่อผลิตถังเกบ็เชื้อเพลงิ บอกักเก็บน้ําขนาดใหญ ตูคอน
เทนเนอร และวัสดุกอสราง นอกจากนัน้ยังใชในอุตสาหกรรมผลิตพลาสติก โดยกรดโคจิกจะทาํให
พลาสติกมีความยืดหยุนด ี (Crueger and Crueger, 1990) และยังใชเปนสวนผสมในสียอมของ
บริษัท Wako Pure Chemical Industry Ltd. (Kouno and Suzuki, 1994) 
 
สิทธิบัตรที่เกีย่วของกับกรดโคจิกและอนุพันธของกรด 

กรดโคจิกและอนุพนัธของกรดนั้นมีประโยชนมากมายหลากหลายประการดังที่ไดกลาว
มาแลว จงึมีผูที่สนใจและทาํการวจิัยเกีย่วกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด ซึง่ไดมีการขึ้นทะเบยีน
สิทธิบัตรไว ดงัแสดงในตารางที ่2 
 
ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร สิทธิบัตรเร่ือง 

US 4278656 Nagai and Izumi (1981) Cosmetic composition containing kojic 
acid ester 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด (ตอ) 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร สิทธิบัตรเร่ือง 

US 4369174 Nagai and Izumi (1983) Cosmetic composition containing kojic 
acid ester 

US 4603144 Campbell and Miyano 
(1986) 

Kojic acid ether - ester derivatives 

US 4644071 Masateru and Shone 
(1987) 

Aralkoxy and aryloxyalkoxy kojic acid 
derivatives 

US 4689039 Masaki (1987) Electrotherapeutic apparatus for 
iontophoresis 

US 4696813 Higa (1987) Melanin inhibiting cosmetic 
composition 

US 4705871 Masateru and Shone 
(1987) 

Aralkoxy and aryloxyalkoxy kojic acid 
derivatives 

US 4735964 Campbell and Miyano 
(1988) 

Kojic acid ether - ester derivatives 

US 4786278 Masaki (1988) Therapeutic device for iontophoresing 
cation and anion 

US 4812474 Campbell and Miyano 
(1989) 

Kojic acid ether - ester derivatives 

US 4812584 Masateru and Shone 
(1989) 

Aralkoxy and aryloxyalkoxy kojic acid 
derivatives 

US 4847074 Hatae and Nakashima 
(1989) 

Whitening cosmetic 

US 4891361 Hatae (1990) Method of minimizing erythema and 
elastosis 

US 4912118 Hider et al. (1990) Pharmaceutical composition 
US 4919921 Hatae (1990) Compositions for topical use having 

melanin synthesis inhibing activity 
US 4948577 Hara (1990) Composition for external application 
 



 14

ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด (ตอ) 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร สิทธิบัตรเร่ือง 

US 4956353 Dowd (1990) Kojic acid and esters as insecticide 
synergists 

US 4985255 Higa (1991) External preparations of 
melanogenesis - inhibitory agent 

US 4985455 Motono (1991) External preparations free of 
discoloration 

US 4990330 Oyama (1991) Compositions for topical use having 
melanin synthesis-inhibing activity 

US 4990532 Yamamoto (1991) External preparations 
US 5063056 Yamamoto (1991) Melanogenesis-inhibiting preparation 

for external application 
US 5104865 Hider et al. (1992) Iron complexes of hydroxypyridones 

useful for treating iron overload 
US 5164182 Meybeck and Dumas 

(1992) 
Composition containing a mulberry 
extract incorporated into hydrated 
lipidic lamellar phases of liposomes 

US 5279834 Meybeck (1994) Pharmaceutical or cosmetic 
composition containing hydroquinone 
and kojic acid 

US 5427775 Sakai et al. (1995) Whitening embellisher 
US 5486624 Yung et al. (1996) Kojic acid derivative 
US 5523421 Yung et al. (1996) Kojic acid derivatives 
US 5527790 McNeil and Orvig (1996) Bis(maltolato)oxovanadium 

compositions for the treatment of 
elevated blood sugar 

US 5547678 Gagnebien-Cabanne 
(1996) 

Compositions and methods for 
combating blemishes and/or ageing 
of the skin 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด (ตอ) 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร สิทธิบัตรเร่ือง 

US 5560907 Sakai et al. (1996) Whitening embellisher 
US 5599528 Igaki (1997) Preparation for epidermis 
US 5620967 McNeil et al. (1997) Methods of treating hypertension with 

vanadium compositions 
US 5637293 Honda (1997) Preparation for epidermis 
US 5688784 McNeil et al. (1997) Methods of suppressing appetite with 

vanadium complexes 
US 5695799 Ishikawa and Iwasa 

(1997) 
Process for producing wheat flour and 
wheat flour products 

US 5750563 Honda (1998) Preparation for epidermis 
US 5866563 McNeil and Orvig (1999) Vanadium compositions 
US 5874463 Ancira (1999) Hydroxy – kojic acid skin peel 
US 5888993 McNeil and Orvig (1999) Vanadium compounds in the 

treatment of elevated blood sugar 
levels 

US 5968487 Galey and Pichaud (1999) Derivative of kojic acid and its use as 
a depigmenting agent 

 
การผลิตกรดโคจิก 

การผลิตกรดโคจิกสามารถทําไดทัง้วิธกีารสังเคราะหทางเคม ี และวธิีการผลิตทาง       
ชีวภาพ ซึง่เปนวิธกีารผลติที่นิยมใชในปจจุบันโดยการหมักดวยจลิุนทรีย เนือ่งจากสามารถใช       
จุลินทรียไดหลากหลายสายพันธุในการผลิต และอีกทัง้มีจุลินทรียหลายสายพนัธุทีส่ามารถใชแหลง
คารบอนไดหลากหลายชนดิ ซึ่งบางชนิดมีราคาถูก ทําใหเหมาะสมแกการขยายการผลิตไปสูระดับ
อุตสาหกรรม ในขณะที่การผลิตโดยวิธีการสังเคราะหทางเคมนีั้นตองใชสารตั้งตนคอื กลูโคส หรือ
อนุพนัธของกลูโคสเทานั้น ซึ่งบางชนดิมีราคาแพง ตลอดจนขั้นตอนการผลิตก็ยุงยากซบัซอน 
(Maurer, 1930; Stacey & Turton, 1946) 
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กระบวนการชีวสงัเคราะหของกรดโคจิก 
ในปค.ศ. 1923 Yabuta ทราบถึงโครงสรางของกรดโคจกิเปนครั้งแรก และพบวาสามารถ

ผลิตไดโดยจุลินทรีย หลังจากนั้นเปนตนมาจงึมกีารศกึษาเพื่อทีจ่ะทราบถงึกลไกในกระบวนการ       
ชีวสังเคราะหของกรดโคจิก แตเนื่องจากจุลินทรียมีความสามารถในการใชวัตถุดบิต้ังตนไดหลาย
ชนิดในการผลติกรดโคจิก ดังนัน้กระบวนการชีวสงัเคราะหกรดโคจิกจงึมีหลายวิธี ซึง่สรุปไดดังนี ้
 
1. วิถีหลักของการผลิตกรดโคจิก คือ การเปลี่ยนมาจากน้ําตาลกลูโคสโดยตรงดวยปฏิกิริยาการ

ดึงไฮโดรเจน (Dehydrogenation) ปฏิกิริยารีดักชัน (Reduction) และปฏิกิริยาการดึงน้ําออก 
(Dehydration) ซึ่งไมมีการแตกวงของสายคารบอนในโมเลกุลของกลูโคส ดังแสดงในรูปที่ 4 

 

 
รูปที่ 4 แบบแผนการผลิตกรดโคจิกจากน้ําตาลกลูโคสโดยตรง 

(G.O. = Glucose oxidase, G.D.H. = Glucose dehydrogenase) 
(Bajpai et al., 1982) 

 
2. วิถีรองของการผลติกรดโคจิก คือ เกิดจากสารตัวกลางที่ประกอบดวยคารบอน 3 อะตอม อัน

ไดแก ไดไฮดรอกซีอะซีโตน กลีเซอรอลดีไฮด และ กลีเซอริกไดอัลดีไฮด โดยมีเอนไซมที่สําคัญ
คือ แอลโดเลส (Aldolase) ที่เรงปฏิกิริยาการผลิตกลีเซอรอลดีไฮด และไดไฮดรอกซีอะซีโตน 
กับไตรโอสฟอสเฟตไอโซเมอเรส (Triose phosphate isomerase) ที่ทําหนาที่ควบคุมปริมาณ
ของสารตัวกลางทั้งสองชนิดใหมีความสมดุลย โดยที่ภาวะสมดุลยจะมีปริมาณไดไฮดรอกซี 
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อะซีโตนถึง 95 เปอรเซ็นต และกลีเซอรอลดีไฮดเพียง 5 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นไดไฮดรอกซีอะ
ซีโตนก็จะรวมตัวกันกลายเปนกรดโคจิก ดังรูปที่ 5 

 

 
รูปที่ 5 แบบแผนแสดงการเกิดกรดโคจิกจากไดไฮดรอกซีอะซีโตน 

(อางถงึใน Presscott and Dunn, 1959) 
 
3. กรณีที่ผลิตกรดโคจิกจากแหลงคารบอนโมเลกุลขนาดใหญ เชน น้ําตาลซูโครส หรือแปง       จุ

ลินทรียจะตองยอยแหลงคารบอนนั้นๆ กอน เพื่อใหไดเปนน้ําตาลกลูโคส แลวจึงเขาสู
กระบวนการชีวสังเคราะหกรดโคจิกตามวิถีหลักตอไป 

4. กรณีที่ผลิตกรดโคจิกจากแหลงคารบอนโมเลกุลขนาดเล็ก จุลินทรียจะใชแหลงคารบอนนั้นๆ 
ผานวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก เพื่อผลิตสารตัวกลางที่ประกอบดวยคารบอน 3 อะตอม 
หลังจากนั้นสารตัวกลางที่เกิดขึ้นก็จะรวมตัวกันกลายเปนกรดโคจิก 

 
ปจจัยในการผลิตกรดโคจกิ 
1. วิธีการเพาะเลี้ยง  

วิธีการเพาะเลีย้งจุลนิทรียในกระบวนการหมักเพื่อการผลติมีดวยกนั 3 วิธีดังนี ้
1.1 การเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง (Solid state culture) 
เปนการเพาะเลี้ยงที่ใชวัตถุดบิจากธรรมชาติพวกธัญพืช เชน ฟางขาว หญา หรืออาจเปน

ผลิตภัณฑที่ไดมาจากสัตวหรือพืชที่มีปริมาณคารโบไฮเดรต และ/หรือ โปรตีนสูง โดยตองมีการ
ปรับสภาพวัตถุดิบเสียกอน เชน การเติมน้ําเพื่อปรับใหมีปริมาณความชืน้ที่เหมาะสม ซึง่จะ
เพียงพอตอการเติบโต และมีเมตาบอลิซมึของจุลินทรยีเทานัน้ แตวิธีการเพาะเลีย้งนี ้ จะควบคุม
ปจจัยอื่นๆ เชน อุณหภูมิ และคาความเปนกรดดางไดยาก ตองใชพืน้ที่มาก และเกบ็เกี่ยวผลผลิต
ไดลําบาก (Saito, 1907; Yabuta, 1913) 
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1.2 การเพาะเลี้ยงบนผิวหนาอาหารเหลว (Liquid surface culture) 
วิธีการจะคลายการเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง แตเปลี่ยนจากอาหารแข็งเปนอาหารเหลว 

โดยใหจุลนิทรยีเจริญเติบโตบนผิวหนาของอาหารเหลว ซึ่งตองไมมกีารกวน จงึทาํใหมีปริมาณของ
ออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อนอย ดงันัน้จาํเปนตองอาศยัพื้นที่ผวิมากพอในการหมกัแตไมควรมาก
เกินไป ตองมีปจจัยเสริมเพื่อชวยในการเติบโต และมีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่
เหมาะสมจงึจะชวยสงเสริมการผลิตใหสูงขึ้น สําหรับวิธีการนี้มีขอไดเปรียบที่ดีกวาการเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ง คือ สามารถปรับเปลี่ยนสภาพของอาหารไดงายกวา เชน การเติมสารอาหาร
เพิ่มเติมลงไป หรือการควบคมุคาความเปนกรดดางตั้งตน เปนตน แยกผลผลิตออกจากจุลินทรียได
งาย (กนิษฐา ภูวนาถนรานบุาล, 2542; ชมจิต ทาวธงไชย, 2544; May et al., 1931; Katagiri and 
Kitahara, 1933; Basappa et al., 1970; Ogawa et al., 1995) 

1.3 การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (Submerged culture) 
เปนการเพาะเลี้ยงที่ใหจุลนิทรียเติบโตอยูภายในอาหารเหลวเพื่อใหจลุินทรียผลิตสารที่

ตองการ โดยเพาะเลีย้งในขวดปากแคบทีม่ีการใหอากาศดวยการเขยา ซึง่เรียกวา Shaking flask 
culture technique ซึ่งเปนจุดเริ่มตนกอนทีจ่ะขยายไปจนถงึการใชถังหมักขนาดใหญที่สามารถ
ควบคุมการใหอากาศและการกวนตอไป ทั้งยังเปนการทําใหจุลินทรียไดสมัผัสกับอาหารอยู
ตลอดเวลา ทําใหไดผลผลิตสูง โดยวิธกีารนี้จะแกไขขอจํากัดตางๆ ของการเพาะเลี้ยงวธิีอ่ืนๆ 
ขางตนได แตตองสิ้นเปลอืงคาใชจายในการเขยา หรือการใหอากาศและการกวน ตลอดจน
เครื่องมือและเทคโนโลยีที่สูงขึ้น (รพี โรจนอุไร, 2539; อุษา สรรควฒันา, 2543; Bajpai et al., 
1982; Kwak and Rhee, 1992a; Kwak and Rhee, 1992b; Ariff et al., 1996; Rosfarizan et 
al., 1998a; Rosfarizan et al., 1998b) 
 
2. ชนิดของจลุนิทรีย 

การผลิตกรดโคจิกดวยจุลนิทรียนัน้ มจีุลนิทรียใหเลือกใชไดหลายสายพันธุ โดยเฉพาะรา
ในตระกลู Aspergillus ดังแสดงในตารางที่ 3  
 
ตารางที่ 3 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิก 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Aspergillus candidus Yabuta, 1913; Tamiya and Hida, 1930 
A. effusus Birkinshaw et al., 1931; Jennings and William, 1945 
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ตารางที่ 3 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิก (ตอ) 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

A. flavus Corbellini and Gregorini, 1930; Tamiya and Hida, 1930; May et 
al., 1931; Di-Cupta, 1933; Barham and Smits, 1936; Arnstein 
and Bentley, 1953; Basappa et al., 1970; Ariff et al., 1996; 
Rosfarizan et al., 1998a; Rosfarizan et al., 1998b 

A. glaucus Traetta-Mosca, 1914; Traetta-Mosca and Preti, 1921 
A. gymnosardae Tamiya and Hida, 1930 
A. luteo-virescens Morton et al., 1945 
A. nidulans Yabuta, 1913; Foster and Karow, 1945 
A. oryzae Saito, 1907; Yabuta, 1913; Yabuta, 1923; Kinoshita, 1928; 

Tamiya, 1928; Challenger et al., 1929; Katagiri and Kitahara, 
1930; Tamiya and Hida, 1930; Challenger et al., 1931; Tamiya, 
1932; Katagiri and Kitahara, 1933; Arnstein and Bentley, 1953; 
Ohara, 1954; Kitada et al., 1967; Gupta et al., 1971; Kwak and 
Rhee, 1992a; Kwak and Rhee, 1992b; Ogawa et al., 1995 

A. parasiticus Birkinshaw et al., 1931 
A. tamarii Birkinshaw et al., 1931; Lee et al., 1950; Ohara, 1954 
Penicillium daleae Birkinshaw et al., 1931 
กลุม acetic acid bacilli Takahashi and Asai, 1933 
Gluconoacetobacter 
opacus var. mobilis 

Sakagushi et al., 1948 

G. roseus Ikeda, 1954 
 

ในระดับอุตสาหกรรมนัน้ จะทําการผลิตกรดโคจิกโดยการหมักดวยเชื้อราซึ่งจาํเปนตองมี
การคัดเลือกสายพนัธุของจลิุนทรียใหมีสมบัติเหมาะสมที่จะนํามาใชในการผลิต เนื่องจากจุลินทรีย
แตละสายพนัธุมีความสามารถในการใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และสารประกอบอื่นๆ ที่
แตกตางกนั มสีมบัติ ทนตอสภาวะการผลิต หรือความตองการปจจยัในการเติบโตและในการผลิต
ที่ตางกันอกีดวย โดยตองมีความสามารถในการผลิตกรดโคจิกสูง ใหผลผลิตสม่ําเสมอ ไมกลาย
พันธุงาย เจริญเติบโตและใหผลผลิตเร็ว ทนสภาพการเลี้ยงไดกวาง และไมผลิตสารพิษออกมาดวย 
ซึ่งราที่นิยมใช ไดแก Aspergillus oryzae (Kwak and Rhee, 1992b; Ogawa, 1995) 
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3. แหลงคารบอน 
การเริ่มตนศึกษาถงึการผลิตกรดโคจิกนัน้ แหลงของคารบอนที่ใชศึกษาในขณะนั้นเปน

ขาวและธัญญพืชอ่ืนๆ แตในการศึกษาทาํไดคอนลําบาก เนื่องจากมีปญหาในการแยกสกัดกรด  
โคจิกบริสุทธิ์ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ (Saito, 1907; Yabuta, 1913) ตอมาเมื่อพบวาจุลินทรีย
สามารถเจริญบนผิวหนาอาหารเหลวที่มีองคประกอบของคารโบไฮเดรตไดหลากหลายชนิด 
โดยเฉพาะการผลิตกรดโคจิกจากสารประกอบที่ประกอบดวยคารบอน 2-7 อะตอมตอโมเลกุล 
(Beelik, 1956)  ตัวอยางแหลงคารบอนที่ใชผลิตกรดโคจิก แสดงในตารางที ่4 
 
ตารางที่ 4 ตัวอยางแหลงคารบอนที่สามารถใชผลิตกรดโคจิก 

แหลงคารบอน สูตรเคมี เอกสารอางอิง 
เอทธานอล C2H5OH Sakagushi et al., 1948; Ohara, 1954; 

Basappa et al., 1970 
ไดไฮดรอกซีอะซีโตน C3H6O3 Challenger et al., 1931; Katagiri and 

Kitahara, 1933; Arnstein and Bentley, 1953 
กลีเซอรอล C3H8O3 Katagiri and Kitahara, 1930; Challenger et 

al., 1931; Tamiya, 1932; Sakagushi et al., 
1948 

น้ําตาลอะราบโินส C5H10O5 Challenger et al., 1929; Corbellini and 
Gregorini, 1930; Katagiri and Kitahara, 
1930; Tamiya, 1932; Ohara, 1954 

น้ําตาลไซโลส C5H10O5 Challenger et al., 1929; Corbellini and 
Gregorini, 1930; Katagiri and Kitahara, 
1930; Tamiya, 1932; Barham and Smits, 
1936; Ohara, 1954; Basappa et al., 1970 

น้ําตาลฟรักโทส C6H12O6 Traetta-Mosca, 1914; Tamiya, 1928; 
Corbellini and Gregorini, 1930; Katagiri and 
Kitahara, 1930; Birkinshaw et al., 1931; 
Tamiya, 1932; Takahashi and Asai, 1933; 
Sakagushi et al., 1948; Ikeda, 1954; Ohara, 
1954 
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ตารางที่ 4 ตัวอยางแหลงคารบอนที่สามารถใชผลิตกรดโคจิก (ตอ) 
แหลงคารบอน สูตรเคมี เอกสารอางอิง 

น้ําตาลกาแลคโทส C6H12O6 Katagiri and Kitahara, 1930; Tamiya, 1932; 
Sakagushi et al., 1948;Ohara, 1954 

น้ําตาลกลูโคส C6H12O6 กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542; ชมจิต ทาว
ธงไชย, 2544; Traetta-Mosca, 1914; Yabuta, 
1923; Challenger et al., 1929; Corbellini 
and Gregorini, 1930; Katagiri and Kitahara, 
1930; May et al., 1931; Tamiya, 1932; 
Katagiri and Kitahara, 1933; Sakagushi et 
al., 1948; Arnstein and Bentley, 1953; 
Ohara, 1954; Basappa et al., 1970 

กรดกลูโคนิค C6H12O7 Katagiri and Kitahara, 1930 
แมนนทิอล C6H14O6 Kinoshita, 1928; Tamiya, 1932; Takahashi 

and Asai, 1933; Ohara, 1954 
น้ําตาลแลคโทส 
(กลูโคส + กาแลคโทส) 

C12H22O11 Birkinshaw et al., 1931; Ohara, 1954 

น้ําตาลมอลโทส 
(กลูโคส + กลูโคส) 

C12H22O11 Katagiri and Kitahara, 1930; Jennings and 
Williams, 1945; Ohara, 1954 

น้ําตาลซูโครส 
(กลูโคส + ฟรักโทส) 

C12H22O11 รพี โรจนอุไร, 2539; อุษา สรรควัฒนา, 2543; 
Traetta-Mosca, 1914; Kinoshita, 1928; 
Corbellini and Gregorini, 1930; Katagiri and 
Kitahara, 1930; Di-Capua, 1933; Ohara, 
1954 

แปงมันฝร่ัง 
(Potato starch) 

(C6H11O5)n Rosfarizan et al., 1998b 

แปงขาวโพด 
(Corn starch) 

(C6H11O5)n Rosfarizan et al., 1998b 

แปงสาค ู
(Sago starch) 

(C6H11O5)n Rosfarizan et al., 1998a; Rosfarizan et al., 
1998b 
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แหลงคารบอนเปนปจจัยทีสํ่าคัญที่สุดปจจัยหนึ่งตอการผลิตกรดโคจิกโดยจุลินทรยี 
เพราะในโมเลกุลของกรดโคจิก ประกอบดวยธาตุคารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ดังนั้นวัตถุดบิ
ในการผลิตก็คอืแหลงคารโบไฮเดรตนั่นเอง และเนื่องจากจุลินทรียสามารถใชแหลงคารบอนได
หลากหลาย จงึทาํใหความเขมขนที่จะใชก็หลากหลายไปดวย จึงควรคํานึงถึงชนิดและปริมาณเปน
สําคัญ โดยแหลงคารบอนที่ใชในการผลติตองมีราคาถกู หางาย ใหผลผลิตกรดโคจิกไดสูงสุดใน
เวลาสัน้ ซึ่งไดแก น้ําตาลกลโูคส และน้ําตาลซูโครส (Bajpai et al., 1982; Ogawa et al., 1995) 
สวนปริมาณทีเ่หมาะสมของแหลงคารบอนโดยทั่วไปจะใชประมาณ 5-30 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั
ตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก
โดยรา Aspergillus oryzae มีคาประมาณ 100 กรัมตอลิตร หรือ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร (Kwak and Rhee, 1992b; Ogawa et al., 1995) สวนความเขมขนของน้าํตาลซูโครสที่
ใชผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus จะมีคา 200 กรัมตอลิตร หรือ 20 เปอรเซ็นตโดย     
น้ําหนกัตอปริมาตร (May et al., 1931) สําหรับแหลงคารบอนอ่ืนๆ ตัวอยางเชน ความเขมขนของ  
น้ําตาลไซโลส และกลีเซอรอลที่เหมาะสมคือ 150 กรัมตอลิตร หรือ15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอ
ปริมาตร (Barham and Smits, 1936) และ 50 กรัมตอลิตร หรือ 5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอ
ปริมาตร (Katagiri and Kitahara, 1930) ตามลําดับ นอกจากนี้ยงัมีรายงานการวจิยัที่ระบุถงึการ
ใชแปงชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus flavus  ไดแก แปงมนั
ฝร่ัง แปงขาวโพด และแปงสาคูที่ความเขมขน 50  75  และ 50 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
(Rosfarizan et al., 1998b) แตอยางไรก็ตามจนถงึขณะนี้ยงัไมมีรายงานการศึกษาโดยใชแปงมัน
สําปะหลงัเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกตีพิมพออกมาเลย 
 
แปงมันสาํปะหลัง : แหลงคารบอนทีน่าสนใจ 

เมื่อพิจารณาถึงวัตถุดิบที่จะใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกในประเทศไทย 
พบวา วัตถุดบิซึ่งมีราคาถูก หาไดงาย มีเพียงพอตอความตองการในการใช และมกีารประกนัราคา
จากภาครัฐ นอกจากน้าํตาลทรายแลว แปงมันสาํปะหลังก็เปนแหลงคารบอนทีน่าสนใจศึกษาได
อีกชนิดหนึง่เชนกนั 

มันสําปะหลงั เปนพืชเขตรอน สามารถทนความแหงแลงไดดี ปลูกไดในดินที่ดอย
คุณภาพ สาํหรับประเทศไทย มนัสําปะหลังจัดเปนพชืเศรษฐกิจที่สาํคัญชนิดหนึ่ง ปลูกมากทาง
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ผลผลิตของมันสําปะหลงัสวนมากจะนาํมาใชเปนอาหารของมนษุยและ
สัตว และใชในอุตสาหกรรมบางประเภทเชน กาว, วุนเสน, แปงมัน, กระดาษ เปนตน บางสวนสง
ขายไปยังตางประเทศในรูปของมันเสน, แปงมัน, มันอัดเม็ด แตกระนัน้ก็ตามยงัปรากฏวามี



 23

เหลืออยูในประเทศปละมากๆ (วาสนา แสงพทิักษ, 2528) ดังนัน้จงึควรหาวิธกีารแปรรูปไปเปน
ผลิตภัณฑอ่ืนที่มีราคาสงูขึ้น โดยใชเทคโนโลยีที่ไมสงู และมีราคาไมแพงจนเกนิไป 

แปง จัดเปนโพลีแซคคาไรดชนิดหนึ่งที่สะสมอยูในสวนตางๆ ของพชื เชน เมล็ด, ราก,  
หัว, ลําตน เปนตน ในโมเลกุลของแปงประกอบดวยอะมายโลส และอะมายโลเพคติน ในปริมาณที่
แตกตางกนัไปตามแหลงที่มาของแปงนั้น ซึ่งองคประกอบทัง้สองสวนจะมีโครงสราง และ
คุณสมบัติทางฟสิกส เชน การละลายน้ํา, ขนาดโมเลกลุ, การยอยดวยเอนไซม และการเกิดสีกบั
สารละลายไอโอดีน ที่แตกตางกนั โดยสวนของอะมายโลส มีโมเลกลุเปนเสนตรงประกอบดวย ดี-
กลูโคสประมาณ 500 โมเลกุลข้ึนไป เชื่อมตอกันดวยพนัธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดคิ ดังแสดงในรูป
ที่ 6  สวนอะมายโลเพคติน จะประกอบดวย ด-ีกลูโคสตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค 
และมีแขนงทีป่ระกอบดวย ดี-กลูโคสประมาณ 20-25 โมเลกุลมาตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-6) 
กลูโคซิดิค ดังแสดงในรูปที่ 7 นอกจากนีอ้าจยังมีสารอืน่ๆ ที่ไมใชคารโบไฮเดรตปะปนมาเล็กนอย
จากพชืที่ใชในการผลิต หรือกระบวนการผลิต เชน กรดไขมัน, ไขมัน, สารอนินทรียพวกฟอสฟอรสั 
เปนตน (Voet and Voet, 1995) 
 

 
รูปที่ 6 โครงสรางของอะมายโลส (Voet and Voet, 1995) 

(a) สวนของดกีลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) 
(b) สายของพอลิเมอรที่จัดตัวเปนเกลียวทีว่นซาย 
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รูปที่ 7 โครงสรางของอะมายโลเพคติน (Voet and Voet, 1995) 

(a) โครงสรางหลักของอะมายโลเพคตินทีม่ีจุดแตกกิ่งเปนพนัธะแอลฟา (1-6) 
(b) รูปแบบโครงสรางที่มีการแตกกิ่งของกลูโคส 

 
จากขอมูลและภาพดังกลาวขางตนระบวุาในแปง 1 โมเลกุลประกอบดวยน้าํตาลกลูโคส

จํานวนมาก ดังนัน้กอนที่จะมีการผลิตกรดโคจิกจากแปง จะตองมีการยอยแปงเพือ่เปลี่ยนใหเปน
น้ําตาลกลูโคสเสียกอน ซึ่งอาจทาํไดหลายวิธี เชน ใชวิธยีอยดวยกรด เชน กรดเกลอื (HCl), กรด 
ซัลฟวริก (H2SO4) เปนตน แตวธิีนี้ปฏิกิริยาการยอยคอนขางรนุแรง หรือใชเอนไซมเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาในการยอยแปง เนือ่งจากใหปฏิกริิยาที่ไมรุนแรง มีความจําเพาะตอสารตั้งตนสูง และทาํ
ไดงาย สาํหรบัเอนไซมที่ใชในการยอยแปงแบงไดเปน 2 กลุมคือ (Forgarty and Kelly, 1979) 

1. เดกซทริไนซงิ หรือ ลิควิไฟองิ เอนไซม จัดเปนเอนโดอะมายเลส ทีย่อยพันธะแอลฟา 
(1-4) กลูโคซิดิคแบบสุม ทําใหความหนืดของแปงลดลงอยางรวดเร็ว ไดผลผลิตเปน แอลฟา-ดี
กลูโคส, มอสโตส และแอลฟาลิมิตเดกซตรินทีม่ีความยาวตางๆ กนั เอนไซมในกลุมนี้ไดแก 
แอลฟาอะมายเลส 

2. แซคคาริไฟอิง เอนไซม จัดเปนเอกโซอะมายเลส ที่ยอยแปงจากปลายที่ไมมีสมบัติใน
การ รีดิวส ซึ่งเอนไซมกลุมนีแ้บงไดเปน 2 พวก คือ 

2.1 กลูโคอะมายเลส ซึ่งยอยไดทั้งพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค และแอลฟา    
(1-6) กลูโคซิดิคของแปง ไดเปนแอลฟา-ดีกลูโคส 

2.2 เบตาอะมายเลส ซึ่งยอยพันธะเบตา (1-4) กลูโคซิดิค ไดเปนเบตามอลโตส 
และเบตาลิมิตเดกซตรินที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 
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Line
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แหลงของเอนไซมนั้นไดมาจากแหลงตางๆ  คือ สัตว, พืช และจุลินทรยี กลาวคือ เบตา 
อะมายเลส สวนมากพบในเมล็ดธัญญพืชเชน บาเลย, ขาวสาล ี และไรย พืชอ่ืนๆ เชน ถั่วเหลือง, 
มันเทศ เปนตน และยังพบในจุลินทรียบางชนิด เชน Baciilus polymyxa อีกดวย สําหรับแอลฟา    
อะมายเลส จะพบในมอลท น้ําลายของคนและสัตว รวมทั้งจุลนิทรียพวก Aspergillus sp.,  
Bacillus sp., Clostridium sp., Pseudomonas sp., Rhizopus sp., และ Endomycopsis sp. 
เปนตน สวนกลูโคอะมายเลส   ผลิตไดจากราหลายชนดิ เชน  Aspergillus  oryzae, A. niger,          
A. awamori, Rhizopus sp. (Windish and Mhatre, 1965) 
 
4. แหลงไนโตรเจน 

แหลงไนโตรเจนเปนปจจัยทีสํ่าคัญสําหรับการควบคุมการเจริญเติบโต และสราง
ผลิตภัณฑของรา ซึ่งราโดยทั่วไปสามารถใชสารประกอบไดทั้งที่เปนสารประกอบอินทรีย-ไนโตรเจน 
และสารประกอบอนินทรีย-ไนโตรเจน แหลงไนโตรเจนที่สามารถใชในการผลิตกรดโคจิกมีดวยกนั
หลายชนิด ดงัแสดงในตารางที ่5 
 
ตารางที่ 5 ตัวอยางแหลงไนโตรเจนที่สามารถใชผลิตกรดโคจิก 

แหลงไนโตรเจน เอกสารอางอิง 
สารประกอบอนิทรีย-ไนโตรเจน 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract) รพี โรจนอุไร, 2539; Arnstein and Bentley, 1953; Ohara, 
1954; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; 
Ogawa et al., 1995 

เปปโตน (peptone) Bajpai et al., 1982 
สารประกอบอนินทรีย-ไนโตรเจน 

แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) รพี โรจนอุไร, 2539; Katagiri and Kitahara, 1930; May et 
al., 1931; Kwak and Rhee, 1992a 

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3) กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542; Kinoshita, 1928; 
Challenger et al., 1929; May et al., 1931 

โซเดียมไนเตรต (NaNO3) May et al., 1931; Arnstein and Bentley, 1953 

แอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
((NH4)2HPO4) 

May et al., 1931 
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สารสกัดจากยสีต แอมโมเนยีมไนเตรต และแอมโมเนยีมซัลเฟต เปนแหลงของไนโตรเจน
ที่นยิมใชในการผลิตกรดโคจิก เพราะใหผลผลิตกรดโคจิกสูง แตตองคาํนงึถงึปริมาณที่จะใชในการ
ผลิตดวยโดยในอาหารเลี้ยงเชื้อควรมีแหลงไนโตรเจนแคเพียงพอตอการเติบโตแตตองไมมาก
เกินไป เนื่องจากปริมาณไนโตรเจนมีผลตอการผลิตกรดโคจิก ซึง่ถาในอาหารเลีย้งเชื้อมีปริมาณ
ไนโตรเจนมาก จะทําใหราเจริญเติบโตมากจนมีผลทาํใหราผลิตกรดโคจิกลดลง (May et al., 
1931; Kwak and Rhee, 1992a; Ogawa et al., 1995) โดยปกติแลวปริมาณไนโตรเจนที่ใชมี
คาประมาณ 0.5-2.0 กรัมตอลิตร ตัวอยางเชน การผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae เมื่อ
ใชน้ําตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน จะใชสารสกดัของยีสต 0.5 กรัมตอลิตร
รวมกับแอมโมเนียมซลัเฟต 0.75 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต (Kwak 
and Rhee, 1992b) 
 
5. แรธาตุและสารพิเศษบางอยาง 

ชนิดและปริมาณของแรธาตเุปนปจจยัสําคัญประการหนึ่งที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิก 
สําหรับแรธาตทุี่ตองคํานึงนัน้มีรายงานวาฟอสเฟตในรูปโพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) เปนตัวทีส่งเสริมทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโคจิก โดยปริมาณที่เหมาะสมคือ 
ในชวง 1.0 - 4.0 กรัมตอลิตร เนื่องจากถามรีะดับฟอสเฟตสูงจะมีการสงัเคราะหและยอยสลายกรด
โคจิกอยางรวดเร็ว ในขณะที่ระดับฟอสเฟตต่ําทัง้การผลิตและการยอยสลายกรดโคจิกก็จะชาดวย 
(อางถงึใน Bajpai et al., 1982) นอกจากนี้ Kitada (1967) พบวาโซเดียมฟลูออไรด (NaF), 
โพแทสเซยีมไซยาไนด (KCN) และโซเดียมซัลไฟด (Na2S) แคเพียงเล็กนอยนั้นเปนสารยับยั้งการ
ผลิตกรดโคจิกโดยจะไปยับยัง้ขบวนการนํากลูโคสไปใชของเซลล และมีการพบวา เกลือของกรด
อิสระ เชน เกลือซิเตรต เกลือไพรูเวต เกลือซัคซิเนต และเกลือออกซาเลต จะเรงการเจริญเติบโต
ของราทาํใหมผีลผลิตกรดโคจิกสูง (Tamiya, 1928)  นอกจากนี้ โซเดยีมแลคเตต และโซเดียม    อา
ซิเนต จะยับยัง้การผลิตกรดโคจิกของรา Aspergillus oryzae เนื่องจากไปยับยัง้กระบวนการฟอส
โฟรีเลชัน (phosphorelation) ของเซลล (Sakagushi et al., 1948) 
 
6. คาความเปนกรดดาง (pH) 

ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัการผลิตกรดโคจิกนัน้ ตองทํา
การทดลองจึงจะทราบวาสายพันธุใดตองการเทาใด ซึ่งปกติความเปนกรดดางนัน้มีคาอยูในชวง
ประมาณ 2-5   โดย Katagiri และ Kitahara (1933) รายงานวาคาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสม
ตอการเจริญของรา Aspergillus oryzae คือ 5.0 แตคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลติ
กรดโคจิกคือ 2.4 และยังมีรายงานอกีวาคาความเปนกรดดางที ่5.5 เปนคาที่เหมาะสมตอการหมัก
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ราดวยน้าํตาลซูโครส (Tamiya, 1928)   สวน Barham และ Smits (1936) พบวา ชวงความเปน
กรดดางที่เหมาะสมในการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลไซโลสดวยรา Aspergillus flavus คือ 2.0-3.5 
ซึ่งจะเห็นวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดยราจะมีคาต่ํา ดังนั้นจึง
ไมจําเปนตองเติมสารบัฟเฟอร เชน แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่
ควบคุมคาความเปนกรดดาง 
 
7. อุณหภูม ิ

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกดวยรา Aspergillus flavus อยูในชวง
ประมาณ 29-35 องศาเซลเซียส (May et al., 1931) สวนอุณหภูมิในชวง 29-31 องศาเซลเซยีสจะ
เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae (Katagiri and Kitahara, 1933) ซึ่ง
จากรายงานการทดลองหลายการทดลองพบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 30 องศาเซลเซยีส 
(รพี โรจนอุไร, 2539; May et al., 1931; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; Ogawa 
et al., 1995) 
 
8. ปริมาณออกซิเจน 

ความตองการออกซิเจนในกระบวนการผลติก็เปนปจจยัหนึง่ที่สําคัญซึง่จําเปนตอง
พิจารณา เนื่องจากการผลิตกรดโคจิกโดยราเปนกระบวนการหมักแบบใชอากาศ โดยในปค.ศ. 
1931 May และคณะ ทดลองผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา และแปรผันอัตราสวนระหวางพืน้ที่
ผิวเหนืออาหารเลี้ยงเชื้อตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ในชวง 0.22:1 ถึง 1:1 พบวาคาอัตราสวน
ที่เหมาะสมคือ 0.5:1  ตอมา Kwak และ Rhee (1992a) ทดลองผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา 
พบวาถาใชขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร ควรใสปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ 120 มิลลิลิตร และ
เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที จะมีความเหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก นอกจากนี ้ Ariff และ
คณะ (1996) ทดลองผลิตกรดโคจิกจากรา Aspergillus flavus ในอาหารที่มกีลูโคส 100 กรัมตอ
ลิตรในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่อัตราการกวนเทากับ 600 รอบตอนาท ี และอัตราการใหอากาศ
เทากับ 1.5 ลิตรตอนาที จะมีความเหมาะสมในการผลิต 
 
การเก็บเกีย่วผลผลิตกรดโคจิก 

เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการหมกัราเพื่อการผลิตกรดโคจิกแลว ก็จะทาํการแยกกรดโคจิกที่
อยูในน้าํหมัก ซึ่งอาจอยูในรูปสารละลาย และผลึกของกรดที่ปนอยู โดยนําน้ําหมกัมาทาํการกรอง
แยกสายใยออก จากนั้นจงึนาํสวนน้าํหมักที่ผานการกรองไปแยกเพื่อใหไดกรดโคจิก ซึ่งทาํไดหลาย
วิธีดังนี้ (Yabuta, 1913; Beelik, 1956; Bajpai et al., 1982) 
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1. ตกตะกอนในรูปเกลือทองแดง 
2. สกัดดวยเอทธลิอะซีเตต 
3. สกัดแบบตอเนื่องโดยใชอีเธอร 
4. ตกผลึกโดยลดปริมาตรน้ําหมัก 
5. ตกผลึกที่อุณหภูมิเยือกแข็งของน้ํา (0 องศาเซลเซียส) 
6. ใชผงถานดูดซบัแลวชะดวยบิวทิลอะซีเตตที่อ่ิมตัวดวยแอมโมเนยีแหง 

 
พัฒนาการของงานวจิัยทีเ่กี่ยวกับการผลิตกรดโคจกิ 

จากการคนพบกรดอินทรียชนิดหนึ่งบนขาวนึ่งของ Saito ในปค.ศ. 1907 หลังจากนัน้เปน
ตนมาจงึมีการศึกษาพฒันาการผลิตกรดโคจิกกันอยางตอเนื่อง ดงัจะนําเสนอตอไปนี ้

Tamiya (1928)  เพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง
คารบอน และใชแอมโมเนยีมไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาการผลิตกรดโคจิกจะสูงสุดเมื่อใข
ความเปนกรดดางตั้งตนของอาหารเลีย้งเชือ้เทากบั 5.5 โดยที่กรดอิสระจะยับยัง้การเติบโตของเชื้อ 
แตเกลือของกรดจะเรงการเติบโตได และถาเติมกรดออกซาลิก กรดไฮโดรคลอริก กรดซิตริก กรด
ฟอรมิก หรือกรดไนตริกลงไป พบวาการผลิตกรดโคจิกจะลดลงมาก แตเมื่อเติมกรดฟอสฟอริก กรด
แลคติก หรือกรดไพรูวิกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะทาํใหการผลิตกรดโคจิกสูงขึ้น 

Challenger และคณะ (1929)  ศึกษาถึงการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลเพนโตสดวย 
Aspergillus oryzae ซึ่งน้าํตาลที่ใชไดแก น้ําตาลไซโลส และน้ําตาลอะราบิโนสเปนแหลงคารบอน 
และใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 กรัม แมกนีเซียม   
ซัลเฟต 0.05 กรัม และแอมโมเนยีมไนเตรต 0.04 กรัมเปนแหลงไนโตรเจน ในน้าํ 100 มิลลิลิตร  
ผลการทดลองสรุปไดวาแหลงคารบอนที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดคือ เมื่อใชน้าํตาลไซโลส 5.0 
กรัม 

May และคณะ (1931) ศึกษาปจจยัตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา
โดยรา Aspergillus flavus ในอาหารเลี้ยงเชื้อโมดฟิายดซาเพกซดอกซ ที่มีกลูโคสอยู 200 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงคารบอน แลวแปรผันปริมาณไนโตรเจน พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ
แอมโมเนยีมไนเตรตที่ความเขมขน 2.25 กรัมตอลิตร อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 30-35 องศา
เซลเซียส ใชเวลาผลิต 12-17 วัน ใหผลผลิตกรดประมาณ 170 กรัมตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Katagiri และ Kitahara (1933) ทดลองผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae โดย
ทําการหมักแบบเพาะเลี้ยงบนผิวหนาอาหารเหลว พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกรดโคจิกคือ 2.1 และที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 จะไมมีการผลิตกรดโคจิก 
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Takahashi และ Asai (1933) ทดลองผลิตกรดโคจิกจากจุลินทรียกลุมอะซีตกิแอซิด
แบคทีเรียในระดับขวดเขยา โดยใชแมนนทิอลเปนแหลงคารบอน พบวาตองเติมแคลเซียม
คารบอเนตลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อเพื่อรักษาระดับความเปนกรดดางใหคงที่อยูในชวง 6.95 - 7.54 
ซึ่งมีความเหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกโดยแบคทีเรียกลุมนี ้

Sakagushi และคณะ (1948) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae จาก
แหลงคารบอนชนิดตางๆ ไดแก กลูโคส ฟรักโทส กาแลคโทส และกลีเซอรอล พบวา ถาในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิกมีโมโนไอโอโดอะซีเตต โซเดยีมอาซีเนต โซเดียมอาซีไนต หรือ โซเดยีม
ฟลูออไรด จะทําใหผลผลิตกรดโคจิกลดลง เนื่องจากสารเหลานี้จะไปยับยั้งขบวนการ  ฟอสโฟรี
เลชันของเซลล 

Kitada และคณะ (1967) ศึกษาผลกระทบของสารตางๆ ที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิก
โดยรา Aspergillus oryzae เมื่อใชกลูโคส 50 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน บมเชือ้ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที พบวา โซเดยีมฟลูออไรด โมโนไอโอโด อะ
ซีติก โซเดยีมอาซีเนต มาโลเนต โปแตสเซยีมไซยาไนด โซเดียมเอไซด ไดไนโตรฟนอล เพนตะ คลอ
โรฟนอล ความเขมขน 0.0005, 0.0005, 0.001, 0.001, 0.01, 0.01, 0.001 และ 0.001 โมลาร 
ตามลําดับ จะยับยั้งการนาํกลูโคสไปใช ทําใหการผลิตกรดโคจิกถูกยับยั้ง 

Basappa และคณะ (1970) ผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus ในอาหาร        
ซาเพกดอกซเคซีนไทอามีนที่มีกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน โดยทําการหมักบน
ผิวหนาอาหารเหลว พบวาการผลิตกรดโคจิกจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิทีใ่ชในการหมัก คาความเปน
กรดดางเริ่มตนของอาหาร และอัตราสวนระหวางพื้นที่ผิวเหนืออาหารตอปริมาตรของอาหาร โดยที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6 - 7 และอัตราสวนระหวางพื้นที่
ผิวเหนืออาหารตอปริมาตรอาหารเทากับ 4:1 จะเหมาะสมที่สุดตอการผลิตกรดโคจิก ซึ่งจะให
ผลผลิตกรดเทากับ 0.17 กรัมตอลิตรในวนัที ่5 ของการผลิต 

Bajpai และคณะ (1982) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยใชสายใยของรา Aspergillus 
oryzae มาผลิตซ้ําๆ ทําโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารยีสตเอกแทรกซซูโครส ที่ปรับคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนเปน 6.0 และทาํการผลิตบนผิวหนาอาหารในขวดขนาด 250 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตร แลวแปรผันชนิดของแหลงคารบอน 2 ชนิดคือ กลูโคส และซูโครส ที่ความ
เขมขน 200 กรัมตอลิตร หมักที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 10 วัน พบวาน้าํตาลทัง้สอง
ชนิด ใหผลผลิตกรดโคจิกใกลเคียงกนัคือ ประมาณ 81.5 กรัมตอลิตรในซ้ําแรก และพบวาหลงัจาก
ถายสายใยไปเลี้ยงในอาหารใหม พบวาผลผลิตยังคงสงูเทาเดิมคือ ประมาณ 80 กรัมตอลิตรในซ้ํา
ที่สอง 
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Kwak และ Rhee (1992a) ผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยาโดยรา Aspergillus oryzae 
ที่ตรึงในแคลเซียมอัลจิเนต ในอาหารทีม่ีกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มีสารสกัดจาก
ยีสตและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนรวมกนั ใชหัวเชื้อต้ังตน 5x104 สปอรตอ
สารละลายอัลจิเนตปริมาตร 1 มิลลิลิตร และใชอัตราสวนระหวางปริมาตรเซลลตรึงตออาหารเลี้ยง
เชื้อเทากับ 1:3 บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเรว็ 200 รอบตอนาท ีโดย
แปรผันขนาดของเม็ดเจลใหมีเสนผาศูนยกลางระหวาง 1.0-3.0 มิลลิเมตร และแปรผันปริมาณของ
แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมเปน 5 คาคือ 0.138  0.183  0.275  0.367 และ 0.57 กรัมตอลิตร    
พบวาขนาดของเม็ดเจล และความเขมขนของไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ 1.25 มิลลิเมตร และ 0.275 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 22 กรัมตอลิตรในวันที่ 8 ของการหมัก และ
มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกคือ 2.91 

Kwak และ Rhee (1992b) ทําการทดลองผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยาโดยรา 
Aspergillus oryzae ที่ตรึงในแคลเซียมอลัจิเนต ใชอาหารทีม่ีกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรและแอมโมเนยีมซัลเฟตปริมาณ 0.75 กรัมตอลิตร
เปนแหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเปน 6.0 ดวย 3 N NaOH เลี้ยงเชื้อในระดับ
ขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร 120 มิลลิลิตร โดยใชปริมาตรหัวเชื้อสปอรตรึงตอ
อาหารเพื่อผลิตกรดโคจิกเทากับ 1:3 หมักที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสบนเครือ่งเขยาความเร็ว 
200 รอบตอนาท ีใชเวลาเพาะเลี้ยงประมาณ 23 วัน จะไดผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 83 กรัมตอลิตร 
หลังจากนั้นจะนําเซลลตรึงไปถายใสอาหารในขวดทดลองใหม พบวาใน 2 กะแรกเชื้อจะผลิตกรด
โคจิกไดสูงคือ ประมาณ 80 กรัมตอลิตร และลดลงหลงัจากวนัที่ 12 ในกะที่ 3 โดยมีผลผลิตกรด 
70 กรัมตอลิตร เนื่องจากมีการสลายตัวของโครงสรางเจลบริเวณศุนยกลางของเม็ดเจลซึ่งลอม
สายใยราไว ทาํใหไมสามารถตรึงเซลลของราไวได 

Ogawa และ คณะ (1995) ทดลองผลิตกรดโคจิกจาก Aspergillus oryzae NRRL 484 
โดยการเลี้ยงบนผิวหนาอาหารเหลว โดยมีพอลิซัลโฟน เอสอ ี 20 ซึ่งมีลักษณะเปนเยื่อบางๆ ไวใช
เปนพาหะสําหรับยึดเหนี่ยว เปรียบเทยีบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว โดยใชน้ําตาลซูโครส 100 กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาวิธีเลีย้งบนผิวหนาเยื่อ
ยึดเหนีย่วจะใหผลผลิตกรดสูงกวาเปนสองเทาของการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว โดยใหผลผลิตกรด 
20 กรัมตอลิตรในวันที่ 12 ของการเพาะเลีย้ง และเมื่อทดลองเปลี่ยนวธิีการผลิตจากแบบกะมาเปน
แบบที่มีการเติมสารอาหารลงไปเปนระยะในระหวางการผลิต พบวาจะใหผลผลติสูงขึ้นโดยเมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการผลิตของทัง้ 3 วิธ ี คือ การผลติในอาหารเหลว การผลิตบนผิวหนาเยื่อยึด
เหนีย่วแบบกะ และการผลติบนผิวหนาเยื่อยึดเหนี่ยวแบบที่มีการเตมิสารอาหารลงไปเปนระยะใน
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ระหวางการผลิต ใหผลผลิตเปน 1.6 2.9 และ14.2 กรัมตอลิตรตอวัน ตามลาํดับ และพบอกีวา
ปริมาณสารสกัดจากยีสตที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกทัง้ 3 วิธีมีคาเทากับ 2.5 กรัมตอลิตร 

Ariff และคณะ (1996)  ทําการทดลองเลี้ยงหัวเชื้ออายุ 24 ชั่วโมงของ Aspergillus 
flavus Link 44-1 ในถงัหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีอัตราการกวน 600 รอบตอนาทีคงที่ตลอดการ
เพาะเลี้ยง โดยเปรียบเทยีบการทดลองทีม่ีการควบคุมปริมาณออกซเิจนละลาย (Dissolve oxygen 
tension, DOT) ที่เปอรเซ็นตการอิ่มตัว 30  50 และ 80 เปอรเซ็นต กบัการทดลองที่ไมไดควบคุมคา
ออกซิเจนละลาย แตกําหนดใหมีการใหอากาศที่ 15 ลิตรตอนาที พบวาใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 
5.7  10.0  14.6   และ 15.8 กรัมตอลิตร และใหการเติบโตของสายใยเทากับ 19.5  15.8  13.5 
และ 13.5 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 384  384  288 และ 432 ตามลําดับ ซึ่งจากการทดลองในชุดที่
ไมไดควบคุมคาออกซิเจนละลายในระยะการเติบโต จะมีคาออกซิเจนละลายลดลงต่ํามาก และจะ
เพิ่มข้ึนเปน 65 เปอรเซ็นตในชวงการผลิต แสดงใหเห็นวาการใหออกซิเจนในระหวางระยะการ
เติบโตไมเพียงพอตอการเติบโตของรา ทาํใหผลผลิตที่ไดไมดีเทาที่ควร และยังแสดงใหเหน็อีกวาใน
ระยะการผลิตจะใชปริมาณออกซิเจนไมมาก ดงันัน้จึงควรลดปริมาณออกซิเจนเมือ่เขาสูระยะการ
ผลิต นอกจากนี้การทดลองที่มกีารควบคุมคาออกซิเจนละลาย จะใหน้ําหนักแหงของสายใย
นอยลงเมื่อมีการใชคาออกซเิจนละลายที่สงูขึ้น ในขณะที่การผลิตกรดโคจิกจะเพิ่มข้ึน ซึ่งแสดงให
เห็นวา ระดับคาออกซิเจนละลายสงูจะไปควบคุมการเตบิโตของรา และสงเสริมการผลิตกรดโคจิก     
ดังนัน้เมื่อทดลองควบคุมคาออกซิเจนละลายที่อ่ิมตัว 80 เปอรเซ็นตในระยะเติบโต และใชคา
ออกซิเจนละลาย 30 เปอรเซ็นตในระยะการผลิตกรด พบวาใหผลผลิตกรดเพิ่มข้ึนเปน 28.9 กรัม
ตอลิตร ในชั่วโมงที่ 228 และเมื่อทดลองผลิตแบบการเติมสารอาหารในระหวางการผลิต โดยเติม
สารสกัดจากยสีต พบวาในภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนสงูจะมกีารสงเสริมใหมีการเติบโตของสายใย
มากกวาการผลิตกรด 

รพี  โรจนอุไร (2539) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus 
oryzae K-13 ในระดับขวดเขยาคือ ใชหัวเชื้อสปอรงอกอายุ 24 ชั่วโมงที่ความหนาแนน 4-8 x 107 
สปอรตออาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่การผลิตกรดโคจิกปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มนี้ําตาลทรายขาว 100 
กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มีสารสกดัจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรรวมกับแอมโมเนยีมซัลเฟต 
0.24 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนและแรธาตุวิตามนิ โดยมีอัตราสวนระหวางปรมิาณคารบอน
ตอไนโตรเจนเทากับ 840:2 คาความเปนกรดดางตั้งตนของอาหารเลี้ยงเชื้อคือ 4.5 และเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส สามารถใชน้ําประปาแทนน้ําปลอดประจุเพื่อเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับเตรียมหัวเชื้อสปอรงอกไดโดยผลผลิตไมลดลง ซึ่งใหผลผลิตกรดสูงสุดเทากับ 40.03 กรัม
ตอลิตรในวันที่ 19 ของการเพาะเลี้ยง 
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Rosfarizan และคณะ (1998a) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus จาก
แปงสาคู ซึง่ทาํการทดลองเปรียบเทียบกนัใน 2 ระดับคือ ระดับขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร และ
ระดับถังหมักขนาด 50 ลิตร โดยในกระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดโคจิกนัน้แบงเปน 2 ขั้น คือ ขั้น
แรกเปนชวงของการเติบโต แปงจะถูกยอยสลายไปเปนน้าํตาลกลโูคสโดยการทาํงานของเอนไซม
แอลฟาอะมายเลส และกลูโคอะมายเลส สวนขั้นที่สองเปนชวงของการผลิต ซึ่งกลูโคสจะเปลี่ยนไป
เปนกรดโคจกิ จากการทดลองพบวา เมื่อใชแปงสาค ู 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนทั้งใน
ระดับขวดเขยาจะใหผลผลิตกรดโคจิก 23.5 กรัมตอลิตร และเมื่อเทียบกับระดับถังหมักขนาด 50 
ลิตร ซึ่งใชกลูโคส และกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปง จะใหผลผลิตกรดโคจิก เปน 31.5 กรัมตอ
ลิตร และ 27.9 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาในระดับถงัหมกัจะใหผลผลิตไมดีเทาทีค่วร เนื่องจาก
ยังไมทราบสภาวะในการใหอากาศที่เหมาะสมตอการผลิตในระดับถังหมักขนาด 50 ลิตร 

Rosfarizan และคณะ (1998b) ศึกษาความสามารถในการใชแปงเปนแหลงคารบอน
ของ Aspergillus flavus ในระดับขวดเขยาโดยใชแปงสุกชนิดตางๆคือ แปงมันฝร่ัง แปงขาวโพด 
และแปงสาค ู เปรียบเทียบการผลิตกรดกับอาหารที่ใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนในปริมาณ
ที่เทากนัคือ 50 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวาการใชแปงมันฝร่ัง แปงขาวโพด แปงสาคู และ     
น้ําตาลกลูโคสใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 1.7  10.5  0.3 และ 12.1 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนกัแหง
ของสายใยเทากับ 12.5  13.1  12.7 และ 11.4 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที ่ 360 384 360 และ 384 
ตามลําดับ ซึ่งพบวาการใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอนใหผลผลิตกรดโคจิกใกลเคียงกับน้ําตาล
กลูโคสจึงนาจะใชเปนแหลงคารบอนเพื่อแทนน้ําตาลกลโูคสได เนื่องจากเปนแหลงคารบอนทีม่ี
ราคาถูก และเมื่อแปรความเขมขนของแปงขาวโพดในปริมาณตางๆ พบวาที่ความเขมขน 75 กรัม
ตอลิตรเหมาะสมที่สุด โดยจะใหผลผลิตเพิม่ข้ึนเปน 19.2 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 480 (วันที่ 20) 

กนิษฐา  ภูวนาถนรานุบาล (2542) ทําการผลิตกรดโคจิกโดยการเพาะเลี้ยง Aspergillus 
oryzae K-13 ใหเติบโตบนผิวหนาอาหารเหลว โดยใชสูตรอาหารที่ปรับปรุงแลวซึ่งประกอบดวย 
น้ําตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตร สารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร แอมโมเนยีมไนเตรต 1.814 
กรัมตอลิตร แมกนีเซยีมซัลเฟต 0.5 กรัมตอลิตร โปแตสเซียมคลอไรด 0.1 กรัมตอลิตร และกรด
ฟอสฟอริก 0.054 มิลลิลิตรตอลิตร ซึง่มีคาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากบั 
102:1.75 ใหผลผลิตกรดโคจิก 23.26 กรัมตอลิตรภายใน 16 วัน และเมื่อทําการผลติภายใตภาวะ
เหมาะสมคือ อัตราสวนระหวางพืน้ที่ผวิของอาหารเลี้ยงเชื้อตอความสูงเทากับ 57:1.0  ขนาดหัว
เชื้อเทากับ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการพนใหอากาศเหนือผิวหนาอาหารเหลวมีคาเทากบั 
176 ลิตรตอนาทีตอตารางเมตร สามารถเพิ่มผลผลิตขึน้เปน 30.35 กรัมตอลิตรในวันที ่ 9 ของการ
เพาะเลี้ยง 
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อุษา  สรรควัฒนา (2543) ศึกษาถงึการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลทรายโดย Aspergillus 
oryzae K-13 ในถังหมกัขนาด 2 ลิตรภายใตการแปรภาวะบางประการ ผลการทดลองแสดงใหเหน็
วาคาความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งเชือ้และคาออกซิเจนละลายทีเ่หมาะสมตอการเติบโต และ
การผลิตนัน้แตกตางกนั ซึง่ในสงเสริมการเติบโตที่ดีจะจัดคาออกซิเจนละลาย และคาความเปน
กรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 80 เปอรเซ็นตอากาศอิ่มตัว และ 5.0 ตามลําดับเปนเวลา 54 
ชั่วโมง สวนการผลติกรดโคจิกจะใชปริมาณออกซิเจนละลายเพียง 50 เปอรเซ็นอากาศอิ่มตัว และ
คาความเปนกรดดางเทากับ 2.5 โดยขนาดของหวัเชื้อที่เหมาะสมคือ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
ภายใตภาวะดงักลาว จะใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 20.80 กรัมตอลิตรภายใน 17 วนั และมีอัตรา
การผลิตเทากบั 0.351 กรัมตอลิตรตอวัน นอกจากนีก้ารเติมแหลงคารบอนเพิม่ข้ึนในระหวางการ
ผลิตและการผลิตโดยใชสายใยซ้ําทาํใหเพิม่ผลผลิตได 

ชมจิต  ทาวธงไชย (2544) ทําการผลิตกรดโคจิกในถาดตื้นโดยเพาะเลี้ยง Aspergillus 
oryzae K-13 ใหเติบโตบนผิวหนาอาหารเหลวภายใตการแปรภาวะบางประการ พบวา ถาดตื้น
ขนาดความจ ุ4 ลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ 3.2 ลิตรมีความเหมาะสม ปริมาณหวัเชื้อที่เหมาะสม
คือ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ผลิตกรดโคจิกได 30.28 กรัมตอลิตรในวนัที ่ 21 ของการเพาะเลี้ยง 
การพนใหอากาศเหนือผิวหนาอาหารเหลว 2 เซนติเมตรในอัตราเร็ว 50 ลิตรตอตารางเมตรตอนาท ี
สามารถเพิ่มผลผลิตขึ้นเปน 33.27 กรัมตอลิตรซึ่งชวยลดระยะเวลาในการเพาะเลีย้งลง 4 วัน เมื่อ
ผลิตกรดโคจิกโดยการเติมสารอาหารในระหวางการผลิตเพื่อเพิม่ผลผลิต พบวา จากอาหารเลี้ยง
เชื้อเร่ิมตน 2 ลิตร ที่ไมมีแหลงคารบอนแลวทยอยเติมแหลงคารบอนในรูปสารละลายน้าํตาล
กลูโคส 4 คร้ังในระหวางการผลิต จนมปีริมาตรรวม 3.2 ลิตร พบวา ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงถงึ 
35.26 กรัมตอลิตรในเวลาการผลิต 17 วัน นอกจากนี้การใชสายใยซ้ําของ A. oryzae K-13 มา
ผลิตกรดโคจิกโดยอาหารเหลวที่ใชในซ้ําที ่ 1 และ 2 เปนสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณไนโตรเจน
ลดลง 10 และ 50 เปอรเซ็นต จะใหผลผลิตกรดโคจิกรวม 231.04 และ 249.34 กรัมตออาหารเลี้ยง
เชื้อ 9.6 ลิตร ซึ่งมีอัตราการผลิตกรดโคจิกตอวันเทากบั 1.95 และ 1.95 กรัมตอลิตรตอวัน 
ตามลําดับ 
 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
เคมีภัณฑและอุปกรณ 
1. เคมีภัณฑ 

แปงมันสาํปะหลัง (เกรดอุตสาหกรรม) ตราปลา 4 ดาว 
บริษัท อี. ท.ี ซี. เอ๊ียบตงจัน่ จํากัด, ประเทศไทย 

น้ําตาลด ี(+) กลูโคสโมโนไฮเดรต (C6H12O6.H2O) 
บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 

สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract) 
บริษัท Difco laboratories, U.S.A. 

แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 
บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 

กรดโคจิก (C6H6O4) 
บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

น้ําตาลกลูโคส (C6H12O6) 
บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

น้ําตาลมอลโตส (C12H22O11.H2O) 
บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

น้ําตาลมอลโตไตรโอส (C18H32O16) 
บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

น้ําตาลมอลโตเตตระโอส (C24H42O21) 
บริษัท Sigma Chemical Co., U.S.A. 

น้ําตาลนีสโตส (C24H42O21.3H2O) 
บริษัท Wako Pure Chemical Industries LTD, Japan. 

ทวนี 80 (Tween 80) 
บริษัท BHD laboratory Chemicals LTD, England. 

เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O) 
บริษัท BHD laboratory Chemicals Ltd, England. 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
บริษัท Riedel – dehaen, Germany. 
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กรด 3,5 - ไดไนโตรซาลิไซลิก (C7H4N2O7) 
บริษัท Fluka Chemie, Switzerland. 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 

โปตัสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6.H2O) 
บริษัท May and Baker Ltd, England. 

เกล็ดไอโอดีน (I2) 
บริษัท Carlo Erba Reagenti, Spain. 

โปตัสเซียมไอโอไดด (KI) 
บริษัท Mallinekrodt Baker Inc., U.S.A. 

อะซิโตไนไตรล (CH3CN) 
บริษัท Scharlau, Spain. 

 
2. อุปกรณและเครื่องมือที่สาํคัญ 

หมอนึง่ฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) รุน HA-36 
บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environment incubator shaker) รุน G-10 
บริษัท New Brunswick Scientific Co. Inc, USA. 

เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน Cyberscan 1000 
บริษัท Eutech Cybernetics, Singapore. 

เครื่องดูดสูญญากาศ (Vacuum system) รุน B-169 
บริษัท Buchi Laboratoriums-Technik AG, Switzerland. 

ตูอบแหง (Hot air oven) รุน UL-80 
บริษัท Memmert Gmbh, Germany. 

อางน้ําปรับอุณหภูมิ (Water bath) รุน O-207 
บริษทั Memmert Gmbh, Germany. 

เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุน G-560 E 
บริษัท New Brunswick Scientific Co. Inc, USA. 

เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Novaspec II 
บริษัท Pharmacia Biotech., England. 
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กลองจุลทรรศน (Compound microscope) รุน CH-B145-T 
บริษัท Olympus, Japan. 

อุปกรณสําหรบันับเม็ดเลือด (Haemacytometer) ขนาด blight line deep 1/10 mm. 
บริษัท Boeco, Germany. 

ตาชั่ง (Balance) รุน A200S 
บริษัท Sartorius analytic, Germany. 

เครื่องโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) รุน LC-3A โดยใชคอลัมน 
Spherisorb 10NH-2 (Phenomenax) 

บริษัท Shimadzu, Japan. 
เครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสารอินทรีย (CHNS/O Analyser) รุน Perkin Elmer 

PE2400 Series II: Option CHN 
บริษัท Perkin Elmer Corp., U.S.A. 

 
วิธีดําเนินการทดลอง 
1. จุลินทรีย 

จุลินทรียที่ใชในการทดลองคือ Aspergillus oryzae K-13 ที่คัดเลือกจากดนิหลายแหลง
ในประเทศไทย (เพชรรุง พันธุพิริยะ, 2536) 
 
2. การเก็บรักษาเชื้อจุลนิทรยี 

ใชหวงเขี่ยเชื้อเขี่ยสปอรของรา A. oryzae K-13 ลากบนอาหารแข็งเอียงโปเตโต
เดกซโทรส (Potato dextrose agar slant, PDA) (ภาคผนวก ก1) บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
5-7 วัน หรือเมื่อราสรางสปอรเต็มที่ แลวจึงนาํไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อใชในการ
ทดลองตอไป 
 
3. การเตรยีมกลาเชื้อ 

3.1 การเตรียมสปอรแขวนลอย 
เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 บนอาหารแข็งเอียงโปเตโตเด็กซโตรส บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง 

(30 ± 3 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5-7 วัน  จากนั้นเติมน้ําปราศจากอิออน (Deionized water) 
ผสมทวนี 80 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  ทีผ่านการฆาเชือ้แลวลงในขวด
อาหารเลีย้งเชือ้  ใชหวงเขี่ยเชื้อขูดเบาๆให สปอรหลุดออกมากระจายในน้าํ ปรับจํานวนสปอรราให 
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เปน 2-4 x 107 สปอรตอปริมาตรสปอรแขวนลอย 1 มลิลิลิตร โดยการนับจาํนวนดวยอุปกรณนบั
เม็ดเลือดภายใตกลองจุลทรรศน เพื่อใชในการเตรียมกลาเชื้อตอไป 

3.2 การเตรียมกลาเชื้อ 
ถายสปอรแขวนลอยที่ไดจากขอ 3.1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในขวดทดลองขนาด 500 

มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตกลาเชื้อสปอรงอก (ภาคผนวก ก2) ซึ่งดัดแปลงจากรพี โร
จนอุไร (2539) โดยเปลี่ยนแหลงคารบอนจากน้ําตาลซโูครสไปเปนแปงมันสาํปะหลงั ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใชเปนกลาเชื้อสปอรงอกที่มีความหนาแนนเปน 4-8 x 105 สปอร
งอกตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 มิลลิลติร 
 
4. การผลิตกรดโคจิกในระดบัขวดเขยา 

ถายกลาเชื้อสปอรงอกที่ไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในขวดทดลองขนาด 500 
มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ซึ่งดัดแปลงจากรพ ี โรจนอุไร 
(2539) โดยเปลี่ยนแหลงคารบอนจากน้าํตาลทรายขาวไปเปนแปงมนัสําปะหลงั ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 25 วัน 
 
5. การเก็บเกีย่วกรดโคจิก 

เก็บตัวอยางทกุวันตลอดการเพาะเลีย้ง โดยนําตวัอยางที่ไดในแตละวัน มากรองแยก
สายใย A. oryzae K-13 ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิกดวยตะแกรงเหล็กปลอดสนิม
ขนาดรูพรุน 4 ชองตอตารางมิลลิเมตร นาํสวนน้าํทีก่รองไดไปตรวจวัดปริมาณแปง และคาความ
เปนกรดดาง สวนที่เหลือนําไปกรองตอดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 หลังจากนั้นนําสวน
น้ําใสที่กรองไดไปตรวจหาปริมาณกรดโคจิก และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ สวนของสายใยที่กรองได
นําไปวัดการเติบโตของเชื้อรา ตามวิธีการในขอ 6 
 
6. การวัดการเติบโตของรา Aspergillus oryzae K-13 

ลางสายใยรา A. oryzae K-13 ที่กรองไดดวยน้าํปราศจากอิออนอยางนอย 3 คร้ัง นาํไป
อบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส แลวเก็บไวในโถดูดความชืน้ (Desicator) ชั่งน้าํหนัก แลวนํา
กลับไปอบแหงและชั่งน้ําหนกัใหม ทําจนไดน้ําหนกัแหงคงที่ เพือ่ใชคํานวณหาน้าํหนักแหงตอ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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7. การวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกโดยวธิีของ Bentley (1957) 
เจือจางน้ําหมกัที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 จนได

ความเขมขนทีเ่หมาะสม ปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสาร 
ละลายเฟอริกคลอไรด (ภาคผนวก ข1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเตมิน้ําปราศจาก อิ
ออนปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร คาํนวณหาปริมาณกรดโคจิกโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค1) 
 
8. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 

8.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Bernfeld, 1955) 
เจือจางน้ําหมกัที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 จนได

ความเขมขนทีเ่หมาะสม ปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เตมิ
สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปดปาก
หลอดทดลองดวยลูกแกวแลวนาํไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวแชในอางน้ําเย็นทันท ี
หลังจากนั้นเตมิน้ําปราศจากอิออนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ค2) 

8.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆ ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) (ใชบริการศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย) 

นําน้ําหมักที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 ที่ชวงเวลา
ตางๆ มาตรวจสอบดวยเครื่องไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (HPLC) รุน Shimadzu LC-
3A โดยใชคอลัมน Spherisorb 10NH-2 (Phenomenax) และใชสารละลายอะซิโตไนไตรลความ
เขมขน 74 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) (ภาคผนวก ข3) เปนตัวพา ปรับใหมีอัตราการไหล
เทากับ 2 มิลลิลิตรตอนาท ี อุณหภูมิของคอลัมนเทากับอุณหภูมิหอง ตรวจสอบโดยเครื่องตรวจวัด
คาดัชนีหกัเหแสง (Refractive Index Detector, RID) โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของน้ําตาล
กลูโคส น้าํตาลมอลโตส น้าํตาลมอลโตไตรโอส และน้ําตาลมอลโตเตตระโอส โดยใชน้ําตาลนีสโต
สเปนสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) (ภาคผนวก ค3-6 ตามลําดับ) 
 
9. การวิเคราะหปริมาณแปง (Street and Close, 1956) 

เจือจางน้ําหมกัที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 จนได
ความเขมขนทีเ่หมาะสม ปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสาร 
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ละลายไอโอดนีเจือจาง (ภาคผนวก ข4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 620 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณแปงโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ค7) 
 
10. การทดลองเบื้องตนในการผลิตกรดโคจิกจากแปงมนัสําปะหลัง 
 โดย Aspergillus oryzae K-13 

จากเหตุผลทีว่า การผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวดวยการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 
ซึ่งใชแหลงคารบอนเปนน้ําตาลทรายนัน้ ไดมีการศึกษามาแลวทัง้ในระดับขวดเขยาโดย รพ ี โรจน
อุไร (2539) และในระดับขยายสวนโดยอษุา สรรควัฒนา (2543) พบวาใหผลผลิตกรดโคจิกดี เมื่อ
จัดภาวะตางๆใหเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกจากเชื้อดังกลาว และจากการที่แปงมนัสําปะหลงัเปน
วัตถุดิบซึ่งนาสนใจเนื่องจากมีราคาถกู หาไดงายภายในประเทศ และมีปริมาณอยางเพียงพอ อีก
ทั้งเมื่อถูกยอยโดยสมบูรณแลวจะใหน้ําตาลกลูโคสเปนจาํนวนมาก ซึ่งจุลินทรียที่สามารถผลิตกรด
โคจิกจะไดนําน้ําตาลกลูโคสนั้นไปใชผลิตเปนกรดโคจิก นอกจากนีย้ังมีเอกสารที่ยืนยันวาเชื้อราใน
ตระกูล Aspergillus  นั้นมคีวามสามารถในการยอยแปง (Fogarty and Kelly, 1979) ดังนั้นจาก
ขอมูลที่กลาวมาทัง้หมด จึงมีแนวความคิดวานาจะมกีารศึกษาถึงการใชแปงมันสาํปะหลงัมาเปน
วัตถุดิบในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 ซึ่งจะทาํการศึกษาในระดับขวดเขยา
กอน 

10.1 วิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปงมันสําปะหลัง 
(ใชบริการของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 

นําตัวอยางแปงมันสาํปะหลงั 1-3 มิลลิกรัม มาตรวจวิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปง
มันสําปะหลงัดวยเครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสารอินทรีย (CHNS/O Analyser) รุน 
Perkin Elmer PE2400 Series II: Option CHN โดยการทํางานของเครื่องอาศัยหลกัการสําคัญ 2 
ขั้นตอน คือ ข้ันทีห่นึง่การเผาไหม (Combustion) หรือการทําใหสารแตกสลายตวัดวยความรอน 
(Pyrolysis) ในสภาวะปดของบรรยากาศออกซิเจนบริสทุธิ์ทีม่ีสถานะคงที่ เรียกเทคนิคนี้วา Static-
state oxidation เพื่อใหสารอยูในสภาพแก็สทั้งหมด กอนเขาสูข้ันทีส่องซ่ึงเปนการแยกสารดวย
เทคนิคทางโครมาโตกราฟโดยผานคอลัมน Porapak PQS ที่อุณหภูมิการทํางาน 82.2 องศา
เซลเซียส แลวตรวจวัดปริมาณดวยเครื่องวัดการนาํความรอน (Thermal conductivity detector, 
TCD) เพื่อใชเปนขอมูลปริมาณคารบอนในแปงมนัสําปะหลังตอไป 



 40

10.2 การทดลองเบื้องตนเพื่อหาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่ใชเปนแหลง
คารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิก 

เปนการทดลองผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจากรพี โรจนอุไร (2539) โดย
เปลี่ยนเฉพาะแหลงคารบอนจากน้าํตาลทรายเปนแปงมันสําปะหลงั (ภาคผนวก ก3) แลวแปร
ปริมาณของแปงมันสาํปะหลังคือเทากับ 50  100  และ 150 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยปรับคา
ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.5 และใชภาวะในการเพาะเลีย้ง A. oryzae   
K-13 ที่ไดมีการศึกษามาแลวโดย รพ ี โรจนอุไร (2539) ตามวธิีดําเนนิการทดลองขอ 4 เพื่อศึกษา
การยอยแปง และการผลิตกรดโคจิก 
 
11. การหาปริมาณของแหลงวิตามินและปจจัยสงเสริมการเติบโตที่เหมาะสมในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจกิ 
จากการวิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปงมันสาํปะหลังตามวิธีดําเนินงานในขอ 10.1

ดวยเครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสารอินทรียโดยใชบริการจากศูนยเครื่องมือวิจัย      
วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดรายงานผลวา ในแปงมนัสาํปะหลงั 100 
กรัม มีคารบอนเทากับ 38.5 กรัม นอกจากนีย้ังมีไนโตรเจนอยู 0.1 กรัมอีกดวย (ภาคผนวก ง1) 
และจากผลการทดลองในขอ 10.2 ซึ่งเปนการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาที่บรรจอุาหารเลีย้งเชือ้
สําหรับผลิตกรดโคจิกที่มีปริมาณแปงมนัสาํปะหลงั 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนนัน้ ใหผล
ดีกวากลุมทดลองอื่น แตกพ็บวาใหการเติบโตของสายใยที่สูง และไดผลผลิตต่ํา โดยสาเหตุของ
ปญหานี้อาจเปนผลมาจากการมีปริมาณแหลงของวิตามินและปจจยัสงเสริมการเติบโต หรือมี
ปริมาณแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อมากเกินไปจนไมสมดุลกับแหลงคารบอนและการผลิต 
ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงเปนการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยกลาเชื้อของรา A. oryzae K-13 ที่เตรียม
จากขอ 3.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนของแปงมันสาํปะหลังที่ไดจากการทดลองในขอ 
10.2 คือ 100 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน โดยไมมีการเติมแอมโมเนยีมซลัเฟต แลวแปร
ปริมาณสารสกัดจากยีสต ซึ่งเปนแหลงวิตามินและปจจัยสงเสริมการเติบโต และแหลงอินทรีย
ไนโตรเจนเปน 0 คือไมมีการเติมสารสกดัจากยีสต กบัที่มีการเติมสารสกัดจากยีสตเปน 0.125  
0.25  0.5  และ 1.0 กรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งคิดเปนปริมาณไนโตรเจนจากสารสกัดจาก
ยีสตไดเทากับ 0.0  0.0125  0.025  0.05 และ 0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเมื่อรวมปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยงเชื้อแลวคดิเปน 0.1  0.1125  0.125  0.15 และ 0.2 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ คิดเปนอัตราสวนระหวางปริมาณคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) ในอาหารแตละ
สูตรไดเทากับ 385:1   385:1.1   385:1.2   385:1.5  และ 385:2 ตามลําดับ โดยเทียบกับสูตร
อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) คือ มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร กับ
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แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.24 กรัมตอลิตร ซึ่งคิดเปนปริมาณไนโตรเจนไดเทากนัคือ 0.05 กรัมตอลิตร 
เมื่อรวมปริมาณไนโตรเจนทัง้หมดในอาหารจะมีคาเปน 0.2 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราสวนระหวาง
ปริมาณคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) ในอาหารไดเทากับ 385:2 ทําการเพาะเลีย้งโดยใช
ภาวะการเพาะเลี้ยงตามวธิดีําเนนิการทดลองขอ 4 เปนเวลา 25 วัน ตรวจวิเคราะหและ
เปรียบเทียบผลผลิต การเติบโต การยอยแปงและการใชน้ําตาล รวมทัง้คาความเปนกรดดางใน
อาหารสูตรตางๆ 
 
12. การหาภาวะที่เหมาะสมบางประการตอการเลี้ยงเชือ้ Aspergillus oryzae K-13 เพื่อ

ผลิตกรดโคจกิจากแปงมนัสําปะหลัง 
เนื่องจากในการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวโดย A. oryzae K-13 ไดมีการศึกษา

มาแลวโดยรพ ี โรจนอุไร (2539) โดยใชน้าํตาลทรายเปนแหลงคารบอน ดังนั้นเมื่อเปล่ียนวัตถุดิบ
เปนแปงมนัสาํปะหลัง จึงทาํการศึกษาภาวะบางประการที่จําเปนในการผลิตเมื่อมีการเปลี่ยนแหลง
คารบอน 

12.1 การหาคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่การ
ผลิตกรดโคจิก 

เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในขวดเขยาทีบ่รรจุอาหารเลี้ยงเชื้อและจดัภาวะการเลี้ยงเชื้อ
ตามที่ศึกษาไดจากวธิีดําเนนิงานในขอ 11 คือสูตรอาหารภาคผนวก ก3 ที่แปรคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0 และ 9.0 โดยปรับคาความเปนกรดดาง
ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.4 นอรมอล หรือสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 
0.4 นอรมอล ตรวจความเปนแปงในอาหารเลี้ยงเชื้อ วัดปริมาณน้าํตาลรีดิวซ กรดโคจิก และการ
เติบโตทุกวนั เปนเวลา 25 วัน เปรียบเทยีบผลผลิตกรดโคจิกที่ไดมาจากการแปรคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆกนั 

12.2 การผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวง 
ผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยใชอาหารเลีย้งเชื้อเชนเดียวกับขอ 12.1 ที่ควบคุมคาความ

เปนกรดดางในชวงแรกใหเหมาะตอการยอยแปงดวยรา A. oryzae ซึ่งมีคาอยูในชวง 5.5-7.0 
(Fogarty and Kelly, 1979) โดยในการทดลองจะแบงเปน 2 ชุดคือ ชุดที่ควบคุมคาความเปนกรด
ดางในชวง 5.0-6.0 กับชุดที่ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวง 6.0-7.0 การควบคุมคาความเปน
กรดดางจะทําโดยตรวจคาความเปนกรดดางของน้ําหมกัทุกๆ 2 ชั่วโมง และปรับคาความเปนกรด
ดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดใหมีคาความเปนกรดดางอยูในชวงดังกลาว นาน 2 วนั 
หลังจากนั้นแบงการทดลองออกเปน 3 ชุดคือ ชุดหนึง่ปลอยใหคาความเปนกรดดางเปนไปตาม
ธรรมชาติคือ ไมมีการควบคุมคาความเปนกรดดางจนสิน้สุดการทดลอง  อีกชุดหนึ่งปรับคาความ
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เปนกรดดางใหเหมาะตอการผลิตกรดโคจิกคือ 2.4-2.6 (รพี โรจนอุไร, 2539) ดวยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกทันทีและควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง และอีกชุดหนึ่งคอยๆปรับคาความเปนกรดดาง
เปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน และควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง โดยใชเวลาในการเพาะเลีย้งรวมทั้ง
สิ้น 25 วัน ตามแผนการทดลองดังตอไปนี ้

12.2.1 ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 นาน 2 วัน 
แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลงั ดงัรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 5.0 – 6.0 
 ไมควบคุมคาความเปนกรดดาง 
 

12.2.2 ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงแรกเปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน 
แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลงั ดงัรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 6.0 – 7.0 
 ไมควบคุมคาความเปนกรดดาง 
 

12.2.3 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 5.0 – 6.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
 

12.2.4 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 6.0 – 7.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
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12.2.5 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 โดยคอยๆปรับลงภายใน 5 วัน และควบคมุจน
สิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 5.0 – 6.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
 คอยๆปรับใน 5 วัน 
 

12.2.6 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 โดยคอยๆปรับลงภายใน 5 วัน และควบคมุจน
สิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 6.0 – 7.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
 คอยๆปรับใน 5 วัน 

เปรียบเทียบผลผลิตและระยะเวลาในการผลิตกับการทดลองขอ 12.1 แลวเลือกการ
ทดลองปรับคาความเปนกรดดางที่ใหผลผลิตสูงในระยะเวลาที่สัน้ เพือ่ใชในการทดลองตอไป 
 
13. การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาดวยอาหารเลีย้งเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) 
โดยแปรคาความเขมขนของแปงมันสาํปะหลังในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 100  150  200  250  และ 
300 กรัมตอลิตร โดยคงคาคารบอนตอไนโตรเจนที่เหมาะสมที่เลือกจากผลการทดลองขอ 11 คือ 
385 : 2 และเพาะเลี้ยงภายใตภาวะในการเพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสมที่เลอืกจากผลการทดลองขอ 12 
แลวทําการตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต และน้ําตาลรีดิวซทุกวนั เปนเวลา 25 วัน 
เปรียบเทียบผลผลิตกรดโคจิก ระยะเวลา และความคุมคาเมื่อแปรคาความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลงัตางๆกัน 



 44

14. การผลิตกรดโคจิกที่ใชแปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอนโดยอาหารสูตรเหมาะสม 
และภายใตภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองขางตน 

เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 โดยใชกลาเชือ้สปอรงอกอายุ 24 ชั่วโมงปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
ที่ไดจากการเพาะเลีย้งสปอรแขวนลอยความหนาแนน 2-4 x 107 สปอรตอมิลลิลิตร ลงในขวดเขยา
ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสมเพื่อการผลิตกรดโคจิกจากแปงมัน
สําปะหลงัปริมาตร150 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก4) และจัดภาวะการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมคือ ที่
อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 
25 วัน ตรวจวดัปริมาณกรดโคจิก การเติบโต คาความเปนกรดดาง การยอยแปงมนัสําปะหลงั และ
การใชน้าํตาลทุกวนัตลอดการทดลอง แลววิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดโคจิกที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงภายใตภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดจากแปงมันสาํปะหลัง 
 
15. การปรับปรุงการผลิตโดยการเติมแหลงคารบอนระหวางการผลติกรดโคจิก 

จากการทดลองที่ผานมาแสดงใหเห็นวากรดโคจิกเปนผลิตภัณฑทุติยภูมิ กลาวคือ ราจะ
มีการใชแหลงคารบอนไปในการผลิตกรดโคจิกอยางเต็มที่ และไดผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดในชวง
ภาวะการเติบโตคงที่ (Stationary phase) ดังนั้นในงานทดลองนี้จงึสนใจที่จะผลติกรดโคจิกโดย
การเติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิต ซึง่เปนการเพิ่มวัตถุดิบสําหรับผลิตกรดโคจิก จงึอาจให
ผลผลิตกรดโคจิกเพิ่มข้ึนตอการผลิต 1 คร้ัง 

15.1 ผลิตโดยการเติมแปงมันสําปะหลังในระหวางการผลิต 
ทําการผลิตกรดโคจิกจากอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 14 

โดยจัดการทดลองเปน 2 ชุด ดังนี ้
ชุดที่ 1 เติมแปงมันสาํปะหลังกอนที่คาความเปนกรดดางของน้ําหมกัจะต่ํากวา 5.0 ซึ่ง

จากการทดลองขอ 14 พบวาอยูในชวง 10-12 ชั่วโมงของการเพาะเลีย้ง ดังนั้นเติมสารละลายแปง
สุกปริมาตร 30 มิลลิลิตรซึ่งมีแปงมันสาํปะหลงัอยู 5 กรัมลงในอาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสม
สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 มิลลิลิตรที่เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 นาน 8 
ชั่วโมง 

ขุดที่ 2 เติมแปงมนัสําปะหลังกอนวันที่อัตราการผลติกรดโคจิกจะลดลง ซึ่งจากการ
ทดลองขอ 14 พบวาอัตราการผลิตกรดหรือความชนัของกราฟจะเริม่ลดลงในวันที่ 14 ของการ
เพาะเลี้ยง ดังนั้นจงึเติมสารละลายแปงสกุปริมาตร 30 มิลลิลิตรซึ่งมีแปงมันสาํปะหลังอยู 5 กรัม
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร 
ที่เพาะเลีย้ง A. oryzae K-13 นาน 13 วัน 
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โดยการทดลองทัง้สองชุดเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ควบคมุอุณหภูมิที่ 30 ± 1 องศาเซลเซียส และทาํการเก็บตัวอยางน้ําหมกัมาตรวจวัดปริมาณ
กรดโคจิก การเติบโต แปง และน้ําตาลรีดวิซทกุวนั จนกระทั่งพบวามีผลผลิตกรดโคจิกลดลง แลว
เปรียบเทียบผลผลิตที่ไดจากกระบวนการหมักที่มีการเตมิแหลงคารบอนในระหวางการผลิตกับการ
ผลิตกรดโคจิกแบบกะ 

15.2 ผลิตโดยการเติมสารละลายแปงมันสําปะหลังที่ผานการยอยมาแลวดวย  จุ
ลินทรียในระหวางการผลิต 

นอกจากการเติมแปงมันสาํปะหลังในระหวางการผลิตในการทดลองขอ 15.1 แลวยังมี
ทางเลือกอีกทางหนึง่ซึ่งอาจทําใหผลผลิตสูงขึ้นดวยการเปลี่ยนแหลงคารบอนที่ใชเติมในระหวาง
การผลิตจากแปงมันสาํปะหลังสุกมาเปนสารละลายแปงมันสําปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย 
A. oryzae K-13 ซึ่งเปนจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนี้ ทําโดยการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ใน
อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับยอยแปงมันสาํปะหลังปริมาตร 150 มิลลิลิตร ซึ่งมีเพียงแปงมันสาํปะหลัง 
25 กรัมและสารสกัดจากยีสต 0.04 กรัม ปรับคาความเปนกรดดางตัง้ตนเทากับ 6.0 เพาะเลีย้งบน
เครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
กรองสายใยออกดวยตะแกรงตาถี่ขนาดรูพรุน 4 ชองตอตารางมิลลิเมตร แลวนําน้ําหมักที่กรองได
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เติมลงในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่กําลังเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในอาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 14 แลวเพาะเลี้ยงตอไปโดย
การเก็บตัวอยางน้ําหมักมาตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต แปง และน้ําตาลรีดิวซทกุวนั 
จนกระทั่งพบวามีผลผลิตกรดโคจิกลดลง เปรียบเทยีบผลผลิตที่ไดกับผลการทดลองขอ15.1 และ
การผลิตแบบกะ 
 



บทที่ 4 
การวิเคราะห รายงานผล และอภิปรายผลการวิจัย 

 
1. ผลการทดลองเบื้องตนในการหาความเขมขนของแปงมันสาํปะหลังทีใ่ชเปนแหลง
คารบอนสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 

ทําการผลิตกรดโคจิกจากอาหารเหลวที่มีแปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอนในระดบั
ขวดเขยาโดยเพาะเลีย้งรา A. oryzae K-13 ภายใตภาวะที่ไดศึกษามาแลววาเหมาะกับการผลิต
กรดโคจิกในขวดเขยา (รพี โรจนอุไร, 2539) คือ ใชสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแปงมนัสําปะหลงัเปน
แหลงคารบอนแทนการใชน้าํตาลทราย (ภาคผนวก ก3) แลวแปรปริมาณแปงมนัสําปะหลงัเปน 3 
คา ไดแก อาหารที่ใชแปงมนัสําปะหลงั 50  100  และ 150 กรัมตอลิตร โดยใชขวดรูปชมพูขนาด 
500 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับใหมคีาความเปนกรดดางตั้งตน
เทากับ 4.5 และใชกลาเชือ้ตออาหารเลีย้งเชื้อเทากับ 1:50 หรือ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรตอ
ปริมาตรที่ไดมาจากการเพาะเลี้ยงสปอรแขวนลอยความหนาแนน 2 - 4 x 107 สปอรตอมิลลิลิตร 
บนเครื่องเขยาแบบโรตารีที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซยีส 

เมื่อทําการเพาะเลี้ยงนาน 25 วัน ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมัน
สําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร จะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงที่สุดเทากับ 6.60 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 
ของการเพาะเลี้ยง และใหการเติบโตของสายใยเทากับ 13.94 กรัมตอลิตร รองลงมาคืออาหารที่มี
แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร ซึ่งใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 3.53 กรัมตอลิตร ในวันที่ 12 
ของการเพาะเลี้ยง และใหการเติบโตของสายใยเทากับ 14.60 กรัมตอลิตร สวนอาหารทีม่ีแปงมนั
สําปะหลงั 50 กรัมตอลิตรจะใหผลผลิตกรดโคจิกต่ําที่สดุคือ 2.27 กรัมตอลิตร  และใหการเติบโต
ของสายใยเทากับ 13.62 กรัมตอลิตรในวันที ่18 ของการเพาะเลีย้ง ดังแสดงในรูปที ่8 

ในระหวางการเพาะเลีย้งที่ความเขมขนแปงทัง้ 3 คา คือ 50  100 และ 150 กรัมตอลิตร 
จะเหน็การเติบโตของสายใยราเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็วในระยะเริ่มแรกของการเพาะเลีย้ง แลวเขาสู
ระยะทีม่ีการเติบโตคงที่ประมาณวนัที ่ 7 ของการเพาะเลี้ยงเชนเดียวกัน ในขณะทีก่รดโคจิกจะเริม่
ผลิตเมื่อการเติบโตใกลจะคงที ่ในวันที่ 4 หรือ 5 ของการเพาะเลีย้งเปนตนไป และสะสมเพิ่มสูงขึ้น
ในอาหาร (รูปที่ 8) โดยในชวงการเติบโตนั้น แปงมนัสาํปะหลงัจะถกูยอยไปเปนน้าํตาล (ตรวจวัด
ในรูปน้ําตาลรีดิวซ) อยางรวดเร็วในวนัแรกของการเพาะเลี้ยง ดูไดจากความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลงัที่ลดลง และความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซทีเ่พิ่มข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 9) ซึ่ง
ชี้ใหเหน็วา A. oryzae K-13 มีความสามารถในการยอยแปงมนัสําปะหลังโดยอาศัยเอนไซมกลุม     
อะมายเลสที่ตวัเองสรางและหลั่งออกมา ทําใหเกิดการสะสมของน้าํตาลรีดิวซในอาหารเลีย้งเชือ้
จนมีคาสงูสุดเทากับ 27.57  62.25 และ 86.95 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในวนัที่ 2 ของการ
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เพาะเลี้ยงเหมอืนกัน (รูปที่ 9) ซึ่งแปงมนัสําปะหลงัจะถูกเปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซหมดในวนัที ่4  5 
และ 5 ของการเพาะเลี้ยง ตามลําดับ ทราบดวยการทดสอบความเปนแปงกับสารละลายไอโอดีน
แลวไมเกิดปฏิกิริยาการเปลีย่นสี ซึ่งบงชี้วาแปงไดเปลี่ยนเปนน้าํตาลขนาดตางๆ ที่มีความยาว
ตั้งแต 1 โมเลกุลแตไมเกิน 6 โมเลกุล (Voet and Voet, 1995) จนหมดแลว หลงัจากนัน้น้ําตาลรีดิ
วซจะมีคาลดลงอยางตอเนือ่ง ทั้งนี้เปนผลจากการที่รานาํน้าํตาลที่เกิดขึ้นนัน้ไปใชเพื่อการเติบโต 
และในสรางเปนกรดโคจิกตอไป เมื่อส้ินสุดการทดลองในวนัที่ 25 ของการเพาะเลีย้งจะมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 0.00  9.68 และ 27.57 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 
9) แตในความเปนจริง อาหารทีม่ีแปงมนัสําปะหลงั 50 กรัมตอลิตร น้าํตาลรีดิวซจะหมดไปตั้งแต
วันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง และยังพบวาหลงัวนัที ่ 18 ของการเพาะเลี้ยง ปริมาณกรดโคจิกจะ
ลดลงจนหมดในวนัที่ 23 ของการเพาะเลีย้ง เนื่องจากรานาํกรดโคจิกไปใชเปนแหลงคารบอนแทน
น้ําตาลทีห่มดไป ดังแสดงในรูปที ่10 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Wei และคณะ (1991) ที่พบวา 
กรดโคจิกจะลดลงเนื่องจากมีการนาํกรดโคจิกไปใชเมื่อแหลงคารบอนเริ่มเหลือนอยลงและทําการ
เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานาน  จากผลดงักลาวชี้ใหเหน็วาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมันสาํปะหลัง 
50 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน เปนปริมาณที่ไมเพียงพอตอการผลิตกรดโคจิก 

สําหรับคาความเปนกรดดางระหวางการเพาะเลี้ยงในอาหารทัง้ 3 สูตร พบวา จะมีคา
ลดลงตั้งแตวนัแรกของการเพาะเลี้ยงแลวคงคาอยูในชวง 2.8 - 3.0 จนเมื่อมกีารผลติกรดโคจิก คา
ความเปนกรดดางจะลดลงเรื่อยๆ จนกระทั่งวันที ่ 10 ของการเพาะเลี้ยงเปนตนไป คาความเปน
กรดดางจะคงคาอยูที ่ 2.50 – 2.60 จนสิน้สุดการทดลอง ซึง่ปริมาณกรดโคจิกสูงสดุที่สะสมอยูใน
อาหารนั้นจะอยูในชวงเวลานี้ ยกเวนในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแปงมนัสาํปะหลงั 50 กรัมตอลิตร
หลังจากวันที ่ 20 ของการเพาะเลี้ยงจะมีคาความเปนกรดดางสูงขึน้ ซึ่งผลมาจากปริมาณกรดโค
จิกที่ลดลงจนหมด และอาจมีการสลายตัวของสายใยปลอยสารที่มฤีทธิ์เปนดางออกมา (รูปที่ 8) 

เมื่อเปรียบเทยีบผลการเติบโตของสายใยราที่ใชความเขมขนของแปงมันสําปะหลงัเปน
แหลงคารบอนที่ตางกนัในอาหารเลีย้งเชือ้แตมีองคประกอบอื่นๆ เหมือนกนั คือมสีารสกัดจากยสีต 
0.5 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 0.24 กรัมตอลิตร เพาะเลีย้งภายใตภาวะเดียวกนั พบวา 
จะใหน้าํหนกัแหงของสายใยสูงสุดที่ตางกันแตไมมากนัก โดยเมื่อใชความเขมขนแปงมันสาํปะหลัง
เพิ่มข้ึน ก็จะไดปริมาณสายใยมากขึน้ดวย (รูปที่ 8) ซึ่งใหผลเชนเดียวกับ รพี โรจนอุไร (2539) ที่
รายงานวา ราจะมีการเติบโตของสายใยมากขึน้อีกเลก็นอย เมื่อใชปริมาณแหลงคารบอนชนดิ
เดียวกนัเพิม่ข้ึน 
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 แปงมันสาํปะหลัง   50 กรัมตอลิตร กรดโคจิก 
 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร น้ําหนกัแหงของสายใย 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร คาความเปนกรดดาง 
 
รูปที่ 8 ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนกัแหงของสายใย เมื่อเพาะเลีย้ง Aspergillus oryzae  

K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แปรปริมาณแปงมันสาํปะหลงัเทากับ 50 100 และ 150 
กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน (เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส) 
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 แปงมันสาํปะหลัง   50 กรัมตอลิตร น้ําตาลรีดิวซ 
 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร แปง 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร 
 
รูปที่ 9 การใชแปง และปริมาณน้าํตาลรีดิวซ เมือ่เพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae K-13 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ที่แปรปริมาณแปงมันสาํปะหลังเทากับ 50 100 และ 150 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน (เพาะเลีย้งบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 
30 ± 1 องศาเซลเซียส) 
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 แปง น้ําตาลรีดิวซ 
 กรดโคจิก  น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 10 การใชแปง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนักแหงของสายใย เมื่อ

เพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแปงมนัสําปะหลงั 50 
กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน (เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส) 
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เมื่อเปรียบเทยีบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลงัทั้ง 3 คา ตอการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13 มีผลดังแสดงในตารางที่ 6 โดยในการเพาะเลี้ยงที่ใชความเขมขนแปงมนั
สําปะหลงั 100 กรัมตอลิตรจะใหทัง้ปริมาณความเขมขนของกรดโคจกิ ผลผลิตกรดโคจิกตอแหลง
คารบอนที่ใชไปและอัตราการผลิตกรดโคจิกสูงที่สุด ในขณะที่พบวาความเขมขนแปงมันสําปะหลงั 
150 กรัมตอลิตร จะมีปริมาณผลผลิตกรดโคจิกลดลง ถงึแมจะมกีารเติบโตดีที่สุด ซึ่งคาดวาเปนผล
มาจากความหนืดของอาหารที่เพิม่ข้ึน เนื่องจากความเขมขนของแปงมันสาํปะหลงั (แปงสุก) ที่
มากขึ้น มีผลใหอัตราการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง ซึง่ตามรายงานของ Ariff 
และคณะ (1996) พบวา ในชวงที่มีการเตบิโต รามีความตองการอัตราการใหอากาศที่สูง เพื่อผลิต
สายใยที่มีกิจกรรมของเอนไซมสําหรับการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไปเปนกรดโคจิกที่สูง ดังนัน้จาก
เหตุผลดังกลาว จงึทาํใหไดผลผลิตกรดโคจิกต่ําลง 

จากผลการทดลองจึงสรุปไดวา อาหารเลีย้งเชื้อที่มีแปงมันสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรเปนแหลงวติามินและปจจัยสงเสริมการ
เติบโต รวมกบัแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.24 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนเสริม ซึ่งใหผลผลิตกรด  
โคจิกที่สงูกวาสูตรอื่นๆ ทั้งยังเปนสูตรอาหารทีเ่ตรียมไดงาย จึงเลือกเปนอาหารทีจ่ะใชในการผลิต
กรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13 ในการทดลองขั้นตอไป แตอยางไรก็ตาม ผลผลิตกรดโคจิกที่ได
นั้นยังนอย และใหการเติบโตสูง เนื่องจากเปนเพียงการทดลองเบื้องตนที่ยงัไมมีการจัดปจจัยตางๆ 
ใหเหมาะสมกบัการเปลี่ยนแหลงคารบอนในการผลิต 
 
2. ผลการหาปรมิาณแหลงวติามินและปจจัยสงเสริมการเติบโตทีเ่หมาะสมในอาหารเลี้ยง
เชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจกิจากแปงมนัสําปะหลัง 

จากการวิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปงมันสาํปะหลังดวยเครื่องวิเคราะหธาต ุ   
องคประกอบของสารอินทรียโดยใชบริการจากศูนยเครื่องมือวิจยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยี   
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รายงานผลวา ในแปงมนัสําปะหลัง 100 กรัม มีปริมาณคารบอนเปน
องคประกอบอยู 38.5 กรัม อีกทัง้ยงัมีปริมาณไนโตรเจนอยู 0.1 กรัมอีกดวย และจากการทดลอง
ขางตนที่ทาํการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยกลาเชื้อของรา A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เพื่อผลิตกรดโคจิกที่มีปริมาณแปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนจะใหผลดีกวา
กลุมทดลองอื่น แตกพ็บวาผลผลิตที่ไดยังต่ํา และมีการเติบโตของสายใยที่สูง ซึ่งสอดคลองกับ
งานวิจยัที่มมีากอนหนานี้ของรพ ีโรจนอุไร (2539) รวมถึงรายงานของ Kwak และ Rhee (1992a) 
Ogawa และคณะ (1995) ที่สรุปวาในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิกที่มีปริมาณไนโตรเจน
สูง จะใหการเติบโตของสายใยมาก มีผลทาํใหการผลิตกรดโคจิกลดลง   ดงันัน้งานวจิัยนี้จงึทาํการ 
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ตารางที่ 6 ปริมาณกรดโคจิก ผลผลิตกรดโคจิกจากแหลงคารบอนที่ใช และอตัราการผลิต
กรดโคจิก เมื่อใชความเขมขนแปงมนัสําปะหลังคาตางๆ 

 
สูตร
อาหาร 

 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ตั้งตน* 

(กรัมตอลิตร) 

เวลา** 
(วัน) 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป** 

(กรัมตอลิตร) 

ผลผลิตกรด 
โคจิกจาก
คารบอนที่ใช 

(% Yp/s) 

อัตราการผลิต
กรดโคจิก
เฉล่ีย*** 

(กรัมตอลิตร 
ตอวัน) 

แปงมัน
5% 

55.56 18 2.27 54.43 4.17 0.18 

แปงมัน
10% 

111.11 18 6.60 94.24 7.00 0.47 

แปงมัน
15% 

166.67 12 3.53 115.92 3.04 0.44 

 
* คิดจากสูตร ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ = ปริมาณแปง หารดวย 0.90 (Lane and Eynon, 1928) 
** คิดจากวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
*** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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ผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยเพาะเลี้ยงกลาเชื้อของ A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง
มันสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน โดยแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต ซึ่งเปนแหลง
ของวิตามนิกบัปจจัยสงเสรมิการเติบโตและแหลงไนโตรเจนดวย รวมทัง้เปนการแปรอตัราสวน
ระหวางคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) ไปพรอมๆ กันดวย โดยการเติมสารสกดัจากยีสตลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เปน 0  0.125  0.25  0.5 และ 1.0 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณไนโตรเจนจากสาร
สกัดจากยีสตไดเทากับ 0  0.0125  0.025  0.05 และ 0.1 กรัมตอลิตร และคิดเปนอัตราสวน
ระหวางปริมาณคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารแตละสูตรไดเทากับ 385:1  385:1.1  385:1.2  
385:1.5  และ 385:2 ตามลําดับ เปรียบเทียบกบัสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัผลิตกรดโคจิก 
(ภาคผนวก ก3) ที่มีสารสกดัจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร กับแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.24 กรัมตอลิตร 
ซึ่งคิดเปนปริมาณไนโตรเจนไดเทากับ 0.05 กับ 0.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ รวมทัง้หมดเปน 0.2 
กรัมตอลิตร และคิดเปนอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 385:2 

เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 25 วัน พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัผลิตกรดโคจิกที่ใช
เปรียบเทียบ จะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงทีสุ่ดคือ 6.52 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง 
ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีารแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตเปน 1.0  0.5  0.25  0.125  กรัมตอ
ลิตรและไมเติมสารสกัดจากยีสต ใหปริมาณผลผลิตกรดโคจิกลดหลัน่กันลงมาเทากบั 5.61  4.81  
3.13  1.21 และ 0.62 กรัมตอลิตรในวันที่ 17  19  20  22 และ 22 ของการเพาะเลี้ยง ตามลําดบั 
ดังแสดงในตารางที ่ 7 ซึ่งจะเหน็วาในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตรจะใหเวลาที่ใหผลผลิตกรดโคจิก
สูงสุดตางกัน คือ เมื่อใชความเขมขนของสารสกัดจากยีสตนอยลง  จะใชเวลาในการเพาะเลีย้ง
เพื่อใหผลผลิตสูงสุดนานขึ้น ซึ่งสอดคลองกับ Ogawa และคณะ (1995) ที่รายงานวา ความเขมขน
ของสารสกัดจากยีสตมีผลตอการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชน้าํตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน โดยในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีการเติมสารสกัดจากยีสตเพิ่มข้ึน จะใชเวลาในการใหผลผลิต
กรดโคจิกสูงสดุลดลง 

สําหรับการเติบโต ผลการทดลองรายงานวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิสารสกัดจากยีสต 1.0 
กรัมตอลิตร ซึ่งมีปริมาณของไนโตรเจนสงูที่สุดคือ 0.2 กรัมตอลิตร และคิดเปนอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนไดเทากับ 385:2 จะใหการเติบโตของสายใยมากที่สุด คือ 15.08 กรัมตอลิตร 
ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด สวนอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีการเติมสารสกัดจากยีสตเปน 0.5  0.25  
0.125 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมสารสกัดจากยีสต ใหการเติบโตของสายใยลดหลั่นกนัลงมา
เปน 11.94  10.44  9.62 และ 4.90 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลติ
กรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ทีใ่ชเปรียบเทียบ ใหการเติบโตของสายใยเทากับ 14.14 กรัมตอลิตร ดัง
แสดงในรูปที่ 11  และเมื่อพิจารณาผลการเติบโตของสายใยกับการผลิตกรดโคจิก จะพบวาการลด
ปริมาณสารสกัดจากยีสตใหนอยลง จะทาํใหการเติบโตของ A. oryzae K-13  นอยลงตามไปดวย



 

 

ตารางที่ 7 ผลของการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต และอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตกรดโคจิก 
 

สารสกัดจากยีสต แอมโมเนียมซัลเฟต แหลง
คารบอน 

ปริมาณ
ไนโตรเจนใน
แปงมัน
สําปะหลัง 

(กรัมตอลิตร) 

ที่ใชในอาหาร 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
ไนโตรเจน** 
(กรัมตอลิตร) 

ที่ใชในอาหาร 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
ไนโตรเจน*** 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
ไนโตรเจน 
ทั้งหมดใน
อาหาร 

(กรัมตอลิตร) 

อัตราสวน
ระหวาง

คารบอนตอ
ไนโตรเจน 

ปริมาณกรดโคจิก
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

เวลาในการ
เพาะเลี้ยง**** 

(วัน) 

0.1 0.5 0.05 0.24 0.05 0.20 385:2.0 6.52 18 
0.1 1.0 0.10 0 0 0.20 385:2.0 5.34 17 
0.1 0.5 0.05 0 0 0.15 385:1.5 4.81 19 
0.1 0.25 0.025 0 0 0.12 385:1.2 3.13 20 
0.1 0.125 0.0125 0 0 0.11 385:1.1 1.21 22 

แปงมัน
สําปะหลัง 

100 
กรัมตอลิตร* 

0.1 0 0 0 0 0.10 385:1.0 0.62 22 
 
* แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมมีปริมาณของคารบอนอยู 38.5 กรัม และมีไนโตรเจนอยู 0.1 กรัม 
** สารสกัดจากยสีต 1 กรัมมีปริมาณของไนโตรเจนอยู 0.1 กรัม 
*** แอมโมเนยีมซลัเฟต 1 กรัมมปีริมาณของไนโตรเจนอยู 0.2 กรัม 
**** ณ วันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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อาจเปนผลใหมีปริมาณสายใยไมเพียงพอตอการใหผลผลิตที่สูง ดงันั้นจงึสงผลใหมีปริมาณกรด 
โคจิกนอยลงดวย (รูปที่ 11) 

เมื่อพิจารณาการใชน้าํตาล พบวา เมื่อใชปริมาณสารสกัดยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อมากขึ้น 
ราจะมีการใชน้ําตาลมากขึน้ (รูปที ่ 12) โดยในอาหารที่เติมสารสกดัจากยีสต 1.0 กรัมตอลิตร    
กับอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิกทีม่ีปริมาณสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร และ
แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.24 กรัมตอลิตร ราจะมีการใชน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดและใกลเคียงกนั แตเมือ่
เทียบผลการเติบโตและผลผลิตกรดโคจิก จะพบวา ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมสารสกดัจากยีสต 1.0 
กรัมตอลิตร รามีการใชน้ําตาลไปเพื่อการเติบโตของสายใยมากกวาที่จะนําไปใชเพื่อการผลิตกรด
โคจิก จึงใหผลการเติบโตของสายใยที่มากกวา และใหผลผลิตกรดโคจิกทีน่อยกวา ซึ่งสอดคลอง
กับรายงานของ Ogawa และคณะ (1995) ที่ทดลองผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae 
จากน้ําตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน แลวแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตเปนคา
ตางๆ พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณสารสกัดจากยสีตมาก ราจะใชน้ําตาลกลูโคสไปเพื่อการ
เติบโต เปนผลใหการผลิตกรดโคจิกลดลง 

จากผลการทดลองสรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลติกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ซึ่งมี
แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรที่เปน
ทั้งแหลงไนโตรเจนกับแหลงวิตามนิและปจจัยสงเสริมการเติบโต รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 0.24 
กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนเสริม โดยคิดเปนอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนไดเทากับ 
385:2  เปนสตูรอาหารที่ดทีีสุ่ดสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13  โดยจะเห็นวา
ยังคงใชอาหารสูตรที่ดัดแปลงจากรพี โรจนอุไร (2539) คือเปลี่ยนเพียงแหลงคารบอนจากน้าํตาล
ทรายเปนแปงมันสําปะหลงัเทานั้น และเมื่อเปรียบเทยีบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกรดโคจิกในงานวิจัยของรพี โรจนอุไร (2539) ที่ใชน้าํตาลทรายเปนแหลงคารบอน และ
กนิษฐา ภูวนารถนรานุบาล (2542) ที่ใชน้าํตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน รวมทัง้ในงานวิจัยนี้ที่ใช
แปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอน พบวาตองใชปริมาณสารสกัดจากยีสตเทากนัคือ 0.5 กรัมตอ
ลิตร ซึ่งแสดงใหเหน็วาเปนปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เหมาะสมที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่จะให
ผลผลิตกรดโคจิกดีที่สุดจากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ไมวาจะใชแหลงคารบอนเปนอะไรก็
ตามดังที่กลาวมาแลว 
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 0.24 0 0 0 0 0 
 (ภาคผนวก ก3) 
 ปริมาณสารสกัดจากยีสต และแอมโมเนยีมซัลเฟต (กรัมตอลิตร) 
 
 กรดโคจิก น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 11 ปริมาณกรดโคจิก และน้าํหนักแหงของสายใย A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีแปงมนัสําปะหลัง 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน แลวแปรผันปริมาณสารสกัด
จากยีสตเปนคาตางๆ 
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 อาหารเลีย้งเชือ้ (ภาคผนวก ก3) × สารสกัดจากยสีต 0.25 กรัมตอลิตร 
 สารสกัดจากยสีต 1.0 กรัมตอลิตร × สารสกัดจากยสีต 0.125 กรัมตอลิตร 
 สารสกัดจากยสีต 0.5 กรัมตอลิตร ไมเติมสารสกดัจากยีสต 
 
 น้ําตาลรีดิวซ น้ําหนกัแหงของสายใย กรดโคจิก 
 
รูปที่ 12 การใชน้าํตาลรีดิวซ ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนักแหงของสายใย A. oryzae K-13 

ที่เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแปงมนัสาํปะหลงั 100 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน แลวแปรผันปริมาณสารสกัดจากยีสตเปนคาตางๆ เทียบกบัอาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) 
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3. ผลการหาภาวะที่เหมาะสมบางประการตอการเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจกิจากแปง 
3.1 ผลการหาคาความเปนกรดดางต้ังตนทีเ่หมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ

สําหรบัผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสําปะหลัง 
เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก    

ก3) โดยใชปริมาตรอาหาร 150 มิลลิลิตรในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร โดยแปรผันคาความเปน
กรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0 และ 9.0 ผลการทดลองพบวา ทีท่กุ
คาความเปนกรดดางตั้งตน ราจะมีการเติบโตอยางรวดเร็วในระยะเริ่มแรกของการเพาะเลีย้ง แลว
เขาสูระยะที่มกีารเติบโตคงที่ประมาณวันที่ 7 - 9 ของการเพาะเลี้ยง แตจะมีการเติบโตของสายใย
ที่แตกตางกัน คือ ถาคาความเปนกรดดางตั้งตนสูงขึน้ การเติบโตจะลดลง ดังแสดงในรูปที่ 13 และ 
ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดสูงสุดจะมีน้าํหนักแหงของสายใยเปน 14.04  14.20  13.02  13.02  12.06 
และ 12.14 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยจะเหน็วาที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากบั 5.0 ใหการ
เติบโตของสายใยสูงที่สุด ซึง่สอดคลองกบัรายงานของ Katagiri และ Kitahara (1933) ที่พบวาคา
ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการเติบโตของ Aspergillus oryzae มีคาประมาณ 5.0 

เมื่อพิจารณาถึงคาความเปนกรดดางระหวางการผลิตกรดโคจิกในอาหารเมื่อแปรคา
ความเปนกรดดางตั้งตนเปน 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0 และ 9.0 พบวา จะมีคาความเปนกรดดาง
ลดลงจนคงที ่ โดยในวนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะมคีาเปน 2.70  2.57  2.50  2.59  3.06  
และ 3.46 ตามลําดับ (รูปที่ 13) สวนผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะมีคาเทากับ 4.25  9.83  15.83  
12.99  4.06 และ 1.27 กรัมตอลิตรในวันที ่ 18  19  18  19  18 และ 19 ของการเพาะเลี้ยง 
ตามลําดับ  (รูปที่ 13)  ซึ่งแสดงใหเหน็วาที่คาความเปนกรดดางตัง้ตนเทากับ 8.0 และ 9.0 มีการ
ลดลงของคาความเปนกรดดางระหวางการผลิตยังไมมากพอที่จะทาํใหผลิตกรดโคจิกไดดี จึง
สงผลใหมีปริมาณผลผลิตกรดโคจิกต่ํา ในขณะที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 พบวา 
ระหวางการผลิตมีคาความเปนกรดดางลดลงต่ําที่สุดคอื 2.5 ซึ่งเปนชวงทีเ่หมาะสมตอการผลิต
กรดโคจิกซึ่งสอดคลองกับรายงานของรพ ี โรจนอุไร (2539) ที่พบวา คาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการผลิตกรด    โคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 มีคาเทากับ 2.5 และสอดคลอง
กับรายงานของ Kwak และ Rhee (1992a) Ogawa และคณะ (1995) Ariff และคณะ (1996) ที่
พบวา การผลิตกรดโคจิกจะเกิดในสภาวะที่เปนกรดเทานั้นโดยคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมอยู
ในชวง 2.0 – 3.0 ดังนัน้จึงใหการผลิตกรดโคจิกสูงที่สุด 

สําหรับการใชน้ําตาลในระหวางการเพาะเลี้ยง พบวา รา A. oryzae K-13 จะยอยแปง
มันสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร ไปเปนน้าํตาลรีดิวซอยางรวดเร็วในวนัแรกของการเพาะเลี้ยง ดูได
จากปริมาณแปงที่ลดลง และปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 14 แตความเปนแปง
ของการทดลองที่ความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0  และ 9.0  จะหมดในเวลา 
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 คาความเปนกรดดางตั้งตน 4.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 7.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 5.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 8.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 6.0 คาความเปนกรดดางตั้งตน 9.0 
 คาความเปนกรดดาง กรดโคจิก น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 13 คาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนักแหงของสายใย A. oryzae K-13 

ในระหวางการเพาะเลีย้ง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมันสาํปะหลงั 100 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงคารบอน ซึง่แปรผันคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อคา
ตางๆ 
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 คาความเปนกรดดางตั้งตน 4.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 7.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 5.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 8.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 6.0 คาความเปนกรดดางตั้งตน 9.0 
 
 แปง น้ําตาลรีดิวซ กรดโคจิก 
 
รูปที่ 14 ปริมาณแปง และน้ําตาลรีดวิซระหวางการผลิตโดยรา A. oryzae K-13 เมื่อแปรคา

ความเปนกรดดางตั้งตนของอาหารเลีย้งเชือ้ตางๆกัน 
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ที่ตางกันคือ ในวนัที ่6  4  3  3  4 และ 6 ของการเพาะเลี้ยง ตามลําดบั (รูปที่ 14) ซึ่งแสดงใหเห็น
วาคาความเปนกรดดางตัง้ตนในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการยอยแปง ทัง้นี้เนื่องจากคาความเปน
กรดดางเปนปจจัยที่สําคัญตอประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมกลุมอะมายเลสอนัไดแก 
เอนไซมแอลฟาอะมายเลสทีจ่ะตัดพันธะภายในโมเลกุลของแปงแบบสุมไดเปนน้าํตาลที่มโีมเลกุล
ขนาดตางๆ จึงทําใหความหนืดของแปงลดลงอยางรวดเร็ว กบัเอนไซมกลูโคอะมายเลสที่จะตดั
พันธะจากปลายดานที่ไมใชรีดิวซของโมเลกุลแปงหรือน้าํตาลขนาดหลายโมเลกุลเขามาทีละ
โมเลกุล ไดเปนน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว (น้าํตาลกลูโคส) (Fogarty และ Kelly, 1979) 

จากผลการทดลองจะเห็นวาอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีการยอยแปงหมดเร็ว จะใหผลผลิตกรด
โคจิกสูง เนื่องจากทําใหมีแหลงของน้ําตาลรีดิวซอยางเพียงพอที่นาํจะใช และเมื่อพิจารณาถึงแบบ
แผนการใชน้ําตาลรีดิวซ (รูปที่ 14) จะพบวาที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 กับ 7.0 ซึ่ง
ยอยแปงไดดีที่สุด จะมกีารใชน้ําตาลในชวงการผลิตกรดโคจิกที่มากและเร็วกวาคาอื่น แตทีค่า
ความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 เนื่องจากมีคาความเปนกรดดางในระหวางการผลิตกรดโคจิก
เหมาะสมที่สดุตอการผลิตกรดดังกลาว ทําใหรานาํน้ําตาลรีดิวสไปใชเพื่อการผลิตกรดโคจิกมาก
และเร็วที่สุด สงผลใหมปีริมาณกรดโคจิกสูงที่สุด 

เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของการใชน้ําตาลไปในการผลิตกรดโคจิกของรา (Yp/s) 
ซึ่งเปนคาที่บอกถึงความสามารถของราในการเปลีย่นสารตั้งตนไปเปนผลิตภัณฑโดยปกติมีคา
ในชวง 0-1 ซึ่งถายิง่มคีาเขาใกล 1 แสดงวามีการใชสารตัง้ตนอยางคุมคาและใหปริมาณ
ผลิตภัณฑสูง มีผลดงัแสดงในตารางที ่ 8 โดยพบวา การใชคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเทากบั 6.0 จะมีคาประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้าํตาลไปเปนกรดโคจิกไดสูงสุดคือ 0.149 
หรือรอยละ 14.9 โดยน้าํหนัก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ยสูงสดุคือ 1.01 กรัมตอลิตรตอวัน 
รองลงมาคือ ที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 7.0 และ 5.0 ตามลําดับ สวนคาความเปนกรด
ดางตั้งตนที่สงูเกินไป (8.0 และ 9.0) หรือตํ่าเกินไป (4.0) จะทาํใหรามีประสิทธิภาพในการเปลี่ยน
น้ําตาลไปเปนกรดโคจิกนอยลงมาก 

ดังนัน้จากผลการทดลองทัง้หมดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แปรคาความเปนกรดดางตั้งตน 
สรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ที่ใชความเปนกรดดางตั้งตนเปน 
6.0 ในการผลิตกรดโคจิกจากแปงมนัสาํปะหลังโดย Aspergillus oryzae K-13 เหมาะสมทีสุ่ด
เนื่องจากมกีารผลิตกรดโคจิกในปริมาณทีสู่ง รวมทัง้มปีระสิทธิภาพในการเปลีย่นน้าํตาลรีดิวซไป
เปนกรดโคจิกดีที่สุด เมื่อเทยีบกับคาความเปนกรดดางตั้งตนคาอืน่ ในขณะที่รายงานการวิจยัของ
รพี โรจนอุไร (2539) กับอุษา สรรควัฒนา (2543) พบวา คาความเปนกรดดางตัง้ตนที่เหมาะสมใน
อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลทรายโดย A. oryzae K-13 เทากับ 4.5 และ 
5.0 ตามลําดบั ซึ่งแสดงใหเห็นวามีคาความเปนกรดดางตางกัน เนื่องจากแหลงคารบอนที่ใชเปน
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แปงจึงจาํเปนตองผานการยอยเสียกอน จึงตองการคาความเปนกรดดางตั้งตนที่เหมาะสมตอการ
ยอยแปงดวย 
 
ตารางที่ 8 ปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ใชไป ประสิทธิภาพในการเปลีย่น       

น้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลติกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วนัที่ใหผลผลิตกรด
สูงสุด เมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนตางกัน 

 
คาความเปน
กรดดาง 
ตั้งตน 

 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ใชไป* 
(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพการ
เปล่ียนน้ําตาลไป
เปนกรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิกเฉลี่ย** 

(กรัมตอลิตรตอวัน) 

4.0 18 4.25 92.25 0.046 0.30 
5.0 19 9.83 98.80 0.099 0.61 
6.0 18 15.18 101.97 0.149 1.01 
7.0 19 12.99 100.96 0.129 0.81 
8.0 18 4.06 90.56 0.045 0.29 
9.0 19 1.27 88.53 0.014 0.11 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนทีม่ีคาประมาณ 111.11 กรัมตอลิตร ลบดวย ปริมาณ  

น้ําตาลรีดิวซทีเ่หลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวนัที่เร่ิมผลิตจนถงึวนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสดุ 
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3.2 ผลการหาคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่แบงเปน 2 ชวง 
สําหรบัผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสําปะหลัง 

เมื่อเพาะเลี้ยงกลาเชื้อ A. oryzae K-13 ในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร
เลี้ยงเชื้อสําหรบัผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) 150 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 
200 รอบตอนาท ีควบคุมอุณหภูมิที ่ 30 ± 1 องศาเซลเซียสตลอดการเพาะเลีย้ง เปนเวลา 25 วัน 
โดยแบงการควบคุมคาความเปนกรดดาง 2 ชวงคือ ชวงแรกใหเหมาะตอการยอยแปง และชวงหลัง
ใหเหมาะตอการผลิตกรดโคจิก ทัง้นีเ้พราะจากผลการทดลองขอ 3.1 พบวา ความเปนกรดดางตัง้
ตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 6.0 และ 7.0 จะมีการยอยแปงหมดเร็วที่สุด และทาํใหมีแนวโนมใน
การผลิตมากขึน้ ในการทดลองขอนีจ้ึงจัดภาวะใหเหมาะตอการยอยแปงในชวงแรกซึ่งจะใช
เวลานาน 2 วัน หลังจากนั้นจงึปรับเขาสูภาวะที่เหมาะตอการผลิตกรดโคจิกตอไป ซึง่ไดแบงการ
ทดลองออกเปน 6 การทดลองดังนี ้ 

1. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 5.0 – 6.0 
นาน 2 วัน แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลัง 

2. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 – 7.0 
นาน 2 วัน แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลัง 

3. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 5.0 – 6.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการ
ทดลอง 

4. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 – 7.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการ
ทดลอง 

5. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 5.0 – 6.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 โดยคอยๆ ปรับลงภายใน 5 วัน 
และควบคุมจนส้ินสุดการทดลอง 

6. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 – 7.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 โดยคอยๆ ปรับลงภายใน 5 วัน 
และควบคุมจนส้ินสุดการทดลอง 

ผลการทดลอง พบวา การควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 และ
เปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน จะชวยใหมีการยอยแปงมนัสาํปะหลงัไปเปนน้าํตาล (ตรวจในรูปน้ําตาล
รีดิวซ) หมดภายในเวลาเพียง 32 ชั่วโมงของการเพาะเลีย้ง ในขณะทีป่ริมาณของน้าํตาลรีดิวซจะมี
การสะสมเพิ่มข้ึนจนมีคาสูงสุดไลเลี่ยกันทีเ่วลาเดียวกนั ดังแสดงในรูปที่ 15 แตเมื่อเปรียบเทยีบ
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ปริมาณแปงมนัสําปะหลงัที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะเหน็วาการควบคุมคาความเปนกรดดาง
ในชวง 5.0 – 6.0 จะมีประสิทธิภาพในการยอยแปงที่ดีกวา ดูไดจากปริมาณแปงที่เหลืออยูใน
อาหารเลีย้งเชือ้ที่นอยกวา ณ เวลาเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 16 ซึ่งเปนผลมาจากคาความเปนกรด
ดางทีจ่ัดใหมคีวามเหมาะตอการทาํงานของเอนไซมแอลฟาอะมายเลส ซึ่งสอดคลองกับรายงาน
ของ Fogarty และ Kelly (1979) ที่ระบวุา Aspergillus oryzae สามารถสรางเอนไซมแอลฟาอะ
มายเลสที่ทาํงานไดดีที่สุดในชวงคาความเปนกรดดางเทากับ 5.5 – 5.9 และคาความเปนกรดดาง
ที่เอนไซมมีความเสถยีรอยูในชวง 5.5 – 8.5 

เมื่อควบคุมครบกําหนด 2 วันแลว หลงัจากนัน้ ปรับคาความเปนกรดดางในชวงหลงัตาม
การทดลองที่กลาวมาขางตน ไดผลดังแสดงในรูปที ่ 17 โดยในการทดลองที่ 5 กับ 6 ที่คอยๆ ปรับ
คาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 ภายใน 5 วัน แลวควบคมุไวจนสิน้การทดลอง จะได
ผลผลิตกรดโคจิกสูงที่สุดเทากับ 11.22 และ 10.53 กรัมตอลิตรในวันที ่ 18 และ 19 ของการ
เพาะเลี้ยง ใหน้ําหนกัแหงของสายใยเปน 13.24 และ 12.42 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนการ
ทดลองที่ 3 กบั 4 ที่ปรับคาความเปนกรดดางใหอยูในชวง 2.4 – 2.6 ทันที แลวควบคุมไวจนสิน้สุด
การทดลอง ไดผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเปน 8.74 และ 8.26 กรัมตอลิตรในวันที่ 19 และ 20 ของการ
เพาะเลี้ยง โดยจะเหน็วาไดปริมาณกรดโคจิกทีน่อยกวา เนื่องจากการปรับคาความเปนกรดดาง
ในชวง 5.0 – 6.0 กับ  6.0 – 7.0 มาเปน 2.5 อยางกระทนัหนั ในวนัที ่2 ของการเพาะเลี้ยง จะทําให
มีการเปลี่ยนแปลงภาวะในการเพาะเลี้ยงทีร่วดเร็วเกินไป จงึสงผลตอการเติบโตของสายใยโดยทาํ
ใหน้าํหนักแหงของสายใยลดลงในวนัที่ 3 ของการเพาะเลี้ยง เพราะทาํใหระบบเอนไซมตางๆ ของ
ราไมสามารถทํางานได หรือถูกทําลายไป หลังจากนั้นราจะมีการปรับตัวตอภาวะคาความเปนกรด
ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงไปนัน้ จึงทําใหการเติบโตคอยๆ เพิ่มข้ึนจนคงที่ในวนัที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง แต
มี น้ําหนกัแหงของสายใยสงูสุดเทากับ 11.50 และ 10.82 กรัมตอลิตร ซึ่งทาํใหการผลิตกรดโคจิกมี
ประสิทธิภาพไมเต็มที ่ และยังพบวาการผลิตกรดโคจิกจะเริ่มผลิตก็ตอเมื่อการเติบโตของสายใยไม
มีความแปรปรวนแลว จงึไดผลผลิตกรดนอยลง  สําหรับการทดลองที่ 1 กับ 2 ที่ปลอยคาความเปน
กรดดางใหเปนไปตามธรรมชาติ ทําโดยไมมีการควบคมุคาความเปนกรดดางจนสิน้สุดการทดลอง 
ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเพียง 3.94 และ 2.53 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 และ 21 ของการเพาะเลีย้ง 
มีน้ําหนักแหงของสายใยเทากับ 13.26 และ 12.60 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งการที่ไดผลผลิตกรด
นอยมาก อาจเปนผลมาจากคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อระหวางการเพาะเลี้ยงที่ลดลง
ไมถึงชวงความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลติกรดโคจิก โดยมีคาความเปนกรดดาง ณ วนัที่
ใหผลผลิตกรดสูงสุดอยูที ่2.95 และ 3.90 ตามลาํดับ 
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 การทดลองที ่1 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่2 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่3 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 × การทดลองที ่4 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 การทดลองที ่5 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 การทดลองที ่6 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 แปง น้ําตาลรีดิวซ 
 
รูปที่ 15 ปริมาณแปง และน้ําตาลรีดวิซระหวางการผลิตโดย A. oryzae K-13 เมื่อควบคุม

ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 ชวง 
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การทดลองที ่ 1 3 5 2 4 6 
 5.0-6.0 6.0-7.0 
 ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวง 
 
รูปที่ 16 เปรียบเทียบปริมาณแปงที่เหลือระหวางการผลิตโดย A. oryzae K-13 ในชั่วโมงที ่16 

ของการเพาะเลี้ยง เมื่อควบคุมความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งเชือ้ในชวงแรกเปน 
5.0-6.0 และ 6.0-7.0 นาน 2 วัน 
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 การทดลองที ่1 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่2 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่3 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 × การทดลองที ่4 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 การทดลองที ่5 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 การทดลองที ่6 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 คาความเปนกรดดาง กรดโคจิก น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 17 คาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนกัแหงของของสายใยระหวางการ

ผลิตโดย A. oryzae K-13 เมื่อควบคุมความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 
ชวง 
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สําหรับการใชน้ําตาลใน 6 การทดลอง แสดงดังในรูปที ่ 15 จะเหน็วา รามกีารใชน้ําตาล
ไปใน 2 ลักษณะคือ เพื่อการเติบโต และเพื่อการผลิตกรดโคจิกที่แตกตางกนั โดยในชวงการเติบโต
ของการทดลองที่ 3 กับ 4 รามีการใชน้ําตาลรีดิวซเร็วที่สุดและมากที่สุด เนื่องจากตองใชเพื่อการ
ปรับตัวและสรางสายใยทดแทนสายใยที่ถกูทําลายจากการปรับคาความเปนกรดดางลงอยาง
กะทนัหนั จึงทําใหมีน้าํตาลตั้งตนไปใชในชวงการผลิตที่นอยลง สวนในชวงการผลิตกรดโคจิกจะมี
การใชน้าํตาลรีดิวซเร็วใกลเคียงกับการทดลองที ่ 5 และ 6 ดังนั้นจึงทาํใหมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ ณ วันสิน้สุดการทดลองเพียง 11.59 และ 13.79 กรัมตอลิตร ตามลําดบั 
ขณะที่การใชน้ําตาลของการทดลองที ่ 1 กับ 2 จะชากวาการทดลองอืน่ตั้งแตเร่ิมการผลิต
จนกระทั่งสิน้สุดการทดลอง จึงทาํใหเหลอืน้ําตาลรีดิวซในวนัสิ้นสุดการทดลองมากที่สุดคือ 22.67 
และ 25.12 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

เมื่อพิจารณาถึงผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด ประสิทธิภาพในการเปลีย่นน้ําตาลไปเปนกรด 
โคจิกของรา และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ในการทดลองนีท้ั้ง 6 การทดลอง แสดงดังในตาราง
ที่ 9 พบวา การผลิตกรดโคจิกเมื่อควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งเชือ้ในชวง 5.0 – 
6.0 นาน 2 วนั แลวจงึปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6  โดยคอยๆ ปรับลงภายใน 
5 วัน และควบคุมจนสิน้สุดการทดลอง (การทดลองที่ 5) มีผลผลิตกรดโคจิก ประสิทธิภาพในการ
เปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิกของรา และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ยสูงที่สุด ในเวลาทีน่อย
ที่สุด ที่เปนเชนนี้เพราะรามีคาความเปนกรดดางในชวงการเติบโตและการผลิตทีแ่ตกตางกนั ซึ่ง
สอดคลองกับ Katagiri และ Kitahara (1933) ที่พบวา Aspergillus oryzae มีคาความเปนกรด
ดางทีเ่หมาะกบัการเติบโตที ่ 5.0 และเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกที ่ 2.4 นอกจากนีใ้นการปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงการผลิตลง จําเปนตองปรับอยางถูกวิธีดวย โดยสอดคลองกับรายงาน
การวิจยัของอษุา สรรควัฒนา (2543) ที่พบวา การคอยๆ ปรับลดคาความเปนกรดดางในระหวาง
การผลิตกรดโคจิกลง เปนวิธีการที่ถกูตอง เนื่องจากทาํใหสายใยสามารถปรับตัวเขากับคาความ
เปนกรดดางทีเ่ปลี่ยนไปได และสงผลกระทบตอระบบเอนไซมในการผลิตกรดนอยลง ทําใหมีการ
ผลิตกรดสูงขึ้นได  ดังนั้นการทดลองที ่ 5 นี้จงึเปนการทดลองทีด่ีที่สุดในการผลิตกรดโคจิกเมื่อ
ควบคุมคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวงและเลือกเปนตัวแทนของผลการทดลองในขอ 3.2 นี ้

เมื่อเปรียบเทยีบผลผลิต และระยะเวลาในการผลิตของผลการทดลองที่ดีที่สุดจากขอ 
3.1 คือ การผลิตกรดโคจิกเมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 ซึ่งใหผลผลิตเทากับ 15.18 
กรัมตอลิตร กับผลการทดลองที่ดทีี่สุดจากขอ 3.2 นี ้ ซึ่งใหผลผลิตเทากับ 11.22 กรัมตอลิตร     
(ตารางที่ 9) จะเหน็วาการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากบั 6.0 จะให
ผลผลิตกรดโคจิกที่สงูกวาประมาณ 4 กรัมตอลิตร  โดยที่ใชเวลาในการเพาะเลี้ยงเทากันคือ 18 วัน 
นอกจากนีย้ังเปนวิธกีารที่สะดวกไมยุงยาก เนื่องจากเพียงจัดคาความเปนกรดดางตั้งตนกอนทาํ
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การเพาะเลี้ยงเทานั้น ไมตองคอยมาควบคุมคาความเปนกรดดางในระหวางการเพาะเลี้ยงตั้งแต
เร่ิมตนจนสิน้สดุ ซึ่งที่ตองสิ้นเปลืองทัง้แรงงาน สารเคมี และเครื่องมือ 

จากผลการทดลองจึงตัดสินใจเลือกจัดภาวะในการผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลัง
โดย Aspergillus oryzae K-13 โดยปรับใหมีคาความเปนกรดดางตัง้ตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ
ผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) เทากับ 6.0 เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
 
ตารางที่ 9 ผลผลิตกรดโคจิก ประสิทธภิาพในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจกิ และอัตรา

การผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผลผลิตกรดสูงสุด เมื่อควบคุมคาความเปน
กรดดางในการเพาะเลีย้งเปน 2 ชวง 

 
การ

ทดลองที่ 
 

วันที่เริ่ม
ผลิตกรด 
โคจิก 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป* 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การเปลี่ยน 
น้ําตาลไปเปน
กรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิก 
เฉล่ีย** 

(กรัมตอลิตร
ตอวัน) 

1 5 18 3.94 80.91 0.049 0.30 
2 9 21 2.53 82.01 0.031 0.21 
3 6 19 8.74 93.94 0.093 0.67 
4 7 20 8.26 93.01 0.089 0.64 
5 5 18 11.22 88.19 0.127 0.86 
6 6 19 10.53 87.76 0.120 0.81 

ผลการทดลองที่ดีที่สุดจากขอ 3.1 คือเมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 
6.0 3 18 15.18 101.97 0.149 1.01 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนทีม่ีคาประมาณ 111.11 กรัมตอลิตร ลบดวย ปริมาณ  

น้ําตาลรีดิวซทีเ่หลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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4. ผลการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงคารบอนในอาหารเลีย้งเชื้อ 
เมื่อไดอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่ดทีี่สุดจากผลการทดลองขอ 2 และการ

จัดคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากผลการทดลองขอ 3 คือ 385:2 และคาความเปนกรดดาง
ตั้งตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 ที่ทําใหเกิดความสมดุลยระหวางการเติบโต และการผลติ
กรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลัง ซึ่งทําใหไดผลผลิตกรดสูงแลว จงึหาปริมาณของคารบอนสูงสุดที่
เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก โดยการแปรปริมาณของแปงมนัสําปะหลัง เทากับ 100  150  200  
250  และ 300 กรัมตอลิตร โดยยังคงคาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่ดทีี่สุดเทากับ 
385:2 ในแตละการทดลอง คือ ใชสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรเทากนั แตแปรปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตเปน 0.24  0.48  0.71  0.95 และ 1.19 กรัมตอลิตร ตามลําดบั แลวปรับใหมี
คาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวเทากับ 6.0 เพาะเลีย้งบนเครื่องเขยาแบบ  
โรตารีความเรว็ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส นาน 25 วัน 

ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมันสาํปะหลังตั้งตนเทากบั 150 และ 200 
กรัมตอลิตรใหผลผลิตกรดสูงกวาปริมาณแปงมันสาํปะหลังคาอืน่คือ เทากับ 21.91 และ 19.77 
กรัมตอลิตร ในวนัที ่ 17 และ 17 ของการเพาะเลี้ยงตามลําดับ รองลงมาคือในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ปริมาณแปงมนัสําปะหลงัตั้งตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร โดยใหผลผลิตกรดเทากับ 15.23 กรัมตอ
ลิตรในวันที ่ 18 ของการเพาะเลีย้ง ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปงมนัสาํปะหลงัตั้งตน
เทากับ 250 และ 300 กรัมตอลิตร ใหการผลิตกรดโคจิกไดนอยกวาอาหารเลี้ยงเชื้อคาอื่นๆ โดยจะ
ใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 10.96 และ 10.29 กรัมตอลิตร ในวนัที ่16 และ 16 ของการเพาะเลีย้ง 
ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที่ 18 

สวนการเติบโตของสายใย พบวา เมื่อมีปริมาณแปงมันสําปะหลงัตั้งตนในอาหารเลี้ยง
เชื้อเพิ่มข้ึน จะทําใหมีการเติบโตของสายใยสูงขึ้น โดยในระหวางการเพาะเลีย้งที่ความเขมขนแปง
ทั้ง 5 คา คือ 100  150  200  250 และ 300 กรัมตอลิตร จะเห็นวามีแบบแผนการเติบโตใน
ลักษณะเดียวกัน คือมกีารเติบโตอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเพาะเลีย้ง แลวชาลงจนการ
เติบโตของราเกือบจะคงที่ในวนัที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง เมื่อส้ินสุดการทดลองจะใหน้ําหนกัแหงของ
สายใยสงูสุดเทากับ 12.36  14.24  15.16  15.44 และ 16.04 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังรูปที ่19 
โดยจะเห็นวาเมื่อใชปริมาณแปงมันสาํปะหลังตั้งตนสูงจะสงเสริมใหมกีารสรางสายใยมาก ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของรพี โรจนอุไร (2539)  กนษิฐา ภูวนาถนรานบุาล (2542)  May และคณะ 
(1931) ที่พบวาเมื่อเพิม่ปริมาณแหลงคารบอนจะทําใหมีการเติบโตของราสูงขึน้ 

ในระหวางการเติบโต จะเหน็วา รามกีารยอยแปงมนัสาํปะหลงัไปเปนน้าํตาล (ตรวจวัด
ในรูปน้ําตาลรีดิวซ)    อยางรวดเร็วในวนัแรกของการเพาะเลี้ยง    ดูไดจากความเขมขนของแปงมัน  
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 100 150 200 250 300 
ปริมาณแปงมันสําปะหลัง (กรัมตอลิตร) 

 
รูปที่ 18 เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิกที่ผลิตขึ้นจากการเพาะเลีย้ง A. oryzae K-13 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ที่มีปริมาณแปงมันสาํปะหลังความเขมขนตางๆ 
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 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร × แปงมันสาํปะหลัง 250 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร แปงมันสาํปะหลัง 300 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 200 กรัมตอลิตร 
 น้ําหนกัแหงของสายใย แปง น้ําตาลรีดิวซ 
 
รูปที่ 19 น้ําหนกัแหงของสายใย ปริมาณแปงและน้ําตาลรีดิวซในระหวางการผลิตกรดโคจิก

จากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปงมันสาํปะหลัง
ความเขมขนตางๆ 
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สําปะหลงัที่ลดลง และความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนในอาหารเลีย้งเชือ้จนมีคาสงูสุด
เทากับ 65.30  100.82  131.28  162.83 และ 192.85 กรัมตอลิตร  ในวนัที ่2  2  2  1 และ 1 ของ
การเพาะเลี้ยง ตามลาํดับ (รูปที ่19) หลังจากนัน้น้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางตอเนื่อง    ทัง้นี้เปนผล
จากการที่รานาํน้าํตาลทีเ่กิดขึ้นนัน้ไปใชเพือ่การเติบโต และในสรางเปนกรดโคจิกตอไป ซึ่งเมื่อดูถึง
การใชน้าํตาล พบวามีแบบแผนการใชน้าํตาลแบบเดียวกัน และยงัพบวาการใชปริมาณแปงมนั
สําปะหลงัตั้งตนมากกวา 200 กรัมตอลิตรคือ 250 และ 300 กรัมตอลิตร เปนปริมาณที่มากเกินไป
ไมเหมาะตอการผลิตกรดโคจิก เนื่องจากยังมีแปงเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อส้ินสุดการทดลอง 
และใหผลผลิตกรดโคจิกที่ต่าํกวาอาหารทีใ่ชปริมาณแปงมันสาํปะหลงัตั้งตนเทากับ 100 150 และ 
200 กรัมตอลิตร ซึ่งแปงจะถูกยอยเปลี่ยนเปนน้าํตาลรดีิวซหมดในวนัที ่ 3  4 และ 5 ของการ
เพาะเลี้ยง ตามลําดับ (รูปที่ 19) 

สําหรับคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแปงมันสาํปะหลังตัง้ตน 100  
150  200  250  และ 300 กรัมตอลิตร  พบวามีแบบแผนการลดลงอยางรวดเร็วของคาความเปน
กรดดางในชวงวนัแรกของการเพาะเลี้ยงใกลเคียงกันคือ มีคาอยูใน 3.4 - 3.6 หลังจากนัน้คาความ
เปนกรดดางยงัลดลงเรื่อยๆ จนเริ่มคงทีห่ลังจากวนัที่ 10 ของการเพาะเลีย้งเปนตนไป จนสิน้สุด
การทดลอง โดยอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแปงมันสาํปะหลังตัง้ตน 100  150  และ 200 กรัมตอ
ลิตร ณ วันทีใ่หผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะมีคาความเปนกรดดางเทากับ 2.50  2.50 และ 2.53 
ตามลําดับ ซึ่งมีคาความเปนกรดดางในชวงที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก ซึง่สอดคลองกบั
รายงานของรพี โรจนอุไร (2539)  Kwak และ Rhee (1992a)  Ogawa และคณะ (1995)  Ariff 
และคณะ (1996) ที่เคยกลาวถงึมาแลว จึงใหผลผลิตมากกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปง
มันสําปะหลงัตั้งตน 250 และ 300 กรัมตอลิตร ที่มีคาความเปนกรดดางเทากับ 2.68 และ 2.72 
ตามลําดับ (รูปที่ 20) 

เมื่อเปรียบเทยีบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลงัทั้ง 5 คา ตอการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13 มีผลดังแสดงในตารางที่ 10  โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปงมนั
สําปะหลงัตั้งตนเทากับ 150 กับ 100 กรัมตอลิตร จะใหประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้าํตาลไปเปน
กรดโคจิกสูงทีสุ่ดคือ 0.15 โดยน้ําหนักเทากัน แตในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแปงมันสําปะหลัง
ตั้งตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร มีคาประสทิธิภาพของสายใยราในการผลิตกรดโคจิก (Yp/x) สูงกวา
โดยมีคาเทากบั 1.54 สงผลใหมีการผลิตกรดโคจิกในแตละวันที่มากกวา (รูปที่ 20) ดังนั้นจึงให
ปริมาณผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด อัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ยที่สงูกวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณ
แปงมันสาํปะหลังตั้งตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร และใชเวลาในการเพาะเลีย้งเรว็กวา 1 วันคือใน
วันที่ 17 ของการเพาะเลี้ยง 
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จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาทีป่ริมาณแปงมนัสําปะหลงัตั้งตน 150 กรัมตอ
ลิตรเปนปริมาณแปงมันสาํปะหลังที่เหมาะสมตอการผลติกรดโคจิกภายใตอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 385:2 และคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลีย้งเชือ้เทากบั 6.0 
ดังนัน้จึงเลือกเปนอาหารเลีย้งเชื้อสูตรเหมาะสมสาํหรบัผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ที่มีปริมาณ
แปงมันสาํปะหลังตั้งตนเทากับ 150 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มสีารสกัดจากยสีต 0.5 กรัม
ตอลิตรเปนแหลงวิตามินและปจจัยสงเสริมการเติบโต รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 0.48 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงไนโตรเจนเสรมิ ในการทดลองขั้นตอไป 

เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณของแปงตั้งตนที่ใชในงานวิจัยนี ้ กับรายงานของ Rosfarizan 
และคณะ (1998a) ทีท่ําการศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus จากแปงสาคู 
พบวา เมื่อใชแปงสาคู 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนในระดับขวดเขยาจะใหผลผลิตกรดโค
จิก 23.5 กรัมตอลิตรในวนัที่ 21 ของการเพาะเลี้ยง และรายงานของ Rosfarizan และคณะ 
(1998b) ที่แปรความเขมขนของแปงขาวโพดในปริมาณตางๆ เพื่อศึกษาความสามารถในการใช
แปงเปนแหลงคารบอนของ Aspergillus flavus พบวาความเขมขนของแปงขาวโพดที่ 75 กรัมตอ
ลิตรเหมาะสมที่สุด โดยจะใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 19.2 กรัมตอลิตรในวันที่ 20 ของการ
เพาะเลี้ยง จะเหน็ไดวาการใชแปงตางชนดิกัน จะตองใชความเขมขนของแปงตัง้ตนที่แตกตางกนั
เพื่อใหเหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิก 
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 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร × แปงมันสาํปะหลัง 250 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร แปงมันสาํปะหลัง 300 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 200 กรัมตอลิตร 
 คาความเปนกรดดาง กรดโคจิก 
 
รูปที่ 20 คาความเปนกรดดาง และปริมาณกรดโคจิกจากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแปงมันสาํปะหลงัความเขมขนตางๆ 
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ตารางที่ 10 ปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีใ่ชไป ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผล

ผลิตกรดสูงสุด เมื่อใชปริมาณแปงมันสาํปะหลังตัง้ตนตางกนั 
 
ปริมาณแปงมัน
สําปะหลังตั้งตน 

 

วันที่เริ่มผลิต
กรดโคจิก 

วันที่ใหผลผลิต
กรดโคจิกสูงสุด 

ปริมาณกรดโคจิก
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ใชไป* 
(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพการ
เปลี่ยนน้ําตาลไป
เปนกรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิตกรด
โคจิกเฉลี่ย** 

(กรัมตอลิตรตอวัน) 

น้ําหนักแหงของ
สายใย*** 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพของ
สายใยในการผลิต

กรดโคจิก 
(Yp/x) 

100 3 18 15.23 101.13 0.15 1.02 12.26 1.24 
150 3 17 21.91 145.27 0.15 1.56 14.22 1.54 
200 4 17 19.77 180.44 0.11 1.52 15.22 1.30 
250 5 16 10.96 218.57 0.05 1.00 15.34 0.71 
300 5 16 10.29 259.91 0.04 0.94 16.00 0.64 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน (ปริมาณแปงหารดวย 0.9) ลบดวย ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เริ่มผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
*** คิดจากวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
 

76
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5. ผลการผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอนโดยใชสูตรอาหารและ
ภาวะที่เหมาะสม 

เมื่อทําการผลติกรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสม
สําหรับการผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 มิลลิลิตรในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร 
ภายใตภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดจากผลการทดลองคือ ปรับคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยง
เชื้อเทากับ 6.0 เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 
องศาเซลเซยีส ผลการทดลองพบวาใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเทากับ 21.70 กรัมตอลิตรในวันที่ 
17 ของการเพาะเลี้ยง มนี้ําหนกัแหงของสายใยเทากับ 14.12 กรัมตอลิตร โดยมีการสลายแปงมัน
สําปะหลงัไปเปนน้าํตาลรีดวิซหมดในวนัที่ 4 ของการเพาะเลีย้ง เพื่อนาํน้าํตาลรีดิวซนั้นไปใชใน
การเติบโตและสรางกรดโคจิกจนสิน้สุดการทดลองจะเหลือปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทากับ 9.68 กรัม
ตอลิตร สวนคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อระหวางการเพาะเลี้ยงจะลดลงตั้งแตวนัแรก
จนมีคาต่าํสุดเทากับ 2.5 ตั้งแตวันที ่11 ของการเพาะเลีย้งเปนตนไปจนสิ้นสุดการทดลอง ดังแสดง
ในรูปที่ 21 

จากผลการทดลองจะเห็นวา การหาภาวะบางประการตอการเปลี่ยนแหลงคารบอนจาก
น้ําตาลทรายเปนแปงมนัสําปะหลังสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13 ในงานวิจยันี้
ประสบความสําเร็จ โดยดูไดจากการเปรียบเทียบผลผลิตกรดโคจิกจากการทดลองเบื้องตนที่ยงัไม
มีการปรับภาวะคือ การเพาะเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) กับ
ผลผลิตกรดโคจิกหลงัทาํการปรับจนไดภาวะที่ดีที่สุดแลวคือ ใชอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสม
สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) และใชภาวะการเพาะเลี้ยงตามการทดลองขางตน พบวา 
สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกจาก 6.60 กรัมตอลิตรเปน  21.70 กรัมตอลิตร คือเพิ่มข้ึน 15.10 
กรัมตอลิตร เนื่องจากภาวะที่ทาํการปรับนั้น ชวยสงเสริมการผลิตกรดโคจิกโดยเพิม่ประสิทธิภาพ
ในการเปลีย่นน้ําตาลเปนกรดโคจิกอีกเทาตัวคือจาก 0.07 เปน 0.15  มีอัตราการผลิตกรดโคจิก
เพิ่มข้ึนอกีประมาณ 3 เทาคอืจาก 0.47 เปน 1.55 กรัมตอลิตรตอวัน และลดระยะเวลาในการผลิต
ลง 1 วัน ดังแสดงในตารางที่ 11 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 21 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 ภายใตภาวะทีด่ี
ที่สุดสําหรับการใชแปงมันสาํปะหลงัเปนแหลงคารบอน 
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใชไป ประสิทธิภาพในการ

เปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผล
ผลิตกรดสูงสุด เมื่อใชแปงมันสําปะหลงัเปนแหลงคารบอนกอนปรับภาวะกับหลัง
ปรับภาวะบางประการที่ดทีี่สดุ 

 
การทดลอง 

 
วันที่เริ่ม
ผลิตกรด 
โคจิก 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป* 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การเปลี่ยน 
น้ําตาลไปเปน
กรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิก 
เฉล่ีย** 

(กรัมตอลิตร
ตอวัน) 

กอนปรับ
ภาวะ 

4 18 6.60 94.24 0.07 0.47 

หลังปรับ
ภาวะ 

3 17 21.70 145.19 0.15 1.55 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน (ปริมาณแปงหารดวย 0.9) ลบดวย ปริมาณน้าํตาล 
 รีดิวซที่เหลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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6. ผลการปรบัปรุงการผลติโดยการเตมิแหลงคารบอนระหวางการผลิตกรดโคจิก 
6.1 ผลการผลิตกรดโคจกิโดยการเติมแปงมันสาํปะหลังในระหวางการผลิต 
เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ใหเติบโตในอาหารเหลวเพื่อผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา

ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยใชอาหารเลีย้งเชื้อและภาวะที่เหมาะสมที่ศึกษามาแลว จากนัน้จงึเติม
แปงมันสาํปะหลังในระหวางการเพาะเลี้ยง ซึง่จัดการทดลองเปน 2 ชุดดังกลาวแลวในวิธีการ
ทดลอง ผลการทดลองพบวา ชุดที่มีการเติมแปงมันสาํปะหลังในชัว่โมงที ่8 ของการเพาะเลีย้ง (ชุด
ที่ 1) ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเทากับ 20.47 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งมี
ปริมาณกรดโคจิกนอยและชากวาการผลิตกรดโคจิกแบบกะ (ผลการทดลองขอ 5) ที่ใหปริมาณ
กรดโคจิกสูงสดุ 21.70 กรัมตอลิตรในวนัที ่ 17 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งนาจะมีสาเหตุมาจากการ
สลายแปงมนัสําปะหลงัที่เตมิลงไปและแปงมันสาํปะหลงัตั้งตนไปเปนน้ําตาลอยางรวดเร็ว 
เนื่องจากในชวงเวลาดังกลาวคือ ชั่วโมงที ่ 8 จะมีภาวะความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะตอการทํางานของเอนไซมแอลฟาอะมายเลสซึ่งอยูในชวง 5.5 ถึง 5.9 ตามรายงานของ 
Fogarty และ Kelly (1979)ทําใหมีปริมาณน้าํตาลรดีิวซสะสมอยูในอาหารเปนจาํนวนมาก ซึ่ง
สอดคลองรายงานของ May และคณะ (1931) ที่วาถามีความเขมขนของแหลงคารบอนสูงจะมีผล
ทําใหมีคาแรงดันออสโมติกในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนภาวะทีไ่มเหมาะสมตอการดํารงชพี
ของรา จงึทําใหกิจกรรมตางๆ ภายในเซลลลดลง มีผลทําใหผลผลิตกรดโคจิกต่ํา ดังแสดงในรูปที่ 
22 สวนการเติมแปงมันสาํปะหลังในวนัที่ 13 ของการเพาะเลี้ยง (ชุดที่ 2) สามารถเพิ่มผลผลผลิต
กรดโคจิกไดคือ ใหผลผลิตกรดโคจิกเทากบั 23.83 กรัมตอลิตร แตใชเวลานานขึ้นเปน 22 วัน โดย
พบวาหลงัจากเติมแปงมนัสําปะหลงัลงไปแลว มีการสลายแปงมนัสําปะหลงัไปเปนน้าํตาล ดูได
จากปริมาณแปงที่ลดลงและปริมาณน้าํตาลรีดิวซในอาหารทีเ่พิ่มข้ึน ในขณะที่การผลิตกรดโคจิก
จะหยุดลงแลวคอยๆ เพิม่ข้ึน ซึ่งเปนผลมาจากคาความเปนกรดดางในอาหารที่สงูขึ้นในวนัที่เติม
แปง จงึไมเหมาะกับการผลิต แลวคาความเปนกรดดางคอยๆ ลดลงจนมีคาความเปนกรดดางคง
เดิมที่ประมาณ 2.5 ณ วันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด ดังรูปที ่ 23 และจากการผลิตกรดที่หยุดลง
ในบางชวงแลวคอยเริ่มผลิตใหม จงึทําใหไดผลผลิตรวมไมมากเทาที่ควร 

สําหรับประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิกของราทั้ง 2 ชุดการทดลอง
เทียบกบัการผลิตแบบกะ แสดงดังในตารางที่ 12 จะเหน็ไดวา ทัง้ชุดที่ 1 และ 2 จะมีคาเทากนัคอื 
0.13 แตมีคานอยกวาการผลิตแบบกะทีม่ีคาเทากับ 0.15 ซึ่งแสดงใหเห็นวา การเติมแปงมนั
สําปะหลงัที่เปนแหลงคารบอนลงไปโดยตรง ณ ชั่วโมงที่ 8 ไมสามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกใหมี
ปริมาณสูงขึ้นได แตการเติมแปงมันสาํปะหลังในวนัที ่13 ของการผลติ จะเพิ่มผลผลิตได โดยมีคา
สูงขึ้นเพียง 2.13 กรัมตอลิตร และตองใชเวลาในการผลตินานขึน้อีก 5 วนั จงึไมคุมคา 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 22 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 เมื่อใชวิธีการเติม
แปงมันสาํปะหลังระหวางการผลิตในชั่วโมงที ่8 ของการเพาะเลีย้ง 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 23 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 เมื่อใชวิธีการเติม
แปงมันสาํปะหลังระหวางการผลิตในวนัที ่13 ของการเพาะเลีย้ง 
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ตารางที่ 12 เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใชไป ประสิทธิภาพในการ

เปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผล
ผลิตกรดสูงสุด 

 
ผลการ
ทดลอง 

 

วันที่เริ่ม
ผลิตกรด 
โคจิก 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป* 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การเปลี่ยน 
น้ําตาลไปเปน
กรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิก 
เฉล่ีย** 

(กรัมตอลิตร
ตอวัน) 

ขอ 6.1 
ชุดที่ 1 

4 18 20.47 152.97 0.13 1.46 

ขอ 6.1 
ชุดที่ 2 

3 22 23.83 181.48 0.13 1.25 

ขอ 6.2 
 

3 19 25.97 160.92 0.16 1.62 

การผลิต
แบบกะ 

3 17 21.70 145.19 0.15 1.55 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน (ปริมาณแปงหารดวย 0.9) ลบดวย ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ

ที่เหลืออยูในอาหาร ณ วันทีใ่หผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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สําหรับวธิีการผลิตโดยการเติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิตกรดโคจิกนัน้ ยงัไมเคย
มีรายงานที่ใชวิธีการผลิตโดยการเติมแปงมันสําปะหลงัเปนแหลงคารบอนในระหวางการผลิตกรด
โคจิกมากอน จึงถือวาเปนงานวิจัยแรกโดยสามารถเพิม่ผลผลิตกรดโคจิกไดอีก 2.13 กรัมตอลิตร
โดยใชเวลาในการผลิตนานขึ้นอีก 5 วนั (วันที่ 22) เมื่อเทียบกับรายงานที่มเีติมวัตถดุิบชนิดอื่นเปน
แหลงคารบอนในระหวางการผลิต ตัวอยางเชน อุษา สรรควัฒนา (2543) ที่ผลิตโดยการเตมิ      
น้ําตาลทรายเปนแหลงคารบอนในระหวางการผลิตโดยทําการทดลองในขวดเขยา พบวาสามารถ
เพิ่มผลผลิตกรดโคจิกขึ้นอีก 7.22 กรัมตอลิตรโดยใชเวลานานขึน้อีก 12 วัน ซึ่งจะเหน็ไดวาใหผลที่
ดีกวา แตจะใหผลไมดีนักเมือ่เทียบกบัรายงานของชมจิต ทาวธงไชย (2544) ที่พบวาการใชอาหาร
เลี้ยงเชื้อต้ังตนที่มีแหลงไนโตรเจนและแรธาตุครบถวน แลวทยอยเติมเฉพาะแหลงคารบอนในรูป
สารละลายกลโูคสในระหวางการผลิต จะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดถงึ 35.26 กรัมตอลิตรซึ่ง
เพิ่มข้ึนจากการผลิตแบบกะอีก 1.99 กรัมตอลิตรโดยใชเวลาในการผลิตเทาเดิมคือในวนัที่ 17 ของ
การเพาะเลี้ยง 
 

6.2 ผลการผลิตกรดโคจิกโดยการเติมสารละลายแปงมนัสําปะหลังที่ผานการ
ยอยมาแลวดวยจลุินทรยีในระหวางการผลิต 

เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับยอยแปงมันปะหลังปริมาตร 
150 มิลลิลิตร ซึ่งมีเพยีงแปงมันสาํปะหลงั 25 กรัมและสารสกัดจากยสีต 0.04 กรัม ปรับคาความ
เปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 เพาะเลีย้งบนเครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิ 30 ± 1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้กรองสายใยออกดวยตะแกรงตาถี่ขนาดรูพรุน 4 ชอง
ตอตารางมิลลิเมตร แลวนาํน้ําหมักที่กรองได (คือแหลงคารบอนที่เปนแปงซึง่ยอยแลว) ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร เติมลงในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่กาํลังเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เปนเวลา 
24 ชั่วโมง ในอาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 14 ผลการทดลองดังแสดงในรปูที่ 24 พบวา 
รามีการผลิตกรดโคจิกตั้งแตวันที ่ 3 แลวเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จนถงึวนัที ่ 19 จะมีอัตราการผลิตกรดโคจิก
ต่ําที่สุด ใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 25.97 กรัมตอลิตร หลังจากนั้นยงัมีการผลิตกรดโคจิกเพิ่มข้ึน
ไปเร่ือยๆ อยางชาๆ จนถึงวนัสิ้นสุดการทดลอง (วันที่ 30 ของการเพาะเลี้ยง) เมื่อเปรียบเทียบกบั
ผลการทดลองขอ 6.1 ชุดที ่ 2 จะเห็นวาใหผลผลิตที่สูงกวา 2.14 กรัมตอลิตรในเวลาที่เร็วขึน้อีก 3 
วัน และเทียบกับการผลิตแบบกะ จะเหน็วาสามารถเพิม่ผลผลิตกรดไดอีก 4.27 กรัมตอลิตรโดยใช
เวลาเพิ่มข้ึนอกี 2 วัน และมีน้าํหนักแหงของสายใยเทากับ 16.22 กรัมตอลิตร ซึ่งมีคาเพิม่ข้ึน
เนื่องจากปริมาณสารสกัดจากยีสตที่อาจยังหลงเหลืออยูในสารละลายแปงมนัสําปะหลังที่ผานการ
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ยอยมาแลวดวยจุลินทรีย จงึทาํใหมีสายใยมากพอในการใหผลผลิตสงู โดยมีคาความเปนกรดดาง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่าสุดเทากับ 2.5 ตั้งแตวันที ่13 ของการเพาะเลี้ยงเปนตนไปจนสิ้นการทดลอง 

เมื่อเปรียบเทยีบผลผลิตกรดโคจิก ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้าํตาลไปเปนกรดโคจิก 
และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย กับการผลิตแบบกะ ดังแสดงในตารางที ่ 12 พบวา การเปลี่ยน
แหลงคารบอนที่ใชเติมในระหวางการผลติจากแปงมนัสําปะหลงัสุกมาเปนสารละลายแปงมนั
สําปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย A. oryzae K-13 ซึ่งเปนจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนี้ ซึ่งเปน    
จุลินทรียที่ดี เนื่องจากสามารถยอยแปงมนัสําปะหลงัไปเปนน้าํตาลในชวง 24 ชั่วโมงแรกของการ
เพาะเลี้ยงไดอยางรวดเร็ว และถามกีารจัดภาวะใหเหมาะสมตอการยอยแปง ดังเชนในการทดลอง
ที่ควบคุมคาความเปนกรดดางใหอยูชวง 5.5 – 6.0 จะทําใหยอยแปงมันสาํปะหลังความเขมขน 
100 กรัมตอลิตร ไปเปนน้ําตาลไดหมดภายในเวลา 32 ชั่วโมงเทานัน้ จึงเปนทางเลอืกอีกทางหนึง่
ที่นาสนใจที่จะทําใหไดผลผลิตสูงขึ้น แตเนื่องจากงานวิจยันี้เปนเพยีงการทดลองเบื้องตนในการ
เติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิตเพื่อเพิ่มผลผลิต ซึ่งหากตองการใหวิธีการเติมแหลงคารบอน
ในระหวางการผลิตประสบความสาํเร็จมากกวานี ้ คงตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาภาวะที่
เหมาะสมเชน เวลาที่จะเตมิแหลงคารบอน หรือปริมาณแหลงคารบอนต้ังตนและที่จะใชเตมิลงไป 
จํานวนครั้งในเติมตอไป 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 24 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 เมื่อใชวิธีการเติม
สารละลายแปงมันสาํปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย A. oryzae K-13 ระหวาง
การผลิตในชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะลี้ยง 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย 

1. การวิเคราะหองคประกอบในแปงดวยเครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสาร 
อินทรีย ไดผลวาในแปงมันสําปะหลัง 100 กรัม จะมีคารบอน 38.5 กรัม และไนโตรเจน 0.1 กรัม
เปนองคประกอบ ที่สามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 

2. ในการทดลองเบื้องตนใชสูตรอาหารที่ดัดแปลงจากสูตรของ รพี โรจนอไุร (2539) โดย
เปลี่ยนแหลงคารบอนจากน้าํตาลทรายมาเปนแปงมนัสําปะหลัง พบวาการใชแปงมันสาํปะหลงั
เทากับ 100 กรัมตอลิตร เปนปริมาณทีด่ีที่สุดที่ทาํใหการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 ยัง
สามารถดาํเนนิตอไปไดดี เนื่องจากถาความเขมขนของแปงมาก จะทําใหความหนืดของอาหาร
เพิ่มข้ึน สงผลตอการเพาะเลีย้งและการผลิต โดยใหผลผลิตกรดสูงสุดเทากับ 6.60 กรัมตอลิตรใน
วันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง 

3. อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนทีด่ีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิต
กรดโคจิกคือ 385:2  โดยมีแหลงคารบอนเปนแปงมนัสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร และมีแหลง
ไนโตรเจนในแปงรวมกบัสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0.5 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตใน
ปริมาณ 0.24 กรัมตอลิตร 

4. ภาวะบางประการที่มีความสําคัญตอการใชแปงมันสาํปะหลังในการผลิตกรดโคจิก 
คือ การจัดคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิก
ที่สูงกวาคาอื่น และดีกวาการจัดคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวง โดยมีผลผลิตกรดสูงสุดเทากับ 
15.18 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง 

5. เมื่อปรับปรุงสูตรอาหารใหเหมาะตอการผลิตกรดโคจิก พบวาสูตรอาหารที่มีแปงมัน
สําปะหลงั สารสกัดจากยีสต และแอมโมเนียมซลัเฟตในปริมาณ 150  0.5 และ 0.48 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ เปนองคประกอบในอาหารเลีย้งเชื้อ ใหผลผลิตสูงกวาสูตรอื่น 

6. การจัดสูตรอาหารใหเหมาะสมตอการผลติกรดโคจิก ภายใตภาวะที่ดทีี่สุดจากการ
ทดลองขางตน พบวา สามารถใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสดุเทากับ 21.70 กรัมตอลิตร ใชเวลาในการ
ผลิต 17 วัน  ซึ่งสูงกวาผลผลิตกรดโคจิกเมื่อตอนเริ่มตนวิจยั โดยที่ยงัไมไดปรับปรุงสูตรอาหารและ
ภาวะในการเพาะเลีย้งถึง 15.10 กรัมตอลิตร และลดระยะเวลาในการใหผลผลิตสูงสุดลงไป 1 วัน 

7. เมื่อทดลองปรบัปรุงการผลิตกรดโคจิกดวยวิธีการเติมแหลงคารบอนในระหวางการ
ผลิต พบวาการเติมสารละลายแปงมนัสาํปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย A. oryzae K-13      
(จุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนี)้ สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกขึ้นอีก 4.27 กรัมตอลิตรโดยใชเวลาใน



 88

การผลิตเพิ่มข้ึนเพยีง 2 วัน เมื่อเทียบกับการผลิตแบบกะ ซึ่งแสดงวาการเตมิแหลงคารบอน
ระหวางการผลิตเปนทางเลอืกสําหรับการผลิตกรดโคจิกไดอีกทางหนึ่ง 

8. สามารถสรุปไดวาประสบความสําเร็จในการใชแปงมันสาํปะหลงัเปนแหลงคารบอน
สําหรับการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 
 
ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกโดยวิธกีารเติม
สารอาหาร (แหลงคารบอน) ระหวางการเพาะเลี้ยง เชน ระยะเวลาที่จะเติมสารอาหาร ปริมาณ
สารอาหารที่จะเติม หรืออาจมีการเพิ่มสารอาหารอืน่ๆ พรอมกับแหลงคารบอนที่เติมระหวางการ
เพาะเลี้ยงดวย 

2. ควรมีงานวจิัยข้ันตอไปโดยการขยายสวนผลิตในถังหมักที่มีการกวนและการให
อากาศ เนื่องจากในงานวจิัยนี้ใหผลผลิตกรดสูงนาสนใจ โดยใชวัตถุดิบราคาถูก และหางาย
ภายในประเทศ 

3. ควรมีงานวจิัยที่ปรับคาความเปนกรดดางลงใหมีคาเทากับ 2.5 เมื่อเพาะเลีย้งราจนมี
การเติบโตคงที่แลว เนื่องจากเปนชวงทีม่ปีริมาณสายใยอยางเพยีงพอในการผลิตกรดโคจิก และมี
อัตราการผลิตกรดโคจิกที่สูงอีกดวย 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อาหารแข็งโปเตโตเด็กซโตรส (PDA) 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 มันฝร่ัง 200 กรัม 
 น้ําตาลเด็กซโตรส 20 กรัม 
 วุนผง 20 กรัม 
 

เตรียมโดยนาํมันฝร่ังมาลางใหสะอาด ปอกเปลือก ชั่งใหไดน้ําหนกั 200 กรัมแลวหัน่เปน
ชิ้นเล็กๆ ตมในน้าํเดือดนาน 15-20 นาท ีกรองเอาสวนน้ําออกมาเติมสวนประกอบที่เหลือ ละลาย
ใหเขากนั เติมน้ําปราศจากออิอนใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี
 
2. อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับผลิตกลาเชื้อ (ดัดแปลงจากรพี โรจนอุไร, 2539) 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 แปงมันสาํปะหลัง 10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต 1 กรัม 
 

เติมน้ําปราศจากอิออนจนครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาท ี
 
3. อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับผลิตกรดโคจิก (ดัดแปลงจากรพ ีโรจนอุไร, 2539) 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต 0.5 กรัม 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.24 กรัม 

(มีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 385 : 2) 
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เติมน้ําปราศจากอิออนจนครบ 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนดวยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก หรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.4 โมลาร แลวนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. อาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลัง 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต 0.5 กรัม 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.48 กรัม 
 

เติมน้ําปราศจากอิออนจนครบ 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 6.0 ดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.4 นอรมอล แลวนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี (ในอาหารสูตรนี้มีคาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากบั 
385 : 2) 
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ภาคผนวก ข 
วิธีเตรียมสารเคมีที่สําคัญที่ใชในการทดลอง 

 
1. สารละลายเฟอริกคลอไรด 
 เตรียมโดย 

ละลายเฟอริกคลอไรด 5 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 นอรมอล 
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 
2. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 
 เตรียมโดย 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 5 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 
โมลาร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บนอางน้ํารอน คนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน ในขณะเดียวกันก็
ละลายโซเดียมโปตัสเซียมตารเตรต 150 กรัมดวยน้ําปราศจากอิออน 250 มิลลิลิตร บนอางน้าํรอน 
คนใหละลายจนหมด แลวเทลงไปผสมกับสารละลายขางตน เติมน้ําปราศจากอิออนใหไดปริมาตร
สุดทาย 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 
3. สารละลายอะซิโตไนไตรลเขมขน 74 เปอรเซ็นต 
 เตรียมโดย 

ตวงอะซิโตไนไตรลปริมาตร 74 มิลลิลิตร เติมน้ําปราศจากอิออนใหไดปริมาตรสุดทาย 
100 มิลลิลิตร นําไปไลฟองอากาศโดยใชเครื่องดูดสูญญากาศ (ควรเตรียมสารละลายใหมกอนใช
ทุกครั้ง) 
 
4. สารละลายไอโอดีน 
 เตรียมโดย 

ละลายเกล็ดไอโอดีน 0.5 กรัม และโปตัสเซียมไอโอไดด 5 กรัมในน้ําปราศจากอิออนให
เขากัน ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่หุมฟอยด 
กอนใชตองนํามาเจือจางโดยนําสารละลายไอโอดีนขางตน 1 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําปราศจากอิ
ออนปริมาตร 200 มิลลิลิตร (ควรเตรียมสารละลายใหมกอนใชทกุครั้ง) 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของกรดโคจกิ เมื่อวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกดวยวิธีของ Bentley (1957) 
 

ความชนั = 0.7485 
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2. กราฟมาตรฐานน้าํตาลรีดิวซเมื่อวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวธิขีอง Bernfeld (1955) 
 
 

ความชนั = 0.4729 
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3. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส เมื่อวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตรกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

 
ความชนั = 0.0167 
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4. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลมอลโตสเมื่อวเิคราะหดวยเครื่องโครมาโตรกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

 
ความชนั = 0.0164 
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5. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลมอลโตไตรโอสเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง 
 โครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
 

ความชนั = 0.0166 
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6. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลมอลโตเตตระโอสเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง 
 โครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
 

ความชนั = 0.0165 
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7. กราฟมาตรฐานแปงมันสําปะหลังเมื่อวิเคราะหปริมาณแปงดวยวิธีของ Street & Close (1956) 
 
 

ความชนั = 0.9057 
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ภาคผนวก ง 
การคํานวณหาปริมาณสารที่สําคัญ 

 
1. การหาปริมาณคารบอนในแปงมันสาํปะหลังดวยเครื่องวิเคราะหธาตอุงคประกอบของ

สารอินทรีย (ใชบริการศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั) 
ผลการวิเคราะห 

ตัวอยาง % คารบอนโดยมวล % ไฮโดรเจนโดยมวล % ไนโตรเจนโดยมวล 
ซ้ําที ่1 38.426 6.123 0.105 
ซ้ําที ่2 38.626 6.312 0.092 

เฉลี่ย 38.526 6.218 0.099 
  
2. การคํานวณหาปริมาณกรดโคจิกในตัวอยางน้ําหมักเมื่อวิเคราะหดวยวิธีของ Bentley (1957) 

จากกราฟมาตรฐานของกรดโคจิก เมื่อวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกดวยวธิีของ Bentley 
(1957) (ภาคผนวก ค1) ใหคาความชนัเทากับ 0.7485 นาํที่ไดมาคาํนวณหาปริมาณกรดโคจิกใน  
ตัวอยางน้าํหมักที่ไดจากการเพาะเลีย้ง A. oryzae K-13 จากสูตร 
 
ปริมาณกรดโคจิก (กรัมตอลิตร) 
= คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร x คาการเจือจาง 
  คาความชนัจากกราฟมาตรฐาน 
 
3. การคํานวณหาปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆในตัวอยางน้ําหมักเมื่อวิเคราะหดวย 
 วิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลชนิดตางๆ เมื่อวเิคราะหปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆ ดวย
วิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู ซึ่งมีน้ําตาลนีสโตสเปนสารมาตรฐานภายใน 
(ภาคผนวก ค3-6) ใหคาความชันเทากับ 0.0167 0.0164 0.0166 และ 0.0165 ตามลําดับ นําที่
ไดมาคํานวณหาปริมาณน้าํตาลชนิดตางๆ ในตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเลีย้ง A. oryzae 
K-13 จากสูตร 
 
ปริมาณน้าํตาลชนิดตางๆ (กรัมตอลิตร) 
= อัตราสวนพื้นที่ใตกราฟของน้ําตาลชนิดนัน้ในน้ําหมักตอน้ําตาลนีสโตส x คาการเจอืจาง 

  คาความชนัจากกราฟมาตรฐานน้ําตาลชนิดนัน้ 
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