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Kojic acid Production from cassava starch by Aspergillus oryzae K-13 in shake-
flask under some varied conditions was studies. The results showed that by using the 
improved cultivation medium containing 150 g/l cassava starch, 0.5 g/l yeast extract and 
0.48 g/l ammonium sulfate (C:N ratio = 385:2) and initial pH at 6.0, the yield of kojic acid 
was 21.70 g/l within 17 days. By adding cassava starch hydrolysate solution as carbon 
source during cultivation, kojic acid yield could be increased. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

การผลิต (Production) ถือเปนหวัใจของเศรษฐกิจของทุกประเทศ ประเทศใดที่สราง
ผลผลิตไดมาก โดยใชปจจยัในการผลิตนอย ก็จะมีความเจริญกาวหนาเร็ว โดยที่การผลิตเปนการ
นําเอาปจจัยการผลิต ซึง่ไดแก คน เงนิ วัตถุดิบ ที่ดิน อาคาร สถานที ่เครื่องจักร อุปกรณตางๆ และ
เทคโนโลยี มาประกอบกนัเปนสนิคาและบริการโดยผานกระบวนการผลิตเพื่อกอใหเกิดผลผลติที่
จําเปนตอการดํารงชีวิต หรือเสริมความสขุ ความสะดวกสบายในชีวติประจําวนั  (สุรศักดิ์ นานานุ
กูล, 2525) โดยเฉพาะอยางยิ่งวัตถุดิบทีจ่ะใชมีความสาํคัญมาก เพราะถาสามารถใชวัตถุดิบทีม่ี
ราคาถูก หางาย เปนผลผลติทางการเกษตรภายในประเทศ จะเปนการลดตนทนุการผลิต สงเสรมิ
และสรางงานในประเทศ รวมทั้งยกระดับชีวิตเกษตรกรอีกดวย 

จุลินทรีย กเ็ปนปจจัยหนึ่งในการผลิต เนือ่งจากในปจจบุันพบวามีอุตสาหกรรมมากมาย
หลายประเภทที่มีการใชจุลินทรียเพื่อผลิตผลิตภัณฑโดยผานกระบวนการหมกั (Fermentation 
process) ซึง่ตองใชจุลินทรียที่มีสายพันธุดี ใหผลผลิตสูง สามารถใชวัตถุดิบราคาถูก และทนตอ
สภาวะในการผลิต ตัวอยางผลิตภัณฑทีม่ีประโยชน และผลิตโดยจุลนิทรียเปนปจจัยสําคัญที่รูจกั
กันทั่วไป เชน ยาปฏิชีวนะเพนิซิลิน เอนไซมอะมายเลส ผงชูรส น้ําสมสายช ูนมเปรี้ยว โยเกิรต และ
กรดซิทริก เปนตน 

กรดโคจิก (Kojic acid : C6H6O4) ก็เปนผลิตภัณฑจากจุลินทรียที่เปนกรดอินทรียชนิด
หนึง่ มชีื่อทางเคมีวา 5-ไฮดรอกซี-2-ไฮดรอกซีเมทธิล-แกมมาไพโรน (Bajpai et al., 1982) ซึ่ง
คนพบครั้งแรกวาผลิตจากสายใยของรา Aspergillus oryzae ที่เติบโตบนขาวนึง่ (Rice koji) โดย 
Saito (1907)    กรดชนิดนี้มีประโยชนอยางกวางขวาง เชน ในทางการแพทย กรดโคจิกชวยลด
ระดับของอนมุูลอิสระประเภทแอคทีฟออกซิเจนสปชีส (Reactive oxygen species, ROS) ซึ่งเปน
อันตรายตอเนือ้เยื่อในรางกาย และชวยเสริมระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Niwa and Akamastsu, 
1991) กรดโคจิกใชเปนสารปฏิชีวนะสามารถยับยั้งการเจริญหรือทําลายจุลนิทรียกอโรคพืช สัตว 
หรือคน เชน Alternaria solani ซึ่งกอโรคขอบใบไหม (Early blight) ในมะเขือเทศ (Kane and 
Morey, 1949) หรือ Bacillus anthracis กอโรคแอนแทรกซ (Anthrax) ในวัว หรือ Leptospira 
icterohemorrhagiae กอโรคฉี่หนู (Leptospirosis) ในคน (Morton et al., 1945)  อนุพนัธของ
กรดโคจิกบางชนิด เชน 5-เมทอกซ-ี2-ไฮดรอกซีเมทธิล-แกมมาไพโรน และ 5-เมทอกซี-2-เมทอกซี
เมทธิล-แกมมาไพโรน ใชเปนยาชาเฉพาะที่ (Bhat and Hadi, 1994)  นอกจากนี้ อะไซลอกซี-4-  
ไพโรน เปนอนุพนัธของกรดโคจิกที่ชวยลดโอกาสในการเกิดโรคภูมิแพ การอักเสบ และหลอดเลอืด
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หัวใจตีบตัน (Masateru and Shone, 1989)  ในอุตสาหกรรมผลิตเครื่องสําอางคใชกรดโคจิกเปน
สวนผสมในเครื่องสําอางคเพื่อทาํใหผวิขาวขึ้นโดยทั้งกรดโคจิกและอนพุันธของกรดจะยับยัง้การ
ทํางานของเอนไซมไธโรซิเนส ทาํใหการสรางเมลานนิลดลง (Cabanes et al., 1994; Takami      
et al., 1994)  ในอตุสาหกรรมผลิตสารเคมีใชกรดโคจิกเปนสวนประกอบในการสงัเคราะห        
พอลิเมอรคุณภาพดีเพื่อผลิตถังเก็บเชื้อเพลิง บอกักเกบ็น้ําขนาดใหญ ตูคอนเทนเนอร และวสัดุ
กอสราง (Crueger and Crueger, 1990) ในอุตสาหกรรมอาหารใชกรดโคจิกเปนสารตั้งตนในการ
ผลิตมอลทอล (Maltol) อัลโลมอลทอล (Allomaltol) และเอทธิลมอลทอล (Ethylmaltol) เพื่อใชปรุง
แตงกลิ่นรสอาหารและถนอมอาหาร (Bigelis and Tsai, 1995)  ดานการเกษตรมรีายงานวากรด
โคจิกและเอสเทอรของกรด ชวยเสริมฤทธิ์ยาฆาแมลงในกลุมไพรีทรอยดหรือคารบาเมต ทาํใหมี
ประสิทธิภาพสูงในการฆาแมลง (Dowd, 1988) จึงชวยลดปริมาณยาฆาแมลงที่ใชลงได 

การผลิตกรดโคจิก สามารถทําไดทัง้วธิกีารสังเคราะหทางเคม ี และวิธีการผลิตทาง       
ชีวภาพโดยการหมักดวยจุลินทรีย โดยการผลิตดวยวิธกีารสังเคราะหทางเคมีนัน้ตองใชสารตั้งตน
คือ น้ําตาลกลโูคส หรืออนพุนัธของกลโูคสเทานั้น (Maurer, 1930; Stacey and Turton, 1946) ซึ่ง
สารบางชนิดมรีาคาแพง และวิธีการผลิตยงัมีขั้นตอนมาก ทาํใหส้ินเปลืองสารเคมีในการสงัเคราะห
เปนปริมาณมาก ในขณะที่การผลติโดยวิธีการหมักดวยจุลินทรียเปนวธิีทีน่ิยมใชในปจจุบนั
เนื่องจากสามารถเลือกใชจลิุนทรียไดหลากหลายสายพนัธุ ซึ่งจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิกได 
เชน ราในสกุล Aspergillus   ราในสกุล Penicillium และแบคทีเรียบางชนิด (Bajpai et al., 1982) 
สําหรับจุลินทรียที่นยิมใชผลิตกรดโคจิกในเชิงพาณิชยคือ Aspergillus oryzae (Barbegaad      
et al., 1992)            โดยจุลินทรียเหลานีส้ามารถใชแหลงคารบอนที่เปนน้าํตาลไดหลายชนิด เชน       
น้ําตาลกลูโคส น้าํตาลซูโครส และน้าํตาลอื่นๆ (รพี โรจนอุไร, 2539; กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 
2542; อุษา สรรควัฒนา, 2543; Ohara, 1954; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; 
Ogawa et al., 1995)  นอกจากนี้ยงัผลติไดจากแหลงคารบอนอ่ืนทีไ่มใชน้ําตาล เชน เอทธานอล 
กรดกลูโคนิค แปงขาวโพด และแปงสาคู (Katagiri and Kitahara, 1930; Sakagushi et al., 
1948; Arntein and Bentley, 1953; Ohara, 1954; Rosfarizan et al., 1998a; Rosfarizan       
et al., 1998b) 

กลไกการสังเคราะหกรดโคจิกขึ้นอยูกบัชนิดของสารตั้งตนที่ใช แตมีวิถีหลกัของการ
สังเคราะหคือ การสังเคราะหมาจากน้ําตาลกลูโคสโดยตรงดวยปฏิกิริยาออกซเิดชนัและดีไฮเดรชัน 
(Arnstein and Bentley, 1953; Bajpai et al., 1982) ดังแสดงในรปูที่ 1 โดยไมมีการแตกวงของ
คารบอนในโมเลกุลของน้าํตาล และใชวถิีรองกับแหลงคารบอนใดๆก็ได โดยเปลี่ยนสารตั้งตนไป
เปนสารตัวกลางที่มีคารบอน 3 อะตอม เชน ไดไฮดรอกซีอะซีโตน กลีเซอรอลดีไฮด หลงัจากนั้น
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สารตัวกลาง 2 โมเลกุลจะรวมกนัในที่สุดไดเปนกรดโคจกิ (Arnstein and Bentley, 1953; Bajpai 
et al., 1982) 
 

 
รูปที่ 1 การสังเคราะหกรดโคจิกจากน้ําตาลกลูโคส (Bajpai et al., 1982) 

 
 

ในกรณีที่แหลงคารบอนเปนสารโมเลกุลซบัซอนจะมกีารยอยสลายกอน เชน แปง 
(Starch) ซึ่งเปนโพลีแซคคาไรด (Polysaccharide) ชนิดหนึ่งประกอบดวยอะมายโลส (Amylose) 
และอะมายโลเพคติน (Amylopectin)  โดยอะมายโลสประกอบดวยด-ีกลูโคสประมาณ 500 
โมเลกุลข้ึนไปเชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค  สวนอะมายโลเพคตินประกอบดวย 
ดี-กลูโคสตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค และมีแขนงทีป่ระกอบดวยกลูโคสประมาณ 
20-25 โมเลกลุมาตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-6) กลูโคซิดิค (Voet and Voet, 1995) 

กอนทีจ่ะมกีารผลิตกรดโคจิกจากแปงไดนัน้ ตองมกีารยอยแปงเพื่อเปลี่ยนใหเปนน้ําตาล
กลูโคสแลวจึงเขาสูวิถหีลักของการผลิตกรดโคจิกดังกลาวขางตน ซึง่อาจทาํไดหลายวิธี เชน ใชวิธี
ยอยดวยกรด (Acid hydrolysis) แตวิธีนีป้ฏิกิริยาการยอยคอนขางรนุแรง   หรือใชเอนไซมกลุม    
อะมายเลส (Amylase enzymes) เปนตัวเรงปฏิกิริยาในการยอยแปงภายใตภาวะที่เหมาะสม 
เนื่องจากใหปฏิกิริยาที่ไมรุนแรง มีความจําเพาะตอสารตั้งตนสูง (Substrate specificity) และ
วิธีการไมยุงยาก (วาสนา แสงพทิักษ, 2528)  และรา Aspergillus oryzae ก็สามารถผลิตเอนไซม
ชนิดนี้ได (Fogarty and Kelly, 1979) 

สําหรับการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลว  (Submerged culture)          ไมวาจะใชแหลง
คารบอนใดๆ มีความจาํเปนตองจัดภาวะใหเหมาะสมกับการใชแหลงคารบอนนั้นๆ ภาวะที่
จําเปนตองศึกษาไดแก ปริมาณของแหลงคารบอน โดยทั่วไปจะใชประมาณ 50-300 กรัมตอลิตร 
(Kwak and Rhee, 1992a)  เชน ความเขมขนของแปงขาวโพดและแปงสาคูที่ใชในการผลิตกรดโค
จิกโดยรา Aspergillus flavus มีคาเทากับ 75 และ 100 กรัมตอลิตร ตามลาํดับ (Rosfarizan et 
al., 1998a; Rosfarizan et al., 1998b)     ความเขมขนของน้ําตาลกลโูคสที่เหมาะสมตอการผลิต
กรด  โคจิกโดยรา Aspergillus oryzae หลายสายพนัธุมีคาเทากับ 100 กรัมตอลิตร (Kwak and 
Rhee, 1992a; Ogawa et al., 1995;  รพี โรจนอุไร, 2539; กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542) 
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แหลงไนโตรเจนใชไดทั้งสารประกอบอินทรียไนโตรเจน เชน สารสกัดจากยีสต หรือ เปปโตน 
(Bajpai    et al., 1982;  รพี โรจนอุไร, 2539) และสารประกอบอนินทรียไนโตรเจน เชน 
แอมโมเนยีมซลัเฟต (Kwak and Rhee, 1992b;  รพี โรจนอุไร, 2539) หรือ แอมโมเนียมไนเตรต 
(May et al., 1931; กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542) โดยใช 0.5-2.0 กรัมตอลิตร หรือใชรวมกนั
เชน การผลิตกรด   โคจิกโดย Aspergillus oryzae ใชสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรรวมกับ
แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.75 กรัมตอลิตร (Kwak and Rhee, 1992b) สําหรับคาความเปนกรดดาง
ของอาหารเลีย้งเชื้อ Katagiri และ Kitahara (1933) รายงานวา คาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสม
ตอการเจริญของรา Aspergillus oryzae คือ 5.0 แตคาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการผลิต
กรดโคจิกคือ 2.4 สําหรับ Aspergillus flavus คาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลติ
กรดโคจิกจากแปงสาคูมีคาเทากับ 3.0 (Rosfarizan et al., 1998b) อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae อยูในชวง 29-31 องศาเซลเซียส (Katagiri and 
Kitahara, 1933) โดยจากรายงานการทดลองหลายรายงานพบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 30 
องศาเซลเซยีส (May     et al., 1931; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; Ogawa et 
al., 1995) โดยการศึกษาดังกลาวขางตนทาํเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดโคจิก ลดระยะเวลาในการผลิต 
สามารถควบคุมปจจัยตางๆในการผลิต และชวยลดตนทุนการผลิตได นอกจากนี้การเลือกใช
วัตถุดิบที่มีราคาถูกและหางายในทองถิ่น เชน แปงสาคใูนมาเลเซีย (Rosfarizan et al., 1998a)  
หรือน้ําตาลทรายในไทย (รพี   โรจนอุไร, 2539) รวมทัง้การเติมสารอาหารในระหวางการผลิต ซึง่มี
รายงานวาเมือ่เติมน้ําตาลกลูโคสลงไปในระหวางการผลิตกรดโคจิกเมื่อปริมาณน้าํตาลกลูโคสใกล
หมด ทําใหไดผลผลิตกรดเพิ่มข้ึน (Ariff et al., 1996; Ogawa et al., 1995; ชมจิต ทาวธงไชย, 
2544) 

สําหรับวัตถุดิบที่จะใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกทีน่าสนใจ มีราคาถกู หา
ไดงาย มีปริมาณเพยีงพอตอความตองการในการผลิต และเปนผลผลติทางการเกษตร
ภายในประเทศไทย ไดแก น้ําตาลทรายและแปงมนัสําปะหลัง โดยมงีานวิจยัหลายชิ้นที่ใชน้ําตาล
ทรายเพื่อการผลิตกรดโคจิก (Katagiri and Kitahara, 1930; May et al., 1931; Ohara, 1954; 
Bajpai et al., 1982; Ogawa et al., 1995) รวมทัง้จากรา A. oryzae K-13 ซึ่งเปนสายพนัธุจุลินท
รียที่ใชในงานวิจัยนี้ ทัง้ในระดับขวดเขยาโดย รพี โรจนอุไร (2539) และในระดับถังหมักขนาด 2 
ลิตรโดย อุษา สรรควัฒนา (2543)  ในขณะที่แปงมนัสาํปะหลงั (Cassava starch) เปนผลผลิต
ทาง         อุตสาหกรรมจากวัตถุดิบทางการเกษตร คือ มันสําปะหลัง ซึ่งเปนพืชเขตรอนที่สามารถ
ทนความแหงแลงไดดี ปลูกไดในดินที่ดอยคุณภาพ สําหรับประเทศไทย มนัสําปะหลังจัดเปนพืช
เศรษฐกิจที่สาํคัญชนิดหนึง่ ปลูกมากทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ผลผลิตของมันสาํปะหลัง
สวนมากจะนาํมาใชเปนอาหารของมนุษยและสัตว และใชในอุตสาหกรรมบางประเภทเชน กาว, 
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วุนเสน, แปงมนั, กระดาษ เปนตน บางสวนสงขายไปยังตางประเทศในรูปของมนัเสน, แปงมัน, มัน
อัดเม็ด แตกระนั้นก็ตามยังปรากฏวามีเหลืออยูในประเทศปละมากๆ (วาสนา แสงพทิักษ, 2528)  
อีกทั้งราคาถกูมาก และยงัไมเคยมีรายงานวามกีารใชเพื่อผลิตกรดโคจิกมากอน ตลอดจนการ
ทดลองเบื้องตนพบวา Aspergillus oryzae K-13  สามารถยอยแปงมันสาํปะหลังไดดี ดังนัน้
งานวิจยันี้จงึมุงที่จะผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสําปะหลงัโดยการเพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae 
K-13 ในอาหารเหลวระดบัขวดเขยาเพือ่ศึกษาหาภาวะและวธิีการผลิตที่เหมาะสมตอการใชแปง
มันสําปะหลงัเปนแหลงคารบอน ซึ่งเปนการเพิ่มมลูคาผลิตภัณฑดวยวิธีการแปรรูปไปเปน
ผลิตภัณฑอ่ืนที่มีราคาสงูขึ้น โดยใชเทคโนโลยีและคาใชจายไมสูงจนเกินไป 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อศึกษาภาวะและวิธีการผลิตใหเหมาะสมสําหรับการใชแปงมันสาํปะหลังเปนวัตถดุิบ
ในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 ในอาหารเหลว 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

1. ศึกษาเบื้องตนเพื่อใชแปงมนัสําปะหลงัเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดโคจิกโดย 
Aspergillus oryzae K-13 

2. หาความเปนกรดดางที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตกรดโคจิกจาก
แปงมันสาํปะหลัง 

3. หาความเขมขนที่เหมาะสมของแปงมันสาํปะหลังตอการผลิตกรดโคจิก 
4. ปรับปรุงการผลิตโดยการเตมิแหลงคารบอน และ/หรือ สารอาหารอื่นในระหวาง

การผลิตกรดโคจิก 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

สามารถศึกษาหาภาวะการผลิตและวิธีการผลิตใหเหมาะตอการใชแปงมันสาํปะหลงัซึ่ง
เปนวัตถุดิบราคาถูกในการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวโดย Aspergillus oryzae K-13 ซึ่งมีผลให
ตนทนุการผลติลดลง และสามารถเพิ่มมลูคาของวัตถุดบิราคาถูกจากการเกษตรที่มจีํานวนมากใน
ประเทศ 
 



บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
แนวคิดและทฤษฎ ี

กรดโคจิกเปนกรดอินทรียชนิดหนึ่งที่มีองคประกอบหลกัเปนวงแกมมาไพโรน มีสูตรทาง
เคมีคือ C6H6O4 (Arnstein and Bentley, 1953) มีชื่อทางเคมวีา 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-γ-
pyrone (Bajpai et al., 1982) ดังแสดงในรูปที่ 2 

กรดโคจิกเปนผลผลิตในกระบวนการหมักที่มีการเติมอากาศจากแหลงวัตถุดิบที่เปน
คารโบไฮเดรตโดยจุลินทรียหลายชนิด (Beelik, 1956) ซึ่งในปจจุบนัมีการผลิตในทางการคาโดย
การหมกัดวยรา (Prescott and Dunn, 1959) 

มีการคนพบกรดโคจิกเปนครั้งแรกจากสายใยของรา Aspergillus oryzae ที่เติบโตบน
ขาวนึง่โดย Saito (1907) ซึ่งเขาสามารถแยกผลึกกรดชนิดหนึ่งออกมาได และยังจาํแนกกรดนี้ไวใน
กลุมกรดเบตารีโซซิลคารบอกซิลิก ตอมา Yabuta (1913) นักชีวเคมีชาวญี่ปุน ไดศึกษาจนทราบถึง
โครงสรางทั้งหมดของกรดนี้เปนผลสําเร็จ และตั้งชื่อกรดนี้วา “กรดโคจิก” ในป ค.ศ. 1924 

 
รูปที่ 2 โครงสรางของกรดโคจิก 

(Bajpai et al, 1982) 

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

ผลึกกรดโคจิก เปนผลกึใสไมมีสีรูปเข็มปลายแหลมทัง้ดานหวัและทาย (Primatic 
needle) (Yabuta, 1913; Traetta-Mosca, 1914) ละลายไดดีในน้ํา เอทธานอล และอะซีโตน โดย
เมื่ออุณหภูมิสงูขึ้น การละลายของกรดโคจิกก็จะดีข้ึนดวย เชน ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส กรด
โคจิกจะมีคาการละลายเทากับ 2.8 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร และทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 
กรดโคจิกจะมคีาการละลายเพิ่มข้ึนเปน 6.8 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร  กรดโคจิกนัน้สามารถ
ละลายไดเล็กนอยในอีเธอร เอทธิลอะซิเตต คลอโรฟอรม 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) ไดสูงสุดที่ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร (Stacey and Turton, 1946) 
 
2. สมบัติทางเคมี 

มวลโมเลกุลของกรดโคจิกคอื 142.11 โดยในกรด 1 โมเลกุลประกอบดวย ธาตุคารบอน 
50.71 เปอรเซ็นต ธาตุออกซิเจน 45.03 เปอรเซ็นต และธาตุไฮโดรเจน 4.26 เปอรเซ็นต 
(Challenger et al., 1931) จากโครงสรางของกรดที่เปนวงแกมมาไพโรน และมหีมูเกาะที่ตําแหนง
ตางๆ ซึง่มีผลตอสมบัติทางเคมีของกรดโคจิกเปนสาํคัญ ดังนี ้
หมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group, -OH) ตรงคารบอนตําแหนงที่ 5 ของวงแกมมาไพโรน (รูปที่ 2) 
สามารถแตกตัวใหไฮโดรเจนอิออน (H+) โดยมีคาการแตกตัวของกรด (pKa) เทากับ 7.90 - 8.03 
(Beelik, 1956) ทําใหโมเลกุลมีสมบัติเปนกรดออน (Weak acid) และถูกแทนที่ดวยอิออนของ
โลหะชนิดตางๆ กลายเปนเกลือของกรดดังกลาว ซึ่งโลหะที่สามารถทําปฏิกิริยากับกรดนี้ไดแก 
โซเดียม แบริลเรียม แคลเซียม โคบอลท คอปเปอร นิกเกิล เหล็ก แมงกานีส แคดเมียม สังกะสี และ 
อลูมิเนียม (Na, Ba, Ca, Co, Cu, Ni, Fe, Mn, Cd, Zn, and Al) เปนตน (Yabuta, 1923; Maurer, 
1930; Bryant and Fernelius, 1954) และยังใชกรดนี้ในการเตรียมอนุพันธของสารประกอบไฮดร
อกซีในรูปของอีเธอร (ether, R-O-R) และ เอสเทอร (ester, R-COO-R) 
หมูคารบอนิล (Carbonyl group, C=O) โดยปกติมักไมทําปฏิกิริยา แตสามารถเกิดปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมไซยาไนด (KCN) ทําใหกรดโคจิกอยูในรูปของเหลว (Bajpai et al., 1982) 
ตําแหนงพันธะคูระหวางคารบอน สามารถเกิดปฏิกิริยาการเติมไอโอดีนหรือโบรมีนเขาไป 
เพื่อใหไดอนุพันธที่มีสมบัติแตกตางออกไป (Bajpai et al., 1982) 
คารบอนตําแหนงที่วาง คือตําแหนงที่ 3 และ 6 โดยเฉพาะคารบอนตําแหนงที่ 6 จะไวตอ
ปฏิกิริยา และทําใหเกิดอนุพันธไดมากกวาคารบอนตําแหนงที่ 3 เนื่องจากคารบอนตรงตําแหนงที่ 
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3 นั้นมีหมูคารบอนิลของคารบอนตําแหนงที่ 4 และหมูไฮดรอกซีเมทธิล (Hydroxymethyl group,  
-CH2OH) ของคารบอนตําแหนงที่ 2 เปนตัวกีดขวางการเขาทําปฏิกิริยาของสารอื่น 
 
3. สมบัติทางชีวภาพ 

มีผลยับยัง้การเจริญ และ/หรือ ทําลายจลุินทรียทั่วไป และจุลินทรียกอโรคได (Oxford, 
1942; Foster and Karow, 1945; Morton et al., 1945) นอกจากนี ้Bajpai และคณะ (1982) ยงั
รายงานวากรดโคจิกในปริมาณมากเปนพษิตอหัวใจ (Cardiotoxic) มนุษย แตถาใชในปริมาณที่
พอเหมาะก็จะชวยบํารุงหวัใจ (Cardiotonic) ได 
 
ประโยชนของกรดโคจิกและอนุพันธของกรด 
1. ทางการแพทย 

1.1 ลดอาการของโรคที่เกิดจากการมีอนุมลูอิสระมากเกินไป 
เนื่องจากกรดโคจิกสามารถลดระดับของแอคทีฟออกซิเจนสปชีสที่รางกายสรางออกมา

ซึ่งเปนอนัตรายตอเนื้อเยื่อในรางกาย อันไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) อนุมูลอิสระของ 
ซุปเปอรออกไซด (O2

-)  และอนุมูลอิสระของไฮดรอกไซด (OH-)  ไปอยูในรูปที่ไมใชอนุมูลอิสระ     
จึงเปนการลดปริมาณอนุมูลอิสระไมใหมากจนถงึขีดอันตรายตอเนื้อเยื่อในรางกาย (Niwa and 
Akamatsu, 1991) 

1.2 ใชเปนยาปฏชิีวนะ (Antibiotics) 
มีการศึกษาถงึสมบัติการเปนสารสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจรญิและ/หรือ 

ทําลายจุลนิทรียโดยทัว่ไป และจุลินทรียกอโรคไดมากมาย (Oxford, 1942; Foster and Karow, 
1945; Jennings and Williams, 1945; Morton et al., 1945; Kavanagh, 1947; Lee et al., 
1950) ดังตัวอยางที่แสดงในตารางที่ 1 เนือ่งจากกรดโคจิกมีความเปนพิษตํ่า และมีความปลอดภยั
ในการใชกับมนุษยและสัตว นอกจากนี้อนุพนัธของกรดโคจิกหลายชนิดก็มีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะ
ไดดี เชน กรดฟนิลเมอควิรีโคจิก กรดพาราไฮดรอกซีฟนิลเมอคิวรีโคจิก และเกลือของกรดไดแก 
เกลือไอโอไดด เกลือโบรไมด และเกลือคลอไรด (Nishimura et al., 1994) 

1.3 ชวยสงเสริมระบบภูมิคุมกันของรางกายของมนุษยและสัตว 
โดยกรดโคจิกจะชวยใหเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟลล (Neutrophills)  มีการสะสม

ของแคลเซียมอิออน (Ca++) เพิ่มข้ึน ทาํใหมปีระสิทธิภาพในการทํางานดีข้ึน (Niwa and 
Akamastsu, 1991) 
 
 
 



 9

ตารางที่ 1 ตัวอยางจุลินทรียและความเขมขนของกรดโคจิกที่สามารถยับยั้งจุลินทรียนัน้ 
 ไดสมบูรณ (Morton et al., 1945) 

 
จุลินทรีย 

ความเขมขนของกรดโคจิกทีย่ับยั้งจุลินทรีย 
ไดสมบูรณ 

(น้ําหนกักรดตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
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 : คาที่แสดงในตารางนี้เปนเพียงคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของกรด    โค
จิกเทานั้น ซึ่งมิไดระบุอยางชัดเจนวาเปน Bactericidal หรือ Bacteriostatic 
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1.4 ใชเปนยาชาเฉพาะที่ (Local anaesthetic) 
โดยใชอนุพนัธของกรดโคจิกบางชนิด เชน 5-เมทธอกซ-ี2-ไฮดรอกซีเมทธิล-แกมมา     ไพ

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

1.5 ลดโอกาสในการเกิดโรคไขขออักเสบและการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง 
เนื่องจากอนุพนัธของกรดโคจิกพวกอะไซลอกซี-4-ไพโรน สามารถยับยั้งการทาํงานของ

เอนไซมนวิโทรฟลลอีลาสเทส (Neutrophills elastase) ในรางกายมนุษย ซึง่เอนไซมนีท้ําหนาที่
กระตุนการสรางสารที่เปนปจจัยในการกอโรคไขขออักเสบ (Rheumatoid arthritis) และทําใหเกดิ
การแพรกระจายของเซลลมะเร็งในรางกาย (Masateru and Shone, 1989) จึงทําใหโอกาสในการ
เกิดโรคไขขออักเสบ และการแพรกระจายของเซลลมะเรง็ลดลง 

1.6 ใชแทนฮอรโมนอินซูลินเพื่อรักษาโรคความดันโลหติสูง โรคเบาหวาน และ
โรคอวน 

โดย Caravan และคณะ (1995) ไดรายงานวากรดโคจิกและมอลทอลสามารถใชเปน    
ลิแกนด (Ligand) ที่จะไปติดกับสารในกลุมออกโซวานาเดียมคีเลต (Oxovanadium IV chelates) 
เพื่อใชแทนฮอรโมนอินซูลินได 
 
2. อุตสาหกรรมผลิตเครื่องสาํอางค 

มีการพบวาทัง้กรดโคจิกและอนุพนัธของกรดหลายชนิด เชน กรดฟอสฟาติดิลโคจิก กรด 
1,2-ไดปามิโตอิล-3-เอสเอ็น-ฟอสฟาติดิลโคจิก กรดโคจิก-5-ออโธ-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด 
และกรดโคจิก-7-ออโธ-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด นาํไปใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอางคเพื่อทํา
ใหผิวขาวนวล (Cabanes et al., 1994; Takami et al., 1994) เนื่องจากเปนสารที่ยับยั้ง
กระบวนการสรางเม็ดสีเมลานินโดยการยบัยั้งเปนไปอยางชาๆ (Slow-binding inhibitor) โดยจะ
ไปแยงจับกับเอนไซมไธโรซิเนส (Tyrosinase)  ซึ่งเปนตัวเรงปฏิกิริยาคาทีโคเลส (Catecholase 
activity) แบบแขงขันแทนที่เอนไซมจะจับกับแอลโดปา (L-dopa)   เพือ่เปลี่ยนไปเปนออโธโดปาควิ
โนน (O-dopaquinone) ซึ่งเปนขัน้ตอนหนึง่ของขบวนการสรางเมด็สีเมลานนิ (รูปที่ 3) เนื่องจาก
กรดโคจิกและอนุพนัธมีลักษณะโครงสรางคลายกับแอลโดปา ผลก็คือมีการสรางเมลานินใน
รางกายลดลงจนไมเกิดการสรางเมลานนิเมื่อใชอยางตอเนื่อง จงึทาํใหผิวขาวนวลขึน้ นอกจากนีย้ัง
มีการผสมกรดโคจิกลงในผลิตภัณฑที่ตองการความหอม เพื่อกาํจัดกลิ่นที่ไมพงึประสงคออกไป 
เชน น้ําหอม โคโลญจ แปง แชมพู เทียนหอม โลชนั อีกดวย (Bigelis and Tsai, 1995) 
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รูปที่ 3 กระบวนการสรางเมลานนิ 

(Wilson, 1981) 
 
3. ดานการเกษตร 

กรดโคจิกนัน้ยงัใชในการตอตานโรคพืชจากเชื้อรา (Fungal diseases of plants) หลาย
ชนิดโดยอยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนของกรดโคจิกกับโลหะหนักที่มีอิเล็คทรอนวงนอกเปน
สอง (Bivalent heavy metals) เชน Cu2+, Hg2+, Cd2+, Pd2+ และ Sn2+ (Kane and Morey, 1949) 
นอกจากนีก้รดโคจิกยังสามารถกระตุนการทํางานของยาฆาแมลงในกลุมที่มนีิโคติน (Nicotine 
insecticides) เปนองคประกอบ ที่ใชตอตานหนอนฟก (Diaphania hyalinata L.)  และหนอน
กระทู (Prodenia eriania Cram.) (Mayer et al., 1947) 

อนุพนัธกรดอะมิโนและเปปไทด (Peptide) ของกรดโคจิก เชน คารโบเบนซอกซี-         
อะลานนี-โคเจต คารโบเบนซอกซ-ีลูซีน-อะลานนี-โคเจต และคารโบเบนซอกซ-ีฟนิลอะลานนี-   
ไกลซีน-โคเจต สามารถออกฤทธิย์ับยัง้การเจริญของเชื้อราที่กอโรคพชื เชน Pythium graminicola,  
Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani  ซึ่งกอโรคตนออนไหม (Seeding blight) โรค
เหี่ยวจากฟูซาเรียม (Fusarium wilt) และใบไหม (Sheath blight) ตามลําดับ (Kayahara et al., 
1990) และมีรายงานวากรดโคจิกและอนุพนัธเอสเทอรของกรดเมื่อใชรวมกับยาฆาแมลงในกลุม
ไพรีทรอยด หรือคารบาเมต จะทําใหไดสารประกอบทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการฆาแมลง (Dowd, 

Administrator
Rectangle

Administrator
Rectangle
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1990) ทําใหสามารถลดปรมิาณการใชสารฆาแมลงทัง้สองกลุมลงได โดยยงัคงประสิทธิภาพเทา
เดิม ทําใหพบสารฆาแมลงตกคางในธรรมชาตินอยลง สําหรับกรดโคจิกนัน้สามารถสลายไดใน
ธรรมชาติ 
 
4. ทางอุตสาหกรรมอาหาร 

ใชกรดโคจิกเปนสารตั้งตนในการผลิตมอลทอล เอทธิลมอลทอล และอัลโลมอลทอล ซึ่ง
เปนสารที่จะพบอยูในอาหารและเครื่องดื่มหลายชนิด เชน ลกูกวาดกลิน่ผลไม ไวน เหลา เบียร   น้ํา
ผลไม ไอศกรีม เปนตน เนือ่งจากเปนสารที่ใชในการปรุงแตงกลิ่นรสอาหารใหดีข้ึน และสามารถใช
แทนน้ําตาลได 5–15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก โดยไมสูญเสียความหวาน (Bigelis and Tsai, 1995) 
นอกจากนีย้ังใชกรดโคจิกเปนสารทีช่วยปองกันสเีเปลี่ยนระหวางการหมักแปงในอาหารประเภท
แปงและเสนกวยเตี๋ยว รวมทั้งใชในการถนอมอาหารประเภทอาหารทะเลแชแข็งดวย (Yabuta, 
1923; Kwak & Rhee, 1992) 
 
5. ทางอุตสาหกรรมเคม ี

ในอุตสาหกรรมเคมีใชกรดโคจิกเปนสารตั้งตนในการสงัเคราะหเปนสารอื่นที่จะนําไปใช
ประโยชนในดานตางๆ ทีก่ลาวมาแลว นอกจากนัน้ยังใชในอุตสาหกรรมผลิตพลาสตกิ โดยใชเปน
สวนประกอบในการสงัเคราะหพอลิเมอร เพื่อผลิตถังเกบ็เชื้อเพลงิ บอกักเก็บน้ําขนาดใหญ ตูคอน
เทนเนอร และวัสดุกอสราง นอกจากนัน้ยังใชในอุตสาหกรรมผลิตพลาสติก โดยกรดโคจิกจะทาํให
พลาสติกมีความยืดหยุนด ี (Crueger and Crueger, 1990) และยังใชเปนสวนผสมในสียอมของ
บริษัท Wako Pure Chemical Industry Ltd. (Kouno and Suzuki, 1994) 
 
สิทธิบัตรที่เกีย่วของกับกรดโคจิกและอนุพันธของกรด 

กรดโคจิกและอนุพนัธของกรดนั้นมีประโยชนมากมายหลากหลายประการดังที่ไดกลาว
มาแลว จงึมีผูที่สนใจและทาํการวจิัยเกีย่วกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด ซึง่ไดมีการขึ้นทะเบยีน
สิทธิบัตรไว ดงัแสดงในตารางที ่2 
 
ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร สิทธิบัตรเร่ือง 

US 4278656 Nagai and Izumi (1981) Cosmetic composition containing kojic 
acid ester 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด (ตอ) 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร 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 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด (ตอ) 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร 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 ตัวอยางสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพนัธของกรด (ตอ) 
หมายเลขสิทธบิัตร ผูจดสิทธิบัตร 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 

การผลิตกรดโคจิกสามารถทําไดทัง้วิธกีารสังเคราะหทางเคม ี และวธิีการผลิตทาง       
ชีวภาพ ซึง่เปนวิธกีารผลติที่นิยมใชในปจจุบันโดยการหมักดวยจลิุนทรีย เนือ่งจากสามารถใช       
จุลินทรียไดหลากหลายสายพันธุในการผลิต และอีกทัง้มีจุลินทรียหลายสายพนัธุทีส่ามารถใชแหลง
คารบอนไดหลากหลายชนดิ ซึ่งบางชนิดมีราคาถูก ทําใหเหมาะสมแกการขยายการผลิตไปสูระดับ
อุตสาหกรรม ในขณะที่การผลิตโดยวิธีการสังเคราะหทางเคมนีั้นตองใชสารตั้งตนคอื กลูโคส หรือ
อนุพนัธของกลูโคสเทานั้น ซึ่งบางชนดิมีราคาแพง ตลอดจนขั้นตอนการผลิตก็ยุงยากซบัซอน 
(Maurer, 1930; Stacey & Turton, 1946) 
 
 
 



 16

กระบวนการชีวสงัเคราะหของกรดโคจิก 
ในปค.ศ. 1923 Yabuta ทราบถึงโครงสรางของกรดโคจกิเปนครั้งแรก และพบวาสามารถ

ผลิตไดโดยจุลินทรีย หลังจากนั้นเปนตนมาจงึมกีารศกึษาเพื่อทีจ่ะทราบถงึกลไกในกระบวนการ       
ชีวสังเคราะหของกรดโคจิก แตเนื่องจากจุลินทรียมีความสามารถในการใชวัตถุดบิต้ังตนไดหลาย
ชนิดในการผลติกรดโคจิก ดังนัน้กระบวนการชีวสงัเคราะหกรดโคจิกจงึมีหลายวิธี ซึง่สรุปไดดังนี ้
 
1. วิถีหลักของการผลิตกรดโคจิก คือ การเปลี่ยนมาจากน้ําตาลกลูโคสโดยตรงดวยปฏิกิริยาการ

ดึงไฮโดรเจน (Dehydrogenation) ปฏิกิริยารีดักชัน (Reduction) และปฏิกิริยาการดึงน้ําออก 
(Dehydration) ซึ่งไมมีการแตกวงของสายคารบอนในโมเลกุลของกลูโคส ดังแสดงในรูปที่ 4 

 

 
รูปที่ 4 แบบแผนการผลิตกรดโคจิกจากน้ําตาลกลูโคสโดยตรง 

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

 
2. วิถีรองของการผลติกรดโคจิก คือ เกิดจากสารตัวกลางที่ประกอบดวยคารบอน 3 อะตอม อัน

ไดแก ไดไฮดรอกซีอะซีโตน กลีเซอรอลดีไฮด และ กลีเซอริกไดอัลดีไฮด โดยมีเอนไซมที่สําคัญ
คือ แอลโดเลส (Aldolase) ที่เรงปฏิกิริยาการผลิตกลีเซอรอลดีไฮด และไดไฮดรอกซีอะซีโตน 
กับไตรโอสฟอสเฟตไอโซเมอเรส (Triose phosphate isomerase) ที่ทําหนาที่ควบคุมปริมาณ
ของสารตัวกลางทั้งสองชนิดใหมีความสมดุลย โดยที่ภาวะสมดุลยจะมีปริมาณไดไฮดรอกซี 
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อะซีโตนถึง 95 เปอรเซ็นต และกลีเซอรอลดีไฮดเพียง 5 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นไดไฮดรอกซีอะ
ซีโตนก็จะรวมตัวกันกลายเปนกรดโคจิก ดังรูปที่ 5 

 

 
รูปที่ 5 แบบแผนแสดงการเกิดกรดโคจิกจากไดไฮดรอกซีอะซีโตน 

(อางถงึใน Presscott and Dunn, 1959) 
 
3. กรณีที่ผลิตกรดโคจิกจากแหลงคารบอนโมเลกุลขนาดใหญ เชน น้ําตาลซูโครส หรือแปง       จุ

ลินทรียจะตองยอยแหลงคารบอนนั้นๆ กอน เพื่อใหไดเปนน้ําตาลกลูโคส แลวจึงเขาสู
กระบวนการชีวสังเคราะหกรดโคจิกตามวิถีหลักตอไป 

4. กรณีที่ผลิตกรดโคจิกจากแหลงคารบอนโมเลกุลขนาดเล็ก จุลินทรียจะใชแหลงคารบอนนั้นๆ 
ผานวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก เพื่อผลิตสารตัวกลางที่ประกอบดวยคารบอน 3 อะตอม 
หลังจากนั้นสารตัวกลางที่เกิดขึ้นก็จะรวมตัวกันกลายเปนกรดโคจิก 

 
ปจจัยในการผลิตกรดโคจกิ 
1. วิธีการเพาะเลี้ยง  

วิธีการเพาะเลีย้งจุลนิทรียในกระบวนการหมักเพื่อการผลติมีดวยกนั 3 วิธีดังนี ้
1.1 การเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง (Solid state culture) 
เปนการเพาะเลี้ยงที่ใชวัตถุดบิจากธรรมชาติพวกธัญพืช เชน ฟางขาว หญา หรืออาจเปน

ผลิตภัณฑที่ไดมาจากสัตวหรือพืชที่มีปริมาณคารโบไฮเดรต และ/หรือ โปรตีนสูง โดยตองมีการ
ปรับสภาพวัตถุดิบเสียกอน เชน การเติมน้ําเพื่อปรับใหมีปริมาณความชืน้ที่เหมาะสม ซึง่จะ
เพียงพอตอการเติบโต และมีเมตาบอลิซมึของจุลินทรยีเทานัน้ แตวิธีการเพาะเลีย้งนี ้ จะควบคุม
ปจจัยอื่นๆ เชน อุณหภูมิ และคาความเปนกรดดางไดยาก ตองใชพืน้ที่มาก และเกบ็เกี่ยวผลผลิต
ไดลําบาก (Saito, 1907; Yabuta, 1913) 
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1.2 การเพาะเลี้ยงบนผิวหนาอาหารเหลว (Liquid surface culture) 
วิธีการจะคลายการเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง แตเปลี่ยนจากอาหารแข็งเปนอาหารเหลว 

โดยใหจุลนิทรยีเจริญเติบโตบนผิวหนาของอาหารเหลว ซึ่งตองไมมกีารกวน จงึทาํใหมีปริมาณของ
ออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อนอย ดงันัน้จาํเปนตองอาศยัพื้นที่ผวิมากพอในการหมกัแตไมควรมาก
เกินไป ตองมีปจจัยเสริมเพื่อชวยในการเติบโต และมีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่
เหมาะสมจงึจะชวยสงเสริมการผลิตใหสูงขึ้น สําหรับวิธีการนี้มีขอไดเปรียบที่ดีกวาการเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ง คือ สามารถปรับเปลี่ยนสภาพของอาหารไดงายกวา เชน การเติมสารอาหาร
เพิ่มเติมลงไป หรือการควบคมุคาความเปนกรดดางตั้งตน เปนตน แยกผลผลิตออกจากจุลินทรียได
งาย (กนิษฐา ภูวนาถนรานบุาล, 2542; ชมจิต ทาวธงไชย, 2544; May et al., 1931; Katagiri and 
Kitahara, 1933; Basappa et al., 1970; Ogawa et al., 1995) 

1.3 การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (Submerged culture) 
เปนการเพาะเลี้ยงที่ใหจุลนิทรียเติบโตอยูภายในอาหารเหลวเพื่อใหจลุินทรียผลิตสารที่

ตองการ โดยเพาะเลีย้งในขวดปากแคบทีม่ีการใหอากาศดวยการเขยา ซึง่เรียกวา Shaking flask 
culture technique ซึ่งเปนจุดเริ่มตนกอนทีจ่ะขยายไปจนถงึการใชถังหมักขนาดใหญที่สามารถ
ควบคุมการใหอากาศและการกวนตอไป ทั้งยังเปนการทําใหจุลินทรียไดสมัผัสกับอาหารอยู
ตลอดเวลา ทําใหไดผลผลิตสูง โดยวิธกีารนี้จะแกไขขอจํากัดตางๆ ของการเพาะเลี้ยงวธิีอ่ืนๆ 
ขางตนได แตตองสิ้นเปลอืงคาใชจายในการเขยา หรือการใหอากาศและการกวน ตลอดจน
เครื่องมือและเทคโนโลยีที่สูงขึ้น (รพี โรจนอุไร, 2539; อุษา สรรควฒันา, 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 

การผลิตกรดโคจิกดวยจุลนิทรียนัน้ มจีุลนิทรียใหเลือกใชไดหลายสายพันธุ โดยเฉพาะรา
ในตระกลู Aspergillus ดังแสดงในตารางที่ 3  
 
ตารางที่ 3 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิก 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Aspergillus candidus Yabuta, 1913; Tamiya and Hida, 1930 
A. effusus Birkinshaw et al., 1931; Jennings and William, 1945 
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ตารางที่ 3 ตัวอยางจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิก (ตอ) 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

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 
กลุม acetic acid bacilli Takahashi and Asai, 1933 
Gluconoacetobacter 
opacus var. mobilis 

Sakagushi et al., 1948 

G. roseus Ikeda, 1954 
 

ในระดับอุตสาหกรรมนัน้ จะทําการผลิตกรดโคจิกโดยการหมักดวยเชื้อราซึ่งจาํเปนตองมี
การคัดเลือกสายพนัธุของจลิุนทรียใหมีสมบัติเหมาะสมที่จะนํามาใชในการผลิต เนื่องจากจุลินทรีย
แตละสายพนัธุมีความสามารถในการใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และสารประกอบอื่นๆ ที่
แตกตางกนั มสีมบัติ ทนตอสภาวะการผลิต หรือความตองการปจจยัในการเติบโตและในการผลิต
ที่ตางกันอกีดวย โดยตองมีความสามารถในการผลิตกรดโคจิกสูง ใหผลผลิตสม่ําเสมอ ไมกลาย
พันธุงาย เจริญเติบโตและใหผลผลิตเร็ว ทนสภาพการเลี้ยงไดกวาง และไมผลิตสารพิษออกมาดวย 
ซึ่งราที่นิยมใช ไดแก Aspergillus oryzae (Kwak and Rhee, 1992b; Ogawa, 1995) 
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3. แหลงคารบอน 
การเริ่มตนศึกษาถงึการผลิตกรดโคจิกนัน้ แหลงของคารบอนที่ใชศึกษาในขณะนั้นเปน

ขาวและธัญญพืชอ่ืนๆ แตในการศึกษาทาํไดคอนลําบาก เนื่องจากมีปญหาในการแยกสกัดกรด  
โคจิกบริสุทธิ์ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ (Saito, 1907; Yabuta, 1913) ตอมาเมื่อพบวาจุลินทรีย
สามารถเจริญบนผิวหนาอาหารเหลวที่มีองคประกอบของคารโบไฮเดรตไดหลากหลายชนิด 
โดยเฉพาะการผลิตกรดโคจิกจากสารประกอบที่ประกอบดวยคารบอน 2-7 อะตอมตอโมเลกุล 
(Beelik, 1956)  ตัวอยางแหลงคารบอนที่ใชผลิตกรดโคจิก แสดงในตารางที ่4 
 
ตารางที่ 4 ตัวอยางแหลงคารบอนที่สามารถใชผลิตกรดโคจิก 

แหลงคารบอน สูตรเคมี เอกสารอางอิง 
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 ตัวอยางแหลงคารบอนที่สามารถใชผลิตกรดโคจิก (ตอ) 
แหลงคารบอน สูตรเคมี เอกสารอางอิง 

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

น้ําตาลกลูโคส C6H12O6 กนิษฐา ภูวนาถนรานุบาล, 2542; ชมจิต ทาว
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 สรรควัฒนา, 2543; 
Traetta-Mosca, 1914; Kinoshita, 1928; 
Corbellini and Gregorini, 1930; Katagiri and 
Kitahara, 1930; Di-Capua, 1933; Ohara, 
1954 

แปงมันฝร่ัง 
(Potato starch) 

(C6H11O5)n Rosfarizan et al., 1998b 

แปงขาวโพด 
(Corn starch) 

(C6H11O5)n Rosfarizan et al., 1998b 

แปงสาค ู
(Sago starch) 

(C6H11O5)n Rosfarizan et al., 1998a; Rosfarizan et al., 
1998b 
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แหลงคารบอนเปนปจจัยทีสํ่าคัญที่สุดปจจัยหนึ่งตอการผลิตกรดโคจิกโดยจุลินทรยี 
เพราะในโมเลกุลของกรดโคจิก ประกอบดวยธาตุคารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ดังนั้นวัตถุดบิ
ในการผลิตก็คอืแหลงคารโบไฮเดรตนั่นเอง และเนื่องจากจุลินทรียสามารถใชแหลงคารบอนได
หลากหลาย จงึทาํใหความเขมขนที่จะใชก็หลากหลายไปดวย จึงควรคํานึงถึงชนิดและปริมาณเปน
สําคัญ โดยแหลงคารบอนที่ใชในการผลติตองมีราคาถกู หางาย ใหผลผลิตกรดโคจิกไดสูงสุดใน
เวลาสัน้ ซึ่งไดแก น้ําตาลกลโูคส และน้ําตาลซูโครส (Bajpai et al., 1982; Ogawa et al., 1995) 
สวนปริมาณทีเ่หมาะสมของแหลงคารบอนโดยทั่วไปจะใชประมาณ 5-30 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั
ตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก
โดยรา Aspergillus oryzae มีคาประมาณ 100 กรัมตอลิตร หรือ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร (Kwak and Rhee, 1992b; Ogawa et al., 1995) สวนความเขมขนของน้าํตาลซูโครสที่
ใชผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus จะมีคา 200 กรัมตอลิตร หรือ 20 เปอรเซ็นตโดย     
น้ําหนกัตอปริมาตร (May et al., 1931) สําหรับแหลงคารบอนอ่ืนๆ ตัวอยางเชน ความเขมขนของ  
น้ําตาลไซโลส และกลีเซอรอลที่เหมาะสมคือ 150 กรัมตอลิตร หรือ15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอ
ปริมาตร (Barham and Smits, 1936) และ 50 กรัมตอลิตร หรือ 5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอ
ปริมาตร (Katagiri and Kitahara, 1930) ตามลําดับ นอกจากนี้ยงัมีรายงานการวจิยัที่ระบุถงึการ
ใชแปงชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus flavus  ไดแก แปงมนั
ฝร่ัง แปงขาวโพด และแปงสาคูที่ความเขมขน 50  75  และ 50 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
(Rosfarizan et al., 1998b) แตอยางไรก็ตามจนถงึขณะนี้ยงัไมมีรายงานการศึกษาโดยใชแปงมัน
สําปะหลงัเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกตีพิมพออกมาเลย 
 
แปงมันสาํปะหลัง : แหลงคารบอนทีน่าสนใจ 

เมื่อพิจารณาถึงวัตถุดิบที่จะใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกในประเทศไทย 
พบวา วัตถุดบิซึ่งมีราคาถูก หาไดงาย มีเพียงพอตอความตองการในการใช และมกีารประกนัราคา
จากภาครัฐ นอกจากน้าํตาลทรายแลว แปงมันสาํปะหลังก็เปนแหลงคารบอนทีน่าสนใจศึกษาได
อีกชนิดหนึง่เชนกนั 

มันสําปะหลงั เปนพืชเขตรอน สามารถทนความแหงแลงไดดี ปลูกไดในดินที่ดอย
คุณภาพ สาํหรับประเทศไทย มนัสําปะหลังจัดเปนพชืเศรษฐกิจที่สาํคัญชนิดหนึ่ง ปลูกมากทาง
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ผลผลิตของมันสําปะหลงัสวนมากจะนาํมาใชเปนอาหารของมนษุยและ
สัตว และใชในอุตสาหกรรมบางประเภทเชน กาว, วุนเสน, แปงมัน, กระดาษ เปนตน บางสวนสง
ขายไปยังตางประเทศในรูปของมันเสน, แปงมัน, มันอัดเม็ด แตกระนัน้ก็ตามยงัปรากฏวามี
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เหลืออยูในประเทศปละมากๆ (วาสนา แสงพทิักษ, 2528) ดังนัน้จงึควรหาวิธกีารแปรรูปไปเปน
ผลิตภัณฑอ่ืนที่มีราคาสงูขึ้น โดยใชเทคโนโลยีที่ไมสงู และมีราคาไมแพงจนเกนิไป 

แปง จัดเปนโพลีแซคคาไรดชนิดหนึ่งที่สะสมอยูในสวนตางๆ ของพชื เชน เมล็ด, ราก,  
หัว, ลําตน เปนตน ในโมเลกุลของแปงประกอบดวยอะมายโลส และอะมายโลเพคติน ในปริมาณที่
แตกตางกนัไปตามแหลงที่มาของแปงนั้น ซึ่งองคประกอบทัง้สองสวนจะมีโครงสราง และ
คุณสมบัติทางฟสิกส เชน การละลายน้ํา, ขนาดโมเลกลุ, การยอยดวยเอนไซม และการเกิดสีกบั
สารละลายไอโอดีน ที่แตกตางกนั โดยสวนของอะมายโลส มีโมเลกลุเปนเสนตรงประกอบดวย ดี-
กลูโคสประมาณ 500 โมเลกุลข้ึนไป เชื่อมตอกันดวยพนัธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดคิ ดังแสดงในรูป
ที่ 6  สวนอะมายโลเพคติน จะประกอบดวย ด-ีกลูโคสตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค 
และมีแขนงทีป่ระกอบดวย ดี-กลูโคสประมาณ 20-25 โมเลกุลมาตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-6) 
กลูโคซิดิค ดังแสดงในรูปที่ 7 นอกจากนีอ้าจยังมีสารอืน่ๆ ที่ไมใชคารโบไฮเดรตปะปนมาเล็กนอย
จากพชืที่ใชในการผลิต หรือกระบวนการผลิต เชน กรดไขมัน, ไขมัน, สารอนินทรียพวกฟอสฟอรสั 
เปนตน (Voet and Voet, 1995) 
 

 
รูปที่ 6 โครงสรางของอะมายโลส (Voet and Voet, 1995) 

(a) สวนของดกีลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา (1-4) 
(b) สายของพอลิเมอรที่จัดตัวเปนเกลียวทีว่นซาย 
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รูปที่ 7 โครงสรางของอะมายโลเพคติน (Voet and Voet, 1995) 

(a) โครงสรางหลักของอะมายโลเพคตินทีม่ีจุดแตกกิ่งเปนพนัธะแอลฟา (1-6) 
(b) รูปแบบโครงสรางที่มีการแตกกิ่งของกลูโคส 

 
จากขอมูลและภาพดังกลาวขางตนระบวุาในแปง 1 โมเลกุลประกอบดวยน้าํตาลกลูโคส

จํานวนมาก ดังนัน้กอนที่จะมีการผลิตกรดโคจิกจากแปง จะตองมีการยอยแปงเพือ่เปลี่ยนใหเปน
น้ําตาลกลูโคสเสียกอน ซึ่งอาจทาํไดหลายวิธี เชน ใชวิธยีอยดวยกรด เชน กรดเกลอื (HCl), กรด 
ซัลฟวริก (H2SO4) เปนตน แตวธิีนี้ปฏิกิริยาการยอยคอนขางรนุแรง หรือใชเอนไซมเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาในการยอยแปง เนือ่งจากใหปฏิกริิยาที่ไมรุนแรง มีความจําเพาะตอสารตั้งตนสูง และทาํ
ไดงาย สาํหรบัเอนไซมที่ใชในการยอยแปงแบงไดเปน 2 กลุมคือ (Forgarty and Kelly, 1979) 

1. เดกซทริไนซงิ หรือ ลิควิไฟองิ เอนไซม จัดเปนเอนโดอะมายเลส ทีย่อยพันธะแอลฟา 
(1-4) กลูโคซิดิคแบบสุม ทําใหความหนืดของแปงลดลงอยางรวดเร็ว ไดผลผลิตเปน แอลฟา-ดี
กลูโคส, มอสโตส และแอลฟาลิมิตเดกซตรินทีม่ีความยาวตางๆ กนั เอนไซมในกลุมนี้ไดแก 
แอลฟาอะมายเลส 

2. แซคคาริไฟอิง เอนไซม จัดเปนเอกโซอะมายเลส ที่ยอยแปงจากปลายที่ไมมีสมบัติใน
การ รีดิวส ซึ่งเอนไซมกลุมนีแ้บงไดเปน 2 พวก คือ 

2.1 กลูโคอะมายเลส ซึ่งยอยไดทั้งพันธะแอลฟา (1-4) กลูโคซิดิค และแอลฟา    
(1-6) กลูโคซิดิคของแปง ไดเปนแอลฟา-ดีกลูโคส 

2.2 เบตาอะมายเลส ซึ่งยอยพันธะเบตา (1-4) กลูโคซิดิค ไดเปนเบตามอลโตส 
และเบตาลิมิตเดกซตรินที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 
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แหลงของเอนไซมนั้นไดมาจากแหลงตางๆ  คือ สัตว, พืช และจุลินทรยี กลาวคือ เบตา 
อะมายเลส สวนมากพบในเมล็ดธัญญพืชเชน บาเลย, ขาวสาล ี และไรย พืชอ่ืนๆ เชน ถั่วเหลือง, 
มันเทศ เปนตน และยังพบในจุลินทรียบางชนิด เชน Baciilus polymyxa อีกดวย สําหรับแอลฟา    
อะมายเลส จะพบในมอลท น้ําลายของคนและสัตว รวมทั้งจุลนิทรียพวก Aspergillus sp.,  
Bacillus sp., Clostridium sp., Pseudomonas sp., Rhizopus sp., และ Endomycopsis sp. 
เปนตน สวนกลูโคอะมายเลส   ผลิตไดจากราหลายชนดิ เชน  Aspergillus  oryzae, A. niger,          
A. awamori, Rhizopus sp. (Windish and Mhatre, 1965) 
 
4. แหลงไนโตรเจน 

แหลงไนโตรเจนเปนปจจัยทีสํ่าคัญสําหรับการควบคุมการเจริญเติบโต และสราง
ผลิตภัณฑของรา ซึ่งราโดยทั่วไปสามารถใชสารประกอบไดทั้งที่เปนสารประกอบอินทรีย-ไนโตรเจน 
และสารประกอบอนินทรีย-ไนโตรเจน แหลงไนโตรเจนที่สามารถใชในการผลิตกรดโคจิกมีดวยกนั
หลายชนิด ดงัแสดงในตารางที ่5 
 
ตารางที่ 5 ตัวอยางแหลงไนโตรเจนที่สามารถใชผลิตกรดโคจิก 

แหลงไนโตรเจน เอกสารอางอิง 
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 เปนแหลงของไนโตรเจน
ที่นยิมใชในการผลิตกรดโคจิก เพราะใหผลผลิตกรดโคจิกสูง แตตองคาํนงึถงึปริมาณที่จะใชในการ
ผลิตดวยโดยในอาหารเลี้ยงเชื้อควรมีแหลงไนโตรเจนแคเพียงพอตอการเติบโตแตตองไมมาก
เกินไป เนื่องจากปริมาณไนโตรเจนมีผลตอการผลิตกรดโคจิก ซึง่ถาในอาหารเลีย้งเชื้อมีปริมาณ
ไนโตรเจนมาก จะทําใหราเจริญเติบโตมากจนมีผลทาํใหราผลิตกรดโคจิกลดลง (May et al., 
1931; Kwak and Rhee, 1992a; Ogawa et al., 1995) โดยปกติแลวปริมาณไนโตรเจนที่ใชมี
คาประมาณ 0.5-2.0 กรัมตอลิตร ตัวอยางเชน การผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae เมื่อ
ใชน้ําตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน จะใชสารสกดัของยีสต 0.5 กรัมตอลิตร
รวมกับแอมโมเนียมซลัเฟต 0.75 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต (Kwak 
and Rhee, 1992b) 
 
5. แรธาตุและสารพิเศษบางอยาง 

ชนิดและปริมาณของแรธาตเุปนปจจยัสําคัญประการหนึ่งที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิก 
สําหรับแรธาตทุี่ตองคํานึงนัน้มีรายงานวาฟอสเฟตในรูปโพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) เปนตัวทีส่งเสริมทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโคจิก โดยปริมาณที่เหมาะสมคือ 
ในชวง 1.0 - 4.0 กรัมตอลิตร เนื่องจากถามรีะดับฟอสเฟตสูงจะมีการสงัเคราะหและยอยสลายกรด
โคจิกอยางรวดเร็ว ในขณะที่ระดับฟอสเฟตต่ําทัง้การผลิตและการยอยสลายกรดโคจิกก็จะชาดวย 
(อางถงึใน Bajpai et al., 1982) นอกจากนี้ Kitada (1967) พบวาโซเดียมฟลูออไรด (NaF), 
โพแทสเซยีมไซยาไนด (KCN) และโซเดียมซัลไฟด (Na2S) แคเพียงเล็กนอยนั้นเปนสารยับยั้งการ
ผลิตกรดโคจิกโดยจะไปยับยัง้ขบวนการนํากลูโคสไปใชของเซลล และมีการพบวา เกลือของกรด
อิสระ เชน เกลือซิเตรต เกลือไพรูเวต เกลือซัคซิเนต และเกลือออกซาเลต จะเรงการเจริญเติบโต
ของราทาํใหมผีลผลิตกรดโคจิกสูง (Tamiya, 1928)  นอกจากนี้ โซเดยีมแลคเตต และโซเดียม    อา
ซิเนต จะยับยัง้การผลิตกรดโคจิกของรา Aspergillus oryzae เนื่องจากไปยับยัง้กระบวนการฟอส
โฟรีเลชัน (phosphorelation) ของเซลล (Sakagushi et al., 1948) 
 
6. คาความเปนกรดดาง (pH) 

ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัการผลิตกรดโคจิกนัน้ ตองทํา
การทดลองจึงจะทราบวาสายพันธุใดตองการเทาใด ซึ่งปกติความเปนกรดดางนัน้มีคาอยูในชวง
ประมาณ 2-5   โดย Katagiri และ Kitahara (1933) รายงานวาคาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสม
ตอการเจริญของรา Aspergillus oryzae คือ 5.0 แตคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลติ
กรดโคจิกคือ 2.4 และยังมีรายงานอกีวาคาความเปนกรดดางที ่5.5 เปนคาที่เหมาะสมตอการหมัก
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ราดวยน้าํตาลซูโครส (Tamiya, 1928)   สวน Barham และ Smits (1936) พบวา ชวงความเปน
กรดดางที่เหมาะสมในการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลไซโลสดวยรา Aspergillus flavus คือ 2.0-3.5 
ซึ่งจะเห็นวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดยราจะมีคาต่ํา ดังนั้นจึง
ไมจําเปนตองเติมสารบัฟเฟอร เชน แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่
ควบคุมคาความเปนกรดดาง 
 
7. อุณหภูม ิ

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกดวยรา Aspergillus flavus อยูในชวง
ประมาณ 29-35 องศาเซลเซียส (May et al., 1931) สวนอุณหภูมิในชวง 29-31 องศาเซลเซยีสจะ
เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae (Katagiri and Kitahara, 1933) ซึ่ง
จากรายงานการทดลองหลายการทดลองพบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดคือ 30 องศาเซลเซยีส 
(รพี โรจนอุไร, 2539; May et al., 1931; Bajpai et al., 1982; Kwak and Rhee, 1992a; Ogawa 
et al., 1995) 
 
8. ปริมาณออกซิเจน 

ความตองการออกซิเจนในกระบวนการผลติก็เปนปจจยัหนึง่ที่สําคัญซึง่จําเปนตอง
พิจารณา เนื่องจากการผลิตกรดโคจิกโดยราเปนกระบวนการหมักแบบใชอากาศ โดยในปค.ศ. 
1931 May และคณะ ทดลองผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา และแปรผันอัตราสวนระหวางพืน้ที่
ผิวเหนืออาหารเลี้ยงเชื้อตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ในชวง 0.22:1 ถึง 1:1 พบวาคาอัตราสวน
ที่เหมาะสมคือ 0.5:1  ตอมา Kwak และ Rhee (1992a) ทดลองผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา 
พบวาถาใชขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร ควรใสปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ 120 มิลลิลิตร และ
เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที จะมีความเหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก นอกจากนี ้ Ariff และ
คณะ (1996) ทดลองผลิตกรดโคจิกจากรา Aspergillus flavus ในอาหารที่มกีลูโคส 100 กรัมตอ
ลิตรในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่อัตราการกวนเทากับ 600 รอบตอนาท ี และอัตราการใหอากาศ
เทากับ 1.5 ลิตรตอนาที จะมีความเหมาะสมในการผลิต 
 
การเก็บเกีย่วผลผลิตกรดโคจิก 

เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการหมกัราเพื่อการผลิตกรดโคจิกแลว ก็จะทาํการแยกกรดโคจิกที่
อยูในน้าํหมัก ซึ่งอาจอยูในรูปสารละลาย และผลึกของกรดที่ปนอยู โดยนําน้ําหมกัมาทาํการกรอง
แยกสายใยออก จากนั้นจงึนาํสวนน้าํหมักที่ผานการกรองไปแยกเพื่อใหไดกรดโคจิก ซึ่งทาํไดหลาย
วิธีดังนี้ (Yabuta, 1913; Beelik, 1956; Bajpai et al., 1982) 
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1. ตกตะกอนในรูปเกลือทองแดง 
2. สกัดดวยเอทธลิอะซีเตต 
3. สกัดแบบตอเนื่องโดยใชอีเธอร 
4. ตกผลึกโดยลดปริมาตรน้ําหมัก 
5. ตกผลึกที่อุณหภูมิเยือกแข็งของน้ํา (0 องศาเซลเซียส) 
6. ใชผงถานดูดซบัแลวชะดวยบิวทิลอะซีเตตที่อ่ิมตัวดวยแอมโมเนยีแหง 

 
พัฒนาการของงานวจิัยทีเ่กี่ยวกับการผลิตกรดโคจกิ 

จากการคนพบกรดอินทรียชนิดหนึ่งบนขาวนึ่งของ Saito ในปค.ศ. 1907 หลังจากนัน้เปน
ตนมาจงึมีการศึกษาพฒันาการผลิตกรดโคจิกกันอยางตอเนื่อง ดงัจะนําเสนอตอไปนี ้

Tamiya (1928)  เพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง
คารบอน และใชแอมโมเนยีมไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาการผลิตกรดโคจิกจะสูงสุดเมื่อใข
ความเปนกรดดางตั้งตนของอาหารเลีย้งเชือ้เทากบั 5.5 โดยที่กรดอิสระจะยับยัง้การเติบโตของเชื้อ 
แตเกลือของกรดจะเรงการเติบโตได และถาเติมกรดออกซาลิก กรดไฮโดรคลอริก กรดซิตริก กรด
ฟอรมิก หรือกรดไนตริกลงไป พบวาการผลิตกรดโคจิกจะลดลงมาก แตเมื่อเติมกรดฟอสฟอริก กรด
แลคติก หรือกรดไพรูวิกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะทาํใหการผลิตกรดโคจิกสูงขึ้น 

Challenger และคณะ (1929)  ศึกษาถึงการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลเพนโตสดวย 
Aspergillus oryzae ซึ่งน้าํตาลที่ใชไดแก น้ําตาลไซโลส และน้ําตาลอะราบิโนสเปนแหลงคารบอน 
และใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 กรัม แมกนีเซียม   
ซัลเฟต 0.05 กรัม และแอมโมเนยีมไนเตรต 0.04 กรัมเปนแหลงไนโตรเจน ในน้าํ 100 มิลลิลิตร  
ผลการทดลองสรุปไดวาแหลงคารบอนที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดคือ เมื่อใชน้าํตาลไซโลส 5.0 
กรัม 

May และคณะ (1931) ศึกษาปจจยัตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา
โดยรา Aspergillus flavus ในอาหารเลี้ยงเชื้อโมดฟิายดซาเพกซดอกซ ที่มีกลูโคสอยู 200 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงคารบอน แลวแปรผันปริมาณไนโตรเจน พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ
แอมโมเนยีมไนเตรตที่ความเขมขน 2.25 กรัมตอลิตร อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 30-35 องศา
เซลเซียส ใชเวลาผลิต 12-17 วัน ใหผลผลิตกรดประมาณ 170 กรัมตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Katagiri และ Kitahara (1933) ทดลองผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae โดย
ทําการหมักแบบเพาะเลี้ยงบนผิวหนาอาหารเหลว พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกรดโคจิกคือ 2.1 และที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 จะไมมีการผลิตกรดโคจิก 
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Takahashi และ Asai (1933) ทดลองผลิตกรดโคจิกจากจุลินทรียกลุมอะซีตกิแอซิด
แบคทีเรียในระดับขวดเขยา โดยใชแมนนทิอลเปนแหลงคารบอน พบวาตองเติมแคลเซียม
คารบอเนตลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อเพื่อรักษาระดับความเปนกรดดางใหคงที่อยูในชวง 6.95 - 7.54 
ซึ่งมีความเหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกโดยแบคทีเรียกลุมนี ้

Sakagushi และคณะ (1948) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae จาก
แหลงคารบอนชนิดตางๆ ไดแก กลูโคส ฟรักโทส กาแลคโทส และกลีเซอรอล พบวา ถาในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิกมีโมโนไอโอโดอะซีเตต โซเดยีมอาซีเนต โซเดียมอาซีไนต หรือ โซเดยีม
ฟลูออไรด จะทําใหผลผลิตกรดโคจิกลดลง เนื่องจากสารเหลานี้จะไปยับยั้งขบวนการ  ฟอสโฟรี
เลชันของเซลล 

Kitada และคณะ (1967) ศึกษาผลกระทบของสารตางๆ ที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิก
โดยรา Aspergillus oryzae เมื่อใชกลูโคส 50 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน บมเชือ้ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที พบวา โซเดยีมฟลูออไรด โมโนไอโอโด อะ
ซีติก โซเดยีมอาซีเนต มาโลเนต โปแตสเซยีมไซยาไนด โซเดียมเอไซด ไดไนโตรฟนอล เพนตะ คลอ
โรฟนอล ความเขมขน 0.0005, 0.0005, 0.001, 0.001, 0.01, 0.01, 0.001 และ 0.001 โมลาร 
ตามลําดับ จะยับยั้งการนาํกลูโคสไปใช ทําใหการผลิตกรดโคจิกถูกยับยั้ง 

Basappa และคณะ (1970) ผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus ในอาหาร        
ซาเพกดอกซเคซีนไทอามีนที่มีกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน โดยทําการหมักบน
ผิวหนาอาหารเหลว พบวาการผลิตกรดโคจิกจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิทีใ่ชในการหมัก คาความเปน
กรดดางเริ่มตนของอาหาร และอัตราสวนระหวางพื้นที่ผิวเหนืออาหารตอปริมาตรของอาหาร โดยที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6 - 7 และอัตราสวนระหวางพื้นที่
ผิวเหนืออาหารตอปริมาตรอาหารเทากับ 4:1 จะเหมาะสมที่สุดตอการผลิตกรดโคจิก ซึ่งจะให
ผลผลิตกรดเทากับ 0.17 กรัมตอลิตรในวนัที ่5 ของการผลิต 

Bajpai และคณะ (1982) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยใชสายใยของรา Aspergillus 
oryzae มาผลิตซ้ําๆ ทําโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารยีสตเอกแทรกซซูโครส ที่ปรับคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนเปน 6.0 และทาํการผลิตบนผิวหนาอาหารในขวดขนาด 250 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตร แลวแปรผันชนิดของแหลงคารบอน 2 ชนิดคือ กลูโคส และซูโครส ที่ความ
เขมขน 200 กรัมตอลิตร หมักที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 10 วัน พบวาน้าํตาลทัง้สอง
ชนิด ใหผลผลิตกรดโคจิกใกลเคียงกนัคือ ประมาณ 81.5 กรัมตอลิตรในซ้ําแรก และพบวาหลงัจาก
ถายสายใยไปเลี้ยงในอาหารใหม พบวาผลผลิตยังคงสงูเทาเดิมคือ ประมาณ 80 กรัมตอลิตรในซ้ํา
ที่สอง 
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Kwak และ Rhee (1992a) ผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยาโดยรา Aspergillus oryzae 
ที่ตรึงในแคลเซียมอัลจิเนต ในอาหารทีม่ีกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มีสารสกัดจาก
ยีสตและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนรวมกนั ใชหัวเชื้อต้ังตน 5x104 สปอรตอ
สารละลายอัลจิเนตปริมาตร 1 มิลลิลิตร และใชอัตราสวนระหวางปริมาตรเซลลตรึงตออาหารเลี้ยง
เชื้อเทากับ 1:3 บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเรว็ 200 รอบตอนาท ีโดย
แปรผันขนาดของเม็ดเจลใหมีเสนผาศูนยกลางระหวาง 1.0-3.0 มิลลิเมตร และแปรผันปริมาณของ
แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมเปน 5 คาคือ 0.138  0.183  0.275  0.367 และ 0.57 กรัมตอลิตร    
พบวาขนาดของเม็ดเจล และความเขมขนของไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ 1.25 มิลลิเมตร และ 0.275 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 22 กรัมตอลิตรในวันที่ 8 ของการหมัก และ
มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกคือ 2.91 

Kwak และ Rhee (1992b) ทําการทดลองผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยาโดยรา 
Aspergillus oryzae ที่ตรึงในแคลเซียมอลัจิเนต ใชอาหารทีม่ีกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรและแอมโมเนยีมซัลเฟตปริมาณ 0.75 กรัมตอลิตร
เปนแหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเปน 6.0 ดวย 3 N NaOH เลี้ยงเชื้อในระดับ
ขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร 120 มิลลิลิตร โดยใชปริมาตรหัวเชื้อสปอรตรึงตอ
อาหารเพื่อผลิตกรดโคจิกเทากับ 1:3 หมักที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสบนเครือ่งเขยาความเร็ว 
200 รอบตอนาท ีใชเวลาเพาะเลี้ยงประมาณ 23 วัน จะไดผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 83 กรัมตอลิตร 
หลังจากนั้นจะนําเซลลตรึงไปถายใสอาหารในขวดทดลองใหม พบวาใน 2 กะแรกเชื้อจะผลิตกรด
โคจิกไดสูงคือ ประมาณ 80 กรัมตอลิตร และลดลงหลงัจากวนัที่ 12 ในกะที่ 3 โดยมีผลผลิตกรด 
70 กรัมตอลิตร เนื่องจากมีการสลายตัวของโครงสรางเจลบริเวณศุนยกลางของเม็ดเจลซึ่งลอม
สายใยราไว ทาํใหไมสามารถตรึงเซลลของราไวได 

Ogawa และ คณะ (1995) ทดลองผลิตกรดโคจิกจาก Aspergillus oryzae NRRL 484 
โดยการเลี้ยงบนผิวหนาอาหารเหลว โดยมีพอลิซัลโฟน เอสอ ี 20 ซึ่งมีลักษณะเปนเยื่อบางๆ ไวใช
เปนพาหะสําหรับยึดเหนี่ยว เปรียบเทยีบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว โดยใชน้ําตาลซูโครส 100 กรัม
ตอลิตรเปนแหลงคารบอน และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาวิธีเลีย้งบนผิวหนาเยื่อ
ยึดเหนีย่วจะใหผลผลิตกรดสูงกวาเปนสองเทาของการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว โดยใหผลผลิตกรด 
20 กรัมตอลิตรในวันที่ 12 ของการเพาะเลีย้ง และเมื่อทดลองเปลี่ยนวธิีการผลิตจากแบบกะมาเปน
แบบที่มีการเติมสารอาหารลงไปเปนระยะในระหวางการผลิต พบวาจะใหผลผลติสูงขึ้นโดยเมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการผลิตของทัง้ 3 วิธ ี คือ การผลติในอาหารเหลว การผลิตบนผิวหนาเยื่อยึด
เหนีย่วแบบกะ และการผลติบนผิวหนาเยื่อยึดเหนี่ยวแบบที่มีการเตมิสารอาหารลงไปเปนระยะใน
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ระหวางการผลิต ใหผลผลิตเปน 1.6 2.9 และ14.2 กรัมตอลิตรตอวัน ตามลาํดับ และพบอกีวา
ปริมาณสารสกัดจากยีสตที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกทัง้ 3 วิธีมีคาเทากับ 2.5 กรัมตอลิตร 

Ariff และคณะ (1996)  ทําการทดลองเลี้ยงหัวเชื้ออายุ 24 ชั่วโมงของ Aspergillus 
flavus Link 44-1 ในถงัหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีอัตราการกวน 600 รอบตอนาทีคงที่ตลอดการ
เพาะเลี้ยง โดยเปรียบเทยีบการทดลองทีม่ีการควบคุมปริมาณออกซเิจนละลาย (Dissolve oxygen 
tension, DOT) ที่เปอรเซ็นตการอิ่มตัว 30  50 และ 80 เปอรเซ็นต กบัการทดลองที่ไมไดควบคุมคา
ออกซิเจนละลาย แตกําหนดใหมีการใหอากาศที่ 15 ลิตรตอนาที พบวาใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 
5.7  10.0  14.6   และ 15.8 กรัมตอลิตร และใหการเติบโตของสายใยเทากับ 19.5  15.8  13.5 
และ 13.5 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 384  384  288 และ 432 ตามลําดับ ซึ่งจากการทดลองในชุดที่
ไมไดควบคุมคาออกซิเจนละลายในระยะการเติบโต จะมีคาออกซิเจนละลายลดลงต่ํามาก และจะ
เพิ่มข้ึนเปน 65 เปอรเซ็นตในชวงการผลิต แสดงใหเห็นวาการใหออกซิเจนในระหวางระยะการ
เติบโตไมเพียงพอตอการเติบโตของรา ทาํใหผลผลิตที่ไดไมดีเทาที่ควร และยังแสดงใหเหน็อีกวาใน
ระยะการผลิตจะใชปริมาณออกซิเจนไมมาก ดงันัน้จึงควรลดปริมาณออกซิเจนเมือ่เขาสูระยะการ
ผลิต นอกจากนี้การทดลองที่มกีารควบคุมคาออกซิเจนละลาย จะใหน้ําหนักแหงของสายใย
นอยลงเมื่อมีการใชคาออกซเิจนละลายที่สงูขึ้น ในขณะที่การผลิตกรดโคจิกจะเพิ่มข้ึน ซึ่งแสดงให
เห็นวา ระดับคาออกซิเจนละลายสงูจะไปควบคุมการเตบิโตของรา และสงเสริมการผลิตกรดโคจิก     
ดังนัน้เมื่อทดลองควบคุมคาออกซิเจนละลายที่อ่ิมตัว 80 เปอรเซ็นตในระยะเติบโต และใชคา
ออกซิเจนละลาย 30 เปอรเซ็นตในระยะการผลิตกรด พบวาใหผลผลิตกรดเพิ่มข้ึนเปน 28.9 กรัม
ตอลิตร ในชั่วโมงที่ 228 และเมื่อทดลองผลิตแบบการเติมสารอาหารในระหวางการผลิต โดยเติม
สารสกัดจากยสีต พบวาในภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนสงูจะมกีารสงเสริมใหมีการเติบโตของสายใย
มากกวาการผลิตกรด 

รพี  โรจนอุไร (2539) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus 
oryzae K-13 ในระดับขวดเขยาคือ ใชหัวเชื้อสปอรงอกอายุ 24 ชั่วโมงที่ความหนาแนน 4-8 x 107 
สปอรตออาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่การผลิตกรดโคจิกปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มนี้ําตาลทรายขาว 100 
กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มีสารสกดัจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรรวมกับแอมโมเนยีมซัลเฟต 
0.24 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนและแรธาตุวิตามนิ โดยมีอัตราสวนระหวางปรมิาณคารบอน
ตอไนโตรเจนเทากับ 840:2 คาความเปนกรดดางตั้งตนของอาหารเลี้ยงเชื้อคือ 4.5 และเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส สามารถใชน้ําประปาแทนน้ําปลอดประจุเพื่อเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับเตรียมหัวเชื้อสปอรงอกไดโดยผลผลิตไมลดลง ซึ่งใหผลผลิตกรดสูงสุดเทากับ 40.03 กรัม
ตอลิตรในวันที่ 19 ของการเพาะเลี้ยง 
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Rosfarizan และคณะ (1998a) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus จาก
แปงสาคู ซึง่ทาํการทดลองเปรียบเทียบกนัใน 2 ระดับคือ ระดับขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร และ
ระดับถังหมักขนาด 50 ลิตร โดยในกระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดโคจิกนัน้แบงเปน 2 ขั้น คือ ขั้น
แรกเปนชวงของการเติบโต แปงจะถูกยอยสลายไปเปนน้าํตาลกลโูคสโดยการทาํงานของเอนไซม
แอลฟาอะมายเลส และกลูโคอะมายเลส สวนขั้นที่สองเปนชวงของการผลิต ซึ่งกลูโคสจะเปลี่ยนไป
เปนกรดโคจกิ จากการทดลองพบวา เมื่อใชแปงสาค ู 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนทั้งใน
ระดับขวดเขยาจะใหผลผลิตกรดโคจิก 23.5 กรัมตอลิตร และเมื่อเทียบกับระดับถังหมักขนาด 50 
ลิตร ซึ่งใชกลูโคส และกลูโคสที่ไดจากการยอยสลายแปง จะใหผลผลิตกรดโคจิก เปน 31.5 กรัมตอ
ลิตร และ 27.9 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาในระดับถงัหมกัจะใหผลผลิตไมดีเทาทีค่วร เนื่องจาก
ยังไมทราบสภาวะในการใหอากาศที่เหมาะสมตอการผลิตในระดับถังหมักขนาด 50 ลิตร 

Rosfarizan และคณะ (1998b) ศึกษาความสามารถในการใชแปงเปนแหลงคารบอน
ของ Aspergillus flavus ในระดับขวดเขยาโดยใชแปงสุกชนิดตางๆคือ แปงมันฝร่ัง แปงขาวโพด 
และแปงสาค ู เปรียบเทียบการผลิตกรดกับอาหารที่ใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนในปริมาณ
ที่เทากนัคือ 50 กรัมตอลิตร ผลการทดลองพบวาการใชแปงมันฝร่ัง แปงขาวโพด แปงสาคู และ     
น้ําตาลกลูโคสใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 1.7  10.5  0.3 และ 12.1 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนกัแหง
ของสายใยเทากับ 12.5  13.1  12.7 และ 11.4 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที ่ 360 384 360 และ 384 
ตามลําดับ ซึ่งพบวาการใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอนใหผลผลิตกรดโคจิกใกลเคียงกับน้ําตาล
กลูโคสจึงนาจะใชเปนแหลงคารบอนเพื่อแทนน้ําตาลกลโูคสได เนื่องจากเปนแหลงคารบอนทีม่ี
ราคาถูก และเมื่อแปรความเขมขนของแปงขาวโพดในปริมาณตางๆ พบวาที่ความเขมขน 75 กรัม
ตอลิตรเหมาะสมที่สุด โดยจะใหผลผลิตเพิม่ข้ึนเปน 19.2 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 480 (วันที่ 20) 

กนิษฐา  ภูวนาถนรานุบาล (2542) ทําการผลิตกรดโคจิกโดยการเพาะเลี้ยง Aspergillus 
oryzae K-13 ใหเติบโตบนผิวหนาอาหารเหลว โดยใชสูตรอาหารที่ปรับปรุงแลวซึ่งประกอบดวย 
น้ําตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตร สารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร แอมโมเนยีมไนเตรต 1.814 
กรัมตอลิตร แมกนีเซยีมซัลเฟต 0.5 กรัมตอลิตร โปแตสเซียมคลอไรด 0.1 กรัมตอลิตร และกรด
ฟอสฟอริก 0.054 มิลลิลิตรตอลิตร ซึง่มีคาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากบั 
102:1.75 ใหผลผลิตกรดโคจิก 23.26 กรัมตอลิตรภายใน 16 วัน และเมื่อทําการผลติภายใตภาวะ
เหมาะสมคือ อัตราสวนระหวางพืน้ที่ผวิของอาหารเลี้ยงเชื้อตอความสูงเทากับ 57:1.0  ขนาดหัว
เชื้อเทากับ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการพนใหอากาศเหนือผิวหนาอาหารเหลวมีคาเทากบั 
176 ลิตรตอนาทีตอตารางเมตร สามารถเพิ่มผลผลิตขึน้เปน 30.35 กรัมตอลิตรในวันที ่ 9 ของการ
เพาะเลี้ยง 
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อุษา  สรรควัฒนา (2543) ศึกษาถงึการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลทรายโดย Aspergillus 
oryzae K-13 ในถังหมกัขนาด 2 ลิตรภายใตการแปรภาวะบางประการ ผลการทดลองแสดงใหเหน็
วาคาความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งเชือ้และคาออกซิเจนละลายทีเ่หมาะสมตอการเติบโต และ
การผลิตนัน้แตกตางกนั ซึง่ในสงเสริมการเติบโตที่ดีจะจัดคาออกซิเจนละลาย และคาความเปน
กรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 80 เปอรเซ็นตอากาศอิ่มตัว และ 5.0 ตามลําดับเปนเวลา 54 
ชั่วโมง สวนการผลติกรดโคจิกจะใชปริมาณออกซิเจนละลายเพียง 50 เปอรเซ็นอากาศอิ่มตัว และ
คาความเปนกรดดางเทากับ 2.5 โดยขนาดของหวัเชื้อที่เหมาะสมคือ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
ภายใตภาวะดงักลาว จะใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 20.80 กรัมตอลิตรภายใน 17 วนั และมีอัตรา
การผลิตเทากบั 0.351 กรัมตอลิตรตอวัน นอกจากนีก้ารเติมแหลงคารบอนเพิม่ข้ึนในระหวางการ
ผลิตและการผลิตโดยใชสายใยซ้ําทาํใหเพิม่ผลผลิตได 

ชมจิต  ทาวธงไชย (2544) ทําการผลิตกรดโคจิกในถาดตื้นโดยเพาะเลี้ยง Aspergillus 
oryzae K-13 ใหเติบโตบนผิวหนาอาหารเหลวภายใตการแปรภาวะบางประการ พบวา ถาดตื้น
ขนาดความจ ุ4 ลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ 3.2 ลิตรมีความเหมาะสม ปริมาณหวัเชื้อที่เหมาะสม
คือ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ผลิตกรดโคจิกได 30.28 กรัมตอลิตรในวนัที ่ 21 ของการเพาะเลี้ยง 
การพนใหอากาศเหนือผิวหนาอาหารเหลว 2 เซนติเมตรในอัตราเร็ว 50 ลิตรตอตารางเมตรตอนาท ี
สามารถเพิ่มผลผลิตขึ้นเปน 33.27 กรัมตอลิตรซึ่งชวยลดระยะเวลาในการเพาะเลีย้งลง 4 วัน เมื่อ
ผลิตกรดโคจิกโดยการเติมสารอาหารในระหวางการผลิตเพื่อเพิม่ผลผลิต พบวา จากอาหารเลี้ยง
เชื้อเร่ิมตน 2 ลิตร ที่ไมมีแหลงคารบอนแลวทยอยเติมแหลงคารบอนในรูปสารละลายน้าํตาล
กลูโคส 4 คร้ังในระหวางการผลิต จนมปีริมาตรรวม 3.2 ลิตร พบวา ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงถงึ 
35.26 กรัมตอลิตรในเวลาการผลิต 17 วัน นอกจากนี้การใชสายใยซ้ําของ A. oryzae K-13 มา
ผลิตกรดโคจิกโดยอาหารเหลวที่ใชในซ้ําที ่ 1 และ 2 เปนสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณไนโตรเจน
ลดลง 10 และ 50 เปอรเซ็นต จะใหผลผลิตกรดโคจิกรวม 231.04 และ 249.34 กรัมตออาหารเลี้ยง
เชื้อ 9.6 ลิตร ซึ่งมีอัตราการผลิตกรดโคจิกตอวันเทากบั 1.95 และ 1.95 กรัมตอลิตรตอวัน 
ตามลําดับ 
 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
เคมีภัณฑและอุปกรณ 
1. เคมีภัณฑ 

แปงมันสาํปะหลัง (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. 



 35

กรด 3,5 - ไดไนโตรซาลิไซลิก (C7H4N2O7) 
บริษัท Fluka Chemie, Switzerland. 

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

โปตัสเซียมโซเดียมทารเทรต (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. อุปกรณและเครื่องมือที่สาํคัญ 

หมอนึง่ฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) รุน HA-36 
บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environment incubator shaker) รุน G-10 
บริษัท New Brunswick Scientific Co. Inc, USA. 

เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน Cyberscan 1000 
บริษัท Eutech Cybernetics, Singapore. 

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

ตูอบแหง (Hot air oven) รุน UL-80 
บริษัท Memmert Gmbh, Germany. 

อางน้ําปรับอุณหภูมิ (Water bath) รุน O-207 
บริษทั Memmert Gmbh, Germany. 

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

เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Novaspec II 
บริษัท Pharmacia Biotech., England. 
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กลองจุลทรรศน (Compound microscope) รุน CH-B145-T 
บริษัท Olympus, Japan. 

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

ตาชั่ง (Balance) รุน A200S 
บริษัท Sartorius analytic, Germany. 

เครื่องโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) รุน LC-3A โดยใชคอลัมน 
Spherisorb 10NH-2 (Phenomenax) 

บริษัท Shimadzu, Japan. 
เครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสารอินทรีย (CHNS/O Analyser) รุน Perkin Elmer 

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

 
วิธีดําเนินการทดลอง 
1. จุลินทรีย 

จุลินทรียที่ใชในการทดลองคือ Aspergillus oryzae K-13 ที่คัดเลือกจากดนิหลายแหลง
ในประเทศไทย (เพชรรุง พันธุพิริยะ, 2536) 
 
2. การเก็บรักษาเชื้อจุลนิทรยี 

ใชหวงเขี่ยเชื้อเขี่ยสปอรของรา A. oryzae K-13 ลากบนอาหารแข็งเอียงโปเตโต
เดกซโทรส (Potato dextrose agar slant, PDA) (ภาคผนวก ก1) บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
5-7 วัน หรือเมื่อราสรางสปอรเต็มที่ แลวจึงนาํไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อใชในการ
ทดลองตอไป 
 
3. การเตรยีมกลาเชื้อ 

3.1 การเตรียมสปอรแขวนลอย 
เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 บนอาหารแข็งเอียงโปเตโตเด็กซโตรส บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง 

(30 ± 3 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5-7 วัน  จากนั้นเติมน้ําปราศจากอิออน (Deionized water) 
ผสมทวนี 80 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  ทีผ่านการฆาเชือ้แลวลงในขวด
อาหารเลีย้งเชือ้  ใชหวงเขี่ยเชื้อขูดเบาๆให สปอรหลุดออกมากระจายในน้าํ ปรับจํานวนสปอรราให 
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เปน 2-4 x 107 สปอรตอปริมาตรสปอรแขวนลอย 1 มลิลิลิตร โดยการนับจาํนวนดวยอุปกรณนบั
เม็ดเลือดภายใตกลองจุลทรรศน เพื่อใชในการเตรียมกลาเชื้อตอไป 

3.2 การเตรียมกลาเชื้อ 
ถายสปอรแขวนลอยที่ไดจากขอ 3.1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในขวดทดลองขนาด 500 

มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตกลาเชื้อสปอรงอก (ภาคผนวก ก2) ซึ่งดัดแปลงจากรพี โร
จนอุไร (2539) โดยเปลี่ยนแหลงคารบอนจากน้ําตาลซโูครสไปเปนแปงมันสาํปะหลงั ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใชเปนกลาเชื้อสปอรงอกที่มีความหนาแนนเปน 4-8 x 105 สปอร
งอกตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 มิลลิลติร 
 
4. การผลิตกรดโคจิกในระดบัขวดเขยา 

ถายกลาเชื้อสปอรงอกที่ไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในขวดทดลองขนาด 500 
มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ซึ่งดัดแปลงจากรพ ี โรจนอุไร 
(2539) โดยเปลี่ยนแหลงคารบอนจากน้าํตาลทรายขาวไปเปนแปงมนัสําปะหลงั ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 25 วัน 
 
5. การเก็บเกีย่วกรดโคจิก 

เก็บตัวอยางทกุวันตลอดการเพาะเลีย้ง โดยนําตวัอยางที่ไดในแตละวัน มากรองแยก
สายใย A. oryzae K-13 ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิกดวยตะแกรงเหล็กปลอดสนิม
ขนาดรูพรุน 4 ชองตอตารางมิลลิเมตร นาํสวนน้าํทีก่รองไดไปตรวจวัดปริมาณแปง และคาความ
เปนกรดดาง สวนที่เหลือนําไปกรองตอดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 หลังจากนั้นนําสวน
น้ําใสที่กรองไดไปตรวจหาปริมาณกรดโคจิก และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ สวนของสายใยที่กรองได
นําไปวัดการเติบโตของเชื้อรา ตามวิธีการในขอ 6 
 
6. การวัดการเติบโตของรา Aspergillus oryzae K-13 

ลางสายใยรา A. oryzae K-13 ที่กรองไดดวยน้าํปราศจากอิออนอยางนอย 3 คร้ัง นาํไป
อบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส แลวเก็บไวในโถดูดความชืน้ (Desicator) ชั่งน้าํหนัก แลวนํา
กลับไปอบแหงและชั่งน้ําหนกัใหม ทําจนไดน้ําหนกัแหงคงที่ เพือ่ใชคํานวณหาน้าํหนักแหงตอ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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7. การวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกโดยวธิีของ Bentley (1957) 
เจือจางน้ําหมกัที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 จนได

ความเขมขนทีเ่หมาะสม ปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสาร 
ละลายเฟอริกคลอไรด (ภาคผนวก ข1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเตมิน้ําปราศจาก อิ
ออนปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร คาํนวณหาปริมาณกรดโคจิกโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค1) 
 
8. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 

8.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Bernfeld, 1955) 
เจือจางน้ําหมกัที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 จนได

ความเขมขนทีเ่หมาะสม ปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เตมิ
สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปดปาก
หลอดทดลองดวยลูกแกวแลวนาํไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวแชในอางน้ําเย็นทันท ี
หลังจากนั้นเตมิน้ําปราศจากอิออนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ค2) 

8.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆ ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) (ใชบริการศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย) 

นําน้ําหมักที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 ที่ชวงเวลา
ตางๆ มาตรวจสอบดวยเครื่องไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (HPLC) รุน Shimadzu LC-
3A โดยใชคอลัมน Spherisorb 10NH-2 (Phenomenax) และใชสารละลายอะซิโตไนไตรลความ
เขมขน 74 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) (ภาคผนวก ข3) เปนตัวพา ปรับใหมีอัตราการไหล
เทากับ 2 มิลลิลิตรตอนาท ี อุณหภูมิของคอลัมนเทากับอุณหภูมิหอง ตรวจสอบโดยเครื่องตรวจวัด
คาดัชนีหกัเหแสง (Refractive Index Detector, RID) โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของน้ําตาล
กลูโคส น้าํตาลมอลโตส น้าํตาลมอลโตไตรโอส และน้ําตาลมอลโตเตตระโอส โดยใชน้ําตาลนีสโต
สเปนสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) (ภาคผนวก ค3-6 ตามลําดับ) 
 
9. การวิเคราะหปริมาณแปง (Street and Close, 1956) 

เจือจางน้ําหมกัที่ผานการกรองแยกสายใย A. oryzae K-13 ออกแลวในขอ 5 จนได
ความเขมขนทีเ่หมาะสม ปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสาร 
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ละลายไอโอดนีเจือจาง (ภาคผนวก ข4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 620 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณแปงโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ค7) 
 
10. การทดลองเบื้องตนในการผลิตกรดโคจิกจากแปงมนัสําปะหลัง 
 โดย Aspergillus oryzae K-13 

จากเหตุผลทีว่า การผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวดวยการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 
ซึ่งใชแหลงคารบอนเปนน้ําตาลทรายนัน้ ไดมีการศึกษามาแลวทัง้ในระดับขวดเขยาโดย รพ ี โรจน
อุไร (2539) และในระดับขยายสวนโดยอษุา สรรควัฒนา (2543) พบวาใหผลผลิตกรดโคจิกดี เมื่อ
จัดภาวะตางๆใหเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกจากเชื้อดังกลาว และจากการที่แปงมนัสําปะหลงัเปน
วัตถุดิบซึ่งนาสนใจเนื่องจากมีราคาถกู หาไดงายภายในประเทศ และมีปริมาณอยางเพียงพอ อีก
ทั้งเมื่อถูกยอยโดยสมบูรณแลวจะใหน้ําตาลกลูโคสเปนจาํนวนมาก ซึ่งจุลินทรียที่สามารถผลิตกรด
โคจิกจะไดนําน้ําตาลกลูโคสนั้นไปใชผลิตเปนกรดโคจิก นอกจากนีย้ังมีเอกสารที่ยืนยันวาเชื้อราใน
ตระกูล Aspergillus  นั้นมคีวามสามารถในการยอยแปง (Fogarty and Kelly, 1979) ดังนั้นจาก
ขอมูลที่กลาวมาทัง้หมด จึงมีแนวความคิดวานาจะมกีารศึกษาถึงการใชแปงมันสาํปะหลงัมาเปน
วัตถุดิบในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 ซึ่งจะทาํการศึกษาในระดับขวดเขยา
กอน 

10.1 วิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปงมันสําปะหลัง 
(ใชบริการของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 

นําตัวอยางแปงมันสาํปะหลงั 1-3 มิลลิกรัม มาตรวจวิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปง
มันสําปะหลงัดวยเครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสารอินทรีย (CHNS/O Analyser) รุน 
Perkin Elmer PE2400 Series II: Option CHN โดยการทํางานของเครื่องอาศัยหลกัการสําคัญ 2 
ขั้นตอน คือ ข้ันทีห่นึง่การเผาไหม (Combustion) หรือการทําใหสารแตกสลายตวัดวยความรอน 
(Pyrolysis) ในสภาวะปดของบรรยากาศออกซิเจนบริสทุธิ์ทีม่ีสถานะคงที่ เรียกเทคนิคนี้วา Static-
state oxidation เพื่อใหสารอยูในสภาพแก็สทั้งหมด กอนเขาสูข้ันทีส่องซ่ึงเปนการแยกสารดวย
เทคนิคทางโครมาโตกราฟโดยผานคอลัมน Porapak PQS ที่อุณหภูมิการทํางาน 82.2 องศา
เซลเซียส แลวตรวจวัดปริมาณดวยเครื่องวัดการนาํความรอน (Thermal conductivity detector, 
TCD) เพื่อใชเปนขอมูลปริมาณคารบอนในแปงมนัสําปะหลังตอไป 
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10.2 การทดลองเบื้องตนเพื่อหาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่ใชเปนแหลง
คารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิก 

เปนการทดลองผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจากรพี โรจนอุไร (2539) โดย
เปลี่ยนเฉพาะแหลงคารบอนจากน้าํตาลทรายเปนแปงมันสําปะหลงั (ภาคผนวก ก3) แลวแปร
ปริมาณของแปงมันสาํปะหลังคือเทากับ 50  100  และ 150 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยปรับคา
ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.5 และใชภาวะในการเพาะเลีย้ง A. oryzae   
K-13 ที่ไดมีการศึกษามาแลวโดย รพ ี โรจนอุไร (2539) ตามวธิีดําเนนิการทดลองขอ 4 เพื่อศึกษา
การยอยแปง และการผลิตกรดโคจิก 
 
11. การหาปริมาณของแหลงวิตามินและปจจัยสงเสริมการเติบโตที่เหมาะสมในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจกิ 
จากการวิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปงมันสาํปะหลังตามวิธีดําเนินงานในขอ 10.1

ดวยเครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสารอินทรียโดยใชบริการจากศูนยเครื่องมือวิจัย      
วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดรายงานผลวา ในแปงมนัสาํปะหลงั 100 
กรัม มีคารบอนเทากับ 38.5 กรัม นอกจากนีย้ังมีไนโตรเจนอยู 0.1 กรัมอีกดวย (ภาคผนวก ง1) 
และจากผลการทดลองในขอ 10.2 ซึ่งเปนการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาที่บรรจอุาหารเลีย้งเชือ้
สําหรับผลิตกรดโคจิกที่มีปริมาณแปงมนัสาํปะหลงั 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนนัน้ ใหผล
ดีกวากลุมทดลองอื่น แตกพ็บวาใหการเติบโตของสายใยที่สูง และไดผลผลิตต่ํา โดยสาเหตุของ
ปญหานี้อาจเปนผลมาจากการมีปริมาณแหลงของวิตามินและปจจยัสงเสริมการเติบโต หรือมี
ปริมาณแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อมากเกินไปจนไมสมดุลกับแหลงคารบอนและการผลิต 
ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงเปนการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยกลาเชื้อของรา A. oryzae K-13 ที่เตรียม
จากขอ 3.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนของแปงมันสาํปะหลังที่ไดจากการทดลองในขอ 
10.2 คือ 100 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน โดยไมมีการเติมแอมโมเนยีมซลัเฟต แลวแปร
ปริมาณสารสกัดจากยีสต ซึ่งเปนแหลงวิตามินและปจจัยสงเสริมการเติบโต และแหลงอินทรีย
ไนโตรเจนเปน 0 คือไมมีการเติมสารสกดัจากยีสต กบัที่มีการเติมสารสกัดจากยีสตเปน 0.125  
0.25  0.5  และ 1.0 กรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งคิดเปนปริมาณไนโตรเจนจากสารสกัดจาก
ยีสตไดเทากับ 0.0  0.0125  0.025  0.05 และ 0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเมื่อรวมปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเลี้ยงเชื้อแลวคดิเปน 0.1  0.1125  0.125  0.15 และ 0.2 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ คิดเปนอัตราสวนระหวางปริมาณคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) ในอาหารแตละ
สูตรไดเทากับ 385:1   385:1.1   385:1.2   385:1.5  และ 385:2 ตามลําดับ โดยเทียบกับสูตร
อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) คือ มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร กับ
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แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.24 กรัมตอลิตร ซึ่งคิดเปนปริมาณไนโตรเจนไดเทากนัคือ 0.05 กรัมตอลิตร 
เมื่อรวมปริมาณไนโตรเจนทัง้หมดในอาหารจะมีคาเปน 0.2 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราสวนระหวาง
ปริมาณคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) ในอาหารไดเทากับ 385:2 ทําการเพาะเลีย้งโดยใช
ภาวะการเพาะเลี้ยงตามวธิดีําเนนิการทดลองขอ 4 เปนเวลา 25 วัน ตรวจวิเคราะหและ
เปรียบเทียบผลผลิต การเติบโต การยอยแปงและการใชน้ําตาล รวมทัง้คาความเปนกรดดางใน
อาหารสูตรตางๆ 
 
12. การหาภาวะที่เหมาะสมบางประการตอการเลี้ยงเชือ้ Aspergillus oryzae K-13 เพื่อ

ผลิตกรดโคจกิจากแปงมนัสําปะหลัง 
เนื่องจากในการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวโดย A. oryzae K-13 ไดมีการศึกษา

มาแลวโดยรพ ี โรจนอุไร (2539) โดยใชน้าํตาลทรายเปนแหลงคารบอน ดังนั้นเมื่อเปล่ียนวัตถุดิบ
เปนแปงมนัสาํปะหลัง จึงทาํการศึกษาภาวะบางประการที่จําเปนในการผลิตเมื่อมีการเปลี่ยนแหลง
คารบอน 

12.1 การหาคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อเพือ่การ
ผลิตกรดโคจิก 

เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในขวดเขยาทีบ่รรจุอาหารเลี้ยงเชื้อและจดัภาวะการเลี้ยงเชื้อ
ตามที่ศึกษาไดจากวธิีดําเนนิงานในขอ 11 คือสูตรอาหารภาคผนวก ก3 ที่แปรคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0 และ 9.0 โดยปรับคาความเปนกรดดาง
ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.4 นอรมอล หรือสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 
0.4 นอรมอล ตรวจความเปนแปงในอาหารเลี้ยงเชื้อ วัดปริมาณน้าํตาลรีดิวซ กรดโคจิก และการ
เติบโตทุกวนั เปนเวลา 25 วัน เปรียบเทยีบผลผลิตกรดโคจิกที่ไดมาจากการแปรคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆกนั 

12.2 การผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวง 
ผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยใชอาหารเลีย้งเชื้อเชนเดียวกับขอ 12.1 ที่ควบคุมคาความ

เปนกรดดางในชวงแรกใหเหมาะตอการยอยแปงดวยรา A. oryzae ซึ่งมีคาอยูในชวง 5.5-7.0 
(Fogarty and Kelly, 1979) โดยในการทดลองจะแบงเปน 2 ชุดคือ ชุดที่ควบคุมคาความเปนกรด
ดางในชวง 5.0-6.0 กับชุดที่ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวง 6.0-7.0 การควบคุมคาความเปน
กรดดางจะทําโดยตรวจคาความเปนกรดดางของน้ําหมกัทุกๆ 2 ชั่วโมง และปรับคาความเปนกรด
ดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดใหมีคาความเปนกรดดางอยูในชวงดังกลาว นาน 2 วนั 
หลังจากนั้นแบงการทดลองออกเปน 3 ชุดคือ ชุดหนึง่ปลอยใหคาความเปนกรดดางเปนไปตาม
ธรรมชาติคือ ไมมีการควบคุมคาความเปนกรดดางจนสิน้สุดการทดลอง  อีกชุดหนึ่งปรับคาความ
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เปนกรดดางใหเหมาะตอการผลิตกรดโคจิกคือ 2.4-2.6 (รพี โรจนอุไร, 2539) ดวยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกทันทีและควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง และอีกชุดหนึ่งคอยๆปรับคาความเปนกรดดาง
เปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน และควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง โดยใชเวลาในการเพาะเลีย้งรวมทั้ง
สิ้น 25 วัน ตามแผนการทดลองดังตอไปนี ้

12.2.1 ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 นาน 2 วัน 
แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลงั ดงัรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 5.0 – 6.0 
 ไมควบคุมคาความเปนกรดดาง 
 

12.2.2 ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงแรกเปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน 
แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลงั ดงัรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 6.0 – 7.0 
 ไมควบคุมคาความเปนกรดดาง 
 

12.2.3 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 5.0 – 6.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
 

12.2.4 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 6.0 – 7.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
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12.2.5 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 โดยคอยๆปรับลงภายใน 5 วัน และควบคมุจน
สิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 5.0 – 6.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
 คอยๆปรับใน 5 วัน 
 

12.2.6 คาความเปนกรดดางชวงแรกเปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน แลวปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงหลงัเปน 2.4-2.6 โดยคอยๆปรับลงภายใน 5 วัน และควบคมุจน
สิ้นสุดการทดลอง ดังรูป 

 2 วัน 
 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงรวม 25 วนั 
คาความเปนกรดดาง 6.0 – 7.0 
 คาความเปนกรดดางในชวง 2.4-2.6 
 คอยๆปรับใน 5 วัน 

เปรียบเทียบผลผลิตและระยะเวลาในการผลิตกับการทดลองขอ 12.1 แลวเลือกการ
ทดลองปรับคาความเปนกรดดางที่ใหผลผลิตสูงในระยะเวลาที่สัน้ เพือ่ใชในการทดลองตอไป 
 
13. การหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาดวยอาหารเลีย้งเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) 
โดยแปรคาความเขมขนของแปงมันสาํปะหลังในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 100  150  200  250  และ 
300 กรัมตอลิตร โดยคงคาคารบอนตอไนโตรเจนที่เหมาะสมที่เลือกจากผลการทดลองขอ 11 คือ 
385 : 2 และเพาะเลี้ยงภายใตภาวะในการเพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสมที่เลอืกจากผลการทดลองขอ 12 
แลวทําการตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต และน้ําตาลรีดิวซทุกวนั เปนเวลา 25 วัน 
เปรียบเทียบผลผลิตกรดโคจิก ระยะเวลา และความคุมคาเมื่อแปรคาความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลงัตางๆกัน 



 44

14. การผลิตกรดโคจิกที่ใชแปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอนโดยอาหารสูตรเหมาะสม 
และภายใตภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองขางตน 

เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 โดยใชกลาเชือ้สปอรงอกอายุ 24 ชั่วโมงปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
ที่ไดจากการเพาะเลีย้งสปอรแขวนลอยความหนาแนน 2-4 x 107 สปอรตอมิลลิลิตร ลงในขวดเขยา
ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสมเพื่อการผลิตกรดโคจิกจากแปงมัน
สําปะหลงัปริมาตร150 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก4) และจัดภาวะการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมคือ ที่
อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 
25 วัน ตรวจวดัปริมาณกรดโคจิก การเติบโต คาความเปนกรดดาง การยอยแปงมนัสําปะหลงั และ
การใชน้าํตาลทุกวนัตลอดการทดลอง แลววิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดโคจิกที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงภายใตภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดจากแปงมันสาํปะหลัง 
 
15. การปรับปรุงการผลิตโดยการเติมแหลงคารบอนระหวางการผลติกรดโคจิก 

จากการทดลองที่ผานมาแสดงใหเห็นวากรดโคจิกเปนผลิตภัณฑทุติยภูมิ กลาวคือ ราจะ
มีการใชแหลงคารบอนไปในการผลิตกรดโคจิกอยางเต็มที่ และไดผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดในชวง
ภาวะการเติบโตคงที่ (Stationary phase) ดังนั้นในงานทดลองนี้จงึสนใจที่จะผลติกรดโคจิกโดย
การเติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิต ซึง่เปนการเพิ่มวัตถุดิบสําหรับผลิตกรดโคจิก จงึอาจให
ผลผลิตกรดโคจิกเพิ่มข้ึนตอการผลิต 1 คร้ัง 

15.1 ผลิตโดยการเติมแปงมันสําปะหลังในระหวางการผลิต 
ทําการผลิตกรดโคจิกจากอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 14 

โดยจัดการทดลองเปน 2 ชุด ดังนี ้
ชุดที่ 1 เติมแปงมันสาํปะหลังกอนที่คาความเปนกรดดางของน้ําหมกัจะต่ํากวา 5.0 ซึ่ง

จากการทดลองขอ 14 พบวาอยูในชวง 10-12 ชั่วโมงของการเพาะเลีย้ง ดังนั้นเติมสารละลายแปง
สุกปริมาตร 30 มิลลิลิตรซึ่งมีแปงมันสาํปะหลงัอยู 5 กรัมลงในอาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสม
สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 มิลลิลิตรที่เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 นาน 8 
ชั่วโมง 

ขุดที่ 2 เติมแปงมนัสําปะหลังกอนวันที่อัตราการผลติกรดโคจิกจะลดลง ซึ่งจากการ
ทดลองขอ 14 พบวาอัตราการผลิตกรดหรือความชนัของกราฟจะเริม่ลดลงในวันที่ 14 ของการ
เพาะเลี้ยง ดังนั้นจงึเติมสารละลายแปงสกุปริมาตร 30 มิลลิลิตรซึ่งมีแปงมันสาํปะหลังอยู 5 กรัม
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร 
ที่เพาะเลีย้ง A. oryzae K-13 นาน 13 วัน 
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โดยการทดลองทัง้สองชุดเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ควบคมุอุณหภูมิที่ 30 ± 1 องศาเซลเซียส และทาํการเก็บตัวอยางน้ําหมกัมาตรวจวัดปริมาณ
กรดโคจิก การเติบโต แปง และน้ําตาลรีดวิซทกุวนั จนกระทั่งพบวามีผลผลิตกรดโคจิกลดลง แลว
เปรียบเทียบผลผลิตที่ไดจากกระบวนการหมักที่มีการเตมิแหลงคารบอนในระหวางการผลิตกับการ
ผลิตกรดโคจิกแบบกะ 

15.2 ผลิตโดยการเติมสารละลายแปงมันสําปะหลังที่ผานการยอยมาแลวดวย  จุ
ลินทรียในระหวางการผลิต 

นอกจากการเติมแปงมันสาํปะหลังในระหวางการผลิตในการทดลองขอ 15.1 แลวยังมี
ทางเลือกอีกทางหนึง่ซึ่งอาจทําใหผลผลิตสูงขึ้นดวยการเปลี่ยนแหลงคารบอนที่ใชเติมในระหวาง
การผลิตจากแปงมันสาํปะหลังสุกมาเปนสารละลายแปงมันสําปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย 
A. oryzae K-13 ซึ่งเปนจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนี้ ทําโดยการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ใน
อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับยอยแปงมันสาํปะหลังปริมาตร 150 มิลลิลิตร ซึ่งมีเพียงแปงมันสาํปะหลัง 
25 กรัมและสารสกัดจากยีสต 0.04 กรัม ปรับคาความเปนกรดดางตัง้ตนเทากับ 6.0 เพาะเลีย้งบน
เครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
กรองสายใยออกดวยตะแกรงตาถี่ขนาดรูพรุน 4 ชองตอตารางมิลลิเมตร แลวนําน้ําหมักที่กรองได
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เติมลงในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่กําลังเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในอาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 14 แลวเพาะเลี้ยงตอไปโดย
การเก็บตัวอยางน้ําหมักมาตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต แปง และน้ําตาลรีดิวซทกุวนั 
จนกระทั่งพบวามีผลผลิตกรดโคจิกลดลง เปรียบเทยีบผลผลิตที่ไดกับผลการทดลองขอ15.1 และ
การผลิตแบบกะ 
 



บทที่ 4 
การวิเคราะห รายงานผล และอภิปรายผลการวิจัย 

 
1. ผลการทดลองเบื้องตนในการหาความเขมขนของแปงมันสาํปะหลังทีใ่ชเปนแหลง
คารบอนสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 

ทําการผลิตกรดโคจิกจากอาหารเหลวที่มีแปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอนในระดบั
ขวดเขยาโดยเพาะเลีย้งรา A. oryzae K-13 ภายใตภาวะที่ไดศึกษามาแลววาเหมาะกับการผลิต
กรดโคจิกในขวดเขยา (รพี โรจนอุไร, 2539) คือ ใชสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแปงมนัสําปะหลงัเปน
แหลงคารบอนแทนการใชน้าํตาลทราย (ภาคผนวก ก3) แลวแปรปริมาณแปงมนัสําปะหลงัเปน 3 
คา ไดแก อาหารที่ใชแปงมนัสําปะหลงั 50  100  และ 150 กรัมตอลิตร โดยใชขวดรูปชมพูขนาด 
500 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับใหมคีาความเปนกรดดางตั้งตน
เทากับ 4.5 และใชกลาเชือ้ตออาหารเลีย้งเชื้อเทากับ 1:50 หรือ 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรตอ
ปริมาตรที่ไดมาจากการเพาะเลี้ยงสปอรแขวนลอยความหนาแนน 2 - 4 x 107 สปอรตอมิลลิลิตร 
บนเครื่องเขยาแบบโรตารีที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซยีส 

เมื่อทําการเพาะเลี้ยงนาน 25 วัน ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมัน
สําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร จะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงที่สุดเทากับ 6.60 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 
ของการเพาะเลี้ยง และใหการเติบโตของสายใยเทากับ 13.94 กรัมตอลิตร รองลงมาคืออาหารที่มี
แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร ซึ่งใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 3.53 กรัมตอลิตร ในวันที่ 12 
ของการเพาะเลี้ยง และใหการเติบโตของสายใยเทากับ 14.60 กรัมตอลิตร สวนอาหารทีม่ีแปงมนั
สําปะหลงั 50 กรัมตอลิตรจะใหผลผลิตกรดโคจิกต่ําที่สดุคือ 2.27 กรัมตอลิตร  และใหการเติบโต
ของสายใยเทากับ 13.62 กรัมตอลิตรในวันที ่18 ของการเพาะเลีย้ง ดังแสดงในรูปที ่8 

ในระหวางการเพาะเลีย้งที่ความเขมขนแปงทัง้ 3 คา คือ 50  100 และ 150 กรัมตอลิตร 
จะเหน็การเติบโตของสายใยราเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็วในระยะเริ่มแรกของการเพาะเลีย้ง แลวเขาสู
ระยะทีม่ีการเติบโตคงที่ประมาณวนัที ่ 7 ของการเพาะเลี้ยงเชนเดียวกัน ในขณะทีก่รดโคจิกจะเริม่
ผลิตเมื่อการเติบโตใกลจะคงที ่ในวันที่ 4 หรือ 5 ของการเพาะเลีย้งเปนตนไป และสะสมเพิ่มสูงขึ้น
ในอาหาร (รูปที่ 8) โดยในชวงการเติบโตนั้น แปงมนัสาํปะหลงัจะถกูยอยไปเปนน้าํตาล (ตรวจวัด
ในรูปน้ําตาลรีดิวซ) อยางรวดเร็วในวนัแรกของการเพาะเลี้ยง ดูไดจากความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลงัที่ลดลง และความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซทีเ่พิ่มข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 9) ซึ่ง
ชี้ใหเหน็วา A. oryzae K-13 มีความสามารถในการยอยแปงมนัสําปะหลังโดยอาศัยเอนไซมกลุม     
อะมายเลสที่ตวัเองสรางและหลั่งออกมา ทําใหเกิดการสะสมของน้าํตาลรีดิวซในอาหารเลีย้งเชือ้
จนมีคาสงูสุดเทากับ 27.57  62.25 และ 86.95 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในวนัที่ 2 ของการ
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เพาะเลี้ยงเหมอืนกัน (รูปที่ 9) ซึ่งแปงมนัสําปะหลงัจะถูกเปลี่ยนเปนน้ําตาลรีดิวซหมดในวนัที ่4  5 
และ 5 ของการเพาะเลี้ยง ตามลําดับ ทราบดวยการทดสอบความเปนแปงกับสารละลายไอโอดีน
แลวไมเกิดปฏิกิริยาการเปลีย่นสี ซึ่งบงชี้วาแปงไดเปลี่ยนเปนน้าํตาลขนาดตางๆ ที่มีความยาว
ตั้งแต 1 โมเลกุลแตไมเกิน 6 โมเลกุล (Voet and Voet, 1995) จนหมดแลว หลงัจากนัน้น้ําตาลรีดิ
วซจะมีคาลดลงอยางตอเนือ่ง ทั้งนี้เปนผลจากการที่รานาํน้าํตาลที่เกิดขึ้นนัน้ไปใชเพื่อการเติบโต 
และในสรางเปนกรดโคจิกตอไป เมื่อส้ินสุดการทดลองในวนัที่ 25 ของการเพาะเลีย้งจะมีปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 0.00  9.68 และ 27.57 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 
9) แตในความเปนจริง อาหารทีม่ีแปงมนัสําปะหลงั 50 กรัมตอลิตร น้าํตาลรีดิวซจะหมดไปตั้งแต
วันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง และยังพบวาหลงัวนัที ่ 18 ของการเพาะเลี้ยง ปริมาณกรดโคจิกจะ
ลดลงจนหมดในวนัที่ 23 ของการเพาะเลีย้ง เนื่องจากรานาํกรดโคจิกไปใชเปนแหลงคารบอนแทน
น้ําตาลทีห่มดไป ดังแสดงในรูปที ่10 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Wei และคณะ (1991) ที่พบวา 
กรดโคจิกจะลดลงเนื่องจากมีการนาํกรดโคจิกไปใชเมื่อแหลงคารบอนเริ่มเหลือนอยลงและทําการ
เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานาน  จากผลดงักลาวชี้ใหเหน็วาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมันสาํปะหลัง 
50 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน เปนปริมาณที่ไมเพียงพอตอการผลิตกรดโคจิก 

สําหรับคาความเปนกรดดางระหวางการเพาะเลี้ยงในอาหารทัง้ 3 สูตร พบวา จะมีคา
ลดลงตั้งแตวนัแรกของการเพาะเลี้ยงแลวคงคาอยูในชวง 2.8 - 3.0 จนเมื่อมกีารผลติกรดโคจิก คา
ความเปนกรดดางจะลดลงเรื่อยๆ จนกระทั่งวันที ่ 10 ของการเพาะเลี้ยงเปนตนไป คาความเปน
กรดดางจะคงคาอยูที ่ 2.50 – 2.60 จนสิน้สุดการทดลอง ซึง่ปริมาณกรดโคจิกสูงสดุที่สะสมอยูใน
อาหารนั้นจะอยูในชวงเวลานี้ ยกเวนในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแปงมนัสาํปะหลงั 50 กรัมตอลิตร
หลังจากวันที ่ 20 ของการเพาะเลี้ยงจะมีคาความเปนกรดดางสูงขึน้ ซึ่งผลมาจากปริมาณกรดโค
จิกที่ลดลงจนหมด และอาจมีการสลายตัวของสายใยปลอยสารที่มฤีทธิ์เปนดางออกมา (รูปที่ 8) 

เมื่อเปรียบเทยีบผลการเติบโตของสายใยราที่ใชความเขมขนของแปงมันสําปะหลงัเปน
แหลงคารบอนที่ตางกนัในอาหารเลีย้งเชือ้แตมีองคประกอบอื่นๆ เหมือนกนั คือมสีารสกัดจากยสีต 
0.5 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 0.24 กรัมตอลิตร เพาะเลีย้งภายใตภาวะเดียวกนั พบวา 
จะใหน้าํหนกัแหงของสายใยสูงสุดที่ตางกันแตไมมากนัก โดยเมื่อใชความเขมขนแปงมันสาํปะหลัง
เพิ่มข้ึน ก็จะไดปริมาณสายใยมากขึน้ดวย (รูปที่ 8) ซึ่งใหผลเชนเดียวกับ รพี โรจนอุไร (2539) ที่
รายงานวา ราจะมีการเติบโตของสายใยมากขึน้อีกเลก็นอย เมื่อใชปริมาณแหลงคารบอนชนดิ
เดียวกนัเพิม่ข้ึน 
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 แปงมันสาํปะหลัง   50 กรัมตอลิตร กรดโคจิก 
 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร น้ําหนกัแหงของสายใย 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร คาความเปนกรดดาง 
 
รูปที่ 8 ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนกัแหงของสายใย เมื่อเพาะเลีย้ง Aspergillus oryzae  

K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แปรปริมาณแปงมันสาํปะหลงัเทากับ 50 100 และ 150 
กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน (เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส) 
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 แปงมันสาํปะหลัง   50 กรัมตอลิตร น้ําตาลรีดิวซ 
 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร แปง 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร 
 
รูปที่ 9 การใชแปง และปริมาณน้าํตาลรีดิวซ เมือ่เพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae K-13 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ที่แปรปริมาณแปงมันสาํปะหลังเทากับ 50 100 และ 150 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน (เพาะเลีย้งบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 
30 ± 1 องศาเซลเซียส) 
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 แปง น้ําตาลรีดิวซ 
 กรดโคจิก  น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 10 การใชแปง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนักแหงของสายใย เมื่อ

เพาะเลี้ยง Aspergillus oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแปงมนัสําปะหลงั 50 
กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน (เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส) 
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เมื่อเปรียบเทยีบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลงัทั้ง 3 คา ตอการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13 มีผลดังแสดงในตารางที่ 6 โดยในการเพาะเลี้ยงที่ใชความเขมขนแปงมนั
สําปะหลงั 100 กรัมตอลิตรจะใหทัง้ปริมาณความเขมขนของกรดโคจกิ ผลผลิตกรดโคจิกตอแหลง
คารบอนที่ใชไปและอัตราการผลิตกรดโคจิกสูงที่สุด ในขณะที่พบวาความเขมขนแปงมันสําปะหลงั 
150 กรัมตอลิตร จะมีปริมาณผลผลิตกรดโคจิกลดลง ถงึแมจะมกีารเติบโตดีที่สุด ซึ่งคาดวาเปนผล
มาจากความหนืดของอาหารที่เพิม่ข้ึน เนื่องจากความเขมขนของแปงมันสาํปะหลงั (แปงสุก) ที่
มากขึ้น มีผลใหอัตราการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง ซึง่ตามรายงานของ Ariff 
และคณะ (1996) พบวา ในชวงที่มีการเตบิโต รามีความตองการอัตราการใหอากาศที่สูง เพื่อผลิต
สายใยที่มีกิจกรรมของเอนไซมสําหรับการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไปเปนกรดโคจิกที่สูง ดังนัน้จาก
เหตุผลดังกลาว จงึทาํใหไดผลผลิตกรดโคจิกต่ําลง 

จากผลการทดลองจึงสรุปไดวา อาหารเลีย้งเชื้อที่มีแปงมันสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรเปนแหลงวติามินและปจจัยสงเสริมการ
เติบโต รวมกบัแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.24 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนเสริม ซึ่งใหผลผลิตกรด  
โคจิกที่สงูกวาสูตรอื่นๆ ทั้งยังเปนสูตรอาหารทีเ่ตรียมไดงาย จึงเลือกเปนอาหารทีจ่ะใชในการผลิต
กรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13 ในการทดลองขั้นตอไป แตอยางไรก็ตาม ผลผลิตกรดโคจิกที่ได
นั้นยังนอย และใหการเติบโตสูง เนื่องจากเปนเพียงการทดลองเบื้องตนที่ยงัไมมีการจัดปจจัยตางๆ 
ใหเหมาะสมกบัการเปลี่ยนแหลงคารบอนในการผลิต 
 
2. ผลการหาปรมิาณแหลงวติามินและปจจัยสงเสริมการเติบโตทีเ่หมาะสมในอาหารเลี้ยง
เชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจกิจากแปงมนัสําปะหลัง 

จากการวิเคราะหหาปริมาณคารบอนในแปงมันสาํปะหลังดวยเครื่องวิเคราะหธาต ุ   
องคประกอบของสารอินทรียโดยใชบริการจากศูนยเครื่องมือวิจยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยี   
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รายงานผลวา ในแปงมนัสําปะหลัง 100 กรัม มีปริมาณคารบอนเปน
องคประกอบอยู 38.5 กรัม อีกทัง้ยงัมีปริมาณไนโตรเจนอยู 0.1 กรัมอีกดวย และจากการทดลอง
ขางตนที่ทาํการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยกลาเชื้อของรา A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เพื่อผลิตกรดโคจิกที่มีปริมาณแปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนจะใหผลดีกวา
กลุมทดลองอื่น แตกพ็บวาผลผลิตที่ไดยังต่ํา และมีการเติบโตของสายใยที่สูง ซึ่งสอดคลองกับ
งานวิจยัที่มมีากอนหนานี้ของรพ ีโรจนอุไร (2539) รวมถึงรายงานของ Kwak และ Rhee (1992a) 
Ogawa และคณะ (1995) ที่สรุปวาในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิกที่มีปริมาณไนโตรเจน
สูง จะใหการเติบโตของสายใยมาก มีผลทาํใหการผลิตกรดโคจิกลดลง   ดงันัน้งานวจิัยนี้จงึทาํการ 
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ตารางที่ 6 ปริมาณกรดโคจิก ผลผลิตกรดโคจิกจากแหลงคารบอนที่ใช และอตัราการผลิต
กรดโคจิก เมื่อใชความเขมขนแปงมนัสําปะหลังคาตางๆ 

 
สูตร
อาหาร 

 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ตั้งตน* 

(กรัมตอลิตร) 

เวลา** 
(วัน) 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป** 

(กรัมตอลิตร) 

ผลผลิตกรด 
โคจิกจาก
คารบอนที่ใช 

(% Yp/s) 

อัตราการผลิต
กรดโคจิก
เฉล่ีย*** 

(กรัมตอลิตร 
ตอวัน) 

แปงมัน
5% 

55.56 18 2.27 54.43 4.17 0.18 

แปงมัน
10% 

111.11 18 6.60 94.24 7.00 0.47 

แปงมัน
15% 

166.67 12 3.53 115.92 3.04 0.44 

 
* คิดจากสูตร ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ = ปริมาณแปง หารดวย 0.90 (Lane and Eynon, 1928) 
** คิดจากวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
*** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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ผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาโดยเพาะเลี้ยงกลาเชื้อของ A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง
มันสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน โดยแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต ซึ่งเปนแหลง
ของวิตามนิกบัปจจัยสงเสรมิการเติบโตและแหลงไนโตรเจนดวย รวมทัง้เปนการแปรอตัราสวน
ระหวางคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) ไปพรอมๆ กันดวย โดยการเติมสารสกดัจากยีสตลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้เปน 0  0.125  0.25  0.5 และ 1.0 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณไนโตรเจนจากสาร
สกัดจากยีสตไดเทากับ 0  0.0125  0.025  0.05 และ 0.1 กรัมตอลิตร และคิดเปนอัตราสวน
ระหวางปริมาณคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารแตละสูตรไดเทากับ 385:1  385:1.1  385:1.2  
385:1.5  และ 385:2 ตามลําดับ เปรียบเทียบกบัสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัผลิตกรดโคจิก 
(ภาคผนวก ก3) ที่มีสารสกดัจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร กับแอมโมเนยีมซัลเฟต 0.24 กรัมตอลิตร 
ซึ่งคิดเปนปริมาณไนโตรเจนไดเทากับ 0.05 กับ 0.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ รวมทัง้หมดเปน 0.2 
กรัมตอลิตร และคิดเปนอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 385:2 

เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 25 วัน พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรบัผลิตกรดโคจิกที่ใช
เปรียบเทียบ จะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงทีสุ่ดคือ 6.52 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง 
ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีารแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตเปน 1.0  0.5  0.25  0.125  กรัมตอ
ลิตรและไมเติมสารสกัดจากยีสต ใหปริมาณผลผลิตกรดโคจิกลดหลัน่กันลงมาเทากบั 5.61  4.81  
3.13  1.21 และ 0.62 กรัมตอลิตรในวันที่ 17  19  20  22 และ 22 ของการเพาะเลี้ยง ตามลําดบั 
ดังแสดงในตารางที ่ 7 ซึ่งจะเหน็วาในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตรจะใหเวลาที่ใหผลผลิตกรดโคจิก
สูงสุดตางกัน คือ เมื่อใชความเขมขนของสารสกัดจากยีสตนอยลง  จะใชเวลาในการเพาะเลีย้ง
เพื่อใหผลผลิตสูงสุดนานขึ้น ซึ่งสอดคลองกับ Ogawa และคณะ (1995) ที่รายงานวา ความเขมขน
ของสารสกัดจากยีสตมีผลตอการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชน้าํตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน โดยในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีการเติมสารสกัดจากยีสตเพิ่มข้ึน จะใชเวลาในการใหผลผลิต
กรดโคจิกสูงสดุลดลง 

สําหรับการเติบโต ผลการทดลองรายงานวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่เตมิสารสกัดจากยีสต 1.0 
กรัมตอลิตร ซึ่งมีปริมาณของไนโตรเจนสงูที่สุดคือ 0.2 กรัมตอลิตร และคิดเปนอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนไดเทากับ 385:2 จะใหการเติบโตของสายใยมากที่สุด คือ 15.08 กรัมตอลิตร 
ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด สวนอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีการเติมสารสกัดจากยีสตเปน 0.5  0.25  
0.125 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมสารสกัดจากยีสต ใหการเติบโตของสายใยลดหลั่นกนัลงมา
เปน 11.94  10.44  9.62 และ 4.90 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลติ
กรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ทีใ่ชเปรียบเทียบ ใหการเติบโตของสายใยเทากับ 14.14 กรัมตอลิตร ดัง
แสดงในรูปที่ 11  และเมื่อพิจารณาผลการเติบโตของสายใยกับการผลิตกรดโคจิก จะพบวาการลด
ปริมาณสารสกัดจากยีสตใหนอยลง จะทาํใหการเติบโตของ A. oryzae K-13  นอยลงตามไปดวย



 

 

ตารางที่ 7 ผลของการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต และอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตกรดโคจิก 
 

สารสกัดจากยีสต แอมโมเนียมซัลเฟต แหลง
คารบอน 

ปริมาณ
ไนโตรเจนใน
แปงมัน
สําปะหลัง 

(กรัมตอลิตร) 

ที่ใชในอาหาร 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
ไนโตรเจน** 
(กรัมตอลิตร) 

ที่ใชในอาหาร 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
ไนโตรเจน*** 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ
ไนโตรเจน 
ทั้งหมดใน
อาหาร 

(กรัมตอลิตร) 

อัตราสวน
ระหวาง

คารบอนตอ
ไนโตรเจน 

ปริมาณกรดโคจิก
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

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 

แปงมัน
สําปะหลัง 

100 
กรัมตอลิตร* 

0.1 0 0 0 0 0.10 385:1.0 0.62 22 
 
* แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมมีปริมาณของคารบอนอยู 38.5 กรัม และมีไนโตรเจนอยู 0.1 กรัม 
** สารสกัดจากยสีต 1 กรัมมีปริมาณของไนโตรเจนอยู 0.1 กรัม 
*** แอมโมเนยีมซลัเฟต 1 กรัมมปีริมาณของไนโตรเจนอยู 0.2 กรัม 
**** ณ วันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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อาจเปนผลใหมีปริมาณสายใยไมเพียงพอตอการใหผลผลิตที่สูง ดงันั้นจงึสงผลใหมีปริมาณกรด 
โคจิกนอยลงดวย (รูปที่ 11) 

เมื่อพิจารณาการใชน้าํตาล พบวา เมื่อใชปริมาณสารสกัดยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อมากขึ้น 
ราจะมีการใชน้ําตาลมากขึน้ (รูปที ่ 12) โดยในอาหารที่เติมสารสกดัจากยีสต 1.0 กรัมตอลิตร    
กับอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิกทีม่ีปริมาณสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตร และ
แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.24 กรัมตอลิตร ราจะมีการใชน้ําตาลรีดิวซมากที่สุดและใกลเคียงกนั แตเมือ่
เทียบผลการเติบโตและผลผลิตกรดโคจิก จะพบวา ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมสารสกดัจากยีสต 1.0 
กรัมตอลิตร รามีการใชน้ําตาลไปเพื่อการเติบโตของสายใยมากกวาที่จะนําไปใชเพื่อการผลิตกรด
โคจิก จึงใหผลการเติบโตของสายใยที่มากกวา และใหผลผลิตกรดโคจิกทีน่อยกวา ซึ่งสอดคลอง
กับรายงานของ Ogawa และคณะ (1995) ที่ทดลองผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus oryzae 
จากน้ําตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน แลวแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตเปนคา
ตางๆ พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณสารสกัดจากยสีตมาก ราจะใชน้ําตาลกลูโคสไปเพื่อการ
เติบโต เปนผลใหการผลิตกรดโคจิกลดลง 

จากผลการทดลองสรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลติกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ซึ่งมี
แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มีสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรที่เปน
ทั้งแหลงไนโตรเจนกับแหลงวิตามนิและปจจัยสงเสริมการเติบโต รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 0.24 
กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจนเสริม โดยคิดเปนอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนไดเทากับ 
385:2  เปนสตูรอาหารที่ดทีีสุ่ดสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13  โดยจะเห็นวา
ยังคงใชอาหารสูตรที่ดัดแปลงจากรพี โรจนอุไร (2539) คือเปลี่ยนเพียงแหลงคารบอนจากน้าํตาล
ทรายเปนแปงมันสําปะหลงัเทานั้น และเมื่อเปรียบเทยีบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกรดโคจิกในงานวิจัยของรพี โรจนอุไร (2539) ที่ใชน้าํตาลทรายเปนแหลงคารบอน และ
กนิษฐา ภูวนารถนรานุบาล (2542) ที่ใชน้าํตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน รวมทัง้ในงานวิจัยนี้ที่ใช
แปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอน พบวาตองใชปริมาณสารสกัดจากยีสตเทากนัคือ 0.5 กรัมตอ
ลิตร ซึ่งแสดงใหเหน็วาเปนปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เหมาะสมที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่จะให
ผลผลิตกรดโคจิกดีที่สุดจากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ไมวาจะใชแหลงคารบอนเปนอะไรก็
ตามดังที่กลาวมาแลว 
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 0.24 0 0 0 0 0 
 (ภาคผนวก ก3) 
 ปริมาณสารสกัดจากยีสต และแอมโมเนยีมซัลเฟต (กรัมตอลิตร) 
 
 กรดโคจิก น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 11 ปริมาณกรดโคจิก และน้าํหนักแหงของสายใย A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีแปงมนัสําปะหลัง 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน แลวแปรผันปริมาณสารสกัด
จากยีสตเปนคาตางๆ 

 

0.62
1.21

3.13

4.785.08

6.52 6.40

8.42

9.84
11.14

14.14
15.08

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0.5 1.0 0.5 0.25 0.125 0

กร
ดโค

จิก
แล
ะน
้ําห
นัก
แห
งข
อง
สา
ยใ
ย (
กร
ัมต

อล
ิตร

สารสกัดจากยีสต 

แอมโมเนียมซัลเฟต 



  57   

 

 

 
 อาหารเลีย้งเชือ้ (ภาคผนวก ก3) × สารสกัดจากยสีต 0.25 กรัมตอลิตร 
 สารสกัดจากยสีต 1.0 กรัมตอลิตร × สารสกัดจากยสีต 0.125 กรัมตอลิตร 
 สารสกัดจากยสีต 0.5 กรัมตอลิตร ไมเติมสารสกดัจากยีสต 
 
 น้ําตาลรีดิวซ น้ําหนกัแหงของสายใย กรดโคจิก 
 
รูปที่ 12 การใชน้าํตาลรีดิวซ ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนักแหงของสายใย A. oryzae K-13 

ที่เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแปงมนัสาํปะหลงั 100 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน แลวแปรผันปริมาณสารสกัดจากยีสตเปนคาตางๆ เทียบกบัอาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) 
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3. ผลการหาภาวะที่เหมาะสมบางประการตอการเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจกิจากแปง 
3.1 ผลการหาคาความเปนกรดดางต้ังตนทีเ่หมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ

สําหรบัผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสําปะหลัง 
เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก    

ก3) โดยใชปริมาตรอาหาร 150 มิลลิลิตรในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร โดยแปรผันคาความเปน
กรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0 และ 9.0 ผลการทดลองพบวา ทีท่กุ
คาความเปนกรดดางตั้งตน ราจะมีการเติบโตอยางรวดเร็วในระยะเริ่มแรกของการเพาะเลีย้ง แลว
เขาสูระยะที่มกีารเติบโตคงที่ประมาณวันที่ 7 - 9 ของการเพาะเลี้ยง แตจะมีการเติบโตของสายใย
ที่แตกตางกัน คือ ถาคาความเปนกรดดางตั้งตนสูงขึน้ การเติบโตจะลดลง ดังแสดงในรูปที่ 13 และ 
ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดสูงสุดจะมีน้าํหนักแหงของสายใยเปน 14.04  14.20  13.02  13.02  12.06 
และ 12.14 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยจะเหน็วาที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากบั 5.0 ใหการ
เติบโตของสายใยสูงที่สุด ซึง่สอดคลองกบัรายงานของ Katagiri และ Kitahara (1933) ที่พบวาคา
ความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการเติบโตของ Aspergillus oryzae มีคาประมาณ 5.0 

เมื่อพิจารณาถึงคาความเปนกรดดางระหวางการผลิตกรดโคจิกในอาหารเมื่อแปรคา
ความเปนกรดดางตั้งตนเปน 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0 และ 9.0 พบวา จะมีคาความเปนกรดดาง
ลดลงจนคงที ่ โดยในวนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะมคีาเปน 2.70  2.57  2.50  2.59  3.06  
และ 3.46 ตามลําดับ (รูปที่ 13) สวนผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะมีคาเทากับ 4.25  9.83  15.83  
12.99  4.06 และ 1.27 กรัมตอลิตรในวันที ่ 18  19  18  19  18 และ 19 ของการเพาะเลี้ยง 
ตามลําดับ  (รูปที่ 13)  ซึ่งแสดงใหเหน็วาที่คาความเปนกรดดางตัง้ตนเทากับ 8.0 และ 9.0 มีการ
ลดลงของคาความเปนกรดดางระหวางการผลิตยังไมมากพอที่จะทาํใหผลิตกรดโคจิกไดดี จึง
สงผลใหมีปริมาณผลผลิตกรดโคจิกต่ํา ในขณะที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 พบวา 
ระหวางการผลิตมีคาความเปนกรดดางลดลงต่ําที่สุดคอื 2.5 ซึ่งเปนชวงทีเ่หมาะสมตอการผลิต
กรดโคจิกซึ่งสอดคลองกับรายงานของรพ ี โรจนอุไร (2539) ที่พบวา คาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการผลิตกรด    โคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 มีคาเทากับ 2.5 และสอดคลอง
กับรายงานของ Kwak และ Rhee (1992a) Ogawa และคณะ (1995) Ariff และคณะ (1996) ที่
พบวา การผลิตกรดโคจิกจะเกิดในสภาวะที่เปนกรดเทานั้นโดยคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมอยู
ในชวง 2.0 – 3.0 ดังนัน้จึงใหการผลิตกรดโคจิกสูงที่สุด 

สําหรับการใชน้ําตาลในระหวางการเพาะเลี้ยง พบวา รา A. oryzae K-13 จะยอยแปง
มันสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร ไปเปนน้าํตาลรีดิวซอยางรวดเร็วในวนัแรกของการเพาะเลี้ยง ดูได
จากปริมาณแปงที่ลดลง และปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 14 แตความเปนแปง
ของการทดลองที่ความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 4.0  5.0  6.0  7.0  8.0  และ 9.0  จะหมดในเวลา 
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 คาความเปนกรดดางตั้งตน 4.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 7.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 5.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 8.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 6.0 คาความเปนกรดดางตั้งตน 9.0 
 คาความเปนกรดดาง กรดโคจิก น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 13 คาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนักแหงของสายใย A. oryzae K-13 

ในระหวางการเพาะเลีย้ง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมันสาํปะหลงั 100 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงคารบอน ซึง่แปรผันคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อคา
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 คาความเปนกรดดางตั้งตน 4.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 7.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 5.0 × คาความเปนกรดดางตั้งตน 8.0 
 คาความเปนกรดดางตั้งตน 6.0 คาความเปนกรดดางตั้งตน 9.0 
 
 แปง น้ําตาลรีดิวซ กรดโคจิก 
 
รูปที่ 14 ปริมาณแปง และน้ําตาลรีดวิซระหวางการผลิตโดยรา A. oryzae K-13 เมื่อแปรคา

ความเปนกรดดางตั้งตนของอาหารเลีย้งเชือ้ตางๆกัน 
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ที่ตางกันคือ ในวนัที ่6  4  3  3  4 และ 6 ของการเพาะเลี้ยง ตามลําดบั (รูปที่ 14) ซึ่งแสดงใหเห็น
วาคาความเปนกรดดางตัง้ตนในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการยอยแปง ทัง้นี้เนื่องจากคาความเปน
กรดดางเปนปจจัยที่สําคัญตอประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมกลุมอะมายเลสอนัไดแก 
เอนไซมแอลฟาอะมายเลสทีจ่ะตัดพันธะภายในโมเลกุลของแปงแบบสุมไดเปนน้าํตาลที่มโีมเลกุล
ขนาดตางๆ จึงทําใหความหนืดของแปงลดลงอยางรวดเร็ว กบัเอนไซมกลูโคอะมายเลสที่จะตดั
พันธะจากปลายดานที่ไมใชรีดิวซของโมเลกุลแปงหรือน้าํตาลขนาดหลายโมเลกุลเขามาทีละ
โมเลกุล ไดเปนน้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว (น้าํตาลกลูโคส) (Fogarty และ Kelly, 1979) 

จากผลการทดลองจะเห็นวาอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีการยอยแปงหมดเร็ว จะใหผลผลิตกรด
โคจิกสูง เนื่องจากทําใหมีแหลงของน้ําตาลรีดิวซอยางเพียงพอที่นาํจะใช และเมื่อพิจารณาถึงแบบ
แผนการใชน้ําตาลรีดิวซ (รูปที่ 14) จะพบวาที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 กับ 7.0 ซึ่ง
ยอยแปงไดดีที่สุด จะมกีารใชน้ําตาลในชวงการผลิตกรดโคจิกที่มากและเร็วกวาคาอื่น แตทีค่า
ความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 เนื่องจากมีคาความเปนกรดดางในระหวางการผลิตกรดโคจิก
เหมาะสมที่สดุตอการผลิตกรดดังกลาว ทําใหรานาํน้ําตาลรีดิวสไปใชเพื่อการผลิตกรดโคจิกมาก
และเร็วที่สุด สงผลใหมปีริมาณกรดโคจิกสูงที่สุด 

เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของการใชน้ําตาลไปในการผลิตกรดโคจิกของรา (Yp/s) 
ซึ่งเปนคาที่บอกถึงความสามารถของราในการเปลีย่นสารตั้งตนไปเปนผลิตภัณฑโดยปกติมีคา
ในชวง 0-1 ซึ่งถายิง่มคีาเขาใกล 1 แสดงวามีการใชสารตัง้ตนอยางคุมคาและใหปริมาณ
ผลิตภัณฑสูง มีผลดงัแสดงในตารางที ่ 8 โดยพบวา การใชคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเทากบั 6.0 จะมีคาประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้าํตาลไปเปนกรดโคจิกไดสูงสุดคือ 0.149 
หรือรอยละ 14.9 โดยน้าํหนัก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ยสูงสดุคือ 1.01 กรัมตอลิตรตอวัน 
รองลงมาคือ ที่คาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 7.0 และ 5.0 ตามลําดับ สวนคาความเปนกรด
ดางตั้งตนที่สงูเกินไป (8.0 และ 9.0) หรือตํ่าเกินไป (4.0) จะทาํใหรามีประสิทธิภาพในการเปลี่ยน
น้ําตาลไปเปนกรดโคจิกนอยลงมาก 

ดังนัน้จากผลการทดลองทัง้หมดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แปรคาความเปนกรดดางตั้งตน 
สรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) ที่ใชความเปนกรดดางตั้งตนเปน 
6.0 ในการผลิตกรดโคจิกจากแปงมนัสาํปะหลังโดย Aspergillus oryzae K-13 เหมาะสมทีสุ่ด
เนื่องจากมกีารผลิตกรดโคจิกในปริมาณทีสู่ง รวมทัง้มปีระสิทธิภาพในการเปลีย่นน้าํตาลรีดิวซไป
เปนกรดโคจิกดีที่สุด เมื่อเทยีบกับคาความเปนกรดดางตั้งตนคาอืน่ ในขณะที่รายงานการวิจยัของ
รพี โรจนอุไร (2539) กับอุษา สรรควัฒนา (2543) พบวา คาความเปนกรดดางตัง้ตนที่เหมาะสมใน
อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับการผลิตกรดโคจิกจากน้าํตาลทรายโดย A. oryzae K-13 เทากับ 4.5 และ 
5.0 ตามลําดบั ซึ่งแสดงใหเห็นวามีคาความเปนกรดดางตางกัน เนื่องจากแหลงคารบอนที่ใชเปน
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แปงจึงจาํเปนตองผานการยอยเสียกอน จึงตองการคาความเปนกรดดางตั้งตนที่เหมาะสมตอการ
ยอยแปงดวย 
 
ตารางที่ 8 ปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ใชไป ประสิทธิภาพในการเปลีย่น       

น้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลติกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วนัที่ใหผลผลิตกรด
สูงสุด เมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนตางกัน 

 
คาความเปน
กรดดาง 
ตั้งตน 

 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ใชไป* 
(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพการ
เปล่ียนน้ําตาลไป
เปนกรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิกเฉลี่ย** 

(กรัมตอลิตรตอวัน) 

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 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนทีม่ีคาประมาณ 111.11 กรัมตอลิตร ลบดวย ปริมาณ  

น้ําตาลรีดิวซทีเ่หลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวนัที่เร่ิมผลิตจนถงึวนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสดุ 
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3.2 ผลการหาคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่แบงเปน 2 ชวง 
สําหรบัผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสําปะหลัง 

เมื่อเพาะเลี้ยงกลาเชื้อ A. oryzae K-13 ในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร
เลี้ยงเชื้อสําหรบัผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) 150 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 
200 รอบตอนาท ีควบคุมอุณหภูมิที ่ 30 ± 1 องศาเซลเซียสตลอดการเพาะเลีย้ง เปนเวลา 25 วัน 
โดยแบงการควบคุมคาความเปนกรดดาง 2 ชวงคือ ชวงแรกใหเหมาะตอการยอยแปง และชวงหลัง
ใหเหมาะตอการผลิตกรดโคจิก ทัง้นีเ้พราะจากผลการทดลองขอ 3.1 พบวา ความเปนกรดดางตัง้
ตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 6.0 และ 7.0 จะมีการยอยแปงหมดเร็วที่สุด และทาํใหมีแนวโนมใน
การผลิตมากขึน้ ในการทดลองขอนีจ้ึงจัดภาวะใหเหมาะตอการยอยแปงในชวงแรกซึ่งจะใช
เวลานาน 2 วัน หลังจากนั้นจงึปรับเขาสูภาวะที่เหมาะตอการผลิตกรดโคจิกตอไป ซึง่ไดแบงการ
ทดลองออกเปน 6 การทดลองดังนี ้ 

1. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 5.0 – 6.0 
นาน 2 วัน แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลัง 

2. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 – 7.0 
นาน 2 วัน แลวไมควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงหลัง 

3. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 5.0 – 6.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการ
ทดลอง 

4. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 – 7.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 ทันที และควบคุมจนสิ้นสุดการ
ทดลอง 

5. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 5.0 – 6.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 โดยคอยๆ ปรับลงภายใน 5 วัน 
และควบคุมจนส้ินสุดการทดลอง 

6. ผลิตกรดโคจิกโดยควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในชวง 6.0 – 7.0 
นาน 2 วัน แลวจึงปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 โดยคอยๆ ปรับลงภายใน 5 วัน 
และควบคุมจนส้ินสุดการทดลอง 

ผลการทดลอง พบวา การควบคุมคาความเปนกรดดางในชวงแรกเปน 5.0 - 6.0 และ
เปน 6.0 - 7.0 นาน 2 วัน จะชวยใหมีการยอยแปงมนัสาํปะหลงัไปเปนน้าํตาล (ตรวจในรูปน้ําตาล
รีดิวซ) หมดภายในเวลาเพียง 32 ชั่วโมงของการเพาะเลีย้ง ในขณะทีป่ริมาณของน้าํตาลรีดิวซจะมี
การสะสมเพิ่มข้ึนจนมีคาสูงสุดไลเลี่ยกันทีเ่วลาเดียวกนั ดังแสดงในรูปที่ 15 แตเมื่อเปรียบเทยีบ
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ปริมาณแปงมนัสําปะหลงัที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะเหน็วาการควบคุมคาความเปนกรดดาง
ในชวง 5.0 – 6.0 จะมีประสิทธิภาพในการยอยแปงที่ดีกวา ดูไดจากปริมาณแปงที่เหลืออยูใน
อาหารเลีย้งเชือ้ที่นอยกวา ณ เวลาเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 16 ซึ่งเปนผลมาจากคาความเปนกรด
ดางทีจ่ัดใหมคีวามเหมาะตอการทาํงานของเอนไซมแอลฟาอะมายเลส ซึ่งสอดคลองกับรายงาน
ของ Fogarty และ Kelly (1979) ที่ระบวุา Aspergillus oryzae สามารถสรางเอนไซมแอลฟาอะ
มายเลสที่ทาํงานไดดีที่สุดในชวงคาความเปนกรดดางเทากับ 5.5 – 5.9 และคาความเปนกรดดาง
ที่เอนไซมมีความเสถยีรอยูในชวง 5.5 – 8.5 

เมื่อควบคุมครบกําหนด 2 วันแลว หลงัจากนัน้ ปรับคาความเปนกรดดางในชวงหลงัตาม
การทดลองที่กลาวมาขางตน ไดผลดังแสดงในรูปที ่ 17 โดยในการทดลองที่ 5 กับ 6 ที่คอยๆ ปรับ
คาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6 ภายใน 5 วัน แลวควบคมุไวจนสิน้การทดลอง จะได
ผลผลิตกรดโคจิกสูงที่สุดเทากับ 11.22 และ 10.53 กรัมตอลิตรในวันที ่ 18 และ 19 ของการ
เพาะเลี้ยง ใหน้ําหนกัแหงของสายใยเปน 13.24 และ 12.42 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนการ
ทดลองที่ 3 กบั 4 ที่ปรับคาความเปนกรดดางใหอยูในชวง 2.4 – 2.6 ทันที แลวควบคุมไวจนสิน้สุด
การทดลอง ไดผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเปน 8.74 และ 8.26 กรัมตอลิตรในวันที่ 19 และ 20 ของการ
เพาะเลี้ยง โดยจะเหน็วาไดปริมาณกรดโคจิกทีน่อยกวา เนื่องจากการปรับคาความเปนกรดดาง
ในชวง 5.0 – 6.0 กับ  6.0 – 7.0 มาเปน 2.5 อยางกระทนัหนั ในวนัที ่2 ของการเพาะเลี้ยง จะทําให
มีการเปลี่ยนแปลงภาวะในการเพาะเลี้ยงทีร่วดเร็วเกินไป จงึสงผลตอการเติบโตของสายใยโดยทาํ
ใหน้าํหนักแหงของสายใยลดลงในวนัที่ 3 ของการเพาะเลี้ยง เพราะทาํใหระบบเอนไซมตางๆ ของ
ราไมสามารถทํางานได หรือถูกทําลายไป หลังจากนั้นราจะมีการปรับตัวตอภาวะคาความเปนกรด
ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงไปนัน้ จึงทําใหการเติบโตคอยๆ เพิ่มข้ึนจนคงที่ในวนัที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง แต
มี น้ําหนกัแหงของสายใยสงูสุดเทากับ 11.50 และ 10.82 กรัมตอลิตร ซึ่งทาํใหการผลิตกรดโคจิกมี
ประสิทธิภาพไมเต็มที ่ และยังพบวาการผลิตกรดโคจิกจะเริ่มผลิตก็ตอเมื่อการเติบโตของสายใยไม
มีความแปรปรวนแลว จงึไดผลผลิตกรดนอยลง  สําหรับการทดลองที่ 1 กับ 2 ที่ปลอยคาความเปน
กรดดางใหเปนไปตามธรรมชาติ ทําโดยไมมีการควบคมุคาความเปนกรดดางจนสิน้สุดการทดลอง 
ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเพียง 3.94 และ 2.53 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 และ 21 ของการเพาะเลีย้ง 
มีน้ําหนักแหงของสายใยเทากับ 13.26 และ 12.60 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งการที่ไดผลผลิตกรด
นอยมาก อาจเปนผลมาจากคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อระหวางการเพาะเลี้ยงที่ลดลง
ไมถึงชวงความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลติกรดโคจิก โดยมีคาความเปนกรดดาง ณ วนัที่
ใหผลผลิตกรดสูงสุดอยูที ่2.95 และ 3.90 ตามลาํดับ 
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 การทดลองที ่1 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่2 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่3 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 × การทดลองที ่4 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 การทดลองที ่5 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 การทดลองที ่6 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 แปง น้ําตาลรีดิวซ 
 
รูปที่ 15 ปริมาณแปง และน้ําตาลรีดวิซระหวางการผลิตโดย A. oryzae K-13 เมื่อควบคุม

ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 ชวง 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

เวลาในการเพาะเลีย้ง (วัน)

แป
ง แ

ละ
น้ํา
ตา
ลร
ีดิว
ซ (
กร
ัมต

อล
ิตร

)



  66   

 

 

การทดลองที ่ 1 3 5 2 4 6 
 5.0-6.0 6.0-7.0 
 ควบคุมคาความเปนกรดดางในชวง 
 
รูปที่ 16 เปรียบเทียบปริมาณแปงที่เหลือระหวางการผลิตโดย A. oryzae K-13 ในชั่วโมงที ่16 

ของการเพาะเลี้ยง เมื่อควบคุมความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งเชือ้ในชวงแรกเปน 
5.0-6.0 และ 6.0-7.0 นาน 2 วัน 
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 การทดลองที ่1 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่2 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวไมควบคุม pH 
 การทดลองที ่3 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 × การทดลองที ่4 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ทันท ี
 การทดลองที ่5 ควบคุม pH 5-6 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 การทดลองที ่6 ควบคุม pH 6-7 (2 วัน) แลวปรับเปน 2.4-2.6 ภายใน 5 วัน 
 คาความเปนกรดดาง กรดโคจิก น้ําหนกัแหงของสายใย 
 
รูปที่ 17 คาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดโคจิก และน้ําหนกัแหงของของสายใยระหวางการ

ผลิตโดย A. oryzae K-13 เมื่อควบคุมความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 
ชวง 
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สําหรับการใชน้ําตาลใน 6 การทดลอง แสดงดังในรูปที ่ 15 จะเหน็วา รามกีารใชน้ําตาล
ไปใน 2 ลักษณะคือ เพื่อการเติบโต และเพื่อการผลิตกรดโคจิกที่แตกตางกนั โดยในชวงการเติบโต
ของการทดลองที่ 3 กับ 4 รามีการใชน้ําตาลรีดิวซเร็วที่สุดและมากที่สุด เนื่องจากตองใชเพื่อการ
ปรับตัวและสรางสายใยทดแทนสายใยที่ถกูทําลายจากการปรับคาความเปนกรดดางลงอยาง
กะทนัหนั จึงทําใหมีน้าํตาลตั้งตนไปใชในชวงการผลิตที่นอยลง สวนในชวงการผลิตกรดโคจิกจะมี
การใชน้าํตาลรีดิวซเร็วใกลเคียงกับการทดลองที ่ 5 และ 6 ดังนั้นจึงทาํใหมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ ณ วันสิน้สุดการทดลองเพียง 11.59 และ 13.79 กรัมตอลิตร ตามลําดบั 
ขณะที่การใชน้ําตาลของการทดลองที ่ 1 กับ 2 จะชากวาการทดลองอืน่ตั้งแตเร่ิมการผลิต
จนกระทั่งสิน้สุดการทดลอง จึงทาํใหเหลอืน้ําตาลรีดิวซในวนัสิ้นสุดการทดลองมากที่สุดคือ 22.67 
และ 25.12 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

เมื่อพิจารณาถึงผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด ประสิทธิภาพในการเปลีย่นน้ําตาลไปเปนกรด 
โคจิกของรา และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ในการทดลองนีท้ั้ง 6 การทดลอง แสดงดังในตาราง
ที่ 9 พบวา การผลิตกรดโคจิกเมื่อควบคุมคาความเปนกรดดางของอาหารเลีย้งเชือ้ในชวง 5.0 – 
6.0 นาน 2 วนั แลวจงึปรับคาความเปนกรดดางมาอยูในชวง 2.4 – 2.6  โดยคอยๆ ปรับลงภายใน 
5 วัน และควบคุมจนสิน้สุดการทดลอง (การทดลองที่ 5) มีผลผลิตกรดโคจิก ประสิทธิภาพในการ
เปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิกของรา และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ยสูงที่สุด ในเวลาทีน่อย
ที่สุด ที่เปนเชนนี้เพราะรามีคาความเปนกรดดางในชวงการเติบโตและการผลิตทีแ่ตกตางกนั ซึ่ง
สอดคลองกับ Katagiri และ Kitahara (1933) ที่พบวา Aspergillus oryzae มีคาความเปนกรด
ดางทีเ่หมาะกบัการเติบโตที ่ 5.0 และเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกที ่ 2.4 นอกจากนีใ้นการปรับคา
ความเปนกรดดางในชวงการผลิตลง จําเปนตองปรับอยางถูกวิธีดวย โดยสอดคลองกับรายงาน
การวิจยัของอษุา สรรควัฒนา (2543) ที่พบวา การคอยๆ ปรับลดคาความเปนกรดดางในระหวาง
การผลิตกรดโคจิกลง เปนวิธีการที่ถกูตอง เนื่องจากทาํใหสายใยสามารถปรับตัวเขากับคาความ
เปนกรดดางทีเ่ปลี่ยนไปได และสงผลกระทบตอระบบเอนไซมในการผลิตกรดนอยลง ทําใหมีการ
ผลิตกรดสูงขึ้นได  ดังนั้นการทดลองที ่ 5 นี้จงึเปนการทดลองทีด่ีที่สุดในการผลิตกรดโคจิกเมื่อ
ควบคุมคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวงและเลือกเปนตัวแทนของผลการทดลองในขอ 3.2 นี ้

เมื่อเปรียบเทยีบผลผลิต และระยะเวลาในการผลิตของผลการทดลองที่ดีที่สุดจากขอ 
3.1 คือ การผลิตกรดโคจิกเมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 ซึ่งใหผลผลิตเทากับ 15.18 
กรัมตอลิตร กับผลการทดลองที่ดทีี่สุดจากขอ 3.2 นี ้ ซึ่งใหผลผลิตเทากับ 11.22 กรัมตอลิตร     
(ตารางที่ 9) จะเหน็วาการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากบั 6.0 จะให
ผลผลิตกรดโคจิกที่สงูกวาประมาณ 4 กรัมตอลิตร  โดยที่ใชเวลาในการเพาะเลี้ยงเทากันคือ 18 วัน 
นอกจากนีย้ังเปนวิธกีารที่สะดวกไมยุงยาก เนื่องจากเพียงจัดคาความเปนกรดดางตั้งตนกอนทาํ
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การเพาะเลี้ยงเทานั้น ไมตองคอยมาควบคุมคาความเปนกรดดางในระหวางการเพาะเลี้ยงตั้งแต
เร่ิมตนจนสิน้สดุ ซึ่งที่ตองสิ้นเปลืองทัง้แรงงาน สารเคมี และเครื่องมือ 

จากผลการทดลองจึงตัดสินใจเลือกจัดภาวะในการผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลัง
โดย Aspergillus oryzae K-13 โดยปรับใหมีคาความเปนกรดดางตัง้ตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ
ผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) เทากับ 6.0 เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
 
ตารางที่ 9 ผลผลิตกรดโคจิก ประสิทธภิาพในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจกิ และอัตรา

การผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผลผลิตกรดสูงสุด เมื่อควบคุมคาความเปน
กรดดางในการเพาะเลีย้งเปน 2 ชวง 

 
การ

ทดลองที่ 
 

วันที่เริ่ม
ผลิตกรด 
โคจิก 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป* 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การเปลี่ยน 
น้ําตาลไปเปน
กรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิก 
เฉล่ีย** 

(กรัมตอลิตร
ตอวัน) 

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 

ผลการทดลองที่ดีที่สุดจากขอ 3.1 คือเมื่อใชคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ 
6.0 3 18 15.18 101.97 0.149 1.01 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตนทีม่ีคาประมาณ 111.11 กรัมตอลิตร ลบดวย ปริมาณ  

น้ําตาลรีดิวซทีเ่หลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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4. ผลการหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงคารบอนในอาหารเลีย้งเชื้อ 
เมื่อไดอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่ดทีี่สุดจากผลการทดลองขอ 2 และการ

จัดคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมจากผลการทดลองขอ 3 คือ 385:2 และคาความเปนกรดดาง
ตั้งตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 ที่ทําใหเกิดความสมดุลยระหวางการเติบโต และการผลติ
กรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลัง ซึ่งทําใหไดผลผลิตกรดสูงแลว จงึหาปริมาณของคารบอนสูงสุดที่
เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก โดยการแปรปริมาณของแปงมนัสําปะหลัง เทากับ 100  150  200  
250  และ 300 กรัมตอลิตร โดยยังคงคาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่ดทีี่สุดเทากับ 
385:2 ในแตละการทดลอง คือ ใชสารสกัดจากยีสต 0.5 กรัมตอลิตรเทากนั แตแปรปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตเปน 0.24  0.48  0.71  0.95 และ 1.19 กรัมตอลิตร ตามลําดบั แลวปรับใหมี
คาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวเทากับ 6.0 เพาะเลีย้งบนเครื่องเขยาแบบ  
โรตารีความเรว็ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 30 ± 1 องศาเซลเซียส นาน 25 วัน 

ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงมันสาํปะหลังตั้งตนเทากบั 150 และ 200 
กรัมตอลิตรใหผลผลิตกรดสูงกวาปริมาณแปงมันสาํปะหลังคาอืน่คือ เทากับ 21.91 และ 19.77 
กรัมตอลิตร ในวนัที ่ 17 และ 17 ของการเพาะเลี้ยงตามลําดับ รองลงมาคือในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ปริมาณแปงมนัสําปะหลงัตั้งตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร โดยใหผลผลิตกรดเทากับ 15.23 กรัมตอ
ลิตรในวันที ่ 18 ของการเพาะเลีย้ง ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปงมนัสาํปะหลงัตั้งตน
เทากับ 250 และ 300 กรัมตอลิตร ใหการผลิตกรดโคจิกไดนอยกวาอาหารเลี้ยงเชื้อคาอื่นๆ โดยจะ
ใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 10.96 และ 10.29 กรัมตอลิตร ในวนัที ่16 และ 16 ของการเพาะเลีย้ง 
ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที่ 18 

สวนการเติบโตของสายใย พบวา เมื่อมีปริมาณแปงมันสําปะหลงัตั้งตนในอาหารเลี้ยง
เชื้อเพิ่มข้ึน จะทําใหมีการเติบโตของสายใยสูงขึ้น โดยในระหวางการเพาะเลีย้งที่ความเขมขนแปง
ทั้ง 5 คา คือ 100  150  200  250 และ 300 กรัมตอลิตร จะเห็นวามีแบบแผนการเติบโตใน
ลักษณะเดียวกัน คือมกีารเติบโตอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเพาะเลีย้ง แลวชาลงจนการ
เติบโตของราเกือบจะคงที่ในวนัที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง เมื่อส้ินสุดการทดลองจะใหน้ําหนกัแหงของ
สายใยสงูสุดเทากับ 12.36  14.24  15.16  15.44 และ 16.04 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังรูปที ่19 
โดยจะเห็นวาเมื่อใชปริมาณแปงมันสาํปะหลังตั้งตนสูงจะสงเสริมใหมกีารสรางสายใยมาก ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของรพี โรจนอุไร (2539)  กนษิฐา ภูวนาถนรานบุาล (2542)  May และคณะ 
(1931) ที่พบวาเมื่อเพิม่ปริมาณแหลงคารบอนจะทําใหมีการเติบโตของราสูงขึน้ 

ในระหวางการเติบโต จะเหน็วา รามกีารยอยแปงมนัสาํปะหลงัไปเปนน้าํตาล (ตรวจวัด
ในรูปน้ําตาลรีดิวซ)    อยางรวดเร็วในวนัแรกของการเพาะเลี้ยง    ดูไดจากความเขมขนของแปงมัน  
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 100 150 200 250 300 
ปริมาณแปงมันสําปะหลัง (กรัมตอลิตร) 

 
รูปที่ 18 เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิกที่ผลิตขึ้นจากการเพาะเลีย้ง A. oryzae K-13 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ที่มีปริมาณแปงมันสาํปะหลังความเขมขนตางๆ 
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 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร × แปงมันสาํปะหลัง 250 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร แปงมันสาํปะหลัง 300 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 200 กรัมตอลิตร 
 น้ําหนกัแหงของสายใย แปง น้ําตาลรีดิวซ 
 
รูปที่ 19 น้ําหนกัแหงของสายใย ปริมาณแปงและน้ําตาลรีดิวซในระหวางการผลิตกรดโคจิก

จากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปงมันสาํปะหลัง
ความเขมขนตางๆ 
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สําปะหลงัที่ลดลง และความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึนในอาหารเลีย้งเชือ้จนมีคาสงูสุด
เทากับ 65.30  100.82  131.28  162.83 และ 192.85 กรัมตอลิตร  ในวนัที ่2  2  2  1 และ 1 ของ
การเพาะเลี้ยง ตามลาํดับ (รูปที ่19) หลังจากนัน้น้ําตาลรีดิวซจะลดลงอยางตอเนื่อง    ทัง้นี้เปนผล
จากการที่รานาํน้าํตาลทีเ่กิดขึ้นนัน้ไปใชเพือ่การเติบโต และในสรางเปนกรดโคจิกตอไป ซึ่งเมื่อดูถึง
การใชน้าํตาล พบวามีแบบแผนการใชน้าํตาลแบบเดียวกัน และยงัพบวาการใชปริมาณแปงมนั
สําปะหลงัตั้งตนมากกวา 200 กรัมตอลิตรคือ 250 และ 300 กรัมตอลิตร เปนปริมาณที่มากเกินไป
ไมเหมาะตอการผลิตกรดโคจิก เนื่องจากยังมีแปงเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อส้ินสุดการทดลอง 
และใหผลผลิตกรดโคจิกที่ต่าํกวาอาหารทีใ่ชปริมาณแปงมันสาํปะหลงัตั้งตนเทากับ 100 150 และ 
200 กรัมตอลิตร ซึ่งแปงจะถูกยอยเปลี่ยนเปนน้าํตาลรดีิวซหมดในวนัที ่ 3  4 และ 5 ของการ
เพาะเลี้ยง ตามลําดับ (รูปที่ 19) 

สําหรับคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแปงมันสาํปะหลังตัง้ตน 100  
150  200  250  และ 300 กรัมตอลิตร  พบวามีแบบแผนการลดลงอยางรวดเร็วของคาความเปน
กรดดางในชวงวนัแรกของการเพาะเลี้ยงใกลเคียงกันคือ มีคาอยูใน 3.4 - 3.6 หลังจากนัน้คาความ
เปนกรดดางยงัลดลงเรื่อยๆ จนเริ่มคงทีห่ลังจากวนัที่ 10 ของการเพาะเลีย้งเปนตนไป จนสิน้สุด
การทดลอง โดยอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแปงมันสาํปะหลังตัง้ตน 100  150  และ 200 กรัมตอ
ลิตร ณ วันทีใ่หผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะมีคาความเปนกรดดางเทากับ 2.50  2.50 และ 2.53 
ตามลําดับ ซึ่งมีคาความเปนกรดดางในชวงที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก ซึง่สอดคลองกบั
รายงานของรพี โรจนอุไร (2539)  Kwak และ Rhee (1992a)  Ogawa และคณะ (1995)  Ariff 
และคณะ (1996) ที่เคยกลาวถงึมาแลว จึงใหผลผลิตมากกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปง
มันสําปะหลงัตั้งตน 250 และ 300 กรัมตอลิตร ที่มีคาความเปนกรดดางเทากับ 2.68 และ 2.72 
ตามลําดับ (รูปที่ 20) 

เมื่อเปรียบเทยีบผลของความเขมขนแปงมันสําปะหลงัทั้ง 5 คา ตอการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13 มีผลดังแสดงในตารางที่ 10  โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแปงมนั
สําปะหลงัตั้งตนเทากับ 150 กับ 100 กรัมตอลิตร จะใหประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้าํตาลไปเปน
กรดโคจิกสูงทีสุ่ดคือ 0.15 โดยน้ําหนักเทากัน แตในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแปงมันสําปะหลัง
ตั้งตนเทากับ 150 กรัมตอลิตร มีคาประสทิธิภาพของสายใยราในการผลิตกรดโคจิก (Yp/x) สูงกวา
โดยมีคาเทากบั 1.54 สงผลใหมีการผลิตกรดโคจิกในแตละวันที่มากกวา (รูปที่ 20) ดังนั้นจึงให
ปริมาณผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด อัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ยที่สงูกวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณ
แปงมันสาํปะหลังตั้งตนเทากับ 100 กรัมตอลิตร และใชเวลาในการเพาะเลีย้งเรว็กวา 1 วันคือใน
วันที่ 17 ของการเพาะเลี้ยง 
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จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาทีป่ริมาณแปงมนัสําปะหลงัตั้งตน 150 กรัมตอ
ลิตรเปนปริมาณแปงมันสาํปะหลังที่เหมาะสมตอการผลติกรดโคจิกภายใตอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 385:2 และคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลีย้งเชือ้เทากบั 6.0 
ดังนัน้จึงเลือกเปนอาหารเลีย้งเชื้อสูตรเหมาะสมสาํหรบัผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ที่มีปริมาณ
แปงมันสาํปะหลังตั้งตนเทากับ 150 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน มสีารสกัดจากยสีต 0.5 กรัม
ตอลิตรเปนแหลงวิตามินและปจจัยสงเสริมการเติบโต รวมกับแอมโมเนียมซัลเฟต 0.48 กรัมตอ
ลิตรเปนแหลงไนโตรเจนเสรมิ ในการทดลองขั้นตอไป 

เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณของแปงตั้งตนที่ใชในงานวิจัยนี ้ กับรายงานของ Rosfarizan 
และคณะ (1998a) ทีท่ําการศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยรา Aspergillus flavus จากแปงสาคู 
พบวา เมื่อใชแปงสาคู 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนในระดับขวดเขยาจะใหผลผลิตกรดโค
จิก 23.5 กรัมตอลิตรในวนัที่ 21 ของการเพาะเลี้ยง และรายงานของ Rosfarizan และคณะ 
(1998b) ที่แปรความเขมขนของแปงขาวโพดในปริมาณตางๆ เพื่อศึกษาความสามารถในการใช
แปงเปนแหลงคารบอนของ Aspergillus flavus พบวาความเขมขนของแปงขาวโพดที่ 75 กรัมตอ
ลิตรเหมาะสมที่สุด โดยจะใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 19.2 กรัมตอลิตรในวันที่ 20 ของการ
เพาะเลี้ยง จะเหน็ไดวาการใชแปงตางชนดิกัน จะตองใชความเขมขนของแปงตัง้ตนที่แตกตางกนั
เพื่อใหเหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิก 
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 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัมตอลิตร × แปงมันสาํปะหลัง 250 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัมตอลิตร แปงมันสาํปะหลัง 300 กรัมตอลิตร 
 แปงมันสาํปะหลัง 200 กรัมตอลิตร 
 คาความเปนกรดดาง กรดโคจิก 
 
รูปที่ 20 คาความเปนกรดดาง และปริมาณกรดโคจิกจากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแปงมันสาํปะหลงัความเขมขนตางๆ 
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ตารางที่ 10 ปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีใ่ชไป ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผล

ผลิตกรดสูงสุด เมื่อใชปริมาณแปงมันสาํปะหลังตัง้ตนตางกนั 
 
ปริมาณแปงมัน
สําปะหลังตั้งตน 

 

วันที่เริ่มผลิต
กรดโคจิก 

วันที่ใหผลผลิต
กรดโคจิกสูงสุด 

ปริมาณกรดโคจิก
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
รีดิวซที่ใชไป* 
(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพการ
เปลี่ยนน้ําตาลไป
เปนกรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิตกรด
โคจิกเฉลี่ย** 

(กรัมตอลิตรตอวัน) 

น้ําหนักแหงของ
สายใย*** 

(กรัมตอลิตร) 

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 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเริ่มตน (ปริมาณแปงหารดวย 0.9) ลบดวย ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เริ่มผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
*** คิดจากวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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5. ผลการผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลังเปนแหลงคารบอนโดยใชสูตรอาหารและ
ภาวะที่เหมาะสม 

เมื่อทําการผลติกรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสม
สําหรับการผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 มิลลิลิตรในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร 
ภายใตภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดจากผลการทดลองคือ ปรับคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยง
เชื้อเทากับ 6.0 เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 ± 1 
องศาเซลเซยีส ผลการทดลองพบวาใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเทากับ 21.70 กรัมตอลิตรในวันที่ 
17 ของการเพาะเลี้ยง มนี้ําหนกัแหงของสายใยเทากับ 14.12 กรัมตอลิตร โดยมีการสลายแปงมัน
สําปะหลงัไปเปนน้าํตาลรีดวิซหมดในวนัที่ 4 ของการเพาะเลีย้ง เพื่อนาํน้าํตาลรีดิวซนั้นไปใชใน
การเติบโตและสรางกรดโคจิกจนสิน้สุดการทดลองจะเหลือปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทากับ 9.68 กรัม
ตอลิตร สวนคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อระหวางการเพาะเลี้ยงจะลดลงตั้งแตวนัแรก
จนมีคาต่าํสุดเทากับ 2.5 ตั้งแตวันที ่11 ของการเพาะเลีย้งเปนตนไปจนสิ้นสุดการทดลอง ดังแสดง
ในรูปที่ 21 

จากผลการทดลองจะเห็นวา การหาภาวะบางประการตอการเปลี่ยนแหลงคารบอนจาก
น้ําตาลทรายเปนแปงมนัสําปะหลังสําหรับการผลิตกรดโคจิกโดยรา A. oryzae K-13 ในงานวิจยันี้
ประสบความสําเร็จ โดยดูไดจากการเปรียบเทียบผลผลิตกรดโคจิกจากการทดลองเบื้องตนที่ยงัไม
มีการปรับภาวะคือ การเพาะเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก3) กับ
ผลผลิตกรดโคจิกหลงัทาํการปรับจนไดภาวะที่ดีที่สุดแลวคือ ใชอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสม
สําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) และใชภาวะการเพาะเลี้ยงตามการทดลองขางตน พบวา 
สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกจาก 6.60 กรัมตอลิตรเปน  21.70 กรัมตอลิตร คือเพิ่มข้ึน 15.10 
กรัมตอลิตร เนื่องจากภาวะที่ทาํการปรับนั้น ชวยสงเสริมการผลิตกรดโคจิกโดยเพิม่ประสิทธิภาพ
ในการเปลีย่นน้ําตาลเปนกรดโคจิกอีกเทาตัวคือจาก 0.07 เปน 0.15  มีอัตราการผลิตกรดโคจิก
เพิ่มข้ึนอกีประมาณ 3 เทาคอืจาก 0.47 เปน 1.55 กรัมตอลิตรตอวัน และลดระยะเวลาในการผลิต
ลง 1 วัน ดังแสดงในตารางที่ 11 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 21 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 ภายใตภาวะทีด่ี
ที่สุดสําหรับการใชแปงมันสาํปะหลงัเปนแหลงคารบอน 
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใชไป ประสิทธิภาพในการ

เปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผล
ผลิตกรดสูงสุด เมื่อใชแปงมันสําปะหลงัเปนแหลงคารบอนกอนปรับภาวะกับหลัง
ปรับภาวะบางประการที่ดทีี่สดุ 

 
การทดลอง 

 
วันที่เริ่ม
ผลิตกรด 
โคจิก 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป* 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การเปลี่ยน 
น้ําตาลไปเปน
กรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิก 
เฉล่ีย** 

(กรัมตอลิตร
ตอวัน) 

กอนปรับ
ภาวะ 

4 18 6.60 94.24 0.07 0.47 

หลังปรับ
ภาวะ 

3 17 21.70 145.19 0.15 1.55 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน (ปริมาณแปงหารดวย 0.9) ลบดวย ปริมาณน้าํตาล 
 รีดิวซที่เหลืออยูในอาหาร ณ วนัที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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6. ผลการปรบัปรุงการผลติโดยการเตมิแหลงคารบอนระหวางการผลิตกรดโคจิก 
6.1 ผลการผลิตกรดโคจกิโดยการเติมแปงมันสาํปะหลังในระหวางการผลิต 
เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ใหเติบโตในอาหารเหลวเพื่อผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา

ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยใชอาหารเลีย้งเชื้อและภาวะที่เหมาะสมที่ศึกษามาแลว จากนัน้จงึเติม
แปงมันสาํปะหลังในระหวางการเพาะเลี้ยง ซึง่จัดการทดลองเปน 2 ชุดดังกลาวแลวในวิธีการ
ทดลอง ผลการทดลองพบวา ชุดที่มีการเติมแปงมันสาํปะหลังในชัว่โมงที ่8 ของการเพาะเลีย้ง (ชุด
ที่ 1) ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดเทากับ 20.47 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งมี
ปริมาณกรดโคจิกนอยและชากวาการผลิตกรดโคจิกแบบกะ (ผลการทดลองขอ 5) ที่ใหปริมาณ
กรดโคจิกสูงสดุ 21.70 กรัมตอลิตรในวนัที ่ 17 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งนาจะมีสาเหตุมาจากการ
สลายแปงมนัสําปะหลงัที่เตมิลงไปและแปงมันสาํปะหลงัตั้งตนไปเปนน้ําตาลอยางรวดเร็ว 
เนื่องจากในชวงเวลาดังกลาวคือ ชั่วโมงที ่ 8 จะมีภาวะความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะตอการทํางานของเอนไซมแอลฟาอะมายเลสซึ่งอยูในชวง 5.5 ถึง 5.9 ตามรายงานของ 
Fogarty และ Kelly (1979)ทําใหมีปริมาณน้าํตาลรดีิวซสะสมอยูในอาหารเปนจาํนวนมาก ซึ่ง
สอดคลองรายงานของ May และคณะ (1931) ที่วาถามีความเขมขนของแหลงคารบอนสูงจะมีผล
ทําใหมีคาแรงดันออสโมติกในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนภาวะทีไ่มเหมาะสมตอการดํารงชพี
ของรา จงึทําใหกิจกรรมตางๆ ภายในเซลลลดลง มีผลทําใหผลผลิตกรดโคจิกต่ํา ดังแสดงในรูปที่ 
22 สวนการเติมแปงมันสาํปะหลังในวนัที่ 13 ของการเพาะเลี้ยง (ชุดที่ 2) สามารถเพิ่มผลผลผลิต
กรดโคจิกไดคือ ใหผลผลิตกรดโคจิกเทากบั 23.83 กรัมตอลิตร แตใชเวลานานขึ้นเปน 22 วัน โดย
พบวาหลงัจากเติมแปงมนัสําปะหลงัลงไปแลว มีการสลายแปงมนัสําปะหลงัไปเปนน้าํตาล ดูได
จากปริมาณแปงที่ลดลงและปริมาณน้าํตาลรีดิวซในอาหารทีเ่พิ่มข้ึน ในขณะที่การผลิตกรดโคจิก
จะหยุดลงแลวคอยๆ เพิม่ข้ึน ซึ่งเปนผลมาจากคาความเปนกรดดางในอาหารที่สงูขึ้นในวนัที่เติม
แปง จงึไมเหมาะกับการผลิต แลวคาความเปนกรดดางคอยๆ ลดลงจนมีคาความเปนกรดดางคง
เดิมที่ประมาณ 2.5 ณ วันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด ดังรูปที ่ 23 และจากการผลิตกรดที่หยุดลง
ในบางชวงแลวคอยเริ่มผลิตใหม จงึทําใหไดผลผลิตรวมไมมากเทาที่ควร 

สําหรับประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิกของราทั้ง 2 ชุดการทดลอง
เทียบกบัการผลิตแบบกะ แสดงดังในตารางที่ 12 จะเหน็ไดวา ทัง้ชุดที่ 1 และ 2 จะมีคาเทากนัคอื 
0.13 แตมีคานอยกวาการผลิตแบบกะทีม่ีคาเทากับ 0.15 ซึ่งแสดงใหเห็นวา การเติมแปงมนั
สําปะหลงัที่เปนแหลงคารบอนลงไปโดยตรง ณ ชั่วโมงที่ 8 ไมสามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกใหมี
ปริมาณสูงขึ้นได แตการเติมแปงมันสาํปะหลังในวนัที ่13 ของการผลติ จะเพิ่มผลผลิตได โดยมีคา
สูงขึ้นเพียง 2.13 กรัมตอลิตร และตองใชเวลาในการผลตินานขึน้อีก 5 วนั จงึไมคุมคา 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 22 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 เมื่อใชวิธีการเติม
แปงมันสาํปะหลังระหวางการผลิตในชั่วโมงที ่8 ของการเพาะเลีย้ง 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 23 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 เมื่อใชวิธีการเติม
แปงมันสาํปะหลังระหวางการผลิตในวนัที ่13 ของการเพาะเลีย้ง 
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ตารางที่ 12 เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใชไป ประสิทธิภาพในการ

เปลี่ยนน้ําตาลไปเปนกรดโคจิก และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย ณ วันที่ใหผล
ผลิตกรดสูงสุด 

 
ผลการ
ทดลอง 

 

วันที่เริ่ม
ผลิตกรด 
โคจิก 

วันที่ใหผล
ผลิตกรด 
โคจิกสูงสุด 

ปริมาณ 
กรดโคจิก 
สูงสุด 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ 
น้ําตาลรีดิวซ
ที่ใชไป* 

(กรัมตอลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การเปลี่ยน 
น้ําตาลไปเปน
กรดโคจิก 

(Yp/s) 

อัตราการผลิต 
กรดโคจิก 
เฉล่ีย** 

(กรัมตอลิตร
ตอวัน) 

ขอ 6.1 
ชุดที่ 1 

4 18 20.47 152.97 0.13 1.46 

ขอ 6.1 
ชุดที่ 2 

3 22 23.83 181.48 0.13 1.25 

ขอ 6.2 
 

3 19 25.97 160.92 0.16 1.62 

การผลิต
แบบกะ 

3 17 21.70 145.19 0.15 1.55 

 
* คิดจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซเร่ิมตน (ปริมาณแปงหารดวย 0.9) ลบดวย ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ

ที่เหลืออยูในอาหาร ณ วันทีใ่หผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
** คิดจากวันที่เร่ิมผลิตจนถึงวันที่ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด 
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สําหรับวธิีการผลิตโดยการเติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิตกรดโคจิกนัน้ ยงัไมเคย
มีรายงานที่ใชวิธีการผลิตโดยการเติมแปงมันสําปะหลงัเปนแหลงคารบอนในระหวางการผลิตกรด
โคจิกมากอน จึงถือวาเปนงานวิจัยแรกโดยสามารถเพิม่ผลผลิตกรดโคจิกไดอีก 2.13 กรัมตอลิตร
โดยใชเวลาในการผลิตนานขึ้นอีก 5 วนั (วันที่ 22) เมื่อเทียบกับรายงานที่มเีติมวัตถดุิบชนิดอื่นเปน
แหลงคารบอนในระหวางการผลิต ตัวอยางเชน อุษา สรรควัฒนา (2543) ที่ผลิตโดยการเตมิ      
น้ําตาลทรายเปนแหลงคารบอนในระหวางการผลิตโดยทําการทดลองในขวดเขยา พบวาสามารถ
เพิ่มผลผลิตกรดโคจิกขึ้นอีก 7.22 กรัมตอลิตรโดยใชเวลานานขึน้อีก 12 วัน ซึ่งจะเหน็ไดวาใหผลที่
ดีกวา แตจะใหผลไมดีนักเมือ่เทียบกบัรายงานของชมจิต ทาวธงไชย (2544) ที่พบวาการใชอาหาร
เลี้ยงเชื้อต้ังตนที่มีแหลงไนโตรเจนและแรธาตุครบถวน แลวทยอยเติมเฉพาะแหลงคารบอนในรูป
สารละลายกลโูคสในระหวางการผลิต จะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดถงึ 35.26 กรัมตอลิตรซึ่ง
เพิ่มข้ึนจากการผลิตแบบกะอีก 1.99 กรัมตอลิตรโดยใชเวลาในการผลิตเทาเดิมคือในวนัที่ 17 ของ
การเพาะเลี้ยง 
 

6.2 ผลการผลิตกรดโคจิกโดยการเติมสารละลายแปงมนัสําปะหลังที่ผานการ
ยอยมาแลวดวยจลุินทรยีในระหวางการผลิต 

เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับยอยแปงมันปะหลังปริมาตร 
150 มิลลิลิตร ซึ่งมีเพยีงแปงมันสาํปะหลงั 25 กรัมและสารสกัดจากยสีต 0.04 กรัม ปรับคาความ
เปนกรดดางตั้งตนเทากับ 6.0 เพาะเลีย้งบนเครื่องเขยาแบบโรตารีความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิ 30 ± 1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้กรองสายใยออกดวยตะแกรงตาถี่ขนาดรูพรุน 4 ชอง
ตอตารางมิลลิเมตร แลวนาํน้ําหมักที่กรองได (คือแหลงคารบอนที่เปนแปงซึง่ยอยแลว) ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร เติมลงในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตรที่กาํลังเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เปนเวลา 
24 ชั่วโมง ในอาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 150 
มิลลิลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสมตามการทดลองขอ 14 ผลการทดลองดังแสดงในรปูที่ 24 พบวา 
รามีการผลิตกรดโคจิกตั้งแตวันที ่ 3 แลวเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จนถงึวนัที ่ 19 จะมีอัตราการผลิตกรดโคจิก
ต่ําที่สุด ใหผลผลิตกรดโคจิกเทากับ 25.97 กรัมตอลิตร หลังจากนั้นยงัมีการผลิตกรดโคจิกเพิ่มข้ึน
ไปเร่ือยๆ อยางชาๆ จนถึงวนัสิ้นสุดการทดลอง (วันที่ 30 ของการเพาะเลี้ยง) เมื่อเปรียบเทียบกบั
ผลการทดลองขอ 6.1 ชุดที ่ 2 จะเห็นวาใหผลผลิตที่สูงกวา 2.14 กรัมตอลิตรในเวลาที่เร็วขึน้อีก 3 
วัน และเทียบกับการผลิตแบบกะ จะเหน็วาสามารถเพิม่ผลผลิตกรดไดอีก 4.27 กรัมตอลิตรโดยใช
เวลาเพิ่มข้ึนอกี 2 วัน และมีน้าํหนักแหงของสายใยเทากับ 16.22 กรัมตอลิตร ซึ่งมีคาเพิม่ข้ึน
เนื่องจากปริมาณสารสกัดจากยีสตที่อาจยังหลงเหลืออยูในสารละลายแปงมนัสําปะหลังที่ผานการ
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ยอยมาแลวดวยจุลินทรีย จงึทาํใหมีสายใยมากพอในการใหผลผลิตสงู โดยมีคาความเปนกรดดาง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่าสุดเทากับ 2.5 ตั้งแตวันที ่13 ของการเพาะเลี้ยงเปนตนไปจนสิ้นการทดลอง 

เมื่อเปรียบเทยีบผลผลิตกรดโคจิก ประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้าํตาลไปเปนกรดโคจิก 
และอัตราการผลิตกรดโคจิกเฉลี่ย กับการผลิตแบบกะ ดังแสดงในตารางที ่ 12 พบวา การเปลี่ยน
แหลงคารบอนที่ใชเติมในระหวางการผลติจากแปงมนัสําปะหลงัสุกมาเปนสารละลายแปงมนั
สําปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย A. oryzae K-13 ซึ่งเปนจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนี้ ซึ่งเปน    
จุลินทรียที่ดี เนื่องจากสามารถยอยแปงมนัสําปะหลงัไปเปนน้าํตาลในชวง 24 ชั่วโมงแรกของการ
เพาะเลี้ยงไดอยางรวดเร็ว และถามกีารจัดภาวะใหเหมาะสมตอการยอยแปง ดังเชนในการทดลอง
ที่ควบคุมคาความเปนกรดดางใหอยูชวง 5.5 – 6.0 จะทําใหยอยแปงมันสาํปะหลังความเขมขน 
100 กรัมตอลิตร ไปเปนน้ําตาลไดหมดภายในเวลา 32 ชั่วโมงเทานัน้ จึงเปนทางเลอืกอีกทางหนึง่
ที่นาสนใจที่จะทําใหไดผลผลิตสูงขึ้น แตเนื่องจากงานวิจยันี้เปนเพยีงการทดลองเบื้องตนในการ
เติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิตเพื่อเพิ่มผลผลิต ซึ่งหากตองการใหวิธีการเติมแหลงคารบอน
ในระหวางการผลิตประสบความสาํเร็จมากกวานี ้ คงตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาภาวะที่
เหมาะสมเชน เวลาที่จะเตมิแหลงคารบอน หรือปริมาณแหลงคารบอนต้ังตนและที่จะใชเตมิลงไป 
จํานวนครั้งในเติมตอไป 
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 แปงมันสาํปะหลัง น้ําหนกัแหงของสายใย 
 น้ําตาลรีดิวซ คาความเปนกรดดาง 
 กรดโคจิก 
 
รูปที่ 24 ปริมาณกรดโคจิก แปง น้าํตาลรีดิวซ น้าํหนักแหงของสายใย และคาความเปนกรด

ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 เมื่อใชวิธีการเติม
สารละลายแปงมันสาํปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย A. oryzae K-13 ระหวาง
การผลิตในชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะลี้ยง 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย 

1. การวิเคราะหองคประกอบในแปงดวยเครื่องวิเคราะหธาตุองคประกอบของสาร 
อินทรีย ไดผลวาในแปงมันสําปะหลัง 100 กรัม จะมีคารบอน 38.5 กรัม และไนโตรเจน 0.1 กรัม
เปนองคประกอบ ที่สามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 

2. ในการทดลองเบื้องตนใชสูตรอาหารที่ดัดแปลงจากสูตรของ รพี โรจนอไุร (2539) โดย
เปลี่ยนแหลงคารบอนจากน้าํตาลทรายมาเปนแปงมนัสําปะหลัง พบวาการใชแปงมันสาํปะหลงั
เทากับ 100 กรัมตอลิตร เปนปริมาณทีด่ีที่สุดที่ทาํใหการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 ยัง
สามารถดาํเนนิตอไปไดดี เนื่องจากถาความเขมขนของแปงมาก จะทําใหความหนืดของอาหาร
เพิ่มข้ึน สงผลตอการเพาะเลีย้งและการผลิต โดยใหผลผลิตกรดสูงสุดเทากับ 6.60 กรัมตอลิตรใน
วันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง 

3. อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนทีด่ีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิต
กรดโคจิกคือ 385:2  โดยมีแหลงคารบอนเปนแปงมนัสําปะหลงั 100 กรัมตอลิตร และมีแหลง
ไนโตรเจนในแปงรวมกบัสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0.5 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตใน
ปริมาณ 0.24 กรัมตอลิตร 

4. ภาวะบางประการที่มีความสําคัญตอการใชแปงมันสาํปะหลังในการผลิตกรดโคจิก 
คือ การจัดคาความเปนกรดดางตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิก
ที่สูงกวาคาอื่น และดีกวาการจัดคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวง โดยมีผลผลิตกรดสูงสุดเทากับ 
15.18 กรัมตอลิตรในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง 

5. เมื่อปรับปรุงสูตรอาหารใหเหมาะตอการผลิตกรดโคจิก พบวาสูตรอาหารที่มีแปงมัน
สําปะหลงั สารสกัดจากยีสต และแอมโมเนียมซลัเฟตในปริมาณ 150  0.5 และ 0.48 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ เปนองคประกอบในอาหารเลีย้งเชื้อ ใหผลผลิตสูงกวาสูตรอื่น 

6. การจัดสูตรอาหารใหเหมาะสมตอการผลติกรดโคจิก ภายใตภาวะที่ดทีี่สุดจากการ
ทดลองขางตน พบวา สามารถใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสดุเทากับ 21.70 กรัมตอลิตร ใชเวลาในการ
ผลิต 17 วัน  ซึ่งสูงกวาผลผลิตกรดโคจิกเมื่อตอนเริ่มตนวิจยั โดยที่ยงัไมไดปรับปรุงสูตรอาหารและ
ภาวะในการเพาะเลีย้งถึง 15.10 กรัมตอลิตร และลดระยะเวลาในการใหผลผลิตสูงสุดลงไป 1 วัน 

7. เมื่อทดลองปรบัปรุงการผลิตกรดโคจิกดวยวิธีการเติมแหลงคารบอนในระหวางการ
ผลิต พบวาการเติมสารละลายแปงมนัสาํปะหลงัที่ผานการยอยมาแลวดวย A. oryzae K-13      
(จุลินทรียที่ใชในงานวิจัยนี)้ สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกขึ้นอีก 4.27 กรัมตอลิตรโดยใชเวลาใน
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การผลิตเพิ่มข้ึนเพยีง 2 วัน เมื่อเทียบกับการผลิตแบบกะ ซึ่งแสดงวาการเตมิแหลงคารบอน
ระหวางการผลิตเปนทางเลอืกสําหรับการผลิตกรดโคจิกไดอีกทางหนึ่ง 

8. สามารถสรุปไดวาประสบความสําเร็จในการใชแปงมันสาํปะหลงัเปนแหลงคารบอน
สําหรับการผลิตกรดโคจิกโดย Aspergillus oryzae K-13 
 
ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกโดยวิธกีารเติม
สารอาหาร (แหลงคารบอน) ระหวางการเพาะเลี้ยง เชน ระยะเวลาที่จะเติมสารอาหาร ปริมาณ
สารอาหารที่จะเติม หรืออาจมีการเพิ่มสารอาหารอืน่ๆ พรอมกับแหลงคารบอนที่เติมระหวางการ
เพาะเลี้ยงดวย 

2. ควรมีงานวจิัยข้ันตอไปโดยการขยายสวนผลิตในถังหมักที่มีการกวนและการให
อากาศ เนื่องจากในงานวจิัยนี้ใหผลผลิตกรดสูงนาสนใจ โดยใชวัตถุดิบราคาถูก และหางาย
ภายในประเทศ 

3. ควรมีงานวจิัยที่ปรับคาความเปนกรดดางลงใหมีคาเทากับ 2.5 เมื่อเพาะเลีย้งราจนมี
การเติบโตคงที่แลว เนื่องจากเปนชวงทีม่ปีริมาณสายใยอยางเพยีงพอในการผลิตกรดโคจิก และมี
อัตราการผลิตกรดโคจิกที่สูงอีกดวย 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อาหารแข็งโปเตโตเด็กซโตรส (PDA) 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 มันฝร่ัง 200 กรัม 
 น้ําตาลเด็กซโตรส 20 กรัม 
 วุนผง 20 กรัม 
 

เตรียมโดยนาํมันฝร่ังมาลางใหสะอาด ปอกเปลือก ชั่งใหไดน้ําหนกั 200 กรัมแลวหัน่เปน
ชิ้นเล็กๆ ตมในน้าํเดือดนาน 15-20 นาท ีกรองเอาสวนน้ําออกมาเติมสวนประกอบที่เหลือ ละลาย
ใหเขากนั เติมน้ําปราศจากออิอนใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี
 
2. อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับผลิตกลาเชื้อ (ดัดแปลงจากรพี โรจนอุไร, 2539) 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 แปงมันสาํปะหลัง 10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต 1 กรัม 
 

เติมน้ําปราศจากอิออนจนครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาท ี
 
3. อาหารเลีย้งเชือ้สําหรับผลิตกรดโคจิก (ดัดแปลงจากรพ ีโรจนอุไร, 2539) 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 แปงมันสาํปะหลัง 100 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต 0.5 กรัม 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.24 กรัม 

(มีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 385 : 2) 
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เติมน้ําปราศจากอิออนจนครบ 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนดวยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก หรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.4 โมลาร แลวนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. อาหารเลีย้งเชือ้สูตรเหมาะสมสําหรับผลิตกรดโคจิกจากแปงมันสาํปะหลัง 
 ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย 
 
 แปงมันสาํปะหลัง 150 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต 0.5 กรัม 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต 0.48 กรัม 
 

เติมน้ําปราศจากอิออนจนครบ 1 ลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 6.0 ดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.4 นอรมอล แลวนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี (ในอาหารสูตรนี้มีคาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากบั 
385 : 2) 
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ภาคผนวก ข 
วิธีเตรียมสารเคมีที่สําคัญที่ใชในการทดลอง 

 
1. สารละลายเฟอริกคลอไรด 
 เตรียมโดย 

ละลายเฟอริกคลอไรด 5 กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 นอรมอล 
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 
2. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 
 เตรียมโดย 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 5 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 
โมลาร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บนอางน้ํารอน คนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน ในขณะเดียวกันก็
ละลายโซเดียมโปตัสเซียมตารเตรต 150 กรัมดวยน้ําปราศจากอิออน 250 มิลลิลิตร บนอางน้าํรอน 
คนใหละลายจนหมด แลวเทลงไปผสมกับสารละลายขางตน เติมน้ําปราศจากอิออนใหไดปริมาตร
สุดทาย 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 
3. สารละลายอะซิโตไนไตรลเขมขน 74 เปอรเซ็นต 
 เตรียมโดย 

ตวงอะซิโตไนไตรลปริมาตร 74 มิลลิลิตร เติมน้ําปราศจากอิออนใหไดปริมาตรสุดทาย 
100 มิลลิลิตร นําไปไลฟองอากาศโดยใชเครื่องดูดสูญญากาศ (ควรเตรียมสารละลายใหมกอนใช
ทุกครั้ง) 
 
4. สารละลายไอโอดีน 
 เตรียมโดย 

ละลายเกล็ดไอโอดีน 0.5 กรัม และโปตัสเซียมไอโอไดด 5 กรัมในน้ําปราศจากอิออนให
เขากัน ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่หุมฟอยด 
กอนใชตองนํามาเจือจางโดยนําสารละลายไอโอดีนขางตน 1 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําปราศจากอิ
ออนปริมาตร 200 มิลลิลิตร (ควรเตรียมสารละลายใหมกอนใชทกุครั้ง) 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของกรดโคจกิ เมื่อวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกดวยวิธีของ Bentley (1957) 
 

ความชนั = 0.7485 
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2. กราฟมาตรฐานน้าํตาลรีดิวซเมื่อวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซดวยวธิขีอง Bernfeld (1955) 
 
 

ความชนั = 0.4729 
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3. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส เมื่อวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตรกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

 
ความชนั = 0.0167 
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4. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลมอลโตสเมื่อวเิคราะหดวยเครื่องโครมาโตรกราฟ
แบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

 
ความชนั = 0.0164 
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5. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลมอลโตไตรโอสเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง 
 โครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
 

ความชนั = 0.0166 
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6. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณน้ําตาลมอลโตเตตระโอสเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง 
 โครมาโตรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
 

ความชนั = 0.0165 
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7. กราฟมาตรฐานแปงมันสําปะหลังเมื่อวิเคราะหปริมาณแปงดวยวิธีของ Street & Close (1956) 
 
 

ความชนั = 0.9057 
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ภาคผนวก ง 
การคํานวณหาปริมาณสารที่สําคัญ 

 
1. การหาปริมาณคารบอนในแปงมันสาํปะหลังดวยเครื่องวิเคราะหธาตอุงคประกอบของ

สารอินทรีย (ใชบริการศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั) 
ผลการวิเคราะห 

ตัวอยาง % คารบอนโดยมวล % 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. การคํานวณหาปริมาณกรดโคจิกในตัวอยางน้ําหมักเมื่อวิเคราะหดวยวิธีของ Bentley (1957) 

จากกราฟมาตรฐานของกรดโคจิก เมื่อวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกดวยวธิีของ Bentley 
(1957) (ภาคผนวก ค1) ใหคาความชนัเทากับ 0.7485 นาํที่ไดมาคาํนวณหาปริมาณกรดโคจิกใน  
ตัวอยางน้าํหมักที่ไดจากการเพาะเลีย้ง A. oryzae K-13 จากสูตร 
 
ปริมาณกรดโคจิก (กรัมตอลิตร) 
= คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร x คาการเจือจาง 
  คาความชนัจากกราฟมาตรฐาน 
 
3. การคํานวณหาปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆในตัวอยางน้ําหมักเมื่อวิเคราะหดวย 
 วิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลชนิดตางๆ เมื่อวเิคราะหปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆ ดวย
วิธีโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงู ซึ่งมีน้ําตาลนีสโตสเปนสารมาตรฐานภายใน 
(ภาคผนวก ค3-6) ใหคาความชันเทากับ 0.0167 0.0164 0.0166 และ 0.0165 ตามลําดับ นําที่
ไดมาคํานวณหาปริมาณน้าํตาลชนิดตางๆ ในตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเลีย้ง A. oryzae 
K-13 จากสูตร 
 
ปริมาณน้าํตาลชนิดตางๆ (กรัมตอลิตร) 
= อัตราสวนพื้นที่ใตกราฟของน้ําตาลชนิดนัน้ในน้ําหมักตอน้ําตาลนีสโตส x คาการเจอืจาง 

  คาความชนัจากกราฟมาตรฐานน้ําตาลชนิดนัน้ 
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