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สัญลักษณและคํ ายอ

%    =   เปอรเซ็นต
g/l    =    กรัมตอลิตร
g/g  =    กรัมตอกรัม
g/l/d =   กรัมตอลิตรตอวัน
hr-1  =   ตอชั่วโมง
pH  =   คาความเปนกรดดาง



บทที่ 1
บทนํา

กรดโคจิก (kojic acid, C6H6O4) คือกรดอินทรียชนิดหนึ่ง มีชื่อทางเคมีวา         
5-hydroxy-2-hydroxymethyl-γ-pyrone (Bajpai, P., Agrawala, K. และ Vishwanathan, L.
1982(a)) หรือ 5-hydroxy-2-hydroxymethyl-4-pyrone (Merck, 1989) หรือ 5-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)-4H-pyran-4-one (Lokaj และคณะ, 1991) มีการคนพบกรดโคจิกครั้ง
แรกในป 1907 โดย Saito ซึง่สามารถแยกผลกึทีเ่กดิจากสายใยของ Aspergillus oryzae ที่
เติบโตบนขาวนึ่ง ตอมา Yabuta ไดศึกษาสมบัติทางเคมี และตั้งชื่อวา กรดโคจิก (อาง
ถึงใน Bajpai และคณะ, 1982 (a))

สมบัติทางกายภาพ เคมีและชีวภาพของกรดโคจิก
1. สมบัติทางกายภาพ มีลักษณะทั่วไปเปนผลึกรูปเข็มสีขาว (Cole และ Cox ,

1981) หรืออาจจะไมมีสี มีจุดหลอมเหลว 152-154  องศาเซลเซียส  คาการแตกตัวของ
กรด 7.90-8.30 (pKa) ละลายไดดีในน้าํ  เอธานอล  เมธานอล   อะซโิตน และ เอธลิอะซเิตต
และถาอุณหภูมิสูงขึ้นการละลายก็จะมากขึ้น  ละลายไดนอยในเอธิลอีเธอร ไพริดีน
และ คลอโรฟอรม  ไมสามารถละลายไดใน เบนซนิ และเฮกเซน (Yabuta, 1913 ; Presscott
และ  Dun, 1959 ; Bajpai  และคณะ, 1982(a) ; Merck,1989)

2.สมบัติทางเคมี  กรดโคจิกมีมวลโมเลกุลเทากับ 142.0266 (Cole และ
Cox,1981) กรดชนิดนี้มีโครงสรางที่มี γ-pyrone เปนศูนยกลางของโมเลกุลของกรด
ดังแสดงในรูปที่ 1
                                                              O
                                          HO               C
                                                      C              C
                                                     C               C
                                                              O                 CH2OH

รูปที่ 1   สูตรโครงสรางของกรดโคจิก (Merck,1989)
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ภายในโครงสรางโมเลกุลของกรดโคจิก มีตําแหนงตางๆซึ่งมีผลตอสมบัติทางเคมีของ
กรดโคจิก ดังนี้
 หมูไฮดรอกซิล  ที่คารบอนตําแหนงที่ 5  ทําใหโมเลกุลมีลักษณะเปนกรดออนๆ
สามารถถูกแทนที่ไดดวยโลหะหลายชนิด และตําแหนงนี้สามารถถูกแทนที่ทําใหเกิด
อนุพันธของกรดโคจิกไดมากมาย (Bajpai และคณะ, 1982 (a))
 คารบอนตําแหนงที่วาง  ที่คารบอนตําแหนงที่ 3 และ 6 ไมมีหมูใดมาแทนที่ (Bajpai
และคณะ, 1982 (a)) โดยเฉพาะตําแหนงที่ 6 จะไวตอปฏิกิริยาและทําใหเกิดอนุพันธได
มากกวาตําแหนงที่ 3
 หมูคารบอนิล โดยปกติมักไมทําปฏิกริยากับสารประกอบประเภทคารบอนิล แตจะ
ทําปฏิกริยากับโพแทสเซียมไซยาไนด ซึ่งจะทําใหกรดโคจิกอยูในรูปของเหลว (Bajpai
และคณะ, 1982(a))
 ตําแหนงพันธะคู  สามารถที่จะเติมไอโอดีนและโบรมีนเขาไปทําปฏิกริยากับพันธะคู
เพื่อใหไดอนุพันธที่มีสมบัติที่แตกตางออกไป  (Bajpai และคณะ, 1982(a))

3. สมบัติทางชีวภาพ    ไดแก
3.1 มีสมบัติตอการทํางานของไทโรซิเนส(Tyrosinase) ซึ่งเรง

ปฏิกิริยาการเปลี่ยนไทโรซีน (tyrosine) ไปเปนเมลานิน (melanin) ซึ่งเปนสารที่ทําให
เกิดสีในผิวหนังและในเนื้อเยื่อผักชนิดตางๆ   เนื่องจากกรดโคจิกมีโครงสรางตามที่ได
กลาวแลว  ซึ่งโครงสรางของกรดโคจิกนี้เองจะคลายกับโครงสรางของไทโรชิเนส   หรือ
โพลีฟนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase) จึงเกิดการแยงจับกับสารตั้งตนแบบแขงขัน
(Competitive inhibition) (Chen และคณะ, 1991) กรดโคจิกจะเขาไปแยงจับสารตั้ง
ตนในขั้นตอนตางๆ   ในการผลิตเมลานินดังแสดงภาพกลไกการสรางเมลานิน (รูปที่ 2)
                  3.2 มีสมบัติยับยั้งการเติบโตของจุลินทรีย  โดยในป ค.ศ. 1913
Yabuta คนพบวากรดโคจิกปริมาณมากกวา 0.5% สามารถยับยั้งการเติบโตของ
แบคทีเรียได    กรดโคจิกในรูปโซเดียมโคเจตจะมีประสิทธิภาพในการหยุดการเติบโต
ของแบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบจะไวตอ (Foster และ Karow,1945) แต
โซเดียมโคเจต จะเพียงแคยับยั้งการเติบโตไมไดทําลายแบคทีเรียนอกจากนีก้รดโคจิกยัง
มีประสิทธิภาพในการตอตานเชื้อรา  แตกรดโคจิกนี้ไมสามารถตานไวรัสได



3

รูปที่ 2    กลไกการสรางเมลานนิโดยการทาํงานของไทโรซเินส (Murray และคณะ, 1993)
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3.3 มีความเปนพิษ  มีการพบวากรดโคจิกจะมีพิษตอสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม เชน สุนัข เมื่อฉีดเขาเสนเลือดดําในปริมาณ 0.5 กรัมตอกิโลกรัมของรางกาย
และพบวามีปริมาณที่ทําใหสุนัขตาย (lethal dose) ประมาณ 1 กรัมตอน้ําหนัก
(กิโลกรัม) ของรางกาย (Bajpai และคณะ, 1982 (a))  ซึ่งจะมีอาการน้ําลายไหล
อาเจียน  ถายอุจจาระอยางรุนแรง ซึง่อาการเหมอืนทีพ่บในกระตายและในหน ู (Cole และ
Cox, 1981)   นอกจากนั้นยังพบวา โซเดียมโคเจตที่เขมขน 1 % สามารถทําลาย
เม็ดเลือดขาวของมนุษยไดภายใน 3 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรดดาง 6-8 และ  Bajpai
(1982(a)) ไดรายงานอกีวา กรดโคจิกมีสมบัติเปนพิษตอหัวใจ (cardiotoxic) และ สารบาํรุง
หวัใจ (cardiotonic)  ไดปานกลาง

อนุพันธตางๆของกรดโคจิก มีสมบัติในทางชีวภาพที่หลากหลายมากมาย ไม
สามารถนํามากลาวไวในที่นี้ไดหมด เชน อนุพันธของโคจิกในรูปเอสเทอร-อีเทอร  เชน
เอซิโลซลิเบนโซฟโนน (acyloxyl benzophenones) และ เอซิโลซิล-4-ไพโรน (acyloxyl-
4-pyrones) จะชวยลดการทํางานของเอนไซมที่กระตุนการสลายกลามเนื้อ (elastase)
(Miyano, 1988) อนุพันธเปปไทดของกรดโคจิกมีความสามารถในการตอตานเชื้อราได
(Kayahara และคณะ, 1990) และอนุพันธเปปไทดบางตัว เชน  6 เอ็น-คาโบเบนโซซิล
(6 N-carbobenzozyl amino acid ) ก็สามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้ง
ไทโรซิเนสได (Kobayashi และคณะ, 1995) และกรดโคจกิยงัสามารถชวยลดอนมูุลอิสระ
ที่เกิดจากการสรางของนิวโทรฟล (neutrophil) ที่เกินความจําเปน ซึ่งเปนสาเหตุของ
การผิดปกติของรางกายมนุษย  เชน โรคชรา และไปเพิม่ความสามารถของเมด็เลอืดขาว
(leukocyte) โดยจะสงผลใหรางกายมคีวามตานทานมากขึน้ (Niwa และ Akamatsu, 1991)

ประโยชนของกรดโคจิก
1.ดานการแพทย

1.1) เปนสารปฏิชีวนะ (antibiotics)  มีการศึกษาถึงสมบัติการเปนสาร
ปฏิชีวนะของกรดโคจิกมามากมาย พบวากรดโคจิกมีฤทธิ์เปนสารปฏิชีวนะอยางออนๆ
(Morton  และคณะ, 1945) จากการศึกษาของ Kavanagh(1947) พบวา กรดโคจิกเปน
หนึ่งในสารยับยั้งแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดบางชนิดเชน Bacillus subtilis
Bacillus mycoides        Staphylococus aureus          Escherichia coli
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Klebsiella pnuemoniae     Pseudomonas aeruginosa  หลังจากนั้นไดมีผูศึกษาถึง
สมบัติการเปนสารปฏิชีวนะของกรดโคจิกอีกมากมายเพื่อนํามาใชประโยชนในการเปน
ยาปฏิชีวนะเพราะกรดโคจิกมีความเปนพิษต่ําและปลอดภัยในการใชกับมนุษย      
นอกจากนี้อนุพันธของกรดโคจิกหลายชนิดก็มีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะไดดี เชน อนุพันธ
โลหะของมอลทอล (moltol ; 3-hydroxy-2-methylpyran-4-one) มีสมบัติเปนสาร
ปฏิชีวนะที่มีความคงตัวสูง(Bhatia., Kaushik  และ Sodhi,1988) และมีการใชมอลทอลเปน
ตวัเพิม่ประสทิธภิาพใหกบัยาปฏชิวีนะตวัอืน่ในการทาํลายแบคทเีรีย ( Schved และคณะ, 1996)

1.2) ชวยลดอาการเสือ่มของกลามเนือ้และโรคทีเ่กิดจากอีลาสเทส
(elastase)เพราะอนุพันธของกรดโคจิกพวกอะไคลอกซิล-4-ไพโรน (acyloxy-4-pyrone)
จะเปนตัวยับยั้งการทํางานของนิวโทรฟลอีลาสเทสของมนุษย (human neutrophil
elastase) ที่เปนสาเหตุของการทําลายเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ซึ่งจะมีผลทําใหเกิดโรคตางๆ
เชน การเสื่อมของกลามเนื้อปอด ทําใหเกิดอาการอักเสบจากการคั่งของโลหิต
(erythoma) มีผลทําใหเกิดโรคปวดบวมตามขอตามกลามเนื้อ (rheumatoid) และอาจ
ทําใหมีการแพรกระจายของเซลลมะเร็งได (Miyano และคณะ, 1988 ; Hatae, 1990
(a) ; Campbell และ Miyano, 1989)

1.3)ลดอาการของโรคที่เกิดจากการมีอนุมูลอิสระมากเกินไป    
กรดโคจิกสามารถจะไปขับไลอนุมูลอิสระประเภทรีแอคทีฟออกซิเจนสปชี่ (reactive
oxygen specie; ROS) ที่มากเกินความจําเปนได ซึ่งถามีอนุมูลอิสระประเภทนี้มาก
เกินไปจะทําใหเกิดโรคตางๆ เชน โรคที่เกิดจากการมีอายุมากขึ้น  โรคที่ไมสามารถ
ควบคุมไดโดยเฉพาะโรคที่เกิดจากความชรา เดิมมีผูใชสารประเภทตอตานอนุมูลอิสระ
ในการรักษา แตการใชยาประเภทนี้มากๆจะทําใหรางกายขาดภูมิคุมกันจากการติด
เชื้อโรค จึงมีผูหันมาใชกรดโคจิกเปนยารักษาแทน (Niwa และ Akamatsu, 1991)

กรดโคจิกทําลายอนุมูลอิสระไดโดยไปทําใหมีการกระตุนในเซลลเนี้อเยื่อและ
เลือด นอกจากนี้ยังชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเม็ดเลือดขาวทําใหรางกายมี
ภูมิคุมกันมากขึ้นดวยเพราะกรดโคจิกจะทําใหปริมาณแคลเซียมในเม็ดเลือดขาวเพิ่มขึ้น
ทําใหทํางานมีประสิทธิภาพมากขึ้น ( Niwa และ Akamatsu, 1991)

1.4) ใชรักษาโรคภูมิแพ   อนุพันธของกรดโคจิก ที่ชื่อวา อะรอลคอกซี่
(aralkoxy) และ อะริลออกซี่ อัลคอกซี่ (aryloxy alkoxy)  สามารถใชรักษาอาการแพ
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(allergies) ภาวะอกัเสบและการตบีตนัของหลอดโลหติในหวัใจ (coronary vasconstraction)
(Masateru และ Shone, 1989)

1.5) ใชในการศึกษาการเกิดเนื้องอกในตอมไทรอยด  มีรายงาน
วิจัยหลายงานที่คนพบวากรดโคจิกสามารถจะเหนี่ยวนําใหเกิดแผลขึ้นที่ตอมไทรอยด 
ซึ่งอาจเปนสาเหตุใหเกิดเนื้องอกขึ้นได  ซึ่งจากการศึกษาพบวาสาเหตุที่เกิดเหตุการณ
ดังกลาวเกิดจากการกระตุนฮอรโมน (thyriod - stimulating hormone, TSH) (Fujimoto
และคณะ, 1998 และ Mitsumori และคณะ, 1999)  นอกจากนี้ยังมีผูคนพบรายละเอียด
ตอไปวา กรดโคจิกมีผลตอการรับไอโอดีนเขาสูตอมไทรอยดไดนอยลงซึ่งสงผลใหเกิด
ความผิดปกติในตอมไทรอยดนําไปสูการเกิดเนื้องอกได จากสมบตัดิงักลาวของกรดโคจกิ
จึงถูกนํามาเปนสารที่ใชกระตุนใหเกิดเนื้องอกเพื่อใชในการศึกษาในแงมุมตางๆของการ
เกิดเนื้องอกในตอมไทรอยดซึ่งจะเปนประโยชนทางการแพทย (Tamura และคณะ, 1999)

1.6) ประโยชนทางการแพทยดานอื่นๆ  รายงานของ Caravan และ
คณะ (1995) แสดงใหเหน็วาอนพุนัธของกรดโคจกิพวก บสิ(มอลทอลาโท)ออกโซวานาเดยีม
(Bis(maltolato)oxovanadium (IV)) อาจจะเปนสารที่ใชแทนอินซูลินที่มีประสิทธิภาพดีได
และมีการคนพบวากรดโคจิกและมอลทอลสามารถเปนลิแกนด (ligand) ที่จะไปติดกับ
ออกโซแวนเดียม(IV)คีเลต (oxovandium(IV)chelates)     เพื่อเปนยารักษาความดันสูง
โรคอวน  โรคเบาหวาน  โรคในระบบเลือด และโรคที่เกิดจากการรับประทานที่ผิดปกติ
นอกจากนี้การที่กรดโคจิกมีสมบัติในการเปนสารตอตานเชื้อรา เปนสารปฏิชีวนะ และมี
ความสามารถในการเปนลิแกนดใหสารประเภทโลหะไดดี จึงทําใหกรดโคจิกเปนสารที่
ไดรับความสนใจใชเปนสารในการทดสอบหาความเปนพิษตอเซลล  (Mc Neill, 1996)

2. ดานอาหาร
อนุพันธของกรดโคจิกที่มีชื่อวา มอลทอล (maltol ; 3-hydroxy-2-methyl-4-

pyrone)  รูปที่ 3 และ เอทิลมอลทอล (ethylmaltol ; 3-hydeoxy-2-ethyl-4-pyrone)  ซึง่
มีการคนพบครัง้แรกโดยแยกไดจากตนลาช (larch) อนุพันธดังกลาวเปนสารประกอบที่มี
อยูตามธรรมชาติในอาหารและเครื่องดื่ม  สารประเภทนี้มีสมบัติหลักๆ คือ เปนสารชวย
เพิ่มกลิ่น รส ใหดีขึ้น โดยบริษัท Phizer เปนผูผลิตมอลทอลและเอทิลมอลทอล ขายใน
สหรัฐอเมริกา ออกมาเปนสินคาที่มีชื่อวา วีทอล (vetol) และ วีทอล พลัส (vetol plus)
ตามลําดับ (Le Blanc และ Aker, 1989) เพราะฉะนั้นจึงใชมอลทอลและเอทิลมอลทอล
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ในอุตสาหกรรมอาหารหลายดาน เมื่อเปรียบเทียบกับสารเพิ่มรสชาติที่ใชอยูในอดีต
พวกคูมาลิน  (coumarin) ซึ่งตองใชในปริมาณมากและมีความเปนพิษสูงเกินมาตรฐาน
ของ FDA พบวามอลทอลใชในปริมาณที่ต่ํากวา 4 เทา นอกจากนี้ยังพบวาเอทิล
มอลทอลมีประสิทธิภาพที่ดีกวามอลทอลถึง 2-6 เทาและยังมีราคาถูกกวา เพราะฉะนั้น
จึงเปนที่นิยมมากกวาในเชิงการคา
                                                                      O             CH3

                                                                                      OH
                                                                       O

      รูปที่ 3 โครงสรางเคมีของมอลทอล (Le Blanc และ Aker, 1989)
ประเภทของอาหารที่ใชมอลทอลและเอทิลมอลทอล เปนตัวเพิ่มกลิ่น รส

ไดแก พวกอาหารที่ตองการกลิ่นผลไมประเภทเบอรร่ี เชน เครื่องดื่ม  ลูกกวาดกลิ่น
ผลไมตางๆ  และยังชวยลดความขมของน้ําตาลแซกคารีน ชวยเพิ่มกลิ่นรสที่ดีและให
กลิ่นของคาราเมล เครื่องดื่มตางๆ เชน  ไวน  เหลา  เบียร  น้ําผลไม  น้ํามะเขือเทศ
อาหารหวานพวกเจลาตินและไอศครีม ซึ่งจะชวยเพิ่มเนื้อสัมผัสและจะไปเพิ่มความรูสึก
เปนครีมเขมขนในขนมปง เพราะชวยลดกลิ่นยีสตและชวยใหมีกลิ่นความสดของ
ขนมปง โดยเฉพาะกลิ่นผลไมที่ตองการใสในขนมปงจะชวยเพิ่มความเขมขน และทําให
มีความนุมมากขึ้นและชวยเพิ่มกลิ่นและรสชาติของชอคโกแลตในชอคโกแลตเทียมดวย    
สําหรับผลิตภัณฑที่ตองการความหอมและตองกําจัดกลิ่นที่ไมตองการออก เชน น้ําหอม
โคโลญจ แปง แชมพู เทียนหอม โลชั่น มักผสมกรดโคจิกเนื่องจากสามารถกําจัดกลิ่นที่
ไมตองการเหลานั้นได นอกจากนีส้ามารถใชมอลทอลลดปริมาณการใชน้าํตาลได 5-15%
โดยไมสูญเสียความหวาน และใชรวมกับสารที่ใหความหวานสูงเชน แอสปาแตม
ซูคราโลส เพื่อลดปริมาณของสารใหความหวานได นอกจากนี้ในอาหารประเภทแปง
และเสนกวยเตี๋ยวใชกรดโคจิกเปนสารที่ชวยปองกันการเกิดสีน้ําตาลระหวางการหมัก
แปง  ซึ่งเกิดจากกลไกของการลดการทํางานของไทโรซิเนส (Uchino และคณะ , 1998)
มีการศึกษาถึงผลิตภัณฑอาหารใหมๆที่มีถั่วเหลืองเปนสวนประกอบ เชน ซีอ๊ิวญี่ปุน
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โดยกรดโคจิกจะชวยเพิ่มความหอมของซีอ๊ิว (Ishihara และคณะ, 1996) นอกจากนี้พบ
วามอลทอลเปนสวนประกอบหนึ่งในโสมเกาหลี (Korean ginseng) (Suh,  Han  และ
Han, 1996)

นอกจากนี้ยังใชกรดโคจิกในการถนอมอาหารประเภทอาหารแชแข็ง
ประเภทอาหารทะเลเพื่อปองกันไมใหสีเปลี่ยนระหวางการขนสง แตเมื่อไมนานมานี้มี
การคนพบวา ถาใชกรดโคจิกมากอาจมีผลในการทําใหเกิดเนื้องอกได ซึ่งสามารถที่จะ
ลดปริมาณความเขมขนไดโดยการตม (Sato และคณะ, 2000)

3. ดานการเกษตร
กรดโคจิกและอนุพันธในรูปเอสเทอรมีสมบัติที่จะเปนสารชวยเสริมประสิทธภิาพ

ของยาฆาแมลง (insecticide synergists) ประเภท ไพรธีรอยด (pyrethroid)  และ
คารบาเมท (carbamate) และเปนสารเสริมประสิทธิภาพยากันยุงได (Down, 1990)
อนุพันธของกรดโคจิกประเภทกรดอะมิโนและเปปไทดสามารถจะทําลายเชื้อรา เชน
Pythium graminicola  และ Fusarium oxyaporun ที่กอโรคแหงและโรคฝกดาง
( Kayahara และคณะ, 1990)

4. ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค
ในปจจุบันกรดโคจิกเปนองคประกอบสําคัญในเครื่องสําอางคที่ทําให 

ผิวขาว เพราะกรดโคจิกจะไปลดการทํางานของไทโรซิเนสซึ่งเรงปฏิกิริยาการสรางเม็ดสี
เมลานิน   ทําใหมีการสรางเมลานินนอยลงผิวจึงขาวขึ้นได (Hatae และ Nalashima ,
1989 ; Hara,1990 ; Cabanes และคณะ ,1994 ; Itaru, 1995) นอกจากนั้นอนุพันธ
ของกรดโคจิกสามารถลดการผลิตเม็ดสีไดเชนกัน (Hatae, 1990(b)) บางอนุพันธของ
กรดโคจิกที่มีกรดอะมิโนเปนสวนประกอบ เชน เอ็น-คาโบเบนโซซิล  จะใหประสิทธิภาพ
ในการลดการเกิดเม็ดสีเมลานินดีกวากรดโคจิก เนื่องจากประสิทธิภาพในการลดการ
ผลิตเม็ดสีไดดีจึงมีการนํามาใชทดแทนวิตามินซีที่นิยมใชอยูเดิมได  (Morisaki และ
Ozaki, 1996) จากความสามารถของกรดโคจิกนี้ จึงมีการนํามาใชเปนองคประกอบ
สําคัญในครีมที่ทําใหขาว และเปนสารปองกันการเกิดสีผิวที่เขมเนื่องจากแสงแดด
(Hatae, 1990(b) ; Oyama, 1991 ; Itaru, 1995) และมีผูศึกษาเพื่อหาอนุพันธรูปแบบ
ตางๆของกรดโคจิกที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้น   ปจจุบันกรดโคจิกก็ยังเปนที่นิยมใชเปนสาร
เพิ่มความขาว ลดการผลิตเม็ดสีใตผิวหนังที่ปลอดภัย  และใชมากในอุตสาหกรรม
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เครื่องสําอางคอยู  ถึงแมจะมีการคนพบสารที่มีประสิทธิภาพอยางเดียวกัน เชน ชาเขียว
ก็ตาม (No และคณะ, 1999) และยังมีงานวิจัยที่กลาวถึงประโยชนของกรดโคจิกในการ
ชวยลดกระเนื้อใตผิวหนังไดดวย แตอาจจะมีผลกระทบทําใหมีผื่นแดงเล็กนอยซึ่งจะ
หายไดเองภายใน 3 อาทิตย (Lim, 1999) และสมบัติอ่ืนของกรดโคจิกคือ กรดโคจิก
สามารถชวยปองกนัริว้รอยบนผวิหนาทีเ่กดิจากกาลเวลาไดดอีีกดวย (Gagnebien, 1993)

5. ในอตุสาหกรรมเคมี
ใชกรดโคจิกเปนสวนประกอบของโพลีเมอร เพื่อใชผลิตผลิตภัณฑตางๆ

เชน ภาชนะบรรจุของทั่วไป   วัสดุกอสราง   ถังเก็บเชื้อเพลิง (Mcculloch, 1961) และ
ใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมพลาสติก (Crueger และ Crueger, 1990)  นอกจากนี้
กรดโคจิกเปนสวนผสมในสียอม  ซึ่งผลิตจากบริษัท Wako pure chemical industry
Ltd. (Kouno และ Suzuki, 1994)  และกรดโคจกิยงัใชเปนสารทาํใหคงตวั (stabilizing
agent) ในน้ํามันกรดที่ผสมอยูกับน้ําในรูปอีมัลชั่นซึ่งมีฤทธิ์เปนกรดสูงมาก การผสม
กรดโคจิกจะชวยทําใหลดมลภาวะจากความเปนกรดลงได (Griat, 1996)  และกรด
โคจิกมีประสิทธิภาพในการเปนตัวกระตุนไลเปสซึ่งสามารถยอยสลายไขมันได โดย
พบวาเมื่อทําใหกรดโคจิกอยูในรูปอนุพันธเอสเทอรจะทําใหเพิ่มประสิทธิภาพของกรด 
โคจิกได (Liu และ Shaw, 1998)

เนื่องจากกรดโคจิกมีประโยชนมากมายในหลายดาน  เพราะฉะนั้นจึงมีผูคิดคน
รูปแบบหรือเครื่องมือในการติดตามปริมาณกรดโคจิกและผลของกรดโคจิกตอปฏิกิริยา
ที่ศึกษาดวย ตัวอยางเชน  การใชเครื่องตรวจหาโดยประจุบวก ( preanodized screen-
printed carbon electrode ) เพื่อตรวจหากรดโคจิกในเครื่องสําอางค โดยอาศัยการวัด
กระแสไฟฟา  (Shih และ Zen, 1999)

จุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิก
มีผูคนพบจลุนิทรยีทีส่ามารถผลติกรดโคจกิไดมากมาย โดยในปค.ศ.1907 Saito ซึ่ง

เปนคนแรกที่คนพบวา ราสามารถผลิตกรดโคจิก (อางถงึใน Presscott และ Dunn ,1959)
ซึง่ตอมาไดมีผูทาํการศกึษาเพิม่มากขึน้ ทําใหพบวามีเชื้อราหลายชนิดที่ผลิตกรดโคจิกได
ดังแสดงในตารางที่   1
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ตารางที่ 1  จุลินทรียที่สามารถผลิตกรดโคจิก
ช่ือจุลินทรีย เอกสารอางอิง

Aspergillus  albus Cole และ Cox,1981
Aspergillus alloaceus Cole และ Cox,1981
Aspergillus awamori Cole และ Cox,1981
Aspergillus  candidus Cole และ Cox,1981

Wei และคณะ. ,1991
Aspergillus  clavatus Cole และ Cox,1981
Aspergillus effusus Tirabschi Cole และ Cox,1981
Aspergillus  flavus Arnstein และคณะ,1953

Bajpai และคณะ ,1981
       Bajpai และคณะ ,1982(a)

Cole และ Cox,1981
Aspergillus  fumigatus Cole และ Cox,1981
Aspergillus  glauvus Cole และ Cox,1981
Aspergillus  gymnosarde Cole และ Cox,1981
Aspergillus  lutecens Cole และ Cox,1981
Aspergillus luteo-virescens Cole และ Cox,1981
Aspergillus  nidulans Cole และ Cox,1981

        Aspergillus  oryzae Arnstein และ Bently,1953
Cole และ Cox,1981
Kwak และ Joon,1992
Crueger และ Crueger,1990
Bently,1957
Ogawa และ Niwa,1995(b)
Ushijima และคณะ ,1990

Aspergillus parasitivus Cole และ Cox,1981
Aspergillus  tamarii Cole และ Cox,1981
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ตารางที่ 1 (ตอ)
                ช่ือจุลินทรีย เอกสารอางอิง

Penicillium  citrinum Cole และ Cox,1981
Penicillium  deleae Cole และ Cox,1981
Penicillium griseofulvum Cole และ Cox,1981
Penicillium  purpurogenum Cole และ Cox,1981
Penicillium  rubrum Cole และ Cox,1981
Leuconostoc  misinteroids Kitao และ Sekine,1994
Acetic acid bacteria Kondo,1949

             สําหรับจุลินทรีย ที่นิยมนํามาใชผลิตกรดโคจิกในระดับอุตสาหกรรมเพื่อใชใน
ทางการคา คือ Aspergillus oryzae ( ฺBaregaard และคณะ , 1992)

กระบวนการสังเคราะหกรดโคจิก
กรดโคจิกเปนสารมัธยันต (metabolite) จากจุลินทรียที่เกิดขึ้นในขณะที่มีการ

เติบโตเต็มที่แลว     คือการเติบโตอยูในชวงการเติบโตคงที่ (stationary state)  ซึ่งหมาย
ความวา กรดโคจิกเปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite)  (Bajpai และคณะ,
1982(a)) และกระบวนการสังเคราะหกรดโคจิกมีวิธีการไดหลายวิธีจากสารตั้งตน
หลายชนิด ซึ่งจะแสดงดังตอไปนี้

1.สารต้ังตนเปนกลูโคส
Bajpai และคณะ (1981) ไดศึกษากระบวนการการสังเคราะหกรดโคจิกจาก

กลูโคสโดย A.flavus พบวากรดโคจิกถูกสังเคราะหโดยเกิดปฏิกิริยาการดึงไฮโดรเจน
ออก (dehydrogenation) และ ปฏกิิริยารีดักชั่น (reduction) ซึ่งมีทิศทางความเปนไป
ของปฏิกิริยาได 3 ทาง ดังรูปที่ 4 เอนไซมทีมี่บทบาทสาํคญัไดแก กลูโคสดีไฮโดรจีเนส
และกลูโคเนตดีไฮโดรจีเนส และมี 3-คีโตกลูโคนิคแอซิดแลคโทน (3-ketogluconic acid
lactone) 3-คีโตกลูโคส (3-ketoglucose) และออกซีโคจิก (oxykojic) เปนสารมัธยันต
ในวิถีการสรางกรดโคจิกจากกลูโคส (Bajpai และคณะ, 1981)
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                dehydrogenation                                 dehydrogenation
   glucose                                 gluconolactone                          3-keto gluconolactone

(glucose dehydrogenase)               (gluconate dihydrogenase)
                                                                                                     reduction
                                        dehydration
                                  dehydrogenation                    dehydration                3-ketoglucose
                                                                              dehydration
                                               oxykojic acid                                         Kojic acid

รูปที่ 4 การสงัเคราะหกรดโคจกิจากกลโูคส  (อางถึงใน Bajpai และคณะ, 1982(a))

2.สารต้ังตนเปนฟรัคโตส
      เกิดจากปฏิกิริยาการดึงน้ํา และ ไฮโดรเจน  (Bajpai และคณะ, 1982(a))  ดังแสดง
ในรูปที่ 5

       
                                                            -H2

                                                            -H2O
                       D-Fructose                                                            Kojic acid ’s Isomer

รูปที่  5  การสังเคราะหกรดโคจิกจาก ดี-ฟรัคโตส (Bajpai และคณะ, 1982(a))

3.สารต้ังตนเปนเพนโทส   
      มีการเรงปฏิกิริยาโดยทรานสคีโตเลส (transketolase) และทรานสอัลโดเลส
(transaldolase) ซึ่งการสรางกรดโคจิกจะเริ่มจากน้ําตาลเพนโทส  (Turner, 1971) ดัง
แสดงในรูปที่ 6

OH

OH

CH2OH O
OCH2OH

OOH OH
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C
C C C

C C C C C C
C C C C C C C
C C   TK    C      +   C   TA    C    +    C C   TK     C      +  C
C C C C C C C C C
C C C C C C C C C

            pentose  cedoheptulose triose    hexose    tetrose  pentose  hexose   triose

                                                                                               kojic acid
รูปที่ 6 การสงัเคราะหกรดโคจกิจากน้าํตาลทีมี่คารบอน 5 อะตอม (เพนโตส)(Turner, 1971)

4.สารต้ังตนเปนสารประกอบที่มีคารบอน 3 อะตอม
       สารประกอบที่มีคารบอน 3 อะตอม 2 โมเลกุล เชน กลีเซอริกไดอัลดีไฮด (glyceric
dialdehyde) , กลีเซอรอลดีไฮด (glyceraldehyde)เปนสารตั้งตนสําหรับการสังเคราะห
กรดโคจิกได โดยเกิดปฏิกิริยาการดึงน้ํา (dehydration)  ดังรูปที่ 7
                                                                                                              O
    CHO                                                         CO                                   C
 CHOH                    CHO                     COH           CHOH  -H2O     HC        C  OH
 C  =  O    +          HC-CH2OH                CH             CH CH2OH        C        C H
     H                   HO                                OH     HO                    CH2    O
                           glyceraldehyde                                                 OH
glyceric dialdehyde                                                                           kojic acid

รูปที่ 7  ปฏิกิริยาการสังเคราะหกรดโคจิกจากสารประกอบที่มีคารบอน 3 อะตอม
            (Gray และคณะ,1959)

O CH2OH

OH
 O
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5. สารต้ังตนเปน 1-ไฮดรอกซีอะเซทิล-3-ฟอรมิล-3-ไฮดรอกซีอะซิโตน
     (1-hydroxyacetyl-3-formyl-3-hydroxyacetone)
      โดยเกิดปฏิกิริยาเติมน้ํา (hydration) (อางถึงใน Presscott and Dunn, 1959 )  ดัง
แสดงในรูปที่ 8
                        O                                                                  O
                        C                                                                   C
            H2C               CHOH                H2O                  HC            COH
  HOH2COC                CH                                 HOH2C-C             CH         +H2O
                                           O                                                O
1-hydroxyacetyl-3-formyl-3-hydroxyacetone                    kojic acid

รูปที่  8  ปฏิกิริยาการสรางกรดโคจิกจาก 1-ไฮดรอกซีอะเซทิล-3-ฟอรมิล-3-ไฮดรอกซี
              อะซิโตน (อางถึงใน Presscott และ  Dunn, 1959)

6.สารต้ังตนเปน  ไดไฮดรอกซีอะซิโตน (dihydroxyacetone)
     โดยเกิดปฏิกิริยาการออกซิเดชั่นและการสูญเสียน้ํา (อางถึงใน Presscott และ
Dunn, 1959)

                                      O
               OH            H-CHOH                                                 C
        HC                           COH        -2H2O                     HC           COH
HOH2C                            CH          +1/2 O2           HOH2CC          CH
              HO             HO                                                          O
            dihydroxyacetone          kojic acid

รูปที่ 9    ปฏิกิริยาการสรางกรดโคจิกจากไดไฮดรอกซีอะซีโตน
               ( อางถึงใน Presscott และ Dunn, 1959)
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การเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพ่ือผลิตกรดอินทรีย
วิธีการที่ใชเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพื่อการผลิตกรดอินทรีย สวนใหญนิยม 3 วิธี ดังนี้

1. การเพาะเลี้ยงจุลินทรียบนอาหารแข็ง (solid state culture)  เปนการเพาะเลี้ยง
จลุนิทรยีบนอาหารแขง็ มีการเตมิน้าํเพยีงเพือ่ใหเหมาะสาํหรบัการเตบิโตและใหมีเมตาบอลซิมึ
เทานัน้ การหมักดวยวิธีนี้จําเปนที่ตองอาศัยปจจัยตางๆในการเพาะเลี้ยงดังนี้คือ    
(Barhracharya และ Mudgett, 1980)

1.วัตถุดิบที่ใชหมัก  มักจะใชเปนพวกธัญพืช ฟางขาว หญา หรือ
ผลิตภัณฑที่ไดมาจากสัตวหรือพืชที่มีปริมาณคารโบไฮเดรตหรือโปรตีนสูง ซึ่งวัตถุดิบ
สวนใหญตองผานการปรับสภาพ เพื่อใหจุลินทรียสามารถนําสารอาหารไปใชไดงายขึ้น

2.ขนาดของวัตถุดิบ  มีความสําคัญมากในการเพาะเลี้ยงเพราะตองมี
ขนาดที่เหมาะสม ควรมีขนาดชิ้นเล็ก ผิวหยาบ เนื่องจากจะทําใหมีชองวางระหวาง
อนุภาคเพื่อใหออกซิเจนสามารถแพรเขาไปไดลึก และขนาดของวัตถุดิบจะมีผลตอการ
สะสมความรอนในระบบหมัก

3.ปริมาณความชื้น  เปนองคประกอบที่สําคัญของอาหารเลี้ยงเชื้อโดย
จะใชปริมาตรของน้ําตอมวลของสารตั้งตนต่าํ  ถาปรมิาณความชืน้ (moisture content) สูง
เกินไปจะทําใหชองวางที่อากาศจะแพรเขาไปไดนอยเพราะมีปริมาณน้ําอยูภายใน   
และในทางตรงกนัขามถามีปริมาณความชืน้นอยเกนิไปจะยบัยัง้การเตบิโตของจลุนิทรยี

4.กาซคารบอนไดออกไซดและออกซิเจน  ในการหมักโดยเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ง อาจทําใหเกิดความรอนและกาซคารบอนไดออกไซดสะสมขึ้นได ดังนั้น
จึงตองมีการระบายอากาศเพื่อไลกาซคารบอนไดออกไซดแลวใหกาซออกซิเจนเขามา
แทนที่เพื่อใหจุลินทรียสามารถผลิตกรดอินทรียตอไปได

5.อุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง  ในการหมักดวยวิธีนี้การควบ
คุมปจจัยดังกลาวจะทําไดยาก     ดงันัน้จงึมกันยิมปลอยตามธรรมชาตมิากกวาการควบคมุ
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2. การเพาะเลี้ยงโดยใหจุลินทรียเจริญบนผิวหนาอาหารเหลว (liquid surface
culture) เปนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียใหเติบโตบนผิวหนาของอาหารเหลว วิธีนี้ไมมี
การใหอากาศและการกวนจะปลอยใหมีการเติบโตอยางธรรมชาติ  ปจจัยที่มีผลตอ
การหมักดวยวิธีนี้คือ

1.สูตรอาหาร  ตองมีแรธาตุในการเติบโตเนื่องจากเปนการหมักแบบ
ไมมีการกวนจึงทําใหมีปริมาณของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อนอย ทําใหตองการ
ปจจัยเสริมชวยในการเติบโต  และตองมีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่
เหมาะสมจงึจะชวยสงเสริมการผลิตใหสูงขึ้น

2.พื้นที่ผิวตอความสูงของอาหารเลี้ยงเชื้อ  จําเปนตองอาศัยพื้นที่ผิว
มากพอในการหมักเพื่อเพิ่มผลผลิต สําหรับวิธีการนี้จุลินทรียที่เจริญบนผิวหนาอาหาร
จะสัมผัสกับอากาศ  สวนดานลางจะสมัผสัอาหารเลีย้งเชือ้ ดงันัน้ถาพืน้ทีผ่วิมากจลุนิทรยีจะ
เจริญไดมากแตอยางไรก็ตามตองไมมากจนเกินไป

3.ขนาดหัวเช้ือ  ตองไมมีขนาดมากหรือนอยเกินไป เพราะถามากเกิน
ไปจะทําใหจุลินทรียอัดตัวกันแนนออกซิเจนแพรเขาไปไดยาก แตถานอยไปจะทําใหการ
ผลิตไมเพียงพอ

4.การเปาอากาศ  เปนปจจัยที่สําคัญอีกอยางหนึ่ง เพราะวิธีนี้จะไมมี
การกวน ดังนั้นตองอาศัยการเปาอากาศซึ่งจะทําหนาที่ 3 อยางคือ การใหออกซิเจน
การระบายกาซคารบอนไดออกไซด และการระบายความรอน  ซึ่งอาจจะชวยปองกัน
การปนเปอนระหวางการงอกของสปอรและการเติบโตในชวงแรกได

5.อุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง  เปนปจจัยที่สําคัญแตเนื่องจาก
การผลิตกรดในรูปแบบนี้ไมสามารถปรับสภาพความเปนกรดดางใหเทากันทั้งระบบได 
เพราะการกวนจะทําใหสายใยที่เจริญบนผิวอาหารถูกทําลายได จึงตองปรับคาความ
เปนกรดดางแคชวงเริ่มตนเทานั้น สวนอุณหภูมิสามารถควบคุมไดโดยใหระบบการผลิต
นี้อยูในภาวะของอุณหภูมิที่กําหนด  เชน  ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ
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3.  การเพาะเลี้ยงจุลินทรียในอาหารเหลว (submerged culture) คือการหมัก
โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการใหอากาศและการกวน ซึ่งการหมัก
ดวยวิธีนี้ตองอาศัยปจจัยตางๆในการเพาะเลี้ยง (รพ ีโรจนอไุร, 2539 ; Lin และคณะ, 1976
; Bajpai และคณะ, 1982(a) ; Kwak และ Joon, 1992 ) ดังนี้

1.องคประกอบสารอาหารเลี้ยงเชื้อ  ตองเหมาะสมซึ่งประกอบไปดวยแรธาตุ
ตางๆ สารตั้งตนที่จะใชในการผลิตและการเติบโตของจุลินทรีย  โดยเฉพาะชนิดของ
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน โดยแหลงคารบอนสวนใหญอยูในรูปของน้ําตาลซึ่ง
น้ําตาลตางชนิดกันจะสงเสริมการเติบโตของจุลินทรียตางกันดวยรวมทั้งปริมาณ
คารบอนตองมีปริมาณที่เหมาะสมตอการผลิต สวนชนดิของแหลงไนโตรเจนตองมสีดัสวน
และปรมิาณทีเ่หมาะสมกบัคารบอนทีใ่ชจงึจะทาํใหไดปริมาณผลติภณัฑสงู

2.คาความเปนกรดดาง  มีความสัมพันธกับชนิดของสารตั้งตน ผลิตภัณฑที่
ผลิต และกลุมของจุลินทรียที่ใช  เพราะเนื่องจากคาความเปนกรดดางมีผลตอระบบการ
ทํางานของเอนไซมที่ใชเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนสารตั้งตนใหเปนผลิตภัณฑที่ตองการ

3.อุณหภูมิ  จะมีผลตอการเติบโตและการผลิตกรดโคจิก เพราะจุลินทรียแตละ
ชนิดตองการอุณหภูมิที่ตางกันไป ถาอุณหภูมิไมเหมาะสมอาจทําใหมีการเติบโตมาก
หรือนอยเกินไป  โดยอุณหภูมิที่เหมาะกับการผลิตตองไมทําใหมีการเติบโตของจุลินทรยี
มากจนเกินไป

4.อายุและขนาดของหัวเช้ือ  ลักษณะของหัวเชื้อที่จะทําใหมีการผลิตที่สูง จะ
ตองเปนชวงที่จุลินทรียมีประสิทธิภาพสูง คือ เปนชวงที่มีการเติบโตมากและรวดเร็ว
(log phase)  สวนขนาดของหัวเชื้อตองมีขนาดที่พอเหมาะ ถาใชนอยเกินไปจะทําใหได
ผลิตภัณฑนอย และถามากเกนิไปจะทาํใหมีการเตบิโตของเซลลมากจนทาํใหไดผลติภณัฑ
นอยดวยเชนกนั

5.  อากาศ  ในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพื่อผลิตกรดอินทรียตองมีการใหอากาศ
เพื่อการเติบโต เพราะออกซิเจนในอากาศทําใหมีการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของการ
เปลี่ยนสารตั้งตนเปนผลิตภัณฑไดสมบูรณขึ้น และมีการเติบโตที่มากขึ้นดวย  ดังนั้นใน
การหมักแบบนี้ การใหอากาศ (aeration) และ การปนกวน (agitation) จึงมีความ
สําคัญ โดยการใหอากาศมีจุดประสงคเพื่อใหจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อได
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รับออกซิเจนอยางเพียงพอ  สวนการปนกวนมีจุดประสงคเพื่อใหจุลินทรีย สารอาหาร
รวมถึงอากาศในถังหมักกระจายตัวอยางทั่วถึง  โดยทั่วไปการหมักในหองปฏิบัติการจะ
ใหอากาศโดยการเพาะเลี้ยงแบบเขยา สวนการหมักในระดับขยายสวนจะมีการใช
เครื่องปนกวน (stirrer) เหล็กกั้น (baffle) และระบบการใหอากาศ ซึ่งเปนสวนประกอบ
ที่มีอยูในถังหมัก โดยการเลือกใชระบบการใหอากาศและการกวนในถังหมักแตละชนิด
จะขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของกระบวนการหมักดวย ซึ่งการหมักโดยวิธีนี้จะตอง
สิ้นเปลืองคาใชจายในการใหอากาศและการปนกวนสงู

งานวิจัยที่เกี่ยวกับการผลิตกรดโคจิกโดยการหมัก
มีการศึกษาการพัฒนาการผลิตโคจิกมาอยางตอเนื่องตั้งแตมีการคนพบโดย 

Saito ในป ค.ศ. 1907 โดยมีการพัฒนาการผลิตในรูปแบบตางๆ ตั้งแตการผลิตอยาง
งายๆ ที่ผลิตบนขาวนึ่ง มาผลิตในระดับขวดเขยา    และพัฒนามาจนถึงการผลิตระดับ
ถังหมักในหองปฏิบัติการ ดังจะเสนอตอไปนี้

ในป ค.ศ. 1907   หลังจากที่ Saito ได พบกรดโคจิกเปนครั้งแรกไดทําการทดลองผลิต
กรดโคจิกในอาหารที่มีองคประกอบดังนี้ คือ   ขาวนึ่ง   150  กรัม และเชื้อ
Aspergillus  oryzae  แลวนําไปบมเชื้อที่  30 องศาเซลเซียส  2-3 สัปดาห โดยจะมี
การเขยาอยางสม่ําเสมอ  ทําใหเขาคนพบกรดชนิดใหม คือ  กรดโคจิกนั่นเอง

ในป ค.ศ. 1913    Yabuta และคณะ  ไดรายงานวา  สามารถเลี้ยง A. oryzae ไดบน
สารอาหารที่สกัดมาจากโคจิ (koji extract) โดยกรดโคจิกนี้จะสรางเมื่อเลี้ยงบนอาหารที่
ประกอบดวย ขาวโพด ขาวสาลี  ขาวบารเลย  ขาวไรน  ขาวโอต ขาวฟาง  มันฝร่ังหวาน

ในป ค.ศ. 1916     Yabuta และคณะ ไดศึกษาเพิ่มเติมพบวา A. oryzae  สามารถ
ผลิตกรดโคจิกไดปริมาณมาก เมื่อเลี้ยงบนขาวนึ่ง (Koji)  หรือ สารละลายเดกโตส 10%
ที่มีเกลือแร
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ในป ค.ศ. 1928   Tamiya เพาะเลี้ยง  A. oryzae โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง
คารบอน และใชแอมโมเนียมไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาการผลิตกรดโคจิกจะ
เติบโตสูงสุดเมื่อระดับความเปนกรดดางเทากับ  5.5  และพบวากรดอิสระจะยับยั้งการ
เติบโตของเชื้อแตเกลือของกรดจะเรงการเติบโตได โดยพบวาการผลิตกรดโคจิกจะ
ลดลงมากถาเติมกรดออกซาลิก  กรดซิตริก  กรดฟอรมิก  กรดไฮโดรคลอริก หรือ
กรดไนตริก ลงไป และพบวาการผลิตกรดโคจิกจะสูงขึ้นเมื่อเติม กรดฟอสเฟอริก, กรด
แลคติก หรือ กรดไพรูวิก ลงในอาหารเพื่อการผลิตกรด

ในป ค.ศ. 1929 Challenger และคณะไดศึกษาถึงการผลิตกรดโคจิกจากเพนโตสโดย
A. oryzae น้ําตาลที่ใชไดแก ไซโลส และ อราบิโนส  โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ขาดแหลง
คารบอน  โดยอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ประกอบดวย โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1
กรัม  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.05 กรัม และ แอมโมเนียมไนเตรต 0.04 กรัม   ในน้ํา 100
มิลลิลิตร     จากการทดลองเพื่อหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตกรดโคจิก  พบ
วาการทดลองที่ใหผลผลิตสูงสุดคือ การผลิตกรดโคจิกเมื่อใชไซโลสเทากับ 5.0 กรัม

ในป ค.ศ. 1933  Katakiri  และ Kitahara ศึกษาถึงการผลิตกรดโคจิกโดย  A. oryzae
จากแหลงคารบอนตางๆ 17 ชนิดและใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน พบวา
เชื้อจะเติบโตและใหผลผลิตดีเมื่อใช 2% ไดไฮดรอกซีอะซิโตนเปนแหลงคารบอน  และ
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลิต คือ 2.1 และพบวาผลผลิตเฉลี่ยสูงสุดจะ
เทากับ 65% จากแหลงคารบอนตั้งตนเมื่อใชกลูโคส และเทากับ  55% จากแหลง
คารบอนตั้งตนเมื่อใชไดไฮดรอกซีอะซิโตน

ในป ค.ศ. 1933   Takahashi และ Toshinobu ศึกษาผลของคาความเปนกรดดางตอ
การผลิตกรดโคจิกและฟรัคโตสจากแมนนิทอลโดยแบคทีเรียที่สามารถสรางกรดอะซิติก 
พบวาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกและฟรัคโตสคือ 5.79 - 6.25
และ 6.95 - 7.54 ตามลําดับ และพบวาในชั้นแรกของการหมักจะมีการผลิตฟรัคโตส
ออกมา สวนกรดโคจิกจะถูกสรางในเวลาตอมาโดยพบวาเชื้อสามารถใชฟรัคโตสที่สราง
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ในขั้นแรกในการผลิตกรดโคจิกที่คาความเปนกรดดาง  6.28-6.46  แตทั้งนี้จะตองมีการ
เติมแคลเซียมคารบอเนตเขาไปในกระบวนการผลิตดวย

ในป ค.ศ. 1937  MAY และคณะไดศึกษาถึงผลของปจจัยตางๆตอการผลิตกรดโคจิก
โดยเชื้อ A. oryzae โดยใชเดกซโตรสเปนแหลงคารบอนโดยปจจัยที่ศึกษา  ไดแก
อุณหภูมิ แรธาตุ ความเขมขนของเดกซโตรสและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม  พบวา
ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกคือ ใชแอมโมเนียมไนเตรต  2.25  g/l เปนแหลง
ไนโตรเจน   อุณหภูมิ  30-35 องศาเซลเซียส ความเขมขนของเดกซโตรสเทากับ  20%
ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  และมีอัตราสวนของพื้นที่ผิว (surface area) ของสายใย
ตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ เทากับ 0.3-0.5 ตารางเซนติเมตร ทําใหไดผลผลิตของกรด
สูงสุดโดยใชเวลาในการผลิต  12-17 วัน ใหผลผลิตกรด  170  g/l

ในป ค.ศ. 1948  Sakagushi และคณะศึกษาถึงการผลิตกรดโคจิกโดยเชื้อ A. oryzae
จากแหลงคารบอนตางๆ ไดแก กลูโคส  ฟรัคโตส  กาแลคโตส และ กลีเซอรอล พบวาถา
ในอาหารเลี้ยงเชื้อมี โมโนไอโอโดอะซีเตท (monoiodoacetate)  โซเดียมอาซีไนท
(sodiumarsenite)  โซเดยีมฟลูโอไรด  จะมีผลในการยับยั้งการสรางกรดโคจิกจาก
กลูโคสและแหลงคารบอนอ่ืนๆที่ทดลอง

ในป ค.ศ. 1966   Parrish และคณะ คนพบวาการผลติกรดโคจกิมกีารผลติอัลฟาทอกซนิ
ออกมาระหวางการผลิตกรดโคจิกซึ่งสงผลใหมีงานวิจัยทีเ่กีย่วของกบัการหาอลัฟาทอกซนิ
จากการผลิตกรดโคจิกตอมา

ในป ค.ศ. 1970   Bentley กลาววาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก
ในอาหารเหลว จาก A. flavus-oryzae มีสวนประกอบดงันี ้คอื โพแทสเซยีมคลอไรด 0.05 %
โซเดียมไนเตรต 0.2 %   โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 %  แมกนีเซียมซัลเฟต
0.05 %   เฟอริกซัลเฟต  0.001 %  สารสกัดจากยีสต 0.1 %  และ น้ําตาลกลูโคส 10%
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น้ําหนักตอปริมาตร  บมเชื้อที่อุณหภูมิ  28-31 องศาเซลเซียส จะใหผลผลิต 7.5-10  g/l
ในเวลา 10 วัน

ในป ค.ศ. 1970     Imose และคณะ   ศึกษาถึงกระบวนการของการผลิตกรดโคจิกโดย
Arthrobacter urefaciens พบวาโคจิกออกซิเดสจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาการดึงไฮโดรเจน
ของกรดโคจิกโดยอะตอมเหล็กในเอนไซมจะเปนตัวรับไฮโดรเจนที่ปลอยออกมาจาก
กรดโคจิก และพบวาความเปนกรดดางที่เหมาะสมของการทํางานของเอนไซมคือ 7.75
และเอนไซมมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 55,000 โดยเปนเอนไซมที่ไมทนตอความรอน
โดยใน 1 โมเลกุลของเอนไซมจะมีเหลก็อยู 2 อะตอม

ในป ค.ศ. 1971   Gupta และคณะไดศึกษาถึงอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิต
กรดโคจิกจาก A. flavus โดยพบวา สูตรอาหารที่มีซูโครสเปนสวนประกอบ คือ สูตร
อาหารที่มีสารสกัดจากยีสตและซูโครส (yeast extract sucrose,YES) ทําใหมีการผลิต
กรดโคจิกสูงขึ้นได

 ในป ค.ศ. 1982  Bajpai  และคณะไดศกึษาถงึการผลติกรดโคจกิโดยวธิกีารใชสายใยซ้าํ
โดยใช A. oryzae โดยขั้นแรกไดเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดจากยีสตและ
ซูโครส (YES) และนาํมาแขวนลอยอกีครัง้ในอาหารเลีย้งเชือ้สตูรเดมิ และในบฟัเฟอรที่มีแต
กลูโคสหรือซูโครสเพียงอยางเดียว แลวนําทั้งหมดไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา
10 วัน พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรนี้และในฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มี 20% กลูโคสหรือ
ซูโครส จะไดผลผลิตใกลเคียงกันมากคือประมาณ 81.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แสดงวา
การผลิตกรดโคจิกสามารถผลิตไดเม่ือมีแตแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว

ในป ค.ศ. 1991  Wei และคณะ ไดทดสอบการผลิตกรดโคจิก โดยใช A. candidus
โดยไมมีการเขยาพบวาผลิตกรดโคจิกไดมากกวาในอาหารเหลว จึงทําใหมีความสนใจ
ที่จะศึกษาการผลิตกรดโคจิกแบบไมมีการเขยาตอมา
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ในป ค.ศ. 1992  Kwak และ Joon ไดศึกษาการผลิตกรดโดยการตรึงสายใย พบวา
ในชวงแรกที่ทําการผลิตการตรึงสายใยจะทําใหผลิตกรดไดดีกวาการใชสายใยอิสระ 
โดยในการทดลองนี้ใชการผลิตในขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตร 120 มิลลิลิตร
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเปนกรดดาง 3.0

ในป ค.ศ. 1995  El-Sharkawy  ไดผลิตกรดโคจิกโดยใชน้ําโกโกเปนแหลงคารบอน
และคัดเลือกสายใย Aspergillus sp. 16 สายพันธุ  เพื่อหาสายพันธุที่ผลิตกรดโคจิกได
สูงที่สุด พบวา A. flavus ATCC 9179 ที่ตรึงบนแคลเซียมอัลจีเนต(Ca-alginate)
เลี้ยงเชื้อในภาวะคาความเปนกรดดาง 3.5  ความเร็วในการเขยาที่ 150 รอบตอนาที
26 องศาเซลเซียส เปนเวลา  3 สัปดาห โดยมีการเติมน้ําโกโก 50% ทุกๆ 96 ชั่วโมง
พบวาไดปริมาณกรดโคจิกสูงสุดที่ 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ในป ค.ศ. 1995   Ogawa และ Niwa ใช A. oryzae ผลิตกรดโคจิกโดยใชการผลิต
แบบผิวหนาอาหารเหลว (membrane surface liquid culture ; MSLC) โดยเปนการ
ผลิตแบบเติมสารอาหารระหวางการผลิต โดยมีการเติมกลูโคส พบวากรดโคจิกเพิ่มเปน
50 เทา เมื่อเทียบกับการทดลองแบบขวดเขยา

ในป ค.ศ.  1996   Ariff  และคณะ ทดลองเลี้ยง  A. flavus link เพื่อการผลิตกรดโคจิก
โดยตองการดูผลของการใหอากาศตอการเติบโตของเชื้อราและการผลิตกรดโคจิกโดย
ทําการเพาะเลี้ยงสายใย A. flavus link ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน
สารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนและสารอาหารอื่นๆที่เหมาะสมลงในถังหมัก
ขนาด 2 ลิตร  ที่มีอุปกรณควบคุมและตรวจวัดปจจัยตางๆในการผลิต เชน ความเปน
กรดดาง  อุณหภูมิ และคาออกซิเจนละลาย  โดยควบคุมคาความเปนกรดดาง  3.5
ตลอดการทดลอง อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และมีการควบคุมคาออกซิเจนละลาย
ตลอดการทดลอง (single phase) โดยแปรคาออกซิเจนละลายที่  30% 50% และ
80% ของคาอากาศอิ่มตัว เมื่อมาเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงที่ไมควบคุมปริมาณ
ออกซิเจนละลาย พบวาการไมควบคุมคาออกซิเจนละลายจะใหการผลิตกรดโคจิกมาก
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กวา (13.5 g/l) ซึ่งการใหคาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัวจะใหการผลิต
กรดโคจิกใกลเคียงกัน แตที่คาออกซิเจนละลายที่นอยกวา 80% ของคาอากาศอิ่มตัว
แทบจะไมมีการผลิตกรดโคจิกถึงแมวาการเติบโตจะเพิ่มขึ้นก็ตาม   จากการสังเกตุการ
ใชออกซิเจนในชวงการเติบโตและการผลิตพบวามีการใชออกซิเจนมากในชวงเติบโต 
แตใชนอยมากในชวงผลิตกรดโคจิก จึงมีการทดลองแบงการใหคาออกซิเจนละลายเปน
2 ชวง ชวงการเติบโตใหออกซิเจนละลายที่ 80 %ของคาอากาศอิ่มตัว  หลังจากนั้นใน
ชวงการผลิตจะลดลงมาที่ 30% ของคาอากาศอิ่มตัว  พบวามีการผลิตกรดโคจิกสูงขึ้น
(28.9 g/l) เปน 2 เทา เมื่อเทียบกับการผลิตที่ไมมีการควบคุมคาออกซิเจนละลาย
นอกจากนี้ยังพบวาการเติมสารสกัดจากยีสตเพื่อเพิ่มปริมาณสายใยอยางตอเนื่องใน
การทดลองที่ทําการแบงการใหออกซิเจนละลายเปน 2 ชวง ไมทําใหผลิตกรดโคจิก
เพิ่มขึ้นได จึงสรุปไดวาการใหคาออกซิเจนละลายมากในชวงการเติบโตและลดลงเมื่อ
เริ่มมีการผลิตกรดโคจิกโดยไมมีการเติมแหลงไนโตรเจนระหวางการผลิตจะทําใหได
ปริมาณกรดโคจิกสูงขึ้นได

ในป ค.ศ.  1996   Takamizawa และคณะ ผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae และพบวา
สามารถใช  Box-Wilson Model ซึ่งเปนวิธีการที่ใชการคํานวณรวมกับการทดลองใน
การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดโคจิกได โดยใหผลใกลเคียงกับการ
ทดลองจริงและจาก Box-Wilson Model  พบวาปริมาณแหลงคารบอนและแหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ กลูโคส 148 g/l   โพลีเปปโตน 4.8 g/l  ทําใหมีอัตราการผลิต
กรดโคจิกไดถึง 44.4 g/l/d

ในป พ.ศ. 2539  รพี โรจนอุไร ไดทําการศึกษาถึงการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาเพื่อ
ตองการหาภาวะและสูตรอาหารที่เหมาะสมเมื่อใช A.oryzae K-13  ซึ่งเปนเชื้อรา    
สายพันธุที่ถูกคัดเลือกจากดินในประเทศไทย (เพชรรุง พันธพิริยะ, 2536) โดยทําการ
ทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อหาอาหารสูตรตางๆ และผลการทดลองพบวาแหลงคารบอนที่
เหมาะสมคือ น้ําตาลทราย 100 g/l แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมคือสารสกัดจากยีสต
และแอมโมเนยีมซลัเฟตในอตัราสวนน้าํหนกั  0.5 : 0.24 โดยมีอัตราสวนระหวางปริมาณ
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คารบอนตอไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ  840 : 0.24   และคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกมีคาเทากับ 4.5 อุณหภมิูทีเ่หมาะสมคอื 30 องศาเซลเซยีส
และเมื่อผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะที่เหมาะสมจะใหผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดถึง 40.03
g/l ในวันที่ 19 ของการเพาะเลี้ยง

ในป ค.ศ. 1997  Ariff และคณะไดทําการศึกษาโดยทําการทดลองเพื่อหาผลทางดาน
จลนศาสตรของการผลิตกรดโคจิกโดย A.flavus 44-1 ในการเลี้ยงแบบกะและการใช
สายใยซ้ํา โดยหาคาตัวแปรทางจลนศาสตรในการผลิตกรดโคจิกเพื่อเปนการยืนยันและ
อธิบายรูปแบบการผลิตในถังหมักและในขวดเขยา การทดลองในขวดเขยาทําการเลี้ยง
เชื้อที่คาความเปนกรดดาง 3.0 ใชปริมาณหัวเชื้อสปอรงอกที่ 10% ปริมาตรตอปริมาตร
ที่ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที  สวนในถังหมักทําการ
เลี้ยงเชื้อในถังขนาด 2 ลิตร ควบคุมคาความเปนกรดดางที่ 3.0  ตลอดการทดลอง
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ปริมาณหัวเชื้อสปอรงอก 10% ปริมาตรตอปริมาตร มีการ
ปรับคาออกซิเจนละลายในชวงของการเติบโตที่  80% ของคาอากาศอิ่มตัว หลังจาก
การเติบโตคงที่ปรับเปน  30% ของคาอากาศอิ่มตวั จากผลการทดลองยืนยันไดวาการ
ผลิตกรดโคจิกเปนกระบวนการที่ไมเกิดในชวงการเติบโต (Non-growth associated)
และพบวาการผลิตแบบกะจะใหผลการผลิตกรดโคจิกและปริมาณสายใย 32.5 g/l และ
11.8  g/l ตามลําดับ  เมื่อใหคาออกซิเจนละลายที่เหมาะสมพบวาการผลิตแบบกะใน
ถังหมักจะใหผลผลิตไมแตกตางจากผลที่ไดจากการผลิตในขวดเขยาซึ่งใหผลผลิตกรด
โคจิกและการเติบโต 36.5  g/l และ  12.3  g/l ตามลําดับ   แตอยางไรก็ตามผลจากการ
คํานวนทางจลนศาสตรกลับพบวาการใชการผลิตแบบกะในถังหมักจะใหคาการผลติสูง
กวาแบบขวดเขยาถึง 2-3 เทา  หลังจากทําการเลี้ยงเชื้อใหเติบโตแบบกะในถังหมัก
Ariff และคณะ ไดแปรปริมาณสายใยที่  3.36  7.39  19.2  และ 26.1  g/l  เพื่อนํามา
ผลิตกรดโคจิกแบบใชสายใยซ้ํา และนํามาผลิตในขวดเขยาปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
150 มิลลิลิตร โดยมีการใหกลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว ทําการผลิตที่
ภาวะคาความเปนกรดดาง 3.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขยาที่
250 รอบตอนาที ผลการทดลองพบวาการเติมกลูโคสเพียงอยางเดียวที่ปริมาณสายใย
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19.2 g/l   อัตราการผลิตกรดโคจิกจะไมลดลงและจะคงที่อยูที่ 0.011 กรัมของกรดโคจิก
ตอกรัมของสายใยตอชั่วโมง แตอัตราการผลิตกรดโคจิกกลับลดลงเมื่อปริมาณสายใย
มากขึ้น โดยที่การใชกลูโคสของทุกปริมาณของสายใยมีคาใกลเคียงกัน แตเมื่อมี
ปริมาณสายใยมากกลูโคสกลับถูกนําไปใชในการเติบโตมากกวาการผลิต และจากผล
การทดลองทั้งหมดสรุปไดวาการผลิตกรดโคจิกในระดับถังหมักใกลเคียงกับในขวดเขยา
ถึงแมวาผลทางจลนศาสตรของการผลิตในถังหมักมีคามากกวาในขวดเขยาก็ตาม     
ดังนั้นจึงเปนจุดที่นาสนใจในการทําการทดลองเพือ่หาคาํตอบตอไป นอกจากนี้ยังพบวา
การใชสายใยซ้ําจากถังหมักในขวดเขยาโดยใหแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว A.flavus
44-1 ยังคงสามารถผลิตกรดโคจิกได

ในป ค.ศ. 1998  Rosfaizan  และคณะ ตองการศึกษาหาแหลงคารบอนใหมๆเพื่อ
การผลิตกรดโคจิก  โดยทําการเพาะเลี้ยง A.flavus จากแปงสาคูที่ผานการยอยแลว
เพื่อใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดโคจิกพบวาตองมีการยอยแปงสาคูใหเปน
กลูโคสกอนแลวจึงนําไปผลิตกรดโคจิก   เมื่อเปรียบเทียบกันระหวางการผลิตในขวด
เขยาและในถังหมัก พบวาเมื่อใชแปงสาคูเปนแหลงคารบอน การผลิตในถังหมักจะมี
ปริมาณต่ํามาก เนื่องจากปริมาณอากาศไมเหมาะสมเพราะเนื้อแปงเขมขนและหนืด
ทําใหอากาศละลายไดไมดี  จึงเห็นไดวาการใหอากาศมีผลตอการผลิตอยางมาก

ในป ค.ศ. 1999  Naranong และ Saithi   ไดรายงานวาเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ A. oryaze
NRRL 484 โดยใชน้ํามะพราวเปนอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา
และในถังหมักพบวาในขวดเขยามีปริมาณกรดโคจิกสูงสุดที่  34 g/l ในวันที่ 14 ของ
การผลิตบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  200  รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ
ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ซึ่งไดทําการศึกษาการใหอากาศและการกวนตอการผลิตกรด
โคจิกพบวาเมื่อแปรคาการใหอากาศและการกวน ปริมาณกรดโคจิกที่ไดสูงสุดคือ 37
g/l ในวันที่ 14 ของการผลิต โดยมีอัตราการใหอากาศเทากับ 15  ปริมาตรของอากาศ
ตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อตอนาที และอัตราการกวน 500 รอบตอนาที  โดยมีการ
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ใชแหลงคารบอนเพื่อผลิตกรด 0.34 g/g ของแหลงคารบอน และไดอัตราการผลิตที่
0.11 g/l/hr.

ในป ค.ศ. 2000  Rosfaizan และ Ariff ศึกษาการหาความเขมขนและชนิดของแหลง
คารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิกในถังหมักโดยใชการคํานวนทาง
จลนศาสตรเพื่อหาชนิดและปริมาณที่เหมาะสมพบวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน
จะไดกรดโคจิกสูงสุดที่  39.9  g/l เมื่อใชกลูโคส  100  g/l  โดยแหลงไนโตรเจนที่เหมาะ
สมคือสารสกัดจากยีสตเทากับ  5  g/l และอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจน คือ
93:3 และเมือ่ทาํการผลติแบบสายใยซ้าํจะมีการเปลีย่นกลโูคสเปนกรดโคจกิไดถงึ 70 g/l

สิทธิบัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพันธของกรดโคจิก
กรดโคจิกและอนุพันธของกรดมีประโยชนมากมายในระดับอุตสาหกรรม จึงมี

การศึกษาคนควาวิจัยเกี่ยวกับกรดโคจิกและอนุพันธของกรดมากขึ้น  ซึ่งไดทําการจด
สิทธิบัตร ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2  ตัวอยางสิทธิบัตรที่เกี่ยวของกับกรดโคจิกและอนุพันธของกรดโคจิก
ผูจดและปที่จดสิทธิบัตร เรื่องที่จดสิทธิบัตร หมายเลขสิทธิบัตร

 Izumi,1981 C o s m e t i c  c o m p o s i t i o n  
containing kojic ester

US Patent 4278656

 Izumi,1983 C o s m e t i c  c o m p o s i t i o n  
containing kojic ester

US Patent 4369174

Higa , 1987 Melanin inhibiting cosmetic 
composition

US Patent 4696813

Campbell และ Miyano ,
1989

Kojic acid ether - ester 
derivatives

US Patent 4812474

Masateru และ Shone , 1989 Aralkoxy and aryloxyalkoxy 
kojic acid derivatives

US Patent 4812584

Hatae และ Nakashima , 
1989

Whitening cosmetic US Patent 4847074
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ตารางที่ 2 (ตอ)
ผูจดและปที่จดสิทธิบัตร เรื่องที่จดสิทธิบัตร หมายเลขสิทธิบัตร

Hatae ,1990a M e t h o d  o f  m i n i m i z i n g  
erythema and elastosis

US Patent 4891361

Hatae,1990b Compositions for topical use 
having melanin synthesis 
inhibition activity

US Patent 4919921

Hara,1990 Composition for external 
application

US Patent 4948577

Dowd ,1990 Kojic acid and esters as 
insecticide synergists

US Patent 4956353

Motono ,1991 External preparations free of 
discoloration

US Patent 4985455

Yamamoto , 1991 External preparations US Patent 4990532

Oyama , 1991 Compositions  for  topical
use   having    melanin
Synthesis -inhibiting activity

US Patent 4990330

Meybeck , 1994 Pharmaceutical or cosmetic 
compos i t ion  conta in ing 
hydroquinone and kojic acid

US Patent 5279834

Kouno และ Suzuoki , 1994 Acid dye staining method US Patent 5284560
Sakai , 1995 Whitening embellisher US Patent 5427775
Shigetaka , 1995 Production  of  kojic  acid

glucoside and production  of
kojic   acid  monoglucoside

JPX Patent 7236496A

Koji ,1997 Cultivation of kojic acid-
producing bacterium

JPX Patent 9220095A

Junko ,1998 S y n t h e t i c  m e d i u m  f o r  
production of kojic acid

JPX Patent 10165172A
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ตารางที่ 2 (ตอ)
ผูจดและปที่จดสิทธิบัตร เรื่องที่จดสิทธิบัตร หมายเลขสิทธิบัตร

Ishikawa และคณะ ,1996 Process for producing wheat 
flour and wheat flour products

US patent  5695799

Arsennoult และคณะ,1996 Process of aqueous extraction
of maltal

US patent  5646312

เนื่องจากมีความสนใจในการศึกษากรดโคจิกและอนุพันธที่เกี่ยวของในประโยชนดาน
ตางๆ  โดยเฉพาะในสวนของการนําไปใชอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค   จึงพบวามีการ
จดสิทธิบัตรจนถึงปจจุบันเปนจํานวนมาก

ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดโคจิกโดยกระบวนการหมัก
เนื่องจากมีหลายปจจัยที่สําคัญในการผลิตกรดโคจิกซึ่งประกอบไปดวย
1.  ชนิดของจุลินทรียและวิธีการผลิต  ชนิดของจุลินทรียที่ถูกคัดเลือกควรจะ

เปนชนิดที่สามารถใชแหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน และสารประกอบอื่นๆในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเพื่อใหสามารถผลิตกรดโคจิกไดปริมาณมาก  ดังนั้นจึงตองคัดเลือกสายพันธุ
ที่ใหผลผลิตสูง  เพาะเลี้ยงงาย ทนทาน  ใชภาวะไมยุงยากในการเพาะเลี้ยง    ทั้งนี้โดย
การเลือกชนิดของจุลินทรียตองใหเหมาะกับวิธีการผลิตดวย เพราะจุลินทรียแตละชนิด
จะเหมาะกับการผลิตในรูปแบบแตกตางกัน

       2.แหลงคารบอน พบวาการใชสารตั้งตนที่จะมาเปนแหลงคารบอนในการผลิต
กรดโคจิกนั้นพบวามีอยูหลายชนิด (Bajpai และคณะ, 1982(a)) (ดังแสดงตารางที่  3)
แหลงคารบอนที่ดีที่สุดที่นิยมใชคือ กลูโคส โดยพบถึง 65% ของสารตั้งตนที่ใชผลิตกรด
โคจิก รวมทั้งในระดับอุตสาหกรรมก็นิยมใชดวยเชนกัน โดยพบวาจากการใชเชื้อ
A.flavus และ A.oryzae ทําการหมักโดยใชแหลงกลูโคสเปนแหลงคารบอนจะสามารถ
ผลิตกรดโคจิกไดถึง 70-90 % (Crueger และ Crueger, 1990)   นอกจากนี้ยังมีผูสนใจ
หาแหลงคารบอนอ่ืนๆเพื่อการผลิตกรดโคจิก เชน รพี  โรจนอุไร (2539) พบวาใชน้ําตาล
ทรายขาว 100 g/l ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการ
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ผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13    Rosfarizan(2000) พบวาสามารถใชแปงสาคู
เปนแหลงคารบอนได และนอกจากนี้ Naranong(1999) พบวาสามารถใชน้ํามะพราว
เปนแหลงคารบอนไดดวย

ตารางที่3 แสดงแหลงคารบอนที่ใชในการผลิตกรดโคจิก (Bajpai และคณะ, 1982(a))
จํานวนคารบอนของแหลงคารบอน แหลงคารบอน

2  อะตอม Ethyl,Glycine,Sodium Acetate
3 อะตอม          1,3-Dihydroxy-2-Propanone

                  ,Glyceraldehyde
4 อะตอม Tartaric acid
5 อะตอม Ribitol , Arabinose , Xylose
6 อะตอม 2-Deoxyglucose , Fructose

,Galactose, Glucose, Gluconic acid,
Gluconolactone , Inositol

,Mannitol,Mannose,Sorbose,Sorbitol
7 อะตอม Quinic acid , Shikimic acid

12 อะตอม Lactobionic acid , Lactose , Maltose ,
Sucrose , Trehalose

18 อะตอม Raffinose
6n อะตอม Dextrin. Inulin ,Pectin , Strach

4.แหลงไนโตรเจน  แอมโมเนียมไนเตรต เปนแหลงไนโตรเจนที่นิยมใชในการ
ผลิตในระดับอุตสาหกรรมอยางมาก (Gray, 1959) และแหลงไนโตรเจนชนิดอื่นที่นิยม
ใชกันก็มี เชน เปปโตน สารสกัดจากยีสต   โคบอลทามีน (cobaltamines)   โดย
Shone และคณะ ทําการศึกษาพบวาแหลงไนโตรเจนที่เปนสารประกอบอินทรียถึง 50%
เชน สารสกัดจากยีสต สามารถใชแทนยูเรีย หรือแอมโมเนียไนเตรตได   (อางถึงใน
Bajpai และคณะ, 1982(a))   Ariff และคณะ(1997) ไดทดลองผลิตกรดโคจิกโดยเลือก
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สารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน  และ รพี  โรจนอุไร (2539) พบวาการใชสารสกัด
จากยสีตและแอมโมเนยีมซลัเฟตเปนแหลงไนโตรเจนรวมกนัทีอั่ตราสวนน้าํหนกั 1.5 : 0.24
จะทําให A. oryzae K-13  ผลิตกรดโคจิกไดสูงสุด  ดังนั้นสารสกัดจากยีสตจึงเปนแหลง
ไนโตรเจนที่เปนที่นิยมในการใชผลิตกรดโคจิกดวยเชนกัน

5. แหลงฟอสเฟต  ฟอสเฟตเปนองคประกอบทีจ่าํเปนในการเตบิโตของจลุนิทรยีท่ี
ผลิตกรดโคจิก โดยสารประกอบฟอสเฟตที่นิยมใช คือ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต นอกจากนี้ยังพบวาถาใหฟอสเฟตในปริมาณมากเกินไปจะทําใหเกิดการยอย
สลายกรดโคจิกเปนไปอยางรวดเร็วเกินปกติ   แตถาใหฟอสเฟตในปริมาณนอยเกินไป
ทาํใหการสรางของกรดโคจกิเปนไปอยางชาๆซึง่อาจจะชาเกนิไป (Bajpai และคณะ, 1982(a))

6.เกลืออนินทรีย ความเขมขนของเกลืออนินทรียตางๆเพียงเล็กนอย สามารถ
ทําใหประสิทธิภาพในการผลิตกรดโคจิกดีขึ้น แตถามีปริมาณมากเกินความจําเปนจะ
ไปเสริมการเติบโตของเชื้อราแทน ซึ่งมีบทบาทเหมือนกับแหลงไนโตรเจน (อางถึงใน
Presscott และ Dunn, 1959)  ซึ่งเกลืออนินทรียที่ใชในการเลี้ยงเพื่อผลิตกรดโคจิกนั้น
จะขึ้นอยูกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกตางกันไป ตัวอยางของเกลืออนินทรีย ไดแก
โพแทสเซียมคลอไรด  โซเดียมไนเตรต    โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต     แมกนีเซียม
ซัลเฟต  เฟอริกซัลเฟต ( Bajpai และคณะ, 1982 (a))  ในการศึกษาหาการผลิตกรด
โคจิกโดย  A. oryzae K-13 ของ  รพี  โรจนอุไร (2539) พบวาการใชน้ําประปาในการ
เตรียมหัวเชื้อสปอรงอกเพื่อการเติบโตของสายใยสามารถทําใหสายใยสปอรงอกเติบโต
ไดดีกวาน้ําปลอดประจุซึ่งหมายความวาในน้ําประปามีแรธาตุที่จําเปนตอการเติบโต
ของสปอรงอกปริมาณที่เหมาะสมที่ทําใหราเติบโตไดดีสงผลใหผลิตกรดไดดีดวย

7.อุณหภูมิ        อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเติบโตและการผลิตกรดโคจิกของ
จุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกัน    Presscott และ Dunn (1959) พบวาชวงอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกจะอยูในชวง 29-35 องศาเซลเซียส และอาจจะแปรไป
ตามชนิดของจุลินทรียชนิดนั้นๆได May และคณะ(1931) พบวาที่อุณหภูมิ 30-35
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องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก โดยการเพาะเลี้ยง A.
flavus     รพี โรจนอุไร (2539) ศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 ในระดับ
ขวดเขยาที่อุณหภูมิตางๆ พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตอการผลิตกรดโคจิก ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกที่นิยมใชกันโดย
ทั่วไปคือ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (May และคณะ, 1937 ; Kwak และ Joon,
1992 ; Ariff และคณะ, 1996 ; Ariff และคณะ, 1997 )

8.ระยะเวลาในการผลิต  การเลือกชวงเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเพื่อใหได
ผลผลิตที่มากในเวลาที่คุมคา เพราะหลังจากการใชน้ําตาลหมดแลว กรดโคจิกอาจจะ
ถูกนําไปใชโดยเชื้อราซึ่งจะทําใหปริมาณกรดโคจิกลดลงได ผลการวิจัยที่มีรายงานไว
เปนจํานวนมากมักจะอยูในชวง 9-20 วัน ซึ่งขึ้นอยูกับชนิดของสารตั้งตน  สายพันธุของ
เชื้อราที่ใช  อุณหภูมิ   ความเปนกรดดาง  การใหอากาศ และปจจัยอ่ืนๆ  (อางถึงใน
Presscott และ Dunn, 1959 ; รพี โรจนอุไร, 2539) และมักจะนิยมมีการหมักแบบ
ตอเนื่อง (continuous fermentation) พบวาจะสามารถประหยัดวัตถุดิบ   ปริมาตรของ
ถังหมัก  คนงาน  และคาใชจายอื่นๆ เปนผลใหราคาของกรดโคจิกถูกลง แตจะหยุด
เพาะเลี้ยงเมื่อไดผลผลิตกรดโคจิกสูงสุด เปนการปองกันไมใหเชื้อรานํากรดโคจิกที่ผลิต
ไดไปใชเมื่อสายใยใชน้ําตาลหมดแลว ( Bajpai และคณะ, 1982(a))

9. หัวเช้ือ การหมักสวนใหญมักจะเตรียมหัวเชื้อในรูปของสายใย ซึ่งเหมาะ
สําหรับระดับอุตสาหกรรม  ขนาดหัวเชื้อโดยทั่วไปที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกใน
ขวดเขยาจากงานวิจัยตางๆ จะอยูในชวง 105-106 สปอรงอกตออาหารเลี้ยงเชื้อ  50
มิลลลิติร (Bajpai และคณะ, 1982(a) ; Lin และคณะ, 1976 ; Ogawa และคณะ, 1995(b))
และจากการศึกษาการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาของ รพี โรจนอุไร(2539) พบวา ขนาด
ของหัวเชื้อที่เหมาะสมกับการผลิตกรดในขวดเขยา คือ 4-8 × 107 สปอรงอกตอ
มิลลิลิตร  โดยอายุของสปอรงอกที่เหมาะสมคือ  24  ชั่วโมง และในระดับขยายสวนการ
ผลิตในถังหมักจะนิยมใชขนาดหัวเชื้อสปอรงอกเทากับ 10%-15% ของปริมาตรอาหาร
เลี้ยงเชื้อ   (Ariff, 1996)
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10.ความเปนกรดดาง คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการ
เติบโตของราและการผลิตกรดโคจิก    Katagiri  และ Kitahara (1933) รายงานวาคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเติบโตของ A. oryzae  คือ 5.0 แตคาความเปน
กรดดางที่เหมาะสมตอการผลิตกรดคือ 2.4 ตอมา Barham และ Smith (1936) พบวา
คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกจากไซโลส   โดย A. oryzae อยู
ในชวง 2.0 - 3.5    Presscott และ Dunn (1959) พบวาคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกโดยราจะอยูในชวง 2.0-5.0 หรือชวงความเปนกรดดางที่
เหมาะสมกับจุลินทรียชนิดนั้นๆ Ariff และคณะ (1996) ไดเลือกใชคาความเปนกรดดาง
ตั้งตนที่ 3.5 ในการผลิตกรดโคจิกในถังหมักเพื่อใหไดกรดโคจิกที่สูงสุด   รพี  โรจนอุไร       
( 2539 ) พบวาการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 มีคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมคือ 4.5  ซึ่งทําใหมีการผลิตกรดโคจิกสูงสุด   จะเห็นวาชวงความเปนกรดดาง
ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกมีคาต่ํา ดังนั้นจึงไมมีความจําเปนตองใสสารควบคุม
ความเปนกรดดางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหสามารถลดตนทุนการผลิตในการปรับคา
ความเปนกรดดางไดและทําใหการผลิตงายขึ้น

11. การใหอากาศ  การผลิตกรดโคจิกนี้จะผลิตเมื่อเชื้อรามีการเติบโตอยาง
เต็มที่ โดยที่มีสภาวะที่เหมาะสมและมีการใหอากาศอยางเหมาะสม เดิมการผลิตกรด
โคจิกจะมีการใหอากาศตลอดการทดลองเพียงหนึ่งคา ไมวาจะเปนการผลิตในระดับ
ขวดเขยาหรือถังหมัก แตในป ค.ศ. 1996 Ariff และคณะ ทดสอบหาผลของคาออกซิเจน
ละลายที่มีตอการผลิต พบวาถามีการกําหนดคาการใหอากาศเพียงคาเดียวตลอด
การทดลอง กรดโคจิกที่เกิดขึ้นในระดับขวดเขยากับในถังหมักจะไมพบความแตกตาง
ดังนั้นจึงมีการแบงการใหอากาศเปน 2 ชวงแตกตางกัน พบวาจะมีการผลิตกรดโคจิกได
มากขึ้น เมื่อมีการแบงสภาวะการใหอากาศ เปน 2 ชวงคือ คาออกซิเจนละลายที่  80 %
ของคาอากาศอิ่มตัว ในชวงการเติบโตของเชื้อรา เพื่อใหเชื้อรามีการเติบโตอยางเต็มที่
และ คาออกซิเจนละลายที่ 30 %ของคาอากาศอิ่มตัว ในชวงของการผลิตกรดโคจิก
จะทําใหมีการผลิตสูงขึ้นอยางมากเมื่อเทียบกับการผลิตในสภาวะควบคุม เพราะฉะนั้น
จึงสรุปไดวา ควรจะใหคาออกซิเจนละลายสูงๆในชวงการเติบโตเพื่อใหมีการเติบโตได
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อยางเต็มที่ แตชวงการผลิตจะควบคุมใหมีคาออกซิเจนละลายต่ํากวาเพื่อการผลิต
กรดโคจิกที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น

12.สารพิเศษบางอยาง  May และคณะศึกษาสารอินทรีย 40 ชนิด ที่มีผลตอ
การผลิตกรดโคจิก พบวา เอทีลีนคลอโรไฮดริน ที่มีความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร
จะมผีลตอการผลติกรดโคจกิใหสงูขึน้ในระยะเวลา 10 วนั (อางถงึใน Presscott และ Dunn,
1959) และ Bajpai และคณะ (1982(a))   พบวาเมทิลแอลกอฮอล    เอทิลแอลกอฮอล
โพรพิลแอลกอฮอล  ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล   กรดปาลมมิติก   จะสามารถกระตุน
การผลิตกรดโคจิกได      Barham  และ Smith (1936)  พบวาสารบางอยางก็อาจจะ
ยับยั้งการสรางกรดโคจิกได  เชน  กรดออกซาลิก  กรดซิตริก  กรดฟอรมิก ไฮโดรคลอริก
และ กรดไนตริก   สวนในกรณีถาใชอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการเติบโตที่มีอาหารเพื่อเลี้ยง
สายใยซ้ํา      Bajpaiและคณะ (1982(a))   พบวา    กลูโคส-6-ฟอสเฟต    ฟรุคโตส-1-
6-ไดฟอสเฟต   โซเดยีมเอไซด     โซเดยีมฟลโูอไรด    กรดไอโอโดอะซติกิ     พ-ีไฮดรอกซคีวโินลนี   
เซมิคารบาไซด   โซเดียมไนเตรต โพแทสเซียมไนเตรต  แอมโมเนียมซัลเฟต  และ
โพแทสเซียมซัลเฟต สามารถยับยั้งการผลิตกรดโคจิกได และถามี  ไรโบฟลาวิน และ
โซเดียมอาซีเนท จะสามารถกระตุนการเติบโตและการผลิตกรดโคจิกไดที่ความเขมขน
ต่ําๆ แตถาใชความเขมขนสูงจะเปนการยับยั้งแทน

วัตถุประสงคของงานวิจัย

เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง   A. oryzae K-13 เพื่อการผลิตกรด
โคจิกในถังหมักขนาด 2 ลิตร จากน้ําตาลทรายขาว
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ขอบเขตของงานวิจัย

1. หาปริมาณออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางที่ทําให    A. oryzae  K-13
       เติบโตไดสูงที่สุดและเร็วที่สุด
2. หาปริมาณออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมกับการผลิตกรด
       โคจิกโดย A. oryzae K-13
3. หาขนาดหัวเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิก
4. หาความเปนไปไดในการผลติกรดโคจกิโดยเลีย้งเชือ้แบบใชสายใยซ้าํ  และการเติมสาร

อาหารระหวางการผลิต



บทที่ 2
อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย

เคมีภัณฑและอุปกรณ
1. เคมีภัณฑ

น้ําตาลทรายขาว ของบริษัท มิตรผล จํากัด (มหาชน) ประเทศไทย
น้ําตาลดี(+)กลูโคสโมโนไฮเดรตของบริษัท Difco laboratory, USA
น้ําตาลซูโครส ( Sucrose ) ของบริษัท E . Merck Darmstadt, Germany
น้ําตาลราฟฟโนส (  Raffinose )  ของบริษัท Difco laboratory, USA
สารสกัดจากยีสต ( Yeast Extract ) ของบริษัท  Difco laboratory, USA
ทวีน 80 ( Tween 80 ) ของบริษัท BDH laboratory  chemicals Ltd., England
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท E . Merck Darmstadt,Germany
เฟอริกคลอไรด(FeCl3) ของบริษัท BDH laboratory  chemicals Ltd.,England
กรดโฮโดรคลอริก ( HCl) ของบริษัท Riedel – dehaen, Germany
กรดไดไนโตรซาลิซิลิก ( 3,5 – Dinitro salicylic acid ) ของบริษัท E. Merck

Darmstadt, Germany
โซเดียมไฮดรอกไซด ( NaOH) ของบริษัท E. Merck Darmstadt, Germany
โซเดียมโปตัสเซียมทารเทรต ( C4H4KNaO6 .H2O ) ของบริษัท May and Baker

Ltd.,England
ฟนอล (C6H5OH) ของบริษัท Riedel – dehaen, Germany
กรดซัลฟุริก ( H 2SO4) ของบริษัท E. Merck Darmstadt, Germany
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2. อุปกรณที่สําคัญ
ถังหมัก ( fermenter ) รุน MD-300ของบริษัท L.E. Marubishi Co., Ltd., Japan
เครื่องควบคุมและวัดคาออกซิเจนละลาย  (DO controller) รุน   FM-2000  ของ

บริษัท Eyela Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan
เครื่องควบคุมและวัดคาความเปนกรดดาง ( pH controller)   รุน FC-2000  ของ

บริษัท Eyela Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan
เครื่องควบคุมและวัดระดับของเหลว ( Antifoam / Level probe)  รุน MZ-2000

ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan
ปมเติมสาร (  pump box ) รุน FB-2000 ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai

Co., Ltd., Japan
     ปมเติมสาร ( Micro tube pump ) รุน MP-3N ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai
 Co., Ltd., Japan

เครื่องควบคุมอุณหภูมิพรอมปม ( Circulation type handy cooler )รุน TRL-108
 ของบริษัท Thomas scientific Co., Ltd., USA
อุปกรณวัดคาออกซิเจนละลาย ( DO probe )  รุน FM-1000 ของบริษัท Eyela
      Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan
อุปกรณวัดคาความเปนกรดดาง ( pH probe) รุน FC-2000  ของบริษัท Eyela
      Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan

     อุปกรณวัดระดับฟอง ( antifoam / level probe) รุน AF-1000 ของบริษัท Eyela
           Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan

เครื่องบันทึกผลการทดลอง ( Recorder) รุน REC-7  ของบริษัท Eyela Tokyo
Rikakikai Co., Ltd., Japan

ปมอากาศ ( Aeration unit ) รุน MAU-1 ของบริษัท Eyela Tokyo Rikakikai
Co., Ltd., Japan

เครื่องปรับกระแสไฟฟา ( Step down transformer ) Auto-05 ของบริษัท Tron
      Advance Technology Transformer., USA
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ( Controlled environment incubator shaker)
     รุน G27 ของบริษัท New Brunswick Scientific Co.  Inc., USA
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   เครื่องผสมสาร ( Vortex mixer) รุน G 560 E ของบริษัท New Brunswick Scientific
Co., Inc., USA

   ตูอบแหง ( Hot air oven ) รุน UL-80 ของบริษัท Memert Gmbh, Germany
   เครื่องวัดการดูดกลืนแสง ( UV-visible spectrophotometer)  รุน UV-160A  ของ

บริษัท Shimadzu, Japan
   เครื่องวัดการดูดกลืนแสง ( Spectrophotometer) รุน spectronic 401 ของบริษัท

Milton Ray, USA
หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา ( Autoclave) รุน HA-36 ของบริษัท Hirayama

manufacturing corparation, Japan
อางน้ําปรับอุณหภูมิ ( Water bath) รุน O-207 ของบริษัท Mamert Gmbh,

Germany
   อุปกรณสําหรับนับเม็ดเลือด ( Haemacytometer)  ขนาด Blight line deep 1/10

มิลลิเมตร ของบรษิัท Boeco, Germany
   เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง ( pH meter) รุน Cyberscan 1000 pH ของบริษัท

Eutech Cybernetics, Singapore
เครื่องโครมาโตรกราฟฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง ( High performance liquid

chromatography ; HPLC) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu, Japan
   กลองจุลทรรศน  (Microscope)  CHK ของ Olympus optical Co., Ltd., Taiwan
   อุปกรณควบคุมปเปต (Pipet controller) รุน Macro ของบริษัท Brand Co., Ltd.,

Germany
   เครื่องชั่งน้ําหนัก (Balance) รุน A2005 ของบริษัท  Sartorius GMBH, Germany
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วิธีการทดลอง

1. จุลินทรีย
จุลินทรียที่ใชในการทดลองไดแก Aspergillus oryzae K-13  ที่คัดเลือกจาก

ดินในประเทศไทย (เพชรรุง พันธพิริยะ, 2536)

2. การเก็บรักษาจุลินทรีย
             เขี่ยสปอรของราโดยใชหวงเขีย่เชือ้ลากลงบนอาหารแขง็เอยีง โปเตโตเดก็ซโตรส
( potato dextrose agar, PDA)  (ภาคผนวก ก.1 ) บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา
4-6 วัน เมื่อราสรางสปอรจนถึงเวลาเหมาะสมแลวจึงนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4
องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองตอไป

3. การเตรียมหัวเช้ือ
3.1 การเตรียมสปอรแขวนลอย
          เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13  บนอาหารแข็งเอียงโปเตโตเด็กซโตรส ที่
อุณหภูมิหอง (30±3 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5-7 วัน หรือจนกระทั่งเกิดสปอร
เต็มที่ จากนั้นเติมน้ํากลั่นผสมทวีน 80 ความเขมขน 0.1% (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) ที่ฆาเชื้อแลวลงบนสปอรในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใชหวงเขี่ยเชื้อ
เขี่ยสปอรใหหลุดกระจาย จนกระทั่งสามารถเขี่ยสปอรจนไดความเขมขนสปอร
เทากับ 4–8×107 สปอรตอสารละลายสปอรปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยนับ
จํานวนสปอรดวยอุปกรณนับเม็ดเลือดภายใตกลองจุลทรรศน
3.2 การเตรียมหัวเช้ือสปอรงอก

 นําสปอรแขวนลอยที่ไดจากขอ 3.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในอาหาร
เหลวเพาะเลี้ยงสปอรงอก (ภาคผนวก ก.2)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวด
ทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
และใชเปนหัวเชื้อสปอรงอกที่มีความหนาแนน 4-8 × 107 สปอรงอกตออาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตร
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4. การผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา
ถายหัวเชื้อสปอรงอก ที่เตรียมไดจากขอ 3.2 ตามที่ระบุไวในการทดลอง

ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสมเพื่อการผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก.3) โดย
แปรปจจัยตางๆตามจุดประสงคของหัวขอการทดลองนั้นๆ บมเชื้อบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 20 วัน

5. การผลิตกรดโคจิกในถังหมัก
ถายหัวเชื้อสปอรงอกที่เตรียมไดจากขอ 3.2 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิก ตามที่ระบุในการทดลอง ปริมาตร 1,500
มิลลิลิตร ในถังหมักขนาด 2 ลิตร (รูปที่10) กําหนดอัตรากวนและอัตราการให
อากาศ จนกระทั่งไดระดับคาออกซิเจนละลายที่ตองการ ควบคุมอุณหภูมิใหเทากับ
30 องศาเซลเซียส ใชอะดีคานอลเปนสารกําจัดฟอง ปรับคาออกซิเจนละลาย คา
ความเปนกรดดาง ตามที่ระบุไวในการทดลองดวยเครื่องควบคุมและตรวจวัดคา
ความเปนกรดดาง คาออกซิเจนละลายและระดับฟอง (รูปที่ 11) ทําการทดลอง
เปนเวลา 20 วนั   

6. การเก็บเก่ียวกรดโคจิก
นําน้ําหมักที่เก็บมาจากแตละการเพาะเลี้ยงปริมาตร 50 มิลลิลิตร จาก

การทดลองในขวดเขยาและ 5 มิลลิลิตร จากการทดลองในระดับถังหมัก มากรอง
แยกสายใย A. oryzae K-13  ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดโคจิกดวย
กระดาษกรอง Whatman  เบอร 41 หลังจากนั้นนําสวนน้ําใสที่ไดจากการกรองไป
ตรวจหาปริมาณกรดโคจิก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และปริมาณน้ําตาลทั้งหมดตาม
วิธีการทดลองในขอ  7 และ 9 ตามลําดับ สวนสายใยราที่กรองไดนําไปวัดการ
เติบโตตามวิธีการทดลองในขอ  10
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รูปที่ 10  การผลิตกรดโคจิกในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยมีการใชเครื่องควบคุมและตรวจ
             วัดคาความเปนกรดดาง คาออกซิเจนละลายและระดับฟอง

(1)

(2)

(3)

(6)

(4)

(5)

รูปที่ 11  เครื่องควบคุมและตรวจวัด คาความเปนกรดดาง (1) คาออกซิเจนละลาย (2)
              ระดับฟอง (3)  ปมอากาศ (4)  เครื่องบันทึกผลการทดลอง (5) และ ปมเติม
              สาร(6)
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7. การวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกที่สรางโดย A. oryzae K-13 โดยวธิขีอง Bentley
(1957)

นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ก รองไดจากวิธีในขอ  5 มาเจือจางจนได
ความเขมขนที่เหมาะสม และปเปตสารละลายที่ไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง เติมสารละลายเฟอริกคลอไรด (ภาคผนวก ข.1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร
เขยาใหเขากัน จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนํามา
วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรนําผลดังกลาวมาคํานวนหา
ปริมาณกรดโคจิกโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน  (ภาคผนวก ค.1 )

8. การวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกที่สรางโดย A. oryzae K-13   โดยวิธี   HPLC    
(ใชบริการจากศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย)

นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่กรองไดในชวงเวลาที่ตองการจะตรวจสอบ มาตรวจ
ดวยเครื่องโครมาโตกราฟฟแบบเหลวสมรรถนะสูง ( Shimadzu LC 3A) โดยใช
คอลัมน Zorbax C- 8 ( L-3555) ขนาดความยาว 25 เซนติเมตร เสนผาศูนยกลาง
ภายในเทากับ 4.6 มิลลิลิตร โดยใชกรดฟอสเฟอริกเขมขน 20 มิลลิโมลาร ที่มีคา
ความเปนกรดดางเทากบั 2.5 เปนตวัพาโดยปรบัใหมีอัตราการไหลเทากบั 2 มิลลลิติรตอ
นาท ี ปรับอุณหภูมิของคอลัมนเทากับอุณหภูมิหอง ตรวจผลโดย UV Detector ที่
ความยาวคลืน่ 210 นาโนเมตร โดยเปรยีบเทยีบกบักรดโคจกิมาตรฐาน และมีกรดกลโูคนกิ
เปนสารมาตรฐานภายใน (Internal standard)

9. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล

9.1 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยการทําปฎิกิริยาของฟนอล
      และกรดกํามะถัน ( Hansen และ Phillips, 1981)

นําน้ําหมักที่กรองแยกสายใยราออกแลวมาเจือจางจนไดความเขมขน
ของน้ําตาลที่เหมาะสม ปเปตสารละลายทีไ่ดมา 1 มิลลลิติร เตมิสารละลายฟนอล
(ภาคผนวก ข.2 )  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเติมกรดซัลฟุริกเขมขน
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ปริมาตร 5 มิลลิลิตรตั้งทิ้งไว 10 นาที เขยาแรงๆ ตั้งทิ้งตอไปอีกประมาณ 20
นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร   หาปรมิาณ
น้าํตาลทัง้หมดจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค.2 )

9.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธีของ  Bernfeld  
      ( Bernfeld , 1955)

เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (ภาคผนวก ข.3) ปริมาตร 1
มิลลลิติรลงในน้าํหมกัทีเ่จอืจางจนไดความเขมขนของน้ําตาลที่เหมาะสมปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในหลอดแกว เขยาใหเขากันนําไปตมในอางน้ําเดือดเปน
เวลา 10 นาที ทําใหเย็นลงในอางน้ําเย็น เติมน้ําปลอดประจุปริมาตร 10
มิลลลิติร เขยาใหเขากนันาํไปวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่  540 นาโนเมตร
หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค .3)

9.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลชนิดตางๆโดยใชวิธี HPLC     
 (ใชบริการจากศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี   จุฬาลงกรณ
    มหาวิทยาลัย)

นําน้ําหมักที่เก็บไดจากการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 มาตรวจสอบ
โดยเครื่องโครมาโตรกราฟฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (Shimadzu LC-3A)
โดยใชคอลัมน Spherisorb 10 NH-2 ( Phenomenax) โดยใชอะซีโตไนไตรล
ความเขมขน 75 % (ปริมาตรตอปริมาตร) (ภาคผนวก ข.4)  เปนตัวพา และปรับ
ใหมีอัตราการไหลเทากับ 2 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิของคอลัมนเทากับ
อุณหภูมิหอง ใชเครื่องตรวจสอบ (detector) ชนิด  Refractive Index Detector
(RID)  โดยเปรียบเทียบกับซูโครส กลูโคส และฟรัคโตสมาตรฐาน (ภาคผนวก

          ค .4, ค.5, ค.6)
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10. การวัดการเติบโตของ A. oryzae K-13
วัดการเติบโตของเชื้อราจากน้ําหมักที่เก็บไดตามวิธีในขอ 6  โดยนํา

สายใยมาทําใหแหง นําไปอบในตูอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส แลวนํามาใส
ในโถที่มีสารดูดความชื้นระบบสูญญากาศ   จนน้ําหนักคงที่ หลังจากนั้นนําไปชั่งหา
น้ําหนักแหงของสายใย

11. การทดลองผลิตกรดโคจิกในถังหมัก
จากการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวซึ่งไดศึกษาในขวดเขยามาแลว  

พบวาไดผลผลิตกรดดี     เม่ือจัดภาวะใหเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกโดยเพาะเลี้ยง
A. oryzae K-13 (รพี โรจนอุไร, 2539)     จึงเห็นวานาจะมีการศึกษาเพื่อผลิตกรด
โคจิกในระดับขยายสวน โดยในการทดลองนี้เปนการทดลองผลิตกรดโคจิกแบบ
ขยายสวน ภายใตภาวะที่ไดศึกษามาวาเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา
(รพี โรจนอุไร, 2539) คือ  เพาะเลี้ยง A. oryzae  K-13 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
1,500 มิลลิลิตรในถังหมักขนาด 2 ลิตร ใชหัวเชื้อที่เตรียมโดยวิธีการจากขอ 3.2
โดยปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่ 4.5 (รพี โรจนอุไร, 2539) อัตราการกวน 200
รอบตอนาที และใหอากาศ 1 ลิตรตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อตอนาที (VVM) เก็บ
ตัวอยางน้ําหมักทุกวัน นํามาวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต และปริมาณน้ําตาล
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน   นําผลที่ไดมาพิจารณาการผลิตกรดโคจิกเมื่อยังไมมี
การปรับสภาวะที่เหมาะสม

12.  การทดลองหาผลของการใหอากาศตอการเติบโตและการผลิตกรดโคจิก
      ของ   A. oryzae  K-13 ในขวดเขยา

เพาะเลี้ยง  A. oryzae   K-13   ในขวดเขยา   โดยใชหัวเชื้อที่เตรยีมโดย
วธิกีารขอ 3.2 โดยแบงการทดลองเปน 2 สวน คอื

1) ผลิตกรดโคจิกในขวดทดลองปกติ (elenmeyer flask) ที่มีการให
ออกซิเจนละลายในภาวะปกติ ดังแสดงในรูปที่  11

2) ผลิตกรดโคจิกในขวดทดลองที่ทําใหกนของขวดบุบ (baffle flask)
ดังแสดงในรูปที่ 11 เพือ่เพิม่ออกซเิจนละลายลงไปในอาหารเลีย้งเชือ้
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                       จัดคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่ 4.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพาะ
เลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ ความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 20 วัน ทําการตรวจ
วัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต ปริมาณน้ําตาล ทุก 2 วัน นําผลมาเปรียบเทียบดู
ผลของการผลิตกรดโคจิก   เมื่อมีการใหออกซิเจนละลายในการเติบโตและในการ
ผลิตที่ตางกัน เพื่อนําไปใชเปนแนวทางในการทดลองในระดับถังหมักตอไป

รูปที่  12       ลักษณะของขวดเขยาปกติ และ ขวดเขยากนบุบ

13. การหาคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโต
     ของ A. oryzae  K-13 ในถังหมัก

13.1 การหาคาออกซิเจนละลายที่ทําใหมีการเติบโตของสายใยมาก
         ที่สุดและเร็วที่สุด

เพาะเลี้ยง A. oryzae  K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยจัดคาความ
เปนกรดดางเริ่มตนที่ 4.5 (รพี โรจนอุไร, 2539) ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศา
เซลเซียส โดยมีการควบคุมคาออกซิเจนละลายตลอดการเพาะเลี้ยง ดังนี้คือ  ให
คาออกซิเจนละลายเทากับ  40%  60%   80% และ 100% ของคาอากาศอิ่มตัว
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เก็บตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง นําน้ําหมักที่ไดมาวัดหา คาน้ําหนักแหง ปริมาณ
น้ําตาลและกรดโคจิก แลวนาํผลทีไ่ดมาเปรยีบเทยีบเพือ่หาคาออกซเิจนละลายที่
เหมาะสมทีใ่หการเตบิโตมากและรวดเรว็
13.2 การหาคาความเปนกรดดางที่ทําใหมีการเติบโตสายใยมากที่สุด
         และเร็วที่สุด

เพาะเลี้ยง A. oryzae  K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยจัดคา
ออกซิเจนละลายที่เหมาะกับการเติบโตที่ 80% ของคาอากาศอิ่มตัว จากผล
การทดลองของขอ 13.1 อุณหภูมิควบคุมที่ 30 องศาเซลเซียส แปรผันคาความ
เปนกรดดางตลอดการทดลอง ดังนี้คือ  4.0   4.5   5.0   5.5 และ 6.0  เก็บ
ตัวอยางทุก 6 ชั่วโมง นําน้ําหมักที่ไดมาตรวจวัดหา คาน้ําหนักแหง ปริมาณ
น้ําตาลและกรดโคจิก นําผลที่ไดมาเปรียบเทียบเพื่อหาคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสมเพื่อทําใหมีการเติบโตมากและรวดเร็ว

14.   การหาคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางที่เหมาะตอการผลิต
       กรดโคจิกโดย A. oryzae  K-13 ในถังหมัก

14.1 การผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะที่เหมาะกับการเติบโตของสายใย
ผลิตกรดโคจิกในถังหมัก 2 ลิตร ใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1,500

มิลลิลิตร  โดยควบคุมภาวะที่เหมาะกับการเติบโตสายใยคือ คาออกซิเจนละลายที่
80 %ของคาอากาศอิ่มตัว  คาความเปนกรดดางที่  5.0  และ อุณหภูมิที่  30 องศา
เซลเซียส  โดยจัดการทดลองเปน 2 การทดลอง  ดังนี้คือ

14.1.1 คาออกซิเจนละลายที่  80%ของคาอากาศอิ่มตัว  คาความ
เปนกรดดางที่  5.0 ตลอดการเพาะเลี้ยง

                                             ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ  20  วัน

        80%ของคาอากาศอิ่มตัว
         ความเปนกรดดาง 5.0
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14.1.2 คาออกซิเจนละลายที่ 80 %ของคาอากาศอิ่มตัว ตลอด
การทดลองแตจัดคาความเปนกรดดางต้ังตนที่ 5.0

                                               ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ  20 วัน

 80%ของคาอากาศอิ่มตัว
คาความเปนกรดดางตั้งตน 5.0

    เพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน  ทําการตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต
และปริมาณน้ําตาลทุกวันระหวางการเพาะเลี้ยง นาํผลทีไ่ดมาพจิารณาปรมิาณ
และระยะเวลาในการผลติกรดโคจกิ

14.2 การหาคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดาง 2 ชวง ที่
         เหมาะตอการผลิตกรดโคจิก

ผลิตกรดโคจิกในถังหมักขนาด  2 ลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิและคา
ออกซิเจนละลายใหเหมาะกับการเติบโตที่  30 องศาเซลเซียส และ 80%ของคา
อากาศอิ่มตัวและคุมคาความเปนดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหเทากับ 5.0 ซึ่ง
เหมาะสมตอการเติบโตนาน 54 ชั่วโมง  หลังจากนั้นแปรคาออกซิเจนละลาย
เปน  30% หรือ  50%ของคาอากาศอิ่มตัว  และปรับคาความเปนกรดดางเปน
2.5 (ซึ่งคาความเปนกรดดางนี้ไดจากผลการวิจัยของ รพี โรจนอุไร (2539) ที่
แสดงใหเห็นวาที่คาความเปนกรดดางที่ 2.5 จะมอัีตราการผลิตกรดโคจิกสูง
ที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใชเปนคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการผลิต) หรือคอยๆ
ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 2.5 ภายใน 48 ชั่วโมง โดยจะแบงการทดลอง
เปน 3 แบบ คือ
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14.2.1 จัดคาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว และคา
ความเปนกรดดาง 5.0 นาน 54 ช่ัวโมง จากนั้นปรับคา
ออกซิเจนลงเปน 30% ของคาอากาศอิ่มตัว และปรับคา
ความเปนกรดดางเปน  2.5 ทันที

                                    54 ชั่วโมง              ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ  20 วัน

80%ของคาอากาศอิ่มตัว                                  30% ของคาอากาศอิ่มตัว
คาความเปนกรดดาง 5.0                                คาความเปนกรดดาง 2.5

14.2.2 คาออกซิเจนละลาย 80%ของคาอากาศอิ่มตัว และคาความ
เปนกรดดาง 5.0 นาน 54 ช่ัวโมง จากนั้นปรับคาออกซิเจน
ลงเปน 30%ของคาอากาศอิ่มตัว และคอยๆปรับคาความ
เปนกรดดางเปน 2.5 ภายใน  48  ช่ัวโมงและควบคมุจน  ส้ิน
สุดการทดลอง

                                    54 ชั่วโมง                  ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ 20 วัน

80%ของคาอากาศอิ่มตัว                                  30% ของคาอากาศอิ่มตัว
คาความเปนกรดดาง 5.0                                คาความเปนกรดดาง 2.5

                     คอยๆปรับใน 48 ชั่วโมง
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14.2.3 คาออกซิเจนละลายเริ่มตนที่ 80% ของคาอากาศอิ่มตัว
และคาความเปนกรดดาง 5.0 นาน 54 ช่ัวโมง จากนั้นปรับ
คาออกซิเจนละลายลงเปน 50%ของคาอากาศอิ่มตัว และ
คอยๆปรับคาความเปนกรดดางเปน 2.5 ภายใน 48 ช่ัวโมง

                                    54 ชั่วโมง               ระยะเวลาเพาะเลี้ยงเชื้อ 20 วัน

80%ของคาอากาศอิ่มตัว                                  50% ของคาอากาศอิ่มตัว
คาความเปนกรดดาง 5.0                                คาความเปนกรดดาง 2.5

                     คอยๆปรับใน 48 ชั่วโมง

วัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต และปริมาณน้ําตาลทุกวนัระหวาง
การผลิต นาน 20 วัน เปรียบเทียบปริมาณกรดโคจิกและระยะเวลาในการผลิต
ภายใตการแปรภาวะดังกลาวโดยเทียบกับการทดลองขอ 14.1

14.3   การผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิก
        ตลอดการเพาะเลี้ยง

ผลิตกรดโคจิกในถังหมักโดยควบคุมภาวะการใหคาออกซิเจนละลายที่
เหมาะกับการผลิตที่ 50% ของคาอากาศอิ่มตัว  คาความเปนกรดดางที่  2.5
และอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส ตลอดการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน  ตรวจ
วัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต และปริมาณน้ําตาลทุกวันระหวางการผลิต
เปรียบเทียบปริมาณและระยะเวลาในการผลิตกรดโคจิกกับการทดลองขอ 14.1
และ 14.2

15. การหาขนาดของหัวเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโคจิกในถังหมัก
เนื่องจากปริมาณสายใยมีความสัมพันธกับการผลิตกรดโคจิก จึงทําการ

ทดลองเพื่อหาผลของขนาดหัวเชื้อสปอรงอกตอการผลิตกรดโคจิกโดยผลิตกรด   
โคจิกในถังหมัก โดยแปรขนาดหัวเชื้อสปอรงอกคาตางๆกัน คือ  5%  10%  15%
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ของปริมาตรตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  ที่มีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จัดคา
ออกซิเจนละลายเทากับ  80%ของคาอากาศอิ่มตัวและคาความเปนกรดดางที่  5.0
จนกระทั่งการเติบโตเขาสูภาวะที่คงที่ (54 ชั่วโมง) แลวจึงปรับคาออกซิเจนละลาย
ลดลงเปน 50%ของคาอากาศอิ่มตัวและคอยๆปรับคาความเปนกรดดางเปน 2.5
ภายใน 48 ชั่วโมง  ทําการทดลองจนกระทั่งครบ 20 วัน ตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก
การเติบโตและปริมาณน้ําตาลทุกวัน

16. การผลิตกรดโคจิกเมื่อจัดภาวะที่เหมาะสมตอทั้งการเติบโตและการผลิต
เมื่อไดภาวะที่เหมาะตอการเติบโตและการผลิตกรดโคจิกดังการทดลอง

ขางตนจึงทําการเพาะเลี้ยงซ้ําอีกครั้งโดยเพาะเลี้ยง A. oryzae  K-13 ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตปริมาตร 1,500 มิลลิลิตร ในถังหมัก 2 ลิตร ในภาวะที่
เหมาะสมตอการเติบโตที่ดีที่สุด กลาวคือคาออกซิเจนละลายเทากับ 80% ของคา
อากาศอิ่มตัว  คาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโต 5.0 หลังจากชั่วโมงที่ 54
ปรับคาออกซิเจนละลายที่เหมาะกับการผลิตที่  50%ของคาอากาศอิ่มตัว และคา
ความเปนกรดดางที่เหมาะกบัการผลิต  โดยคอยๆปรับคาความเปนกรดดางเปน
2.5 ภายใน 48 ชั่วโมง โดยใชหัวเชื้อสปอรงอกขนาดที่เหมาะสมคือ 10%ปริมาตร
ตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ตรวจปริมาณกรดโคจิก การเติบโต ปริมาณน้ําตาล
ทุกวันตลอดการทดลอง เปนเวลา 20 วัน

17. หาความเปนไปไดในการผลิตกรดโคจิกโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบการเติม
แหลงคารบอน(น้ําตาลทราย)ระหวางการผลิตกรดโคจิก

ผลิตกรดโคจิกในถังหมักเชนเดียวกับขอ 16 จนมีการใชน้ําตาลไป 80%
ของน้ําตาลตั้งตน แลวจึงแบงน้ําหมักที่มีสายใยจากถังหมักมา 120 มิลลิลิตรใสขวด
เขยาขนาด 500 มิลลิลิตร เติมสารละลายที่มีน้ําตาลทราย 12 กรัมในปริมาตร 20
มิลลิลิตร นํามาเขยาบนเครื่องเขยาแบบโรตารี่ที่ 200 รอบตอนาที (ซึ่งเมื่อวัดคา
ออกซิเจนละลายจะไดประมาณ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว) นาน 54 ชั่วโมง หลัง
จากนั้นคอยๆปรับคาความเปนกรดดางลงใหเทากับ 2.5 ภายใน 48 ชั่วโมง และใช
ความเร็วในการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที (ซึ่งใหคาออกซเิจนละลายที่ 50%
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ของคาอากาศอิ่มตัว) ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงจนพบวามี
ผลผลิตกรดโคจิกลดลง นาํน้าํหมกัมาตรวจวดัปรมิาณกรดโคจกิ การเตบิโต ปริมาณ
น้าํตาลทกุวนั   แลวจึงนําผลที่ไดมาพิจารณาความเปนไปไดในการผลิตกรดโคจิก
แบบเติมแหลงคารบอนในระหวางการผลิต

18. หาความเปนไปไดในการผลิตกรดโคจิกโดยใชสายใยซ้ํา
ผลิตกรดโคจิกในถังหมักเชนเดียวกับขอ 16 จนไดผลผลิตกรดโคจิก

สูงสุดหรือเริ่มลดลง (18 วัน ) แลวนําสายใยจากถังหมักไปใชผลิตกรดโคจิกซ้ําใน
ขวดเขยาขนาด 500 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิก
(ภาคผนวก ก.3) ปริมาณ 120 มิลลิลิตร โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเดิมที่มี
สายใยเทากับ 10 %ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อใหม  จัดภาวะในการ
ผลิตเชนเดียวกับขอ 17  ตรวจวัดปริมาณกรดโคจิก การเติบโต ปริมาณการใช
น้ําตาลทุกวัน  นําผลที่ไดมาพิจารณาความเปนไปไดในการผลิตกรดโคจิกแบบมี
การใชสายใยซ้ําในระดับถังหมักตอไป



บทที่ 3
ผลการวิจัย

1. ผลการทดลองผลิตกรดโคจิกในถังหมักโดย Aspergillus oryzae K-13
              จากการผลิตกรดโคจิกในอาหารเหลวซึ่งไดศึกษาในขวดเขยามาแลว พบวา
เม่ือจดัภาวะใหเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกจะไดกรดโคจิกสูงเทากับ  40.03 g/l ในวันที่
19 ของการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 (รพี โรจนอุไร, 2539) จึงเห็นวานาจะมีการ
ศกึษาเพือ่ผลิตกรดโคจิกในระดับขยายสวน  ดังนั้นในการทดลองนี้จะเปนการทดลอง
ผลติกรดโคจิกแบบขยายสวน โดยเพาะเลี้ยง A.oryzae K-13 ภายใตภาวะที่ไดศึกษา
มาแลววาเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา (รพี โรจนอุไร, 2539) คือ  ใชสูตร
อาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ก.3) มีการใหความเปนกรดดางตัง้ตนที ่ 4.5 อุณหภมิู  30±1
องศาเซลเซยีส  โดยจัดอัตราการกวนเทากับ 200 รอบตอนาที และใหอากาศ 1 ลิตรตอ
ลติรของอาหารเลี้ยงเชื้อตอนาที (VVM)  ใชสปอรแขวนลอยความหนาแนน 4-8 x 108
สปอรตออาหารเลี้ยงเชื้อ ใชหัวเชื้อสปอรงอกขนาด 10% ปริมาตรตอปริมาตรอาหาร
เลีย้งเชื้อ  โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 1,500 มิลลลิติร ในถงัหมกัขนาด 2 ลติร เปนเวลา 20 วนั

เม่ือทดลองขยายสวนผลิตกรดโคจิกในถังหมัก 2 ลิตร พบวาผลิตกรดโคจิกสูง
สดุเพียง  5.22 g/l ในวันที่ 7 ของการเพาะเลี้ยง นํ ้าหนกัแหงสายใยสงูสดุเทากบั 6.82 g/l
ในวนัที่ 9 ของการเพาะเลี้ยง   เมื่อตรวจวัดปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมดและนํ้ าตาลรีดิวซ
พบวาปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมดคอยๆลดลง สวนนํ้ าตาลรดีวิซจะสูงขึ้นในชวงประมาณ
วนัที ่ 2 ของการเพาะเลี้ยงหลังจากนั้นคอยๆลดลง จนในที่สุดพบวาปริมาณนํ้ าตาล
รีดวิซกับนํ้ าตาลทั้งหมดมีคาใกลเคียงกันในวันที่14 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งหมายความวา
นํ ้าตาลทรายถูกสลายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส (ซึ่งตรวจวัดในรูปของนํ้ าตาลรีดิวซ)
จะเหน็วาใชเวลาสลายนํ้ าตาลทรายนานถึง 14 วัน และมีนํ้ าตาลรดีวิซเหลือเมื่อสิ้นสุด
การทดลองถึง 37.62 g/l ดังแสดงในรูปที่ 13
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รูปที่13 ปริมาณกรดโคจิก นํ้ าหนักแหงสายใย นํ้ าตาลทั้งหมด นํ้ าตาลรีดิวซ และคา
ความเปนกรดดาง ทีเ่ปลีย่นแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13
เม่ือทดลองผลิตในถังหมัก
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จะเห็นไดวาในการทดลองนี้ผลผลิตกรดโคจิกที่ไดตํ่ ามาก เนื่องจากยังไมมี
การจัดการการกวน การใหอากาศ และปจจัยอ่ืนๆใหเหมาะสมกับการผลิตกรดโคจิกใน
ระดบัขยายสวน เพราะฉะนั้นภาวะการใหอากาศนาจะเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการผลิต
กรดโคจิกในถังหมัก จึงทํ าใหมีความสนใจที่จะทํ าการทดลองตอไปเพื่อหาผลเบื้องตน
ของการใหอากาศตอการเติบโตและการผลิตกรดโคจิกในระดับขวดเขยา ซึ่งจะไดนํ าผล
ในการทดลองดังกลาวมาพิจารณาวาการจัดภาวะการใหอากาศจะมีผลตอการเติบโต
และการผลิตกรดโคจิกตอไปอยางไร

2. ผลของการใหอากาศตอการเติบโตของ A. oryzae K-13 และการผลิต
กรดโคจิกในขวดเขยา
              เพื่อเป นการหาผลของการให อากาศที่แตกตางกันต อการเติบโตของ  
A.oryzae  K-13 และการผลิตกรดโคจิก เพื่อนํ าผลที่ไดไปใชในการผลิตในถังหมักตอไป
โดยทํ าการเพาะเลี้ยง  A. oryzae  K-13 เพื่อการผลิตกรดโคจิกในอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาค
ผนวก ก.3 ) ในขวดเขยา 2 แบบ คือ ขวดเขยาปกติซึ่งจะเปนตัวแทนของการเพิ่ม
การละลายของออกซิเจนและขวดเขยากนบุบเปนตัวแทนของการเพิ่มการละลายของ
ออกซิเจนที่มากกวาปกติ โดยขวดเขยาทั้ง 2 แบบมีความจุ 250 มิลลิลิตร บรรจุอาหาร
เลีย้งเชื้อ 50 มิลลิลิตร  จัดหัวเชื้อสปอรงอกเทากับ 1 มิลลิลิตรตออาหารเลี้ยงเชื้อ  50
มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาโรตารี่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30±1
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วัน พบวาไดปริมาณกรดโคจิกในขวดเขยากนบุบตํ่ ากวา
ขวดเขยาปกติคือไดเทากับ 28.98 g/l ในวันที่ 20 ในขณะที่ปริมาณกรดโคจิกในขวด
เขยาปกติคือ 39.03 g/l ในวันที่ 20  และการเติบโตของสายใยสูงสุดในขวดเขยากนบุบ
มากกวาขวดเขยาปกติคือ 6.40 g/l ในวันที่ 12 ในขณะที่การเติบโตของสายใยสูงสุดใน
ขวดเขยาปกติ เทากับ 4.25 g/l ในวนัที่ 16 ของการเพาะเลี้ยง ดังแสดงในรูป 14 จาก
ผลการผลิตกรดโคจิกและการเติบโตพบวาในขวดเขยากนบุบจะมีการเติบโตมากกวาแต
ขวดเขยากนบุบกลับผลิตกรดโคจิกนอยกวาขวดเขยาปกติ แสดงวาการเติบโตของสาย
ใยมีความตองการปริมาณออกซิเจนละลายมากแตส ําหรบัการผลติกรดโคจกินัน้ตองการ
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                                                           กรดโคจิก                                       นํ้ าหนักแหง

                                                                           ขวดเขยาปกติ                                 ขวดเขยากันบุบ

รูปที1่4   การเปลี่ยนแปลงกรดโคจิกและนํ้ าหนักแหงสายใยเมื่อผลิตกรดโคจิกโดย
A. oryzae K-13 ในขวดเขยาปกติและขวดเขยากนบุบ เพาะเลี้ยงบน
เครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส
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ปริมาณออกซเิจนละลายที่นอยกวา สํ าหรับการเพาะเลี้ยงในขวดเขยากนบุบถึงแมจะให
การเติบโตมากแตอาจจะมีการละลายของออกซิเจนมากไปสํ าหรับการผลิตกรดโคจิก 
จากผลดังกลาวชี้ใหเห็นวาคาการละลายออกซิเจนสํ าหรับการเติบโตและการผลิต   
กรดโคจิกไมใชคาเดียวกัน  ดังนั้นจึงควรหาภาวะการละลายของออกซิเจนที่เหมาะกับ
การเตบิโตและการผลิตตอไป  และเมื่อดูผลการสลายของนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคส
และฟรัคโตส (ซึ่งตรวจวัดในรูปของนํ้ าตาลรดีวิซ) ในการผลิตในขวดเขยากนบุบซึ่งให
การเตบิโตที่ดีกวาขวดเขยาปกติพบวา นํ้ าตาลทรายในขวดเขยากนบุบจะถูกสลายไป
เปนกลโูคสและฟรัคโตสไดเร็วกวาและมากกวา คือสลายหมดในวันที่ 6 ขณะที่ขวด
เขยาปกติจะใชเวลานานกวาจะสลายนํ้ าตาลทรายไดหมดตองใชเวลาถึง 8 วัน ดังนั้น
สายใยในขวดเขยากนบุบจึงนํ านํ้ าตาลมาใชไดเร็วและมากกวา ดังแสดงในรูปที่ 14
แสดงใหเห็นวาออกซิเจนละลายที่มากกวามีผลทํ าใหมีการเติบโตและการสราง         
อินเวอรเทสมากกวาจึงทํ าใหมีการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสได   
เร็วกวาและมากกวาโดยจะเห็นวาในขวดเขยากนบุบจะมีนํ้ าตาลรีดิวซเพิ่มมากกวาใน
ขวดเขยาปกติ (รูปที่ 15)  และการเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรดดางของการผลิต
กรดโคจกิในขวดเขยากนบุบและขวดเขยาปกติจะมีแบบแผนเดียวกัน และมีการลดลง
ของความเปนกรดดางตํ่ าสุดที่ 2.38 ณ วันที่ 6 ของการเพาะเลี้ยงเหมือนกัน  ในรูปที่ 16
และพบวาเมื่อคาความเปนกรดดางลดตํ่ าลงมาในชวง 2.3-2.7 จึงมีการผลิตกรดโคจิก
ทัง้ในขวดเขยากนบุบและขวดเขยาปกติ

3. ผลของการหาคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะตอ
การเติบโตของ A. oryzae  K-13

              3.1 ผลการหาปริมาณออกซิเจนละลายที่ทํ าใหมีการเติบโตของสายใย
มากที่สุดและเร็วที่สุด
              เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดย
ใหคาความเปนกรดดางเริ่มตนที่ 4.5 และควบคุมตลอดการเพาะเลี้ยง ควบคุมอุณหภูมิ
ที่ 30±1 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิก (ภาคผนวก ก.3)
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                         นํ้ าตาลทั้งหมด     นํ้ าตาลรีดิวซ

ขวดเขยาปกติ     ขวดเขยากนบุบ

รูปที ่15        การเปลี่ยนแปลงนํ้ าตาลทั้งหมดและนํ้ าตาลรดีิวซ       เมื่อผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13 ในขวดเขยาปกติและขวดเขยากนบุบ เพาะเลี้ยงบน
เครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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รูปที ่16 เปรียบเทียบคาความเปนกรดดางที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิกโดย
A.oryzae K-13 ในขวดเขยาปกติและขวดเขยากนบุบ เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ปริมาตร 1,500 มิลลิลิตร โดยจัดขนาดหัวเชื้อสปอรงอกเทากับ 10% ปริมาตรตอ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  แปรผันคาออกซิเจนละลายที่ 40% 60% 80% และ 100%
ของคาอากาศอิ่มตัว ผลการทดลองพบวาที่คาออกซิเจนละลายที่ 80% ของคาอากาศ
อ่ิมตวั จะใหการเติบโตเร็วกวาและสูงกวาคือใหนํ้ าหนักแหงเทากับ 8.30 g/l  เมื่อชั่วโมง
ที ่52 สวนคาออกซิเจนละลายที่ 60 % และ 40 %ของคาอากาศอิ่มตัวจะใหการเติบโต
ไลเลีย่กันแตชาและนอยกวาที่คาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว คือใหนํ้ า
หนกัแหงที่ 7.34 และ 7.16 g/l ในชั่วโมงที่ 80  และ 80 ตามลํ าดับ แตเมื่อใหคา
ออกซิเจนละลายที่100% ของคาอากาศอิ่มตัวกลับมีนํ้ าหนักแหงสายใยที่นอยเนื่องจาก
ทีค่าออกซิเจนที่ 100 %ของคาอากาศอิ่มตัว มีสายใยติดขางถังจํ านวนมากเพราะ
จํ าเปนตองใหการกวนและใหอากาศสูงมากเพื่อใหบรรลุภาวะดังกลาวจึงทํ าใหนํ้ าหนัก
แหงสายใยที่ตรวจไดนอยกวาคาที่แทจริง ดังนั้นในภาวะออกซิเจนละลายที่ 100%  ของ
คาอากาศอิ่มตัว จึงเปนภาวะที่ไมสามารถนํ ามารวมพิจารณากับภาวะอื่นได (รูปที่ 17)
              เนื่องจากการผลิตกรดโคจิกจะเกิดขึ้นเมื่อมีภาวะคงที่ของการเติบโตดังนั้น   
จงึน ําปจจัยนี้มาพิจารณาหาภาวะที่เหมาะกับการเติบโตดวย จากผลการทดลองแสดง
ใหเหน็วา คาออกซิเจนละลายที่ 80% จะทํ าใหมีการเติบโตเพื่อเขาสูภาวะคงที่ของการ
เตบิโตเร็วคือ 54 ชั่วโมง ไดนํ้ าหนักแหงสายใย 8.30 g/l  สวนการเพาะเลี้ยงที่คา
ออกซิเจนละลายที่ 40% และ 60 %ของคาอากาศอิ่มตัว จะทํ าใหเวลาที่เขาสูภาวะ
การเติบโตคงที่ชา ณ ชั่วโมงที่ 80 เมื่อสังเกตผลของปริมาณการเติบโตก็พบวาการใหคา
ออกซิเจนละลายมากจะทํ าใหมีการเติบโตของสายใยที่สูง (รูปที่ 18)
              เมื่อพิจารณาถึงการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส (ซึ่งตรวจ
วัดในรูปนํ้ าตาลรดีวิซ) ที่ภาวะการใหคาออกซิเจนละลายที่  40%  60% และ 80% ของ
คาอากาศอิ่มตัว พบวาที่คาออกซิเจนละลายเทากับ 40 %และ 60 % ของคาอากาศ
อ่ิมตวั จะมีการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสไดหมดที่ชั่วโมงที่ 60 ซึ่ง
สอดคลองกับการเติบโตของทั้ง 2 ภาวะที่มีการเขาสูภาวะการเติบโตคงที่ชาดวย สวนที่
คาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว มีการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนนํ้ าตาล
กลูโคสและฟรัคโตสหมดเมื่อชั่วโมงที่ 48 ในภาวะนี้ใหการเติบโตคงที่ที่เร็ว     สอดคลอง
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รูปที ่17  นํ้ าหนักสายใย เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโตในถังหมักขนาด
2 ลิตร ในภาวะการใหคาความเปนกรดดางที่ 4.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
โดยมีการแปรคาออกซิเจนละลายคาตางๆ
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รูปที ่18  การเปลี่ยนแปลงนํ้ าหนักแหงสายใยและคาออกซิเจนละลายเมื่อผลิตกรด
              โคจิกโดยรา    A. oryzae K-13      ในถังหมักเมื่อมีการแปรคาออกซิเจน
              ละลายตางๆกัน
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61

กบัผลการสลายนํ้ าตาลเชนกัน (รูปที่ 19-21 ) ผลดังกลาวชี้ใหเห็นวาการใหคาออกซิเจน
ละลายมากจะทํ าใหมีการเติบโตเร็วและสูงสงผลใหมีการสรางอินเวอรเทสไดมากและ
ไดเร็วจึงทํ าใหมีการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสเร็วดวย
           ในภาวะการใหคาออกซิเจนละลายตางๆกันจะมีการเริ่มผลิตกรดโคจิกตางกัน
ดวย จากผลการทดลองพบวาจะเริ่มมีการผลิตกรดโคจิกในปริมาณมากไดรวดเร็วเมื่อ
เพาะเลี้ยงในภาวะที่ใหคาออกซิเจนละลายที่ 40% ของคาอากาศอิ่มตัว จึงเห็นไดวา
การใหคาออกซิเจนละลายที่นอยจะทํ าใหมีการผลิตกรดโคจิกไดเร็วกวาและเพิ่มขึ้นได
เร็วกวาเมื่อใหคาออกซิเจนละลายที่มากขึ้น  (รูปที่ 22)

เม่ือเปรียบเทียบผลการเติบโตและการใชนํ้ าตาลเมื่อแปรคาออกซิเจนละลายใน
การเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 พบวาการเติบโตที่เร็วและสูงที่เหมาะสมที่สุดในการ
ผลติกรดโคจิกเมื่อมีการเพาะเลี้ยงตอไป เทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว คือมีการ
เตบิโตเขาสูภาวะคงที่ที่ 54 ชั่วโมง ใหนํ้ าหนักแหงสายใยสูงสุดเทากับ 8.30 g/l และที่
80%ของคาอากาศอิ่มตัวยังเหมาะกับการสลายนํ้ าตาลทรายเปนนํ้ าตาลกลูโคสและ
ฟรัคโตสเพือ่นํ ามาใชในการเติบโตและการผลิตกรดโคจิกไดรวดเร็วอีกดวย ซึ่งจะเห็นได
วาที่คาออกซิเจนละลายสูงจะใหการเติบโตที่ดีสงผลใหเกิดการสรางอินเวอรเทสเพื่อการ
สลายนํ ้าตาลทรายไปเปนนํ้ าตาลกลูโคสและฟรัคโตสไดเร็วดวย และผลการทดลอง
ทัง้หมดก็สรุปไดวาที่คาออกซิเจนละลายที่ 80 % ของคาอากาศอิ่มตัว เปนคาที่ให
สมดลุที่เหมาะตอการเติบโตมากที่สุด เมื่อหาคาอัตราการเติบโตจํ าเพาะสูงสุด (µmax)
พบวาภาวะการใหคาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว จะใหอัตราการ
เตบิโตจํ าเพาะสูงสุด ที่มากที่สุดเทากับ 0.102 hr-1 และที่ คาออกซิเจนละลายที่ 40%
และ 60%ของคาอากาศอิ่มตัว จะใหอัตราการเติบโตจํ าเพาะสูงสุด มีคาใกลเคียงกัน
เทากับ 0.043 และ 0.053 hr-1 ตามลํ าดับ (ตารางที่ 4) ซึ่งผลดังกลาวชี้ใหเห็นวาที่ภาวะ
คาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว จะใหการเติบโตที่สูงที่สุดเชนกัน ดังนั้น
ภาวะนี้จึงเหมาะกับการเติบโตมากกวาภาวะอื่นๆจึงเลือกภาวะคาออกซิเจนละลายที่ 
80% ของคาอากาศอิ่มตัวนี้เปนคาที่เหมาะกับการเติบโตที่ใชในการทดลองตอไป
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รูปที่ 19     การเปลี่ยนแปลง     นํ้ าตาลรดีวิซ        และนํ้ าตาลทั้งหมด     เมื่อเพาะเลี้ยง
A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโตในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคา
ความเปนกรดดางที่ 4.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใหคาออกซิเจน
ละลายเทากับ 40%ของอากาศอิ่มตัว
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รูปที่ 20    การเปลีย่นแปลงนํ ้าตาลรดีวิซ และนํ ้าตาลทัง้หมด เม่ือเพาะเลีย้ง A. oryzae K-13
เพื่อการเติบโตในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาความเปนกรดดาง
ที ่ 4.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใหคาออกซิเจนละลายเทากับ 60%
ของอากาศอิ่มตัว
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รูปที่ 21  การเปลี่ยนแปลงนํ้ าตาลรดีวิซ   และนํ้ าตาลทั้งหมด  เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae
K-13 เพื่อการเติบโตในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาความเปน
กรดดางที่ 4.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใหคาออกซิเจนละลายเทากับ
80%ของอากาศอิ่มตัว
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รูปที ่ 22 การเปลี่ยนแปลงกรดโคจิก เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโตใน
ถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาความเปนกรดดางที่ 4.5 อุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส โดยมีการแปรคาออกซิเจนละลายคาตางๆ

�����������������
�����������������

������������������
�����������������������������������������������������������������������

���������
���������

���������
���������
���������
���������

���������
���������

���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������

���������
���������
���������
���������
���������
���������
���������

��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 20 40 60 80 100 120 140

เวลา ( ช่ัวโมง )

กร
ัมต
อล
ิตร
ขอ
งก
รด
โคจ

ิก

40%ออกซิเจนละลาย
�����������������

60%ออกซิเจนละลาย
 80%ออกซิเจนละลาย

�����������������

 100%ออกซิเจนละลาย



66

ตารางที่ 4   อัตราการเติบโตจํ าเพาะสูงสุด  เวลาที่เขาสูภาวะการเติบโตคงที่  นํ้ าหนัก
แหงเมื่อมีการเติบโตสูงสุด  และเวลาที่สลายนํ้ าตาลทรายหมด   ที่ภาวะการใหคา
ออกซเิจนละลายตางๆกัน  ของการเพาะเลี้ยงเพื่อหาคาออกซิเจนละลายที่เหมาะกับ
การเติบโตของ A. oryzae K-13

ภาวะการให

คาออกซิเจน
ละลาย

(ของคาอากาศ

อิ่มตัว)

อัตราการเติบ
โตจํ าเพาะ
สูงสุด
(hr-1)

เวลาที่เขาสู
ภาวะการ
เติบโตคงที่

(ชั่วโมง)

นํ ้าหนักแหง
เมื่อมีการ
เติบโตสูงสุด

(g/l)

เวลาที่ใชใน
การสลายนํ้ า
ตาลทราย
หมด

 (ชั่วโมง)
40% 0.043 80 7.16 60
60% 0.053 80 7.34 54
80% 0.102 54 8.30 48

100%

3.2 การหาคาความเปนกรดดางที่ทํ าใหมีการเติบโตของสายใยมากที่สุด
และเร็วที่สุด

              เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโตในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยจัด
คาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว (ไดจากผลการทดลองขอ 3.1) ควบคุม
อุณหภูมิที่ 30±1 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิก  ปริมาตร
1,500 มิลลิลิตร  จัดใหมีหัวเชื้อสปอรงอกขนาด 10% ปริมาตรตอปริมาตรอาหารเลี้ยง
เชื้อ  แปรคาความเปนกรดดางตลอดการเพาะเลี้ยงตางๆ กัน ไดแก 4.0   4.5   5.0   5.5
และ 6.0  ผลการทดลองพบวา ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 จะใหการเติบโตที่เร็ว
และมนีํ้ าหนักแหงสูงสุดมากถึง 9.24 g/l ที่ชั่วโมงที่ 54  แตที่คาความเปนกรดดางที่ 4.5
จะมกีารเติบโตที่เร็วกวาคือที่ 48 ชั่วโมงซึ่งมีใหนํ้ าหนักแหงสูงสุดนอยกวาที่ 7.66 g/l ซึ่ง
ตํ ่ากวาการเติบโตที่ความเปนกรดดางที่ 5.0 สวนที่คาความเปนกรดดาง 4.0 และ 5.5 ที่

ไมสามารถนํ าคาตางๆมาพิจารณารวมดวยได
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ใหการเติบโตสูงสุดถึง 8.20 และ 8.34 g/l แตใชเวลานานถึง 72 และ 82 ชั่วโมง ถึงแม
วาจะมีการเติบโตที่สูงแตก็ใชเวลานาน  และที่คาความเปนกรดดางที่ 6.0  จะใหการ
เตบิโตนอยและชาที่สุดที่ 90 ชั่วโมง (รูปที่ 23) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาคา
ความเปนกรดดางที่ 5.0 เปนคาที่ทํ าใหมีปริมาณนํ้ าหนักแหงมากในเวลาที่เร็ว ถึงจะไม
เร็วทีส่ดุแตมีนํ้ าหนักแหงสูงที่สุดนอกจากนี้การเติบโตเพิ่มขึ้นมากในเวลาที่รวดเร็ว และ
คาความเปนกรดดางที่ 4.5 มีการเติบโตเร็วแตใชเวลานานกวา  สวนที่คาความเปนกรด
ดางที่ 4.0 และ 5.5   มีปริมาณการเติบโตสูงสุดชากวาและคาความเปนกรดดางที่ 6.0
ใชเวลานานกวาจะใหปริมาณสายใยสูงสุดและใหปริมาณสายใยนอยดวย     จึงมีความ
เหมาะสมในการผลิตกรดโคจิกนอยกวาทุกภาวะที่ไดกลาวไป    ดงันัน้การเติบโตของ
A. oryzae K-13 จะเติบโตไดดีเมื่อมีคาความเปนกรดดางที่ไมตํ่ าและไมสูงจนเกินไป
และคาที่ทํ าใหเติบโตไดดีคือที่คาความเปนกรดดางที่ 5.0 (รูปที่ 23)

เม่ือพิจารณาถึงการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส พบวาคา
ความเปนกรดดางในชวงที่มีการทดลองจะมีผลตอการสลายนํ้ าตาลทรายไมตางกันมาก
นัก โดยทีค่าความเปนกรดดางที่ 5.0 จะมกีารสลายนํ ้าตาลทรายเปนกลโูคสและฟรคัโตส
หมดที่ชั่วโมงที่ 54 สอดคลองกับการเติบโตที่รวดเร็วในภาวะนี้แสดงวาการเติบโตที่มาก
สงผลใหมีการสรางอินเวอรเทสมาสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสเพื่อที่
สายใยราจะนํ ามาใชในการเติบโตไดดี สวนที่ความเปนกรดดางที่ 4.5 มีการสลายนํ้ า
ตาลทรายไดเร็วที่สุดที่ชั่วโมงที่ 48  เนื่องจากมีการเติบโตรวดเร็วที่สุดจึงมีการสราง
อินเวอรเทสเพือ่มาสลายนํ้ าตาลทรายเร็วที่สุดเชนกัน ที่ความเปนกรดดางที่ 4.0 และ
5.5 ใชเวลาที่สลายนํ้ าตาลทรายหมดเทากันที่ 54 ชั่วโมง แตมีการเติบโตที่ชากวา และที่
ความเปนกรดดางที่ 6.0 ใชเวลาในการสลายนํ้ าตาลทรายหมดใชเวลานานถึง 66
ชั่ วโมง เพราะฉะนั้นคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการสลายนํ้ าตาลจึงอยูในชวง
4.0-5.5  (รูปที่ 24-28)
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                                             นํ้ าหนักแหง                              ความเปนกรดดาง
คาความเปนกรดดาง 4.0                                 คาความเปนกรดดาง 4.5

คาความเปนกรดดาง 5.0                                  คาความเปนกรดดาง5.5

คาความเปนกรดดาง 6.0

รูปที ่23   การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางและนํ้ าหนักแหง   เมื่อเพาะเลี้ยง
           A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโตในถังหมักขนาด 2 ลิตร จัดคา

ออกซิเจนละลายเทากับ 80% ของคาอากาศอิ่มตัว อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เมื่อแปรผันคาความเปนกรดดางคาตางๆ
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รูปที่ 24  การเปลีย่นแปลงน้าํตาลรดีวิซ และน้าํตาลทัง้หมด  เม่ือเพาะเลีย้ง A. oryzae K-13
เพื่อการเติบโต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย
เทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส โดยใหภาวะ
ความเปนกรดดางที่ 4.0

0

20

40

60

80

100

120

0 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

เวลา(ช่ัวโมง)

กร
ัมต

อลิ
ตร

ขอ
งน้ํ

าต
าล

ทั้ง
หม

ดแ
ละ

น้ํา
ตา

ลร
ีดิว

ซ

นํ้าตาลท้ังหมด นํ้าตาลรีดิวซ



70

รูปที่ 25     การเปลีย่นแปลงน้าํตาลรดีวิซ และน้าํตาลทัง้หมด เมือ่เพาะเลีย้ง A. oryzae K-13
เพื่อการเติบโต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย
เทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส โดยใหภาวะ
ความเปนกรดดางที่ 4.5
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รูปที่ 26    การเปลีย่นแปลงน้าํตาลรดีวิซ และน้าํตาลทัง้หมด  เมือ่เพาะเลีย้ง A. oryzae K-13
เพื่อการเติบโต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย
เทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส โดยใหภาวะ
ความเปนกรดดางที่ 5.0
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รูปที่ 27     การเปลีย่นแปลงน้าํตาลรดีวิซ และน้าํตาลทัง้หมด เมือ่เพาะเลีย้ง A. oryzae K-13
เพื่อการเติบโต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย
เทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส โดยใหภาวะ
ความเปนกรดดางที่ 5.5
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รูปที่ 28     การเปลีย่นแปลงน้าํตาลรดีวิซ และน้าํตาลทัง้หมด เมือ่เพาะเลีย้ง A. oryzae K-13
เพื่อการเติบโต ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ในภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย
เทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส โดยใหภาวะ
ความเปนกรดดางที่ 6.0
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ในภาวะการใหความเปนกรดดางตาง ๆ กัน จะมีการเริ่มผลิตกรดโคจิกในเวลาที่
ตางกันดวย   ที่คาความเปนกรดดางที่ 4.0 มีการผลิตกรดโคจิกมากจนเห็นไดชัดหลัง
ชั่วโมงที่ 72 และมีการผลิตกรดโคจิกในปริมาณที่สูงขึ้นหลังจากนั้น  สวนที่คาความเปน
กรดดางที่ 4.5 เร่ิมผลิตหลังชั่วโมงที่ 66    ในการเติบโตที่คาความเปนกรดดางที่สูงขึ้นที่
5.0   5.5  และ 6.0 ไมพบวามีการผลิตกรดโคจิกมากพอที่จะมีนัยสําคัญในระหวางการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ  ดังนั้นจะเห็นไดวาที่คาความเปนกรดดางที่ต่ําจะสามารถทําใหมีการเริ่ม
ผลิตกรดโคจิกไดเร็ว  ในระหวางที่จะไมมีการผลิตกรดดางโคจิกในภาวะคาความเปน
กรดดางที่สูงขึ้น เพราะฉะนั้นเปนขอสังเกตไดวาถาตองการผลิตกรดโคจิกควรจะผลิตใน
ภาวะที่มีคาความเปนกรดดางต่ําๆ   ดังแสดงในรูป  29
              เมื่อเปรียบเทียบผลการเติบโต ในการเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 โดยแปรคา
ความเปนกรดดางในการเพาะเลี้ยงตาง ๆ กัน พบวาการเติบโตที่รวดเร็วและไดปริมาณ
สูง โดยมีการสลายน้ําตาลทรายเปนน้ําตาลกลูโคสและฟรัคโตสไดเร็วจะเกิดขึ้นเมื่อปรับ
ภาวะคาความเปนกรดดางที่ 5.0 ถึงแมวาภาวะดังกลาวยังไมมีการเริ่มผลิตกรดโคจิก
แตในการทดลองนี้มุงเนนหาภาวะคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตสูงสุดของ 
A. oryzae K-13 ดังนั้นจากผลการทดลองจึงพบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่
สุดคือ 5.0  ประกอบกับการหาอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด (µmax) ก็พบวาที่ภาวะการ
ใหคาความเปนกรดดางที่ 5.0 จะใหอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดสูงสุดเทากับ  0.143
hr-1 ซึ่งมากกวาที่ความเปนกรดดาง  4.0  4.5  5.5  และ 6.0 ที่มีอัตราการเติบโต
จําเพาะสูงสดุมคีาใกลเคยีงกนัคอื  0.033   0.056   0.0.041  และ  0.051   hr-1      ตาม
ลาํดบั (ตารางที ่5)
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รูปที่ 29  ปริมาณกรดโคจิก เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เพื่อการเติบโตในถังหมัก
ขนาด 2 ลิตร จัดคาออกซิเจนละลายเทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อแปรผันคาความเปนกรดดางคาตางๆ
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ตารางที่ 5   อัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุด เวลาที่เขาสูภาวะการเติบโตคงที่ น้ําหนัก
แหงเมื่อมีการเติบโตสูงสุด    และเวลาที่ใชในการสลายน้ําตาลทรายหมด  ของการเพาะ
เลี้ยงเพื่อหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตของ A. oryzae K-13

คาความเปน
กรดดาง

อัตราการเติบ
โตจําเพาะ
สูงสุด
(hr-1)

เวลาที่เขาสู
ภาวะการเติบ

โตคงที่
(ชั่วโมง)

น้ําหนักแหง
เมื่อมีการ
เติบโตสูงสุด

          (g/l)

เวลาที่ใชใน
การสลายน้ํา
ตาลทราย
หมด (ชั่วโมง)

4.0 0.033 72 6 54
4.5 0.056 48 7.11 48
5.0 0.143 54 8.86 48
5.5 0.041 84 8.24 48
6.0 0.051 96 6.21 66

          จากผลการทดลองทั้งหมดเมื่อพิจารณามุงเนนที่การเติบโต การสลายน้ําตาล
และความสามารถในการผลิตกรด พบวาคาความเปนกรดดางที่ 5.0 จะมีการเติบโตที่
เร็วและใหปริมาณสูง มีการสลายน้ําตาลอยางรวดเร็ว ดังนั้นภาวะนี้จึงเปนภาวะที่
เหมาะสมที่สุดและจากผลขอ 3.1 และ 3.2 นี้จึงสรุปไดวาภาวะการใหคาออกซิเจน
ละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะสําหรับการเติบโตคือคาออกซิเจนละลายที่ 80%
ของคาอากาศอิ่มตัวและคาความเปนกรดดางที่ 5.0 แตเนื่องจากผลการทดลองเบื้องตน
ในขอ 2 บอกไดวาคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางสําหรับการเติบโตและ
การผลิตกรดโคจกิไมใชคาเดียวกัน ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงเห็นวาควรจะจัด
การทดลองเพื่อหาภาวะการใหคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะกับ
การผลิตกรดโคจิกตอไป
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4.ผลการหาคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการผลิต
   กรดโคจิก

4.1 ผลการผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะที่เหมาะกับการเติบโตของสายใย
4.1.1 การผลิตกรดโคจิกภายใตคาออกซิเจนละลายและคาความ
 เปนกรดดางที่เหมาะตอการเติบโตของสายใยตลอดการทดลอง

เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ A. oryzae K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตรโดย
ใชหัวเชื้อสปอรงอกขนาด 10 %ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยบรรจุ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1,500 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 30±1 องศาเซลเซียสตลอดการ
เพาะเลี้ยง จัดคาออกซิเจนละลายที่ 80% ของคาอากาศอิ่มตัว และคาความเปน     
กรดดางที่ 5.0 ควบคุมภาวะดังกลาวตลอดระยะเวลาเพาะเลี้ยง 20 วัน  ผลการทดลอง                
พบวาเมื่อสิ้นสุดการทดลองมีการผลิตกรดโคจิกสูงสุดไดเพียง  4.84  g/l  ในวันสุดทาย
ของการเพาะเลี้ยง และเมื่อคิดอัตราการผลิตกรดโคจิก ณ วันที่มีการผลิตกรดโคจิกสูง
สุดแลวก็ไดเพียง  0.153  g/l/d แตพบวามีน้ําหนักสายใยแหงสูงมากถึง  13.78  g/l เมื่อ
มีการเติบโตที่สูงมากจึงทําใหมีการสรางอินเวอรเทสมากสงผลใหในการทดลองนี้มีการ
สลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส (ซึ่งตรวจวัดในรูปของน้ําตาลรีดิวซ) ได
อยางรวดเร็วภายในวันที่ 2 ของการเพาะเลี้ยง แตกลับมีการใชน้ําตาลรีดิวซนอย         
จึงพบวาเหลือน้ําตาลรีดิวซเมื่อสิ้นสุดการทดลองสูงถึง 55 g/l (รูปที่ 30) จะเห็นไดวาใน
ภาวะการใหคาออกซิเจนละลายกับความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตตลอด   
การเพาะเลี้ยงจะทําใหมีการเติบโตดี  เกิดการสลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและ
ฟรัคโตสไดดี และน้ําตาลที่ไดจะถูกนํามาใชเพื่อการเติบโตเพียงอยางเดียว ใชในการ
ผลิตกรดโคจิกนอยมาก ทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเหลือมากเมื่อสิ้นสุดการทดลอง และ
เนื่องจากมีการใหคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางไมเหมาะกับการผลิต   
กรดโคจิกจึงทําใหมีการผลิตกรดโคจิกไดในปริมาณต่ํามาก จากผลการทดลองทั้งหมด
จึงพบวาการผลิตกรดโคจิกโดยจัดภาวะที่เหมาะกับการเติบโตของสายใยตลอด       
การเพาะเลี้ยงเปนวิธีการที่เพิ่มการเติบโตไดแตไมสามาถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกได 
เพราะภาวะที่จัดใหตลอดการเพาะเลี้ยงนั้นเหมาะกับการเติบโต แตไมเหมาะกับ      
การผลิตกรดโคจิกและการที่มีปริมาณออกซิเจนละลายที่มากเกินไปอาจไมไดสงเสริม
ระบบเอนไซมเพื่อการผลิตกรด
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รูปที่ 30  ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
เปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลาย ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรด   
โคจิกโดย A. oryzae K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เม่ือควบคุมคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะกับ
การเติบโตคือ 80%ของคาอากาศอิ่มตัวและ 5.0 ตลอดการเพาะเลี้ยง
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โคจิกมากนัก ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงลองศึกษาการผลิตกรดโคจิกโดยปรับรูปแบบ
การจัดภาวะคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตเพื่อดูวาเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
คาภาวะความเปนกรดดางจะมีผลทําใหการผลิตกรดโคจิกมีการเปลี่ยนแปลงไป

4.1.2 ผลการผลิตกรดโคจิกภายใตคาออกซิเจนละลายที่เหมาะสม
กับการเติบโตตลอดการทดลองแตจัดคาความเปนกรดดางเริ่มตน
เทากับ 5.0
เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตรใชหัวเชื้อสปอร

งอกขนาด 10 %ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ
1,500 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 30±1 องศาเซลเซียสตลอดการเพาะเลี้ยง  จัดคา
ออกซิเจนละลายที่ 80% ของคาอากาศอิ่มตัวตลอดการทดลอง และลองเปลี่ยนการ
ปรับคาความเปนกรดดางโดยจัดแคคาตั้งตนที่ 5.0 ทําการทดลอง 20 วัน ผลการ
ทดลองพบวามีการผลิตกรดโคจิกสูงขึ้นเทากับ 6.98 g/l โดยใชเวลาเร็วขึ้นเปนวันที่ 18
ของการเพาะเลี้ยง  แตน้ําหนักสายใยแหงลดลงเล็กนอยเทากับ 10.77 g/l  และกลับ
พบวาใชเวลาในการสลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสนานถึง 8 วัน แตเนื่อง
จากมีการผลิตกรดโคจิกเพิ่มขึ้นและการเติบโตก็ยังมีมากอยู น้าํตาลรดีวิซจงึถูกใชมากขึ้น
จึงทําใหเหลือนอยลงที่ 30.46 g/l  เมื่อเริ่มเพาะเลี้ยงคาความเปนกรดดางจะคอยๆ
ลดลงจนกระทั่งอยูในชวง  2.4-2.6   ตั้งแตวันที่ 2 ของการเพาะเลี้ยงและในชวงเวลานั้น
ไมเหมาะกับการเติบโตเลย เพราะการเติบโตจะมีคาที่แปรปรวนมากสงผลใหมีการเขาสู
ภาวะคงที่ของการเติบโตซึ่งเปนภาวะที่เหมาะตอการผลิตกรดโคจิกชาดวย ปริมาณกรด
โคจิกที่เพิ่มขึ้นจึงเกิดหลังจากที่การเติบโตไมมีการแปรปรวนมากนักในชวงหลังจากนั้น 
(รูปที่ 31) และในการทดลองนี้เมื่อคิดอัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะไดมากขึ้นคือ
เทากับ 0.283  g/l/d  จะเห็นไดวาในภาวะนี้จะมีการผลิตกรดโคจิกไดไมมากและถึงแม
จะใชเวลาเร็วกวาการทดลองที่แลวแตก็ใชเวลานานถึง 18 วัน อาจเปนเพราะการให
ออกซเิจนละลายทีม่ากอาจไมเหมาะกบัการผลติกรดโคจกิจงึทาํใหสายใยรานาํน้าํตาลรดีวิซไป
ผลิตกรดโคจิกไดนอย      ดังนั้นในภาวะดังกลาวนี้จึงไมเหมาะกับการผลิตกรดโคจิก
เพราะยังมีการใหคาออกซิเจนละลายที่เหมาะกับการเติบโตเพียงอยางเดียวตลอดการ
ทดลองเหมือนในขอที่ 4.1.1  แตสิ่งที่แตกตางจากขอ 4.1.1 คือ คาความเปนกรดดางที่
เปลี่ยนแปลงในระหวางการเพาะเลี้ยง     พบวามีการลดลงในระหวางการเพาะเลี้ยงซึ่ง
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รูปที่ 31  ปริมาณกรดโคจกิ  น้าํหนกัแหงสายใย  น้าํตาลทัง้หมด  น้าํตาลรดีวิซ           คาความ
เปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลาย ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิต       กรดโค
จิกโดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อ
ควบคุมคาออกซิเจนละลายเทากับ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว และจัดคา     ความ
เปนกรดดางตั้งตนเทากับ 5.0
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จะทําใหมีการผลิตกรดโคจิกสูงกวาและมีการใชน้ําตาลรีดิวซที่มากกวา ถึงแมวาจะมี
การเติบโตที่นอยกวาก็ตาม    แสดงวาในภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง
ในระหวางการเพาะเลีย้งทีต่่าํลงนีจ้ะทาํใหเกดิภาวะทีเ่หมาะกบัการผลติกรดโคจกิมากขึ้น 
แตอาจจะทําใหเหมาะกับการเติบโตนอยลง เนื่องจากภาวะในขอ 4.1.1 และ 4.1.2 มีคา
ความเปนกรดดางที่เปลี่ยนแปลงตางกันสงผลใหมีการผลิตกรดโคจิกไมเทากันและ  
การสลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสก็ใชเวลาไมเทากันดวย      จากผล
การทดลองทั้งสองจึงทําใหเห็นวาเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงภาวะความเปนกรดดาง
ระหวางการเพาะเลี้ยงโดยเมื่อมีคาความเปนกรดดางลดลงจะทําใหมีการผลิตกรดโคจิก
ดีขึ้น  ถามีการปรับภาวะคาออกซิเจนละลายระหวางการเพาะเลี้ยงดวยอาจสงผลใหมี
การผลิตกรดโคจิกที่สูงขึ้นได  ดังนั้นการทดลองตอไปจึงสนใจที่จะทําการเพาะเลี้ยงเพื่อ
การผลิตกรดโคจิกโดยแบงภาวะการใหคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางเปน 
2 ชวง เพื่อใหเหมาะกับการเติบโตและการผลิตกรดโดยคาดหวังวาจะมีการผลิตกรด
โคจิกเพิ่มขึ้น

4.2 ผลการหาคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดาง 2 ชวง ที่
เหมาะตอการผลิตกรดโคจิก
              เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ A. oryzae K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดย

ใชหัวเชื้อสปอรงอกขนาด 10 %ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยบรรจุ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1,500 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 30±1 องศาเซลเซียสตลอด       
การเพาะเลี้ยง เปนเวลา 20 วัน โดยมีการแบงการควบคุมคาออกซิเจนละลายและคา
ความเปนกรดดาง 2 ชวง เพื่อใหเหมาะกับการเติบโตเหมาะและการผลิตกรดโคจิก    
ทั้งนี้เพราะจากการทดลองที่ 4.1.2 พบวาเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงภาวะความเปนกรด
ดางระหวางการเพาะเลี้ยงทําใหน้ําหนักแหงสายใยนอยลงแตทําใหมีแนวโนมการผลิต
มากขึ้น ในการทดลองขอนี้จงึเห็นวาการจัดภาวะใหเหมาะกับการเติบโตใหไดเต็มที่กอน
ในชวงแรกจะไมทําใหการเติบโตลดลงและมีปริมาณสายใยเพื่อใชในการผลิตกรดโคจิก
ไดเต็มที่โดยชวงการเติบโตนี้จะใชเวลานาน 54 ชั่วโมง (เพราะจากผลการทดลองขอ 3 
พบวาเวลาที่สายใยใชในการเติบโตจนไดการเติบโตสูงสุดและเขาสูภาวะคงที่ของการ
เติบโตในภาวะที่เหมาะที่สุดสําหรับการเติบโตคือ 54 ชั่วโมง)หลังจากนั้นจึงปรับใหเขาสู
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ภาวะที่คาดวาจะเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกเพื่อใหสายใยที่ไดในชวงการเติบโต
สามารถผลิตกรดโคจิกไดเต็มที่ตอไป

         4.2.1 ผลการผลิตกรดโคจิกเมื่อจัดคาออกซิเจนละลายที่ 80%
ของคาอากาศอิ่มตัว และคาความเปนกรดดาง 5.0 นาน 54 ช่ัวโมง  แลวจึงปรับ
คาออกซิเจนละลายลงเปน 30% ของคาอากาศอิ่มตัว และปรับคาความเปน
กรดดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเปน 2.5 ทันที

ผลการทดลองพบวามีการผลิตกรดโคจิกสูงสุดเพียง 7.9 g/l ในวันที่ 17 ของการ
เพาะเลี้ยง  มีน้ําหนักสายใยแหงเทากับ   9.25 g/l     มีการสลายน้ําตาลไปกลูโคส
และฟรัคโตสไดภายใน 2 วัน (โดยตรวจวัดในรูปของน้ําตาลรีดิวซ) เพราะมีการจัดใหคา
ออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตและสงผลใหมีการ
สรางอินเวอรเทสที่จะใชสลายน้ําตาลไดดีดวยในชวง 54 ชั่วโมงแรก  แตกลับพบวามี
การใชน้ําตาลรีดิวซเพื่อการผลิตและการเติบโตนอยจึงทําใหเหลือน้ําตาลรีดิวซในวันสิ้น
สุดการทดลองสูงถึง  43.60  g/l (รูปที่ 32)    และเมื่อพิจารณาอัตราการผลิตกรดโคจิก
สูงสุดจะไดเพียง 0.129 g/l/d    จะเห็นไดวาในการทดลองนี้มีการผลิตกรดโคจิกชาและ
ไดปริมาณมากขึ้นเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับผลการทดลองในขอ 4.1  ทั้งๆที่คาดวาเมื่อ
มีการแบงภาวะการใหคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางออกเปน 2 ชวงจะ
ทําใหผลผลิตกรดดีขึ้น  อาจจะเปนเพราะมีการปรับคาความเปนกรดดางจาก 5.0 เปน
2.5 อยางกระทันหันทําใหมีการเปลี่ยนแปลงภาวะอยางรวดเร็วเกินไป สงผลตอการปรับ
ตัวของสายใยซึ่งทําใหการผลิตกรดโคจิกมีประสิทธิภาพไมเต็มที่จึงพบวาเมื่อคาความ
เปนกรดดางลดลงทันทีการผลิตกรดโคจิกจึงยังไมเพิ่มขึ้นจนกระทั่งเมื่อการเติบโตเริ่มไม
แปรปรวนการผลิตกรดโคจิกจึงสูงขึ้นอยางเห็นไดชัดและเนื่องจากมีการสูญเสียเวลาใน
การปรับตัวของสายใยในชวงตนของการทดลองจึงทําใหน้ําตาลรีดิวซถูกใชเพื่อการผลิต
กรดโคจิกไดนอยดวย

จากผลการทดลองนี้จึงทําใหเห็นวามีแนวโนมที่การผลิตกรดโคจิกจะเพิ่มขึ้นได 
เมื่อมีการจัดคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางเปน 2 ชวง แตควรเปลี่ยนวิธี
การปรับคาความเปนกรดดางใหเหมาะสมกวานี้และสงผลกระทบตอสายใยนอยที่สุด
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รูปที่ 32  ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
             เปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลาย     ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรด
             โคจิกโดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

เมื่อควบคุมคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโต
(คาออกซิเจนละลายเทากับ80%ของคาอากาศอิ่มตัว,ความเปนกรดดาง 5.0 ) 
เปนเวลา 54 ชั่วโมง หลังจากนั้นปรับภาวะการใหอากาศเปน 30%ของคา
อากาศอิ่มตัว ความเปนกรดดางเปน 2.5 ทันที
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ดังนั้นการทดลองตอไปจึงสนใจที่จะทดลองการผลิตกรดโคจิกโดยจัดภาวะเปน 2 ชวง
เชนเดิม  แตเปลี่ยนวิธีการปรับคาความเปนกรดดางใหเหมาะสมขึ้น

4.2.2 ผลการผลิตกรดโคจิกเมื่อจัดคาออกซิเจนละลายที่ 80% ของคา
อากาศอิ่มตัว และความเปนกรดดางที่ 5.0 เปนเวลานาน 54     
ช่ัวโมง  แลวจึงปรับคาออกซิเจนละลายเปน 30% และคอยๆปรับ
คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2.5 ใน 48 ช่ัวโมง

                                    จากผลการทดลองพบวามีการผลิตกรดโคจิกไดมากขึ้นถึง    
15.72 g/l ในวันที่ใกลเคียงกับ 4.2.1 คือวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง ใหน้ําหนักสายใย
แหงใกลเคียงกันดวยซึ่งเทากับ 9.4 g/l  เนื่องจากจัดภาวะที่เหมาะกับการเติบโตและ
การสลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสในชวง 54 ชั่วโมงแรกเหมือนกัน  จึง
ทําใหมีการสลายน้ําตาลทรายไดอยางรวดเร็วภายใน 2 วัน เมื่อมีปริมาณน้ําตาลพรอม
ที่จะใหใชในการเติบโตและผลิตไดเร็วประกอบกับมีการจัดภาวะใหเหมาะกับการเติบโต
และการผลิตดีกวาทุกภาวะที่กลาวมาเลยทําใหมีการใชน้ําตาลไดมากจึงพบวา  น้ําตาล
รีดิวซเหลือนอยลงเมื่อสิ้นสุดการทดลองซึ่งเหลืออยูเทากับ 19.52 g/l (รูปที่ 33)  เมื่อหา
อัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุดจะไดมากขึ้นเทากับ 0.369 g/l/d  จะเห็นไดวาเมื่อคอยๆ
ปรับคาความเปนกรดดางจาก 5.0 เปน 2.5 ทําใหมีการผลิตกรดโคจิกสูงขึ้นอยางมาก
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองในขอ 4.2.1 และเมื่อคอยๆปรับลดคาความเปนกรด
ดางก็พบวาสามารถผลิตขึ้นไดอยางตอเนื่องโดยไมตองใชระยะเวลาปรับตัว เพราะ
ฉะน้ันภาวะการปรับคาความเปนกรดดางจึงเปนปจจัยหนึ่งที่สงผลตอการผลติกรดโคจิก  
เมื่อมีการปรับคาความเปนกรดดางโดยใหสายใยไดคอยๆปรับตัวตามภาวะความเปน
กรดดางที่ลดลง  จึงทําใหสายใยยังคงมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดโคจิกได  และ 
เนื่องจากในการทดลองนี้มีการจัดภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย และคาความเปน
กรดดางออกเปน 2 ชวงคือ  ใหเหมาะกับการเติบโตและภาวะที่คาดวาจะเหมาะกับการ
ผลิตกรดโคจิก จึงทําใหมีการผลิตกรดโคจิกในปริมาณสูงขึ้นมากกวาการทดลอง 4.2.1  
โดยใหกรดโคจิกสูงกวาถึง 7.82 g/l ในเวลาที่ใกลเคียงกันจึงทําใหมีการใชน้ําตาลรีดิวซ
มากกวาดวย
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รูปที่ 33  ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
เปนกรดดาง  และคาออกซิเจนละลาย ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเมื่อ
ควบคุมคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโต(คา
ออกซิเจนละลายเทากับ80%ของคาอากาศอิ่มตัว,ความเปนกรดดาง 5.0) เปน
เวลา 54 ชั่วโมง หลังจากนั้นปรับภาวะการใหอากาศเปน 30%ของคาอากาศ 
อ่ิมตัว และคอยๆปรับคาความเปนกรดดางเปน 2.5 ภายใน 48ชั่วโมง
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จากผลการทดลองทําใหเห็นวาการจัดภาวะใหเหมาะสมกับการเติบโตใน 54  ชั่วโมง
แรก  หลังจากนั้นปรับภาวะคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางโดยคอยๆ
ปรับลงมาที่ระดับ 2.5 จึงเปนวิธีที่เหมาะสม และปรับลดคาออกซิเจนละลายมาอยูที่  
30%ของคาอากาศอิ่มตัว  สามารถทําใหมีการผลิตกรดโคจิกสูงขึ้นได   ดังนั้นการ
ทดลองตอไปตองการที่จะหาคาออกซิเจนละลายที่เหมาะกับการผลิตคาอื่นๆ โดยใชวิธี
การปรับคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมแลวจากผลการทดลองในขอนี้

4.2.3  ผลการผลิตกรดโคจิกเมื่อจัดคาออกซิเจนละลายที่ 80% ของคา
อากาศอิ่มตัว และความเปนกรดดางที่ 5.0 เปนเวลานาน 54 ช่ัวโมง  
แลวจึงปรับคาออกซิเจนละลายเปน 50% และคอยๆปรับคาความเปน
กรดดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเปน 2.5 ใน 48 ช่ัวโมง

ผลการทดลองพบวา  มีการผลิตกรดโคจิกสูงถึง 17.64 g/l ในเวลาที่เร็ว
ขึ้นคือ 17 วัน  โดยมีน้ําหนักสายใยแหงเพิ่มขึ้นเล็กนอยเทากับ 10.2 g/l  เชนเดียวกับ 
ผลการทดลองขอ 4.2.1 และ 4.2.2 มีการสลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส
ไดอยางรวดเร็วภายใน 2 วันเพราะไดจัดภาวะที่เหมาะกับการเติบโตในชวงเวลานั้นสง
ผลใหมีการสลายน้ําตาลทรายไดรวดเร็วเชนกัน  เนื่องจากมีการผลิตกรดโคจิกมากจึงมี
การใชน้ําตาลรีดิวซเพื่อการผลิตมากขึ้นเลยพบวาเมื่อสิ้นสุดการทดลองจึงเหลือนอยเทา
กับ 15.25 g/l (รูปที่ 34)  เมื่อหาอัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุดในการทดลองนี้จะไดสูง
ขึ้นคือ 0.386 g/l/d  จะเห็นไดวาเมื่อเปลี่ยนมาใชคาออกซิเจนละลายเทากับ 50% ของ
คาอากาศอิ่มตัวในการผลิตกรดโคจิก จะทําใหมีการผลิตกรดโคจิกสูงกวาเมื่อใชคา
ออกซิเจนละลายที่ 30% ของอากาศอิ่มตัว (จากผลการทดลองในขอ 4.2.2) เทากับ 
1.92 g/l และใหกรดโคจิกสูงสุดเร็วขึ้นอีก 2 วันและเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลอง
ในขอที่ 4.2.1 ก็ใหผลผลิตกรดโคจิกสูงกวา 9.74 g/l ถึงแมจะใชเวลา 17 วันเทากันก็
ตาม  โดยที่ในผลการทดลองที่  4.2.1  4.2.2  และ 4.2.3  มีน้ําหนักสายใยแหงใกลเคียง
กัน   เพราะมีการจัดภาวะในชวงการเติบโตสายใยเหมือนกัน    แสดงวาการจัดภาวะคา
ออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดาง 2 ชวงที่เหมาะกับการเติบโตและการผลติ
โดยใหคอยๆปรับคาความเปนกรดดางเพื่อใหสายใยสามารถปรับตัวเขากับคาความเปน
กรดดางที่เปลี่ยนไปไดและทําใหผลของการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางสงผลให
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รูปที่ 34  ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
เปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลาย ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเมื่อ
ควบคุมคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโต(คา
ออกซิเจนละลายเทากับ80%ของคาอากาศอิ่มตัว,ความเปนกรดดาง 5.0 ) เปน
เวลา 54 ชั่วโมง หลังจากนั้นปรับภาวะการใหอากาศเปน 50%ของคาอากาศอิ่ม
ตัว และคอยๆปรับคาความเปนกรดดางเปน 2.5 ภายใน 48ชั่วโมง

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

เวลา(วัน)

กร
ัมต

อล
ิตร

ขอ
งน้ํ

าต
าล

ทั้ง
หม

ด,
น้ํา

ตา
ลร

ีดิว
ซ 

 , 
%อ

อก
ซิเ
จน

ละ
ลา

ย

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

กร
ัมต

อล
ิตร

ขอ
งก

รด
โค
จิก

,น้ํ
าห

นัก
แห

ง
คา

คว
าม

เป
นก

รด
ดา

ง
%ออกซิเจนละลาย นํ้าตาลท้ังหมด นํ้าตาลรีดิวซ

นํ้าหนักแหง ความเปนกรดดาง กรดโคจิก



88



89



90



91



92



93



94

รูปที่ 37   ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
เปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลายที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรดโคจิก
โดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส         
ที่ภาวะที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชขนาดหัวเชื้อ 5% ปริมาตรตอ
ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

เวลา(วัน)

กรั
มต

อลิ
ตร

ขอ
งน้ํ

าต
าล

ทั้ง
หม

ด,น้ํ
าต

าล
รีดิ

วซ
 

  ,
 %

 อ
อก

ซิเ
จน

ละ
ลา

ย

0

1

2

3

4

5

6

กรั
มต

อลิ
ตร

ขอ
งก
รด

โค
จิก

 ,น้ํ
าห

นัก
แห

ง ,
 

คา
คว

าม
เป
นก

รด
ดา

ง

%ออกซิเจนละลาย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ
น้ําหนักแหง ความเปนกรดดาง กรดโคจิก



95

รูปที่ 38   ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
              เปนกรดดาง  และคาออกซิเจนละลาย    ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรด
               โคจิกโดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ที่ภาวะที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชขนาดหัวเชื้อ 10% 
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ
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รูปที่ 39   ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ  คาความ
เปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลาย ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการผลิตกรด  
โคจิกโดย A. oryzae K-13ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ที่ภาวะที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิกเมื่อใชขนาดหัวเชื้อ 15% 
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ
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                                   น้ําตาลทั้งหมด                                น้ําตาลรีดิวซ                               กรดโคจิก
             หัวเชื้อ 5%                               หัวเชื้อ 10%                               หัวเชื้อ 15%

รูปที่ 40  น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ กรดโคจิก เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13   ใน
ถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ภาวะที่เหมาะกับการ     
เพาะเลี้ยงเพื่อการผลิต โดยมีการแปรปริมาณหัวเชื้อสปอรงอกตางๆกัน
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จากผลการทดลองทั้งหมด จะทําใหเห็นวาเมื่อมีการใชปริมาณหัวเชื้อสปอรงอก
ขนาดสูงขึ้นจะมีน้ําหนักแหงสายใยสูงขึ้น (รูปที่  41)  จึงทําใหมีสายใยในการผลิตกรด
โคจิกมาก (รูปที่ 42) มีการใชน้ําตาลในการผลิตมากดวย   แตเมื่อพิจารณาการผลิต
กรดโคจิก น้ําหนักสายใยแหง และการใชน้ําตาลของการเพาะเลี้ยงโดยจัดขนาด        
หัวเชื้อสปอรงอกเทากับ 5 % ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวามีการผลิต
ต่ําใชเวลานาน  การใชน้ําตาลต่ํา จึงไมเหมาะกับการผลิตกรดโคจิก  สวนที่ 10% 
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อพบวาใหคาใกลเคียงกับเม่ือใชหัวเชื้อที่ 15% 
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ แตใชเวลาในการผลิตกรดโคจิกนอยกวา 24 
ชั่วโมง และเมื่อพิจารณาคาอัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุดก็พบวา เมื่อใชหัวเชื้อที่ขนาด 
10% และ 15% ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ก็ใหคาใกลเคียงกันดวยคือ  
0.366 g/l/d และ  0.346 g/l/d (ตารางที่ 7)  ดังนั้นขนาดหัวเชื้อสปอรงอกที่ 10 % 
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงเปนคาที่เหมาะสมกวาเนื่องจากจะทําให
ประหยัดขนาดหัวเชื้อและพลังงานมากกวา เมื่อไดภาวะที่สงเสริมการผลิตในถังหมัก
แลว การทดลองตอไปจึงทําเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในภาวะดงักลาวเพือ่ตรวจสอบ
การผลติอกีครัง้หนึง่

5. ผลผลิตกรดโคจิกเมื่อจัดภาวะที่เหมาะสมทั้งตอการเติบโตและการผลิต
เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตกรดโคจิก 

ปริมาตร 1,500 มิลลิลิตร ในถังหมัก 2 ลิตร โดยจัดหัวเชื้อขนาด 10% ปริมาตรตอ
ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ควบคุมอุณหภูมิที่ 30±1 องศาเซลเซียสตลอดการทดลอง 
โดยจัดคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางที่ศึกษามาวาเหมาะตอการเติบโต
และการผลิตที่คาออกซิเจนละลายที่ 80 %ของคาอากาศอิ่มตัว และคาความเปนกรด
ดางเริ่มตนที่ 5.0 นาน 54 ชั่วโมงหลังจากนั้นจัดคาออกซิเจนละลายเปน 50%ของคา
อากาศอิ่มตัว และคอยๆปรับลดคาความเปนกรดดางลงจนเปน 2.5 ใน 48 ชั่วโมง     
ผลการทดลองพบวา มีการผลิตกรดโคจิกสูงสุดเทากับ 20.86 g/l ณ วันที่ 17 ของการ 
เพาะเลี้ยง มีน้ําหนักสายใยแหงเทากับ 10.57 g/l ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือเมื่อ     
สิ้นสุดการเพาะเลี้ยงเหลือเพียง 12.62 g/l โดยมีการสลายน้ําตาลทรายไปเปนน้ําตาล
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รูปที่ 41  น้ําหนักแหงสายใยเมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13 เพื่อการผลิตกรดโคจิก ใน
ถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ภาวะที่เหมาะกับการ  
เพาะเลี้ยงเพื่อการผลิต โดยมีการแปรปริมาณหัวเชื้อสปอรงอกตางๆกัน
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รูปที่ 42  ปริมาณกรดโคจิกเมื่อเพาะเลี้ยง A.oryzae K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร    
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ภาวะที่เหมาะกับการเพาะเลี้ยงเพื่อการผลิต 
โดยมีการแปรปริมาณหัวเชื้อสปอรงอกตางๆกัน
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ตารางที่ 7  อัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุด  ปริมาณกรดโคจิกสูงสุด  วันที่มี  
การผลิตกรดสูงสุด  เวลาที่ใชในการสลายน้ําตาลทราย และ ปริมาณน้ําตาล     
รีดิวซที่เหลือในวันสิ้นสุดการทดลอง  เมื่อแปรผันขนาดของหัวเชื้อตางๆกัน

ขนาดหัวเชื้อ
สปอรงอก

(ปริมาตรตอ
ปริมาตรของ
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ)

อัตราการผลิต
กรดโคจิก
สูงสุด
(g/l/d)

กรดโคจิก
สูงสุด
(g/l)

วันที่มีการ
ผลิตกรด
โคจิกสูงสุด

(วัน)

เวลาที่ใชใน
การสลายน้ํา
ตาลทราย

(วัน)

น้ําตาลรีดิวซ
ที่เหลือในวัน
ส้ินสุดการ
ทดลอง(g/l)

5% 0.08 4.60 20 3 42.45
10% 0.364 17.55 17 2 15.32
15% 0.346 17.98 18 2 14.15

รีดิวซหมดภายในวันที่ 2 ของการเพาะเลี้ยง (รูปที่ 43)  และอัตราการผลิตกรดโคจิก   
สูงสุดในภาวะที่เหมาะสมเทากับ 0.351 g/l/d เม่ือการเติบโตสูงขึ้นใกลเขาชวงการ   
เติบโตคงที่ ก็พบวามีการผลิตกรดโคจิกเล็กนอยและคอยๆเพิ่มมากขึ้น ในระหวางนั้น
พบวาชวงเวลาวันที่ 9-12 น้ําตาลรีดิวซลดลงอยางรวดเร็วสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของ
กรดโคจิกที่รวดเร็วเชนกัน  แตเม่ือวันที่ 17 ของการเพาะเลี้ยงพบวาเมื่อผลิตกรดโคจิก
ไดสูงสุดแลวกลับพบวากรดโคจิกจะลดลงอยางรวดเร็ว อาจจะเปนเพราะปริมาณ      
น้ําตาลรีดิวซเหลือนอย    ทําใหความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซมีไมมากพอที่จะทําให
สายใยนําไปใชในการผลิตได กรดโคจิกที่ถูกผลิตขึ้นโดยสายใยจึงถูกนํามาใชแทน เรา
จึงพบวากรดโคจิกมีปริมาณลดลง ทั้งๆที่ควรจะเพิ่มขึ้นในชวงเวลานั้น  แตอยางไรก็
ตามจะเห็นวาเมื่อปรับภาวะที่เหมาะสมจะทําใหผลิตกรดโคจิกไดในปริมาณสูงในระยะ
เวลาที่สั้นกวาการทดลองในขออ่ืนๆที่ยังมิไดมีการปรับภาวะที่เหมาะสมทั้งกับการเติบ
โตและการผลิตกรดโคจิก
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รูปที่ 43 ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ        
คาความเปนกรดดาง และคาออกซิเจนละลาย ที่เปลี่ยนแปลงระหวางการ
ผลิตกรดโคจิกโดย A. oryzae K-13 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เมื่อจัดภาวะใหเหมาะสมตอทั้งการเติบโตและการผลิต
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7 .  ผลการผลิตกรดโคจิกโดยเพาะเลี้ ยงเ ช้ือแบบเติมแหลงคารบอน             
(น้ําตาลทราย) ระหวางการผลิต
         เมื่อเพาะเลี้ยง A. oryzae K-13  ในถังหมักขนาด 2 ลิตร นาน 17 วัน แลว  

ทําการทดลองตอในขวดเขยาตามวิธีการทดลองขอที่ 17  ผลการทดลองพบวากรด    
โคจิกที่ไดมาจากน้ําหมักในถังหมักเทากับ 1.76 g/l  เนื่องจากขณะที่นําน้ําหมักจาก   
ถังหมักนั้นปริมาณน้ําตาลในระบบการผลิตยังคงเหลือประมาณ 20% เพราะฉะนั้นจึงมี
น้ําตาลเหลอืในน้ําหมักจากถังหมักเทากับ 22.33 g/l  และน้ําหนักสายใยแหงเทากับ 
1.84 g/l  หลังจากที่เพาะเลี้ยงตอในขวดเขยาจะมีการผลิตกรดโคจิกสูงสุดถึง 8.98 g/l  
ซึ่งเมื่อคิดเปนปริมาณกรดโคจิกจากสารละลายน้ําตาลทรายที่เติมเขาไปในขวดเขยา 12 
กรัม โดยไมรวมกับกรดโคจิกที่มาจากน้ําหมักในถังหมัก จะไดกรดโคจิกที่ผลิตจาก                      
น้ําตาล 12 กรัม เทากับ 7.22 g/l  สวนน้ําหนักแหงที่ตรวจวัดไดเทากับ 4.94 g/l (รูปที่ 
44)  ซึ่งเมื่อหักน้ําหนักแหงที่มาจากถังหมักจะไดน้ําหนักแหงเพิ่มขึ้นเพียง 3.1 g/l มีการ
เติบโตของสายใยนอยมาก เนื่องจากในสารละลายน้ําตาลทรายที่เติมเขาไปไมมีแหลง
ไนโตรเจนสายใยจึงใชแหลงไนโตรเจนที่ยังคงเหลือจากน้ําหมักที่นํามาจากถังหมัก   
เทานั้นซึ่งคงมีปริมาณเหลืออยูไมมากพอสําหรับการเติบโตตอจึงทําใหมีการเติบโตนอย 

นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชน้ําตาลพบวา มีการสลายน้ําตาลทรายไปเปน
กลูโคสและฟรัคโตสภายในวันที่ 12 ของการเพาะเลี้ยง และมีน้ําตาลรีดิวซในวันสิ้นสุด
การทดลองเทากับ 39.23 g/l (รูปที่ 44)  และเมื่อคิดอัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุดของ
วิธีนี้จะไดถึง 0.527 g/l/d จะเห็นไดวาเมื่อเราเติมน้ําตาลทรายให 12 กรัม จะมีการผลิต
เพิ่มขึ้นไดถึง 7.22 g/l  คิดเปน 0.64 กรัมตอกรัมของน้ําตาลทราย ซึ่งถาเทียบเปน                      
สัดสวนการใชน้ําตาลเพื่อผลิตกรดโคจิกจะคิดเปนประมาณ 72.2% ซึ่งนับวาเปนการ
ผลิตกรดโคจิกที่มีแนวโนมวาจะผลิตไดมากขึ้นนาพอใจ จึงเห็นวาการเติมแหลง
คารบอนเปนวิธีที่สามารถเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกใหมีปริมาณสูงขึ้นได ซึ่งตองหาภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตโดยการเติมแหลงคารบอนเชน เวลาที่เติมแหลงคารบอนหรือ
ปริมาณแหลงคารบอนทีเ่ตมิลงไปเพือ่เพิม่ผลผลติกรดโคจกิเมือ่ใช A. oryzae K-13 ตอไป
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 รูปที่ 44  ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ      
คาความเปนกรดดางและคาออกซิเจนละลาย เมื่อผลิตกรดโคจิกในขวด
เขยาดวยวิธีการเติมแหลงคารบอนระหวางการผลิต
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 8.  ผลการผลิตกรดโคจิกโดยการใชสายใยซ้ํา
 เพาะเลี้ยง A. oryzae K-13  ในถังหมักขนาด 2 ลิตร แลวทําการทดลองผลิต

กรดโคจิกโดยใชสายใยซ้ําตอในขวดเขยาตามวิธีการทดลองขอที่ 18  ผลการทดลอง 
พบวากรดโคจิกที่ติดมาจากน้ําหมักในถังหมักเทากับ 1.32 g/l และมีน้ําตาลที่มาจาก 
น้ําหมักเทากับ 0.8 g/l  น้ําหนักสายใยแหงเทากับ 0.23 g/l  หลังจากใหสายใยที่ผาน
การใชผลิตกรดโคจิกจนไดผลผลิตสูงสุดมาแลวมาผลิตกรดโคจิกตอในขวดเขยาพบวามี
การผลิตกรดโคจิกตั้งแตวันที่ 1 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งเร็วกวาการผลิตกรดโคจิกแบบกะ
ที่ไมไดใชสายใยซ้ําและจากปริมาณน้ําตาลที่อยูในอาหารเพื่อการผลิต 12 กรัม (คิดเปน
ความเขมขนที่ 100 g/l ตามสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตจากภาคผนวก ก.3) จะมี
การผลิตกรดโคจิก (ไมคิดรวมกรดโคจิกที่ไดมาจากถังหมัก) เทากับ 4.35 g/l ซึ่งคิดเปน 
0.36 กรัมตอกรัมของน้ําตาลทราย   คิดเปน  43.5 % ของความเขมขนน้ําตาลทราย  
สําหรับการเติบโต พบวามีการเติบโตมากจนสายใยจับตัวกันเปนกอนใหญจน             
ไมสามารถตรวจวัดหาคาน้ําหนักสายใยแหงจากขวดเขยาไดเมื่อถึงวันที่ 3 ของการ
เพาะเลี้ยง (รูปที่ 45) จะเห็นวาสายใยมีการเติบโตสูงมากเพราะอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชมี
ไนโตรเจนอยูดวยทําใหสายใยมีการนํามาใชเพื่อการเติบโตตอมาเมื่อมีการเติบโตมาก
ขึ้นจึงมีการสรางอินเวอรเทสเพื่อสลายน้ําตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสมากแต
สายใยนําน้ําตาลรีดิวซที่ไดไปใชไดนอยโดยจะใชในการเติบโตมากกวาการผลิตกรด   
โคจิกอยางไรก็ตามยังคงใชน้ําตาลรีดิวซในปริมาณนอยอยูจึงทําใหน้ําตาลที่เหลือ (เมื่อ
คิดจากน้ําตาล 12 กรัม) ซึ่งตรวจวัดไดเทากับ 40.23 g/l (รูปที่ 46)

ถึงแมวาวิธีการใชสายใยซ้ําจะใหผลผลิตนอย แตก็เปนวิธีการเพิ่มผลผลิตที่       
นาสนใจถามีการปรับภาวะการผลิตใหเหมาะสมกวานี้ เนื่องจากไมตองใชเวลาในการ
เติบโตของสายใยจึงนําสายใยมาผลิตกรดโคจิกไดเลย แตในการทดลองนี้มีการใหแหลง
ไนโตรเจนจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมลงไปมากจึงทําใหสายใยมีการเติบโตตอสงผลใหมี
การใชน้ําตาลในการเติบโตแทนการผลิต  จึงเห็นวาควรจะตองมีการหาสูตรอาหารที่
เหมาะสมในการใช สายใยซ้ําเพื่อเพิ่มผลผลิตตอไป
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รูปที่ 46 ปริมาณกรดโคจิก น้ําหนักแหงสายใย น้ําตาลทั้งหมด น้ําตาลรีดิวซ        
คาความเปนกรดดางและคาออกซิเจนละลาย เม่ือผลิตกรดโคจิกใน   
ขวดเขยาดวยวิธีการใชสายใยซ้ํา
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บทที่ 4
สรุปและวิจารณผลการวิจัย

สรุปผลการวิจัย

1. การวิเคราะหกรดอินทรียที่สรางขึ้นโดย Aspergillus oryzae  K-13  ดวยวิธี 
HPLC ยืนยันวาเปนกรดโคจิกเนื่องจากมีชวงเวลาอยูในคอลัมนเชนเดียวกับกรดโคจิก
มาตรฐาน

2. เมื่อทดลองผลิตกรดโคจิกในถังหมักโดย A. oryzae  K-13  เพื่อขยายสวน
การผลิตกรดโคจิกโดยใชภาวะที่เหมาะสมกับการผลิตกรดในขวดเขยา (รพี โรจนอุไร , 
2539)  พบวามีการผลิตกรดโคจิกเพียง 5.22 g/l ในวันที่ 7  แสดงวาในภาวะดังกลาว
ยังไม เหมาะตอการผลิตในถังหมัก จึงทํ าใหเห็นวาการขยายสวนการผลิตกรด  
โคจิก จํ าเปนตองมีการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของการใหอากาศตอการผลิตตอไป  
เนือ่งจากภาวะที่ไมไดจัดใหเหมาะในการขยายสวนนี้คือ การใหอากาศ

3. เมื่อทดลองศึกษาผลของการใหอากาศตอการเติบโตของ A. oryzae  K-13  
และการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยา  พบวาการเพาะเลี้ยงในขวดเขยากนบุบ ซึ่งเปน    
ตัวแทนของภาวะการเติบโตและการผลิตที่มีออกซิเจนละลายมาก จะมีการเติบโต   
มากกวาและเร็วกวาการเพาะเลี้ยงในขวดเขยาปกติซึ่งเปนตัวแทนของการผลิตที่มี
ออกซเิจนละลายปกติคือใหนํ้ าหนักแหงสายใยเทากับ 6.40 g/l  ใชเวลาในการเติบโต  
12 วัน  แตในขวดเขยาปกติจะมีการผลิตกรดโคจิกไดมากกวาขวดเขยากนบุบคือให  
ผลผลติกรดโคจิกเทากับ 39.03 g/l ใชเวลาในการผลิต 20 วัน และการสลายนํ้ าตาล
ทรายไปเปนนํ้ าตาลรีดิวซของขวดเขยากนบุบจะเร็วกวาขวดเขยาปกติ 2 วัน

4. คาออกซิเจนละลายที่เหมาะสํ าหรับการเติบโตของ A. oryzae  K-13   คือที่ 
80% ของอากาศอิ่มตัว  เนื่องจากสามารถทํ าใหมีนํ้ าหนักสายใยแหงมากที่สุดและเร็ว  
ทีสุ่ดเทากับ 8.30 g/l ในชัว่โมงที่ 54  ซึ่งมากกวาและเร็วกวาภาวะการใหคาออกซิเจน
ละลายที่ 40%  60% และ 100% ของอากาศอิ่มตัวตามลํ าดับ และพบวาเมื่อใหภาวะ
การใหคาออกซเิจนละลายสงู จะท ําใหมีการสลายนํ ้าตาลทรายไปเปนกลโูคสและฟรคัโตสได
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เรว็กวา  แตจะไมสามารถจัดภาวะที่คาออกซิเจนละลายที่ 100% ของอากาศอิ่มตัวได 
เนื่องจากมีปญหาในเรื่องสายใยติดขางถังหมัก

5. คาความเปนกรดดางที่เหมาะสํ าหรับการเติบโตของ A. oryzae  K-13  คือที่ 
5.0  ใหมีการเติบโตที่มากและเร็วเทากับ 9.24 g/l ในชั่วโมงที่ 54    และที่คาความเปน
กรดดางเทากับ 5.0  จะมีการสลายนํ้ าตาลทรายหมดไดเร็วที่ชั่วโมงที่ 54  นอกจากนี้  
ยังพบวาเมื่อมีการใหคาความเปนกรดดางที่ตํ่ าจะทํ าใหมีการเริ่มผลิตกรดโคจิกไดเร็ว
กวา

6. การผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะการใหคาออกซิเจนละลาย 80%ของคา
อากาศอิ่มตัว คาความเปนกรดดางที่ 5.0 ซึ่งเหมาะกับการเติบโตเพียงอยางเดียวตลอด
การเพาะเลี้ยงจะทํ าใหไดผลผลิตกรดโคจิกตํ่ าคือใหเพียง 4.84 g/l ในวันสุดทายของการ
เพาะเลี้ยง  และเมื่อผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะคาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคา
อากาศอิ่มตัวตลอดการทดลองแตจัดใหคาความเปนกรดดางตั้งตนที่ 5.0 พบวามี      
ผลผลติกรดโคจิกสูงขึ้นเทากับ 6.98 g/l ในวันที่ 18

7. เม่ือผลิตกรดโคจิกโดยมีการใหคาออกซิเจนละลายและความเปนกรดดาง 2 
ชวง  พบวาภาวะที่เหมาะสมที่ทํ าใหมีการผลิตกรดโคจิกไดดีที่สุดคือ  การจัดภาวะคา
ออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางใหเหมาะกบัการเตบิโตกอนในชวง 54 ชัว่โมงแรก  
ทีค่าออกซิเจนละลายเทากับ 80% ของคาอากาศอิ่มตัว และความเปนกรดดางที่ 5.0 
หลงัจากนั้นปรับคาออกซิเจนละลายลงเปน 50% ของอากาศอิ่มตัว และคอยๆปรับคา
ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2.5 ภายใน 48 ชั่วโมง  ซึ่งในภาวะนี้จะให 
ผลผลติกรดเทากับ 17.64 g/l ในวันที่ 17 ซึ่งเปนผลผลิตกรดที่สูงกวาและเร็วกวาในการ
จัดภาวะอื่นๆ  และมอัีตราการผลติกรดโคจกิสงูสดุเทากบั 0.386 g/l/d

8. เม่ือทดลองผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะที่เหมาะกับการผลิตเพียงอยางเดียว
ตลอดการเพาะเลี้ยง  จะไมไดทํ าใหผลผลิตกรดดีขึ้นเพราะไดกรดโคจิกเล็กนอยเพียง 
9.43 g/l ในวันสุดทายของการทดลอง
           9. ขนาดหัวเชื้อสปอรงอกที่เหมาะตอการผลิตกรดโคจิกในถังหมัก คือ 10%
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลีย้งเชือ้ ใหผลผลติกรดโคจกิเทากบั  17.55 g/l ในวนัที ่17
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10. เมื่อผลิตกรดโคจิกภายใตภาวะที่เหมาะสมในถังหมัก จะทํ าใหผลผลิตกรด
โคจกิสูงสุดเทากับ 20.80 g/l ในวันที่ 17 ของการเพาะเลี้ยง

11. เมื่อทดลองหาความเปนไปไดในการเพาะเลี้ยงแบบเติมแหลงคารบอน
ระหวางการผลิตกรดโคจิกโดยทํ าการทดลองในขวดเขยา พบวาสามารถเพิ่มผลผลิต
กรดโคจิกขึ้นอีก  7.22 กรัม จากนํ้ าตาลทรายที่เติม 12 กรัม  คดิเปน  72.2 % ของ                  
นํ ้าตาลทรายที่ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ  แสดงวาการเติมแหลงคารบอนระหวางการผลิตมี
ความเปนไปไดที่จะทํ าใหมีการผลิตกรดโคจิกเพิ่มขึ้นได

12. เม่ือทดลองหาความเปนไปไดในการผลิตกรดโคจิกโดยการใชสายใยซํ้ าใน
ขวดเขยาพบวามีความเปนไปไดคือ ใหผลผลิตกรดโคจิกเพิ่มขึ้น  4.35  กรัม จาก       
นํ ้าตาลทราย 12 กรัม คิดเปน  43.5 %  ของนํ้ าตาลทรายที่ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ   คือให
ผลผลิตกรดไมมากนัก เพราะมีการเติบโตเพิ่มขึ้นมากเนื่องจากยังไมไดหาสูตรอาหารที่
เหมาะสม  จึงจํ าเปนตองจัดภาวะใหเหมาะตอไป

13. สามารถสรุปผลการทดลองในเรื่องการผลิตกรดโคจิกในถังหมักเปนตาราง
ดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่ 8  อัตราการผลิตกรดโคจิกสูงสุด  กรดโคจิกสูงสุด  วันที่มีการผลิตกรดโคจิก
สงูสดุ  เวลาที่ใชในการสลายนํ้ าตาลทราย  และ นํ้ าตาลรีดิวซที่เหลือในวันสิ้นสุด
การทดลองของการเพาะเลี้ยงเพื่อการผลิตกรดโคจิกในภาวะตางๆ

  การทดลอง
  (เรียงลํ าดับตามผลการวิจัย)

อัตราการ

ผลิตกรด

โคจิก

สูงสุด

(g/l/d)

กรดโคจิก

สูงสุด

    (g/l)

วันที่มีการ

ผลิตกรด

โคจิก

สูงสุด

(วัน)

เวลาที่ใชใน

การสลายนํ้ า

ตาลทราย

(วัน)

นํ้ าตาลรีดิวซที่

เหลือในวัน

ส้ินสุด

การทดลอง

(g/l)

-ผลิตกรดโคจิกในภาวะที่เหมาะกับ

การเติบโตตลอดการเพาะเลี้ยง

(ผลขอ 4.1.1)

0.153 4.84 20 2 55.0
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   การทดลอง
(เรียงลํ าดับตามผลการวิจัย)

อัตราการ

ผลิตกรด

โคจิกสูงสุด

(g/l/d)

กรดโคจิก

สูงสุด

(g/l)

วันที่มีการ

ผลิตกรด

โคจิกสูง

สุด(วัน)

เวลาที่ใชใน

การสลายนํ้ า

ตาลทราย

(วัน)

นํ้ าตาลรีดิวซที่

เหลือในวัน

ส้ินสุด

การทดลอง

(g/l)

-ผลิตกรดโคจิกในภาวะคา

ออกซิเจนละลายที่ 80%ของคา

อากาศอิ่มตัวและ pH ตั้งตนที่ 5.0

 (ผลขอ 4.1.2)

0.283 6.98 18 8 30.46

-เพาะเลี้ยงในภาวะ 80%ออกซิเจน

ละลาย pH 5.0 หลังจากนั้นปรับ

เปน 30% 2.5 ทันที

(ผลขอ 4.2.1)

0.129 7.90 17 2 43.60

-เพาะเลี้ยงในภาวะ 80%ออกซิเจน

ละลาย pH 5.0 หลังจากนั้นปรับ

เปน 30% และคอยๆ pH เปน2.5

ภายใน 48 ชม.

(ผลขอ 4.2.2)

0.369 15.72 18 2 19.52

-เพาะเลี้ยงในภาวะ 80%ออกซิเจน

ละลาย pH 5.0 หลังจากนั้นปรับ

เปน 50% และคอยๆปรับ pH เปน

2.5ภายใน 48 ชม.

(ผลขอ 4.2.3)

0.386 17.64 17 2 15.25

-ผลิตกรดโคจิกในภาวะที่เหมาะกับ

การผลิตกรดโคจิกตลอด

(ผลขอ4.3)

0.148 9.43 20 2 67.73
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  การทดลอง
  (เรียงลํ าดับตามผลการวิจัย)

อัตราการ

ผลิตกรด

โคจิกสูงสุด

(g/l/d)

กรดโคจิก

สูงสุด

(g/l)

วันที่มีการ

ผลิตกรด

โคจิกสูง

สุด(วัน)

เวลาที่ใชใน

การสลายนํ้ า

ตาลทราย

(วัน)

นํ้ าตาลรีดิวซที่

เหลือในวัน

ส้ินสุด

การทดลอง

(g/l)

-ผลิตกรดโคจิกโดยแปร           5%

%หัวเชื้อสปอรงอก                10%

(ผลขอ 5)                             15%

0.080

0.364

0.346

4.60

17.55

17.98

18

17

18

3

2

2

42.45

15.32

14.15

-ผลิตกรดโคจิกในภาวะที่เหมาะสม 

(ผลขอ 6)

0.351 20.86 17 2 12.62

วิจารณผลการวิจัย

กอนที่จะทํ าการทดลองเพิ่มผลผลิตการขยายสวนผลิตกรดโคจิก    ได
ทดลองผลิตกรดโคจิกในถังหมักโดย   A. oryzae  K-13  เพื่อตองการลองขยายสวน
ผลิตในถังหมักโดยจัดภาวะใหเหมาะกับการผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาตามผลการ
ทดลองของ รพี โรจนอุไร (2539) คือผลิตกรดโคจิกในขวดเขยาที่อุณหภูมิ 30องศา
เซลเซียส ความเปนกรดดาง  ตั้งตนที่ 4.5  โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะกับการผลิต
(ภาคผนวก ก.3)  พบวาให   ผลผลิตกรดโคจิกเพียงเล็กนอยเทากับ 5.22 g/l ในเวลา 7
วนั  ทีเ่ปนเชนนี้เนื่องจาก   ยังไมไดจัดภาวะการใหอากาศและขนาดหัวเชื้อที่เหมาะสม
ซึ่ง Rosfarizan และคณะ (1998) ก็พบวาเมื่อมีการผลิตกรดโคจิกในระดับขยายสวน
โดยใชแปงสาคูจะทํ าใหมี  ผลผลิตกรดโคจิกที่ลดลง  เนือ่งมาจากการจดัภาวะการให
อากาศทีไ่มเหมาะสมเชนกนั   นอกจากนี้จากการทดลองนี้พบวา มีการผลิตกรดโคจิกเพิ่ม
ขึน้อยางรวดเร็วในวันที่ 3  จนกระทั่งมีผลผลิตกรดโคจิกสูงสุดในวันที่ 7 ปริมาณกรดโค
จกิกลับลดลงอยางรวดเร็ว ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Rosfarizan และคณะ
(1998) เชนกันที่พบวาเมื่อมีการผลิตกรดโคจิกสูงสุดแลวกลับลดลงอยางรวดเร็ว  ซึ่ง
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Rosfarizan และคณะสรุปวา   การใหอากาศที่ไมเหมาะสมนาจะเปนสาเหตุที่ทํ าใหการ
ผลติกรดโคจิกไมมีเสถียรภาพมากพอที่จะคงประสิทธิภาพในการผลิตตอไป  แตในการ
ทดลองผลิตกรดโคจิกในภาวะนี้การเติบโตกลับเปนคาที่อยูในระดับสูงพอสมควรเนือ่ง
จากนํ ้าตาลทีถ่กูสลายโดย                          อินเวอรเทสจะถกูน ําไปใชในการเตบิโต โดยพบวา
ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมดลดลงอยางมากในระหวางวันที่นํ้ าหนักแหงสายใยเพิ่มขึ้นมาก
เชนเดียวกัน  และเมื่อพิจารณาดูการผลิตกรดโคจิกกลับไมเพิ่มขึ้นในชวงแรกแตหลัง
จากนัน้จะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  ดังนั้นอาจจะเปนไปไดวานํ้ าตาลที่ถูกสลายจะถูกนํ ามา
ใชในการเติบโตกอน เมื่อมีการเติบโตถึงระดับหนึ่งระบบเอนไซมจึงพรอมที่จะผลิตกรด
โคจกิจึงพบวามีการผลิตกรดโคจิกขึ้น แต   หลังจากที่ปริมาณกรดโคจิกลดลงพบวามี
นํ ้าหนกัแหงสายใยจะสูงขึ้นแทน ซึ่งอาจจะเปนไปไดที่มีการนํ านํ้ าตาลมาใชในการเติบ
โตแทนการผลิต และอาจจะมีการนํ ากรด  โคจิกมาใชในการเติบโตดวยก็ได  แตเนื่อง
จากมีการสลายนํ้ าตาลที่สลายไดถูกนํ ามาใชเติบโตมากจึงทํ าใหเหลือวัตถุดิบในการ
ผลติกรดโคจิกนอยซึ่งทํ าใหมีการผลิตกรดโคจิกตํ่ า จากผลการทดลองนี้จึงทํ าใหเห็นวา
การปรับคาการใหอากาศและปจจัยอื่นที่จะมีผลตอการผลิตนาจะทํ าใหมีการผลิตกรด
โคจกิสงูขึ้น ดังนั้นในเบื้องตนจึงทดสอบหาผลของภาวะการใหอากาศที่แตกตางกันตอ
การเติบโตและการผลิตในระดับขวดเขยากอน เพื่อใชเปนแนวทางในการหาภาวะการ
ใหอากาศที่เหมาะสมในถังหมักตอไป

เมือ่ทดลองหาผลของการใหอากาศตอการเตบิโตและการผลติ A. oryzae K-13
ในระดบัขวดเขยากอนที่จะเพาะเลี้ยงในระดับถังหมัก โดยใหขวดเขยากนบุบเปน
ตวัแทนของภาวะการเพาะเลี้ยงที่มีการละลายออกซิเจนมากกวาปกติ    พบวาการใช
ขวดกนบุบใหการเติบโตมากกวาในขวดเขยาปกติ แตการผลิตกรดโคจิกกลับมีนอยกวา
ในขวดเขยาปกติ   จากผลการทดลองนี้จึงทํ าใหเห็นวาภาวะการละลายของออกซิเจนที่
เหมาะกับการเติบโตของสายใยและการผลิตกรดโคจิกไมใชคาเดียวกัน  ซึ่งสอดคลอง
กับ Ariff และคณะ (1996)  ที่มีการศึกษาโดยตั้งขอสังเกตวาภาวะความตองการของ
ออกซิเจนในชวงการเติบโตและการผลิตไมเทากัน  เมื่อพิจารณาถึงความตองการ
ออกซิเจนพบวา ในกระบวนการผลติกรดโคจกิตองอาศยัปฏกิริิยาทางเคมทีัง้ออกซเิดชัน่และ
ดไีฮโดรจเีนชัน่ ดงันัน้ปริมาณออกซิเจนที่ตองการจะอยูในระดับหนึ่งเทานั้น เพราะมิใช
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การผลิตกรดที่อาศัยปฏิกริยาออกซิเดชัน่เพียงอยางเดียว แตปริมาณออกซิเจนก็มีความ
ส ําคญัตอการผลิตกรดโคจิก  เนื่องจากออกซิเจนจะเปนปจจัยสํ าคัญที่จะกระตุนเซลล
ราเพื่อสรางกลูโคส–6–ฟอสเฟตดีไฮโดรจิเนส และ กลูโคสดีไฮโดรจิเนส  ซึ่งเปนเอนไซม
ที่สํ าคัญในวิถีการผลิตกรดโคจิกดวย (Ariff และคณะ , 1996) เมื่อพิจารณาการสลาย
นํ ้าตาลทรายก็พบวา ในขวดเขยากนบุบจะมีการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและ
ฟรัคโตสหมดกอนในขวดเขยาปกติ จึงเปนที่นาสังเกตวาคาออกซิเจนละลายที่ตางกัน
นาจะมีผลตอการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสดวย เพราะในภาวะที่มี
การเติบโตสูงจะมีการสรางอินเวอรเทสเพื่อมาสลายนํ้ าตาลทรายหรือนํ้ าตาลซูโครส    
ไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสไดดีกวา  ดังนั้นเมื่อการใหคาออกซิเจนละลายสูงทํ าใหการ
เตบิโตดีกวาจึงทํ าใหมีการสลายนํ้ าตาลไดดีดวย และมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปน
กรดดางในแบบแผนเดียวกัน โดยที่จะมีการลดลงจาก 4.5 เปน 2.5 และพบวากรดโคจิก
จะสรางในชวงคาความเปนกรดดางตํ่ า ซึ่งสอดคลองกับ Katakiri และ Kitahara (1933)
ทีพ่บวาความเปนกรดดางที่เหมาะสมกับ A. oryzae ในการเติบโตจะอยูในชวง 5.0 แต
ส ําหรับการผลิตกรดโคจิกจะมีคาอยูที่ 2.4
                       จากผลการทดลองที่ไดกลาวไปทํ าใหเห็นวาความตองการอากาศในชวง
การเติบโตและการผลิตไมเหมือนกัน  นอกจากนี้ก็ยังพบวาภาวะคาความเปนกรดดางที่
เหมาะกบัการเติบโตและการผลิตก็ไมเทากัน  ดังนั้นจึงแบงการศึกษาออกเปน 2 ชวง 
คอื ชวงการเติบโตและชวงการผลิต  เพื่อหาคาการใหอากาศ (ซึ่งใชคาออกซิเจนละลาย
เปนตัวแปรบอกปริมาณการใหอากาศ) และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมในแตละ
ชวง  สอดคลองกับเหตุผลของ Ariff และคณะ (1996) ที่ทํ าการทดลองใหคาออกซิเจน
ละลายเปน 2 ชวงเนื่องจากพบวาคาออกซิเจนละลายในการเติบโตและการผลิตกรด  
โคจิกของ A. flavus จะมีคาไมเทากัน

จากแนวคิดที่วาเมื่อทํ าใหมีปริมาณสายใยมากในชวงการเติบโตจะทํ า
ใหมีปริมาณสายใยที่จะมาผลิตกรดโคจิกไดมากขึ้นดวย  เนื่องจากกรดโคจิกจัดอยูใน
กลุมของสารเมตาโบไลทที่จะสรางขึ้นหลังจากรามีการเติบโตเขาสูภาวะคงที่และสูงสุด
แลว (Arnstien และ Bentley, 1951 ; Beelik, 1956, Bajpai,1982) ดังนั้นถามีการทํ า
ใหการเติบโตมากจะสงผลใหมีการผลิตมากขึ้นดวยและเมื่อหาคาออกซิเจนละลายที่
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เหมาะสมตอการเติบโตของสายใยโดยแปรคาออกซิเจนละลายที่ 100% , 80% , 60% 
และ 40%ของคาอากาศอิ่มตัว พบวาที่คาออกซิเจนละลาย 80% ของคาอากาศอิ่มตัว
จะใหการเติบโตสูงที่สุดและเขาสูภาวะการเติบโตคงที่ไดเร็วที่สุดดวย  เนื่องจากเมื่อให
ปริมาณออกซิเจนละลายมากจะทํ าใหมีการเติบโตไดดี เพราะออกซิเจนมีสวนสํ าคัญใน
การหายใจเพื่อการสันดาปใหไดพลังงาน ถาทํ าใหที่คาออกซิเจนละลายสูงจะสงผลใหมี
การเตบิโตดี แตจากผลที่ไดพบวาคาออกซิเจนละลายที่สูงที่สุดคือ 100% ของอากาศ
อ่ิมตวั  กลับใหการเติบโตที่นอยกวาที่ระดับออกซิเจนละลาย 80% ของอากาศอิ่มตัว  
ทัง้นีเ้นื่องจากเพื่อใหบรรลุคาออกซิเจนละลายที่สูงที่ 100% ของอากาศอิ่มตัว ตองมี
การกวนที่แรงขึ้นและใหอากาศมากจนทํ าใหสายใยถูกพัดและมาเกาะติดขางถัง
ปริมาณมาก  ทํ าใหในนํ้ าหมักมีสายใยเบาบางจึงทํ าใหเกิดความคลาดเคลื่อนในการ
ตรวจวัดนํ้ าหนักแหงสายใยที่เก็บจากนํ้ าหมัก  ดังนั้นจึงไมสามารถนํ ามารวมพิจารณา
หาความเหมาะสมในการเติบโตได

เมื่อพิจารณาถึงการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสใน
ภาวะการใหคาออกซิเจนละลายตางๆกันพบวา เมื่อมีการใหคาออกซิเจนละลายมากจะ
ทํ าใหมีการสลายนํ ้าตาลไดเรว็กวา เนือ่งจากการเตบิโตทีม่ากและรวดเรว็จงึอาจมกีารสราง
อินเวอรเทสมากสงผลใหมีการสลายนํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส  (ซึ่งตรวจ
วัดในรูปของนํ้ าตาลรีดิวซ) ไดเร็วดวย

จากการทดลองนี้ชวงเวลาที่ตัดสินวามีการสลายนํ้ าตาลทรายหมดนั้น
คิดจากปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซที่ใกลเคียงกับคานํ้ าตาลทั้งหมด เนื่องจากไมสามารถ
ตรวจพบชวงเวลาที่นํ้ าตาลทั้งหมดเทากับนํ้ าตาลรีดิวซไดพอดีในทุกการทดลอง อาจ
จะเปนเพราะวิธีที่ใชในการตรวจสอบนํ้ าตาลทั้ง 2 ประเภทเปนคนละวิธีจึงมีความแตก
ตางสงผลใหคาที่วัดไดคลาดเคลื่อนกันบางได  โดยในการทดลองนี้ไดใชวิธีตรวจวัดนํ้ า
ตาลทั้งหมดดวยวิธีฟนอลและกรดซัลฟุริก (Hansan และ Phillip, 1981)   จากงานวิจัย
ทีใ่ชวิธีนี้ในการตรวจวัดนํ้ าตาลทั้งหมด เชน รพี โรจนอุไร (2539) ก็พบวาเปนวิธีที่ตอง
ระมัดระวังในหลายเรื่อง เชน เวลาที่รอใหเกิดปฏิกริยา ความแรงในการเติมกรดซัลฟุริก 
และความเจือจางที่ไมเหมาะสมของตัวอยางนํ้ าตาลที่นํ ามาตรวจสอบ   จะเห็นวาคา
นํ ้าตาลทั้งหมดบางคาที่ตรวจวัดไดในการทดลองนี้จะมีคาที่แปรปรวน  เล็กนอย แต
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เนือ่งจากเปนวิธีที่มีคาใชจายนอย หลายๆงานวิจัยจึงจํ าเปนตองเลือกใชวิธีดังกลาว ถึง
แมวาการตรวจวัดนํ้ าตาลทั้งหมดจะมีความคลาดเคลื่อนอยูบาง แตสํ าหรับงานวิจัยนี้
ผลดังกลาวก็สามารถบอกแนวโนมในการสลายนํ้ าตาลทรายไดอยางถูกตอง

เมื่อไดคาออกซิเจนละลายที่เหมาะกับการเติบโตแลวจึงมาหาคาความ
เปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตดวย เนื่องจากคาความเปนกรดดางเปนอีกปจจัย
หนึง่ทีส่ ําคัญตอระบบเอนไซมในการเติบโต  การสลายนํ้ าตาล และการผลิตกรดโคจิก
ในการหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเติบโต เพื่อใหไดการเติบโตที่เร็วและ
สูงที่สุดภายใตภาวะคาออกซิเจนละลายที่เหมาะสมที่ศึกษามาแลวคือที่ 80%ของคา
อากาศอิ่มตัว  ไดทํ าการแปรคาความเปนกรดดางในการเพาะเลี้ยงที่  4.0   4.5   5.0  
5.5 และ 6.0  พบวาการเติบโตใชเวลาเร็วและใหนํ้ าหนักแหงสายใยที่สูงเมื่อจัดภาวะ 
คาความเปนกรดดางที่  5.0  สอดคลองกับ Katagiri และ Kitahara (1933) ที่พบวา   
คาความเปนกรดดางประมาณ 5.0 จะเปนคาความเปนกรดดางที่เหมาะตอการเติบโต
ของ A. oryzae และ  Lin (1976) พบวาคาความเปนกรดดางตัง้ตนทีใ่ชในการเพาะเลีย้ง
Aspergillus parasiticus UNBF-A12 จะอยูในชวง 4.0-5.0  ซึ่งหมายความวา ถามีการ
จดัคาความเปนกรดดางตั้งตนเทากับ  5.0 กอนเพื่อใหเติบโตไดดีจะสงผลใหการผลิต
กรดดีดวย  เนื่องจากในการหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะตอการเติบโตไดมีการจัด
ภาวะคาออกซิเจนละลายที่เหมาะสมแลว จึงเห็นไดวานํ้ าหนักแหงสายใยของภาวะ     
ที่เหมาะที่สุดของการหาคาออกซิเจนละลาย (ซึ่งยังไมไดหาคาความเปนกรดดางที่
เหมาะสม) จึงมีนํ้ าหนักแหงสายใยนอยกวา ภาวะที่เหมาะสมที่สุดของการหาคาความ
เปนกรดดาง (ซึ่งไดคาออกซิเจนละลายที่เหมาะสมแลว) จึงเห็นไดวาคาความเปน    
กรดดางเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเติบโตของสายใยใหสูงขึ้นดวย เนื่องจากการ    
ควบคุมคาความเปนกรดดางในการเพาะเลี้ยงทํ าไดงายโดยแทบจะไมมีการแปรปรวน
จึงทํ าใหผลการแปรปรวนของคาความเปนกรดดางตอการเตบิโตไมสงผลกระทบใหเกดิ
ความคลาดเคลือ่นของคานํ ้าหนกัแหงสายใย

เมื่อพิจารณาการสลายนํ้ าตาลของการหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะ
กบัการเติบโตพบวาเมื่อจัดภาวะคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-5.5 จะใหการสลาย
นํ้ าตาลที่รวดเร็วภายใน 48-54 ชั่วโมง สอดคลองกับ Rosenberg และคณะ (1992) ซึ่ง
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พบวาอินเวอรเทสในกลุมรา Aspergillus sp. จะทํ างานไดดีในชวงความเปนกรดดาง
เทากับ 4.0-5.0 เชนกัน เมื่อเริ่มการเพาะเลี้ยงพบวาทุกภาวะคาความเปนกรดดางมี
ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว แตในภาวะคาความเปนกรดดางที่ 5.0  สาย
ใยจะนํ าไปใชในการเติบโตไดเร็วที่สุด   แตในภาวะอื่นๆเชนในคาความเปนกรดดางที่ 
4.0 และ 4.5 พบวามีการเติบโตชวงแรกเพิ่มไดเล็กนอย ถึงแมวาที่คาความเปนกรดดาง
ที ่ 4.5 จะมีการสลายนํ้ าตาลไดมากและเร็วแตกลับมีการเติบโตที่ไมมาก เนื่องจากที่คา
นี้อาจจะเหมาะตอการสรางสารเมตาโบไลทชนิดอื่นแทนที่จะนํ านํ้ าตาลมาใชในการเติบ
โต แตเมื่อใหคาความเปนกรดดางมากขึ้นที่  5.5  และ 6.0 พบวาการเติบโตแทบจะคงที่
ในชวงแรกถึงแมจะมีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นก็ตาม แสดงวาคาความเปนกรดดาง
ในชวงทีท่ดลองนี้มีผลตออินเวอรเทสตางกันเล็กนอย โดยใชเวลาสลายนํ้ าตาลทรายไป
เปนกลูโคสและฟรคัโตสอยูในชวง 48-66 ชั่วโมงถึงแมวาจะมีการสลายนํ้ าตาลทรายได
อยางรวดเร็วแตไมไดสงผลใหสายใยนํ าไปใชไดเร็วในทุกภาวะ ซึ่งหมายความวา        
คาความเปนกรดดางที่เปลี่ยนไปนี้ส งผลตอระบบเอนไซมในการเติบโตมากกวา           
อินเวอรเทสโดยพบวาในภาวะคาความเปนกรดดางที่  5.0 จะมีการนํ านํ้ าตาลมาใชได
อยางรวดเร็วที่สุด เนื่องจากมีการเติบโตรวดเร็วจึงมีการสรางอินเวอรเทสมากสงผลใหมี
การสลายนํ้ าตาลไดเร็วและที่คาความเปนกรดดางนี้ชวงสงเสริมระบบการทํ างานของ
เอนไซมในการเติบโตทํ าใหสายใยนํ าไปใชเพื่อการเติบโตไดเร็วและมากดวย  นอกจากนี้
พบวาที่คาความเปนกรดดางที่ตํ่ าลงจะพบวาสามารถสรางกรดโคจิกได เมื่อหาภาวะที่
เหมาะกับการเติบโตไดแลวคือ คาออกซิเจนละลายที่ 80%ของคาอากาศอิ่มตัว และคา
ความเปนกรดดางที่ 5.0 จึงทํ าการทดลองตอไปในสวนของการผลิตกรดโคจิก  โดยที่จะ
แปรรูปแบบการจัดภาวะเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมกับการผลิตกรดโคจิก  พบวาการ
ทดลองที่จัดคาออกซิเจนละลายและคาความเปนกรดดางใหเหมาะกับการเติบโตตลอด
การทดลองใหผลผลิตกรดโคจิกตํ่ ากวาเมื่อจัดคาออกซิเจนละลายที่เหมาะตลอดการ
ทดลองแตจัดเฉพาะคาความเปนกรดดางตั้งตนที่ 5.0 ที่เปนเชนนี้เพราะเมื่อจัดคาความ
เปนกรดดางตั้งตนที่เหมาะจะมีการลดลงของคาความเปนกรดดางเปน  2.7  ในวันที่ 2 
ของการเพาะเลี้ยง จึงทํ าใหไดภาวะที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิกสอดคลองกับ 
Ogawa และคณะ (1995), Ariff และคณะ (1996) ,  Kwak และJoon (1992) ที่วา คา
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ความเปนกรดดางทีเ่หมาะกบัการผลติกรดโคจกิโดยรา A. oryzae  จะอยูในชวง 2.5-3.0 จาก
ผลการทดลองนี้ทํ าใหเห็นวาคาความเปนกรดดางนาจะสงผลตอการทํ างานของเอนไซม
ในการผลิตกรดโคจิกดวย

จากผลการทดลองในขวดเขยาที่แสดงใหเห็นวาในชวงการผลิต
ตองการออกซิเจนละลายที่ตํ่ ากวาการเติบโตและเมื่อทํ าการทดลองแปรคาออกซิเจน
ละลายและคาความเปนกรดดางในชวงการผลิตตางกัน โดยจัดภาวะใหเหมาะกับการ
เติบโตในชวงแรกของการเพาะเลี้ยง พบวาการผลิตที่จัดคาออกซิเจนละลายที่ 50%
ของคาอากาศอิ่มตัวและคาความเปนกรดดางที่ 2.5 โดยคอยๆปรับภายใน 48 ชั่วโมง 
จะเหมาะกวาเมื่อปรับคาออกซิเจนละลายเปน 30%ของคาอากาศอิ่มตัวหรือปรับคา
ความเปนกรดดางเปน 2.5 ทันที  ถาเปนเชนนี้นาจะเพราะวาความตองการออกซิเจน
ละลายเพื่อการเติบโตและการผลิตไมเทากัน  ซึ่งสอดคลองกับ Ariff ที่รายงานวา    
ความตองการออกซิเจนละลายของ A. flavus ในชวงการเติบโตจะมากกวาชวงการผลิต
กรดโคจิก และเพราะคาความเปนกรดดางในชวงการเติบโตและการผลิตก็จะไมใชคา
เดียวกัน สอดคลองกับ Katagiri และKitahara (1933) ที่พบวา A.oryzae มีคาความ
เปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตที่ 5.0 และเหมาะกับการเติบโตที่ 2.4 นั่นเอง แตการ
ปรับคาความเปนกรดดางในชวงการผลิตก็ตองปรับอยางถูกวิธีดวย คือคอยๆลดลง
เพราะถามีการปรับลดลงทันทีจะทํ าใหผลผลิตกรดนอยเนื่องจากประสิทธิภาพในการ
ผลิตถูกจํ ากัด ตองใชเวลาปรับตัวตอภาวะการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางที่รวด
เร็วกระทันหัน ซึ่งอาจสงผลใหเอนไซมในการผลิตถูกทํ าลายหรือไมสามารถทํ างานได
เต็มที่

ในการทดลองจัดภาวะที่เหมาะกับการผลิตเพียงอยางเดียว  พบวาให 
ผลผลติกรดโคจิกตํ่ ากวาเมื่อปรับเปน 2 ชวง เพราะถึงแมวาภาวะดังกลาวเหมาะตอการ
ท ํางานของเอนไซมที่ใชผลิตกรดโคจิก แตเนื่องจากมีภาวะไมเหมาะตอการเติบโตจึงทํ า
ใหไดปริมาณการเติบโตตํ่ า  สงผลใหมีสายใยที่จะใหเอนไซมผลิตกรดโคจิกไดนอยดวย
ถึงแมวาจะมีเอนไซมที่มีประสิทธิภาพในภาวะนี้แตก็มีปริมาณนอยเกินไปที่จะนํ ามา
เพิม่ผลผลิตกรดโคจิกได  ผลการทดลองหาภาวะที่เหมาะกับการผลิตกรดโคจิกในงาน
วจิัยนี้สอดคลองกับ Ariff และคณะ (1996) ที่พบวาเมื่อจัดคาออกซิเจนละลายเพียง  
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คาเดียวตลอดจะใหผลผลิตกรดโคจิกที่นอยกวาภาวะการใหอากาศเปน 2 ชวง โดยที่ 
Ariff และคณะ พบวาคาออกซิเจนละลายที่เหมาะกับการผลิตคือ 30% ของคาอากาศ
อ่ิมตัวแตในงานวิจัยนี้คือ 50%ของคาอากาศอิ่มตัว   อยางไรก็ตาม Ariff ไมมีการปรับ
คาความเปนกรดดางแคจัดคาความเปนกรดดางตั้งตนที่ 3.5 เทานั้น แตในงานวิจัยนี้
พบวาตองมีการปรับคาความเปนกรดดางใหเหมาะกับการเติบโตที่ 5.0 และใหเหมาะ
กับการผลิตที่   2.5

ในการทดลองแปรขนาดหัวเชื้อสปอรงอก  พบวาเมื่อมีการใหขนาด   
หัวเชื้อสปอรงอกมากขึ้นก็พบวานํ้ าหนักแหงสายใยก็มากขึ้น  การผลิตกรดโคจิกก็มาก
ขึ้นตาม แตเม่ือพิจารณาความเหมาะสมในการเลือกใชเพื่อการผลิตกรดโคจิกที่คุมคา 
จึงเลือกขนาดหัวเชื้อสปอรงอกเทากับ 10%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
เนือ่งจากใหผลผลิตกรดโคจิกในปริมาณสูง  ใกลเคียงกับเมื่อใชหัวเชื้อสปอรงอกขนาด 
15%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และที่ขนาดหัวเชื้อสปอรงอก  10%
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนคาที่สอดคลองกับการทดลองของ Ariff
และคณะ (1996) ทีเ่ลอืกใชขนาดหวัเชือ้สปอรงอกของ A. flavus  ในการผลติในถงัหมกัที่ 
10%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ในการทดลองเชนกัน    จะเห็นไดวาที่   
หัวเชื้อสปอรงอกที่ 15%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีนํ้ าหนักแหงสายใยที่
สงูกวาใชหัวเชื้อที่ 10%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ   เมื่อมีปริมาณสายใย
หนาแนนมากการสงถายออกซิเจนและอาหารจะไมดีจึงเห็นวาผลผลิตกรดโคจิกที่ภาวะ
นีไ้มมากเทาที่ควร และที่10%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีการใชนํ้ าตาล
มากกวาที่ 15%ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ทั้งๆที่ 10%ปริมาตรตอ
ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อมีนํ้ าหนักแหงสายใยนอยกวาที่ 15%ปริมาตรตอปริมาตร
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงวาการทํ างานของเอนไซมเม่ือมีปริมาณสายใยไมหนาแนน
เกินไปจะทํ างานไดดีจึงทํ าใหนํ้ าตาลถูกใชไปในการผลิตกรดโคจิกมากกวาที่ 15%
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อใช  และจะพบวาเมื่อมีการใชขนาดหัวเชื้อสปอร
งอกนอยเกินไปคือ 5%ปริมาตรตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อจะใหประสิทธิภาพในการ
ผลติกรดตํ่ า   เมื่อพิจารณาถึงการสลาย      นํ้ าตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตสพบ
วา เมื่อมีปริมาณหัวเชื้อมากก็จะมี          ประสิทธิภาพในการสลายนํ้ าตาลสูงดวย เนื่อง
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จากเมื่อมีสายใยมากความสามารถในการสรางอินเวอรเทสก็มาก ทํ าใหมีการสลายนํ้ า
ตาลทรายไปเปนกลูโคสและฟรัคโตส เพื่อใชในการเติบโตมากดวย จึงเห็นวามีการ
สลายนํ้ าตาลทรายไดเร็วกวาเมื่อมีสายใยนอยกวา แตอยางไรก็ตามในภาวะที่ใช 10%
ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ   ก็เปนภาวะที่เหมาะทั้งในดานการเติบโตการ
ผลิตและความคุมคาในการทดลอง

 จากการทดลองที่ผานมาพบวามีผลผลิตกรดโคจิกสูงเพียงระดับหนึ่ง                      
จึงสนใจที่จะทํ าการทดลองปรับปรุงการผลิตเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกโดยการเติม
แหลงคารบอน(นํ้ าตาลทราย)ระหวางการผลิต  พบวาไดกรดโคจิกถึง  72.2% ของ
ปริมาณนํ้ าตาลที่เติม ซึ่งเปนผลผลิตที่นาพอใจเพราะมีการเติมเฉพาะแหลงคารบอน
เทานั้น สอดคลองกับรายงานของ Bajpai และคณะ (1992)     ที่พบวาสามารถใช  A.
oryzae ทีผ่านการผลิตกรดมาแลวมาผลิตกรดโคจิกตอไดเมื่อมีแตแหลงคารบอน  เพียง
อยางเดียว  ซึ่งถามีการเติมสารอาหารมากกวาหนึ่งครั้ง สูตรอาหารที่เติมควรจะมีแหลง
ไนโตรเจนดวย   เนื่องจากมีการศึกษาวาการเติมแหลงไนโตรเจนระหวางการผลิตกรด
โคจิกใชโดย A. flavus NRRL484  พบวาถึงแมจะไมสามารถทํ าใหผลผลิตกรด     โคจิก
เพิ่มขึ้นไดแตสามารถทํ าใหสายใยดํ ารงชีวิตอยูได (Ariff และคณะ, 1996)  ซึ่งในการ
ทดลองนี้ถามีการเติมสารอาหารมากกวาหนึ่งครั้งก็ควรจะมีการใหแหลงไนโตรเจน   
รวมกับแหลงคารบอนเพื่อรักษาความสามารถในการผลิตและเพื่อใหสายใยดํ ารงชีวิต
อยูตอไปได จะเห็นวาวิธีนี้จึงเปนวิธีที่มีความเปนไปไดในการเพิ่มผลผลิตกรดได   แต
อยางไรก็ตามการทดลองนี้ยังใหผลผลิตไดไมดีเทาที่ควร อาจเปนเพราะยังไมไดจัด  
บางภาวะใหเหมาะสม เชน ระยะเวลาที่จะเติมสารอาหาร หรือปริมาณสารอาหารที่เติม
ลงไป

การลดตนทุนการผลิตและการเพิ่มผลผลิตที่นิยมใชกันอีกวิธีหนึ่งคือ การ
ใชสายใยซํ้ า ในการทดลองนี้ใชสายใยที่ไดจากนํ้ าหมักจากการผลิตในถังหมักเมื่อมีการ
ผลติกรดโคจิกสูงสุดมาผลิตกรดโคจิกในอาหารสูตรเพื่อการผลิตที่เคยใช โดยเพาะเลี้ยง
ในขวดเขยาผลการทดลองพบวา  ความสามารถในการใชนํ้ าตาลเพื่อผลิตกรดโคจิกเทา
กับ 43.5 %ของความเขมขนนํ้ าตาลทราย 100 g/l (ตามสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการ
ผลิต ในภาคผนวก ก.3) และยังพบวามีการเติบโตของสายใยมากจนกระทั่งสายใย    
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จับตัวเปนกอนใหญ เนื่องจากในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตประกอบไปดวยแหลง
ไนโตรเจนที่มากพอที่จะทํ าใหสายใยเติบโตเพิ่ม  การที่สายใยเติบโตเพิ่มจะทํ าใหมีการ
นํ าแหลงคารบอนไปใชในการเติบโต ซึ่งถามีสายใยมากก็จะมีการใชแหลงคารบอนใน
การเตบิโตมาก เพราะฉะนั้นจึงมีแหลงคารบอนเพื่อผลิตกรดโคจิกนอยลง การผลิตกรด
โคจกิดวยวิธีนี้จึงไดผลผลิตกรดนอย  นอกจากนี้  ผลการทดลองพบวาการสลายนํ้ าตาล
ทรายจะสลายไดไมหมด อาจเนื่องจากสายใยที่จับตัวกันเปนกอนใหญทํ าใหผิวสัมผัส
ระหวางสายใยรา อาหาร และอากาศลดลง      ทํ าใหอินเวอรเทสทํ างานไดไมเต็มที่ การ
สลายนํ้ าตาลทรายเปนกลูโคสและฟรัคโตสจงึชา  สงผลใหสารตั้งตนที่จะใชผลิตกรดโค
จกินอยลงกรดโคจิกที่ไดในการทดลองนี้จึงมีปริมาณนอย   จะเห็นวาวิธีการนี้มีความ
เปนไปไดในการเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกจึงมีผูสนใจที่จะศึกษาการใชสายใยซํ้ าเพื่อเพิ่มผล
ผลติกรด เชน จินตนา ไกรวัฒนพงศ (2535) ที่พบวาการใชสายใยซํ้ าในการผลิตกรดกลู
โคนิกในถังหมัก โดย Aspergillus niger G153 ทํ าใหมีการเพิ่มผลผลิตกรดไดอยาง
มาก  แตอยางไรก็ตามในการทดลองนี้ยังไมไดผลผลิตเปนที่นาพอใจ เนื่องจากมีแหลง
ไนโตรเจนมากเกินไปทํ าใหมีการเติบโตมากไป ประกอบกับสายใยที่นํ ามาใชเคยถูกใช
ผลติมาแลว อายุของสายใยที่มากนี้สงผลใหมีประสิทธิภาพของเอนไซมที่มีทํ าการผลิต
กรดโคจิกไดไมเต็มที่ และสายใยนี้อยูในภาวะที่ขาดแหลงไนโตรเจนมากอนในถังหมัก  
การซอมแซมและฟนฟูสายใยจึงทํ าไดยาก  จึงควรตองมีการปรับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อให    
เหมาะสมเพื่อไมใหมีการเติบโตมากเกินไปแตตองมีการเพิ่มปริมาณสายใยในการผลิต
ควบคูกันไปดวย

เนื่องจากพบวามีการศึกษาการผลิตกรดโคจิกจากนํ้ าตาลทราย ในงาน
วจิยัของ รพี โรจนอุไร (2539)ซึ่งไดผลผลิตกรดสูงโดยเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. oryzae K-13 
ในขวดเขยา  ในงานวิจัยนี้จึงทํ าการทดลองผลิตกรดโคจิกในถังหมักเพื่อขยายสวนผลิต
และหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดโคจิกในถังหมัก พบวาในการเพาะ A. oryzae
K-13 เพื่อการผลิตกรดโคจิกในถังหมักโดยใชนํ้ าตาลทรายเปนแหลงคารบอนสามารถที่
จะผลิตกรดโคจิกไดแตมีผลผลิตกรดลดลง ตอเมือ่มีการปรบัภาวะการใหอากาศ คาความ
เปนกรดดางที่เหมาะกับการเติบโตและการผลิตกรดโคจิก  และหาขนาดหัวเชื้อที่   
เหมาะสมแลวผลผลิตกรดโคจิกจึงเพิ่มขึ้น แตเมื่อมาวิเคราะหผลการทดลองพบวาการ
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ใชนํ้ าตาลเพื่อการผลิตยังใชนอยมากทํ าใหเหลือปริมาณนํ้ าตาลเมื่อสิ้นสุดการทดลอง
มาก แตในขณะเดียวกันในบางการทดลองก็พบวาปริมาณของกรดโคจิกกลับลดลงเมื่อ
ยังคงมีนํ้ าตาลในระบบอยู ซึ่งคาดวานาจะมีการใชกรดโคจิกรวมดวยทั้งๆที่ปริมาณ   
นํ้ าตาลในระบบยังไมหมด ซึ่งเปนไปไดวามีการใชกรดโคจิกควบคูกันไปกับการใช      
นํ ้าตาลดวย  ลักษณะดังกลาวอาจจะเปนไปตามขอสรุปของ Wei และคณะ (1991) ,
Bajpai และคณะ (1982(b) และ รพี โรจนอุไร (2539) ที่วาการผลิตและการยอยสลาย
กรดโคจิกในระหวางการหมักจะขึ้นกับบางภาวะที่เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ถึงแมวา
เอนไซมที่ใชในการผลิตกรดโคจิกยังคงนํ านํ้ าตาลมาผลิตกรดโคจิกไดอยู แตบางภาวะ
ในอาหารเหลวอาจจะทํ าใหมีการยอยสลายกรดโคจิกควบคูกันไปไดดวยซึ่งยังไมมี    
คํ าอธิบายที่แนชัด

ในงานวิจัยนี้พบวามีการผลิตกรดโคจิกและมีการใชนํ้ าตาลในการผลิต
กรดโคจิกนอย ทั้งนี้อาจจะเนื่องมาจากสาเหตุของระบบการผลิตที่เล็กเกินไปทํ าใหการ
เปลี่ยนแปลงตางๆเพียงเล็กนอยเชน การหยุดการควบคุมเมื่อเก็บตัวอยางมาวิเคราะห   
หรอื การแปรปรวนของคาออกซิเจนละลายระหวางการผลิตหรือปจจัยอ่ืน   ซึ่งสงใหการ
ใชนํ ้าตาล  การผลิตกรดโคจิก และการเติบโต  มีปริมาณนอย    หรือสาเหตุสํ าคัญอีก
ประการที่อาจเปนไปไดคือ แรงเฉือนของการปนกวน ความเร็วในการกวนที่ใชในงาน
วจิยันี้จะอยูในชวง 250-400 รอบตอนาที ซึ่งอาจจะเปนการปนกวนที่คอนขางรุนแรง
ส ําหรับราสายพันธุนี้  แตอยางไรก็ตามยังพบการเติบโตเมื่อภายใตภาวะที่มีการกวนดัง
กลาว ดงันัน้ถาผลผลิตที่ตํ่ านี้เกิดจากปจจัยแรงเฉือนแลว นาจะเกิดกับสายใยเพียงบาง
สวนเทานั้น   ซึง่จากผลการวิจัยนี้พบวาที่จะบรรลุวัตถุประสงคที่เมื่อปรับภาวะสํ าหรับ
การผลิตเปน 2 ชวงคือ ชวงแรกเหมาะกับการเติบโตและชวงตอมาเหมาะกับการผลิต
ของ A. oryzae K-13 จะสงผลใหมีการผลิตกรดโคจิกมากขึ้นและใชเวลานอยลงกวา
การไมจัดภาวะเปน 2 ชวง นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ก็พบวามีความเปนไปไดที่จะปรับปรุง
การผลิตโดยการเติมแหลงคารบอนและการใชสายใยซํ้ ากับราสายพันธุนี้ ทํ าใหเปนแนว
ทางในการผลิตในระดับขยายสวนที่ใหญกวานี้ โดยใชราสายพันธุที่คัดเลือกไดภายใน
ประเทศตอไป
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ขอเสนอแนะ

นาจะมีการหาภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มผลผลิตกรดโคจิกโดยวิธีการเติมสาร
อาหาร(แหลงคารบอน)ระหวางการเพาะเลี้ยง เชน ระยะเวลาที่จะเติมสารอาหาร
ปริมาณสารอาหารที่จะเติม หรือ  อาจจะมีการเพิ่มสารอาหารอื่นๆพรอมกับแหลง
คารบอนที่เติมระหวางการเพาะเลี้ยงดวย

นาจะมีการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตแบบใชสายใยซํ้ า เพื่อใหมีการ
เตบิโตทีไ่มมากจนเกินไปและทํ าใหมีการผลิตกรดโคจิกที่มากขึ้น  นอกจากนี้นาจะเพิ่ม
ปริมาณสายใยที่จะใชผลิตโดยใชสายใยซํ้ าเพื่อใหมีปริมาณสายใยผลิตกรดโคจิกได
มากขึ้น
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ภาคผนวก ก

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารแข็งโปเตโตเด็กซโตรส ( Potato Dextrose Agar )
      ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดวย

มันฝรั่งหั่น    200 กรัม
เด็กซโตรส     20  กรัม
วุนผง           20  กรัม

เตรยีมโดยนํ าฝร่ังลางใหสะอาด ปอกเปลือก และหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ชั่งนํ้ าหนักใหได
200 กรัม ตมในนํ้ าเดือดนาน 15-20 นาที กรองเอาสวนนํ้ าออกมาเติมสวนประกอบที่
เหลอื ละลายใหเขากัน เติมนํ้ าปลอดประจุใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที

2. อาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตหัวเชื้อสปอรงอก
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย

นํ ้าตาลซูโครส     10  กรัม
สารสกัดจากยีสต   1  กรัม

เตมินํ ้าจนครบ  1  ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเหมาะสมเพื่อการผลิตกรดโคจิก
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  1  ลิตรประกอบดวย

นํ้ าตาลทรายขาว     100  กรัม
สารสกัดจากยีสต      0.5  กรัม
แอมโมเนียมซัลเฟต    0.24  กรัม

เตมินํ ้ากลั่นจนครบ  1  ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  110  องศาเซลเซียสเปนเวลา
10  นาที  ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5.0
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วิธีเตรียมสารเคมีที่สํ าคัญที่ใชในการทดลอง

1. สารละลายเฟอริกคลอไรด
เตรียมโดยละลายเฟอริกคลอไรด  5  กรัม ในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความ

เขมขน 0.1 นอรมอล ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาในตูเย็น

2. สารละลายฟนอล
เตรียมโดยละลายฟนอลปริมาณ  25  กรัม ในนํ้ ากลั่นปริมาตร  500  มิลลิลิตร

     เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง

3. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก
เตรียมกรดไดไนโตรซาลิไซลกิ  5 กรัมละลายในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

ความเขมขน  2  โมลาร ปริมาตร  100  มิลลิลิตร บนอางนํ้ ารอน คนจนละลายเปน
เนือ้เดียวกัน เติมโซเดียมโปตัสเซียมตารเตรต  150  กรัม คนใหละลายจนหมด เติม
นํ ้ากลั่นใหไดปริมาตรสุดทาย  500  มิลลิลิตร เก็บขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง

4. สารละลายอะซิโตรไนไตรลเขมขน  75  เปอรเซ็นต
เตรียมอะซิโตรไนไตรลปริมาตร  75  มิลลิลิตร    เติมนํ้ ากลั่นใหไดปริมาตร  100

      มิลลิลิตร นํ าไปไลฟองอากาศโดยใชเครื่องดูดสูญญากาศ (เตรียมสารละลายใหม
กอนใชทุกครั้ง)
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5. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  0.5 นอรมัล
ตวงกรดไฮโดรคลอริกเขมขนปริมาตร 41.45  มิลลิลิตร เทลงในนํ้ ากลั่น ปริมาณ

1,000 มิลลิลิตรเก็บในขวดสีชา

6. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน  0.5  นอรมัล
เตรียมสารโซเดียมไฮดรอกไซดปริมาณ 20.5 กรัม   ละลายในนํ้ าปลอดประจุ

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  เก็บในขวดพลาสติกทนดาง
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กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานของกรดโคจิก เมื่อวิเคราะหปริมาณกรดโคจิกดวยวิธีของ Bentley
(1957)

ความชัน =  0.721
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2. กราฟมาตรฐานของนํ้ าตาลทั้งหมด เมื่อวิเคราะหโดยใชการทํ าปฎิกริยาของฟนอล
     และกรดกํ ามะถันเขมขน กับนํ้ าตาลซูโครส (Hansen และ Phillips,1981)

ความชัน =  9.816

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

น้ําตาลซโูครส (กรมัตอลติร)

คา
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งท
ี่คว

าม
ยา

วค
ลื่น

  4
80

  น
าโน

เม
ตร



144

3. กราฟมาตรฐานนํ้ าตาลรีดิวซ เมื่อวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ โดยวิธี Bernfeld
(1955)

ความชัน =  0.541
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4. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณนํ้ าตาลซูโครส เมื่อวิเคราะหดวยวิธี HPLC
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5. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณนํ้ าตาลกลูโคส เมื่อวิเคราะหดวยวิธี HPLC
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6. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณนํ้ าตาลฟรัคโตส เมื่อวิเคราะหดวยวิธี HPLC
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ประวัติผูเขียน

นางสาว อุษา สรรควัฒนา  เกิดวันที่ 25 เมษายน พ.ศ. 2518  สํ าเร็จการ
ศกึษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนสตรีศรีสุริโยทยั  จังหวัดกรุงเทพมหานคร เมื่อป
พ.ศ. 2536  ตอมาสํ าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีวิทยา  ภาค
วิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เมื่อปการศึกษา 2539  
และเขาศกึษาตอในหลกัสตูรวทิยาศาสตรมหาบณัฑติสาขาวชิาจลุชวีวทิยาทางอตุสาหกรรม
ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เมื่อป พ.ศ. 2540
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