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บทที ่1  บทน ำ 
 

1.1    ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำที่ท ำกำรวจัิย 
ขา้วแดง (Red yeast rice) เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการหมกัขา้วดว้ยรา Monascus sp. (Rosenblitt และ

คณะ, 2000) รู้จกัในช่ือของ Red koji หรือ Ang-kok หรือ Anka เป็นตน้ โดยมีการบริโภคมานบัพนัปีในเขต
ทวีปเอเชีย เช่น ประเทศจีน ญ่ีปุ่น อินโดนีเซีย และ ฟิลลิปินส์ เป็นต้น ประโยชน์ของขา้วแดงนั้นมีหลาย
ประการดว้ยกนั ซ่ึงในอดีตนิยมใช้ขา้วแดงเป็นวตัถุปรุงแต่งสีและกล่ินรสในอาหาร เช่น เน้ือ ปลา ไวน์ขา้ว
แดง เตา้หู้จีน และใชใ้นการยืดอายุการเก็บรักษาของอาหาร เป็นตน้(Erdogral และ Azirak, 2004) นอกจากน้ี
ขา้วแดงยงัสามารถใช้ประโยชน์เพื่อเป็นยาพื้นบา้น เช่น บ ารุงไหลเวียนโลหิต ช่วยลดอาการอาหารไม่ย่อย 
ทอ้งอืดหรือมีลมในกระเพาะ และกลา้มเน้ือฟกช ้ า เป็นตน้ (Wild และคณะ, 2002) ปัจจุบนัมีการผลิตขา้วแดง
ในระดบัอุตสาหกรรม เพื่อเป็นสีผสมอาหารจากธรรมชาติ ซ่ึงสามารถน ามาใช้ทดแทนการใช้สีแดงจากสี
สังเคราะห์ในอุตสาหกรรมอาหารและใชส้ าหรับอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง นอกจากน้ีในหลายๆ ประเทศ ได้
แปรรูปขา้วแดงเป็นอาหารเสริม โดยมีคุณสมบติัเพื่อช่วยลดคลอเลสเตอรอล และช่วยป้องกนัโรคหวัใจ เป็น
ตน้ เน่ืองจากขา้วแดงประกอบไปดว้ยสารโมนาโคลิน เค ทั้งน้ีประเทศท่ีเป็นผูผ้ลิตขา้วแดงรายใหญ่คือ จีนและ
ญ่ีปุ่น ตวัอย่างเช่นบริษทั Nanjing Tianshu Food Ingredients Supermarket Co., Ltd ของประเทศจีนนั้น 
สามารถผลิตขา้วแดงไดสู้งถึงปีละ 50,000 ก.ก. อีกทั้งการบริโภคสีจาก Monascus ในประเทศญ่ีปุ่นพบวา่ ปี 
ค.ศ. 1981 มีการบริโภคสารสีของ Monascus เป็นจ านวน 100 ตนั และมีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึน โดยปี ค.ศ. 1992 
มีการบริโภคเพิ่มข้ึนถึง 600 ตนั คิดเป็นเงินมูลค่าประมาณ 12 ลา้นดอลลาร์สหรัฐ (Carvalho และคณะ, 2003)  
 ขา้วแดงท่ีใช้บริโภคในประเทศไทย ส่วนมากได้มาจากการน าเขา้จากประเทศจีนและญ่ีปุ่น โดยมี
ราคาสูงถึงกิโลกรัมละ 300 – 400 บาท ข้ึนอยูก่บัคุณภาพ มีเพียงบางส่วนท่ีผลิตไดเ้องในประเทศ  โดยสาเหตุท่ี
กระบวนการหมกัขา้วแดงในระดบัอุตสาหกรรมภายในประเทศยงัไม่เป็นท่ีแพร่หลายนัก เน่ืองจากยงัขาด
ความรู้ความเขา้ใจพื้นฐานของกระบวนการหมกัขา้วแดง อีกทั้งยงัขาดความเขา้ใจถึงกลไกการเจริญและการ
สังเคราะห์รงควตัถุของรา Monascus ท าให้ขา้วแดงท่ีผลิตไดน้ั้นท่ีมีปริมาณโมนาโคลิน เค ต ่า ความเขม้ของสี
แดงต ่า และมีขา้วแดงเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตสูงถึงประมาณร้อยละ 50 จากวตัถุดิบเร่ิมตน้ และใช้
ระยะเวลาในการหมกันานถึง 2 สัปดาห์ อีกทั้งไม่สามารถขยายก าลงัการผลิตให้เพียงพอแก่ความตอ้งการของ
ผูบ้ริโภคได้  ดงันั้นเพื่อแก้ปัญหาดงักล่าว หน่วยปฏิบติัการวิศวกรรมชีวเคมีและโรงงานตน้แบบ BIOTEC 
และกลุ่มวิจยักระบวนการหมกัอาหารแข็งของมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้ธนบุรี จึงร่วมมือศึกษา
และพฒันากระบวนการผลิตขา้วแดงโดยใชถ้งัหมกัแบบหมุน (Rotary drum bioreactor) ในระดบัโรงงาน
ต้นแบบ เน่ืองจากถังหมกัแบบหมุนมีข้อได้เปรียบคือ สามารถควบคุมสภาวะการผลิต ได้แก่ อุณหภูมิ 
ความช้ืน และการถ่ายเทอากาศ เป็นตน้ และมีระบบควบคุมแบบ Semi-automatic ซ่ึงเหมาะส าหรับการขยาย
ก าลงัการผลิตในอนาคต ซ่ึงโครงการดงักล่าวไดรั้บการสนบัสนุนผา่นโครงการ iTAP ของ สวทช.  
 ทั้งน้ีงานวจิยัไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตขา้วแดงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร โดย
ศึกษาผลของความช้ืนเร้ิมตน้ของขา้ว การให้อากาศ (ความเร็วลม) การพ่นน ้ าเพื่อรักษาความช้ืน และรอบการ
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หมุนถงัต่อการเจริญและการสร้างสารสีของ M. purpureus และศึกษาความเป็นไปไดแ้ละตน้ทุนการผลิตขา้ว
แดงในระดบัอุตสาหกรรมโดยใชถ้งัหมกัแบบหมุน 
 แมว้่าขา้วแดงท่ีผลิตดว้ยถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร มีความเขม้สีเพิ่มข้ึนจาก 1000 units/g 
substrate dry weight เป็น 2000 units/g substrate dry weight และใชร้ะยะเวลาในหมกัลดลงจาก 15 วนั เป็น 12 
วนั แต่ปัญหาท่ีพบคือ กระบวนการหมกับางสภาวะท าให้ได้ข้าวแดงท่ีสารเฉดสีแดงน้อย หรือได้สารสีท่ี
ละลายน ้ าไดน้้อย ดงันั้นในการพฒันากระบวนการหมกัขา้วแดงในระดบัอุตสาหกรรมโดยใช้ถงัหมกัแบบ
หมุนนั้นจ าเป็นตอ้งมีการวจิยัเชิงลึกถึงผลปัจจยัต่างๆ ท่ีมีต่อการผลิตสารสีของ M. purpureus  
 จากการส ารวจเอกสารพบวา่ รา Monascus สามารถผลิตสีทั้งหมด 3 เฉดสี ไดแ้ก่ สีแดง ส้มและเหลือง 
ซ่ึงเฉดสีแรกท่ีราผลิตคือสีส้ม จากนั้นเม่ือสีส้มท าปฏิกิริยากบักรดอะมิโน เปปไทด์ โปรตีน หรือกรดนิวคลีอิก 
โครงสร้างสีส้มจะเปล่ียนเป็นสีแดง และเม่ือสีส้มเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน่จะเปล่ียนโครงสร้างเป็นสีเหลือง ทั้งน้ี
คุณสมบติัของสีแดงสามารถละลายน ้ าได้ (hydrophilic pigments) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือท าปฏิกิริยากบั 
Glutamic acid จะท าให้โครงสร้างสีแดงเปล่ียนจาก Free form เป็น Complex form ซ่ึงสามารถละลายน ้ าไดดี้
ยิ่งข้ึน อย่างไรก็ตามคุณสมบติัของสีส้มและเหลือง ไม่สามารถละลายน ้ าได้ แต่จะละลายได้ดีในไขมัน 
(Lipophilic pigments) (Hajjaj และคณะ, 1997; Hajjaj และคณะ,2000; Carvalho และคณะ, 2003) ทั้งน้ีจากผล
การทดลองเบ้ืองตน้พบว่า ตวัอยา่งขา้วแดงท่ีไม่ละลายน ้ านั้น มีองคป์ระกอบของสีส้มสูงกวา่สีแดงมาก หรือ
กล่าวอีกนยัหน่ึงคือ โครงสร้างสีส้มมีการเปล่ียนแปลงเป็นสีแดงนอ้ยมาก เป็นผลใหข้า้วแดงไม่สามารถละลาย
น ้าได ้
  นอกจากปัญหาดงักล่าวแลว้ Monascus ยงัเป็นราท่ีสามารถผลิต Mycotoxin เรียกวา่ ซิตรินิน ซ่ึงมีผล
ต่อระบบประสาท เป็นผลใหข้า้วแดงท่ีผลิตได ้ ตอ้งควบคุมใหมี้องคป์ระกอบของซิตรินินไม่เกินร้อยละ 0.2 
หรือ 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามขอ้ก าหนดของประเทศญ่ีปุ่นและไตห้วนัตามล าดบั ท าใหง้านวจิยัน้ีตอ้งการ
ศึกษาเพื่อหาความเหมาะสมของปัจจยัทางกายภาพและทางเคมีต่อการสังเคราะห์สารโมนาโคลิน เค และรงค
วตัถุท่ีความเขม้ขน้สูง และการผลิตซิตรินินท่ีความเขม้ขน้ต ่า จาก M. purpureus ดว้ยการหมกัแบบอาหารแขง็ 
และพฒันาเทคโนโลยกีารหมกัขา้วแดงในระดบัโรงงานตน้แบบ โดยใชถ้งัหมกัแบบหมุน (Rotary drum 
bioreactor) ทั้งน้ีการทดลองจะวเิคราะห์ปริมาณชีวมวล ปริมาณโมนาโคลิน เค ความเขม้สี ปริมาณซิตรินิน 
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความช้ืนท่ีเป็นองคป์ระกอบในขา้วแดง ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดจ้ะน าไปใชพ้ฒันาและ
ควบคุมการผลิตขา้วแดง เพื่อขยายสู่การผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 

1.2   วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 
1. คดัเลือกปัจจยัส าคญัจากปัจจยัทางกายภาพและทางเคมีท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์โมนาโคลิน เค รงค

วตัถุและซิตรินินของ M. purpureus ดว้ยวธีิ Fractional-factorial design 
2. หาระดบัท่ีเหมาะสมของปัจจยัส าคญัต่อการสังเคราะห์โมนาโคลิน เค รงควตัถุท่ีความเขม้ขน้สูง 

และซิตรินินต ่า ดว้ยวธีิ Response surfaces method  
3. พฒันากระบวนการผลิตขา้วแดงในระดบัโรงงานตน้แบบ ดว้ยถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร  
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1.3 ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 
  1.  คดัเลือกปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์โมนาโคลิน เค รงควตัถุและซิตรินินของ M. 
purpureus ดว้ยวิธี Fractional factorial design โดยคดัเลือกปัจจยัทั้งจากสภาวะแวดลอ้มและแหล่งอาหาร ซ่ึง
ปัจจัยทางสภาวะแวดล้อมได้แก่ อุณหภูมิ ความช้ืน และระยะเวลาการหมัก ปัจจัยทางแหล่งอาหาร
ประกอบดว้ย แหล่งไนโตรเจน แหล่งคาร์บอน และกรดไขมนัได้แก่ โมโนโซเดียมกลูตาเมต แอมโมเนียม
คลอไรด์ เปปโทน เมทไทโอนีน โซเดียมไนเตรต กลูโคส เอทานอล กลีเซอรอล กรดออกทาโนอิก และกรด
โดเดกคาโนอิก 
 2. หาสภาวะท่ีเหมาะสมของปัจจยัส าคญัต่อการสังเคราะห์โมนาโคลิน เค รงควตัถุท่ีความเขม้ขน้สูง 
และซิตรินินท่ีความเขม้ขน้ต ่าของ M. purpureus โดยวางแผนการทดลองดว้ย Response surface method 
 3.  น าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการศึกษาขั้นตน้ มาพฒันาการผลิตขา้วแดงในระดบัโรงงานตน้แบบ 
โดยใชถ้งัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร 
 
1.4 ทฤษฎี สมมุติฐำน (ถ้ำมี) และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย  

ในระหวา่งการเจริญ ราตระกูล Monascus ผลิตคาร์บอนไดออกไซด์ เอทานอล กรดอินทรีย ์เช่น อะซิ
ติก และเอนไซม ์เช่น โปรติเอสและอะไมเลส (Tseng และคณะ, 2000) นอกจากน้ี Monascus ยงัผลิตสารทุติย
ภูมิหลายชนิด ไดแ้ก่ รงควตัถุ (pigments), โมนาโคลิน (Lovastin, Mevinolin, Mevacor), ซิตรินิน (Citrinin; 
Monascidin A), -aminobutyric acid (GABA) และ Dimerumic acid เป็นตน้ ซ่ึง Monascus จะผลิตรงควตัถุ 
โมนาโคลินและซิตรินิน ผา่น Polyketide pathway (Muthuwong, 2003; Wang และคณะ, 2004) 

รงควตัถุหรือเม็ดสีจากรา Monascus เป็นสาร Secondary metabolite โครงสร้างจดัอยู่ในกลุ่ม 
Azaphilones หรือ Aminophilones (Erdogral และ Azirak, 2004) ทั้งน้ี Monascus สามารถผลิตรงควตัถุหรือ
เมด็สีอิสระ (Free form) แบ่งตามลกัษณะปรากฏของสีไดเ้ป็น 3 ประเภทคือ สีเหลือง ส้ม และแดง 

รงควตัถุสีส้มมีคุณสมบติัละลายไดดี้ในไขมนั (Intracellular lipophilic pigments) หรือละลายน ้ าได้
เพียงเล็กน้อย ซ่ึงกลไกการสังเคราะห์รงควตัถุสีส้มนั้นจะตอ้งใช้ทั้งวิถีการสังเคราะห์ Polyketide และกรด
ไขมนัร่วมกนั  ส่วนการสังเคราะห์รงควตัถุสีแดงเกิดจากการท าปฏิกิริยาระหวา่งรงควตัถุสีส้มและหมู่เอมีน  
ส าหรับกลไกการสังเคราะห์รงควตัถุสีเหลืองยงัไม่มีสามารถอธิบายไดอ้ยา่งชดัเจน ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญ
และการสังเคราะห์รงควตัถุของรา Monascusในขา้วแดงไดแ้ก่ สายพนัธ์ุขา้ว สายพนัธ์ุของ M. purpureus และ
สภาวะการเตรียมขา้ว เช่น อุณหภูมิ และเวลาในการน่ึงขา้ว เป็นตน้ นอกจากน้ียงัเป็นผลจากสภาวะในการผลิต
ขา้วแดงได้แก่ อุณหภูมิ ความช้ืนของข้าว ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้นของข้าว ปริมาณก๊าซออกซิเจนและ
คาร์บอนไดออกไซด ์แหล่งไนโตรเจนและแร่ธาตุเสริม อีกดว้ย 

โมนาโคลิน เค หรือรู้จกักนัอีกช่ือหน่ึงวา่ Lovastatin เป็นสารลดการสังเคราะห์คลอเลสเตอรอลในตบั 
โดยโมนาโคลิน เค จะจบักบัเอนไซม ์3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase ในวิถี 
Mevalonate pathway เป็นผลให้ LDL-cholesterol และ VLDL-cholesterol ลดลง อีกทั้งท าให้ปริมาณ HDL-
cholesterol เพิ่มข้ึน (Manzoni และ Rollini, 2002)  
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ซิตรินินเป็นสารทุติยภูมิ (Secondary metabolite) ซ่ึงกลไกการสังเคราะห์ซิตรินินตอ้งใช้วิถีการ
สังเคราะห์ Polyketide เช่นกนั ทั้งน้ีปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตซิตรินินของรา Monascus อนัได้แก่ ปัจจยัด้าน
สารอาหาร เช่น แหล่งไนโตรเจน กรดไขมนัและ Methylketone และปัจจยัดา้นสภาวะแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมิ 
ความช้ืน ปริมาณก๊าซออกซิเจน  

ถึงแมว้่ามีงานวิจยัอยู่มากท่ีศึกษาถึงการผลิตโมนาโคลิน เค รงควตัถุและซิตรินินของรา Monascus  
แต่งานส่วนมากจะแยกศึกษาระหวา่งการเพิ่มปริมาณโมนาโคลิน เค รงควตัถุ และการลดปริมาณซิตรินิน ของ
รา Monascus  งานวิจยัน้ีจึงมุ่งเนน้ท่ีจะหาระดบัท่ีเหมาะสมของปัจจยัส าคญัทั้งจากสภาวะแวดลอ้มและแหล่ง
อาหาร เพื่อผลิตขา้วแดงท่ีมีปริมาณโมนาโคลิน เค และรงควตัถุท่ีความเขม้ขน้สูง และมีปริมาณซิตรินินต ่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



5 

 

บทที่ 2 กำรทบทวนวรรณกรรมและสำรสนเทศทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1 รงควตัถุของ Monascus 
รงควตัถุหรือเมด็สีจากรา Monascus เป็นสารทุติยภูมิ (Secondary metabolite) โครงสร้างจดัอยูใ่นกลุ่ม 

Azaphilones หรือ Aminophilones (Erdogral และ Azirak, 2004) กลไกการผลิตเป็นแบบพร้อมการเจริญและ
ไม่พร้อมการเจริญ (Mix type: Growth-assosiated and non growth-associated) ทั้งน้ีรา Monascus สามารถผลิต 
รงควตัถุหรือเม็ดสีอิสระ (Free form) ได ้6 ชนิด แบ่งตามลกัษณะปรากฏของสีไดเ้ป็น 3 ประเภทคือ สีเหลือง 
ส้ม และแดง โดยสีเหลืองประกอบดว้ย  Monascin (C21H26O5) และ Ankaflavin (C23H30O5) สีส้มประกอบดว้ย 
Rubrapunctatin (C21H22O5) และ Monascorubrine (C23H26O5) และสีแดงประกอบดว้ย Rubropunctamine 
(C21H23NO4) และ Monascorubramine (C23H27NO4) (Lin , 1973) 

 
กลไกการสังเคราะห์รงควตัถุของ Monascus 
1)  รงควตัถุสีส้ม 
รงควตัถุสีส้มมีคุณสมบติัละลายไดดี้ในไขมนั (Intracellular lipophilic pigments) หรือละลายน ้ าได้

เพียงเล็กน้อย ซ่ึงกลไกการสังเคราะห์รงควตัถุสีส้มนั้นจะตอ้งใช้ทั้งวิถีการสังเคราะห์ Polyketide และกรด
ไขมนัร่วมกัน โดย Hexaketide คือสารตั้งต้นของโครงสร้างหลักท่ีมีคุณสมบติัการให้สี (Chromophore 
structure) ซ่ึงสังเคราะห์ผ่าน Polyketide pathway โดย Hexaketide เกิดจากปฏิกิริยา Condensation ระหว่าง 
Acetyl-CoA 1 โมเลกุล และ Malonyl-CoA 5 โมเลกุล จากนั้น Hexaketide เกิดปฏิกิริยา Methylation และ 
Hydroxylation จนกลายเป็น Polyketide chromophore ตามล าดบั ส่วนวถีิการสังเคราะห์กรดไขมนัจะผลิตกรด
ไขมนัขนาดกลางท่ีมีจ านวนคาร์บอน 6 หน่วย (Hexanoic acid) หรือ 8 หน่วย (Octanoic acid) ซ่ึงเกิดจาก
ปฏิกิริยา Condensation ระหว่าง Acetyl-CoA 1 โมเลกุล และ Malonyl-CoA 3 โมเลกุล ผา่น Fatty acid 
pathway จากนั้นทั้งสองส่วนมาเช่ือมต่อกนัดว้ยปฏิกิริยาทราน- เอสเทอร์ริฟิเคชัน่ (tran-esterification) ไดร้งค
วตัถุสีส้มคือ Rubrapunctatin และ Monascorubrine ตามล าดบั ดงัรูปท่ี 1 (Hajjaj และคณะ, 2000)  
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รูปที่1 กลไกการสังเคราะห์รงควตัถุสีส้ม 
    ท่ีมา: Hajjaj และคณะ (2000) 

 
2)  รงควตัถุสีแดง 
 การสังเคราะห์รงควตัถุสีแดงเกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่างรงควตัถุสีส้มและหมู่เอมีน โดย

ไนโตรเจนจากกรดอะมิโน โปรตีน เปปไทด์ หรือกรดนิวคลิอิกจะเขา้แทนท่ี  Pyronoid oxygen atom ของเม็ด
สีส้มดว้ยปฏิกิริยา Schiff base formation และ Dehydration เปล่ียนแปลงโครงสร้างเม็ดสีจาก Rubropunctatin 
หรือ Monascorubrin เป็น Rubropunctamine หรือ Monascorubramine ตามล าดบั อีกทั้งการมีองคป์ระกอบ
ของอะมิโนในโครงสร้างสีแดง ท าให้สีแดงมีคุณสมบติัละลายน ้ าได ้(Extracellular hydrophilic pigments) 
(Hajjaj และคณะ, 1997; Hajjaj และคณะ, 2000; Carvalho และคณะ, 2003) 

 
3) รงควตัถุสีเหลือง 
 กลไกการสังเคราะห์รงควตัถุสีเหลืองยงัไม่มีใครอธิบายไดอ้ยา่งชดัเจน แต่มีทฤษฎีท่ีมีความเป็นไปได้

อยู่ 2 ทฤษฏี คือ ทฤษฏีท่ี 1 ระบุว่ารงควตัถุสีส้มคือ Rubropunctatin หรือ Monascorubrin เกิดปฏิกิริยา 
Reduction กบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดร้งควตัถุสีเหลืองคือ Monascin และ Ankaflavin ตามล าดบั (Hajjaj 
และคณะ, 1997) ส่วนอีกทฤษฏีหน่ึงระบุว่า การสังเคราะห์รงควตัถุสีเหลืองนั้นเกิดจากกระบวนการทาง
ชีวภาพของรา Monascus เอง (Yongsmith และคณะ, 1993)  
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2.2 ซิตรินิน (Citrinin) 

ซิตรินิน (Citrinin) หรือโมนาสซิดิน เอ (Monascidin A) มีสูตรโครงสร้างคือ C13H14O5 เป็น 
Mycotoxin ท่ีถูกผลิตโดยรา Monascus, Penicillium citrinum และ Aspergillus sp. สารน้ีมีพิษต่อระบบ
ประสาท  ไต และตวัอ่อนในครรภข์องหนู (Hajjaj และคณะ, 1999) และมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวก
และแกรมลบไดแ้ก่ Bacillus subtilis, B. cereus, B. megaterium, Streptococcus lactis และ Pseudomonas 
fluorescens (Blanc และคณะ, 1995) ทั้งน้ีซิตรินินพบมากในธญัญาพืช เช่น ขา้วสาลี ขา้วบาร์เลย ์มอลต ์แอป
เบิ้ล ชีส และขา้วแดง ซ่ึงในสหรัฐอเมริกามีรายงานการปนเป้ือนซิตรินินท่ีพบในขา้วแดงประมาณ 0.47-11.82 
µg/capsule ในประเทศจีนประมาณ 0.2-140 mg/kg และในไตห้วนัและจีนประมาณ 4.2-25.1 mg/kg (Xu และ
คณะ, 2006) อย่างไรก็ตามขอ้ก าหนดของการปนเป้ือนของซิตรินินในผลิตภณัฑ์อาหารเสริมไม่ควรเกิน 0.2 
และ 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในประเทศญ่ีปุ่นและประเทศไตห้วนั ตามล าดบั  ทั้งน้ีมีหลายวิจยัซ่ึงศึกษาถึงการ
ควบคุมปริมาณความเขม้ขน้ของซิตรินินในขา้วแดง ดงัแสดงในหวัขอ้ 2.4 

 
กลไกการสังเคราะห์ซิตรินิน 
กลไกการสังเคราะห์ซิตรินินตอ้งใชว้ิถีการสังเคราะห์ Polyketide โดยมีสารตั้งตน้คือ Tetraketide เกิด

จากการปฏิกิริยา Condensation ระหว่าง Acetyl-CoA 1 โมเลกุล และ Malonyl-CoA 3 โมเลกุล ผ่าน 
Polyketide pathway จากนั้นเกิดปฏิกิริยา Methylation, Condensation, Reduction, O-alklyation, Cleavage 
ระหวา่ง C-1 และ C-9, Oxidation และ Dehydration ตามล าดบั จนไดเ้ป็นซิตรินิน  (Hajjaj และคณะ, 1999) ดงั
รูปท่ี 2 
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รูปที่2 กลไกการสังเคราะห์ซิตรินิน เม่ือ C-1 (), C-3 (), C-9 (*) และ C-4 () 
                                        ท่ีมา: Hajjaj และคณะ (1999) 
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2.3 ปัจจัยทีม่ีผลต่อกำรเจริญและกำรสังเครำะห์รงควตัถุและโมนำโคลนิ เค ของรำ Monascus ในข้ำวแดง 
กระบวนการผลิตขา้วแดงแบบดั้งเดิมใชว้ธีิการการหมกัแบบอาหารแข็ง โดยการหมกัแบบอาหารแข็ง

นั้น หมายถึงการเจริญเติบโตของจุลินทรียบ์นอาหารแข็งในสภาวะท่ีไม่มีน ้ าอิสระ (Mitchell and Lonane, 
1992) ซ่ึงปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญและการสังเคราะห์รงควตัถุและโมนาโคลิน เค ของรา Monascus ในขา้ว
แดง ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุขา้ว สายพนัธ์ุของ M. purpureus และสภาวะการเตรียมขา้ว เช่น อุณหภูมิ และเวลาในการ
น่ึงขา้ว เป็นตน้ นอกจากน้ียงัเป็นผลจากสภาวะในการผลิตขา้วแดงไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความช้ืนของขา้ว ความเป็น
กรด-ด่างของขา้ว ปริมาณก๊าซออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ แหล่งไนโตรเจนและแร่ธาตุเสริม เป็นตน้ 
ทั้งน้ีจากปัจจยัท่ีไดก้ล่าวแลว้ขา้งตน้ มีผูศึ้กษาความเหมาะสมและอิทธิผลของปัจจยัดงักล่าวแลว้ในหลายกรณี
ดว้ยกนัซ่ึงสามารถแสดงรายละเอียดไดด้งัน้ี 
         

1) อุณหภูมิ 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของราตระกูล Monascus มีค่าประมาณ 28-32 C โดยสามารถเจริญ

ไดท่ี้อุณหภูมิต ่าสุดท่ี 15-18 C และมีอุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถเจริญท่ี 45 C ตวัอยา่งเช่น M. purpureus CBS 
109.7 พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ อุณหภูมิท่ีสามารถเจริญไดต้ ่าท่ีสุด และอุณหภูมิท่ีสามารถเจริญ
ไดสู้งสุด มีค่าเท่ากบั 34, 18 and 46 C ตามล าดบั แต่อยา่งไรก็ตามอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการสังเคราะห์รงค
วตัถุมีค่าอยูร่ะหวา่ง 25-28 C (Carvalho et al., 2003) 

Lin (1973) ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียง Monascus sp. F-2 ต่อการสร้างรงควตัถุใน
อาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว โดยทดลองหมกัรา Monascus ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีองคป์ระกอบของแป้งขา้ว ท่ี
อุณหภูมิ 27, 32, 37 และ 40 C นาน 3 วนั พบวา่ Monascus สามารถการผลิตสีสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 32 C และ
หากอุณหภูมิของสภาวะการหมกัสูงกวา่ 32 C จะท าให ้Monascus สามารถสร้างสารสีลดลง อีกทั้งยงัเสนอวา่  
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของรา โดยรา Monascus สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิระหวา่ง 
25-37 C และมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยูร่ะหวา่ง 20-30 C  
  นอกจากนั้นหลายๆ งานวิจยัไดศึ้กษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตโมนาโคลิน เค จาก Monascus sp. 
ตวัอยา่งเช่น Su และคณะ (2003) ท าการทดลองหมกั M. purpureus CCRC 31615 ท่ีอุณหภูมิ 25, 30 และ 37 
C พบวา่ รา Monascus สามารถผลิตโมนาโคลิน เค ไดสู้งสุดท่ีอุณหภูมิ 30 C ขณะท่ีการผลิตโมนาโคลิน เค 
ลดลงอยา่งมาก เม่ือท าการเพาะเล้ียงท่ี 25 และ 37 C   
  

2) ความช้ืน 
ความช้ืนเร่ิมตน้ของสารอาหารเล้ียงเช้ือมีอิทธิพลต่อการเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิ เช่น การผลิ

ตรงควตัถุของราในกระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็อยา่งมีนยัส าคญั ทั้งน้ี Johns และ Stuart (1991) ไดศึ้กษา
การสร้างสีของ M. purpureus FRR 2190 ในอาหารแขง็ (glucose-peptone media) โดยทดลองหมกัขา้วดว้ย M. 
purpureus ท่ีอุณหภูมิ 30 C นาน 16 วนั และเตรียมขา้วท่ีมีความช้ืนเร่ิมตน้ระหว่าง 15-56 %(wb) พบว่า 
ความช้ืนเร่ิมตน้ของขา้วท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสีของ Monascus ควรมีค่าประมาณ 56 % และ มีค่า pH เร่ิมตน้ 
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6.0 ซ่ึงสภาวะดงักล่าวเหมาะสมต่อการเจริญของราเขา้ไปถึงกลางเมล็ดขา้ว และราสามารถสร้างสีส้ม-แดงได้
ในปริมาณสูง นอกจากน้ียงัพบวา่ ถา้ความช้ืนเร่ิมตน้ของขา้วต ่ากวา่ 38 % จะไม่พบเส้นใยของราภายหลงัการ
บ่มนานถึง 2 สัปดาห์ และท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ของขา้ว 38-39.5 % พบว่าการเจริญของราจ ากดัเฉพาะแต่เพียง
ภายนอกเมล็ดขา้วเท่านั้น และผูว้ิจยัเสนอว่าการผลิตรงควตัถุของ Monascus ด้วยกระบวนการหมกัแบบ
อาหารแข็งควรใชค้วามช้ืนเร่ิมตน้สูง (~ 56 %wb) อีกทั้งสามารถเติมน ้ าในระหวา่งหมกัขา้ว เพื่อให้รามีน ้ า
เพียงพอส าหรับการเจริญ 

แต่อย่างไรก็ตาม Teng และ Feldheim (2000) ไดศึ้กษาการหมกัขา้วเพื่อผลิตสีจากขา้วแดงพบว่า 
ความช้ืนเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมต่อการหมกัขา้วแดง เพื่อให้ Monascus ผลิตสีไดสู้งสุดมีค่าเท่ากบั 24 % และการ
สร้างรงควตัถุของราจะลดลงหากเติมน ้าในระหวา่งการหมกั 

ทั้งน้ี Yongsmith และคณะ (2000) ไดศึ้กษาผลของความช้ืนเร่ิมตน้ต่อกิจกรรมของเอนไซมก์ลูโคอะ
ไมเลสและการสังเคราะห์รงควตัถุของ Monascus sp. KB9 ดว้ยการหมกัแบบอาหารแข็ง โดยทดลองหมกัขา้ว
ดว้ย Monascus sp. KB9 ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ 32, 35, 38 และ 43 % ท่ีอุณหภูมิ 30  C นาน 18 วนั พบว่า 
ความช้ืนเร่ิมตน้มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสและการสังเคราะห์รงควตัถุ ซ่ึงความช้ืนเร่ิมตน้
ของขา้วท่ีเหมาะสมต่อการสังเคราะห์รงควตัถุของ Monascus sp. KB9 มีค่าระหวา่ง 32-43 % โดยท่ีความช้ืน
เร่ิมตน้ของขา้ว 38 % จะให้ค่าความเขม้สีสูงสุด อยา่งไรก็ตาม Yongsmith และคณะ เสนอวา่จุลินทรียแ์ต่ละ
สายพนัธ์ุมีความจ าเพาะหรือชอบท่ีจะเจริญท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ต่างกนั ปริมาณน ้ าท่ีมากเกินไปอาจลดความพรุน
ของสารอาหารเล้ียงเช้ือ และเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเมล็ดขา้ว เป็นสาเหตุให้สารตั้งตน้เกาะกนัแน่น ซ่ึง
เหน่ียวน าใหก้ารถ่ายเทออกซิเจนลดลง 

 
3) ความเป็นกรด-ด่าง 
ราตระกูล Monascus สามารถเจริญไดใ้นช่วง pH กวา้งตั้งแต่ 2.5-8.0 แต่ pH ท่ีเหมาะสมควรมีค่าอยู่

ระหวา่ง 4.0-7.0 อยา่งไรก็ตาม pH เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการเจริญควรมีค่าประมาณ 6.5 นอกจากน้ี 
pH ท่ีเหมาะสมต่อการสังเคราะห์รงควตัถุนั้นมีความแตกต่างกนัไป โดยท่ี pH ต ่า (pH 4.0) เหมาะสมต่อการ
สังเคราะห์สีเหลือง และ pH ท่ีสูงกวา่ (pH 5.5-7.0) เหมาะสมต่อการสังเคราะห์รงควตัถุสีแดง (Chen และ 
Johns, 1993; Teng และ Feldheim, 2001; Carvalho และคณะ, 2003) ขณะท่ี pH เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ผลิตโมนาโคลิน เค ของรา Monascus มีค่าอยูร่ะหวา่ง 5.5-7.0 (Lian และคณะ, 2007; Ng และ Shyu, 2004; 
Panda และคณะ, 2010)  

Johns และ Stuart (1991) ศึกษาความเป็นกรด-ด่างของขา้วเร่ิมตน้ท่ีระดบั pH 3.4 , 6.0 และ 7.0 ต่อ
การสร้างสีของ M. purpureus FRR 2190 โดยหมกัขา้วดว้ย Monascus ท่ีอุณหภูมิ 30 C นาน 16 วนั pH ถูก
ปรับดว้ย HCl เขม้ขน้ 1M หรือ NaOH เขม้ขน้ 1 M จากผลการทดลองพบวา่ ท่ี pH เร่ิมตน้ 3.4, 6.0 และ 7.0 
เหมาะสมต่อการสร้างสีเหลือง ส้ม แดง ตามล าดบั และท่ี pH เร่ิมตน้ 6.0 M. purpureus FRR 2190 สามารถ
ผลิตสีทั้งสามสีไดสู้งสุด 
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นอกจากนั้น Ng และ Shyu (2004) ศึกษาผลของ pH ต่อการผลิตโมนาโคลิน เค จาก Monascus-nata 
complex ซ่ึง M. ruber CCRC 31532 หรือ/และ M. pilosus NCHU M-35 จะถูกเพาะเล้ียงในช้ินวุน้มะพร้าวใน
อาหารเหลว pH ถูกปรับดว้ย HCl เขม้ขน้ 1M หรือ NaOH เขม้ขน้ 1 M ผลการทดลองพบวา่ pH 6.0-7.0 เป็น
ช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตโมนาโคลิน เค  
   

4) ปริมาณก๊าซออกซิเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
ราตระกลู Monascus เป็น Aerobic fungi แต่สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีออกซิเจนอยา่งจ ากดั ซ่ึง

ภายใตส้ภาวะดงักล่าว Monascus จะผลิตเอทานอลและคาร์บอนไดออกไซดใ์นปริมาณสูง แต่สังเคราะห์รงค
วตัถุไดใ้นปริมาณต ่า อยา่งไรก็ตาม Monascus จะผลิตเอทานอลลดลงและใหร้งควตัถุเพิ่มข้ึน เม่ือเจริญภายใต้
สภาวะอากาศท่ีมีองคป์ระกอบตามธรรมชาติ (O2~0.21-0.5 atm, CO2~0.02 atm) (Han และ Mudgett, 1992) 
หรือมีการถ่ายเทของอากาศสูงไม่มากเกินไป (aeration rate ~1 NmL/g.min) (Carvalho และคณะ, 2006) ทั้งน้ี
การผลิตสารสีของ Monascus จะลดลงอยา่งรวดเร็ว เม่ือเจริญภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบสูง
มากเกินไป (O2~1.2-2.0 atm) (Han และ Mudgett, 1992) หรือมีการถ่ายเทของอากาศสูง (aeration rate > 1 
NmL/g.min) (Carvalho และคณะ, 2006) หรือมีคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นองคป์ระกอบสูง (CO2 > 0.02 atm) 
(Han และ Mudgett, 1992) 

Han และ Mudgett (1992) ศึกษาประสิทธิภาพของออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีมีผลต่อการ
เจริญและการสังเคราะห์รงควตัถุของ M. purpureus ATCC 16365 ในอาหารหมกัแบบแข็ง   โดยทดลองหมกั
ขา้วดว้ย M. purpureus ATCC 16365 ใน Closed pressure vessels และเปล่ียนแปลงระดบัของก๊าซออกซิเจน
ระหวา่ง 0.1-2.1 atm ท่ีคาร์บอนไดออกไซด์คงท่ี 0.02 atm พบวา่ Monascus สามารถผลิตรงควตัถุไดสู้ง เม่ือ
ให้ปริมาณก๊าซออกซิเจนท่ี 0.5 atm และการสังเคราะห์รงควตัถุจะลดลงเม่ือปริมาณก๊าซออกซิเจนสูงถึง 1.2 
atm และการสังเคราะห์รงควตัถุจะถูกยบัย ั้งโดยสมบูรณ์เม่ือปริมาณก๊าซออกซิเจนเพิ่มข้ึนถึง 2.0 atm 
นอกจากน้ีจากการทดลองหมักข้าวท่ีสภาวะออกซิเจนคงท่ีท่ี 0.21 atm และเปล่ียนแปลงปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ระหว่าง 0.02-1.0 atm พบวา่ Monascus สามารถสังเคราะห์รงควตัถุไดสู้งสุดท่ีปริมาณ
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดท่ี์ต ่าท่ีสุด คือท่ีสภาวะ 0.02 atm และหากเพิ่มก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์สูงถึง 1.0 atm 
การสังเคราะห์รงควตัถุของ Monascus จะถูกยบัย ั้งโดยสมบรูณ์ อยา่งไรก็ตาม Han และ Mudgett (1992) ยงัได้
เสนอวา่ ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีถูกสะสมหรือก๊าซออกซิเจนท่ีถูกจ ากดัในระหวา่งการหมกั จะมีผลต่อ
การยบัย ั้งการสังเคราะห์รงควตัถุของ Monascus ในอาหารแข็งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยระหวา่งการหมกั
ควรก าจดัคาร์บอนไดออกไซด์และเพิ่มออกซิเจนเขา้ไปในระบบ เพื่อให้ Monascus สามารถสังเคราะห์รงค
วตัถุไดสู้งสุด 

นอกจากน้ี Carvalho และคณะ (2006) ไดศึ้กษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญ อตัราการหายใจ และ
การสังเคราะห์รงควตัถุของ Monascus ดว้ยกระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็ โดยทดลองหมกั Monascus sp. 
LPB 31 ในขา้วท่ีอุณหภูมิ 32 C นาน 8 วนั ภายในคอลมัน์ และใหอ้ากาศท่ีอตัรา 0.00-2.00 NmL/g.min 
(มิลลิลิตรของอากาศต่อกรัมของขา้วน ้าหนกัเปียกต่อนาที) พบวา่ Monascus สามารถผลิตสารสีไดสู้งสุด ท่ี
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สภาวะ 1 NmL/g.min และจะผลิตสารสีลดลงเม่ืออตัราการใหอ้ากาศต ่า (< 1 NmL/g.min) หรือสูงมากเกินไป 
(> 1 NmL/g.min) เน่ืองจากภายใตส้ภาวะท่ีมีอตัราการใหอ้ากาศต ่า ท าใหอ้ากาศไม่เพียงพอต่อการถ่ายเทของ
ออกซิเจน และการน าออกซิเจนไปใชส้ าหรับกระบวนการ Metabolism ของเซลล ์ อีกทั้งภายใตส้ภาวะท่ีมี
อตัราการให้อากาศสูง จะเกิดการ Shift ของ Metabolism ของราไปใชย้งักระบวนการอ่ืน เช่น การผลิตเอทา
นอลหรือซิตรินิน        

ทั้งน้ีอากาศเป็นจุดวิกฤตอยา่งหน่ึงส าหรับการผลิตสารสีของ  Monascus เน่ืองจากการเปล่ียนแปลง
ความช้ืนสัมพทัธ์หรือการถ่ายเทออกซิเจนเป็นผลต่อการเปล่ียนแปลง Metabolism ของเซลล์ ความเขม้ขน้ของ
ก๊าซออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตสารสีมีค่าอยู่ท่ีองค์ประกอบของอากาศ
ตามธรรมชาติ คือ ออกซิเจน 0.21 atm และคาร์บอนไดออกไซด ์0.02 atm  
 

5) แหล่งไนโตรเจน 
 แหล่งไนโตรเจนเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีส าคญัต่อการกระตุน้การสังเคราะห์รงควตัถุ โมนาโคลิน เค และการ
เจริญเติบโตของรา Monascus ทั้งน้ีชนิดของรงควตัถุและการหลัง่รงควตัถุออกนอกเซลล์มีความสัมพนัธ์กบั
แหล่งไนโตรเจน ซ่ึงแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญของรา Monascus ไดแ้ก่ สารอินทรีย ์เช่น 
เปป โตน และสารอนินทรีย ์เช่น แอมโมเนียและไนเตรต (Carvalho และคณะ, 2003) โดยเฉพาะโมโนโซเดียม 
กลูตาเมต (MSG) ซ่ึงมีผลช่วยกระตุน้การสังเคราะห์สารสีแดงให้สามารถละลายน ้ าไดดี้ยิ่งข้ึน (Lin, 1973; 
Johns และ Stuart, 1991; Chens และ Johns, 1993) นอกจากน้ีหลายๆ งานวิจยัไดศึ้กษาผลของแหล่ง
ไนโตรเจนต่อการผลิตสารโมนาโคลิน เค พบวา่ แหล่งไนโตรเจน เช่น แอมโมเนียมฟอสเฟต แอมโมเนียคลอ
ไรด ์Histidine โซเดียมกลูตาเมต และเปปโทน เหมาะสมต่อการผลิตโมนาโคลิน เค จาก Monascus sp. ขณะท่ี
แอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมอะซิเตรต เมไทโอนีน และยเูรีย ไม่เหมาะสมต่อการผลิตสารโมนาโคลิน เค 
(Lian และคณะ, 2007; Ng และ Shyn, 2004; Wang และคณะ, 2003)  

Lin (1973) ไดศึ้กษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการสังเคราะห์รงควตัถุของ M. purpureus F-2 ดว้ย
กระบวนการหมกัแบบอาหารเหลว โดยบ่มราท่ีอุณหภูมิ 30 C นาน 7 วนั ใน Erlenmeyer flask ท่ีความเร็ว
รอบ 160 rpm แหล่งไนโตรเจนจะเติมท่ีอตัราส่วน 13.0 mg ต่อกลูโคสเขม้ขน้ 3% ในน ้า 50 ml พบวา่ โมโน
โซเดียมกลูตาเมต โซเดียมไนเตรต และโพแทสเซียมไนเตรต เหมาะสมส าหรับการผลิตรงควตัถุสีแดง ในทาง
ตรงกนัขา้มสารอินทรีย ์เช่น เปปโตน และ Yeast extract ไม่เหมาะสมส าหรับการผลิตรงควตัถุสีแดง 

ทั้งน้ีโมโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มการผลิตรงควตัถุสีแดง
มากท่ีสุด ท่ีความเขม้ขน้ 1.26% (Lin และ Demain, 1991) นอกจากน้ีกรดอะมิโน เช่น Histidine และ Serine ยงั
ช่วยปรับปรุงการผลิตรงควตัถุสีแดง แต่กรดอะมิโน เช่น Leucine, Valine, Lysine และ Methionine มีผลท าให้
การผลิตรงควตัถุสีแดงลดลง (Lin และ Demain, 1994)   

อยา่งไรก็ตาม Chen และ John (1993) ไดศึ้กษาผลของไนโตรเจนต่อการสังเคราะห์รงควตัถุของ M. 
purpureus UQM 192F (FRR 2190) ดว้ยกระบวนการหมกัแบบอาหารเหลว โดยหมกัรา Monascus ในแหล่ง
คาร์บอนกลูโคส และเปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนระหวา่ง เปปโทน แอมโมเนีย และไนเตรต ควบคุม pH 6.5 
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ตลอดการทดลอง พบว่าเปปโตนสามารถช่วยกระตุ้นให้ราสังเคราะห์รงควตัถุสีแดงได้สูงสุด รองมาคือ 
แอมโมเนียและไนเตรต ตามล าดบั 

นอกจากน้ี Wang และคณะ (2004) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการสังเคราะห์โมนาโคลิน เค 
และซิตรินินดว้ย M. purpureus NTU 601 โดยเติมแอมโมเนียมคลอไรด์ท่ีความเขม้ขน้ 0.5% และ 0.1%, เมไท
โอนีน 0.5% และ 1.0%, ยูเรีย 0.5%, โมโนเดียมกลูตาเมต 1.0% ลงในขา้ว จากนั้นท าการหมกัขา้วด้วย 
Monascus ท่ีอุณหภูมิ 30 C นาน 9 วนั ผลการทดลองพบวา่ เพียงการเติมแอมโมเนียมคลอไรด์ท่ีความเขม้ขน้ 
0.5% สามารถปรับปรุงการผลิตโมนาโคลิน เค ได ้ขณะท่ีการผลิตซิตรินินเพิ่มข้ึนเช่นเดียวกนั    
 

6) แร่ธาตุและอาหารเสริม 
Lin (1973) ศึกษาประสิทธิภาพของวติามินบีท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์รงควตัถุของ M. purpureus F-2 

พบวา่กรดโฟลิกสามารถกระตุน้การสังเคราะห์รงควตัถุได ้ แต่วติามินบีชนิดอ่ืน อนัไดแ้ก่ PABA, thaiamine, 
biotin, Ca-pantothenate, riboflavin, niacin และ pyridoxine ไม่สามารถกระตุน้การสังเคราะห์รงควตัถุของ 
Monascus ได ้

นอกจากน้ี Carvalho และคณะ (2003) เสนอวา่ ฟอสเฟตเขม้ขน้สูงและแมกนีเซียมซลัเฟตมีผลต่อการ
ยบัย ั้งการสังเคราะห์รงควตัถุของ M. purpureus แต่อยา่งไรก็ตามน ้ามนัขา้วโพด และโมโนโซเดียมกลูตาเม
ตจะช่วยกระตุน้การสังเคราะห์รงควตัถุ ขณะท่ีการเติม Tween 80 เขม้ขน้ 0.4% สามารถกระตุน้การสังเคราะห์
รงควตัถุ โดยไม่มีผลกระทบต่อการเจริญของ Monascus  

 
2.4 ปัจจัยทีม่ีอทิธิพลต่อกำรผลติซิตรินินของรำ Monascus 

การลดปริมาณการผลิตซิตรินินจากเช้ือราสามารถปฏิบติัไดห้ลายวิธีดว้ยกนั เช่น วิธีการกลายพนัธ์ุ 
การควบคุมองคป์ระกอบของอาหาร การควบคุมสภาวะการเล้ียง หรือวธีิการสกดั ทั้งน้ีปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิต
ซิตรินิน ของรา Monascus อันได้แก่  ปัจจัยด้านสารอาหาร เ ช่น แหล่งไนโตรเจน กรดไขมันและ 
Methylketone และปัจจยัดา้นสภาวะแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมิ ความช้ืน ปริมาณก๊าซออกซิเจน ดว้ยกระบวนการ
หมกัแบบอาหารแขง็และเหลว สามารถแสดงรายละเอียดไดด้งัน้ี 

 
1) แหล่งไนโตรเจน 
แหล่งไนโตรเจนเป็นปัจจัยท่ีส าคัญอีกประการหน่ึงในการช่วยลดการผลิตซิตรินิน ซ่ึงแหล่ง

ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการลดซิตรินินของ Monascus ไดแ้ก่ เมไทโอนีน ยูเรีย แอมโมเนียมคลดไรด ์
และโมโนโซเดียมกลูตาเมต   

 Blanc และคณะ (1995) ไดศึ้กษาผลของไนโตรเจน (ยเูรีย แอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด์ 
โมโนโซเดียมกลูตาเมต และเมไทโอนีน) ต่อการผลิตซิตรินินของ M. ruber ATCC 96218 โดยหมกัราท่ี
อุณหภูมิ 27 C ในอาหารเหลวดว้ยแหล่งคาร์บอนเป็นเอทานอล ปรับ pH เร่ิมตน้ใหมี้ค่าเท่ากบั 6.5 ผลการ
ทดลองพบวา่ ราสามารถผลิตซิตรินินได ้ 100-120 mg/L เม่ือใชแ้อมโมเนียมไนเตรตและโมโนโซเดียมกลูตา
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เมตเป็นแหล่งไนโตรเจน อยา่งไรก็ตามเม่ือใชเ้มไทโอนีนเป็นแหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้ของซิตรินินลดลง 
จนไม่สามารถตรวจพบได ้ แต่ทั้งน้ีการใชเ้มไทโอนีนและยเูรียจะมีผลต่อการลดลงทั้งการสังเคราะห์รงควตัถุ
และซิตรินินของ Monascus 

Wang และคณะ (2003) ไดศึ้กษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตซิตรินิน Monacolin K และ -
aminobutyric acid (GABA) ของ M. purpureus NTU 601 ดว้ยการหมกัแบบอาหารแขง็ โดยใชแ้อมโมเนียม
คลอไรด ์ โมโนโซเดียมกลูตาเมต เมไทโอนีนและยเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน ผลการทดลองพบวา่ เมไทโอนีน
และยเูรียสามารถยบัย ั้งการผลิตซิตรินิน และ Monacolin K โดยซิตรินินจะลดลงจาก 813 ppb เป็น 55-81 ppb 
เม่ือใชเ้มไทโอนีนท่ีความเขม้ขน้ 0.5-1.0% และยเูรียเขม้ขน้ 0.5% อยา่งไรก็ตามโมโนโซเดียมกลูตาเมตและ
แอมโมเนียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 1.0% สามารถลดการผลิตซิตรินินจาก 813 ppb เป็น 90-98   ซ่ึงแหล่งไนโตรเจน  
ไดแ้ก่ เมไทโอนีน ยเูรีย แอมโมเนียมคลอไรด ์ และโมโนโซเดียมกลูตาเมต สามารถยบัย ั้งการผลิตซิตรินินได้
ตามล าดบั      
  

2) กรดไขมนัและ Methylketone 
กรดไขมนัเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอยา่งยิง่ต่อการยบัย ั้งการผลิตซิตรินิน ทั้งน้ีกรดไขมนัท่ีสามารถลดซิตรินิ

นเป็นกรดไขมนัท่ีมีขนาดสายกลาง (Medium-chain fatty acids) อนัไดแ้ก่ Octanoic acid (C8), Decanoic acid 
(C10) และ Dodecanoic acid (C12) อีกทั้งกรดไขมนั Octanoic acid (C8) สามารถเพิ่มการผลิตรงควตัถุสีแดงของ 
Monascus ได ้ซ่ึงสามารถแสดงรายละเอียดไดด้งัน้ี 

Hajjaj และคณะ (2000) ไดศึ้กษาผลของกรดไขมนัต่อการผลิตซิตรินินของรา M. ruber ATCC 96218 
โดยเติมกรดไขมนั ไดแ้ก่ Hexanoic acid (C6), Octanoic acid (C8), Decanoic acid (C10), Dodecanoic acid 
(C12), Myristic acid (C14), Stearic acid (C16) และ Oleic acid (C18) เขม้ขน้ 1 mM ในอาหารเหลว พบว่า 
Octanoic acid เป็นกรดไขมนัเพียงตวัเดียวท่ีสามารถเนน้การผลิตรงควตัถุสีแดงได ้เน่ืองจาก Octanoic acid  
เป็นกรดไขมนัตั้งตน้ของการสังเคราะห์รงควตัถุ นอกจากน้ี Medium-chain fatty acids ไดแ้ก่ Octanoic acid, 
Decanoic acid  และ Dodecanoic acid  สามารถยบัย ั้งการผลิตซิตรินิน โดยเฉพาะ Dodecanoic acid ท่ีมี
ประสิทธิภาพการยบัย ั้งสูงสุด ส่วน Hexanoic acid, Myristic acid, Stearic acid  และ Oleic acid ไม่มี
ประสิทธิภาพต่อการยบัย ั้งการผลิตซิตรินิน เน่ืองจาก Medium-chain fatty acids (C8-C12) จะถูกดูดซึมโดย
กระบวนการ -oxidation ภายใน Peroxisomal เปล่ียนเป็น Acetyl-CoA   หรือ Medium-chain fatty acids  
ไดแ้ก่ Octanoic acid, Decanoic acid  และ Dodecanoic acid ถูกเมทาบอลิไลซ์ดว้ยกระบวนการ  -
decarboxylation เปล่ียนเป็น  Methylketones ไดแ้ก่ Heptanone, 2-nonanone และ 2-undecanone ตามล าดบั 
จากนั้น Methylketones จะเปล่ียนเป็น Acetyl-CoA ดว้ยกระบวนการ -oxidation ภายใน Peroxisomal  

ทั้งน้ี Medium-chain fatty acids  หรือ  Methylketones   เป็นสาเหตุของการยบัย ั้งการผลิต ซิตรินิน 
เน่ืองจากซิตรินินหรือสารตวักลางในการสร้างซิตรินินจะถูกท าลายดว้ยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซ่ึงเป็นผล
จากการเพิ่มข้ึนของ Peroxisome หรือ Peroxisomal enzyme (peroxidase) จากการเหน่ียวน าของกรดไขมนัและ 
Methylketones อยา่งไรก็ตามกรดไขมนั Long-chain fatty acids (C14-C18) หรือ Short-chain fatty acids (C6) จะ
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ไม่เปล่ียนเป็น Methylketones เน่ืองจากกรดไขมนัดงักล่าวจะถูกดูดซึมโดยกระบวนการ -oxidation ภายใน 
Mitochondrial จึงเป็นผลให้กรดไขมนัทั้ง  Long-chain fatty acids (C14-C18) และ Short-chain fatty acids (C6) 
ไม่มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการผลิตซิตรินินของ Monascus  

 
3) อุณหภูมิ 
อุณหภูมิมีอิทธิพลต่อการสังเคราะห์สารทตุยิภูมิของ Monascus เช่น ซิตรินิน Monacolin K และ -

aminobutyric acid (GABA) โดยรา Monascus จะผลิตซิตรินินลดลง เม่ือเจริญท่ีอุณหภูมิ 30-34 C และ
สามารถผลิตซิตรินินไดสู้งข้ึน เม่ือเจริญท่ีอุณหภูมิต ่าประมาณ 26 C (Wang และคณะ, 2003) 

 
4) Water activity 
Water activity และความช้ืนมีอิทธิพลต่อการเจริญและการผลิตซิตรินินของรา ซ่ึงจากงานวจิยัของ 

Comerio และคณะ (1998) ไดศึ้กษาผลของ Water activity (0.800, 0.810, 0.825 และ 0.885) ต่อการเจริญและ
การผลิตซิตรินินของ Penicillium citrinum ในขา้วสาลี พบวา่ซิตรินินเพิ่มข้ึนเม่ือ Water activity สูงข้ึน โดยท่ี 
Water activity เท่ากบั 0.885 รา P. citrinum จะผลิตซิตรินินไดสู้งถึง 20,000 µg/kg แต่ท่ีสภาวะ Water activity 
นอ้ยกวา่ 0.810 ราสามารถเจริญโดยไม่ผลิตซิตรินิน        

อยา่งไรก็ตาม Water activity และความช้ืนท่ีเหมาะสมส าหรับการลดการผลิตซิตรินินของ Monascus 
ยงัไมมี่การแนะน าในเบ้ืองตน้ 

 
5) ปริมาณออกซิเจน 
ออกซิเจนเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอย่างหน่ึงต่อการสังเคราะห์รงควตัถุและซิตรินิน โดยออกซิเจนเป็น

ตวัรับอิเลคตรอนตวัสุดทา้ยของปฏิกิริยา Oxidative phosphorylation และเป็นสารตั้งตน้ของ Monooxygenases 
ซ่ึ ง เ ก่ียงข้องกับการเมทาบอไลซ์ของ เ ช้ือรา  โดย เฉพาะสารทุ ติย ภูมิ  อย่างไรก็ตามบทบาทของ 
Monooxygenases ต่อการสังเคราะห์รงควตัถุยงัไม่มีการอธิบาย (Hajjaj และคณะ, 1999)  

Hajjaj และคณะ (1999) ไดศึ้กษาผลของ Oxygen supply ต่อการสังเคราะห์รงควตัถุสีแดงและซิตรินิน 
ของ M. ruber ATCC 96218 ดว้ยกระบวนการหมกัแบบอาหารเหลว โดยแปรผนั Relative oxygen transfer 
coefficients (rOTC) ท่ี 0.33, 1.00, 1.48, 2.22, 3.16 และ 7.07 ผลการทดลองพบวา่ การผลิตซิตรินินแปรผนั
ตรงกบัการถ่ายเทออกซิเจน โดยท่ีสภาวะ High relative oxygen transfer coefficients รา Monascus จะผลิตสาร
สีแดงและซิตรินินปริมาณสูง โดยอตัราการผลิตซิตรินินจะสูงกว่าอตัราการผลิตรงควตัถุสีแดง แต่ท่ีสภาวะ 
Low relative oxygen transfer coefficients รา Monascus จะผลิตสารสีแดงและซิตรินินปริมาณต ่า แต่อตัราการ
ผลิตซิตรินินจะต ่ากวา่อตัราการผลิตรงควตัถุสีแดง 
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บทที ่3 วถุัดิบและวธีิกำรทดลอง 
 

3.1 เช้ือรำและกำรเกบ็รักษำ 
เช้ือ Monascus purpureus TISTR 3541 ซ้ือจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศ

ไทย (วว.) เก็บไวท่ี้ 4 C บนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ถ่ายเช้ือทุก 1 เดือน  
 
3.2  กำรผลติข้ำวแดง 

งานวิจยัน้ีใช้ขา้วพนัธ์ุเสาไห้เป็นอาหารแข็งส าหรับหมกัรา M. purpureus โดยขั้นตอนการผลิตขา้ว
แดง (Johns และ Stuart, 1991) ไดแ้ก่ 

1) แช่ขา้วในน ้ากลัน่ปริมาณมากเกินพอ นาน 1 ช.ม.  
2) เทน ้าออก แลว้ชัง่ขา้วใส่ภาชนะ 
3) เติมน ้ากลัน่ในขา้วเพื่อปรับความช้ืนของขา้วใหไ้ดต้ามตอ้งการ 
4) น าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 C นาน 15 นาที 
5) ทิ้งใหเ้ยน็ ใส่หวัเช้ือขา้วแดง ในอตัราส่วน 3% (w/w)  
6) บ่มท่ี 30 C นาน 15 วนั 
7) อบแหง้ท่ี 50 C นาน 24 ช.ม. 
8) ร่อนผา่นตะแกรง 80 mesh 

 
หมายเหตุ วธีิการเตรียมหวัเช้ือขา้วแดง (Seed culture) 

หวัเช้ือขา้วแดงเตรียมโดยเติมสารละลายสปอร์ท่ีความเขม้ขน้ประมาณ 2×107 spores/ml ปริมาณ 5% 
(v/w) ลงในขา้ว 50 g ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ เล้ียงเช้ือท่ี 30 C นาน 7 วนั จากนั้นบดหยาบและเก็บรักษาท่ี 4 C 
นานประมาณ 1-2 เดือน 

 
3.3 กำรคัดเลอืกปัจจัยทีม่ีผลต่อกำรผลติรงควตัถุและสำรโมนำโคลนิ เค และลดปริมำณซิตรินินจำก M. 
purpureus ด้วยวธีิ Fraction factorial design (FFD) 

ขั้นตอนน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อคดัเลือกปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการผลิตรงควตัถุและสารโมนาโคลิน เค 
และลดปริมาณซิตรินิน ของ M. purpureus ดว้ยวิธี Fractional factorial design โดยคดัเลือกปัจจยัทั้งจาก
สภาวะแวดลอ้มและแหล่งอาหาร ซ่ึงปัจจยัทางสภาวะแวดลอ้มท่ีคาดวา่เป็นปัจจยัท่ีส่งผลต่อการการผลิตรงค
วตัถุและสารโมนาโคลิน เค และลดปริมาณซิตรินิน ไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความช้ืน และระยะเวลาการหมกั ปัจจยั
ทางแหล่งอาหารประกอบดว้ย แหล่งไนโตรเจน แหล่งคาร์บอน และกรดไขมนัไดแ้ก่ โมโนโซเดียมกลูตาเมต 
(MSG) แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) เปปโทน โซเดียมไนเตรต (NaNO3) เมไทโอนีน กลูโคส เอทานอล กลี
เซอรอล กรดออกทาโนอิก และกรดโดเดคคาโนอิก ดงันั้นตวัแปรอิสระทั้งหมดมี 13 ตวัแปร โดยตวัแปร
อิสระจะถูกเขา้รหสัใหอ้ยูใ่นช่วงระดบัสูง (1) และระดบัต ่า (-1) ดงันั้นตวัแปรท่ีถูกเขา้รหสัจะมีค่าดงัตารางท่ี 1 
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ใชแ้ผนการทดลองแบบเศษส่วนเชิงแฟคทอเรียลแบบสองระดบั (Fractional Ffactorial design, FFD) โดย
ออกแบบการทดลองดว้ย Resolution III ดว้ย design 1/512 fraction ของเศษส่วนเชิงแฟคทอเรียลแบบสอง
ระดบั ดงันั้นมีจ านวนการทดลองเท่ากบั 16 ชุดการทดลอง (213-9) และเสริมท่ีจุดศูนยก์ลาง 6 คร้ัง ท าให้ได ้22 
ชุดการทดลอง (ตารางท่ี 2) โดยท่ีการทดลองท่ี 1-16 เป็นการทดลองเชิงแฟคทอเรียลและการทดลองท่ี  17-22 
แทนด้วยระดับศูนย์ทุกปัจจยัเอาไวใ้ช้ในการค านวณค่าผิดพลาดท่ีเกิดจากการทดลองและท าให้สามารถ
ตรวจสอบความพอเพียงของแบบจ าลองก าลงัหน่ึงได ้ทั้งน้ีมีดชันีช้ีวดัไดแ้ก่ การเจริญของเช้ือรา (Aidoo และ 
คณะ, 1981) การสังเคราะห์รงควตัถุ (Johns และ Stuart, 1991)  ปริมาณโมนาโคลิน เค (Lee และคณะ, 2006) 
และซิตรินิน (Lee และคณะ, 2006) ทั้งน้ีจะคดัเลือกปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลต่อการผลิตรงควตัถุและสารโมนาโค
ลิน เค และลดปริมาณซิตรินินท่ีมีระดบัความเช่ือมัน่มากกว่าหรือเท่ากบั 95% มาท าการวิเคราะห์หาสภาวะท่ี
เหมาะสมดว้ยวิธีพื้นผิวผลตอบ (Response Surface Methodology, RSM) แบบ Central composite design 
(CCD)  

 
ตำรำงที่1 ความเขม้ขน้ของแต่ละตวัแปรท่ีระดบัต่างๆ ใน Fractional factorial design ส าหรับการผลิตรงควตัถุ 
สารโมนาโคลิน เค และการลดปริมาณซิตรินินดว้ยการหมกัแบบอาหารแขง็ 

 
Variable 

Variable 
code 

Level  
-1 0 +1 

Monosodium glutamate (MSG) (%w/w) X1 0.1 0.4 0.7 
Ammonium chloride (NH4Cl) (%) X2 0.1 0.3 0.5 
Peptone (%)  X3 0.1 0.55 1.0 
Sodium nitrate (NaNO3) (%) X4 0.01 0.155 0.3 
Methionine (%) X5 0.01 0.255 0.5 
Ethanol (%)   X6 0.1 0.4 0.7 
Glucose (%) X7 0.1 1.05 2.0 
Glycerol (%v/w) X8 0.5 2.25 4.0 
Octanoic acid (%) X9 0 0.25 0.5 
Dodecanoic acid (%) X10 0 0.25 0.5 
Temperature (ºC) X11 25 30 35 
Moisture content (%)  X12 35 40 45 
Cultivation time (days) X13 10 13 16 
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ตำรำงที2่ Fractional factorial design matrix ส าหรับการประเมินปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตรงควตัถุ สารโม
นาโคลิน เค และลดปริมาณซิตรินินของ M. purpureus  

  Components 

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 X13 

1 - - - - - - - - + + + + + 

2 + - - - + + + - - - - - + 

3 - + - - + + - + - - + + - 

4 + + - - - - + + + + - - - 

5 - - + - + - + + - + - + - 

6 + - + - - + - + + - + - - 

7 - + + - - + + - + - - + + 

8 + + + - + - - - - + + - + 

9 - - - + - + + + - + + - + 

10 + - - + + - - + + - - + + 

11 - + - + + - + - + - + - - 

12 + + - + - + - - - + - + - 

13 - - + + + + - - + + - - - 

14 + - + + - - + - - - + + - 

15 - + + + - - - + - - - - + 

16 + + + + + + + + + + + + + 

17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

เม่ือ X1,…,X13 คือ independent variable  
 
3.4 กำรศึกษำเพือ่หำเหมำะสมในกำรผลติรงควตัถุและสำรโมนำโคลิน เค และลดปริมำณซิตรินิน ด้วยวิธี 
Response surfaces method (RSM)  
 น าปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการผลิตรงควตัถุและสารโมนาโคลิน เค และลดปริมาณซิตรินิน 5 ปัจจยั คือ 
NaNO3 เมไทโอนีน กลีเซอรอล อุณหภูมิและระยะเวลาการหมกั มาศึกษาหาเหมาะสมในการผลิตรงควตัถุและ
สารโมนาโคลิน เค และลดปริมาณซิตรินิน ดว้ยวธีิ Response surfaces method แบบ Central composite design 
(CCD) แต่ละตวัแปรถูกศึกษาท่ี 5 ระดบั (ตารางท่ี 3) โดยมีจ านวนชุดการทดลอง 32 การทดลอง (ตารางท่ี 4)  
  ทั้งน้ีมีดชันีช้ีวดัการเจริญของเช้ือราเป็นปริมาณชีวมวล (Glucosamine) (Aidoo และ คณะ, 1981) อีก
ทั้งวเิคราะห์ความเขม้ขน้ของสารสี (Pigments concentration) (Johns และ Stuart, 1991) ปริมาณโมนาโคลิน 
เค (Monacolin K concentration) (Lee และคณะ, 2006) และความเขม้ขน้ของซิตรินิน (Citrinin concentration) 
(Lee และคณะ, 2006) ตามล าดบั  
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ตำรำงที่3 ความเขม้ขน้ตวัแปรตามแผนการทดลอง Central composite design ส าหรับการผลิตรงควตัถุ สารโม
นาโคลิน เค และการลดปริมาณซิตรินิน 

Variable Symbol of 
variable 

Level of variable 
-2 -1 0 1 2 

Sodium nitrate (% w/w) X4 0 0.12 0.24 0.36 0.48 
Methionine (% w/w) X5 0 0.07 0.14 0.21 0.28 
Glycerol (% w/w) X8 0 1 2 3 4 
Temperature (C) X11 22 25 28 31 34 
Cultivation time (days) X13 10 13 16 19 22 
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ตำรำงที4่ Central composite design matrix ส าหรับการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตรงควตัถุ สารโมนาโค
ลิน เค และลดปริมาณซิตรินินของ M. purpureus  

No. 
ระยะเวลาการหมกั 

(days) 
กลีเซอรอล 

(%) 
อุณหภูมิ 

(C)  
เมไทโอนีน 

(%)  
NaNO3 

(%)  
1 13 1 25 0.12 0.21 
2 19 1 25 0.12 0.07 
3 13 3 25 0.12 0.07 
4 19 3 25 0.12 0.21 
5 13 1 31 0.12 0.07 
6 19 1 31 0.12 0.21 
7 13 3 31 0.12 0.21 
8 19 3 31 0.12 0.07 
9 13 1 25 0.36 0.07 
10 19 1 25 0.36 0.21 
11 13 3 25 0.36 0.21 
12 19 3 25 0.36 0.07 
13 13 1 31 0.36 0.21 
14 19 1 31 0.36 0.07 
15 13 3 31 0.36 0.07 
16 19 3 31 0.36 0.21 
17 10 2 28 0.24 0.14 
18 22 2 28 0.24 0.14 
19 16 0 28 0.24 0.14 
20 16 4 28 0.24 0.14 
21 16 2 22 0.24 0.14 
22 16 2 34 0.24 0.14 
23 16 2 28 0 0.14 
24 16 2 28 0.48 0.14 
25 16 2 28 0.24 0 
26 16 2 28 0.24 0.28 
27 16 2 28 0.24 0.14 
28 16 2 28 0.24 0.14 
29 16 2 28 0.24 0.14 
30 16 2 28 0.24 0.14 
31 16 2 28 0.24 0.14 
32 16 2 28 0.24 0.14 
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3.5 กำรศึกษำกำรผลติข้ำวแดงตำม Optimization method  ในถังหมักแบบหมุนขนำด 200 L 
 การทดลองน้ีจะฆ่าเช้ือขา้วดว้ย Autoclave และฆ่าเช้ือถงัเปล่านาน 3 ช.ม. โดยท าการทดลองดงัน้ี 

1) แช่ขา้ว 5 kg ในน ้าใหม้ากเกินพอ นานประมาณ 1 ช.ม. 
2) เทน ้าทิ้ง แลว้ชัง่ขา้วใส่ถุง ถุงละ 100 g 
3) เติม Optimization nutrients broth ซ่ึงประกอบดว้ย กลีเซอรอล 2% (v/w), โซเดียมไนเตรท 
0.01% (w/w), เมไทโอนีน 0.14% (w/w)  ปริมาณ 28 ml ลงในขา้ว 100 g  
4) ฆ่าเช้ือขา้วท่ี 121 C นาน 15 นาที แลว้ทิ้งใหเ้ยน็ 
5) จากนั้นเติม Red Koji 3% (w/w) ลงในขา้ว และคลุกใหเ้ขา้กนั 
6) ภายหลงัจากฆ่าเช้ือถงัหมกั เทขา้วแดงท่ีเตรียมไวแ้ลง้ลงในถงั โดยเล้ียงท่ี 25-30 C หมุนถงัท่ี
ความเร็วรอบ 0.2 รอบต่อนาที (rpm) และใหค้วามเร็วอากาศขาเขา้ประมาณ 0.1-2 m/s 
7) ตวัอยา่งจะถูกสุ่มเก็บทุกวนัระหวา่งการหมกั เพื่อวิเคราะห์ความช้ืน (AOAC, 1995), ความเป็น
กรด-ด่าง (Johns และ Stuart, 1991), ปริมาณชีวมวล (Aidoo และ คณะ, 1981) การสังเคราะห์รงควตัถุ 
(Johns และ Stuart, 1991)  ปริมาณโมนาโคลิน เค (Lee และคณะ, 2006) และซิตรินิน (Lee และคณะ, 
2006)    

 
3.6 กำรวเิครำะห์ทำงสถิติ 

ใช้แผนการทดลองแบบเศษส่วนเชิงแฟคทอเรียลแบบสองระดบั และแผนการทดลองแบบพื้นผิว
ตอบสนอง วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ Minitab version 16 
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บทที ่ 4  ผลและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

4.1  กำรเจริญและกำรผลติสำรทุติยภูมิจำกรำ M. purpureus ในข้ำวแดง ด้วยวธีิกำรแบบดั้งเดิม (Basal 
medium) 
 การทดลองน้ีไดท้  าการเล้ียงรา M. purpureus TISTR 3541 ดว้ยวธีิการแบบดั้งเดิม (Basal medium) 
โดยไม่มีการเติมสารอาหารใดๆ ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ท าการเล้ียงท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ประมาณ 40% ท่ีอุณหภูมิ 
30 C นาน 15 วนั จากการทดลอง พบวา่ขา้วแดงมีความช้ืนอยูร่ะหวา่ง 41-45% (รูปท่ี 3) ซ่ึงเป็นความช้ืนท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญและการสังคราะห์รงควตัถุจากราตระกลู Monascus (Yongsmith และคณะ, 2000; 
Carvalho และคณะ, 2003) 
 เม่ือพิจารณาผลของความเป็นกรด-ด่าง พบวา่ขา้วแดงมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 ขณะท่ี
ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงในระหวา่งการหมกัตั้งแต่วนัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 6 และเพิ่มข้ึนอยา่งชา้ๆ จนมีค่าสุดทา้ย
เท่ากบั 4.25 (รูปท่ี 3) ทั้งน้ีการลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วงแรกของการหมกั เป็นผลมาจากการ
เพิ่มข้ึนของกรดออร์แกนิก ซ่ึงสังเคราะห์จาก Tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) ขณะท่ีการเพิ่มข้ึนของค่า
ความเป็นกรด-ด่างในช่วงหลงัการหมกั เป็นผลจากแอมโนเนียม ซ่ึงผลิตจากกระบวนการ Deamination 
(Deacon, 2006)    

 
รูปที ่3 ความช้ืนและความเป็นกรด-ด่างของขา้วแดงในระหวา่งการหมกั 

 
 ผลของปริมาณชีวมวล และสารทุติยภูมิ ไดแ้ก่โมนาโคลิน เค ซิตรินิน และรงควตัถุ แสดงดงัรูปท่ี 4 

โดยรา Monascus มีปริมาณชีวมวลสูงสุดเท่ากบั 122.56 mg biomass/g substrate dry weight ท่ีเวลาการหมกั
นาน 15 วนั และมีปริมาณโมนาโคลิน เค และรงควตัถุ ไดแ้ก่ สีเหลือง สีส้ม และสีแดง เท่ากบั 1800 mg/kg 
sdw, 1100, 700 and 900 OD units/g sdw ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามขา้วแดงมีปริมาณซิตรินินสูงถึง 9.53 mg/kg 
sdw ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ ขา้วแดงท่ีผลิตตามวธีิการแบบดั้งเดิมมีปริมาณโมนาโคลิน เค และรงควตัถุต ่า ขณะท่ีมี
ปริมาณซิตรินินสูง ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งปรับปรุงคุณภาพของขา้วแดง โดยเฉพาะอย่างยิ่งการลดปริมาณซิตริ
นิน เพื่อใหข้า้วแดงปลอดภยัต่อการปริโภค โดยขั้นตอนแรกของงานวิจยัคือ การหาปัจจยัส าคญัจากปัจจยัทาง
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กายภาพและทางเคมีท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์โมนาโคลิน เค รงควตัถุและซิตรินินของ M. purpureus ดว้ยวิธี 
Fractional-factorial design  

 
รูปที ่4 ปริมาณชีวมวล โมนาโคลิน เค ซิตรินิน และรงควตัถุสีแดง จาก M. purpureus  

    ดว้ยวธีิการหมกัแบบดั้งเดิม 
 

4.2 ผลกำรคัดเลอืกปัจจัยทีม่ีผลต่อกำรผลติรงควตัถุและสำรโมนำโคลนิ เค และลดปริมำณซิตรินินจำก 

M. purpureus ด้วยวธีิ Fraction factorial design (FFD) 
เพื่อศึกษาปัจจยัทางกายภาพและทางเคมีท่ีส่งผลต่อการผลิตรงควตัถุและสารโมนาโคลิน เค และลด

ปริมาณซิตรินินอย่างมีนยัส าคญั จึงไดท้  าการกรองปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตตรงควตัถุและสารโมนาโคลิน เค 
และลดปริมาณซิตรินินจาก M. purpureus โดยใชแ้ผนการทดลองแบบ FFD ผลการทดลองดงัแสดงในตาราง
ท่ี 5 และ 6 ซ่ึงจากการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และการประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสระต่อ
การเจริญของ Monascus และการผลิตรงควตัถุ สารโมนาโคลิน เค และสารซิตรินิน แสดงดงัตารางท่ี 7 ถึง 12 

จากตารางท่ี 7 พบว่าปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญของ Monascus อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.5) คือ 
อุณหภูมิ ความช้ืน และระยะเวลาการหมกั ดว้ยผลเชิงบวกต่อการเจริญ จากตารางท่ี 8 พบวา่ปัจจยัท่ีมีผลต่อ
การผลิตสารโมนาโคลิน เค อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ คือ NaNO3 เมไทโอนีน กลีเซอรอล อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาการหมกั ขณะท่ีปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตสารซิตรินินอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ คือ ระยะเวลาการหมกั 
(ตารางท่ี 9) จากตารางท่ี 10 พบวา่ ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตรงควตัถุสีแดงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ คือ NaNO3 
กลีเซอรอล และระยะเวลาการหมกั ขณะท่ีปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตรงควตัถุสีส้มและสีเหลืองอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ คือ NaNO3 เมไทโอนีน กลีเซอรอล และระยะเวลาการหมกั (ตารางท่ี 11 และ 12) ทั้งน้ี NaNO3 เมไท
โอนีน กลีเซอรอล และอุณหภูมิ ให้ผลเชิงลบ ขณะท่ีระยะเวลาการหมกัให้ผลเชิงบวกต่อการผลิตโมนาโคลิน 
เค รงควตัถุ และซิตรินิน ดงันั้นปัจจยัส าคญั อนัไดแ้ก่ NaNO3 เมไทโอนีน กลีเซอรอล อุณหภูมิ และระยะเวลา
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การหมกั จะถูกน าไปศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มการผลิตโมนาโคลิน เค รงควตัถุ และลดปริมาณซิ
ตรินิน โดยใช ้Response surface method แบบ Central composite design  
 
ตำรำงที่5 ผลปัจจยัทางกายภาพและทางเคมีต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารโมนาโคลิน เค และซิตรินิน 
ตามการทดลอง FFD  

Trial No. Response (± Standard deviation) 
Biomass  

(mg/g substrate dry 
weight) 

Monacolin K 
(mg/kg substrate dry 

weight) 

Citrinin  
(µg/kg substrate dry 

weight) 
1 501.01±57.39 930.58±8.33 65.29±24.82 
2 397.23±21.40 1129.09±65.78 169.88±35.61 
3 411.70±37.76 192.84±8.96 19.75±16.22 
4 215.06±8.94 141.42±7.29 9.64±1.32 
5 381.61±75.65 145.34±3.74 17.05±0.41 
6 412.06±12.75 47.21±5.48 7.50±2.84 
7 388.86±10.93 1286.98±85.38 1192.98±84.62 
8 429.37±11.09 53.69±4.28 20.79±1.70 
9 504.72±12.03 201.19±1.89 39.46±22.51 

10 413.31±35.81 128.87±3.81 25.85±10.97 
11 412.147±15.76 37.64±3.55 14.18±5.20 
12 396.94±14.98 745.12±42.64 37.71±9.06 
13 191.11±21.98 17.96±2.22 10.31±0.94 
14 538.76±27.33 146.73±3.07 8.14±0.08 
15 270.29±23.74 547.21±10.66 80.00±3.28 
16 537.87±9.12 72.45±3.73 77.70±37.69 
17 582.08±26.44 91.24±0.06 245.32±24.17 
18 541.00±32.61 144.15±7.02 357.21±59.79 
19 620.64±28.87 280.62±10.59 269.66±28.99 
20 572.85±5.26 365.59±11.41 487.39±104.08 
21 561.13±34.81 315.85±0.84 260.29±27.63 
22 538.85±11.01 425.21±22.83 253.63±40.88 
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ตำรำงที่6 ผลปัจจยัทางกายภาพและทางเคมีต่อการผลิตรงควตัถุ ตามการทดลอง FFD  
Trial No. Response (± Standard deviation) 

Yellow pigment 
(units/g substrate dry 

weight) 

Orange pigment  
(units/g substrate dry 

weight) 

Red pigment 
(units/g substrate dry 

weight) 
1 690.82±13.18 311.73±3.75 421.01±6.66 
2 523.14±9.82 321.81±3.74 471.41±4.54 
3 160.24±1.75 72.58±0.79 95.49±0.60 
4 58.37±0.45 28.60±0.13 36.50±0.14 
5 74.35±0.56 44.96±0.18 65.72±0.19 
6 74.59±0.54 41.35±0.21 58.47±0.63 
7 483.97±0.86 294.20±2.82 392.21±4.34 
8 130.38±0.61 76.40±0.64 108.58±0.97 
9 236.44±6.63 123.09±3.91 171.23±5.02 

10 75.46±0.83 50.48±0.84 73.46±0.76 
11 58.03±0.41 30.34±0.36 38.95±0.74 
12 280.04±0.59 130.57±0.86 168.98±1.59 
13 10.34±0.10 5.25±0.08 6.85±0.18 
14 173.15±1.75 102.17±1.62 138.82±1.65 
15 233.18±5.32 125.50±3.27 169.13±4.50 
16 165.87±8.47 85.80±5.83 116.12±10.35 
17 366.43±11.85 254.08±4.97 359.45±11.37 
18 293.64±10.01 201.09±6.87 292.45±9.59 
19 280.70±0.84 167.05±0.55 239.20±1.20 
20 312.43±3.17 169.63±1.75 235.65±1.81 
21 296.78±3.40 184.75±1.97 264.52±3.81 
22 293.87±2.32 172.22±1.10 245.36±1.72 
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ตำรำงที่7 การประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสะต่อการเจริญของ Monascus ตาม FFD 
Variable Variable 

code 
Effect (Exi) Coefficient SE-

coefficient 
t values p-level 

Constant   400.13 10.48 38.20 0.000 
 MSG  X1 34.89 17.45 10.48 1.67 0.140 
Ammonium chloride  X2 -34.70 -17.35 10.48 -1.66 0.142 
Peptone  X3 -12.77 -6.39 10.48 -0.61 0.561 
Sodium nitrate  X4 16.03 8.02 10.48 0.77 0.469 
Methionine  X5 -6.67 -3.33 10.48 -0.32 0.760 
Ethanol  X6 9.87 4.93 10.48 0.47 0.652 
Glucose X7 43.81 21.90 10.48 2.09 0.075 
Glycerol  X8 -13.60 -6.80 10.48 -0.65 0.537 
Octanoic acid  X9 -32.40 -16.20 10.48 -1.55 0.166 
Dodecanoic acid  X10 -10.83 -5.42 10.48 -0.52 0.621 
Temperature  X11 136.65 68.33 10.48 6.52 0.000 
Moisture content  X12 92.26 46.13 10.48 4.40 0.003 
Incubation period  X13 60.41 30.20 10.48 2.88 0.024 
Center point   169.30 20.06 8.44 0.000 
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ตำรำงที่8 การประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสะต่อการผลิตโมนาโคลิน เค ตาม FFD 
Variable Variable 

code 
Effect (Exi) Coefficient SE-

coefficient 
t values p-level 

Constant   364.0 46.18 7.88 0.000 
 MSG  X1 -111.8 -55.9 46.18 -1.21 0.265 
Ammonium chloride  X2 41.2 20.6 46.18 0.45 0.669 
Peptone  X3 -148.6 -74.3 46.18 -1.61 0.152 
Sodium nitrate  X4 -253.7 -126.8 46.18 -2.75 0.029 
Methionine  X5 -283.7 -141.8 46.18 3.07 0.018 
Ethanol  X6 195.1 97.5 46.18 2.11 0.073 
Glucose X7 62.3 31.1 46.18 0.67 0.522 
Glycerol  X8 -359.0 -179.5 46.18 -3.89 0.066 
Octanoic acid  X9 -62.2 -31.1 46.18 -0.67 0.522 
Dodecanoic acid  X10 -151.0 -75.5 46.18 -1.64 0.146 
Temperature  X11 -307.6 -153.8 46.18 -3.33 0.013 
Moisture content  X12 184.1 92.0 46.18 1.99 0.086 
Incubation period  X13 359.6 179.8 46.18 3.89 0.006 
Center point   -93.5 88.43 -1.06 0.325 
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ตำรำงที่9 การประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสะต่อการผลิตซิตรินินตาม FFD 
Variable Variable 

code 
Effect (Exi) Coefficient SE-

coefficient 
t values p-level 

Constant   112.26 35.78 3.14 0.016 
MSG  X1 -135.23 -67.61 35.78 -1.89 0.101 
Ammonium chloride  X2 138.66 69.33 35.78 1.94 0.094 
Peptone  X3 129.09 64.54 35.78 1.80 0.114 
Sodium nitrate  X4 -151.19 -75.60 35.78 -2.11 0.073 
Methionine  X5 -135.65 -67.83 35.78 -1.90 0.100 
Ethanol  X6 164.29 82.15 35.78 2.30 0.055 
Glucose X7 157.73 78.86 35.78 2.20 0.063 
Glycerol  X8 -155.29 -77.65 35.78 -2.17 0.067 
Octanoic acid  X9 126.33 63.17 35.78 1.77 0.121 
Dodecanoic acid  X10 -155.04 -77.52 35.78 -2.17 0.067 
Temperature  X11 -161.33 -80.66 35.78 -2.25 0.059 
Moisture content  X12 136.59 68.29 35.78 1.91 0.098 
Incubation period  X13 193.46 96.73 35.78 2.70 0.030 
Center point   199.99 68.52 2.92 0.022 
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ตำรำงที่10 การประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสะต่อการผลิตรงควตัถุสีแดงตาม FFD 
Variable Variable 

code 
Effect (Exi) Coefficient SE-

coefficient 
t values p-level 

Constant   158.31 17.66 8.96 0.000 
 MSG  X1 -23.53 -11.77 17.66 -0.67 0.527 
Ammonium chloride  X2 -35.13 -17.56 17.66 -0.99 0.353 
Peptone  X3 -52.64 -26.32 17.66 -1.49 0.180 
Sodium nitrate  X4 -95.73 -47.87 17.66 -2.71 0.030 
Methionine  X5 -72.47 -36.24 17.66 -2.05 0.079 
Ethanol  X6 53.57 26.79 17.66 1.52 0.173 
Glucose X7 41.12 20.56 17.66 1.16 0.283 
Glycerol  X8 -120.09 -60.04 17.66 -3.40 0.011 
Octanoic acid  X9 -30.72 -15.36 17.66 -0.87 0.413 
Dodecanoic acid  X10 -42.87 -21.43 17.66 -1.21 0.264 
Temperature  X11 -29.45 14.72 17.66 -0.83 0.432 
Moisture content  X12 51.34 25.67 17.66 1.45 0.189 
Incubation period  X13 164.17 82.09 17.66 4.65 0.002 
Center point   114.46 33.82 3.38 0.012 
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ตำรำงที่11 การประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสะต่อการผลิตรงควตัถุสีส้มตาม FFD 
Variable Variable 

code 
Effect (Exi) Coefficient SE-

coefficient 
t values p-level 

   115.30 12.32 9.36 0.000 
 MSG  X1 -21.31 -10.65 12.32 -0.87 0.416 
Ammonium chloride  X2 -19.61 -9.80 12.32 -0.80 0.452 
Peptone  X3 -36.70 -18.35 12.32 -1.49 0.180 
Sodium nitrate  X4 -67.30 -33.65 12.32 -2.73 0.029 
Methionine  X5 -58.70 -29.35 12.32 -2.38 0.049 
Ethanol  X6 38.06 19.03 12.32 1.55 0.166 
Glucose X7 27.14 13.57 12.32 1.10 0.307 
Glycerol  X8 -87.51 -43.76 12.32 -3.55 0.009 
Octanoic acid  X9 -18.67 -9.33 12.32 -0.76 0.473 
Dodecanoic acid  X10 -29.00 -14.50 12.32 -1.18 0.277 
Temperature  X11 -19.74 -9.87 12.32 -1.80 0.449 
Moisture content  X12 42.52 21.26 12.32 1.73 0.128 
Incubation period  X13 116.65 58.32 12.32 4.74 0.002 
Center point   76.17 23.58 3.23 0.014 
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ตำรำงที่12 การประเมินผลกระทบของตวัแปรอิสะต่อการผลิตรงควตัถุสีเหลืองตาม FFD 
Variable Variable 

code 
Effect (Exi) Coefficient SE-

coefficient 
t values p-level 

Constant   214.27 24.01 8.92 0.000 
 MSG  X1 -58.30 -29.15 24.01 -1.21 0.264 
Ammonium chloride  X2 -36.03 -18.01 24.01 -0.75 0.478 
Peptone  X3 -92.09 -46.04 24.01 -1.92 0.097 
Sodium nitrate  X4 -120.42 -60.21 24.01 -2.51 0.041 
Methionine  X5 -129.09 -64.55 24.01 -2.69 0.031 
Ethanol  X6 55.11 27.56 24.01 1.15 0.289 
Glucose X7 14.78 7.39 24.01 0.31 0.767 
Glycerol  X8 -158.92 -79.46 24.01 -3.31 0.013 
Octanoic acid  X9 -24.18 12.09 24.01 -0.50 0.630 
Dodecanoic acid  X10 -16.89 -8.45 24.01 -0.35 0.735 
Temperature  X11 -6.17 -3.08 24.01 -0.13 0.901 
Moisture content  X12 97.43 48.71 24.01 2.03 0.082 
Incubation period  X13 206.27 103.13 24.01 4.30 0.004 
Center point   93.04 45.98 2.02 0.083 
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4.3 ผลกำรศึกษำเพือ่หำสภำวะทีเ่หมำะสมต่อกำรผลติรงควตัถุและสำรโมนำโคลนิ เค และลดปริมำณซิตริ

นินจำก M. purpureus โดยวิธีพืน้ผวิตอบสนองแบบ Central composite design (CCD) 
การทดลองโดยวธีิ CCD ศึกษา 5 ปัจจยั คือ NaNO3 เมไทโอนีน กลีเซอรอล อุณหภูมิ และระยะเวลา

การหมกั ไดผ้ลการทดลองดงัตารางท่ี 13 และ 14 จะเห็นไดว้า่ปริมาณชีวมวลแปรผนัอยูร่ะหวา่ง 340-900 
mg/g substrate dry weight ขณะท่ีสารโมนาโคลิน เค รงควตัถุสีแดง สีส้ม สีเหลือง และซิตรินินแปรผนัอยู่
ระหวา่ง 56-7000 mg/kg, 190-1750 units/g, 140-1300 units/g, 200-2500 units/g, 0.006-0.9 mg/kg substrate 
dry weight ตามล าดบั ซ่ึงจากการวเิคราะห์การถดถอยของขอ้มูล (Regression analysis) ส าหรับการเจริญและ
ผลิตสารโมนาโคลิน เค รงควตัถุ และซิตรินิน แสดงดงัตารางท่ี 15 ถึง 20 โดยสามารถสร้างสมการอนัดบัท่ี
สอง (Second order polynomial) ไดด้งัสมการท่ี 1 ถึง 6  
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เม่ือ Y1 คือ ปริมาณโมนาโคลิน เค (mg/kg substrate dry weight), Y2, Y3 และ Y4 ปริมาณความเขม้สี
แดง สีส้ม และสีเหลือง (OD units/g substrate dry weight), Y5 คือปริมาณซิตรินิน (mg/kg substrate dry 
weight), Y6 คือปริมาณชีวมวล (mg/g substrate dry weight) และ x4 คือ coded variable ของ NaNO3, x5 คือ 
coded variable ของเมไทโอนีน, x8 คือ coded variable ของกลีเซอรอล, x9 คือ coded variable ของอุณหภูมิ 
และ x11 คือ coded variable ของระยะเวลาการหมกั 

จากผลการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) (ตารางท่ี 21-26) pmodel ของแบบจ าลองการถดถอย
ส าหรับผลิตโมนาโคลิน เค รงควตัถุสีแดง สีส้ม สีเหลือง สารซิตรินินและปริมาณชีวมวลมีค่าเท่ากบั 0.039, 
0.026, 0.013, 0.039, 0.033, 0.022 ซ่ึงหมายความวา่สมการอนัดบัท่ีสองมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) หรือ
สมการอนัดบัท่ีสองมีความเพียงพอส าหรับการท านายบนพื้นผิวตอบสนอง นอกจากน้ีแบบจ าลองของการ
ผลิตโมนาโคลิน เค รงควตัถุสีแดง สีส้ม สีเหลือง สารซิตรินินและปริมาณชีวมวล มีค่า R2 = 0.838, 0.845, 
0.874, 0.838, 0.853 and 0.859 ตามล าดบั แสดงวา่แบบจ าลองการผลิตโมนาโคลิน เค รงควตัถุสีแดง สีส้ม สี
เหลือง สารซิตรินิน และปริมาณชีวมวลสามารถอธิบายความผนัแปรของขอ้มูลได ้83.8%, 84.5%, 87.4%, 
83.8%, 85.3% และ 85.9% ตามล าดบั ค่าท่ีท านายไดจ้ากสมการถูกน าไปสร้างกราฟ Response surface plot 
(รูปท่ี 5) ซ่ึงผลจากการค านวณดว้ย Polynomial models พบวา่ค่าท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตตโมนาโคลิน เค 
รงควตัถุ และลดปริมาณซิตรินิน คือ NaNO3 0.01% (w/w) เมไทโอนีน 0.14% (w/w) กลีเซอรอล 2% (v/w) ท่ี
อุณหภูมิ 25 C นาน 16 วนั ซ่ึงสามารถปรับปรุงการผลิตโมนาโคลิน เค จากวิธีการหมกัแบบดั้งเดิมท่ีความ
เขม้ขน้  1800 mg/kg เป็น 6500 mg/kg โดยเพิ่มข้ึน 3.6 เท่า และรงควตัถุสีแดง สีส้ม และสีเหลือง เพิ่มข้ึนจาก 
900 units/g เป็น 1500 units/g, 700 units/g เป็น 1100 units/g และ 1100 units/g เป็น 2200 units/g โดยเพิ่มข้ึน 
1.67, 1.57 และ 2 เท่า ตามล าดบั ขณะท่ีความเขม้ขน้ของซิตรินินลดลงจาก 9.53 mg/kg เป็น 0.14 mg/kg  ซ่ึง
ลดลง 68 เท่า   

เม่ือทดสอบหมกัขา้วแดงตามวิธี Optimization ในระดบัห้องปฏิบติัการ พบวา่สามารถผลิตโมนาโค
ลิน เค รงควตัถุสีแดง สีส้ม สีเหลือง และซิตรินินได ้5900 mg/kg, 1200 units/g, 900 units/g, 1700 units/g, 
0.26 mg/kg ตามล าดบั  โดยโมนาโคลิน เค และรงควตัถุเพิ่มข้ึน 3.28 และ 1.28-1.54 เท่า ตามล าดบั ขณะท่ีซิ
ตรินินลดลง 36.65 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิการหมกัแบบดั้งเดิม   
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ตำรำงที่13 ผลของการการเจริญและการผลิตสารโมนาโคลิน เค และซิตรินิน จาก Monascus ตามการทดลอง 
CCD  

Trial 
No. 

Response (± Standard deviation) 
Biomass  

(mg/g substrate dry weight) 
Monacolin K 

(mg/kg substrate dry weight) 
Citrinin  

(mg/kg substrate dry weight) 
1 665.51 ± 49.82 3144.32 ± 87.03 0.0931 ± 0.0029 
2 668.15 ± 48.54 7182.66 ± 84.03 0.3613 ± 0.0022 
3 382.27 ± 22.68 1401.16 ± 68.80 0.1450 ± 0.1684 
4 489.32 ± 7.51 5427.74 ± 129.41 0.9308 ± 0.0880 
5 728.72 ± 5.18 270.18 ± 11.08 0.0164 ± 0.0023 
6 745.72 ± 11.51 161.41 ± 9.10 0.0105 ± 0.0077 
7 743.86 ± 5.98 252.21 ± 5.40 0.0154 ± 0.0025 
8 695.06 ± 21.59 289.95 ± 12.39 0.0159 ± 0.0005 
9 430.95 ± 20.78 2956.65 ± 0.77 0.1146 ± 0.0005 

10 672.71 ± 27.62 3954.62 ± 275.76 0.1493 ± 0.0151 
11 341.49 ± 30.58 451.33 ± 34.68 0.0051 ± 0.0030 
12 521.20 ± 1.451 4868.42 ± 59.06 0.1835 ± 0.0165 
13 652.88 ± 13.27 157.46 ± 4.017 0.0144 ± 0.0042 

14 708.67 ± 30.88 56.73 ± 5.12 0.0104 ± 0.0008 

15 733.94 ± 10.55 184.50 ± 23.19 0.0179 ± 0.0008 
16 888.44 ± 27.16 173.00 ± 24.98 0.0058 ± 0.0013 
17 423.52 ± 9.57 661.32 ± 28.76 0.0115 ± 0.0004 
18 756.93 ± 19.64 2244.38 ± 47.94 0.2778 ± 0.0691 
19 698.14 ± 43.40 2051.50 ± 98.12 0.4736 ± 0.1008 
20 761.93 ± 14.94 2351.59 ± 51.51 0.0827 ± 0.0044 
21 345.44 ± 13.65 1253.25 ± 49.57 0.1756 ± 0.0137 
22 525.57 ± 22.88 132.89 ± 2.57 0.0096 ± 0.0006 
23 427.67 ± 74.45 4453.29 ± 53.85 0.1105 ± 0.0089 
24 517.48 ± 32.75 1518.33 ± 135.87 0.0402 ± 0.0041 
25 395.98 ± 33.09 6997.12 ± 6.29 0.1801 ± 0.0268 
26 556.98 ± 46.35 1610.07 ± 25.62 0.0231 ± 0.0041 
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ตำรำงที่13 (ต่อ)  ผลของการการเจริญและการผลิตสารโมนาโคลิน เค และซิตรินิน จาก Monascus ตามการ
ทดลอง CCD  

Trial 
No. 

Response (± Standard deviation) 
Biomass 

(mg/g substrate dry weight) 
Monacolin K 

(mg/kg substrate dry weight) 
Citrinin  

(mg/kg substrate dry weight) 
27 432.38 ± 18.38 2775.16 ± 28.24 0.0124 ± 0.0009 
28 468.29 ± 41.22 3267.31 ± 101.99 0.0817 ± 0.0073 
29 533.42 ± 29.82 3486.67 ± 47.27 0.0260 ± 0.0007 
30 548.67 ± 31.45 2763.82 ± 34.70 0.0234 ± 0.0030 
31 505.96 ± 22.81 2924.59 ± 94.91 0.0220 ± 0.0012 
32 579.29 ± 18.83 2362.60 ± 51.44 0.0162 ± 0.0070 
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ตำรำงที่14 ผลของการผลิตรงควตัถุ สีเหลือง ส้ม และแดง จาก Monascus ตามการทดลอง CCD  
Trial 
No. 

Response (± Standard deviation) 
Yellow pigment 

(Units/g substrate dry weight) 
Orange pigment 

(Units/g substrate dry weight) 
Red pigment 

(Units/g substrate dry weight) 
1 1156.60   ± 20.12 520.52   ± 10.35 720.41   ± 15.97 
2 2462.09  ± 25.10 1268.11   ± 14.24 1676.58   ± 12.37 
3 580.48   ± 9.08 331.54   ± 4.06 465.63   ± 3.05 
4 1919.43   ± 30.53 982.46   ± 14.79 1270.35   ± 20.52 
5 490.51  ± 9.74 355.52   ± 11.67 502.30   ± 13.58 
6 282.30   ± 3.20 183.92   ± 2.41 230.38   ± 1.90 
7 260.16   ± 2.72 176.61   ± 1.30 237.23   ± 1.30 
8 453.87   ± 16.99 453.87   ± 16.99 300.65   ± 12.35 
9 1057.44   ± 30.78 466.17   ± 13.87 665.68   ± 20.10 

10 1645.62   ± 36.08 823.91   ± 13.94 1116.37   ± 18.98 
11 233.00  ± 0.62 144.57   ± 0.31 217.59   ± 0.84 
12 1762.92   ± 38.73 851.69   ± 14.76 1138.79   ± 15.82 
13 200.24  ± 1.18 139.48   ± 0.79 189.01   ± 0.83 
14 337.67   ± 12.81 229.74   ± 9.45 290.80   ± 11.92 
15 362.58   ± 2.53 266.26   ± 1.56 367.36   ± 2.01 
16 296.11   ± 1.21 190.77   ± 0.76 249.96   ± 1.65 
17 376.15   ± 0.64 220.61   ± 0.62 310.08   ± 1.49 
18 1253.96   ± 15.31 666.42   ± 13.94 884.82   ± 14.39 
19 1069.13   ± 9.15 582.46   ± 7.97 775.40   ± 9.13 
20 1169.11   ± 19.39 625.42   ± 8.45 823.47   ± 12.05 
21 458.18   ± 14.42 262.22   ± 3.32 386.62   ± 2.27 
22 252.15   ± 1.35 161.723   ± 0.91 212.87   ± 2.12 
23 1395.11   ± 50.07 625.16   ± 19.39 826.03   ± 6.61 
24 792.60   ± 10.19 483.43   ± 9.28 697.49   ± 11.64 
25 2438.88   ± 1.80 1305.96   ± 2.39 1749.06   ± 5.21 
26 769.86   ± 6.52 440.20   ± 18.31 586.02   ± 9.33 
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ตำรำงที่14 (ต่อ) ผลของการผลิตรงควตัถุ สีเหลือง ส้ม และแดง จาก Monascus ตามการทดลอง CCD 
Trial 
No. 

Response (± Standard deviation) 
Yellow pigment 

(Units/g substrate dry weight) 
Orange pigment 

(Units/g substrate dry weight) 
Red pigment 

(Units/g substrate dry weight) 
27 997.33   ± 9.63 997.33   ± 9.63 731.12   ± 6.37 
28 1200.33   ± 4.77 1200.33   ± 4.77 937.35   ± 3.81 
29 1284.53   ± 13.44 1284.53   ± 13.45 937.06   ± 12.06 
30 1081.80   ± 33.46 1081.80   ± 33.46 820.83   ± 23.11 
31 1254.23   ± 30.42 697.09   ± 16.30 877.09   ± 22.65 
32 980.30   ± 18.49 980.30   ± 18.49 749.77   ± 12.84 
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ตำรำงที่15 ผลการวเิคราะห์ถดถอย (regression analysis) ของ CCD ส าหรับการเจริญของ Monascus 
Parameter Coefficients Standard error t level p-level 
Intercept 496.62   36.36   13.660   0.000 
time 57.35     18.61    3.083   0.010 
glycerol -14.59    18.61   -0.784   0.449 
temperature 86.91   18.61    4.671   0.001 
methionine 0.47     18.61    0.025   0.980 
NaNO3 27.21     18.61    1.462   0.172 
time*time 34.44    16.83    2.046   0.065 
glycerol*glycerol 69.39    16.83    4.123   0.002 
temp*temp -4.24     16.83   -0.252   0.806 
methionine*methionine 5.03     16.83    0.299   0.771 
NaNO3* NaNO3 6.00     16.83    0.357   0.728 
time*glycerol 4.70     22.79    0.206   0.840 
time*temp -22.04     22.79   -0.967   0.354 
time*methionine 34.62     22.79    1.519   0.157 
time* NaNO3 4.70     22.79    0.206   0.840 
glycerol*temp 58.02     22.79    2.546   0.027 
glycerol*methionine 32.34     22.79    1.419   0.184 
glycerol* NaNO3 -4.35     22.79   -0.191   0.852 
temp*methionine   19.34     22.79    0.849   0.414 
temp* NaNO3 -0.12     22.79   -0.005   0.996 
methionine* NaNO3 -0.59     22.79   -0.026   0.980 
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ตำรำงที่16 ผลการวเิคราะห์ถดถอย (regression analysis) ของ CCD ส าหรับการผลิตโมนาโคลิน เค  
Parameter Coefficients Standard error t-level p-level 
Constant 3521.6     550.0    6.403   0.000 
time   686.0     281.5   2.437   0.033 
glycerol -176.5     281.5   -0.627   0.543 
temperature -1253.4     281.5   -4.453   0.001 
methionine    -466.5     281.5   -1.657   0.126 
NaNO3 -594.3     281.5   -2.111   0.058 
time*time -530.8     254.6    -2.085   0.061 
glycerol*glycerol -343.7     254.6    -1.350   0.204 
temperature*temperature -720.8     254.6   -2.831   0.016 
methionine*methionine -147.6     254.6   -0.580   0.574 
NaNO3* NaNO3 181.9     254.6    0.714   0.490 
time*glycerol 227.7     344.7    0.660   0.523 
time*temperature -854.0     344.7   -2.477   0.031 
time*methionine -168.2     344.7   -0.488   0.635 
time* NaNO3 -117.1     344.7   -0.340   0.740 
glycerol*temperature 334.0     344.7    0.969   0.353 
glycerol*methionine 121.2     344.7    0.352   0.732 
glycerol* NaNO3 163.0     344.7    0.473   0.645 
temperature*methionine   282.7     344.7    0.820   0.430 
temperature* NaNO3 210.9     344.7    0.612   0.553 
methionine* NaNO3 -198.2     344.7   -0.575   0.577 
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ตำรำงที่17 ผลการวเิคราะห์ถดถอย (regression analysis) ของ CCD ส าหรับการผลิตซิตรินิน  
Parameter   Coefficients Standard error t-level p-level 
Constant 0.0366  0.0491    0.746   0.471 
time 0.0741   0.0251    2.948   0.013 
glycerol    -0.0096  0.0251   -0.385   0.707 
temperature -0.0920   0.0251   -3.661   0.004 
methionine -0.0512   0.0251   -2.036   0.067 
NaNO3 0.0019   0.0251    0.076   0.941 
time*time 0.0222   0.0227    0.978   0.349 
glycerol*glycerol   0.0556   0.0227    2.446   0.032 
temperature*temperature 0.0092   0.0227    0.406   0.692 
methionine*methionine 0.0049   0.0227    0.217   0.832 
NaNO3* NaNO3 0.0115   0.0227    0.505   0.623 
time*glycerol 0.0412   0.0308    1.339   0.207 
time*temperature -0.0805   0.0308   -2.616   0.024 
time*methionine -0.0532   0.0308   -1.729   0.112 
time* NaNO3 0.0432   0.0308    1.403   0.188 
glycerol*temperature -0.0339   0.0308     -1.102 0.294 
glycerol*methionine -0.0439   0.0308   -1.425   0.182 
glycerol* NaNO3 0.0519   0.0308    1.686   0.120 
temperature*methionine 0.0668   0.0308    2.169   0.053 
temperature* NaNO3 -0.0242  0.0308   -0.788   0.447 
methionine* NaNO3 -0.0414   0.0308   -1.347   0.205 
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ตำรำงที่18 ผลการวเิคราะห์ถดถอย (regression analysis) ของ CCD ส าหรับการผลิตรงควตัถุสีแดง 
Parameter Coefficients Standard error t-level p-level 
Constant 859.2 104.4 8.232 0.000 
time 169.1 53.4 3.165 0.009 
glycerol -43.6 53.4 -0.817 0.431 
temperature -218.8 53.4 -4.096 0.002 
methionine -59.4 53.4 -1.112 0.290 
NaNO3 -145.9 53.4 -2.732 0.020 
time*time -78.186 48.3 -1.618 0.134 
glycerol*glycerol -27.7 48.3 -0.573 0.578 
temperature*temperature -152.6 48.3 -3.159 0.009 
methionine*methionine -37.109 48.3 -0.768 0.459 
NaNO3* NaNO3 64.3 48.3 1.332 0.210 
time*glycerol 27.2 65.4 0.416 0.686 
time*temperature -209.8 65.4 -3.207 0.008 
time*methionine -12.2 65.4 -0.187 0.855 
time* NaNO3 6.1 65.4 0.093 0.928 
glycerol*temperature 64.3 65.4 0.983 0.347 
glycerol*methionine 35.5 65.4 0.542 0.598 
glycerol* NaNO3 36.4 65.4 0.556 0.589 
temperature*methionine 51.3 65.4 0.784 0.449 
temperature* NaNO3 4.2 65.4 0.064 0.950 
methionine* NaNO3 -12.7 65.4 -0.194 0.850 
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ตำรำงที่19 ผลการวเิคราะห์ถดถอย (regression analysis) ของ CCD ส าหรับการผลิตรงควตัถุสีส้ม 
Parameter Coefficients Standard error t level p-level 
Constant 1031.1     90.03   11.453   0.000 
time 144.8     46.07    3.143   0.009 
glycerol -21.0  46.07   -0.455   0.658 
temperature -149.7     46.07   -3.250   0.008 
methionine -60.1     46.07   -1.305   0.218 
NaNO3 -116.3     46.07   -2.525    0.028 
time*time -140.1     41.68   -3.362   0.006 
glycerol*glycerol -100.0     41.68   -2.399   0.035 
temperature*temperature -198.0     41.68   -4.751   0.001 
methionine*methionine -112.4     41.68   -2.697   0.021 
NaNO3* NaNO3 -32.7     41.68   -0.785   0.449 
time*glycerol 33.5     56.43    0.593   0.565 
time*temperature -146.4     56.43   -2.595   0.025 
time*methionine -26.5     56.43   -0.470   0.647 
time* NaNO3 -11.5     56.43   -0.204   0.842 
glycerol*temperature   59.2     56.43    1.049   0.317 
glycerol*methionine 11.1     56.43    0.197   0.848 
glycerol* NaNO3 15.2     56.43    0.269   0.793 
temperature*methionine 29.5   56.43   0.523   0.611 
temperature* NaNO3 -10.5     56.43   -0.187   0.855 
methionine* NaNO3 1.9     56.43    0.034   0.974 
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ตำรำงที่20 ผลการวเิคราะห์ถดถอย (regression analysis) ของ CCD ส าหรับการผลิตรงควตัถุสีเหลือง 
Parameter Coefficients Standard error t-level p-level 
Constant 1154.9      168.41 6.858   0.000 
time 273.9     86.18    3.179   0.009 
glycerol -65.2     86.18   -0.756   0.465 
temperature -356.1     86.18   -4.132   0.002 
methionine -121.4     86.18   -1.409   0.186 
NaNO3 -202.2     86.18   -2.346   0.039 
time*time -101.3     77.96   -1.299   0.220 
glycerol*glycerol -25.3      77.96 -0.324   0.752 
temperature*temperature -216.3     77.96   -2.774   0.018 
methionine*methionine -31.3     77.96   -0.405   0.693 
NaNO3* NaNO3 96.0     77.96    1.232   0.244 
time*glycerol 73.3    105.55    0.695   0.502 
time*temerature -294.1    105.55   -2.787   0.018 
time*methionine -27.5    105.55   -0.261   0.799 
time* NaNO3 -14.5    105.55   -0.137   0.893 
glycerol*temperature 118.0   105.55    1.118   0.287 
glycerol*methionine 36.9    105.55    0.350   0.733 
glycerol* NaNO3 38.2     105.55 0.362   0.724 
temperature*methionine 70.6    105.55    0.669   0.517 
temperature* NaNO3 18.9       105.55 0.179   0.861 
methionine* NaNO3 -48.6    105.55   -0.460   0.654 

 
ตำรำงที2่1 ผลวเิคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณชีวมวลของ Monascus  

Mode Sum of squares d.f. Mean of squares F P R2 
Regression 557763 20 27888 3.39 0.022 0.859 
Residual error 91388 11 8308    
Lack of fit 76773 6 12795 4.38 0.063  
Pure error 14615 5 2923    
Total 649151 31     
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ตำรำงที2่2 ผลวเิคราะห์ความแปรปรวนของการผลิตสารโมนาโคลิน เค   
Mode Sum of squares d.f. Mean of squares F P R2 
Regression 107980932 20 5399047 2.84 0.039 0.838 
Residual error 20916696 11 1901518    
Lack of fit 20833727 6 3472288 209.25 0.000  
Pure error 82969 5 16594    
Total 128897627 31     

 
ตำรำงที2่3 ผลวเิคราะห์ความแปรปรวนของการผลิตซิตรินิน  

Mode Sum of squares d.f. Mean of squares F P R2 
Regression 0.90777 20 0.045388 2.99 0.033 0.845 
Residual error 0.16675 11 0.015159    
Lack of fit 0.16346 6 0.027244 41.38 0.000  
Pure error 0.00329 5 0.000658    
Total 1.07452 31     

 
ตำรำงที่24 ผลวเิคราะห์ความแปรปรวนของการผลิตรงควตัถุสีแดง 

Mode Sum of squares d.f. Mean of squares F P R2 
Regression 4383359 20 219168 3.20 0.026 0.853 
Residual error 753294 11 68481    
Lack of fit 712685 6 118781 14.63 0.005  
Pure error 40609 5 8122    
Total 5136653 31     

 
ตำรำงที่25 ผลวเิคราะห์ความแปรปรวนของการผลิตรงควตัถุสีส้ม 

Mode Sum of squares d.f. Mean of squares F P R2 
Regression 3876328 20 193816 3.80 0.013 0.874 
Residual error 560446 11 50950    
Lack of fit 350226 6 58371 1.39 0.368  
Pure error 210220 5 42044    
Total 4436774 31     
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ตำรำงที่26 ผลวเิคราะห์ความแปรปรวนของการผลิตรงควตัถุสีเหลือง 
Mode Sum of squares d.f. Mean of squares F P R2 
Regression 10175630 20 508782 2.85 0.039 0.838 
Residual error 1960943 11 178268    
Lack of fit 1874405 6 312401 18.05 0.003  
Pure error 86537 5 17307    
Total 12136573 31     
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                      รูปที ่5 กราฟแสดงพื้นท่ีการตอบสนองของปริมาณนาโคลิน เค (a), ซิตรินิน (b), รงควตัถุสีแดง (c), สี
ส้ม (d) และสีเหลือง (e) ท่ีความแตกต่างของอุณหภูมิและระยะเวลาการหมกั 
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4.4 ผลกำรศึกษำกำรผลติข้ำวแดงตำม Optimization method ในถังหมักแบบหมุนขนำด 200 ลติร 
การทดลองน้ีศึกษาการผลิตขา้วแดงตาม Optimization method (NaNO3 0.01% (w/w) เมไทโอนีน 

0.14% (w/w) กลีเซอรอล 2% (v/w) ท่ีอุณหภูมิ 25 C นาน 16 วนั) ดว้ยถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร โดย
การทดลองเบ้ืองตน้ในการเล้ียงเช้ือตามวิธี Optimization ในถงัหมกัแบบหมุน ท่ีอุณหภูมิ 25 C พบวา่เช้ือรา
เจริญเติบโตชา้ เป็นผลให้ง่ายต่อการปนเป้ือน ดงันั้นจึงท าการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิประมาณ 25-30 C ซ่ึงเป็น
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของรา M. purpureus โดย Temperature profile และความเร็วอากาศขาเขา้
ระหวา่งการเล้ียงเช้ือราในถงัหมกัแบบหมุนแสดงดงัรูปท่ี 6 นอกจากน้ีผลของความช้ืนและความเป็นกรด-ด่าง
ของขา้วแดงในระหว่างการหมกัแสดงดงัรูปท่ี 7 ซ่ึงขา้วมีความช้ืนเร่ิมตน้และค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 42.44±1.63% และ 6.29±0.05 ตามล าดบั และในระหวา่งหมกัขา้วแดงมีความช้ืนและความเป็นกรด-
ด่างอยูร่ะหวา่ง 32.59-43.76% และ 5.08-6.24 ตามล าดบั (รูปท่ี 6)  

 
รูปที ่6 อุณหภูมิและความเร็วอากาศขาเขา้ระหวา่งการหมกัขา้วแดงถงัหมกัแบบหมุน 

 

 
รูปที ่7  ความช้ืนและความเป็นกรด-ด่าง ของขา้วแดงในระหวา่งการหมกั 

     ดว้ยถงัหมกัแบบหมุน 
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จากการควบคุมความเร็วลมขาเขา้ท่ี 0.5-1.9 m/s ในช่วง 1-4 วนัแรกของการหมกั พบวา่ความช้ืนของ
อาหารเล้ียงเช้ือลดลงจาก 43.75±6.23% (วนัท่ี 1) เป็น 32.59±5.63% (วนัท่ี 4) (รูปท่ี 7) เป็นผลให้เช้ือรามีอตัรา
การเจริญเติบโตลดลงโดยพิจารณาไดจ้ากค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเพิ่มข้ึนประมาณ 5.51-5.63 ในวนัท่ี 3-4 ของ
การหมกั (รูปท่ี 7) ซ่ึงอธิบายไดว้า่ หากเช้ือรามีการเจริญเติบโตไดดี้ในช่วง exponential phase ค่าความเป็น
กรด-ด่างของขา้วแดงควรมีค่าต ่าอยู่ประมาณ 4-5 เน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของกรด เช่น succinic, malic citric, 
pyruvic และ fumaric ในระบบ ซ่ึงเป็นผลจากการผลิตของเช้ือราผ่านกระบวนการ TCA cycle ซ่ึงเป็น
กระบวนการส าคญัต่อการผลิต ATP ส าหรับการใชใ้นกิจกรรมของเซลล์และการเจริญเติบโต (Griffin, 1994) 
อีกทั้งเช้ือรายงัมีช่วง lag phase นานประมาณ 2 วนั (รูปท่ี 6) ดงันั้นจึงท าการลดความเร็วลมขาเขา้เป็น 0.1 m/s 
ในวนัท่ี 5 ของการหมกัและพ่นน ้ าลงขา้ว เพื่อเพิ่มปริมาณความช้ืนของขา้วแดง โดยปรับความช้ืนเพิ่มข้ึน
ประมาณ 40% (รูปท่ี 5) ซ่ึงเป็นช่วงความช้ืนท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญของรา Monascus อีกทั้งการเพิ่ม
ปริมาณความช้ืนท่ีมากเกินไป จะท าใหง่้ายต่อการปนเป้ือนจากจุลินทรียช์นิดอ่ืน    

ภายหลงัจากการเพิ่มความช้ืนและลดความเร็วลม พบวา่เช้ือราสามารถเจริญเติบโตไดดี้ข้ึน โดยสังเกต
ไดจ้ากค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีลดลงในวนัท่ี 5-7 อยา่งไรก็ตามเช้ือราเขา้สู่ช่วง Stationary phase ภายหลงัการ
หมกันาน 7 วนั เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณความช้ืนไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตในช่วงแรกของการ
หมกั  

นอกจากนั้นเช้ือรามีช่วง Idiophase หรือ Production phase ในการผลิตสารทุติยภูมิ ไดแ้ก่โมนาโคลิน 
เค รงควตัถุ และซิตรินิน ภายหลงัวนัท่ี 4-5 ของการหมกั (รูปท่ี 8) โดยวนัสุดทา้ยของการหมกั (วนัท่ี 8) เช้ือรา
มีปริมาณความเขน้ขน้ของโมนาโคลิน เค รงควตัถุสีแดง สีส้มและสีเหลือง และปริมาณซิตรินิน เท่ากบั 1350 
mg/kg, 330 OD units/g, 280 OD units/g, 460 OD units/g และ 0.60 mg/kg ตามล าดบั (รูปท่ี 8) ซ่ึงปริมาณโม
นาโคลิน เค และรงควตัถุท่ีผลิตไดมี้ค่าเพิ่มข้ึน ขณะท่ีการผลิตซิตรินินมีค่าลดลง  ดว้ยการหมกัในถงัหมกัแบบ
หมุน เม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิการหมกัแบบดั้งเดิม (Basal medium) ท่ีเวลาการหมกัเท่ากนั     

 
รูปที ่8 ปริมาณชีวมวล และปริมาณโมนาโคลิน เค รงควตัถุ และซิตรินิน 

   จากรา Monascusในระหวา่งการหมกัดว้ยถงัหมกัแบบหมุน 
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บทที ่5 สรุปผลกำรทดลอง 
 

จากการทดลองเพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมทางสถิติแบบสองขั้นตอนต่อการผลิตสารโมนาโคลิน เค 
และรงควตัถุ และลดการผลิตซิตรินินจากเช้ือรา  M. purpureus TISTR 3541 ดว้ยกระบวนการหมกัแบบ
อาหารแขง็ โดยใชแ้ผนการทดลองแบบ Fractional factorial design พบวา่  กลีเซอรอล เมไทโอนีน โซเดียมไน
เตรท อุณหภูมิ และระยะเวลาการหมกั เป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการผลิตโมนาโคลิน เค และรงควตัถุ และลด
การผลิตซิตรินินอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และเม่ือศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมโดยใช้
แผนการทดลองแบบ Central composite design พบวา่ ปริมาณท่ีเหมาะสม คือ กลีเซอรอล 2% (v/w) เมไท
โอนีน 0.14% (w/w) โซเดียมไนเตรท 0.01% (w/w) ท่ีอุณหภูมิ 25 C ดว้ยระยะเวลาการหมกันาน 16 วนั  ซ่ึง
สามารถผลิตโมนาโคลิน เค ไดสู้งสุด 5900 mg/kg และรงควตัถุสีแดง สีส้ม และสีเหลืองเท่ากบั 1200, 900 
และ 1700 OD units/g ตามล าดบั อีกทั้งสามารถผลิตซิตรินินไดต้ ่าสุดเท่ากบั 0.26 mg/kg โดยโมนาโคลิน เค 
และรงควตัถุท่ีผลิตไดมี้ค่าเพิ่มข้ึน 3.28 และ 1.28-1.54 เท่า ตามล าดบั ขณะท่ีซิตรินินลดลง 36.65 เท่า เม่ือ
เปรียบเทียบกบัวิธีการหมกัแบบดั้งเดิม นอกจากน้ีการผลิตขา้วแดงตาม Optimization method โดยใชถ้งัหมกั
แบบหมุนขนาด 200 ลิตร สามารถผลิตโมนาโคลิน เค และรงควตัถุเพิ่มข้ึน ขณะท่ีการผลิตซิตรินินลดลง  เม่ือ
เปรียบเทียบกบัวธีิการหมกัแบบดั้งเดิมท่ีเวลาการหมกัเท่ากนั     
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