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สรุปผลการทดลอง 
   
 การทดลองหมัก Bacillus sp. A39 ในอาหารเหลว BMSM medium เพื่อหาสภาวะที่เหมาะ 
สมในการเจรญิและการผลิตเอนไซมโปรติเอส เชน พีเอช DO ปริมาณกลูโคสและ skimmed milk 
โดยดําเนินการหมักแบบ Batch culture และเพิ่มประสิทธภิาพในการหมักใหสูงขึ้น โดยใช 
constantly fed-batch culture ผลการทดลองสรุปไดดังตอไปนี้ 
  
 1.  Bacillus sp. A39 สามารถเจริญไดในชวงพีเอช 7.5 ถึง 10 แตพีเอชที่เหมาะสมที่สุดตอ
การเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสคือ 9.5 
 
 2.  ความเขมขนของออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen, DO) ที่เหมาะสมคือ 80 
เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว ทําใหไดคา µ และ qBpB เทากับ 0.472 hP

-1
P และ 20,869 units/g cell.h แตถา

เพิ่มคา DO เปน 90 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว จะทําให µ และ qBpB ลดลง ซ่ึงอาจเกดิจาก
overoxygenation 
 
 3.  สําหรับแหลงอาหารที่สําคัญของ Bacillus sp. A39 ไดศึกษาปริมาณกลูโคสและ 
skimmed milk ผลการทดลองมีดังนี ้
 

3.1  ปริมาณกลูโคสที่เหมาะสม คือ 2 เปอรเซ็นต ซ่ึงจะทําใหคา µ และ qBpB สูงสุด คือ 
0.511 hP

-1
P และ 23,556 units/g cell.h ตามลําดับ  การเติมกลูโคสต่ํากวา 2 เปอรเซ็นต จะทําให A39 มี

แหลงคารบอนและแหลงพลังงานไมเพียงพอ แตถาเติมมากเกินไป คอื 3 และ 4.5 เปอรเซ็นต จะทํา
ใหเกดิ overfeeding อัตราการเจริญและการผลิตเอนไซมต่ําลง ซ่ึงเกิดกบัการผลิตเอนไซมและยา
ปฏิชีวนะหลายชนิด 

 
3.2  skimmed milk เปนอาหารซึ่งมี casein เปนโปรตีนสําคัญและเปนสารเหนี่ยวนําให

เกิดการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39  ความเขมขนที่เหมาะสมในการ
ทดลองคือ 0.25 เปอรเซ็นต 
 
 4.  รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมของ Bacillus sp. A39 ในการเพาะเลี้ยงแบบ batch 
culture จะคลายกันมาก ชวงแรกเปนชวง growth phase มีการเจริญของเซลลเปนหลัก เร่ิมจากเซลล
จะเขาสูระยะ exponential phase ช่ัวโมงที่ 6 ถึง 10 ที่กลางหรือปลายระยะนีเ้ร่ิมมีการสรางเอนไซม
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เล็กนอย ชวงที่ 2 เปนชวง enzyme production phase เร่ิมจากเซลลเขาสูระยะ decerelation phase ณ 
ช่ัวโมงที่ 10 ถึง 14 จะมีการสรางเอนไซมในอัตราสูงสุด และหยุดลงเมือ่กลูโคส ซ่ึงเปน limiting 
substrateในการทดลองนี้หมด แตหากยังมเีหลือเพียงพอ เชน ที่กลูโคส 3 และ 4.5 เปอรเซ็นต จะมี
การสรางเอนไซมตอเนื่องไปจนถึงระยะ stationary phase จนกลูโคสหมดหรือสารอาหารอื่นที่      
จําเปนตอการสังเคราะหเอนไซม คือ skimmed milk หมดลง รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซม
ลักษณะนี้มีแนวโนมเปน growth associate pattern  
 
 5.  ในการศึกษาเกีย่วกับปจจัยบางอยางทีม่ีผลตอการเพาะเลี้ยงโดยวิธี constantly fed-batch 
ไดผลการทดลองดังนี ้
 

5.1  ชวงเวลาที่เหมาะสมในการเริ่มเติมอาหารใหมลงในถังหมัก พบวาเมื่อการเจริญของ
เชื้อในการเพาะเลี้ยงแบบเบด็เสร็จ (batch culture) อยู deceleration phase จะเปนชวงที่เหมาะสมที่ 
สุด เพราะอาหารที่เติมจะถูกนําไปใชในการผลิตเอนไซมไดมากกวาการเจริญ 
 

5.2  เมื่อใช BMSM medium ที่มีความเขมขนเปน 2 เทา และมีกลูโคส 4 เปอรเซ็นต เปน
อาหารใหมที่จะนํามาเติมในถังหมัก และใชคาอัตราการเจือจาง (dilution rate, D) 0.05 h P

-1
P ปรากฎวา

ไดคา µ และ qBpB สูงสุด คือ 0.048 hP

-1
P และ 28,484 units/g cell.h ตามลําดับ  เมื่อเปรียบเทียบกับ batch 

culture ที่สภาวะกลูโคส 2 และ 4.5 เปอรเซ็นต จะมี total alkaline protease activity สูงกวา 4.5 และ 
1.18 เทา ตามลําดับ  ในขณะที่เมื่อพิจารณาที่เวลาในการเพาะเลี้ยงจะสัน้กวาของกลูโคส 4.5 
เปอรเซ็นต ที่ใชเวลาถึง 68 ช่ัวโมง แตแบบ fed-batch culture ณ สภาวะนี้ใชเวลาเพียง 30 ช่ัวโมง ส้ัน
กวา 38 ช่ัวโมง 
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ขอเสนอแนะและแนวทางแกไข 
 
 1.  การศึกษาและการทดลองที่กลาวมาสามารถปรับปรุงการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus sp. 
A39 ในถังหมกัใหมีสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสใหมี
ประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นในระดบัหนึ่ง โดยการหมักแบบ constantly fed-batch culture ซ่ึงพบวาการ
รักษาหรือควบคุมอัตราการเจริญใหเหมาะสมและคงทีต่ลอดการทดลอง จะทําใหมีการสราง
เอนไซมในอัตราที่ควบคุมได  เห็นไดชัดเจนในการทดลองใชความเขมขนของสับสเตรทเปน 2 เทา
ของปกติ ซ่ึงมีผลใหการสรางเอนไซมมีประสิทธิภาพมากขึ้น และคาดวาถามีการเพิ่มความเขมขน
ของ BMSM medium และกลูโคสตอไปจะมีแนวโนมที่ดีขึ้น  แตอาจทําไดในระดบัหนึ่งเทานัน้ 
เนื่องจากมีขอจํากัดในเรื่องการเตรียมอาหารที่ไมสามารถเตรียมไดในความเขมขนสูงๆ เนื่องจากสาร
บางชนิด โดยเฉพาะเกลือที่ใชเปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถละลายไดสูงสุดเพียง 4 
g/L เทานั้น   
 
 2.  การใชเทคนิคการเติมอาหารแบบอื่นๆ เชน การใชการเติมอาหารแบบ exponential fed-
batch ที่สามารถควบคุมอัตราการเจริญจําเพาะได ทําใหควบคุมหรือคาดหมายผลการสรางเอนไซม
ได หรือแบบ intermittent addition ที่มีการเติมเปนระยะๆ โดยเฉพาะ skimmed milk ที่เปนสาร
เหนีย่วนําการสรางเอนไซม หรือการเพาะเลี้ยงแบบ continuous culture สามารถควบคุมคา µ ไดนา 
จะเปนอกีทางเลือกหนึ่งที่สามารถปรับปรุงการเพาะเลีย้งเพื่อการเจริญและการผลิตเอนไซมใหมี
ประสิทธิภาพตอไปได  แตการหมักแบบ continuous culture มีปญหาเกีย่วกับการปนเปอน เนื่องจาก
ใชเวลาการหมกัที่ยาวนานมาก 
 
 3.  อาจมีการใชสภาวะกลูโคส 3 เปอรเซ็นต ในการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture เปนสภาวะ
ที่เหมาะสมแทนการใชกลูโคส 2 เปอรเซ็นต เนื่องจากมีคาผลไดของเอนไซมสูงกวามาก แมวา qBpB จะ
ต่ํากวา ซ่ึงอาจไดผลที่ดีขึ้นได 
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อาหารเพาะเลี้ยงท่ีใชในการทดลอง 
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1.  Basal medium agar pH 10.0 (BMSM agar) (ดัดแปลงจากจุฑาพร, 2543) 
 

 สวนที่ 1 
 
 กลูโคส      10 g 
 ยีสตเอกซแทรค (Biobasic)   5.0 g 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  1.3 g 
 (KB2BHPOB4B.3HB2BO) 
 แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSOB4B.7HB2BO)  0.2 g 
 วุน (Agar)     15.0 g 
 น้ํากลั่น (distilled water)    980 ml 
  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาท ี
 
 สวนที่ 2 
 
 skimmed milk 10 เปอรเซ็นต    50 ml 
  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
 
 สวนที่ 3 
 
 โซเดียมคารบอเนต 20 เปอรเซ็นต   28 ml  
  
 ละลายโซเดียมคารบอเนตในน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหเปน 100  ml ดวย volumetric flask 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 ผสมสวนที่ 1 และ 2 ใหเขากนัที่อุณหภูมิหอง  จากนั้นเตมิสวนที่ 3 ลงไปเขยาใหเขากนั 
 
หมายเหต ุ ในการเตรียมแบบอาหารเหลวไมตองเติมวุนลงไปเปนสวนผสมในสวนที ่1  
 



125 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
 

การวิเคราะหทางเคม ี
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1.  การวิเคราะหปริมาณไทโรซีนโดยวิธี  Lowry ’s  method (Lowry et al., 1954) 
 

 1.1  สารละลาย 
 

1.1.1  สารละลาย A : สารละลายคอปเปอรซัลเฟต 0.5 g และโซเดียมซิเตรต 1 g ในน้ํา
กล่ัน 100 ml 

 
1.1.2  สารละลาย B : ละลายโซเดียมคารบอเนต 20.0 g และโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 g 

ในน้ํา  1 L 
 
1.1.3  สารละลาย C : นําสารละลาย A มา 1 ml ผสมกับสารละลาย B 50 ml 
 
1.1.4  สารละลาย D : สารละลาย 1 N Folin-ciocalte 
 
1.1.5  สารละลายมาตรฐานไทโรซีน ช่ังไทโรซีนดวยเครื่องชั่งสารอยางละเอียด 0.1000 

g ลงใน volumetric flask ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 100 ml เก็บเปนสารละลาย 
stock จากนั้นนํามาเจือจางใหไดสารละลายมาตรฐานที่มคีวามเขมขนของไทโรซีนตั้ง แต 20 ถึง 100 
µg/ml  

 
 1.2  วิธีวิเคราะห 

 
1.2.1  หากราฟมาตรฐานของไทโรซีนโดยเจือจางสารละลายมาตรฐานไทโรซีนใหมี

ความเขมขน 20, 40, 60, 80 และ 100 µg/ml 
 

1.2.2  ใสสารละลายตัวอยางและสารละลายมาตรฐานไทโรซีน 0.5 ml ลงในหลอด
ทดลองแตละหลอดสวนหลอดควบคุมจะใชน้ํากลั่นแทน 

 
1.2.3  เติมสารละลาย C 2.5 ml ลงในตวัอยาง ทิ้งไว 5 ถึง 10 นาที จากนัน้เติมสาร 

ละลาย D 0.25 ml ทิ้งไว 20 ถึง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 750  
nm เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดดูกลืนแสงของตัวอยางมาเปรียบเทียบหาความเขมขนจาก
กราฟมาตรฐานแลวคํานวณหาคาปริมาณไทโรซีนที่มีในตัวอยาง   
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2.  การวิเคราะหปริมาณ reducing sugar โดยวิธีดัดแปลงวิธีวิเคราะหของ  Nelson-Somogyi 
(Nelson, 1944) 

 
 2.1  สารเคมี 
 

2.1.1  Somogyi reagent (copper reagent, solution A) 
 

2.1.1.1  ละลายโซเดียมโพแทสเซียมทารเทต (sodium potassium tartate) 12 g 
โซเดียมคารบอเนต 24 g ในน้ํากลั่น 250 ml 

 
2.1.1.2  เติมคอปเปอรซัลเฟต 4 g ที่ละลายในน้ํากลัน่ 5 ml ผสมใหเขากัน 
 
2.1.1.3  เติมโซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 16 g  ผสมใหเขากัน 
 
2.1.1.4  เติมโซเดียมซัลเฟต 180 g ที่ละลายในน้ํากลั่น 500 ml 
 
2.1.1.5  ปรับปริมาตรใหครบ 1 L เก็บสารละลายนี้ไวที่อุณหภูมิหอง (ขวดสีชา) 

เปนเวลา 1 สัปดาหกอนนําไปใช (ถามีตะกอนใหกรองออก) 
 

2.1.2  Nelson reagent (solution B) 
 

2.1.2.1  ละลายแอมโมเนยีมโมลิบเดต (ammonium molybdate) 25 g ในน้ํากลั่น 
450 ml 

 
2.1.2.2  เติมกรดซัลฟูริคเขมขน (conc sulfuric acid) และไดโซเดียมไฮโดรเจน

อารซิเนต (disodium hydrogen asenate) 3 g ที่ละลายในน้ํากลั่น 25 ml 
 

2.1.2.3  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 1 L ผสมใหเขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส (ขวดสีชา) ประมาณ 24 ช่ัวโมงกอนนําไปใช 
 
 2.2  การเตรียมกราฟมาตรฐานกลูโคส 
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2.2.1  เตรียม D-กลูโคส (D-glucose) ความเขมขน 20, 40, 100, 120, 140, และ 160 
µg/ml จากสารละลายกลูโคสความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่เก็บแบบแชเยือกแข็ง   

 
 2.3  วิธีวิเคราะห 
 

2.3.1  ดูดสารละลายตัวอยางที่มีความเขมขนของน้ําตาลในชวง 20 ถึง 160 µg/ml 
ปริมาตร 1 ml ใสลงในหลอดทดลอง 

 
2.3.2  เติมสารละลาย A 1 ml นําไปตมในน้าํเดือด 10 นาท ีนําไปแชในน้าํเย็นเพื่อหยุด

ปฏิกิริยา 
 

2.3.3  เติมสารละลาย B ผสมกันทันที ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที 
 
2.3.4  เติมน้ํากลั่น 6 ml ผสมกันแลวนําไปวัดคาการดดูกลืนคลื่นแสงที่ความยาวชวง

คล่ืน 520 nm 
  
3.  การตรวจหากิจกรรมของเอนไซม (จุฑาพร, 2543) 
 
 3.1  นําสวนใสที่ไดจากการปนแยกเซลล (crude enzyme) มาเจือจางดวย glycine-NaOH 
buffer พีเอช 11 ความเขมขน 0.05 M  
 
 3.2  บมสารละลายเคซีนความเขมขน 2 เปอรเซ็นต พีเอช 11 ปริมาตร 1 ml และสารละลาย
เอนไซมที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

 
 3.3  เติมสารละลายเอนไซมลงไปในสารละลายเคซีน 1 ml บมเปนเวลา 10 นาที 
  

3.4  หยุดปฏิกริิยาดวยสารละลาย TCA (trichroloacetic acid) 10 เปอรเซ็นต 2 ml นํามาปน
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm นําสวนใสไปตรวจวิเคราะหปริมาณไทโรซีนโดยวิธี Lowry ’s 
method (Lowry et al., 1951)  
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 3.5  ทําหลอดควบคุมโดยทาํขั้นตอนเชนเดียวกับขอ 3.2 ถึง 3.4 โดยผสมสารละลายเอนไซม
กับสารละลาย TCA กอนจึงเติมสารละลายเคซีนลงไป นําไปบมเชนเดยีวกัน  
 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดังสมการ 
 
 กิจกรรมเอนไซม (units/ml)    =     (TB1B-T B0B)×V×D 
               t     
 
 TB1B  คือความเขมขนของไทโรซีนในหลอดทําปฏิกิริยา 
 TB0B  คือความเขมขนของไทโรซีนในหลอดควบคุม 
 V   คือปริมาตรทั้งหมดในการทดลองเทากับ 4 ml 
 D   คือความเจอืจางของเอนไซม 
 t    คือเวลาที่ใชในการบมเอนไซมกับสับสเตรทเทากับ 10 นาที 
 
 กําหนดให 1 units ของเอนไซมเทากับปริมาณของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสที่สามารถ
ยอยเคซีนแลวเกิดไทโรซีน 1 µg/ml
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ถังหมักและการคํานวณคาทางจลนพลศาสตร 
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1.  ถังหมัก Bioflo 3000 ท่ีใชในการทดลอง 
 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ค1  ถังหมัก New Brunswick Bioflo 3000  working volume สูงสุด 5.0 L  
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2.  การคํานวณคาสัมประสทิธ์ิการสงผานออกซิเจนตอหนวยปริมาตร  (K BLBa) 
 
 การศึกษาคา volumetric oxygen-transfer coefficient (KBL Ba) เปนคาที่บงบอกถึงประสิทธิภาพ
ในการสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศไปสูอาหารเลี้ยงเชื้อ และจากอาหารเลี้ยงเชื้อไปสูเซลล         
จุลินทรีย โดยทําการศึกษาคานี้ในระยะ exponential phase โดยทําการทดลองดังนี ้
 
 1.  เพาะเลี้ยง Bacillus sp. A39 ใหอยูในระยะ exponential phase (อายุประมาณ 6 ถึง 8 
ช่ัวโมง) ควบคมุอัตราการกวนใบพัดอยูที่ประมาณ 300 ถึง 350 rpm   
 
 2.  หยุดการใหอากาศพรอมกบัปรับลดอัตราการกวนใหอยูที่ 100 rpm คา DO จะเริ่มลดลง
และลดลงในอตัราที่เร็วขึ้น จนลงมาอยูที่ประมาณ 30 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว เปดอากาศลงสูถัง
หมักทันทพีรอมกับเพิ่มอัตราการกวนในอัตราเดียวกันกับสภาพกอนการปดอากาศ ทําการบันทึก
ขอมูลทุก 5 วนิาที นับตั้งแตการปดอากาศจนกระทั่งคา DO มีคาคงที่   
 
 3.  นําขอมูลไปเขียนกราฟระหวางเวลากับคา DO ตัวอยางการคํานวณแสดงในตารางผนวก
ที่ ค1 และภาพผนวกที่ ค2  
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ตารางผนวกที่ ค1  การเปลี่ยนแปลงคา DO ในอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแตการหยุดการใหอากาศ  การให 
อากาศไปจนถงึจุดอิ่มตัวของการละลายของออกซิเจน ณ สภาวะควบคมุที่ 80 
เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว 

 
Time (s) dissolved oxygen 

(% ของอากาศอิ่มตัว) 
 Time (s) dissolved oxygen 

(% ของอากาศอิ่มตัว) 
0 81.1  175 67.2 
5 81.0  180 69.2 
10 80.3  185 70.5 
15 79.4  190 72.2 
20 77.7  195 73.3 
25 75.3  200 74.5 
30 71.8  205 75.9 
35 67.9  210 75.9 
40 64.6  215 76.7 
45 60.5  220 77.3 
50 56.8  225 77.9 
55 51.2  230 78.2 
60 46.8  235 78.6 
65 42.1  240 78.9 
70 38.4  245 79.3 
75 33.9  250 79.6 
80 29.4  255 79.8 
85 25.1  260 80.0 
100 13.6  265 80.1 
105 11.2  270 80.2 
110 10.6  275 80.4 
115 12.4  280 80.8 
120 15.0  285 80.6 
125 20.6  290 80.7 
130 25.2  295 80.8 
135 31.3  300 80.8 
140 37.6  305 80.8 
145 44.3  310 80.8 
150 48.9  315 80.8 
155 53.6  320 80.7 
160 57.7  325 80.6 
165 61.8  330 80.4 
170 64.2      
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ภาพผนวกที่ ค2  การเปลี่ยนแปลงคา DO ในการศึกษาหาคา KBL Ba ที่สภาวะ 80 เปอรเซ็นตของ 
                                 อากาศอิ่มตัว 

 

y = -0.851x + 97.878
R2 = 0.998
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ภาพผนวกที่ ค3  อัตราการเปลี่ยนแปลงคา DO ในสภาวะ 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว เพื่อศกึษา                       
                            คา xQoB2B ซ่ึงไดจากคาชวงที่ออกซิเจนถกูใชไปหลังจาก air off 
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 2.1  การคํานวณโดยวิธี dynamic method of gassing out (Taguchi and Humphrey, 1966) 
 

จากสมการที่ 1 ในการตรวจเอกสาร จะไดวา 
  
CBL B = -1/KBLBa[(dCBL B/dt)+xQo B2B] + C*  ………(13)        เมื่อ 
 
CBL B คือ ความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลว (mmol/L) 
 
C* คือ ความเขมขนอิ่มตัวของออกซิเจนทีล่ะลายในอาหารเหลว (mmol/L) 
 
t  คือ เวลา (h) 
 
dCBL B/dt  คือ อัตราการสงผานออกซิเจน (mmol/L.h)    
 
KBL Ba คือ สัมประสิทธิ์การสงผานออกซิเจนตอหนวยปริมาตร (hP

-1
P) 

 
xQoB2B คือ อัตราจําเพาะการหายใจ (mmol oxygen/g cell.h) 

 
จากสมการที่ 13 สามารถหาคา xQoB2B ไดจากภาพผนวกที่ ค3 ซ่ึงเปนคาความชันของ

กราฟในภาพมคีาเทากับเทากบั 0.85 เปอรเซ็นต OB2B/L.s  และนําขอมูลที่ไดจะนําไปคํานวณคาทีเ่กีย่ว 
ของตอไป  ดังตารางผนวกที ่ค2 
 
ตารางผนวกที่ ค2   ขอมูลที่เกี่ยวของกับการคํานวณคา KBL Ba แบบ dynamic method of gassing out 
 
Time (s) dissolved oxygen, C BL B (%) dCBLB/dt (%/s) xQo B2B (%/L/s) dC BLB/dt+ xQo B2 B avg (CBL B) (%) 

120 15.0 1.12 0.85 1.97 17.8 
125 20.6 0.92 0.85 1.77 22.9 
130 25.2 1.22 0.85 2.07 28.3 
135 31.3 1.26 0.85 2.11 34.5 
140 37.6 1.34 0.85 2.19 41.0 
145 44.3 0.92 0.85 1.77 46.6 
150 48.9 0.94 0.85 1.79 51.3 
155 53.6 0.82 0.85 1.67 55.7 
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ตารางผนวกที่ ค2  (ตอ) 
 
Time (s) dissolved oxygen, CL (%) dCL/dt (%/s) xQo2 (%/L/s) dCL/dt+ xQo2 avg (CL) (%) 

160 57.7 0.82 0.85 1.67 59.8 
165 61.8 0.48 0.85 1.33 63.0 
170 64.2 0.60 0.85 1.45 65.7 
175 67.2 0.40 0.85 1.25 68.2 
180 69.2 0.26 0.85 1.11 69.9 
185 70.5 0.34 0.85 1.19 71.4 
190 72.2 0.22 0.85 1.07 72.8 
195 73.3 0.24 0.85 1.09 73.9 
200 74.5 0.28 0.85 1.13 75.2 
205 75.9 0.00 0.85 0.85 75.9 
210 75.9 0.16 0.85 1.01 76.3 
215 76.7 0.12 0.85 0.97 77.0 
220 77.3 0.12 0.85 0.97 77.6 
225 77.9 0.06 0.85 0.91 78.1 
230 78.2 0.08 0.85 0.93 78.4 
235 78.6 0.06 0.85 0.91 78.8 
240 78.9 0.08 0.85 0.93 79.1 
245 79.3 0.06 0.85 0.91 79.5 
250 79.6 0.04 0.85 0.89 79.7 
255 79.8 0.04 0.85 0.89 79.9 
260 80.0 0.02 0.85 0.87 80.1 
265 80.1 0.02 0.85 0.87 80.2 
270 80.2 0.04 0.85 0.89 80.3 
275 80.4 0.08 0.85 0.93 80.6 
280 80.8 -0.04 0.85 0.81 80.7 
285 80.6 0.02 0.85 0.87 80.7 
290 80.7 0.02 0.85 0.87 80.8 
295 80.8 0.00 0.85 0.85 80.8 
300 80.8 0.00 0.85 0.85 80.8 
305 80.8 0.00 0.85 0.85 80.8 
310 80.8 0.00 0.85 0.85 80.8 
315 80.8 -0.02 0.85 0.83 80.8 

 
หมายเหต ุ CBL B คือคาที่วัดไดหลังจากการ air on อีกครั้ง 
                  avg CBL B  คือเฉลี่ยระหวางคา 2 คา เชน ที่ 15.0 และ 20.6 มีคา avg CBL B เทากับ 17.8 เปนตน  
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y = -32.036x + 108.128
R2 = 0.967
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ภาพผนวกที่ ค4  คาความชนัจากกราฟระหวาง dCBL B/dt+xQo B2Bและ avg (CBL B)  
  

เมื่อไดคาความชันจากกราฟระหวาง dCBL B/dt+xQo B2B และ avg (CBL B) ตามสมการที่ 13 แลว 
จะไดคา KBL Ba มีคาเทากับ 1/ความชันของกราฟ คือ เทากบั 1/32.036 เทากับ 0.031 sP

-1
P หรือ 111.6 hP

-1
P
 

 
 2.2  การคํานวณโดยวิธี static method of gassing out (Wise, 1951) 
  

จากสมการที่ (1) สามารถคํานวณคาสัมประสิทธิ์การสงผานออกซิเจนตอหนวย
ปริมาตรไดจากกราฟระหวางเวลาและ In (C*-CBL B)  
 

In (C*-CBLB) =       -KBL Bat………(14)         เมื่อ 
 
CBL B คือ ความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลว (mmol/L) 
 
C* คือ ความเขมขนอิ่มตัวของออกซิเจนทีล่ะลายในอาหารเหลว (mmol/L) 
 
t คือ เวลา (h) 
 
KBL Ba คือสัมประสิทธิ์การสงผานออกซิเจนตอหนวยปริมาตร (hP

-1
P) 
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ตารางผนวกที่ ค3  ขอมูลที่เกี่ยวของในการคํานวณคา KBL Ba แบบ static method of gassing out 
 

Time (s) dissolved oxygen, C BL B (%) C BL Bb-CBLB In C BL Bb-CBLB 

120 15.0 65.8 4.19 
125 20.6 60.2 4.10 
130 25.2 55.6 4.02 
135 31.3 49.5 3.90 
140 37.6 43.2 3.77 
145 44.3 36.5 3.60 
150 48.9 31.9 3.46 
155 53.6 27.2 3.30 
160 57.7 23.1 3.14 
165 61.8 19.0 2.94 
170 64.2 16.6 2.81 
175 67.2 13.6 2.61 
180 69.2 11.6 2.45 
185 70.5 10.3 2.33 
190 72.2 8.6 2.15 
195 73.3 7.5 2.01 
200 74.5 6.3 1.84 
205 75.9 4.9 1.59 
210 75.9 4.9 1.59 
215 76.7 4.1 1.41 
220 77.3 3.5 1.25 
225 77.9 2.9 1.06 
230 78.2 2.6 0.96 
235 78.6 2.2 0.79 
240 78.9 1.9 0.64 
245 79.3 1.5 0.41 
250 79.6 1.2 0.18 
255 79.8 1.0 0.00 
260 80.0 0.8 -0.22 
265 80.1 0.7 -0.36 
270 80.2 0.6 -0.51 
275 80.4 0.4 -0.92 
280 80.8 0.0 - 
285 80.6 0.2 - 
290 80.7 0.1 - 
295 80.8 0.0 - 
300 80.8 0.0 - 
305 80.8 0.0 - 
310 80.8 0.0 - 
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ตารางผนวกที่ ค3  (ตอ) 
 

Time (s) dissolved oxygen, CL (%) CLb-CL In CLb-CL 
315 80.8 0.0 - 
320 80.7 0.1 - 
325 80.6 0.2 - 
330 80.4 0.4 - 

 
หมายเหต ุ CBL Bb หมายถึงคาการละลายของออกซิเจนในสภาวะอิ่มตัวซ่ึงในที่นี้เทากับ 80.8เปอรเซ็นต

ของอากาศอิ่มตัว 
 

y = -0.031x + 8.117
R2 = 0.999
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ภาพผนวกที่ ค5  กราฟระหวางเวลาและ Ln (CBL Bb-CBL B) 
 

จากภาพผนวกที่ ค5 จะไดคาความชัน ซ่ึงคือคา KBL Ba ที่คํานวณแบบ static method of 
gassing out  มีคาเทากับ 0.031 s P

-1
P หรือ 111.6 hP

-1
P
 

 
3.  การคํานวณคาอัตราการผลิตเอนไซมจําเพาะ (specific enzyme production rate) 
 
 การคํานวณคา specific enzyme production rate (qBpB) จะใชตัวอยางของการเลี้ยงแบบ batch 
culture ความเขมขนกลูโคส 2 เปอรเซ็นต และ skimmed milk 0.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ขอมูลที่ใช
ดังตารางผนวกที่ ค4 
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ตารางผนวกที่ ค4   ขอมูลที่เกี่ยวของในการคํานวณคา qBpB ในการเพาะเลีย้งแบบ batch culture 
กลูโคส 1 เปอรเซ็นต และ skimmed milk 0.5 เปอรเซ็นต 

 
Time  ODB660B  dt cell mass  delta cell mass delta cell mass×dt integrate xdt activity  
(h)    (h) (g/L) (g/L)      (u/L)  
0 0.300 0.000 0.000    3,462 
2 0.200 2.000 0.000 0.000 0.000  -385 
4 0.230 2.000 0.000 0.000 0.000  1,154 
6 0.330 2.000 0.037 0.018 0.037 0.037 -5,385 
8 0.620 2.000 0.168 0.102 0.205 0.242 -3,462 
10 1.280 2.000 0.469 0.318 0.637 0.879 -3,077 
12 3.680 2.000 1.560 1.014 2.028 2.907 20,769 
14 6.240 2.000 2.724 2.142 4.284 7.191 89,615 
16 7.520 2.000 3.306 3.015 6.030 13.221 207,692 
18 8.400 2.000 3.706 3.506 7.012 20.233 307,692 
20 8.320 2.000 3.670 3.688 7.376 27.609 395,385 
22 7.680 2.000 3.379 3.524 7.049 34.658 486,154 
28 6.000 6.000 2.615 2.997 17.981 52.639 514,615 
32.5 4.880 4.500 2.106 2.360 10.621 63.260 503,846 
36.5 4.160 4.000 1.778 1.942 7.768 71.028 503,077 
40 3.680 3.500 1.560 1.669 5.842 76.870 509,231 
44 3.600 4.000 1.524 1.542 6.167 83.037 523,846 
 
 จากตารางนําไปเขียนกราฟระหวาง integrate xdt และกจิกรรมของเอนไซม คาความชัน
ระหวางกราฟคือคา qBpB นั่นเอง 
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y = 14.643x - 7.041
R2 = 0.992
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ภาพผนวกที่ ค6  กราฟระหวาง integrate xdt และกจิกรรมของเอนไซม 
 
 จากกราฟระหวาง integrate xdt และ กจิกรรมของเอนไซมในภาพผนวกที่ ค6 จะไดคาความ
ชันของกราฟก็คือคา qBpB มีคาเทากับ 14,643 units/g cell.h 
 
4.  การหาคํานวณหาคา cell factor ของเชือ้ Bacillus sp. A 39 
 
 เนื่องจาก skimmed milk ที่ใชในการทดลองมีความขุนเนื่องจากไมสามารถละลายน้ําหรือ
ละลายไดไมด ีจึงใชเปปโตนในการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. A39 แทน ขอมูลการศึกษาดังตารางผนวก
ที่ ค5 
 
ตารางผนวกที่ ค5  ความสัมพันธระหวางน้ําหนกัเซลลแหงและคาความขุนของเซลล (ODB660nm B) 
 
Time (h) cell dry weight (g/L) OD B660mnBBB 

0 0.0000 0.055 
5 0.4925 1.340 
11 2.4775 5.700 
17 0.5650 1.500 
24 0.7675 1.920 
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y = 2.199x + 0.250
R2 = 1.000
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ภาพผนวกที่ ค7  ความสัมพันธระหวางน้ําหนกัเซลลแหงและคาความขุนของเซลล 
  
 จากสมการเมือ่ทราบคาความขุนของเซลล สามารถนําไปคํานวณหาคาน้ําหนกัเซลลแหงได 
 


