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2.  ผลของการละลายออกซิเจนตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
 
 จุลินทรียที่ใชในกระบวนการเพาะเลี้ยงในถังหมักสวนใหญเปนแบบตองการอากาศหรือ
ออกซิเจนในการเจริญ โดยใชออกซิเจนในการออกซิไดสสารอาหารเพื่อการสรางพลังงาน (ATP, 
adenosine triphosphate) และสวนประกอบของเซลล  เนื่องจากกลูโคสมีความสามารถในการละลาย
ในอาหารเหลวที่มีน้ําเปนตัวทําละลายไดมากกวาออกซิเจนถึง 6,000 เทา (Stanbury et al., 1999)  
และเมื่อเซลลมีการเจริญมากขึ้น ก็มีความตองการออกซิเจนเพิ่มขึน้ จึงมีความจําเปนตองใหอากาศ
อยางเพยีงพอตลอดการทดลอง ดังนั้นออกซิเจนจึงเปนปจจัยจํากัด (limiting factor) ที่มีความสําคัญ
ตอจุลินทรียประเภทนี้มาก  การทดลองจะศึกษาความเขมขนของออกซิเจนละลายที่ 60, 70, 80 และ 
90 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว  ตอไปนี้จะเรียกวา 60, 70, 80 และ 90 เปอรเซ็นต ศึกษาคาทาง
จลนพลศาสตรเชนเดียวกับการศึกษาพเีอชที่เหมาะสม 
 
 ผลการทดลองการศึกษาความเขมขนออกซิเจนละลาย (ตารางที่ 9 และภาพที่ 15)  พบวาคา 
µ จะเพิ่มขึ้นตามคาการละลายที่เพิ่มขึ้นในชวง DO ที่ 60 ถึง 80 เปอรเซ็นต คือ มีคา 0.374, 0.453 
และ 0.472 hP

-1
P ตามลําดับ จากนั้นคา µ จะลดลงเมื่อคา DO เพิ่มเปน 90 เปอรเซ็นต คือ เทากับ 0.369 

hP

-1
P  ซ่ึงอาจจะเกิดจาก overoxygenation ซ่ึงมีผูกลาวไวในการผลิตกรดอะมิโน (Hirose, 1986)  กลาว

ไดวาคา µ และ DO มีความสัมพันธกันโดยตรง  เมื่อพิจารณาที่คา qBpB พบวามีแนวโนมเดียวกับคา µ 
ที่คา DO ตั้งแต 60 ถึง 80 เปอรเซ็นต มีคา qBpB 11,589, 13,138 และ 20,869 units/g cell.h ตามลําดับ 
จากนั้นจะต่ําลงที่คา DO 90 เปอรเซ็นต คือ qBpB มีคา 10,590 units/g cell.h สอดคลองกับ Calik et al. 
(2000a) ที่กลาววาออกซิเจนมีผลตอเมแทบอลิซึมภายในเซลล รวมถึงการผลิตเอนไซมอัลคาไลน  
โปรติเอสดวย  ดังนั้นคา µ และ qBpB อาจอธิบายไดวาปริมาณออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เพิ่มขึ้นจะ
ทําใหเซลลมีการออกซิไดสกลูโคสและ skimmed milk ที่เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน
ตามลําดับไดดขีึ้น  เซลลจะใชออกซิเจนในกระบวนการเมแทบอลิซึมในการสรางพลังงานจาก
กระบวนการหายใจ (respiration) โดยออกซิเจนจะทําหนาที่เปนตวัรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายใน
ระบบลูกโซขนสงอิเลคตรอน (Electron transport system, ETS) (Moat and Foster, 1995)  เมื่อ
พิจารณามาถึงจุดนี้ ทั้งคา µ และ qBpB จะสูงสุดเมื่อ DO เทากับ 80 เปอรเซ็นต  จากภาพที่ 17, 18, 19 
และ 20 แสดงรูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมของ  Bacillus sp. A39 เมื่อควบคุมคา DO เปน 
60, 70, 80 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดับ จะเหน็วาเอนไซมจะเริ่มสรางกลางระยะ exponential phase 
ใกลเคียงกับผลการทดลองเกี่ยวกับอิทธิพลพีเอชที่กลาวแลวขางตน  กลูโคสถูกนําไปใชหมดในชวง
ที่มวลเซลลมีคาสูงสุด หลังจากนั้นความเขมขนของเซลลและกิจกรรมของเอนไซมจะลดต่ําลงเพราะ
ขาดคารบอน ซ่ึงในการทดลองนี้เติมกลูโคสใน BMSM medium เพียง 1 เปอรเซ็นต เทานั้น จึงอาจ
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เปนไปไดวาถาเพิ่มปริมาณกลูโคสใน BMSM medium จะทําให µ และ qBpB และคาจลนพลศาสตร
อ่ืนๆเพิ่มขึ้น 
  
 เมื่อพิจารณาทีค่าผลไดของเซลลและเอนไซม พบวาที่คา DO 70 เปอรเซ็นต ผลไดเซลลและ
เอนไซมสูงสุด คือ มีคาเทากับ 0.455 g cell/g glucose และ 32,302  units/g glucose ตามลําดับ ใน 
ขณะที่คา DO 80 เปอรเซ็นต มีคาต่ําลงมาคือมีคา 0.360 g cell/g glucose และ 30,672 units/g glucose 
และที่คา DO 90 เปอรเซ็นต มีคาทั้งสองต่ําสุด หากใชคาทั้งสองนี้ในการพิจาณาจะเหน็วาที่ 70 
เปอรเซ็นต มีความเหมาะสม  ซ่ึงคานกับขอมูลของคา  µ และ qBpB  อยางไรก็ตามการหาคาผลได Yx/s, 
Yp/s และ Yp/x ใชการคํานวณจากการใชคาผลตางสูงสุดและคาเริ่มตน มิไดคํานวณโดยใชคาความ
ชันของทั้งการทดลอง จึงอาจทําใหมีการคลาดเคลื่อนได จงึใชคา µ และ qBpB ในการพิจารณาหา
สภาวะทีเ่หมะสมตางๆและ DO ที่เหมาะสมตอการหมัก Bacillus sp. A39 เพื่อการผลิตเอนไซม    
อัลคาไลนโปรติเอส คือ 80 เปอรเซ็นต 
 
 ในการทดลองการศึกษาหา KBL Ba ซ่ึงเปนคาที่บงบอกถึงประสิทธิภาพในการสงผาน
ออกซิเจนไปยงัเซลลจุลินทรีย โดยจะใชการคํานวณ 2 วิธี  วิธีแรกเปนการใชขอมูลในชวงหลังการ
เปดใหอากาศในถังหมักจนกระทั่งคาการละลายออกซิเจนคงที่ เปนวธีิ static method of gassing out 
และอีกวิธีใชแบบ dynamic method of gassing out (ขั้นตอนและวิธีการคํานวณ ดังภาคผนวก ค)  ผล
การทดลองแสดงในตารางที่ 9 และภาพที่ 16  จากตารางพบวาคา KBLBa นีม้ีความสัมพันธโดยตรงกับ
คา DO ตั้งแต 60 ถึง 90 เปอรเซ็นต คาที่ไดจากการคํานวณทั้ง 2 วิธีใกลเคียงกันมากดังนี้ คือ ที่คา DO 
60, 70, 80 และ 90 เปอรเซ็นต คา KBL Ba ที่คํานวณโดยวิธี static method of gassing out มีคา 0.020, 
0.026, 0.033 และ0.036 s P

-1
P ตามลําดับ ในขณะที่คํานวณโดยวิธี dynamic method of gassing out มีคา 

0.020, 0.026, 0.031 และ 0.039 s P

-1
P ตามลําดบั  ผูทําการทดลองจึงใชคาเฉลี่ยของทั้ง 2 วธีิในการอาง 

อิงถึงขอมูลและเปลี่ยนจากหนวย sP

-1
P เปน hP

-1
P  โดยคาเรียงตั้งแต 60 ถึง 90 เปอรเซ็นต คือ 71.10, 

93.60, 114.30 และ 134.10  hP

-1
P ตามลําดับ  ซ่ึงจากภาพที่ 16 เมื่อนําไปเขียนกราฟระหวางคา KBL Ba กับ

คา qBpB และ µ ก็จะไดความสัมพันธเชนเดยีวกับเมื่อเขียนกราฟ DO  สามารถอธิบายไดวาคา KBL Ba ที่
เพิ่มขึ้นจะทําใหการสงผานออกซิเจนไปยังเซลลแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น แบคทีเรียสามารถดูดซึม
ออกซิเจนไดสูงขึ้น โดยเฉพาะในชวงระยะ exponential phase ที่เปนชวงที่เซลลมีเมแทบอลิซึมสูง 
อัตราการหายใจสูง จึงตองการออกซิเจนสูงตามไปดวย สังเกตไดจากคา µ สูงขึ้นตามคา KBL Ba ที่เพิ่ม 
ขึ้นและจะสูงสุดที่คาการละลายออกซิเจน 80 เปอรเซ็นต  แตเมื่อเพิ่มคา DO เปน 90 เปอรเซ็นต คา 
KBL Ba ก็ยังคงเพิม่ขึ้น แตคา µ กลับลดลง ซ่ึงปรากฏการณนี้ก็พบในการหมักกรดอะมโิน โดยคนพบ
สาเหตุเกิดจาก overoxygen (Hirose, 1986) ในกรณีนี้ก็อาจเกิดจากสาเหตุเดียวกนั  นอกจากนีก้าร
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ควบคุมปริมาณออกซิเจนหรือ DO ใหคงที่จะทําโดยเพิม่อัตราการกวนและอาจตองเพิ่มอัตราการให
อากาศมากขึ้น ทําใหคาดวาอกีสาเหตุหนึ่งอาจเกิดจากที่สภาวะ DO 90 เปอรเซ็นต จะมีการเพิ่มอัตรา
การกวนและการใหอากาศสงูมาก ทําใหเซลลปรับสภาพไดยากและมแีรงฉีก (shear) และการเสียดสี
สูง ทําใหเซลลไมสมบูรณ บางสวนถูกทําลายหรือชะงกัการเจริญได นอกจากนี้อัตราการกวนที่เพิ่ม 
ขึ้น จะทําใหเกดิฟองปริมาณมาก ฟองที่เกดิขึ้นสวนหนึ่งเนื่องมาจากจากการ denature ของโปรตีน
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเอง ไดแก skimmed milk และยีสตเอกซแทรค ซ่ึงจะเกิดขึ้นที่บริเวณผิวหนาของ
ของเหลว และฟองจะเกาะตวักันอยูที่ผิวหนาและมีความคงตัวสูง  นอกจากนี้ฟองยังจะจับเซลล       
จุลินทรียไว ทาํใหขาดอาหารและเกิด autolysis ในที่สุด  ซ่ึงโปรตีนที่ถูกปลดปลอยออกมาจากเซลล
จุลินทรียอาจเปนสาเหตุหนึง่ที่ทําใหฟองมีความคงตัวมากขึ้น (Stanbury et al., 1999)  ทําใหอัตรา
การเจริญและการผลิตเอนไซมลดลง ถากําจัดไมดหีรือไมเหมาะสมกจ็ะทําใหคาอัตราการเจริญของ
เซลลลดลง 
 
 รูปแบบการเจริญ การผลิตเอนไซมและการใชกลูโคสของ Bacillus sp. A39 ในหวัขอนี้มีรูป 
แบบที่คลายคลึงหรือแทบจะไมแตกตางจากหัวขอการศกึษาคาพีเอชกอนหนานี้  จากตัวอยางที่ยกมา
เปนการทดลองการเพาะเลีย้งโดยควบคุมคาการละลายออกซิเจนที่ 80 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนปริมาณ
ออกซิเจนที่เหมาะสมที่สุด และจะนําคานี้ไปใชในการทดลองถัดไป จากภาพที่ 19 การทดลองยังคง
ใชปริมาณกลโูคสประมาณ 1 เปอรเซ็นต เทาเดิม เซลล Bacillus sp. A39 ใชเวลา 4 ช่ัวโมงในระยะ 
lag phase จากนั้นจะเขาสูระยะ exponential phase ช่ัวโมงที่ 8 กลูโคสเริ่มถูกใชมากขึน้และจะคงที่
ดวยอัตราคาหนึ่ง สังเกตไดจากเสนกราฟการลดลงของกลูโคสเปนเสนตรง เซลลเร่ิมมีการสราง
เอนไซม ณ ช่ัวโมงที่ 8 ซ่ึงเปนระยะ exponential phase จากนั้นจะเขาสูปลาย exponential phase 
ช่ัวโมงที่ 11 ตอเนื่องไปจนถงึชั่วโมงที่ 12 และ 14  เซลลเร่ิมเขาสูระยะ deceleration phase ซ่ึงคา µ 
เร่ิมต่ําลง ระยะเวลาจากชั่วโมงที่ 11 ถึง 14 นี้ เซลลจะมีการสรางเอนไซมในอัตราสูงสุด มวลเซลล
สูงสุด กลูโคสเหลือต่ํามาก คอื 1.28 g/L จากนั้นเซลลจะเขาสูระยะ stationary phase ในระยะนี้เร่ิม
ตั้งแตช่ัวโมงที ่14 ถึง 48 ความเขมขนของเซลลคอนขางคงที่และอัตราการสรางเอนไซมต่ํามาก  จาก
รูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมนี้ อาจกลาวไดวากลูโคสมีความจําเปนตอการผลิตเอนไซม 
สอดคลองกับ Singh et al. (2004) ซ่ึงจะไดศึกษาผลของกลูโคสในการทดลองตอๆไป 


