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บทคดัย่อ 
 

การศึกษาการขยายขนาดกระบวนการหมกั Bacillus subtilis K-C3 เพื่อผลิตเอนไซมไ์ฟบริโนไลติค ดว้ย
กระบวนการหมกัแบบแขง็โดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF)  โดยมีการ
ควบคุมอตัราการให้อากาศและอตัราการหมุนถงัใน 2 สภาวะ  สภาวะแรกควบคุมอตัราการให้อากาศคงท่ี 4.1 
m3/h และอตัราการหมุนถงัตามความเหมาะสมดว้ยวิธี Manual  เพื่อคาํนวณหา temperature heat peak  สภาวะท่ี
สองควบคุมอตัราการใหอ้ากาศ ใหค้งท่ี 12.8 m3/h โดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ DDF และอตัราการหมุน
ถงัคงท่ีท่ี 7.5rph  จากการศึกษาพบว่าการใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ DDF มีผลอย่างชดัเจนต่อการผลิต
เอนไซมไ์ฟบริโนไลติคเม่ือเปรียบเทียบกนัทั้งสองสภาวะท่ีใชท้ดลอง  โดยในสภาวะแรกพบว่าค่ากิจกรรมของ
เอน็ไซมไ์ฟบริโนไลติคสูงสุดเท่ากบั 1,336 unit/ g dry substrate ภายหลงัทาํการหมกัเป็นเวลา 42 h  ในขณะท่ี
อุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือสูงสุดและค่า Rate of heat generation เท่ากบั 45.2 C และ 1,081,738 J/h ตามลาํดบั 
ภายหลงัทาํการหมกัเป็นเวลา 6.75 h  สภาวะท่ีสองซ่ึงหาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยแบบจาํลองทางคณิตศาสตร์ 
DDF พบค่ากิจกรรมของเอน็ไซมไ์ฟบริโนไลติคสูงสุดเท่ากบั 2,243 unit/ g dry substrate ภายหลงัทาํการหมกั
เป็นเวลา 36 h  อุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือสูงสุดและค่า Rate of heat  generation เท่ากบั 38.1C และ 
1,058,974 J/h ตามลาํดบั ท่ีเวลาการหมกั 16.75 h  จากการศึกษาสภาวะการหมกัพบว่าการควบคุมอตัราการให้
อากาศโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ DDF และอตัราการหมุนถงัคงท่ีสามารถส่งเสริมการผลิตเอ็นไซม์
ไฟบริโนไลติคให้สูงเพิ่มข้ึนประมาณ 900 unit/ g dry substrate เม่ือเทียบกบักิจกรรมของเอ็นไซมท่ี์ทาํการ
ทดลองในสภาวะควบคุมอตัราการให้อากาศคงท่ีและอตัราการหมุนถงัตามความเหมาะสมดว้ยวิธี Manual  ผล
การทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าแบบจาํลองทางคณิตศาสตร์ DDF เป็นเคร่ืองมือท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมใ์นกระบวนการหมกัแบบแขง็  นอกจากน้ีควรศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัตวัแปรท่ีมีผลต่อค่าความร้อน เช่น 
คุณสมบติัของอาหารเล้ียงเช้ือ  อตัราการหมุนถงัและลกัษณะธรรมชาติของเช้ือจุลินทรีย ์ ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ีอาจเพิ่ม
การทาํงานของเซลลท่ี์ส่งผลทาํใหเ้กิดการเพ่ิมข้ึนของการผลิตเอนไซมไ์ฟบริโนไลติค 
คาํสําคญั  
 เอนไซมไ์ฟบริโนไลติค / บาซิลสั ซบัทิลิส / กระบวนการหมกัแบบแขง็ / การขยายขนาดการผลิต 
 
 
 
 
 



Abstract 
 

In this study, a scaling-up process for production of fibrinolytic enzymes of Bacillus subtilis K-C3 by 
solid state fermentation was optimized by using a mathematical model of the dimensionless design factor 
(DDF). The fermentation conditions were controlled by through an aeration rate and rotation speed. The first 
operating condition was constantly controlled at an aeration rate of 4.1 m3/h. The rotational speed was 
manually controlled using temperature heat peak calculation. The second condition was constantly controlled 
at an aeration rate of 12.8 m3/h which was obtained from the dimensionless design factor equation. The 
rotational speed was constantly maintained at 7.5 rph. The fibrinolytic enzyme activity was studied 
distinctively at different quantity when compared both conditions. The fibrinolytic activity of the first 
condition was 1,336 unit /g dry substrate after being cultivated for 42 h. The maximum temperature and rate 
of heat generation were found at 45.2 °C and 1,081,738 J/h after 6.75 h, respectively. The second condition 
which was optimized by using dimensionless design factor equation produced the fibrinolytic enzyme activity 
after 36 h inoculation, at 2,243 unit/g dry substrate. The maximum temperature and rate of heat generation 
were 38.1 °C and 1,058,974 J/ h at 16.75 h, respectively. This can be concluded that the fibrinolytic enzyme 
activity under the controlled condition of aeration rate using DDF and the constant controlled rotational speed 
higher was enhanced approximately 900 unit/g dry substrate when compared with the constantly controlled 
aeration rate and manually controlled rotational speed. The results suggested that the DDF model is a useful 
tool for improvement of enzyme in solid state fermentation. Moreover, the study of parameters affecting heat 
generation rate such as the property of substrate or culture medium, rotational speed and physical property of 
microbial strain were required. It is thought these factors may increase cell metabolism, thus resulting in the 
increase of fibrinolytic enzyme production. 
  
keywords 
Fibrinolytic enzyme / Bacillus subtilis / solid state fermentation / scale up 
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บทที ่1 
บทนํา 

 
1.1 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ   

1.1.1 Fibrinolytic enzymes และ Nattokinase  
จากการศึกษาพบว่าเอนไซมน์ัตโตะไคเนสประกอบดว้ยกรดอะมิโน 275 หน่วยและมี

ขนาดโมเลกุล 27.7 kDa ในปัจจุบนัไดมี้การศึกษาลกัษณะทางโมเลกุลของเอนไซมด์งักล่าวอยา่ง
ละเอียด โดยมีการทาํโมเดลล่ิงรูปแบบโมเลกลุสามมิติของเอนไซมด์งักล่าว (Zheng et al., 2005)  
ซ่ึงพบไดว้่าโมเลกุลเอนไซมด์งักล่าวไม่พบ disulfide bond แต่พบ hydrogen-bond หลายตาํแหน่ง 
และพบถึงตาํแหน่งท่ีมีความสัมพนัธ์กบัความสามารถในการรับโปรตอนในสภาพด่าง (Thomas et 
al., 1985) ซ่ึงอาจจะเป็นเหตุผลท่ีทาํใหพ้บว่า B. subtilis สร้าง alkaline protease และจะสามารถ
สร้างเอนไซมน์ตัโตะไคเนสไดดี้ในสภาพท่ีเป็นด่าง 

ในปัจจุบนันั้นไดมี้ผลิตภณัฑเ์อนไซมน์ตัโตะไคเนสในหลากหลายรูปแบบ ไม่ว่าจะเป็นยา
ฉีด ซ่ึงตอ้งการการผลิตท่ีมีขั้นตอนการ purify สูง ซ่ึงมกัจะใชเ้ช้ือท่ีผา่นการตดัแต่งทางพนัธุกรรม 
ตวัอยา่งเช่น Peng et al. (2004) ซ่ึงไดต้ดัต่อนาํยนีของ Bacillus amyloliquefaciens ซ่ึงพบว่าผลิต
เอนไซมท่ี์เรียกว่า douche fibrinolytic enzyme (Peng et al., 2002) ไวก้บั B. subtilis ซ่ึงเจริญเติบโต
ไดเ้ร็วกว่าและเล้ียงง่ายกวา่ 

อย่างไรก็ตาม การใชจุ้ลินทรียท่ี์ผ่านการตดัต่อทางพนัธุกรรมนั้นยงัคงเป็นขอ้ถกเถียงถึง
ความเหมาะสมในการใช้ โดยเฉพาะเม่ือจะนาํมาใช้เป็นอาหารเสริมมนุษยท่ี์ใช้รับประทาน ใน
ประเด็นดังกล่าวนั้ นจะพบได้ว่ามีความเป็นไปได้ท่ีจะนํา เอาจุลินทรีย์ตามธรรมชาติท่ี มี
ความสามารถในการสร้างเอนไซมก์ลุ่ม fibrinolytic มาใชใ้นการผลิตอาหารเสริมมนุษย ์ซ่ึงจาก
การศึกษาพบไดว้า่การปรับปรุงอาหารและกรรมวิธีการเล้ียงกส็ามารถเพ่ิมผลผลิตเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมี
นยัสาํคญัเช่นกนั ดงัจะเห็นไดจ้ากการศึกษาของ Liu et al. (2005) ท่ีใชร้ะบบการทดลองทางสถิติใน
การออกแบบอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการเล้ียง Bacillus natto NLSSE โดยอาหารท่ีใชน้ั้น
ประกอบดว้ย soy peptone, calcium chloride และ yeast extract เป็นองคป์ระกอบสาํคญัใน
อตัราส่วน 8.28, 0.64 และ 0.74 กรัมต่อลิตรตามลาํดบั ซ่ึงจะสามารถใหร้ะดบักิจกรรมเอนไซม์
นตัโตะไคเนสท่ีสูงถึง 1,300 ± 60 Fibrinolytic Units (FU)/ml ซ่ึงใกลเ้คียงกบัปริมาณท่ีควรจะไดรั้บ
ในแต่ละวนัท่ีระบุไวใ้นอาหารเสริมจาํพวกนตัโตะไคเนสท่ีวางจาํหน่ายในทอ้งตลาดท่ีจะแนะนาํท่ี 
2,000 FU ต่อวนั หรือการศึกษาของ Deepak et al. (2008) ท่ีหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียง B. 
subtilis โดยใชเ้ทคนิค response surface method เพ่ือจะออกแบบอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงท่ี 
pH 7.5 โดยออกแบบอาหารโดยใช ้Glucose, Peptone, CaCl2 และ MgSO4 และพบว่าอตัราส่วนท่ี
เหมาะสมคือ 1:5.5:0.2:0.5 % W/V และสามารถผลิตเอนไซมท่ี์มีกิจกรรมสูงถึง 3,194.24 FU/ml 



 2/66

 1.1.2 การหมกัแบบแขง็ 
 กระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็ หมายถึง กระบวนการหมกัดว้ยเช้ือจุลินทรียใ์หเ้จริญอยู่
บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นของแขง็ช้ืน เช่น เมลด็ถัว่เหลือง ราํขา้ว หรือกากมนัสาํปะหลงั เป็นตน้ โดย
การหมกัจะอยูใ่นสภาวะท่ีปราศจากนํ้าอิสระ (Mitchell and Lonsane, 1992)   แต่นํ้าจะอยูใ่นรูปของ
ความช้ืนท่ีถูกดูดซบัไวใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ  การหมกัแบบอาหารแข็งเป็นการหมกัท่ีมีประสิทธิภาพ
สูง ใชใ้นการผลิตผลิตภณัฑจ์ากจุลินทรีย ์เช่น การผลิตสารปฏิชีวนะ การผลิตโปรตีนในอาหารสัตว ์
การผลิตเอนไซม ์การผลิตเอทานอล และการผลิตโคจิ เป็นตน้ การหมกัแบบอาหารแขง็สามารถทาํ
ไดง่้ายไม่ซับซ้อน   ประหยดัพลงังาน   สามารถลดปัญหาการบาํบดันํ้ าเสียหลงัการหมกัไดดี้ การ
หมกัแบบอาหารแข็งมีลกัษณะคลา้ยกบัสภาวะธรรมชาติสําหรับการเจริญของจุลินทรีย ์ จึงทาํให้
เช้ือจุลินทรียมี์การเจริญอยา่งรวดเร็วและไดผ้ลผลิตสูง 
 ซ่ึงในระดบัอุตสาหกรรมนั้น ถงัหมกัจดัเป็นอุปกรณ์หน่ึงท่ีมีความสําคญัในกระบวนการ
หมกัแบบอาหารแขง็ เน่ืองจากตอ้งทาํหนา้ท่ีรักษาสภาวะแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมิ ความช้ืน และ
ปริมาณอากาศให้เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด นอกจากน้ียงัช่วยลดการ
ปนเป้ือนในระหว่างการหมกัจากจุลินทรียช์นิดอ่ืน ซ่ึงถงัหมกัท่ีนิยมใชใ้นระบบการหมกัแบบ
อาหารแขง็ในระดบัอุตสาหกรรม แบ่งออกเป็น 5 ชนิดดว้ยกนั คือ  

ถงัหมกัแบบถาด  
ถงัหมกัแบบแพคเบด  
ถงัหมกัแบบหมุน  
ถงัหมกัแบบมีใบกวน  
และถงัหมกัแบบฟลูอิดไดซ์  

ซ่ึงคณะผูว้ิจ ัยได้พฒันากระบวนการหมักแบบอาหารแข็งโดยใช้ถังหมักแบบหมุน เพื่อผลิต
หวัอาหารสตัวท่ี์มีเอนไซม ์amylase และ protease สูง  พบว่าถงัหมกัแบบหมุนสามารถใชเ้ล้ียงราได้
เป็นอย่างดี โดยถงัหมกัแบบหมุนมีขอ้ไดเ้ปรียบกว่าระบบอ่ืนคือ ง่ายในการทาํงาน การควบคุม
ความช้ืนและอุณหภูมิของอาหารทาํไดง่้าย เน่ืองจากมีการหมุนของถงัและสามารถฉีดนํ้ าสู่อาหาร
ในถงัหมกัไดอ้ยา่งทัว่ถึงตลอดเวลา ใชแ้รงงานนอ้ย สามารถป้องกนัการปนเป้ือนไดง่้าย ใชพ้ื้นท่ีใน
การทาํงานนอ้ย ลดตน้ทุนการผลิตและสามารถขยายขนาดไดง่้าย  
  

1.1.3 Dimensionless Design Factor (DDF)    
ในส่วนของการขยายขนาดถงัหมกัแบบหมุนนั้น  ไดมี้ความพยายามท่ีจะตั้งทฤษฎีเก่ียวกบั

การขยายขนาดถงัดว้ยการนาํสมการทางคณิตศาสตร์ซ่ึงใชอ้ธิบายกระบวนการทางเทอโมไดนามิกส์
มาประยุกต์  และใช ้dimensionless numbers ต่างๆเขา้มาช่วยอธิบายกระบวนการทางเทอโม
ไดนามิกส์หลกัๆซ่ึงเกิดข้ึนระหว่างการหมกั  โดย Hardin et al. (2000) ไดพ้ฒันากลุ่มของสมการท่ี
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ใชอ้ธิบายการเกิดสมดุลของพลงังานภายในถงัหมกั  และไดคิ้ดคน้ตวัแปรท่ีเรียกว่า Dimensionless 
Design Factor (DDF) ไวส้าํหรับการออกแบบถงัหมกัแบบหมุน 

โดย Hardin et al. (2000) ไดค้าํนวณค่า DDF จากค่าพารามิเตอร์ต่างๆดงัน้ี  
 
 
 
 
 
เม่ือ 

Rq = Rate of heat generation (J/h) 

Fa = Flow rate of dry air (m3 h-1) 

Cp = Thermal capacity of air (J/kg•K) 

TB = Temperature of sub (°C) 

TIN = Entry temperature of air into reactor (°C)  

TSURR = Temperature of ambient air (°C) 

COUT = Water content of air exiting reactor (kg H2O/kg dry air) 

CIN = Water content of air entering reactor (kg H2O/kg dry air) 

hA = Overall heat transfer coefficient from drum to surrounding air (J/kg•h) 

λ = Latent heat of vaporization of water (J/kg water) 
 
 
DDF เป็นสมการท่ีบอกถึงความร้อนท่ีเกิดข้ึนภายในระบบแปรผนัตรงกบัการถ่ายเทความ

ร้อนออกจากระบบ โดยสมการดงักล่าวเก่ียวขอ้งกบัตวัแปรท่ีมีผลต่อการถ่ายเทมวลความร้อน 
ความช้ืน และอตัราเร็วของอากาศ ดงันั้นสมการดงักล่าวจึงไดถู้กนาํมาใช้เป็นเคร่ืองมือในการ
ควบคุมสภาวะการหมกัภายในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร เน่ืองจากโดยปกติกระบวนการ
หมกัดงักล่าวมกัมีความร้อนสูงเกิดข้ึน และสะสมอยูภ่ายในถงัหมกั การถ่ายเทความร้อนเกิดข้ึนได้
ค่อนขา้งตํ่า ดงันั้นสมการดงักล่าวจึงสามารถช่วยในการควบคุมความร้อนและยงัสามารถเป็น
เคร่ืองมือในการคาดคะเนความร้อนท่ีจะเกิดข้ึนในระบบการหมกัไดอี้กดว้ย 

ในส่วนของคณะผูว้ิจยัไดท้าํการศึกษาการถ่ายเทมวลความร้อนโดยใช้แบบจาํลองทาง
คณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) ในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200, 600 และ 5000 
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ลิตรเพ่ือศึกษาหาอตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายเทความร้อนท่ีเกิดข้ึนในระหว่างการ
หมกัและเพ่ือควบคุมปริมาณความร้อนท่ีเกิดข้ึนใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการ
ผลิตเอน็ไซม ์Amylase และ Protease ของเช้ือ Aspergilus niger และ A. oryzae พบว่า เช้ือ A. niger 
สามารถใหค้่ากิจกรรมของเอน็ไซม ์Amylase และ Acid protease ท่ีสูงเป็นท่ีน่าพอใจทั้งในถงัหมกั
แบบหมุนขนาด 200, 600 และ 5,000 ลิตร  ซ่ึงผลการทดลองใน A. oryzae ก็ให้ ค่ากิจกรรมของ
เอน็ไซม ์Amylase และ Alkali protease ท่ีสูงเช่นเดียวกนัทั้งในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200, 600 
และ 5,000 ลิตร  โดยเปรียบเทียบกบัการทดลองท่ีไม่มีการประยุกต์ใช ้Dimensionless Design 
Factors  ซ่ึงผลการทดลองสามสรุปไดว้่าสามารถควบคุมปริมาณความร้อนท่ีจะเกิดข้ึนในระบบให้
อยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละลดระยะเวลาในการหมกั  ส่งผลทาํให้สามารถ
เกบ็ผลผลิตไดเ้ร็วข้ึน 
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1.2 ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจิยั 
 โรคหัวใจและหลอดเลือดตีบตนัเป็นสาเหตุการตายอนัดบัตน้ๆ ในปัจจุบนัทัว่โลก จาก

รายงานสถานการณ์ความรุนแรงของโรคหวัใจและหลอดเลือดทัว่โลก พบว่าประชากรเสียชีวิตดว้ย
โรคหัวใจและหลอดเลือดจาํนวน 14 ลา้นคนในปี 2533 ซ่ึงจดัอยู่ในกลุ่มประเทศท่ีพฒันาแลว้
จาํนวน 5 ลา้นคน และในกลุ่มประเทศท่ีกาํลงัพฒันาอีกจาํนวน 9 ลา้นคน และในปี 2563 ขา้งหนา้
สถานการณ์ดงักล่าวขา้งตน้น้ีมีแนวโนม้ท่ีจะเพ่ิมความรุนแรงสูง ข้ึนเป็นลาํดบั จาก 14 ลา้นคน ในปี 
2533 เป็น 25 ลา้นคน ในปี 2563 ซ่ึงจะจดัอยูใ่นกลุ่มประเทศท่ีพฒันาแลว้จาํนวน 6 ลา้นคน และใน
กลุ่มประเทศท่ีกาํลงัพฒันาอีกจาํนวน 19 ลา้นคน (Global burden of Disease; Lancet :1996) 

    สาํหรับประเทศไทยแลว้นั้น อตัราการเสียชีวิตจากกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือดจะติด
อนัดบั 1 ใน 3 มาโดยตลอด ซ่ึงท่ีสําคญัไดแ้ก่ โรคหัวใจขาดเลือด โรคหัวใจลม้เหลว โรคหลอด
เลือดสมอง โดยในปี 2545 นั้นมีผูเ้สียชีวิตจากโรคหัวใจและหลอดเลือด เป็นจาํนวน 32,903 คน 
และเพ่ิมสูงข้ึน เป็นจาํนวน 40,092 คน ในปี 2546 สาํหรับผูป่้วยจากโรคหวัใจขาดเลือดในปี 2545 มี
จาํนวน 77,323 คน และเพ่ิมสูงข้ึนเป็นจาํนวน 92,733 ในปี 2546 นอกจากน้ียงั พบว่า จาํนวนผูป่้วย
จากโรคหวัใจและหลอดเลือดท่ีเขา้รับบริการในแผนกผูป่้วยนอกเพ่ิม สูงข้ึนมากกว่า 3 เท่า ในขณะ
ท่ีจาํนวนผูป่้วยท่ีเขา้รับบริการในแผนกผูป่้วยในเพ่ิมสูงข้ึน มากกว่า 7-17 เท่า เม่ือพิจารณาถึงความ
พิการในประชากรผูสู้งอายุนั้นจะพบว่า มีสาเหตุมาจากโรคหลอดเลือดสมอง (อมัพฤกษ ์อมัพาต) 
เป็นอนัดบัหน่ึง และจากหลกัฐานการศึกษาท่ีมีอยู่ยืนยนัว่าขนาดของปัญหาท่ีขยายใหญ่ข้ึนเป็น
ลาํดบันั้น พบว่าแนวโน้มผูป่้วยโรคหัวใจและหลอดเลือดจะมีอายุน้อยลง สาเหตุเน่ืองมาจากการ
เปล่ียนแปลงในวิถีชีวิตประจาํวนัท่ีพฒันาค่านิยมในการบริโภคเพิ่มส่ิง อาํนวยความสะดวกใน
ชีวิตประจาํวนัเป็นชีวิตสังคมเมืองมากข้ึน นาํไปสู่การเพ่ิมปัจจยัเส่ียงต่อการเกิดโรคหวัใจและหลอด
เลือดมากข้ึนดว้ย เช่น ขาดการออกกาํลงักาย มีชีวิตนัง่ๆนอนๆ และมีการเคล่ือนไหวร่างกายนอ้ยลง 
รวมทั้งปัญหาการบริโภคเกิน รับประทานผกัและผลไมใ้นปริมาณท่ีไม่เพียงพอ จากการสํารวจ
พฤติกรรมการออกกาํลงักายของสาํนกังานสถิติแห่งชาติ พ.ศ. 2547 (NSO) พบว่า ประชากรอาย ุ15 
ปีข้ึนไป มีพฤติกรรมการออกกาํลงักายในระหว่าง 1 เดือนก่อนการสัมภาษณ์มีจาํนวนนอ้ยมากคิด
เป็นร้อยละ 29.10 เม่ือพิจารณาถึงพฤติกรรมการบริโภคผกัของคนไทยจากการศึกษาของศูนยข์อ้มูล
โรคไม่ติดต่อ สาํนกัโรคไม่ติดต่อ กรมควบคุมโรค ในโครงการระบบเฝ้าระวงัพฤติกรรมเส่ียงโรค
ไม่ติดต่อและการบาดเจ็บ BRFSS (Behavioral Risk Factors Surveillance System) ปี 2547 ของ
ประชากรอาย ุ15 ปี ข้ึนไป ใน 41 จงัหวดั บริโภคผกัอยา่งเพียงพอ (> 5 หน่วยมาตรฐานต่อวนั) มี
จาํนวนน้อยมาก คิดเป็นร้อยละ 12.24 จงัหวดัท่ีบริโภคผกัน้อยท่ีสุด คือ พทัลุง มหาสารคาม และ
ตรัง คิดเป็นร้อยละ 2.37, 4.19 และ 4.48 ตามลาํดบั (www.thaiheartclinic.com, 2551) 

ซ่ึงเน่ืองมาจากวิถีชีวิตท่ีเปล่ียนไปนั้นจึงทาํใหต้อ้งหาวิธีการป้องกนัและรักษาโรคเก่ียวกบั
ทางเดินหัวใจและหลอดเลือด  ซ่ึงในปัจจุบนันั้นประชาชนเร่ิมมีความต่ืนตวัเก่ียวกบัการรักษา
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สุขภาพของตนเองมากข้ึน ดงัจะเห็นไดจ้ากการเกิดข้ึนของฟิตเนสเซ็นเตอร์ต่างๆ จาํนวนมาก หรือ
การรวมกลุ่มกนัออกกาํลงักายตามพ้ืนท่ีสาธารณะต่างๆ นอกจากนั้น ประชาชนยงัจบัจ่ายใชส้อยเพ่ือ
ซ้ืออาหารเสริมสุขภาพกนัอย่างแพร่หลาย ซ่ึงสําหรับโรคหลอดเลือดนั้น สินคา้ท่ีเป็นท่ีนิยมคือ
เอนไซมก์ลุ่มไฟบริโนไลติค (Fibrinolytic enzymes) หรือท่ีเรียกกนัโดยทัว่ไปว่ากลุ่มเอนไซม์
นตัโตะไคเนส (Nattokinase) 

เอนไซม์นัตโตะไคเนสนั้นในเบ้ืองตน้ถูกสกดัจากถัว่เน่าญ่ีปุ่น (Natto) ซ่ึงเรียกกนัว่า 
Subtilisin NAT ซ่ึงนตัโตะไคเนสเป็นเอนไซมก์ลุ่มเซรีนโปรติเอส (Serine protease) ซ่ึงจากการ
ทดลองโดย Fujita et al. (1993, 1995a, 1995b) พบว่ามีความสามารถในการยอ่ย Fibrin สูง แต่ใน
ความเป็นจริงแลว้ subtilisin NAT ไม่ใช่เอนไซมต์วัเดียวท่ีมีความสามารถในการยอ่ย fibrin ได ้
ดงัเช่นท่ีพบไดใ้นถัว่หมกัแบบจีนท่ีเรียกว่า douchi (Peng et al., 2003) และพบเอนไซมท่ี์เรียกช่ือว่า 
subtilisin DFE ซ่ึงมีความสามารถในการยอ่ย thrombi ไดใ้นร่างกายมนุษยแ์ละไม่มีผลกระทบต่อ
เซลล์เม็ดเลือด จึงเหมาะท่ีจะใชเ้ป็นสารลดการตีบตนัในเส้นเลือด และนอกจากน้ียงัพบกลุ่ม
เอนไซมท่ี์มีความสามารถในการยอ่ย fibrin ในอาหารอีกหลายหลากและมีความเป็นไปไดว้่าจะ
สามารถพบเอนไซม์กลุ่มดงักล่าวไดใ้นอาหารหมกัชนิดอ่ืนๆ รวมไปถึงถัว่หมกัหรือถัว่เน่าแบบ
พ้ืนเมืองของประเทศไทยดว้ย โดยเช้ือท่ีถูกใชใ้นกระบวนการหมกัถัว่ดงักล่าว ซ่ึงถูกนาํไปเช่ือมโยง
ถึงความสามารถในการผลิตเอนไซมด์งักล่าว คือ Bacillus subtilis นัน่เอง ดงันั้น การรับประทาน
อาหารตระกลูถัว่หมกัจาก B. subtilis และเช้ืออ่ืนๆ เป็นประจาํจะสามารถช่วยป้องกนัอาการตีบตนั
ของหลอดเลือดได ้ (Suzuki et al., 2003a, 2003b) อยา่งไรก็ตาม ปริมาณเอนไซมด์งักล่าวในสาร
สกดัจากถัว่หมกัจะให้ความเขม้ขน้ของเอนไซมสู์งกว่าในถัว่เน่าทัว่ไปถึง 50 เท่าตวั  จึงเหมาะ
สาํหรับคนท่ีไม่ชอบในรสชาดหรือกล่ินของถัว่หมกั 

สําหรับในประเทศไทยยงัไม่มีอาหารเสริมจาํพวกนตัโตะไคเนสวางจาํหน่ายแต่อย่างใด 
ทั้งๆ ท่ีอาหารเสริมกลุ่มดงักล่าวเป็นท่ีแพร่หลายแลว้โดยเฉพาะในทวีปอเมริกา ดงัจะเห็นไดจ้าก
ตารางท่ี 1-1 ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงความหลากหลายในลกัษณะของเอนไซม์ดงักล่าวในทอ้งตลาด  
อย่างไรก็ตามจะสังเกตเห็นไดว้่าจะเป็นอาหารเสริมท่ีใชรั้บประทานเป็นส่วนใหญ่ โดยจะมีราคา
ขายแตกต่างกนัตั้งแต่ 15 – 80 USD ข้ึนอยูก่บัยีห่อ้และปริมาณแคปซูล แต่จะใหกิ้จกรรมเอนไซม์
กลุ่มไฟบริโนไลติคท่ี 2,000 FU ต่อแคปซูลเป็นส่วนใหญ่ 
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ตารางท่ี 1-1 ผลิตภณัฑ ์Nattokinase ท่ีจาํหน่ายในทอ้งตลาด 
 

Brand Milligram per 
capsule 

FU per capsule Number of 
capsules 

Price (USD) 

Doctor’s best 100 2000 30 27.99 
Nattozyme 100 1000 60 19.95 - 41.00 
Source Naturals 
NSK-SD 

100 - 60 25.49 - 49.90 

NOW 100 2000 60 15.99 - 29.99 
Wobenzym USA - 1500 120 19.95 - 37.67 
Neprinol 
SEBkinase - AFD 

150 - - 80 

Allergy Research 50 - 90 28.47 – 40.99 
Vesta 100 - 90 25.19 
Medica 100 - 90 20.78 – 25.98 
 
 เน่ืองจากทางกลุ่มวิจยัไดท้าํการศึกษาเบ้ืองตน้และพบว่าใน BCC มี B. subtilis ท่ีเป็นเช้ือ
ปลอดภยั (Generally Recognized As Safe, GRAS) ท่ีสร้าง fibrinolytic enzyme ท่ีมีspecific 
fibrinolytic activity ไดใ้นระดบัสูงเทียบเท่าหรือดีกว่าผลิตภณัฑใ์นทอ้งตลาด  จากผลการทดลอง
ในระดบัห้องปฎิบติัการภายใต้โครงการ “การศึกษาการขยายขนาดกระบวนการหมกั Bacillus 
subtilis เพ่ือผลิตเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการยอ่ย Fibrin โดยกระบวนการหมกัแบบก่ึงแขง็ก่ึง
เหลวและแบบแข็ง” (แหล่งทุนศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  สํานักงาน
พฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ)  ไดผ้ลปริมาณกิจกรรมเอนไซมสู์งถึง 3,225 unit ต่อ
กรัมผลิตภณัฑแ์หง้  ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L  โดยใชถ้ัว่เหลืองซีก
บดเป็นอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงมีค่าความช้ืนเร่ิมตน้เท่ากบั 52.66 % และเติมหวัเช้ือ 5 % (v/w)  หมุนถงั
ดว้ยความเร็วรอบคงท่ี 0.2 rpm  ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอตัราการใหอ้ากาศท่ี  37 ± 3C 
และ 0.7 m/s ตามลาํดบั  พบว่าค่ากิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic สูงสุดเท่ากบั 1,480 unit/ g dry 
substrate ท่ีเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง  ซ่ึงจะเห็นไดว้่าการหมกัในถงัหมุนขนาด 200 ลิตรให้ค่า
กิจกรรมของเอ็นไซม ์Fibrinolytic ท่ีต ํ่ากว่าการหมกัในในระดบัห้องปฎิบติัการ  ดงันั้นจึงควรทาํ
การวิจยัเพิ่มเติมเพ่ือการขยายขนาดกระบวนการหมกั B. subtilis เพ่ือผลิตอาหารเสริมท่ีมีเอนไซม ์
fibrinolytic สูง โดยกระบวนการหมกัแบบแขง็โดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless 
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Design Factors (DDF) ในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร ต่อไป  ซ่ึงจะเป็นการสร้างเทคโนโลยี
การผลิตอาหารเสริมดว้ยตน้ทุนท่ีมีในประเทศและลดการนาํเขา้อาหารเสริมจากต่างประเทศท่ีมี
ราคาแพง 
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1.3 วตัถุประสงค์ของโครงการวจิยั 
เพ่ือศึกษาการขยายขนาดกระบวนการผลิตเอนไซมก์ลุ่ม Fibrinolytic  ดว้ยเช้ือ B. subtilis  

ในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร โดยใชเ้ทคโนโลยภีายในประเทศซ่ึงเนน้ความเป็นไปไดใ้นการ
ผลิตสารดงักล่าวในระดบัอุตสาหกรรม 
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1.4 ขอบเขตของโครงการวจิยั 
ขยายขนาดการผลิตเอนไซมก์ลุ่ม Fibrinolytic  โดยกระบวนการหมกัแบบแขง็ในถงัหมกั

แบบหมุนขนาด 200 ลิตรโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) 
ช่วยในการควบคุมถงัหมกั 
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1.5 วธีิการดําเนินการวจิยัโดยสรุป 
การหมกัในถงัหมกัแบบหมุน 200 ลิตร 
การเตรียมหวัเช้ือ B. subtilis K-C3 โดยถ่ายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient broth (NB) 

ปริมาตร 700 mL  เพาะเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37C  เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  
ทาํการหมกัดงัน้ี  นาํถัว่เหลืองบดมาปรับความช้ืนประมาณ 50 %  แลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยไอ

นํ้าท่ีอุณหภูมิ 121C เป็นเวลา  30 นาที  ใส่ถัว่เหลืองบดลงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L ซ่ึง
ผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ 100C เป็นเวลา  3 ชัว่โมง  จากนั้นจึงใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-
C3 ปริมาณ 5 % (v/w) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  คลุกหวัเช้ือใหท้ัว่  หมุนถงัดว้ยความเร็วท่ีเหมาะสม  
ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้ท่ี  37 ± 3C และควบคุมอตัราการใหอ้ากาศ  ทาํการหมกัเป็นเวลา 42-
48 ชัว่โมง  เกบ็ตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เพ่ือนาํไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอน็ไซม ์ Fibrinolytic  ความ
เขม้ขน้เซลลมี์ชีวิต   ค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือและค่า pH   

โดยทาํการทดลองในสภาวะท่ีมีการควบคุมอตัราการใหอ้ากาศและอตัราการหมุนถงั  ดงัน้ี  
1.ควบคุมอัตราการให้อากาศคงท่ีและอัตราการหมุนถังโดยวิธี Manual  ตามความ

เหมาะสม  เพือ่คาํนวณหา temperature heat peak (ซ่ึงใชใ้นการคาํนวณใน DDF)     
 2. ควบคุมอตัราการใหอ้ากาศโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design 
Factors (DDF) และอตัราการหมุนถงัคงท่ี  
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1.6 ทฤษฎีและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
โรคหวัใจและหลอดเลือดตีบตนัเป็นสาเหตุการตายอนัดบัตน้ๆในปัจจุบนัทัว่โลก สาํหรับ

ประเทศไทยแลว้นั้น อตัราการเสียชีวิตจากกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือดจะติดอนัดบั 1 ใน 3 มา
โดยตลอด ซ่ึงท่ีสําคญัไดแ้ก่ โรคหัวใจขาดเลือด โรคหัวใจลม้เหลว โรคหลอดเลือดสมอง ซ่ึง
เน่ืองมาจากวิถีชีวิตท่ีเปล่ียนไปนั้นจึงทาํให้ตอ้งหาวิธีการป้องกนัและรักษาโรคเก่ียวกบัทางเดิน
หัวใจและหลอดเลือด ทางกลุ่มวิจยัจึงเล็งเห็นถึงความเป็นไปไดใ้นการศึกษาวิจยัเพ่ือสร้างองค์
ความรู้ในการผลิตเอนไซมก์ลุ่มไฟบริโนไลติค (Fibrinolytic enzymes) หรือท่ีเรียกกนัโดยทัว่ไปว่า
กลุ่มเอนไซมน์ตัโตะไคเนส (Nattokinase)  ซ่ึงไดรั้บการยอมรับโดยทัว่ไปถึงศกัยภาพในการช่วย
ป้องกนัและรักษาโรคหลอดเลือดตีบตนั เน่ืองจากความสามารถในการยอ่ย thrombi โดยจะเลือกใช้
เช้ือท่ีไดรั้บการเช่ือถือว่าปลอดภยั (generally recognized as safe, GRAS) คือ B. subtilis  โดยจะ
ศึกษากรรมวิธีการผลิตเอนไซมด์งักล่าวจากกระบวนการหมกัแบบแข็งเป็นหลกัและศึกษาความ
เป็นไปไดใ้นการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม  

เน่ืองจากการหมกัแบบแขง็เป็นการหมกัท่ีมีตน้ทุนตํ่า และในปัจจุบนัมีเทคโนโลยีท่ีเขา้มา
ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการหมกัแบบแข็งมากข้ึน จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะนาํอาหารท่ีหมกัเสร็จ
ไปเป็นอาหารเสริมโดยตรงโดยไม่ตอ้งผา่นกรรมวิธีการแยกเอนไซม ์อีกทั้งเช้ือ B. subtilis ท่ีใชย้งั
เป็นเช้ือท่ีสกดัมาจากอาหารมนุษยแ์ละเป็นเช้ือปลอดภยั (GRAS) จึงเหมาะสมท่ีจะนาํมาเป็นอาหาร
เสริมโดยตรงได ้  ซ่ึงในโครงการน้ีจะทาํการขยายขนาดการผลิตในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 
ลิตรและจะใชอ้าหารเล้ียงเช้ือคร้ังละประมาณ 10 - 20 กิโลกรัม  ทั้งน้ีเน่ืองจากประสบการณ์ของ
กลุ่มวิจยัพบว่าถงัหมกัแบบหมุนสามารถนาํมาประยกุตใ์ชใ้นกระบวนการเล้ียงจุลินทรียไ์ดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพและสามารมเพ่ิมผลผลิตเอนไซมไ์ดเ้ป็นอย่างดี  เน่ืองจากถงัหมกัแบบหมุนมีระบบ
ควบคุมอุณหภูมิ และการระบายอากาศท่ีดี  จึงทาํใหไ้ดผ้ลผลิตเอนไซมสู์ง   

สําหรับสภาวะการเล้ียงนั้นจะอา้งอิงจากผลการทดลองในโครงการ“การศึกษาการขยาย
ขนาดกระบวนการหมกั Bacillus subtilis เพ่ือผลิตเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการยอ่ย Fibrin โดย
กระบวนการหมกัแบบก่ึงแขง็ก่ึงเหลวและแบบแขง็”  ซ่ึงสามารถนาํผลการทดลองการเล้ียงเช้ือโดย
กระบวนการหมกัแบบแขง็ในระดบัหอ้งปฎิบติัการมาประยกุตใ์ชใ้นการหมกัในถงัหมกัแบบหมุน
ไดดี้  โดยใชถ้ัว่เหลืองบดเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ  ปรับความช้ืนอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 50 % และ
ควบคุมอุณหภูมิในการเพาะเล้ียงท่ี 37 C  นอกจากนั้นจะทาํการศึกษาการขยายขนาดการผลิตโดย
ใชใ้ชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) ช่วยในการควบคุมถงัหมกั
เพ่ือควบคุมการถ่ายเทความร้อน  เปรียบเทียบกบัการควบคุมถงัหมกัแบบปกติท่ีใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั 

โดยผลิตภณัฑท่ี์ไดน้ั้นจะออกมาในรูปแบบของอาหารเสริมในรูปแบบแข็งโดยยงัไม่ผ่าน
การสกดัเอนไซมอ์อกมา  สามารถนาํไปทาํเป็นรูปแบบผงและบรรจุในแคปซูลขายเป็นอาหารเสริม
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ไดเ้ลยเป็นตน้ นอกจากนั้นหากจาํเป็นตอ้งทาํการสกดัสารดงักล่าวกจ็ะพบไดว้่าจะมีตน้ทุนการผลิต
ท่ีสูงข้ึน  
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1.7 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  
 1.7.1 เทคโนโลยกีารผลิตอาหารเสริมท่ีมีกิจกรรมของ Fibrinolytic เอน็ไซมสู์งในระดบั
โรงงานตน้แบบโดยใชถ้งัหมกัแบบหมุน 
 1.7.2 ทราบถึงความเป็นไปไดใ้นเชิงธุรกิจของการผลิต Fibrinolytic เอนไซม์โดยใช้
เทคโนโลยใีนประเทศ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 15/66

บทที ่2 
วธีิดําเนินการวจัิย 

 
2.1 สายพนัธ์ุจุลนิทรีย์ 

1. Bacillus subtilis K-C3 จากศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 
(BIOTEC) 

 
2.2 อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Nutrient broth (NB): Himedia Laboratories. Pvt. Ltd., India 
2.  Nutrient Agar (NA): Himedia Laboratories. Pvt. Ltd., India 
3. ถัว่เหลืองซีก (Peeled-Split Soy Bean): บริษทั อุตสาหกรรมอาหารไทย (1964) จาํกดั 

 
2.3 อุปกรณ์และเคร่ืองมอื 

1. ถงัหมกัแบบหมุน (Rotary Drum Reactor)ขนาด 200 ลิตร: สถาบนัพฒันาและฝึกอบรม
โรงงานตน้แบบ  มหาวิทยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี (บางขนุเทียน) 

2. เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้า (Autoclave): HVE-25/50, Hirayama, Japan 
3. เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer): DR 2500 HACH Odyssey, Rhys 

Scientific Ltd., UK 
4. Laminar flow: Holten LaminAir Type S-2010  1.5, Heto-Holten A/S, Denmark 
5. เคร่ืองวดัความเร็วลม (Anemometer): Spec Scientific 850070, Spec Scientific Ltd., 

US 
6. เคร่ืองป่ันเหวี่ยงความเร็วสูง (High Speed Refrigerated Centrifuge): Sigma, Sigma 

Laborzentrifugen GmbH, Germany  
7. เคร่ืองชัง่ 4 ตาํแหน่ง (Analytical Balance): CP 224S, Sartorius Ag Gottingen, 

Germany 
8. เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง (Balance): CP 3202S, Sartorius Ag Gottingen, Germany 
9. ตูอ้บลมร้อน (Hot Air Oven): Venticell, Medcenter Einrichtungen GmbH, Germany 
10. ตูค้วบคุมอุณหภูมิและความช้ืน (Incubator): KBF 115, Binder, Germany 
11. เคร่ืองบด: Type SM 2000/750 Upm, Retsch GmbH & Co. KG, Germany 
12. เคร่ืองทาํนํ้าบริสุทธ์ิ Type I & II: UPW 12+Genpure UV/UF, TKA, Germany 
13. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath): WB 29, Memmert GmbH & Co KG, Germany 
14. เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer): VTX-3000L, LMS Co. Ltd., Japan 
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15. เตาไมโครเวฟ (Micorwave Oven) : SHARP, Thailand 
 
2.4 โปรแกรม  
 1. โปรแกรม LabVIEW 8.5: National Instruments Corporation, US   

 
2.5 การหมกัในถงัหมกัแบบหมุน 200 ลติร 

การเตรียมหวัเช้ือ B. subtilis K-C3 (ดงัรูป 2-1, 2-2 และ 2-3) โดยถ่ายเช้ือลงในอาหารเล้ียง
เช้ือ Nutrient broth (NB) ปริมาตร 1.86 L  เพาะเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37C  เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  

ทาํการหมกัดงัน้ี  นาํถัว่เหลืองซีกท่ีผา่นการบดดว้ยเคร่ืองบด (ความช้ืนประมาณ 7%) 20 kg 
มาปรับความช้ืนดว้ยนํ้ าประปาให้ไดค้วามช้ืนเร่ิมตน้ประมาณ 50 %  แลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้ าท่ี
อุณหภูมิ 121C เป็นเวลา  30 นาที  ใส่ถัว่เหลืองบดลงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L (ดงัรูป 2-4, 
ซ่ึงผ่านการฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้ าท่ีอุณหภูมิ 95-100C เป็นเวลา  3 ชัว่โมง)  จากนั้นจึงใส่หวัเช้ือ B. 
subtilis K-C3 ปริมาตร 1.86 L  (5 % (v/w), คาํนวณจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับความช้ืนแลว้) ลงใน
อาหารเล้ียงเช้ือ  คลุกหวัเช้ือใหท้ัว่  ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้ท่ี  37 ± 4C (โดยใชโ้ปรแกรม 
LabVIEW 8.5 เป็นตวั monitoring ของค่าอุณหภูมิต่างๆในถงัหมกั)  ทาํการหมกัเป็นเวลา 42-48 
ชัว่โมง  เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เพ่ือนาํไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอน็ไซม ์ Fibrinolytic  ความ
เขม้ขน้เซลลมี์ชีวิต   ค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือและค่า pH  โดยมีการควบคุมอตัราการให้
อากาศและอตัราการหมุนถงัใน 2 สภาวะ ดงัน้ี  

1.ควบคุมอตัราการใหอ้ากาศท่ีคงท่ี 4.1 m3/h (อตัราตํ่าสุดของ Blower ท่ีสามารถทาํงานได)้ 
และอตัราการหมุนถงัตามความเหมาะสมดว้ยวิธี Manual  เพ่ือคาํนวณหา temperature heat peak 
(ซ่ึงใชใ้นการคาํนวณใน DDF ต่อไป)     
 2. ควบคุมอตัราการให้อากาศดว้ยโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless 
Design Factors (DDF) ใหค้งท่ีท่ี 12.8 m3/h  และอตัราการหมุนถงัคงท่ี (7.5 rph)  
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี

ท่ี 2-1  โคโลนี

ท่ี 2-2  โคโลนี

ท่ี 2-3  หวัเช้ือ 

นีเช้ือ B. subtil

นีเช้ือ B. subtil

 B. subtilis K

lis K-C3 บนอ

lis K-C3 บนอ

K-C3 ในอาหา

อาหารเล้ียงเช้ื

อาหารเล้ียงเช้ื

รเล้ียงเช้ือ NB

ช้ือ NA  ท่ีอุณห

ช้ือ NA  ท่ีอุณห

B  ท่ีอุณหภูมิ 

หภูมิ 37 C  

หภูมิ 37 C  

 37 C  อาย ุ

1

 อาย ุ18 ชัว่โม

 อาย ุ18 ชัว่โม

18 ชัว่โมง   
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มง 

มง 



 

 

 
รูปท่ี
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ท่ี 2-4 ถงัหมกัแบบหมุน (RRotating Drumm Bioreactor)) ขนาด 200 ลิลิตร   
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2.6 คาํนวณค่า Dimensionless Design Factors (DDF) 
 Hardin et al. (2000) ไดค้าํนวณค่า DDF จากค่าพารามิเตอร์ต่างๆดงัน้ี  

 
 
 
เม่ือ 

Rq = Rate of heat generation (J/h) 

Fa = Flow rate of dry air (m3 h-1) 

Cp = Thermal capacity of air (J/kg•K) 

TB = Temperature of sub (°C) 

TIN = Entry temperature of air into reactor (°C)  

TSURR = Temperature of ambient air (°C) 

COUT = Water content of air exiting reactor (kg H2O/kg dry air) 

CIN = Water content of air entering reactor (kg H2O/kg dry air) 

hA = Overall heat transfer coefficient from drum to surrounding air (J/kg•h) 

λ = Latent heat of vaporization of water (J/kg water) 
 

 

2.7  การวเิคราะห์กจิกรรมของเอน็ไซม์ไฟบริโนไลตคิ (Fibrinolytic activity assay)   

ดดัแปลงจาก Anson (1938) ตามภาคผนวก 
 
2.8 ความเข้มข้นเซลล์มีชีวติ    
 ตามภาคผนวก 
 
2.9 ความชื้น 
 ตามภาคผนวก 
 
2.10 ค่า pH   
 ตามภาคผนวก 
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บทที ่3 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผล 

 
3.1  การหมกัในถงัหมกัแบบหมุน 200 ลติร โดยการควบคุมอตัราการให้อากาศที ่

ทาํการหมกัโดยการนาํถัว่เหลืองมาปรับความช้ืนด้วยนํ้ าประปาให้ได้ความช้ืนเร่ิมต้น
ประมาณ 50 %  แลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้ า  ใส่ถัว่เหลืองบดลงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L 
จากนั้นจึงใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-C3 ปริมาตร5 % (v/w) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  คลุกหวัเช้ือให้ทัว่  
ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้ท่ี  37 ± 4C  ทาํการหมกัเป็นเวลา 42-48 ชัว่โมง  เกบ็ตวัอยา่งทุก 6 
ชัว่โมง เพื่อนาํไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอน็ไซม ์ Fibrinolytic  ความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิต   และค่า
ความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยมีการควบคุมอตัราการใหอ้ากาศท่ีคงท่ี 4.1 m3/h (อตัราตํ่าสุดของ 
Blower ท่ีสามารถทาํงานได)้ และอตัราการหมุนถงัตามความเหมาะสมเพ่ือลดความร้อนท่ีเกิดข้ึน
ดว้ยวิธี Manual  เพ่ือคาํนวณหา temperature heat peak (ซ่ึงใชใ้นการคาํนวณใน DDF ต่อไป)  ผล
การทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 3-1 ถึง 3-3   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3-1 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตของ B. subtilis K-C3 และกิจกรรมของ
เอน็ไซมก์บัระยะเวลาการหมกั  
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รูปท่ี 3-2 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือกบัระยะเวลาการหมกั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3-3 ความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือเฉล่ียกบัระยะเวลา
การหมกั  
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การหมกัในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร  ดว้ยการควบคุมอตัราการใหอ้ากาศท่ีพบว่า
ความเขม้ขน้เซลลเ์พ่ิมข้ึนจากเร่ิมตน้เท่ากบั 3.16 108 CFU/ g dry substrate จนมีความเขม้ขน้เซลล์
สูงสุดท่ี 18 ชัว่โมง เท่ากบั 1.80 1011 CFU/ g dry substrate   แลว้ลดลงเหลือเท่ากบั 1.57 109 
CFU/ g dry substrate ท่ีชัว่โมงท่ี 48 (ดงัรูปท่ี 3-1)  กิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic มีแนวโนม้
เพ่ิมข้ึนแลว้ลดลงหลงัเวลาการหมกัท่ี 42 ชัว่โมง  โดยกิจกรรมของเอน็ไซมสู์งสุดเท่ากบั 1,336 unit/ 
g dry substrate ท่ีเวลาการหมกั 42 ชัว่โมง (ดงัรูปท่ี 3-1)   

ค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือลดลงไม่มากนกั  โดยอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ (ท่ีเวลาการ
หมกัท่ี 6 ชัว่โมง) มีค่าความช้ืนเท่ากบั 55.53 % และค่าความช้ืนสุดทา้ยเท่ากบั 53.41 % ท่ีชัว่โมงท่ี 
48 (ดงัรูปท่ี 3-2)   

จากการสังเกตทางกายภาพ  พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือมีการเปล่ียนแปลงดงัน้ี คือ ถัว่เหลืองบด
ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้าแลว้มีความช้ืนเร่ิมตน้ประมาณ 50 %  มีลกัษณะร่วนไม่จบักนัแน่น  หลกั
จากการใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-C3 ลงไปแลว้จะทาํใหอ้าหารเล้ียงเช้ือมีความร่วนซุยลดลงและจบั
ตวักนัเป็นกอ้นแน่นมากข้ึน (การหมุนถงัหมกัท่ีความเร็วรอบท่ีสูงข้ึนก็ยิ่งทาํให้อาหารจบัตวัเป็น
กอ้นกลมรีใหญ่ข้ึน) รวมทั้งมีความเหนียวเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการหมกัท่ีเพ่ิมข้ึน 

อุณหภูมิอากาศขาเขา้อยูใ่นช่วง 30.3 – 41.6 C โดยอุณหภูมิอากาศขาเขา้ตลอดการทดลอง
เฉล่ียเท่ากบั 33.2 C  ส่วนอุณหภูมิเฉล่ียของอาหารเล้ียงเช้ืออยูใ่นช่วง 29.1 – 43.9 C  โดย
อุณหภูมิเฉล่ียของอาหารเล้ียงเช้ือตลอดการทดลองเฉล่ียเท่ากบั 33.1 C  และอุณหภูมิของอาหาร
เล้ียงเช้ือสูงสุด (temperature heat peak) เท่ากบั 45.2 C ท่ีเวลาการหมกั 6.75 ชัว่โมง (ดงัรูปท่ี 3-3)  
 จากค่าอุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือสูงสุด (เท่ากบั 45.2 C) ท่ีวดัไดจ้ากการทดลองสามารถ
นาํไปคาํนวณค่า Rate of heat  generation ของการทดลองน้ีดว้ยสมการ DDF ไดเ้ท่ากบั 1,081,738 
J/h  ซ่ึงค่า Rate of heat  generation สามารถนาํไปใชใ้นการคาํนวณค่าอตัราการใหอ้ากาศ (Flow rate 
of dry air) ท่ีเหมาะสม (หมายถึง DDF มีค่าประมาณ 1.0) เพ่ือใชใ้นการควบคุมอตัราการใหอ้ากาศ 
ของการทดลองคร้ังต่อไป  โดยท่ีกาํหนดใหอุ้ณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือ (Temperature of substrate) 
มีค่าเท่ากบั 37 C ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการเจริญของเช้ือ B. subtilis K-C3 การคาํนวณ
โดยใชส้มการ DDF แสดงในตารางท่ี 2-1        
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ตารางท่ี 2-1  แสดงการคาํนวณค่า Dimensionless Design Factors (DDF) ในถงัหมกัแบบหมุน 200 
ลิตร (Manual) 

 
 จากตารางท่ี 2-1  สามารถคาํนวณค่าอตัราการใหอ้ากาศ (Flow rate of dry air) ท่ีเหมาะสม 
(DDF มีค่าประมาณ 1.002) ไดค้่าประมาณ 12.8 m3/h  โดยท่ี Rate of heat  generation มีค่าเท่ากบั 
1,081,738 J/h และกาํหนดให ้ Temperature of substrate มีค่าเท่ากบั 37 C  ทั้งน้ีจะนาํค่าอตัราการ
ให้อากาศท่ีคาํนวณไดจ้ากการทดลองคร้ังน้ีไปใชค้วบคุมอตัราการให้อากาศของการทดลองคร้ัง
ต่อไป  
 

Calculation of Dimensionless Design Factor (DDF) 
Experiment 
(Manual) 

Calculated 
Value 

Rq rate of heat generation (J/h)   1,081,738     1,081,738  

Fa flow rate of dry air (m3 h-1) 4.1 12.8 

Cp thermal capacity of air (J/kg•K) 1,005 1,005 

TB temperature of sub (°C) 45.2 37 

TIN entry temperature of air into reactor (°C)  33.2 33.2 

TSURR temperature of ambient air (°C) 29 29 

COUT water content of air exiting reactor (kg H2O/kg dry air) 0.06588032 0.04383074 

CIN water content of air entering reactor (kg H2O/kg dry air) 0.01978451 0.01978451 

hA 
overall heat transfer coefficient from drum to 
surrounding air (J/kg•h) 35,357.625 35,357.625 

λ latent heat of vaporization of water (J/kg water) 2,431,300 2,431,300 

DDF Dimensionless Design Factor (Must be approx. 1.00) 1.000 1.002 

hcon convective heat transfer coefficient (J/m2 K h) 18,000 18,000 

D Diameter of reactor (m) 0.5 0.5 

L Length of reactor (m) 1 1 

r Radias of reactor (m) 0.25 0.25 

r radias of air tube (m), stainless steel Ø 12 cm. 0.06 0.06 
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3.2  การหมักในถังหมักแบบหมุน 200 ลติร โดยการควบคุมอตัราการให้อากาศด้วยแบบจําลองทาง
คณติศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) คร้ังที ่1 

ทาํการหมกัโดยการนาํถัว่เหลืองมาปรับความช้ืนด้วยนํ้ าประปาให้ได้ความช้ืนเร่ิมต้น
ประมาณ 50 %  แลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้ า  ใส่ถัว่เหลืองบดลงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L 
จากนั้นจึงใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-C3 ปริมาตร5 % (v/w) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  คลุกหวัเช้ือให้ทัว่  
ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้ท่ี  37 ± 4C  ทาํการหมกัเป็นเวลา 42-48 ชัว่โมง  เกบ็ตวัอยา่งทุก 6 
ชัว่โมง เพื่อนาํไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอ็นไซม ์ Fibrinolytic  ความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตและค่า
ความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยมีการควบคุมอตัราการใหอ้ากาศท่ีคงท่ี 12.8 m3/h และอตัราการ
หมุนถงัคงท่ีท่ี 7.5 rph ผลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 3-4 ถึง 3-6 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
รูปท่ี 3-4 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตของ B. subtilis K-C3 และกิจกรรมของ
เอน็ไซมก์บัระยะเวลาการหมกั  
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รูปท่ี 3-5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือกบัระยะเวลาการหมกั  
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3-6 ความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือเฉล่ียกบัระยะเวลา
การหมกั  
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การหมกัในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร  โดยการควบคุมอตัราการให้อากาศด้วย
แบบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) พบว่าความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มข้ึน
จากเร่ิมตน้เท่ากบั 1.19 107 CFU/ g dry substrate จนมีความเขม้ขน้เซลลสู์งสุดท่ี 18 ชัว่โมง 
เท่ากบั 1.23 1010 CFU/ g dry substrate   แลว้ลดลงเหลือเท่ากบั 5.21 109 CFU/ g dry substrate 
ท่ีชัว่โมงท่ี 48 (ดงัรูปท่ี 3-4)  กิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนซ่ึงเวลาการหมกั
ท่ีชัว่โมงท่ี 18 มีกิจกรรมของเอน็ไซมเ์ท่ากบั 1,726 unit/ g dry substrate  แลว้ลดลงเหลือ 508 unit/ 
g dry substrate ท่ีชัว่โมงท่ี 24  จากนั้นกิจกรรมของเอน็ไซมเ์พ่ิมข้ึนโดยมีค่ากิจกรรมของเอน็ไซม์
สูงสุดเท่ากบั 1,911 unit/ g dry substrate ท่ีเวลาการหมกั 30 ชัว่โมง  แลว้ลดลงเหลือ 1,466 unit/ g 
dry substrate ท่ีชัว่โมงท่ี 42 (ดงัรูปท่ี 3-4)   

ค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือมีแนวโนม้ลดลงโดยอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้มีค่าความช้ืน
เท่ากบั 54.43 % และค่าความช้ืนสุดทา้ยเท่ากบั 49.35 % ท่ีชัว่โมงท่ี 48 (ดงัรูปท่ี 3-5)   

จากการสังเกตทางกายภาพ  พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือมีการเปล่ียนแปลงดงัน้ี คือ ถัว่เหลืองบด
ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้าแลว้มีความช้ืนเร่ิมตน้ประมาณ 50 %  มีลกัษณะร่วนไม่จบักนัแน่น  หลกั
จากการใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-C3 ลงไปแลว้จะทาํใหอ้าหารเล้ียงเช้ือมีความร่วนซุยลดลงและมี
ความเหนียวเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการหมกัท่ีเพ่ิมข้ึน 

อุณหภูมิอากาศขาเขา้อยูใ่นช่วง 34.3 – 43.1 C โดยอุณหภูมิอากาศขาเขา้ตลอดการทดลอง
เฉล่ียเท่ากบั 39.2 C  ส่วนอุณหภูมิเฉล่ียของอาหารเล้ียงเช้ืออยูใ่นช่วง 30.3 – 47.3 C  โดย
อุณหภูมิเฉล่ียของอาหารเล้ียงเช้ือตลอดการทดลองเฉล่ียเท่ากบั 34.1 C  และอุณหภูมิของอาหาร
เล้ียงเช้ือสูงสุด (temperature heat peak) เท่ากบั 48.1 C ท่ีเวลาการหมกั 17.25 ชัว่โมง (ดงัรูปท่ี 3-6)    
ทั้งน้ีอุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ิมสูงข้ึนในช่วงระหว่างเวลาการหมกั 8-17.25 ชัว่โมง อาจเป็นผล
มาจากการควบคุมการหมุนถงัในอตัราท่ีตํ่าทาํไดไ้ม่ดีพอจึงทาํให้เกิดการสะสมของความร้อน   ซ่ึง
ความร้อนสะสมท่ีเกิดข้ึนในช่วงระเวลาน้ีอาจมีผลทาํให้กิจกรรมของเอ็นไซม ์Fibrinolytic ลดลง
จากเดิมท่ีชัว่โมงท่ี 18 คือ 1,726 unit/ g dry substrate เหลือเท่ากบั 508 unit/ g dry substrate ท่ี
ชัว่โมงท่ี 24  ทั้งน้ีดว้ยสาเหตุความร้อนมีผลทาํใหโ้ครงสร้างของเอน็ไซมเ์สียสภาพไปบางส่วนได ้      
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3.3  การหมักในถังหมักแบบหมุน 200 ลติร โดยการควบคุมอตัราการให้อากาศด้วยแบบจําลองทาง
คณติศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) คร้ังที ่2 

ทาํการทดลองซํ้ าอีกคร้ังดว้ยสภาวะเดียวกนักบัคร้ังท่ี 1  ซ่ึงทาํการหมกัโดยการนาํถัว่เหลือง
มาปรับความช้ืนดว้ยนํ้าประปาใหไ้ดค้วามช้ืนเร่ิมตน้ประมาณ 50 %  แลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้า  ใส่
ถัว่เหลืองบดลงในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L จากนั้นจึงใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-C3 ปริมาตร5 % 
(v/w) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  คลุกหวัเช้ือใหท้ัว่  ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้ท่ี  37 ± 4C  ทาํการ
หมกัเป็นเวลา 42-48 ชัว่โมง  เก็บตวัอย่างทุก 6 ชั่วโมง เพ่ือนาํไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอ็นไซม ์
Fibrinolytic  ความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิต  ค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือและค่า pH  โดยมีการควบคุม
อตัราการใหอ้ากาศท่ีคงท่ี 12.8 m3/h และอตัราการหมุนถงัคงท่ีท่ี 7.5 rph ผลการทดลองดงัแสดงใน
รูปท่ี 3-7 ถึง 3-9 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3-7 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตของ B. subtilis K-C3 และกิจกรรมของ
เอน็ไซมก์บัระยะเวลาการหมกั  
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รูปท่ี 3-8 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือและค่า pH กบัระยะเวลาการหมกั  
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3-9 ความสัมพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิอากาศขาเข้าและอุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือเฉล่ีย  กับ
ระยะเวลาการหมกั  
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การหมกัในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 ลิตร  โดยการควบคุมอตัราการให้อากาศด้วย
แบบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors (DDF) พบว่าความเขม้ขน้เซลลเ์พิ่มข้ึน
จากเร่ิมตน้เท่ากบั 5.41 107 CFU/ g dry substrate จนมีความเขม้ขน้เซลลสู์งสุดท่ี 18 ชัว่โมง 
เท่ากบั 2.81 1010 CFU/ g dry substrate   แลว้ลดลงเหลือเท่ากบั 2.06 109 CFU/ g dry substrate 
ท่ีชัว่โมงท่ี 48 (ดงัรูปท่ี 3-7)  กิจกรรมของเอ็นไซม ์Fibrinolytic มีแนวโน้มเพิ่มข้ึน  โดยมีค่า
กิจกรรมของเอน็ไซมสู์งสุดเท่ากบั 2,243 unit/ g dry substrate ท่ีเวลาการหมกั 36 ชัว่โมง  แลว้ลดลง
เหลือ 1,262 unit/ g dry substrate ท่ีชัว่โมงท่ี 48 (ดงัรูปท่ี 3-7)   

ค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือมีแนวโนม้ลดลงโดยอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ (ท่ีเวลาการหมกั
ท่ี 6 ชัว่โมง) มีค่าความช้ืนเท่ากบั 53.74 % และค่าความช้ืนสุดทา้ยเท่ากบั 48.13 % ท่ีชัว่โมงท่ี 48 
(ดงัรูปท่ี 3-8)   

จากการสังเกตทางกายภาพ  พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือมีการเปล่ียนแปลงดงัน้ี คือ ถัว่เหลืองบด
ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้าแลว้มีความช้ืนเร่ิมตน้ประมาณ 50 %  มีลกัษณะร่วนไม่จบักนัแน่น  หลกั
จากการใส่หวัเช้ือ B. subtilis K-C3 ลงไปแลว้จะทาํใหอ้าหารเล้ียงเช้ือมีความร่วนซุยลดลงและมี
ความเหนียวเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการหมกัท่ีเพ่ิมข้ึน 

อุณหภูมิอากาศขาเขา้อยูใ่นช่วง 30.2 – 39.7 C โดยอุณหภูมิอากาศขาเขา้ตลอดการทดลอง
เฉล่ียเท่ากบั 36.4 C  ส่วนอุณหภูมิเฉล่ียของอาหารเล้ียงเช้ืออยูใ่นช่วง 28.1 – 37.9 C  โดย
อุณหภูมิเฉล่ียของอาหารเล้ียงเช้ือตลอดการทดลองเฉล่ียเท่ากบั 32.7 C  และอุณหภูมิของอาหาร
เล้ียงเช้ือสูงสุด (temperature heat peak) เท่ากบั 38.1 C ท่ีเวลาการหมกั 16.75 ชัว่โมง (ดงัรูปท่ี 3-8)      
 จากผลการทดลองเปรียบเทียบกบัแบบจาํลอง DDF พบว่า อุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือ
สูงสุด (temperature heat peak) เท่ากบั 38.1 C ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือ 
(Temperature of substrate) ท่ีกาํหนดให้มีค่าเท่ากบั 37 C ในการคาํนวณโดยใชส้มการ DDF 
ถึงแมว้่าอุณหภูมิอากาศขาเขา้ (entry temperature of air into reactor, TIN) จะมีค่าสูงข้ึนจากเดิมท่ี
คาํนวณไว ้คือ 33.2 C  เป็น 36.4 C  และสามารถคาํนวณค่า Rate of heat  generation มีค่าเท่ากบั   
1,058,974 J/h การคาํนวณโดยใชส้มการ DDF แสดงในตารางท่ี 2-2  
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ตารางท่ี 2-2  แสดงการคาํนวณค่า Dimensionless Design Factors (DDF) ในถงัหมกัแบบหมุน 200 
ลิตร (constant flow rate of dry air) 

 
 
 
 
 
 
 

 

Calculation of Dimensionless Design Factor (DDF) 
Calculated 
Value 

Experiment 
(constant Fa) 

Rq rate of heat generation (J/h)    1,081,738    1,058,974  

Fa flow rate of dry air (m3 h-1) 12.8 12.8 

Cp thermal capacity of air (J/kg•K) 1,005 1,005 

TB temperature of sub (°C) 37 38.1 

TIN entry temperature of air into reactor (°C)  33.2 36.4 

TSURR temperature of ambient air (°C) 29 29 

COUT water content of air exiting reactor (kg H2O/kg dry air) 0.04383074 0.04636167 

CIN water content of air entering reactor (kg H2O/kg dry air) 0.01978451 0.02337529 

hA 
overall heat transfer coefficient from drum to 
surrounding air (J/kg•h) 35,357.625 35,357.625 

λ latent heat of vaporization of water (J/kg water) 2,431,300 2,431,300 

DDF Dimensionless Design Factor (Must be approx. 1.00) 1.002 1.000 

hcon convective heat transfer coefficient (J/m2 K h) 18,000 18,000 

D Diameter of reactor (m) 0.5 0.5 

L Length of reactor (m) 1 1 

r Radias of reactor (m) 0.25 0.25 

r radias of air tube (m), stainless steel Ø 12 cm. 0.06 0.06 
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เม่ือเปรียบเทียบผลของกิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic พบวา่การทดลองในสภาวะท่ีมี 
การควบคุมอตัราการใหอ้ากาศโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless Design Factors 

(DDF) และอตัราการหมุนถงัคงท่ี มีกิจกรรมของเอ็นไซม์สูงกว่ากิจกรรมของเอ็นไซม์ท่ีทาํการ
ทดลองในสภาวะควบคุมอตัราการให้อากาศคงท่ีและอตัราการหมุนถงัตามความเหมาะสมดว้ยวิธี 
Manual ประมาณ 900 unit/ g dry substrate  ซ่ึงค่ากิจกรรมเอน็ไซมสู์งสุดของการทดลองในสภาวะ
ท่ีมีการควบคุมอตัราการให้อากาศโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ DDF และสภาวะควบคุม
อตัราการใหอ้ากาศโดยวิธี Manual มีค่าเท่ากบั 2,243 unit/ g dry substrate และ 1,336 unit/ g dry 
substrate ตามลาํดบั  การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าการควบคุมอตัราการให้อากาศโดยใชแ้บบจาํลอง
ทางคณิตศาสตร์ DDF สามารถช่วยระบายความร้อนออกจากถงัหมกัไดดี้กว่าการควบคุมอตัราการ
ใหอ้ากาศโดยวิธี Manual  ส่งผลใหค่้ากิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic เพ่ิมข้ึน 
 อยา่งไรก็ตามในแบบจาํลองทางคณิตศาสตร์ DDF ยงัไม่ไดร้วมตวัแปรท่ีมีผลต่อค่าความ
ร้อน  อาทิ เช่น 
1.)  คุณสมบติัของอาหารเล้ียงเช้ือ (Substrate):  ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดมีความแตกต่างกนัไป  
เช่น ถัว่เหลืองบดท่ีมีความช้ืนมากกว่า 20 % จะมีลกัษณะเหนียวสามารถจบัตวักนัเป็นกอ้นไดง่้าย  
ทาํใหร้ะบายความร้อนออกไดช้า้เม่ือเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นกากถัว่เหลืองและ/หรือรําขา้ว    
2.) การหมุนถงั: การหมุนถงัท่ีอตัราเร็วสูงยอ่มระบายความร้อนไดดี้กว่าการหมุนถงัอตัราเร็วตํ่า  แต่
ทั้งน้ีตอ้งคาํนึงถึงอาหารเล้ียงเช้ือบางชนิดท่ีสามารถจบัตวักนัเป็นกอ้นโตแน่น  
3.) ลกัษณะธรรมชาติของเช้ือจุลินทรียท่ี์ใชเ้พาะเล้ียง: เช้ือจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีการเจริญเติบโตใน
สภาวะการเพาะเล้ียงแบบ Solid state fermentation ท่ีแตกต่างกนัออกไป  เช่น  

- เช้ือรา Beauveria bassiana จะสามารถเจริญและสร้าง conidia ไดดี้ในสภาวะน่ิง (static 
condition) การหมุนถงัจะทาํใหเ้ส้นใยราแตกและสร้าง conidia ไดล้ดลง  แต่การไม่หมุนถงัหมกัจะ
ทาํให้ความร้อนสะสมเป็นจาํนวนมาก  ซ่ึงอาจทาํให้อุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือสูงกว่า 55 C ใน
ระยะเวลาอนัสั้นและส่งผลใหอ้ตัราการงอก conidia ลดลงประมาณ 80 %      

- เช้ือรา Aspergilus niger และ A. oryzae สมามรถผลิตเอน็ไซม ์Amylase และ Protease ได้
ดีบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีลกัณษะร่วน/พรุ่น  โดยอตัราเร็วของการหมุนถงัไม่มีผลมากหนกัต่อการ
เจริญของเช้ือ 
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บทที ่4 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
4.1 สรุปผลการทดลอง 
1.) การเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus subtilis K C-3 ในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L  โดยใชถ้ัว่เหลืองบด
เป็นอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงมีค่าความช้ืนเร่ิมตน้เท่ากบั 51.38 % และเติมหวัเช้ือ 5 % (v/w)  หมุนถงัดว้ย
อตัราการหมุนถงัตามความเหมาะสมดว้ยวิธี Manual  ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอตัราการให้
อากาศท่ี  37 ± 4C และ 4.1 m3/h ตามลาํดบั  พบว่าค่ากิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic สูงสุด
เท่ากบั 1,336 unit/ g dry substrate ท่ีเวลาการหมกั 42 ชัว่โมง  อุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือสูงสุด 
(temperature heat peak) เท่ากบั 45.2 C ท่ีเวลาการหมกั 6.75 ชัว่โมง และค่า Rate of heat  
generation เท่ากบั 1,081,738 J/h   
 
2.) การเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus subtilis K C-3 ในถงัหมกัแบบหมุนขนาด 200 L  โดยใชถ้ัว่เหลืองบด
เป็นอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงมีค่าความช้ืนเร่ิมตน้เท่ากบั 50.63 % และเติมหวัเช้ือ 5 % (v/w)  หมุนถงัดว้ย
อตัราการหมุนถงัคงท่ีท่ี 7.5 rph  ควบคุมอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอตัราการใหอ้ากาศท่ี  37 ± 4C 
และ 12.8 m3/h ตามลาํดบั  พบว่าค่ากิจกรรมของเอน็ไซม ์Fibrinolytic สูงสุดเท่ากบั 2,243 unit/ g 
dry substrate ท่ีเวลาการหมกั 36 ชัว่โมง  อุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือสูงสุด (temperature heat 
peak) เท่ากบั 38.1 C ท่ีเวลาการหมกั 16.75 ชัว่โมง และค่า Rate of heat  generation เท่ากบั 
1,058,974 J/h  
 
3.) ในสภาวะท่ีมีการควบคุมอตัราการใหอ้ากาศโดยใชแ้บบจาํลองทางคณิตศาสตร์ Dimensionless 
Design Factors (DDF) และอตัราการหมุนถงัคงท่ี มีกิจกรรมของเอ็นไซมสู์งกว่ากิจกรรมของ
เอน็ไซมท่ี์ทาํการทดลองในสภาวะควบคุมอตัราการใหอ้ากาศคงท่ีและอตัราการหมุนถงัตามความ
เหมาะสมดว้ยวิธี Manual ประมาณ 900 unit/ g dry substrate 
 
4.2 ข้อเสนอแนะ 
1.) ควรศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกบัตวัแปรท่ีมีผลต่อค่าความร้อน เช่น คุณสมบติัของอาหารเล้ียงเช้ือ  
อตัราการหมุนถงัและลกัษณะธรรมชาติของเช้ือจุลินทรีย ์
2.) ควรขยายขนาดการผลิตเอน็ไซมใ์นถงัหมกัแบบหมุนท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน 
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ภาคผนวก 
 
1. การเตรียมสารเคมี 
1.1) สารละลาย Fibrinogen (0.6%(w/v) Fibrinogen ใน 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 
7.0) 

ชัง่ fibrinogen จาํนวน 0.6 g ละลายใน 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.0  กวนจน
ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั  จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 mL  ดว้ย 0.1 M sodium phosphate buffer pH 
7.0 ใน volumetric flask  เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิต ํ่ากวา่ 4 C 
 
1.2) สารละลาย Thrombin (200 NIH U thrombin ใน 0.85%(w/v) NaCl ปริมาตร 0.2 mL และ 
0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 3.8 mL) 

นาํ 1,000 NIH U thrombin (9.43 mg solid, 106 NIH unit/ mg solid) มาละลายใน 
0.85%(w/v) NaCl ปริมาตร 1 mL และเติม 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 19 mL 
เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิต ํ่ากวา่ 4 C 
 
1.3) 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.0 
 สารละลาย A : เตรียม 0.2 M Monobasic sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O ; M=156.01) 
โดยละลาย NaH2PO4.2H2O จาํนวน 7.80 g ในนํ้ ากลัน่  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 250 mL ใน 
volumetric flask      
 สารละลาย B : เตรียม 0.2 M Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.2H2O ; M=177.99) 
โดยละลาย Na2HPO4.2H2O จาํนวน 17.80 g ในนํ้ ากลัน่  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 500 mL ใน 
volumetric flask   
 นาํสารละลาย A ปริมาตร 195 mL ผสมกบัสารละลาย B ปริมาตร 305 mL กวนใหเ้ขา้กนั  
แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 mL  เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 C 
 
1.4) 0.02 M Sodium phosphate buffer pH 7.2 

สารละลาย A : เตรียม 0.04 M Monobasic sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O ; 
M=156.01) โดยละลาย NaH2PO4.2H2O จาํนวน 1.56 g ในนํ้ากลัน่  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 250 mL 
ใน volumetric flask      
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 สารละลาย B : เตรียม 0.04 M Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.2H2O ; M=177.99) 
โดยปิเปตสารละลาย 0.2 M Na2HPO4.2H2O ปริมาตร 100 mL  มาเจือจางดว้ยนํ้ากลัน่และปรับ
ปริมาตรเป็น 500 mL ใน volumetric flask   
 นาํสารละลาย A ปริมาตร 140 mL ผสมกบัสารละลาย B ปริมาตร 360 mL กวนใหเ้ขา้กนั  
แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 mL  เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 C 
 
1.5) 0.85% (w/v) NaCl 

ชัง่ NaCl จาํนวน 0.85 g ละลายในนํ้ ากลัน่  กวนจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั  จากนั้นปรับ
ปริมาตรเป็น 100 mL ใน volumetric flask  
 
1.6) 10% (w/v) Trichloroacetic acid (TCA) 

ชัง่ TCA จาํนวน 10 g ละลายในนํ้ ากลัน่  กวนจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั  จากนั้นปรับ
ปริมาตรเป็น 100 mL ใน volumetric flask  
 
1.7) Reagent A 

Reagent A1 : 2% (w/v) Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH 
เตรียม 0.1 N NaOH (M=40)  โดยละลาย NaOH จาํนวน 4 g ในนํ้ากลัน่  กวนจนละลายเป็น

เน้ือเดียวกนั  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1,000 mL ใน volumetric flask 
   ชัง่ Na2CO3 จาํนวน 20 g ละลายใน 0.1 N NaOH   กวนจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั  

จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1,000 mL ดว้ย 0.1 N NaOH ใน volumetric flask 
 Reagent A2 : 0.5% (w/v) CuSO4.5H2O ใน 1% (w/v) Sodium citrate 
เตรียม 1% (w/v) sodium citrate  โดยละลาย sodium citrate จาํนวน 1 g ในนํ้ากลัน่  กวนจน

ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั  แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 mL ใน volumetric flask 
  ชัง่ CuSO4.5H2O จาํนวน 0.5 g ละลายใน 1% (w/v) sodium citrate   กวนจนละลายเป็น

เน้ือเดียวกนั  จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 mL ดว้ย 1% (w/v) sodium citrate ใน volumetric flask 
 
เตรียม reagent A  โดยนาํ reagent A1 ปริมาตร 50  mL ผสมกบั reagent A2 ปริมาตร 1 mL  

โดยเตรียมสารละลายใหม่ทุกคร้ังก่อนการใชง้าน 
 
1.8) Folin reagent 

ผสม Folin-Ciocalte’s phenol reagent กบันํ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1  โดยเตรียมสารละลาย
ใหม่ทุกคร้ังก่อนการใชง้าน 
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1.9) สารละลายมาตรฐาน 1 mM Tyrosine  
ชัง่ Tyrosine (M=181.19) จาํนวน 0.0181 g ละลายในนํ้ากลัน่และเติม 1 N HCl เลก็นอ้ย

พร้อมทั้งกวนจน Tyrosine ละลายหมด  จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 mL ใน volumetric flask   
เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 C 
 
2. การวิเคราะห์กจิกรรมของเอน็ไซม์ไฟบริโนไลติค (Fibrinolytic activity assay) (ดดัแปลงจาก 
Anson, 1938) 
 
อุปกรณ์ 
1. หลอดทดลอง 
2. Autopipette 
3. เคร่ืองผสมสารสะลาย (vortex) 
4. อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
5. เคร่ือง Spectrophotometer 
6. ฟลาส์ปรับปริมาตร (volumetric flask) 
7. เคร่ือง Centrifuge 
 
สารเคม ี
1) สารละลาย Fibrinogen (0.6%(w/v) Fibrinogen ใน 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.0) 
2) สารละลาย Thrombin (200 NIH U thrombin ใน 0.85%(w/v) NaCl ปริมาตร 0.2 mL และ 0.1 M 
Sodium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 3.8 mL) 
3) 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.0 
4) 0.02 M Sodium phosphate buffer pH 7.2 
5) 0.85% (w/v) NaCl 
6) 10% (w/v) Trichloroacetic acid (TCA) 
7) Reagent A 
8) Reagent B 
9) สารละลายมาตรฐาน 1 mM Tyrosine 
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วธีิวเิคราะห์ 
1) เติมสารละลาย fibrinogen ปริมาตร 125  L ลงในหลอดทดลอง 
2) เติมสารละลาย thrombin ปริมาตร 5  L แลว้ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex 
3) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลา 5 นาที  จนเกิดเป็น fibrin clot 
4) เติม 0.20 M Sodium phosphate buffer pH 7.2 ปริมาตร 95  L  
5) เติมสารละลายเอน็ไซมท่ี์สกดัได ้(ท่ีมีความเจือจางเหมาะสม) ปริมาตร 25  L ผสมใหเ้ขา้กนั 
6) นาํไปบ่มในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37C เป็นเวลา 20 นาที 
7) เติม 10% TCA ปริมาตร 250  L ผสมใหเ้ขา้กนั 
8) นาํไปแช่เยน็ทนัที  เป็นเวลา 10 นาที 
 9) นาํไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm  เป็นเวลา 10 นาที 
10) ปิเปตส่วนใสปริมาตร 100  L ใส่ลงในหลอดทดลอง 
11) เติม reagent A ปริมาตร 1,000  L  แลว้ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex 
12) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลา 10 นาที    
13) เติม reagent B ปริมาตร 100  L  ผสมใหเ้ขา้กนัทนัที 
14) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลา 10 นาที    
15) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 nm  และนาํค่าท่ีไดไ้ปคาํนวณหาปริมาณกรด 
tyrosine จากกราฟมาตรฐาน 
16 ) ทาํกราฟมาตรฐานของกรดอะมิโน tyrosine โดยเตรียมความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1 mM  และทาํการ
เตรียมดงัแสดงในตารางแสดงความเขม้ขน้ของ tyrosine  จากนั้นทาํตามขอ้ 10-15  คาํนวณหาค่า 
slop ของกราฟมาตรฐาน 
17) หลอด blank ใหใ้ชน้ํ้ากลัน่ในการ set zero 
18) หลอดควบคุม (ใชเ้อน็ไซมต์วัอยา่งเดียวกนั) ใหท้าํตามขอ้ 1-3, 7, 4-6 และ 8-15 ตามลาํดบั 
19) คาํนวณค่ากิจกรรมของเอน็ไซมไ์ฟบริโนไลติค 
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ตารางแสดงความเข้มข้นของ Tyrosine 
 

ความเข้มข้น tyrosine 
(mM) 

ปริมาตร tyrosine (1 mM) 
( L) 

ปริมาตรนํา้กลัน่ 
( L) 

0 0 100 
0.1 10 90 
0.2 20 80 
0.3 30 70 
0.5 50 50 
0.7 70 30 
1 100 0 

 
 
 
 
      
    
  

 
 
 

 
 
 
 
 
ความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Tyrosine กบัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 750 nm 
 
 
 
 

Standard Tyrosine
y = 1.2688x + 0.0567

R2 = 0.999
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Fibrinolytic activity assay 

Sample (enzyme) Control 

(1) เติม 125  L (fibrinogen) 

(6) บ่มท่ี 37C, 20 min 

(4) เติม 25 L ( Sample) 

(5) เติม 95 L (0.02 M Sodium phosphate buffer pH 7.2) 

(3) บ่ม RT, 5 min จนเกิด fibrin colt 

(2) เติม 5 L (thrombin) 

(7) เติม 250 L (10% TCA) 

(1) เติม 125  L (fibrinogen) 

(7) บ่มท่ี 37C, 20 min 

(5) เติม 25 L (Sample) 

(6) เติม 95 L (0.02 M Sodium phosphate buffer pH 7.2) 

(3) บ่ม RT, 5 min จนเกิด fibrin clot 

(2) เติม 5 L (thrombin) 

(4) เติม 250 L (10% TCA) 

(8) แช่เยน็ในนํ้ าแขง็, 10 min 

(15) วดั OD 750 nm 

(14) บ่ม RT, 30 min 

(13) เติม 100 L (reagent B) 

(12) บ่ม RT, 10 min 

(11) เติม 1,000 L (reagent A) 

(10) Pipette 100 L (supernatant) 

(9)Centrifuge 10,000 rpm, 10 min 
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(6) วดั OD 750 nm 

(5) บ่ม RT, 30 min 

(4) เติม 100 L (reagent B) 

(3) บ่ม RT, 10 min 

(2) เติม 1,000 L (reagent A) 

(1) Pipette 100 L (Std. Tyrosine) 

Standard Tyrosine 
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การคาํนวณค่ากจิกรรมของเอน็ไซม์ Fibrinolytic 
คาํนิยามของ Fibrinolytic activity 

1 unit ของ Fibrinolytic activity คือปริมาณเอน็ไซมท่ี์สามารถยอ่ย substrate คือ fibrin clot 
ใหเ้ป็นกรดอะมิโน tyrosine ได ้1 n mol ภายในเวลา 1 นาที  ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ 
 
 
 
เม่ือ 

OD   =  ค่าผลต่างของ Absorbance ของหลอดตงัอยา่งกบัหลอดควบคุม 
Intercept = ค่า intercept ของกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ 

 Tyrosine (u mol/mL) กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 nm 
Slope  = ค่า slope ของกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ 

 Tyrosine (u mol/mL)  กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 nm 
0.5  = ปริมาตรของสารทั้งหมดท่ีเกิดกิจกรรมของเอน็ไซม,์ (mL) 
   ((25+5+25+95+250)L = 500 L = 0.5 mL) 
40  = 1000/25, (1/mL) 

  โดยค่า 1000 คือ factor ท่ีใชเ้ปล่ียนหน่วย (1 mL = 1000 uL) 
และค่า 25 คือ ปริมาตรของเอน็ไซมท่ี์ใช,้ (uL) 

20  = เวลา, (min) 
1000  = factor ท่ีใชใ้นการเปล่ียนหน่วยจาก u mol/mL เป็น n mol/mL 
df  = dilution factor 
 
 
 
เม่ือ  
10  = ปริมาตร buffer ท่ีใชใ้นการสกดัเอน็ไซม,์ (mL) 
wet sample = ปริมาณตวัอยา่งเปียกท่ีใช,้ (g) 
 
 
 
เม่ือ 
% MC  = % ค่าความช้ืน 

Unit/mL  = 






 
slope

interceptOD 0.540 







20

1 1000
df
1  

Unit/g wet substrate = (Unit/mL )(10/wet sample) 

Unit/g dry substrate = (Unit/g wet sample)100/(100-%MC) 
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3. การสกดัเอนไซม์การสกดัเอนไซม์ 
1.ชัง่ตวัอยา่งมาประมาณ 1.ชัง่ตวัอยา่งมาประมาณ 22..0000  gg  ใส่ลงในหลอดใส่ลงในหลอด  cceennttrriiffuuggee  
22..  เติมเติม  0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.0  ลงไป ลงไป 1010  mmLL    
3. 3. ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสาร(ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสาร(vvoorrtteexx)นาน 2 นาที)นาน 2 นาที  

44. นาํเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ี . นาํเขา้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ี 1010,,000 000 rrppmm  นาน 10 นาที ท่ี อุณหภูมิ 4 นาน 10 นาที ท่ี อุณหภูมิ 4 C 
55. เกบ็ส่วนใสท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิตํ่ากว่า 0 . เกบ็ส่วนใสท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิตํ่ากว่า 0 OOCC  เพ่ือรักษาสภาพเอนไซมไ์วก่้อนจะวิเคราะห์เพ่ือรักษาสภาพเอนไซมไ์วก่้อนจะวิเคราะห์  
  

4. 4. การหาค่าการหาค่า  %%  MMooiissttuurree  CCoonntteenntt  
1.ชัง่นํ้าหนกักระทง1.ชัง่นํ้าหนกักระทง    บนเคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตาํแหน่งบนเคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตาํแหน่ง  
22. ชัง่นํ้ าหนั. ชัง่นํ้าหนักตวัอยา่งใส่กระทงประมาณ กตวัอยา่งใส่กระทงประมาณ 22..00000000  gg      

33..  อบท่ีอุณหภูมิ อบท่ีอุณหภูมิ 8800  C    จนตวัอยา่งแหง้จนตวัอยา่งแหง้  
4. 4. นาํกระทงนาํกระทงและตวัอยา่งและตวัอยา่งท่ีอบแลว้ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ใน ท่ีอบแลว้ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ใน ddeessiiccccaattoorr    
55..  ชัง่นํ้าหนกัชัง่นํ้าหนกักระทงและตวัอยา่งกระทงและตวัอยา่งหลงัอบหลงัอบ  
66. คาํนวณเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนตามสูตร. คาํนวณเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนตามสูตร  

  
  

  

5. 5. การวดัค่า การวดัค่า ppHH    
11..  ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 1 ชัง่ตวัอยา่งประมาณ 1 gg  จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ลงไป 50 จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ลงไป 50 mmLL  
2. ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสาร(2. ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสาร(vvoorrtteexx))    นาน 2 นาทีนาน 2 นาที  
3. ท้ิงไวใ้หต้กตะกอนประมาณ 30 นาที3. ท้ิงไวใ้หต้กตะกอนประมาณ 30 นาที  
4. นาํไปวดัค่า 4. นาํไปวดัค่า ppHH  โดยจุ่มในส่วนใส บนัทึกผลโดยจุ่มในส่วนใส บนัทึกผล  
  

6. 6. การหาค่าการหาค่าความเข้มข้นเซลล์มชีีวติ ความเข้มข้นเซลล์มชีีวติ ((VViiaabbllee  cceellll  ccoouunntt))  

1. ชัง่ตวัอยา่ง 1 1. ชัง่ตวัอยา่ง 1 gg  ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีนํ้ากลัน่ 9 ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีนํ้ากลัน่ 9 mmLL  
22..  ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vvoorrtteexx  
33..  ทาํ ทาํ tteenn  ffoolldd  ddiilluuttiioonn  จนถึง 10จนถึง 10--77  
4. นาํ 4. นาํ ddiilluuttiioonn  ท่ีท่ีเหมาะสมเหมาะสม  มา มา sspprreeaadd  ppllaattee  ลงใน ลงใน NNAA  ppllaattee  โดยโดยใชต้วัอยา่งใชต้วัอยา่ง  0.1 0.1 mmLL    
55..  นาํ นาํ sspprreeaaddeerr  ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ มา ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ มา sspprreeaadd  บน บน NNAA  ppllaattee  จนแหง้จนแหง้  
66..  นาํ นาํ ppllaattee  ไปบ่มท่ี 37 ไปบ่มท่ี 37 OOCC  เป็นเวลา 24 ชัว่โมงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
7. นบัจาํนวน 7. นบัจาํนวน ccoolloonnyy  ท่ีได้ท่ีได้  ((อยูใ่นช่วงระหว่าง อยูใ่นช่วงระหวา่ง 3030--300 โคโลนี300 โคโลนี))  แลว้แทนในสูตรแลว้แทนในสูตร  

        CCFFUU//  gg  ddrryy  ssuubbssttrraattee  ==  จาํนวนโคโลนี จาํนวนโคโลนี   (1/0.1)(1/0.1)    (1/(1/ddiilluuttiioonn  ffaaccttoorr))  110000  ((11//((110000--%%MMCC))))      

%%  MMooiissttuurree  ccoonntteenntt    ((%%MMCC))          ==          ((นน..น. ตวัอยา่งก่อนอบ น. ตวัอยา่งก่อนอบ ––  น.น.ตวัอยา่งหลงัอบน.น.ตวัอยา่งหลงัอบ))    xx  110000  
                                              น.น. ตวัอยา่งก่อนอบน.น. ตวัอยา่งก่อนอบ  
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7. ข้อมูลการทดลอง 
 
รูปท่ี 3-1 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตของ B. subtilis K-C3 และกิจกรรมของ
เอน็ไซมก์บัระยะเวลาการหมกั 
  
Cultivation Viable cell count Fibrinolytic activity 

(h) (CFU/ g wet substrate) (units/ g dry substrate) 
0 3.16E+08 - 
6 2.84E+09 402 

12 3.18E+09 1,036 
18 1.80E+11 678 
24 1.40E+11 761 
30 9.51E+09 1,188 
36 2.46E+09 748 
42 2.37E+09 1,336 
48 1.57E+09 339 

 
 
รูปท่ี 3-2 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือกบัระยะเวลาการหมกั 
  
Cultivation %Moisture 

(h) 
0 51.38 
6 55.53 

12 53.93 
18 54.07 
24 54.38 
30 53.73 
36 53.90 
42 53.67 
48 53.41 
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รูปท่ี 3-3 ความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือเฉล่ียกบัระยะเวลา
การหมกั 
  

Time (h) Air temp in ( °C) Average Sub Tepm ( °C) 
0 34.7 30.9 

0.25 32.2 31.1 
0.5 32.4 31.2 

0.75 32.3 31.3 
1 32.2 31.5 

1.25 32.0 31.8 
1.5 31.7 32.1 

1.75 31.6 32.3 
2 31.5 32.5 

2.25 31.5 32.8 
2.5 31.5 33.2 

2.75 31.4 33.5 
3 31.8 34.1 

3.25 31.9 34.7 
3.5 32.2 35.3 

3.75 32.5 35.8 
4 32.7 36.5 

4.25 33.1 37.2 
4.5 33.6 37.9 

4.75 34.1 38.7 
5 34.7 39.5 

5.25 35.2 40.2 
5.5 35.6 41.1 

5.75 36.1 41.8 
6 37.0 42.5 

6.25 37.0 43.2 
6.5 37.4 43.9 
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6.75 39.6 43.5 
7 41.6 42.7 

7.25 41.6 42.6 
7.5 41.0 42.3 

7.75 41.0 41.6 
8 40.8 41.3 

8.25 40.3 40.9 
8.5 40.2 40.7 

8.75 39.6 40.1 
9 39.4 39.6 

9.25 39.3 39.0 
9.5 39.0 38.6 

9.75 38.7 38.5 
10 38.5 38.2 

10.25 37.3 37.8 
10.5 37.7 37.1 
10.75 37.0 36.5 

11 37.0 36.3 
11.25 36.4 35.6 
11.5 36.2 35.3 
11.75 35.0 35.2 

12 34.9 34.4 
12.25 35.0 34.5 
12.5 35.3 34.5 
12.75 34.4 34.0 

13 34.7 33.9 
13.25 33.9 33.6 
13.5 34.3 33.4 
13.75 33.9 32.9 

14 33.9 32.5 
14.25 31.5 31.3 
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14.5 32.2 32.3 
14.75 32.1 32.6 

15 32.1 32.9 
15.25 32.2 33.1 
15.5 32.2 33.2 
15.75 32.3 33.3 

16 32.3 33.5 
16.25 32.4 33.8 
16.5 32.4 33.6 
16.75 32.5 33.7 

17 32.4 33.9 
17.25 32.4 34.0 
17.5 32.4 34.1 
17.75 32.7 34.2 

18 32.7 34.4 
18.25 32.8 34.4 
18.5 32.8 34.5 
18.75 32.9 34.6 

19 33.0 34.7 
19.25 33.7 34.2 
19.5 33.9 33.8 
19.75 33.8 33.9 

20 33.0 33.8 
20.25 33.6 33.7 
20.5 33.7 34.0 
20.75 34.2 34.0 

21 33.3 33.9 
21.25 33.9 33.8 
21.5 33.8 33.7 
21.75 33.7 33.8 

22 33.6 33.7 
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22.25 33.6 33.6 
22.5 33.4 33.2 
22.75 33.4 33.5 

23 33.0 33.4 
23.25 33.1 33.3 
23.5 32.9 33.3 
23.75 33.8 34.2 

24 33.8 34.4 
24.25 33.5 34.3 
24.5 33.5 34.3 
24.75 33.5 34.3 

25 34.2 33.7 
25.25 34.3 33.6 
25.5 34.3 33.4 
25.75 34.0 33.2 

26 34.0 32.9 
26.25 33.9 33.5 
26.5 33.8 32.7 
26.75 33.7 32.4 

27 33.4 32.3 
27.25 33.4 32.2 
27.5 33.3 31.9 
27.75 33.2 31.9 

28 33.1 32.1 
28.25 33.1 31.8 
28.5 32.8 31.5 
28.75 32.9 31.4 

29 32.7 31.4 
29.25 33.1 31.3 
29.5 32.7 31.3 
29.75 32.5 30.8 
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30 32.3 31.3 
30.25 32.3 31.0 
30.5 31.9 30.9 
30.75 32.1 30.7 

31 32.1 30.8 
31.25 31.9 30.7 
31.5 32.0 30.5 
31.75 31.8 30.4 

32 31.7 30.4 
32.25 31.4 30.2 
32.5 30.7 29.7 
32.75 31.3 29.8 

33 31.2 29.6 
33.25 31.2 29.7 
33.5 31.0 29.7 
33.75 31.0 29.6 

34 31.0 29.6 
34.25 30.9 29.5 
34.5 30.7 29.5 
34.75 30.7 29.5 

35 30.7 29.3 
35.25 30.7 29.3 
35.5 30.6 29.3 
35.75 30.7 29.4 

36 30.6 29.1 
36.25 30.6 29.6 
36.5 30.6 29.5 
36.75 30.5 29.4 

37 30.4 29.4 
37.25 30.4 29.4 
37.5 30.4 29.3 
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37.75 30.3 29.1 
38 30.5 29.4 

38.25 30.5 29.3 
38.5 30.6 29.5 
38.75 30.4 29.3 

39 30.6 29.4 
39.25 30.6 29.4 
39.5 30.6 29.5 
39.75 30.7 29.5 

40 30.8 29.2 
40.25 30.8 29.6 
40.5 31.0 29.6 
40.75 31.3 29.7 

41 31.2 29.7 
41.25 31.3 29.6 
41.5 31.4 29.8 
41.75 31.6 29.7 

42 31.4 29.8 
42.25 31.4 29.8 
42.5 31.4 29.8 
42.75 31.5 29.8 

43 31.8 29.9 
43.25 31.5 29.9 
43.5 31.6 29.9 
43.75 31.5 30.0 

44 31.8 30.0 
44.25 31.4 30.0 
44.5 31.4 30.1 
44.75 31.5 30.3 

45 31.7 30.1 
45.25 31.9 30.2 
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45.5 31.4 30.2 
45.75 31.8 30.1 

46 32.7 30.3 
46.25 31.8 30.2 
46.5 31.8 30.0 
46.75 30.9 29.3 

47 40.7 42.2 
Average= 33.2 33.1 

Max= 41.6 43.9 

Min= 30.3 29.1 
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รูปท่ี 3-4 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตของ B. subtilis K-C3 และกิจกรรมของ
เอน็ไซมก์บัระยะเวลาการหมกั 
 
Cultivation Viable cell count Fibrinolytic activity 

(h) (CFU/ g wet substrate) (units/ g dry substrate) 
0 1.19E+07 81 
6 1.91E+09 188 

12 6.85E+08 597 
18 1.23E+10 1,726 
24 8.57E+09 508 
30 3.24E+09 1,911 
36 3.22E+09 1,709 
42 5.21E+09 1,466 

 
 
รูปท่ี 3-5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือกบัระยะเวลาการหมกั  
 
Cultivation %Moisture 

(h) 
0 54.43 
6 53.96 

12 53.74 
18 52.72 
24 49.81 
30 49.23 
36 48.69 
42 49.35 
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รูปท่ี 3-6 ความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือเฉล่ียกบัระยะเวลา
การหมกั 
  

Time (h) Air temp in ( °C) Average Sub Tepm ( °C) 
0 43.1 33.4 

0.25 39.0 33.3 
0.5 39.5 33.1 

0.75 38.8 32.9 
1 39.2 32.6 

1.25 38.3 32.3 
1.5 39.6 32.0 

1.75 37.8 31.8 
2 38.7 31.6 

2.25 37.5 31.3 
2.5 38.1 31.3 

2.75 37.9 30.9 
3 37.8 30.9 

3.25 37.8 30.8 
3.5 37.3 30.6 

3.75 36.4 30.4 
4 37.7 30.3 

4.25 36.7 30.3 
4.5 36.8 30.4 

4.75 37.3 30.5 
5 36.6 30.5 

5.25 36.5 30.6 
5.5 37.3 30.8 

5.75 36.3 31.1 
6 35.6 31.1 

6.25 37.4 31.3 
6.5 36.1 31.3 
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6.75 35.8 31.4 
7 34.5 31.9 

7.25 35.1 32.1 
7.5 34.3 32.4 

7.75 37.5 32.6 
8 38.3 32.8 

8.25 38.0 33.2 
8.5 37.3 33.6 

8.75 38.1 33.8 
9 38.8 34.0 

9.25 39.2 34.5 
9.5 39.3 34.7 

9.75 39.4 35.0 
10 40.0 35.1 

10.25 40.0 35.5 
10.5 39.3 35.7 
10.75 39.8 36.1 

11 39.8 36.3 
11.25 40.0 36.5 
11.5 39.8 36.6 
11.75 40.4 36.9 

12 39.9 36.9 
12.25 40.3 36.9 
12.5 40.7 37.3 
12.75 39.8 37.0 

13 40.8 37.1 
13.25 40.2 37.1 
13.5 39.8 37.1 
13.75 41.0 37.2 

14 40.2 37.2 
14.25 40.5 37.0 
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14.5 40.3 37.9 
14.75 39.6 38.7 

15 40.8 39.3 
15.25 40.1 40.2 
15.5 40.1 41.2 
15.75 41.0 42.2 

16 41.0 43.2 
16.25 40.7 44.1 
16.5 40.5 45.1 
16.75 40.7 45.9 

17 40.9 46.7 
17.25 41.1 47.3 
17.5 40.8 44.1 
17.75 42.1 42.8 

18 42.3 41.6 
18.25 42.3 41.0 
18.5 41.5 40.3 
18.75 41.5 39.3 

19 41.8 39.4 
19.25 41.0 38.8 
19.5 41.3 38.5 
19.75 41.7 38.1 

20 40.5 37.9 
20.25 41.3 36.9 
20.5 40.7 36.9 
20.75 40.6 36.5 

21 40.7 36.4 
21.25 40.3 36.0 
21.5 40.8 35.8 
21.75 39.9 35.7 

22 40.0 35.5 
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22.25 40.6 35.4 
22.5 39.8 35.1 
22.75 39.5 34.6 

23 40.0 34.6 
23.25 40.3 34.5 
23.5 40.1 34.0 
23.75 39.8 34.4 

24 39.8 34.3 
24.25 40.1 33.9 
24.5 39.8 33.9 
24.75 39.3 33.7 

25 39.9 33.6 
25.25 39.2 33.6 
25.5 39.9 33.4 
25.75 39.1 33.3 

26 39.8 33.2 
26.25 39.9 33.1 
26.5 39.2 33.2 
26.75 40.0 32.9 

27 38.6 32.9 
27.25 39.7 33.1 
27.5 38.6 32.9 
27.75 39.5 32.9 

28 38.9 33.0 
28.25 39.7 32.7 
28.5 39.2 32.7 
28.75 39.2 32.7 

29 39.8 32.8 
29.25 39.1 32.7 
29.5 39.8 32.5 
29.75 39.0 32.6 
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30 39.8 32.6 
30.25 38.5 32.7 
30.5 39.6 32.6 
30.75 39.2 32.7 

31 39.1 32.6 
31.25 39.7 32.5 
31.5 38.3 32.6 
31.75 39.6 32.4 

32 38.9 32.4 
32.25 38.6 32.2 
32.5 39.2 32.1 
32.75 39.0 32.3 

33 38.6 32.2 
33.25 39.0 31.7 
33.5 39.4 31.6 
33.75 39.2 31.7 

34 39.1 31.6 
34.25 38.9 31.4 
34.5 38.9 31.4 
34.75 38.6 31.4 

35 38.9 31.4 
35.25 38.6 31.2 
35.5 38.3 31.1 
35.75 38.3 31.1 

36 38.3 30.9 
36.25 38.4 31.0 
36.5 38.4 30.8 
36.75 39.0 30.9 

37 38.7 30.8 
37.25 39.0 30.8 
37.5 38.4 30.6 
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37.75 37.6 30.4 
38 38.0 30.7 

38.25 38.1 30.7 
38.5 38.5 30.8 
38.75 38.6 30.6 

39 38.6 30.7 
39.25 38.7 30.6 
39.5 37.9 30.4 
39.75 38.6 30.5 

40 38.8 30.6 
40.25 38.2 30.6 
40.5 38.2 30.5 
40.75 38.3 30.9 

41 38.6 30.7 
41.25 38.0 30.6 
41.5 37.9 30.6 
41.75 39.0 30.7 

42 38.2 30.6 
Average= 39.2 34.1 

Max= 43.1 47.3 
Min= 34.3 30.3 
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รูปท่ี 3-7 ความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้เซลลมี์ชีวิตของ B. subtilis K-C3 และกิจกรรมของ
เอน็ไซมก์บัระยะเวลาการหมกั 
  
Cultivation Viable cell count Fibrinolytic activity 

(h) (CFU/ g wet substrate) (units/ g dry substrate) 
0 5.41E+07 - 
6 5.00E+08 588 

12 4.26E+09 817 
18 2.81E+10 1,025 
24 1.01E+10 1,070 
30 4.22E+09 1,627 
36 2.92E+09 2,243 
42 2.52E+09 1,618 
48 2.06E+09 1,262 

 
 
 
รูปท่ี 3-8 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าความช้ืนของอาหารเล้ียงเช้ือและค่า pH กบัระยะเวลาการหมกั 
 
Cultivation %Moisture pH 

(h)  
0 50.63 6.90 
6 53.74 7.00 

12 51.28 6.79 
18 51.52 6.70 
24 51.00 7.05 
30 51.06 6.91 
36 50.30 6.92 
42 49.16 6.90 
48 48.13 6.96 
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รูปท่ี 3-9 ความสมัพนัธ์ระหว่างอุณหภูมิอากาศขาเขา้และอุณหภูมิอาหารเล้ียงเช้ือเฉล่ียกบัระยะเวลา
การหมกั  
 

Time (h) Air temp in ( °C) Average Sub Tepm ( °C) 
0 30.2 28.1 

0.25 30.8 28.1 
0.5 31.8 28.1 

0.75 32.3 28.2 
1 33.0 28.2 

1.25 32.8 28.3 
1.5 33.0 28.2 

1.75 33.2 28.5 
2 33.0 28.4 

2.25 33.0 28.4 
2.5 33.4 28.3 

2.75 33.1 28.4 
3 33.0 28.4 

3.25 33.1 28.4 
3.5 33.2 28.5 

3.75 33.6 28.5 
4 33.5 28.4 

4.25 33.3 28.4 
4.5 33.6 28.5 

4.75 33.3 28.5 
5 33.8 28.6 

5.25 34.0 28.8 
5.5 34.2 28.9 

5.75 33.9 29.1 
6 34.3 29.2 

6.25 34.6 29.3 
6.5 34.5 29.4 
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6.75 34.5 29.7 
7 34.4 29.8 

7.25 34.1 30.0 
7.5 34.9 30.2 

7.75 34.9 30.5 
8 34.8 30.8 

8.25 34.8 31.0 
8.5 35.4 31.2 

8.75 35.6 31.4 
9 35.3 31.8 

9.25 35.3 32.2 
9.5 35.9 32.4 

9.75 36.4 32.8 
10 36.3 33.2 

10.25 36.0 33.4 
10.5 36.2 33.5 
10.75 36.9 34.0 

11 37.2 34.6 
11.25 37.2 34.8 
11.5 37.1 35.3 
11.75 37.8 35.5 

12 38.3 35.8 
12.25 37.5 35.9 
12.5 37.8 36.4 
12.75 38.0 36.3 

13 37.9 37.0 
13.25 38.6 37.0 
13.5 38.1 37.0 
13.75 38.9 37.2 

14 38.4 37.4 
14.25 39.2 37.3 
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14.5 38.8 37.5 
14.75 39.0 37.5 

15 39.2 37.6 
15.25 38.9 37.6 
15.5 39.2 37.7 
15.75 39.6 37.9 

16 39.3 37.8 
16.25 39.2 37.9 
16.5 39.1 37.7 
16.75 38.9 37.9 

17 38.7 37.7 
17.25 39.2 37.6 
17.5 39.5 37.6 
17.75 39.7 37.3 

18 38.5 37.6 
18.25 39.4 37.6 
18.5 39.2 37.4 
18.75 39.0 37.6 

19 39.2 37.6 
19.25 39.7 37.2 
19.5 39.3 37.2 
19.75 38.8 36.8 

20 39.1 37.2 
20.25 38.8 36.8 
20.5 39.4 37.1 
20.75 39.5 36.9 

21 39.6 36.7 
21.25 39.2 37.2 
21.5 38.7 36.8 
21.75 38.9 36.9 

22 38.9 36.7 



 63/66

22.25 38.7 36.7 
22.5 38.7 36.1 
22.75 38.4 36.1 

23 38.8 35.6 
23.25 38.8 35.6 
23.5 37.4 35.4 
23.75 38.0 35.2 

24 35.8 34.3 
24.25 37.5 34.9 
24.5 37.8 34.7 
24.75 37.8 34.7 

25 38.0 34.6 
25.25 37.0 34.3 
25.5 37.1 34.3 
25.75 37.4 33.9 

26 37.3 34.0 
26.25 37.6 33.9 
26.5 37.2 33.7 
26.75 36.5 33.5 

27 36.6 33.6 
27.25 36.9 33.3 
27.5 37.1 33.4 
27.75 36.8 33.2 

28 36.5 33.2 
28.25 36.8 32.7 
28.5 36.9 32.9 
28.75 36.2 32.9 

29 36.1 32.8 
29.25 36.7 33.0 
29.5 36.9 32.9 
29.75 36.6 32.8 
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30 36.3 32.7 
30.25 36.9 32.7 
30.5 36.9 32.9 
30.75 36.7 32.6 

31 36.3 32.4 
31.25 36.9 32.5 
31.5 36.6 32.4 
31.75 36.6 32.3 

32 36.5 32.4 
32.25 36.5 32.2 
32.5 36.4 32.0 
32.75 36.0 32.2 

33 36.0 32.0 
33.25 36.1 31.9 
33.5 36.2 32.1 
33.75 36.3 31.8 

34 36.1 31.8 
34.25 36.4 31.9 
34.5 36.5 31.8 
34.75 35.6 31.7 

35 36.0 31.5 
35.25 36.1 31.7 
35.5 36.0 31.6 
35.75 36.0 31.7 

36 35.9 31.4 
36.25 35.1 31.4 
36.5 35.6 31.2 
36.75 36.1 31.4 

37 35.5 31.4 
37.25 36.1 30.9 
37.5 35.7 31.2 
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37.75 36.3 31.1 
38 35.9 30.9 

38.25 36.0 31.0 
38.5 35.7 30.5 
38.75 35.4 30.8 

39 35.4 30.8 
39.25 36.0 30.7 
39.5 35.8 30.7 
39.75 35.2 30.7 

40 35.6 30.8 
40.25 35.8 30.5 
40.5 35.6 30.7 
40.75 35.4 30.7 

41 35.6 30.7 
41.25 35.5 30.6 
41.5 35.8 30.7 
41.75 35.8 30.8 

42 35.8 30.8 
42.25 35.6 30.7 
42.5 35.8 30.8 
42.75 35.6 30.4 

43 35.9 30.8 
43.25 35.8 30.9 
43.5 35.7 31.1 
43.75 35.5 30.5 

44 35.7 31.0 
44.25 35.9 31.0 
44.5 35.1 31.0 
44.75 32.9 29.9 

45 35.5 31.0 
45.25 35.6 31.2 
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45.5 36.7 31.0 
45.75 35.9 30.9 

46 36.6 30.9 
46.25 35.9 30.7 
46.5 36.6 30.9 
46.75 36.4 30.6 

47 36.2 30.8 
47.25 35.5 30.5 
47.5 36.7 30.2 
47.75 35.8 30.4 
47.5 36.7 30.2 
47.75 35.8 30.4 

48 33.3 30.2 
Average= 36.4 32.7 

Max= 39.7 37.9 

Min= 30.2 28.1 
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