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บทที ่4 ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 การผลติอลัคาไลน์โปรติเอสของรา A. oryzae TISTR3087 ในขวดทดลอง 
การทดสอบการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสของรา A. oryzae TISTR3087 ในขวดทดลองระดบั

ห้องปฏิบติัการ (Erlenmeyer flask)  และเพื่อใช้เป็นขอ้มูลเปรียบเทียบกบัการผลิตในถงัหมกัต่อไป 
เลือกใชเ้ง่ือนไขท่ีเคยทดสอบกบัรา A. oryzae U1521 คือปลูกสปอร์จ านวน 1x108 สปอร์ต่ออาหารเหลว
สูตรพื้นฐาน (complex medium) จ  านวน 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มและเขยา่ท่ีตูเ้ขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 30 
oC  ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ตรวจวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ กิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอส และ
รูปร่างท่ีเปล่ียนไปท่ีเวลาต่าง ๆ ดงัน้ี  

 
4.1.1 ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์และอลัคาไลน์โปรติเอส 

ในระหวา่งการเจริญไดมี้การตรวจสอบค่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และอลัคาไลน์โปรติเอส พบว่า
ภายใน 48 ชัว่โมงหลงัจากปลูกสปอร์ ปริมาณน ้ าตาลลดลงอยา่งรวดเร็ว (รูปท่ี 4.1) ซ่ึงแสดงถึงมีการ
เจริญของราชนิดน้ีในอาหารท่ีเล้ียง พร้อมกบัพบก   ารผลิตอลัคาไลน์โปรติเอส ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 20 และ
พบปริมาณสูงสุดในชัว่โมงท่ี 48 คือ 1232 Unit/ml แต่หลงัจากนั้นปริมาณเอนไซมล์ดลง (รูปท่ี 4.2)   
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รูปที่ 4.1 แสดงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ระหวา่งการเล้ียง A. oryzae TISTR3087 ในอาหารเหลว  complex 
mediumจ านวน 50 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  30  °C   pH  เร่ิมตน้ 5.00 
ความเร็วรอบ  250 รอบต่อนาที   
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รูปที่ 4.2 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสของรา  A . oryzae TISTR3087 ใน
อาหารเหลว  complex medium จ านวน 50 มิลลิลิตรในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  30  
°C   pH เร่ิมตน้ 5.00   ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที   

 
4.1.2 สัณฐานวทิยาของราในขวดทดลอง 

หลงัจากปลูกสปอร์ลงในอาหาร complex medium ในขวดทดลอง พบการเจริญเกิดข้ึน โดย
ภายใน 24 ชัว่โมง (รูปท่ี 4.3 A) ลกัษณะเป็นเส้นใยเกาะตวัพนักนัอยา่งหลวมๆ  และจะพนักนัแน่นมาก
ข้ึนจนเห็นเป็นจุดด าตรงกลางเซลล์ มีลักษณะเป็นเพลเล็ท (pellet)  และจากนั้นเพลเล็ทจะมีขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางเพิ่มข้ึน จนมีขนาดใหญ่สุดในชัว่โมงท่ี 48  (รูปท่ี 4.3 B)  หลงัจากนั้นพบการหลุดร่วง
หรือแตกหกัของเส้นใยและเพลเล็ทขนาดเล็กลงในชัว่โมงท่ี 72 และ 96 (รูปท่ี 4.3 C และ D) อาจเกิดจาก
การยอ่ยสลายตวัเองของเส้นใยรา (autolysis) และจากกิจกรรมการยอ่ยสลายท่ีเกิดจากอลัคาไลน์โปรติ
เอสท่ีราชนิดน้ีสร้างข้ึน  ซ่ึงเป็นปรากฏการณ์ท่ีเคยตรวจพบในรา Aspergillus oryzae U 1521 (สุนนัทา
,2545) 
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                                    (A)                                                                              (B)                                             

                                                 
                     

(C)                                                                          (D) 
รูปที่ 4.3 สัณฐานวิทยาของรา  A.oryzae TISTR 3087  ในอาหารเหลว Complex medium จ านวน 50 
มิลลิลิตรในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  30 °C      pH  เร่ิมตน้ 5.00 ความเร็วรอบ  250 รอบ
ต่อนาที  ณ ชัว่โมงท่ี 22 (A), ชัว่โมงท่ี 48 (B), ชัว่โมงท่ี 72 (C)  และชัว่โมงท่ี 96 (D)  ก าลงัขยาย 200 
เท่า  
 

 จากการศึกษาเบ้ืองตน้ถึงการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสในรา A.oryzae TISTR 3087 ในขวด
ทดลองระดบัห้องปฏิบติัการ สรุปไดว้า่ A.oryzae TISTR 3087 สามารถผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสไดดี้ มี
ลกัษณะการเจริญเป็นเพลเล็ทในน ้ าหมกั ซ่ึงเหมาะส าหรับใช้ในการศึกษาในถังหมกัต่อไป ในการ
ทดลองต่อไป จะไดน้ าขอ้มูลในกลุ่มวิจยัท่ีผา่นมาในรา A oryzae U1521 (นกุล 2547, ชานนท ์2549) มา
ใชเ้ป็นตน้แบบในการศึกษาต่อไป 
 
4.2 รูปแบบหัวเช้ือตั้งต้นระหว่างสปอร์และเพลเลท็ต่อการผลติอลัคาไลน์โปรติเอส  
 เน่ืองจากรา  A. oryzae TISTR 3087 ผลิตสปอร์ไดไ้ม่สูงเท่ารา A. oryzae U1521 ในอาหาร Malt 
extract agar (MEA) ดงันั้นการเตรียมหวัเช้ือในรูปแบบสปอร์เพื่อปลูกลงไปในถงัหมกัจ านวน 1.5 ลิตร 
ตอ้งใช ้อาหาร MEA จ านวนมาก เพื่อลดปัญหาน้ี จึงไดเ้ตรียมหวัเช้ือในรูปแบบเพลเล็ทเพื่อใชท้ดแทน
รูปแบบสปอร์ ซ่ึงมีขั้นตอนการเตรียม 2 ขั้นตอน คือ 
 

150m 150 m 

150 m 150 m 
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ขั้นตอนที ่1: การเตรียมหัวเช้ือตั้งต้นเป็นสปอร์ 
เล้ียงรา  A. oryzae TISTR      3087  บน MEA ท่ีอุณหภูมิ 30 oC เป็นเวลา 5 วนั จนได้สปอร์ 

(conidiospore) สีเขียวเขม้ ชะสปอร์โดยใช้ 0.025 % (v/v) tween 80 ใน normal saline ไดเ้ป็นสาร
แขวนลอยของสปอร์ (spore suspension)  น าไปใชเ้ป็นสปอร์ตั้งตน้ในขั้นตอนท่ีสองต่อไป  

 
ขั้นตอนที ่2: การเตรียมหัวเช้ือตั้งต้นเป็นเพลเล็ท  

น าสารแขวนลอยสปอร์ท่ีเตรียมในขั้นตอนท่ี 1  ใส่ลงในขวดทดลองท่ีมีอาหาร complex 
medium จ านวน 50 มิลลิลิตร จ านวน 2  ขวด โดยปลูกสปอร์ความเขม้ขน้ 1 x 108 สปอร์ต่ออาหาร 50 
มิลลิลิตร น าไปเขยา่ใน incubator shaker ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 30 oC  นาน 22 ชัว่โมง จะไดร้าท่ี
เจริญเป็นเพลเล็ทขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 50-250 µm  ซ่ึงน าไปใชเ้ป็นหวัเช้ือตั้งตน้ปลูกลงไปในอาหาร
เหลวในถงัหมกัจ านวน 1500 มิลลิลิตร  คิดเป็นหวัเช้ือ 6.67 % (v/v) 

 
4.3 การผลติอลัคาไลน์โปรติเอสของรา A. oryzae TISTR 3087 ในถังหมักทีอ่ตัราการกวน 250 รอบ   
      ต่อนาท ี 

เพื่อเปรียบเทียบการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสโดยรา A. oryzae TISTR 3087 ระหว่างขวด
ทดลองกบัในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร จึงด าเนินการทดลองเหมือนขอ้ 4.1 เพื่อท าการตรวจวดัปริมาณ
น ้าตาลรีดิวซ์ กิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอส และรูปร่างท่ีเปล่ียนไปท่ีเวลาต่าง ๆ ดงัน้ี 

 
4.3.1 สัณฐานวทิยาของราในอาหารเหลว 
             ศึกษาอตัราการกวนในอาหารเหลวต่อสัณฐานวิทยาหรือรูปร่างราท่ีเกิดระหวา่งการหมกัของรา  
A.oryzae TISTR 3087 ท่ีอตัราการกวน 250 รอบต่อนาที เม่ือใชส้ปอร์เป็นหวัเช้ือตั้งตน้ท่ีความเขม้ขน้ 
1x108 สปอร์ต่ออาหาร 50 มิลลิลิตร (รูปท่ี 4.4) 
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รูปที่ 4.4 แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของรา A.oryzae TISTR 3087 ท่ีปลูกสปอร์ 1x108  ต่ออาหารเหลว 
50 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว complex medium  ความเร็วรอบ 250  รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ    
1 vvm อุณหภูมิ 30 °C  ณ ชัว่โมงท่ี 0 
 

4.3.1.1 ภายใน 24 ช่ัวโมงหลงัจากปลูกสปอร์ 
จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของราในน ้ าหมกัดว้ย Image analyzer หลงัจากปลูกสปอร์ลงไป

ในน ้าหมกั พบวา่มีการงอกของสปอร์ท่ีปลูกลงไปเจริญเป็นเส้นใยสั้นๆ ภายใน 12-18 ชัว่โมง โดยมีการ
เจริญเป็นเส้นใยเกาะตวัพนักนัอย่างหลวมๆ จนพนักนัมากข้ึนและมีการเจริญท่ีมีลกัษณะเป็นเพลเล็ท
(pellet) ซ่ึงสามารถสังเกตเห็นไดช้ดัเจนภายใน 22 ชัว่โมง โดยขนาดเพลเล็ทท่ีพบภายใน 24 ชัว่โมง จะ
มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางค่อนขา้งเล็กแต่ขนาดจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเจริญเติบโต โดยได้ขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเลท็เฉล่ียประมาณ  75.81±12.77 µm (รูปท่ี 4.5 A ) 

 
4.3.1.2 ช่ัวโมงที ่24 – 48   
เม่ือพิจารณาสัณฐานวทิยาของราในอาหารเหลวท่ีเกิดข้ึน จากการวดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง

เพลเล็ท พบวา่มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทภายใน 
22 ชัว่โมงหลงัจากปลูกสปอร์ และเพลเล็ทท่ีเกิดข้ึนมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางใหญ่สุดภายใน 48 ชัว่โมง 
โดยไดข้นาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเฉล่ียประมาณ    137.00 ±58.17 µm (รูปท่ี 4.5 B) และเม่ือพิจารณา
สัดส่วนจ านวนเพลเล็ทท่ีเกิดข้ึนต่อเส้นใยในน ้าหมกัโดยสัดส่วนท่ีพบส่วนใหญ่ในน ้าหมกัจะเป็นเพล
เล็ท โดยพบเพลเล็ทคิดเป็นร้อยละ 81.79±2.57 (โดยสัดส่วนท่ีเหลือคือร้อยละของเส้นใย) (ตารางท่ี 4.1) 

 
 

25 m 
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4.3.1.3 ช่ัวโมงที ่48 - 96 
พบว่าขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 48 เป็นตน้ไป จะพบการหลุดร่วงหรือ

แตกหกัของเส้นใยและการลดลงของขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท (รูปท่ี 4.5 C และ D) สาเหตุเกิดจาก
การเส่ือมสลายของเซลล์เส้นใยราเน่ืองจากการยอ่ยสลายตวัเองของเส้นใยรา (autolysis) รวมทั้งกิจกรรม
การยอ่ยสลายจากเอน็ไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสท่ีราชนิดน้ีสร้างข้ึน (สุนนัทา, 2525)   

 

         
        ( A )                                                                        ( B ) 

 

                                    
     (C )                                                                        (D ) 

 
รูปที่  4.5 แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของรา A.oryzae TISTR 3087 เม่ือใชส้ปอร์เป็นหวัเช้ือตั้งตน้ใน
อาหารเหลว complex medium ท่ีอตัราการกวน 250 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 
30 o C  ณ  ชัว่โมงท่ี  24 (A),  48 (B), 72(C) และ 96(D)  ก าลงัขยาย  200  เท่า 
 
 

150 m 150 m 

150 m 150 m 
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ตารางที่ 4.1  แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยา สัดส่วนท่ีพบ (%)  ความยาวของเส้นใย และเส้นผา่ศูนยก์ลาง
เพลเล็ท ของ  A. oryzae  TISTR 3087 ท่ีเวลา 28 ชัว่โมง หลงัจากปลูกสปอร์ 1×108 สปอร์ต่ออาหาร
เหลว 50 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว complex medium ในถงัหมกั ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 

 
อตัราการกวน 
(รอบต่อนาที) 

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา สัดส่วนท่ีพบ 
 (%) 

ความยาวเส้นใยและ 
เส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท (µm) 

250 
เส้นใย 
เพลเล็ท 

18.19±2.57 
81.79±2.57 

ND 
100-250 

Note 
(1) ND = not determined 
(2) สัดส่วนท่ีรายงานเป็นค่าเฉล่ียจากการนบั 3 คร้ัง 

4.3.2 การละลายของออกซิเจนในน า้หมัก 
ค่าการละลายของออกซิเจนในน ้ าหมกัท่ีเวลาต่างๆ พบว่าการละลายของออกซิเจนลดลงใน

ชัว่โมงท่ี 12-18 และ 66-72 จากนั้นการละลายของออกซิเจนเพิ่มข้ึนจนเท่ากบัช่วงแรกของการทดลอง 
เน่ืองจากรามีการใช้ออกซิเจนไปใช้ในการเจริญมากท่ีสุดในช่วงเวลาน้ี โดยในช่วงแรกท่ีสปอร์ราเร่ิม
งอก (spore germination) รามีการเจริญพฒันามาเป็นเส้นใยและเพลเล็ท และหลังจากนั้นการใช้
ออกซิเจนของราลดลง (รามีการเจริญสูงท่ีสุดประมาณชัว่โมงท่ี 48) จึงท าให้ค่าการละลายของออกซิเจน
ในน ้าหมกัเพิ่มข้ึน แสดงดงัรูปท่ี 4.6 
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รูปที ่4.6 แสดงค่าการละลายของออกซิเจนในน ้าหมกั (%) ท่ีเวลาต่างๆ หลงัจากปลูกหวัเช้ือท่ีเป็นสปอร์
ลงในถงัหมกั ในการเล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตรในอาหารเหลว 
complex medium อุณหภูมิ 300C การใหอ้ากาศ 1 vvm ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที   
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4.3.3 น า้หนักแห้งและปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 
ค่าน ้ าหนักแห้งของราและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเวลาต่างๆ ตลอดระยะเวลาการหมกั โดย

ในช่วงเร่ิมตน้การทดลองจนถึง 24 ชัว่โมงแรก พบวา่รามีการเจริญและเพิ่มจ านวนมากข้ึนซ่ึงสังเกตได้
จากค่าน ้ าหนกัแห้งของราท่ีเพิ่มข้ึนและในช่วงเวลาต่อมาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลงอย่างรวดเร็วหลงั
ผา่นชัว่โมงท่ี  48 ไปแลว้ซ่ึงเป็นช่วงท่ีมีการเจริญมากท่ีสุดและยงัพบว่าท่ีชัว่โมงท่ี 48 ผา่นไปแลว้ค่า
น ้าหนกัแหง้ของราลดลงเน่ืองจากมีการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสออกมาเป็นปริมาณมากและมีขนาดเพล
เล็ทเล็กลง ส่งผลใหเ้กิดการยอ่ยสลายตวัเองไดง่้ายท าใหน้ ้าหนกัลดลง (สุนนัทา, 2525) ผลแสดงดงัรูปท่ี 
4.7 (ก) และ (ข) 
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     (ข) 
รูปที ่4.7 แสดงค่าปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (ก) และน ้ าหนกัแห้งของรา (ข) ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหวัเช้ือ
ท่ีเป็นสปอร์ลงในถงัหมกัในการเล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร ใน
อาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 300C การใหอ้ากาศ 1 vvm ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 
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4.3.4 กจิกรรมอลัคาไลน์โปรติเอส 
ค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอส สามารถตรวจพบค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสหลงัจากผา่น 

24 ชัว่โมงแรกไปแลว้และค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดท่ี 48 ชัว่โมงหลงัจากการปลูกเช้ือลงไป
แล้ว ซ่ึงค่ากิจกรรมอลัคาไลน์ปรติเอสสูงสุดเท่ากบั 1068.00±0.00 Unit/ml และมีค่าลดลงเม่ือผ่าน
ชัว่โมงท่ี 48 ของการทดลอง ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.8 
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รูปที ่ 4.8 แสดงค่ากิจกรมอลัคาไลน์โปรติเอส ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหวัเช้ือท่ีเป็นสปอร์ลงในถงัหมกั 
ในการเล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตรในอาหารเหลว complex 
medium  อุณหภูมิ 30 °C การใหอ้ากาศ 1 vvm  ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที 
  
4.3.5 ความเป็นกรด – ด่าง (pH)  
 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า pH กบัเวลาต่างๆ จะเห็นวา่เกิดการเปล่ียนแปลง pH สูงข้ึนจาก  5.31 
ซ่ึงเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตเพื่อเขา้สู่ pH ประมาณ 7  (รูปท่ี 4.9) ซ่ึงเหมาะสมกบัการสร้างอลัคาไลน์
โปรติเอส  ตั้งแต่  24 ชัว่โมงแรกของการทดลอง เน่ืองจากเกิดจากการยอ่ยสลายกากถัว่เหลือง (defatted 
soybean) ซ่ึงเป็นแหล่งไนโตรเจนในการเจริญเติบโตดว้ยกระบวนการ deamination ไดแ้อมโมเนียม 
(NH3) ซ่ึง pH มีค่าเป็นด่าง จึงท าให้ค่า pH  สูงข้ึน และจากการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสซ่ึงมีค่าเป็นด่าง
ถูกปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ จึงเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีท าให้ pH ของน ้ าหนกัสูงข้ึนหมกั (Trinsic 
และ Righelato, 1970; Harvey และคณะ, 1998; McNeil และคณะ, 1998) 
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รูปที่  4.9 แสดงค่า pH ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหัวเช้ือท่ีเป็นสปอร์ลงในถงัหมกั ในการเล้ียงรา A. 
oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตรในอาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 30  

°C การใหอ้ากาศ 1 vvm ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที   
 

4.4 การผลติอลัคาไลน์โปรติเอสของรา A. oryzae TISTR 3087 ทีอ่ตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาท)ี    
     และอตัราการกวนสูง (700 รอบต่อนาท)ี เมื่อใช้เพลเลท็เป็นหัวเช้ือตั้งต้น 

จากการศึกษาเบ้ืองตน้ในรา A.oryzae TISTR 3087 เม่ือใชส้ปอร์เป็นหวัเช้ือตั้งตน้ในถงัหมกั 
พบวา่การเตรียมหวัเช้ือในรูปแบบสปอร์เพื่อปลูกลงไปในถงัหมกัจ านวน 1.5 ลิตร ตอ้งใชอ้าหาร MEA 
จ านวนมาก เพื่อลดปัญหาน้ี จึงไดเ้ตรียมหวัเช้ือในรูปแบบเพลเล็ทเพื่อใชท้ดแทนรูปแบบสปอร์ เพื่อดู
ความสามารถในการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสในรา  A.oryzae TISTR 3087 
 
4.4.1 ผลของอตัราการกวนต่อสัณฐานวิทยาของราในอาหารเหลว 

การเล้ียงรา  A.oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั โดยใชเ้พลเล็ทขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 50-250 
µm เป็นหวัเช้ือตั้งตน้ท่ีอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที  

 
4.4.1.1 ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
พบการเจริญของรามีลกัษณะเป็นเพลเล็ทอยา่งเดียวและไม่พบการเจริญเป็นเส้นใยอิสระทั้งใน

อตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที และพบขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเฉล่ียประมาณ 160-300 
µm (รูปท่ี 4.10A) และ 200-300 µm (รูปท่ี 4.11A) ตามล าดบั ท่ีอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที
ตามล าดบั 
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4.4.1.2 ช่ัวโมงที ่24 –48 
พบวา่ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทท่ีเกิดข้ึนทั้งในอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที มี

ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบั 24 ชัว่โมงแรกของการทดลอง โดยท่ีอตัราการ
กวน 250 และ 700 รอบต่อนาที พบขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเฉล่ียประมาณ 300-400 µm (รูปท่ี 
4.10B) และ 280-300 µm (รูปท่ี4.11B) ตามล าดบั และแสดงใหเ้ห็นวา่ท่ีอตัราการกวนสูง (700 รอบต่อ
นาที) มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเล็กกวา่ท่ีอตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาที) 

 
4.4.1.3 ช่ัวโมงที ่48-96 
เม่ือท าการวดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทและนบัเส้นผา่ศูนยก์ลางท่ีอตัราการกวน 250 และ 

700 รอบต่อนาที พบวา่มีขนาดและจ านวนเพลเล็ทท่ีต่างกนัคือท่ีอตัราการกวน 250  รอบต่อนาที พบ
ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท 300-500 µm (รูปท่ี 4.10 C และ D)   มีสัดส่วนมากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 48 
(ตารางท่ี 4.2) และท่ีอตัราการกวน700 รอบต่อนาที พบขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท 250-350 µm (รูป
ท่ี 4.11 C และ D)   มีสัดส่วนมากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 52 (ตารางท่ี 4.2)  และท่ีเวลา 48 ชัว่โมง พบการ
แตกหกัของเส้นใยจากเพลเล็ททั้งในอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที แต่ท่ีอตัราการกวน 700 
รอบต่อนาที พบการแตกหกัของเส้นใยมากกวา่ท่ีอตัราการกวน 250  รอบต่อนาที เน่ืองจากแรงเฉือนท่ี
เกิดข้ึนโดยใช้อตัราการกวนต ่าน้อยกว่าการเล้ียงราท่ีอัตราการกวนสูง จึงช่วยลดความเสียหายอัน
เน่ืองมาจากการแตกหักของเส้นใยราเม่ือใช้อตัราการกวนต ่า    (Cui และคณะ, 1998c) คาดว่าอาจ
เน่ืองมาจากการใชอ้ตัราการกวนสูง (700 รอบต่อนาที) ส่งผลให้แรงกลท่ีเกิดข้ึนมีค่ามากกวา่ท่ีอตัราการ
กวนต ่า (250 รอบต่อนาที) จึงท าใหเ้กิดความเสียหายใหก้บัเพลเล็ทไดม้ากกวา่ ท าให้เกิดการแตกหกัของ
เส้นใยไดม้ากกวา่ 
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( A )                                                                       ( B ) 
 

          
             

    ( C )                                                                     ( D ) 
 
 

รูปที่ 4.10  แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของรา  A. oryzae TISTR 3087 เม่ือใชเ้พลเล็ทเป็นหวัเช้ือตั้งตน้
ในอาหารเหลว complex medium ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 
30 o C  ณ ชัว่โมงท่ี  24 (A),  48 (B), 72 (C) และ 96(D)  ก าลงัขยาย  100  เท่า 
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( A )                                                                          ( B ) 
 

       
 

                               ( C )                                                                       ( D ) 
 

รูปที ่ 4.11  แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของรา  A.oryzae TISTR 3087 เม่ือใชเ้พลเล็ทเป็นหวัเช้ือตั้งตน้
ในอาหารเหลว complex medium ความเร็วรอบ 700  รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 
30 o C  ณ ชัว่โมงท่ี  24 (A),  48 (B), 72(C) และ 96(D)  ก าลงัขยาย  200  เท่า 

 
 
 

 
            
 

150 m 150 m 

150 m 150 m 
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ตารางที่  4.2 แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและสัดส่วนท่ีพบ (%) และขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของ 
A.oryzae TISTR 3087 ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากปลูกหวัเช้ือท่ีเป็นเพลเล็ทในอาหารเหลว complex 
medium ในถงัหมกั  ความเร็วรอบ 250 และ 700 รอบต่อนาที 
 
อตัราการกวน 
(รอบต่อนาที) 

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ความยาวเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท  
(µm) 

สัดส่วนท่ีพบ  
(%) 

250 เพลเล็ท 

500 < X ≤ 700 
300< X ≤ 500 
100< X ≤ 300 

20 
48 
32 

700 เพลเล็ท 

350< X ≤ 500 
250< X ≤ 350 
150< X ≤ 250 

12 
52 
36 

Note 
(1) X คือ เส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท 
(2)  สัดส่วนท่ีรายงานเป็นค่าเฉล่ียจากการนบั 3 คร้ัง 

 
4.4.2 การละลายออกซิเจนในน า้หมัก 

 ค่าการละลายของออกซิเจนในถงัหมกัท่ีเวลาต่างๆพบวา่ท่ีอตัราการกวนท่ี 700 รอบต่อนาที ไม่
มีค่าการเปล่ียนแปลงค่าการละลายของออกซิเจนตลอดระยะเวลาท่ีท าการทดลอง เน่ืองมาจากท่ีอตัรา
การกวนสูง (700 รอบต่อนาที)  การละลายของออกซิเจนในน ้ าหมกัท าไดดี้เพราะวา่ท่ีอตัราการกวนสูง
ท าใหฟ้องอากาศมีการแตกตวัเป็นเมด็เล็กๆ ส่งผลใหมี้การสัมผสัและการละลายของออกซิเจนท าไดง่้าย
กว่าท่ีอตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาที) ส่วนท่ีอตัราการกวนต ่าพบว่าค่าการละลายของออกซิเจน
ลดลงในช่วง 12-16  และ 60-66  ชัว่โมงของการทดลอง  จากนั้นค่าการละลายของออกซิเจนเพิ่มข้ึน
หลงัจากผา่น 24 ชัว่โมงแรกไปแลว้ เน่ืองจากรามีการใชอ้อกซิเจนไปใชใ้นการเจริญเติบโต หลงัจากนั้น
การใชอ้อกซิเจนของราลดลง (ช่วงน้ีราเจริญสูงท่ีสุดประมาณชัว่โมงท่ี 48) จึงท าให้ค่าการละลายของ
ออกซิเจนในน ้าหมกัเพิ่มข้ึน แสดงดงัรูปท่ี 4.12 
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รูปที่ 4.12 แสดงค่าการละลายของออกซิเจนในน ้ าหมกั (%) ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหวัเช้ือท่ีเป็นเพล
เล็ทลงในถงัหมกั ในการเล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตรในอาหาร
เหลว complex medium อุณหภูมิ 300C การให้อากาศ 1 vvm   ความเร็วรอบ 250 (¿) และ700 (¢) รอบ
ต่อนาที 

 
4.4.3 น า้หนักแห้งและปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

ค่าน ้าหนกัแหง้ของราและน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเวลาต่างๆตลอดระยะเวลาการหมกัทั้งท่ีอตัราการกวน 
250 และ 700 รอบต่อนาที พบวา่ค่าน ้ าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได ้แสดงให้เห็นวา่รามี
การเจริญและใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ในการสร้างเซลลแ์ละสารเมทาบอไลทต่์างๆ พบวา่มีการลดลงของน ้ าหนกั
แหง้เม่ือผา่น 48 ชัว่โมงไปแลว้เน่ืองจากมีการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสออกมาในปริมาณมาก ท าให้เกิด
การยอ่ยสลายตวัเองท าใหน้ ้าหนกัลดลง (สุนนัทา, 2525) ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.13 และตารางท่ี 4.3 
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รูปที ่4.13 แสดงค่าปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (ก) และน ้าหนกัแหง้ของรา (ข) ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหวัเช้ือ
ท่ีเป็นเพลเล็ทลงในถงัหมกั ในการเล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร
ในอาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 300C การให้อากาศ 1 vvm ความเร็วรอบ 250 (¿) และ 700 
(¢) รอบต่อนาที 
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ตารางที่  4.3     แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าน ้ าหนกัแห้งท่ีเวลาต่างๆ ของรา A. oryzae TISTR 3087 
ใน   อาหารเหลว complex medium ในถงัหมกั ความเร็วรอบ 250 และ 700 รอบต่อนาที 

 
Cultivation time 

(hr) 
Dry cell weight (g/L)  

250 รอบต่อนาที 700 รอบต่อนาที 
0 ND ND 
6 1.577±0.31 1.72 ±0.13 

12 1.740±0.11 1.91 ±0.02 
18 1.893±0.08 2.17 ±0.05 
24 1.945±0.11 2.35 ±0.14 
30 2.190±0.22 2.65 ±0. 05 
36 2.295±0.12 2.84 ±0.06 
42 2.375±0.06 3.07 ± 0.07 
48 2.493±0.17 3.18 ±0.04 
54 1.968±0.14 2.74 ± 0.20 
60 1.633±0.21 2.31 ±0.05 
66 1.417±0.08 1.92 ±0.03 
72 1.287±0.18 1.75 ±0.10 
78 1.017±0.18 1.33 ±0.18 
84 0.817±0.28 1.01 ±0.12 
90 0.743±0.12 0.75 ±0.15 
96 0.540±0.08 0.53 ±0.16 

 
 (1) ND = Not Determined 

 
4.4.4 กจิกรรมอลัคาไลน์โปรติเอส  

รูปท่ี  4.14  และตารางท่ี 4.4 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสท่ีเวลา
ต่างๆ เม่ือใชอ้ตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาที) และอตัราการกวนสูง (700 รอบต่อนาที)  พบวา่ท่ีอตัรา
การกวนสูงและอตัราการกวนต ่า มีค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 48  คือ 810.00±0.00 
และ 922.00±0.00  U/ml  ตามล าดบั สามารถอธิบายไดว้่าท่ีอตัราการกวนสูงเพลเล็ทท่ีพบส่วนใหญ่มี
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ขนาดเล็กกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีอตัราการกวนต ่า  ส่งผลให้มีพื้นท่ีในการปลดปล่อยเอ็นไซมอ์อกจาก
บริเวณปลายของเส้นใยมากกวา่ จึงส่งผลใหมี้การผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสมากท่ีสุด 
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รูปที ่4.14 แสดงค่ากิจกรรมของเอ็นไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอส ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหวัเช้ือท่ีเป็นเพล
เล็ทลงในถงัหมกั ในการเล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตรในอาหาร
เหลว complex  medium อุณหภูมิ 300C การให้อากาศ 1 vvm  ความเร็วรอบ 250 (¿) และ 700 (¢)รอบ
ต่อนาที 
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ตารางที่  4.4 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสท่ีเวลาต่างๆ รา A. oryzae 
TISTR 3087 ในอาหารเหลว complex medium ในถงัหมกั ความเร็วรอบ 250 และ 700 รอบต่อนาที 

  
Cultivation time 

(hr) 
Alkaline protease (U/ml)  

250 รอบต่อนาที 700 รอบต่อนาที 
0 1.36±0.02 2.50±0.04 
6 5.88±0.05 13.64 ±0.12 

12 19.28±0.17 35.80 ±0.19 
18 66.40±0.23 130.40 ± 0.23 
24 151.00±0.27 208.80 ±0.18 
30 210.00±0.19 230.00 ±0.20 
36 251.20±0.22 420.60 ±0.25 
42 588.00±0.21 686.00 ±0.24 
48 810.00±0.14 922.00±0.16 
54 667.00±0.24 726.00 ±0.26 
60 586.00±0.21 634.00 ±0.22 
66 559.00±0.20 533.00 ±0.19 
72 423.60±0.25 443.40 ±0.26 
78 324.00±0.19 353.40 ± 0.21 
84 319.60±0.28 330.00 ± 0.19 
90 257.60±0.23 266.40 ±0.16 
96 233.00±0.21 230.80 ±0.20 

 
 (1) ND = Not Determined 
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4.4.5 ความเป็นกรด- ด่าง (pH)  
ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า pH ท่ีเวลาต่าง ๆ จะเห็นไดว้า่ท่ีอตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาที) 

และอตัราการกวนสูง (700 รอบต่อนาที)   พบวา่รา A. oryzae TISTR 3087 มีการปรับสภาพสูงข้ึนจาก 
pH 5 (pH ก่อนการน่ึงฆ่าเช้ือเป็น 5) ซ่ึงเป็นช่วง pH ท่ีเหมาะสมกบัการเขา้สู่การเจริญเติบโต ซ่ึงค่า pH 
ประมาณ 7  เป็นค่าท่ีเหมาะสมกบัการสร้างอลัคาไลน์โปรติเอส ตั้งแต่ 24 ชัว่โมงแรกของการทดลอง ผล
แสดงดงัรูปท่ี 4.15 
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รูปที ่ 4.15  แสดงค่า pH ท่ีเวลาต่างๆหลงัจากปลูกหัวเช้ือท่ีเป็นเพลเล็ทลงในถงัหมกั ในการเล้ียงรา  
A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตรในอาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 
300C การใหอ้ากาศ 1 vvm  ความเร็วรอบ 250 (¿) และ700(¢) รอบต่อนาที 
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4.5 การปรับสภาพบรรยากาศภายในถังหมักโดยใช้ก๊าซผสมระหว่างก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน 

(O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ของรา A. oryzae TISTR 3087   ทีอ่ตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาที) และ
อตัราการกวนสูง (700 รอบต่อนาท)ี  

จากการวิจยัท่ีผา่นมาในรา A. oryzae U1521 (ชานนท ์, 2549) พบวา่การปรับสภาพบรรยากาศ
ในถงัหมกัแบบอาหารเหลวมีผลต่อสัณฐานวิทยาและการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสของรา A. oryzae 
U1521 โดยพบการเจริญเป็นเพลเล็ททั้งรอบการกวนสูงและต ่า  และราสามารถผลิตอลัคาไลน์โปรติเอส
เร็วข้ึนกว่าการหมกัภายใตส้ภาพบรรยากาศปรกติ  โดยราสามารถผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดดว้ย
การปรับสภาพบรรยากาศโดยใช้ก๊าซผสมระหว่างก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ใน
อตัราส่วน  50:50 ทั้งท่ีอตัราการกวนสูงและต ่า  สันนิษฐานว่าการปรับสภาพบรรยากาศในถงัหมกัอาจ
เหน่ียวน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และการมีออกซิเจนละลายอยู่ในน ้ าหมกั
มากช่วยกระตุน้ใหเ้กิดเมตาโบลิสมเร็วข้ึนจึงมีการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสเร็วข้ึน ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีจึง
ท าการศึกษาในรา  A. oryzae TISTR 3087  โดยการการปรับสภาพบรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใชก้๊าซ
ผสมระหว่างก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน  50:50 เช่นเดียวกบัในรา A. 
oryzae U1521 เพื่อดูความสามารถการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสในรา A. oryzae TISTR 3087   

เล้ียงรา A. oryzae TISTR 3087  เม่ือใชเ้พลเล็ทเป็นหวัเช้ือตั้งตน้ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 50-250 
µm   อาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ปลูกลงในอาหารเหลวท่ีมีปริมาตร 1500 มิลลิลิตรในถงัหมกั 
ซ่ึงคิดขนาดหวัเช้ือร้อยละ 6.67 (V/V) ท่ีอตัราการกวนต ่า (250  รอบต่อนาที) และอตัราการกวนสูง (700 
รอบต่อนาที) (รูปท่ี 4.16 A และ 4.17 A)  ตามล าดบั โดยการปรับสภาพบรรยากาศภายในถงัหมกั
ระหวา่งก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 
 
4.5.1 ผลของอตัราการกวนต่อสัณฐานวิทยาของราในอาหารเหลว 

ศึกษาท่ีอตัราส่วน O2:N2 คือ 50:50 ท่ีอตัราการกวนต ่า (250 รอบต่อนาที) และอตัราการกวนสูง 
(700 รอบต่อนาที) ในแต่ละการทดลอง และบนัทึกรูปร่างท่ีเปล่ียนไปภายใน 72 ชัว่โมง ดว้ย Image 
Analyzer 

4.5.1.1 ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากการศึกษาสัณฐานวิทยาราในน ้ าหมกั ดว้ย Image analyzer ท่ีอตัราการกวน 250  และ 700 

รอบต่อนาที พบวา่รามีการเจริญเป็นเส้นใยเกาะตวัพนักนัอย่างหลวมๆ  จนพนักนัมากข้ึน ไม่พบการ
เจริญเป็นเส้นใยอิสระและพบการเจริญท่ีมีลกัษณะเป็นเพลเล็ท (pellet) สามารถสังเกตเห็นไดช้ดัภายใน 
22 ชั่วโมง โดยขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางเพลเล็ทท่ีพบภายใน 24 ชั่วโมง จะมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง
ค่อนขา้งเล็กแต่ขนาดจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเจริญ (รูปท่ี 4.16 B และ 4.17 B)  โดยไดข้นาด
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เส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเฉล่ียประมาณ  307.04 ± 77.14 และ 248.46 ± 91.22 ตามล าดบั ท่ีอตัราการกวน
ต ่าและอตัราการกวนสูง (ตารางท่ี 4.6 ) 

4.5.1.2 ช่ัวโมงที ่24 –48 
จากการวดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทท่ีอตัราการกวน 250  และ 700 รอบต่อนาที พบวา่เพล

เล็ทมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพิ่มข้ึนเม่ือเซลล์เจริญเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพล
เล็ทภายใน 24 ชัว่โมง และพบลกัษณะท่ีเป็นเพลเล็ททั้งอตัราการกวนต ่า (250  รอบต่อนาที) และอตัรา
การกวนสูง (700 รอบต่อนาที) และพบวา่ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทท่ีได ้มีขนาดใหญ่สุดภายใน 48 
ชั่วโมง โดยได้ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางเพลเล็ทเฉล่ียประมาณ 307.04±77.14  และ 248.46±91.22  
ตามล าดับ ท่ีอตัราการกวนต ่าและอตัราการกวนสูง (ตารางท่ี 4.6 ) และเม่ือท าการวดัขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทและนบัเส้นผา่ศูนยก์ลางท่ีอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที พบวา่มี
ขนาดและจ านวนเพลเล็ทท่ีต่างกนัคือท่ีอตัราการกวน 250  รอบต่อนาที พบขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพล
เล็ท 300-500 µm มีสัดส่วนมากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 56 (ตารางท่ี 4.5) และท่ีอตัราการกวน700 รอบต่อ
นาที พบขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท 250-400 µm มีสัดส่วนมากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 64 (ตารางท่ี 4.5) 

4.5.1.3 ช่ัวโมงที ่48-72  
ท่ีอตัราการกวน 250  และ 700 รอบต่อนาที พบวา่ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางเพลเล็ทเร่ิมลดลง

ภายหลงัชัว่โมงท่ี 28 (ตารางท่ี 4.6 ) และพบการหลุดร่วงหรือการแตกหกัของเส้นใยราทั้งในอตัราการ
กวนต ่าและอตัราการกวนสูง (รูปท่ี 4.18 A และ B)  ทั้งน้ีคาดวา่อาจเกิดจากการยอ่ยสลายตวัเองของรา 
อนัเน่ืองมาจากเอ็นไซม์อลัคาไลน์โปรติเอสซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีราชนิดน้ีสร้างข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัท่ี 
Fencl (1978) ไดอ้ธิบายว่าการย่อยตวัเอง (autolysis) เป็นกระบวนการท่ีจุลินทรียมี์การปลดปล่อย
เอน็ไซมท่ี์เก็บอยูภ่ายในเซลล์ออกมายอ่ยสลายตวัเอง ส าหรับการเล้ียงราในกระบวนการหมกัในอาหาร
เหลว การเกิดการยอ่ยตวัเองของเส้นใยรานั้นสามารถเกิดข้ึนไดแ้ต่เป็นการยากท่ีจะจ าแนกสภาพการเกิด
การยอ่ยตวัเองก่อนหรือหลงัในเส้นใยใดเส้นใยหน่ึง โดยเฉพาะการช้ีชดัวา่เส้นใยเส้นใดท่ีก าลงัเร่ิมเกิด
การยอ่ยตวัเอง หรือเป็นเส้นใยเก่าท่ีเกิดการยอ่ยตวัเองแลว้  
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                     (A )                                                                                                     ( B ) 

 

                 
                          ( C )                                                                                                ( D ) 

รูปที ่ 4.16 แสดงลกัษณะสัณฐานวทิยาของรา A. oryzae TISTR 3087 เม่ือใชเ้พลเล็ทเป็นหวัเช้ือตั้งตน้ลง
ในอาหารเหลว complex medium อตัราการใหอ้ากาศ   1 vvm  อุณหภูมิ 30 0C ณ ความเร็วรอบ 250 รอบ
ต่อนาที ณ ชัว่โมงท่ี 0 (A), 24 (B), 48(C) และ 72 (D) ซ่ึงปรับสภาพบรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใช้
ก๊าซออกซิเจนต่อก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ท่ีอตัราส่วน 50:50 ก าลงัขยาย 100   เท่า 
 
 
 

         

150 m 150 m 

150 m 150 m 
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( A )                                                              ( B ) 

         

 
    ( C )                                                                         ( D ) 

 
รูปที ่4.17 แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของรา A. oryzae TISTR 3087 เม่ือใชเ้พลเล็ทเป็นหวัเช้ือตั้งตน้ลง
ในอาหารเหลว complex medium อตัราการให้อากาศ   1 vvm อุณหภูมิ 300C ณ ความเร็วรอบ 700 รอบ
ต่อนาที ณ ชัว่โมงท่ี 0 (A), 24 (B), 48(C) และ 72 (D) ซ่ึงปรับสภาพบรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใช้
ก๊าซออกซิเจนต่อก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ท่ีอตัราส่วน 50:50 ก าลงัขยาย 100 เท่า 
 

150 m 150 m 

150 m 150 m 
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                                    ( A )                                                                                ( B ) 
รูปที่  4.18  แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาและการยอ่ยตวัเอง(บริเวณท่ีท าเคร่ืองหมาย)ของรา A. oryzae 
TISTR 3087 เม่ือใชเ้พลเล็ทเป็นหวัเช้ือตั้งตน้ลงในอาหารเหลว complex medium อตัราการให้อากาศ   1 
vvm อุณหภูมิ 300C ณ ความเร็วรอบ 250 (A)  และ 700 รอบต่อนาที (B)  ณ ชัว่โมงท่ี 48  ซ่ึงปรับสภาพ
บรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใชก้๊าซออกซิเจนต่อก๊าซไนโตรเจน(O2:N2) ท่ีอตัราส่วน 50:50 ก าลงัขยาย  
200 เท่า 
 
ตารางที่ 4.5 แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและสัดส่วนท่ีพบ (%) และขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของ 
A.oryzae TISTR 3087 ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากปลูกหวัเช้ือท่ีเป็นเพลเล็ทในอาหารเหลว complex 
medium ในถงัหมกั ความเร็วรอบ 250 และ 700 รอบต่อนาที โดยใชก้๊าซออกซิเจนต่อก๊าซไนโตรเจน 
(O2:N2)   ท่ีอตัราส่วน 50:50 
 

อตัราการกวน 
(รอบต่อนาที) 

อตัราส่วนก๊าซผสม 
(O2:N2) 

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ความยาวเส้นผา่ศูนยก์ลาง
เพลเล็ท (µm) 

สัดส่วนท่ีพบ 
(%) 

250 50:50 เพลเล็ท 
300< X ≤ 500 
150< X ≤ 300 

56 
44 

700 50:50 เพลเล็ท 
250< X ≤ 400 
100< X ≤ 250 

36 
64 

 
Note 
(1) X  คือ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ท 
(2) สัดส่วนท่ีรายงานเป็นค่าเฉล่ียท่ีไดจ้ากการนบั 3 คร้ัง 

150 m 150 m 
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ตารางที่ 4.6 แสดงขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางเพลเล็ทเฉล่ียท่ีเวลาต่างๆ กบัอตัราส่วนของก๊าซผสมระหวา่ง
ก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ของรา A. oryzae TISTR 3087 ในอาหาร
เหลว complex medium ในถงัหมกั ความเร็วรอบ 250 และ 700 รอบต่อนาที 

 
Cultivation time 

(hr) 
Pellet diameter (µm)   at ratio of O2:N2 =50:50 

250 รอบต่อนาที 700 รอบต่อนาที 
0 ND ND 
4 184.75±35.02 120.93±28.59 
8 194.31±41.35 128.82±24.64 

12 195.41±45.68 152.05±52.15 
16 230.25±68.79 155.48±25.80 
20 234.06±51.64 166.19±61.03 
24 237.39±67.25 176.41±49.23 
28 248.43±54.75 178.58±81.17 
32 251.78±62.05 193.04±40.14 
36 255.65±50.49 198.90±59.62 
40 256.17±80.26 200.00±90.17 
44 289.67±76.98 213.48±91.52 
48 307.04±77.14 248.46±91.22 
52 296.35±54.71 208.37±95.50 
56 276.40±87.73 206.61±71.27 
60 261.86±44.65 190.49±43.73 
64 257.10±54.35 178.68±110.59 
68 256.52±57.86 168.46±57.10 
72 234.59±45.41 153.28±53.96 

 
4.5.2 การละลายออกซิเจนในน า้หมัก 

ค่าการละลายของก๊าซออกซิเจนในน ้ าหมกัท่ีเวลาต่างๆ ท่ีอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อ
นาที พบว่าเม่ือมีการปรับสภาพบรรยากาศในถังหมักโดยใช้ก๊าซผสมระหว่างก๊าซออกซิเจนและ
ไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 พบการเปล่ียนแปลงค่าการละลายของออกซิเจนในน ้ าหมกั
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ลดลงแบบปกติจากนั้นค่าการละลายของออกซิเจนเพิ่มข้ึนหลงัจากผา่น 24 ชัว่โมงแรกไปแลว้ เน่ืองจาก
รามีการใชอ้อกซิเจนไปใชใ้นการเจริญเติบโตมากท่ีสุด หลงัจากนั้นการใช้ออกซิเจนของราลดลงจึงท า
ใหค้่าการละลายของออกซิเจนในน ้าหมกัปรับค่าสูงข้ึน แสดงดงัรูปท่ี 4.19 
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รูปที่ 4.19 แสดงค่าการละลายของออกซิเจน (%) ในปรับสภาพบรรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใชก้๊าซ
ออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ในการเล้ียง A. oryzae TISTR 3087 ในถงั
หมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร ในอาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 300C การให้อากาศ 1 vvm 
ความเร็วรอบ250 (¿) และ 700 (¢) รอบต่อนาที   
 
4.5.3 น า้หนักแห้งและปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

รูปท่ี 4.20 (ก) และ (ข) และตารางท่ี 4.7  แสดงค่าน ้ าหนกัแห้งและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเวลา
ต่างๆ ซ่ึงเป็นผลจากการปรับสภาพบรรยากาศภายในถงัหมกัระหวา่งก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน
(O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50  ท่ีอตัราการกวน 250 และ 700 รอบต่อนาที ในระหวา่งการหมกัตลอดการ
ทดลองไดพ้บการเจริญโดยมีการตรวจสอบค่าน ้ าหนกัแห้งและการเปล่ียนแปลงปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์   
พบวา่มีการเพิ่มข้ึนของน ้าหนกัแหง้เน่ืองจากรามีการเจริญเติบโต ขณะเดียวกนัมีการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เพื่อ
สร้างองคป์ระกอบภายในเซลล ์และสารต่าง ๆ ท่ีจ  าเป็นต่อการเจริญเติบโต 

รูปท่ี 4.20 (ก) ตรวจพบวา่น ้ าหนกัแห้งของราเร่ิมลดลงหลงั 28 ชัว่โมงของการทดลอง ซ่ึงจาก
การทดลองในกลุ่มวิจยัท่ีผ่านมา (สุนนัทา, 2525) พบว่าสาเหตุหน่ึงเกิดจากการยอ่ยสลายตวัเองของรา
ชนิดน้ี โดยมีการสร้างอลัคาไลน์โปรติเอสระหว่างการหมกั  นอกเหนือจากเอ็นไซม์โปรติเอสท่ีเป็น
สาเหตุการย่อยตวัเองในราแล้ว มีรายงานว่าเกิดจากเอ็นไซม์อ่ืน ๆ เช่น ไคติเนส หรือกลูคาเนส ซ่ึง
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เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายส่วนผนงัเซลล์ของราซ่ึงประกอบดว้ยสารคาร์โบไฮเดรตเช่น ไคติน หรือ กลู
แคน เป็นตน้ ส่วนการใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ ในการปรับสภาพบรรยากาศไม่มีความแตกต่างกนัมากนกั (รูปท่ี 
4.20  (ข)) (Reyes และ Lahoz, 1977)     
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รูปที่ 4.20 แสดงค่าน ้ าหนกัแห้ง (ก) และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ (ข) ในปรับสภาพบรรรยากาศภายในถงั
หมกัโดยใชก้๊าซออกซิเจนและไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ในการเล้ียง A. oryzae TISTR 
3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร ในอาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 300C การให้
อากาศ 1 vvm ความเร็วรอบ 250 (¿) และ 700 (¢) รอบต่อนาที   
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ตารางที่  4.7 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าน ้ าหนักแห้งกับอัตราส่วนของก๊าซผสมระหว่างก๊าซ
ออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ของรา A. oryzae TISTR 3087 ในอาหาร
เหลว complex medium ในถงัหมกัความเร็วรอบ  250  และ 700 รอบต่อนาที 

 
Cultivation time 

(hr) 
Dry cell weight (g/L) at ratio of O2:N2=50:50 

250 รอบต่อนาที 700 รอบต่อนาที 
0 ND ND 
4 0.95 ±0.04 0.80 ±0.17 
8 1.34±0.16 1.18 ±0.08 

12 1.71 ±0.09 1.32 ±0.20 
16 1.86 ±0.14 1.59 ±0.04 
20 2.12 ±0.12 1.80 ±0.16 
24 2.44 ±0.05 2.07 ±0.02 
28 2.56 ±0.09 2.35 ±0.06 
32 2.74 ±0.10 2.55 ±0.14 
36 3.02 ±0.02 2.62 ±0.02 
40 3.20±0.09 2.75 ±0.04 
44 3.60  ±0.10 2.95 ±0.05 
48 3.62 ±0.02 3.06 ±0.00 
52 3.33 ±0.07 2.70 ±0.05 
56 2.89±0.06 2.40 ±0.17 
60 2.59 ±0.21 2.19 ±0.06 
64 2.30 ±0.20 1.99 ±0.06 
68 1.89 ±0.27 1.73 ±0.10 
72 1.57 ±0.08 1.53 ±0.06 
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4.5.4 กจิกรรมอลัคาไลน์โปรติเอส 
กิจกรรมการผลิตเอน็ไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสซ่ึงเป็นผลจากการปรับสภาพบรรยากาศภายในถงั

หมกัระหวา่งก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน(O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50  ท่ีอตัราการกวน  250 และ 
700 รอบต่อนาที โดยพบว่าในช่วง 24 ชัว่โมงแรกของการทดลองไม่พบการสร้างอลัคาไลน์โปรติเอส 
แต่จะพบการสร้างเพิ่มข้ึนหลงัปลูกสปอร์เป็นเวลา 22 ชัว่โมง และตรวจพบค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติ
เอสสูงสุดภายในเวลา 28 ชัว่โมง ในสภาวะท่ีมีการปรับสภาพบรรยากาศซ่ึงประกอบดว้ยก๊าซออกซิเจน
ต่อไนโตรเจน (O2:N2) ท่ีอตัราส่วน 50:50 ซ่ึงเง่ือนไขดงักล่าวน้ีเหมือนการหมกัท่ีสภาพบรรยากาศปกติ  
ซ่ึงพบวา่ท่ีอตัราการกวน 250 รอบต่อนาที ค่ากิจกรรมเอ็นไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดท่ีชัว่โมง 48  
ซ่ึงอลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดเท่ากบั 1244.00 ±0.00 Units/ml   ส่วนท่ีอตัราการกวน 700  รอบต่อนาที 
ค่ากิจกรรมเอน็ไซมอ์ลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดท่ีชัว่โมง 48  ซ่ึงอลัคาไลน์โปรติเอสสูงสุดเท่ากบั 1430.00 
±0.01 Units/ml   ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.21 และตารางท่ี 4.8 
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รูปที ่ 4.21  แสดงกิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสในปรับสภาพบรรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใชก้๊าซ
ออกซิเจนและไนโตรเจน(O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ในการเล้ียง A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั 
ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร ในอาหารเหลว complex medium อุณหภูมิ 300C การให้อากาศ 1 vvm  
ความเร็วรอบ 250 (¿) และ 700 (¢) รอบต่อนาที   
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ตารางที่  4.8 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่ากิจกรรมอลัคาไลน์โปรติเอสกบัอตัราส่วนของก๊าซผสม
ระหวา่งก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2)ในอตัราส่วน 50:50 ของรา A. oryzae TISTR 3087 
ในอาหารเหลว complex medium ในถงัหมกั ความเร็วรอบ 700 รอบต่อนาที 

 
Cultivation time 

(hr) 
Alkaline protease (U/ml) at ratio of O2:N2=50:50 

250 รอบต่อนาที 700 รอบต่อนาที 
0 2.32±0.04 3.46±0.06 
4 19.60 ±0.17 20.60 ±0.18 
8 24.08 ±0.21 26.60 ±0.24 

12 29.12 ±0.26 58.30 ±0.21 
16 50.50 ±0.18 111.40 ±0.20 
20 137.40 ±0.24 180.00 ±0.16 
24 175.60 ±0.16 218.40 ±0.19 
28 250.80 ±0.15 349.20 ±0.21 
32 369.60 ±0.22 383.40 ±0.23 
36 437.60 ±0.19 498.00 ±0.18 
40 679.00 ±0.24 648.00 ±0.23 
44 842.00 ±0.30 868.00 ±0.31 
48 1244.00 ±0.22 1430.00 ±0.25 
52 913.00 ±0.32 946.00 ±0.33 
56 601.00 ±0.21 651.20 ±0.29 
60 438.00 ±0.15 548.80 ±0.24 
64 423.00 ±0.25 504.60 ±0.30 
68 341.40 ±0.20 410.40 ±0.24 
72 321.60 ±0.19 360.60 ±0.21 

 
สันนิษฐานว่าการท่ีราชนิดน้ีสามารถผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสได้เร็วข้ึนภายใน 48 ชั่วโมง 

 คาดวา่อาจเน่ืองมาจากการปรับสภาพบรรยากาศในถงัหมกัซ่ึงมีการให้ออกซิเจนในบรรยากาศมากกวา่
สภาพบรรยากาศปกติ โดยท าให้ออกซิเจนท่ีละลายในน ้ าหมกัมีค่ามากกว่าสภาพบรรยากาศปกติจึง
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ส่งผลให้รามีการเจริญท่ีเร็วข้ึนมีเมตาโบลิสมท่ีสูงข้ึน และเร่งให้มีการเกิดผลิตภณัฑ์เร็วข้ึน (Sagantanis 
และ Karim, 1996; Ya-Jie และ Jian-Jiang, 2003; Issaly และคณะ, 2005;  Yovita และคณะ, 2005) 

มีรายงานวา่การเจริญของราท่ีเป็นเพลเล็ทขนาดเล็กสามารถผลิตอลัคาไลน์โปรติเอสไดดี้กว่า
เพลเล็ทขนาดใหญ่ เน่ืองจากเพลเล็ทขนาดเล็กมีพื้นท่ีในการปลดปล่อยเอ็นไซม ์หรือสารโปรตีนเพิ่มข้ึน
จึงท าให้ไดป้ริมาณอลัคาไลน์โปรติเอสเพิ่มข้ึน (Carlsen และคณะ,1996) นอกจากน้ียงัแสดงวา่รูปแบบ
หรือลกัษณะการเจริญของรามีผลต่อปริมาณสารเมทาบอไลทด์ว้ย (Braun และ Vecht– Lifshitz, 1991 ; 
Stanbury และ Whitaker, 1994 ; Pazouki และ Panda, 2000) โดยในงานวิจยัน้ีสรุปไดว้า่รูปแบบท่ีเป็น
เพลเล็ทขนาดเล็กจะให้อลัคาไลน์โปรติเอสไดสู้งกว่ารูปแบบท่ีเป็นเพลเล็ทขนาดใหญ่ และรูปร่างท่ี
สม ่าเสมอ (ในช่วง 100-150 µm) ระหวา่งการหมกัจะใหอ้ลัคาไลน์โปรติเอสท่ีสูงกวา่ 

 
4.5.5 ความเป็นกรด - ด่าง (pH)   

การเปล่ียนแปลงค่า pH ท่ีเวลาต่าง ๆ ซ่ึงเป็นผลจากการปรับสภาพบรรยากาศภายในถงัหมกั
ระหวา่งก๊าซออกซิเจนและก๊าซไนโตรเจน (O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50  ท่ีอตัราการกวน250 และ 700 
รอบต่อนาที พบวา่มีค่าไม่แตกต่างกนัมากนกัระหวา่งการหมกั โดยมีค่า pH สูงข้ึนจากเดิมคือ pH 5 ( pH 
ก่อนน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ) ซ่ึงเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและเม่ือเขา้สู่ pH ประมาณ 7 ซ่ึงเป็นช่วงท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอส  ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.22 
                 การเปล่ียนแปลงค่า  pH สามารถพบไดต้ั้งแต่ 24 ชัว่โมงแรกของการทดลอง เน่ืองจากมีการ
ยอ่ยสลายกากถัว่เหลือง (defatted soybean) ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ complex medium 
โดยกากถัว่เหลืองนั้นเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับจุลินทรีย ์เม่ือผ่านกระบวนการ deamination ได้
ผลิตภณัฑเ์ป็นแอมโมเนียไอออน (NH4

+) เม่ือละลายน ้ า ท าให้ไดส้ถานะเป็นด่างจึงท าให้ pH ในน ้ าหมกั
สูงข้ึน (Trinsic และ Righelato, 1970; Harvey และคณะ, 1998; McNeil และคณะ, 1998) 
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รูปที ่ 4.22 แสดงค่า pH ในปรับสภาพบรรรยากาศภายในถงัหมกัโดยใชก้๊าซออกซิเจนและไนโตรเจน
(O2:N2) ในอตัราส่วน 50:50 ในการเล้ียง A. oryzae TISTR 3087 ในถงัหมกั ปริมาตรอาหาร 1.5 ลิตร ใน
อาหาร complex medium อุณหภูมิ 300C การให้อากาศ 1 vvm ความเร็วรอบ 250 (¿) และ 700 (¢) รอบ
ต่อนาที   

  


