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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารที่ใช้เลีย้งเช้ือและวธีิการเตรียม 

1. ISP1 agar medium (Tryptone – Yeast extract agar)  

Tryptone     5.0  g/L 
Yeast extract     3.0  g/L 
Agar      18.0  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

2. ISP2 agar medium (Yeast – Malt extract agar) (Ulhoa and Peberdy,1991) 

Glucose      4.0  g/L  
Malt extract     10  g/L 
Yeast extract     4.0  g/L 
Agar      18.0  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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3. ISP3 agar medium (Oatmeal agar)  

Oat meal     20.0  g/L 
Trace salt solution    10  ml/L 
Agar      18.0  g/L  
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ตม้ขำ้วโอ๊ตในน ้ ำกลัน่ โดยตม้ให้เดือดประมำณ 10-15 นำที หรือ ละลำย oat meal ในน ้ ำกลัน่ น ำมำ
กรองผำ่นผำ้ขำวบำงลงในบีกเกอ เติม trace salt solution และละลำยส่วนผสมทั้งหมดให้เขำ้กนัปรับ
ปริมำตรด้วยน ้ ำกลั่น ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ (autoclave) ท่ี
อุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

4. ISP4 agar medium (Inorganic salts starch agar) 

Soluble starch     10.0  g/L    
K2HPO4      1.0  g/L 
MgSO4.7H2O     1.0  g/L 
NaCl      1.0  g/L 
(NH4)2SO4     2.0  g/L 
CaCO3      2.0  g/L 
Trace salt solution     1.0  g/L 
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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5. ISP5 agar medium (Glycerol - Asparagine agar)  

Glycerol     10.0  g/L     
L-asparagine     1.0  g/L 
K2HPO4      1.0  g/L 
Trace salt solution    10  ml/L 
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

6. ISP6 agar medium (Peptone yeast extract iron agar) 

Bacto peptone     15.0  g/L 
Proteose peptone    5.0  g/L 
Ferric ammonium citrate    0.5  g/L 
K2HPO4      1.0  g/L 
Na2SO4      0.08  g/L  
Yeast extract     1.0  g/L  
Agar      18  g/L  
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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7. ISP7 agar medium (Tyrosine agar)  

Glycerol     15.0  g/L 
L-tyrosine     0.5  g/L  
L-asparagine     1.0  g/L  
K2HPO4      0.5  g/L 
MgSO4.7H2O     0.5  g/L  
NaCl       0.5  g/L 
FeSO4.7H2O     0.1  g/L 
Trace salt solution    10  ml/L  
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L  

ละลำยส่วนผสมทั้งหมดใหเ้ขำ้กนั ปรับ pH ใหเ้ท่ำกบั 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงอดัไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

8. ISP8 agar medium (Nitrate agar)  

Beef extract     0.3  g/L 
Bacto peptone     5.0  g/L 
KNO3      2.0  g/L 
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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9. ISP9 agar medium (Carbon utilization agar)  

(NH4)2SO4     2.64  g/L 
KH2PO4      2.38  g/L 
K2HPO4      1.0  g/L 
MgSO4.7H2O     0.5  g/L 
Trace salt solution    1.0  g/L 
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0±0.2 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

10. Trace salt solution  

CuSO4.7H2O     0.64  g/L 
FeSO4.7H2O     0.11  g/L 
MnCl2      0.79  g/L 
ZnSO4.7H2O     0.15  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยสำรทีละชนิดให้เขำ้กนั จำกนั้นน ำมำกรองดว้ยกระดำษกรองขนำด 0.45 µm ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือ
แลว้ จึงจะเติมลงในอำหำร 
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11. Colloidal chitin agar (Test chitinolysis) (Bansode and Bajekal, 2006) 

MgSO4.7H2O     0.5  g/L 
KH2PO4      0.3  g/L 
K2HPO4      0.7  g/L 
FeSO4.7H2O     0.01  g/L 
MnCl2      0.001  g/L 
Colloidal chitin 4.0 % (w/v) (เตรียมจำกเปลือกกุง้/ปูตำม

วธีิในภำคผนวก ข)  
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้งหมดให้เขำ้กนั ปรับ pH ให้เท่ำกบั 7.0 น ำไปฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงอดัไอท่ีอุณหภูมิ 
121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 

12. Minimal medium (Xu-fex et al.,2007) 

Colloidal chitin     1.0 % (w/v) 
Yeast extract     0.3  g/L 
Peptone      0.3  g/L  
MgSO4.7H2O     0.5  g/L 
KH2PO4      0.3  g/L 
K2HPO4      0.7  g/L 
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้งหมดใหเ้ขำ้กนั ปรับ pH ใหเ้ท่ำกบั 7.0 น ำไปฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงอดัไอท่ีอุณหภูมิ 
121 °C ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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13. Basal medium (Hsu and lockwood,1975) 

Yeast extract      0.5  g/L 
(NH4)2SO4     1.0  g/L 
MgSO4.7H2O      0.3  g/L 
KH2PO4      0.3  g/L 
K2HPO4      0.7  g/L 
Trace element      0.1%   (v/v) 
Agar      18  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอท่ี
อุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
 

14. Enzyme production medium (EPM) (Ulhoa and Peberdy,1991) 

Colloidal chitin     1.0 % (w/v) 
Glucose      3.0  g/L 
Bacto peptone     1.0  g/L 
Urea      0.3  g/L 
(NH4)2SO4     1.4  g/L 
MgSO4.7H2O     0.3  g/L 
CaCl2.6H2O     0.5  g/L  
Trace element     0.1 %   (v/v) 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 

ละลำยส่วนผสมทั้ งหมดให้เข้ำกัน ปรับ pH ให้เท่ำกับ 7.0 น ำไปฆ่ำเช้ือด้วยหม้อน่ึงอัดไอท่ี
อุณหภูมิ 121 °C ควำมดนั 15 ปอนดต่์อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที 
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15. Trace element  

FeSO4.7H2O      5.0  g/L 
MnSO4.2H2O     1.6  g/L 
ZnSO4.7H2O     1.4  g/L 
CoCl2.7H2O      2.0  g/L 
น ้ำกลัน่      1000  ml/L 
ละลำยส่วนผสมทีละชนิด แลว้น ำทั้งหมดใหผ้สมใหเ้ขำ้กนั  
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสับสเตรท 

1. กำรเตรียมเปลือกปู/เปลือกกุง้ 

เปลือกปูไดม้ำจำก ห้องปฏิบติักำรวจิยัสู่ควำมเป็นเลิศทำงวชิำกำร ดำ้นพฒันำแบบยัง่ยืนของ

ทรัพยำกรชีวภำพ สำขำวชิำจุลชีววทิยำ คณะวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ (2813) ซ่ึง

ตอ้งน ำมำผำ่นขั้นตอนต่ำงๆก่อนจะน ำมำเป็นสับสเตรทดงัน้ี 

ของเหลือจำกปู/กุง้ 

- คดัเอำเฉพำะส่วนเปลือก ลำ้งน ้ำใหส้ะอำด เพื่อแยกส่ิงสกปรกออก และ แยกโปรตีน

ออกโดยตม้น ้ำเดือด 100 °C นำน 2 ชัว่โมง 

- ผึ่งใหแ้หง้ โดยน ำเปลือกปู/กุง้ใส่ตะกร้ำแลว้ตำกแดดนำน 24 ชัว่โมง 

- อบตูอ้บ (hot air oven) อุณหภูมิ 60 °C นำน 2 ชัว่โมง เพื่อลดควำมช้ืนของเปลือกปู/

กุง้ 

- อบตูอ้บ นำน 30 นำที เพื่อท ำใหเ้ปลือกปู/กุง้มีลกัษณะท่ีแหง้ข้ึน 

- บดคดัขนำดโดยกำรใชเ้คร่ืองป่ัน (Blender) 

- เก็บในภำชนะท่ีแหง้ (อุณหภูมิหอ้ง) 
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1. การเตรียม Colloidal chitin  

- เปลือกปู/เปลือกกุง้ (10 g) + 20 ml Acetone + 200 ml Conc. HCl 

- กวนตลอดเวลำในอ่ำงน ้ำแขง็ ท่ีอุณหภูมิ 4 °C นำน 2 ชัว่โมง 

- เก็บท่ี 4 °C เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 

- กรองผำ่นผำ้ขำวบำง 2-3 ชั้น ลงใน 600 ml ของ 50 % ethanol ท่ีกวนตลอดเวลำ 

- ปรับ pH ของ Colloidal chitin ดว้ย NaOH วดั pH จนไดเ้ท่ำกบั 7.0  

- ทิ้งใหต้กตะกอน แลว้น ำตะกอน Colloidal chitin ท่ีไดม้ำป่ันแยกส่วนดว้ยเคร่ืองป่ัน

เหวีย่ง ท่ีควำมเร็วรอบ 5000 rpm 4 °C 10 นำที จึงเก็บ Colloidal chitin มำใชเ้ป็น

สับสเตรท 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมน า้ยาทดสอบและบัฟเฟอร์ 

1. 0.2 M Phosphate buffer  

Stock solutions 

A : 0.2 M ของสำรละลำย KH2PO4 (27.8 g ในน ้ำกลัน่ 1000 ml) 

B : 0.2 M ของสำรละลำย K2HPO4 (71.7 g ในน ้ำกลัน่ 1000 ml) 

Working solution 

เตรียมโดยผสมสำรละลำย A กบัสำรละลำย B ตำม pH x ml of A + Y ml of B เจือจำงดว้ยน ้ำกลัน่จน
ไดป้ริมำตรรวม 200 ml ท่ีตอ้งกำรดงัตำรำง 1 วดั pH ดว้ย pH meter  

ตำรำง ค.1  ปริมำตรของ x และ y ในกำรเตรียม Phosphate buffer ท่ี pH ต่ำงๆ 
x Y pH x Y pH 
93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 
92.0 8.0 5.8 39.0 61.1 7.0 
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7 
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 
51.0 49.5 6.8 5.3 94.7 8.0 
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2. DNS reagent (Miller, 1959) 

NaOH     1.0  % (w/v) 

3,5 dinitrosalicylic acid    1.0  % (w/v) 

Na2CO3     0.05  % (w/v) 

Phenol     0.2  % (w/v) 

ละลำย NaOH 5 g ในน ้ ำกลัน่ 450 ml เติม 3,5 dinitrosalicylic acid 5 g คนให้ละลำยแลว้เติม
Na2CO3 0.25 g คนให้ละลำยเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้เติม Phenol 1 g (เน่ืองจำก Phenol เป็นสำร
ท่ีดูดควำมช้ืนไดเ้ร็วมำก จึงควรน ำสำรน้ีชัง่ใน beaker) ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่ให้ครบ 500 
ml เก็บเป็น stock DNS ในขวดสีชำ 

3. 40% Sodium Potassium tartrate 

ชัง่ sodium potassium tartrate 40 g ละลำยในน ้ำกลัน่ปริมำตร 100 ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

121 
 

ภาคผนวก ง 

การท ากราฟมาตรฐานของสารละลาย  N-acetylglucosamine 

และ กราฟปริมาณของโปรตนี 

1. การท ากราฟมาตรฐานของสารละลาย N-acetylglucosamine (NAG)  
เตรียม stock solution NAG ควำมเขม้ขน้ 1.0 mg/ml (0.1 g ในน ้ำ 100 ml) ใน volumetric 
flask เจือจำงใหไ้ดเ้ป็นเน้ือสำรดงัตำรำงขำ้งล่ำงน้ี 
1.1  ปิดดว้ยลูกแกว้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ใน water bath เป็นเวลำ 30 นำที 
1.2  เติมสำรละลำย DNS reagent 2 ml 
1.3  น ำไปตม้ในน ้ำเดือด 15 นำที ท ำใหเ้ยน็อยำ่งรวดเร็วแลว้เติม 40% Sodium Potassium 

tartrate 1 ml 
1.4  ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 575 นำโนเมตร (nm) 

ตำรำง ง.1  กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำน N-acetylglucosamine 
หลอดท่ี เน้ือสำร (mg) stock solution (ml) น ้ำกลัน่ (ml) 

1 0.0 0.0 1.5 
2 0.1 0.1 1.4 
3 0.2 0.2 1.3 
4 0.3 0.3 1.2 
5 0.4 0.4 1.1 
6 0.5 0.5 1.0 
7 0.6 0.6 0.9 
8 0.7 0.7 0.8 
9 0.8 0.8 0.7 

10 0.9 0.9 0.6 
11 1.0 1.0 0.5 
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ตำรำง ง.2 ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรละลำยมำตรฐำน N-acetylglucosamine ท่ี 575 nm 
Conc. (mg/ml) OD (1) OD (2) ค่ำเฉล่ีย (average) 
0 0.003 0.003 0.003 
0.1 0.052 0.055 0.054 
0.2 0.121 0.121 0.121 
0.3 0.171 0.171 0.171 
0.4 0.230 0.230 0.230 
0.5 0.277 0.277 0.277 
0.6 0.337 0.337 0.337 
0.7 0.393 0.393 0.393 
0.8 0.457 0.457 0.457 
0.9 0.492 0.492 0.492 
1.0 0.566 0.570 0.568 
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2. การท ากราฟมาตรฐานของโปรตีน  (Protein assay) (Bradford method)  

เตรียม Bovine Serum Albumin (BSA) ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆกนั 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 
ตำมล ำดบั 
2.1 ดูดสำร BSA ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆกนั มำปริมำณ 0.1 ml ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด 
2.2  เติมสำรละลำย Coomassie blue G250 ของ Biorad ปริมำตร 5 ml (เตรียมสำรละลำย Dye 

reagent โดย dilute dye: DI water (1:4) จำกนั้นกรองดว้ยกระดำษกรอง what man เบอร์ 
1 เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง) 

2.3  บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 5 นำที  
2.4 น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 นำโนเมตร (nm) 

ตำรำง ง.3 ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรละลำยมำตรฐำน BSA (Bovine serum albumin) ท่ี 595 nm 
Conc. (mg/ml) OD (1) OD (2) ค่ำเฉล่ีย 

(Average) 
0.125 0.588 0.596 0.592 
0.25 0.752 0.745 0.749 
0.5 1.038 1.000 1.019 

0.75 1.222 1.188 1.205 
1 1.366 1.311 1.339 

1.5 1.521 1.524 1.523 
 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพ ง.1 กรำฟมำตรฐำนของ N-acetylglucosamine (NAG) ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆกนั 
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ภำพ ง.2 กรำฟมำตรฐำนของ Bovine Serum Albumin (BSA) ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆกนั 

y = 0.6738x + 0.6077
R² = 0.9409
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ภาคผนวก จ 

การหาค่า chitinase activity, ปริมาณ protein และ specific activity 

1. ค่าของ chitinase activity  

ก ำหนดให้  1 unit ของเอนไซม์ คือ ปริมำณของเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยำกำรย่อยสลำยไคติน ให้เป็น 
NAG 1µmole ในเวลำ 1 นำที ในสภำวะท่ีก ำหนด ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 

ปริมำณน ้ำตำลรีดิวซ์ หำไดจ้ำกค่ำกำรดูดกลืนแสง (OD) ของตวัอยำ่ง  
ปริมำณน ้ำตำลรีดิวซ์  = OD (ES-EC-SC) = ค่ำ A  

โดยท่ี ES EC SC คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Enzyme substrate (ES),  
ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Enzyme control (EC)  
ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Substrate control (SC)  

เปล่ียนค่ำ OD ทีไดเ้ป็นค่ำควำมเขม้ขน้ของ NAG โดยน ำไปเทียบกบักรำฟมำตรฐำนของสำรละลำย 
NAG 
กำรค ำนวณ กิจกรรมของเอนไซม ์(Chitinase activity) 

สมมติให ้ปริมำณน ้ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ำกกำรเทียบกรำฟมำตรฐำน = B mg/ml 
ในกำรทดลอง ใชป้ริมำณเอนไซมไ์ป = 0.5 ml 
เวลำในกำรท ำปฏิกิริยำ (บ่มเอนไซม)์ = 30 นำที 
ค่ำ มวลโมเลกุลของ NAG (MW) = 221.21 g = 1 mole 
โดย NAG 221.21 mg = 1 x 103 µmole 

ดงันั้นถำ้มี NAG B mg = B x 103 µmole / MW x เวลำ (นำที) x ปริมำณเอนไซม ์(ml) 
จะได ้NAG B mg = 0.30x U/ml 
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2. การค านวณค่า Protein 

เปล่ียนค่ำ กำรดูดกลืนแสงท่ีได ้(OD) เป็นปริมำณควำมเขม้ขน้ของโปรตีน (µg/ml) 
โดยใชก้รำฟมำตรฐำน BSA (สมกำร y = mx+ b) 

ดงันั้น ปริมำณโปรตีน = Y µg/ml 
ตวัอยำ่ง จำกกำรทดลองใชเ้อนไซม ์0.1 ml  
ดงันั้น ปริมำณโปรตีนเท่ำกบั P = Y/0.1 µg/ml 

= Y/100 mg/ml 

3. การค านวณค่า specific activity 

Specific activity หมำยถึง ค่ำอตัรำส่วนหรือโปรตีนท่ีศึกษำต่อโปรตีนทั้งหมด 
ถำ้ตวัอยำ่งมีค่ำ specific activity สูงแสดงวำ่มี เอนไซมท่ี์สนใจอยูม่ำก 

Specific activity = chitinase activity (unit) / ปริมำณโปรตีน (mg/ml) หน่วย U/mg protein 
ตวัอยำ่ง  มีค่ำกิจกรรมเอนไซม ์เท่ำกบั 0.224 U/ml และค่ำโปรตีนเท่ำกบั 0.5 mg/ml 
Specific activity = 0.224 U/ml / 0.5 mg/ml 

= 0.448 U/mg protein 
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ภาคผนวก ฉ 

ล าดบัเบสของแอคตโินมัยซีท ไอโซเลท CMU-NKS 5  

ttcggtgggg attagtggcg aacgggtgag taacacgtgg gcaatctgcc cttcactctg ggacaagccc tggaaacggg 
gtctaatacc ggatatcact cctgcaggca tctgcagggg tcgaaagctc cggcggtgaa ggatgagccc gcggcctatc 
agcttgttgg tgaggtaatg gctcaccaag gcgacgacgg gtagccggcc tgagagggcg accggccaca ctgggaattg 
agacaccggc ccaagactcc ttacggaagg cagccagtgg gggaatattg caccaatggg cggaaaccct gatgcagcga 
cgcccgcgtg aggggatgac ggcctttcgg gttgtaaacc tcttttcagc agggaagaag cgaaagtgac ggtacctgca 
gaagaagcgc cggctaaatt acgtgccagc agccgcggta atacgtaggg cgcaaagcgt tgtcccggaa ttattgggcg  
taaagagctc gtaggcggct tgtcacgtcg ggtgtgaaag cccggggctt aaccccgggt  ctgcattcga tacgggctag 
ctagagtgtg gtaggggaga tcggaattcc tggtgtagcg gtgaaatgcg cagatatcag gaggaacacc ggtggcgaag 
gcggatctct gggccattac  tgacgctgag gagcgaaagc gtggggagcg aacaggatta gataccctgg tagtccacgc 
cgtaaacggt gggaactagg tgttggcgac attccacgtc gtcggtgccg cagctaacgc attaagttcc ccgcctgggg 
agtacggccg caaggctaaa actcaaagga attgacgggg  gcccgcacaa gcagcggagc atgtggctta attcgacgca 
acgcgaagaa ccttaccaag gcttgacata caccggaaac gtctggagac aggcgccccc ttgtggtcgg tgtacaggtg  g 

 

 

 

 

 

 

 



 

129 
 

ภาคผนวก ช 

ชุดทดสอบ API 

1. วธีิกำรของชุดทดสอบ API  
1.1 เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 ลงในอำหำรเหลว ISP2 บ่มบน

เคร่ืองเขยำ่ท่ีควำมเร็วรอบ 150 rpm ท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 7 วนั  
1.2 เต รี ย ม เช้ื อ ใน รูป  suspension ป ริม ำต ร  2 ml ให้ มี ค ว ำม ขุ่ น  5-6 Mcfarland  

(4.8 x 109 – 9.6 x 109 CFU/ml) 
1.3 ท ำกำร label ช่ือเช้ือลงขอบถำด เติมน ้ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ลงในหลุมของถำดประมำณ 

5 ml เพื่อเพิ่มควำมช้ืน จำกนั้นวำงแถบทดสอบเอนไซมล์งในถำด 
1.4 ท ำกำรหยด suspension ของเช้ือลงไปในแต่ละหลุมบนแถบทดสอบเอนไซม ์

(microtubes) จำกนั้นปิดฝำถำดและ น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
 

2. วธีิกำรอ่ำนผลชุดทดสอบ API 

สังเกตกำรเปล่ียนสีของแต่ละหลุม ถำ้ผลเป็นบวก แต่ละหลุมจะเปล่ียนสีตำมชนิดของเอนไซม ์ถำ้ผล
เป็นลบจะเปล่ียนเป็นไม่มีสีเม่ือเทียบกับหลุมควบคุม เปรียบเทียบกับแผ่นเทียบสีมำตรฐำนของ
บริษทัผูผ้ลิตชุดทดสอบ (Biomerax)   
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ตำรำงท่ี ช.1 กำรอ่ำนผลของ API 20E 

หลุม
ทดสอบ 

ปฏิกิริยำหรือเอนไซม ์ กำรอ่ำนผล 
Negative Positive 

Onp  β-galactosidase colorless yellow 
Arg  Arginine dihydrolase yellow red / orange  
Lys Lysine decarboxylase yellow red / orange 
Ods  Ornithine decarboxylase yellow red / orange 
Cit Citrate utilization pale green / yellow blue-green / blue 
H2S H2S production colorless / greyish black deposit / thin line 
Ure  Urease yellow red / orange 
Trp Tryptophane desaminase yellow reddish brown 
Ind Indole production colorless 

pale green / yellow 
pink 

VP Acetoin production colorless pink / red 
Gel  Gelatinase no diffusion diffusion of black pigment 
Glu  Fermentation blue / blue-green yellow / greyish yellow 
Man  Fermentation blue / blue-green yellow 
Ino  Fermentation blue / blue-green yellow 
Sor  Fermentation blue / blue-green yellow 
Rha  Fermentation blue / blue-green yellow 
Sac  Fermentation blue / blue-green yellow 
Mel  Fermentation blue / blue-green yellow 
Amy  Fermentation blue / blue-green yellow 
Ara Fermentation  blue / blue-green yellow 
bioMé rieux®  sa api®  20 E  http://www.biomerieux.com  
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ภำพท่ี ช.1 กำรอ่ำนผลของชุดทดสอบ API 20E  

 

 

 

 

 

 

ภำพท่ี ช.2 กำรอ่ำนผลของชุดทดสอบ API ZYM®  มีช่วงควำมเขม้สีตั้งแต่ 0-5 เม่ือ 0 = ไม่มีสี, 5 = สี
เขม้สุด  
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http://image.frompo.com/da5d0e7208fb87b417303c3195545328 

http://www.getdomainvids.com/keyword/api%20zym/
http://image.frompo.com/da5d0e7208fb87b417303c3195545328
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ตำรำงท่ี ช.2 กำรอ่ำนผลของ API Coryne 

หลุม
ทดสอบ 

ปฏิกิริยำหรือเอนไซม ์ กำรอ่ำนผล 
Negative Positive 

Nit Nitrate reduction colorless 
very pale pink 

dark pink or red 

Pyz Pyrazinamidase colorless 
very pale brown 
very pale orange 

Brown or orange 

PyrA Pyrrolidonyl Arylamidase colorless 
pale orange 

orange 

Pal Alkaline phosphatase colorless 
beige - pale purple 
pale orange 

purple 

β Gur β-Glucuronidase colorless 
pale grey 
pale beige 

blue 

β Gal β-Galactosidase colorless 
beige - pale purple 

purple 

α Glu α-Glucosidase colorless 
beige - pale purple 
pale green 

purple 

β Nag N-Acetyl-β-Glucosamidase colorless 
beige - pale purple 
pale brown 
pale grey 

brown 

Esc Esculin (β-Glucosidase) Colorless or grey black 
Ure Urease Yellow or orange Red or pink 
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Test Reactions/Enzymes Results 
Negative Positive 

Gel Gelatine (hydrolysis) no diffusion of 
black pigment 

diffusion of 
black pigment 

Glu Glucose fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Rib Ribose fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Xyl Xylose fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Man Mannitol fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Lac Lactose fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Sac Sucrose fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Glyg Glycogen fermentation Red or orange yellow or yellow - orange 
Cat  no bubbles  bubbles 
bioMérieux® sa api® Coryne http://www.biomerieux.com 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.biomerieux.com/


 

134 
 

ประวตัผู้ิเขยีน 

ช่ือ-สกุล  น.ส. นภสันนัท ์ โกษำวงั 

วนั เดือน ปี เกิด   29 กุมภำพนัธ์ พ.ศ. 2531 

ประวติักำรศึกษำ  ปีกำรศึกษำ 2553 วทิยำศำสตรบณัทิต  
    สำขำวชิำเทคโนโลยชีีวภำพ ส ำนกัวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำลยัแม่ฟ้ำหลวง 

ปีกำรศึกษำ 2549  ระดบัมธัยมปลำย  
โรงเรียนอรุโณทยั ล ำปำง จงัหวดัล ำปำง 

ผลงำนทำงวชิำกำร 

1. กำรน ำเสนอผลงำนประเภท poster presentation ในงำนประชุมวชิำกำรรระดบันำนำชำติ 

Kosawang N. and Lumyong S. 2013. Isolation and Identification of Chitinase from Soil 
Actinomycetes. Program & Abtract of the Burapha University International Conference “Global 
Change: Human and Social Impacts”, Jomtien Palm Beach Hotel & Resort, Pattaya, Thailand, July, 
4-5, 2013.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


