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บทที ่2 

ทบทวนเอกสาร 

2.1 ไคติน  
 
ไคติน เป็น โพลีเมอร์ชีวภาพ อยูใ่นกลุ่มคาร์โบไฮเดรตพวกอะมิโนโพลีแซคคาไรด์ ท่ีพบมาก

เป็นอนัดบัสองในธรรมชาติรองจากเซลลูโลส  สามารถพบไคตินไดใ้นส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เช่น พืช 
สัตว์ และ จุลินทรีย์ (Binod et al., 2005) แหล่งของไคตินในธรรมชาติ จะมีปริมาณของไคตินท่ี
แตกต่างกนัไปในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ไคติน ถือเป็นส่วนประกอบส าคญัของเปลือกส าหรับสัตวท่ี์ไม่มี
กระดูกสันหลงั ตวัอย่างเช่น สัตวท่ี์มีเปลือก หรือ กระดองแข็ง และ สัตวท่ี์มีปลอกแข็งหุ้มตวั พวก
แมลง และ สัตวท์ะเล ไดแ้ก่ กุง้ ปู ปลาหมึก (Singh, 2010; Songsiriritthigul et al., 2010) ในธรรมชาติ
ไม่พบไคตินบริสุทธ์ิ แต่จะพบในรูปแบบสารประกอบเชิงซ้อน อยู่รวมกบัโปรตีน และ เกลือของ
สารประกอบอินทรียอ่ื์นๆ (chitin protein complex) โดยไคตินเม่ือประกอบเป็นโครงสร้างภายนอก
ของสัตวพ์วกแมลงจะรวมเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของไคตินกบัโปรตีน ถ้าอยู่ในผนังเซลล์ของ 
เช้ือราจะเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกบัโปรตีน และ กลูแคน เน่ืองจาก ไคตินเป็นโพลีเมอร์ท่ียอ่ยสลาย
ไดย้าก มีโครงสร้างเป็นผลึก เพราะสมบติัทางเคมี และ ฟิสิกส์ ท าใหไ้คตินมีความเสถียร 

ไคตินมีโครงสร้างทางเคมีเป็นแบบโพลีเมอร์ท่ีมีโมเลกุลสายยาวของ N-acetyl-D-glucosamine 
(GlcNAc) ต่อกนัเป็นสายเช่ือมต่อกนัดว้ย β-1,4 glycosidic bond (Chang et al., 2007) มีสูตรโมเลกุล
คือ (C8H13O5N)n มีโครงสร้างทางเคมีคลา้ยกบัเซลลูโลส ต่างกนัตรงหมู่ของคาร์บอนต าแหน่งท่ี 2 คือ 
เซลลูโลสมีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ส่วนไคตินมีหมู่อะซิตาไมด์ (acetamide group) ไคติน 
จึงเป็นอนุพนัธ์ของเซลลูโลส คุณสมบติัท่ีเด่นชัดของไคติน คือ ไม่ละลายในน ้ า และ ตวัท าละลาย
อินท รีย์ทั่ ว ไป  ส าม ารถ ละล ายได้ ใน ก รด เข้ม ข้น  พ วกก รด เก ลื อ  ก รดก าม ะถัน  แล ะ  
กรดฟอสฟอริก  
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ไคตินท่ีพบในธรรมชาตินั้น แบ่งตามการจดัเรียงตวัภายในโมเลกุล ท่ีตรวจสอบดว้ยวิธี x-ray 
diffraction spectra ไดเ้ป็น 3 รูปแบบ (Dahiya el al., 2006) ดงัน้ี  

1) แอลฟาไคติน (α-chitin) เป็นโครงสร้างท่ีแข็งแรงมาก เพราะมีการจัดเรียงตัวอย่าง
หนาแน่น มีการจดัเรียงตวัภายในโมเลกุลแบบสวนทางกนั (antiparallel) และมีพนัธะไฮโดรเจนอยูใ่น
เส้นตรงเดียวกนั พบไดใ้นเปลือกของแมลง เปลือกกุง้ กระดองปู และ ผนงัเซลลข์องเช้ือรา 

2) เบตาไคติน (β-chitin) เป็นโครงสร้างท่ีพบได้น้อยในธรรมชาติ และ แข็งแรงน้อยกว่า
พนัธะแอลฟาไคติน เพราะมีการจดัเรียงตวัแบบขนานไปทางเดียวหรือในทิศทางเดียวกนั (parallel) จึง
จบักนัไดไ้ม่แข็งแรง ท าให้มีความเสถียรต ่า แต่มีความไวต่อปฏิกิริยาเคมีมากกว่าแอลฟาไคติน และ 
เบตาไคตินสามารถเปล่ียนรูปไปเป็นแอลฟาไคติน ได ้โดยท าปฏิกิริยากบั กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้
พบไดใ้น แกนปลาหมึก 

3) แกมมาไคติน (λ-chitin) มีการจดัเรียงตวัภายในโมเลกุลในลกัษณะไม่แน่นอน มีทั้งแบบ
สวนทางกนัและทิศทางเดียวกนั 

2.2 ไคติเนส 

ไคติเนส เป็นกลุ่มของเอนไซม์ (chitinolytic enzyme) จ าพวก hydrolase ท่ีสามารถย่อยสลาย 
ไคติน ในกระบวนการไฮโดรไลซีส (hydrolysis) มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลายไคติน (Kuddus and 
Ahmad, 2013) โด ยไป เร่ งก ารย่อ ยส ล ายไค ตินท าให้ ได้ส าร โม เลกุ ล ขน าด เล็ ก  จ าพ วก  
โอลิโกเมอร์ (oligomer) หรือ โมโนเมอร์ (monomer) และ ได้ผลผลิตเป็น N-acetyl-D-glucosamine 
อิสระท่ีเป็นน ้าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ออกมา (Bansode and Bajekal, 2006) 

กลุ่มของเอนไซม์แบ่งออกเป็นสองกลุ่ม คือ exochitinase และ endochitinase (Bhattacharya et 
al., 2007) 

1) Exochitinase enzymes แ บ่ ง อ อ ก เป็ น  2 ช นิ ด  คื อ  N-acetyl glucosaminidase แ ล ะ 
chitobiosidase จะย่อยสลายจากปลายด้าน non-reducing end ให้ เป็นหน่วยย่อย ได้
ผลิตภณัฑเ์ป็น N-acetylglucosamine โมเลกุลเด่ียว หรือ chitobiase  

2) Endochitinase enzymes (chitinase) จะย่อยสลายพันธะ glycosidic แบบ สุ่มภายใน
โมเลกุลของไคติน ภายในสายของโพลิเมอร์ โดยกระบวนการ hydrolysis จะได้
ผลิตภณัฑส่์วนใหญ่เป็น chitooligosaccharide (diacetylchitobiose, triacetylchitobiose)   
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เอนไซม์ไคติเนส สามารถพบได้ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด ทั้ งในส่ิงมีชีวิตท่ีมีไคตินเป็น
ส่วนประกอบของโครงสร้าง เช่น เช้ือรา แมลง ไส้เดือนฝอย กุง้ ปู และ สาหร่าย (Liau and Lin, 2008) 
และ ในส่ิงมีชีวิตอีกหลายชนิด ท่ีไม่มีไคตินเป็นส่วนประกอบในโครงสร้างแต่มีการสร้างเอนไซม ์
ไคติเนสได ้เช่น สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม พืช และ จุลินทรีย ์เป็นตน้ ในส่ิงมีชีวิตเหล่าน้ี อาจมีการสร้าง
เอนไซม์ชนิดน้ีข้ึนภายในเซลล์ตลอดเวลา (constitutive enzyme) แต่สร้างในปริมาณท่ีต ่ า หรือ 
จ าเป็นตอ้งมีตวัชกัน า (inducible enzyme) ให้เกิดการสร้างเอนไซมข้ึ์นมา (Taechowisan et al., 2003) 
แหล่งของเอนไซม์ท่ีส าคญัในปัจจุบนั มาจากจุลินทรีย ์เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถผลิตไดใ้นปริมาณ
มาก มีตน้ทุนการผลิตท่ีต ่า และ สามารถเพิ่มผลผลิตไดโ้ดยการปรับปรุงสายพนัธ์ุ ซ่ึงไม่สามารถท าได้
ในสัตว ์และ พืช ซ่ึงในเซลล์พืชไม่มีไคตินเป็นองค์ประกอบ แต่พืชผลิตเอนไซม์ไคติเนสข้ึนมาเพื่อ
ป้องกันการเข้าท าลายของเช้ือก่อโรค หรือ เม่ือถูกรุกรานจากเช้ือก่อโรค หรือ เม่ือเกิดบาดแผล 
เอนไซม์น้ีมีความเก่ียวขอ้งกบักลไกของพืช สามารถพบไดใ้นบริเวณท่ีเช้ือเขา้ท าลายไดง่้าย เช่น ราก 
ใบ เมล็ด เน่ืองจากพืชจะพฒันาเป็นกลไกในการป้องกนัตนเองจากเช้ือโรค และ ความเครียดต่างๆท่ี
เกิดข้ึน (Bhattacharya et al., 2007; Dahiya el al., 2006)   

สัตว์จ  าพวกแมลง และ สัตว์ทะเลมีเปลือก เช่น กุ้ง ปู  จะมีไคตินเป็นส่วนประกอบใน 
เปลือกของสัตวเ์หล่าน้ี ท าใหเ้ปลือกแขง็แรง และ คงรูปไดดี้ สามารถพบเอนไซมไ์คติเนสได ้และ พบ
ไคติเนสไดใ้นสัตวบ์างชนิดท่ีไม่มีไคตินเป็นส่วนประกอบ ไดแ้ก่ ปลา และ สัตวเ์ล้ือยคลานบางชนิด 
ท่ีใช้ไคตินเป็นแหล่งอาหาร สามารถพบเอนไซม์ไคติเนสได้บริเวณตบัอ่อน และ เยื่อหุ้มกระเพาะ
อาหาร พวกสัตว์ขาปล้อง ท่ีไม่มีกระดูกสันหลัง พบว่าเอนไซม์ไคติเนสมีความเก่ียวข้องกับการ
เปล่ียนแปลงของผิวหนังชั้ นนอก การลอกออกของเปลือกเก่า การเคล่ือนท่ี และ การย่อยสลาย
สารอาหารในสัตว์เหล่าน้ี และ ในผนังเซลล์ของเช้ือรามีไคตินเป็นส่วนประกอบ พบว่าเอนไซม ์
ไคติเนสมีความส าคญักบัเช้ือรามากโดยจะเก่ียวขอ้งกบัการ autolysis เพื่อปล่อยสปอร์ เพื่อให้เกิดการ
ยืดยาวของ stripe (stripe elongation) ใน Basidiomycete และ เช้ือราบางชนิดสร้างเอนไซม์ไคติเนส
เพื่อช่วยในการยอ่ยสลาย และ การเคล่ือนท่ีของสารอาหาร ใชใ้นการเจริญของเส้นใย (Bhattacharya et 
al., 2007; Dahiya el al., 2006)   

ในแบคทีเรียไม่พบไคตินเป็นส่วนประกอบ แต่พบเอนไซม์ไคติเนส เพราะแบคทีเรียสร้าง
เอนไซม์ไคติเนสมาย่อยสลายไคตินให้เป็นแหล่งคาร์บอน และ พลังงานเพื่อการด ารงชีวิต และ  
ในแอคติโนมยัซีทไม่พบไคตินเป็นส่วนประกอบ แต่สามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนส และ หลัง่ออกมา
นอกเซลล์ได้ เพื่อรับสารอาหาร และ พลงังานจากการย่อยไคตินท่ีอยู่ในดิน ในปีค.ศ. 1981 William 
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และ Robinson อา้งโดย มธุรส (2545) ไดท้  าการศึกษาบทบาทของ Streptomyces sp. ในการยอ่ยสลาย
ไคตินท่ีมีสภาพเป็นกรด พบว่ามีการย่อยสลายเกิดข้ึนสองขั้นตอน ในขั้นตอนแรก Streptomyces ใน
กลุ่ม acidophile จะยอ่ยสลายไคตินในดินท่ีท าให้เกิด ammoniumfication ต่อจากนั้น Streptomyces ใน
กลุ่ม neutrophile จะย่อยสลายไคตินท่ีไดต่้อไป ผลจากการย่อยสลายไคตินในดินจาก Streptomyces 
sp. ทั้งสองกลุ่มท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของค่า pH ในดินใหมี้สภาพเป็นกลางหรือด่างมากข้ึน  

ในการศึกษาไคติเนสจากแหล่งต่างๆกนั พบวา่ มีคุณสมบติัไม่เหมือนกนั (Binod et al., 2005) 
เน่ืองจาก ส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด จะผลิตเอนไซม์ไคติเนส เพื่อจุดประสงค์ท่ีแตกต่างกัน ข้ึนอยู่กับ 
physiology และ การน าไปใช้งาน (Bhattacharya et al., 2007) ตวัอย่างเช่น ในตารางท่ี 2.1 จะแสดง
ตวัอย่างของเช้ือจุลินทรียจ์ากงานวิจยัท่ีพบว่าสามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้ ไม่ว่าจะเป็น เช้ือรา 
แบคทีเรีย และ แอคติโนมยัซีท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ตาราง 2.1 ตวัอยา่งเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนส  

จุลินทรีย ์ จีนสั (strains) แยกจาก (isolated from) เอกสารอา้งอิง  

Actinomycete Streptomyces sp. Brazilian soil under cerrado vegetation cover (Gome el al., 2000) 

Fungi Aspergillus sp. 
Trichoderma sp. 
Myrothecium sp. 
Beauveria sp. 

Chitin-rich soils at shrimp drying fields (Patidar el al., 2005)  

Actinomycete Streptomyces venezuelae p10  Soil of coastal region  (Mukherjee and Sen, 2006) 
Actinomycete Streptomyces canus 

Streptomyces  pseudogriseolus 
Micromonospora brevicatiana 

Krishna river  (Mane and Deshmukh, 2009) 

Bacteria Paenibacillus sp. D1 Various intertidal zones, fish drying yards  (Singh, 2010) 
Actinomycete Streptomyces champavatii AZ-1 Water and sediments of the Mideterenian and Red sea coast (El-Dein el al., 2010) 

Bacteria  Thermophilic Paenibacillus sp. Hul Soil sample from hot spring (De-hui et al., 2011) 
Bacteria Bacillus thuringiensis R 176 Rhizoshgere soil samples from paddy fields  (Chaiharn et al., 2012) 
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2.3 แอคติโนมัยซีท 

แอคติโนมยัซีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีพบมากในดิน และ มีปริมาณร้อยละของเบส guanine 
และ  cytosine (G+C) สู งกว่าแบค ที เรียแก รมบวกทั่วๆ ไป  (Goodfellow and Williams, 1983)  
เป็นแบคทีเรียรูปร่างคลา้ยเช้ือรา โดยอาหารท่ีเหมาะสมในการแยกแอคติโนมนัซีท มกัจะมีการเติม
ส่วนผสมของแหล่งคาร์บอน และ ไนโตรเจนในปริมาณท่ีสูงกว่าปกติ เน่ืองจากแอคติโนมัยซีท
ตอ้งการปริมาณของคาร์บอน และ ไนโตรเจน ท่ีสูงในการเจริญ ตวัอยา่งอาหารท่ีใชใ้นการแยกเช้ือคือ 
Humic acid-Vitimin (HV), Starch-Casein medium (SC) และ Glycerol-Arginine agar (GA) ซ่ึงอาหาร
ท่ีนิยมใช้ในการเพาะเล้ียงคือ Hickey-Tresner (HT) และ ISP 2 หรือ Yeast-malt extract (YM) โดย
อาหารทั้งสองชนิดนั้นมีแหล่งของคาร์บอน และ ไนโตรเจนในปริมาณท่ีสูงเช่นเดียวกนั (พงศ์ระวี, 
2558) 

 

 

 

 

ภาพ 2.1 ลกัษณะการเจริญของโคโลนีของเช้ือแอคติโนมยัซีท  

การเจริญของแอคติโนมยัซีท จะมีการสร้างเส้นใย ซ่ึงจดัเป็นเส้นใยท่ีแท้จริง จากนั้นสร้าง 
เส้นใยข้ึนมา 2 ลักษณะ คือ เส้นใยใต้ผิวอาหาร (substrate mycelium) และ เส้นใยเหนือผิวอาหาร 
(aerial mycelium) (Sujada et al., 2014) โคโลนีของแอคติโนมยัซีท เกิดจากการอดัรวมกนัแน่นของ
เส้นใย ท าให้มีลกัษณะแข็งคลา้ยยางฝังอยู่บนผิวหน้าอาหาร การสร้างสปอร์ของเช้ือจะคลา้ยกบัการ
สร้างสปอร์ของเช้ือรา การสร้างสปอร์ของแอคติมยัซีท มีหลายรูปแบบ แบ่งตามการจ าแนกของ Vobis 
ในปี ค.ศ. 1997 อา้งโดย พงศร์ะว ี(2558) ได ้3 แบบ คือ  

1. การสร้างสปอร์แบบเด่ียว จะพบได้บ่อยในแอคติโนมยัซีทหลายสกุล พบได้บ่อยสุดคือ 
Micromonospora ก้านชูสปอร์ มีลักษณะเป็นก้านสั้ นๆ แตกก่ิงแยกออกมาโดยตรงจาก 
เส้นใยสับเตรท การสร้างสปอร์จะเกิดจากการพองตวับริเวณปลายของเส้นใย มีการสร้าง
ผนงักั้นข้ึน และ พฒันาเป็นสปอร์ท่ีสมบูรณ์ 

http://classroom.sdmesa.net/eschmid/Lecture16-Microbio.htm 
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2. การสร้างสปอร์แบบสายโซ่  เกิดจากการแบ่งตวัของเส้นใยตามแนวขวางออกเป็นห้องๆ 
หลงัจากนั้น ผนงัเซลล์ท่ีเกิดจากการแบ่งตวัของเส้นใยตามแนวขวางจะพฒันาไปเป็นผนงั
สปอร์ท่ีสมบูรณ์ สายสปอร์ท่ีสร้างข้ึนยงัสามารถแบ่งไดห้ลายชนิดตามจ านวนของสปอร์ 
เช่น การสร้างสปอร์ทีละคู่ การสร้างสปอร์แบบต่อสายสั้ นๆ และ การสร้างสปอร์แบบ 
ต่อสายยาว 

3. การสร้างสปอร์แบบถุงหุ้ม ตวัสปอร์จะมีการสร้างไดห้ลายรูปแบบ และ บรรจุอยู่ภายใน 
ถุงหุ้มจนกว่าจะแตกออก และ ปลดปล่อยสปอร์สู่ธรรมชาติ ซ่ึงถุงหุ้มไม่ได้จดัเป็นส่วน
หน่ึงของสปอร์ แต่จะท าหนา้ท่ีแค่ห่อหุม้สปอร์เอาไวเ้ท่านั้น  
 

แอคติโนมยัซีทมีอตัราการเจริญช้ากว่าแบคทีเรีย และ เช้ือรา ประมาณ 7-14 วนั จึงจะสร้าง
โคโลนีท่ีสมบูรณ์ คือ มีทั้งเส้นใยใตผ้ิวอาหาร และ เส้นใยเหนืออาหารปรากฏให้เห็น อาจใช้เวลาถึง
หน่ึงเดือน ส าหรับชนิดท่ี เจริญช้า ในบางชนิดท่ีสร้างเส้นใยทั้ งสองแบบ ในธรรมชาติพบ 
แอคติโนมัยซีทเจริญแบบ saprophyte คือ จะท าการย่อยสลายสารประกอบอินทรีย์ เพื่ อการ
เจริญเติบโต  พบได้หลายแห่ง เช่น ในน ้ า อากาศ ดิน และ พืช แต่ส่วนใหญ่มักพบในดินท่ีเป็น 
กรดอ่อนถึงกลาง ระหวา่ง 3.6-6.5 ท่ีอุดมไปดว้ยสารอินทรีย ์ ในปี ค.ศ. 1997 การทดลองของ Vobis 
อ้างโดย พงศ์ระวี (2558) รายงานว่าภายในผนังเซลล์ของแอคติโนมัยซีทประกอบด้วยชั้ นของ 
เปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) การสร้างเปปติโดไกลแคนของแอคติโนมยัซีทเกิดจากการรวมตวั
กนัของโพลิเมอร์เปปไทด์ และไกลแคนท่ีประกอบด้วย กรดอะมิโน และ น ้ าตาล องค์ประกอบท่ี
ส าคญัของเปปติโดไกลแคน คือ polysaccharide ท่ีประกอบดว้ยอนุพนัธ์ของน ้ าตาลสองชนิดคือ NAG 
และ NAM เรียงตวักันเช่ือมต่อด้วยพนัธะ β-1,4 glycosidic ซ่ึงพนัธะน้ีจะมีความแข็งแรงมาก ปกติ
แลว้เปปติโดไกลแคน จะมีการเรียงตวัเป็นชั้นหนา มีการเช่ือมกนัดว้ยพนัธะ tetra peptide โดย พนัธะ 
tetra peptide  เกิดจากการเรียงตัวเช่ือมต่อกันของกรดอะมิโน L-alanine D-alanine glutamic และ 
lysine หรือ DAP โดยท่ี DAP จะสร้างพนัธะท่ีเรียกวา่ peptide interbridge เช่ือมกบัหมู่คาร์บอกซิลของ
กรดอะมิโน D-alanine  ในบริเวณปลายสายของพนัธะ tetra peptide อีกฝ่ังเพื่อยึดชั้นของไกลแคนอีก
ชั้นเขา้ดว้ยกนั โคโลนีของแอคติโนมยัซีทจะประกอบดว้ย เส้นใยหลากหลายช่วงอายุ เส้นใยรอบนอก
โคโลนีจะเป็นเส้นใยท่ีมีอายุน้อย มักไม่มีการสร้างสารปฏิชีวนะ แต่จะท าหน้าท่ีในการดูดซึม
สารอาหาร เพื่อการเจริญมากกว่า  ในขณะท่ีเส้นใยตรงกลางโคโลนีจะเป็นเส้นใยท่ีมีอายุมากซ่ึงจะมี
การปรับเปล่ียนหน้าท่ีมาสร้างสปอร์แทน พบว่าเส้นใยบริเวณท่ีมีการสร้างสปอร์จะมีการสร้างสาร
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ปฏิชีวนะออกมา และ ยงัสร้างฮอร์โมนไปกระตุน้ให้เส้นใยบริเวณรอบนอกโคโลนีเร่ิมแสดงออก
สร้างสารปฏิชีวนะ และ สปอร์ดว้ย 

การวิ เคราะห์ผนังเซลล์ เป็นการศึกษาความแตกต่างของชนิดของกรดอะมิโนท่ี เป็น
องค์ประกอบภายในเปปติโดไกลแคน ในแอคติโนมัยซีทสามารถพบกรดไดอะมิโนไพเมลิค 
(diaminopimeric acid) ห รือ DAP ได้สองรูปแบบ คือ LL-DAP และ  meso-DAP ซ่ึ งจะใช้ความ
แตกต่างของ DAP ในการจ าแนกกลุ่มของแอคติโนมยัซีท วิธีการระบุชนิดของ DAP ไดรั้บการคน้พบ
คร้ังแรกเม่ือปี ค.ศ. 1979 โดย Harper and Davis ท่ีน าเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบแผ่นบางชนิด 
สองมิติมาใช้ในการแยกโมเลกุลของ LL-DAP และ meso-DAP ออกจากกนั โดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ี
สองชนิด พบว่า LL-DAP จะละลายในวฏัภาคเคล่ือนท่ีได้ดี และ ดูดซับกับวฐัภาคคงท่ีน้อยท าให้
เคล่ือนท่ีบนแผน่ TLC ไดดี้กวา่ meso-DAP จึงพบต าแหน่งของ LL-DAP อยูสู่งกวา่ meso-DAP แต่วิธี
น้ีเป็นวิธีท่ีส้ินเปลือง และ ใช้เวลาในการทดสอบนาน ในปี ค.ศ. 1983 Hasegawa อา้งโดย พงศ์ระวี 
(2558)  จึงไดพ้ฒันาวฏัภาคเคล่ือนท่ีเพียงชนิดเดียวร่วมกบัเทคนิคโครมาโตรกราฟีแบบแผน่บางชนิด
หน่ึงมิติ อ่านผลเหมือนวธีิแรก แต่จะตอ้งใชเ้คร่ือง HPLC เขา้มาช่วยในการตรวจสอบดว้ย 

การระบุชนิดโดยใช้เทคนิคทางดีเอ็นเอ โดยการศึกษายีนส่วน 16S rRNA  พบว่า ยีนส่วน  
16S rRNA เป็นยีนท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุด ในการช่วยระบุสายพนัธ์ุของแอคติโนมยัซีท เพราะยีน 
16S rRNA เป็นส่วนหน่ึงของไรโบโซมท่ีจ าเป็นส าหรับการสร้างโปรตีน จึงมีความคงตวัสูงเม่ือเทียบ
กบัยีนอ่ืน และ มีความยาวเฉล่ียท่ีเหมาะสมท าให้ง่ายต่อการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ เม่ือท าการ
อ่านล าดบันิวคลีโอไทด์บนยีนส่วน 16S rRNA    แล้วน าผลท่ีได้ไปเปรียบเทียบในฐานข้อมูลของ 
rRNA ต่างๆเช่น Genbank (NCBI) โดยเลือกใช้ Nucleotide BLAST (BlastN) เพื่อดูความเหมือน และ 
ความต่างของยีนส่วนน้ีกบัสายพนัธ์ุท่ีใกลเ้คียง เม่ือท าการเปรียบเทียบแลว้ ถา้ล าดบันิวคลีโอไทด์ มี
ความเหมือนกนันอ้ยกวา่ร้อยละ 97 แสดงวา่จุลินทรียช์นิดนั้นมีโอกาสเป็นชนิดใหม่   

แอคติมยัซีทท่ีอยูใ่นดิน จะอาศยัการยอ่ยสลายสารประกอบทางชีวเคมี เพื่อให้ไดม้าซ่ึงพลงังาน
และ สารอาหารในการเจริญเติบโต เน่ืองจากในดินมีการสะสมของสารประกอบอินทรีย ์ ท่ีเป็นแหล่ง
อาหารของแอคติโนมยัซีทในปริมาณท่ีมาก และ เป็นแหล่งท่ีพบเม็ดสี สารพิษ ฮอร์โมนพืช เอนไซม ์
สารปฏิชีวนะ สารยบัย ั้งเอนไซม์ การพฒันาสารภูมิคุ้มกนั และ วิตามิน (Bhattacharya et al., 2007)  
ซ่ึงสารเหล่าน้ีมีมูลค่าทางเศรษฐกิจและเก่ียวขอ้งกบัการด าเนินชีวิตของมนุษย ์เป็นการควบคุมการ
แสดงออกขั้นสูงโดยจะไม่พบการสร้างสารปฏิชีวนะในขณะท่ีเซลล์ท่ีอายุน้อยหรือเม่ือเซลล์ยงัมี
อาหารส าหรับการเจริญอย่างอุดมสมบูรณ์หรือมีปริมาณของคาร์บอน ไนโตรเจน และ ฟอสฟอรัส
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อยา่งเพียงพอ เพราะสารเหล่าน้ีจดัเป็นตวักดการแสดงออกของยีนท่ีท าหนา้ท่ีในการควบคุมการสร้าง
สารปฏิชีวนะ เม่ือเซลล์เร่ิมเจริญเขา้สู่ภาวะท่ีสารอาหารมีจ ากดัหรือสภาวะขาดแคลนสารอาหาร การ
สร้างสารปฏิชีวนะจึงถูกกระตุน้ข้ึน 

 แอคติโนมยัซีทจดัเป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างสาร secondary metabolite ท่ีมี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจได้หลายชนิด และ สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการทาง
อุตสาหกรรมได้ เช่น ฮอร์โมนพืช เอนไซม์ และ สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ หรือ สารปฏิชีวนะ 
Goodfellow and Williams (1983) รายงานวา่แอคติโนมยัซีทท่ีมีความสามารถผลิตเอนไซมย์่อยสลาย 
เซลลูโลส ลิกนิน เฮมิเซลลูโลส เพคติน เคราทิน และ ไคติน ท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัของซากพืช และ 
สัตว ์จะเจริญในดินไดดี้  ในปี ค.ศ. 1993 Miyashita และ Fujji อา้งโดย พงศร์ะว ี(2558) พบวา่สามารถ
เหน่ียวน าให้เช้ือสร้างเอนไซม์ไคติเนสได้มากข้ึน ถ้าเติมสารตั้งต้นจ าพวก แพคติน ไซแลน และ 
เซลลูโลส ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ ในการกระจายตวัของแอคติโนมยัซีท มกัพบสกุล Streptomyces 
ได้บ่อย และ พบมากในทุกสภาวะ เม่ือเทียบกับสกุลอ่ืน เช่น Actinoplanes, Amycolatopsis และ 
Catenuloplanes  

2.4 การสร้างเอนไซมไ์คติเนสในแอคติโนมยัซีท 

การสร้างเอนไซมไ์คติเนสโดยแอคติโนมยัซีทในหอ้งปฎิบติัการ มีการศึกษากนัมาก ซ่ึงปริมาณ
ของเอนไซม์จะข้ึนกับปัจจัยต่างๆกันแล้วแต่ชนิดของเช้ือแอคติโนมัยซีท จากการศึกษา พบว่า  
แอคติโนมยัซีทหลายชนิดสามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนสได ้ถึงแมจ้ะไม่มีไคตินเป็นส่วนประกอบ  
ตั ว อ ย่ า ง เ ช่ น  Micromonospora carbonacea (El-Tarabily et al., 2000), Amycolatopsis orientalis 
(Murata et al., 2005) โดยเฉพาะกลุ่มของ Streptomycete ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตโปรตีน และ 
สารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ได้เป็นจ านวนมาก เช่น Streptomyces halstedii (Joo, 2005),  
S. venezuelae p10 (Mukherjee and Sen, 2006), S. canus, S. pseudogriseolus แ ล ะ  M. brevicatiana 
(Mane and Deshmukn, 2009) และ ในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือแอคติโนมัยซีทนั้ นได้มี
การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต และ สร้างเอนไซม์ โดยการศึกษาอุณหภูมิท่ี
เหมาะสม ค่ากรดเบส และ สารอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต เป็นตน้ โดยวดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์และ ค่า specific activity ของเอนไซม ์ 

เช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีผลิตเอนไซม์ไคติเนส ได้ทั้ งในอาหารแข็งและอาหารเหลว เม่ือมี 
แหล่งไคตินท่ีเหมาะสม ตัวอย่างเช่น เช้ือ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 สามารถผลิต
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เอนไซม์ไคติเนสได ้เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวปริมาตร 100 ml ท่ีมี colloidal chitin เป็นสับเตรท น าไป
บ่มบนเคร่ืองเขย่า อุณหภูมิ 50 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้ค่า chitinase activity สูงสุดเท่ากับ 1,130 
mU/ml (Tsujibo et al., 1993) หรือ การทดลองของ Gomes และ คณะ (2000) ท าการศึกษาการย่อย
สลายไคตินบนอาหารแข็ง พบว่าเช้ือแอคติโนมยัซีท 49 ไอโซเลตสามารถสร้างวงใสได ้จากนั้นท า
การเล้ียงเช้ือ Streptomyces sp. 5 ไอโซเลทท่ีมีการสร้างวงใสสูง ลงในอาหารเหลวท่ีมี colloidal chitin 
เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ ไอโซเลท M7a, M08 ใหค้่า endochitinase activity ท่ีดีท่ีสุด เม่ือเทียบกบัเช้ือ
ทางการคา้ (Streptomyces griseus) และ ไอโซเลท M08 ให้ค่า specific activity สูงกว่าเช้ือทางการคา้ 
แมจ้ะเปล่ียนสับสเตรทเป็น Mu-(GlcNac)3 ผลท่ีไดก้็ไม่แตกต่างกนั ส าหรับค่า endochitinase activity 
ท่ีมี glycol chitin เป็นสับสเตรท ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า ค่า pH ท่ีเหมาะสมของเช้ือ
แอคติโนมยัซีททั้ง 5 ชนิด อยูใ่นช่วงเบส คือ มากกวา่ 7 และ เช้ือไอโซเลท 218 ให้ค่า specific activity 
สูงสุด เท่ากบั 190 U/mg protein ท่ี pH 8.0 และ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเช้ือ อยูใ่นช่วง 40-50 °C โดย
ท่ีเช้ือไอโซเลท 218 ให้ค่า chitinase activity สูงสุดท่ีอุณหภูมิ 50 °C เม่ือน าไปทดสอบ antifungal ทั้ง 
5 ไอโซเลท กับเช้ือรา 3 ชนิด ได้แก่ Fusarium soloni, Aspergillus parasiticus และ Magnaphorte 
grisea พบวา่มี 3 ไอโซเลทท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคได ้คือไอโซเลท 208 , 218 และ 
M08 (Tsujibo et al., 1993) 

จากงานวิจยัของ El-Tarabily ในปี 2000 ท าการแยกเช้ือจากตน้ผกักาดหอม ไดแ้บคทีเรีย 85 
ไอโซเลท และ แอคติโนมยัซีทกลุ่ม Streptomyces 94 ไอโซเลท และกลุ่ม Non-Streptomyces 35 ไอโซ
เลท จากนั้นน าเช้ือทั้งหมดไปทดสอบบนอาหารแข็ง colloidal chitin agar (CCA) โดยดูจากค่า HC 
value พบว่า แบคทีเรีย 23 ไอโซเลท และ แอคติโนมยัซีทกลุ่ม Streptomyces 38 ไอโซเลท และกลุ่ม 
Non-Streptomyces 15 ไอโซเลทท่ีสามารถสร้างวงใสได ้จากนั้นน าไปเล้ียงในอาหาร MSM เพื่อหาค่า 
chitinase activity ผลการทดลองพบว่า เช้ือ แบคทีเรีย Serratia marcescens ให้ค่า activity สูงสุด 
เท่ากับ 5,510 mU/ml รองลงมาคือ แอคติโนมัยซีทสองไอโซเลทคือ Streptomyces viridodiasticus 
(4,080 mU/ml) แ ล ะ  Micromonospora carbonacea (3,680 mU/ml) (El-Tarabily et al., 2000) แ ล ะ 
จากการทดลองของ Kim และ Ji ในปี ค.ศ. 2001 ท าการหาค่า chitinase activity และ specific activity 
ของเช้ือ Streptomyces griseus HUT 6037 โดยเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนสองชนิดคือ powder chitin 
และ colloidal chitin ผลการทดลองพบว่า เม่ือมี powder chitin เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าสร้าง
เอนไซม์สูงสุดท่ีวนัท่ี 5 ค่า chitinase activity เท่ากับ 8,600 mU/ml ส่วนเม่ือใส่ colloidal chitin เป็น
แหล่งคาร์บอนนั้นพบวา่ ค่า chitinase activity นอ้ยกวา่ powder chitin แต่ค่า specific activity ท่ีวนัท่ี 5 
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(12.6 U/mg protein) นั้นมากกว่าของ powder chitin (8.3 U/mg protein) จึงเลือก colloidal chitin เป็น
แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม (Kim and Ji, 2001) 

Taechowisan et al., 2003 ศึกษาการสร้างวงใสบนอาหารแข็ง colloidal chitin agar (CCA) 
และวดัค่า chitinase activity พบวา่เช้ือ Streptomyces aureofaciens CMU Ac-130 ให้ค่าสูงสุด (0.0833 
mU/ml) จากนั้นท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า ท่ีความเข้มข้น 1% (w/v) colloidal chitin บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30-40 °C ท่ีค่า pH ของอาหารเท่ากบั 6.5-7.0 หลงัจากนั้น ท าการทดสอบน ้ าตาลทั้งสิบชนิด 
(sugar addition) ท่ี ความ เข้มข้น  0.5% (w/v) พบว่า  ค่ า  chitinase activity ของ arabinose fructose 
lactose cellobiose glucose และ sucrose ให้ค่า chitinase activity น้อยกว่า 0.02 mU/ml และ NAG ให้
ค่าสูงสุด เท่ากบั 0.09 mU/ml เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม (0.08 mU/ml) และรองลงมาคือ raffinose (0.07 
mU/ml) mannose (0.06 mU/ml) และ xylose (0.04 mU/ml) ตามล าดบั ต่อมาน า NAG  มาหาค่าความ
เข้มข้นท่ีให้ค่า chitinase activity สูงสุด เม่ือใส่ลงในอาหารท่ีมี 1% colloidal chitin ผลการทดลอง
พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 และ 0.5% ให้ค่า สูงสุด เท่ากบั 0.09 mU/ml และ พบวา่ถึงแมจ้ะไม่ใส่ NAG 
เลย เช้ือก็สามารถสร้างเอนไซม์ได้เท่ากบั 0.09 mU/ml และ ท่ีความเขม้ขน้ของ NAG 0.5% ท่ีไม่ใส่ 
colloidal chitin พบวา่ไม่มีการสร้างเอนไซมไ์คติเนส แสดงวา่เอนไซมไ์คติเนสจะสร้างเม่ือมี colloidal 
chitin  จากนั้นทดสอบแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกัน 4 ชนิด ได้แก่ ball mill, crude chitin, colloidal 
chitin และผนงัเซลลข์องเช้ือ ก าหนดความเขม้ขน้ท่ี 1% (w/v) ผลการทดลองพบวา่ colloidal chitin ให้
ค่า chitinase activity สูงสุด 0.08 mU/ml (Taechowisan et al., 2003) 

จากงานวิจยัในปี 2005 โดยการศึกษาของ Joo ไดท้  าการเล้ียงเช้ือ Streptomyces halstedii AJ-7 
และหาความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 0.2% (w/v) colloidal chitin 
ให้ค่า chitinase activity เท่ากบั 4,100 mU/ml จึงเลือกมาศึกษาต่อ จากนั้นท าการศึกษาแหล่งคาร์บอน
เพิ่มเติม คือ CMC starch และ glucose ผลการทดลองพบว่าเม่ือใส่ CMC หรือ แป้ง ท่ีความเขม้ขน้ท่ี
น้อย จะผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้มากกว่า 1,000 mU/ml ตวัอย่างเช่น ใส่ 0.2% colloidal chitin และ 
0.1% CMC (chitinase activity = 1,080 mU/ml) หรือใส่ 0.2% colloidal chitin และ 0.1% starch จะได้
ค่า chitinase activity เท่ากบั 10,700 mU/ml แต่ถา้ใส่มากเกินไปจะไปยบัย ั้งการสร้างเอนไซมไ์คติเนส 
เช่นใส่  0.2% colloidal chitin และ 0.5% CMC ค่า chitinase activity เท่ ากับ  5,300 mU/ml หรือใส่ 
0.2% colloidal chitin และ 0.5% starch ค่า chitinase activity เท่ากับ 5,500 mU/ml ส่วน glucose นั้ น
พบว่าช่วยเพิ่มค่ากิจกรรมของเอนไซม์ โดยความเข้มข้นท่ีท าให้เอนไซม์สูงสุดคือ 0.4% (12,300 
mU/ml) แต่ถา้ใส่มากกวา่ 0.4% จะไปยบัย ั้งการสร้างเอนไซมไ์คติเนส  (Joo, 2005) 
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นอกจากการผลิตเอนไซม์ไคติเนสแล้ว เช้ือแอคติโนมยัซีทยงัสามารถสร้างสารต้านทาน 
เช้ือราในอาหารท่ีมีไคตินเป็นแหล่งคาร์บอนได ้ในการศึกษาของ Hoster และ คณะ ท าการศึกษาเช้ือ
แอคติโนมยัซีท 5 ไอโซเลท (MG1-MG5) โดยไอโซเลท MG3 เม่ือท าการระบุสายพนัธ์ุพบว่าเป็น 
Streptomyces griseus เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมี colloidal chitin เป็นสับเตรท บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
เป็นเวลา 3.7 ชั่วโมง ค่า specific activity เท่ ากับ 0.25 U/mg protein จากนั้ นท าการหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไคติเนส พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท่ากับ 45-50 °C และ ค่า pH ท่ี
เหมาะสมเท่ากบั 5-7 (Hoster et al., 2005) และ หลงัจากนั้นมีการศึกษาการผลิตเอนไซมไ์คติเนสของ 
เช้ือ S. venezuelae p10 โดยทดสอบในอาหารเหลว EPM ท่ีมี 0.6% (w/v) colloidal chitin จาก crab 
shell chitin บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 4 วนั เก็บน ้ าเล้ียงมาทดสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ พบวา่
ค่า specific activity เท่ากับ 8.35 U/mg protein (Mukherjee and Sen, 2006) และ ในการทดลองของ 
Gadelhak และคณะ ในปี 2005 ท าการแยกเช้ือ Streptomyces sp. บนอาหารแข็ง colloidal chitin agar 
(CCA) พบว่าส ามารถแยก เช้ื อได้  23 ไอโซ เลท  โดย มี  Streptomyces sp. 15 ไอโซ เลท  และ  
Non-Streptomyces 2 ไอโซเลท ท่ีให้ค่าวงใสสูงสุด จากนั้นหาค่า chitinase activity โดยเล้ียงเช้ือลงใน
อาห าร เหลว  Minimal synthetic medium (MSM) ท่ี มี  colloidal chitin เป็ นสั บ เตรท  พบว่า เช้ื อ 
Actinoplanes philippinensis ไ อ โ ซ เล ท  1, A. missouriensis ไ อ โ ซ เล ท  7 แ ล ะ  Streptomyces 
clavuligerus ไอโซเลท 40 ให้ค่ ากิจกรรมของเอนไซม์ เท่ ากับ  5,230, 4,770 และ 4,650 mU/ml 
ตามล าดบั (Gadelhak et al., 2005) 

ในการทดลองของ Bansode และ Bajekal ในปี 2006 ท าการแยกเช้ือจากดินแถบทะเลสาบท่ีมี
ค่าเป็นด่าง ได้ทั้ งหมด 15 ไอโซเลท จากนั้นท าไปทดสอบในอาหารแข็ง colloidal chitin agar ท่ีมี 
colloidal chitin เป็นสับเตรท พบ 5 ไอโซเลทท่ีให้ค่าวงใสสูง ไดแ้ก่ เช้ือแอคติโนมยัซีท Streptomyces 
albidoflavous SB1 และ S. albidoflavous VB3 และในการหาค่าความเป็นกรดด่างของอาหารท่ี
เหมาะสม  พบวา่เช้ือ S. albidoflavous SB1นั้นมีค่า pH ท่ีเหมาะสมท่ี 6 และเจริญไดถึ้ง pH 8 และ เช้ือ 
S. albidoflavous VB3 มีค่า pH ท่ีเหมาะสมท่ี 9 และ stability ท่ี pH 10 (Bansode and Bajekal, 2006) 
และ ในการทดลองของ Mane และ Deskmukh (2009) ไดท้  าการทดสอบเช้ือแอคติโนมยัซีททั้งหมด 
80 ไอโซเลท ในอาหารแข็ง colloidal chitin agar พบ 52 ไอโซเลทท่ีมีการสร้างวงใส ท าการเลือกเช้ือ 
3 ไอโซเลท ท่ีให้ค่าวงใสสูงสุด น าไประบุสายพนัธ์ุ ได้แอคติโนมัยซีททั้ งหมด 3 ไอโซเลท คือ 
Streptomyces canus KS10, S. pseudogriseolus BH1 แ ล ะ  Micromonospora brevicatiana RE14 
จากนั้น ท าการหาค่า pH ท่ีเหมาะสมของเช้ือ พบว่าท่ี pH 8 เป็นค่าท่ีเหมาะสม เพราะให้ค่า chitinase 
activity สูงสุดทั้ ง 3 เช้ือคือ S. canus KS10 (3,500 mU/ml) S. pseudogriseolus BH1 (3,200 mU/ml) 
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และ M. brevicatiana RE10 (4,000 mU/ml) และจากนั้ นหาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน ท่ี
เหมาะสม ในอาหารท่ีมี colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอน ผลการทดลองพบว่า ในเช้ือ S. canus 
KS10 ท่ีความเข้มข้น 1.2% ให้ค่า chitinase activity สูงสุด (4.8 U/ml) และ M. brevicatiana RE14 
ส่วนเช้ือ S. pseudogriseolus BH1 พบว่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 1% และศึกษาระยะเวลาใน
การสร้างเอนไซม์ พบว่าเช้ือทั้ง 3 เร่ิมสร้างเอนไซม์ท่ีวนัท่ี 3 และ สร้างสูงสุดวนัท่ี 6 ทั้ง 3 ไอโซเลท 
คื อ  S. canus KS10 (3,100 mU/ml) S. pseudogriseolus BH1 (4,200 mU/ml) M. brevicatiana RE14 
(3,400 mU/ml) และ  งานของ Naranaya และ  Vijayalakshmi ใน ปีค .ศ . 2009 ท าก ารศึกษ าเช้ื อ 
Streptomyces sp. ANU 6277 โดยหาวนัท่ีเช้ือสร้างเอนไซมสู์งสุด ท าการวดัเอนไซมทุ์กวนั พบวา่เช้ือ
เร่ิมสร้างเอนไซมท่ี์ 24 ชัว่โมง และสร้างสูงสุดท่ี 60 ชัว่โมง ค่า chitinase activity เท่ากบั 6,800 mU/ml 
และลดลงหลงัจาก 72 ชัว่โมง จากนั้นหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม ์โดยก าหนดช่วง 
0.25-2.5% ผลการทดลองพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 1% ใหค้่า chitinase activity สูงสุด เท่ากบั 7000 mU/ml 
รองลงมาคือ 0.5% (6,800 mU/ml) และ 1.5% (6,100 mU/ml) และ หาค่า pH ท่ีเหมาะสม ตั้ งแต่ 4-9 
พบว่าท่ี pH 6  ให้ค่า chitinase activity สูงสุด เท่ากบั 7,100 mU/ml รองลงมาคือ pH 7 (7000 mU/ml) 
โดยท่ีค่า pH อ่ืนนั้ นให้ค่า activity ต ่ ากว่า 4000 mU/ml หมดทุกค่า จากนั้ นหาแหล่งคาร์บอนท่ี
เหมาะสม ทั้งหมด 5 ชนิด พบว่า แป้ง ท่ีความเข้มข้น 0.2% ให้ค่า chitinase activity สูงสุด เท่ากับ 
7,220 mU/ml และพบว่า glucose กบั arabinose ไปยบัย ั้งการสร้างเอนไซม์เม่ือเทียบกับชุดควบคุม 
และ cellulose กบั maltose นั้นไม่มีผลต่อการสร้างเอนไซม ์จากนั้นศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 
ทั้งหมด 6 ชนิด ผลการทดลองพบว่า yeast extract ท่ีความเข้มข้น 0.4% ให้ค่า chitinase activity สูง
ท่ีสุด (8,840 mU/ml) เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม (6,980 mU/ml) 

 จากงานวิจยัของ Tang-um และ Niamsup ในปี ค.ศ. 2012 ท าการคดัเลือกเช้ือท่ีสามารถสร้าง
เอนไซมไ์คติเนสดว้ยวธีิการสร้างวงใส ท่ีมี colloidal chitin  เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า Streptomyces 
sp. ไอโซเลท P4  ใหค้่าวงใสสูงสุด จากนั้นท าการวดัการเจริญเติบโตของเช้ือ พบวา่ท่ีวนัท่ี 5 เช้ือสร้าง
เอนไซมสู์งสุด เท่ากบั 0.93 mU/ml และค่า specific activity เท่ากบั 0.050 U/mg protein เช้ือตวัน้ีสร้าง
เอนไซม์ในช่วง log phase โดยเร่ิมสร้างวนัท่ี 2 และสูงสุดท่ีวนัท่ี 5 หลงัจากวนัท่ี 5 ค่ากิจกรรมของ
เอนไซมเ์ร่ิมลดนอ้ยลง และ ต ่าสุดเม่ือเขา้สู่ช่วงของ stationary phase 
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2.5 การตรวจวดัค่าการท างานของเอนไซม์ไคติเนส  
 

2.5.1 ตรวจสอบความสามารถของเอนไซมบ์นอาหารแขง็ท่ีประกอบดว้ยไคติน  

งานวิจยัในปี 1994 ของ Frandberg and Schnurer อา้งโดย มธุรส (2545) ไดท้  าการศึกษา
ความสามารถของเอนไซม์โดยการดูวงใสท่ีเกิดข้ึนบนอาหาร chitin agar (0.075% (w/v) colloidal 
chitin, 2% (w/v) agar และ 0.02% (w/v) sodium azide ใน 50 m/mol potassium phosphate buffer pH 
6.1 วางแผ่น disc ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 5 mm บนจานอาหาร โดยชุดควบคุมวางตรงกลาง ส่วนจุด
อ่ืนๆจะตรวจสอบโดยหยดเอนไซมป์ริมาตร 20 µl ลงบนแผ่น disc บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง แลว้ตรวจดูวงใสท่ีเกิดข้ึน 

2.5.2 การตรวจวดัจากปริมาณผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยท่ีเกิดข้ึน 

ท าปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซมก์บัสับสเตรทภายใตส้ภาวะท่ีก าหนด ไคตินจะถูกยอ่ยสลาย
ให้มีโมเลกุลท่ีเล็กลงไดเ้ป็น reducing sugar การวดัอตัราการปลดปล่อยของ N-acetylglucosamine ท า
ไดห้ลายวธีิ คือ 

1) Imoto and Yagishita method (Imoto and Yagishita, 1971)  

ท าการตรวจสอบปริมาณของ poly-N-acetylglucosamine (NAG) โดยวิธี modified of Schales 
procedure โดยตรวจวดัปริมาณน ้ าตาลซ่ึงเป็น reducing sugar group ท่ีมีความเขม้ขน้ 0-0.15 mg ของ 
NAG เท่านั้ น โดยมีวิธีวดัดังน้ี เตรียม 0.5M sodium carbonate 1 L โดยชั่ง potassium ferricyanide  
0.5 g ละลายลงไป เก็บในขวดสีชา เม่ือต้องการวดั activity จะใช้ตวัอย่างปริมาตร 1.5 ml ร่วมกับ 
reagent 2 ml ปิดดว้ยกระดาษอลูมินมั ตม้น ้ าเดือด 15 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ วดัค่าการดูดกลืนแสง (OD) ท่ี
ความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร (nm) ใช้ N-acetylglucosamine เป็นสารละลายมาตรฐานในการท า
กราฟมาตรฐาน   

2) Miller method (Miller, 1959)  

ตรวจวัด  reducing sugar โดยใช้  dinitrosalicylic acid (DNS) reagent และ reaction mixture 
ประกอบด้วย  crude enzyme 0.3 ml และ 1% (w/v) swollen chitin 0.5 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็น
เวลา  1 ชัว่โมง จากนั้นเติม DNS reagent 0.75 ml เพื่อหยุดปฏิกิริยา น าไปตม้ในน ้ าเดือด เป็นเวลา 10 
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นาที น าสารละลายส่วนใสไปวดัการดูดกลืนแสง (OD absorbance) ท่ีความยาวคล่ืนท่ี 575 นาโนเมตร 
(nm) โดยใช ้N-acetylglucosamine เป็นกราฟมาตรฐาน  

3) Reissig method (Reissig et al., 1955)  

ท าการตรวจสอบค่า chitinase activity โดยการวดัหา N-acetylglucosamine ท่ีแยกออกมาจาก 
ไคตินโดยวิ ธีของ  Reissig (1955) ซ่ึ งพบว่า เป็นการว ัดโดยใช้  p-dimethylaminobenzaldehyde 
(DMAB) reagent เม่ือวดัแล้วพบว่า 1 หน่วยเท่ากับ 1 µmol ของ  N-acetylglucosamine ท่ีถูกปล่อย
ออกมาต่อ 1 นาที  ภายในสภาวะ ท่ี เหมาะสม ท าการตรวจวัด  N-acetyl amino sugar โดยใช ้ 
p-dimethylaminobenzaldehyde reagent (DMAB) และ reaction mixture ประกอบด้วย  0.5% (w/v) 
swollen chitin 0.2 ml  ผสมกบัเอนไซม ์0.2 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 °C เป็นเวลา  1 ชัว่โมง หยุดปฏิกิริยา
โดย  p-dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) reagent 3.0 ml น าไป ต้ม ในน ้ า เดื อด  3 น าที  น า
สารละลายส่วนใสไปวดั วดัการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืนท่ี 585 nm โดยใช ้N-acetylglucosamine 
เป็นกราฟมาตรฐาน 

2.5.3 Chromogenic assay (Robert and Selitrennikoff, 1988) 

ในปี  ค.ศ. 1988 Robert และ Selitrennikoff อ้างโดย สุดาพร (2540) ได้ท าการตรวจสอบ 
chitinase activity โ ด ย วัด ค่ า  p-nitrophenol ท่ี ถู ก ป ล่ อ ย อ อ ก ม าจ าก  p-nitrophenol-β-D-N,N-
diacetylchitobiose ซ่ึงเป็นวิธีการวดัหาค่าการท างานของไคติเนสอีกแบบหน่ึง ซ่ึงเป็นการตดัของ 
exochitinase โดยตดัจาก non-reducing end ของสับสเตรท จึงไดผ้ลลพัธ์ออกมาเป็น p-nitrophenol 

2.6 การน าเอนไซม์ไคติเนสไปใช้ประโยชน์ 

เอนไซมไ์คติเนส ถูกน ามาใชป้ระโยชน์ในกระบวนการต่างๆ อยา่งกวา้งขวางไม่วา่จะเป็นการ
น าไปย่อยสลายวสัดุเหลือใช้ทางการเกษตร และ อุตสาหกรรมอาหารทะเล การควบคุมทางชีวภาพ 
(biocontrol) การผลิตโปรตีนเซลล์เดียว เป็นต้น จึงท าให้ปัจจุบนัมีการศึกษาเพื่อพฒันา และ ผลิต
เอนไซม์ชนิดน้ีมากข้ึน โดยเอนไซม์ไคติเนสจะน าไคตินกลับมาใช้ใหม่ เป็นแหล่งคาร์บอน และ 
แหล่งไนโตรเจน โดยประยกุตว์ธีิในการท าให้ไคตินบริสุทธ์ิ และ ท าการปรับเปล่ียนไคตินท่ีไดม้าจาก
ของเสีย เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์เป็นประโยชน์ (Chaiharn et al., 2012) 
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1) การควบคุมทางชีวภาพ (biocontrol)  

แมลง และ เช้ือราท่ีเป็นสาเหตุให้เกิดโรคในพืช มีไคตินเป็นส่วนประกอบของโครงสร้างของ
ผนงัเซลล์ และ ในเปลือกหุ้มของแมลง (exoskeleton) ไคตินจึงเป็นเป้าหมายของไคติเนสในการยบัย ั้ง
โรคพืช น าจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส มายอ่ยไคตินเพื่อใช้เป็นสับเตรท จะไดส้ารตา้น
เช้ือรา เพื่อควบคุมโรคท่ีเกิดจากเช้ือรา (Bhattacharya et al., 2007)  

2) การผลิตโปรตีนเซลลเ์ดียว 

ใชไ้คติเนสประเภท endochitinase  ในการเปล่ียนแปลงเปลือกกุง้ และ ปลา ซ่ึงเป็นกากเหลือ
ทิ้งจากอุตสาหกรรมบางประเภทมาเป็นแหล่งอาหารในการเล้ียงเซลล์ยีสต์เพื่อใช้เป็นโปรตีนเซลล์
เดี ย ว  มี ร ายงาน ว่ าส าม ารถ ใช้  Myrothecium verrucaria ท่ี ส ร้ าง เอน ไซม์ ไค ติ เน ส ได้  แล ะ 
Saccharomyces cerevisiae ผลิตโปรตีนเซลล์เดียวจากวสัดุเหลือทิ้งท่ีมีไคตินเป็นองค์ประกอบ ซ่ึง
โปรตีนเซลล์เดียวท่ีผลิตได้ จะมีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 61% และมีกรดนิวคลีอิค ประมาณ 3.1% 
(Bhattacharya et al., 2007) 

3) การผลิต fungal protoplast 

การท า protoplast ของเช้ือรา เพื่อน ามาศึกษา การสังเคราะห์ผนังเซลล์ การผลิตเอนไซม์ออก
จากผนงัเซลล์ เตรียม protoplast โดยใชเ้อนไซมไ์คติเนสจ านวนมากในการยอ่ยสลายเส้นใย อาจจะใช้
เอนไซมช์นิดเดียว หรือ ใชเ้อนไซมท์ั้งสองชนิดร่วมกนัท า protoplast ก็ได ้ 

2.7 การออกแบบการทดลองทางสถิติ (Statistic experimental design) 

  การออกแบบการทดลองทางสถิติ  เป็นวิธีการท่ีใช้เทคนิคทางสถิติ และ คณิตศาสตร์ 
มาประยุกต์ใช้กับการทดลอง กระบวนการในการวางแผนการทดลองเพื่อจะได้มาซ่ึงข้อมูลท่ี
เหมาะสมโดยวิธีการทางสถิติ สามารถน าไปใช้หาขอ้สรุปได้ แมว้่าในทางทฤษฎีการออกแบบการ
ทดลองแบบ Full factorial design จะมีความแม่นย  าของผลสูงกวา่ แต่ในทางปฏิบติัอาจไดผ้ลท่ีแยก่วา่ 
เน่ืองจากยิ่งมีปัจจยัมาก จ านวนการทดลองหรือเง่ือนไขมากข้ึน ท าให้ควบคุมการทดลองไดย้าก และ 
เกิดความผิดพลาดเพิ่มมากข้ึน จึงน าหลักการน้ีมาใช้ประโยชน์เพื่อลดขนาดของการทดลอง หรือ
เรียกว่า Fractional factorial design เป็นการใช้หลกัการออกแบบการทดลองทางสถิติ ท าการทดลอง
เพียงบางเง่ือนไขจากทั้งหมด มีการลดเง่ือนไขการทดลองให้ลดน้อยลงจนเหลือขนาดการทดลองท่ี
สามารถท าไดจ้ริง จากในการทดลองท่ีมีปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาหลายปัจจยั มีหวัขอ้ยอ่ยคือ Plackett and 
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Burman Design, 2 level factorial design และ Taguchi OA ในการทดลองน้ีจะอธิบายถึงหลกัการของ
การทดลองแบบ Plackett and Burman Design  

2.7.1 Plackett and Burman Design  

 ในปี ค.ศ. 1946 R.L. Plackett  และ J.P. Burman ได้ตีพิมพ์ผลงานท่ีช่ือ “The design of 
Optimal Multifactorial experiment” น าเสนอวิ ธีการออกแบบการทดลอง  Plackett and Burman 
Design โดยประยุกต์การออกแบบการทดลองด้วยวิธี factorial design 2 ระดบั เป็นวิธีการออกแบบ
การทดลองทางสถิติท่ีใช้ศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัท่ีมีอยู่หลายปัจจยักับผลลัพธ์ท่ีเกิดข้ึน 
เน่ืองจากการปรับเปล่ียนค่าของปัจจยันั้น โดยการทดลองน้ีจะใชใ้นการคดัเลือกหรือกลัน่กรองปัจจยัท่ี
มีความส าคญัหรือท่ีมีอิทธิพลต่อการทดลองไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ การคดัเลือกเป็นการลดจ านวน 
ตวัแปรใหมี้จ านวนนอ้ยลง ท าใหส้ามารถพิจารณาเฉพาะตวัแปรท่ีมีความส าคญัต่อการทดลองได ้ขอ้ดี
คือ ช่วยลดระยะเวลาในการวางแผนการทดลอง และ ประหยดัสารเคมีหรือวตัถุดิบตั้งต้นในการ
ทดลอง  

วิ ธีการออกแบบการทดลองแบบ  Plackett and Burman เราสามารถใช้การทดลอง N  
ส่ิงทดลอง เพื่อท าการคดัเลือกปัจจยั N-1 ปัจจยั ส าหรับการทดลอง Plackett and Burman น้ีค่า N จะมี
ค่าเป็น 4 เท่าของตวัเลขจ านวนเต็ม หรือมีอนุกรมเป็นจ านวนเท่าของ 4 เช่น 4, 8, 12, 16 และ 20 เป็น
ต้น ในการก าหนดปัจจัยในการทดลองจะต้องมี dummy variable อย่างน้อย 2 ตัว เพื่อใช้ในการ
ค านวณค่า variable ของการทดลอง (dummy เป็นตัวแปรท่ีเพิ่มข้ึน ไม่มีผลต่อการทดลอง) ยิ่งมี 
dummy variable มากๆ ยิ่งท าให้การประมาณค่า standard error (SE) ถูกตอ้งมากยิ่งข้ึน ในการทดลอง
ให้เลือกจ านวน N ท่ีมากกว่าจ านวนของปัจจยัท่ีต้องการศึกษาเพื่อสร้าง dummy effect ส าหรับใช้
ค  านวณหาค่า SE ซ่ึงตอ้งใชใ้นการค านวณต่อไป ตวัอยา่งเช่น มีปัจจยั 4-5 ตวั ให้เลือก N = 8, มีปัจจยั 
6-9 ตวั ให้เลือก N =  12 และ มีปัจจยั 10-13 ตวั ให้เลือก N =  16 ในการเลือกจ านวน N ส าหรับการ
ทดลองใดๆ ข้ึนอยูก่บัจ  านวนปัจจยัท่ีศึกษา โดยจ านวนแผนการทดลอง N สามารถใชค้ดัเลือกปัจจยัได้
สูงสุดเท่ากบั N-2 ปัจจยั ตวัอยา่งเช่น หากตอ้งการศึกษา 9 ปัจจยั จ านวน N ท่ีเหมาะสมคือ 12 และหาก
ปัจจยัท่ีศึกษามี 7 ปัจจยั จะไม่สามารถใช ้N = 8 ได ้เพราะ degree of freedom ของปัจจยัจะเป็น  7 และ
รวมกับ  intercept อีก 1 จะเป็น 8 เน่ืองจากไม่ มี  degree of freedom เหลือเพื่ อใช้ทดสอบความ
แปรปรวน จึงตอ้งใชแ้ผนการทดลองจ านวน 9 เป็นอยา่งนอ้ย ดงันั้นจึงตอ้งเลือก N = 12  
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การทดลองแบบ Plackett and Burman จะท าการก าหนดระดบัของค่าผลกระทบท่ี 2 ระดับ 
คือ ค่าต ่าสุด และ สูงสุดของแต่ละระดบัปัจจยัแต่ละตวั ก าหนดให ้

+1 หรือ (+)  แทนค่าสูงสุด (high level) หรือ ค่าระดบัสูง 
-1 หรือ (-) แทนค่าต ่าสุด (low level) หรือ ค่าระดบัต ่า 

หลกัการในการออกแบบการทดลอง และ การค านวณของ Plackett and Burman จะใช้การ
ทดลองหาค่าของผลลพัธ์ ท าให้ผลท่ีไดข้องการออกแบบการทดลอง และ การค านวณของ Plackett 
and Burman สามารถหาค่าความสัมพนัธ์สุดท้ายให้เหลือเพียงความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัท่ีเลือก
ศึกษากบัตวัแปรท่ีมีความคลาดเคล่ือนต ่า โดยใชห้ลกัการทางสถิติ t-test เพื่อค านวณออกมาในรูปของ
เปอร์เซ็นต์ความเช่ือมัน่ จากตารางท่ี 2.2 เป็นเง่ือนไขของการทดลองต่างๆ 12 เง่ือนไข จะถูกแทนค่า
ด้วยปัจจยัท่ีสนใจ 7 ปัจจยั (A-G) เพื่อใช้เป็นรูปแบบการทดลอง และ น าไปหาผลลพัธ์ ส่วนปัจจยั 
dummy (H-K) จะถูกน าไปค านวณเพื่ อหาความเช่ือมั่นตามหลักสถิติ โดยสามารถวิเคราะห์
ความส าคญัของปัจจยัดว้ยวิธีวิเคราะห์ทางสถิติ เม่ือท าการทดลองจะมีเพียงบางอิทธิพลหลกั (main 
effect) และ บางอิทธิพลร่วม (interaction effect) เท่านั้ นท่ีมีความส าคัญ ซ่ึงในการทดลองนั้ นจะ
วเิคราะห์ ถึงผลกระทบหลกัของปัจจยัท่ีศึกษาเท่านั้น ไม่สามารถศึกษาถึงผลของ interaction ต่างๆท่ีมี
ในการทดลองได ้ 

ตาราง 2.2 เง่ือนไขการทดลองโดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Burman design 
 Factor 
Run A B C D E F G H I J K 
1 + - + - - + - + + - + 
2 + + - + - - + - + + - 
3 - + + - + - - + - + + 
4 + - + + - + - - + - + 
5 + + - + + - + - - + - 
6 + + + - + + - + - - + 
7 - + + + - + + - + - - 
8 - - + + + - + + - + - 
9 - - - + + + - + + - + 
10 + - - - + + + - + + - 
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ตาราง 2.2 เง่ือนไขการทดลองโดยการออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Burman design (ต่อ) 
Factor 

Run A B C D E F G H I J K 
11 - + - - - + + + - + + 
12 - - - - - - - - - - - 
A-G คือ ปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา H-K คือ dummy 1-12 คือ ค่าของเง่ือนไขการทดลอง 

2.7.2 Response Surface Design  

การออกแบบพื้นท่ีการตอบสนองหรือวธีิการพื้นผวิผลตอบ (Response Surface Design (RSM)) 
คิดคน้โดย Box ในปี ค.ศ. 1948 เป็นวิธีท่ีจะตอ้งมีการวางแผน และ ออกแบบการทดลองให้เหมาะสม
กบัลกัษณะของขอ้มูล เน่ืองจากวิธีน้ีสามารถอธิบายความสัมพนัธ์ระหว่างผลลพัธ์หรือตวัแปรกับ
ปัจจัยจากการทดลอง โดยแสดงให้เห็นแนวโน้มการเปล่ียนแปลงของผล เม่ือระดับของปัจจัย
เปล่ียนแปลงไป และ สามารถหาระดบัของปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีให้ผลท่ีดีท่ีสุด หรือ สามารถเลือกจุดท่ี
เหมาะสมจากผลได ้(Bas and Boyac, 2007) โดยท าการสร้างแบบจ าลอง และ การสร้างกราฟแบบสอง
มิติ และ สามมิติจากขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง การออกแบบการทดลองแบบ response surface design 
(RSM) มี หั ว ข้ อ ย่ อ ย  คื อ  Central Composite Design (CCD), Box-Behnken Design (BBD) แ ล ะ 
Miscellaneous โดยใช้การกระจายระดบัของขอ้มูลออกจากศูนยก์ลาง เพื่อศึกษาระดับของปัจจยัท่ี
ส่งผลต่อค่าตอบสนองสูงสุด โดยการทดลองแบบ CCD จะรวมค่าการกระจายในระดบัแกน (axial 
point) และ ค่ามุม (factorial point) ท าให้ค่าคงท่ีท่ีได ้ครอบคลุมปลายสุดของระดบัปัจจยั วิธีน้ีจึงเป็น
ท่ีนิยมมากท่ีสุด  

ในการก าหนดค่ารหัส (code value) ของระดับปัจจัย ก าหนดให้ 0 แทนค่ากลาง  (center 
point) ซ่ึงในการทดลองทัว่ไปนิยมท าค่ากลางไวห้ลายจุด เพื่อใหค้วามคลาดเคล่ือนของผลการทดลอง
ในการประมวลผลทางสถิตินอ้ยท่ีสุด ตวัอยา่งเช่น ท าการทดลองท่ี 2 ปัจจยั การทดลอง จะได ้2k คือ 4 
และค่ามุม (factorial point) จะมีอยู ่4 จุด ให้ค่าเป็น +1 ส าหรับ ค่าสูงสุด และ -1 ส าหรับค่าต ่าสุด และ 
ค่าแกน (axial point) จะมีอยู ่4 จุด ให้ค่าเป็น +α ส าหรับ ค่าสูงสุด และ –α ส าหรับค่าต ่าสุด ดงันั้นการ
ทดลองแบบ CCD จะมี 5 ระดบัคือ –α, -1, 0, 1 และ +α ตามล าดบัจากค่ามากไปน้อย (Montgomery, 
2012) การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วยวิธี response surface design เพื่อหาความสัมพันธ์
ระหว่างตวัแปรท่ีจะศึกษากับค่าตอบสนองท่ีสนใจ เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต โดยใช้



 

22 
 

วิธีการวิเคราะห์แบบ Multiple regression analysis ซ่ึงหากตวัแปรใดมีผลต่อการตอบสนองอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P≤ 0.05) ตวัแปรนั้นจะปรากฏในสมการอนัดบัสอง (second order model)   

เม่ือท าการประมวลผลทางสถิติด้วยโปรแกรมทางสถิติ เพื่อสร้างกราฟโครงร่าง (contour 
plot) และ กราฟพื้นผิวตอบสนอง (surface plot) เพื่อช่วยในการประมวลผลระหวา่งปัจจยัร่วม กราฟ
จะมีลกัษณะเป็นเส้นโคง้  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 2.2 กราฟโครงร่าง (contour plot) (a) และ กราฟพื้นผวิตอบสนอง (surface plot) (b) 

กราฟตัวอย่าง (a) ในภาพท่ี 2.1 ในปี ค.ศ. 2003 Vaidya และ คณะ ท าการทดลองศึกษา
สารอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส จะพบวงกลมท่ีต าแหน่งต ่ากวา่ก่ึงกลางของกราฟ
โครงร่าง ท่ีเป็นต าแหน่งท่ีให้ค่าตอบสนองสูงสุด หรือให้ค่ากิจกรรมไคติเนสสูงสุด ท่ีมี 15 g/L chitin 
เป็นแหล่งคาร์บอน โดยอิงแกนปัจจยั yeast extract และ tween 20 (Vaidya et al., 2003) ส่วนกราฟ
ตวัอย่าง (b) เป็นการศึกษาสารอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของ Nawani และ
Kapadnis (2005) โดยแสดงเป็นกราฟพื้นผิวตอบสนอง ท่ีจุดสูงสุดจะเป็นบริเวณท่ีให้ผลตอบสนอง
สูงสุด หรือเกิดกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสสูงสุด โดยมีแกนนอนดา้นล่าง คือ pH และ yeast extract 
ท่ีใชใ้นการผลิตเอนไซมไ์คติเนส (Nawani and Kapadnis, 2005) 

 

 

 

(a) (b) 


