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         บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

3.1 การเพาะเลีย้งและการเกบ็รักษาแอคติโนมัยซีท 

น ำแอคติโนมยัซีทจ ำนวน 100 ไอโซเลท ท่ีแยกมำจำกดินในพื้นท่ีของประเทศไทย ไดรั้บมำ
จำกห้องปฏิบัติกำรวิจยัสู่ควำมเป็นเลิศทำงวิชำกำร ด้ำนพัฒนำแบบยัง่ยืนของทรัพยำกรชีวภำพ 
สำขำวิชำจุลชีววิทยำ คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยเชียงใหม่  มำเพำะเล้ียงบนอำหำรแข็ง  
Yeast - malt extract agar  (ISP 2) (ภำคผนวก ก) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 7 วนั จำกนั้นเก็บ
เช้ือบริสุทธ์ิ ท่ีได้ลงใน 20% glycerol (v/v) ท่ี อุณหภู มิ  -20 °C และ เก็บในขวดอำหำรเอียงท่ี มี  
minimal medium agar (ภำคผนวก ก) ท่ี 4 °C 

3.2 การคัดเลอืกแอคติโนมัยซีททีส่ามารถผลติเอนไซม์ไคติเนส  

ท ำกำรคดัเลือกเช้ือแอคติโนมยัซีทดว้ยกนั 2 วิธี คือ ทดสอบในอำหำรแข็ง (agar culture) และ 
ทดสอบในอำหำรเหลว (liquid culture)  

3.2.1 วธีิทดสอบในอำหำรแขง็  

น ำเช้ือแอคติโนมยัซีทจำกข้อท่ี 3.1 มำทดสอบโดยกำรเจำะช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือด้วยปลำย 
พลำสเจอปิเปต (pasteur pipette) ท่ีฆ่ำเช้ือแล้ว จำกนั้นใช้เข็มเข่ียเช้ือวำงเช้ือแอคติโนมยัซีทลงบน
อ ำ ห ำ ร แ ข็ ง  colloidal chitin agar (Hsu and Lockwood, 1975) ท่ี มี  4% (w/v) colloidal chitin 
(ภำคผนวก ก) เป็นแหล่งคำร์บอน บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 10 - 14 วนั หลงัจำกนั้นท ำกำรบนัทึก
เส้นผำ่นศูนยก์ลำงของวงใสท่ีเกิดข้ึน และ ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของเช้ือแอคติโนมยัซีท โดยจะท ำ
กำรค ำนวณ อตัรำส่วนระหวำ่งเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของวงใส (H) และ ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของเช้ือ 
(C) ดงัสูตรดำ้นล่ำง (Mane and Deskmukh, 2009) 

สูตร H/C value ratio = เส้นผำ่นศูนยก์ลำงของวงใส (mm) / ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของเช้ือ (mm) 
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3.2.2 วธีิทดสอบในอำหำรเหลว  

1) น ำเช้ือแอคติโนมยัซีทมำเล้ียงในอำหำรแข็ง ISP 2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 7 
วนั จำกนั้นถ่ำยเช้ือท่ีเป็นโคโลนีเด่ียวของแต่ละไอโซเลท ลงใน test tube ขนำด 18 x 
18 mm ท่ีมีอำหำรเหลว enzyme production medium (EPM) (Ulhoa and Perberdy, 
1991) ปริมำตร 10 ml ซ่ึงมี 0.1% (w/v) colloidal chitin (ภำคผนวก ก)  เป็นแหล่ง
คำร์บอน น ำไปบ่มบนเคร่ืองเขย่ำ (Triple shaker NR-80 (TAITEC)) ท่ีควำมเร็ว 150 
rpm ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 7 วนั   

2) หลงัจำกครบ 7 วนั ท ำกำรเก็บน ้ ำเล้ียง (crude enzyme) ของแต่ละไอโซเลท โดยใช้
เค ร่ือง ป่ัน เหวี่ ยงควำม เร็วสู ง  (centrifuge harrier 18/80) ควำม เร็ว  6000 rpm ท่ี
อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลำ 15 นำที มำป่ันเพื่อแยกเซลล์ออก โดยเก็บส่วนใสในหลอด 
microcentrifuge  เพื่อทดสอบหำค่ำกำรท ำงำนของเอนไซม์โดยกำรวดัปริมำณ 
น ้ำตำลรีดิวซ์ดว้ย DNS method  (Miller, 1959)  (ภำคผนวก ค )   

3) วดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส (chitinase activity)   
 

3.2.3  กำรวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส (chitinase activity) 
 

วดัค่ำกำรท ำงำนของเอนไซมไ์คติเนส โดยวดัปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ดว้ย dinitrosalicylic method (DNS 
method) (Miller, 1959) แสดงดงัตำรำงท่ี 3.1  
 

ตำรำง 3.1 กำรเตรียม reaction mixture  
 Crude enzyme 

(ml) 
0.2M Phosphate buffer 

pH 7.0 (ml) 
Substrate (ml) (Colloidal 
chitin: buffer; 4 g: 1 ml) 

Substrate control (SC) - 1.0 0.5 
Enzyme control (EC) 0.5 1.0 - 
Enzyme substrate (ES) 0.5 - 1.0 

1) บ่ม reaction mixture ในอ่ำงน ้ ำควบคุมอุณหภูมิมำตรฐำนแม่เหล็ก (water bath) ปิด
หลอดดว้ยกระดำษอลูมิเนียม ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลำ 30 นำที  

2) น ำ reaction mixture มำเติมสำร dinitrosalicylic acid (DNS) reagent ปริมำตร 2 ml 
ปิดหลอดดว้ยลูกแกว้ ตม้ในน ้ ำเดือด 15 นำที จำกนั้นท ำให้เยน็ลงทนัทีโดยแช่ในอ่ำง
น ้ ำแข็ง และ เติมสำรละลำย 40% (w/v) sodium-potassium tartrate ปริมำตร 1 ml 
(ภำคผนวก ค) ผสมใหเ้ขำ้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer 
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3) จำกนั้ นน ำ substrate control (SC) และ enzyme substrate (ES) มำท ำกำรป่ันเหวี่ยง
ด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงควำมเร็วสูง ควำมเร็ว 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลำ 10 
นำที เก็บเฉพำะส่วนใส 

4) น ำ reaction mixture ไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (Thermo 
Spectronic (GENESYS20)) ท่ีควำมยำวคล่ืน 575 นำโนเมตร โดยใชอ้ำหำรเปล่ำเป็น 
blank แทน crude enzyme ปริมำตร 1.5 ml 

5) น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีวดัไดเ้ทียบกบักรำฟมำตรฐำน หำปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์จำก 
กรำฟมำตรฐำน N-acetylglucosamine (GluNAG) (ภำคผนวก ง) 

1 หน่วยของเอนไซม ์(1 unit or U) หมำยถึง ปริมำณของเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยำกำรยอ่ยสลำยไคติน ให้
เป็น NAG 1µMole ในเวลำ 1 นำที ในสภำวะท่ีก ำหนด ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 

3.3 การบ่งช้ีสายพนัธ์ุของแอคติโนมัยซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 

3.3.1  ศึกษำลกัษณะทำงสัณฐำนวทิยำของเช้ือแอคติโนมยัซีท 
 

น ำแอคติโนมยัซีทไอโซเลทท่ีมีค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (chitinase activity) 
สูงสุด มำเล้ียงบนอำหำรแข็ง 9 ชนิด คือ ISP 1 ถึง ISP 9 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 7 วนั เพื่อดู
ลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำ โดยบนัทึกสีของเส้นใยเหนืออำหำร (aerial mycelium) สีเส้นใยใตอ้ำหำร 
(substrate mycelium) และ กำรสร้ำงสีบนอำหำร (soluble pigment) ในส่วนของลกัษณะโคโลนี สีของ
โคโลนี ควำมเรียบนูนของขอบ ท ำกำรศึกษำภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (compound 
microscope) และ กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ในอำหำรแข็ง ISP 2 และ ศึกษำ
ลกัษณะผวิของสปอร์ และ กำรจดัเรียงตวัของสปอร์ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกรำด 
(Scanning Electron Microscope (SEM))  และ ท ำกำรทดสอบกำรทนเกลือ (NaCl) ตั้ งแต่ท่ีควำม
เขม้ขน้ 0% - 12% ในอำหำรแขง็ ISP 2  
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3.3.2 กำรศึกษำลกัษณะทำงเคมีบำงประกำร ดว้ยกำรตรวจสอบกรดอะมิโน Diaminopimeric 
acid (DAP) ในผนงัเซลลข์องเช้ือแอคติโนมยัซีท 
 

1) กำรเตรียม whole cell hydrolysis  

เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีทลงในอำหำรเหลว ISP 2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 7 วนั 
จำกนั้นท ำกำรเก็บเซลล์แอคติโนมยัซีท โดยน ำไปป่ันเพื่อแยกอำหำรเล้ียงเช้ือ และ เซลล์ออกด้วย
เคร่ืองป่ันเหวีย่งควำมเร็วสูง ท่ี 6000 rpm เป็นเวลำ 15 นำที และ ท ำกำรลำ้งดว้ยน ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือโดยเท
สำรละลำยส่วนบนทิ้งแลว้เติมน ้ ำกลัน่ลงไปผสมกบัตะกอนเซลล ์จำกนั้น น ำไปป่ันเหวีย่งท่ี 6000 rpm 
เป็นเวลำ 15 นำที ท ำกำรล้ำงเซลล์ทั้ งหมด 3 รอบ และ น ำเซลล์มำเติม 6N HCl ปริมำตร 0.1 ml 
จำกนั้น น ำไปฆ่ำเช้ือในหมอ้น่ึงควำมดนัไอน ้ำ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลำ 15 นำที 

 

2) กำรวเิครำะห์กรดอะมิโนท่ีเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล์ ดว้ยเทคนิคโครมำโตร- 
กรำฟฟีแบบบำง (Thin layer chromatography (TLC)) 

เต รียมสำรละลำยตัวชะ  โดยน ำแผ่น  TLC ส ำเร็จ ท่ี เค ลือบด้วย  cellulose ขนำด  
20 x 20 cm มำท ำเคร่ืองหมำยให้ห่ำงจำกขอบด้ำนข้ำง 1.0 cm ก ำหนดจุดเร่ิมต้นให้ห่ำงจำกขอบ
ดำ้นล่ำง 1.5 cm และ ก ำหนดจุดส้ินสุดห่ำงจำกขอบดำ้นบน 0.5 cm โดยก ำหนดระยะห่ำงระหวำ่งแต่
ละสำรเท่ำกบั 1  cm และ ใช้หลอด capillary ดูดสำรตวัอย่ำงมำแตะลงบนต ำแหน่งท่ีท ำไวบ้นแผ่น 
TLC ตวัอยำ่งละ 20 - 30 หยด (ประมำณ 0.2 µl ) พร้อมกบัหยดสำรมำตรฐำน (ใชช้นิดของ DAP เป็น
สำรมำตรฐำน) ท่ีดำ้นขำ้ง โดยกำรหยดตวัอยำ่ง และ สำรมำตรฐำนน้ีจะตอ้งรอให้จุดท่ีหยดแห้งสนิท
ก่อนถึงจะท ำกำรหยดซ ้ ำ เพื่อให้ได้ขนำดท่ีเล็ก หลังจำกนั้นใส่ตวัท ำละลำย (developing solvent) 
(ภำคผนวก ฉ)  ลงใน TLC tank ปิดฝำให้ภำยใน TLC tank อ่ิมตวัดว้ยไอของตวัท ำละลำย แลว้น ำแผน่ 
TLC จุ่มลงใน TLC tank โดยระดบัของจุดสำรตวัอยำ่งจะตอ้งอยูสู่งกวำ่ตวัท ำละลำย จำกนั้นปิดฝำ รอ
ประมำณ 4 - 6 ชั่วโมงให้ตวัท ำละลำยเคล่ือนท่ีพำสำรตัวอย่ำงข้ึนไปถึงจุดส้ินสุด (solvent front) 
หลังจำกนั้นน ำแผ่น TLC ออกจำก TLC tank โดยเป่ำด้วยเคร่ืองเป่ำลมให้แห้งในตู้ดูดควนั  (fume 
hood) จำกนั้นพ่นดว้ย 0.1% (v/v) ninhydrin reagent ให้ทัว่ทั้งแผน่ และ เป่ำดว้ยเคร่ืองเป่ำลมจนแห้ง
อีกคร้ัง และ น ำไปอบในตูอ้บควำมร้อน (hot air oven) ท่ีอุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลำ 2 นำที จะเห็นจุดสี
ปรำกฏบนแผ่น TLC โดยสำมำรถวิเครำะห์ชนิดของ Diaminopimeric acid (DAP) ท่ีผนังเซลล์ของ 
แอคติโนมยัซีทเทียบกบัสำรมำตรฐำน (Happer and Davis, 1979; Lechevalier and Lechevalier, 1970) 
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3.3.3 กำรศึกษำคุณสมบัติทำงชีวเคมีบำงประกำรของเช้ือแอคติโนมยัซีท โดยชุดทดสอบ
ส ำเร็จรูป (API®  stripes, Biomerieux)  

ชุดทดสอบ API เป็น ระบบท่ีไดม้ำตรฐำนส ำหรับกำรจดัจ ำแนกชนิดของเช้ือจุลินทรีย์
ชนิดต่ำงๆ และ สำมำรถน ำมำใช้ในกำรตรวจดูลักษณะของ Actinobateria ได้ โดยอำศยัหลักกำร
ทดสอบทำงดำ้นชีวเคมี น ำผลท่ีไดไ้ปเทียบกบัฐำนขอ้มูลท่ีเหมำะสมกบัสำรทดสอบ   

1) ชุดทดสอบ API Coryne 
แผ่นทดสอบ Coryne  จะประกอบไปด้วยหลอดขนำดเล็กท่ีมีสำรตั้ งต้นส ำหรับกำร

ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ (enzymatic activity) และกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำย
น ้ำตำล (fermentation of carbohydrate) โดยตำรำงท่ี 3.2 แสดงรำยละเอียดของชุดทดสอบ API Coryne  

ตำรำง 3.2 ปฏิกิริยำท่ีใชท้ดสอบของชุดทดสอบ API Coryne  
หลุมทดสอบ (Test) ปฏิกิริยำท่ีใชท้ดสอบ (Reaction) 
Nit Nitrate reduction 
Pyz Pyrazinamidase 
PyrA Pyrrolidonyl Arylamidase 
Pal Alkaline phosphatase 
β Gur β-Glucuronidase  
β Gal β-Galactosidase 
α Glu α-Glucosidase 
β Nag N-Acetyl-β-Glucosamidase 
Esc Esculin (β-Glucosidase) 
Ure Urease 
Gel Gelatine (hydrolysis) 
Glu Glucose fermentation 
Rib Ribose fermentation 
Xyl Xylose fermentation 
Man Mannitol fermentation 
Lac Lactose fermentation 
Sac Sucrose fermentation 
Glyg Glycogen fermentation 
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2) ชุดทดสอบ API ZYM®  

แผน่ทดสอบ ZYM จะประกอบไปดว้ยหลอดขนำดเล็กท่ีมีสำรตั้งตน้ส ำหรับกำรทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซม ์(enzyme assay) โดยตำรำงท่ี 3.3 แสดงรำยละเอียดของชุดทดสอบ API ZYM®  

ตำรำง 3.3 สำรตั้งตน้ท่ีใชท้ดสอบกำรท ำงำนของเอนไซมข์องชุดทดสอบ API ZYM®  
หลุมทดสอบ 
(No) 

เอนไซมท่ี์ใชท้ดสอบ  
(Enzyme assay for) 

สำรตั้งตน้ (Substrate) 

2 Phosphatase alkaline 2-naphthyl phosphate 
3 Esterase (C 4) 2-naphthyl butyrate 
4 Esterase Lipase (C 8) 2-naphthyl caprylate 
5 Lipase (C 14) 2-naphthyl myristate 
6 Leucine arylamidase L-leucyl-2- naphthylamide 
7 Valine arylamidase L-valyl-2- naphthylamide 
8 Cystine arylamidase L-cystyl-2- naphthylamide 
9 Trypsin N-benzoyl-DL-arginine-2- naphthylamide 
10 Chymotrypsin N-glutaryl-phenylalanine-2-

naphthylamide 
11 Phosphatase acid 2-naphthyl phosphate 
12 Naphthol-AS-Bl-phosphohydrolase Naphthol-AS-Bl-phosphate 
13 α galactosidase 6-Br-2-naphthyl- α-D-galactopyranoside 
14 β-galactosidase 2-naphthyl- β-D-galactopyranoside 
15 β-glucuronidase Naphthol-AS-Bl-β-D-glucuronide 
16 α glucosidase 2-naphthyl-α-D-glucopyranoside 
17 β-glucosidase 6-Br-2-naphthyl-β-D-glucopyranoside 
18 N-acetyl-β-glucoseamidase 1-naphthyl-N-acetyl-β-D-glucoseaminide 
19 α mannosidase 6-Br-2-naphthyl-α-D- mannopyranoside 
20 α fucosidase 2-naphthyl-α-L-fucopyranoside 
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3) ชุดทดสอบ API 20 E 

แผน่ทดสอบ 20 E จะประกอบไปดว้ยหลอดขนำดเล็กท่ีมีสำรตั้งตน้ส ำหรับกำรทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซม์ (enzymatic activity) และกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยน ้ ำตำล
(fermentation of carbohydrate) โดยตำรำงท่ี 3.4 แสดงรำยละเอียดของชุดทดสอบ API 20 E 

ตำรำงท่ี 3.4 ปฏิกิริยำหรือเอนไซมท่ี์ใชท้ดสอบของชุดทดสอบ API 20E 
หลุมทดสอบ 
(Test) 

สำรตั้งตน้ (Substrate) ปฏิกิริยำหรือเอนไซมท่ี์ใช้
ทดสอบ(reactions/enzymes) 

Onp Ortho-nitro-phenyl-galactoside β-galactosidase 
Arg Arginine Arginine dihydrolase 
Lys Lysine Lysine decarboxylase 
Ods Ornithine Ornithine decarboxylase 
Cit Sodium citrate Citrate utilization 
H2S Sodium thiosulfate H2S production 
Ure Urea Urease 
Trp Tryptophane Tryptophane desaminase 
Ind Tryptophane Indole production 
VP Sodium pyruvate Acetoin production 
Gel Kohn’s gelatin Gelatinase 
Glu Glucose Fermentation 
Man Mannose Fermentation 
Ino Inositol Fermentation 
Sor Sorbitol Fermentation 
Rha Rhamnose Fermentation 
Sac Sucrose Fermentation 
Mel Melibiose Fermentation 
Amy Amygdalin Fermentation 
Ara Arabinose Fermentation 
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3.3.4 กำรบ่งชนิดของแอคติโนมยัซีทในระดบัสปีชีส์ดว้ยวธีิอณูชีววทิยำ โดยใชย้นี 16S rRNA 
ในกำรหำล ำดบัเบส  
1) เล้ียงแอคติโนมยัซีทลงในอำหำรเหลว ISP 2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลำ 7 วนั 

จำกนั้นท ำกำรเตรียม whole cell hydrolysis เหมือนขอ้ 3.3.2 จำกนั้นน ำเซลล์ท่ีไดม้ำ
สกดั DNA โดยใช้ชุดส ำเร็จในกำรวิเครำะห์คือ Wizard®Genomic DNA purification 
(Promega) และท ำ PCR (Polymerase chain reaction) จำกนั้ นส่งไปวิเครำะห์หำ
ล ำดบัเบสของ DNA ท่ี 1st Base sequening, Malaysia 

2) น ำล ำดับเบสของเช้ือแอคติโนมยัซีทมำเปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล NCBI และท ำ
แผนผังแสดงควำมสัมพันธ์ทำงวิวฒันำกำรของเช้ือ (Phylogenetic tree) โดยใช้
โปรแกรม Bioedit และ MEGA 5.0 
 

3.4 การศึกษาปัจจัยพืน้ฐานทีม่ีผลต่อการผลติเอนไซม์ไคติเนส 

3.4.1 ศึกษำแหล่งคำร์บอนท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรผลิตเอนไซมไ์คติเนส 

ศึกษำแหล่งคำร์บอนต่อกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสในอำหำรเหลว basal medium 
(ภำคผนวก ก) โดยจะก ำหนดควำมเขม้ขน้ท่ี 0.5% (w/v) เท่ำกนัทั้ง 8 ชนิด ดงัน้ี  arabinose, galactose, 
glucose, raffinose, xylose, colloidal chitin, chitin powder, soluble starch และ ชุดควบ คุม ท่ีไม่ ใ ส่
แหล่งคำร์บอน โดยท ำกำรทดลองดงัน้ี 

1) เตรียมกลำ้เช้ือ (seed medium) โดยเล้ียงเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-
5 ลงในอำหำรเหลว ISP 2 ปริมำตร 50 ml ในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 ml น ำไปบ่ม 
บนเคร่ืองเขย่ำดว้ยควำมเร็ว 150 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 3 วนั จำกนั้นท ำกำร
ลำ้งเซลล์ ดว้ยน ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้โดยเทอำหำรส่วนบนทิ้งให้เหลือแต่ตะกอนเซลล ์
แล้ว เติมน ้ ำกลั่นลงไปผสมกับตะกอน เซลล์  ท ำประมำณ  2-3 รอบ  จะได ้
หวัเช้ือจุลินทรียม์ำท ำกำรทดลองต่อไป  

2) เตรียมอำหำร basal medium ปริมำตร 25 ml ท่ีมีแหล่งคำร์บอนท่ีแตกต่ำงกนั ในขวด
รูปชมพูข่นำด 125 ml โดยท ำกำรทดลองซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 

3) ลงกลำ้เช้ือในอำหำร โดยใช้ปิเปตท ำกำรดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) จำกขอ้ 1) 
ลงในอำหำร basal medium ท่ีมีแหล่งคำร์บอนท่ีแตกต่ำงกนั ในขวดรูปชมพู ่ 

4) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ดว้ยควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั  หลงัจำก
นั้นท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 
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3.4.2 กำรศึกษำปริมำณของแหล่งคำร์บอนท่ีเหมำะสม  

ท ำกำรทดสอบปริมำณท่ีแตกต่ำงกนัของแหล่งคำร์บอนท่ีให้ค่ำของกิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสท่ี
เหมำะสมท่ีสุด โดยใชป้ริมำณของคำร์บอนระหวำ่ง 0.1 – 2.5% (w/v) ในอำหำรเหลว basal medium  

1) เตรียมอำหำร basal medium ท่ีมี chitin powder เป็นแหล่งคำร์บอน และ yeast extract 
เป็นแหล่งไนโตรเจน ปริมำตร 50 ml ท่ีมีควำมเขม้ขน้ของแหล่งคำร์บอนท่ีแตกต่ำง
กนั 6 ควำมเขม้ขน้ดว้ยกนัคือ 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5% (w/v) ในขวดรูปชมพู่
ขนำด 250 ml โดยท ำกำรทดลองซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 

2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกล้ำเช้ือในอำหำรท่ีตอ้งกำรทดสอบ 
โดยใชปิ้เปตท ำกำรดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 

3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่ำควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำกนั้น
ท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 
 

3.4.3  กำรศึกษำแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรผลิตเอนไซมไ์คติเนส 
 

1) ศึกษำแหล่งไนโตรเจนประเภทสำรอนินทรียท่ี์เติมร่วม (Inorganic nitrogen)  

ท ำกำรทดสอบแหล่งของไนโตรเจนประเภทสำรอนินทรีย ์ก ำหนดควำมเขม้ข้นของ
แห ล่ งไน โต ร เจน ท่ี  0.1% (w/v) เท่ ำกัน ทั้ ง  7 ช นิ ด  คื อ  KNO3, NaNO3, NH4Cl, (NH4)H2PO4, 
(NH4)2HPO4, NH4NO3,  และ ชุดควบคุมท่ีใส่ (NH4)2SO4  เป็นแหล่งไนโตรเจน 

1.1) เตรียมอำหำร basal medium ท่ีมี 1.5% chitin powder เป็นแหล่งคำร์บอน ปริมำตร 
50 ml ท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่ำงกนั ในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 ml โดยท ำกำรทดลอง
ซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 
1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำรท่ีตอ้งกำรทดสอบ 
โดยใชปิ้เปตท ำกำรดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 
1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำกนั้น
ท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 
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2) ศึกษำผลของแหล่งไนโตรเจนสำรอินทรีย ์(Organic nitrogen) 

ท ำกำรทดสอบแหล่งของไนโตรเจนประเภทสำรอินทรีย ์ก ำหนดควำมเขม้ขน้ท่ี 0.05%  
(w/v) เท่ำกันทั้ งหมด 7 ชนิด คือ beef extract, casein, malt extract, peptone, tryptone, urea และ ชุด
ควบคุมท่ีใส่ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน 

2.1) เตรียมอำหำร basal medium ท่ีมี 1.5% chitin powder เป็นแหล่งคำร์บอน ปริมำตร 
50 ml ท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่ำงกนั ในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 ml โดยท ำกำรทดลอง
ซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 
2.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำรท่ีตอ้งกำรทดสอบ 
โดยใชปิ้เปตท ำกำรดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 
2.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่ำท่ีควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำก
นั้นท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 
 

3.4.4 ศึกษำปัจจยัของอำหำรพื้นฐำนท่ีมีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสดว้ยแผนกำรทดลอง
แบบ Plackett and Burman design 

 

ท ำกำรทดลองเพื่อคดัเลือกส่วนประกอบต่ำงๆ ของอำหำร basal medium ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ี
มีผลต่อกำรผลิตเอนไซมไ์คติเนส จำกกำรศึกษำทีละปัจจยัท ำให้ไดแ้หล่งคำร์บอน และ ไนโตรเจนท่ี
เหมำะสมคือ chitin powder และ casein ตำมล ำดับ จำกนั้ นวำงแผนกำรทดลองแบบ Plackett and 
Burman design (PB) ในกำรทดลองแบบ PB มีปัจจยั (variables) ท่ีตอ้งกำรกลัน่กรองทั้งหมด 7 ปัจจยั 
ก ำหนดให้ค่ำ N เท่ำกับ 11 ค่ำ dummy เท่ำกับ 4  และ ค่ำ center point เท่ำกับ 3 เพื่อใช้ในกำรวำง
แผนกำรทดลอง และ มีจ ำนวนของส่ิงทดลองเท่ำกบั 10 (N-1) ในกำรทดลองจะก ำหนดค่ำของแต่ละ
ปัจจยั ในระดบัสูง (+) ในระดบักลำง (0) และ ระดบัต ่ำ (-) และ ในส่วนของแผนกำรออกแบบกำร
ทดลองนั้น มีรำยละเอียดของปัจจยัแสดงในตำรำงท่ี 3.5 และ 3.6 
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ตำรำง 3.5 ปัจจยัและระดบัของส่วนประกอบของอำหำรท่ีใช้ในกำรคดัเลือกปัจจยั ด้วยกำรทดลอง
แบบ Plackett and Burman design  

Variables สูตรอำหำร ระดบัสูง (+) ระดบัต ่ำ (-) ระดบักลำง (0) 
X1 KH2PO4 (g/L) 0.3 0.03 0.17 
X2 K2HPO4 (g/L) 0.7 0.07 0.39 
X3 MgSO4.7H2O (g/L) 0.3 0.03 0.17 
X4 Trace element (ml/L) 1.0  0.1  0.55  
X5 Chitin powder (g/L) 15 1.5 8.25 
X6 Casein (g/L) 0.5 0.05 0.28 
X7 KNO3 (g/L) 1.0 0.1 0.55 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ตำรำง 3.6 แผนกำรออกแบบกำรทดลองแบบ Plackett and Burman design ท่ีมี N = 11 
Std Run Block KH2PO4 K2HPO4 MgSO4 .7H2O Trace element Chitin powder Casein KNO3 h i j k 

1 15 Block 1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 
2 11 Block 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 
3 6 Block 1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 
4 3 Block 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 
5 2 Block 1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 
6 5 Block 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 
7 13 Block 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 
8 4 Block 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 
9 9 Block 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 

10 10 Block 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 
11 1 Block 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 
12 12 Block 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
13 14 Block 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
14 7 Block 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
15 8 Block 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 

 

สัญลกัษณ์ “–1” แทนค่ำของปัจจยัในระดบัต ่ำ สัญลกัษณ์ “0” แทนค่ำของปัจจยัในระดบักลำง และสัญลกัษณ์ “1” แทนค่ำของปัจจยัในระดบัสูง ตำมตำรำงท่ี 3.4 และ
คอลมัน์ h-k แทนในส่วนของ dummy 
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1.1) เตรียมอำหำร basal medium ตำมสูตรท่ีไดจ้ำกในตำรำงท่ี 3.6 ปริมำตร 50 ml ใน
ขวดรูปชมพูข่นำด 250 ml  
1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำรท่ีตอ้งกำรทดสอบ 
โดยใชปิ้เปตท ำกำรดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 
1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่ำควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำก
นั้นท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 
1.4) ท ำกำรวิเครำะห์ขอ้มูลทำงสถิติดว้ยคอมพิวเตอร์ โดยใช้โปรแกรมส ำเร็จรูปทำง
สถิติ  (Design-expert 7.0.0) และ ท ำกำรคัดเลือกปัจจัยท่ี มีผลต่อกำรผลิตเอนไซม ์
ไคติเนส เพื่อน ำไปศึกษำปริมำณท่ีเหมำะสมในกำรทดลองต่อไป 
 

3.4.5 ศึกษำปริมำณท่ีเหมำะสมของปัจจยัท่ีมีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส ด้วยแผนกำร
ทดลองแบบ Central Composite Design (CCD)  

จำกกำรวำงแผนกำรทดลองแบบ Plackett and Burman design (PB) สำมำรถน ำปัจจยัท่ีมี
ผลต่อกำรผลิตเอนไซม ์คือ chitin powder และ casein  มำท ำกำรศึกษำปริมำณท่ีเหมำะสม และ ศึกษำ
ถึงผลของกำรท ำงำนร่วมกนั (interaction) โดยใชแ้ผนกำรทดลองแบบ CCD ในกำรทดลองน้ี ท ำกำร
หำอตัรำส่วนท่ีเหมำะสมระหวำ่ง chitin powder และ casein ก ำหนดค่ำ N = 2 และ center point เท่ำกบั 
5 มีแผนกำรทดลองเท่ำกบั 13 กำรทดลอง โดยแต่ละปัจจยัจะก ำหนดค่ำระดบัสูง (+) ระดบักลำง (0) 
และ ระดบัต ่ำ (-) ดงัตำรำงท่ี 3.7 ถึง 3.10 ซ่ึงในกำรทดลองน้ีท ำกำรทดลองแบบ CCD 2 กำรทดลอง 

ตำรำง 3.7  ปัจจยัและระดบัของส่วนประกอบของอำหำรท่ีใช้ในกำรทดลองแบบ Central Composite 
Design คร้ังท่ี 1  
Variables สูตรอำหำร ระดบัสูง (+)  ระดบัต ่ำ (-)  ระดบักลำง (0) 
X1 Chitin powder (g/L) 25 15 20 
X2 Casein (g/L) 1.5 0.5 1.0 
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ตำรำง 3.8 แผนกำรทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ท่ีมี N = 2 คร้ังท่ี 1 
Std Run    Block Chitin powder Casein 

1 2 Block 1 -1 -1 
2 12 Block 1 1 -1 
3 4 Block 1 -1 1 
4 9 Block 1 1 1 
5 1 Block 1 -1.41 0 
6 7 Block 1 1.41 0 
7 13 Block 1 0 -1.41 
8 11 Block 1 0 1.41 
9 10 Block 1 0 0 

10 8 Block 1 0 0 
11 3 Block 1 0 0 
12 6 Block 1 0 0 
13 5 Block 1 0 0 

สัญลกัษณ์ “–1” แทนค่ำของปัจจยัในระดบัต ่ำ สัญลกัษณ์ “0” แทนค่ำของปัจจยัในระดบักลำง และ
สัญลกัษณ์ “1” แทนค่ำของปัจจยัในระดบัสูง ตำมตำรำงท่ี 3.7 

 

ตำรำง 3.9  ปัจจยัและระดบัของส่วนประกอบของอำหำรท่ีใช้ในกำรทดลองแบบ Central Composite 
Design คร้ังท่ี 2 
Variables สูตรอำหำร ระดบัสูง (+)  ระดบัต ่ำ (-)  ระดบักลำง (0) 
X1 Chitin powder (g/L) 15 5 10 
X2 Casein (g/L) 1.5 0.5 1.0 
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ตำรำง 3.10 แผนกำรทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ท่ีมี N = 2 คร้ังท่ี 2 
Std Run Block Chitin powder  Casein  

1 2 Block 1 -1 -1 
2 12 Block 1 1 -1 
3 4 Block 1 -1 1 
4 9 Block 1 1 1 
5 1 Block 1 -1.41 0 
6 7 Block 1 1.41 0 
7 13 Block 1 0 -1.41 
8 11 Block 1 0 1.41 
9 10 Block 1 0 0 

10 8 Block 1 0 0 
11 3 Block 1 0 0 
12 6 Block 1 0 0 
13 5 Block 1 0 0 

สัญลกัษณ์ “–1” แทนค่ำของปัจจยัในระดบัต ่ำ สัญลกัษณ์ “0” แทนค่ำของปัจจยัในระดบักลำง และ
สัญลกัษณ์ “1” แทนค่ำของปัจจยัในระดบัสูง ตำมตำรำงท่ี 3.9 

1.1) เตรียมอำหำร basal medium ตำมสูตรในตำรำงท่ี 3.7 และ 3.9 ปริมำตร 50 ml ใน
ขวดรูปชมพูข่นำด 250 ml  
1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำรท่ีตอ้งกำรทดสอบ 
โดยใชปิ้เปตท ำกำรดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 
1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำกนั้น
ท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซม ์
1.4) ท ำกำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติด้วยคอมพิวเตอร์ โดยใช้โปรแกรมส ำเร็จรูปทำง
สถิติ (Design-expert 7.0.0) โดยใช้สมกำรล ำดับท่ีสองท่ีมีระดับควำมเช่ือมัน่มำกกว่ำ 
95% น ำมำสร้ำงกรำฟ ของ chitin powder และ casein เพื่อหำปริมำณท่ีเหมำะสมท่ีสุด
ของปัจจยัสองชนิดน้ี 
 
 
 



 

38 
 

3.4.6 ระยะเวลำท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซมไ์คติเนส 

จำกแผนกำรทดลองแบบ PB และ CCD ได้ปริมำณของสำรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำร
สร้ำงเอนไซม์ไคติเนส ดงัตำรำงท่ี 3.11 ในกำรทดลองน้ีจะท ำทดลองเพื่อยืนยนัผลว่ำเป็นไปตำมท่ี
สมกำรล ำดบัท่ีสองของ CCD ท ำนำยไวห้รือไม่  (validation) โดยท ำกำรเล้ียงเช้ือในอำหำร optimized 
medium ท่ีมีสูตรอำหำรท่ีเหมำะสมกบักำรผลิตเอนไซมไ์คติเนส  

ตำรำง 3.11 สูตรอำหำรท่ีเหมำะสมกบักำรผลิตเอนไซมไ์คติเนส 
สูตรอำหำรท่ีเหมำะสม ปริมำตร 
Casein (g/L) 0.88 
K2HPO4 (g/L) 0.7 
KH2PO4 (g/L) 0.03 
KNO3 (g/L) 1.0 
MgSO4.7H2O (g/L) 0.03 
Chitin powder (g/L) 15.0 
Trace element (ml/L) 1.0  

 

1.1) เตรียมอำหำร optimized medium ตำมสูตรในตำรำงท่ี 3.11 ปริมำตร 50 ml ในขวด
รูปชมพูข่นำด 250 ml โดยท ำกำรทดลองซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 
1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำร โดยใชปิ้เปตท ำกำร
ดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 0.5% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 
1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
1.4) ท ำกำรเก็บน ้ ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 575 นำโนเมตร เพื่อน ำไป
ค ำนวณหำค่ำ chitinase activity  
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3.5 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการผลติเอนไซม์ไคติเนส  

3.5.1 กำรศึกษำผลของค่ำพีเอชเร่ิมตน้ท่ีเหมำะสมในอำหำรส ำหรับกำรผลิตเอนไซม ์
ไคติเนส (pH initial)  

ในกำรทดลองน้ี ท ำกำรศึกษำค่ำของ pH เร่ิมต้นท่ีเหมำะสมของอำหำรท่ีท ำให้ค่ำ
กิจกรรมของเอนไซมสู์งข้ึน โดยจะท ำกำรปรับ pH เร่ิมตน้ของอำหำรตั้งแต่ 3-11  

1.1) เตรียมอำหำร modified basal medium ปริมำตร 50 ml ในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 ml 
โดยท ำกำรทดลองซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ ท ำกำรปรับ pH เร่ิมตน้ของอำหำรเท่ำกบั 3.0, 
4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 

1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำร โดยใชปิ้เปตท ำกำร
ดูดเช้ือท่ีควำมเขม้ขน้ 2.0% (v/v) ลงในขวดรูปชมพู ่ 

1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำกนั้น
ท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซม ์

 

3.5.2 กำรศึกษำปริมำณของเช้ือตั้ งต้น (percent inoculum) ท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต
เอนไซมไ์คติเนส 

ในกำรทดลองน้ี ท ำกำรศึกษำหำควำมเข้มข้นของเช้ือตั้ งต้นท่ีท ำให้ค่ำกิจกรรมของ
เอนไซมสู์งข้ึน โดยก ำหนดควำมเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเช้ือท่ีแตกต่ำงกนัตั้งแต่ 0.5 - 2.5% (v/v) ตำมล ำดบั 

1.1) เตรียมอำหำร modified medium ท่ีมี 1.5% (w/v) chitin powder เป็นแหล่งคำร์บอน 
ปริมำตร 50 ml ในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 ml โดยท ำกำรทดลองซ ้ ำทั้ งหมด 3 ซ ้ ำ ก ำหนดควำม
เขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ตั้งแต่ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5% (v/v) ตำมล ำดบั 

1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำร โดยใชปิ้เปตท ำกำร
ดูดกลำ้เช้ือท่ีควำมเขม้ขน้เร่ิมตน้แตกต่ำงกนั ลงในขวดรูปชมพู ่ 

1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 7 วนั หลงัจำกนั้น
ท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 
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3.5.3 เปรียบเทียบค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสระหว่ำงสูตรอำหำรเดิม และ สูตร
อำหำรท่ีเหมำะสม  

ในกำรทดลองน้ี ท ำกำรเปรียบเทียบระหว่ำงสูตรอำหำร 2 สูตร โดยแหล่งคำร์บอน
เปล่ียนจำก colloidal chitin เป็น chitin powder และ แหล่งไนโตรเจนเปล่ียนจำก (NH4)2SO4 และ 
yeast extract เป็น KNO3 และ casein ตำมล ำดบั โดยเพิ่มระยะเวลำท่ีเหมำะสม ค่ำของ pH เร่ิมตน้ใน
อำหำร และ ค่ำของควำมเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ ดงัในตำรำงท่ี 3.12 

ตำรำง 3.12 ตำรำงเปรียบเทียบระหวำ่งสูตรอำหำรเดิม และ สูตรอำหำรท่ีเหมำะสม 
สูตรอำหำรเดิม (basal medium) ปริมำตร  สูตรอำหำรท่ีเหมำะสม  

(modified medium) 
ปริมำตร  

Yeast extract (g/L) 0.5 Casein (g/L) 0.88 
K2HPO4 (g/L) 0.7 K2HPO4 (g/L) 0.7 
KH2PO4 (g/L) 0.3 KH2PO4 (g/L) 0.03 
(NH4)2SO4 (g/L) 1.0 KNO3 (g/L) 1.0 
MgSO4.7H2O (g/L) 0.3 MgSO4.7H2O (g/L) 0.03 
Collidal chitin (g/L) 15.0 Chitin powder (g/L) 15.0 
Trace element (ml/L) 1.0  Trace element (ml/L) 1.0  
Day (วนั) 7  Day (วนั) 7  
%(v/v) inoculum (ml/L) 0.5  %(v/v)  inoculum (ml/L) 2  
pH initial 7.0 pH initial 5.0 

 

1.1)  เตรียมอำหำร basal medium และ modified medium ตำมสูตรในตำรำงท่ี  3.12 
ปริมำตร 150 ml ในขวดรูปชมพูข่นำด 500 ml โดยท ำกำรทดลองซ ้ ำทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 
1.2) เล้ียงเช้ือตั้งตน้ตำม ขอ้ 1) ใน 3.4.1 จำกนั้นลงกลำ้เช้ือในอำหำร โดยใชปิ้เปตท ำกำร
ดูดเช้ือตำมตำรำงท่ี 3.12 ลงในขวดรูปชมพูข่นำด 250 ml  
1.3) บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็ว 130 rpm ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 7 วนั 
1.4) ท ำกำรเก็บน ้ำเล้ียง และ น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 575 และ 595 นำโนเมตร เพื่อ
น ำไปค ำนวณหำค่ำ chitinase activity และ ค่ำ specific activity (ภำคผนวก จ) 

 

 


