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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลการคัดเลอืกแอคติโนมัยซีททีส่ามารถผลติเอนไซม์ไคติเนส 
 

จากการทดสอบการผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็ง colloidal chitin ท่ี มี  4% (w/v) 
colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอน ของเช้ือแอคติโนมยัซีทจ านวนทั้งหมด 104 ไอโซเลท ท่ีไดรั้บมา
จากห้องปฏิบัติการวิจัย  ด้านพัฒนาแบบยั่งยืนของทรัพยากรชีวภาพ  สาขาวิชาจุลชีววิทยา  
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 10-14 วนั โดยท าการบนัทึก
ผล เส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส (clear zone) และ โคโลนี ดงัภาพท่ี 4.1 จากนั้นน าผลท่ีไดไ้ปค านวณ
ค่าของอตัราส่วนระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส และ เส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (H/C ratio) 
พบวา่ทั้ง 25 ไอโซเลท แสดงค่าของ H/C ratio มากกวา่ 1.0 ในตารางท่ี 4.1   

จากการทดสอบการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ 104 ไอโซเลทในอาหารเหลว enzyme 
production medium (EPM)  ท่ี มี  1% (w/v) colloidal chitin เป็ น แห ล่ งสั บ ส เต รท  น าไป บ่ ม ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ท าการวดัค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซมโ์ดย DNS method และ น า
ค่าท่ีได้ไปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (chitinase activity) เทียบกบักราฟมาตรฐาน 
NAG (ภาคผนวก จ) ผลการทดลอง พบว่า แอคติโนมยัซีท 10 ไอโซเลท แสดงค่ากิจกรรมการท างาน
ของเอนไซม์ไคติเนสมากกว่า 1 U/ml คือไอโซเลท CMU-NKS-3, CMU-NKS-5, CMU-NKS-13, 
CMU-NKS-14, CMU-NKS-36, PD3, R7, MKF-1, SKIV5 และ MKPN11 ตามภาพท่ี 4.2 จะเห็นไดว้า่ 
ไอโซเลท CMU-NKS-5 นั้นให้ค่าของกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด (1,949 ± 0.108 mU/ml) จึงเลือกมาท า
การทดลองต่อไป 
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ภาพ 4.1 การคดัเลือกเช้ือท่ีสร้างไคติเนสในอาหารแข็ง (a) โดยสังเกตวงใส (b) บนอาหาร colloidal 
chitin agar ท่ีมี 4% (w/v) colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอน 

ตาราง 4.1 ค่า H/C ratio ท่ีไดจ้ากการค านวณระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส และ โคโลนีของเช้ือ
แอคติโนมยัซีท 25 ไอโซเลท  

ไอโซเลท ค่า H/C ± SD  ไอโซเลท ค่า H/C ± SD  
OTOP2-1 1.36 ± 0.08 CMU-NKS-10 1.80 ± 0.01 
MKF-1 1.24 ± 0.14 CMU-NKS-13 2.00 ± 0.06 
Hourse-1 1.19 ± 0.04 CMU-NKS-14 1.69 ± 0.11 
MJ1 2.28 ± 0.07 CMU-NKS-15 1.70 ± 0.25 
MK3-4 1.84 ± 0.14 CMU-NKS-17 1.73 ± 0.20 
12001 2.24 ± 0.34  CMU-NKS-20 1.50 ± 0.18 
SHS2 1.50 ± 0.13 CMU-NKS-23 1.80 ± 0.16 
NNN-3 2.13 ± 0.02 CMU-NKS-24 1.89 ± 0.15 
MK2-3 1.85 ± 0.04 CMU-NKS-34 1.82 ± 0.08 
Home-2 1.60 ± 0.02 CMU-NKS-36 1.43 ± 0.14 
Home-3 1.59 ± 0.10 CMU-NKS-38 1.67 ± 0.04 
CMU-NKS-5 2.33 ± 0.02 CMU-NKS-39 1.67 ± 0.07 
CMU-NKS-7 1.64 ± 0.04   

 

 

 

 

a b 
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ภาพ 4.2 ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส (chitinase activity) ของเช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีเพาะเล้ียงใน
อาหารเหลว EPM เขยา่ท่ี150 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 

4.2 การบ่งช้ีสายพนัธ์ุของแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 
 

4.2.1 ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการของแอคติโนมยัซีทไอโซเลท 
CMU-NKS-5 

จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 ท่ี
สามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนสได ้โดยเล้ียงเช้ือบนอาหารแข็ง ISP 1 ถึง ISP 9  บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 30 °C 
เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นบนัทึกลกัษณะต่างๆไดแ้ก่  สีเส้นใยเหนืออาหาร (aerial mycelium) สีเส้น
ใยใต้อาหาร (substrate mycelium) และ การสร้างสีบนอาหาร (soluble pigment) ในส่วนของการ
เจริญเติบโต พบว่าในอาหาร ISP 1, ISP 2, ISP 4, ISP 5, ISP 7 และ ISP 8 เช้ือแอคติโน-มยัซีทสามา
รถเจริญเติบโตไดดี้ ในอาหาร ISP 3 และ ISP 9 เช้ือสามารถเจริญเติบโตไดป้านกลาง และ ในอาหาร 
ISP 6 เช้ือเจริญเติบโตไดน้อ้ย โคโลนีมีขนาดเล็ก พบว่า สีเส้นใยเหนืออาหารส่วนใหญ่มีสีเทา มีบาง
อาหารท่ีมีสีเหลือง แต่ในอาหาร ISP 9 ไม่มีการสร้างสีของ aerial mycelium และ ในส่วนของสีเส้นใย
ใตอ้าหาร จะมีสีเหลือง มีบางอาหารท่ีมีสีเทา และ ในอาหาร ISP 1, ISP 5 และ ISP 8 นั้น สามารถ
สร้างสีออกมาในอาหารได ้ดงัผลตามตารางท่ี 4.2 
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ตาราง 4.2 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  
อาหาร  Aerial 

mycelium  
Substrate 
mycelium  

Soluble 
pigment 

ลกัษณะของเช้ือบน
อาหารแขง็ ISP 

Tryptone – Yeast 
extract agar (ISP 1)  

264 
light gray  
 

82 
vivid yellow 
 

83 
brilliant 
yellow 

 

Yeast – Malt extract 
agar (ISP 2)  

264 
light gray  
 

90 
grayish 
yellow 
 

- 

 

Oatmeal agar (ISP 3)  266 
dark gray 
 

265 
medium gray 
 

- 

 

Inorganic salts starch 
agar (ISP 4)  

89 
pale yellow 
 

264 
light gray  
 

- 

 

Glycerol - Asparagine 
agar (ISP 5)  

86 
light yellow 
  

71 
Moderate 
orange-
yellow 
 

86 
light 

yellow 
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ตาราง 4.2 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 (ต่อ) 
อาหาร  Aerial 

mycelium  
Substrate 
mycelium  

Soluble 
pigment 

ลกัษณะของเช้ือบน
อาหารแขง็ ISP 

Peptone yeast extract 
iron agar (ISP 6)  

264 
light gray 
 

264 
light gray 
 

- 

 

Tyrosine agar (ISP 7)  264 
light gray  
  

86 
light yellow 
 

- 

 

Nitrate agar (ISP 8)  265 
medium gray 
  

77 
yellowish 
brown  
 

89 
pale 

yellow 
 

 

Carbon utilization agar 
(ISP 9)  

no aerial 
mycelium 

89 
pale yellow 
  

- 

 

อา้งอิงตามสีเทียบมาตรฐาน ISCC-NBS color chart (Kenneth, 1958)  

ศึกษาลักษณะของโคโลนี ของเช้ือแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (compound microscope) บนอาหารแข็ง ISP 2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
เป็นเวลา 14 วนั พบว่า เส้นใยเหนืออาหารมีสีขาวแต่เม่ือแก่จะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีเทา ขอบโคโลนี 
ไม่เรียบ โคโลนีนูนข้ึนเหนือผิวหน้าอาหาร ผิวหน้าขรุขระ ดังภาพท่ี 4.3 และ สปอร์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) บนอาหารแข็ง ISP 2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 10 วนั 
พบว่าเส้นใยเหนืออาหารมีการสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นเส้นสายยาว ลกัษณะของสปอร์เป็นแบบเกลียว
คล้ายสปริง แบบขดเกลียวไม่อดักันแน่น ดงัภาพท่ี 4.3 และ ท าการศึกษาผิวของสปอร์ด้วยกล้อง
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จุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่า มีการจดัเรียงสปอร์เป็นสายยาวต่อกนัเป็นลูกโซ่ 
ผวิสปอร์เป็นแบบมีหนาม (spiral) ดงัภาพท่ี 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพ 4.3 ลกัษณะของโคโลนีเด่ียวของแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
แบบเลนส์ประกอบท่ีเจริญบนอาหารแข็ง ISP 2 ท่ี (a) วนัท่ี 3 บาร์ = 0.30 cm, (b) วนัท่ี 5 บาร์ = 0.3 
cm, (c) วนัท่ี 7 บาร์ = 0.34 cm, (d) วนัท่ี 9 บาร์ =  0.34 cm, (e) วนัท่ี 11 บาร์ =  0.4 cm และ(f) วนัท่ี 14 
บาร์ =  0.4 cm และ การสร้างสปอร์ของแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง ท่ี (g) วนัท่ี 5 บาร์ = 0.4 cm, (h) วนัท่ี 7 บาร์ = 0.4 cm, (i)  วนัท่ี 9 บาร์ = 0.43 
cm, (j) วนัท่ี 11 บาร์ = 0.43 cm, (k) วนัท่ี 12 บาร์ =  0.45 cm และ (l) วนัท่ี 14 บาร์ =  0.45 cm บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั บนอาหาร ISP 2   

 

 

 

a b c 

d e f 

g h i 

j k l 
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ภาพ 4.4 ลักษณะผิวของสปอร์ และ การจดัเรียงตวัของสปอร์ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบ 
ส่องกราด (SEM) (a) ท่ีก าลังขยาย 10000x บาร์ = 1 µm และ (b) ท่ีก าลังขยาย 12000x บาร์ = 1 µm 
ของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  

4.2.2 ผลการศึกษากรดอะมิโน (Diaminopimelic acid, DAP) บนผนงัเซลลข์องเช้ือแอคติ-
โนมยัซีท โดยวธีิ Thin layer chromatography (TLC) 

ในการทดลองท าการศึกษาชนิดของกรดไดอะมิโนไพเมลิก ท่ีเป็นองค์ประกอบของ 
ผนงัเซลล์ ท่ีใช้ชนิดของผนงัเซลล์เป็นตวับ่งบอกของเช้ือแอคติโนมยัซีท โดยน าเซลล์ท่ีไดม้าจากขอ้ 
3.3.2 มา spot ลงบนแผน่ TLC รอจนสารข้ึนไปถึง solvent front จึงน าแผน่ TLC ออกมาพ่นดว้ย 0.1% 
(v/v) ninhydrin reagent จากนั้นน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 °C เป็นเวลา 2 นาที จะสังเกตเห็นจุดสีของ
เช้ือท่ีปรากฏบนแผ่น TLC ท าให้สามารถวิเคราะห์กรดอะมิโนชนิด diaminopimelic acid (DAP) บน
ผนงัเซลล์ของเช้ือแอคติโนมยัซีท ชนิดของ DAP มีสองแบบคือ LL-DAP และ meso-DAP เม่ือเทียบ
กบัสารมาตรฐาน พบว่าแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 นั้นมีชนิดของ DAP เป็น LL-DAP 
เม่ือดูจากภาพท่ี 4.5 จะเห็นไดว้า่ จุดของสารนั้น อยูใ่นจุดเดียวกบั LL-DAP  

 

 

 

 

 

 

a b 
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ภาพ 4.5 แผ่น TLC ของการวิเคราะห์ประเภทของ Diaminopimelic acid (DAP) ท่ีสกดัจากผนังเซลล์
ของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  
 

4.2.3 ผลการศึกษาลกัษณะทางชีวเคมีของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  โดยใช้
ชุดทดสอบส าเร็จรูป (API®  stripes) 

 
จากการศึกษาลกัษณะทางชีวเคมีของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 โดยท าการ

ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ (enzymatic activity) และ การทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย
น ้ าตาล (fermentation of carbohydrate) โดยใช้ชุดทดสอบ API 3 ชุด ผลการทดลองพบว่า เช้ือ 
แอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 สามารถสร้างเอนไซม์ได้ 8, 13 และ 8 ชนิดในชุดทดสอบ 
API Coryne, API ZYM®  และ  API 20E ตามล าดับ  ได้แ ก่  Pyrazinamidase, Alkaline phosphatase,  
α-Glucosidase, N-Acetyl-β-Glucosamidase, Esculin (β-Glucosidase), Phosphatase alkaline, 
Esterase, Esterase Lipase, Leucine arylamidase, Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsin, 
Phosphatase acid, Naphthol-AS-B-l-phosphohydrolase, α-glucosidase, β-glucosidase,  
α-mannosidase, β-galactosidase, Arginine dihydrolase, Tryptophane desaminase แ ล ะ  Acetoin 
production และ สามารถยอ่ยสลายน ้ าตาล Glucose, Amygdalin และ Arabinose ได ้และ สามารถยอ่ย
สลายเจลาตินได้ (Gelatin) และ สามารถสร้างเอนไซม์ N-acetyl-β-glucoseamidase ท่ีอยู่ในกลุ่มย่อย

LL-DAP 

meso-DAP 

 

NKS 5 
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ไคตินได ้ซ่ึงแสดงผลท่ีไดด้งัตาราง 4.3, 4.4 และ 4.5 และ ภาพท่ี 4.6 แสดงผลการทดสอบการเปล่ียนสี
ของชุดทดสอบ API 3 ชุด (ภาคผนวก ช) 

ตาราง 4.3   ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์และ การทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลาย
น ้าตาลของชุดทดสอบ API Coryne ท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 3 วนั 

หลุมทดสอบ ปฏิกิริยาท่ีใชท้ดสอบ ผลของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 
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 
Cat  
MAL  
สัญลกัษณ์ +  หมายถึงในปฏิกิริยามีการเปล่ียนแปลงของสี, สัญลกัษณ์ – หมายถึง ในปฏิกิริยาไม่มีสี
เกิดข้ึน หรือ ไม่เปล่ียนสี 
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ตาราง 4.4 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ ของชุดทดสอบ API ZYM®  ท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
เป็นเวลา 3 วนั 

No  เอนไซมท่ี์ใชท้ดสอบ  สารตั้งตน้ ผลของเช้ือแอคติโนมยัซีท 
ไอโซเลท CMU-NKS-5 

1  Control  
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 - 
สัญลกัษณ์ + หมายถึงในปฏิกิริยามีการเปล่ียนแปลงของสี โดยท่ีแบ่งระดบัออกเป็น 5 ระดบัตามความ
เขม้ของสี, สัญลกัษณ์ – หมายถึง ในปฏิกิริยาไม่มีสีเกิดข้ึน หรือ ไม่เปล่ียนสี 
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ตาราง 4.5 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ และ การทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย       
    น ้าตาลของชุดทดสอบ API 20E ท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 3 วนั 

หลุม
ทดสอบ   

สารตั้งตน้ ปฏิกิริยาหรือเอนไซมท่ี์ใชท้ดสอบ ผลของเช้ือแอคติโนมยัซีท 
ไอโซเลท CMU-NKS-5 

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  
NO2 
N2 

Arabinose 
 

Fermentation  
Reduction of nitrate to nitrites 
Reduction of N2 gas 

+ 
- 
- 

สัญลกัษณ์ +  หมายถึงในปฏิกิริยามีการเปล่ียนแปลงของสี, สัญลกัษณ์ – หมายถึง ในปฏิกิริยาไม่มีสี
เกิดข้ึน หรือ ไม่เปล่ียนสี 
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ภาพ 4.6 ผลการทดสอบของชุดทดสอบ API ของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5โดยการ
ใชชุ้ดทดสอบ API Coryne (a), API ZYM®  (b) และ API 20E (c)   
 

4.2.4 ผลการศึกษายีน  16S rRNA ของแอคติโนมัยซีทในระดับสปีชีส์ด้วยวิธีทาง 
อณูชีววทิยา  

 

จากการทดลอง น าล าดบัเบสของยีน 16S rRNA ของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-
5 มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI เพื่อบ่งบอกถึงจีนัส และ สปีชีส์ของเช้ือแอคติโนมัยซีท 
ไอโซเลท CMU-NKS-5 พบว่ามีความใกล้เคียงกับเช้ือ Streptomyces bungoensis  สายพนัธ์ุ NBRC 
15711 ท่ี 98% ดังตารางท่ี 4.6 จากนั้ นคัดเลือกแอคติโนมัยซีทท่ีมีความใกล้เคียงกันมาวิเคราะห์
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนกนัของล าดบัเบส เพื่อท าแผนผงัแสดงความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของเช้ือ 
(phylogenetic tree) ดงัภาพท่ี 4.7  โดย Phylogenetic tree จะใชโ้ปรแกรม bioedit และโปรแกรม mega 
5.0 ในส่วนของล าดบัเบส 16S rRNA และท าการ aligned โดยใช้ CLUSTAL W เทียบกบัล าดบัเบส 
(nucleotide sequences) จากฐานข้อมู ล  GenBank ด้วยวิ ธี  neighbor joining method และ  ใช้ เช้ื อ 
Thermopolyspora flexuosa DSM 43186T เป็น outgroup มีค่า Bootstrap values (>50%) และ ท าการ
วเิคราะห์ bootstrap ซ ้ าจ  านวน 1000 คร้ัง 

 

 

a 

b 

c 



 

 
 

ตาราง 4.6 ผลของการวิเคราะห์ล าดบัเบส 16S rRNA ของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI  

Description Max score Total score Query cover E-value Ident Acession 

Streptomyces bungoensis strain HBUM174567 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 

1655 1655 100% 0.0 98% FJ486371 

Streptomyces bungoensis strain FoRh14 
  16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1639 1639 100% 0.0 98% KM370028 

Streptomyces bungoensis strain 173014  
  16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1639 1639 100% 0.0 98% EU593563 

Streptomyces bungoensis strain NBRC 15711 
  16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1639 1639 100% 0.0 98% NR_041191 
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ภาพ  4.7 แผนผังแสดงความสั มพัน ธ์ท างวิว ัฒน าการของเช้ื อ  Streptomyces sp. ไอโซ เลท  
CMU-NKS-5 โดยกลุ่ม I คือ  Streptomyces sp. กลุ่ม II คือ กลุ่ม Micromonospora sp. กลุ่ม III คือ  
ก ลุ่ม  Nocardia sp. ก ลุ่ม  IV คือ Amycolatopsis sp. และ out-group คือ  Thermopolyspora flexuosa 
DSM 43186 
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น าข้อมูลท่ีได้ไปเปรียบเทียบความสามารถในการใช้น ้ าตาลกับ Streptomyces bungoensis  
สายพนัธ์ุ MS16-10G, MS16-10W, NBRC15711 (Eguchi et al., 1993) และ MJM2077 (Cheng et al., 
2013) ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 ดงัตาราง
ท่ี 4.7  

จากนั้นท าการเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  
ใน อ าห าร  ISP ทั้ ง  9 ช นิ ด  กั บ  Streptomyces bungoensis ส ายพั น ธ์ุ  MS16-10G, MS16-10W, 
NBRC15711 (Eguchi et al., 1993) และ MJM2077 (Cheng et al., 2013) ท่ีมีความคล้ายคลึงกับเช้ือ 
แอคติโนมัยซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 ดังตารางท่ี  4.8 ยกเว้นอาหาร ISP 1, ISP 8 และ ISP 9 
เน่ืองจากไม่มีรายงานการทดสอบดงักล่าวในงานวิจยัท่ีน ามาเปรียบเทียบ โดยสัญลกัษณ์ (-) คือ ไม่มี
การทดสอบในอาหาร และ no คือ มีการทดสอบแต่ไม่สร้างสี และในส่วนของการทนต่อเกลือ 
(%NaCl) พบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีทไอโซเลท CMU-NKS-5  นั้นสามารถเจริญไดใ้นความเขม้ขน้ท่ี 7% 
ในความเขม้ขน้ท่ี 8% นั้นเจริญไดเ้พียงเล็กนอ้ย และ ไม่สามารถเจริญไดต้ั้งแต่ความเขม้ขน้ท่ี 9% เป็น
ตน้ไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ตาราง 4.7 การเปรียบเทียบความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน (carbon utilization) ของเช้ือแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CMU-NKS-5 กับ 
Streptomyces      bungoensis สายพนัธ์ุ MS16-10G, MS16-10W, NBRC15711 และ MJM2077  

น ้าตาล เช้ือไอโซเลท CMU-
NKS-5 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MS16-10G   

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MS16-10W 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MJM 2077 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
NBRC15711 

D-glucose + + + + + 
L-Rhamnose - - - + - 
D-Fructose nd + + + + 
D-galatose nd + + + + 
D-xylose - + + + + 
L-arabinose - + + + + 
Sucrose - ± ± + ± 
Raffinose nd - ± + ± 
D-mannitol - + + + + 
i-Inositol - - - + - 
สัญลกัษณ์ + คือสามารถใชแ้หล่งน ้าตาลนั้นได ้สัญลกัษณ์ – คือไม่สามารถใชแ้หล่งน ้าตาลนั้นได ้และสัญลกัษณ์ ± คือใชแ้หล่งน ้าตาลไดเ้พียงเล็กนอ้ย 
และ nd คือ ไม่มีการทดสอบในชุดทดสอบ API 
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ตาราง 4.8 การเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 กบั S. bungoensis สายพนัธ์ุ MS16-10G, MS16-
    10W,  MJM2077 และ NBRC15711 
อาหาร ลกัษณะทาง

สัณฐานวทิยา 
(characteristic) 

Streptomyces sp.  
ไอโซเลท CMU-NKS-5 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MS16-10G and MS16-
10W 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MJM 2077 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
NBRC15711 

ISP1 agar  
 

Gr 
AMC 
RC 
SP 

Abundant  
Light gray 
Vivid yellow 
Yes (brilliant yellowish) 

Not determined 
- 
- 
Yes (brownish black) 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

ISP2 agar  
 

Gr 
AMC 
RC 
SP 

Abundant  
Light gray 
Grayish yellow  
No  

Abundant 
Gray 
Reddish brown 
Yes (brownish black) 

Medium 
Gray 
Reddish yellow 
No  

Abundant 
Gray 
Reddish brown 
Yes (brownish black) 

ISP3 agar  
 

Gr 
AMC 
RC 
SP 

Moderate 
Dark gray 
Medium gray 
No  

Abundant 
Gray 
Gray 
No 

Abundant 
Gray 
Gray 
No 

Abundant 
Gray 
Gray 
No 
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ตาราง 4.8   การเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 กบั S. bungoensis สายพนัธ์ุ MS16-10G, MS16-
10W,    MJM2077 และ NBRC15711 (ต่อ) 

อาหาร ลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา 
(characteristic) 

Streptomyces sp.  
ไอโซเลท CMU-NKS-5 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MS16-10G and MS16-
10W 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
MJM 2077 

S. bungoensis สายพนัธ์ุ 
NBRC15711 

ISP4 agar  Gr 
AMC 
RC 
SP 

Abundant  
Pale yellow 
Light gray 
No  

Abundant 
Gray 
Gray 
No  

Abundant 
White 
Grayish yellow 
No  

Abundant 
Gray 
Gray 
No 

ISP5 agar  
  

Gr 
AMC 
RC 
SP 

Abundant  
Light yellow  
Moderate orange yellow 
Yes (light yellow) 

Abundant 
Grayish brown 
Brownish yellow 
No  

Abundant 
Grayish brown 
Brownish yellow 
No  

Abundant 
Grayish brown 
Brownish yellow  
No 

ISP6 agar  Gr 
AMC 
RC 
SP 

A little 
Light gray 
Light gray 
No  

Abundant 
White  
Colorless  
Yes (brownish black) 

Abundant 
No aerial mycelium 
Dark gray 
Yes (brownish black) 

Abundant 
White  
Colorless  
yes (brownish black)  
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ตาราง 4.8  การเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 กบั S. bungoensis สายพนัธ์ุ MS16-10G, MS16-
10W, MJM2077 และ NBRC15711 (ต่อ) 

อาหาร ลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา 
(characteristic) 

Streptomyces sp.  
ไอโซเลท CMU-NKS-5 

S. bungoensis strains 
MS16-10G and MS16-
10W 

S. bungoensis strains MJM 
2077 

S. bungoensis strains 
NBRC15711 

ISP7 agar  
  

Gr 
AMC 
RC 
SP 

Abundant 
Light gray 
Light yellow 
No  

Abundant 
Gray 
Yellow   
Yes (pale brown) 

Abundant 
Gray 
Gray 
Yes (black) 

Abundant 
Gray 
Yellow  
Yes (pale brown) 

ISP8 agar  Gr 
AMC 
RC 
SP 

Abundant 
Medium gray 
yellowish brown 
Yes (pale yellow) 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

ISP9 agar  
  

Gr 
AMC 
RC 
SP 

Moderate 
No aerial mycelium 
Pale yellow 
No 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
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ตาราง 4.8  การเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 กบั S. bungoensis สายพนัธ์ุ MS16-10G, MS16-
10W, MJM2077  และ NBRC15711 (ต่อ) 

อาหาร ลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา 
(characteristic) 

Streptomyces sp.  
ไอโซเลท CMU-NKS-5 

S. bungoensis strains 
MS16-10G and MS16-
10W 

S. bungoensis strains MJM 
2077 

S. bungoensis strains 
NBRC15711 

Nutrient 
agar (NA) 

Gr 
AMC 
RC 
SP 

- 
- 
- 
- 

Moderate 
White  
Colorless  
Yes (reddish brown) 

Good 
No 
Grayish yellow 
No 

Moderate 
White 
Colorless 
Yes (reddish brown) 

NaCl tolerance (0% - 12%) ≥ 7% แต่ < 9% ≥ 7% แต่ < 10% - - 

*Gr; การเจริญเติบโตของเช้ือ AMC; สีของเส้นใยเหนืออาหาร RC; สีของเส้นใยใตอ้าหาร SP; การสร้างสีบนอาหาร  
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4.3 ผลการศึกษาปัจจัยพืน้ฐานทีม่ีผลต่อการผลติเอนไซม์ไคติเนส 
 

4.3.1 ผลของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอนไซมไ์คติเนส  

ในการทดลอง ท าการศึกษาแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ 
Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 โดยท าการก าหนดความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนท่ี  
0.5% (w/v) ทั้ ง  9 ช นิ ด  คื อ  arabinose, galactose, glucose, raffinose, xylose, colloidal chitin,  
chitin powder, soluble starch และ ชุดควบคุมท่ีไม่ใส่แหล่งคาร์บอน เล้ียงในอาหาร basal medium 
เติมเช้ือตั้ งต้นลงไป 0.5% (w/v) บ่มท่ี อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 ว ัน จากผลการทดลอง พบว่า 
chitin powder ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (chitinase activity) สูงท่ีสุดคือ 172.0 mU/ml รองลงมาคือ 
น ้ าตาลอะราบิโนส และ แป้ง เม่ือเทียบกบัตวัควบคุมท่ีไม่ใส่แหล่งคาร์บอน พบวา่มีความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P≤ 0.05) ดงัภาพท่ี 4.8  

 

4.3.2 ผลของปริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอนไซมไ์คติเนส 

ในการทดลอง ท าการศึกษาปริมาณของแหล่งคาร์บอน ท่ี 0.1 – 2.5% (w/v) เล้ียงในอาหาร 
basal medium เติมเช้ือตั้งตน้ลงไป 0.5% (w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ผลการทดลองพบวา่ 
ท่ีความเขม้ขน้ท่ี 1.5% นั้นให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ สูงสุดคือ 432.8  mU/ml รองลงมาคือท่ี 2.0% 
(w/v) และ 2.5% (w/v) เม่ือเทียบกบัค่าความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของคาร์บอนเร่ิมตน้ท่ี 0.5 % (w/v) พบวา่มี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P≤ 0.05) ดงัภาพท่ี 4.9  
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4.3.3 ผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอนไซมไ์คติเนส 

1) ผลของแหล่งไนโตรเจนประเภทอนินทรียท่ี์เติมร่วม 

ในการทดลอง ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนประเภทอนินทรียท่ี์เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์
ไคติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 โดยท าการก าหนดความเขม้ขน้ของแหล่ง
ของไนโตรเจนเท่ากบั 1.0% (w/v) ทั้ง 7 ชนิด คือ KNO3, NaNO3, NH4Cl, (NH4)H2PO4, (NH4)2HPO4, 
NH4NO3,  และ ชุดควบคุมท่ีใส่ (NH4)2SO4  ในอาหาร basal medium ท่ีมี 1.5% (w/v) chitin powder 
เป็นแหล่งคาร์บอน เติมเช้ือตั้งตน้ลงไป 0.5% (w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั พบว่าค่าของ 
KNO3 นั้ น  ให้ค่า chitinase activity สูงท่ี สุด (315.3 mU/ml) รองลงมาคือ (NH4)2SO4 และ NaNO3 
พบว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P≤ 0.05) ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.10  

 

2) ผลของแหล่งไนโตรเจนประเภทอินทรีย ์

ในการทดลอง ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนประเภทสารอินทรีย์ท่ีเหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5  โดยท าการก าหนดความเขม้ขน้
ของแหล่งของไนโตรเจนเท่ ากับ  0.05% (w/v) ทั้ ง 7 ชนิด คือ beef extract, casein, malt extract, 
peptone, tryptone, urea และ ชุดควบคุมท่ีใส่ yeast extract ในอาหาร basal medium ท่ีมี 1.5% (w/v) 
chitin powder เป็นแหล่งคาร์บอน เติมเช้ือตั้งตน้ลงไป 0.5% (w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
พบว่า casein, yeast extract และ peptone ให้ค่ า chitinase activity เท่ ากับ 336.6, 312.6 และ 322.9 
mU/ml ตามล าดับ ดังภาพท่ี 4.11 เม่ือท าการจัดกลุ่มทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P≤ 0.05) จึงเลือกใช้ casein เป็นแหล่งของไนโตรเจน 
เพื่อท าการทดลองต่อไป 
 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4.8  ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 ท่ีเล้ียงในแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนัในอาหาร basal 
medium เม่ือเขยา่ท่ีความเร็ว 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
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ภาพ 4.9   ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 ท่ีเล้ียงในความเขม้ขน้ของคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั ใน
อาหาร basal medium เม่ือเขยา่ท่ีความเร็ว 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
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ภาพ 4.10   ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 ท่ีเล้ียงในแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั โดยท่ี A ; 
(NH4)2HPO4, B ; KNO3, C ; NH4NO3, D ; NaNO3, E ; NH4H2PO4, F ; NH4Cl, G ; (NH4)2HPO4 ตามล าดบั ในอาหาร basal medium เม่ือเขย่า
ท่ีความเร็ว 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
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ภาพ 4.11 ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 ท่ีเล้ียงในแหล่งไนโตรเจนประเภทอินทรียท่ี์
แตกต่างกนั ในอาหาร basal medium เม่ือเขยา่ท่ีความเร็ว 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
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4.3.4 ผลการศึกษาส่วนประกอบของอาหารท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส 

ในการทดลองน้ีใช้แผนการทดลองแบบ Plackett and Burman design (PB) เพื่ อคัดเลือก
ส่วนประกอบในอาหาร basal medium ท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส โดย ในตารางท่ี 4.9 แสดง
ปัจจยัทั้งหมดท่ีท าการศึกษา จ านวน 7 ปัจจยั ไดแ้ก่  casein, K2HPO4, KH2PO4, KNO3, MgSO4.7H2O, 
chitin powder และ trace element และ ค่าของ chitinase activity ของแต่ละการทดลองทั้งหมด 15 การ
ทดลอง โดยพบว่า ท่ีการทดลองท่ี 2 นั้ นให้ค่า chitinase activity สูงสุดเท่ากับ 223.9 mU/ml และ  
ท่ีการทดลองท่ี 10 นั้นให้ค่า chitinase activity นอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 109.7 mU/ml น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปท าการ
วเิคราะห์ผลทางสถิติ ไดเ้ป็นตารางท่ี 4.10 ซ่ึงจะแสดงผลการวเิคราะห์ขอ้มูลของ Sum of Squares, df, 
Mean Square, F-Value และ P-value ในการวิเคราะห์ขอ้มูลของผลการทดลอง จะท าการวิเคราะห์ค่า
ของความแปรปรวน (P-value) ท่ี 0.05 เพื่อคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส โดย
แสดงค่าความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% (P≤ 0.05) โดยค่า P-value 
ของ model และ lack of fit นั้นจะตอ้งมีค่านอ้ยกวา่ 0.05 และมากกวา่ 0.05 ตามล าดบั แบบจ าลองท่ีได้
จึงจะมีความเหมาะสมต่อแผนการทดลองนั้น ผลการทดลองพบวา่ ค่าความแปรปรวนของแบบจ าลอง 
(model) นั้นมีความแตกต่างทางสถิติ และ ค่าของ lack of fit พบวา่ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ตามท่ี
ก าหนดไวจึ้งท าการวิเคราะห์ค่าของ P-value ของแต่ละปัจจยั พบวา่ ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์
ไคติเนส มีทั้งหมด 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ K2HPO4, chitin powder และ casein ส าหรับปัจจยั 4 ปัจจยัท่ีเหลือ 
คือ KH2PO4, MgSO4 .7H2O, KNO3 และ trace element นั้นมีค่า P-value มากกวา่ 0.05 แสดงวา่ปัจจยัน้ี
ไม่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส และ ในตารางท่ี 4.11 แสดงค่าของ Coefficient, df, Standard 
Error, 95% CI Low, 95% CI High และ VIF ตามล าดบั นอกจากน้ีค่า effect จะวิเคราะห์ผลได ้2 แบบ 
คือ ผลเชิงบวก (positive effect) และ ผลเชิงลบ (negative effect) ท าการอ่านผลโดยการสังเกต
สัญลกัษณ์ตรงคอลมัน์ coefficient วา่เป็นค่าบวก (+) หรือ ลบ (-) ตวัอยา่งเช่น K2HPO4  ค่า coefficient 
เท่ากบั 0.011268 ซ่ึงให้ผลเป็นบวก แสดงว่า K2HPO4 มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส คือหากสูตร
อาหารมี K2HPO4 เป็นส่วนประกอบอยู่ในปริมาณสูง จะช่วยเพิ่มค่ากิจกรรมของเอนไซม์ให้สูงข้ึน 
ดงันั้น ควรเลือกระดบัสูงท่ีใช้ในการทดลองแบบ PB คือ 0.7 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัผลเชิงลบ คือ 
สารนั้นมีผลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส ตวัอยา่งเช่น KH2PO4 นั้นให้ผลเป็นลบ คือ -0.00477  แสดง
วา่ หากสูตรอาหารมี KH2PO4 เป็นส่วนประกอบอยูใ่นปริมาณต ่า จะช่วยเพิ่มค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ให้สูงข้ึน ดงันั้นควรเลือกระดบัต ่า คือ 0.03 กรัมต่อลิตร และค่า Coefficient นั้นเอาไวดู้ว่าจะตอ้งใส่
ปริมาตรของสาร ไปทางระดบัต ่าหรือระดบัสูง 
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 จากผลการทดลองน้ีมีสารสามชนิดท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส แต่ท าการเลือก chitin 
powder และ casein ซ่ึงยงัตอ้งท าการศึกษาขอ้มูลเพิ่ม โดยพิจารณาจากค่าของ P-value ถา้ค่า P-value 
มากแสดงว่ามีผลน้อยหรือไม่มีผล พบว่าค่า P-value ของสารทั้งสองชนิดนั้นเม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นต ์
พบวา่ เท่ากบั 99.9% ของ chitin powder และ 99.0% ของ casein แต่ของ K2HPO4 นั้นคิดเป็น 97% เม่ือ
พิจารณาแล้วพบว่าสารทั้งสองชนิดให้ผลท่ีค่า P = 0.01 (P≤ 0.01)  และยงัเป็นแหล่งคาร์บอน และ
แหล่งไนโตรเจน ท่ีงานวิจยัส่วนมากมกัน าไปศึกษาต่อ จึงน าไปศึกษาด้วยแผนการทดลองแบบ 
Central Composite Design ในล าดบัต่อไป  

4.3.5 ผลการศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของส่วนประกอบของอาหาร ในการผลิตเอนไซม์ 
ไคติเนสดว้ยแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD)  

ในการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD)  ท าการเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิต
เอนไซม์ไคติเนสในแผนการทดลองแบบ PB ได้แก่ chitin powder และ casein มาศึกษาปริมาณท่ี
เหมาะสมของแต่ละปัจจัยส าหรับการผลิตเอนไซม์ไคติเนส ในตารางท่ี  4.12 แสดงปัจจัย ท่ี
ท าการศึกษา ได้แก่  casein และ chitin powder และ ค่าของ chitinase activity ของแต่ละการทดลอง 
รวมทั้งหมด 13 การทดลอง ผลการทดลอง พบว่า ท่ีการทดลองท่ี 12 ให้ค่า chitinase activity สูงสุด
เท่ากบั 256.5 mU/ml และ ท่ีการทดลองท่ี 8 ให้ค่า chitinase activity ต ่าสุด เท่ากบั 173 mU/ml จากนั้น
น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ ไดผ้ลตามตารางท่ี 4.13 ซ่ึงแสดงค่าของ Sum of Squares, df, Mean Square, 
F-Value และ P-value และ ท าการวิเคราะห์ข้อมูลของผลการทดลอง พิจารณาค่า P-value ท่ี 0.05 
เหมือนกบัการทดลองแบบ PB โดยแสดงค่าความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัระดบัความเช่ือมัน่
ท่ี 95% (P≤ 0.05) ในส่วนของค่าความแปรปรวนของแบบจ าลอง (model) นั้นมีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติและค่าของ lack of fit พบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติแสดงว่า
แบบจ าลองมีความเหมาะสมต่อการแผนทดลอง จากผลการทดลองคร้ังท่ี 1 พบว่า ไม่สามารถหา
ปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีให้ค่า chitinase activity สูงสุดของ chitin powder ได้ เน่ืองจากกราฟโครงร่าง 
(3D) ท่ีไดมี้ลกัษณะเป็นเส้นตรง ดงัภาพท่ี 4.12 ส่วน casein นั้นสามารถหาปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีให้ค่า 
chitinase activity สูงสุดไดจ้ากภาพท่ี 4.12 กราฟท่ีไดมี้ลกัษณะโคง้ลง และ ตารางท่ี 4.14 จะแสดงค่า
ของ Coefficient, df, Standard Error, 95% CI Low, 95% CI High และ VIF ตามล าดับ เม่ือดูค่าของ 
coefficient ของ interaction (AB) ระหว่าง chitin powder (A) และ casein (B) พบว่ามีผลเชิงลบ และ 
ค่าของ coefficient ทั้ง chitin powder และ casein มีผลไปในเชิงลบทั้งคู่เช่นกนั ซ่ึงให้ผลท่ีตรงกนัขา้ม
กบัแผนการทดลอง PB  
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ในการทดลองน้ีไม่สามารถหาปริมาณท่ีเหมาะสมของทั้งสองค่าได้ โดยพิจารณาจากกราฟ 
contour และ กราฟ 3D จากภาพท่ี 4.12 จะเห็นไดว้า่ casein นั้นมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส 
กราฟท่ีไดเ้ป็นแบบโคง้ลง ค่ากลางนั้นใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุด จะเห็นไดว้า่ ไม่วา่จะเพิ่มหรือ
ลดค่ากิจกรรมท่ีได้ ไม่แตกต่างกัน และ ในส่วนของ chitin powder จะเห็นได้ว่ากราฟท่ีได้นั้ นมี
ลกัษณะเป็นเส้นตรง คือไม่ว่าจะเพิ่มหรือลดปริมาณของ chitin powder ค่า chitinase activity ก็ไม่มี
การเพิ่มข้ึนหรือลดลง 

ท าแผนการทดลองแบบ CCD คร้ังท่ี 2 เพื่อหาปริมาณท่ีเหมาะสม โดยท าการลดปริมาณของ 
chitin powder ลง และ ก าหนดค่าของ casein เท่าเดิม ในตารางท่ี 4.15 แสดงปัจจยัท่ีท าการศึกษา คือ 
casein และ chitin powder และ ค่าของ chitinase activity ของแต่ละการทดลองทั้งหมด 13 การทดลอง 
และ พบว่า ท่ีการทดลองท่ี 12 ให้ค่าของ chitinase activity สูงสุดเท่ากับ 348.5 mU/ml และท่ีการ
ทดลองท่ี 5 ให้ค่าของ chitinase activity น้อยท่ีสุดเท่ากับ 150.5 mU/ml  และ ในตารางท่ี 4.16  จะ
แสดงค่าของ Sum of Squares, df, Mean Square, F-Value และ P-value ผลการทดลอง จะพิจารณาค่า
ของ P-value ของ model และ lack of fit พบวา่ในส่วนของค่าความแปรปรวนของแบบจ าลอง (model) 
นั้นมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และ ค่าของ lack of fit พบวา่ ไม่มีความแตกต่างอยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติแสดงว่าแบบจ าลองมีความเหมาะสมต่อการแผนทดลอง และ ตารางท่ี 4.17 จะ
แสดงค่าของ Coefficient, df, Standard Error, 95% CI Low, 95% CI High และ VIF ตามล าดบั โดยค่า 
coefficient ของ chitin powder มีผลเชิงบวก ส่วนค่าของ casein นั้นมีผลเชิงลบ และ ในการทดลองน้ี
สามารถหาปริมาณท่ีเหมาะสมของทั้งสองค่าได ้โดยพิจารณาจากกราฟ contour และกราฟ 3D จาก
ภาพท่ี 4.13 จะเห็นไดว้า่ casein นั้นมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส โดยเม่ือปริมาณของ casein 
เพิ่มข้ึน ค่า chitinase activity ท่ีได้จะลดลง ตรงกบัค่าของ coefficient ท่ีตอ้งใส่ casein ในระดบัท่ีต ่า 
ค่ากิจกรรมของเอนไซมจึ์งจะเพิ่มสูงข้ึน และในส่วนของ chitin powder ค่ากลางนั้นใหค้่ากิจกรรมของ
เอนไซมสู์งสุด จะเห็นไดว้า่ ไม่วา่จะเพิ่มหรือลดค่ากิจกรรมท่ีได ้ไม่แตกต่างกนั  

จากผลการทดลองท่ีได้ น าข้อมูลมาสร้างกราฟพื้นผิวตอบสนองในรูปแบบ 3 มิติ (response 
surface) และ กราฟเส้นโครงร่างของพื้นผิวตอบสนอง (contour plot) ซ่ึงแต่ละกราฟจะแสดงผลของ
การทดลอง 2 ตวัแปรคือ chitin powder และ casein โดยจะบอกไดว้า่ในส่วนของส่วนโคง้ในกราฟ 3D 
หรือ จุดศูนยก์ลางของวงกลมในกราฟ contour เป็นค่าท่ีมีความเหมาะสมของแต่ละตวัแปร โดย
ความสัมพนัธ์ระหว่างปัจจยัสองปัจจยัท่ีท าการศึกษา ท าให้ได้สมการสุดทา้ยในรูปแบบของ actual 
factor ออกมา โดยท่ีค่า Y คือ ค่าของการตอบสนองต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส และ น าสมการ
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ด้านล่าง มาท านายค่าเอนไซม์ไคติเนส เม่ือแทนค่าเหมาะสมลงในสมการ จะได้ค่าท่ีดีท่ีสุดของ
เอนไซม์ไคติเนส หรือค่า Y ในสมการท่ีท านาย และ ท าการทดลองเพื่อยืนยนัผลว่าเป็นไปตามท่ี
ท านายไวห้รือไม่ (validation) ในการทดลองต่อไป 

Chitinase activity (Y) = 0.1223 + 0.0312 * chitin powder + 0.0611 * casein + 0.0074 * chitin 
powder * casein - 0.0016 * chitin powder2 - 0.1033 * casein2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ตาราง 4.9 ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส ในแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman design  
STD Run Block KH2PO4 K2HPO4 MgSO4 

.7H2O Trace element Chitin powder Casein KNO3 Chitinase activity(mU/ml) 
1 1 Block 1 0.3 0.7 0.03 1 15 0.5 0.1 190.1 
2 14 Block 1 0.03 0.7 0.3 0.1 15 0.5 1 223.9 
3 13 Block 1 0.3 0.07 0.3 1 1.5 0.5 1 141.7 
4 12 Block 1 0.03 0.7 0.03 1 15 0.05 1 197.6 
5 2 Block 1 0.03 0.07 0.3 0.1 15 0.5 0.1 162.6 
6 9 Block 1 0.03 0.07 0.03 1 1.5 0.5 1 133.6 
7 5 Block 1 0.3 0.07 0.03 0.1 15 0.05 1 144.9 
8 10 Block 1 0.3 0.7 0.03 0.1 1.5 0.5 0.1 140.3 
9 7 Block 1 0.3 0.7 0.3 0.1 1.5 0.05 1 116.1 

10 4 Block 1 0.03 0.7 0.3 1 1.5 0.05 0.1 109.7 
11 6 Block 1 0.3 0.07 0.3 1 15 0.05 0.1 148.4 
12 8 Block 1 0.03 0.07 0.03 0.1 1.5 0.05 0.1 111.3 
13 15 Block 1 0.165 0.385 0.165 0.55 8.25 0.275 0.55 164.8 
14 11 Block 1 0.165 0.385 0.165 0.55 8.25 0.275 0.55 184.7 
15 3 Block 1 0.165 0.385 0.165 0.55 8.25 0.275 0.55 169.4 
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ตาราง 4.10 การวเิคราะห์ขอ้มูลของแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman design จากโปรแกรม Design-Expert 7.0.0  
 Source Sum of Squares df Mean Square F Value p-value  Prob > F  

Model 0.01312 7 0.001874 8.732122 0.0087 Significant 

A-KH2PO4 0.000273 1 0.000273 1.272813 0.3023  

B-K2HPO4 0.001524 1 0.001524 7.098089 0.0373  

C-MgSO4.7H2O 1.96E-05 1 1.96E-05 0.09115 0.7729  

D-Trace element 3.95E-05 1 3.95E-05 0.184067 0.6829  

E-powder chitin 0.008257 1 0.008257 38.46974 0.0008  

F-casein 0.002248 1 0.002248 10.4734 0.0178  

G-KNO3 0.000759 1 0.000759 3.535592 0.1091  

Curvature 0.001085 1 0.001085 5.053216 0.0656 non-significant 

Residual 0.001288 6 0.000215    

Lack of Fit 0.001071 4 0.000268 2.465775 0.3088 non-significant 

Pure Error 0.000217 2 0.000109    

Cor Total 0.015493 14     
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ตาราง 4.11 การวเิคราะห์ขอ้มูลของแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman design ดว้ยวธีิ ANOVA จากโปรแกรม Design-Expert 7.0.0 

Factor Coefficient Estimate  Df Standard Error 95% CI Low 95% CI High VIF 

Intercept 0.15168 1 0.004229 0.141331 0.162029   

A-KH2PO4 -0.00477 1 0.004229 -0.01512 0.005577 1 

B-K2HPO4 0.011268 1 0.004229 0.000919 0.021617 1 

C-MgSO4.7H2O -0.00128 1 0.004229 -0.01163 0.009072 1 

D-Trace element 0.001815 1 0.004229 -0.00853 0.012163 1 

E-powder chitin 0.026232 1 0.004229 0.015883 0.036581 1 

F-casein 0.013687 1 0.004229 0.003338 0.024036 1 

G-KNO3 0.007953 1 0.004229 -0.0024 0.018301 1 

Center Point 0.021259 1 0.009457 -0.00188 0.0444 1 
R-Squared = 0.9106, Adj R-Squared = 0.8063, Pred R-Squared = 0.3464, Adeq Precision = 10.197,  
Std. Dev. = 0.015, Mean = 0.16, C.V. % = 9.40, PRESS = 0.010 
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ตาราง 4.12 ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส ในแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) คร้ังท่ี 1 
Std Run Block Chitin powder Casein Chitinase activity (mU/ml) 
1 2 Block 1 15 0.5 231.9 
2 12 Block 1 25 0.5 233.4 
3 4 Block 1 15 1.5 216.0 
4 9 Block 1 25 1.5 200.8 
5 1 Block 1 12.92893 1 253.5 
6 7 Block 1 27.07107 1 242.6 
7 13 Block 1 20 0.292893 225.5 
8 11 Block 1 20 1.707107 173.4 
9 10 Block 1 20 1 254.9 
10 8 Block 1 20 1 232.2 
11 3 Block 1 20 1 254.4 
12 6 Block 1 20 1 256.5 
13 5 Block 1 20 1 222.3 
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ตาราง 4.13 ผลของการวเิคราะห์ขอ้มูลของแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) จากโปรแกรม Design-Expert 7.0.0 คร้ังท่ี 1 
Source Sum of Squares Df Mean Square F Value p-value Prob > F  

Model 0.0059 5 0.0012 7.53 0.0098 Significant 
A-Chitin 0.0001 1 0.0001 0.68 0.4365  
B-Casein 0.0019 1 0.0019 11.95 0.0106  
AB 0.0001 1 0.0001 0.45 0.5241  
A^2 0.0000 1 0.0000 0.063 0.8092  
B^2 0.0037 1 0.0037 23.75 0.0018  
Residual 0.0011 7 0.0002 

  
 

Lack of Fit 0.0001 3 0.0000 0.14 0.9339 non significant 
Pure Error 0.0010 4 0.0002 

  
 

Cor Total 0.0070 12 
   

 
R-Squared = 0.8432, Adj R-Squared = 0.7311, Pred R-Squared = 0.6748, Adeq Precision = 8.871,  

   Std. Dev. = 0.012, Mean = 0.23, C.V. % = 5.42 และ PRESS = 0.023
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 ตาราง 4.14 การวเิคราะห์ขอ้มูลของแผนการทดลองแบบCentral Composite Design (CCD) ดว้ยวธีิ ANOVA  
     จากโปรแกรม Design-Expert 7.0.0 คร้ังท่ี 1 

Factor Coefficient Estimate df Standard Error 95% CI Low 95% CI High VIF 

Intercept 0.2400 1 0.0056 0.23 0.26 
 A-Chitin -0.0036 1 0.0044 -0.014 0.0068 1 

B-Casein -0.0150 1 0.0044 -0.026 -0.0048 1 
AB -0.0042 1 0.0062 -0.019 0.011 1 
A^2 0.0012 1 0.0047 -0.01 0.012 1.02 
B^2 -0.0230 1 0.0047 -0.034 -0.012 1.02 
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ภาพ 4.12    ผลของกราฟเส้นโครงร่างและกราฟโครงร่าง (3D) ของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือ Streptomyces sp.ไอโซเลท CMU-NKS-5 

ระหวา่ง chitin powder และ casein คร้ังท่ี 1 

Ch
itin

ase
 ac

tiv
ity

 (U
/m

l) 
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ตาราง 4.15 ผลของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส ในแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) คร้ังท่ี 2 
Std Run Block Chitin powder Casein Chitinase activity (mU/ml) 
1 12 Block 1 5.00 0.50 269.1 
2 1 Block 1 15.00 0.50 236.5 
3 2 Block 1 5.00 1.50 180.1 
4 3 Block 1 15.00 1.50 222.1 
5 8 Block 1 2.93 1.00 150.5 
6 9 Block 1 17.07 1.00 306.7 
7 7 Block 1 10.00 0.29 323.3 
8 11 Block 1 10.00 1.71 195.3 
9 10 Block 1 10.00 1.00 290.1 
10 5 Block 1 10.00 1.00 311.0 
11 6 Block 1 10.00 1.00 291.5 
12 4 Block 1 10.00 1.00 346.5 
13 13 Block 1 10.00 1.00 273.4 
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ตาราง 4.16 ผลของการวเิคราะห์ขอ้มูลของแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) จากโปรแกรม Design-Expert 7.0.0 คร้ังท่ี 2 
Source Sum of Squares Df Mean Square F Value p-value Prob > F  

Model 0.03292 5 0.006584 4.58 0.0356 Significant 
A-Chitin 0.006634 1 0.006634 4.62 0.0687  
B-Casein 0.010118 1 0.010118 7.04 0.0327  
AB 0.001388 1 0.001388 0.97 0.3584  
A^2 0.011816 1 0.011816 8.23 0.0241  
B^2 0.004646 1 0.004646 3.23 0.1151  
Residual 0.010054 7 0.001436    
Lack of Fit 0.006926 3 0.002309 2.95 0.1614 non significant 
Pure Error 0.003128 4 0.000782    
Cor Total 0.042975 12     

R-Squared = 0.7660, Adj R-Squared = 0.5989, Pred R-Squared = -0.2598, Adeq Precision = 5.827,  
Std. Dev. = 0.038, Mean = 0.26, C.V. % = 14.51 และ PRESS = 0.054  
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ตาราง 4.17   การวเิคราะห์ขอ้มูลของแผนการทดลองแบบCentral Composite Design (CCD) ดว้ยวธีิ ANOVA  
จากโปรแกรม Design-Expert 7.0.0 คร้ังท่ี 2 

Factor Coefficient Estimate df Standard Error 95% CI Low 95% CI High VIF 

Intercept 0.30 1 0.017 0.262432 0.342588  
A-Chitin 0.029 1 0.013 -0.00289 0.060481 1.00 
B-Casein -0.036 1 0.013 -0.06725 -0.00388 1.00 
AB 0.019 1 0.019 -0.02618 0.063435 1.00 
A^2 -0.041 1 0.014 -0.07519 -0.00724 1.02 
B^2 -0.026 1 0.014 -0.05982 0.008136 1.02 
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ภาพ 4.13 ผลของกราฟเส้นโครงร่างและกราฟโครงร่าง (3D) ของค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5

ระหวา่ง chitin powder และ casein คร้ังท่ี 2 
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4.4 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการผลติเอนไซม์ไคติเนส 

4.4.1 ผลของระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส  

จากแผนการทดลองแบบ CCD ได้ปริมาณท่ีเหมาะสมของ chitin powder กับ casein 
เท่ากับ 15 กับ 0.88 g/L ตามล าดับ จากสมการท่ีได้ ท าการทดลองเพื่อยืนยนัผลว่าเป็นไปตามการ
ท านายหรือไม่ (varidation) โดยเปรียบเทียบระหว่างผลจากการทดลองกบัผลลพัธ์ท่ีท านายได้จาก
แผนการทดลอง CCD (250 mU/ml) ในการทดลองท าการเล้ียงเช้ือ Streptomyces sp. CMU-NKS-5 ใน 
modified basal medium ท่ีเหมาะสมดงัตารางท่ี 3.9 เติมเช้ือตั้งตน้ลงไป 2.0% (v/v) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
พบวา่ เช้ือผลิตเอนไซมไ์ดสู้งท่ีสุดใน วนัท่ี 7 ค่า pH เปล่ียนจาก 5.0 เป็น 8.5 โดยค่า chitinase activity 
เท่ากบั 241.2 mU/ml ตามภาพท่ี 4.14 ผลการทดลองพบว่า ผลท่ีไดจ้ากการเล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสม 
และ จากการท านายผลมีค่าไม่แตกต่างกนั และ ค่า% varidate เท่ากบั 96.48% 

4.4.2 ผลของค่าพีเอชเร่ิมตน้ (pH intitial) ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส 

ท าการศึกษาผลของค่าพีเอชเร่ิมต้น โดยเล้ียงเช้ือลงในอาหาร modified basal medium ท่ีมี 
1.5% (w/v)  chitin powder เป็นแหล่งคาร์บอน ปรับค่า pH เร่ิมต้นท่ีแตกต่างกันตั้ งแต่ 3 - 11 บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ผลการทดลองพบว่า ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของค่า pH เร่ิมตน้ท่ี 7.0
เท่ากบั 244.6 mU/ml ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ 5.0 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุด เท่ากบั 288.7 mU/ml และ 
ท่ีค่า pH เท่ากบั 9-11 พบวา่ เช้ือมีค่า chitinase activity ลดนอ้ยลง ตามภาพท่ี 4.15 

4.4.3 ผลของความเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ (% inoculum) 

ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของเช้ือตั้ งต้น โดยเล้ียงเช้ือลงในอาหาร modified basal 
medium ท่ีมี 1.5% (w/v)  chitin powder เป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีก าหนดค่าความเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ท่ี
ต่างกนั ตั้ งแต่ 0 - 2.5% (v/v)  บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ท าการเปรียบเทียบระหว่างค่า pH 
เร่ิมตน้ระหวา่ง 5.0 กบั 7.0 ผลการทดลองพบวา่ ท่ี pH อาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 7.0 ค่าความเขม้ขน้ของ
เช้ือตั้งตน้ท่ี 2.5% (v/v)  ให้ค่า activity สูงสุด เท่ากบั 231.2 mU/ml และ ท่ี pH ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 5.0 
ความเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ท่ี 2.0% (v/v)  ให้ค่า activity สูงสุด เท่ากบั 223.8 mU/ml ดงัภาพท่ี 4.16 ใน
การทดลองเลือกความเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ท่ี 2.0% (v/v)  เป็นปริมาณหวัเช้ือท่ีเหมาะสมต่อไป 
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4.4.4 เปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ระหว่างสูตรอาหารเดิมกับสูตรอาหารท่ี
เหมาะสม 

ท าการทดลอง เปรียบเทียบระหวา่งสูตรอาหารเดิม และ สูตรอาหารท่ีเหมาะสม โดยเล้ียงเช้ือ
ลงในอาหาร basal medium และ optimized medium ตามสูตรในตารางท่ี 9 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 7 วนั ผลการทดลองพบว่า ทั้ งสองสูตรมีค่า chitinase activity ท่ีใกล้เคียงกันใน 3 วนัแรก 
หลงัจากวนัท่ี 4 พบว่าสูตรอาหารท่ีเหมาะสมนั้นให้ค่า chitinase activity เพิ่มข้ึนกว่าสูตรอาหารเดิม 
โดยทั้งสองสูตรสร้างเอนไซมสู์งสุดท่ีวนัท่ี 7 เท่ากบั 100 mU/ml และ 145.0 mU/ml ตามล าดบั ดงัภาพ
ท่ี 4.17 และ ค่า chitinase activity ของสูตรอาหารใหม่เพิ่มข้ึนเป็น 0.68 เท่าของอาหารเดิม และ ค่า 
specific activity ของ basal medium และ  ของ modified basal medium เท่ ากับ  27.97 และ  40.37 
mU/mg protein ตามล าดบั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพ 4.14  ผล validation จากแผนการทดลองแบบ CCD ของการผลิตเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5  
    เม่ือเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วนั
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ภาพ 4.15  ผลของค่า pH เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมในอาหาร modified medium เม่ือเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
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ภาพ 4.16 ผลของความเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้ ในอาหาร modified medium เม่ือเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 130 rpm บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
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ภาพ 4.17  ผลเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ระหว่างสูตรอาหารเดิมกบัสูตรอาหารท่ีเหมาะสม เม่ือเขย่าท่ีความเร็วรอบ 130 rpm บ่มท่ี
    อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั โดยสัญลกัษณ์  ( ) คืออาหารเดิม และสัญลกัษณ์ () คืออาหารท่ีเหมาะสม 
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