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บทที ่5 

อภปิรายผลการทดลอง 

จากการทดสอบการคดัเลือกเช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส ท่ีแยกมาจาก
ดินในพื้นท่ีของประเทศไทย จากห้องปฏิบติัการวจิยัสู่ความเป็นเลิศทางวิชาการ ดา้นพฒันาแบบยัง่ยืน
ของทรัพยากรชีวภาพ สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ดว้ยวิธีทดสอบ
ในอาหารแข็งท่ีใช้อาหาร colloidal chitin agar ท่ี มี 4% (w/v) colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอน  
สามารถคดัแยกเช้ือแอคติโนมยัซีทโดยรายงานผลเป็นค่า H/C ratio จากความสามารถในการสร้าง 
วงใส ไดจ้  านวน 25 ไอโซเลท จากทั้งหมด 104 ไอโซเลท (4.16%) ซ่ึงการทดสอบในอาหารแข็งเป็น
การคดัเลือกเบ้ืองต้น มีความสะดวก รวดเร็ว และสามารถดูผลได้ง่าย โดยดูวงใสรอบโคโลนีเช้ือ  
ในหลายงานวิจยัจึงนิยมใช้วิธีการเกิดวงใสในการคดัเลือกเช้ือ (Bansode and Bajekal, 2006; Mane 
and Deskmukh, 2009)  ขอ้เสีย คือ มีความไวต ่า และ ไม่เสมอไปท่ีมีวงใสท่ีกวา้งแลว้ ค่าของกิจกรรม
ข อ ง เอ น ไซ ม์ ไ ค ติ เน ส  จ ะ ต้ อ ง สู ง ทุ ก ค ร้ั ง  ใน ก ารท ด ล อ ง จึ ง ไ ด้ ท าก ารท ด ส อบ ใน 
อาหารเหลวควบคู่กนัไป โดยเล้ียงในอาหารเหลว EPM ท่ีมี แหล่งคาร์บอน คือ glucose และ colloidal 
chitin และ แหล่งไนโตรเจน คือ yeast extract และ (NH4)2SO4 เพื่อหาค่า chitinase activity ด้วยวิธี 
DNS method  ผลการทดลอง สามารถคดัเลือกเช้ือท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ได้มากกว่า 1 U/ml  ได้
จ  านวน 10 ไอโซเลท จากไอโซเลททั้งหมด การเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว สามารถตรวจวดัค่าการท างาน
ของเอนไซมไ์คติเนสได ้แต่มีขอ้ยกเวน้ คือ ถา้เป็นเอนไซมท่ี์ผลิตภายในเซลลจ์ะไม่สามารถใชว้ธีิน้ีวดั
ได้ ท าการเปรียบเทียบวิธีการทั้งสองแบบ พบว่าแอคติโนมยัซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 มีค่า H/C 
ratio และค่า chitinase activity ท่ีสูงสุดทั้งสองวธีิ 

ในการระบุสายพันธ์ุของเช้ือแอคติโนมัยซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 ท่ีแยกมาจากดิน 
รอบรังปลวก ท าการศึกษาลกัษณะของเส้นใยและรูปร่างของสปอร์ โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเช้ือท าการศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ กลอ้งจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
และ กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด การใชก้ลอ้งจุลทรรศน์จะท าให้ทราบถึงรายละเอียด
ของเส้นใยและสปอร์ไดม้ากข้ึน จดัเป็นส่วนส าคญัส าหรับการจ าแนกแอคติโนมยัซีท และ สามารถ
ตรวจสอบรายละเอียดและโครงสร้างอ่ืนๆภายในเซลล์ไดอี้กดว้ย จากการจดัจ าแนกของ Vobis ในปี 
ค.ศ. 1997 อา้งโดย พงศ์ระวี (2558) หากสังเกตเพียงตาเปล่า อาจเห็นเพียงลกัษณะของโคโลนี และ 
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รูปแบบของเส้นใยเท่านั้น ท าการศึกษาบนอาหารแข็ง ISP 2 พบว่า เส้นใยจะเจริญเติบโต และ มีการ
อดักันแน่น ท าให้ลักษณะของเส้นใยใตผ้ิวอาหารมีลักษณะแข็งคล้ายยาง ฝังลงบนผิวหน้าอาหาร 
จากนั้ นมีการสร้างเส้นใยข้ึนมาอยู่บนผิวหน้าอากาศ มีลักษณะคล้ายผงแป้งละเอียด เรียกว่า  
เส้นใยเหนืออาหาร พบว่า มีสีขาว แต่เม่ือแก่จะเปล่ียนเป็นสีเทา ถึง เทาเข้ม โคโลนีนูนข้ึนเหนือ 
ผิวอาหาร ผิวหน้าขรุขระ ลักษณะผิวของสปอร์ และ การจัดเรียงตัวของสปอร์ภายใต้กล้อง 
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบส่องกราด พบว่า สปอร์เป็นแบบสายยาว มีการจัดเรียงสปอร์แบบ 
เรียงต่อกนัเป็นสายโซ่ สปอร์มีผวิขรุขระลกัษณะคลา้ยหนาม ยื่นมาจากผิวสปอร์ พบลกัษณะน้ีไดม้าก
ในกลุ่มของ Streptomyces และในการเล้ียงเช้ือลงในอาหาร ISP ทั้ ง 9 ชนิด พบว่า เช้ือสามารถ
เจริญเติบโตไดป้านกลาง ในอาหารท่ีเป็น oatmeal agar และ carbon utilization agar และ ในอาหารท่ี
เป็น peptone yeast extract iron agar นั้นเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดเ้พียงเล็กนอ้ยเท่านั้น  

จากนั้นอาศัยลักษณะทางชีวเคมี และ ชุดทดสอบ API มาช่วยในการบ่งบอกจีนัสของเช้ือ 
เน่ืองจากความแตกต่างทางองคป์ระกอบเคมีของเซลล์ มีส่วนช่วยในการจ าแนกแอคติมยัซีทไดอ้ยา่ง
ถูกตอ้ง และ แม่นย  ายิ่งข้ึน เพราะ แอคติมยัซีทท่ีมาจากต่างสกุลกนับางชนิดมีความเหมือนกนัของ
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาสูง กระบวนการท่ีง่ายและรวดเร็วในการแบ่งแยกกลุ่มของแอคติมยัซีทไดถึ้ง
ระดบัสกุล คือ การศึกษาการมีอยู ่และ ชนิดของกรด Diaminopimelic (DAP) และ องคป์ระกอบของ
น ้าตาลในผนงัเซลล ์(Happer and Davis, 1979; Lechevalier and Lechevalier, 1970) เม่ือท าการทดลอง
ตรวจสอบกรดอะมิโน (DAP) ท่ีเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์แอคติโนมยัซีทพบว่าเป็น LL-DAP 
ในกลุ่มของ Streptomyces พบชนิดน้ีบ่อยท่ีสุด และ ในส่วนของชุดทดสอบ API เป็นชุดทดสอบการ
ผลิตเอนไซม์ และ การทดสอบการย่อยสลายน ้ าตาล หลกัการท างานของชุดทดสอบน้ี คือ ในแต่ละ
หลุมทดสอบจะมีสับสเตรทท่ีจ าเพาะกบัเอนไซม์แต่ละชนิดอยู่ภายใน เม่ือจุลินทรียท์ดสอบท าการ
ผลิตเอนไซม์ออกมา เอนไซม์นั้ นจะเข้าท างานอย่างจ าเพาะกับสับสเตรทแต่ละชนิดท่ีอยู่ในหลุม 
สับสเตรทจะถูกยอ่ย และ แสดงผลออกมา โดยการเปล่ียนสีในหลุมทดสอบ แลว้น ามาเปรียบเทียบกบั
แผ่นเทียบสีของผูผ้ลิต ผลการทดลอง พบว่า สามารถสร้างเอนไซม์ได้หลายชนิด  ตัวอย่างเช่น 
เอนไซม์กลุ่มย่อยไขมนั (lipolytic) คือ esterase และ esterase lipase และ มีเอนไซม์กลุ่มย่อยโปรตีน 
(proteolytic) คือ valine arylamidase และ cysteine arylamidase และ มีเอนไซม์กลุ่มย่อยไคตินได ้คือ 
N-acetyl-β-glucoseamidase และ สามารถย่อยสลายน ้ าตาลได้ 3 ชนิด คือ glucose, amygdalin และ 
arabinose ชุดทดสอบ API เป็นชุดทดสอบเชิงคุณภาพก่ึงปริมาณ เป็นชุดทดสอบท่ีง่าย และ รวดเร็ว 
ตรวจสอบเอนไซม์หลายชนิดไดใ้นชุดเดียว และ ตรวจตวัอยา่งไดห้ลากหลาย ซ่ึงใช้ปริมาณเช้ือเพียง
เล็กนอ้ยเท่านั้น เพราะ substrate มีความจ าเพาะเจาะจงกบัปฏิกิริยา ในการทดลองน้ีจะอ่านผลจากการ
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เปล่ียนสี และ ระดบัการให้คะแนนความเขม้ของสี อาจท าให้ผลท่ีไดอ้าจมีความผิดพลาดบา้ง เพราะ
ใหค้ะแนนดว้ยสายตา  

การศึกษายีนส่วน 16S rRNA  เป็นการวิเคราะห์ล าดบัเบสในส่วนของ ribosomal RNA ปรกติ
แลว้ใชใ้นการจดัจ าแนกจีนสั และ สปีชีส์ เน่ืองจาก เป็นบริเวณท่ีถูกอนุรักษไ์วใ้นส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด
ทั้ง ยูคาริโอต และ โปรคาริโอตท่ีมีการผนัแปรทางพนัธุกรรมสูง ท าให้สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างสายพนัธ์ุ หรือ ภายในสายพนัธ์ุเดียวกนัได ้และ ยีนส่วน rRNA สามารถพบได้ในส่ิงมีชีวิต 
ทุกชนิด น าวิธีการน้ีมาจดัจ าแนกสปีชีส์ของแอคติโนมัยซีท โดยใช้ไพร์เมอร์ (universal primers)  
ส อ ง ช นิ ด  คื อ 1522R (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) แ ล ะ  27F (5’-AGAGTTTGA 
TCCTGGCTCAG-3’) จากนั้น ท าการวิเคราะห์ข้อมูลของล าดบัเบสของเช้ือ ด้วยฐานข้อมูล NCBI 
เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบความใกล้เคียงของเช้ือ พบว่า แอคติโนมยัซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 มี
ความใกลเ้คียงกบัเช้ือ Streptomyces bungoensis  สายพนัธ์ุ NBRC 15711 ท่ี 98% nucleotide sequence 
จากนั้ น  เลือกเช้ือท่ี มีความใกล้เคียงกับ เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 เพื่ อหา
ความสัมพันธ์ และ ความแตกต่างของเช้ือ โดยท าแผนผงัแสดงความสัมพันธ์ทางวิวฒันาการ  
ในงานวิจยัช้ินน้ี เช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีแยกมาจากดินรอบรังปลวกนั้น ให้ค่า chitinase activity สูงสุด 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gomes (2000)โดยพบเอนไซมไ์คติเนส จากเช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีแยกได้
จากดิน และ ในปี 2007 Narayana และ คณะ รายงานว่าแอคติโนมยัซีทท่ีแยกจากตวัอย่างดิน มกัจะ
เป็นจีนัส Streptomyces sp. ต่อมาในปี ค.ศ. 2009 Mane และ Deshmukh พบว่า แอคติโนมยัซีทจีนัส 
Streptomyces sp. ส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนสได ้ 

ในส่วนของการเปรียบเทียบความสามารถในการใช้น ้ าตาลของแอคติโนมยัซีท ไอโซเลท 
CMU-NKS-5 กบัเช้ือ Streptomyces bungoensis สายพนัธ์ุต่างๆ จากผลการทดสอบ พบว่า ไอโซเลท 
CMU-NKS-5 สามารถใช้ได้เฉพาะน ้ าตาลกลูโคสเท่านั้ น แต่ในงานวิจัยของ Eguchi (1993) และ 
Cheng (2013) นั้นสามารถใชน้ ้ าตาลไดเ้กือบทุกชนิด มากนอ้ยแตกต่างกนัไป จึงท าให้ผลท่ีไดมี้ความ
แตกต่างกนั เน่ืองจากงานวจิยัน้ีไดใ้ชชุ้ดทดสอบ API และ เล้ียงเช้ือทดสอบในอาหารเหลว แต่งานวจิยั
ท่ีน ามาอา้งอิงนั้นท าการทดสอบในอาหารแข็ง ISP 9 ท่ีใส่น ้ าตาลต่างๆกนั จึงน ามาเปรียบเทียบกนัได้
เพียงคร่าวๆเท่านั้ น ไม่สามารถบอกได้ชัดเจน และในส่วนของการทนต่อเกลือ (NaCl tolerance) 
พบว่า เช้ือแอคติโนมยัซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 สามารถเจริญไดใ้นความเขม้ขน้ของเกลือตั้งแต่ 
0% จนถึง 7% โดยท่ีความเขม้ขน้ท่ี 8% สามารถเจริญไดเ้พียงเล็กนอ้ย แต่ท่ีความเขม้ขน้ท่ี 9% ข้ึนไป 
ไม่สามารถเจริญได้ และ ในส่วนของการเปรียบเทียบ การเจริญของเช้ือ แอคติโนมยัซีทไอโซเลท 
CMU-NKS-5 กบัเช้ือ Streptomyces bungoensis สายพนัธ์ุต่างๆบนอาหาร ISP 1-9   พบวา่สีของเส้นใย
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เหนืออาหารและสีของเส้นใยใต้อาหารของอาหาร Oatmeal agar และ Tryosine agar นั้ น ให้สี ท่ี
เหมือนกันกับสายพนัธ์ุท่ีน ามาเปรียบเทียบ และในส่วนของ Yeast extract – malt extract agar นั้ น 
เหมือนกนัตรงสีของเส้นใยเหนืออาหารและในอาหาร Inorganic salt starch agar   เหมือนกนัตรงสี
ของเส้นใยใตอ้าหาร  

การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส พบวา่ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการ
ผลิตเอนไซม์ไคติเนส คือ แหล่งของคาร์บอน และ ไนโตรเจน (Singh et al., 2009) เน่ืองจากเช้ือ
น าไปใชใ้นการเจริญเติบโต และ ผลิตสารเมตาโบไลท ์ในการทดลองน้ีเลือกอาหาร basal medium ใน
เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีท เน่ืองจากเป็นสูตรอาหารพื้นฐานท่ีมีแหล่งสารอาหารเท่าท่ีจ  าเป็น จากนั้น 
ท าการศึกษาแหล่งแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. 
ไอโซเลท CMU-NKS-5 ท าการก าหนดความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนท่ี 0.5% (w/v) ทั้ง 9 ชนิด คือ 
arabinose, galactose, glucose, raffinose, xylose, colloidal chitin, chitin powder, soluble starch แล ะ 
ชุดควบคุมท่ีไม่ใส่แหล่งคาร์บอน ผลการทดลอง พบว่า chitin powder เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีท่ีสุด 
และ ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์มีค่าสูงท่ีสุด เท่ากบั 172.0 mU/ml เม่ือเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่ใส่
แหล่งคาร์บอน จะเห็นไดว้่า chitin powder ให้ค่า chitinase activity สูงกวา่สารชนิดอ่ืนๆ เน่ืองมาจาก 
ไคตินนั้ นประกอบไปด้วย N-acetyl-D-glucosamine จึงท าให้ เป็นได้ทั้ งแหล่งคาร์บอน และ 
ไนโตรเจน ซ่ึงแตกต่างจากน ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ และ แป้งท่ีใช้ในการทดสอบ ท่ีเป็นได้แค่แหล่งของ
คาร์บอนเพียงอยา่งเดียว พบวา่ มีการผลิตเอนไซม์ไคติเนส แต่ผลิตในปริมาณท่ีน้อยมาก คือน้อยกว่า 
100 mU/ml เน่ืองจาก ปกติแล้วเอนไซม์ไคติเนสเป็นเอนไซม์ท่ีต้องถูกเหน่ียวน าหรือกระตุ้น 
(inducible enzyme) ด้วยไคติน ถึงจะมีการผลิตเอนไซม์ออกมา  (Singh et al., 2009) และ ศกัยภาพ
ระหว่างไคตินทั้ งสองชนิด คือ chitin powder และ colloidal chitin พบว่า ปริมาตรท่ีใช้เท่ากัน คือ 
0.5% แต่หน่วยท่ีใชแ้ตกต่างกนั เน่ืองจาก เป็นของแขง็ กบั ของเหลว เม่ือท าการทดลอง ปริมาตรท่ีใช้
จริงของ colloidal chitin อาจจะน้อยกว่า chitin powder ท าให้ปริมาตรของสารตั้งตน้ไม่เท่ากนั ท าให้
ค่า activity ท่ีได้ไม่สามารถน ามาเปรียบเทียบกันได้  และในส่วนของ chitin powder นั้ นมีความ
บริสุทธ์ิมากกวา่ เน่ืองจากเป็นไคตินส าเร็จรูป แต่ในส่วนของ colloidal chitin จะมีความบริสุทธ์ิน้อย
กว่า มีการใช้สารเคมี และ อาจจะมีสารหลงเหลืออยู่ท  าให้ปนเป้ือน ในระหว่างการเตรียมสาร 
เน่ืองจาก สารท่ีปนเป้ือนนั้ นส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ ก่อนท าการทดลองจึงต้องหมั่น
ตรวจสอบค่า pH ของ colloidal chitin ให้มีค่า pH เป็นค่ากลาง ดงันั้น ในงานวิจยัน้ีจึงเลือกใช้ chitin 
powder เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส จากนั้นท าการหาความเขม้ขน้
ของ chitin powder ท่ีเหมาะสม พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 1.5% ให้ค่าchitinase activity สูงท่ีสุด ซ่ึงผลการ
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ทดลอง ท่ีไดมี้ความใกลเ้คียงกบังานของ Narayana และ Vijayalakshmi (2009) ท าการหาความเขม้ขน้
ท่ีเหมาะสม ผลการทดลอง พบว่า ความเข้มข้นท่ี 0.5-2.0% เป็นความเข้มข้นท่ีให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม ์6,000-7,000 mU/ml แต่ท่ีค่าความเขม้ขน้ท่ี 1.0% ค่าของ chitinase activity มีค่าสูงสุดเท่ากบั 
7,000 mU/ml และท่ี 1.5% มีค่าเท่ากบั 6,100 mU/ml มี colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอน จะเห็นได้
ว่าค่าท่ีได้นั้ นห่างกันเพียงเล็กน้อย และในปี  ค.ศ. 2009 Mane และ Deshmukh รายงานว่าเช้ือ 
Streptomyces canus KS10 ท่ีความเขม้ขน้ท่ี 1.2% ของ colloidal chitin ให้ค่า chitinase activity สูงสุด
เท่ากบั 4,800 mU/ml และ ในงานวิจยัอ่ืนๆ ท่ีสามารถใช ้chitin powder ผลิตเอนไซมไ์คติเนส พบวา่มี
ส่วนนอ้ย เน่ืองจาก มีการรายงานวา่ colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีท่ีสุด ตวัอยา่งเช่น งานของ 
Kim และ Ji ในปีค.ศ. 2001 ท าการทดลองโดยใช้เช้ือ Streptomyces griseus HUT6037 โดยท าการ
เปรียบเทียบระหว่าง chitin powder และ colloidal chitin พบว่า chitin powder ให้ค่าของ chitinase 
activity สูงสุดเท่ากับ 8,600 mU/ml และค่า specific activity เท่ากับ 8.3 U/mg protein แต่ colloidal 
chitin ให้ค่า specific activity มากกว่า (12.6 U/mg protein) และในงานวิจยัของ El-Dein และ คณะ 
(2010) มีการรายงานว่า เช้ือ Streptomyces champavatii AZ-1 สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้ทั้ ง 
exochitinase และ endochitinase โดยพบวา่ chitin powder สามารถผลิตไคติเนสไดแ้ต่ให้ค่า chitinase 
activity นอ้ยกวา่ 1,000 mU/ml และ มี colloidal chitin เป็นแหล่งคาร์บอน และ ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม
เพราะให้ ค่ า  chitinase activity สู งสุ ด เท่ ากับ  6,453 mU/ml เม่ื อ เที ยบกับ เช้ือ  Streptomyces  sp. 
เหมือนกัน พบว่าค่า chitinase activity เม่ือใช้ chitin powder ของงานวิจัยอ่ืนมีค่ามากกว่าในการ
ทดลองน้ี 

ในการศึกษาแหล่งไนโตรเจนประเภทอนินทรียท่ี์เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไ์คติเนส โดย
ท าการก าหนดความเขม้ขน้ของแหล่งของไนโตรเจนเท่ากบั 1% (w/v) ทั้ง 7 ชนิด คือ KNO3, NaNO3, 
NH4Cl, (NH4)H2PO4, (NH4)2HPO4, NH4NO3,  และ (NH4)2SO4  เป็นชุดควบคุม ผลการทดลอง พบว่า 
KNO3 นั้น ให้ค่า chitinase activity ท่ีสูงสุด (315.3 mU/ml) และ เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม ((NH4)2SO4) 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์นั้นมีค่าใกลเ้คียงกบั KNO3 จะเห็นไดว้า่ค่า chitinase activity ของสาร KNO3 
นั้นมากกว่าสารชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจาก มีราคาถูกกว่า (NH4)2SO4  และ NaNO3 อีกทั้งเม่ือวิเคราะห์ความ
แตกต่างทางสถิติ พบว่า มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ จึงท าการเลือก KNO3 เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนประเภทอนินทรียท่ี์เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส ซ่ึงในงานของ Narayana และ 
vijayalashmi (2009) ท าการทดสอบโดยใช้ KNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน พบวา่สามารถผลิตเอนไซม์
ไคติเนสได ้มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากบั 6,630 mU/ml แต่แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมของเช้ือ 
Streptomyces aureofaciens CMUAc130 คือ yeast extract ท่ีความเข้มข้น 0.4% (w/v) เพราะให้ค่ า 
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chitinase activity เท่ ากับ  8,890 mU/ml ซ่ึ ง เพิ่ ม ข้ึนจากชุดควบคุม 1.33 เท่ า (6,980 mU/ml) และ 
ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนประเภทสารอินทรียท่ี์เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไ์คติเนส โดยท าการ
ก าหนดความเขม้ขน้ของแหล่งของไนโตรเจนเท่ากบั 0.05% (w/v) ทั้ง 7 ชนิด คือ beef extract, casein, 
malt extract, peptone, tryptone, urea และ yeast extract เป็นชุดควบคุม ผลการทดลองพบว่า casein 
ให้ค่า chitinase activity สูงสุดเท่ากับ 336.6 mU/ml และ เม่ือท าการวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ พบว่า 
ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ระหว่าง yeast extract, peptone และ casein ในการ
ทดลองน้ีเลือกใช้ casein เพราะ ราคาถูก และ หาง่าย เน่ืองจาก ไม่มีงานวิจยัมาเปรียบเทียบ  เช้ือ 
Streptomyces sp. ท่ีใช้ KNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน มีแต่ท่ีสามารถใช้ yeast extract และ peptone 
ตวัอยา่งเช่น การทดลองของ Narayana และ vijayalashmi (2009) ท าการทดสอบแหล่งไนโตรเจนของ
เช้ื อ  Streptomyces sp. ANU 6277 พ บ ว่ า  ค่ าข อ ง  yeast extract 0.4% (w/v) (8,890 mU/ml) แ ล ะ  
soy bean meal 0.6% (w/v) (8,050 mU/ml) สร้างเอนไซม์ได้สูงสุดเม่ือเทียบกับชุดควบคุม (6,980 
mU/ml)  และ ในการรายงานผลของ Han และ คณะ (2008) ท าการทดสอบแหล่งไนโตรเจนประเภท
สารอินทรีย์ 4 ชนิดของเช้ือ Streptomyces sp. Da11 พบว่า peptone สร้างเอนไซม์ได้สูงสุด (101.7 
U/g)   

เหตุผลท่ีต้องท าการทดสอบแหล่งของไนโตรเจนแยกกันระหว่างอินทรีย์ และ อนินทรีย ์
เน่ืองจาก ถา้เช้ือสามารถใชแ้หล่งไนโตรเจนประเภทอนินทรียไ์ดดี้กวา่อินทรียจ์ะมีประโยชน์มากกวา่
ในการน าไปใช้ในทางอุตสาหกรรม เน่ืองจากเตรียมง่ายกว่าเพราะรู้ส่วนประกอบของสาร และ
สามารถหาซ้ือไดง่้าย ช่วยในการลดตน้ทุน และ แหล่งไนโตรเจนประเภทอินทรียน์ั้นมีกระบวนการ
เตรียมท่ียุง่ยากมากกว่า เน่ืองจากท ามาจากของเสีย (waste) แต่ในทางการเจริญเติบโตนั้น แหล่งของ
ไนโตรเจนประเภทอินทรีย์ดีกับเช้ือมากกว่าแหล่งไนโตรเจนประเภทอนินทรีย์ แต่ ในทาง
อุตสาหกรรมนั้น ถือวา่ แหล่งไนโตรเจนประเภทอนินทรียน์ั้น ดีกวา่ แหล่งไนโตรเจนประเภทอินทรีย ์ 

ในการศึกษาส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์
ไคติเนส พบวา่ สารอาหารนั้นมีบทบาทท่ีส าคญัในการช่วยเพิ่มการผลิตเอนไซม์ (Singh et al., 2009)  
วิธี ท่ีใช้ทดสอบนั้ นสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การทดลองทีละปัจจัย (single factor) หรือ การ
ออกแบบการทดลองทางสถิติ (statistic experimental design) โดยการทดลองทีละปัจจยั เป็นวิธีท่ีง่าย
แต่มีขอ้เสียตรงท่ีใช้เวลานาน มีราคาแพง หากมีหลายปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา และ ไม่มีอิทธิพลร่วม
ระหว่างปัจจยั (interaction) ท าให้ไม่สามารถอธิบายผลกระทบทั้งหมดของปัจจยัในการทดลองได ้ 
ในส่วนของการออกแบบการทดลองทางสถิติ ท าการศึกษา ปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองท่ีเกิดข้ึน
พร้อมๆกนั เม่ือท าการทดลอง ควรท าการเปล่ียนค่าของปัจจยัไปพร้อมๆกนัมากกวา่ท าการเปล่ียนค่า
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ของปัจจยัตวัใดตวัหน่ึง เพราะท าให้ไดง้านท่ีมีประสิทธิภาพมากกวา่ และ สามารถอธิบายอิทธิพลร่วม
ระหวา่งปัจจยัได ้โดยอิทธิพลร่วมจะเกิดข้ึนเม่ือปัจจยัตวัหน่ึงมีผลต่อปัจจยัอีกตวัหน่ึงท่ีระดบัต่างๆกนั
ไป และมีความน่าเช่ือถือมากกวา่ อีกทั้งช่วยในการประหยดัเวลา ประหยดัสารเคมี และ ตน้ทุน 

โดยในการทดลองน้ีท าการเลือกแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman มาท าการ 
คดักรองส่วนประกอบของสูตรอาหารท่ีเป็นปัจจัยหลัก (main effect) ในอาหารเล้ียงเช้ือพื้นฐาน 
เน่ืองจากมีหลายปัจจยัท่ีมีแนวโนม้วา่จะมีผลต่อการผลิตเอนไซม ์และ การผลิตเอนไซมข์องเช้ือข้ึนอยู่
กบัหลายปัจจยั ซ่ึงการคดักรองเป็นการลดจ านวนปัจจยัให้มีจ  านวนนอ้ยลง จากปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษา
ทั้งหมด 7 ปัจจยั มี dummy variable 4 ตวั มีค่ากลาง เพื่อลดความผิดพลาดของการทดลอง ท าการ
ทดลองภายใตเ้ง่ือนไขของการทดลอง 15 การทดลอง (N=11) ซ่ึงในการทดลองแบบ Plackett and 
Burman ส่วนมากมกัจะไม่สนใจในส่วนของ interaction เพราะไม่ค่อยส่งผลต่อการทดลอง ท าการ
วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป ส่วนใหญ่นิยมใชร้ะดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% ผลการ
ทดลอง ท าการพิจารณาค่าของแบบจ าลอง (model) และ ค่าของ lack of fit ดว้ยค่า P-value (P≤ 0.05) 
ในส่วนของแบบจ าลองมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และ ค่า lack of fit นั้ นไม่ มี 
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% แบบทดลองที่ได้จึงจะมีความ
เหมาะสม และ พบว่าปัจจยัทั้ง 3 ปัจจยั ได้แก่ K2HPO4, chitin powder และ casein มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (significant) (P≤ 0.05) จึงมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของเช้ือ 
Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 และ จากปัจจัยข้างต้น พบว่า chitin powder และ casein 
เป็นปัจจยัหลกั (main effect) ท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนสอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤ 

0.05) ส่วนปัจจยัท่ีเหลือ มีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนสนอ้ย (minor effect) เม่ือน ามาวิเคราะห์
ค่าทางสถิติ พบว่า ปัจจยัดงักล่าวส่วนใหญ่เป็นค่าท่ีไม่ส าคญั และ มีระดบัความเช่ือมัน่ท่ีค่อนขา้งต ่า 
ดังนั้ น ในการศึกษาต่อไปจะท าการศึกษาเฉพาะปัจจยัหลัก (main effect) ท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิต
เอนไซม์ไคติเนสจริงๆ จึงท าการเลือก chitin powder และ casein มาท าการทดลองต่อ เน่ืองจาก เม่ือ
พิจารณาค่าของ P-value พบวา่ทั้งสองสาร มีค่าความแปรปรวนท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 99%  (P≤ 0.01) 
ท่ีมีความส าคญัต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนส  

ศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของ chitin powder และ casein ท่ีเป็นส่วนประกอบในอาหารเล้ียง
เช้ือ ดว้ยแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) มีการวางแผนการทดลอง จ านวน 12 
การทดลอง และมีการท าซ ้ าท่ีจุดกลาง เพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด เม่ือวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรมทางสถิติ
โดยพิจารณาค่า P-value (P≤ 0.05) พบวา่ ในส่วนของแบบจ าลองมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
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สถิติ และ ค่า lack of fit ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% แบบ
ทดลองท่ีได้จึงจะมีความเหมาะสม และ การทดลองท่ี12 ให้ค่า chitinase activity ท่ีสูงท่ีสุด โดย
ปริมาณของ chitin powder และ casein ท่ีใช้ อยู่ในระดบักลางทั้งสองชนิด จากนั้นน าผลการทดลอง 
มาสร้างสมการล าดับท่ีสอง (quadratic equation) แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง chitin powder และ 
casein และน าสมการท่ีไดม้าสร้างกราฟ contour และ กราฟโครงร่าง 3D เพื่อหาปริมาณท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดของปัจจยัทั้งสองชนิด เม่ือพิจารณาจากกราฟเส้นโครงร่าง และ กราฟโครงร่าง (3D) จะเห็นไดว้า่
กราฟของ casein มีลกัษณะโคง้ลง ค่าท่ีระดบัต ่า และ ระดบัสูงให้ค่าของ chitinase activity ท่ีใกลเ้คียง
กนั เม่ือใช ้casein ในระดบักลางจะส่งผลให้ค่าของ chitinase activity มีค่าเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P≤ 0.05) ดงันั้น สามารถหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ casein ได ้แต่กราฟของ chitin powder นั้นมี
ลกัษณะเป็นเส้นตรง จึงไม่สามารถหาปริมาณสารท่ีท าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดได ้และ ค่า
ของ coefficient ของสารแต่ละตวั พบวา่ มีผลเชิงลบทั้งคู่ ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกบัการทดลองแบบ Plackett 
and Burman จึงท าการตรวจสอบแผนการทดลองแบบ PB เพื่อหาขอ้ผิดพลาด เม่ือท าการตรวจสอบ 
พบวา่ สารทั้งสองชนิดน้ี มีอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยัในทางลบ พบวา่ ขอ้เสียของการทดลองแบบ PB 
คือ ถา้อิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยัมีนยัส าคญัทางสถิติ จะท าให้เกิดความผิดพลาดในการแปลผลไปท า
การทดลองต่อ เพราะโดยปกติแล้วในการทดลองแบบ PB นั้นจะไม่น าผลของอิทธิพลร่วมระหว่าง
ปัจจยัแต่ละชนิดมาคิดดว้ย แต่สามารถตรวจสอบค่า interaction ระหวา่งปัจจยัได ้จึงท าการออกแบบ
แผนการทดลองแบบ CCD ใหม่ โดยก าหนดให้ casein ในระดบัสูง และ chitin powder ในระดบัต ่า 
เน่ืองจาก อิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัสองชนิดมีนัยส าคญัทางสถิติ ท าการออกแบบการทดลองเพื่อ
วิเคราะห์อิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยั เพื่อหาปริมาณของสารท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไคติเนส 
ท าการวางแผนการทดลอง จ านวน 12 การทดลอง และ มีการท าซ ้ าท่ีจุดกลาง เพื่อหาค่าท่ีเหมาะสม
ท่ีสุด จากนั้นวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรมทางสถิติ โดยพิจารณาค่า P-value (P≤ 0.05) พบวา่ ในส่วนของ
แบบจ าลองมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และ ค่า lack of fit ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคญัทางสถิติ ท่ีระดับความเช่ือมัน่ท่ี 95% แบบทดลองที่ได้จึงจะมีความเหมาะสม  และการ
ทดลองท่ี12 ให้ค่า chitinase activity ท่ีสูงท่ีสุด โดยปริมาณของ chitin powder และ casein ท่ีใช ้อยูใ่น
ระดบักลางทั้งสองชนิด จากนั้น น าผลการทดลอง มาสร้างสมการล าดบัท่ีสอง (quadratic equation) 
และน าสมการท่ีไดม้าสร้างกราฟ contour และ กราฟโครงร่าง 3D จะเห็นไดว้า่ เม่ือปริมาณของ casein 
เพิ่มข้ึน ค่า chitinase activity ท่ีไดจ้ะลดลง ตรงกบัค่าของ coefficient ท่ีตอ้งใส่ casein ในระดับทีต่ ่า ค่า
กจิกรรมของเอนไซม์จึงจะเพิ่มสูงขึน้ และ  ในส่วนของ chitin powder ค่ากลางน้ันให้ค่ากจิกรรมของ
เอนไซม์สูงสุด จะต้องใส่ในระดับกลาง ค่ากจิกรรมของเอนไซม์จึงจะเพิม่สูงขึน้ 
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จากนั้นท าการตรวจสอบความถูกต้องของแผนการทดลอง (Validation) ว่ามีความถูกต้อง 
แม่นย  า และ เช่ือถือได ้จากการทดลองแบบ PB และ การทดลองแบบ CCD โดยท าการท านายค่าของ 
chitinase activity สูงสุด จากสมการของแผนการทดลองแบบ CCD กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 
สูงสุด เท่ากบั 250 mU/ml เม่ือมีส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ ดงัน้ี casein (0.88 g/L), K2HPO4 (0.7 
g/L), KH2PO4 (0.03 g/L), KNO3 (1.0 g/L), MgSO4.7H2O (0.03 g/L), chitin powder (15 g/L) แ ล ะ 
trace element (10 ml/L) ท าการเปรียบเทียบผลจากการทดลอง และ ค่าท านายจากแบบจ าลอง พบวา่ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ระหว่างการทดลองเท่ากับ 241 mU/ml และ ค่าท านายของค่ากิจกรรมของ
เอนไซมน์ั้นเท่ากบั 250 mU/ml มี % varidate เท่ากบั 96.48% พบวา่ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์ม่มีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัค่าท่ีท านายไดจ้ากสมการ ดงันั้น แบบจ าลองนี้
สามารถท านายค่าได้ถูกต้อง และ แม่นย า สามารถน าไปใช้ในการผลติเอนไซม์ต่อไปได้  

ผลของพีเอชในอาหารเร่ิมตน้ พบวา่ ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ท่ี 5 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุด และ 
ถา้ค่า pH  มากกว่า 9 หรือมีความเป็นด่างมากเกินไป จะไปยบัย ั้งการผลิตเอนไซม์ไคติเนส ท าให้ค่า 
chitinase activity ลดน้อยลง ผลการทดลอง สอดคล้องกับงานของ El-Dein และ คณะ (2010) ท่ี
ท าการศึกษาค่า pH ท่ีเหมาะสม ของเช้ือ Streptomyces champavatii AZ-1 พบว่าท่ี pH 5 เป็นค่า pH ท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ โดยรายงานเป็นค่า specific activity เท่ากับ 16.8 U/mg protein และ 
ในงานของ Narayana และ Vijayalakshmi  (2009) พบว่าท่ี pH 5.0 (chitinase activity 3,800 mU/ml) 
นั้ นไปยบัย ั้งการผลิตเอนไซม์ไคติเนสของ Streptomyces sp. ANU 6277 โดย ค่า pH ท่ีเหมาะสม
ส าหรับเช้ือน้ีคือ pH 6 ให้ค่า chitinase activity สูงสุด (7,100 mU/ml) และ ในปี ค.ศ. 2009 Mane และ 
Deshmukh รายงานวา่ ค่า pH ท่ีเหมาะสมของเช้ือ Streptomyces canus KS10 นั้นมีค่าเป็นด่าง คือ 8.0 
ใหค้่า chitinase activity  สูงสุดเท่ากบั 3,500 mU/ml 

จากการศึกษาเวลาท่ีใช้ในการผลิตเอนไซม์ไคติเนส โดยเล้ียงใน modified medium ท่ีมี 1.5% 
(w/v) chitin powder เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ ระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตเอนไซมข์องเช้ือ 
Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 คือวนัท่ี 7 ได้เอนไซม์สูงสุด (145 mU/ml) ซ่ึงสูงกว่าการ
ทดลองของTang-um and Niamsup (2012) ท่ีท าการทดลองหาระยะเวลาท่ี เหมาะสมของเช้ือ 
Streptomyces strain P4 พบว่า เร่ิมสร้างวนัท่ี 1-2 และ วนัท่ี 5 ให้ค่า chitinase activity สูงสุดคือ 0.93 
mU/ml และ ค่า specific activity เท่ากับ 0.050 U/mg protein หลังจากวนัท่ี 5 พบว่า กิจกรรมของ
เอนไซม์ลดลง ผลการทดลองสอดคล้องกบังานทดลองของ Mane และ Deshmukh ในปี ค.ศ. 2009 
รายงานว่าเช้ือ Streptomyces canus KS10 สามารถสร้างเอนไซม์ได้สูงสุดท่ีวนั ท่ี  6 ค่า chitinase 
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activity เท่ากบั 3,100 mU/ml และ ในงานของ Kumaran และ คณะ (2012)พบวา่ เช้ือ Streptomyces sp. 
CDB20 สร้างเอนไซม์ได้สูงสุดท่ีวนัท่ี 8 ค่า chitinase activity เท่ากบั 2,800 mU/ml และ ในงานวิจยั
ของ Narayana และ Vijayalakshmi  (2009) Streptomyces sp. ANU 6277 สร้างเอนไซม์ไดสู้งสุดท่ี 72 
ชัว่โมง หรือประมาณ สองวนัคร่ึง ค่า chitinase activity เท่ากบั 6,800 mU/ml ซ่ึงพบว่าสามารถสร้าง
เอนไซมไ์ดเ้ร็วกวา่เช้ืออ่ืนๆ 

 จากผลการทดลองทั้งหมด พบวา่ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเช้ือส าหรับการผลิต
เอนไซม์ไคติเนส ประกอบดว้ย Casein 0.88 g/L, K2HPO4 0.7 g/L, KH2PO4 0.03 g/L, KNO3 1.0 g/L, 
MgSO4.7H2O 0.03, Chitin powder 15.0 g/L, Trace element 10 ml/L และ มีค่าpH เร่ิมตน้เท่ากบั 5 ใส่
ปริมาณเช้ือตั้งตน้ลงไปปริมาณ 2% เป็นเวลา 7 วนั ซ่ึงสร้างเอนไซม์ไคติเนสสูงสุดท่ีวนัท่ี 7 เท่ากบั 
145.0 mU/ml แต่ถา้ใช้สูตรเดิมจะได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสเท่ากบั 100 mU/ml เม่ือท าการ
เปรียบเทียบค่าการท างานของเอนไซมข์องสูตรอาหารเดิมพบวา่ค่ากิจกรรมของเอนไซไคติเนสเพิ่มข้ึน 
0.68 เท่าของสูตรอาหารเดิม และค่า specific activity เพิ่มข้ึน 1.44 เท่าของสูตรอาหารเดิม แต่เน่ืองจาก
การผลิตเอนไซมไ์คติเนสของเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท CMU-NKS-5 น้ีไม่ค่อยเสถียร ดูจากค่า 
chitinase activity เม่ือใช้สูตรอาหารท่ีเหมาะสมทดสอบ พบว่าได้ค่า chitinase activity ต ่ากว่าการ
ทดลองอ่ืนๆ น่าจะมีการศึกษาเปรียบเทียบหลายๆการทดลองต่อไป 
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บทที ่6 

สรุปผลการทดลอง 
 

ในการทดลองสามารถคดัเลือกเช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์คติเนสได ้พบวา่
มี 25 ไอโซเลท ท่ีสามารถย่อยสลายไคตินในอาหารแข็งทดสอบท่ีมี 4% (w/v) colloidal chitin เป็น 
สับเตรท และ มีค่า H/C ratio มากกว่า 1 จากทั้งหมด 104 ไอโซเลท และ พบว่ามีแอคติโนมยัซีท 10  
ไอโซเลท (4.16%) ท่ีสามารถผลิตค่ากิจกรรมของเอนไซม์มากกวา่ 1 U/ml ในการทดสอบในอาหาร
เหลว EPM  ท่ีมี 1% (w/v) colloidal chitin และ glucose เป็นสับเตรท จากผลการทดลอง พบวา่ ไอโซ
เลท CMU-NKS-5 สามารถผลิตวงใสบนอาหารแข็งได้ และ เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวสูตรพื้นฐาน ให้
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด เท่ากบั 1,949 mU/ml  เม่ือทดสอบดว้ยวิธี DNS method จึงเลือกเช้ือน้ี
มาท าการระบุสายพนัธ์ุ โดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากการส่องดูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ แบบใช้แสง และ แบบส่องกราด การเจริญบนอาหาร ISP 1-9 การทน
เกลือ ลกัษณะทางชีวเคมีจากชนิดของกรดอะมิโนท่ีอยูใ่นผนงัเซลล์ การทดสอบการผลิตเอนไซม ์และ 
การใชน้ ้ าตาลดว้ยชุด API ผลการทดลอง พบวา่ แอคติโนมยัซีท ไอโซเลท CMU-NKS-5 จดัอยูใ่นสปี
ชีส์ Streptomyces sp. และ เม่ือน าไปศึกษาทางอณูชีววิทยาโดยใชก้ารศึกษาล าดบัเบส 16S rRNA และ 
การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของเช้ือ พบวา่ ไอโซเลท CMU-NKS-5 น้ีมีความใกลเ้คียง
กบัเช้ือ Streptomyces bungoensis สายพนัธ์ุ NBRC 15711 

จากนั้ น ท าการศึกษาปัจจัยพื้นฐานท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ของเช้ือ Streptomyces sp.  
ไอโซเลท CMU-NKS-5 พบว่า แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมคือ chitin powder และ ความเขม้ขน้ของ
แหล่งคาร์บอนเท่ากับ 1.5% (w/v) แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม คือ KNO3 และ casein  เม่ือน ามา
ทดลองแบบ Plackett and Burman (PB) เพื่อหาสารอาหารท่ีมีผลต่อการสร้างเอนไซม์ไคติเนส โดย
พิจารณาจากค่ า P-value (P≤ 0.05) พบว่า chitin powder, K2HPO4 และ casein มีผลต่อการผลิต
เอนไซมไ์คติเนส แต่ เลือกเฉพาะ chitin powder และ casein ท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมไ์คติเนสอ
ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P≤ 0.05) ไปศึกษาดว้ยแผนการทดลองแบบ CCD จากการวิเคราะห์ผลท่ีได ้
พบวา่ ปริมาณท่ีเหมาะสมของ chitin powder  และ casein เท่ากบั 15 g/L และ 0.88 g/L ตามล าดบั  
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สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเช้ือส าหรับการผลิตเอนไซม์ไคติเนส ประกอบดว้ย 
Casein 0.88 g/L, K2HPO4 0.7 g/L, KH2PO4 0.03 g/L, KNO3 1.0 g/L, MgSO4.7H2O 0.03, Chitin 
powder 15.0 g/L, Trace element 10 ml/L และ สภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า ผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้
สูงสุดในวนัท่ี 7 ของการเพาะเล้ียง และ ค่าพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารท่ีเหมาะสม คือ 5.0 และ ปริมาณ
ของเช้ือตั้งตน้ท่ีใส่ลงไปในอาหารเท่ากบั 2% (v/v) 


