
บทที่ 2

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และ วิธีการทดลอง

2.1 อุปกรณ์
เครืองเขย่า (rotary shaker) รุ่น G-10 บริษัท New Brunswick Scientific 

Co.inc, USA.

เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น G-27 1 G-25R บริษัท New Brunswick 

Scientific Co. Inc, USA.

เครืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Novaspec II บริษัท 

Pharmacia, Sweden.

เครื่องปันเหวี่ยงปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุ่น Centrikon T- 

42K บริษัท Kontron instruments, Thailand.

ตู้ปลอดเชื้อ (lamina flow) รุ่น H1 ห้างหุ้นส่วนจำกัด แลบ เซอร์วิส, ประเทศไทย. 

เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น Cyberscan 1000 บริษัท Eutech 

Cyberscan, Singapore

เคร่ืองช่ังน้ําหนักรุ่น A2005 บริษัท Sartorius, Germany

อ่างนำปรับอุณหภูมิ (water bath) บริษัท Kottermann, Germany

เคร่ืองโครมาโทกราทีเ (Low Pressure Liquid chromatography) รุ่น Econo

บริษัท Bio-Rad, USA.

เครื่องอิเล็กโตรโฟรืชิลแบบแผ่น (Slab gel electrophoresis equipment) รุ่น 

Mini-Protein II Dual บริษัท Bio-Rad, USA.

2.2 เคม ีภ ัณ ฑ ์

2.2.1 เคมีภัณฑ์สำหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ

แบคโตเปปโตน (Bacto peptone) จากบริษัท Difco Labaratories, USA. 

สารสกัดมอลท์ (Malt extract) จากบริษัท Difco Labaratories, USA

- สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) จากสถาบันวิจัยพันธุวิศวกรรมและ 

เทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

- กลูโคส (glucose) จากบริษัท ประเสริฐชัย สมุทรปราการ, ประเทศไทย.
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2.2.2 เคมีภัณฑ์สำหรับวัดแอคติวิตีของเอนไซม์

- ไคโตชาน (Chitosan) จากสถาบันวิจัยเทคโนโลยีแห่งเอเชีย (Asian

Institute of Technology, AIT)

- โซเดียมไนไตรท์ (NaN02) จากบริษัท Merck, Germany

- โปตัสเชียมไฮโดรเจนซัลเฟต (KHSOJ จากบริษัท Fluka AG. Buchs, 

Switzerland

- แอมโมเนียมซัลฟาเมต (FI6N20 3S) จากบริษัท Fluka AG. Buchs, 

Switzerland

- ร-เมทิล-2-เบนโซไทอะโชลิโนน ไฮดราโซน (C8H9N3S.HCI) จากบริษัท 

Sigma Chemical, USA.

เพ่อรํริกคลอ1ไรด์ (FeCI3) จากบริษัท Carlo ERBA reagenti, Italy.

2.2.3 เคมีภัณฑ์สำหรับวัดปริมาณโปรตีน (Lowry, 1951)

- โซเดียมคาร์บอเนต จากบริษัท Merck, Germany

- โซเดียมไฮดรอกไซด์ จากบริษัท BDH Chemicals, England

- โซเดียมโปตัลเชียมทาร์เทรต จากบริษัท APS Ajax Finechem, Australia

- คอปเปอร์ซัลเฟต จากบริษัท Merck, Germany

- โพ่ลินทีเนอลริเอเจนต์ จากบริษัท Merck, Germany

2.2.4 เคมีภัณฑ์สำหรับทำโครมาโทกราฟและอิเล็กโทรโฟริซิส

- แอมโมเนียมซัลเพ่ต (NFIJ2ร 0 4 จากบริษัท Merck, Germany

ดีอีเออี-เซลลูโลส (DEAE-cellulose) จากบริษัท Sigma Chemical, USA. 

เซพ่าเด็กซ์จี-75 (Sephadex G-75) จากบริษัท Sigma Chemical, USA.

- อะคริลาไมด์ (Acrylamide) จากบริษัท Sigma Chemical, USA.

บิล (N,N'- methylene-bis-acrylamide) จากบริษัท Sigma Chemical, 

USA.

ทริส (Tris (hydroxymethyl) aminomethane) จากบริษัท Sigma 

Chemical, USA.

TEMED (N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamine) จากบริษัท Sigma 

Chemical, USA.
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แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) จากบริษัท Sigma 

Chemical, USA.

ไกลซีน (Glycine) จากบริษัท Sigma Chemical, USA.

เมทานอล (methanol) จากบริษัท Sigma Chemical, USA.

กลีเชอรอล (Glycerol) จากบริษัท Sigma Chemical, USA.

กรดอะเซติก (Acetic acid) จากบริษัท Merck, Germany

โชเดียมคลอไรด์ (NaCI) จากบริษัท Merck, Germany

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodesyl sulfate) จากบริษัท BDH

Chemicals, England

สีโครแมลซีบริลเลียน บลู จ ี-250 (Coomassie brillant blue G-250) จาก 

บริษัท Fluka AG. Buchs, Switzerland

2-เมอร์แคปโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) จากบริษัท Sigma 

Chemical, USA.
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2.3 วิธีการทดลอง

1. การแยก แ ล ะค ัด เล ือ ก ย ีส ต ์

1.1 การแยกยีสต ์

แยกยีสต์จาก ตัวอย่างผลไม้ที่มีรอยชำชนิดต่างๆ ได้แก่ ชมพู่ 1 องุ่น,

มังคุด 1 ฝร่ัง , เงาะ 1 ลำไย และดินจากแหล่งต่างๆ โดย'ไซ้เข็มเขี่ยเชือแตะ,บริเวณ'ที่ชืนของ

รอยชํ้าผลไม้โดยตรง แล้วนำไปขีดบนอาหารแข็งวายเอ็ม (Y M  agar ภาคผนวก ก) อีกวิธีคือ

นำเนื้อผลไม้ หรือ ดิน ใส่ลงในนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ แซ่ไว้ประมาณ 10 นาที แล้วนำนื้าไปขีด 

(streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง1วายเอ็ม เพื่อให้ได้โคโลนีเดี่ยว แยกเป็นเชื้อบริสุทธิ้ จากนั้น

เก็บแต่ละโคโลนีที่แยกออกมา เก็บ1ไว้ในอาหาร'วุ้นเอียงวายเอ็ม เพื่อใช้โนการทดลองต่อไป

1.2 การค ัดเล ือกย ีสต ์

คัดเลือกยีสต์ที่แยกได้จากข้อ 1.1 มาทดสอบความลามารถในการ

สร้างเอนไชม์ไคตินดีอะเชทิเลล โดยมีการตรวจลอบ 2 วิธี คือ การทดสอบแบบรวดเร็ว 

(Rapid test) และ โดยวิธีการตรวจลอบโดยวัดปฏิกิริยาเคมีของลีที่เกิดขึ้น แล้วเทียบสิ

(Colorimetric method)

1.2.1 การทดสอบแบบรวดเร็ว (Rapid test) ตามวิธีของ Prakasam 

และ Azariah (1975) มีลำดับขั้นตอนตังนื้

นำยีสต์ที่เจริญบนอาหารวุ้นเอียงวายเอ็มอายุ 1 - 2วัน ท่ีแยก 

ได้จากข้อ 1.1 ผสมกับสารละลาย Lugol's iodine ซึ่งมีส่วนประกอบดังนี้ ไอโอดีน:

โปตัสเชียมไอโอไดด์:นํ้ากลั่น ในอัตราส่วน 1 : 2 : 300 พ : พ : V  นำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 

ห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 1 เปอร์เซ็นต์ของสารละลายกรดชัลฟูริก เขย่าให้เข้ากัน

ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 15 นาที อีานผลจากลีของปฏิกิริยา โดยผลบวกจะให้ลีม่วงแดงถึงนั้าตาลเข้ม 

และถ้าไม่เกิดปฏิกิริยาจะให้ลีเหลือง

1.2.2 การตรวจลอบปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยการเทียบลี 

(Colorimetric method) ตามวิธี ของ Ride และ Drysdale (1972)

โดยใช้ไคโตซานจากเปลือกกุ้ง ที่ม ีระดับการกำจัดหมู่อะเซทิล 

เท่ากับ 80 เปอร์เซ็นต์เป็นลับลเตรท โดยนำลับลเตรท 0.75 ม ิลลิล ิตร บ่มกับสารละลาย

เอนไซม์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 45 องคาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เขย่า 

ท ุกๆ 15 นาที จากนั้นเติม 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ของสารละลายโซเดียมไนไตรท์ และ 

5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ของสารละลายโปตัลเชียมไฮโดรเจนซัลเฟต อย ่างละ 0.75 มิลลิล ิตร
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เขย่าให้เข้ากัน แล้วนำไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเชียล นาน า5 นาที จากน้ัน

เขย่าต่ดต่อกันนาน 15 นาที ด้วยเคร่ืองเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที แล้วเติม0.75

มิลลิลิตร'ของ 12.5 เปอร์เซ็นต์ (พ/V) ของลารละลายแอมโมเนียมซัลฟาเมต และเติม 0.5

เปอร์เซ็นต์ (พ /V) ของสารละลาย ร-เมทีล-2-เบนโซไทอะโซลิโนนไฮดราโซน 0.75 มิลลิลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วยการต้มในน้ําเดือดนาน 3 นาที ทำให้เย็นเท่าอุณหภูมิห้อง 

จากน้ันเติม 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ของลารละลายเพ่อรํริกคลอไรด์ 0.75 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้ 

ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดค่า การดูดกลืนแลง ที่ความยาวคลื่น 650

นาโนเมตร และเทียบค่าเปอร์เซ็นต์การอะเซทีเลช่ัน จากกราฟมาตรฐานของลารละลายไคโตซาน 

(ภาคผนวก ค) และนำไปคำนวณยูนิตของเอนไซม์ ดังแลดงในภาคผนวก ง

กำหนดให้ 1 ยูนิตของเอนไซม์ในการทดลองน้ี คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีทำให้เกิด 

กรดอะชิติก 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที โดยมีไคโตซานท่ีมีระดับการกำจัดหมู่อะเซทีล 

เท่าก ับ 80 เป็นสับลเตรท ภายใต้ภาวะท่ีทดลอบแอคติวิตี ดังกล่าวข้างต้น

1.2.3 แหล่งของเอนไซม์และระยะเวลา'ในการผลิต1ไคดินดีอะเซที-

ทีเลลของยีลต์

นำยีสต์ที่ผ่านการทดลอบ ที่ให้ผลบวกจากข้อ 1.2.1 และ

1.2.2 มาศึกษาแหล่งที่ผลิตของไคตินดือะเชทิลเลล และหาระยะเวลาในการผลิตที่เหมาะลม

เพื่อใข้ในการทดลองต่อไป โดยเลี้ยงยีลตํในอาหารเหลววายพีจี (YPG liquid medium

ภาคผนวก ก หมายเลข 2) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250

มิลลิล ิตร บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้อง (3 0 ± 2  องศา-

เซลเชียล) เป็นเวลา 14 ,24 , 48 และ 96 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาแยกเซลล์ยีลต์ออก

ด้วยการปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาทีที่ 4 องศาเซลเชียล เป็นเวลา 10 นาที

จะได้ส่วนนํ้าใล ซึ่งเป็นแหล่งเอนไซม์ที่ซับออกนอกเซลล์(Extracellular enzyme) จากนั้น

นำเซลล์ที่แยกได้มาล้างด้วยนํ้ากลั่น 2 คร้ัง แล้วนำมาบดด้วยโกร่งแช่เย็นที่มีผงอะลูมินา 1

กรัม ใน 1 มิลลิลิตร ของ 0.05 โมลาร์ อะ'ซิเตทบัพ่เพ่อร์ pH 6.0 บนอ่างนํ้าแข็ง บดนาน 

ประมาณ 10 นาที จากนั้นนำไปแยกกากเชลล์และผงอะลูมินา ด้วยการปันเหวี่ยงที่ความเร็ว

10,000 รอบต่อนาที น าน 10นาที จะได้ส่วนนํ้าใล ซึ่งเป็นแหล่งของเอนไซม์ที่อยู่ภายในเซลล์ 

(Intracellular enzyme) นำส่วนนํ้าใลซึ่งเป็นแหล่งของเอนไซม์ที่ซับออกนอกเชลล์ และเอนไซม์ 

ที่อยู่ภายในเซลล์ที่แยกได้ นำมาวิเคราะห์หาแอคติวิตี โดยปฏิกิริยาเคมีและเปรียบเทียบลืฃอง

Ride และ Drysdale (1972)
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2. การจำแนกย ีสต ์ทางอน ุกรมว ิธาน (Taxonomy)

จากวิธีการคัดเลือกยีสต์ตามข้อ 1.2 ได้เลือกยีสต์ 2 ลายพันธุท่ีให้

ไคตินดีอะเซทิเลลแอคติวิตีสูง คือ ยีสต์ลายพันธุ MS, และ MSg นำยีลต์ทั้งลองมาจัด

จำแนกทางอนุกรมวิธาน โดยการศึกษาลักษณะเฉพาะตัวทางสัณฐานวิทยา

(Morphological characteristics) และสรร'วิทยา (Physiological characteristics)

ตามหลักการของ Lodder (1970) และ Beneke (1970)

2.1 การศ ึกษาทางส ัณฐานวิทยา

2.1.1 เลี้ยงยีสต์ MS, และ MSg 1 ลูปในอาหารเหลววาย-

เอ็ม (ภาคผนวก ก) ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 48 ช่ัวโมง เพ่ือดูการเจรีญเติบโตเห็นเป็นผิา

ท่ีผิวอาหาร (pellicle) แล้วนำยีสต์มาตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือดูลักษณะรูปร่าง

เซลล์, ลักษณะการแตกหน่อ และวัดขนาดเชลล์ แล้วบันทึกภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์

2.1.2 ทดสอบการขยายพันธุแบบใช้เพศ (sexual

reproduction) โดยเลี้ยงยีสต์ในอาหารวุ้นเอียง โปตัลเรียมอะซิเตท และ โกรอดคาวา

(Lodder,1970) (ภาคผนวก ก ช้อ 3.1 และ 3.2 ) บ ่ม เป็นเวลา 7 -  14 วัน นำมาตรวจ

การสร้างแอลคัล และแอสโคสปอร์ของยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรต์

2.2 การทตสอบทางสรีรวิทยา

เตรียมยีสต์ต้ังต้นท้ังลองลายพันธุ โดยแตะยีสต์ MS,

และ MSg แต่ละลายพันธุจากอาหารวุ้นเอียงวายเอ็ม อายุ 24 ช่ัวโมง ลงในน้ํากล่ัน

ปราศจากเช้ือ 10 มิลลิลิตร ให้มีจำนวนเซลล์ยีสต์ประมาณ 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร นับ

จำนวนเซลล์ด้วยฮีมาชัยโตมิเตอร์ (Haemacytometer) เพ่ือนำยีสต์'ท้ังลองลายพันธุ้ไป

ทดสอบในอาหารต่างๆ ตามวิธีของ Lodder และ Beneke (1970) โดยจะเติม 0.05 มิลลิลิตร 

ของยีสต์ต้ังต้นน้ี ลงอาหารเหลวท่ีจะทดลอบทุกซนิด

2.2.1 ทดลอบการหมักน้ําตาลชนิดต่างๆ ได้แก่ กลูโคส 1

กาแลคโตส 1 ซูโครส 1 มอลโตล 1 แลคโตล 1 เทฮาโลล และ ราฟพิเโนล โดยเติม 0.05 

มิลลิลิตรยีสต์ตั้งต้น ลงในอาหารน้ําตาลท่ีเตรียมไว้ทดลอบ (Lodder, 1970)

(Fermentation medium ภาคผนวก ก ข้อ 3.3) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเรียล

ตรวจดูการเกิดแก๊สในหลอดดูแรห์ม ในวันท่ี 1 , 2 ,7 , 14 และ 21ของการเล้ียงเช้ือ

2.2.2 ตรวจดูความสามารถในการใช้น้ําตาลชนิดต่าง  ๆ

เพ่ือการเจรณเติบโตในสภาพท่ีมีอากาศ โดยเติมยีสต์ต้ังต้น 0.05 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว 

ที่ประกอบด้วยนํ้าตาลชนิดต่างๆ เหมือนข้อ 2.2.1 (Lodder,1970) (Carbon
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assimilation medium ภาคผนวก ก ข้อ 3.4) นำไปบ่มที่ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผล

การเจริญของยีสต์ในวนที่ 1 , 2 , 7 , 1 4  และ 2 1 ของการเลี้ยงเชื้อ โดยสังเกตจากการขุ่นที่

เพิ่มขึ้น

2.2.3 ทดสอบการใช้แหล่งไนโตรเจน โดยเติม 0.05

มิลลิลิตร ของยีสต์ตั้งต้นลงในอาหารทดสอบ (Lodder, 1970) (Nitrogen assimilation 

medium ภาคผนวก ก ข้อ 3.5) นำไปบ่มที่ 25 องศาเซลเซียส ตรวจผลการเจริญของ

ยีสต์ในวันที่ 1 , 2 , 7 , 1 4  และ 21 ของการเลี้ยงเชื้อโดยสังเกตจากการขุ่นของจำนวนเชลล์

ยีสต์ที่เพิ่มขึ้น

3. การปรับปรุงสูตรอาหารเล้ียงยีสต์
ในการทดลองได้ปรับปรุงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรวายพีจีของ 

Bartinicki Garcia และ Nickerson (1962) ซึ่งประกอบด้วย 2.0 เปอร์เซ็นต์กลูโคส เป็น 

แหล่งคาร์บอน 1 1.0 เปอร์เซ็นต์แบคโตเปปโตน เป็นแหล่งไนโตรเจน และ 0.3 เปอร์เซ็นต์สาร 

สกัดจากยีสต์เป็นแหล่งวิตามินรวม ความเป็นกรดด่างของอาหารเท่ากับ 4.5

3.1 แหล่งคาร์บอน

ศึกษาแหล่งคาร์บอน หรือแหล่งนํ้าตาลที่เหมาะสม โดยเลี้ยงยีสต์ที่ได้ 

คัดเลือกจากการทดลองข้างต้น 2 สายพันธุ คือ MS, และ MSg ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

วายพีจีที่มี 1.0 เปอร์เซ็นต์แบคโตเปปโตน เป็นแหล่งไนโตรเจน และ 0.3 เปอร์เซ็นต์สารสกัดจาก 

ย ีสต ์ เป็นแหล่งวิตามินรวม ความเป็นกรดด่างของอาหารเท่ากับ 4.5 โดยแปรปริมาณแหล่ง

คาร์บอนอยู่ในช่วง 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 และ 8.0 เปอร์เซ็นต์ 

ของอาหารเหลว แล้วนำไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้อง (30 ±2 

องศา-เซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโม^ นำนํ้าเลี้ยงไปแยกเซลล์ออก โดยการป่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นำล่วนนํ้าใล

ที่แยกได้มาวัดแอคติวิติของเอนไซม์

แหล่งคาร์บอนที่ใข้ ได้แก่ กลูโคส สำหรับยีสต์ MS, และ กลูโคส กับ

ราฟพีโนล สำหรับยีสต์ MSg เนื่องจากในการตรวจสอบความสามารถในการใช้นํ้าตาลเพื่อการ 

เจริญของยีสต์ จากการทดลองที่ 2.2.2 พบว่า MS, ใช้แหล่งคาร์บอนได้เพียงชนิดเดียว คือ

กลูโคสเท่านั้น ล่วน MSg ใช้นั้าตาล 2 ชนิดในการเจริญได้ดี คือ กลูโคส และราฟพีโนส
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3.2 ชนิดและปริมาณของแหล่งไนโตรเจน

3.2.1 ชนิดของแหล่งไนโตรเจน

เลี้ยงยีสต์ MS, และ MSg ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว'วายพีจีท่ี 

มี 1 เปอร์เซ็นต์กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนจากข้อ 3.1 วัดค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ

4.5 แล้วแปรชนิดของแหล่งไนโตรเจน โดยมีแหล่งอนินทรีย'ไนโตรเจน 5 ชนิด คือ

แอมโมเนียมไนเตรท, แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท และ 

แอมโมเนียมซิเตรท ส่วนแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน 2 ชนิด คือ แบคโตเปปโตนและพอลิเปป-

โตน ท่ีมีความเข้มข้นของไนโตรเจนแต่ละชนิด 1 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว เลี้ยงยีสต์

ในภาวะเดียวกับข้อ 3.1 วัดแอคติวิดีของเอนไซม์จากส่วนน้ําเล้ียงเช้ือ ท่ีแยกเชลล์ออกแล้ว

3.2.2 ปริมาณของแหล่งไนโตรเจน

เลือกชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม ท่ีผลิตไคตินดีอะเซ- 

ทิเลสได้สูงสุด จากการทดลอง 3.2.1 แล้วแปรปริมาณแหล่งไนโตรเจนชนิดน้ันในช่วง 0.5,

1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว และวัดแอคติวิตีของเอนไซม์จาก

น้ําเล้ียงท่ีแยกเชลล์ออกแล้ว

3.3 แหล่งว ิตาม ินรวม

เลี้ยงยีสต์ MS, และ MSg ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับปรุงแหล่ง

คาร์บอน ตามข้อ 3.1 และแหล่งไนโตรเจนตามข้อ 3.2 ที่มีค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น

เท่ากับ 4.5 โดยแปรปริมาณแหล่งวิตามินรวมคือ สารสกัดจากยีสต์ ในช่วง 0.1, 0.2,

0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว เลี้ยงยีสต์ในภาวะเดียวกับข้อ 3.1 แล้ววัด

แอคติวิตีของเอนไซม์จากน้ําเล้ียงท่ีแยกเชลล์ออกแล้ว

3.4 ชนิดและปริมาณของเกลือแร่

เลี้ยงยีสต์ MS, และ MSg ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับปรุงแหล่ง 

คาร์บอน ตามข้อ 3.1 แหล่งไนโตรเจน ตามข้อ 3.2 และแหล่งวิตามินรวม ตามข้อ 3.3

เติมเกลือแร่ คือ FeS04 ความเข้มข้น 0.001 และ 0.005 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว, 

MgS04 ความเข้มข้น0.05 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว K2HP04 ความเข้มข้น0.1 

และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว และ KCI ความเข้มข้น 0.05 และ 0.1 เปอร์เซ็นต์ของ

อาหารเหลว (ช้ญญา, พ.ศ. 2533) เปรียบเทียบกับเมื่อไม่เติมแหล่งเกลือแร่ เล้ียงยีสต์ใน

ภาวะเดียวกับข้อ 3.1 และวัดแอคติวิตีของเอนไซม์จากน้ัาเล้ียง ท่ีแยกเซลล์ออกแล้ว
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จากการแปรปริมาณแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน แหล่งวิตามินรวม และ 

เกลือแร่ ได้สูตรอาหารเลี้ยงยีสต์ ท่ีปรับปรุงองค์ประกอบของอาหารสำหรับ MS, และ MSg 

ที่เหมาะสมสำหรับผลิตไคดินดีอะเซทิเลส เพ่ือใช้ในการทดลองขันต่อไป

4. ภาวะการเล ี้ยงย ีสต ์ท ีเหมาะสม

4.1 ความเป ็นกรดด ่างเร ิ่มต ้น

เลี้ยงยีสต์ MS, และ MSg ในอาหารท่ีปรับปรุงสูตรแล้วจาก

ข้อ 3 โดยมี 1 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 1 1 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) แบคโต- 

เปปโตน เป็นแหล่งไนโตรเจน และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) สารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่งวิตามินรวม 

โดยมี 0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI เป็นแหล่งเกลือแร่สำหรับ MSg แล้วปรับค่าความเป็นกรดด่าง

เร่ิมต้นท่ี 4.5 1 5.0 1 5.5 1 6.0 1 6.5 1 7.0 และ 7.5 เล้ียงในภาวะเดียวกับข้อ 3.1 วัด 

แอคติวิตีของเอนไซม์จากน้ําเล้ียงท่ีแยกเซลล์ออกแล้ว

4.2 อ ุณหภ ูม ิ

นำยีสต์ MS, และ MSg มาเล้ียงในอาหารสูตรปรับปรุงท่ีมี

ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมคือ 4.5 สำหรับ MSg และ 6.0 สำหรับ MS, บนเคร่ือง 

เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25 1 30 1 อุณหภูมิ

ห ้อง(30±2 องศาเซลเซียส) 1 35 และ 40 องศาเซลเซียส แล้ววัดแอคติวิตีของเอนไซม์

จากน้ําเล้ียง ท่ีแยกเซลล์ออกแล้ว

4.3 ความเร็วรอบของเครื่องเขย่า

เลี้ยงยีสต์ MS, และ M Sg ในอาหารเล้ียงยีสต์สูตรปรับปรุง

ที่มีค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 50 1 100 1 150 และ 200

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง วัดแอคติวิตี

ของเอนไซม์จากน้ําเล้ียง ท่ีแยกเชลล์ออกแล้ว
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5. แยกไคตินด ีอะเซท ิเลสให ้บริส ุทธบางส่วน

เลี้ยงยีสต์ MSg ในอาหารที่ปรับปรุง สูตรและภาวะที่ เหมาะลมใน

การผลิต เอนไซม์ จากนั้นป่นแยก เอา เชลล์ออก นำล่วนนำใสมา ผ่านขันตอนการสกัด

เอนไซม์ให้บริลุทธี๋บางส่วน

5.1 ตกตะกอนด้วยแอมโมเน ียมซ ัลเฟตอิ่มต ัว

นำส่วนน้ัาใลท่ีป่นแยกได้มาวัดปริมาตรท้ังหมด จากน้ัน

คำนวณหาปริมาณความเข้มข้นของแอมโมเนียมขัลเฟตท่ีต้องใช้ โดยใช้ความเข้มข้น เร่ิมต้น

50 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรท้ังหมด จากน้ันนำผงแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีคำนวณได้ ค่อยๆ

โรยลงในส่วนน้ําใสท่ีมีเอนไซม์ละลายอยู่ อย่างช้าๆ พร้อมท้ังคนเบาๆ ด้วยเคร่ืองกวนแม่เหล็ก 

(magnetic stirrer) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากน้ันนำไปป่นเหว่ียงเพ่ือตกตะกอน

โปรตีนท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที แยกตะกอนท้ิง จากน้ันนำ

ส่วนใสมาตกตะกอนต่อด้วย แอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรท้ัง 

หมด กวนจนอ่ิมตัว ท้ิงไว้ข้ามคืนท่ี 4 องศาเซลเซียส หลังจากน้ันนำไปป่นเหว่ียงท่ี 10,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาทีท่ี 4 องศาเซลเซียส แยกส่วนน้ัาใสท้ิง แล้วนำส่วนตะกอน 

ที่ได้มาละลายด้วย 0.05 โมลาร์ อะชิเตทบัฟเฟอร์ pH 6.0 ในปริมาตรท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถ

ละลายตะกอนได้หมด นำสารละลายโปรตีนท่ีได้จากการละลายตะกอนท้ังหมดบรรจุลงใน

ถุงเซลโลเพ่น แล้วนำไปไดอะไสล์ด้วยบัฟเฟอร์เดิมท่ี 4 องศาเซลเชียล เพ่ือกำจัดแอมโมเนียม- 

ซัลเฟต จากน้ันทำให้สารละลายโปรตีนเข้มข้นข้ึนโดยนำถุงเซลโลเพ่น ท่ีผ่านการใดอะไลล์แล้ว 

ใส่ในสารละลายบัฟเฟอร์เดิม ที่มีกลีเชอรอลในอัตราส่วน 3 ต่อ 1 กวนท่ี 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันนำลารละลายโปรตีนออกจากถุง วัดปริมาตร, ปริมาณโปรตีน

ด้วยวิธีของ Lowry (ภาคผนวก จ) และแอคติวิตีของเอนไซม์ด้วยปฏิกิริยาเคมีแล้วเทียบลี

ของ Ride และ Drysdate (1972) เก็บลารละลายเอนไซม์ในบัฟเฟอร์ตังกล่าว เพ่ือใช้ในการ

ทดลองข้ันต่อไป

5.2 การแยกเอนไซม์ให้บริลุทธิ้โดยวิธีโครมาโทกราพีเแบบแลก 

เปล ียนอออน (Ion exchange chromatography)

แยกไคดินดีอะเซทิเลสออกจากโปรตีนชนิดอื่น โดยอาศัย

หลักการ การแลกเปลี่ยนประจุ ทำโดยผ่านสารละลายเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนด้วย

แอมโมเนียมซัลเฟต และกำจัดแอมโมเนียมซัลเฟตออกแล้ว ลงในคอลัมน์ท ี่ม ี DEAE-

cellulose เป็นตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุลบ การบรรจุตัวกลาง DEAE-cellulose ลงคอลัมน์

ขนาด 1.5 X 30 เซนติเมตร ทำโดยค่อยๆ เทสารละลาย DEAE-cellulose ลงในคอลัมน์
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ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ รอให้เนื้อเจล DEAE - cellulose เรียงตัวกันแน่น แคะมีความสูงเจล 

เท่ากับ 25.5 เซนติเมตร จากนั้นจึงผ่านอะซิเตทบัฟเฟอร์ข้ามคืนเพื่อให้เข้าสู่สมดุล (equilibrate) 

ด้วยอัตราการไหล 15 มิลลิลิตรต่อ'ชั่วโมง จากบันค่อยๆ ใส่สารละลายเอนไซม์ที่เตริยม

ได้จากข้อ 5.1 ลงบนผิวหน้าเจลเบาๆ ด ้วยพาสเจอร์ป ิฟต แล้วชะโปรตีนส่วนที่ไม่ถูกจับ

ด้วยอิออนของเม็ดเจลออก ด้วย 0.05 โมลาร์อะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 6.0 เก็บสารละลาย

ด้วยเครองเก ็บลำดับส่วนหลอดละ 2 มิลลิล ิตร นำแต่ละหลอดไปวัดค่าการดูดกลืนแลง

ของโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร เพื่อติดตามโปรตีนที่ถูกชะออกมา จนกระทั่งหลอดสุดท้ายมีค่า

เข้าใกล้ศูนย์ จึงทำการชะโปรตีนส่วนที่ถูกจับด้วยประจุอยู่กับเจลออก ด้วย 0 -1.0 โมลาร์

สารละลายโซเดียมคลอไรด์เกรเดียนท์ ติดตามโปรตีนโดยการวัดค่าการดูดกลืนแลงที่ 280

นาโนเมตร นำสารละลายแต่ละหลอดมา วัดแอคติวิตีของเอนไซม์ เมื่อได้จำนวนหลอดที่ให้

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไคตินดีอะเชทิเลสแล้ว จากนั้นจึงรวมสารละลายโปรตีนในหลอดที่มี

แอคติวิตีสูงเข้าด้วยกัน วัดปริมาตรทั่งหมด พร้อมทั่งหาแอคติวิตีทั่งหมดด้วยวิธีของ Ride

และ Drysdale (1972) แล้วหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry จากนั้นนำสารละลาย

เอนไซม์ในบัฟเฟอร์มาทำให้เข้มข้น โดยบรรจุในถุงเซลโลเพ่น ใส่ลงในบัฟเฟอร์ที่มีกลืเชอรอล 

ผสมอยู่ ตามข้อ 5.1 เก็บสารละลายไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในทดลองต่อไป

5.3 การทำให้บ ัรส ุทธ ิโดยคอลัมน ์ เซฟาเด ็กช ์จ ี -75

วิธีการน้ีอาศัยหลักการแยกโปรตีนจากความแตกต่างของขนาด 

โดยใข้เชฟาเด็กซ์ จี-75 (sephadex G-75) เป็นตัวกลาง ค่อยๆ เทสารละลาย เซฟาเด็กช์

จ ี-75 ลงในคอลัมน์ขนาด 1 X 50 เซนติเมตร ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ รอ'จนเจลเริยงตัวกัน 

แน่น และได้เน้ือเจลสูง 48 เซนติเมตร จากนั้นจึงผ่านอะซิเตทบัฟเฟอรp์H 6.0 ข้ามคืนจน

เข้าสู่สมดุล ท่ีอัตราการไหล 9 มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง จากน้ันค่อย  ๆ ใส่สารละลายเอนไซม์

ท่ีได้จากการทดลองข้อ 5.2 ลงบนผิวหน้าเจลเบาๆ แล้วเก็บสารละลายหลอดละ 2 

มิลลิลิตรด้วยเครื่องเก็บลำตับส่วน นำแต่ละหลอดไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ี

ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ จาก1ณรวมหลอดท่ีมีแอคติวิตี 

สูงเข้าด้วยกัน วัดปริมาตรท่ังหมด พร้อมท่ังแอคติวิตีด้วยวิธีของ Ride และ Drysdale

(1972) และปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry

5.4 ตรวจลอบความบัรส ุทธ ิโเองเอนไซม์ด ้ายพอลิอะคริลาไมด ์ เจล 

อิเล็กโตรโฟริซิสชนิดแผ่น (Davis, 1964)

เป็นวิธีท่ีแยกแถบโปรตีนของเอนไซม์ โดยอาศัยหลักการเคล่ือน 

ท่ีของโปรตีนท่ีมีประจุในสนามไฟฟ้า รวมท่ังการแยกขนาดโมเลกุลท่ีต่างกัน โดยมีวิธีการดังนี
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ประกบแผ่นแก้วขนาด 7.3 X 10.3 เซนติเมตร และ 8.3x10.3 

เซนติเมตร เข้าด้วยกัน โดยมีแผ่นพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร ที่ขอบด้านข้างของ

กระจกทั้งลองแผ่น ประกอบเข้ากับชุดหล่อเจล จากนั้นเทลารละลายผสมของเซพาเรติงเจล

(separating gel) ที่มีความเข้มข้นของเจลเท่ากับ 12 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ฃ ข้อ 3 )

ลงในแผ่นกระจก ให้เจลมีค'วามสูง 5.0 เซนติเมตร จากนั้นเติมนํ้ากลั่นลงบนผิวหน้าเจลให้

เต็มช่องว่างของกระจกที่เหลืออยู่ ตั้งทิ้งไว้จนกระทั้งเซพาเรติงเจลแข็งตัว แล้วจึงซับนํ้าออก

แล้วเทสารผสมลแตกกิงเจล (stacking gel) (ภาคผนวก ข ข้อ 3) ให้เต็มช่องว่างบนเซพาเรติง 

เจล และใส่แผ่นพลาสติกจำหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ระวังไม่ให้เกิดฟอง

อากาศ ทิ้งไว้จนกระทั่งเจลแข็งตัว จากน้ันดึงแผ่นพลาสติกออก ล้างช่องด้วยอิเล็กโทรด

บัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ฃ ข้อ 3)

นำแผ่นเจลที่เตรียมได้นี้ ไปประกอบกับชุดอิเล็กโตรโฟริซิล เติม

อิเล็กโทรดบัฟเฟอร์จนเต็ม นำโปรตีนที่จะวิเคราะห์ละลายในบัฟเฟอร์ (sample buffer)

(ภาคผนวกฃ ข ้อ 3) หยอดตัวอย่างโปรตีนที่เตรียมได้ 20ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตัวอย่าง

แล้วทำการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า 200 โวล์ต ลังเกตุจนกระทั้งสีตามรอยเคลื่อนที่

ไปจนเกือบถึงปลายด้านล่างของแผ่นเจล จึงหยุดกระแสไฟฟ้า ถ่ายเจลทั้ง 2 แผ่นออก โดย 

นำ 1 แผ่นมาย้อมโปรตีนด้วยสีย้อม (ภาคผนวก ข ข้อ 3) เป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างสี 

ส่วนเกินออกด้วยนํ้ายาล้างสีย้อม (ภาคผนวก ฃ ข้อ 4) ล้างเจลจนกระทั่งเจลใส และจะเห็น

แถบสีนํ้าเงินของโปรตีนปรากฏอยู่ นำแผ่นเจลอีกแผ่นที่ไม่ได้ผ่านการย้อมสี มาตรวจลอบ

แอคติ'วิตีของเอนไซม์ โดยเทียบระยะ Rf ให้เท่ากับเจลที่ผ่านการย้อมสี โดยตัดแผ่นเจลบริเวณ 

ที่มีโปรตีนเป็นชิ้นๆ ใส,ลงใน 0.05โมลาร์ อะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 6.0 เขย่าช้าๆ เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง ท่ี 4 องศาเซลเซียส แล้วนำส่วนใสที่ได้ไปวัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์ เพื่อตรวจลอบว่า

แถบโปรตีนที่ติดสีย้อม ให้แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเชทิเลส
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6. การหานํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม์

6.1 หานํ้าหนักโมเลกุลของไคตินดีอะเซฑิเลล ด ้วยวิธ ี เจลทีเลเตรซ้น 

โดยผ่านสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ได้แก่ โบว ีนซ ีร ัมอ ัลบ ูม ิน

(66,000 ดาลตั น) ,  โอว ัลบ ูม ิน (45,000 ดาลตัน) และ ไลโชไซม์(14,300 ดาลตัน) ลงใน 

คอล ัมน ์เซฟาเด ็กซ ์จ ี-75 ในภาวะเดียวกันกับที่ทำไคตินดีอะเชทิเลสให้บริสุท ธ ิ้ นำแต่ละ

ลำตับส่วนมาวัดค่าการดูดกลืนแลงของโปรตีน ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร นำค่าที่

ได้มาเขียนกราฟมาตรฐาน ระหว่างค่าลอการิทึมของนั้าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับ

ปริมาตรของบัฟเฟอร์ที่ใช้ชะคอลัมน์ แล้วนำเอนไซม์ที่สกัดได้ผ่านคอลัมน์เดียวกัน และเปรียบ 

เทียบหานํ้าหนักโมเลกุลจากกราฟมาตรฐาน

6.2 หานํ้าหน ักโมเลกุลของไคตินดีอะเซทิเลสโดยวิธ ี โซเดียม

โดเดซ ิลพอล ิอะคร ิลาไมด ์เจลอ ิเล ็กโตรโฟร ิซ ิสชน ิดแผ ่น ตามวิธ ีของ Laemmli (1970)

ประกบแผ่นแก้ว เข้ากับชุดหล่อเจล เช่นเดียวกับข้อ 5.4 แล้ว

เทลารผสมของเซพาเรติงเจล ท่ีมีค'วามเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข ข้อ 4) ลงใน

ช่อง1ว่าง'ไห้ได้เจลลูง 5.0 เซนติเมตร เติมน้ําลงบนผิวเจลให้เต็มช่องว่างท่ีเหลือ ต้ังท้ิงไว้จน

เจลแข็งตัว เทน้ําออก จากน้ันเทสารผลมของสแตกกิงเจล (ภาคผนวก ข ข้อ 4) แล้วใส่

แผ่นพลาสติกลำหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่าง เม่ือเจลแข็งตัวดึงแผ่นพลาสติกออก ล้างช่อง

ด้วยอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ฃ ข้อ 4) 2 - 3 คร้ัง แล้วเติมอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์จน

เต็ม จากน้ันนำโปรตีนท่ีสกัดได้จากข้อ 5.3 และโปรตีนมาตรฐาน ละลายในบัฟเฟอร์ ท่ีมี

ส่วนประกอบตังภาคผนวก ข ข้อ 4 แล้วนำโปรตีนที่จะวิเคราะห์ท่ีละลายบัฟเฟอร์น้ี มาต้ม

ในน้ําเดือดเป็นเวลา 5 นาที แล้วนำไปหยอดลงในช่องแต่ละช่องปริมาณ 20 ไมโครลิตร

จากน้ันจึงผ่านกระแสไฟฟ้า 200 โวล์ต จนกระท่ังสีฃองบรอมทีเนอลบลู เคล่ือนท่ีจนถึงปลาย 

สุดของแผ่นเจล จึงหยุดกระแสไฟฟ้า แล้วนำเจลออกจากแผ่นแก้วนำไปย้อมสี (ภาคผนวก

ข ข้อ 4) เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นนำแผ่นเจลไปล้างสีส่วนเกินออกด้วยสารละลาย

ล้างสี (ภาคผนวก ข ข้อ 4) จนเห็นแถบโปรตีน เปรียบเทียบตำแหน่งแถบโปรตีนของเอนไซม์ 

กับโปรตีนมาตรฐาน แล้วบันทึกภาพ
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7. ศึกษาสมบดบางประการของเอนไซม์ทีทำให้บริสุทธบางส่วนแล้ว
7.า ความเป๋นกรดด่างที่เหมาะลมต่อการทำงานของเอนไซม์

นำสารละลายเอนไซม์ความเข้มข้นพอเหมาะ ทำปฏิกิริยากบสาร

ละลายไคโตชาน ที่มีเปอร์เซ็นต์การดีอะเชทีเลซั่น 80 เปอร์เซ็นต์ ในบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ ที่มีช่วง 

ความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5 และ 10 บ่มที่ 

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส วัดแอคติวิตีของเอนไซม์ โดยบัฟเฟอร์'ที่ใช้ได้แก่ 0.05โมลาร์ 

อะชิเตทบัฟเฟอร์ pH 4.0-6 .5  1 0.05โมลาร์ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.5-8 .0  และ 0.05 

โมลาร์บอเรตบัฟเฟอร์ pH 8.0 - 10.0

7.2 อุณหภูมิที่เหมาะลมต่อการทำงานของเอนไซม์

บ่มสารละลายเอนไซม์ที่สกัดได้ความเข้มข้นพอเหมาะ ที่อุณหภูมิ

ต่างๆ ตั้งแต่ 30 1 40 1 50 1 60 และ 70 องศาเซลเซียส กับสารละลายไคโตชาน ที่มี 

เปอร์เซ็นต์การดีอะเชทิเลชั่น 80 เปอร์เซ็นต์ แล้ววัดแอคติวิตีของเอนไซม์

7.3 ความเสถียรของเอนไซม์ต่อความเป็นกรดด่าง

นำสารละลายเอนไซม์บ่มด้วย 0.05 โมลาร์ของบัฟเฟอร์ pH ต่างๆ 

ตั้งแต่ 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5 แ ล ะ 10 เป็นเวลา 60 นาที 

ทำให้เจือจาง 5 เท่าด้วย 0.05 โมลาร์อะซ ิเตทบ ัฟเฟอร์pH 5.0 แล้วนำมาทำปฏิกิริยากับสาร 

ละลายไคโตซาน ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส วัดแอคติวิตีของเอนไซม์ เปรียบเทียบกับ 

เอนไซม์เริ่มต้นก่อนนำไปบ่ม โดยใช้บัฟเฟอร์เช่นเดียวกับข้อ 7.1

7.4 ความเสถียรของเอนไซม์ต่ออุณหภูมิ

นำสารละลายเอนไซม์ใปให้ความร้อนที่อุณหภูมิต่าง ๆ ตั้งแต่ 30, 

40 1 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำเอนไซม์แต่ละ

หลอดในแต่ละอุณหภูมิมาวัดแอคติวิตีท ี่เหลือโดยทำปฏิกิริยากับสารละลายไคโตนาน ที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ตามวิธีของ Ride และ Drysdale (1972) เปรียบเทียบกับ 

หลอดควบคุม ซึ่งเป็นหลอดที่ไม่ได้ผ่านการให้ความร้อนที่อุณหภูมิต่างๆ
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