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ภ า ค ผ น ว ก  ก

1. อาหารแข็งวายเอ็ม (YM agar)

สารสกัดจากยีสต์ 3.0 กรัม

สารสกัดมอลท์ 3.0 กรัม

แบคโตเปปโตน 5.0 กรัม

กลูโคส 10.0 กรัม

วุ้นผง 20.0 กรัม
8/ 1

1000นากลัน มลส่ส่ตร

นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว

เป็นเวลา 15 นาที

2. อาหารเหลววายพีจี (YPG liquid medium) (Bartinicki -  Garcia และ Nikerson 1

1962)

สารสกัดจากยีสต์ 0.3 เปอร์เซ็นต์

แบคโตเปปโตน 1.0 เปอร์เซ็นต์

กลโคส 2.0 เปอร์เซ็นต์

ละลายนํ้ากลั่น ปรับค่าความเป็นกรดด่างที่ 4.5 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 

และความดันมาตรฐาน

3. อาหารที่ใช้'จำแนกยีสต์ (Lodder, 1970)

3.1 อาหารแข็งวุ้นเอียงโปตัสเชียมอะชิเตท (Potassium acetate slant)

โปดัสเชียมคลอไรด์ 0.82 กรัม

โซเดียมคะซิเตท 0.18 กรัม

กลูโคส
ay <=d ff*

0.05 กรัม

สารสกัดจากยสต่ 0.1 กรัม

วุ้น 1.5 กรัม

ละลายในนํ้า 100 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดละ 7 มิลลิล ิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่

อ ุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน แล้วนำมาเอียง
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3.2 อาหารแข็งวุ้นเอียงโครอดกาวา (Gorodkowa slant)

กลูโคส 0.1 กรัม

แบคโตเปปโตน 1.0 กรัม

โซเดียมคลอไรด์ 0.5 กรัม

วุ้น 2.0 กรัม

ละลายในนั้ากลั่น 100 มิลลิล ิตร แบ่งใส่หลอดละ 7 มิลลิล ิตร นำไปนึ่งฆ่า

เชื้อที่อ ุณหภูมิและความดันมาตรฐาน แล้วนำมาเอียง

3.3 อาหารสำหรับทดสอบการหมักนำตาล (Fermentation medium)

สารสกัดจากยีสต์ 0.5 กรัม

นํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร

ละลายให้เข้ากันแล้วแบ่งใส่หลอดเกลียว ที่ม ีหลอดดูแรห์ม หลอดละ 4.5 

มิลลิล ิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ 

ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเติม 0.5 มิลลิลิตรของ 20 เปอร์เซ็นต์ 

นํ้าตาล ที่ผ่านการกรองเพื่อทำให้ปราศจากเชื้อ ลงในแต่ละหลอด (ยกเว้นนํ้าตาล 

ราฟทิเ,โนล'จะเติม 0.1 มิลลิลิตร) นํ้าตาลท่ีใช้ในการทดสอบการ'หมัก ได้แก่

กลูโคส 1 กาแลคโตส 1 ซูโครส 1 มอลโตล 1 แลคโตส 1 เทฮาโลส ,

ราฟทิเโนล และ ไซโลส

3.4 อาหารสำหรับตรวจดูความสามารถในการใช้นํ้าตาลเพื่อการเจรญ (Carbon 

assimilation)

ยีสต์โนโตรเจนเบส 6.7 กรัม

แหล่ง,นาตาล 5.0 กรัม

นํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร

ละลายส่วนผสมให้เช้ากัน แล้วทำให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรอง จากนั้น

ดูดมา 1 มิลลิลิตร เติมลงในนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 9 ม ิลลิล ิตร ปิดจุกด้วยสำลี 

เพื่อให้อากาศผ่านได้ แหล่งนํ้าตาลที่ใช้ ได้แก่

กลูโคส 1 กาแลคโตส 1 ซูโครส 1 มอลโตล 1 แลคโตส 1 เทฮาโลส 1 

ราฟทิเโนส และ ไซโลส
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3.5 อาหารสำหรับทดลอบทา?ใช้แหล่งไนโตรเจน เพื่อการเจรัญ (Nitrogen assimilation 

medium)

ยีสต์คาร์บอนเนส 11.7 กรัม

โปตัสเซียมไนเตรท 0.78 กรัม

นํ้ากลัน 100 มิลลิลิตร

ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เช้ากัน แล้วนำไปกรองเพื่อทำให้ปราศจากเชื้อ ดูด 

มา 1 มิลลิลิตรใส่ลงในนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 9 มิลลิล ิตร ปิดด้วยจุกสำลี



ภ า ค ผ น ว ก  ข

1. สารละลายสำหรับตรวจวัดแอคติว ิต ีของไคตีนต ีอะเซท ิเลส (Ride และ Drysdale 

1 า972)

- สับสเตรท 80 % ออ  ไคโตซาน

ชั่งไคโตซานที่ม ีระดับการกำจัดหมู่อะเซทิลเท่ากับ80 ม า 0.2 กรัม ละลายใน0.5 เปอร์เซ็นต์ 

กรดอะชิดิก จากนั้นท่าให้เจือจาง 100 เท่า ด้วย 0.05 โมลาร์อะชิเตทบัฟเฟอร์ pH 6.0

- 5 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) สารละลายโซเดียมไนไตรท์ (NaN02)

ชั่งโซเดียมไนไตรท์ 5 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร

- 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลายโปดัสเซียมไฮโดรเจนซัลเฟต (KHSOJ

ชั่งโปตัสเซียมไฮโดรเจนซัลเฟต5 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นปรับปริมาตรเป ็น100 มิลลิลิตร

- 12.5 เปอร์เซ ็นต ์(w/v) สารละลายแอมโมเนียมซัลฟาเมต (H6N20 3S)

ชั่งแอมโมเนียมซัลฟาเมต 12.5กรัม ละลายในนํ้ากลั่น ปร ับปร ิมาตรเป ็น100 มิลลิลิตร

- 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลาย ร-เมทิล-2•เบนโชไทอะโซลิโนน ไอดราโชน (CgHgNgS.HCI) 

ช่ัง ร-เมทิล-2•เบนโชไทอะโซลิโนน ไฮดราโซน0 .5 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 

100 มิลลิล ิตร (สารละลายต้องเตริยมใหม่ก่อนใช้)

- 0.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลายเพ่อร์รกคลอไรด์ (FeCI2) ชั่งเพ่อร์ริกคลอไรด์0.5 กรัม 

ละลายในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร

(สารละลายต้องเตริยมใหม่ก่อนใช้)

2. สารละลายสำหรับวัดปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951)

สา?ละลายลอริ เอ (Lowry A)

โซเดียมคาร์บอเนต 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

โซเดียมโปตัสเชียมทาร์เทรต

ละลายในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร

20 กรัม

4 กรัม

0.2 กรัม
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สา?ละลายลอร บี (Lowry B)

คอบ่เบ่อร์ซัลเพ่ต 5.0 กรม

ละลายในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิล ิตร 

สารละลายลอ? ชี (Lowry C)

สารละลายลอริ เอ ต่อ สารละลายลอริ บี ในอัตราส่วน 50 ต่อ 1 

สา?ละลายลอริ ดี (Lowry D)

สารละลายโฟลินฟืนอลริเอเจนต์ 1 ส่วน ต่อ นํ้ากลั่น 1 ส่วน

3. สารละลายสำหรับทำพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล ็กโตรโฟริซ ิส (Davis, 1964)

สา?ละลายอะคริลาไมด์ (acrylamide solution)

อะคริลาไมด์ 29.2

BIS (N.N’-methylene-bis-acrylamide) 0.8

ละลายนํ้ากลั่น ปรับป!มาตรเป ็น 100 มิลลิล ิตร 

เก็บในขวดสีชาที่ 4 องศาเซลเซียส

1.5 โมลา? สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์pH 8.8

ทริลเบส 18.15

นํ้ากลั่น 50.0

ปรับ pH เป ็น 8.8 ด้วย 6N HCI แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส

0.5 โมลา? สา?ละลายท?สไฮโดรคลอไรด์ pH 6.8

ทริสเบส 6.0

นํ้ากลั่น 60.0

ปรับ pH เป ็น 6.8 ด้วย 6N HCI แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายแอมโมเนียมเปอ?ชลเฟต

แอมโมเนียมเปธร์ซัลเฟต 10.0

กรัม

กรัม

กรัม

มิลลิลิตร 

มิลลิล ิตร

กรัม

มิลลิลตร 

มลลลตร

กรัม

ละลายในนํ้ากลั่นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร 

สารละลายต้องเตริยมใหม่ก่อนใช้
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บัฟเฟอร์ที่ใช้ละลายตัวอย่างโปรตีนที่ต้องการวิเคราะห์(sample buffer)

นำกลัน 3.8 มลลิลิตร

0.5 โมลาร์ สารละลายทริส1โฮโดรคลอ'โรด์ pH 6.8 1.0 มิลลิลิตร

กลเชอรอล 0.8 มิลลิลิตร

2-เมอร์แคปโตเอธานอล 0.4 มลลลตร

1 เปอร์เซ็นต์ (พ/V) บรอมฟนอลบลู 0.4 มิลลิลิตร

สารละลายอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ (electrode buffer)

ทริลเบส 15.0 กรัม

ไกลซีน 72.0 กรัม

ละลายนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิล ิตร

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส ก่อนใช้ต้องทำให้เจือจาง 5 เท่าด้วยนํ้ากลั่น

สารละลายเซพาเรติงเจล ความเข้มข้นเ'จล 12 เปอร์เซ็นต์ (separating gel solution')

นากลั่น 3.35 มลลิลตร

1.5 โมลาร์สารละลายทริสไฮโดรคลอไรต์ pH 8.8 2.5 มิลลิลิตร

สารละลายอะคริลาไมด์ 4.0 มิลลิลตร

10 เปอร์เซ็นต์ลารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 50.0 ไมโครลิตร

TEMED 5.0 ไมโครลิตร

สารละลายสแตกกิงเจล ความเข้มข้นเจล 5 เปอร์เ'ซ็นต์ (stacking gel solutionไ

นากลั่น 2.4 มลลลตร

0.5โมลาร์ สารละลายทริสไฮโดรคลอไรต์ pH 6.8 0.625 มิลลิลิตร

สารละลายอะคริลาไมด์ 0.85 มลลิลตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 50.0 ไมโครลิตร

TEMED 5.0 ไมโครลิตร

สารละลายลีย้อม (stainina solution)

โคแมสซี บริลเลียน บลู จี-250 0.1 เปอร์เซ็นต์

เมธานอล 40 เปอร์เซ็นต์

กรดอะซิดิก 10 เปอร์เซ็นต์

ปรับปริมาตร เป็น 100 มิลลิล ิตร ด้วยนํ้ากลั่น
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4. สารละลายสำหรับทำเอสด ืเอส พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล ็กโตรโฟริช ิส (Laemmli 1 

1970)

สา?ละลายอะคริลาไมต์ (acrylamide solution)

อะคริลาไมด์ 29.2 กรัม

BIS (N,N’-methylene-bis-acry!amide) 0.8 กรัม

ละลายนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร

เก็บในขวดสีชาที่ 4 องศาเขลเชียส

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายโซเดียมโดเดขิลซัลเฟต

โซเดียมโดเดชิลซัลเฟต 10 กรัม

ละลายนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร

1.5 โมลาร์สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์pH 8.8

ทริสเบส 18.15 กรัม

นํ้ากลั่น 50.0 มลลลตร

ปรับ pH เป็น 8.8 ด้วย 6N HCI แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส

0.5 โมลาร์สารละลายทริลไฮโดรคลอไรด์ pH 6.8

ทริสเบส 6.0 กรัม

นํ้ากลั่น 60.0 มิลลิลิตร

ปรับ pH เป็น 6.8 ด้วย 6N HCI แล้วปรับปริมาตรเป็น 

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส

100 มิลลิล ิตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต

แอมโมเนียมเปอร์ชลเฟต 10.0 กรัม

ละลายในนํ้ากลั่นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร

สารละลายต้องเตริยมใหม่ก่อนใช้

บัฟเฟอร์ที่ใช้ละลายตัวอย่างโปรตีนที่ต้องการวิเคราะห์(sample buffer)

นากลั่น 3.8 มิลลิลิตร

0.5 โมลาร์ สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์ pH 6.8 1.0 มิลลิลิตร

กลีเชอรอล 0.8 มิลลิลิตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายโซเดียมโดเดชิลชัลเฟต 1.6 มิลลิลิตร

2-เมอร์แคปโตเอธานอล 0.4 มิลลิลิตร
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1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) บรอมฟืนอลบลู 0.4 มิลลิลิตร

สารละลายอเลกโทรดบัฟเฟอร์(electrode buffer)

ทรสเบส 15.0 กรัม

ไกลซีน 72.0 กรัม

โซเดียมโดเดซิลช้ลเฟต 5.0 กรัม

ละลาย'นากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิล ิตร

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส ก่อนใช้ต้องทำให้เจือจาง 5 เท่าด้วยนํ้ากลั่น

สารละลายเซพาเรติงเจล ความเข้มข้นเจล 12 เปอร์เซ็นต์ (separatina ael solution)

นากลั่น 3.35 มิลลิลิตร

1.5 โมลาร์สารละลายทรสไฮโดรคลอไรด์pH 8.8 2.5 มิลลิลิตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายโซเดียมโคเดชิลชัลเฟต 10.0 ไมโครลิตร

สารละลายอะคริลาไมด์ 4.0 มิลลิลิตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 50.0 ไมโครลิตร

TEMED 5.0 ไมโครลิตร

สารละลายสแตกกิงเจล ความเข้มข้นเจล 5 เปอร์เซ็นต์ (stackina ael solution)

นากลั่น 2.4 มิลลิลิตร

0.5 โมลาร์ สารละลายทริส'ไฮโดรคลอ’ใรด์ pH 6.8 0.625 มิลลิลิตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายโซเดียมโดเดซิลชัลเฟต 50.0 ไมโครลิตร

สารละลายอะคริลาไมต์ 0.85 มิลลิลิตร

10 เปอร์เซ็นต์สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต 50.0 ไมโครลิตร

TEMED 5.0 ไมโครลิตร

สารละลายสีย้อม (stamina solution)

โคแมสซี บัริลเลียน บลู จี-250 0.1 เปอร์เซ็นต์

เมธานอล 40 เปอร์เซ็นต์

กรดอะซิดิก 10 เปอร์เซ็นต์

ปรับปริมาตร เป็น 100 มิลลิล ิตร ด้วยนํ้ากลั่น

สารละลายล้างสีย้อมโปรตีน (destainina solution)

กรดอะชิติก 10 มิลลิลิตร

เมธานอล 40 มิลลิลิตร

นํ้ากลั่น 50 มิลลิลิตร
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การทำกราฟมาตรฐานสารละลายไคโตซานและการคำนวณหา %DD

การทำกราฟมาตรฐานสารละลายไคโตซาน

นำไคโตซานที่มีเปอร์เซ็นต์การกำจัดหมู่อะเชทิล (%DD) ต่างๆ คือ 65 1 70 1 

80 1 85 และ 9า เปอร์เซ็นต์ ปริมาณชนิดละ 0.2 กรัม ละลายในสารละลาย 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

กรดอะซิติก แล้วนำสารละลายที่ได้มา 1 มิลลิลิตร ทำให้เจือจาง 100 เท่าด้วยนํ้ากลั่น

จากนั้นนำสารละลายที่เจือจางแล้ว มาทำปฏิกิริยาตามวิธีฃอง Ride และ Drysdale ดัง 

รายละเอียดในวิธีการทดลอง แล้วนำค่าที่ได้มาเขียนกราฟความสัมพันธ์ ระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสง และ เปอร์เซ็นต์ของการกำจัดหมู่อะเซทิล

%DD
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การคำนวณหา %DD

จากกราฟมาตรฐานสารละลายไคโตชาน Y = 0.0156 X 

โดย Y = ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร 

X = %DD ของไคโตซาน

เม่ือบ่มสับสเตรท (ไคโตซาน 80%DD) ด้วยเอนไซม์ไคตินดีอะเชทิเลส อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

650 นาโนเมตร ได้ 0.427

แทนค่าในสมการจะได้ 0.427 = 0.0156 X

X = 27.37 %DD

สับสเตรทท่ีใช้คือ ไคโตชาน 80 %DD หมายความว่า ไคโตชานมีหมู่อะมิโนอยู่ 80 % และมีหมู่อะ 

เชทิลอยู่ 20 % ดังน้ันการเกิด 27.37 %DD ของสับสเตรท เป็นการดีอะเชทิเลท เอาหมู่อะเชทิล 

ออกจากส่วน 20 % ของสับสเตรท

ดังนั้นเมื่อสับสเตรท100 % อะเซทิเลชั่นจะเกิดการดีอะเชทิเลชั่น 27.37 %

ถ้าสับสเตรท 20 % จะมีการเกิดดีอะเซทิเลช่ัน เท่ากับ 27.37x20 = 5.47 %

100

(5.47 % เป็นค่าท่ีใช้ในการคำนวณยูนิตของเอนไซม์)

แสดงว่ามีการเพ่ิมข้ึนของระดับการกำจัดหมู่อะเซทิล จากการทำงานของเอนไซม์ต่อสับสเตรทท่ีใช้ 

(80 %DD) เท่ากับ 5.47 %

%DD ของสับสเตรท ก่อนบ่มด้วยเอนไซม์ เท่ากับ 80 %DD 

%DD ท่ีเพ่ิมข้ึน เน่ืองจากการทำงานของเอนไซม์ เท่ากับ 5.47 % DD 

ดังน้ัน %DD ของสับสเตรทหลังบ่มด้วยเอนไซม์ เท่ากับ 80 + 5.47

= 93.98 %DD
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ในการทดลองน้ีใช้ไคโตซาน 80 %DD เป็นสับลเตรท โดยผงไคโตชาน 0.2 กรัม ละลายใน 0.5 

เบ่อร์เช็นต์กรดอะซิดิกบรมาตร100มิลลิลิตร แล้วนำมาท่าให้เจือจาง100เท่า จากนํนนำมา

0.75 มิลลิลิตร

ดังน้ันในกรดอะซิดิก 100 มิลลิลิตร มีไคโตซาน 0.2 กรัม 

นำมาเจือจาง 100 เท่า จะมีไคโตซาน = X กรัม 

น่ันคือ 100 1

0.2 X

X = 0.002 กรัม

จากน้ันนำท่ีท่าให้เจือจางแล้ว มา 0.75 มิลลิลิตร จะมีไคโตซาน = Y กรัม

น ั่น คือ 100 ม ิล ล ิล ิต ร  ของท่ีเจือจ าง  จ ะ ม ีไค โต ซ า น  0.002 กร ัม  

ถ ้า น ำ ม า  0.75 ม ิล ล ิล ิต ร  จ ะ ม ีไค โต ซ า น  = 0.002 X 0.75

100

= 0.000015 กรัม 

= 15 ไมโครกรัม

ดังน้ันสับลเตรทท่ีใช้มีไคโตซาน 15 ไมโครกรัม



ภ า ค ผ น ว ก  ง

การคำนวณยูน ิตของเอนไซม์

ในการทดลองน้ีกำหนดให้

1 ยูนิตของเอนไซม์ คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีทำให้เกิด กรดอะซิดิก 1 ไมโครโมล 

ต่อ 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีทดลอบแอคติวิตี

ใช้ใคโตซาน 80 %ออ เป็นสับลเตรท มีไคโตซาน 15 ไมโครกรัม 

ได้ %DD เพ่ิมข้ึน = 5.47 %

แลดงว่าใน 100 ไมโครกรัมของไคโตชานมี0/0ออ เกิดข้ึน 5.47

ถ้าใน 15 ไมโครกรัมของไคโตซานจะมี0/0ออ เท่ากับ 5.47x15

100

= 0.821 ไมโครกรัม

นำหนักโมเลกุลของ N-Acetylglucosamine = 221

น้ําหนักโมเลกุลไคโตซาน 1 หน่วย = 221 กรัม ซ่ึงมีกรดอะซิดิก 60 กรัม

ปริมาณไคโตชาน 1 หน่วย = 0.821 ไมโครกรัม จะมีกรดอะชิดิกเท่ากับ 60x0.821

221
= 0.2229 ไมโครกรัม

น้ําหนักโมเลกุลของกรดอะซิดิก = 60

กรดอะซิดิก 0.2229 ไมโครกรัม = 0.2229 = 0.00372 ไมโครโมล

60

ดังน้ัน ยูนิต'ของเอนไซม์ = 0.00372 X dilution

(ปริมาตรเอนไซม์ท่ีใช้)(เวลาท่ีใช้บ่มเอนไซม์)

= 0.00372 X 2

0.5X 60

= 0.000248 ไมโครโมลกรดอะซิดิก/มิลลิลิตร/นาที

ยูนิตของเอนไซม์ = 0.000248 ยูนิตต่อมิลลิลิตร

ในการทดลองเล้ียงยีสต์ไนอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ดังน้ันเอนไซม์ท้ังหมด
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การหาปริมาณโปรต ีนโดยวิธ ี Lowry

นำตัวอย่างสารละลายเอนไซม์ที่ต้องการทดลอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเติม 5

มิลลิลิตร'ของสารละลายลอริซี ผสมให้เข้ากัน แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15นาที

จากนันเติมสารละลายลอรีดี 0.5 มิลลิลิตร บ่มต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำ

มาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร

เทียบค่าปริมาณโปรตีน จากกราฟมาตรฐานของโบวีน ซีริม อัลบมิน (bovine serumฬ  ่ ‘บ v

albumin) ความเข้มข้น 0 -  200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

0 50 100 150 200 250

ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)
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ตารางที่ 1 แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเชทีเลล และนํ้าหนักเชลล์แห้ง ของยีสต์ c.krusei MS, เมื่อแปรผัน

ความเข้มข้นกลูโคส ในช่วง 0 .5 -8 .0  เปอร์เซ็นต์ ของอาหารเหลว บ่มบนเครื่องเขย่า 

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ก ล ูโ ค ล  

(เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

แ อ ค ต ิ,ว ิต ิข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ 

(ม ิล ล ิย ูน ิต ฅ ่อ ม ิล ล ิล ิต ร )

■น าหน ัก เซลล ์แห ้ง 

(ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )

0 .5 0 .4 5 8 8 3.6

1.0 0 .4 6 8 5 5.0

1.5 0 .4 1 8 8 5.0

2 .0 0 .3 944 5.2

2.5 0 .3 6 8 3 5.4

3.0 0 .3 8 8 0 5.4

4 .0 0 .3 5 9 6 5 .6

5.0 0 .3 254 5.2

6.0 0 .3 1 3 2 5.2

7.0 0 .3 4 1 6 5.2

8 .0 0 .3 1 1 5 5.4

ตารางที่2 แอคติวิตีของไคดินดีอะเซทีเลล และ'นํ้าหนักเซลล์แห้ง ของยีสต์ R. rubra MS8 เมื่อแปรผัน

ความเข้มข้นกลูโคส ในช่วง0 .5 -8 .0  เปอร์เซ็นต์ของอาหารเหลว บ่มบนเครื่องเขย่า

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเชียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ก ล ูโ ค ส  

(เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

แ อ ค ต ิ'ว ิต ีข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ 

(ม ิล ล ิย ูน ิต ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร )

น ํ้า ห น ัก เซ ล ล ์แ ห ้ง  

(ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )

0 .5 0 .4 3 0 7 5 .2

1.0 0 .4 5 5 9 7.7

1.5 0 .4 4 6 9 8 .7

2.0 0 .4 5 4 7 9 .0

2.5 0 .4 4 2 5 8 .5

3.0 0 .4 1 5 0 8.4

4.0 0 .4 2 2 0 8 .5

5.0 0 .3 7 5 3 8.4

6 .0 0 .3 5 2 4 8.3

7.0 0 .3 0 7 7 8 .0

8.0 0 .2 8 3 3 7.8
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ตารางท่ี 3 แอคติวิตีของไคตินดีอะเซทิเลล และนํ้าหนักเซลล์แห้ง ของย ีสต ์R. rubra MS8 เมือแปรผัน

ความเข้มข้นราฟทโนล ใน'บวง 0 .5  -  3 .0  เปอร์เซ็นต์ชองธาหารเหลว บ่มบนเครขิงเขย่า

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเชียล) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

ความเข้มข้นของราฟฟิโนล 

(เปอร์เซ็นต์)

แอคติวิตีของเอนไซม์ 

(มิลลิยูนีตต่อมิลลิลิตร)

นํ้าหนักเชลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

0.5 0.3033 3.14

1.0 0.3106 3.86

1.5 0.3028 4.45

2.0 0.3031 5.73

2.5 0.3068 6.62

3.0 0.3058 7.60

4.0 0.3670 7.76

5.0 0.3690 7.75

6.0 0.3986 7.63

7.0 0.4070 7.58

8.0 0.4273 7.54

ตารางท่ี 4 เปรียบเทียบชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ และ การผลิต ไคตินดีอะเชทีเลสฃองยีลต์

c.krusei MS, เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว ที่มีแหล่งไนโตรเจนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์

บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเชลเชียล) 

เป็นเวลา 48 ชัวโมง

ชนิดของแหล่งไนโตรเจน แอคติ'วิติของเอนไซม์ 

(มิลลิยูนีตต่อมิลลิลิตร)

นํ้าหนักเชลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

แอมโมเนียมไนเตรท 0.3512 4.80

แอมโมเนียมคลอ,ใรด์ 0.3152 4.52

แอมโมเนียมชัลเฟต 0.3576 4.85

โซเดียมไนเตรท 0.2517 4.01

แอมโมเนียมชิเตรท 0.3129 4.49

แบคโตเปปโตน 0.4011 5.20

พอลิเปปโตน 0.3932 5.14
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ตารางที่ 5 เปรยบเทียบชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ และ การผลิต ไคตินดีอะเขทีเลสฃอง

ยีสต์ R. rubra MSe เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว ที่มีแหล่ง1ไนโตรเจนความเข้ม,ข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

บ่มบนเครื่องเขย่าความเรว 150 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้อง (30 +  2 องศาเซลเซียส) เป็น 

เวลา 48 ช่ัวโมง

ชนิดของแหล่งไนโตรเจน แอคติ,วิตีบองเอนไซม์ 

(มิลลิยูนีตต่อมิลลิลิตร)

ป้าหนักเชลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

แอมโมเนียมไนเตรท 0.2558 8.02

แอมโมเนียมคลอ'ไรต์ 0.2607 8.28

แอมโมเนียนรัลเฟต 0.2915 8.10

โซเดียมไนเตรท 0.2535 8.23

แอมโมเนียมซิเตรท 0.2743 8.24

แบคโตเปปโตน 0.4434 8.53

พอลิเปปโตน 0.4037 8.47

ตารางที่6 ผลการแปรผันความเข้มข้นของแบคโตเปบโตน และแอมโมเนียมไนเตรทในช่วง 0 .5 -3 .0

เปอร์เซ็นต์ ต่อการเจริญและ การผลิต ไคตินดีอะเชทิเลสซองยีสต์ c. krusei MS, เม่ือ

เลี้ยง'ใน'อาหารเหลวบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว150รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ( 30±2  

องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

ความเข้มข้น 

แบคโตเปปโตน 

(เปอร์เซ็นต์)

แอคตวต 

(นิลลิยูนิตต่อ 

นิลลิลิตร)

ป้าหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

ความเข้มข้น 

แอมโมเนียมไนเตรท 

(เปอร์เซ็นต์)

แอคติ'วัต 

(มิลลิยูนีตต่อ 

นิลลิลิตร)

ป้าหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

0.5 0.3323 4.6 0.5 0.2026 3.0

1.0 0.3587 5.0 1.0 0.2211 2.68

1.5 0.3582 5.2 1.5 0 .200 2.66

2.0 0.3413 5.2 2.0 0.2007 2.65

2.5 0.3468 5.4 2.5 0.1683 2.50

3.0 0.3413 5.8 3.0 0.1627 2.50
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ตารางที่ 7 ผลการแปรผันความเข้มข้นของแบคโตเปปโตน ในช่วง 0.5 -  3.0 เปอf เซ็นต์ ต่อการเจริญ

และ;การผลตเคตนดอะเข่า'แล,สของ!เลต R. IUUIÔ fvis6 เมอเสนงในอาหารเหลว ปมบน

เครื่องเขย่าความแว 150รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ( 3 0 ± 2  องศาเซลเช่ยล) เป็นเวลา 

48 ช่ัวโมง

ค ว า ม เข ้ม ข ้น แ บ ค โ ต เป ป โ ต น  

(เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

แ อ ค ต ิว ต ิ

(นิลล ิย ูน ิต ต ่อ น ิล ล ิล ิต ร )

น ํ้า ห น ัก เซ ล ล ์แ ห ้ง  

(ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )

0 .5 0 .3 8 5 7 8 .0

1.0 0 .4 5 7 0 8.4

1.5 0.4431 8 .6

2.0 0 .4 324 8.8

2.5 0 .4 0 8 0 8.8

3.0 0 .3 9 3 2 9.0

ตารางที่ 8 แอคติวิตีของไคตินดีอะเซทีเลล และนํ้าหนักเซลล์แห้ง ของ ยีสต์ C. krusei MS, และ

R. rubra MSg เมื่อแปรผันความเข้มข้นของสารลกัดจากยีสต์ในช่วง0 .1 -0 .5 เปอร์เซ็นต์

ของอาหารเหลว บ่มบนเครื่อง.ขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 

องศาเซลเชียส) เป็นเวลา 48 ช่ัว'โมง

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ล า ร ล ก ัด  

จ า ก ย ีส ต ์ 

( เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

c .  krusei MS, R. rubra MS0

แอคต ิ'วต ิ

(น ิล ล ิย ูน ต ต ่อ น ิล ล ิล ิต ร )

น้ําหน ัก เช ล ล ์แ ห ้ง  

(ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )

แ อ ค ต ิว ิต ี

( ม ิล ล ิย ูน ิต ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร )

น า น น ัก เซ ล ล ์แ ห ้ง  

(ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )

0.1 0 .3 283 4.6 0 .3 6 2 2 8.2

0.2 0 .3 6 6 3 5.4 0 .4 3 1 5 8 .2

0 .3 0 .3 5 3 2 5.2 0 .4 1 9 9 8 .2

0.4 0 .3 4 0 8 5.2 0 .4 0 6 6 8.4

0.5 0 .3 5 5 3 5.2 0 .4 0 7 7 8.8
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ตารางที่ 9 เปรียบเทียบซนิดและความเข้มข้นของแหล่งเกลือแร่ที่เติมลงในอาหารสูตรปรับปรุง ที่มีผลต่อ

การผลตไศตนดอะเซ Yî 6ลส ของยลต c  km se: (vl ร 1 เมอเลยงในอาห I d b /I fed d udd'Libdbrîdtj'j 

เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ( 3 0 ± 2  องศาเซลเซียส) เบนเวลา 48 

ช่ัวโมง

ก า ร ท ด ล อ ง แ อ ค ต ิว ต

(ม ล ล ย ูน ต ต ่อ ม ล ล ล ิต ร )

ช ฺด ค ว บ ค ุม  (ไ ม ่ม ีก า ร เต ิม เก ล ึอ แ ร ่) 0 .3 3 4 0

0.001 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ FeSO „ 0 .3 4 3 5

0 .0 0 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ FeSO „ 0 .3 2 6 7

0 .05  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ M g S O „ 0 .3 277

0.1 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ M g S O „ 0 .3 3 7 6

0.1 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ K ,H P O a 0 .2 9 8 6

0 .5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ K2H P O „ 0 .1 5 7 0

0 .0 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ KCI 0 .3 4 6 0

0.1 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ KCI 0 .3 1 1 0

ตารางที่ 10 เปรียบเทียบชนิดและความเข้มข้นของแหล่งเกลือแร่ที่เติมลงในอาหารสูตรปรับปรุง ที่มีผลต่อ

การผลิตไคดินดีอะเซทีเลส ของยีสต์ R. rubra MSg เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว บ่มบนเครื่อง 

เขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 

ช่ัวโมง

ก า ร ท ด ล อ ง แ อ ค ต ิว ต ิ

(ม ล ล ถ ูน ต ต ่อ ม ล ล ิล ิต ร )

ช ุด ค ว บ ค ุม  (ไ ม ่ม ีก า ร เต ิม เก ล ือ แ ร ่) 0 .3 0 2 5

0.001 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ Fe S O a 0 .2 9 3 5

0 .0 0 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ FeSO „ 0 .3 1 8 0

0 .0 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ M g S O „ 0 .3 3 2 3

0.1 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ M g S O a 0 .2 6 4 3

0.1 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ K jH P O a 0 .3 026

0 .5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ K2H P 0 4 0 .2 3 5 3

0 .0 5  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ KCI 0 .3 4 0 0

0.1 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ KCI 0 .2 8 8 8
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ตารางที่ 11 ผลของความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเลียงเชื้อ ต่อการผลิต ไคตินดีอะเฃทิเลส ของ

ยีสต ์ c. krusei M3 แลร R. rubra Mร8 เม'ยิเลยงในอาหารเหลวท!แบทาความเบ่น 

กรดด่างเริ่มต้นในซ่วง 4.5- 7.5 บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 

( 3 0 ± 2  องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

ค ่า ค ว า ม เป ็น ก ร ด ด ่า ง เร ิ่ม ต ัน ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง ย ีส ต ์

แ อ ค ต ัวิตี (มิล ล ิย ูน ิต ด ่อ ม ิล ล ิล ิต ร )

c. krusei MS, R. rubra MSg

4.5 0 .4 6 9 2 0 .4 8 7 8

5.0 0 .4 9 3 0 0 .4 7 1 5

5.5 0 .5 1 0 4 0 .4 750

6.0 0 .5 1 6 8 0 .4 7 7 3

6.5 0 .4 875 0 .4 7 3 9

7.0 0 .4 8 8 4 0 .4 637

7.5 0 .4 7 6 5 0 .4 5 5 0

ตารางที่ 12 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงยีสต์ ต่อการเจริญและ การผลิตไคตินดีอะเฃทิเลล ฃอง 

ยีสต์ c. krusei MS, เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ปรับปรุงสูตรแล้ว บ่มบนเครื่องเขย่า

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25 , 30 ,  อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเซียส) 1 

35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

อ ุณ ห ภ ูม ิ (อ งศ า เช ด เช ีย ส ) แ อ ค ต ัว ิต ี (ม ิล ล ิย ุน ิต ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร ) น ํ้า ห น ัก เช ล ล ์แ ห ้ง  (ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )

25 0 .4 8 9 5 3.2

30 0 .4 9 5 0 3.2

35 0 .2 906 2.8

40 0 0.4
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ตารางท่ี 13 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงเชื้อ ต่อการเจริญ และ การผลิต ไคตินดีอะเชทิเลส ของ 

ยีสต์ R. rubra MS? เมื่อเลยงในอาหารเหลวที่ปรับปรุงสูตรแล้ว บ่มบนเคริ่องเขย่า

ความเ!วา50 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 2 5 13 0 , อุณหภูมิ ห้อง ( 3 0 ± 2 )  ,35 และ 40 

องศาเซลเชียล เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

อุณหภูมิ (องศาเซลเชียล) แอคติวัต (มิลลิยนิตต่อมิลลิลิตร) นํ้าหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

25 0.4738 5.0

30 0.4640 4.8

35 0.3031 4.5

40 0 0.2

ตารางท่ี 14 ผลของความเ!วรอบของเครื่องเขย่า ต่อการผลิต 1คตินดีอะเซทีเลล ของยีสต์

c. krusei MS, และ R. rubra MSg เมือเลี้ยงในอาหารเหลวที่ปรับปรุงสูตรแล้ว บ่มบน 

เครื่องเขย่าความเร็ว 50 1 100 , 150 และ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30± 2 

องศาเซลเซียส ) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง

ความแวรอบของเครื่องเขย่า 

(รอบต่อนาที)

แอคติวัติ (มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิล ิตร)

c krusei MS, R. rubra M S8

50 0 0

100 0.4011 0.4762

150 0.4994 0.4921

200 0.5020 0.4855
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ตารางที่ 15 ผล,ของความIป็นกรดด่างต่อการทำงาน'ของ'โคตินดีอะเซทิเลส เมื่อตรวจสอบแอคติวิตีใน 

บฬเพ่อ?ชนิดต่างๆ ที่อุณหภูม 45 องศาเซลเช็ยส เป็นเวลา 60 นาที

pH แ อ ค ต ิว ิต ิส ัม พ ัท ธ ์( เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

4 93 .7

4 .5 96 .8

5 100

5.5 95 .6

6 95 .5 87

6.5 93 .8 82

7 73 .7

7.5 6 6 .8

8 63 .6 58 .9

8.5 59 .6 56

9 47 .7

9.5 45

10 39 .2

ตารางท่ี 16 ผลของอุณหภูมิต่อการทำงานของใคตินดีอะเซทิเลส เมื่อตรวจหาแอคติวิตีฃองเอนไซม์ 

ที่ช่วงอุณหภูมิ 30 - 80  องศาเซลเซยส

อ ุณ ห ภ ูม ิ (อ งศ า เซ ล เช ีย ล ) แ อ ค ต ิว ิต ิส ัม พ ัท ธ ์ ( เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

30 97 .7

40 100

50 96

60 91

70 8 5 .6

80 78 .2
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ตารางท่ี 17 ความเสถียร'ของ'โคตินดีอะเ,ซทีเลล ต่อความเป็นกรดด่าง โดยบ่มเอนไฃม์ที่ความเป็น

กรดด่าง 4 - 1 0  ในบัฟเฟ่อร์ชนํดตางๆ ความเข้มข้น 0.05 โมลฯร์

pH แ อ ค ต ิว ิต ิส ัม พ ัท ธ ์ (เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

4 87 .9

4 .5 91 .3

5 100

5.5 98 .4

6 97 .8 96.1

6 .5 98 95 .4

7 96 .4

7.5 98 .5

8 97 92

8.5 96 .9 90

9 75 .3

9.5 71 .2

10 61.1

ตารางท่ี 18 ความเสถียรของไคตินดีอะเชทิเลลต่ออุณหภูมิ โดยนำลารละลายเอนไซมิใน0.05โมลาร์ 

อะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 5.0 ไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 30 -  80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที แล้วตรวจหาแอคติวิตี

อ ุณ ห ภ ูม ิ (อ งศ า เซ ล เช ีย ส ) แ อ ค ต ิว ิต ิส ัม พ ัท ธ ์ ( เป อ ร ์เซ ็น ต ์)

3C 97

40 100

50 97

60 95

70 90

80 20
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แสดงปฏ ิก ิร ิยาการเก ิดส ี ในการว ัดแอคต ิว ิต ีของไคต ินด ีอะเซท ิเลส 

โดยว ิธ ีการเท ียบส ีของ Ride และ Drysdale (1972)

HO

CH2OH
OH

NH2

CH?OH
HNO,

HO
OH >| CHO

CH,

N,

III

c  =N  -N H 2

Fe3’

CH,

ï

CH,

C ะะะN - N  =  CH
ร''x c h 2o h  I

I O
V

HO

C = N -N H

IV

r

IV + V — ►

V J

I = Hoxosamine

II = 2,5 -  anhydrohexoses

III = 3-Methyl-2benzo-thaizolinone hydrazone



นางลาว มนทรา จองจินดาสกุล เกิดวันที่ 26 กุมภาพันธ์พ.ศ. 2518 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สำเร็จการศึกษาปริญญาตรวิทยาศาลดรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรินครินทรวิโรฒ ประสานมิตร ในปีการศึกษา 2539 

และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตร วิทยาศาลตรมหาบัณฑิต ลาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2540 

ได้นำผลงานวิจัย ไปเผยแพร่ในการประชุมวิชาการ

Processing of the Asia-Pacific Mycological Conference on Biodiversity and 

Biotechnology, 6 - 9  July 1998 ที่โรงแรมเมเลีย อ.หัวหิน จ.ประจวบคีรีขันธ์

การประชุม “ความร่วมมือของภาครัฐและเอกซนในการพัฒนาการผลิต และการใช้ 

สารไคติน-ไคโตซานแบบครบวงจร",2 - 3 เมษายน2542 ที่โรงแรมไอเฟล อ.เมือง จ.ระนอง
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