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Bac illus cereus  ลามารถผลิตไคทิเนสและขับออกส่อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคอลลอยคัลไคทินเป็น 
องค์ประกอบ และการเพิ่มอะชิเทตที่ความเข้มขัน 10 มิลลิโมลาร์ทำให้ B. cereus  มีไคทิเนลแอคติวิตีสูงชื้น 
เมื่อนำไคทิเนสจากนํ้าเลี้ยงเช้ือมาทำให้บริลุทธิ้ย่ิงชื้นโดยการกรองแบบอุลทราทิเลเตรขัน ผ่านคอลัมน์ดีอีเออี 
เซลลูโลส คอลัมใH tจนเนอเรทเทดไคทิน และคอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-200 จะได้เอนไซม์ที่มีความบริสุทธึ๋เพิ่ม 
ช ื้น 24 เท่า ผลผลิต 11 เปอร์เซ็นต์ และมีแอคติวิตีจำเพาะ0.62ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีนเมื่อทำการตรวจลอบ 
ความบริสุทธิ้และแอคติวิตีฃองเอนไซม์ด้วยพอลิอะคริลาไมต์เจลอิเลคโทรฟอรีริสแบบไม่เลียลภาพ พบว่า
เอนไซม์ที่ได้จากคอลัมน์รึเจนเนอเรทเทดไคทิน ให้แอคติวิตีฃองไคทิเนส 2 แถบ การดีกษ-าฃนาดโมเลกุลด้วย 
เอสดีเอล-พอลิอะคริลาไมต์เจลอิเล็กโทรฟอริซิลแบบเลียลภาพพบว่าไนสารละลายเอนไซม์อย่างหยาบมีไคทิ 
เนสอย่างน้อย 6 ชนิด มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 89, 50.5, 43.4, 36, 31.4 และ 17.6 กิโลดาลคัน เม่ือนำ 
สารละลายเอนไซม์ไปผ่านขั้นตอนการทำปริสุทธิ้ด้วยริเจนเนอเรทเทดไคทิน พบแถบแอคติวดีเหลือเพียง 3 
แถบกว้างซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ33.3, 20.3,16.2 กิโลดาลคัน ส่วนเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ็จี- 
200 ไ!'!มีข้อมูลเน่ืองจากไม่สามารถย้อมแอคติวิตีฃองไคทิเนสได้ แต่การคำนวณนํ้าหนักโมเลกุลจากแอคติวิตี 
พีคฃองขั้นตอนการทำเซฟาเด็กซ็จี-200 พบว่ามีนํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม์ประมาณ 25 กิโลดาลคัน เม่ือนำ 
สารละลายเอนไซม์ที่ผ่านเซฟาเด็กจี - 200 ไปดีกษาพบว่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิท่ีเหมาะลมของ 
เอนไซม์โนการย่อยคอลลอยคัลไคทิน คือ 6.0 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลำคับ ความเสถียรของเอนไซม์ 
อยู่ในซ่วง pH 4-12 และในช่วงอุณหภูมิ 25-65 องศาเซลเซียส ตามลำคับ เอนไซม์ลามารถไฮโดรไลช์คอล 
ลอยคัลไคทิน ไกลคอลไคทิน ริเจนเนอเรทเทดไคทิน และไคทินปริลุทธิ้ได้ดีตามลำคับจากมากไปน้อย (100, 
50, 24 และ 12 เปอร์เซ็นต์ตามลำคับ) และไม่ย่อยไคโตแซน ไกลคอลไคโตแซน และไคทินผงไม่บริสุทธิ้ จาก 
การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม์ด้วยลับลเตรทที่มีลีพบเป็นแบบไคโทไบโอชิเดล และเอ็นโดไคทิเนส ใน 
อัตราส่วน 1.07:1.00 และไม่มีแอคติวิตีของเอ็น-อะชิทิลกลูโคชามินิเดล ผลของไอออนที่มีต่อแอคติวิตีของ 
เอนไซม์พบว่าที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ของ CuS04, MnCI2, HgCI2 และ ZnS04 ยับยั้งแอคติวิตีของ 
เอนไซม์อย่างลมบูรณ์ CaCI2 และ FeCI2 ยับย้ังแอคติวิตีของเอนไซม์ได้เกือบสมบูรณ์ (98-99 เปอร์เซ็นต์) 
ส่วน MgCI2 ยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม์ได้เล็กน้อย (6 เปอร์เซ็นต์)

ภ า ค ว ิช า ........ ชีวเคมี
ส า ข า ว ิช า  ชีวเคมี
ป ีก า ร ต ิก ,ษ ๆ ...2545



## 4272246223: MAJOR BIOCHEMISTRY
K E Y W O R D : CHITINASE/ PURIFICATION/ CHARACTERIZATION/ Bac illus cereนร

CHOMPOONOOT RAKUMNUAYKIT : (PHYSICAL AND BIOCHEMICAL 
PROPERTIES OF PARTIALLY PURIFIED CHITINASE FROM Bacillus  
cereus) THESIS ADVISOR: ASST. PROF. PEERADA MONGKOLKUL, 
Ph.D. 90 pp. ISBN 974-17-1801-2
Extracellular chitinase was produced from Bac illus cereus  when it was 

cultivated in a medium containing colloidal chitin. Addition of 10 mM acetate in the 
medium rendered higher chitinase activity. Chitinase from B. cereus  was purified 
approximately 24 folds with 11 % yield and a specific activity of 0.622 unit/mg protein by 
ultrafiltration, DEAE-cellulose column chromatography, regenerated chitin column 
chromatography, and Sephadex G-200 column chromatography. Analysis by non­
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis of the regenerated chitin preparation 
found two bands which corresponded to chitinase activity staining. The crude enzyme 
gave six chitinase bands and the molecular weight were 89, 50.5, 43.4, 36, 31.4 and
17.6 kD by sodium dodesyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. The enzyme 
from the regenerated chitin preparation gave only three chitinase activity bands with 
moleculat weight of 33.3, 20.3 and 16.2 kD. Molecular weight estimation of the chitinase 
peak in Sephadex G-200 was 25 kD. The activity of this enzyme fraction was not 
detectable in both the non-denaturing polyacrylamide gel and sodium dodesyl sulfate 
polyacrylamide gel). Therefore, it is riot possible to identify the chitinase band(s). 
Studies for the biochemical properties of the enzyme preparation from Sephadex G-200 
fraction showed that the optimum pH and temperature of the enzyme were 6.0 and 60 
°c, respectively. The enzyme showed a wide range of pH and temperature stability as 4 
- 12 and 25 - 65 °c, respectively. The enzyme hydrolyzed colloidal chitin, glycol chitin, 
regenerated chitin, and purified chitin (100, 50, 24 and 12 %, respectively) but did not 
hydrolyze flake chitosan, glycol chitosan and flake chitin. Characterization of the enzyme 
by color substrate analogs showed activity ratio of chitobiosidase and endochitinase as 
1.07:1.00 with no N-acetylglucosaminidase activity. Effect of ions on enzyme activity 
showed that ,at 10 mM, the enzyme was completely inactivated by CuS04, MnCI2, HgCI2 
and ZnS04 whereas CaCI2 and FeClj, were potent inhibitors (98-99 %) but MgCI2 was 
mild inhibitor (6 %).
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คำย่อ

NAG = N-acetylglucosamine
PNP = p-nitrophenol
BSA = bovine serum albumin
DEAE = diethylaminoethyl
Min = minute
h. = hours
เาทาol = micromole
ml = millilitre
mM ะะ millimolar
M = molar
A = Absorbance
MW = molecular weight
KD = kilodalton
TEMED = tetramethylethylenediamine
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