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บทท่ี 4

ผลการทดลอง

4 . 1  ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อเพี่อติดตามการเจริญและเวลาที่เหมาะสมในการผลิต 
ไคทิเนส

ตรวจลอบความลามารถของเช้ือ B a c il lu s  c e r e u s  ในการย่อยไคทินในอาหาร 
เล้ียงเช้ือชนิดวุ้นสูตรแข็งท่ีมี 0.02 % ไคทินบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเชียล นาน 48 ช่ัวโมง พบว่า 
B a c i l lu s  c e r e u s  เป็นแบคทีเรียท่ีมี,โค'โลนีลักษณะนูน เรียบและเป็นรอยหย์กแผ่ออกจากศูนย์กลาง 
โดยเจริญได้อย่างช้าบนอาหารเล้ียงท่ีเลริมด้วยไคทินและเกิดวงใสรอบๆ  โคโลนีหลังจากเล้ียงเช้ือ 
ไปแล้วนาน 48ช่ัวโมงแสดงว่ามีไคทิเนสถูกหล่ังออกมารอบๆ แบคทีเรียท่ีเจริญอยู่แล้วไฮโดรไลซ์
คอลลอยด้ลไคทินให้เป็น chitooligosacharides สายลันๅ

จากการตีกษาระยะเวลาท่ีเหมาะลมลำหรับเช้ือ B a c i l lu s  c e r e u s  ในการผลิต 
เอนไชมีใคทิเนลเพ่ือท่ีจะหาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีแบคทีเรียจะมีแอคติวิตีสูงสุดโดยเพาะเล้ียง 
B a c i l lu s  c e r e u s  ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเสริมด้วย 0.02 % colloidal chitin pH 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเชียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมงและเก็บตัวอย่าง ทุก 8 ช่ัวโมง นับจำนวนแบคทีเรียท่ีเกิดช้ืนใน 
จานเล้ียงเช้ือ พร้อมท้ังเก็บตัวอย่างน้ําเช้ือมาปันแยกเก็บส่วนใสไปหาแอคติวิตีฃองไคทิเนสตามวิธี 
ทำข้อ 3.2 ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 5 พบว่า B a c il lu s  c e r e u s  สามารถเจริญเช้าส่ระยะการ 
เจริญคงท่ี (stationary phase) เม่ือเวลา 24 ช่ัวโมง และหลังจากน้ันการเจริญก็จะเร่ิมลดลง ส่วน 
แอคติวิตีฃองเอนไชม์จะเร่ิมเห็นต้ังแต่ช่วงการเจริญท่ี 8 ช่ัวโมงแล้วเพ่ิมช้ืนอย่างรวดเร็วจนถึงช่ัวโมง 
ท่ี 32 หลังจากน้ันแอคติวิตีจะเร่ิมคงตัว ส่วนปริมาณโปรตีนน้ันเร่ิมสูงช้ืนในช่ัวโมงท่ี 8 สูงช้ืนอย่าง 
รวดเร็วจนถึงช่ัวโมงท่ี 48 จึงคงตัว (รูปท่ี 6)

ในการตีกษาต่อไปจึงเล้ียง B a c il lu s  c e r e u s  ในอาหารเล้ียงท่ีมี คอลลอยตัลไค 
ทินเป็นองค์ประกอบอยู่ 0.02 เปอร์เซ็นต์ท่ี pH 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเชียส ในช่วงเวลา 36-38 
ช่ัวโมงในการเก็บเอนไซม์เพ่ือนำไปทำให้บริลุทธ้ิ

4 .2 . การปรับปรุงอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสำหรับ B a c i l l u s  sp.

จากการทดลองใช้ acetate ความเข้มข้น 5-10 มิลลิโมลาร์เป็นแหล่งคาร์บอน 
เสริมเพ่ิมจาก 0.02 % คอลลอยตัลไคทินท่ีเป็นส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ และเล้ียงท่ีอุณหภูมิ
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รูปท่ี 5 รูปแบบการเจริญและแอคติวิตีฃองไคทิเนลจาก B a c il lu s  c e r e u s  ท่ีเล้ียงใน chitin 
medium pH 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเก็บติ'วอย่างทุก 8 ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง
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■ * •  ■ • Protein cone, (mg/ml) ■ Chitinase activity (unit/ml) T im e  (h .)

รูปท่ี 6 รูปแบบของโปรตีนและแอคติวิตีฃองไคทิเนลผลิตจาก B a c i lu s  c e r e u s  ท่ีเล้ียงใน chitin 
medium pH 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเก็บตัวอย่างทุก 8 ช่ัวโมงเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง
(กะ=3)
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37 องศาเซลเซียส แล้วนำมาหาค่าแอคติวิตีของไคทิเนสและหารูปแบบการเจริญของเช้ือ แสดง 
ผลการทดลองดังในรูปท่ี 7 พบว่าเช้ือเจริญได้ดีในอาหารท่ีมี acetate ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
เป็นแหล่งคาร์บอนเสริมซ่ึงผลการทดลองไม่มีความแตกต่างไนการเจริญจากกลุ่มควบคุมแต่ 
ลามารถผลิตไคทิเนสได้รวดเร็วและมีแอคติวิตีฃองเอนไซม์สูงข้ึนในน้ําเล้ียงเช้ือเม่ือเทียบกับกลุ่ม 
ควบคุมโดยมีค่าแอคติวิตีเท่ากับ 0.0198 หน่วย มีค่าแอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ 0.157 หน่วยต่อ 
มิลลิกรัมโปรตีนเม่ือเล้ียง'ไปนาน 48 ช่ัวโมง ในขณะท่ีกลุ่มควบคุม มีค่าแอคติวิตีเท่ากับ 0.011 
หน่วย มีค่าแอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ 0.094 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน ส่วนในอาหารท่ีมี acetate 5 
มิลลิโมลาร์เป็นแหล่งคาร์บอนเสริมพบว่าเช้ือเจริญและผลิตเอนไชม่ใคทิเนสได้ไม่แตกต่างจากกลุ่ม 
ควบคุม หลังจาก 48 ช่ัวโมงไปแล้วการผลิตเอนไซม์ไคทิเนลของเช้ือ B a c il lu s  c e r n e s  ลดลงอย่าง 
มากและรวดเร็วท้ังในกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีมีการเติม acetate 5 และ 10 มิลลิโมลาร์ลงในอาหาร 
เล้ียงเช้ือ (รูปท่ี 7 และรูปท่ี 8) แต่อย่างไรก็ตามในกลุ่มท่ีมีการเติม acetate 10 มิลลิโมลาร์ลงใน 
อาหารเล้ียงเช้ือแอคติวิตีจำเพาะของไคทิเนลยังคงสูงกว่าท้ังกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีมีการเติม 
acetate 5 มิลลัโมลาร์ คือมีค่าเท่ากับ 0.061 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน ท่ีช่ัวโมงท่ี 72 ในขณะท่ี 
กลุ่มควบคุมมีค่าแอคติวิตีจำเพาะของไคทิเนสเท่ากับ 0.038 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีนและกลุ่มท่ีมี 
การเติม acetate 5 มิลลิโมลาร์มีค่าแอคติวิตีจำเพาะของไคทิเนลเท่ากับ 0.045 หน่วยต่อมิลลิกรัม 
โปรตีน

4 .3 . การเตรียมไคทิเนสจาก B a c i l l u s  c e r e u s ให้'บรีสุทธ'บางส่วน

เล้ียงเช้ือปร็มาตร 200 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยู่ในขวดซมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี 
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 0.02 % คอลลอยดัลไคทินเป็นส่วนประกอบ ท่ี pH 7 อุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส นาน 36-38 ช่ัวโมงซ่ึงได้ข้อมูลจากผลการคืกษารูปแบบการเจริญและแอคติวิตีของไคทิ 
เนสจาก B a c i l lu s  c e r e u s  ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณสูงในช่วงเวลาน้ี นำไปแยกเอนไซม์ 
โดยการปันแยกเซลล์และไคทินออกด้วยเคร่ืองปันแรงเหว่ียงสูง Beckman L-21C ความเร็ว
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากน้ันนำส่วนน้ําใลท่ีเป็น 
สารละลายของเอนไซม์อย่างหยาบมาทำให้เข้มข้นด้วยวิธีอุลทราทิเลเตรชันตามวิธีทำในข้อ 3.4.1

หลังจากนำเอนไซม์อย่างหยาบมาทำให้เข้มข้นด้วยวิธีอุลทราทิเลเตรชันแล้วพบว่า 
ปริมาณโปรตีนรวมจะลดลงเหลือประมาณ 42 เปอร์เซนต์ของโปรตีนท้ังหมดท่ีมีอยู่เดิม มีแอคติวิตี 
จำเพาะเท่ากับ 0.03หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีนมีความบริลุทธ๋ึเพ่ิมข้ึน 1.45 เท่า และผลผลิต 
เอนไซม์เท่ากับ 61 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 2) หลังจากน้ันนำไปผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลสในการทำ 
บริลุทธิไ,นข้ันตอนต่อไป
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
T im e (h .)

■ • *  - • Cell c ou n t (CFU /m l) C on tro l - - •  • - Cell c oun t (CFU /m l) เท 5 mM  ace ta te  —4*— Cell c oun t (CFU /m l) เท 10 ทาพเ ace ta te

รูปท่ี 7 รูปแบบการเจริญซอง B a c i l lu s  c e r e u s  เมือนำมาเลียงใน chitin medium pH 7.0 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ท่ีมื acetate ความเข้มข้น 0-10 มิลลิโมลาร์โดยเก็บตัวอย่างทุก 8 ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัว 
โมง

รูปท่ี 8 รูปแบบซองแอคติวิตีของไคทิเนสจาก B a c i l lu s  c e r e u s  เมือนำมาเลียงใน chitin medium 
pH 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี acetate ความเข้มข้น 0-10 มิลลิโมลาร์โดยเก็บตัวอย่าง 
ทุก 8 ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง
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4.3.1 การทำเอนไซม์ไห้บรีสุทธบางส่วนโดยใช้คอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส

เม่ือนำเอนไซม์อย่างหยาบท่ีผ่านอุลทราทิเลเตรชันมาแยกต่อด้วยคอลัมน์ดีอีเออี 
เซลลูโลสซ่ึงทำให้สมดุลด้วยสารละลายทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 (วิธีทำข้อ
3.4.2) ได้ผลการแยกโปรตีนแสดงดังกราฟรูปท่ี 9 ซ่ึงจะพบแอคติวิตีของไคทิเนสสูงในส่วนของ 
โปรตีนท่ีไม่ลับกับคอลัมน์ และเม่ือซะด้วย linear gradientอง NaCI 0.1-0.5 M ในสาร 
ละลายทริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 พบว่ามีเอนไซม์ถูกชะออกมาจากคอลัมน์ 
เม่ือความเข้มข้นของเกลือประมาณ 0.2 โมลาร์ และท่ี 0.4 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์แต่มีแอคติวิ 
ตีต่ํากว่าในส่วนของโปรตีนท่ีไม่ลับกับคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลสประมาณ 7 เท่า จึงทำการรวมแฟรค 
ชันท่ีมีแอคติวิตีจากส่วนโปรตีนท่ีไม่ลับกับคอลัมน์เข้าด้วยกัน (แฟรคชันท่ี 10 ถึง 19) ไปไดอะไลซ์ 
ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 20 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 นำไปทำให้เข้มข้นด้วยวิธีอุลทราฟลเตรชัน 
พบว่าสารละลายเอนไซม์ท่ีได้มีความบรีสุทธึเ๋พ่ิมข้ึน 1.92 เท่า และมีผลผลิตเอนไซม์เหลือประมาณ 
33 เปอร์เซ็นต์ มีค่าแอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ 0.05 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีนดังตารางท่ี 2

ข้ันต่อไปนำสารละลายเอนไซม์ท่ีได้ใปทำให้บริลุทธ้ีข้ึนอีกโดยผ่านคอลัมน์รเจน 
เนอเรทเทดไคดินซ่ึงเป็นโครมาโตกราทีเแบบลัมพรรคภาพ (affinity chromatography)

4.3.2 การทำเอนไซม์ให้บรีสุทธเพิ่มข้ึนด้วยคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคดิน

หลังจากนำสารละลายเอนไซม์ท่ีได้จากคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลสไปไดอะไลซ็ใน 
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 20 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 แล้วนำมาลงในคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคติน 
ตามวิธีในข้อ 3.4.3) ได้ผลการแยกโปรตีนแสดงดังรูปท่ี 10 จากกราฟแสดงให้เห็นว่ามีโปรตีนอ่ืน 
ถูกกำลัดออกมามากและมีเอนไซม์เพียงเล็กน้อยท่ีไม่ติดคอลัมน์เม่ือชะด้วย linear pH gradient 
5.5-3.1 ท่ีเตรียมจากสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ 20 มิลลัโมลาร์ pH 5.5 ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร กับ กรดอะซิดิก 20 มิลลัโมลาร์ pH 3.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เอนไซม์ส่วนใหญ่จะถูก 
ชะออกมาท่ี pH ประมาณ 4.4-3.1 ผลของการทำเอนไซม์ให้บรีสุทธ้ิด้วยคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทด 
ไคทินแสดงอยู่ในตารางท่ี 2 จากผลท่ีได้พบว่าคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคทินลามารถทำให้
เอนไซม์ปริสุทธิ'ข้ึนมากถึงประมาณ28.27 เท่า มีผลผลิตเอนไซม์เหลือเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ มีแอ 
คติวิตีจำเพาะเพ่ิมข้ึนเป็น 0.73 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน นำสารละลายเอนไซม์ท่ีไดัไปทำให้ 
บรีสุทธ๋ิต่อไปโดยผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จ ี-200
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รูปท่ี 9 ผลการแยกเอนไซม์โดยผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส (ขนาด 2.3x20 เซนติเมตร) โดย load 
โปรตีน 17.71 มิลลิกรัม ซ่ึงชะด้วย linear salt gradient ของโซเดียมคลอไรด์ 0.1 ถึง 0.5 โมลาร์ 
ในสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 แล้วตามด้วย 1.0 โมลาร์ของ 
โซเดียมคลอไรดํในบัฟเฟอร์เดียวกันด้วยอัตราการไหล 60 มิลลิลิตรต่อ'ช่ัวโมง เก็บแยกส่วนแฟรค 
ชันละ 5 มิลลิลิตรตามวิธีในข้อ 3.4.2
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รูปท่ี 10 ผลการแยกเอนไซม์โดยการผ่านลงในคอลัมน็รเจนเนอเรทเทดไคทิน (ขนาด 10.5x1.9 
เซนติเมตร) โดย load โปรตีน 37.65 มิลลิกรัม ซ่ึงชะด้วยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์20 มิลลิโมลาร์ 
pH 7.4โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ 20มิลลิโมลาร์ pH 5.5 และ linear pH gradient ของโซเดียมอะ 
ซิเตทบัฟเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.5 และ กรดอะซิติก 20 มิลลิโมลาร์ pH 3.0 และกรดอะซิดิก 
20 มิลลิโมลาร์ pH 3.0 เป็นลำดับสุดท้าย อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เก็บแยกส่วนแฟรค 
ชันละ 2 มิลลิลิตรตามวิธีในข้อ 3.4.3
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4.3.3. การทำเอนไซมีไห้นรีสุทธด้วยคอลัมน์เซฟาเด็กจี-200

เม่ือผ่านเอนไซม์ลงในคอลัมน์เซฟาเด็กซํจี-200 (ขนาด 2.0x90 เซนติเมตร) และ 
ชะด้วยลารละลายทรส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 ตามวิธีทำในข้อ 3.4.4 ได้ผลการ 
ทดลองด้งในรูปท่ี 11 จากผลการทดลองจะพบโปรตีนแยกเป็น 2 พีค โดยในพีคแรกซ่ึงพบว่ามีแอคติ 
วิตีของไคทิเนสท่ีแฟรคชันท่ี 166 ถึง 237 ส่วนในพีคท่ี 2 ไม่พบแอคติวิตีชองไคทิเนล หลังจากน้ันได้ 
รวมแฟรคชันท่ีมีแอคติวิตีของไคทิเนลต้ังแต่แฟรคชันท่ี 168 ถึง 211 ท้ังหมดเข้าด้วยกัน พบว่าได้ค่า 
แอคติวิตีรวมเท่ากับ 0.620 หน่วย ผลผลิตเอนไซม์เหลือ 11 เปอร์เซ็นต์ ค่าแอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ
0.622 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริลุทธ้ี 24.04 เท่า

ผลการทำเอนไซม์ไห้บรสุทธ้ีในข้ันตอนต่าง  ๆได้สรุปไว้ในตารางท่ี 2 จะเห็นได้ว่า 
จากเอนไซม์อย่างหยาบท่ีเร่ิมต้นเม่ือนำมาผ่านข้ันตอนการทำให้บริสุทธี สามารถแยกไคทิเนลจาก 
โปรตีนอ่ืน  ๆ ได้ และเอนไซม์ท่ีได้มีความบริสุทธ้ีเพ่ิมข้ึน 24 เท่าและได้ผลผลิตเอนไซม์ 11 
เปอร์เซ็นต์

4 .4 . ผลการตรวจสอบความบรีสุทธฃองไคทิเนสด้วยเจลอิเล็กโทรโ,ฟรี?สแบบ
ไม่เสียสภาพ

นำสารละลายของเอนไซม์'อย่างหยาบและเอนไซม์'ท่ีผ่านการทำบริสุทธ้ิตามข้ัน 
ตอนต่าง  ๆมาทำเจลอิเลคโทรโฟริชิลแบบไม่เลียสภาพ ได้ผลด้งแสดงในรูปท่ี 12 พบว่าเอนไซม์ท่ี 
ผ่านการกรองด้วยอุลตราทิเลเตรชันมีแถบโปรตีนอยู่หลายแถบและเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ดีอีเออีมี 
แถบโปรตีนท่ีปรากฏลดลงจากเอนไซม์ท่ีผ่านการกรองด้วยวิธีอุลตราทิ)ลเตรชัน แต่เอนไซม์ท่ีผ่าน 
คอลัมน์ริเจนเนอเรทเทดไคทินปรากฏมีแถบโปรตีนเพียง 1 แถบท่ีปรากฏให้เห็นในเจล และเป็น 
แถบทีมไคทิเนลแอคติวิตี การย้อมสีเจลด้วย Fluorescent Brightener 28 พบว่ามีแถบแอคติวิตี 
2 แถบกว้าง R, เท่ากับ 0.16 และ 0.53 จากสารละลายเอนไซม์ทุกข้ันตอน ยกเว้นเอนไซม์จาก 
คอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200 ซ่ึงไม่มีผลการทดลองเน่ืองจากย้อมไม่ติดลี

4 .5 . การศึกษาขนาดโมเลกุลของไคทิเนสด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรี?สแบบเสีย
สภาพและโดยการทำคอลัมน์แบบเจลหิเลเตรชัน

การทำเจลอิเลคโทรโฟริซิสแบบเลียสภาพ ผลการทดลองแสดงด้งรูปท่ี 13 แถบ 
ของโปรตีนมาตราฐานท่ีใข้ได้แก่ สารละลายผสมของแอลฟา-แลคตาบูมิน (a-Lactabumin) ซอย
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รูปท่ี 11 ผลการทำคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200 (ขนาด 2.0x90 เซนติเมตร) โดย load โปรตีน 1.3 
มิลลิกรัม ชะด้วยลารละลายทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 อัตราการไหล 15 
มิลลิลิตรต่อ1ช่ัวโมง แบ่งเก็บแยกส่วนแฟรคชันละ 1 มิลลิลิตร ตามวิธีทำในข้อ 3.4.4 โปรตีนท่ีใข้ 
เป็น marker ได้แก่ ไซโตโครม ซี (cytochrome C) โอวัลบูมิน (Ovalbumin) โบไวซีรัมอัลบูมิน 
(Bovine serum albumin) และคาตาเลส (Catalase) ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 12.5, 43, 68 
และ 232 กิโลดาลตัน ตามลำดับ
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ตารางท่ี 2 ผลการเตรียมไคทิเนลจาก B a c i l lu s  c e r e u s  ให้บรีลุทธ้ิ

Purification step Vol. (ml) Protein
Cone.

(mg/ml)

Total
protein

(mg)

Chitinase
activity

(Unit/ml)

Total
activity

(Unit)

Specific
activity

(Unit/mg
protein)

Purification
fold

Yield (%)

1. Crude enzyme 2,700 0.08 216.00 0.002 5.59 0.03 1.00 100

2. Ultrafiltration 180 0.51 91.44 0.019 3.43 0.04 1.45 61

3. DEAE-cellulose 8.2 4.59 37.65 0.228 1.87 0.05 1.92 33

4. Regenerated 

Chitin

4.5 0.35 1.57 0.256 1.15 0.73 28.27 21

5.Sephadex 

G-200

36.5 0.03 1.00 0.017 0.62 0.62 24.04 11
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รูปท่ี 12 รูปแบบของโปรตีนท่ีได้จากข้ันตอนต่าง  ๆซองการทำไคทิเนลให้ปริสุทธ๋ึซ่ึงแยกโดยเจล 
อิเล็กโทรฟอรีซีสแบบไม่เลียสภาพโดยไซ้เจล 7.5 เปอfเซ็นต์ ตามวิธีทำในซ้อร.ร โดยแบ่งเจล 
ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึงนำไปติดตามแถบโปรตีนด้วยวิธี silver stain อีกส่วนหน่ึงนำไปติดตาม 
แถบแอคติวิตีด้วยการย้อม Fluorescent Brightener 28

ติดตามแถบโปรตีน

แถวท่ี 1 เอนไซม์อย่างหยาบท่ีผ่านอุลตราทิ!ลเตรชัน 

แถวท่ี 2 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส 

แถวท่ี 3 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคทิน 

ติดตามแถบแอคติวิตี

แถวท่ี 4 เอนไซม์อย่างหยาบท่ีผ่านอุลตราทิเลเตรชัน 

แถวท่ี 5 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส 

แถวท่ี 6 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคทิน

(35 ng,0.0004 บ) 

(36 Jj.g, 0.037 บ) 

(2 Jig, 0.023 บ)

(35 tig,0.0004 บ) 

(36 tig, 0.037 บ) 

(2 tig, 0.023 บ)
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ปีน ทริปชิน อินฮิบิเตอร์ (Soybean trypsin inhibitor) คาร์บอนิกแอนไฮเดรส (Carbonic 
anhydrase) โอวัลบูมิน (Ovalbumin) และฟอสฟอริลเลส ปี (Phosphorylase b) ซึงมีนำหนัก 
โมเลกุลเท่ากับ 14.4, 20.1, 30, 45 และ 97 กิโลดาลตัน ตามลำดับ ในเอนไซม์อย่างหยาบจะพบ 
แถบโปรตีนหลายแถบแต่มีแถบแอคติวิตีท่ีปรากฏให้เห็นท้ังหมด 6 แถบ สามารถคำนวณหาน้ํา 
หนักโมเลกุลเ!โรยบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน(ภาคผนวกท่ี 7)ได้เท่ากับ 89, 50.5,43.4, 36, 31.4 
และ 17.6 กิโลดาลตัน ตามลำดับ โดยใน 6 แถบแอคติวิตีน้ีมีแถบแอคติวิตีท่ีติดลีเข้มเป็นแถบ 
กว้างอยู่ 2 แถบซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 50.5 และ 17.6 กิโลดาลตัน และเม่ือนำมาผ่านคอลัมน์ 
ดีอีเออีเซลลูโลสจะพบมีแถบโปรตีนลดลง แต่จะพบว่าแถบแอคติวิตีท่ีพบเหลือเพียง 1 แถบ ซ่ึง 
สามารถหามวลโมเลกุลได้เท่ากับ 17.6 กิโลดาลตัน หลังจากนำเอนไซมีไปผ่านคอลัมน์!เจนเนอ 
เรทเทดไคทินพบว่ามีแถบโปรตีนอยู่ 2 แถบ แต่พบแถบแอคติวิตีท่ีเห็นได้ชัดซ่ึงเป็นแถบกว้าง 3 
แถบ คำนวณน้ําหนักโมเลกุลได้เท่ากับ 33.3, 20.3 และ 16.2 กิโลดาลตัน ตามลำตับ ไนการทำ 
บริสุทธ้ิไคทีเนสโดยการผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กชิจี-200 พบแถบโปรตีน 1 แถบ แต่ไม่สามารถย้อมลี 
แอคติวิตีฃองไคทีเนสจึงไม่สามารถบ่งช้ีเร่ืองเอนไซม์ได้ แต่จากการทำเจลพีลเตรชันซ่ึงใช้คอลันม์เซ 
ฟาเด็กชิจี-200 (รูปท่ี 11) พบว่าพีคโปรตีนท่ีมีแอคติวิตีของไคทีเนล มีค่า Kav เท่ากับ 0.6013 
สามารถนำมาคำนวณหาน้ําหนักโมเลกุลของพีคโปรตีนตังกล่าวจากโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก 
ท่ี 6) ได้เท่ากับ 24.9 กิโลดาลตัน

4 .6 . สมบ้ติทางกายภาพและ?วเคมีของเอนไซม์บรีสุทธที่เตรียมได้
การคืกษาไนข้ันตอนน้ีใช้สารละลายเอนไซม์จากคอลัมน์เซฟาเด็กชิจี-200

4.6.1. ผลการศึกษาพีเอซที่เหมาะสมต่อแอคติวดีของเอนไซม์

บ่มสารละลายเอนไซม์ปรมาตร 100 ไมโครลิตรในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 3-9 
(ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 10.1-10.6) และว้ดแอคติวิตีฃองเอนไซม์ตามวิธีไนข้อ 3.7.2 ผลการทดลอง 
แสดงในรูปท่ี 14 พบว่าเอนไซม์ทำงานได้ดีท่ี pH ท่ีเป็นกลาง (pH 4-7) โดย pH ท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
ของการทำงานของเอนไซม์คือ pH 6.0 เอนไซม์จะทำงานได้ไม่ดีท่ีพีเอชท่ีเป็นกรดและด่างโดยจะ 
พบว่าท่ี pH 3 และท่ี pH 9.0 แอคติวิตีฃองเอนไซม์เกือบเท่ากับ 0

4.6.2. ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อแอคติวิตีฃองเอนไซม์

นำลารละลายเอนไซม์ปริมาตร 100ไมโครลิตรมาวัดแอคติวิตีของเอนไซม์โดยทำ 
การทดลองในลภาวะ pH 6.0 ซ่ึงเป็นช่วง pH ท่ีเหมาะลมกับการทำงานของเอนไซม์โดยเปล่ียน 
ภาวะการทดลองจากอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น 30-70 องศาเซลเซียส ตามวิธีในข้อ 3.7.2
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รูปท่ี 13 รูปแสดงผลการทำเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมต์อิเล็กโทรพ่อรีชิส 12.5 เปอร์เซ็นต์ตามวิธี 
ทำในข้อ3.6 โดยแบ่งเจลออกเป็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึงนำไปติดตามแถบโปรตีนด้วยวิธี silver stain 
อีกส่วนหน่ึงนำไปติดตามแถบแอคติวิตีด้วยการย้อม Fluorescent Brightener 28

ติดตามแถบโปรตีน

แถวท่ี M โปรตีนมาตรฐาน

แถวท่ี 1 เอนไซม์อย่างหยาบท่ีผ่านอุลตราทิเลเตรชัน

แถวท่ี 2 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส

(10 ng)

(17 Jig.0.0002 บ)

(18 ng, 0.018บ)

แถวท่ี 3 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์รเจนเนอเรทเทด1ไคทิน 

แถวท่ี 4 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200 

ติดตามแถบแอคติวิตี

แถวท่ี 5 เอนไซม์อย่างหยาบท่ีผ่านอุลตราทิเลเตรชัน 

แถวท่ี 6 เอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส

(1 Jig, 0.012 บ) 

(0.28 Jig, 0.0062 บ)

(17 Jig,0.0002 บ) 

(18 Jig, 0.018 บ)

แถวที่ 7 เอนไซม์ที่ผ่านคอลัมน์ร์เจนเนอเรทเทดไคทิน (1 Jig, 0.012 บ)
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รูปท่ี 14 แสดงผล pH ต่อแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-200 ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส โดยทำในช่วง pH 3-9 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 11.1-11.6) ทำการทดลองตามวิธีในข้อ
3 .7 .2  (ก = 3 )
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ผลการทดลองแสดงดังในรูปท่ี 15 พบว่าเอนไซม์มีแอคติวิตีดีในช่วง 50-65 องศาเซลเซียส โดยท่ี 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมก้บการทำงานซองเอนไซม์มากท่ีสุดคือท่ีอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส โดย 
พบว่าท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสแอคติวิตีซองเอนไซม์จะเหลือเพียงคร่ึงหน่ึงของท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จึงเลือกใช้ pH 6 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในการวัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์ 
ในการทดลองต่อๆ  ไป

4.6.3. ผลการศึกษาผลของเวลาในการบ่มเอนไซม์ต่อแอคติวิตีของเอนไซม์

นำสารละลายเอนไซม์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาวัดแอคติวัตีฃองเอนไซม์โดยทำ 
การทดลองในสภาวะ pH 6.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมกับการทำงาน 
ของเอนไซม์ โดยทำการบ่มเอนไซม์ในช่วงเวลาต่าง  ๆต้ังแต่ 0-120 นาทีแล้ววัดปริมาณผลิตภัณฑ์ 
ท่ีเกิดข้ึน นำผลท่ีไดไปพลอตกราฟตามวิธีในข้อ 3.7.3 ผลท่ีได้แสดงในรูปท่ี 16 พบว่าท่ี pH 6.0 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แอคติวิตีต่อเวลาจะเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วใน 10 นาทีแรกหลังจากน้ัน 
อัตราของเร็วของปฏิกิริยาจะเร่ิมลดลง ผลการทดลองน้ียังไม่เช้าลู่ภาวะท่ีแอคติวิตีคงดัว แต่จาก 
ผลท่ีได้พบว่าการวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ควรใช้เวลาอย่างต่ํา 30 นาที

4.6.4. ผลของความเป็นกรด-ต่างต่อความเสถียรของเอนไซม์

บ่มสารละลายเอนไซม์ในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 3-12 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 10.1-10.8) โดยผสม 
สารละลายเอนไซม์กับสารละลายบัฟเฟอร์ pH ต่างๆ  ในอัตราส่วน 1:2 โดยปริมาตร ตามวิธีทำใน 
ข้อ 3.7.4 นำไปวัด pH สุดท้ายได้เป็น 3.03-12.01 นำไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 4องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันนำมาปรับ pH ของสารละลายให้เป็น 6 ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
0.1 โมลาร์ pH 6 ( pHสุดท้ายได้เป็น 6.11-6.30 ) นำไปวัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์เปรยบเทียบผล 
กับแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีมีแอคติวิตีสูงสุด (pH 6) ผลการทดลองแสดงใน รูปท่ี 17 พบว่าเอนไซม์ 
มีความเสถียรเป็นช่วงกว้างระหว่าง pH 5-12 โดยมีความเสถียรสูงสุดท่ี pH 6 และสูญเลียแอคติวิ 
ตีเม่ือเป็นกรดมาก (pH 3) ท่ี pH 4 แอคติวิตีเหลือเพียง 65 เปอร์เซ็นต์

4.6.5. ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม์

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 25-90องศาเซลเซียส
ตามวิธีการทดลองในข้อ 3.7.4 พบว่าเอนไซม์มีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิ 25-60 องศา 
เซลเซียส และความเสถียรของเอนไซม์จะลดลง 25 เปอร์เซ็นต์!นช่วงอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
และต้ังแต่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสข้ึนไปเอนไซม์ไม่เสถียร ผลการทดลองแสดงดังในรูปท่ี 18
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รูปท่ี 15 ผลของอุณหภูมิต่อแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กช์ ในลารละลายฟอสเฟต 
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส โดยทำตามวิธีทำใน 
ข้อ 3.7.2 (ก=3)
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รูปท่ี 16 ความสัมพันธ์ระหว่างเวลาท่ีใช้ในการบ่มสารละลายเอนไซม์และแอคติวิตีฃองไคทิเนสท่ี 
เกิดข้ึนโดยบ่มคอลลอยคัลไคทินความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ (พ/V) ปริมาตร 300 ไมโครลิตรกับไค 
ทิเนส'ในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสท่ีเวลาต่าง  ๆ ตามวิธีในข้อ
3.7.3
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รูปท่ี 17 ผลของความเป็นกรด-ด่างต่อความเสถียรของไคทิเนสท่ีทำให้บริลุทธ๋ึบางส่วน โดยบ่ม 
สารละลายเอนไซม์กับสารละลายบัฟเฟอร์ท่ี pH 3.0-12.0ความเข้มข้น0.1 โมลาร์ (ภาคผนวกท่ี2 
ข้อ 10.1-10.8) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ปรับให้เป็น pH 6 ด้วยสารละลาย 
โซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 6 แล้วทำการวัดแอคติวิตีท่ี pH 6 อุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ตามวิธีทำในข้อ 3.7.4 โดยให้ท่ี pH 6 มีแอคติวิตีเป็น 100 
เปอร์เซ็นต์
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รูปท่ี 18 ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไคทิเนสท่ีทำให้ปริลุทธ๋ึบางส่วน โดยบ่มสารละลาย 
เอนไซม์กับสารละลายโซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 25-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที แล้ว,ทำการ'วัดแอคติ,วิตีท่ี pH 6.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นำผลท่ี 
ได้ไปเปรียบเทียบกับแอคติวิตีต้ังต้นของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 6.0 ในเวลา 0 
นาที ซ่ึงเป็นหลอดควบคุมและให้แอคติวิตีเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ตามวิธีทำในข้อ 3.7.4
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4.6.6. ผลการศึกษาความสามารถในการย่อยสับสเตรทชนิดต่างๆ ของไคทิเนส

บ่มสารละลายเอนไชมํในสับสเตรทซขนิดต่างๆ  ได้แก่ คอลลอยดัลไคทิน ไคทิน 
ผงบริสุทธ้ิรีเจนเนอเรทเทดไคทิน ไกลคอลไคทิน ไกลคอลไคโตแซน ไคทินผงไม่บริสุทธ้ิ ไคโตแซน 
วัดแอคติวิตีตามวิธีข้อ 3.2ในสภาวะท่ีได้จากการทดลองข้อ 4.6.1.-4.6.3. ผลการทดลองแลดงใน 
รูปท่ี 19 พบ1ว่า'ไคทิเนสลามารถย่อยคอลลอยคัล'ไคทิน1ได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือ ไกลคอลไคทิน (50 
เปอร์เซ็นต์) รีเจนเนอเรทเทดไคทิน (24 เปอร์เซ็นต์) ไคทินผงบรีลุทธ้ิ (12 เปอร์เซ็นต์) ตามลำดับ 
แต่ไม่ลามารถย่อยไกลคอลไคโตแชน ไคทินผงไม่บริสุทธ้ิ และไคโตแซนได้

4.6.7. ผลการตรวจสอบชนิดของไคทิเนสโดยวิธีการใช้สับเสดรทท่ีมีสิ

บ่มลารละลายเอนไซม์ดับสารละลาย p-nitrophenyl-chitooligosaccharides ซึง 
ได้แก่ p-nitrophenyl-(3-D-N-acetylglucosaminide, p- nitrophenyl-|3-D-N-N/-diacetylchitobiose 
และ p- nitrophenyl-(3-D-N -N7- N'-triacetylchitotriose ความเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ซ่ึงไข้ในการตรวจลอบแอคติวิตีซอง N-acetyl--(3-D-glucosaminidase chitobiosidase หรือ 
exochitinase และ endochitinase ตามลำดับ ตามวิธีทำไนข้อ 3.7.6 ผลการทดลองแสดงในตา 
รางท่ี 3 พบ1ว่า'ไคทิเนสท่ีเตรียม'ได้ เป็นชนิด chitobiosidase และ endochitinase ซ่ึงมีแอคติวิตี 
เท่าดับ 0.44 และ 0.42 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และไม่มีแอคติวิตีฃอง N- acetylglucosaminidase

4.6.8. ผลการศึกษาผลของไอออนบางชนิดต่อการทำงานของเอนไชม์

จากการบ่มสารละลายเอนไซม์ดับไอออนชนิดต่าง  ๆความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
ในสารละลายโซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 6 เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเซียสแล้ววัดแอคติวิตีตามวิธีทำในข้อ 3.2 เปรียบเทียบดับแอคติวิตีต้ังต้นท่ีไม่ได้เติมไอออน 
ตามวิธีทำในข้อ 3.7.7 ผลท่ีได้ดังแสดงในรูปท่ี 20 พบว่า CuS04, ZnS04, MnCI2 และ HgCI2 
ลามารถยับย้ังแอคติวิตีฃองเอนไชม่ได้สมบูรณ์ CaCI2 และ FeCI2 มีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองเอนไซม์ 
ได้มาก และ MgCI2 มีผลยับย้ังแอคติวิตีของเอนไซม์ได้เพียงเล็กน้อย (100, 99.4, 98, 96 และ 6 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ)
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รูปท่ี 19 ผลการสืกษาความลามารถของไคทิเนลต่อสับลเตรทชนิดต่างๆ  โดยบ่มเอนไซม์บริสุทธ้ิ 
บางส่วนกับสับลเตรทชนิดต่างๆ  (ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟ 
เฟอf  0.1 โมลาร์ pH 6.0 เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ท:=3)
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ตารางท่ี 3 ความจำเพาะของไคทิเนสจากคอลัมน์เซฟาเด็กซจี-200 ต่อ p-nitrophenyl 
chitooligosaccharides

Substrate Activity (บ/ทni)
p-nitrophenyl-(3-D-N-acetyl-glucosaminide o.ooto.oo

p-nitrophenyl-(3-D-N,N’-diacetyl-glucosaminide 0.44±0.00
p-nitrophenyl-(3-D-N,N’,N”-triacetyl-glucosaminide 0.42+0.05

หมายเหตุ 1 หน่วยเอนไซม์คือ ปริมาณเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเกิด p-nitrophenol 1 ไมโครโมล 
ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีทำการทดลองตามวิธีทำข้อ 3.7.6 (ก=3) โดยใช้เอนไซม์ท่ีมีแอคติวิตี
0.02 หน่วยต่อมิลลิลิตร เม่ือวัดด้วยวิธีมาตรฐาน (ข้อ 3.2)
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รูปท่ี 20 แลดงผลการศึกษาผลของไอออนบางชนิด(ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์)ต่อการทำงาน 
ของเอนไซม์โดยทำการทดลองในโซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์0.1 โมลาร์ pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเชียล เป็นเวลา 30 นาที โดยเปรียบเทียบผลกับแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีไม่ได้เติมไอออนต่าง  ๆ
ทำตามวิธีทำในข้อ 3.7.7 (ก=2)
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