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บทท่ี 5

วิจารณ์ผลการทดลอง

จากการศึกษาการเจริญและการผลิตไคทิเนสของ B a c i l lu s  c e r e u s  ในอาหาร 
เล้ียงท่ีมีคอลลอยตัลไคทินเป็นส่วนประกอบ จะพบว่าเช้ือจะเจริญเพ่ิมข้ึนสูงสุดหลังจากเล้ียงเช้ือ 
ไปนาน 24 ช่ัวโมง ในขณะท่ีเช้ือจะสร้างเอนไซมํได้สูงสุดหลังจากเล้ียงเช้ือไปนาน 32 ช่ัวโมงและ 
แอคติวิตีจะคงตัวหลังจากน้ันดังในรูปท่ี 5 และรูปท่ี 6 และผลการทดลองท่ีได้จะมีท้ังส่วนท่ีเหมือน 
และแตกต่างจากของมณีรัตน์ มีพลอย (2542) โดยของมณีรัตน์ มีพลอยน้ันจะมีแอคติวิตีสูงสุดท่ี 
ช่ัวโมงท่ี 32 และจะมีแอคติวิตีท่ีค่อนข้างคงท่ีหลังจากน้ัน แต่มีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 32 
เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาจากเช้ือ B a c i l lu s  c e r e u s  CH พบว่าจะมีความสามารถในการย่อย 
คอลลอยตัลไคทินได้สูงสุดหลังจากเล้ียงเช้ือไปนาน 32 ช่ัวโมง (Mabuchi และคณะ, 2000) อยู่ใน 
ช่วงเวลาท่ีใกล้เคียงกับท่ีได้จากผลการทำวิจัยในท่ีน้ีและหลังจากน้ันแอคติวิตีของเอนไซม์ก็จะเร่ิม 
ลดลง แต่รูปแบบการเจริญเติบโตของเช้ือในการศึกษาของ Mabuchi และคณะ เช้ือ B a c il lu s  

c e r e u s  CH เข้าส่ระยะการเจริญคงท่ี (stationary phase) ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 6 ซ่ึงเร็วกว่าในการทำ 
วิจัยในท่ีน้ีและผลท่ีได้จากของมณีรัตน์ มีพลอย ในการทดลองน้ีเม่ือตรวจวัดแอคติวิตีฃองไคทิเนล 
เปรียบเทียบกับการเจริญพบว่าเซลล์ผลิตไคทิเนสออกมาก่อนท่ีจะลังเกตเห็นการเพ่ิมของจำนวน 
เชลล์ซ่ึงอธิบายได้ว่าการหล่ังไคทิเนสมีความจำเป็นเพ่ือท่ีจะนำคอลลอยตัลไคทินไปใช้เป็นแหล่ง 
อาหารเพ่ือใช้ในการเจริญของแบคทีเรีย

จากการวิเคราะห์ผลการเล้ียงเช้ือในอาหารสูตรปรับต่ําท่ีมีคอลลอยตัลไคทิน 0.02 
เปอร์เซ็นต์เป็นองค์ประกอบ และให้แหล่งคาร์บอนเป็นอะซิเตทท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 5 และ 10 
มิลลัโมลาร์ เพ่ิมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือตังรูปท่ี 7 และรูปท่ี 8 พบว่าเช้ือจะลังเคราะห์ไคทิเนสได้ 
สูงสุดในอาหารท่ีเสริมด้วยอะซิเตทความเข้มข้น 10 มิลลัโมลาร์ เม่ือเล้ียงเช้ือไปนาน 48 ช่ัวโมง ซ่ึง 
จะสูงกว่ากลุ่มควบคุมถึง 1.67 เท่า ในขณะท่ีการเติมอะซิเตทความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ไม่แตก 
ต่างจากกลุ่มควบคุม แตเ่ม่ือดูรูปแบบการเจริญพบว่าการเติมอะซิเตทเพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนไม่ได้ 
มีผลต่อการเจริญ แต่ทำให้ได้เอนไซม์ท่ีมีแอคติวิตีสูงช้ืนเม่ือเติมอะซิเตทความเข้มข้น 10 มิลลิโม 
ลาร์ลงในอาหารเลียงเชือซึงตรงกับผลการทดลองใน B a c il lu s  s te a r o th e r m o p h i lu s (Sakai และ 
คณะ, 1994) ซ่ึงพบว่าการให้อะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนจะช่วยเพ่ิมการผลิต exochitinase ให้มาก 
ข้ึน นอกจากน้ีมีรายงานว่าการเติมเพคตินและคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสลงในอาหารเล้ียงเช้ือของ 
B a c il lu s  p a b u l i K1 จะมีผลไปเพ่ิมผลผลิตของไคทิเนล (Frandberg และ Schnurer, 1994) จึงน่า 
สนใจท่ีจะศึกษาต่อไปถึงสาเหตุการเพ่ิมแอคติวิตีฃองไคทิเนสด้วยสารเหล่าน้ี
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การศึกษๆ วิจัยในการทำบริสุทธ้ิเอนไซม์น้ีเป็นการวิจัยต่อจากนางสาวมณีรัตน์ มี 
พลอยซ่ึงได้ทำการสกัดแยกและทำไคทิเนลท่ีได้จาก B a c i l lu s  c e r e u s  ให้ปริสุทธ้ิโดยนำเอนไซม์ 
อย่างหยาบไปผ่านคอลัมน์!เจนเนอเรทเทดไคทิน เม่ือนำไปตรวจสอบด้วยดิสค์-พอลิอะคริลาไมด์ 
เจลอิเล็กโทรฟอรีซิล พบว่ามีแถบโปรตีนท่ีมีแอคติวิตีฃองไคทิเนส 2 แถบ และเม่ือนำมาทำเอสดี 
เอส-พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีชิสจะพบแถบโปรตีนท่ีมีแอคติวิตีฃองไคทิเนสท้ังหมด 5
แถบ โดยมีขนาดโมเลกุลเท่ากับ 45 58 60 70 และ 80 กิโลดาลตัน ซ่ึงแสดงว่าไคทิเนสท่ีได้จาก 
การนำไปผ่านคอลัมน์!เจนเนอเรทเทดไคทินยังไม่ปริสุทธ้ิ (มณีรัตน์, 2542) งานวิจัยน้ีจึงได้ทำการ 
วิจัยต่อจากงานท่ีนางลาวมณีรัตน์ มีพลอยได้ทำไว้ เพ่ือให้ได้เอนไซม์ท่ีบริสุทธ๋ึจาก B a c il lu s

c e r e u s  โดยได้เพ่ิมข้ันตอนในการทำบริลุทธ้ิโดยนำเอนไซม์อย่างหยาบไปผ่านคอลัมน์ดีอีเออี
เซลลูโลสซ่ึงเป็นคอลัมน์แลกเปล่ียนประจุซนิดลบ คอล้มน์รัเจนเนอเรทเทดไคทิน คอล้มเซฟาเด็กช์ 
จี-200 ตามลำตับ ผลท่ีได้จากการทำการทดลองในการทำพอลิอะคริลาไมด์เจลแบบไม่เลียสภาพ 
พบแถบแอคติวิตี 2 แถบกว้างในทุกข้ันตอน ผลการทดลองท่ีได้น้ีจึงคาดว่ามีไคทิเนสอย่างน้อย 2 
ชนิดท่ีมีประจุลุทธ้ีแตกต่างกันหลังจากผ่านคอลัมน์!เจนเนอเรทเทดไคทิน จากผลการย้อมลีโปรตีน 
ด้วย silver พบแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ แต่พบแถบแอคติวิตี 2 แถบ ตังในรูปท่ี 12 สาเหตุท่ีไม่พบ 
แถบโปรตีนของเอนไซม์อาจเน่ืองมาจากเอนไซม์ท่ีได้อาจจะมีปริมาณน้อยแต่มีแอคติวิตีจำเพาะสูง 
จึงเห็นแถบแอคติวิตีแต่ไม่พบแถบโปรตีนหรือเน่ืองมาจากการย้อมแอคติวิตีมีความไวกว่าการย้อม 
โปรตีน การทำบริสุทธิโดยรีเจนเนอเรทเทดไคทินอาศัยการดูดซับระหว่างเอนไซม์กับรีเจนเนอเรท 
เทดไคทินท่ีมีความจำเพาะสูง เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูง Molano และคณะ (1997) มีรายงาน 
การทำไคทิเนสให้ปริลุทธ้ิโดยการใช้คอลัมน์!เจนเนอเรทไคทิน ได้แก่ การแยกไคทิเนสจากเช้ือ 
P ir o m y c e s  c o m m u n is  0TS1 มีผลให้เอนไซม์มีความบริลุทธ้ีสูงช้ืน 6.09 เท่า (Sakurada และ 
คณะ, 1997) และพบว่าเป็นวิธีท่ีมีความจำเพาะต่อไคทิเนลโดยจะจับกับ domain ของเอนไซม์ท่ี 
ใช้สำหรับจับกับไคทิน (Hashimoto และคณะ, 2000) ส่วนในเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซํจี- 
200 ไม่มีผลการทดลองเน่ืองจากไม่ปรากฏท้ังแถบแอคติวิตีและแถบโปรตีน จึงทำให้ไม่สามารถ 
บอกได้ว่าเอนไซม์ท่ีได้บริลุทธ้ีหรือไม่ และจากการทำพอสิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ
เลียลภาพในเอนไซม์อย่างหยาบพบว่ามีแถบแอคติวิลามารถคำนวณหาน้ําหนักโมเลกุลเปรียบ 
เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวกท่ี 7) ได้เท่ากับ 89, 50.5, 43.4, 36, 31.4 และ 17.6 กิโล 
ดาลตัน ตามลำตับ โดยใน 6 แถบแอคติวิตีน้ีมีแถบแอคติวิตีท่ีติดลีเข้มเป็นแถบกว้างอยู่ 2 แถบซ่ึง 
มีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 50.5 และ 17.6 กิโลดาลตัน และเม่ือนำมาผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส 
จะพบมีแถบโปรตีนลดลง แต่จะพบว่าแถบแอคติวิตีท่ีพบเหลือเพียง 1 แถบ ซ่ึงลามารถหามวล 
โมเลกุลได้เท่ากับ 17.6 กิโลดาลตัน หลังจากนำเอนไซม็ไปผ่านคอลัมน์!เจนเนอเรทเทดไคทินพบ 
ว่ามีแถบโปรตีนอยู่ 2 แถบ แต่พบแถบแอคติวิตีท่ีเห็นได้ซัดซ่ึงเป็นแถบกว้าง 3 แถบ คำนวณน้ํา
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หนักโมเลกุลได้เท่ากับ 33.3, 20.3 และ 16.2 กิโลดาลตัน ตามลำตับ ในการทำบริลุทธ้ิไคทิเนล 
โดยการผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซํจี-200 จะพบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวและเป็นแถบสีจางแต่ไม่
ลามารถย้อม Fluorescent Brightener 28 ได้ จึงไม่ได้แลดงผลและเรายังไม่สามารถท่ีจะลรุปได้ว่า 
เอนไซม์ท่ีผ่านข้ันตอนเจลพัลเตรชันบรสุทธ้ิหรอไม่ เน่ืองจากไม่สามารถย้อมสีแอคติวิตีฃองไคทิเนส 
จึงไม่สามารถบ่งช้ีเร่ืองเอนไซม์ได้ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200 ซ่ึงเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์รเจนเนอ 
เรทเทดไคทินนำมาทำพอลิอะครลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีอีลแบบเสียสภาพพบแถบโปรตีนเพียง 2
แถบแต่มีแถบแอคติวิตีฃองเอนไซม์อย่างน้อยท่ีเห็น 3 แถบและเป็นแถบท่ีไม่ตรงกับแถบท่ีย้อมติดสี 
โปรตีน แสดงว่ายังมีไคทิเนลอยู่อย่างน้อย 3 ซนิดและมีปริมาณน้อยมาก ตังน้ันแม้จะเห็นโปรตีน 
เพียงแถบเดียวไนเอนไซม์ท่ีผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กชํจึ-200 แต่ก็อาจมีแถบแอคติวิตีมากกว่า 1 แถบได้ 
และแถบโปรตีนท่ีเห็นในข้ันตอนทิเลเตรชันในรเจนเนอเรทเทดไคทินคอลัมน์ตรงกับแถบโปรตีนท่ีไม่ไช่ 
ไคทิเนสด้วย ตังน้ันจึงควรมีการทดลองทำบรลุทธ้ิเอนไซม์ตามข้ันตอนการทำปริลุทธ๋ิตังกล่าวใหม่อีก 
คร้ังและปรับปรุงปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีฃองเอนไซม์ให้เหมาะสม และควรทำการย้อมโปรตีนท่ี 
ได้ด้วย Coomassie brilliant blue R-250 ดูเพ่ือแก้ไขปัญหาโปรตีนท่ีอาจมองไม่เห็นเพราะเป็นไกลโค 
โปรตีน และจากผลการทดลองหาน้ัาหนักโมเลกุลท่ีได้จากคอลัมน์เซฟาเด็กช์จึ-200 ซ่ึงได้เท่ากับ 24.9 
กิโลดาลตัน ตังในรูปท่ี 11 ซ่ึงใกล้เคียงกับขนาด 20.3 กิโลดาลตันในพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็ก 
โทร'ฟอรซิสแบบเสียสภาพ อาจเกิดเน่ืองมาจากเอนไซม์ท่ีได้จากคอลัมน์เซฟาเด็กซ์น้ันเป็นเอนไซม์ท่ี 
ไม่เสียสภาพผลของขนาดท่ีได้จะมีความสัมพันธ์กับขนาดเล้นผ่าศูนย์กลางของโมเลกุลของเอนไซม์ 
ทรงกลม แต่การทำพอลิอะครลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอ!อีสแบบเสียสภาพขนาดโมเลกุลท่ีได้จะเป็น
เอนไซม์ท่ีเสียสภาพโดยจะมีการทำลายพันธะภายในและระหว่างสายโพลิเปปไทด์ ท่ีทำให้โครงรูป 3 
มิติเปล่ียนไป นอกจากน้ีถ้าเอนไซม์ท่ีได้เป็นไกลโคโปรตีนซ่ึงจะพบในการวิจัยของนางลาวมณีรัตน์ มี 
พลอย (2542) ว่าไคทิเนลท่ีได้เป็นไกลโคโปรตีน ซ่ึงเอนไซม์ท่ีมีค'ารโบ'ไฮเดรตเป็นองค์'ประกอบ'จะมี 
แนวโน้มท่ีเอนไซม์จะเกาะกับคอลัมน์ได้จึงทำให้เอนไซม์ออกมาจากคอลัมน์ช้ากว่าปกติ ทำให้
คำนวณขนาดของเอนไซม์เปล่ียนแปลงไปด้วยเช่นกัน ตังน้ันผลการหาน้ัาหนักของโมเลกุลท่ีได้จาก
หลักการท้ังลองจึงอาจแตกต่างกันได้ ผลการทดลองของมณีรัตน์ มีพลอยเม่ือนำเอนไซม์อย่าง
หยาบไปผ่านคอลัมน์ริเจนเนอเรทเทดไคทินพบว่าเอนไซม์ท่ีได้มีขนาดโมเลกุล 45 58 60 70 และ 
80 กิโลดาลตัน ซ่ึงแตกต่างจากผลการศึกษาท่ีได้จากการวิจัยน้ีซ่ึงในข้ันตอนก่อนการทำดีอีเออี 
เซลลูโลส พบมีแถบแอคติวิตีท้ังหมด6 แถบซ่ึงมีน้ัาหนักโมเลกุลเท่ากับ 89, 50.5,43.4, 36, 31.4 
และ 17.6 โดยจะเห็นได้ว่ามีไคทิเนสท่ีมีขนาด 89 และ 43.4 ซ่ึงมีขนาดใกล้เคียงกับของมณีรัตน์ มี 
พลอย แต่เม่ือนำไปผ่านคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลสกลับพบแถบแอคติวิตีเหลือเพียง 1 แถบ คือขนาด
17.6 กิโลดาลตันโดยมีขนาดเล็กกว่าไคทิเนลของนางลาวมณีรัตน์ มีพลอย ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจาก 
แอคติวิตีท่ีโหลดลงในเจลน้อยเกินไป ซ่ึงเม่ือนำเอ็นไซม์ท่ีได้ไปผ่านคอลัมน์ริเจนเนอเรทเทดไคทิน
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พบว่าเอนไซม์ท่ีได้มีฃนาดเพียง 16.2, 20.3 และ 33.3 กิโลดาลตันเท่าน้ันซ่ึงไม่ตรงกับแถบโปรตีนท่ี 
มีขนาดเพียง 17.6 กิโลดาลตัน ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากเม่ือนำไปทำให้บริลุทธ้ิย่ิงช้ืนในหลาย  ๆ ข้ัน 
ตอนอาจล่งผลให้หน่วยย่อยรองเอนไซม์แยกออกจากกัน นอกจากน้ียังสังเกตได้ว่าเอนไซม์ล่วน
ใหญ่ท่ีพบในการทำอิเล็กโทรฟอรีชิลแบบไม่เสียสภาพโปรตีนท่ีได้ล่วนใหญ่มีประจุเป็นลบมากกว่า 
เอนไซม์ท่ีได้จากงานของมณีรัตน์ มีพลอย ตังน้ันจึงควรนำเอนไซม์ท่ีเกาะกับคอสัมน์ดีอีเออี
เซลลูโลสมาทำพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีชิลเพ่ือเปรียบเทียบดูว่ามีไคทิเนลท่ีมีขนาด 
โมเลกุลใกล้เคียงกับท่ีนางสาวมณีรัตน์ มีพลอย,ได้'ทำการคีกษ•าไว้'หรือ'ไม่ มีรายงานว่าไคทีเนลท่ีมี 
ขนาดเล็กอาจเกิดจากไคทีเนลท่ีมีขนาดใหญ่เกิดการย่อยสายให้ใคทิเนลท่ีมีฃนาดเล็กลงได้ โดย
เกิด proteolysis ท่ีปลาย C หรือท่ีปลาย N ของไคทีเนส เช่น การเกิด proteolysis ท่ีปลาย C ใน 
B a c i l lu s  l ic h e n ifo r m is B-6839 (Trachuk และคณะ, 1996) B a c i l lu s  l ic h e n ifo r m is X-7น, 
S e r r a t ia  m a r c e s c e n s ,  S e r r a t ia  l iq u e f a c ie n s ,  S t r e p t o m y c e s  p l i c a tu s ,  S t r e p t o m y c e s  

o l iv a c e o v i r id i s ,  B a c i l lu s  c ir c u la n s (Takayanagi และคณะ, 1991) และการเกิด proteolysis ที 
ปลาย N ใน B a c i l lu s  c ircu la r! WL-12 (Watanabe และคณะ, 1992; Alam และคณะ, 1996) 
B a c i l lu s  l ic h e n ifo r m is TP-1 (Tantimavanich และคณะ, 1998) ในงานวิจัยพบว่าหลังจากผ่าน 
คอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลสแอคติวิตีรวมของเอนไซม์จะลดลงมาก (67 เปอร์เซ็นต์) เน่ืองจากจะสูญ 
เสียเอนไซน์ไปบางล่วนในเอนไซม์ล่วนท่ีจับกับคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส (11 เปอร์เซ็นต์) แอคติวิตี 
บางล่วนสูญเสียไปในช่วงการทำ dialysis ได้ (Hung และคณะ, 2002) อีกลาเหตุหน่ึงท่ีลำตัญคีอมี 
โปรติเอสท่ีเจือปนในน้ําเล้ียงเช้ือไปทำลายเอนไซม์ strongin และคณะ (1997) ได้รายงานว่า
B a c il lu s หลายชนิดมีการหล่ังโปรติเอสและอะไมเลลออกมาหลายชนิดในน้ําเล้ียงเช้ือเป็นผลทำให้ 
เอนไซน์ไม่เสถียรและเกิดการเล่ือมสลายได้ นอกจากน้ีมีรายงานของ Trachuk และคณะ (1996) 
พบว่าในน้ัาเล้ียงเช้ือของ B a c illu s  lic h e n ifo rm is B-6839 ตรวจพบโปรติเอลท่ีคล้ายกับ subtilisin 
และ โปรติเอสท่ีมีความจำเพาะกับกรดอะมิโมกลูตามิกกับแอลปาติก งานวิจัยน้ีไม่ได้เติมสารยับย้ัง 
แอคติวิตีฃองโปรติเอส พวกแบคทีเรียและราจะพบไคทีเนสท่ีมีขนาดโมเลกุลต้ังแต่ 30-120 กิโล 
ดาลตัน (Koga และคณะ, 1999) ใน B a c il lu s ล่วนใหญ่มีไคทีเนลขนาดโมเลกุลต้ังแต่ 30-70 กิโล 
ดาลตัน (Basha และคณะ, 2002; Mabuchi และคณะ, 2000; Pleban และคณะ, 1997; Sakai 
และคณะ, 1994; Sakai และคณะ, 1998;Takayanagi และคณะ, 1991; Thamthiankul และ 
คณะ, 2001; Trachuk และคณะ, 1996; Wen และคณะ, 2002; Wiwat และคณะ, 1999; ) นอก 
จากน้ียังพบพวกท่ีมีขนาดเล็กประมาณ 10-20 กิโลดาลตัน ใน B a c il lu s  a m y lo l iq u e f a c ie n s  

V656 (Wang และคณะ, 2002) และ B a c il lu s  s te a r o th e r m o p h i lu s CH-4 (Sakai และคณะ, 
1994)
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ในการทำดีอีเออีเซลลูโลส ดังในรูปท่ี 9 จะพบว่ามีไคทิเนลท้ังส่วนท่ีจับกับคอลัมน์ 
ดีอีเออีเซลลูโลสและใม่จับกับคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส โดยการทำดีอีเออีเซลลูโลสใช้สารละลายท 
ริส-คลอใรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 ดังน้ันอาจสรุปได้ว่าเอนไซมํในส่วนท่ีไม่เกาะกับ 
คอลัมน์น่าจะมีประจุบวกซ่ึงค่า pi ของเอนไซม์น่าจะมากกว่า 7.4 และเอนไซม์ส่วนท่ีจับกับ 
คอลัมน์ซ่ึงน่าจะมีประจุลบท่ี pH 7.4 เพราะฉะน้ัน pi ของเอนไซม์ไนส่วนน้ีน่าจะน้อยกว่า pH 7.4 
จึงทำให้เอนไซม์มีประจุเป็นลบ

ผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสมในการทำงานของไคทิเนสท่ีได้หลังจากผ่านคอลัมน์ 
เซฟาเด็กซ์จี-200 จะลามารถทำงานได้ดีท่ี pH 6.0 เม่ือใช้คอลลอยดัลไคทินเป็นลับลเตรทดังในรูป 
ท่ี 14 ซ่ึงแตกต่างจากเอนไซม์อย่างหยาบท่ีทำการศึกษาโดยนางสาวมณีรัตน์ มีพลอยซ่ึงจะพบว่า 
เอนไซม์อย่างหยาบทำงานได้ดีท่ีลุดท่ี pH 5.0 ส่วนของเอนไซม์ท่ีผ่านการทำบริลุทธ้ีบางส่วนจาก 
ของนางลาวมณีรัตน์ มีพลอยน้ันมี pH ท่ีเหมาะสมเท่ากับ 5.0 แตกต่างจากใคทิเนสท่ีได้ทำการ 
ศึกษาในการทดลองน้ี ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีได้จากเอนไซม์ท่ีผ่านการทำบริสุทธ้ีในการศึกษา 
คร้ังน้ีเท่ากับ 60 องศาเซลเซียสดังรูปท่ี 15 ซ่ึงเหมือนกับเอนไซม์อย่างหยาบท่ีศึกษาโดยนางลาว 
มณีรัตน์ มีพลอยแต่แตกต่างจากเอนไซม์ท่ีบริลุทธ่ีบางส่วนท่ีผ่านคอลัมน์รเจนเนอเรทเทดไคทินซ่ึง 
ทำโดยนางสาวมณีรัตน์ มีพลอยซ่ึงมีอุณหภูมิท่ีเหมาะลมคือ 50 องศาเซลเซียส Koga และคณะ 
(1999) รายงานว่าไคทิเนสท่ีได้จากจุลชีพส่วนใหญ่จะมี pH ท่ีเหมาะลมอยู่ในช่วง 3.5-8 ซ่ึงค่าท่ีได้ 
จะข้ึนกับลับลเตรทท่ีใช้ เช่น ถ้าใช้ใกลคอลไคทินเป็นลับลเตรทค่า pH ท่ีเหมาะสมของเอนไซม์ 
มักอยู่ในช่วงท่ีเป็นด่างเป็นต้น ไคทิเนสท่ี’ได้'จาก B a c il lu s spp. จะมีช่วง pH ท่ีเหมาะสมค่อนช้าง 
กว้างโดยอยู่ในช่วง pH 4.5-9.5 คือมีท้ังพวกท่ีทำงานได้ในสภาพท่ีเป็นด่างหรือกรดข้ึนกับแหล่งของ 
เอนไซม์ เช่น ไคทิเนลท่ี'ได้'จาก B a c il lu s  c e r e u s  CH จะมี pH ท่ีเหมาะสมในช่วง 5 - 7.5 และมี 
อุณหภูมิท่ีเหมาะลมคือ 50-60 องศาเซลเซียส (Mabuchi และคณะ,2000) ใน B a c illu s  

l ic h e n ifo rm is B-6839 มีจะมี pH ท่ีเหมาะสมในช่วง 4.5-5.5 และ 9.0-9.5 และมีอุณหภูมิท่ีเหมาะ 
สมคือ 90 และ 70 องศาเซลเซียส (Trachuk และคณะ, 1996) เป็นต้น นอกจากน้ีเอนไซม์ท่ีได้น่าจะ 
มีประจุบวกในบัฟเฟอร์ pH 7.4 เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีไม่จับกับคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลสดังน้ันเอนไซม์ 
ท่ีได้น่าจะมี pi มากกว่า 7.4

การศึกษาความเสถียรของไคทิเนสท่ีได้พบว่าไคทิเนลท่ีได้มีความเสถียรในช่วง 
pH 5-12 และพบว่าเอนไซม์เสียแอคติวิตีอย่างสมบูรณ์เม่ือนำเอนไซม์ไปบ่มท่ี pH 3.0 นาน 3 ช่ัว 
โมงดังในรูปท่ี 17 แสดงว่าเอนไซม์ท่ีได้ค่อนช้างเสถียรในช่วงท่ีเป็นด่างมากกว่าในช่วงท่ีเป็นกรด 
ซ่ึงจะมีผลซ่ึงคล้ายกับเอนไซม์ท่ีได้จากการทำบริสุทธ้ิบางส่วนซ่ึงทำโดยนางลาวมณีรัตน์ มีพลอย 
ซ่ึงมีความเสถียรของเอนไซม์ในช่วง pH 4 - 10 ผลการศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ
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ต่าง  ๆ พบว่าเอนไซม์ไคทิเนสท่ีได้จากการทำบริสุทธิ,น้ีมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิต้ังแต่ 25-60 
องศาเซลเซียสดังในรูปท่ี 18 โดยแอคติวิตีจะเร่ิมลดลงอย่างเห็นได้ชัดไนช่วงอุณหภูมิ 65 องศา 
เซลเซียส (30 เปอร์เซ็นต์) มีรายงานว่าไคทิเนสท่ีได้จากพืชและได้จาก B a c il lu s  l ic h e n ifo r m is ซ่ึง 
พบท่ีบ่อน้ําพุร้อนเป็นเอนไซม์ท่ีทนร้อน (Thermostable) มีความต้านทานต่ออุณหภูมิสูงถึง 80 
องศาเซลเซียส ส่วนเอนไซม์ท่ีได้จากแมลงจะไม่ค่อยมีความเสถียรเม่ือมีอุณหภูมิสูงกว่า 40 องศา 
เซลเซียส ดังน้ันไคทิเนสท่ีได้จากแมลงจึงไม่เสถียรท่ีอุณหภูมิสูง (Koga และคณะ, 1999) และพบ 
ว่าเอนไซม์ท่ีมีฃนาดเล็กส่วนใหญ่จะค่อนข้างเป็นเอนไซม์ท่ีทนร้อน (Wang และคณะ, 2002; Sakai 
และคณะ, 1994)

ผลการทดสอบการย่อยรองเอนไซม์กับสับสเตรทชนิดต่าง  ๆ พบว่าเอนไซม์ท่ีได้ 
ลามารถย่อยคอลลอยดัลไคทินได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือไกลคอลไคทิน รีเจนเนอเรทเทดไคทิน และ 
ไคทินผงบริสุทธิ,ตามลำดับ แต่'ไม่ลามารถย่อย’ไคทินผง'ไม่บริลุทธ้ี ไกลคอลไคโตแซนและไคโตแซน 
ได้ดังรูปท่ี 19 ซ่ึงน่าจะบ่งช้ีว่าเอนไซม์ท่ีได้มีความจำเพาะกับหมู่ acetamido ในไคทินสูงโดยดูได้ 
จากเอนไซม์ท่ีได้ลามารถย่อยไคทินและอนุพันธ์ของไคทินได้แต่ไม่ลามารถย่อยไคโตแซนและ 
อนุพันธ์ของไคโตแซนได้เลย ส่วนท่ีเอนไซม์ชนิดน้ีไม่ลามารถย่อยไคทินผงไม่ปริลุทธ้ิน้ันคาดว่าอาจ 
เป็นเพราะไนไคทินผงไม่บริลุทธ้ิน้ันจะมีไอออนต่าง  ๆ บ่นอยู่มากในไคทินผงไม่บริสุทธ้ิ ดังน้ันจึง 
อาจไปมีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ได้โดยดูได้จากผลการทดลองพบว่าไอออนทุกชนิดท่ีนำมา 
ทดสอบล้วนมีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองเอนไซม์ กล่าวคือท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ พบว่า Cu2+, 
Zn2+, Mn2+ และ Hg2+ มีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีได้อย่างลมบูรณ์ ส่วนใน Ca2" และ Fe2+ 
ลามารถยับย้ังแอคติวิตีฃองเอนไซมํได้เกือบลมบูรณ์ (98-99 เปอร์เซ็นต์) แต่ Mg2^ฤทธ้ียับย้ัง 
เอนไซมํใด้เพียงเล็กน้อย (6 เปอร์เซ็นต์) ดังในรูปท่ี 20 แต่ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากความเข้มข้นของ 
ไอออนท่ีใข้ในการทดสอบน้ีค่อนข้างสูง Sakurada และคณะ (1996) พบว่าสารหรีอไอออนส่วน 
ใหญ่ท่ีมีผลกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ ( 1 มิลลิโมลาร์) แต่ถ้าใช้ความเข้มข้นมากข้ึน (10 มิลลิ 
โมลาร์) ก็จะมีผลไปยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ได้ ดังน้ันถ้ามีการศึกษาต่อไปจึงควรศึกษาด้วย 
ว่าถ้าลดความเข้มข้นของไอออนท่ีใข้ทดสอบลง ไอออนต่าง  ๆ จะมีผลต่อเอนไซม์เป็นอย่างไร
โลหะหนักส่วนใหญ่จะไปทำให้โปรตีนเลียลภาพเน่ืองจากการไปทำลาย salt bridge นอกจากน้ีมี 
ในรายงานว่า Ag+ และ Hg2+มีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองไคทิเนลโดยไอออนท้ังสองจะไปมีผลกับ 
บริเวณท่ีมี SH group ของเอนไซม์ (Hung และคณะ, 2002;) Hg2< มีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองไคทิ 
เนสจาก P ir o m y c e s  c o m m u n is  OTS1 ได้ลมบูรณ์ และ Cu2* มีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองเอนไซม์ได้ 
มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ เม่ือใช้ความเข้มข้น 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ (Sakurada และคณะ, 1996) 
เอนไซม์ท่ีได้จาก S e r r a t ia  p ly m u th ic a  HRO-C48 ซ่ึงศึกษาโดย Frankowski และคณะ (2001)
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ถูกยับย้ังโดย <วน2+ แต่ Ca2+, Co24 และ Mn24 ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ มีผลกระตุ้นการทำงาน 
ของเอนไซมํได้มากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังพบว่าไคทิเนลที่ได้จาก Pseudomonas 
aeruginosa K-187 ถูกยับยั้งแอคติวิตีอย่างมากด้วย Mn2+ Mg2+ และ Zn2+ ความเข้มข้น 5 มิลลิ 
โมลาร์ (Wang และ Chang, 1997) ซึ่งคล้ายกับที่ได้จากผลการทดลอง พบว่า Zn2+Sผลยับย้ังแอ 
คติวิตีของไคทิเนลท่ีได้จาก Bacillus licheniformis B-6839 ได้ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ส่วน Hg2+ มีผล 
ยับยั้งแอคติวิตี โดยใช้ความเข้มข้นเพียง 1 มิลล้โมลาร์ (Trachuk และคณะ, 1996) ซ่ึงสอดคล้อง 
กับผลที่ได้จากการทดลองนี ใน Bacillus stearothermophilus Ba24, Cu2+, Ni2+ และ Mg2* ไม่มี 
ผลต่อแอคติวิตีฃองไคทิเนล Fe2+, Ca2+ และ Zn2+ มีผลเพิ่มแอคติวิตีของไคทิเนล ส่วน Mn2+ และ 
Hg2+ มีผลยับย้ังแอคติวิตีฃองไคทิเนส เม่ือใช้ความเข้มข้นของไอออนต่าง  ๆ เท่ากับ 1 มิลล้โมลาร์ 
(Sakai และคณะ, 1994) นอกจากน้ีมีรายงานว่าไอออนบางชนิด เช่น Cu24 อาจมีผลยับย้ังหรือ 
กระตุ้นไคทิเนลก็ได้ข้ึนกับว่าไคทิเนลได้มาจากแหล่งใดและใช้ความเข้มข้นของ Cu2+ มากน้อยเพียงไร 
(Koga และคณะ, 1999)

จากการตรวจลอบชนิดของเอนไซม์ท่ีได้จากการวิจัยน้ีสรุปได้ว่าเอนไซม์ท่ีได้มีแอคติ 
วิตีของ chitobiosidase (exochitinase) และ endochitinase ในอัตราส่วน 1.07:1.00 โดยดูได้จาก 
ความสามารถในการย่อย p-nitrophenyl-(3-D-N,N’-diacetylchitobiose และ p-nitrophenyl-(3- 
D-N,N’N"-triacetylchitobiose ซึงเป็น trimeric และ tetrameric analogs ของ NAG แต่ไม่พบแอ 
คติวิตีฃอง N-acetylglucosaminidase เนืองจากไม่สามารถย่อย p-nitrophenyl-{3-D-N-
acetylglucosaminide ได้ ส่วนงานที่ได้จากนางสาวมณีรัตน์ มีพลอย (2542) พบ'ว่า1ไคทิเนลที่1ได้ 
เป็นชนิด chitobiosidase และ endochitinase เช่นเดียวกัน ซึงมีแอคติวิตีฃอง chitobiosidase 
และ endochitinase เท่ากับ 10.12 : 1.00 และไม่มีแอคติวิตีฃอง N-acetylglucosaminidase 
จะเห้นได้ว่าเอนไซม์ที่ได้จากนางลาวมณีรัตน์ มีพลอยจะมีแอคติวิตีฃอง chitobiosidase สูงกว่า 
endochitinase และ ไม่มีแอคติวิตีของ N-acetylglucosaminidase เช่นกัน ใน Bacillus  strain 
MH-1 (Sakai และคณะ, 1998) และ Bac illus cereus  (Mabuchi และคณะ, 2000) ก็ได้รายงาน 
ไว้เช่นเดียวกันว่าเชื้อเหล่านี้สร้างไคทิเนลได้หลายชนิด ทั้งชนิดที่เป็น exochitinase และ
endochitinase แต่ลัดส่วนต่างกัน

การที่เอนไซม์ที่ผ่านการทำบริสุทธิ้บางส่วนจากของนางสาวมณีรัตน์ มีพลอยน้ันมี 
สมบัติบางประการแตกต่างจากไคทิเนลที่ได้ทำการศึกษาในการวิจัยนี้เนื่องจากเอนไซม์ที่ได้เป็น 
เอนไซม์คนละชนิดกันโดยดูจากขนาดนํ้าหนักโมเลกุลที่ได้ซึ่งแตกต่างกันและยังเป็นสารละลาย 
ผสมของไคทิเนสมากกว่า 1 ชนิด แตกต่างกันบ้างก็โดยเหตุที่มีลัดส่วนของเอนไซม์ท่ีผสมกันอยู่ไม่ 
เท่ากัน
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