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บทที่ 1 
บทน่า

ไคฑิเนส (chitinase)

ไคทิเนสเป็นเอนไซม์ที่พบในลิ่งมีชีวิตหลายชนิด ท้ังในแบคทีเรีย เช้ือรา พืชช้ันสูง 
แมลง ครัลเตเชียน และสัตว์มีกระดูกสันหลังบางชนิด บทบาทของไคทิเนสอาจจะแบ่งเป็นหลาย 
ประ๓ ท ตัวอย่างเช่น การเปลี่ยนแปลงโครงลร้างซ่ึงประกอบด้วยไคทินท่ีพบในรา ครัสเตเชียน 
และแมลง นอกจากนี้ไคทิเนลที่ได้จากเชื้อราจะมีหน้าที่อื่น  ๆ อีก เช่น ย่อยผนังเชลล์ ย่อย spore 
ส่วนในพืชซึ่งไม่มีไคทินเป็นองค์ประกอบจะผลิตไคทิเนลในกลไกการป้องกันเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรค 
เพ่ือป้องกันการถูกรุกรานจากเช้ือรา ในแบคทีเรียจะผลิตไคทิเนลเพ่ือย่อยไคทินซ่ึงเป็นโฮโมพอลิเมอร์ 
ของ A/-acetyl-D-glucosamine ซึ่งเชื่อมกันด้วยพันธะ P1-4 โดยตัดพันธะระหว่าง C1 และ C4 ท่ี 
เช่ือมระหว่าง /V-acetyl-D-glucosamine ของไคทิน เพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงาน แหล่งคาร์บอน และ 
แหล่งไนโตรเจนลำหรับใช้ในการเจริญเติบโต (Sakai และคณะ, 1998) แบคทีเรียท่ีลามารถย่อย 
ไคทินได้จะสร้างไคทิเนสหลากหลายชนิดโดยจะถูกควบคุมจากยีนที่แตกต่างกัน การพบไคทิเนล 
หลายชนิดทีเป็นทีรู้จักกันดีได้แก่ลกุล Aerom onas, Serratia , M yzobacter, Chrom obacterium , 

Pseudom onas, Vibrio, S trep tom yces, A rthrobacter, Nocard ia  และ Bacillus  และพบว่า 
Serra tia  m arcescens , Bac illus  และ Vibrio จะผลิตเอนไซม์เป็นปริมาณมาก (Cody และคณะ, 
1989) Bac illus lichen ifo rm is  X-7u จะผลิตไคทิเนสทนร้อน ส่วนใน B. c ircu lans  WL-12 จะมี 
การหล่ังไคทิเนสออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีไคทินเป็นองค์ประกอบ (Wiwat และคณะ 1999) ได้ 
รับการยอมรับให้ใช้ควบคุมการเกิดโรคเชื้อรา และได้มีการรายงานที่สนับลนุนว่าแบคทีเรียท่ี
ลามารถลลายไคทินที่เป็นส่วนประกอบหลักของผนังเซลล์ไนเชื้อรานั้นมีบทบาทสำคัญในการควบ 
คุมการติดเช้ือรา มีคักยภาพลำหรับใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ ยกตัวอย่างเช่น ใช้ควบคุมการ 
เกิดโรคในพืชที่เกิดจากการติดเชีอรา หรือผลจากแมลง เนื่องจากผนังเชลล์ของเช้ือราและเปลือก 
แข็งของแมลงมีไคทินเป็นส่วนประกอบหลัก (Thamthiankul และคณะ 2001) และได้มีการลร้าง 
ลายพันธุของแบคทีเรียจำนวนมากที่สร้างไคทิเนลซึ่งความลนใจเหล่านั้นส่วนใหญ่จะเกี่ยวช้องกับ 
การใช้ประโยชน์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราและพยาธิในดินและเพิ่มการเจริญเติบโตของพืช 
โดยควบคุมกลุ่มแบคทีเรียและเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคในพืช แต่อย่างไรก็ตามบทบาทของเอนไซม์
ชนิดน้ียังไม่ทราบอย่างแน่ซัด (Xia และคณะ, 2001)

ไคทินถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1811 โดย Braconnot ในราวปี ค.ศ. 1823 
Odier ให้ชื่อโพลิเมอร์ชนิดนี้ว่าไคทิน คำว่าไคทิน (chitin) มาจากคำว่า “Chiton” ในภาษากริก ซ่ึง
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มีความหมายว่า เกราะหุ้ม ไคทินเป็น'พอลิเมอร์ท่ี1โม่ละลายน้ัาฃอง N-acetyl-p-D-glucosamine 
(GIcNAC) (2-acetamido-2-deoxy-D-glucose) ซ่ึงเป็นอนุพันธ์ของกลูโคส ช่ือทางเคมีของไคทิน 
คือ Poly (3-(1—»4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucose เป็น'พอลิเมอร์ซีวภาพท่ีพบมากเป็น 
อันดับ 2 ในธรรมชาติรองจากเซลลูโลส (cellulose) โดยจะเป็นส่วนประกอบหลักในโครงลร้าง 
บริเวณเปลือกนอกของแมลง และสัตว์พวกปูนละกุ้ง นอกจากน้ีแล้วยังพบว่าเป็นส่วนประกอบของ 
ผนังเซลลํในเช้ือรา เห็ด และสาหร่ายบางลายพันธ์ชนิดต่าง  ๆ ไคทินในธรรมชาติพบอยู่ในรูปของ 
สารประกอบท่ีปนอยู่กับสารอ่ืน เช่น เปลือกหุ้มแข็งของแมลงจะประกอบด้วย ไคทินในรูปของไคทิน- 
โปรตีน (chitin-protein complex) ขณะท่ีเปลือกนอกของสัตว์พวกกุ้ง ปู จะพบปนอยู่กับหินปูน 
หริอแคลเซียมคาร์บอเนต นอกเหนือจากโปรตีน และในผนังเซลล์ของพืชพวกเห็ดรา ไคทินจะอยู่ 
ร่วมกับสารอินทริยํอ่ืน  ๆไคทินมีโครงลร้างผลึก (crystal structure) ท่ีแข็งแรง และมีระดับของผลึก 
(degree of crystallinity) สูง รูปแบบผลึกของไคทินมี 3 ลักษณะคือ ot-chitin (3-chitin และ y- 
chitin แต่ละลักษณะแตกต่างกันท่ีการเกิดระบบของผลึก (crystal system) และปัจจัยของการเกิด 
แลตติซผลึก (crystal lattice) ของหน่วยเซล (unit cell) ภายในโครงลร้างผลึก ความแตกต่างกัน 
นั้นเป็นผลมาจากรูปแบบการเรียงตัวของโมเลกุลในแลตติชผลึก สายโซ่โมเลกุลท่ียาวของไคทินจะ 
มีการเรียงตัวเป็นแผ่นช้อนทับกัน (plated sheet) ในแลตติซผลึกของหน่วยเซล ซึ่งอาจเรียงตัวกัน 
ได้ 2 แบบ คือ แบบขนานที่มุ่งไปในทิศทางเดียวกัน (parallel pattern) และแบบท่ีโครงสร้างเรียง 
ตัวกันแบบสวนทางกัน (anti-parallel pattern) Ct-chitin มีโครงสร้างการเรียงตัวแบบสวนทางกัน 
พบในไคทินของเปลือกกุ้ง และปู ส่วนไคทินท่ีพบในแกนปลาหมึกจะมีโครงลร้างที่เรียงตัวมุ่งไปทาง 
เดียวกันเกิดเป็น (3-chitin การจัดเรียงตัวของสายโซ่โมเลกุลแบบ y-chitin น้ันเกิดจากโครงลร้าง 
เรียงลลับกันระหว่างสองแบบท่ีกล่าวมาแล้ว โดยธรรมชาติจะพบ cc-form ของไคทินมากกว่า (3- 
และ y-form ทั้งนี้เพราะมีการเกิดพันธะไฮโดรเจนท้ังภายในและระหว่างลายโซ่ของโมเลกุล
(intramolecular and intermolecular chain) มากกว่าจึงทำให้มีเสถียรภาพทางเคมี (chemical 
stability) มากกว่าแบบอื่น (3-chitin มีเสถียรภาพทางเคมีรองลงมาจาก ot-chitin ท้ังน้ีเน่ืองจากมี 
ปริมาณของพันธะไฮโดรเจนน้อยกว่าการมีเสถียรภาพที่น้อยทำให้นันมีโอกาลเปลี่ยนแปลงรูปแบบ 
ของโครงลร้างจาก (3-form เป็น Ot-form ในลารละลายกรดแก่ นอกจากนี้ยังมีโอกาลจับกับ 
โมเลกุลของนํ้าอย่างถาวร เป็นไคทินท่ีมีน้ําอยู่หน่ึงโมเลกุล (chitin monohydrate) ได้อีกทางหน่ึง 
(ภาวดี และคณะ)

ไคโทซาน คือ ไคทินในรูปที่มีปร์มาณหมู่อะซิติลตํ่าที่เกิดจากปฏิกิริยาการกำจัด 
หมู่อะชิติล (deacetylation) ของไคทินด้วยด่างเข้มข้นหรีอไคทินดีอะเชทิเลสทำให้โครงสร้างทาง 
เคมีของไคทินเปล่ียนไป โดยหมู่อะซิตามีโด (-NHCOCHj) เปลี่ยนเป็นหมู่อะมิโน (-NH2) ท่ี
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คาร์บอนตำแหน่งท่ี 2 ดังน้ันไคโทชานคือ โพลิเมอร์ฃอง D-glucosamine (2-amino-2-deoxy-D- 
glucose) ไคโทชานถูกพบครั้งแรกโดยบังเอิญไนปี ค.ศ. 1859 โดย Rouget ได้ต้มไคดินในลารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไชด์เร้มข้น โดยปกติการเตรียมไคทินจะมีไคโทซานผลมอยู่ประมาณ 5-10 เปอร์เซ็นต์ 
(ภาวดี และคณะ) ไคโทซานลามารถพบได้ในธรรมชาติแต่พบน้อยกว่าไคทินโดยจะพบในผนังเซลของ 
รา รูปท่ี 1 แลดงโครงลร้างทางเคมีชองเซลลูโลส ไคทิน และไคโทชาน

ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ประกอบด้วยไคทินจะมีไคทิเนสประกอบด้วยอยู่เลมอ ซ่ึง
คาดว่าเป็นตัวกำหนดรูปร่างชองผนังเซลล์และเปลือกนอกของล่ิงมีชีวิตน้ัน ๅ แต่ก็มีส่ิงมีชีวิตบางชนิด 
ที่ไม่มีไคทินเป็นส่วนประกอบแต่ลร้างไคทิเนสข้ึนมาเพื่อท่ีจะย่อยลายโพลิเมอร์ฃองไคทินเพื่อใช้เป็น 
อาหาร อย่างเช่น แบคทีเรียในดินท่ีหลั่งเอนไซม์ออกมาในการตอบลนองต่อไคทินท่ีอยู่บริเวณ 
รอบๆ

แบคทีเรียกลุ่ม Bac illus  spp. ที่ไม่ก่อให้เกิดโรคในดินพบว่ามีข้อได้เปรียบหลาย 
ประการเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดอื่น เช่น สามารถสร้าง endospore ได้ และสามารถทน 
ต่อลภาวะต่าง  ๆ ได้ดี เช่น ทนต่อการเปลี่ยนแปลง pH อุณหภูมิ และ ลภาวะ osmotic ต่าง  ๆ ได้ดี 
แบคทีเรียกลุ่มนี้จะพบได้ที่ผิวชองรากพืซมีผลเพิ่มการเจริญเติบโตของพืชและมีผลให้เชื้อราตายได้ 
Basha และคณะ 2002 ได้แยกตัวอย่างแบคทีเรียจากรากพืช คือ Bac illus  BC 121 และหาความ 
ลามารถในการย่อยไคทินพบว่าหลังจากเลี้ยงในอาหารที่มีการเสริมด้วย colloidal chitin นาน 3 
วัน จะพบวงใสเกิดขึ้น ส่วน B ac illu s  th u r ing ien s is  เป็นเชื้ออีกชนิดที่พบว่าลามารถลร้างไคทิ 
เนสและมีประสิทธิภาพสูงในการทำลายตัวอ่อนชองยุง (Thamthiankul และคณะ 2001) Bacillus  

cereus  เป็นเชื้อที่แยกได้จากดินอีกชนิดท่ีพบว่าสามารถย่อย colloidal chitin ได้โดยลร้างไคทิเนล 
ที่มีขนาดโมเลกุลเท่ากับ 36 kDa และมีความลามารถในการลดการสร้างสปอร์ของเชื้อรา F. 

oxysporum  ได้ (Pleban และคณะ, 1997) แบคทีเรียในกลุ่มชอง Bacillus  มีความเหมาะลม 
ลำหรับใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพเพราะมีประสิทธิภาพในการย่อยไคทินสูง สามารถลร้าง
ฮอร์โมนที่เร่งการเจริญเติบโตของพืชได้ เป็นอันตรายต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อมต่ํา (Liu และคณะ, 
2002; Regev และคณะ, 1996)

อย่างไรก็ตามความลนใจในการดีกษาคุณลมบติทางชีวเคมีซองไคทิเนล ท่ีได้มาจาก 
แบคทีเรียที่เกี่ยวกับโครงลร้างของยีน กลไกการย่อยไคทิน โครงลร้าง 3 มิติของเอนไชมํใด้เพ่ิมข้ึน 
เรีอย  ๆ เพื่อที่จะพยายามตอบคำถามเก่ียวกับกลไกและความลามารถในการย่อยไคทินซอง
เอนไซม์ชนิดนิ และขันตอนใดที่มีบทบาทสำคัญในการควบคุมการสร้างและกำจัดไคทินในเซลล์
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( a )  C e l l u l o s e

รูปที่ 1 โครงสร้างทางเคมี (a) cellulose (ช) chitin (c) chitosan (Ravi Kumar,2000)
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ของแบคทีเรีย แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลเกี่ยวกับไคทีเนสในปัจจุบันน้ีก็ยังไม่เพียงพอที่จะอธิบาย
กระบวนการดังกล่าวได้

แม้ว่าจะมีการสืกษาเกี่ยวกับไคทิเนลจำนวนมาก การจัดประ๓ ทและการต้ังซ่ือ 
ของเอนไซม์ที่มีฤทธิ้ย่อยไคทีนก็ยังไม่มีข้อสรุป มีการแบ่งไคทีเนลออกเป็น 3 กลุ่มได้แก่
endochitinase (EC 3.2.1.14) ออกฤทธแยกพอลิเมอร์ฃองไคทินภายในลายพอลิเมอร์ฃองไค 
ทิน exochitinase (EC 3.2.1.52) จะย่อยสายพอลิเมอร์ฃองไคทินซึ่งจะให้ผลิตภัณฑ์เป็น 
chitobiose จากปลายสายพอลิเมอร์ของไคทิน และ P-N-acetylglucosaminidase จะย่อย
chitobiose แล้วให้ผลิตภัณฑ์เป็น /V-acetyl-D-glucosamine (NAG) monomers (Mabuchi และ 
คณะ 2000) ดังไนรูปท่ี 2 จากการสืกษาฃอง Harman และคณะ1ได้'พบ1ว่า'ไคทิเนสท่ี,ได้'จาก
Trichoderm a ha rz ianum  เป็น endochitinase โดยจะดัดแบบลุ่มและต้องการ tetramer ของ N- 
acetyl-D-glucosamine ในการแสดงโเทธิ้ ล่วนผลของ chitobiosidase จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น 
chitobiose จากสายไคทิน และต้องการ trimer ของ N-acetyl-D-glucosamine ในการแสดงโเทธี้ 
ส่วน glucosaminidase จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น monomer ออกมาและต้องการ dimer ของ N- 
acetyl-D-glucosamine ในการแสดงฤทธิ้ ซึงกลุ่มของ chitobiosidase มักจะเรียกว่า
exochitinase

นอกจากนี้ Henrissat และ Bairoch ได้เสนอการจัดกลุ่มของไคทิเนลได้เป็น 2 
กลุ่มหลักตามความสามารถในการย่อย (hydrolyse) หมู่ glycosyl ซึ่งจะลัมพันธ์กับโครงสร้างและ 
กลไกการทำงานของเอนไซม์ (Henrissat และ Bairoch 1993) ได้จำแนกเป็นเอนไซม่ในกลุ่ม 
chitinase family 18 โครงรูปจะมี (P/a)g barrel fold (Scheltinga และคณะ, 1996; van Aalten 
และคณะ, 2001) จะเป็นกลุ่มที่ใหญ่ที่สุดโดยพบว่ามีมากถึง 180 ชนิดของเอนไซม์ซึ่งจะพบได้ 
ทั้ง,ไนสิ่งมี1ชีวิตพวก ยูคารีโอต โปรคารีโอต และไวรีล (Watanabe และคณะ, 1999) กลุ่ม 
chitinase family 18 ที่สร้างมาจากแบคทีเรียลามารถแบ่งย่อยเป็น 3 subfamilies ได้แก่ 
subfamilies A ซึง จะมีส่วนของ insertion domain เป็นแบบ 7-8 P-strands ของ (P/a)g barrel 
fold และ subfamilies B และ c ไม่ได้มี insertion domain (Uchiyama และคณะ 2001) ในขณะ 
ท่ีกลุ่ม chitinase family 19 มีส่วนประกอบของ a-helix เป็นจำนวนมากและมีโครงสร้างคล้าย 
กับกลุ่มเอนไซม์ chitosanase และ lysozyme (Brameld และ Goddard, 1998) จะพบจากพืช 
ทังหมด ยกเว้นเอนไซม์ทีได้จาก Strep tom yces griseus และ Haemophilus influenzae  ก็มีคุณ 
สมบัติของเอนไซม์ไนกลุ่ม family 19 อยู่ด้วยเช่นกัน (Watanabe และคณะ, 1999) โดยส่วนใหญ่ 
แล้วแบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์กลุ่ม
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ร ูป ท ี่ 2 ข .  รูปแบบของ chitobiosidase ที่เข้าตัดพันธะ (3-1,4 glycosidic ของไคทินและผลิต 
ภัณฑ์ที่เกิดขึ้น (มณีรัตน์มีพลอย, 2542)
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รูปที่ 2ค. รูปแบบของ N-acetylglucosaminidase และ chitobiase ที่เข้าตัดพันธะ (3-1,4 
glycosidic ของไคทินและไคโทไบโอล ตามลำดับ และผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น (มณีรัตน์ มีพลอย,
2542)
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ก า ร ท ำ บ ร ิส ุท ธ แ ล ะ ส ม บ ัต ิข อ ง ไ ค ท ิเน ส ท ี่ไ ด ้จ า ก  Bacillus sp.

ในปัจจุบันได้มีการทำบริสุทธิ้และศึกษาคุณสมบัติต่าง  ๆ ของไคทีเนสที่แยกได้ 
จากแบคทีเรียและพืชหลายซนิด โดยเฉพาะในแบคทีเรียพวก Bac illus  มีการใช้ ชนtyl-toyopearl 
ซึงเป็นโครมาโทกราพืแบบ hydrophobic interaction และ Mono Q column ในการทำเอนไซม์ 
จาก Bac illus lichen ifo rm is  B-6839 ให้บรีสุทธี้ (Trachuk และคณะ, 1995) ต่อมาได้มีการศึกษา 
ใน Bac illus  strain MH-1 ซ่ึงใช้การดูดซับแบบแอฟทิเนิตี้กับคอลลอยตัลไคทีน เป็นวิธีท่ีมีความ 
จำเพาะสูงและพบว่าเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการทำไคทิเนสท่ีได้ให้บริสุทธ๋ึได้ดี (Sakai และคณะ,
1998) นอกจากน้ียังมีการใช้โครมาโทกราพืแบบเจลทิเลเตรซัน และคอลัมน์แบบการแลกเปล่ียน 
ประจุ ซึ่งส่วนใหญ่ในการทำบริสุทธิ้ไคทีเนสไม่ลามารถทำให้เอนไซม์บริสุทธิได้ในขั้นตอนเดียว 
และเอนไซม์ที่ได้ส่วนใหญ่จะมีขนาด 10-90 กิโลดาลตัน มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต้ังแต่ 40-90 
องศาเซลเซียส โดยส่วนใหญ่เอนไซม์ที่ได้เป็นเอนไซม์ทนร้อน และมี pH ท่ีเหมาะลมอยู่ในช่วง 4.5- 
10 ซึ่งแสดงว่าเอนไซม์ที่ได้จาก Bac illus  sp. มีทั้งเอนไซม์ที่สามารถทำงานได้ดีท้ังในช่วงท่ีเป็นด่าง 
เป็นกลาง และเป็นกรดแตกต่างกันไปตามชนิดของแหล่งที่มาของเอนไซม์ การวิจัยท่ีเก่ียวกับการ 
ทำบรีลุทธิไคทีเนสและสมบัติที่ได้ของเอนไซม์จาก Bac illus sp. สรุปไว้ในตารางท่ี 1

ค ุณ ส ม บ ัต ิท า ง i ว เค ม ีข อ ง ไ ค ท ิเน ส

1 .ม ว ล โ ม เล ก ุล

ขนาดโมเลกุลของเอนไซม์ชนิดนี้มีความหลากหลายตั้งแต่ประกอบด้วย 350 กรด 
อะมิโน จนถึงมากกว่า 800 กรดอะมิโน โดยจะขึ้นอยู่กับแหล่งท่ีมา เช่น ในพืชหรือสาหร่ายจะมี 
ขนาดโมเลกุล 30 kDa ส่วนในแบคทีเรียและเช้ือราก็มีตั้งแต่ 30 ถึง 120 kDa และในแบคทีเรียแต่ 
ละชนิดก็ให้เอนไซม์ท่ีมีฃนาดและคุณลมปติแตกต่างกันได้แก่ Serratia marcescens ให้ไคทิเนลสาม 
ชนิดคือ ChiA ChiB และ ChiC ชึ่งมีขนาดโมเลกุลอยู่ระหว่าง 57-58 และ 52-54 และ 48-52 küa 
ตามลำตับ (Roberts และ Cabib, 1982) ในแมลงและลัตว์ที่มีกระดูกลันหลัง จะมีขนาดโมเลกุล 
สูงถึง 120 kDa แต่บางครั้งอาจพบเอนไซม์ท่ีมีฃนาดโมเลกุลขนาดเล็กได้เนื่องจากถูกตัดโดย
เอนไซม์ชนิดอื่น นอกจากนี้แล้วไคทีเนลที่พบในพืชขั้นสูง หรือแมลงบางชนิดจะมีคุณสมบัติเป็น 
ไกลโคโปรตีน (Hu และคณะ, 1996)

family 18 chitinase แต่ก็มีแบคทีเรียบางจำพวกที่สร้างเอนไซม์กลุ่ม chitinase family 19 อย่าง
เช่น S tre p tom yces  และ H aem oph ilus  in fluenzae  เป็นต้น
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ตารางท่ี 1 การทำบริสุทธ้ีและสมบ้ติฃองไคทิเนสท่ีได้จาก Bac illus  sp.
Source of chitinase Method of purification M.w. Optimal Optimal

(References) (kDa) pH Temperature
1. Bac illus  sp. NCTU2 1. 85 % Ammonium sulfate 30 7.0 50-60 °c
(Wen และคณะ 2002) precipitation

2. Phenyl-Separose column
3. Sephadex-G-75 column

2. Bac illus am ylo lique fac iens 1. DEAE-Sepharose CL-6B
V656 column
(Wang และคณะ 2002)
-Chitinase FI 14 7 40
-Chitinase Fll 17 6 40

3. Bac illus cereus  CH 1. 75 % Ammonium sulfate
(Mabuchi และคณะ 2002) precipitation

2. DEAE-Sepharose column
3. SP- Sepharose column

- Chitinase A 4. Sephacryl S-100 HR 35 5.0-7.5 60 °c
- Chitinase B1 column 47 5.0-7.5 CD ๐ o o

- Chitinase B2 58 5.0-7.5 ๐o๐CD

- Chitinase B3 64 5.0-7.5 ๐๐oCD

4. Bacillus thu ring iens is1 - 66 - -
subsp. Pakistani 60
(Thamthiankul และคณะ 2001) 47

32
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Source of chitinase Method of purification M.w. Optimal Optimal
(References) (kDa) pH Temperature

5. Bac illus c ircu lans  No.4.1 1. 80% Ammonium sulfate 45 8.0 ๐๐o

(Wiwat และคณะ 1999) precipitation
2. DEAE-Sephacel column
3. Sephadex G-100 column

6. Bac illus  strain, MH-1 1. Mono p column (HR
(Sakai และ คณะ 1998) 5/20)
- Chitinase L 71 6.5 OÏ o ๐

- Chitinase M 62 5.0 65 ๐c
- Chitinase ร 53 5.5 -~Nl บา o o

7. Bac illus  sp. BG-11 1. 50-80% Amminium - 7.5-9.0 45-55 ๐c
(Bhushan และ Hoondal, 1998) sulfate precipitation

2. Affinity binding to chitin
3. Sephadex G-100 column

8. Bac illus lichen ifo rm is, B- 1. Butyl-Toyopearl 650S 66 4.5-5.5, 62 °c
6839 column 62 9.0-9.5 ๐o๐05

(Trachuk และคณะ, 1996) 2. Mono Q HR5/5 column 53 4.5-5.5, 62 °c
- (ion-exchange colunm) 49 9.0-9.5 62 ๐c

42 4.5-5.5,
62 °c

9.0-9.5
4.5-5.5,
9.0-9.5

5.0
9. Bac illus stearo therm oph ilus, 1. 80 % Ammonium sulfate 74 6.5 75 ๐c
CH-4 2. DEAE-cellulose column
(Sakai และคณะ, 1994) 3. Butyl-Toyopearl column

4. Sephadex G-100 column
5. Mono-Q-column
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Source of chitinase Method of purification M.w. Optimal Optimal
(References) (kDa) pH Temperature

10. Bac illus lichen ifo rm is, X-7u 1. Butyl-Toyopearl 650M
(Takayanagi และคณะ, 1991) column

2. Q-Sepharose column
3. Sephacryl ร-200 column

-Chitinase I 89 6.0*
**

70°c*

-Chitinase II 76 6.0* 70°c*
10.0** 80°c**

-Chitinase III 66 5.0* 70°c*
10.0**

80 c**
-Chitinase IV 59 5.0* 70°c*

10.0**
80°c**

11. Bac illus 1. 80 % Ammonium sulfate 74 6.5 'ง aï O O
stea ro therm oph ilus  CH-4 precipitation
(Sakai และคณะ, 1994) 2. DEAE-cellulose column

3. Butyl-Toyopearl column
4. Sephadex G-100 collumn

12. Bac illus c ircu lans  WL-12 1. 40 % Ammonium sulfate
(Watanabe และคณะ, 1990) precipitation

2. Chitin adsorption column
-Chitinase A1 3. Sephadex G-100 collumn 74 - -
-Chitinase A2 69 - -
-Chitinase B1 38 - -
-Chitinase B2 38 - -
-Chitinase c 39 - -
- Chitinase D 52 -



1 3

Source of chitinase Method of purification M.w. Optimal Optimal
(References) (kDa) pH Temperature

13. Bac illus cereus 1. regenerated chitin column 45 5.0 50°c
(มณีรัตน์มีพลอย, 2542) 58

60
70
80

14. Bacillus lichen ifo rm is 1. colloidal chitin 58 5.0 55°c
(สัญญา กุด่ัน, 2544) adsorption 70

2. DEAE-cellulose 72

หมายเหตุ : * การตรวจสอบฤทธ้ีโดยใช้ p-nitrophenyl-(3-D-N,N'-diacetylchitobiose เป็นสารต้ังต้น 
** การตรวจสอบฤทธิ้โดยใช้ glycol chitin เป็นสารต้ังต้น
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2 .แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไ ซ ม ์

pH ที่เหมาะลมสำหรับการทำงานของเอนไซม์ชนิดนี้อยู่ในช่วง pH 4-9 ใน 
เอนไซม์ท่ีได้มาจากพืชช้ันสูง pH 4.8-7.5 สำหรับเอนไซม์ที่ได้จากสัตว์ และ pH 3.5-8.0 สำหรับ 
เอนไซม์ที่ได้จากแบคทีเรีย นอกจากน้ียังจะขึ้นอยู่กับชนิดของ substrate ท่ีใช้ด้วย ได้มีการ
วิเคราะห์โดยเปรียบเทียบค่า pH ที่เหมาะลมของไคทีเนลโดยใช้สารตั้งต้นท่ีต่างกันระหว่าง glycol 
chitin และ N-acetyl-chitooligosaccharide พบว่าค่า pH เหมาะลมทีได้เมือใช้ glycol chitin 
เป็นลารต้ังต้นจะสูงกว่าเม่ือใช้ N-acetyl-chitooligosaccharide ถึง 2-3 หน่วย ตัวอย่างเช่น ไคทิเนส 
ที่แยกได้จาก Bac illus lichen ifo rm is  X-7u จะมีค่า pH ที่เหมาะลมอยู่ระหว่าง 5.0-6.0 เม่ือใช้ p- 
nitrophenyl-(3-D-N,N’-diacetylchitobiose เป็นสารตังต้น แต่ในขณะทีใช้ glycol chitin เป็นสาร 
ต้ังต้นค่า pH ที่เหมาะลมจะเท่ากับ 10.0 (Takayanagi และคณะ, 1991)

ความคงทนของเอนไซม์ต่ออุณหภูมิจากแหล่งต่างๆ ก็มีค่าต่างกัน ตัวอย่างเช่น 
ไคทิเนสที่ได้จาก Bacillus lichen ifo rm is  ท่ีพบในนํ้าพุร้อนจะทนต่ออุณหภูมิได้ถึง 80°c 
Bacillus  Strain, MH-1 ที่แยกได้จากอาหารซึ่งมีไคทินเป็นองค์ประกอบจะได้ใคทิเนสทั้งหมด 3 รูป 
แบบที่มีฃนาดโมเลกุลแตกต่างกันได้แก่ chitinases L, M, และ รมีมวลโมเลกุลขนาด 71,62 และ 
53 กิโลดาลตัน ซึ่งจะมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับการทำงานสูง คือ 75, 65, และ 75°c ตาม 
ลำดับ (Sakai และคณะ, 1998) แต่สำหรับไคทิเนสที่แยกได้จากตัวหนอนจะไม่สามารถทนต่อ 
อุณหภูมิท่ีสูงกว่า 40°c ได้เนื่องจากอุณหภูมิของตัวหนอนตํ่ากว่า 40°c

ตัวยับย้ังการทำงานของไคทิเนส allosamidin เป็นสารเคมีตัวแรกท่ีมีการรายงาน 
ว่าเป็นตัวยับยั้งการทำงานของไคทิเนลซึ่งพบในแมลงที่มีความจำเพาะโดยจะยับยั้งแบบแย่งจับ 
กับลารต้ังต้น ได้มีการปรับปรุงโครงลร้างของ allosamidin เพ่ือพัฒนาลารท่ีมีโเทธ'ยับย้ังการ
ทำงานของไคทิเนลได้เป็นอนุพันธ์ต่าง  ๆ ได้แก่ demethyl-allosamidin, didemethy allosamidin 
เป็นต้น และยังมีลารที่มีฤทธ้ียับย้ังการทำงานของไคทิเนลโดยโครงสร้างต่างจาก allosamidin
เช่นสาร styloguanidin เป็นสารท่ีแยกได้จากฟองน้ํา stylotella aurantium นอกจากนี้ โลหะหนัก 
ต่าง  ๆ ก็มีผลต่อการทำงานของไคทิเนส เช่น divalent ion ได้แก่ Cu2+, Zn2+ และ Hg2’ มีฤทธ้ิยับยัง 
การทำงานของไคทิเนสที่ได้จากเชื้อแบคทีเรีย แมลง และ พืชบางชนิด ในขณะท่ี ion ได้แก่ 
K , Ca2* และ Mg2J มีผลกระตุ้นการทำงานของไคทิเนลที่ได้จาก A lte rom onas
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3. กลไกการเร่งปฏิกิริยาของไคทิเนส

เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์อื่น อย่างเช่น lysozyme ซึ่งจะย่อยพันธะ [3-1,4 ท่ี 
เชือมระหว่าง C-1 ของ N-acetylmuramic acid และ C-4 ของ N-acetylglucosamine ทีพบใน 
ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบมีความแตกต่างจากไคทีเนลที่จะตัดพันธะ (3-1,4 ท่ีเช่ือมระหว่าง 
C-1 ของ N-acetylglucosamine และ C-4 ของ N-acetylmuramic acid แต่ในการแยกความแตก 
ต่างระหว่าง ไคทีเนล และ ไคโทชาเนล จะตรวจสอบจากผลิตภัณฑ์ท่ีได้โดยไคทีเนลจะได้ผลิต 
ภัณฑ์เป็น N-acetylglucosamine ส่วนไคโทชาเนลจะได้ผลิตภัณฑ์เป็น glucosamine โดยไคโท 
ซาเนลจะทำหน้าท่ีย่อยไคโทซาน นอกจากนี้แล้วแม้ว่าเป็นเอนไซม์ใน family เดียวกันและมีบริเวณ 
ที่จับกับสารตั้งต้นใกล้เคียงกันแต่ถ้ามาจากแหล่งที่ต่างกันกลไกการทำงานของเอนไซม์อาจจะต่าง 
กันได้ เช่น ไคทิเนล ที่ได้จากเช้ือแบคทีเรียกับที่ได้จากพืซแม้ว่าจะจัดอยู่ใน family 18 เหมือนกัน 
แต่กลไกการย่อยไคทินแตกต่างกัน (Sasaki และคณะ 2002)

เมื่อเปรียบเทียบกลไกการทำงานของเอนไซม์ไคทิเนลที่จัดอยู่ในกลุ่มของ family 
18 และ family 19 จะมีความแตกต่างกันคือ family 18 จะย่อยไคทินโดยอาศัยกลไก double 
displacement ซึงจะเติมโปรตอนไปที N-acetylglucosamine ในโครงสร้างของไคทินแล้วทำให้ 
เกิดสาร intermediate คือ oxazoline ซึ่งจะถูกย่อยต่อไปเป็นผลิตภัณฑ์แล้วหลังจากนั้นก็มีการจัด 
เรียงตัวใหม่เป็นแบบ anomeric ในขณะท่ีเอนไซม์ในกลุ่ม family 19 มีกลไกการย่อยไคทินเป็น 
แบบ single displacement (Brameld และ Goddard, 1998)

การน่าเอนไซม์ไคทิเนส'ไปประยุกตไซ้

ไคทิเนลได้ถูกนำไปใช้ไนอุตสาหกรรมและการเกษตรประ๓ ทต่างๆ ซึ่งจะใช้ไน 
รูปแบบที่แตกต่างกัน ได้แก่ เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพของเชื้อราและแมลงที่เป็นศัตรูพืช ควบคุม 
การเจริญของยุง ผลิต chitooligosaccharides ใช่ในการผลิต single cell protein จาก shellfish 
waste และใช้เตรียม protoplast

ประโยชน์ของไคทิน-ไคโทซาน

ในระยะสองทศวรรษที่ผ่านมาได้มีผลิตภัณฑ์ใหม่  ๆ ท่ีเกิดจากโพลิเมอร์ชีวภาพ 
ชนิดน้ีออกมาอย่างแพร่หลาย ท้ังในและนอกประเทศ โดยปกติแล้วไคทินและไคโทซานมีสมบัติ 
คล้ายคลึงกัน แต่การนำไคทินไปใช้ประโยชน์มีน้อยมาก เน่ืองจากข้อจำกัดในตัวเองคือ การท่ีไคทิน 
ไม่สามารถละลายในตัวละลายต่าง  ๆได้ เนื่องจากมีโครงสร้างท่ีเป็นผลึก ตังน้ันการนำไคทินไปใช้
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รูปที่ 3 แสดงกลไกการออกฤทธ้ีในการเร่งปฏิกิริยาของไคทิเนล

(Sasaki และคณะ, 2002)
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a) Double-Displacement Retaining Mechanism

O-T '°y ° 0=<
CHj

R = GIcNAc Oxocarbemum Ion

b) Single-Displacement Inverting Mechanism
^MO^O,°"o  c

r r .  ^  —0=c  «'๐'M ^.°
R = GIcNAc

Ch 3m

Oxocarbenium Ion

รูปที่ 4 เปรยบเทียบกลไกการย่อยไคทินของไคทิเนลในกลุ่ม family 18 (a) และ family 19 (ช)
(Brameld และ Goddard, 1998)
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ประโยชน์จึงมีน้อยมากเมื่อเทียบกับไคโตซาน ปัจจุบันได้มีการค้นคว้าและวิจัย นำไคทิน-ไคโทซาน 
ไปใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายลามารถสรุปได้ดังนี้ (ภาวดี และคณะ)

ด้านสิ่งทอและกระดาษ

การผลิตเค้นใยจากไคโทซานเกิดขึ้นครั้งแรกในปี 1981 เค้นใยที่ทำจากไคทิน- 
ไคโทซานมีสมบัติทนทานต่อความร้อน ไอนํ้า และสารเคมีหลายชนิด ติดสีและสารอื่นได้ดี เม่ือ 
เทียบกับเค้นใยจากเซลลูโลส เซ่น ฝืาย นอกจากนี้บริษัทในญี่ป่นหลายแห่งได้ทำการผลิตเค้นใย 
ลังเคราะห์ที่เคลือบด้วยไคทิน-ไคโทชาน ผลิตภัณฑ์เหล่านี้มีคุณสมบัติในการควบคุมความชื้น 
ซับเหงื่อได้ดี ทำให้รู้สึกสวมใล่ลบาย ทนต่อการซักค้าง สีติดทนนาน และยังปัองกันแบคทีเรียและ 
เช้ือรา ในอุตสาหกรรมกระดาษ ไคโทชานมีล่วนเพิ่มความแข็งแรงให้กับกระดาษ ทำให้งานพิมพ์ 
สวยงาม คมซัด เมื่อใช้ร่วมกับหมึกพิมพ์ท่ีมีประจุลบ

วัสดุทางการแพทย์

เนื่องจากไคทินเป็นสารธรรมชาติ ดังนั้นร่างกายมนุษย์มักจะไม่ทำการต่อต้าน
นอกจากน้ีไคทินยังลามารถป้องกันการติดเชื้อ ซ่ึงจากฃ้อดีต่าง  ๆ นี้เองจึงลามารถนำไคทินมาใช้ 
งานในล่วนของวัสดุทางการแพทย์!ค้อย่างมากมาย เซ่น วัสดุตกแต่งแผล ไหมเย็บแผล ดัวควบคุม 
การปลดปล่อยยา ผิวหนังเทียม สารป้องกันการแข็งตัวของเลือด เป็นต้น

อาหารและเครื่องดื่ม

ไคทินเป็นอาหารเสริม (nutritional additives) ที่ไม่ให้พลังงานและไม่มีการดูดซึม 
เช้าล่ร่างกาย เนื่องจากในร่างกายคนไม่มีเอนไซม์ที่ช่วยย่อยไคทิน ดังนั้นจึงมีการนำไปใช้ในอาหาร 
สำหรับควบคุมน้ําหนัก (diet food) อีกท้ังไคทินยังมีสมบัติเป็น barrier จึงมีการนำมาใช้ในเรื่อง 
บรรจุภัณฑ์สำหรับอาหาร ตัวอย่างการนำไคทินไปใช้ในด้านน้ีคือ food stabiliser สารเติมแต่งใน 
อาหาร อาหารเสริมควบคุมนํ้าหนัก การถนอมรักษาอาหาร บรรจุภัณฑ์สำหรับอาหาร

การเกษตร

ไคทินมีสมบัติพิเศษบางอย่างที่เหมาะสมในการประยุกต่ใช้ทางการเกษตรกรรม 
ได้มีการพัฒนาการนำไปใช้ทางเกษตรกรรมอย่างมากมาย เซ่น การเคลือบเมล็ดพันธุ ส่วนผสมใน 
อาหารสัตว์ ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าไค้เดือน ยาฆ่า/ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา สารเร่งในการเจริญ 
เติบโตชองพืช
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เครื่องสำอาง

ไคทินถูกใช้เป็นสารทำให้ข้น (thickening agent) และสารเติมแต่ง (additive) ใน 
ผลิตภัณฑ์ประเภท hair care, skin care และ oral care

ก า ร บ ำ บ ัด นํ้าเสีย

ในด้านนี้จะอาศัยลมปติความเป็น polyelectrolyte และความสามารถในการเกิด 
สารประกอบเชิงช้อนภับโลหะหนักของไคโทชานในกระบวนการ เข่น น้ีาด่ีม การ recoveries ของ 
โลหะ การบำบัดนี้าเสียในสระว่ายน้ีาในโรงงานอุตสาหกรรม

Product separation and recovery

ไคทิน-ไคโทซานในรูปต่าง  ๆ เข่น แผ่นบาง (membrane) ผง สารละลาย ถูกนำไป 
พัฒนาใช้ใน membrane separation เป็น encapsulating adsorbent ใช้ใน chromatographic 
columns

ว ัต ถ ุป ร ะ ส ง ค ์ข อ ง ง า น ว ิจ ัย

เน่ืองจากไคทินเป็นสารพอลิเมอร์ที่พบมากในธรรมชาติ ซึ่งจำเป็นที่จะต้องกำจัด 
โดยการนำไคทิเนสมาช่วยย่อยสลายในการกำจัดของเสียดังกล่าว เพ่ือลดปัญหาทางสิ่งแวดล้อม 
และปัจจุบันได้มีการใช้ไคทิเนสอย่างกว้างขวาง เข่น ใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืช ใช้ควบคุมการเจรีญ 
ของเช้ือรา ซึ่งในปัจจุบันประเทศไทยบังต้องนำเช้ามาจากต่างประเทศและเสียค่าใช้จ่ายสูง จึงได้มี 
’การศึกษาเพื่อหาแหล่งผลิตไคทิเนลภายในประเทศได้และมีราคาถูกซึ่งจะช่วยลดภาระการนำเช้า 
จากต่างประเทศได้ นางลาวเกื้อการุณย์ ครูส่ง และ อ.ดร. รัฐ พืชญางกูร จากภาควิชาชีวเคมี 
คณะวิทยาศาลตรั จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้แยก Bacillus cereus  จากดินภายในประเทศและ 
พบว่าลามารถผลิตไคทิเนสได้ และมีความสามารถในการย่อยคอลลอยดัลไคทินที่เป็นส่วน
ประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือได้ นางลาวมณีรัตน์ มีพลอยได้นำ Bacillus cereus  ท่ีได้ทำการเตรียม 
และศึกษาสมบัติของไคทิเนสที่ผลิตจากเช้ือน้ี พบว่าเอนไซม์ท่ีเตรียมให้บรีสุทธได้มีไคทิเนลอยู่ 5 
ขนาด มีน้ําหนักโมเลกุล 45 58 60 70 และ 80 กิโลดาลดันจากการแยกด้วยเอสดีเอส-พอลิอะครีลา 
ไมด์เจลอิเล็กโทรโฬรัจิล แต่หากแยกโดยพอลิอะครีลาไมด์เจลท่ีไม่เสียสภาพ จะพบเพียง 2 แถบ 
และเอนไซม์ท่ีได้มีคุณสมบัติเป็นไกลโคโปรตีน pH ท่ีเหมาะลมคือ 4.0-6.0 อุณหภูมิท่ีเหมาะลมท่ี 
40-50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ลามารถไฮโดรไลซ์คอลลอยดัลไคทินได้ดีท่ีสุดและพบว่าเอนไซม์ท่ีได้ 
มีแอคติวิตีฃองไคโทไบโอชิเดลและเอ็นโดไคทิเนล และพบว่าเอนไซม์ที่เตรียมได้มีแอคติวิตีสูงกว่าไค
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ทิเนลจาก Serra tia  m acescens  ท่ีใช้ในทางการค้า (มณีรัตน์ มีพลอย, 2542)แต่เน่ืองจากไคทิเนล 
ท่ีเตรียม'ได้ยัง'ไม่ปริสุทธ ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการทำวิทยานิพนธ์น้ีจึงต้องการศึกษาต่อจากงาน 
ของมณีรัตน์ มีพลอยโดยจะทำการแยกเอนไซมให้ใต้เอนไซม์ท่ีบรสุทธและนำเอนไซม์ท่ีได้มาศึกษา 
ลมบ!บางประการ
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