
ผลการทดลอง และอภ ิปรายผล

1. การแยก และค ัดเล ือกย ีสต ์

จากตัวอย่าง ผลไม้ และ ดิน ท่ีนำมาแยกยีสต์ได้เช้ือบริสุฑธ้ีบนอาหารวุ้น 

วายเอ็ม ท้ังหมด 54 สายพันธุ และเม่ือนำมาทดสอบแบบรวดเร็วตามวิธีของ Prakasam

และ Azariah (1975) พบยีสต์ท่ีให้ผลบวก 8 สายพันธุ ท่ีให้ปฏิกิริยาสีม่วงแดงถึงน้ําตาล

เข้ม ตังแสดงในรูปท่ี 4 ซ่ึงแต่ละลายพันธุจะให้สีท่ีมีความเข้มต่าง  ๆ กัน ได้จัดลำตับ 

ความเข้มตังตารางท่ี 2 โดยสีม่วงแดงถึงน้ําตาลเข้มน้ี แสดงสีของไคดินหรือไคโตซานท่ีผนัง

เซลล์ ซ่ึงได้จากปฏิกิริยาตามวิธีตังกล่าว เม่ือตรวจพบไคดินหรือไคโตซาน จึงคาดว่ายีสต์

สามารถสร้างเอน1ไซม5ไคดินดีอะเซทิเลส1ได้ เช่นเดียวกับรายงานของ White และคณะ (1979) 

ท่ีใข้วิธีน้ีในการตรวจผนังเซลล์ของรา Mu cor rouxii ท่ีผลิตไคดินดีอะเซทิเลส ซ่ึงมีไคโตซาน

เป็นองค์ประกอบของผนังเชลล์ จากวิธีตังกล่าวน้ีสามารถคัดเสือกยีสต์ที่ให้ผลบวก 8 สายพันธุ 

จาก 54 สายพันธุ คือ สายพันธ์ MS, MS2 MSj MS4 MS5 MSg MS7 และ MSg 

ตังแสดงในรูปท่ี 5
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รูปที่ 4 สีที่เกิด'จากปฏิกิริยาการ'ทดสอบแบบรวดเร็ว (rapid test)

หมายเหตุ 1 คือ หลอดควบคุมที่ไม่มีการเติมเซือ

2 คือ หลอดควบคุมที่มีการเติมเชือ ทีไม่เกิดปฏิกิริยา 

MS, -  MSg เป็นปฏิกิริยาลีที่เกิดจากยีสต์ทีคัดเลือกได้ 8 ลายพันธุ



ตารางที่ 2 เปรียบเทียบผลของการทดลอบแบบรวดเร็ว (rapid test) ตามวิธีของ Prakasam

และ Azariah (1975)

ลายพันธุ ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็งวายแม แหล่งที่มา 

ผลไม้และดิน

Rapid test

MS. สีขาวขุ่น ผิวด้าน กลมขอบเรียบ 

0 0 .5 -0 .8  มิลลิเมตร 

สีขาวขุ่น ผิวมันวาว กลมขอบเรียบ 

0  า.5 -2 .0 มิลลิเมตร
«=J 1 ^  1/

ลำไย +

m s2 องุ่น +

m s3 สขาวขุ่น ผิวแหง นูน 

0 2 .0 - 2 .5 มิลลิเมตร

องุ่น +

MS, สีขาวขุ่น กลม ขอบไม่เรียบ 

0  2 .0 -  2.5 มิลลิเมตร

ชมพู่ +

MS, สิขาวขุ่น กลมขอบไม่เรียบ 

0  1 .8 -2 .0 มิลลิเมตร

เงาะ +++

m s6 สีขาวขุ่น ผิวมันวาว กลม ขอบเรียบ 

0  1 .5 - 1.8 มิลลิเมตร

ฝร่ัง +

MS- สิขาวขุ่น ผิวแห้ง ขอบไม่เรียบ 

0  1 .8 -2 .0 มิลลิเมตร

ดิน ++

MS, สีชมพูอ่อนใส ผิวมัน เยิ้ม 

0  1 .5 - 1.8 มิลลิเมตร

อ ังค ณ า ,2540 +++

+ หมายถึง ความเข้มของลีที่เกิดจากปฏิกิริยาของการทดสอบแบบรวดเร็ว เกิดสีน้อย 

++ หมายถึง ความเข้มของสีที่เกิดจากปฏิกิริยาของการทดลอบแบบรวดเร็ว เกิดสีปานกลาง 

+++ หมายถึง ความเข้มของสีที่เกิดจากปฏิกิริยาของการทดลอบแบบรวดเร็ว เกิดสีเข้ม



3 3

รปท่ี 5 แสดงลักษณะยีลต์ทีคัดเลือกได้ 8 สายพันธุ เจริญบนอาหารวุ้นเอียงวายเอ็น
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นำยีสต์ทั้ง 8 สายพันธุมาทดสอบแหล่งของไคตินดีคะเซทิเลล และ

ระยะเวลาในการผลิตเอนไซม์ โดยเล้ียงยีสต่ในอาหารเหลวสูตรวายพีจี บ่มบนเครองเขย่า

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเชียส) เป็นเวลา 14 1 24 1

48 และ 96 ช่ัวโมง จากนั้นนำน้ําเล้ียงท่ีแยกเซลล์ออกแล้วมาศึกษา เป็นแหล่งเอนไซม์ท่ีขับ

ออกนอกเชลล์ ล่วนเซลล์ยีสต์ถูกนำมาบดเพื่อศึกษาเอนไซม์ท่ีอยู่ภายในเซลล์ โดยวัดแอคติวิตี 

ของเอนไซม์ด้วยวิธีการเทียบสีของ Ride และ Drysdale (1972) สีปฏิกิริยาแสดงดังรูปท่ี 6 

ส่วนผลการทดลอง แสดงดังตารางท่ี 3 โดยสามารถตรวจพบไคตินดีอะเชทิเลสได้ท้ังภาย

ในเชลล์ยีสต์ และส่วนท่ีขับออกนอกเชลล์ของยีสต์ท้ัง 8 สายพันธุ แต่จะพบเอนไซม์ส่วนท่ี

ขับออกนอกเซลล์เป็นปริมาณที่สูงกว่า ซ่ึงเอนไซม์ท่ีถูกขับออกนอกเชลล์น้ีถูกตรวจพบต้ังแต่ช่ัวโมง 

ท่ี 14 ของการเล้ียงเช้ือ และเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง และจากผลการ

ทดลอง พบแอคติวิตีของเอนไซม์ท่ีขับออกนอกเชลล์ท้ังหมดมีปริมาณสูงท่ีสุด เท่ากับ 20.26

มิลลิยูนิต ซ่ึงผลิตโดยยีสต์สายพันธุ MSg และแอคติ'วิตีท่ีต่ําสุดผลิต'โดยยีสต์สายพันธุ MS5

คือ 1.67 ม้ลลิยูนิต ซ่ึงการตรวจพบปริมาณเอนไซม์ท่ีถูกขับออกนอกเซลล์สูงกว่าท่ีอยู่ภายใน

เชลล์น้ี ลอดคล้องกับรายงานของ Siegnst และ Kauss (1990) ท่ีศึกษาไคตินดีอะเซทิเลส

ใน Colletotrichum lindemuthianum และ Colletotrichum lagenarium พบว่าเป็นเอนไซม์ 

ที่ถูกขับออกนอกเชลล์ ซ่ึงมีปริมาณสูงกว่าเอนไซม์ท่ีอยู่ภายในเซลล์ถึง 25 เท่า และรายงาน 

ของ นันทนา (พ.ศ. 2542) พบว่าเช้ือรา Rhizopus oligosporus NS1 จะขับเอนไซม์!.คติน

ดีอะเซทิเลสออกนอกเชลล์ ส่วนเอนไซม์ท่ีอยู่ภายในเชลล์จะพบในปริมาณท่ีน้อยกว่า

ส่วนในแบคทีเรีย Ohishi และคณะ (1997) ตรวจพบเอนไซม์!คตินคื- 

อะเชทิเลสในส่วนนํ้าใล ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ขับออกนอกเชลล์ของเชื้อ Vibrio alginolyticus H8 

ในทางตรงกัน'ข้าม1ไคตินดีอะเ1ชทิเลสที่ผลิต'โดย Mucor rouxii เป็นเอนไซม์ส่วนที่อยู่ภายในเซลล์ 

มากกว่า คือ ประมาณ 49 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่าจากส่พที่ถ ูกข ับออกนอกเชลล์ท ี่พบรองลงมา 

คือ 37 เปอร์เซ็นต์ และที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มเชลล์ 14 เปอร์เซ็นต์ (Davis และ Bartinicki-

Garcia ,1984)

โดยที่ยีสต์ลายพันธุ MS1 และ MSg มีการผลิตไคตินคือะเชทิเลส

แอคติวิต ีส ูงเมื่อเปรียบเทียบกับยีสต์ลายพันธุอ ื่น (จากตารางที่ 3) ดังนั้นจึงได้เลือกยีสต์สายพันธุ 

MS1 และ MSg ใช้ในการทดลองขั้นต่อไป และเวลาในการเพาะเลี้ยงยีสต์เพื่อผลิตไคตินดีอะ- 

เชทิเลส คือ 48 ชั่วโมง
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รูปที่ 6 สีปฏิก๊รยาของการตรวจลอบเอนไซม็โดยวิธีการเทียบสิ

(Colorimetric method) ของ Ride และ Drysdale (1972)

I  £005450.00



ตารางที่ 3 แหล่งของไคตินดีอะเซทิเลสในยีสต์8 ลายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลววายพีจี 

ทดสอนใดยวรเทย”น่สทเกดจาท!]/]ทรยาของ Ride แลร; Diyedaie (1972)

สายพันธุ เวลาในการเพาะแยง 

(ซั่วโมง)

ปริมาณเอนไซม ์ท ั้งหมดในเชลล์ 

(Intracellular enzyme) m l)

ปร ิมาณ เอนใชม ์ท ั้งหมดท ี่ข ับออกนอก 

เซลล ์ (Extracellular enzyme) ทาบ

MS, 14 0.1610 15.23

24 0.2113 13.50

48 0.1093 17.85

96 0.1420 17.42

MS, 14 0.1528 7.09

24 0.1011 8.59

48 0.1030 15.54

96 0.1634 15.20

MS, 14 0.1747 7.83

24 0.2017 6.48

48 0.1914 13.82

96 0.1679 15.82

MS, 14 0.2097 2.72

24 0.2480 8.45

48 0.2419 12.38

96 0.2220 15.41

MS, 14 0.2021 1600

24 0.1689 1.67

48 0.1646 12.02

96 0.1889 15.62

MS, 14 0.2355 8.35

24 0.1678 11.59

♦8 0.1360 16.89

96 0.1396 16.65

MS? 14 0.1430 7.40

24 0.0900 1.79

48 0.1266 16.33

96 0.0935 14.68

MS„ 14 0.1167 19.31

24 0.0972 20.26

48 0.1173 16.82

96 0.1200 16.19



2. การจาแนกยสต

นำยีสต์สายพันธุที่คัดเลือกไว้จากการทดลองข้อ 1 ที่ผสต1โคดินดีอะเซทิเลล 

แอคติวิตีสูง คือ สายพันธุ MS. และ MS6 มาจัดจำแนกสายพันธุทางอนุกรมวิธาน

โดยวิธีของ Lodder (1970) และ Beneke(1970) ศึกษาสัณฐานวิทยา ได้ผลดังแสดงใน

ตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ผลการศึกษาการจำแนกยีสต์ทางสัณฐานวิทยา

สายพันธุยีสต์ ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ตรวจพบ

MS, รูปร่างค่อนข้างกลม มีขนาดของเชลล์ประมาณ 4 x 5  ไมครอน 

เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลววายเอ็ม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

พบการแตกหน่อแบบ multilateral budding ดังแสดงในรูปที่ 7 

มีการเจรณบนผิวของอาหารทำให้เกิดฝืาที่ผิวอาหารเหลว 

ดังแสดงในรูปที่ 8

m s8 รูปร่างกลมร มีขนาดของเซลล์ประมาณ 4 x 7  ไมครอน 

เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลววายเอ็ม เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

พบการแตกหน่อแบบ multilateral budding ดังแลดงในรูปที่ 9 

ไม'มีการเจริญแบบฝืาที่ผิวอาหาร

ยีสต์สร้างรงควัตถุสีล์ม (orange pigment) ดังแสดงในรูปที่ 10



รูปท่ี 7 แสดงลักษณะของยีสต์ MS, ภายใต้กล้องจุลทรรศน

รูปท่ี 8 แสดงลักษณะการเจริญแบบฝืาฃองยีสต์ MS, บนผวฃองอาหารเหลว1วายเอ็ม
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รูปท่ี 9 แสดงลักษณะยีสต์ MSg ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

รูปท่ี 10 แสดงลีของรงควัตถุสีล้มของยีสต์ MSg เม่ือเล้ียงในอาหารเหลววายเอ็ม
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และสืกษาทางสรีรวิทยา พบว่ายีสต์ MS, สามารถหมักนำตาล และใช้นำตาลได้ชนิดเดียว

คือ กลูโคส โดยสังเกตุ จากแก๊สท่ีเกิดในหลอดดูแรห์มจากอาหารทดสอบการหมักนำตาล 

และการเจรีญจากความขุ่นของเช้ือในอาหารทดสอบการใช้นำตาล ส่วนยีสต์ลายพันธุ

MSg ไม่มีความสามารถในการหมักน้ําตาล แต่สามารถใช้นาตาลเกือบทุกชนิดท่ีทดสอบ

ยกเว้น'น้ําตาลแลคโตล ผลแสดงดังตารางท่ี 5

ตารางท่ี 5 ผลการคืกษาการหมักและการใช้น้ําตาลชนิดต่างๆ

การ'หมักน้ําตาล กลูโคส กาแลคโตส ซูโครส มอลโตส แลคโตส เท ฮาโลส ราฟทิเโนส ไซโลส

(Fermentation)

MS, + / G - /  NG - / NG - / NG - / NG - / NG - / NG - / NG

MSg + /NG + /NG + /NG + /NG + /NG + /NG + /NG + / NG

การใชน้ํ้าตาล

(Assimilation)

MS, + - - - - - - -

MSg + + + + - + + +

G หมายถึง มีแก๊สเกิดข้ึน

NG หมายถึง ไม่มีแก๊สเกิดข้ึน

+ หมายถึง เกิดความขุ่น เน่ืองจากการเจริญของเช้ือ

หมายถึง ไม่เกิดความขุ่น เน่ืองจากใม่มีการเจริญของเช้ือ



จากการศึกษา สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาการหมักและการใช้นํ้าตาล พบว่า

ยีสต์สายพันธุ MS, ให้ผลปฏิกิรียาการจัดจำแนกต า ม  Beneke (1970) เป็นสายพันธุ้ย ีสต์ 

Candida krusei ส่วน MSg จำแนกได้เป็นยีสต์ Rhodotorular rubra ตามการจัด

จำแนกตามคู่มือของ Lodder (1970) ต่อไปในการทดลอง วิทยานิพนธ์เล่มนี้จะใช้ชื่อตามที่

จำแนกได้ และจะเรียก MS, ว่า c. krusei MS, และ MSg ว่า R. rubra MSg

3. การปร ับปร ุงส ูตรอาหารเล ี้ยงเช ื้อ

3.1 แหล่งคาร์บอน

หลังจากนำเชื้อทั้งลองลายพันธุมาทดสอบการใช้นํ้าตาล ได้ผลดังแสดง

ไว้ในตารางที่ 5 พบว่า c. krusei MS, ใช้แหล่งคาร์บอนได้ชนิดเดียว คือ กลูโคส ดังนั้น

จึงเลี้ยง c. krusei MS, ในอาหารสูตรวายพีจี โดยมืกลูโคลเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แปรผัน

ความเข้มข้นของกลูโคส ตั้งแต่ 0 .5 -8 .0  เปอร์เซ็นต์ พบว่ามืแอคติวิตีของไคตินดีอะเซทิเลล

ลูงลุด คือ 0.4686 มิลลิยูน ิตต่อมืลลิลิตร เมื่อใช้กลูโคส 1 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน และ

แอคติ'วิตี'จะลดลง เมื่อมีความเข้มข้นของกลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปที่ 11 

ทั้งนี้อาจเนื่องจากความเข้มข้นของกลูโคสที่สูง มืผลยับยั้งการสร้างใคตินดีอะเซทิเลล การใช้

กลูโคลความเข้มข้นตํ่า'ในการเลี้ยงเชื้อ เพื่อผลิตไคตินดีอะเซทิเลลนั้น ลอดคล้องกับรายงานของ 

Kafetzopaulos และคณะ (1993) ที่ใช้กลูโคสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นตํในการเลี้ยง

Mucor rouxii เพ ื่อผลิตไคตินดีอะเชทิเลส, Alfonso และค ณ ะ(1995) ใช้กลูโคลความเข้ม

ข้น 1 เปอร์เซ็นต์โนการเลี้ยง Aspergillus nidulan เพื่อศึกษาบทบาทของไคตินดีอะเซทิเลส

ที่ทนร้อน ต่อการย่อยผนังเซลล์ของรา Tokuyasu และคณะ (1996) ใช้กลูโคสความเข้มข้น

เพียง 0.4 เปอร์เซ็นต์ในการเลี้ยงรา Colletotrichum lindemulhianum ซึ่งเป็นราก่อโรคพืช 

ที่สร้างไคตินดีอะเซทิเลส และ Ohishi และคณะ ในปี ค.ศ. 1997 ใช้กลูโคสความเข้มข้น

0.6 เปอร์เซ็นต์ในการเลี้ยงแบคทีเรีย Vibrio alginolyticus H8 เพื่อผลิตไคตินดีอะเซทิเลส

ดังนั้นในการทดลองนี้จึง;,ลือกกลูโคสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนของยีสต์

Candida krusei MS, เพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป



ความเข้มข้นของกลูโคส (เปอร์เซ็นต์)

♦—  แอคติวิตี (มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) - - - - - - -  นาห'นักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

รูปที่ 11 แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเซทิเลล และนํ้าหนักเชลล์แห้ง ของยีสต์

c. krusei MS, เมื่อแปรผันความเข้มข้นกลูโคสในช่วง 0 .5 -8 .0  เปอร์เซ็นต์ 

ของอาหารเหลว บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 

(30 ±  2 องศา เซลเชียล) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 1)
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ส่วนยีลต์ R. rubra MSg นน ลามารถเจรณได้ใน,นาตาลหลายชนิด ได้

เสือกนำตาลทียีสต์เจใญิไต้ดืสองอนตับ ดือ กลูโคล และราฟพโนส เป็นแหล่งคาร์บอน โดยแปร 

ความเข้มข้นของนํ้าตาลแต่ละชนิด ตั้งแต่ 0 .5 -8 .0  เปอร์เซ็นต์ พบว่าแอคติวิตีสูงสุดเท่ากับ

0.4559 มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิล ิตร เมื่อใช้ 1 เปอร์เซ็นต์กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และแอคติวิตี 

จะลดลงเมื่อมีความเข้มข้น ของกลูโคส 3 เปอร์เซ็นตํในอาหารเลียงเชือ ดังรูปที่ 12

0 1  2 3 4 5 6 7 8 9

ความเข้มข้นของกลูโคส (เปอร์เซ็นต์)

• —  แอคติวิตี (มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) นํ้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

รูปที่ 12 แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเซทิเลส และนํ้าหนักเซลล์แห้ง ของยีสต์

R. rubra MSg เมื่อแปรผันความเข้มข้นกลูโคส ในช่วง 0.5 -  8.0 เปอร์เซ็นต์ 

ของอาหารเหลว บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 

ห้อง (30 ±  2 องศา เซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

(ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 2)
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แต่เมื่อใช้ราฟพิเโนลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าความเข้มช้นที่เพิ่มขึ้นของแหล่ง

คาร์บอน ไม่ไดัทำให้การผลิตไคตินดอะเซทีเลสลดลง แต่แอคติวิตีกลับเพิ่มขึ้นเมื่อใช้ราฟทิเโนล

ความเข้มข้นสูง โดยที่ความเข้มข้นของราฟทิเโนลลูงถึง 4 เปอร์เซ็นต์ ให้แอคติวิตี 0.3670

มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่าเมื่อใช้ราฟฟิโนลความเข้มข้นตํ่า 0.5 -  3.0 เปอร์เซ็นต์ ท่ีให้

แอคติวิตีอยู่ในช่วง 0.30-0.31 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในรูปที่ 13 แต่เมื่อเปรยบเทียบ 

ระหว่างกลูโคสและราฟพิเโนลที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่ายีสต์ R. rubra MSg จะให้

แอคติวิตีสูงกว่าเมื่อใช้ กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ทั้งนี้นํ้าตาลกลูโคสยังมีราคาถูกกว่า‘นาตาล

ราฟทิเโนส จึงเลือกกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนลำหรับยีสต์ R. rubra MSg เพื่อใช้ในการทดลอง 

ต่อไป

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9  

ปริมาณ'นาตาลราฟฟิโนส (เปอร์เซ็นต์)

----•  แอคติ'วัต (มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) นํ้าหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

รูปที่ 13 แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเชทิเลล และนํ้าหนักเชลล์แห้ง ของยีสต์

R. rubra MSg เมื่อแปรผันความเข้มข้นราฟพิเโนล ในช่วง 0.5 -  8.0 

เปอร์เซ็นต์ ของอาหารเหลว บ ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว150รอบต่อนาที 

ที่อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศา เซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

(ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 3)
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3.2 ชนิดและปริมาณแหล่งไนโตรเจน

3..2.1 ชนิดของแหล่งไนโตรเจน

จากการศึกษาหาชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม เพ่ือใช้ไนการ

ผลิตไคตินดีอะเซทิเลสฃองยีสต์สายพันธุ c. krusei MS, และสายพันธุ R. rubra MSg 

โดยเล้ียงยีสต์ในอาหารเหลววายพีจี ท่ีมีการแปรผันชนิดของแหล่งไนโตรเจน โดยมีแหล่งอนิ'นทรีย์ 

ไนโตรเจน 5 ชนิดคือ แอมโมเนียมไนเตรท, แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนีมซัลเฟต,

โซเดยมไนเตรท และ แอมโมเนียมซิเตรท สำหรับแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน 2 ชนิด คือแบคโต-

เปปโตน และพอลิเปปโตน ท่ีมีความเข้มข้นชนิดละ 1 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่า

c. krusei MS, ใช้ท้ังอนินทรีย์และอินทรีย์ไนโตรเจนในการเจริญ และ ผลิตไคตินดีอะเซทิเลส

ผลแสดงดังรูปท่ี 14 เม่ือใช้แหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนแบคโตเปปโตน ยีสต์เจริญสูงสุดมีนํ้าหนัก

เซลล์แห้ง 8.2 กรัมต่อลิตร และผลิตเอนไชมํได้สูงสุด 0.4011 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร

ดังน้ันจึงเลือกแบคโตเปปโตนเป็นแหล่งอินทรีย์ในโตรเจน เพ่ือใช้ในการทดลองแปรผันปริมาณ

ต่อไป เม่ือใช้แหล่งอนินทรีย์ในโตรเจน แอมโมเนียมไนเตรท จะให้แอคติวิตีสูงใกล้เคียงกันกับ

เม่ือใช้แอมโมเนียมซัลเฟต คือ 0.3512 และ 0.3576 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ 

แต่แอมโมเนียมในเตรทมีราคาถูกกว่า จึงเลือกแอมโมเนียมไนเตรท มาใช้เป็นแหล่งอนินทรีย์

ไนโตรเจน มาใช้ในการทดลองแปรผันปริมาณของแหล่งไนโตรเจน
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I  น า ห น ัก เช ล ล ์แ พ ้ (ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร ) □  แ อ ค ต า ต ี (ม ิล ล ิย ูน ิต ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร )

รูปที่ 14 เปรียบเทียบชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ และการผลิต ไคตินดีอะ- 

เซทิเลสของยีสต์ c. krusei MS1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีแหล่งไนโตรเจน 

แต่ละชนิดความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150

รอบต่อนาที■ที่อ ุณหภูมิห ้อง (30± 2 องศาเซลเชียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

(ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 4)
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ส่วนยีสต์ R. rubra MSg ใช้แหล่งอินทรียใเละอนินทรีย์ในการเจริญได้ดีเท่าๆ 

กัน โดยเปรียบเทียบได้จากน้ําหนักเชลล์แห้งของยีสต์ หลังการเลยงด้วยแหล่งไนโตรเจนต่างๆ

จะมีปริมาณใกล้เคียงกัน ดังแสดงในรูปท่ี 15 แต่ยีสต์'จะผลิต'ไคตินดีคะเชทีเลส'ได้สูงสุดเท่ากับ

0.4434 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร เม่ือใช้แหล่งอินทรีย์!นโตรเจน คือ แบคโตเปปโตน ดังน้ันจึงเลือก 

แบคโตเปปโตนมาใช้ในการทดลองแปรผันปริมาณแหล่งไนโตรเจนต่อไป

ร
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I โปหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) □  แอคตวต (มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร)

รูปท่ี 15 เปรียบเทียบชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ และ การผลิต'ไคตินดีอะ-

เซทีเลสของยีสต์ R. rubra MSg เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว ที่มีแหล่ง1ไนโตรเจน 

แต่ละชนิดความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 150

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

(ภาคผนวก ฉ ตารางท่ี 5)
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ผลการทดลองในการเลือกซนิดของแหล่งไนโตรเจน คือ แหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน 

เป็นองค์ประกอบในอาหารเล้ียงยลต เพ่ีอผลิตไคตีนดอะเซทิเลล ในงานวิจัยน้ีสอดคล้องกับ

ในการทดลองของ นันทนา (พ.ศ. 2542) ใช้แบคโฅเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ลำหรับการ 

เลียง R. oligosporus ผรใ เพ่ีอผลิตไคตินดีอะเซทิเลส Ohishi และคณะ (1997) ใช้

แบคโตเปปโตน เป็นองค์ประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ V. alg ino lyticus  H8 และ Kafetzopaulos 

(1993) ใช้พอลิเปปโตนซ่ึงเป็นอินทรีย์ไนโตรเจน ในการเล้ียง M. rouxii เพ่ีอผลิต1ไคตินดีอะ- 

เฃทิเลล

3.2.2 ปริมาณของแหล่งไนโตรเจน

เลือกชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีเลือกได้จากการทดลองในข้อ 3.2.1 คือ 

แบคโตเปปโตน และ แอมโมเนียมไนเตรท ลำหรับยีสต์ c. krusei MS, และ แบคโตเปปโตน 

ลำหรับยีสต์ลายพันธุ R. rubra MSg แล้วแปรผัน'ปริมาณแหล่งไนโตรเจนท่ีเลือกน้ีต้ังแต่

0 .5 -3 .0 เปอร์เซ็นต์ พบว่าลำหรับ c. krusei MS, จะมีไคตินดีอะเซทิเลลแอคติวิต ีล ูงสุด

0.3587 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีแบคโตเปปโตนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

เป็นแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน ส่วนเม่ือใช้แอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งอนินทรียไนโตรเจน

ความเข้มข้นตั้งแต่ 0 .5 -3 .0 เปอร์เซ็นต์ พบว่าให้แอคติวิตีลูงสุดเท่ากับ 0.2211 มิลลิยูนิตต่อ 

มิลลิลิตร เม่ือมีความเข้มข้นแอมโมเนียมไนเตรท 1 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปท่ี 16

จากการทดลองยังพบว่า เมื่อยีสต์ c. krusei MS 1 ใช้แหล่งอินทรีย์ในโตรเจนแบคโตเปปโตน

ในการเจริญ จะผลิตไคตินดีอะเชทิเลลได้ดีกว่า เมือใช้แอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่งอนินทรีย์

ไนโตรเจน ดังน้ันจึงเลือกแบคโตเปปโตน ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งไนโตรเจน

ลำหรับการเลี๋ยงยีสต์ C. /<rusei MS, ต่อ'ไป
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ความเข้มข้น (เปอร์เซ็นต์)

■ ----- แอคติ'วิตีเมื่อ'ใช้แบคโตเปปโตน -----♦ -----  แอคติว ิต ีเม ื่อใช ้แอมโมเน ียมไนเตรท

นํ้าหนักเชลล์แห้งเม ื่อใช ้แบคโตเปปโตน น ํ้าหน ักเชลล์แห ้งเม ื่อใช ้แอมโมเน ียมในเตรท

รูปท่ี า 6 ผลการแปรผันความเข้มข้นของแบคโตเปปโตน ในช่วง 0 .5 -3 .0  เปอร์เซ็นต์

และแอมโมเนียมไนเตรทในช่วง 0.5 -  3.0 เปอร์เซ็นต์ ต่อการเจริญและการ 

ผลิต ไคตินดีอะเซทิเลลของยีสต์ c. krusei MS, เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว

บ่มบนเครองเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ( 3 0± 2

องศาเซลเชียล่) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 6)
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ส่วน'โน R. rubra MSg พบว่าเอนไซม็ใคตินดีอะเชทิเลสมีแอคติวิตีลูงสุดเท่ากับ

0.4570 มิลล่ยูน ัตต่อมิลลืลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารทมีแบคโตเปปโตนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

เป็นแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน ดังแสดงในรูปที่ 17 ดั้งนั้นจึงเลือกแบคโตเปปโตนความเข้มข้น 1

เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งไนโตรเจนสำหรับยีสต์ R. rubra MSg เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

ซึ่งความเข้มข้นของแบคโตเปปโตน ที่ใช้สำหรับยีสต์ทั้งสองนี้ มีความเข้มข้นตํ่ากว่าที่ใช้ไนการ

เลี้ยงรา R. oligosporus ผ รๅ (น ัน ท น า,พ .ศ .2542) ซ่ึงใช้ท่ี 1.5 เปอร์เซ็นต์

0 0 .5  1 1.5 2 2 .5  3 3.5

ความเข้มข้นของแบคโตเปปโตน (เปอร์เซ็นต์)

♦ แอคติ,วัต(มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร) •นาหนักเซลล์แห้ง(กรัมต่อลิตร)

รูปที่ 17 ผลการแปรผันความเข้มข้นของแบคโตเปปโตน ในช่วง0 .5 -3 .0  เปอร์เซ็นต์

ต่อการเจริญและการผลิต1ไคตินดีอะเ'ชทิเลลของยีสต์R. rubra MSg เมื่อเลี้ยง 

ในอาหารเหลวบ่มบนเครองเขย่าความเร็ว150รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 

(3 0 ± 2  องศาเซลเชียล) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ภาคผนวกฉ ตารางที่ 7)
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3.3 แหล่งวิตามินรวม

ใช้สารสกัดจากยีสต์ เป็นแหล่งวิตามินรวมในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยแปร

ปริมาณให้มีความเข้มข้น 0.1 -  0.5 เปอร์เซ็นต์ของอาหาร พบว่าทั้ง c .kruse i MS, และ

R. rubra MSg ให้แอคติวิตีสูงสุดเมื่อมี 0.2 เปอร์เซ็นต์ สารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่งวิตามิน

คือ 0.3663 และ 0.4315 มิลลิย ูน ิตต ่อมิลล ิล ิตร ตามลำดับ ดังแสดงในรูปที่ 18 ในขณะ

ที่การผลิตไคตินดีอะเซทิเลลจากรา Rhizopus oligosporus NS, (นันทนา 1 พ.ศ. 2542)

ใช้สารสกัดจากยีสต์ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่าการเลี้ยงยีสต์ถึง 0.2 เปอร์เซ็นต์

Kafetzopoulos และคณะ (1993) ใช้สารสกัดจากยีสต์ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ ในการ 

ผลิตไคตินดีอะเซทิเลสจากรา M. rouxii ในการวิจัยของ Goa และคณะ (1995) ได้ใช้

สารสกัดจากยีสต์ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ ในการเลี้ยงรา A. coerulea แต่ใน

การทดลอง ยีสต์ทั้งสองสายพันธุ้ใช้สารสกัดจากยีสต์เพียง 0.2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งการเติมสาร

สกัดจากยีสต์ใน'ปริมาณที่มากชื้น ไม่มีผลต่อการเจริญและผลิต1ไคตินดีอะเ'ชทิเลล'ในยีสต์'ทั้งสอง 

สายพันธุ ลังเกตุได้จากนํ้าหนักเชลล์แห้งของยีสต์ และแอคติ'ว่ตี มีค่าใกล้เคียงกัน แต่พบว่า

ที่ความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ 0.2 เปอร์เซ็นต์ให้แอคติวิตีสูงสุด ดังนั้นยังต้องมีการ

เติมสารสกัดจากยีสต์ความเข้มข้นอย่างน้อย 0.2 เปอร์เซ็นต์ ในการเลี้ยงยีสต์เพื่อผลิตเอนไซม์
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( r o
È;les
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0 0.1 0 .2  0 .3 0 .4  0 .5 0.6

-*—  แอคติวิตี R. rubra MSg — • —  แอคติวติ c. krusei M S,

" น้ําหนักเซลล์แห้ง R. rubra M S e "  *  ■ พนักเซลล์แห้ง c. krusei MS.

รูปที่ 18 แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเซทิเลส และนํ้าหนักเซลล์แห้งของยีสต์ c. krusei MS,

และ R. rubra MSg เมื่อแปรผันความเข้มข้นของสารสกัดจากยีลตํในช่วง

0 .1 -0 .5 เปอร์เซ็นต์ ของอาหารเหลว บ่มบนเครองเขย่าความเร็ว 150

รอบต่อนาที . ท ี่อุณหภูมิห้อง (30 +  2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

(ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 8)
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3.4 แหล่งเกลือแร่

จากการศึกษาแหล่งเกลือแร่ชนิดต่างๆ ได้แก่ FeS04 1 MgS04 1 K2HP04 

และ KCI เพื่อล่งเสริมการเพิ่มการผลิต'ไคตินดีอะเชทิเลส เปรียบเทียบกับไม่มีการเติม

เกลือแร่ใดๆ ลงในอาหาร ในยีสต์ c. krusei MS, ผลดังแสดงในรูปที่ 19 พบว่าเมื่อเติม

เกลือแร่ FeS04 1 MgS04 และ KCI แอคติวิตีจะไม่เพิ่มหรือเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย เมื่อเทียบ

กับชุดควบคุม (control) แต่ในทางตรงกันข้าม เมื่อเติม K2FIP04 ความเข ้มข ้น0.1 เปอร์เซ็นต์ 

แอคติวิตีลดลงเหลือ 0.2986 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร และแอคติวิตีของเอนไซม์จะลดลงมาก

เมื่อเติม 0.5 เปอร์เซ็นต์ K2FIP04 คือ 0.157 ม ิลลิย ูน ิตต่อมิลลิล ิตร เม ื่อเทียบกับชุดควบคุมที่

มีแอคติวิตี เท่ากับ 0.334 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากผลของฟอสเฟต ( P04̂  ) 

ซึ่งต่างจากการผลิตไคตินดีอะเชทิเลสจากรา A. nidulans (Alfonso แ ล ะค ณ ะ ,1995) ที่ต้อง 

มีการเติม ฟอสเฟต ในรูป KH2P04 0.1 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และการผลิตไคติน

ดีอะเชทิเลสจาก V. alginolyticus H8 ต้องมีการเติม 0.02 เปอร์เซ็นต์ของ K2HP04 ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ (Ohishi และคณะ 1 1997)
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control 0.001 0.005 0.05 0.1 0.1 0.5 0.05 0.1

F e S 0 4 F e S 0 4 M g S O d M g S 0 4 K 2H P 0 4 K2H P 0 4 KCI KCI

รูปที่ 19 เปรียบเทียบชนิดและความเข้มข้นของแหล่งเกลือแร่ที่เติมลงในอาหารสูตร 

ปรับปรุง ที่มีผลต่อการผลิตไคตินดีอะเซทิเลล ของยีสต์ c. krusei MS,

เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที

ที่อุณหภูมิห้อง (3 0 ± 2  องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

(ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 9)

ล่วนสายพันธุ R. rubra MSg ผลแสดงดังรูปที่ 20 พบว่าเมื่อเติม 

0.1 เปอร์เซ็นต์ MgS04 แ ล ะ0.5 เปอร์เซ็นต์ K2HP04 พบแอคติวิตี 0.2643 และ 0.2353

มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งลดลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีแอคติวิตี 0.3025 มิลลิยูนิต 

ต่อมิลลิล ิตร แต่ในทางตรงกันข้ามเมื่อเติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ MgS04 และ 0.05 เปอร์เซ็นต์

KCI จะมีผลทำให้แอคติวิตีสูงขึ้น คือ 0.3323 และ 0.340 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ

เมื่อเทียบกับไม่มีการเติมเกลือแร่ มีแอคติวิตีเทำกับ 0.3025 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร ดังนั้น

จึงได้เติมทั้ง 0.05 เปอร์เซ็นต์ MgS04 และ 0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เทียบกับเมื่อเติมแต่ละชนิด ผลแสดงดังตารางที่ 6 พบว่า ในอาหารที่มีเกลือแร่ทั้งสองซนิด
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มีแอคติ'วิตีของเอนไซม์เท่ากับ 0.3441 มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยเมื่อ

เทียบกับเติมเกลือแร่แต่ละชนิดแยกกันคือ 0.3316 มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

MgS04 และ 0.3419 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI ซึ่งผลการทดลอง

นี้ต่างจากของ Alfonso และคณ ะ(1995) ท ี่ต ้องม ีการเต ิมเกลือแร่ท ั้งสองชนิดคือ0.05 

เปอร์เซ็นต์ MgS04 และ 0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตไคตินดีอะเซทีเลล 

จากรา A. nidulans

ดังนั้นในการทดลองต่อไป จึงมีการเติมเกลือแร่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ 

0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI สำหรับ R. rubra MSg ส่วน c. krusei MS, จากผลการทดลอง

พบ1ว่าเกลือแร่1ไม่มีผลต่อการผลิต1ไคตินดีอะเ'ซทิเลล จึงไม่มีการเติมเกลือแร่ในอาหาร

% w /v

c o n tro l 0.0Ô1 0 .0 0 5 0 .0 5  0.1 0 .1  0 .5  0 .0 5  0.1

FeSO „ F e S 0 4 M g S 0 4 M g S O , K2H P 0 4 K2H P 0 4 KCI KCI

รูปที่ 20 เปรียบเทียบชนิดและความเข้มข้นของแหล่งเกลือแร่ที่เติมลงในอาหารสูตร

ปรับปรุง ที่มีผลต่อการผลิตไคตินดีอะเซทิเลส ฃองยีสต์ R. rubra MSg

เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว บ่มบนเครองเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ี 

อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

(ภาคผนวกฉ ตารางท ี่10)



ตารางที 6 เปรียบเทียบแอคติวิตี เมือเติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ MgS04 และ 0.05 

เปอร์เซ็นต์ KCI ลงอาหารเลี้ยงยีลต์ R. rubra MSg

เกลือแร่ที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แอคตวต

(มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร)

ไม่มืการเติมเกลือแร่ 0.3014

0.05 เปอร์เซ็นต์ MgS04 0.3316

0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI 0.3419

0.05 เปอร์เซ็นต์ MgS04 + 0.05 เปอร์เซ็นต์ KCI 0.3441

4. ภาวะที่เหมาะสมสำหรับการเลี้ยงยีสต์เพื่อผลิตไคดินดีอะเซทิเลส

4.1 ความเป ็น กรดด่างเ ร ิ่ม ต้น

เลี้ยงยีสต์ลองลายพันธ์ที่คัดเลือกได้ ที่มีแอคติวิตีฃองไคดินดีอะเซทิเลส 

สูงกว่าลายพันธุอื่น คือลายพันธุ c. krusei MS, และ R. rubra MSg ในอาหารวายพีจีที่

ปรับปรุงสูตรแล้ว โดยมีองค์ประกอบต่างๆ ดังนี้ 1 เปอร์เซ็นต์กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน,

1 เปอร์เซ็นต์ แบคโตเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน , 0.2 เปอร์เซ็นต์สารสกัดจากยีสต์ เป็นแหล่ง 

วิตามินรวม และเติมเกลือแร่ 0.05 เปอร์เซ็นต์KCI สำหรับ R. rubra MSg โดยปรับค่า

ความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารในช่วง 4.5 -  7. 5 พบว่า ย ีสต์ c. krusei MS, จะให้

แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเชทิเลสสูงสุดเท่ากับ 0.5168 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหาร

ที่มืค่า ความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ Ô.0 ดังแสดงในรูปที่ 21 ซึ่งความเป็นกรดด่างนี้เป็น

ค่าที่ใกล้เคียงกับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อราลายพันธุ C. lindem uthianum  

เพื่อผลิตไคตินดีอะเซทิเลส ค ือ 5.8 (Tokuyasu แ ล ะค ณ ะ ,1996) และเช่นเดียวกันค่าความ 

เป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.0 เมื่อเลี้ยง V. alginolyticus H8 (Ohishi และคณะ , 

1997) ส่วนลายพันธุ R. rubra MSg ผลแสดงดังรูปที่ 21 พบแอคติวิตีสูงสุดเท่ากับ

0.4878 ม ิลลิย ูน ิตต่อมิลลิล ิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มืค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่ 4.5 

ซึ่งลอดคล้องกับรายงานของ Kafetzopoulos และคณะ (1993) และ Goa และคณะ(1995) ท่ี 

ใซ้อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรวายพีจีที่มืความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 เพื่อผลิตไคดินดีอะเซทิเลล 

จากรา M. rouxii และ A. coerulea ตามลำดับ
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ในขั้นต่อไปจึงเลือกความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 6.0 ลำหรับเลียง 

c. krusei MS, และความเป็นกรตด่างเริ่มต้นที่ 4.5 ลำหรับ R. rubra MSg

แต่อย่างไรก็ตามในรูปที่ 21 จะเห็นได้ว่า ความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ ไม่ให้ผลแตกต่างต่อการสร้างไคตินดีอะเซทิเลสมากนัก คือ ความเป็นกรดด่าง 

เริ่มต้นของอาหารในช่วง4 -7 .5  ยังคงให้แอคติวิตีที่ใกล้เคียงกัน

4 .5  5 5,5 6 6 .5  7 7 .5  8

ความเป ็นกรดด่างเร ิ่มต ้นของอาหารเล ี้ยงเช ื้อ 

R. rubra MS8 —• — c. krusei MS,

รูปที่ 21 ผลของความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ต่อการผลิตไคตินดีอะเซ-

ท ิเลสของยีสต์ c. krusei MS, และ R. rubra MSg เมื่อเลี้ยงในอาหาร 

เหลวที่ปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นในช่วง 4 .5 -7 .5  บ่มบนเคริ่องเขย่า 

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (3 0 ± 2  องศาเซลเชียล)

เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ภาคผนวกฉ ตารางท ี่11)
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4.2 อ ุณหภูม ิ

การแปรผันเทือหาอุณหภูมิทีเหมาะลมในการเลี้ยงยีสต์ เพื่อผลิตไคติน 

ดีอะเซทิเลส โดยเลี้ยงยีสต์ลองสายพันธุ คือ c. krusei MS, และ R. rubra  MSs ใน

อาหารวายทืจีสูตรที่ปรับปรุงแล้ว โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 6.0 สำหรับ

c. krusei MS, และ 4.5 สำหรับ R. rubra MSg แล้วนำไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิต่างๆ กัน คือ 25 1 30 1 อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเซียส) ,35

และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า c. krusei MS, จะให้แอคติวิตี

สูงสุดเท่ากับ 0.4980 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเชียล)

ดังแสดงในรูปที่ 22 ซึ่งลอดคล้องกับการทดลองของ นันทนา (พ.ศ. 2542) ที่ผลิตไคดินคื-

อะเซทีเลลจากรา R. oligosporus NS 1 โดยใช้อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องศาเซลเซียส) ในการ 

เลี้ยงเชื้อ ต่อไปจึงไดัเพาะเลี้ยงยีสต์ c. krusei MS1 ที่อุณหภูมิห้อง ในการทดลอง

0.6 ๆ ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------T 4

20 25 30 35 40 45

อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส)

----♦  แอคติวิตี (มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) - - - - - - -  น้ําหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

รูปที่ 22 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงยีสต์ ต่อการเจริญและการผลิต ไคดินคือะ-

เซทิเลสของยีสต์ c. krusei MS, เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ปรับปรุงสูตรแล้ว 

บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 2 5 ,3 0 ,

อุณหภูมิห้อง (30 ±  2 องคาเซลเซียส), 35 และ 40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 12)

นำ
หน

ักเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (
กรั

มต่
อลิ

ตร
)
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ส่วนลายพันธุ R. rubra MSg ผลแลดงดังรูปที่ 23 พบแอคติวิตีสูงสุด 

เท่ากับ 0.4738 มิลลิยูน ิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงที่ 25 องศาเซลเซียส ซึ่งสูงกว่าเมื่อเลี้ยงที่

อุณหภูมิห้อง ซึ่งมีแอคติวิตีเท่ากับ 0.464 มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิลิตร เล็กน้อย ทังนีอาจเนืองจาก

ยีสต์เจ'ริญ!ด้ดีท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเชียล โดยดูจากนำหนักเชลล์แห้งของยีสต์เมื่อเลียงที่

25 องศาเซลเซียส มีปริมาณมากกว่าที่อ ุณหภูมิห้อง คือ 5.0 และ 4.8 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ 

แต่เนื่องจากทั้งลองอุณหภูมมิีแอคติวิตีใกล้เคียงกัน ในการทดลองต่อไป จะใช้อุณหภูมิห้องใน

การเพาะเลี้ยง เพื่อลดค่าใช้จ่ายและเพื่อความละดวกในการทดลอง

อุณหภูมิ (องศาเซลเชียส)

♦—  แอคติวิตี (มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) ---- - - -  น้าหนักเชลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)

รูปที่ 23 ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงเชื้อ ต่อการเจรณ และการผลิตไคตินดีอะเซ-

ท ิเลสของยีสต ์ R. rubra MSg เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ปรับปรุงสูตรแล้ว 

บ่มบนเครองเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25 1 30 1 

อุณหภูมิห้อง (30 +  2 ) ,35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

(ภาคผนวกฉ ตารางท ี่13)
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4.3 ความเร็วรอบของเครื่องเขย่า

การแปรผันความเร็วรอบของเครื่องเขย่า มีผลต่อปริมาณอากาศใน

อาหารเหลว เมื่อเลี้ยงยีสต์ c. krusei MS, และ R. rubra MSg ในอาหารวายพีจีสูตรที่ปรับ

ปรุงแล้ว ความเป็นกรดด่าง และ'อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต1โคตินดีอะเ1ซทิเลสฃองยีสต์

ทั้งสอง บ่มบนเครื่องเขย่าเพื่อให้อากาศ โดยแปรผันความเร็ว 50 -  200 รอบต่อนาที ผลของ

ความเร็วรอบของเครื่องเขย่า ต่อการผลิตไคตินดีอะเซทิเลลของยีสต์ แสดงดังรูปที่ 24 โดย 

ยีสต์สายพันธุ c. krusei MS, พบว่าแอคติวิตีลูงสุด เท่ากับ 0.502 ม ิลลิย ูน ิตต่อมิลลิลิตร

เมื่อบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ส่วน R. rubra MS- ให้แอคติวิตีสูงสุด

เท่ากับ 0.4921 มิลลิย ูน ิตต่อมิลลิล ิตร เมื่อบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที

0 50 100 150 20 0  250

ความเร็วรอบของเคร่ืองเขย่า (รอบต่อนาที)

*  R. rubra MSg c. krusei MS,

รูปที่ 24 ผลของความเร็วรอบของเครื่องเขย่า ต่อการผลิตไคตินดีอะเซทีเลส ของยีสต์

c. krusei MS, และ R. rubra MSg เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ปรับปรุงสูตร 

แล้ว บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 50,100,150 แ ล ะ 200 รอบต่อนาที

ที่อุณหภูมิห้อง (30± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

(ภาคผนวกฉ ตารางท ี่14)
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เนื่องจากยีสต์ลายพันธุ R. rubra MSg ลามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลายซนิด 

และให้แอคติวิตีฃอง ไคตินดีอะเชทิเลลลูงกว่ายีสต์ลายพันธุ c. krusei MS, และภาวะที่ใช้ใน 

การเพาะเลี้ยงยีลต์ R. rubra MSg ในการผลิตไคตินดีอะเซทิเลส มีช้อดีกว่าในการเพาะเลียง

ยีสต์ c. krusei MS, คือ อาหารเลี้ยงยีสต์มีฅ่าความเป็นกรดด่างตํ่า ช่วยลดการปนเปีอนได้ดี 

กว่า ความเร็วรอบในการเขย่าเพื่อให้อากาศตํ่า 150 รอบต่อนาที ในขณะที่การเลียงยีสต์

C. /(ruse/MS, ใช้ความเร็วรอบของเครองเขย่าเท่ากับ 200 รอบต่อนาที ทำให้ช่วยลดค่าใช้จ่าย 

ในการผลิต ดังนั้นในการทดลองต่อไป จึงได้เลี้ยงยีสต์ลายพันธุ R. rubra MSg เพ่ือ

ใช้ในการผลิตไคตินดอีะเซทีเลส แล้วสกัดให้ปริสุทธิ้บางส่วน และศึกษาสมบัติของเอนไซม์ต่อไป

5. สก ัดไคดินด ีอ ะ เซท ิเลสให ้บร ิส ุทธ

5.1 ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟต

นำนํ้าเลี้ยงยีสต์ Rhodotorular rubra MSg ที่ปันเหวี่ยงแยกเอาเซลล์

ออกแล้ว นำนํ้ามาตกตะกอนโปรตีนด้วย แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ความเข้มข้น 5 0 -9 0

เปอร์เซ็นต์ ตามวิธีการทดลองบทที่ 2 ข้อ 5.1 พบว่าเอนไซม์จะมีแอคติวิตีจำเพาะเพิ่มฃึน

12.29 เท่า เมื่อเทียบกับแอคติวิตีจำเพาะในสารสกัดเอนไซม์เริ่มต้น และยังมีแอคติวิตีเหลือ

ประมาณ 5.06 เปอร์เซ็นต์ ผลแสดงดังตารางที่ 7

จากรายงานที่ผ่านมา การแยกไคตินดีอะเซทิเลลให้บริสุทธิ้นั้น ในข้ัน

แรกจะมีการแยกโปรตีน ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตอิ่มตัว ที่ความเข้มข้น 60 

- 85 เปอร์เซ็นต์ (Goa และคณะ 1 1995 •1 Davis และ Bartinicki-Garcia 1 1984)

Tokuyasu และคณะ (1996) ใช้ที่ความเข้มข้น 63 - 80 เปอร์เซ็นต์ ส่วน Alfonso และคณะ 

(1995) ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว ที่ความเข้มข้น 50 - 90 เปอร์เซ็นต์ 

เช่นเดียวกับในการวิจัยนี้ ท ี่ใช้แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ความเข้มข้น50 -90  เปอร์เซ็นต์ ใน 

การตกตะกอนโปรตีน และได้โปรตีนที่ให้แอคติวิตีของไคตินดีอะเซทิเลล
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5.2 การแยกเอนไซม‘ให้บริส ุทธี๋โดยวิธ ีโครมาโทกราทีเแบบแลกเปลี่ยนเออน 

แยกไคตินดีอะเชทํเลสออกจากโปรตีนชนิดอื่น โดยอาศัยความแตกต่าง

และความแรงของประจุ ทำโดยการนำโปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซ็ลเฟต ท่ี 

ความเข้มข้น 50 - 90 เปอร์เซ็นต์ มาผ่านคอลัมน์ที่มี DEAE-Cellulose เป็นตัวกลางแลกเปลี่ยน 

ประจุลบ ดังวิธีการในบทที่ 2 ข้อท่ี 5.2 ผลแสดงดังรูปที่ 25 พบโปรตีนทั้งหมด 3 ยอด

(peak) ยอดที่ให้แอคติวิตีฃองเอนไซม์!คตินดีอะเซทิเลล ค ือยอดที่ 1 และยอดที่ 2 โดยท่ี

ยอดที่ 1 คือโปรตีนส่วนที่ไม่ถูกจับด้วย DEAE-Cellulose เม ื่อ1วัดแ'อคติ'วิตี-พบ1ว่าเอนไซม์'จะ

ถูกซะออกมาในลำดับส่วนที่ 1 4 -2 8  และเมื่อรวมสารละลายเอนไซม์นี้เข้าด้วยกัน จะได้

แอคติวิตี 11.05 มิลลิยูนิต เอนไซม์มีความบริสุทธิ้เพิ่มขึ้น43.86 เท่า และมีปริมาณเอนไซม์ 

เหลือ 2.30 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 7 ส่วนในยอดที่ 2 เป็นโปรตีนส่วนที่ถูกจับด้วย

ประจุของตัวกลาง แล้วถูกชะออกจากคอลัมน์ด้วย เกรเตียนท์เล้นตรงของเกลือโซเดียมคลอไรด์

ความเข้มข้น0 - 1.0 โมลาร์ ใน 0.05โมลาร์อะชิเตทบัฟเฟอร์ pH 6.0 ซึ่งโปรตีนในยอดที่ 2 น้ี 

ให้แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเชทิเลสที่ตํ่ามาก ดังนั้นในการทดลองจึงเลือกเอนไซม์ปริมาณส่วนใหญ่ 

ซึ่งเป็นส่วนของโปรตีนในยอดแรก ลำดับส่วนที่ 14 -  28 มาใชในการทดลองต่อไป

จากผลในขั้นตอนการแยกด้วย วิธีโครมาโทกราทีเแบบแลกเปลี่ยนเออนนี้ แสดง 

ให ้เห ็นว่าย ีสต์ R. rubra MSg นี้สามารถผลิต1ไคตีนดีอะเซทิเลส1ได้ 2 ชนิด คือ ชนิดที่มีประจุ 

บวกที่ไม่ถูกจับด้วยสารตัวกลาง และ ชนิดที่เป็นประจุลบที่ถูกจับโดยประจุบวกของตัวกลาง 

ซึ่งการพบไคตินดีอะเซทิเลล 2 ชนิดนี้ สอดคล้องกับการทดลองของ Ohishi และคณะ ในปี

ค.ศ. 1997 ที่รายงานว่า Vibrio alginolyticus H8 สามารถผลิตไคตินดีอะเซทิเลลได้ 2 ชนิด 

คือ CD1 และ CD2 ตามลำดับ เนื่องจากในการวิจัยครั้งนี้ เอนไซม์!คตินดีอะเชทิเลสส่วนที่

ถูกจับด้วยตัวกลางประจุบวก ในลำดับส่วนที่ 6 6 -7 3  ตรวจพบแอคติวิตีฃองเอนไซม์ตํ่า และ 

มีปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ที่น้อยเกินไป ทำให้ไม่ได้นำมาวิเคราะห์ในขั้นต่อไปได้ ดังนั้1,จึง 

เลือกศึกษาเฉพาะเอนไซม์ส่วนที่มีปริมาณมากกว่า คือ ส่วนที่ไม่ถูกจับด้วยประจุบวกของตัว 

กลาง ซึ่งอยู่ในลำดับส่วนที่ 14 -  28 และมีแอคติวิตีฃองเอนไซม์สูง



63

ตารางท่ี 7 สรุปขั้นตอนต่างๆ ในการแยกไคตินดีอะเชทิเลสจากยีสต์ R. rubra MSg ให้บริลุทธ

ปริมาตร โปรตีนรวม แอคติวิตีรวม แอคต์วิต ปริมาณ ความ

ข้ันตอน (ทา!) (mg) (ทาบ) จำเพาะ เอนไซม์ บริสุทธ้ิ

(mU/mg) (%) (เท่า)

สารละลายเอนไซม์ 1,000 3,240 480 0.15 100 1

เร่ิม ต้น

ตกตะกอนด้วย

แอมโมเนียมซัลเฟต 20 14.13 24.3 1.72 5.06 12.29

50 -  90 %

DEAE-Cellulose 10 1.80 11.05 6.14 2.30 43.86

Sephadex 9 1.08 6.53 6.05 1.36 43.21

G-75



ด่า
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0.7 1

หลอดท

ค่'ไการดูดกลืนแสงโปรตีน (280 นาโนเมตร) — ■—  แอคติวิตีของไคตีนดีอะเซทิเลส (มิลลิยูนิต/มิลลืลิตร)

--------- ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (โมลาร์)

ร ูป ท่ี 25 โครมาโตกราฟของไคตินดีอะเซทิเลสจากยีสต์ R. rubra  MSg บนคอลัมน์ ดีอีเออี-เซลลูโลส ขนาด1.5X 3 0 เซนติเมตร 

ซะคอลัมน์ด้วย 0.05 โมลาร์อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.0 ท่ีอัตราการ'ไหล 15 มิลลิลิตรต่อ1ช่ัวโมง แล้วทำ๓ รเดียนท์ 

โซเดียมคลอไรต์ ความเข้มข้น 0 -1  โมลาร์
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5.3 การทำให้เอนไซม์บริส ุทธ ิ้โดยคอลัมน ์เซฟาเด ็กซ ์จ ี-75

การทำเอนไชม!ห้บริสุทธิข้ันข้ันตอนน้ี อาศัยหลักการแยกโปรตีน ท่ีมี

ขนาดแตกต่างกัน โดยนำโปรตีนท่ีผ่านการแยกในข้ันตอนท่ี 5.2 ผ่านลงคอลัมน์เซฟ-าเด็กซ์

จี -75 ดังวิธีการทดลองในบทท่ี 2 ข้อ 5.3 แล้วเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน์ลำดับส่วนละ 

2 มิลลิลิตร นำมาวัดปริมาณโปรตีน และแอคติวิตีของเอนไซม์ ได้ผลแสดงดังรูปท่ี 26 พบ

แอคติวิตีของเอนไซม์อยู่ในลำดับส่วนท่ี 10-14 และเมื่อรวมลำดับส่วนเหล่านี้เข้าด้วยกัน วัด 

แอคติว ิต ีข องเอนไซม์ได้ 6.53 มิลลิยูนิต แอคติวิตีจำเพาะ 6.05 มิลลิยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 

และมีความปริสุทธิข้ัพ่ิมข้ึนจากเอนไซม์เร่ิมต้น 43.21 เท่า ดังแสดงในตารางท่ี 7

5.4 ตรวจสอบความบริสุทธิขั้องเอนไซม์ด้วยพอลิอะคริลาไมด์ เจลอิเล็กโตร- 

โฟร?สชนดแผ่น

เป็นการตรวจสอบความบริสุทธิ๋ของเอนไซม์ไคตินตีอะเซทิเลล โดยการ

นำเอนไซม์ที่ผ่านการแยก'ให้'บริสุทธ้ิ โดยวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และนำมา 

ผ่านคอลัมน์ DEAE-Cellulose และ Sephadex G -  75 ดังรายละเอียดของการทดลองใน

บทที่ 2 ข้อ 5.4 ได้ผลดังรูปที่ 27 โดยได้ตรวจพบแถบของโปรตีนที่ติดสีย้อมของโคแมลชี

เป็นสีนี้าเงิน ซึ่งให้แอคติวิตีของไคตินดีอะเชทิเลส และพบว่าแอคติวิตีมีปริมาณค่อนข้างตํ่า

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปริมาณของโปรตีนมีอยู่น้อย และอาจเนื่องจากการสูญเสียสภาพของโปรตีน 

ในระหว่างข้ันตอนการทำอิเล็กโตรโฟริชิส



แอคติวิตีฃองไคตินดีอะเชทิเลส (ม ิลส ิย ูน ิด/มลสิล ิตร) ค่าการดูดกลืนแสง (280 นาโนเมตร)

ร ูป ท ี่ 26  โ ค ร ม า โ ต ก ร า ห ีเข อ ง ไ ค ต ิน ด ีอ ะ เซ ท ิเล ล จ า ก ย ีล ต ์ R. rub ra  MSg ใ น ค อ ล ัม น ์ เซ ฟ า เด ็ก ซ ์G -7 5  ข น า ด  1 X 50

เซ น ต ิเม ต ร  ช ะ ค อ ล ัม น ์ด ้ว ย  0 .0 5  โ ม ล า ร ์อ ะ ซ ิเต ท  บ ัฟ เ ฟ อ ร ์p H  6 .0  ท ี่อ ัต ร า ก า ร ไ ห ล  9 ม ิล ล ิล ิต ร ต ่อ ช ั่ว โ ม ง
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โปรตีนแถบที่ า โปรตีนแถบที 1

โปรตีนแถบที่ 2

โปรตีนแถบที่ 3 -  -  โปรตีนแถบที 3

า 2

รูปที่ 27 ผลการตรวจลอบความบรลุทธิ้ของเอนไซม์ด้วยพอลิอะครลาไมด์อิเล็กโตรโฬรซิล

แถวท่ี 1 เมื่อตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

แถวที่ 2 เมื่อผ่าน ดีอีเออี-เซลลูโลส



68

6. การหา‘นาหนักโมเลกุลของเอนไซม์
6.1 หานํ้ๆหนักโมเลกุลของเอนไซม์ด้วยวิธี เจล?'\ลเตรซ'น

โดยผ่านสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุล ที่แน่นอน 3

ชนิด ได้แก่ โบว ีนซ ีร ัมอ ัลบ ูม ิน , โอวัลบูมิน และ ไลโซ1ใชม์ ซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุล 66,000

45,000 และ 14,300 ตามลำดับ ลงในคอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-75 ในภาวะเดียวกับที่ใช้ในการ

ทำเอนไซม่ให้บรสุทธิ้ ติดตามลำดับส่วนของโปรตีนที่ถูกชะออกมาจากคอลัมน์ ได้ผลดังรูป

ท่ี 28 เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการิทึมของ'นาหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับ

ปริมาตรของบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการชะโปรตีนแต่ละชนิด ผลแสดงดังรูปที่ 29 พบว่าเมื่อเปรียบ

เทียบจากกราฟมาตรฐานไคตินดีอะเซทิเลล จะมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 15,500 ดาลดันdS ริ

2 0  3 0  4 0  G0 6 0  7 0  8 0  90

ปริมาตรบัฟเฟอร์ท่ีใช้ชะ (มิลลิลิตร)

รูปที่ 29 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของไคตินดีอะเซทิเลล โดยการทำเจลทิเลเตรชั่น 

ผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-75 โดยมีโปรตีนมาตรฐานได้แก่

โบวีน ชีรัม อัลบ ูม ีน (bovine serum albumin) 66,000 ดาลดัน 

โอวัล บ ูม ีน (egg albumin) 45,000 ดาลดัน

ไลโซไซม์ (lyzozyme) 14,300 ดาลดัน

CD = ไคตีนดีอะเซทีเลส 15,500 ดาลดัน



หลอดทั๋

Bovine serum albumin Egg albumin ' Lyzozyme

รูปที่ 28 โครมาโตกราฟของโปรตีนมาตรฐานบนคอลัมน์ เซฟาเด็กซ์จี-75 ขนาด 1 x5 0  เซนติเมตร เก็บสารละลายโปรตีน 

หลอดละ 0.5 ม ิลลิล ิตร ที่อัตราการไหล 9 มิลลิลิตรต่อ'ชั่วโมง

enนิว์
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6.2 การหานํ้าหนักโมเลกุลโดยวิธีการทำ SDS-PAGE

นำไคตินดีอะเชทิเลลที่ผ่านการทำให้บริลุท,ธแล้ว มาหานํ้าหนํกโมเลกุล

โดยการทำอิเล็กโตรโฟริซิส บนโซเดียมโดเดชิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลชนิดแผ่น เปรียบ

เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ผลแสดงดังรูปที่ 30 และจากการเขียนกราฟมาตรฐานระหว่าง

ค่าลอการิทึมของนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน กับค่า Rf พบว่านํ้าหนักโมเลกุลของไคติน 

ดีอะเซทิเลลประมาณ 19,000 ดาลตัน ดังรูปที่ 31

โปรตีนมาตรฐาน

66 .0 0 0  Da

4 5 .0 0 0  Da 

34 ,7 0 0  Da

2 4 .0 0 0  Da 

18 ,400 Da 

14 ,300 Da

รูปท่ี 30 เ!]รียบเทียบนํ้าหนักโมเลกุลของไคตินดีอะเซทิเลล กับโปรตีนมาตรฐาน

โดยวิธี โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล อิเล็กโตรโฟริซิสชนิดแผ่น 

โปรตีนมาตรฐานได้แก่

โบวีน อัลบ ูม ิน (bovine albumin) 66,000 ดาลตัน

โอวิล อัลบ ูม ิน (egg albumin) 45,000 ดาลตัน

เปปชิน (pepsin) 34,700 ดาลตัน

ทริบชิโนเจน (trypsinogen) 24,000 ดาลตัน

เบต้ๆ-แลคโตโกลบูลิน (P-lactoglobulin) 18,400 ดาลตัน

ไลโชไซม์ (lyzozyme) 14,300 ดาลตัน

ไคตินดีอะเชทิเลส 19,000 ดาลตัน
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การหานํ้าหนักโมเลกุลไคตินดีอะเซทิเลล โดยการอิเล็กโตรโฬรชิส

บนโซเดียมโดเดชิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล

โปรตีนมาตรฐานได้แก่

โบวีน อัลบ ูม ิน (bovine albumin) 66,000 ดาลตัน

โอวัล อัลบูม ิน (egg albumin) 45,000 ดาลตัน

เปปชิน (pepsin) 34,700 ดาลตัน

ทริบชิโนเจน (trypsinogen) 24,000 ดาลตัน

เบต้า-แลคโตโกลบูลิน (P-lactoglobulin) 18,400 ดาลตัน

ไลโซไซม์ (lyzozyme) 14,300 ดาลตัน

CD = ไคตินดีอะเซทิเลส 19,000 ดาลตัน
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จากรายงานการทดลอง หานํ้าหนักโมเลกุลของไคตินดีอะเซทิเลส ที่ถูกขับออก 

นอกเซลล์หรือที่อยู่ภายในเซลล์ที่งสองชนิด เมื่อนำมาหานํ้าหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟิลเตรชน

และ SDS-PAGE จะมีนํ้าหนักโมเลกุลไม่เท่ากัน และจะมีความแตกต่างกันบ้าง ดังรายงาน

ต่อไปนี้ Kafetzopoulos และคณะ (1993) รายงาน'ไคตินดีอะเซทิเลสภาย'โนเชลล์'ของ

Mucor rouxii ว่ามี'นาหนักโมเลกุล 80,000 ดาลตัน ด้วย'วิธีเจลทิเลเตรซั่น และ 75,000

ดาลตัน โดยวิธี SDS-PAGE เซ่นเดียวกับ'ไคตินดีอะเซทิเลสภาย'ในเซลล์'ของรา Absidia

coerulea ที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 75,000 ดาลตัน โดย'วิธีเจลทิเลเตรซั่น และ SDS-PAGE ส่วน 

รายงานของไคตินดีอะเซทิเลลส่วนที่ถูกขับออกนอกเซลล์นั้น มีรายงานนํ้าหนักโมเลกุลโดย 

Ohishi และคณะ (1995) ได้รายงานนํ้าหนักไคตินดีอะเซทิเลสที่ขับออกนอกเซลล์โดยแบคทีเรีย 

Vibrio alginolyticus H8 ว่ามีนํ้าหนักโมเลกุล 48,000 ดาลตัน โดย'วิธีเจลทิเลเตรชั่น และ

46,000 โดยวิธี SDS-PAGE Tokuyasu และคณะ (1996) รายงานไคตินดีอะเซทีเลสที่ขับ

ออกนอกเซลล์รา Colletotrichum lindemuthianum 33,000 ดาลตัน เมือกัดโดยวิธีเจลทิเล- 

เตรซ่ัน และ 31,500 ดาลตัน เมื่อกัดโดยวิธี SDS-PAGE ส่วน Alfonso และคณะ (1995)

รายงานนี้าหนักโมเลกุลของไคตินดีอะเซทิเลส ที่ถูกขับออกนอกเซลล์ของรา Aspergillus 

nidulans ซึ่งเป็นเอนไซม์ทนร้อน ว่ามีนั้าหนักโมเลกุล 27,300 ดาลตัน'โดย'วิธีเจลทิเลเตรชั่น และ 

และ 27,500 โดยวิธี SDS-PAGE ส่วนในงานวิจัยนี้ได้นํ้าหนักโมเลกุลของไคดินดีอะเชทีเลล

ที่ถูกขับออกนอกเชลล์ยีสต์ค่อนข้างตํ่า คือ 15,500 ดาลตัน โดย'วิธีเจลทิเลเตรชั่น และ 19,000 

ดาลตันโดยวิธี SDS-PAGE

7. ศึกษาสมบ้ติบางประการของเอนไซม์ที่ทำให้บริสุทธบางส่วนแล้ว

7.1 ความเป ็นกรดด ่าง (pH) ท ี่เหมาะสมต ่อการทำงานของเอนไซม์

นำเอนไฃม็ใคตินดีอะเซทีเลล ที่ผ่านการทำให้ปริสุทธึ๋แล้ว 0.5 มิลลิลิตร

ทำปฏิกิริยากับสับลเตรทสารละลายไคโตซาน ในบัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ 3 ชนิด ที่มีซ่วงของ pH 

ตั้งแต่ 4 .0 -10 .0  คือ อะชิเตทบัฟเฟอร์ pH 4 .0 -6 .5  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6 .0 -8 .5  และ 

บอเรตบัฟเฟอร์ pH 8 .0 -10 .0  ดังวิธีการทดลองในบทที่ 2 ข ้อ 7.1 กัดแอคติวิติฃองเอนไซม์

รูปที่ 30 แสดง แอคติวิตีสัมพัทธ์ของเอนไซม์ กับ pH พบว่าเอนไซม์มีแอคติวิตีสูงสุดที่ค ่าความ

เป็นกรดด่างเท่ากับ 5.0 ของอะชิเตทบัฟเฟอร์ แล้วแอคติวิตีจะลดลงเมื่อมีค ่าความเป็นกรด

ด่างสูงกว่า 6.0 เมื่อใช้ฟ่อลเฟตบัฟเฟอร์ pH 6 .0-8 .5  และบอเรตบัฟเฟอร์ pH 8 .0 -10 .0
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ซึ่งความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของไคตินดีอะเชทิเลส ที่ผลิตจากยีสต์นีคืออะชิเตท 

บัฟเฟอร์ pH 5.0 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของไคตินดื-

อะเชทิเลส ที่ผลิตจาก Mucor rouxii และ Absidia coerulea คือ pH 4.5 และ 5.0 

ตามลำดับ (Kafetzopoulos และคณ ะ,1993 ; Goa และคณ ะ,1995)

3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5

■ acetate buffer —๒— phosphate buffer - •— borate buffer

รูปที่ 32 ผลของความเป็นกรดด่างต่อการทำงานของไคตินดือะเชทิเลส เมื่อตรวจ

ลอบแอคติวิตีในบัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ ที่ค ่าความเป็นกรดด่างต่างกัน 

ที่อ ุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (ภาคผนวก ฉ ตารางที่ 15)
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7.2 อ ุณ หภ ูม ิท ี่เหมาะลมต ่อการทำงานของเอนไซม ์

นำสารละลายเอนไซม์!คตินดีอะเซทิเลส ที่สกัดให้บริลุทธี่แล้ว 0.5 

มิลลิลิตร ในอะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 5.0 ทำปฏิกิริยากับสารละลายไคโตซาน แล้วบ่มที่

อ ุณหภูม ิต ่างๆ ต ั้งแต ่3 0 -8 0  องศาเซลเซียส ด ังรายละเอ ียดวิธ ีการทดลองในบทที2่ ข ้อ 7.2 

แสดงผลดังรูปที่ 33 จากกราฟแสดงผลการทดลองจะเห็นว่า เมื่อบ่มอุณหภูมิ 3 0 -5 0  องศา-

เซลเซียส แอคติวิตีฃองเอนไซม์ที่ตรวจได้แตกต่างกันไม่มากนัก แต่อุณหภูมิที่เหมาะลมต่อ

การทำงานของเอนไซม์ คือ 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่ให้แอคติวิตีสูงที่สุด และ 

แอคติวิตี จะค่อยๆ ลดลง เมื่อบ่มในอุณหภูมิที่สูงขึ้นตั้งแต่ 50 ถึง 80 องศาเซลเซียส จาก

รายงานต่าง ๆ ที่ผ่านมา พบว่าไคดินดีอะเชทิเสสมีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานอยู่ในช่วง 

4 0 -6 0  องศาเซลเซียส (บทนำ ตารางที่ 1)

20 30 40 50 60 70 80 90

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

ร ูปท ี่ 33 ผ ลข อ งอ ุณ ห ภ ูม ิต ่อ ก ารท ำงาน ข อ ง ไค ต ิน ด ีอ ะ เซ ท ิเลส  เม ื่อ ต รวจห าแ อ ค ต ิว ิต ี

ข องเอน ไซ ม ์ท ี่ช ่วงอ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 - 8 0  องศาเซ ล เซ ียส

(ภ าคผ น วก  ฉ ตารางท ี่ 16)



7.3 ความเสถียรของเอนไซม์ต่อความเป็นกรดด่าง

บ่มเอนไซม์!นบัฟเฟอร์ชนิดต่าง  ๆ3 ชนิด ที่มีซ่วงของ pH ตั้งแต่ 4.0 -

10.0 ได้แก่ อะซิเตท บ ัฟ เฟอร ์pH 4.0 - 6.5 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 -  8.5 และบอเรต

บัฟเฟอร์ pH 8 .0 -10 .0  เป็นเวลา 60 นาที จากนั้น นำไปทำปฏิกิริยากับสับสเตรทไคโตชาน

เพี่อตรวจหาแอคติวิตีของเอนไซม์ ดังวิธีการทดลองในบทที่ 2 ข้อ 7.3 ผลการทดลองได้

แสดงไว้ในรูปที่ 34 พบว่าไคตินดีอะเชทิเลสมีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง ในช่วง

5 .0 -8 .5  ในบัฟเฟอร์ 2 ชนิด คือ อะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 4 .0 -6 .5  และฟอสเฟตบัฟเฟอร์

pH 6.0 -8 .5  และเมื่อ ความเป็นกรดด่าง 8 -1 0  แอคติวิตีของเอนไซม์จะลดลงและเหลือ 60

เปอร์เซ็นต์ที่ pH 10.0 ซึ่งใกล้เคียงกับการทดลองของ Tokuyasu (1996) และ นันทนา

(พ.ศ. 2542) ทีรายงานว่าไคตินดีอะเชทิเลส จาก c. lindemuthianum และ R. oligosporus

ผ รไ มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง 5 -1 0 .5  และ 4 .5-9 .0  ตามลำดับ

' acetate buffer —■ phosphate buffer borate buffer

รูปที่ 34 ความเสถียรของไคดินดีอะเชทิเลส ต่อความเป็นกรดด่าง โดยบ่มเอนไซม์ที่ 

ความเป็นกรดด่าง 4 -10 ในบัฟเฟอร์ชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 

(ภาคผนวกฉ ตารางท ี่17)
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7 .4  ค ว า ม เส ถ ีย ร ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ต ่อ อ ุณ ห ภ ูม ิ

น ัา ส า ร ล ะ ล า ย เอ น 1ไช ม ์ไป 'ให ้ค วาม ร ้อ น  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิต ่า ง ๆ  ก ัน ใ น ช ่ว ง  3 0 - 8 0  

อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  30 น าท ี แ ล ้ว น ำ ม า ห า แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไ ซ ม ์เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ เอ น ไ ซ ม ์

ท ี่ไ ม ่ไ ด ้ผ ่า น ก า ร ใ ห ้ค ว า ม ร ้อ น  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง แ ล ด ง ด ัง ร ูป ท ี่ 35  พ บ ว ่า เอ น ไ ซ ม ์จ ะ ม ีค ว า ม เส ถ ีย ร ต ่อ  

อ ุณ ห ภ ูม ิใ น ช ่ว ง  3 0 - 7 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  แ ต ่เม ื่อ อ ุณ ห ภ ูม ิส ูง ถ ึง  80  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  แ อ ค ต ิว ิต ี

ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ล ด เห ล ือ เพ ีย ง  20 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ ซ ึ่ง ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง

A lfo n so  แ ล ะ ค ณ ะ  (1995 ) ท ี่ร า ย ง า น ว ่า ไ ค ต ิน ด ีอ ะ เซ ท ีเล ส จ า ก  Aspergillus nidulans ซ ึ่ง เป ็น  

เอ น ไ ซ ม ์ท ี่ท น ค ว า ม ร ้อ น  ค ือ  เอ น ไ ซ ม ์ม ีค ว า ม เส ถ ีย ร ต ่อ อ ุณ ห ภ ูม ิใ น ช ่ว ง  3 0 -  100 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส

20 30 40 50 60 70 80 90

อุณหภูม ิ (องศาเซลเชียส)

ร ูป ท ี่ 35  ค ว า ม เส ถ ีย ร ข อ ง ไ ค ด ิน ด ีอ ะ เซ ท ิเล ล ต ่อ อ ุณ ห ภ ูม ิ โ ด ย น ำ ล า ร ล ะ ล า ย เอ น ไ ซ ม ์ 

ใน  0 .0 5 โ ม ล า ร ์ อ ะ ช ิเต ท บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  5 .0  ไ ป ใ ห ้ค ว า ม ร ้อ น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ

3 0 - 8 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เ ป ็น เ ว ล า 3 0 น าท ี แ ล ้ว ต ร ว จ ห า แ อ ค ต ิว ิต ี 

(ภ า ค ผ น ว ก ฉ  ต า ร า ง ท ี่18)
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