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 ไคติเนส (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลส ที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายไคติน 
Bacillus licheniformis RN01 ที่แยกไดจากแหลงน้ําพุรอน จังหวัดระนอง ผลิตเอนไซมไคติเนสไดสูงสุดในวันที่ 
2 เม่ือเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ colloidal chitin minimum medium เอนไซมที่ผลิตไดสามารถทํางานไดดีในชวง 
pH ตั้งแต pH 6 - 10 และเอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 – 60 °C สับสเตรตที่เอนไซมยอยไดดีที่สุดคือ PNAC 
(partial-N-acetylated chitin) รองลงมาคือ คอลลอยดดัลไคติน, β-ไคติน และ powder chitin ตามลําดับ 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยคอลลอยดดัลไคตินได chitobiose เปนผลิตภัณฑหลัก เมื่อทําการแยกโปรตีนโดย 
SDS-PAGE และยอมแอคติวิตี พบโปรตีนที่มี        ไคติเนสแอคติวิตี 3 แถบที่มีขนาดตาง ๆ คือ 70, 65 และ 58 
กิโลดาลตัน ตามลําดับ เมื่อนํา genomic DNA ของ Bacillus licheniformis RN01 มาโคลนยีนไคติเนสโดยวิธี 
PCR cloning พบวา DNA ที่โคลนไดมีนิวคลีโอไทดทั้งหมด 1,964 นิวคลีโอไทด สามารถ translate ออกมาเปน
กรดอะมิโนได 598 กรดอะมิโน ซึ่งมีขนาดประมาณ 66,134 ดาลตัน (Da) มี isoelectric point เทากับ 5.17 
เอนไซมไคติเนสที่โคลนไดใหชื่อวา ChiRN1 พบวาเอนไซมที่โคลนไดประกอบดวยโดเมน 3 โดเมน ไดแก 
catalytic domain (CatD), fibronectin type III–like domain (FnIIID) และ chitin binding domain (ChBD) 
เม่ือทําการศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม ChiRN1 พบวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในชวง pH ตั้งแต 
pH 6 – 10 อุณหภูมิที่เอนไซมทํางานไดดีอยูที่ 60 – 70 °C สับสเตรตที่เอนไซมยอยไดดีที่สุดคือ PNAC 
รองลงมาคือ คอลลอยดดัลไคติน และ β-ไคติน ผลจาก SDS-PAGE และยอมสีแอคติวิตีพบแถบโปรตีนที่มีไค
ติเนสแอคติวิตี 3 แถบ มีขนาด 70, 65 และ 58 kDa เหมือนกับ B. licheniformis RN01 และพบวาผลิตภัณฑที่
ไดจากการยอยสลายคอลลอยดดัลไคตินได chitobiose เปนผลิตภัณฑหลัก และเมื่อทําไคติเนสลูกผสมโดย
นําเอาสวน FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 ไปตอขางหลังเอนไซม Chi60 ที่มี 2 โดเมน ไดแก N-terminal 
domain และ catalytic domain พบวาเอนไซมลูกผสมมีกรดอะมิโนจํานวน 708 กรดอะมิโน ผลิตภัณฑที่ไดจาก
การยอยสลายคอลลอยดดัลไคตินดวยเอนไซมลูกผสมเปน chitobiose เพียงอยางเดียว เชนเดียวกับเอนไซม 
Chi60 สรุปไดวา FnIIId และ ChBD ที่ตอเพิ่มไปบนเอนไซม Chi60 ไมเปล่ียนแปลงอัตราสวนระหวาง monomer  
และ dimer ของผลิตภัณฑ  
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คํายอ 

 
A   Absorbance 
bp   Base pair(s) 
CatD   Catalytic domain  

 CCMM   Colloidal chitin minimum medium 
 ChBD   Chitin-binding domain 

cm   Centimetre(s) 
 °C   Degree celcius 

dNTP   Deoxyribonucleotide triphosphate 
 DNA   Deoxyribonucleic acid   
 FnIIID   Fibronectin type III-like domain 

kb   Kilobase 
 kDa   Kilodalton 
 LB-CC   Luria Bertani - colloidal chitin medium 
 M   Molar 

µg   Microgram 
µL   Microlitre 
mg   Milligram 
ml   Millilitre 
mU   Milliunit 
min   Minute 
ng   Nanogram 
ORF   Open Reading Frame 
PCR   Polymerase Chain Reaction 
rpm   Revolution per minute 
GlcNAc  N-acetyl-D-glucosamine 
(GlcNAc)2  N,N’-diacetyl-D-glucosamine (chitobiose) 



 
บทที่ 1 

 
บทนํา 

 
ไคติน เปนพอลิเมอรจากธรรมชาติที่มีปริมาณมากที่สุดเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส 

ในธรรมชาติจะพบไคตินไดในผนังเซลลและเปลือกหุมรางกายที่มีโครงสรางแข็ง ในสิ่งมีชีวิต
จําพวกเห็ดรา และสัตวจําพวกที่มีขอมีปลอง (arthopods) เชน กุง ปู และแมลงตางๆ เปนตน 
รวมถึงในแบคทีเรียบางชนิด (1) โครงสรางของไคตินเปนโฮโมพอลิเมอรสายยาวและไมมีกิ่ง มี
หนวยยอยเปนน้ําตาลอะมิโนที่เรียกวา เอน-อะซิทิล-ดี-กลูโคซามีน (N-acetyl-D-glucosamine 
หรือ 2-acetamido-2-deoxy-D-glucose, GlcNAc) แตละหนวยยอยจะเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-
1,4-glycosidic linkage ไคตินและเซลลูโลสมีโครงสรางคลายคลึงกันมาก ตางกันเพียงที่คารบอน
ตัวที่ 2 ของเซลลูโลสเปนหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group) แตของไคตินเปนหมูอะเซตทามิโด 
(acetamido group) 
 เมื่อนําผลึกไคตินมาศึกษาโครงสรางดวยเทคนิคการกระจายแสงรังสีเอกซ (X-ray 
diffraction) (2) พบวาไคตินมีลักษณะเปนเสนใยที่มีขนาดเล็กมาก จัดเรียงตัวอยูในผลึกไคติน 
อยางเปนระเบียบมาก (3) แตละเสนใยจะมีปฏิสัมพันธกันผานพันธะไฮโดรเจน ผลึกของไคตินจาก
แหลงที่มาตางกันก็จะมีรูปแบบการจัดเรียงตัวของเสนใยตางกัน เราสามารถแบงรูปแบบการ
จัดเรียงของเสนใยได 3 รูปแบบ ไดแก รูปแบบอัลฟา (α-form) รูปแบบบีตา (β-form) และรูปแบบ
แกมมา (γ-form) 

รูปแบบอัลฟาเปนรูปแบบที่พบไดทั้งใน พวกเห็ดรา แมลง และสัตวพวก crustacean 
จัดเปนรูปแบบที่พบมากที่สุดในธรรมชาติ ลักษณะการจัดเรียงตัวของเสนใยไคตินรูปแบบนี้ จะมี
ทิศทางการจัดเรียงตัวในทิศทางตรงกันขามกัน  เสนใยในรูปแบบนี้จะคอนขางอยูชิดกันมากและ
สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับเสนใยขาง ๆ ทําใหมีความแข็งแรงมากกวาแบบอื่น (4) ในขณะที่
รูปแบบบีตาสามาถพบไดในแกนกลางลําตัวของปลาหมึก และในพวก diatom เสนใยไคตินใน
รูปแบบนี้จะจัดเรียงตัวไปในทิศทางเดียวกัน (5) เสนใยจะอยูชิดกันนอยกวาแบบอัลฟา จึงมีความ
แข็งแรงนอยกวาดวย สวนรูปแบบแกมมานั้น มีรายงานวาสามารถพบไดใน stomach lining ของ 
Loligo และ ในพวก Coerenterata (2) การจัดเรียงตัวจะเปนรูปแบบผสมระหวางแบบอัลฟาและ
บีตา (4, 5) 
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รูปที่ 1.1 โครงสรางของไคติน ไคโตซาน และเซลลูโลส 
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ตารางที่ 1.1 ไคตินแตละรูปแบบที่พบในสิง่มีชีวิตชนิดตาง ๆ (1) 
 
Sources of chitin (%) chitin Type of chitin 
Crustacea (shrimp) 

• Crangon  
• Alaskan   

 
69.1 
28.0 

α-chitin 
 
 

Insect 
• May beetle 
• Pieris (sulfur butterfly) 
• Colcoptera (beetle)  
• Diptera (true fly) 
• Bombyx (silk worm)  
• Calleria (wax worm)   

 
16.0 
64.0 
27-35  
54.8 
44.2 
33.7 

α-chitin 

Mollusca  
• Squid ,Octopus 
• Oyster shell 
• Clamshell 

 
41 
3.6 
6.1 

β-chitin 

Fungi 
• Aspergillus niger 
• Aspergillus phoenicis 
• Pennicilium notatum 
• Histoplasma capsulatum 
• Histroplasma farciminosum  
• Mucor rouxi  
• Mortierella vinacea 

 
42.0 
23.7 
18.5 
25.8 
40.0 
44.5 
22.0 

α-chitin 
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ในแตละปธรรมชาติจะผลิตไคตินขึ้นเองในประมาณปละ 1010 – 1011 ตัน โดยแหลงที่จะ

พบไคตินมากที่สุดคาดวาจะอยูตามเปลือกชั้นนอกของสัตวพวก crustacean ดังนั้นเปลือกของ
สัตวกลุมนี้จึงถูกใชเปนวัตถุดิบหลักในการผลิตไคติน เราสามารถสกัดไคตินจากเปลือกกุง เปลือก
ปู และแกนปลาหมึกไดในปริมาณมาก โดยทั่วไปแลวเปลือกกุง เปลือกปู และแกนในของปลาหมึก
จะมีปริมาณไคตินอยูราว 10-30 เปอรเซ็นต ข้ึนอยูกับชนิดของสัตว โดยองคประกอบที่เหลือจะเปน
เกลือแร หินปูน และ โปรตีน การสกัดไคตินนี้ทําไดไมยาก และมีขั้นตอนหลัก ๆ ของกระบวนการ
อยูสองข้ันตอนคือ การกําจัดหินปูนและเกลือแร (demineralization) และ การกําจัดโปรตีน 
(deproteinization) ในเปลือกสัตวทะเลบางชนิดเชน กุง และปู จะมีรงควัตถุอยูมากซึ่งอาจสกัด
แยกออกไดโดยใชตัวทําละลายอินทรียและแอลกอฮอลบางชนิด 
 ไคตินสามารถนํามาสรางอนุพันธที่เรียกวาไคโตซานได โดยการกําจัดหมูอะซิทิลออกจาก 
GlcNAc โดยการใชเอนไซมหรือสารละลาย NaOH 40-50% (W/W) ผลที่ได คือ co-polymer ของ 
GlcNAc และน้ําตาลกลูโคซามีน (GlcN) (6) การกําจัดหมูอะซิทิลออกนี้จะเกิดขึ้นมากหรือนอยจะ
ข้ึนอยูกับระยะเวลาในการบมไคตินกับเอนไซมหรือสารละลาย NaOH หรือ ธรรมชาติของสารตั้ง
ตนที่นํามาใช ซึ่งจะทําใหไดผลิตภัณฑที่มีอัตราสวนของ GlcNAc และ GlcN ตาง ๆ กัน 

สารไคติน/ไคโตซานถูกนํามาประยุกตใชอยางแพรหลาย อาทิเชน ดานการเกษตร ไคติน/
ไคโตซานสามารถนํามาเคลือบเมล็ดพันธุและผลผลิตทางการเกษตร (7)  เพื่อปองกันการขูดขีด 
ยืดอายุ ควบคุมการเนาเสีย (8) และปองกันโรค และแมลง (9, 10) ใชผสมในปุยน้ําสําหรับพืชไม
ดอก เนื่องจากยึดติดกับผิวของพืช ผิวดินไดดี และทนตอการถูกชะลาง เพื่อลดการระเหยของน้ํา 
สามารถเปนตัวควบคุมการปลดปลอยสารอาหาร และยาใหกับพืช ทําใหการกระจายตัวของปุย
น้ําดีขึ้นและมีความคงตัวสูง ใชเปนปุยไนโตรเจนสําหรับพืชตระกูลถั่ว โดยไนโตรเจนจากไคติน/   
ไคโตซานสามารถถูกปลดปลอยออกมาตามความตองการของพืช ทําใหไดปริมาณไนโตรเจนที่
เหมาะสมในการเรงการเกิดปมรากถั่วและการตรึงไนโตรเจน (11) นอกจากนี้ยังเปนสารยับยั้งการ
ติดเชื้อไวรัสในพืช (7) ดานเภสัชกรรม ไดมีการใชไคโตซานในระบบควบคุมการปลดปลอยยา และ
ดานเครื่องสําอาง ใชไคโตซานเปนสวนประกอบในสบู ยาสระผม ครีมบํารุงผิว และครีมกันแดด 
โดยเปนตัวใหความชุมชื้น ซึ่งสามารถติดผิวไดดี  ไคโตซานที่มีน้ําหนักมวลโมเลกุลสูง ๆ สามารถ
ทําหนาที่เปนฟลมบาง ๆ เคลือบบนผิวหนัง ลดการระเหยของน้ําบนผิวหนัง เพิ่มการจับตัวของน้ํา 
ทําใหผิวหนังกระชับขึ้น และสามารถเปนตัวปองกันรังสีใหผิวหนังไดอีกชั้นหนึ่ง ดานการแพทย 
สามารถนํามาใชผลิตพลาสเตอรปดแผล ผาพันแผล ไหมละลาย เนื่องจากมีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัส (12) ทําผิวหนังเทียมจาก chitiosan-
collagen (13) ผลิตคอนแทคเลนส ผลิตแผนกรองสําหรับการฟอกเลือด หลอดเลือดเทียม และ N-
hexanoyl และ N-octanoylchitosan ซึ่งทําเปนเสนใยสําหรับแผนปดแผลหามเลือด (13) 
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นอกจากนี้อนุพันธซัลเฟตของไคติน/ไคโตซานมีแนวโนมในการนํามาใชเปนสารปองกันการแข็งตัว
ของเลือดในกระบวนการฟอกเลือด ดานอาหาร ไคติน/ไคโตซานนํามาใชเปนตัวเชื่อมในอาหารสตัว 
เปนเสนใยอาหารของสัตวปกจําพวกไก ทําใหไขไกมีสีแดงขึ้น ไกมีความเครียดลดลง น้ําหนักตัว
เพิ่ม (14, 15) เปนอาหารเสริมเพื่อลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด ดานสิ่งทอและกระดาษ 
บริษัทในประเทศญี่ปุนหลายแหงไดทําการผลิตเสนใยสังเคราะห เชน เสนใยอะคริลิค ที่เคลือบดวย
ไคติน/ไคโตซาน ซึ่งผลิตภัณฑเหลานี้มีสมบัติในการควบคุมความชื้น ทนตอการซัก     สีติดทน 
และยังปองกันเชื้อราและแบคทีเรีย นอกจากจะถูกนําไปใชเปนเสนใยโดยตรงแลวยังถูกใชเปน
ตัวเชื่อมในหมึกพิมพ และสียอม เพื่อใหสีติดดี แหงเร็ว ทนตอน้ําและตัวทําละลาย และยังมี
รายงานการวิจัยวา ไคโตซานมีสวนเพิ่มความแข็งแรงใหกระดาษ และสงผลใหงานพิมพคมชัดเมื่อ
ใชรวมกับหมึกพิมพที่มีประจุลบ (16) ดานการบําบัดน้ํา ไดนําไคโตซานมาใชเพื่อใชเปนตัวดูดซับสี 
ไอออนของโลหะตาง ๆ และแยกสารกัมมันตรังสีจากน้ําเสีย และดักจับยูเรเนียม (16)  

ไคตินสายสั้น ๆ พวกไคโตโอลิโก (chito-oligosaccharide) สามารถนํามาใชเปนสาร
ยับยั้งการเกิดเนื้องอกและมะเร็ง (17) และใชเปนสารตั้งตนในการผลิตคารโบไฮเดรต นอกจากน้ี 
glycol chitin และ colloidal chitin ยังนํามาใชเปนสับสเตรตในการวัดประสิทธิภาพการทํางาน
ของเอนไซมดวย (18, 19) 

การนําไคติน/ไคโตซานมาประยุกตใชจําเปนจะตองแปรขนาดความยาวของสายไคติน/  
ไคโตซานใหมีขนาดที่เหมาะสม เพราะความยาวของสายจะมีผลตอสมบัติทางชีวภาพและ
กายภาพของไคตินและไคโตซาน ทําใหสามารถนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมที่แตกตางกันได 
วิธีที่จะแปรขนาดความยาวของสายไคตินเราสามารถทําโดยนําไคตินมายอยในกรดไฮโดรคลอริก 
หรือจะยอยโดยใชเอนไซมก็ได การยอยในกรดเราจะไดผลิตภัณฑที่มีขนาดไมสม่ําเสมอ สวนใหญ
จะไดพอลิเมอรขนาดเล็ก ๆ ควบคุมปฏิกิริยาไดยาก ตองนํามาผานกระบวนการแยกผลิตภัณฑแต
ละขนาดออกจากกัน และยังไดของเสียที่เปนกรดออกมาซึ่งเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม สวนการใช
เอนไซม เราจะควบคุมปฏิกิริยาไดงายกวา ใหขนาดของสายไดหลายขนาดและมีผลิตภัณฑมี
ขนาดจําเพาะ ซึ่งสามารถนํามาใชผลิตผลิตภัณฑที่มีขนาดสั้น ๆ (1-10 หนวย) ไดดี (20) 
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ตารางที่ 1.2 การนําไคตินและอนุพนัธไปประยุกตใชในรปูแบบตาง ๆ
Medical;  
• Bandages, Sponges  
• Artificial Blood Vessels  
• Blood Cholesterol Control  
• Tumor Inhibition  
• Membranes  
• Dental/Plaque Inhibition  
• Skin Burns/Artificial Skin  
• Eye Humor Fluid  
• Contact Lens  
• Controlled Release of Drugs  
• Bone Disease Treatment  
Pulp and Paper;  
• Surface Treatment  
• Photographic Paper  
• Carbonless Copy Paper 
Membranes;  
• Reverse Osmosis  
• Permeability Control  
• Solvent Separation 
Water Treatment;  
• Removal of Metal Ions, dyes, 

Pesticides and phenols 
• Flocculant/Coagulant:  
• Proteins, amino Acids  
• Filtration 

Food indutries; 
• Removal of Dyes, Solids, Acids  
• Preservatives  
• Color Stabilization  
• Animal Feed Additive 
• Emulsifying agent 
• Dietary fibre 
Agriculture;  
• Seed Coating  
• Leaf Coating  
• Hydroponics/Fertilizer  
• Controlled Agrochemical Release 
Cosmetics and Toiletries; 
• Make-up Powder  
• Nail Polish  
• Moisturizers  
• Bath Lotion  
• Face, Hand and Body Creams 
• Toothpaste 
• Foam Enhancing 
Biotechnology;  
• Enzyme Immobilization  
• Protein Separation  
• Chromatography  
• Cell Recovery  
• Cell Immobilization  
• Ultrafiltration membranes 
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ไคติเนส (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส ที่เรงปฏิกิริยาการยอย

สลายไคติน สามารถพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดไมวาจะเปนแบคทีเรีย, พืช, รา และสัตวตาง ๆ 
บทบาทของไคติเนสในสิ่งมีชีวิตพวกนี้มีหลากหลาย (21) โดยในสัตวไมมีกระดูกสนัหลังตองการ 
ไคติเนสในการสลายเปลือกนอกเพื่อการเจริญเติบโต ในราผลิตไคติเนสเพื่อเปลี่ยนแปลงไคติน ซึ่ง
ใชเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลล ในแบคทีเรียผลิตไคติเนสยอยไคตินเพื่อใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน สวนในพืชชั้นสูงจะผลิตไคติเนสเพื่อใชในการตานเชื้อรา (22) 

ไคติเนสสามารถแบงไดเปนสองกลุมใน glycosyl hydrolase families ตามกลไกการ
เกิดปฏิกิริยา และลําดับกรดอะมิโนบริเวณ catalytic domain คือ family 18 และ family 19 (23) 
family 18 ประกอบดวยไคติเนสจากแบคทีเรีย, รา, ไวรัส และสัตว และไคติเนสจาก class III และ 
V จากพืชช้ันสูง โครงสรางของไคติเนสใน family นี้จะมีโครงสรางเปน (α/β)8 barrel ซึ่งเปน
ลักษณะเฉพาะของเอนไซมใน family 18 ยกตัวอยางเชน chitinase B จาก Serratia marcescens 
(24), hevamine จาก Heveabrasiliensis (25), endo-β-N-acetyl-glucosaminidase F1 จาก 
Flavobacterium meningosepticum (26) และ endo-β-N-acetyl-glucosaminidase H จาก 
Streptomyces plicatus (27) เปนตน สวนไคติเนสใน family 19 มีลักษณะโครงสรางสวนใหญ
เปน α-helices โดยไคติเนสกลุมนี้ไมไดมีเพียงไคติเนสจากพืชเทานั้นแตยังพบในแบคทีเรียดวย
เชน chitinase C จาก Streptomyces griseus HUT 6037 (28) 
 นักวิทยาศาสตรไดนํา Chitinase A (ChiA) จาก Serratia maecescens ที่ทราบ
โครงสราง 3 มิติแลว (29) มาเปนแบบจําลองในการศึกษากลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม พบวา
กรดอะมิโนสําคัญที่อยูในบริเวณเรง (active site) และจําเปนตอการทํางานของ ChiA คือ     
กลูตามิก315 (Glu315) มีรายงานวาเมื่อเปลี่ยนกรดอะมิโนตําแหนงนี้ของ ChiA1 จาก Bacillus 
circulans WL-12 เปลี่ยนจากกลูตามิกเปนกลูตามีน สงผลให ChiA1 สูญเสียความสามารถใน
การทํางานไป (30) ในป ค.ศ. 2001 Papanikolau และคณะ (31) ไดเสนอกลไกการทํางานของ   
ไคติเนสเอาไววา นอกจาก Glu315 แลว Asp313 และ Tyr390 กย็ังมีสวนรวมในการเรงปฏิกิริยา 
โดยในสถาพที่ไมมีสับสเตรต Glu315 จะอยูในสภาพถูก protonate จาก Asp313 ที่อยูใกล ๆ กัน 
เมื่อมีสับสเตรตเขามาจับกับเอนไซม เอนไซมจะบังคับใหสับสเตรตเขาสูสภาพเปลี่ยน (transition 
state) โดยในบริเวณเรง เอนไซมจะมีโครงสรางที่บิดใหน้ําตาลตําแหนง -1 เปลี่ยน conformation 
จาก chair form ไปเปน boat form ซึ่งเปน conformation ที่ไมเสถียร ใน conformation แบบนี้ 
โมเลกุลน้ําที่เกาะอยูกับ Tyr390 จะสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ NH ของน้ําตาลตําแหนง -1 ได 
(รูปที่ 1.4ก) จากนั้น Glu315 ที่ถูก protonate อยู จะเปนตัวใหโปรตรอนไปยังอะตอม O-4 ของ
น้ําตาลตําแหนง +1 ซึ่งเปนการตัดสายของน้ําตาลโดยทําลายพันธะ glycosidic ระหวางอะตอม 
C-1 ของน้ําตาลตําแหนง -1 กับ อะตอม O-4 ของน้ําตาลตําแหนง +1 สงผลใหอะตอม C-1 ของ
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น้ําตาลตําแหนง -1 มีประจุเปนบวก อยูในสภาพคารโบเนียมไอออนซึ่งเปนสารที่สภาพเปลี่ยน 
(transition state intermediate) ในตอนนี้หมู acetamido ของน้ําตาลตําแหนง -1 กับโมเลกุลน้ํา
จะมีการสลับตําแหนงกันเพื่อใหตําแหนงโมเลกุลของน้ําเขามาอยูใกลกับกรดอะมิโน Glu315 (รูปที ่
1.4ข) โมเลกุลน้ําจะเปนตัวใหไฮดรอกซีไอออนแกคารโบเนียมไอออน และเปนตัวใหไฮโดรเจน
ไอออนแก Glu315 จากนั้นโมเลกุลของสับสเตรตก็จะหลุดออกจากเอนไซม (รูปที่ 1.4ค) แตใน
กรณีของสับสเตรตที่เปนสายยาว เราพบวาหลังจากเกิดไฮโดรไลซิสแลว น้ําตาลตําแหนง -1, -2, -3 
ก็ยังจับอยูบนเอนไซม และจะเลื่อนเขาไปยังบริเวณเรงตอไปจนกวาจะยอยจนสุดสาย 

ไคติเนสจากแบคทีเรีย สวนใหญจะเปนไคติเนสที่อยูใน family 18 นอกจาก catalytic 
domain (CatD) ที่ทําหนาที่เรงการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis แลว เรายังสามารถพบโดเมนอื่น ๆ ใน
โมเลกุลเอนไซมไดอีก เชน chitin-binding domain (ChBD), Fibronectin type III-like domain 
(FnIIID) (32), Pro/Thr rich linker (33) และ cadherin-like domain (34) เปนตน โดเมนเหลานี้
เรายังไมทราบกลไกและหนาที่การทํางานที่ชัดเจน 

ไคติเนสแตละชนิดจะมีการจัดเรียงลําดับของโดเมนตาง ๆ แตกตางกันไป เชน Chitinase 
A1 (ChiA1) จาก Bacillus circulan WL-12 มีปลายดานอะมิโนเปน CatD ปลายดานคารบอกซี
เปน ChBD และ FnIIID 2 โดเมน (32) Chitinase D จาก Bacillus circulan WL-12 มีปลาย
ดานอะมิโนเปน ChBD และ FnIIID ปลายดานคารบอกซีเปน CatD (40) Exochitinase Chi36 
จาก Bacillus cereus  มีเฉพาะ CatD เพียงโดเมนเดียว (41) ChiA จาก Vibrio cholerae มีปลาย
ดานอะมิโนเปน ChBD และ FnIIID 2 โดเมน ตอกัน 2 ชุด สวนปลายดานคารบอกซีเปน CatD 
(42) ChiA จาก Serratia marcescens มีปลายดานอะมิโนเปนโดเมนที่เรียกวา N-terminal ปลาย
ดานคารบอกซีเปน CatD (43) ChiB จาก Serratia marcescens มีปลายดานอะมิโนเปน CatD 
และปลายดานคารบอกซีเปน ChBD (44)เปนตน (รูปที่ 1.5) ถึงแมวาโดเมนตาง ๆ ที่ไมใช CatD ที่
ปรากฏอยูบนโมเลกุลของไคติเนสจะไมไดทําหนาที่ยอยสลายสายของไคติน แตมีรายงานวาโดเมน
เหลานี้จะไปชวยเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซมใหมีความสามารถในการทํางานมากขึ้น (35) โดย
คาดวาโดเมนที่เพิ่มความสามารถในการจับกับสับสเตรต เชน ChBD และ FnIIID นาจะมีสวน
สําคัญตอขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสายไคตินดวยไคติเนส 
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     (ก)                                            (ข)                                             (ค) 
 
 
 
 

รูปที่ 1.3 โครงสราง 3 มิติของไคติเนส (แบบการตูน) 
(ก) Chitinase A จาก Serratia marcescens (family 18)   
(ข) Chitinase จาก hevamine (family 18) 
(ค) Chitinase จาก barley (family 19) 
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รูปที่ 1.4 กลไกการเรงปฏิกริิยาของ Chitinase A จาก Serratia marcescens  
 ที่เสนอไวโดย Papanikolau และคณะ (31) 

 

ก 

ข 

ค 

10



  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.5 แบบจําลองการจัดเรียงลําดับของโดเมนในไคติเนตจากแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
    แทน Catalytic domain 
    แทน FnIIID 
    แทน ChBD 
    แทน N-terminal ของ ChiA จาก Serratia marcescens 
 

Bci  ChiA1 
 
Bci ChiD 
 
Bce Chi36 
 
Vch ChiA 
 
Sma ChiA 
 
Sma ChiB 
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ในปจจุบัน chitin-binding domain เปนโดเมนที่มีการศึกษาวิจัยไปมากที่สุดรองจาก 

catalytic domain โดยมีรายงานวาใน Chitinase A1 (ChiA1) จาก Bacillus circulans WL-12 
เมื่อไมมี chitin-binding domain จะทําใหเอนไซมยอยสับสเตรตที่ไมละลายน้ําไดไมดี แตถาไมมี
ทั้ง chitin-binding domain และ fibronectin type III-like domain จะสงผลถึงความสามารถใน
การทํางานของเอนไซม โดยจะทําใหเอนไซมมี activity นองลงทั้งในสับสเตรตที่ละลายน้ําและไม
ละลาย จึงพอจะสรุปไดวา chitin-binding domain ใน ChiA1 ทําหนาที่ในการจับกับพวก 
insoluble substrate เมื่อจับแลวจะทําให ChiA1 สามารถยอยพวก insoluble substrate ไดอยาง
มีประสิทธิภาพ ในขณะที่ fibronectin type III-like domain ไมไดมีหนาที่หลักที่เกี่ยวของกับการ
จับกับสับสเตรตโดยตรง แตนาจะมีบทบาทตอการเกิด hydrolysis เมื่อเอนไซมจับกับสับสเตรต 
ประเภทที่ไมละลายน้ํา (32, 35, 36) โดย chitin-binding domain จะใชกรดอะมิโนที่เปน 
hydrophobic ring residue เปนตัวจับกับสับสเตรต (37, 38) สวน fibronectin type III-like 
domain ถึงแมจะหาโครงสราง 3 มิติไดแลว แตหนาที่การทํางานยังไมทราบแนชัด (39) 
 นอกจากนี้ยังพบวา กรดอะมิโนที่เปน aromatic ring residue ไดแก phenylalanine, 
tyrosine และ tryptophan จะทําหนาที่สําคัญในการจับกับสับสเตรต ซึ่งเราสามารถพบกรดอะมโิน
ที่เปน aromatic ring residue ไดทั้งใน catalytic domain, chitin-binding domain และ 
fibronectin type III-like domain โดยมีงานวิจัยรางงานออกมาวา ใน CatD ของ ChiA1 มีกรด  
อะมิโนที่เปน aromatic residue ทําหนาที่เสมือนเปนรางที่จับกับสับสเตรต และพาสับสเตรตเขา
ไปใน active site และเมื่อทําการเปลี่ยน residue เหลานี้เปน alanine พบวา ทําให ChiA1 มีแอ
คติวิตีกับสับสเตรตชนิดที่ไมละลายน้ําลดลงอยางมาก (รูปที่ 1.7) (36, 45) นอกจากนี้เรายังพบ
กรดอะมิโนที่เปน aromatic residue บน chitin-binding domain ของ ChiA1 ดวยเชนเดียวกัน 
และพบวา การกลายพันธุ conserve aromatic residue บางตัวบน ChBD ของ ChiA1 จะทําให 
ChBD สูญเสียความสามารถในการจับกับสับเสตรตไป (39, 37) อีกทั้งยังมี model ในการจับกับ 
crystalline substrate ของ ChiA จาก Serratia marcescens ที่ Uchiyama และคณะ (43) ได
เสนอเอาไววา aromatic residue บน N-terminal domain และ catalytic domain ที่ expose 
ออกมาอยูที่ผิวของเอนไซม จะทําหนาที่ในการจับกับสายของสับสเตรตและทําหนาที่เสมือนรางที่
จะนําสับสเตรตเขาไปตัดใน active site ของเอนไซม (รูปที่ 1.8) 
 นอกจากนั้น  เมื่อพิจารณาถึงผลิตภัณฑที่ ไดจากการยอยดวยไคติเนส เราพบวา             
ไคติเนสแตละชนิด สามารถยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑออกมาไมเหมือนกัน ยกตัวอยางเชน 
ChiA จาก Serratia marcencens จะใหผลิตภัณฑเปน dimer ([GlcNac]2), ChiB จาก Serratia 
marcescens จะใหผลิตภัณฑเปน trimer ([GlcNac]3) สวน ChiA1 จาก Barcillus circulan WL-
12 จะใหผลิตภัณฑเปน monomer (GlcNac) ผสมกับ dimer ([GlcNac]2) การที่ไคติเนสแตละ
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ชนิดเมื่อยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑออกมาแตกตางกันนั้น อาจเกี่ยวของกับการจัดเรียงลําดับ
ของโดเมนที่แตกตางกันบนไคติเนสแตละชนิดก็เปนได 

ปจจุบัน ไดมีการนําไคติเนสมาประยุกตใชหลายทางดวยกัน เชน ใชในการเตรียม 
protoplast จากรา (46) ใชเปนสารปองกัน plant-pathogenic fungi (47) และ ผลิต chito-
oligosaccharides เพื่อใชเปนสารทางชีวภาพ (biologically active substance) (48) 

เนื่องจากไคติเนสมีคุณสมบัติในการยอยผนังเซลลของเชื้อราไดหลายชนิด จึงนิยม
นํามาใชในการเตรียม protoplast จากรา (49) เชน ไคติเนสจาก Streptomyoes นิยมนํามาใช
เตรียม protoplast จาก Asperigillus oryzae และ Fusarium solani (50) ในดานเกษตรกรรม ได
มีการนําแบคทีเรียที่ผลิตไคติเนสไดมาใชในกระบวนการตอตานศัตรูพืช เชน Aeromonas caviae 
สามารถใชควบคุมไมใหตนฝาย (cotton) เปนโรคจากการติดเชื้อ Rhizoctonia solani และ 
Fusarium oxysporum ไคติเนสจาก Serratia marcescens สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Sclerotium rolfsii และตัวออนในระยะ larvae ของ Galleria mellonela (51) เปนตน 

ในทางธุรกิจไคติเนสเปนเอนไซมที่คอนขางมีราคา ยกตัวอยางเชน ในสหรัฐอเมริกา       
ไคติเนสที่ขายโดยบริษัท Sigma Chemical Co. (USA) มีราคาประมาณ 105$ ตอไคติเนส 10 
units (400-1200 units/g solid) ดังนั้นการที่เราจะสามารถผลิตเอนไซมไดเอง จึงเปนสิ่งที่นาสนใจ 

ตลอดหลายปมานี้ นักวิทยาศาสตรหลายทานสามารถคัดเลือกจุลชีพในธรรมชาติที่ผลิต
ไคติเนสไดหลายชนิด เชน Bacillus circulans WL-12 (52) Serratia maecescens (53) 
Aeromonas sp. 10S-24 (54) Bacillus circulans No.4.1 (55) ฯลฯ เปนตน ซึ่งพบวาไคติเนสที่
ผลิตโดยจุลชีพเหลานี้จะมีขนาดโมเลกุล (molecular weight) อยูในชวง 30-120 กิโลดาลตัน 
(kDa) สามารถทํางานไดในชวง pH 4-10 และในชวงอุณหภูมิตั้งแต 37-80 °C นอกจากนี้
นักวิทยาศาสตรยังสามารถโคลนยีนที่เก็บรหัสพันธุกรรมสําหรับสรางเปนไคติเนสไดหลายชนิด 
เชน Chitinase A1 และ C จาก Bacillus circulans WL-12 (52) Chitinase C จาก Serratia 
marcescens (56) เปนตน 
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                                    (ก)                                                                    (ข) 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.6 โครงสราง Chitin-binding domain (ก) และ Fibronectin type III-like domain (ข) ของ 
Bacillus circulans WL-12 
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รูปที่ 1.7 แสดง aromatic residue บน CatD ของ ChiA1 ที่ทําหนาที่จับกับสายของสับสเตรต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.8 model ในการจับกับสับสเตรต β-chitin โดยใช aromatic residue ของ ChiA จาก 
Serratia marcescens 
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ในปจจุบัน วิทยาการทางชีวภาพมีการพัฒนาอยางรวดเร็ว เอนไซมเขามามีบทบาทสําคัญ

ในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากขึ้น รวมถึงอุตสาหกรรมแปรรูปไคตินและไคโตซาน
ดวย โดยสวนใหญจะสนใจไคติเนสที่ไดจากแบคทีเรีย เนื่องจากเลี้ยงงาย เจริญเติบโตไดรวดเร็ว 
สามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและทําใหบริสุทธิ์ไดงาย และเนื่องจากในอุตสาหกรรม
มักจะเกิดปญหาเกี่ยวกับอุณหภูมิซึ่งมีผลตอการทํางานของเอนไซม สวนใหญจะเกิดจากความ
รอนทําใหเอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นจึงสนใจศึกษาไคติเนสที่ทนรอนได ซึ่งมีนักวิทยาศาสตรหลาย
ทานใหความสนใจทําการศึกษาไคติเนสทนรอน เชน Takigichi and Shimahara (57) ไดทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียจากน้ําพุรอนที่ผลิต N, N’-Diacetylchitobiose จากไคติน โดยเมื่อนําไปจําแนก
สายพันธุ แลวพบวาเปน Bacillus licheniformis X-7u   ซึ่งเมื่อ Takayanagi และคณะ (58) ไดทํา
การทดลองนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปแยกใหบริสุทธิ์ พบโปรตีน 4 ชนิด เรียก chitinase I (89 kDa), II 
(76 kDa), III (66 kDa) และ IV (59 kDa) โดย chitinase II, III และ IV สามารถทาํงานไดที่
อุณหภูมิสูง ๆ (70-80 °C) และเสถียรที่อุณหภูมิสูง การศึกษาไคติเนสที่ไดจาก Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520 พบวามีโปรตีน 3 ชนิดที่มีแอคติวิตีของไคติเนส ซึ่งมีขนาด 25 
(Chi25), 30 (Chi30) และ 40 (Chi40) กิโลดาลตัน เมื่อทํา Chi30 และ Chi40 ใหบริสุทธิ์ แลว
นําไปศึกษาสมบัติ พบวา Chi30 ทํางานไดดีที่คาความเปนกรด- ดาง เทากับ 4 ที่อุณหภูมิ 60 °C 
และเสถียรที่ชวงความเปนกรด-ดาง เทากับ 6-8 ที่อุณหภูมิ 60 °C (59) และ Chi40 ทํางานไดดีที่
คาความเปนกรด-ดางในชวง 8-10 ที่ชวงอุณหภูมิ 70-80 °C และเสถียรที่ความรอนสูง (60) เมื่อ
ทําการโคลน Chi30 พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายกับ ChiA จาก S. lividans และ ChiA จาก S. 
coelicolor (59) และเมื่อเร็ว ๆ นี้ Gomes และคณะ (61) ไดทําการศึกษา thermostable 
endochitinase จาก Streptomyces RC1071 ที่แยกไดจากดิน โดยเมื่อทําใหเอนโดไคติเนส 
บริสุทธิ์ พบวาเอนไซมตัวนี้มีขนาดโมเลกุล 70 กิโลดาลตัน โดยมี pI เทากับ 6.1 สามารถทํางานได
ดีที่ คาความเปนกรด- ดางเทากับ 8.0 ที่ 40 °C และมีเสถียรภาพที่ชวงความเปนกรด – ดาง 
เทากับ 4-9 และอุณหภูมิ 30-70 °C ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราที่กอใหเกิดโรคใน
พชื (phytopathogenic fungi) ได เปนตน 

กอนหนานี้คณะวิจัยสามารถโคลนยีนและศึกษาสมบัติบางประการของไคติเนสจาก
แบคทีเรียที่อยูในดินตามธรรมชาติไดหลายชนิด เชน Chi65 จาก Bacillus licheniformis PR-1 
(62), Chi66 จาก Bacillus licheniformis SK-1 (63) และ Chi60 จาก Burkholderia cepacia 
TU09 (64) เมื่อทําการศึกษาสมบัติบางประการของไคติเนสเหลานี้ พบวา Chi65 ประกอบดวย
กรดอะมิโนจํานวน 596 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 65,100 ดาลตัน สภาวะที่ Chi65 ทํางานมีแอคติวิตี
มากที่สุดอยูที่คาความเปนกรดเปนดาง 5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สับสเตรตที่ Chi65 
ยอยไดดีที่สุด คือ คอลลอยดัลไคติน (colloidal chitin) ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยคอลลอยดัล  
ไคตนิดวย Chi65 คือ ไคโตไบโอส (N,N’-diacetyl chitobiose) และ N-acetylglucosamine ผสม
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กัน สวน Chi66 เมื่อทําการศึกษาสมบัติบางประการ พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 598 ตัว มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน สภาวะที่ Chi66 สามารถทํางานแลวมีแอคติวิตีสูงสุดอยู
ที่คาความเปนกรดเปนดาง 5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สับสเตรตที่ Chi66 ยอยไดดีท่ีสุด 
คือ คอลลอยดัลไคติน และผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยคอลลอยดัลไคตินจะได N,N’-diacetyl 
chitobiose เปนสวนใหญ และเมื่อทําการศึกษาสมบัติบางประการของ Chi60 พบวา Chi60 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 564 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 60,942 ดาลตัน มีลํากับกรดอะมิโนคลายคลึง
กับ chitinase A (ChiA) ของ Serratia marcescens (32) ถึง 99% สภาวะที่ Chi60 สามารถ
ทํางานแลวมีแอคติวิตีสูงสุดอยูที่คาความเปนกรดเปนดาง 5.0-6.0 และอุณหภูมิ 50-60 องศา
เซลเซียส สับสเตรตที่ Chi60 ยอยไดดีที่สุดคือคอลลอยดัลไคติน และเมื่อนํา Chi60 ไปยอย
คอลลอยดัลไคตินพบวา ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยจะได N,N’-diacetyl chitobiose เปนสวน
ใหญ เมื่อพิจารณาโครงสรางของไคติเนสเหลานี้พบวา Chi65 และ Chi66 จะพบ CatD อยูที่ปลาย
ดานอะมิโน ตามดวยสวนของ FnIIID และ ChBD แต Chi60 จะพบสวนของ ChiN อยูทางดวน
ปลายดานอะมิโน ตามดวย CatD เชนเดียวกับ ChiA จาก Serratia maecescens และพบวา
ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวย Chitinase A จาก Serratia maecescens ก็ไดเปน 
N,N’-diacetyl chitobiose (43) เชนเดียวกับ Chi60 จึงคาดวาการมีอยูและการเรียงลําดับที่
ตางกันของโดเมนเหลานี้อาจจะมีสวนในการกําหนดขนาดของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

โครงงานวิจัยนี้คณะผูวิจัยไดทําการคัดเลือกจุลินทรียจําพวกแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เอนไซมไคติเนสออกมานอกเซลลได คือ Bacillus licheniformis RN01 จากแหลงน้ําพุรอนจังหวัด
ระนอง โดยสมบัติทั่วไปของ Bacillus licheniformis เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางของเซลลเปน
แทง (rod-shaped) ซึ่งสามารถสรางสปอรและเอนไซมแคตทาลิสได โดยผลงานวิจัยเบื้องตน
พบวา เอนไซมอยางหยาบ (crude enzyme) ของแบคทีเรียนี้สามารถทํางานไดดทีี่อุณหภูมิสูง 50-
60°C และชวงความเปนกรดเปนดางที่กวาง  ซึ่งทําใหสามารถนําไปประยุกตใชไดดีใน
อุตสาหกรรม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงตองทําการโคลนยีนไคติเนสจากแบคทีเรียนี้มาศึกษาถึงโครงสราง
ของยีนและโปรตีน และศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมนี้ เพื่อที่จะเขาใจการทํางานของเอนไซมนี้
มากขึ้น และยิ่งไปกวานั้นเม่ือเราไดโคลนของเอนไซมแลวก็จะสามารถนํามาทําการกลายพันธุ 
(mutagenesis) นําไปศึกษาเปรียบเทียบกับโครงสรางไคติเนสชนิดอื่น เพื่อพัฒนาหรือปรับปรุงการ
ทํางานของเอนไซม และศึกษาถึงโครงสรางที่นาจะมีสวนในการกําหนดขนาดของผลิตภัณฑ 
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บทที่ 2 
 

อุปกรณ สารเคมี และวธิกีารทดลอง 
 

เครื่องมือและอุปกรณ 
Autoclave: Model H-88LL, Kokusan Ensinki Co., Ltd., Japan  
Autopipette: Pipetman, Gilson, France 
Centrifuge, refrigerated centrifuge: Model J-21C, Beckman Instrument Inc., U.S.A. 
Centrifuge, microcentrifuge high speed: Model MC-15A, TOMY SEIKO CO.LTD., 
TOKYO, Japan 
Electrophoresis Unit: 2050 MIDGET, LKB, Sweden and Mini-protein, Bio-Rad, U.S.A.; 
Submarine Agarose Gel Electrophoresis unit  
GeneAmp PCR System 2400, PERKIN-ELMER, U.S.A. 
Gene PulserTM: Bio-Rad, U.S.A.  
HPLC Model waterTM 600 system 
Incubator: Model 1H-100, Gallenkamp, England 
Incubator shaker controlled environment: Psyco-threm, New Brunswick Scientific Co., 
U.S.A. 
Incubator shaker: Model G76, New Brunswick Scientific Co., Inc. Edison, U.S.A. 
Incubator, water bath: Model M20S, Lauda, Germany 
Magnetic stirrer: Model Fisherbrand, Fisher Scientific, U.S.A.  
Magnetic stirrer and heater: Model IKAMA®GRH, JANKE&KUNKEL GMBH&CO.KG, 
Japan 
Microcentrifuge tube 1.5 mL, Bioactive, Thailand 
pH meter: Model PHM95, Radiometer Copenhegen, Denmark 
Power supply: Model POWER PAC 300, Bio-Rad, U.S.A.  
Sonicator: Model W375, Heat systems-ultrasonics, U.S.A. 
Spectrophotometer: Spectronic 2000, Bausch&Lomp, U.S.A. 
Spectrophotometer UV-240, Shimadzu, Japan, and DU Series 650, Beckman, U.S.A. 
Spectrophotometer UV-240, Shimadzu, Japan, and Du series 1050, Beckman, U.S.A.  
Thin-wall microcentrifuge tubes 0.2 mL, Axygen Hayward, U.S.A. 
UV transluminator: Model 2011 Macrovue, SanGabriel California, U.S.A. 
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Vortex: Model K-550-GE, Scientific Industries, U.S.A. 
Water bath: Charles Hearson Co., Ltd., England 
Water bath, shaking: Heto lab Equipment, Denmark 
 
สารเคม ี
Acetonitrile: (Methyl cyanide) Sigma, U.S.A. 
Acrylamide: Merck, U.S.A. 
Agrarose: SEAKEM LE Agarose, FMC Bioproducts, U.S.A. 
Aqua sorb: Fluka, Switzerland 
Ammonium persulphate: Sigma, U.S.A. 
Ammonium sulphate: Sigma, U.S.A. 
Ampicillin:  Sigma, U.S.A. 
Bacto-Agar: DIFCO, U.S.A. 
BlueRanger® Prestained Protein Molecular Weight Marker Mix: PIERCE, U.S.A. 
β-mercaptoethanol: Fluka, Switerland 
5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside (X-gal): Sigma, U.S.A. 
Bovine serum albumin (BSA): Sigma, U.S.A. 
Bromphenol blue: Merck, Germany 
Chloroform: BDH, England 
Coomassie brilliant blue R-250: Sigma, U.S.A.  
Dialysis tubing: Sigma, U.S.A.  
di-Potassium hydrogen phosphate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
di-Sodium ethylenediaminetetra acetate: M&B, England 
DNA marker: Lamda(λ)DNA digest with Hind III: GIBCOBRL, U.S.A. 
Ethidium bromide: Sigma, U.S.A. 
Ethyl alcohol absolute: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Ficoll type 400: Sigma, U.S.A. 
Flake chitin: Sigma, U.S.A. 
Fluorescent Brightener 28: Sigma, U.S.A. 
Glacial acetic acid: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Glycine: Sigma, U.S.A.  
Glycol chitin: Seikaguku Corporation, Japan 
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Glucose: BDH, England 
Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG): Sigma, U.S.A. 
Low molecular weight calibration kit for SDS electrophoresis: Amersham, U.S.A. 
100 bp ladder: GIBCOBRL, U.S.A. 
Megnesium sulphate 7 hydrate: BDH, England 
Megnesium chloride: BDH, England 
Methanol: Merck, Germany 
N, N’-dimethyl-formamide: Fluka, Switzerland 
N, N’-methylene-bis-acrylamide: Sigma, U.S.A.  
NNN’N’-tetramethyl-1,2-diaminoethane (TEMED): Carlo Erbo Reagenti, Italy 
Phenol: BDH, England 
Phosphoric acid: Mallinckrodt, U.S.A. 
Potassium ferricyanide: BDH, England 
Potassium phosphate monobasic: Carlo Erba Reagenti, Italy 
QIAquick Gel Extraction Kit: QIAGEN, Germany 
QIAquick Plasmid Extraction Kit: QIAGEN, Germany 
Sodium carbonate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium citrate: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium chloride: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium dodecyl sulfate (SDS): Boehringer Mannheim Gmbtt, Germany 
Sodium hydroxide: Merck, Germany  
Sucrose: Sigma, U.S.A. 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane: Carlo Erba Reagenti, Italy 
TritonX-100: Merck, Germany  
Tryptone: DIFCO, U.S.A. 
Xylene cyanole FF: Sigma, U.S.A. 
Yeast extract: DIFCO, U.S.A. 
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เอนไซม 
DNA polymerase I (Klenow): New England Biolabs, Inc., U.S.A. 
Lysozyme: Sigma, U.S.A. 
Pfu DNA Polymerase: Promega, U.S.A. 
Proteinase K: Sigma, U.S.A. 
Restriction enzymes: GIBCOBRL, U.S.A. and New England Biolabs, Inc., U.S.A. 
RNase: Sigma, U.S.A. 
Taq DNA polymerase: Pacific science, France 
T4 DNA ligase: New England Biolabs, Inc., U.S.A. 
Vent DNA polymerase: New England BioLabs, Inc., U.S.A 
 
ไพรเมอร (Primer) 
BP-19F : GTTTTCCCTTGTTGTCTTC (Tm = 54°C) 
BP-20R : CTCTTTATCGTTTTCTATCC (Tm = 54°C) 
สําหรับโคลนยนีไคติเนสจาก Bacillus lichenifirmis 
 
RN-Seq-I : TTGCTGGGAGGGAAGGC (Tm = 56°C) 
RN-Seq-II : CGGTTTTCAAATGACACG (Tm = 52°C) 
RN-Seq-III : CAGAAGCAAAAGACGGC (Tm = 52°C) 
RN-Seq-IV : CGTAGAACGGTGTTCC (Tm = 50°C) 
RN-Seq-V : AGCAAACGGATTAAGCGG (Tm = 54°C) 
สําหรับหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไคติเนส 
 
pA : AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Tm = 60°C) 
pH′ : AAGGAGGTGATGCAGCCGCA (Tm = 64°C) 
สําหรับโคลนยนี 16s rRNA 
 
pD : CAGCAGCCGCGGTAATAC (Tm = 58°C) 
pE : AAACTCAAAGGAATTGACGG (Tm = 56°C) 
สําหรับหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA 
BEN1 : GCTCCGATCCAATCTACAACCG (Tm = 68°C) 
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 นําสารละลาย DNA ที่สกัดไดมาเปนตนแบบในการทํา polymerase chain reaction 
(PCR) เพื่อโคลนยีนไคติเนส โดยใชคูไพรเมอร BP-19F และ BP-20R ที่สามารถเพิ่มจํานวนชิ้นยีน
ไคติเนสไดครบทั้งยีน (62) และใช Vent DNA polymerase เปนเอนไซมในการเพิ่มจํานวนชิ้นยีน
ไคติเนส โดยจะใสสารตาง ๆ ในการทํา PCR ดังนี้ Vent DNA polymerase 1 Unit, MgSO4 2 
mM, BP-19F และ BP-20R อยางละ 0.4 µM, dNTP 200 µM, genomic DNA 200 ng ใน
สารละลายปริมาตรสุทธิ 50 µl และตั้งโปรแกรมทํา PCR ดังนี้ ข้ัน pre-denature 94°C 4:00 นาที
, ขั้น denature 94°C 1:00 นาที, ข้ัน annealling 52°C 1:00 นาที, ขั้น extension 72°C 2:10 
นาที โดยจะทํา PCR 25 รอบ แลวทําขั้น post-extension ที่ 72°C อีก 5:00 นาที 
 นํา PCR product ที่ไดมาสกัด phenol chloroform (65) และตกตะกอน DNA ดวย 
absolute ethanol ระเหย ethanol ออก แลวนําไปทํา A-tailing โดยนําตะกอน DNA มาละลายใน
สารละลายที่มี MgSO4 1.5 mM, dATP 10 mM ThermoPol buffer เขมขน 1X และ Taq DNA 
polymerase 1 U ปริมาตรรวม 20 µl โดยนําไปบมที่ 72°C เปนเวลา 20 นาที จากนั้นนํา
สารละลายมา run 0.7% agarose gel electrophoresis แลวตัดเจลตรงชิ้น PCR product ที่คาด
วาเปนชิ้นยีนไคติเนส นํา DNA มา elute ออกจากเจลโดยใช  QIAquick Gel Extraction Kit 
จากนั้นทําการเชื่อมยีนไคติเนสเขากับเวกเตอร pGEM®-T Easy แลวถึงนํายีนไคติเนสที่เชื่อมกับ
เวกเตอรแลวมาถายเขาสูเซลล (transformation) E. coli Top10 โดยใชกระแสไฟฟา 
(electroporation) นําเชื้อที่ทํา electroporation แลวมากระจายเซลลลงบน plate อาหารเลี้ยงเชื้อ 
LB-CC ที่มีแอมพิซิลิน (ampicillin) 100 µg/ml, IPTG 1.4 mg และ X-GAL 0.8 mg นําไปเลี้ยงที่ 
37°C 1-3 คืน จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่มยีีนไคติเนสโดยสังเกตจากวงใสรอบโคนี (clear zone) 
และวิธี blue/white colony screening 

เลือกโคโลนีสีขาวที่เกิด clear zone นํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (LB broth) ที่
มี ampicillin 100 µg/ml นํามาสกัดพลาสมิด (66) แลวนําพลาสมิดที่ไดมาทําแผนที่ยีน และนําไป
หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไคติเนส 
 
การโคลนยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis RN01 
 นํา genomic DNA ที่สกัดไดจาก Bacillus licheniformis RN01 มาเพิ่มจํานวนชิ้นยีน 
16s rRNA โดยใชคูไพรเมอร pA และ pH′ (67) และใช Vent DNA polymerase เปนเอนไซมใน
การเพิ่มจํานวนชิ้นยีน 16s rRNA โดยจะใสสารตาง ๆ ในการทํา PCR ดังนี้ Vent DNA 
polymerase 1 Unit, MgSO4 2 mM, pA และ pH′ อยางละ 0.4 µM, dNTP 200 µM, genomic 
DNA 200 ng ในสารละลายปริมาตรสุทธิ 50 µl ตั้งโปรแกรมทํา PCR ดังนี้ ข้ัน pre-denature 
94°C 4:00 นาที, ขั้น denature 94°C 1:00 นาที, ขั้น annealling 60°C 1:00 นาที, ขั้น 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
การระบชุนิดองแบคทีเรียโดยเปรียบเทียบ 16s rRNA 

ในโครงการนี้ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตไคทิเนสได โดยเชื้อแบคทีเรียที่
คัดเลือกมาเมื่อนําไปศึกษาลักษณะสมบัติทางทางชีวเคมีแลวพบวาเปนเชื้อแบคทีเรียที่จัดอยูใน
จีนัสและสปชีส Bacillus licheniformis ดังนั้นเราจะทําการระบุชนิดของเชื้อ Bacillus 
licheniformis RN01 (รูปที่ 3.1) เพิ่มเติมโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s 
rRNA ซึ่งจะทําการทดลองโดยทํา polymerase chain reaction (PCR) เพิ่มจํานวนชิ้นยีน 16s 
rRNA โดยใชไพรเมอร pA (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ pH′ (5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) โดยใชสภาวะในการทํา PCR ดังนี้ 

 ปริมาณที่ใช ปริมาตรที่ใช 
2 U/µL Vent DNA Polymerase 1 U 0.5 µL 
10X ThermoPol Buffer 1X 5 µL 
100mM MgSO4 2 mM 1 µL 
10 pmole/µL pA 0.4 µM 2 µL 
10 pmole/µL pH′ 0.4 µM 2 µL 
10 mM dNTP 200 µM 1 µL 
Genomic DNA template 200 ng 0.5 µL 
Ultrapure water  38 µL 
                                                                       Total volume 50 µL 

 
แลวตั้งโปรแกรมดังนี้ 
1. pre-denature ที่อุณหภูมิ 94ºc  เปนเวลา 4:00 นาที 
2. denature  ที่อุณหภูมิ 94ºc  เปนเวลา 1:00 นาที 
3. annealling  ที่อุณหภูมิ 60ºc  เปนเวลา 1:00 นาที 
4. extension  ที่อุณหภูมิ 72ºc  เปนเวลา 2:00 นาที 
ทํา PCR โดยตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCyclier ทํางานในขั้นตอน 2-4 จํานวน 25 รอบ และใน
รอบสุดทายจะตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCyclier ทํางานที่ 72ºc ตอไปอีก 2 นาที จากนั้นนํา 
PCR product มา run 0.7% agarose gel electrophoresis ไดผลดังรูปที่ 3.2 
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รูปที่ 3.1 รูป Bacillus lichenifirmis RN01 ที่มี clear zone รอบโคโลนี บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CCMM  
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รูปที่ 3.2 แสดงยีน 16s rRNA จาก Bacillus licheniformic RN01 ที่เพิ่มจํานวนโดยการทํา PCR 
โดยใช primer pA และ pH′ กําหนดให lane 1 และ 2 คือ PCR product 
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 นําชิ้นยีนที่เพิ่มจํานวนไดมาเชื่อมกับเวกเตอร pGEM®-T Easy แลวนํา plasmid 
transform เขาสู E. coli JM109 จากนั้นสกัดพลาสมิดที่มีชิ้นยีนที่เพิ่มจํานวนไดนําไปหาลําดับ    
นิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดเปนดังรูปที่ 3.3 
 โดยลําดับคลีโอไทดที่เพิ่มจํานวนไดมีจํานวน 1565 bp เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดนี้มาเขา
โปรแกรม BLAST จะพบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่เพิ่มจํานวนจาก genomic DNA ของ Bacillus 
licheniformis RN01 มีความคลายคลึงกับยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis M1-1 
(AB039328) ที่มีความยาว 1,549 bp อยู 99% (รูปที่ 3.4) 
 
 
การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไคติเนสอยางหยาบ (crude chitinase) ที่ผลิต
จาก Bacillus licheniformis RN01  

การศึกษาลักษณะการเจริญและลักษณะการผลิตเอนไซมของ Bacillus licheniformis 
RN01 จะเลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CCMM แลวดูดน้ําเลี้ยงมา
วัดอัตราการเจริญและวัดแอคติวิตีของเอนไซมทุกวันเปนเวลา  7 วัน พบวาเชื้อ Bacillus 
licheniformis RN01 เจริญเขาสู stationary phase เมื่อเลื้ยงเชื้อไปแลวเปนเวลา 6 ชั่วโมง และมี
การผลิตไคติเนสออกมามากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อไปแลว 2 วัน (รูปที่ 3.5) 
 เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดมาหาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
พบวา ไคติเนสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50-60°C (รูป
ที่ 3.6) สวนคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม เราพบวา เอนไซมสามารถทํางานได
ในชวง pH กวางตั้งแต pH 6 - 11 (รูปที่ 3.7) 
 เมื่อนาํเอนไซมไปยอยสับสเตรตชนิดตาง ๆ ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง, ไคตินจากเปลือกปู
, ไคตินจากแกนปลาหมึก, ไคตินจากแกนปลาหมึกปน, powder chitin, colloidal chitin, PNAC 
(partial-N-acetylated chitin), 70% DD chitosan และ 90% DD chitosan พบวา ไคติเนสที่ผลิต
จากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถยอย PNAC ไดดีที่สุด รองลงมาคือ colloidal 
chitin และ ไคตินจากแกนปลาหมึกปน สวนสับสเตรตที่เอนไซมยอยไมไดคือ ไคตินจากเปลือกปู 
(รูปที่ 3.8) 
 หลังจากนําเอนไซมไปยอยสับสเตรตแลวนํามาหาขนาดของผลิตภัณฑโดยนํามาฉีด 
HPLC พบวาผลิตภัณฑที่ไดเปน GlcNAc และ dimer ของ N-acetylglucosamine (chitobiose) 
ผสมกัน โดยมีผลิตภัณฑหลักเปน chitobiose (รูปที่ 3.9) 
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCGATG
GGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGG
CTTTCAGCTACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGA
CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGG
GGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGC
AGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
CTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGG
AAGGTGCGGCTGCATCACCTCCTTA 
 
รูปที่ 3.3 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA ทีเพิ่มจํานวนจาก genomic DNA ของ Bacillus 
licheniformis RN01 ดวยไพรเมอร pA และ pH′ โดย DNA ที่เพิ่มจํานวนไดมีจํานวน 1565 bp  
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การทํา pairwise sequence alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL W (1.82) 
 
 
M1-1            ATTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT 60 
RN01            -----AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT 55 
                     ******************************************************* 
 
M1-1            CGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120 
RN01            CGAGCGGACCGATGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 115 
                ************ *********************************************** 
 
M1-1            GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG 180 
RN01            GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG 175 
                ************************************************************ 
 
M1-1            ATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCC 240 
RN01            ATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTCAGCTACCACTTGCAGATGGACCC 235 
                ************************************ *********** *********** 
 
M1-1            GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 300 
RN01            GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 295 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 360 
RN01            TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 355 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA 420 
RN01            AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA 415 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG 480 
RN01            GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG 475 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 540 
RN01            TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 535 
                ************************************************************ 
 
M1-1            ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTT 600 
RN01            ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTT 595 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG 660 
RN01            AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG 655 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG 720 
RN01            AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG 715 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG 780 
RN01            AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG 775 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT 840 
RN01            GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT 835 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC 900 
RN01            AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC 895 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG 960 
RN01            GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG 955 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAG 1020 
RN01            GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAG 1015 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT 1080 
RN01            AGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT 1075 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCA 1140 
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RN01            GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCA 1135 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT 1200 
RN01            TTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT 1195 
                ************************************************************ 
 
M1-1            CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGG 1260 
RN01            CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGG 1255 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTC 1320 
RN01            GCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTC 1315 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA 1380 
RN01            TGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA 1375 
                ************************************************************ 
 
M1-1            ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA 1440 
RN01            ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA 1435 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAG 1500 
RN01            GTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAG 1495 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTAA 1549 
RN01            TCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGCATCACCTCCTTA- 1543 
                *********************************** ************  

 
รูปที่ 3.4 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis 
RN01 กับ Bacillus licheniformis M1-1 โดยการทํา pairwise sequence alignment ดวย
โปรแกรม CLUSTAL W (1.82) โดยตําแหนงที่ระบายสีเอาไวจะเปนตําแหนงที่ลําดับนิวคลีโอไทด
ตางกัน 
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ลักษณะการเจรญิและการผลิตไคติเนสของ Bacillus licheniformis RN01
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รูปที่ 3.5 ลักษณะการเจริญและลักษณะการผลิตไคติเนสของ Bacillus licheniformis RN01 
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รูปที่ 3.6 แอคติวิตีของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่อุณหภูมิตาง ๆ 
โดยนําเอนไซม 25 mU มาบมกับ colloidal chitin ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 30, 37, 50, 
60, 70, 80 และ 90°C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.7 แอคติวิตีของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ pH ตาง ๆ โดยนํา
เอนไซม 25 mU มาบมกับ colloidal chitin ที่อุณหภูมิ 50°C ใน buffer pH ตาง ๆ เปนเวลา 20 
นาที 
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รูปที่ 3.8 ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus 
licheniformis RN01 โดยนําเอนไซม 25 mU มาบมกับสับสเตรตชนิดตาง ๆ ใน citrate buffer   
pH 6 ที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.9 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลังจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซมอยางหยาบที่ผลิตจาก 
Bacillus licheniformis RN01 โดยรูป ก เปน chitooligosaccharide มาตรฐาน : 1 เปน 
monomer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc), 2 เปน dimer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)2, 3 เปน trimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)3,4 เปน tetramer ของ N-
acetylglucosamine (GlcNAc)4 และ 5 เปน pentamer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)5 
รูป ข เปนชุดควบคุม คือสับสเตรตที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซม สวนรูป ค เปนสับสเตรตที่ยอย
ดวยเอนไซมอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ซึ่งใหผลิตภัณฑหลักเปน 
chitibiose  

ข 

ค 

ก 

1 2 

3 
4 5 
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การโคลนยีนไคติเนสจาก genomic DNA ของ Bacillus licheniformis RN01 

การโคลนยีนที่ผลิตไคติเนสในงานวิจัยนี้ไดทําโดยการทํา PCR โดยใชไพรเมอร BP-19F 
และ BP-20R ที่ออกแบบโดยการใชลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนไคทิเนส Chi65 ที่โคลนไดจาก 
Bacillus licheniformis PR-1 (60) เปนตนแบบ ซึ่งบริเวณที่ไพรเมอรคูนี้จับกับ DNA ตนแบบนั้น 
จะจับครอมอยูระหวางตําแหนงบริเวณกอน promoter (อยูเหนือ start codon ประมาณ 120 
base pair) และอีกตําแหนงจะอยูที่สวนทายของยีน โดยอยูหลังจาก stop codon ประมาณ 30 
base pair โดยคุณประการตไดทําการทดสอบแลววา ไพรเมอรคูนี้มีความจําเพาะตอยีนไคติเนส 
family 18 ของ Bacillus spp. ซึ่งสามารถใชเพิ่มจํานวนยีนไคติเนสของ Bacillus spp. ไดครบทั้ง
ยีน สภาวะที่ใชในการทํา PCR เปนดังนี้ 

 ปริมาณที่ใช ปริมาตรที่ใช 
2 U/µL Vent DNA Polymerase 1 U 0.5 µL 
10X ThermoPol Buffer 1X 5 µL 
100mM MgSO4 2 mM 1 µL 
10 pmole/µL primer BP-19F 0.4 µM 2 µL 
10 pmole/µL primer BP-20R 0.4 µM 2 µL 
10 mM dNTP 200 µM 1 µL 
Genomic DNA template 200 ng 0.5 µL 
Ultrapure water  38 µL 
                                                                       Total volume 50 µL 

 
แลวตั้งโปรแกรมดังนี ้
1. pre-denature ที่อุณหภูม ิ 94ºc เปนเวลา 4:00 นาท ี
2. denature  ที่อุณหภูม ิ 94ºc เปนเวลา 1:00 นาท ี
3. annealling  ที่อุณหภูม ิ 52ºc เปนเวลา 1:00 นาท ี
4. extension  ที่อุณหภูม ิ 72ºc เปนเวลา 2:10 นาท ี

ทํา PCR โดยตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCycler ทํางานในขั้นตอน 2-4 จํานวน 25 รอบ 
และในรอบสุดทายจะตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCycler ทํางานที่ 72ºC ตอไปอีก 5 นาที นํา 
PCR product มา run 0.7% agarose gel electrophoresis แสดงผลดังรูปที่ 3.10 
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รูปที่ 3.10 แสดงยีนไคทเินส จาก Bacillus licheniformic RN01 ที่ไดจากวธิี PCR cloning โดยใช 
primer BP-19F และ BP-20R กําหนดให lane M คือ λ DNA/Hind III marker , lane 2 - 4 คือ 
PCR product 
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จากรูปที่ 3.10 จะเห็นวา PCR product ที่ไดมีขนาดประมาณ 2 kb ซึ่งมีขนาดตามที่คาด

ไว แต PCR product ที่ไดจะมีปลายเปน blunt end ในการทดลองนี้เราไดนํา PCR product ที่
ไดมาทําใหปลายของ PCR product มี overhang A เพื่อทําใหโคลนชิ้นยีนที่ตองการไดงายขึ้น 
โดยนํามาทํา A-tailing ดวย Taq Polymerease แลวจึงนํา PCR product ที่เติม overhang A แลว 
มาทําใหบริสุทธิโดยนํามาแยกโดย 0.7% agarose gel electrophoresis จากนั้น elute แถบขนาด
ประมาณ 2 kb ออกมาโดยใช QIAquick gel extraction kit จากนั้นนําไปเชื่อมตอเขากับ vector 
pGEM-T Easy แลวจึง transform เขาเซลล E.coli Top10 

ทําการคัดเลือกหาโคโลนีที่ไดรับ plasmid ที่มีชิ้นยีนแทรกอยูดวยวิธี blue-white 
screening และดูจากวงใส (clear zone) รอบโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มี 0.01% 
ampicillin, IPTG 1.4 mg และ X-GAL 0.8 mg เลือกโคโลนีสีขาวที่มีวงใสมาทําการสกัดพลาสมิด 
นําพลาสมิดที่สกัดไดมาตัดตรวจสอบดวย Not I แลวนําไป run 0.7% agarose gel พบวาไดแถบ
ขนาดประมาณ 3 kb ของ pGEM-T easy และ แถบขนาดประมาณ 2 kb ซึ่งเปนยีนไคติเนสที่
โคลนได ผลแสดงดังรูปที่ 3.11 โดยพลาสมิดที่มีขนาดถูกตองเราใหชื่อวา pW1, pW2 และ pW3 
 เมื่อนําพลาสมิด pW1 และ pW2 ที่เราโคลนยีนไคติเนส (ใหชื่อวา chiRN1 gene) เขาไป
ได มาหาลําดับนิวคลีโอไทด ดวยไพรเมอร RN-Seq-I, RN-Seq-II, RN-Seq-III, RN-Seq-IV, RN-
Seq-V, M13 forward และ M13 reverse พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chiRN1 ที่โคลนไดเปน
ดังรูปที่ 3.12 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเขาโปรแกรม BLAST พบวาลําดับนิวคลีโอไทดมีความ
คลายคลึงกับยีนไคติเนสจาก Bacillus licheniformis ATCC 14580 (CP000002) อยู 99% นํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาแปลเปนกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม ORF finder พบวา ยีน chiRN1 
สามารถแปลรหัสออกมาเปนกรดอะมิโนได 598 กรดอะมิโน โดยมีลําดับของกรดอะมิโนดังรูปที่ 
3.13 เมื่อนํามาคํานวณน้ําหนักโมเลกุลโดยใชโปรแกรม ProtCalc พบวา เอนไซม ChiRN1 มี
น้ําหนักโมเลกุล 66134.52 ดาลตัน (Da) และมี theoretical pI เทากับ 5.17  
 จากนั้นนําลําดับกรดอะมิโนมาการทํานายโครงสราง 3 มิติ โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล
ในอินตอรเนต (http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/) ใหขอมูลออกมาวาโครงสราง
ของเอนไซม ChiRN1 มีอยู 3 โดเมนดวยกัน ไดแก Catalytic domain (CatD), fibronectin type 
III-like domain (FnIIID) และ chitin binding domain (ChBD) โดยฐานขอมูลสามารถทํานาย
และสรางโครงสราง 3 มิติ ของ CatD และ FnIIID ออกมาไดดังรูปที่ 3.14 แตโครงสราง 3 มิติของ 
ChBD ฐานขอมูลไมสามารถทํานายโครงสรางออกมาได 
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รูปที่ 3.11 แสดงยีนไคติเนสที่โคลนไดดวยวิธี PCR cloning โดยใช primer BP-19F และ BP-20R 
เขาสู pGEM-T Easy แลวนํามาตัดตรวจสอบโดยตัดดวย restriction enzyme Not I โดย lane 
pW1, pW2 และ pW3 คือ plasmid ที่กสัดมาไดที่ยังไมไดตัดดวย restriction enzyme สวน lane 
pW1/Not I, pW2/Not I และ pW3/Not I คือ plasmid pW1, pW2 และ pW3 ที่ตัดดวย restriction 
enzyme Not I 
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TGTTTTCCCTTGTTGTCTTCAATGTATCTGCTGCTATTAGATGACAAGGAAAAATATAAAACCAGCAAA
AAAGGCGGTGAGGAAAAAGAGAGTTCTAGTTTCATAGCTTGCCAAAAAATTGCTTGTAAAGGAGATGAA
AATCGTGTTGATCAACAAAAGCAAAAAGTTTTTCGTTTTTTCTTTCATTTTTGTTATGATGCTGAGCCT
CTCATTTGTGAATGGGGAAGTTGCAAAAGCCGATTCCGGAAAAAACTATAAAATCATCGGCTACTATCC
ATCATGGGGTGCTTATGGAAGGGATTTTCAAGTTTGGGATATGGACGTTTCGAAAGTCAGCCACATTAA
TTATGCCTTTGCTGATATTTGCTGGGAGGGAAGGCATGGGAACCCTGATCCGACAGGCCCCAATCCTCA
AACGTGGTCATGCCAGGATGAAAACGGAGTGATCGACGCGCCAAATGGAACAATCGTGATGGGCGATCC
CTGGATTGACGCACAAAAGGCAAATCCCGGGGATGTCTGGGATGAACCGATCCGCGGCAACTTTAAACA
ATTGTTGAAGCTGAAAAAGAGCCACCCTCATTTGAAAACGTTCATATCGGTCGGGGGGTGGACTTGGTC
TAACCGCTTTTCAGATGTCGCGGCAGATCCTGCGGCAAGGGAGAATTTCGCCGCTTCGGCCGTTGAGTT
TTTAAGGAAATACGGGTTTGACGGGGTCGATCTTGACTGGGAATATCCGGTCAGCGGAGGATTGCCGGG
GAACAGCACACGTCCGGAAGATAAAAGAAACTACACGCTGCTCCTGCAAGAGGTGCGCAAAAAACTTGA
CGCTGCAGAAGCAAAAGACGGCAAGGAATACTTGCTGACGATCGCATCCGGCGCAAGTCCCGATTATGT
AAGCAACACTGAGCTCGATAAAATCGCTCAAACCGTGGATTGGATTAACATTATGACCTATGACTTTAA
TGGCGGATGGCAAAGCATAAGCGCCCATAATGCACCGCTGTTCTATGATCCAAAAGCGAAAGAAGCAGG
CGTTCCAAACGCTGAGACCTACAATATTGAAAACACTGTGAAACGCTACAAGGAAGCCGGTGTCAAGGG
TGACAAATTAGTGCTTGGAACACCGTTCTACGGAAGGGGCTGGAGCGGTTGTGAACCAGGGGGGCACGG
AGAATATCAGAAATGCGGACCGGCTAAAGAAGGGACATGGGAAAAGGGCGTATTCGATTTTTCAGATCT
TGAAAGGAACTATGTGAATCAAAACGGCTATAAAAGGTATTGGAACGATCAAGCAAAAGTGCCGTTTTT
GTATAATGCGGAAAATGGCAATTTCATCACTTATGATGATGAACAATCATTCGGCCACAAAACGGATTT
TATTAAAGCAAACGGATTAAGCGGAGCAATGTTCTGGGATTTCAGCGGCGATTCCAATCGGACGCTTCT
CAATAAATTGGCAGCCGATTTAGATTTTGCACCGGACGGAGGCAATCCGGAGCCGCCTTCATCGGCACC
TGTGAATGTGCGTGTAACCGGAAAAACTGCTACAAGTGTCAGCCTGGCGTGGGATGCGCCGAGCAGCGG
AGCAAACATTGCGGAATATGTCGTGTCATTTGAAAACCGGTCGATATCTGTAAAAGAAACATCAGCGGA
AATAGGCGGCTTGAAGCCGGGTACGGCCTACTCATTTACTGTTTCAGCAAAGGATGCGGATGGAAAGCT
CCATGCCGGACCAACGGTAGAGGTCACGACGAATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGA
GACGAGCGCATACACAGGCGGAGAGCGGGTTGCATTTAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTGGAC
GAAAGGCGACCGGCCTGATCAATCCGGTGAATGGGGCGTATGGCGGCTGATCGGAGGCTGCGAATAAGA
GAAAGTCAAATGGATAGAAAACGATAAAGAGA 
 
รูปที่ 3.12 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chiRN1 มีจํานวนนวิคลีโอไทดทัง้หมด 1964 นวิคลีโอไทด 
โดย GTTTTCCCTTGTTGTCTTC คือลําดับนิวคลีโอไทดของ BP-19F 
 GGATAGAAAACGATAAAGAG คือลําดับนวิคลีโอไทดที่ complementary กับ BP-20R 
 TTGCTGGGAGGGAAGGC คือลําดับนิวคลีโอไทดของ RN-Seq-I 
 CGTGTCATTTGAAAACCG คือลําดับนิวคลโีอไทดที่ complementary กับ RN-Seq-II 
 CAGAAGCAAAAGACGGC คือลําดับนิวคลีโอไทดของ RN-Seq-III 
 GGAACACCGTTCTACG คือลําดับนิวคลีโอไทดที่ complementary กับ RN-Seq-VI 
 AGCAAACGGATTAAGCGG คือลําดับนิวคลโีอไทดของ RN-Seq-V 
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     1 - TGTTTTCCCTTGTTGTCTTCAATGTATCTGCTGCTATTAGATGACAAGGAAAAATATAAA - 60  
       -  V  F  P  C  C  L  Q  C  I  C  C  Y  *  M  T  R  K  N  I  K    
 
    61 - ACCAGCAAAAAAGGCGGTGAGGAAAAAGAGAGTTCTAGTTTCATAGCTTGCCAAAAAATT - 120  
       -  P  A  K  K  A  V  R  K  K  R  V  L  V  S  *  L  A  K  K  L    
 
   121 - GCTTGTAAAGGAGATGAAAATCGTGTTGATCAACAAAAGCAAAAAGTTTTTCGTTTTTTC - 180  
       -  L  V  K  E  M  K  I  V  L  I  N  K  S  K  K  F  F  V  F  S    
 
   181 - TTTCATTTTTGTTATGATGCTGAGCCTCTCATTTGTGAATGGGGAAGTTGCAAAAGCCGA - 240  
       -  F  I  F  V  M  M  L  S  L  S  F  V  N  G  E  V  A  K  A  D    
 
   241 - TTCCGGAAAAAACTATAAAATCATCGGCTACTATCCATCATGGGGTGCTTATGGAAGGGA - 300  
       -  S  G  K  N  Y  K  I  I  G  Y  Y  P  S  W  G  A  Y  G  R  D    
 
   301 - TTTTCAAGTTTGGGATATGGACGTTTCGAAAGTCAGCCACATTAATTATGCCTTTGCTGA - 360  
       -  F  Q  V  W  D  M  D  V  S  K  V  S  H  I  N  Y  A  F  A  D    
 
   361 - TATTTGCTGGGAGGGAAGGCATGGGAACCCTGATCCGACAGGCCCCAATCCTCAAACGTG - 420  
       -  I  C  W  E  G  R  H  G  N  P  D  P  T  G  P  N  P  Q  T  W    
 
   421 - GTCATGCCAGGATGAAAACGGAGTGATCGACGCGCCAAATGGAACAATCGTGATGGGCGA - 480  
       -  S  C  Q  D  E  N  G  V  I  D  A  P  N  G  T  I  V  M  G  D    
 
   481 - TCCCTGGATTGACGCACAAAAGGCAAATCCCGGGGATGTCTGGGATGAACCGATCCGCGG - 540  
       -  P  W  I  D  A  Q  K  A  N  P  G  D  V  W  D  E  P  I  R  G    
 
   541 - CAACTTTAAACAATTGTTGAAGCTGAAAAAGAGCCACCCTCATTTGAAAACGTTCATATC - 600  
       -  N  F  K  Q  L  L  K  L  K  K  S  H  P  H  L  K  T  F  I  S    
 
   601 - GGTCGGGGGGTGGACTTGGTCTAACCGCTTTTCAGATGTCGCGGCAGATCCTGCGGCAAG - 660  
       -  V  G  G  W  T  W  S  N  R  F  S  D  V  A  A  D  P  A  A  R    
 
   661 - GGAGAATTTCGCCGCTTCGGCCGTTGAGTTTTTAAGGAAATACGGGTTTGACGGGGTCGA - 720  
       -  E  N  F  A  A  S  A  V  E  F  L  R  K  Y  G  F  D  G  V  D    
 
   721 - TCTTGACTGGGAATATCCGGTCAGCGGAGGATTGCCGGGGAACAGCACACGTCCGGAAGA - 780  
       -  L  D  W  E  Y  P  V  S  G  G  L  P  G  N  S  T  R  P  E  D    
 
   781 - TAAAAGAAACTACACGCTGCTCCTGCAAGAGGTGCGCAAAAAACTTGACGCTGCAGAAGC - 840  
       -  K  R  N  Y  T  L  L  L  Q  E  V  R  K  K  L  D  A  A  E  A    
 
   841 - AAAAGACGGCAAGGAATACTTGCTGACGATCGCATCCGGCGCAAGTCCCGATTATGTAAG - 900  
       -  K  D  G  K  E  Y  L  L  T  I  A  S  G  A  S  P  D  Y  V  S    
 
   901 - CAACACTGAGCTCGATAAAATCGCTCAAACCGTGGATTGGATTAACATTATGACCTATGA - 960  
       -  N  T  E  L  D  K  I  A  Q  T  V  D  W  I  N  I  M  T  Y  D    
 
   961 - CTTTAATGGCGGATGGCAAAGCATAAGCGCCCATAATGCACCGCTGTTCTATGATCCAAA - 1020  
       -  F  N  G  G  W  Q  S  I  S  A  H  N  A  P  L  F  Y  D  P  K    
 
  1021 - AGCGAAAGAAGCAGGCGTTCCAAACGCTGAGACCTACAATATTGAAAACACTGTGAAACG - 1080  
       -  A  K  E  A  G  V  P  N  A  E  T  Y  N  I  E  N  T  V  K  R    
 
  1081 - CTACAAGGAAGCCGGTGTCAAGGGTGACAAATTAGTGCTTGGAACACCGTTCTACGGAAG - 1140  
       -  Y  K  E  A  G  V  K  G  D  K  L  V  L  G  T  P  F  Y  G  R    
 
  1141 - GGGCTGGAGCGGTTGTGAACCAGGGGGGCACGGAGAATATCAGAAATGCGGACCGGCTAA - 1200  
       -  G  W  S  G  C  E  P  G  G  H  G  E  Y  Q  K  C  G  P  A  K    
 
  1201 - AGAAGGGACATGGGAAAAGGGCGTATTCGATTTTTCAGATCTTGAAAGGAACTATGTGAA - 1260  
       -  E  G  T  W  E  K  G  V  F  D  F  S  D  L  E  R  N  Y  V  N    
 
  1261 - TCAAAACGGCTATAAAAGGTATTGGAACGATCAAGCAAAAGTGCCGTTTTTGTATAATGC - 1320  
       -  Q  N  G  Y  K  R  Y  W  N  D  Q  A  K  V  P  F  L  Y  N  A    
 
  1321 - GGAAAATGGCAATTTCATCACTTATGATGATGAACAATCATTCGGCCACAAAACGGATTT - 1380  
       -  E  N  G  N  F  I  T  Y  D  D  E  Q  S  F  G  H  K  T  D  F    
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  1381 - TATTAAAGCAAACGGATTAAGCGGAGCAATGTTCTGGGATTTCAGCGGCGATTCCAATCG - 1440  
       -  I  K  A  N  G  L  S  G  A  M  F  W  D  F  S  G  D  S  N  R    
 
  1441 - GACGCTTCTCAATAAATTGGCAGCCGATTTAGATTTTGCACCGGACGGAGGCAATCCGGA - 1500  
       -  T  L  L  N  K  L  A  A  D  L  D  F  A  P  D  G  G  N  P  E    
 
  1501 - GCCGCCTTCATCGGCACCTGTGAATGTGCGTGTAACCGGAAAAACTGCTACAAGTGTCAG - 1560  
       -  P  P  S  S  A  P  V  N  V  R  V  T  G  K  T  A  T  S  V  S    
 
  1561 - CCTGGCGTGGGATGCGCCGAGCAGCGGAGCAAACATTGCGGAATATGTCGTGTCATTTGA - 1620  
       -  L  A  W  D  A  P  S  S  G  A  N  I  A  E  Y  V  V  S  F  E    
 
  1621 - AAACCGGTCGATATCTGTAAAAGAAACATCAGCGGAAATAGGCGGCTTGAAGCCGGGTAC - 1680  
       -  N  R  S  I  S  V  K  E  T  S  A  E  I  G  G  L  K  P  G  T    
 
  1681 - GGCCTACTCATTTACTGTTTCAGCAAAGGATGCGGATGGAAAGCTCCATGCCGGACCAAC - 1740  
       -  A  Y  S  F  T  V  S  A  K  D  A  D  G  K  L  H  A  G  P  T    
 
  1741 - GGTAGAGGTCACGACGAATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGAGACGAG - 1800  
       -  V  E  V  T  T  N  S  D  Q  A  C  S  Y  D  E  W  K  E  T  S    
 
  1801 - CGCATACACAGGCGGAGAGCGGGTTGCATTTAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTG - 1860  
       -  A  Y  T  G  G  E  R  V  A  F  N  G  K  V  Y  E  A  K  W  W    
 
  1861 - GACGAAAGGCGACCGGCCTGATCAATCCGGTGAATGGGGCGTATGGCGGCTGATCGGAGG - 1920  
       -  T  K  G  D  R  P  D  Q  S  G  E  W  G  V  W  R  L  I  G  G    
 
  1921 - CTGCGAATAAGAGAAAGTCAAATGGATAGAAAACGATAAAGAGA - 1964  
       -  C  E  *  E  K  V  K  W  I  E  N  D  K  E  X 
 

 
รูปที่ 3.13 ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม ChiRN1 ที่แปลรหัสจากยีน chiRN1 โดยใชโปรแกรม 
ORF finder ซึ่งพบวา เอนไซม ChiRN1 มีกรดอะมิโนจาํนวน 598 ตัว 
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รูปที่ 3.14 รูปโครงสราง 3 มิติของ catalytic domain (ก) และ fibronectin type III-like domain 
(ข) ของเอนไซม ChiRN1 ที่ทํานายจากฐานขอมูล PredictProtein (http://www.embl-
heidelberg.de/predictprotein) 
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การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไคติเนส ChiRN1  

การศึกษาลักษณะการผลิตไคติเนสที่โคลนไดจาก Bacillus licheniformis RN01 จะเลี้ยง
เชื้อ E.coli Top10 ที่มีพลาสมิดที่มียีนไคติเนส pW2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มีแอมพิซิลิน 
100 µg/ml แลวดูดน้ําเลี้ยงวัดแอคติวิตีของเอนไซมทุกวันเปนเวลา 7 วัน พบวาเชื้อ E.coli Top10 
ที่มีพลาสมิด pW2 มีการผลิตไคติเนส ChiRN1 ออกมาปริมาณมากเมื่อเลี้ยงเชื้อไปแลว 4 วัน (รูป
ที่ 3.15) 
 เมื่อนํา ChiRN1 มาหาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม พบวา 
ChiRN1 ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 60°C (รูปที่ 3.16) สวนการหาคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของ ChiRN1 เราพบวา ChiRN1 สามารถทํางานไดในชวงกวาง ตั้งแต pH 6 – 11 (รูปที่ 3.17) 
 เมื่อนํา ChiRN1 ไปยอยสับสเตรตชนิดตางๆ ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง, ไคตินจากเปลือก
ปู, ไคตินจากแกนปลาหมึก, powder chitin, colloidal chitin, PNAC (partial-N-acetylated 
chitin) พบวา ChiRN1 สามารถยอย PNAC ไดดีที่สุด รองลงมาคือ colloidal chitin และ ไคติน
จากแกนปลาหมึก ตามลําดับ สวนสับสเตรตที่ ChiRN1 ยอยไดไมดีคือ ไคตินจากเปลือกกุงและไค
ตินจากเปลือกปู (รูปที่ 3.18) 

หลังจากนํา ChiRN1 ไปยอยสับสเตรตแลวนํามาหาขนาดของผลิตภัณฑโดยนํามาฉีด 
HPLC พบวาผลิตภัณฑที่ไดเปน GlcNAc และ chitobiose ผสมกัน โดยมีผลิตภัณฑหลักเปน 
chitobiose (รูปที่ 3.19) 

นํา crude enzyme ของไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01 และChiRN1มาทํา 
SDS-PAGE เพื่อดูขนาดไคติเนสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 เปรียบเทียบกับ   
ไคติเนส ChiRN1 ที่โคลนได เมื่อดูจากเจล SDS-PAGE ที่นํามายอมแอคติวิตี พบวา มีแถบแอคติวิ
ตีอยู 3 ขนาด ไดแก ขนาดประมาณ 70, 66 และ 58 kDa (รูปที่ 3.20) 

เมื่อนําไคติเนสที่โคลนได นําไป absorb บน colloidal chitin แลวนําสวน unbound ที่ไม 
absorb มา run SDS-PAGE พบวา ใน lane ของ unbound เมื่อดูจากแถบแอคติวิตี จะเห็นวา
แถบขนาดประมาณ 70 kDa มีความเขมจางที่สุด ตามมาดวยแถบขนาด 66kDa และแถบขนาด 
58 kDa จะเขมที่สุด (รูปที่ 3.21) 
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รูปที่ 3.15 ลักษณะการผลิตไคติเนส ChiRN1 จากเชื้อ E. coli Top10 โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อ  มาวัด
แอคติวิตีโดยบมกับ colloidal chitin ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จะติดตามการผลิตเอนไซมเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 3.16 แอคติวิตีของไคติเนส ChiRN1 ที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยนําเอนไซม 20 mU มาบมกับ 
colloidal chitin ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 37, 50, 60, 70 และ 80 °C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.17 แอคติวิตีของไคติเนส ChiRN1 ที่ pH ตาง ๆ โดยนําเอนไซม 20 mU มาบมกับ colloidal 
chitin ที่อุณหภูมิ 50°C ใน buffer pH ตาง ๆ เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.18 ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของไคติเนส ChiRN1 โดยนําเอนไซม 20 mU มา
บมกับสับสเตรตชนิดตาง ๆ ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.19 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลังจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซม ChiRN1 ซึ่งใหผลิตภัณฑ
หลักออกมาเปน chitobiose รูป ก เปน chitooligosaccharide มาตรฐาน : 1 เปน monomer ของ 
N-acetylglucosamine (GlcNAc), 2 เปน dimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)2, 3 เปน 
trimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)3,4 เปน tetramer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)4 และ 5 เปน pentamer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)5 รูป ข เปนชุดควบคุม 
คือสับสเตรตที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซม สวนรูป ค เปนสับสเตรตที่ยอยดวยเอนไซม ChiRN1 
ซึ่งใหผลิตภัณฑหลักเปน chitibiose 
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1 2 
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รูปที่ 3.20 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จาก Bacillus 
licheniformis RN01 และ ChiRN1  
โดย lane 1 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 2 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 3 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมแอคติวิต ี
 lane 4 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 
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รูปที่ 3.21 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จากการนําเอนไซมไป 
absorb บน colloidal chitin 
โดย lane 1 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 2 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 3 คือ สวนที่ไมจับกับ colloidal chitin ของไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 4 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 5 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 6 คือ สวนที่ไมจับกับ colloidal chitin ของไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 

 

52



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.22 แสดงวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่มี plasmid pW2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-
CC 
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การศึกษาเปรียบเทียบกับไคติเนสชนิดอ่ืน 
 จากขอมูลที่มีอยู เราทราบวา ไคติเนสแตละชนิดมีการจัดเรียงลําดับของโดเมนที่แตกตาง
กัน และสามารถยอยสับสเตรตแลวไดผลิตภัณฑแตกตางกันดวย ยกตัวอยางเชน ChiA จาก 
Serratia marcescens มีปลายดานอะมิโนเปน N-terminal domain สวนปลายดานคารบอกซีเปน 
CatD เมื่อนํา ChiA ไปยอยสับสเตรต จะไดผลิตภัณฑเปน dimer ([GlcNAc]2) เชนเดียวกับ Chi60 
จาก Serratia liquefaciens ที่ทางหองปฏิบัติการสามารถโคลนได ก็มีลําดับกรดอะมิโนที่
เหมือนกับ ChiA ถึง 99% และใหผลิตภัณฑเปน dimer สวน ChiB จาก Serratia marcescens มี
ปลายดานอะมิโนเปน CatD และปลายดานคารบอกซีเปน ChBD ผลิตภัณฑที่ ChiB ยอยไดจะ
เปน trimer ([GlcNAc]3) สวน Chi65, Chi66 และ ChiRN1 ที่สามารถโคลนไดจาก Bacillus 
licheniformis PR-1, SK-1 และ RN01 ตามลําดับ จะมีปลายดานอะมิโนเปน CatD ตามดวย 
FnIID และ ChBD ที่อยูปลายดานคารบอกซี สามารถยอยสับสเตรตแลวไดผลิตภัณฑเปน 
monomer ผสม dimer ในขณะที่ ChiA1 จาก Bacillus circulan WL-12 มีปลายดานอะมิโนเปน 
CatD ถัดมาจะเปน FnIIID ตอกัน 2 โดเมน และปลายดานคารบอกซีจะเปน ChBD จะเห็นวา 
ChiA1 มีการเรียงลําดับของโดเมนคลายๆกับ Chi65, Chi66 และ ChiRN1 ดังนั้นเราจึงลอง
ทําการศึกษาเปรียบเทียบไคติเนสทั้ง 6 ชนิดนี้ ไดแก ChiA1, Chi65, Chi66, ChiRN1, Chi60 และ 
ChiB โดยนําลําดับกรดอะมิโนมาทํา multiple sequence alignment โดยเราจะทํา multiple 
alignment ลําดับกรดอะมิโนของไคติเนสที่ผลิตจากกลุม Bacillus spp. เปรียบเทียบกันกอน (รูป
ที่ 3.23) จะเห็นวา Chi65, Chi66 และ ChiRN1 มีลําดับกรดอะมิโนที่คอนขางจะเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนของ ChiA1 ที่ทราบโครงสรางและตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญอยูแลว จะเห็นวามี
ลําดับกรดอะมิโนชวงหนึ่งของ ChiA1 (ตําแหนง 553 – 652) ที่ไมพบในลําดับกรดอะมิโนของ 
Chi65, Chi66 และ ChiRN1 ซึ่งลําดับกรดอะมิโนในตําแหนง 553 – 652 ของ ChiA1 ชวงนั้นจะ
เปนชวงของ FnIIID โดเมนที่ 2 ของ ChiA1 แต Chi65, Chi66 และ ChiRN1 จะมี FnIIID เพียง
โดเมนเดียว เมื่อเราพิจารณาโครงสราง 3 มิติ โดยเปรียบเทียบตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญใน 
CatD ระหวาง ChiA1 กบั ChiRN1 เราพบวา ตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญของ ChiA1 (ไดแก 
W134, W122, Y56, W53, W433, W164, W284, Y279 และ E204) และ ChiRN1 (ไดแก W130, 
W118, Y53, W50, W428, W160, W281, Y275 และ E200) อยูในตําแหนงเดียวกัน (รูปที่ 3.24) 
 จากนั้นเราจะทํา multiple alignment ลําดับกรดอะมิโนของไคติเนสที่ผลิตจาก Bacillus 
spp. เปรียบเทียบกับ ChiB และ Chi60 (รูปที่ 3.25) จะเห็นวา จะมีลําดับของกรดอะมโินมีความ
เหมือนกันเพียงบางตําแหนงเทานั้น โดยตําแหนงของกรดอะมิโนที่เหมือนกันนั้นเราพบวา จะเปน
กรดอะมิโนที่ทําหนาที่สําคัญในการจับกับสับสเตรต และสําคัญตอการเรงปฏิกิริยา hydrolysis ที่
อยูบริเวณ active site ยกตัวอยางเชน กรดอะมิโนที่ตําแหนง 196 – 206 ของ ChiA1, ตําแหนง 
192 – 204 ของ Chi65, Chi66 และ ChiRN1, ตําแหนง 307 – 317 ของ Chi60 และ ตําแหนง 136 
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– 146 ของ ChiB ที่มีลําดับกรดอะมิโนเปน FDGVD-DWE-P ซึ่งเปน motif ที่คอนขาง conserve 
และสําคัญบริเวณ acive site ซึ่งเราจะสามารถพบ motif รูปแบบนี้ไดในทุก ๆ ไคติเนส นอกจากนี้
ลําดับกรดอะมิโนของ Chi60 ที่ตําแหนง 1 – 131 เราพบวา เปนตําแหนงที่ไมเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนของไคติเนสตัวอ่ืนที่นํามาเปรียบเทียบกัน เนื่องจากวาที่ตําแหนง 1 – 151 ของ Chi60 
อยูในสวนของ N-terminal domain และเมื่อนําโครงสราง 3 มิติ ของ Chi60 และ ChiRN1 มา
เปรียบเทียบตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญ ตําแหนงกรดอะมิโนสําคัญของ Chi60 และ ChiRN1 
อยูในตําแหนงเดียวกัน (รูปที่ 3.26) 
 เมื่อพิจารณาลําดับกรดอะมโินของ ChiB เราพบวา กรดอะมิโนตําแหนงที่ 1 – 454 อยูใน
สวนของ CatD สวนกรดอะมิโนที่ตําแหนง 456 – 499 จะเปนสวนของ ChBD และเมื่อนํา
โครงสราง 3 มิติ ของ ChiB, Chi60 และ Cat ของ ChiRN1 มาเปรียบเทียบโครงสรางและตําแหนง
ของกรดอะมิโนที่สําคัญ เราพบวา ตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญของ ChiB, Chi60 และ CatD 
ของ ChiRN1 อยูในตําแหนงที่ใกลเคียงกัน (รูปที่ 3.27)  
 จากการเปรียบเทียบทั้งลําดับของกรดอะมิโน และตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญใน
โครงสราง 3 มิติ ของทั้ง Chi60, ChiB และ ChiRN1 เราจะเห็นไดวา เอนไซมทั้ง 3 ชนิดนั้น ถึงมีจะ
มี accessory domain จัดเรียงตัวอยูคนละตําแหนงกัน แตทวา โดเมนสําคัญสําหรับเรงปฏิกิริยา 
hydrolysis ของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ก็ยังมีโครงสราง 3 มิติ และมีตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญ
อยูในตําแหนงเดียวกัน แตวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวย เอนไซม 3 ชนิดนี้มีความ
แตกตางกัน ซึ่งอาจเกิดขึ้นเนื่องจากการจัดเรียงตําแหนงของ accessory domain ที่แตกตางกัน 

ดังนั้นเราไดตั้งสมมตฐานไววา accessory domain ตาง ๆ เหลานี้ที่จัดเรียงตัวอยูบน
โมเลกุลของเอนไซมที่ตําแหนงตางกัน อาจจะมีผลตอการกําหนดขนาดของผลิตภัณฑ ดังนั้น เรา
จึงไดลองสรางไคติเนสลกูผสม โดยนําเอาสวนของ FnIIID และ ChBD จาก ChiRN1 มาตอเขากับ
เอนไซม Chi60 โดยเมื่อพิจารณาจาก model การเกิด hydrolysis ของ ChiA (รูปที่ 1.8) ที่มีลําดับ
กรดอะมิโนและโครงสราง 3 มิติเหมือนกับ Chi60 ถึง 99% จะเห็นไดวาเมื่อจะเกิดการยอยนั้น 
โมเลกุลของ ChiA จะเขาไปจับกับสายของไคติน โดยใช aromatic residue ที่อยูบน N-terminal 
และ CatD จับสายไคตินและพาสายไคตินเขาไปยอยใน active site โดยทิศทางในการยอยสายไค
ติน จะยอยจากปลายดาน reducing end และจะใหผลิตภัณฑออกมาเปน dimer แตทวา 
ChiRN1 ที่ไมมี N-terminal domain อยูทางดานหนา แตจะมี FnIIID และ ChBD ยื่นออกมา
ทางดานหลังโมเลกุลของเอนไซมแทน ถึงแมวาทิศทางการยอยสายไคติน จะยอยจากปลายดาน 
reducing end เชนเดียวกับ ChiA แตวาผลิตภัณฑที่ไดกลับไดเปน monomer ผสม dimer จึงอาจ
เปนไปไดวา การที่มี FnIIID และ ChBD ที่ยื่นออกไปทางดานหลังโมเลกุลของเอนไซม อาจจะเปน
ตัวหนวงการเคลื่อนที่ของเอนไซมไปบนสับสเตรต ทําใหเอนไซมเคลื่อนที่ไดชาลง จึงทําให ChiA1 
ยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑออกมาเปน monomer ผสม dimer  
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
Chi66SK1        ----MKIVLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRD 56 
ChiRN1          ----MKIVLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRD 56 
Chi65PR1        ----MKIVLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRD 56 
ChiA1           MINLNKHTAFKKTAKFFLGLSLLLSVIVPSFAL-QPATAEAADSYKIVGYYPSWAAYGRN 59 
                     * . ::*: ***:   ::: ::  **.  : *.*::...***:******.****: 
 
Chi66SK1        FQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMG 115 
ChiRN1          FQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMG 115 
Chi65PR1        FQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMG 115 
ChiA1           YNVADIDPTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWTCQNEKSQTINVPNGTIVLG 119 
                ::* *:* :**:***********:* ******:**** **:**:*:. .*:.******:* 
 
Chi66SK1        DPWIDAQKSNPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAADPAA 175 
ChiRN1          DPWIDAQKANPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAADPAA 175 
Chi65PR1        DPWIDAQKANPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAADPAA 175 
ChiA1           DPWIDTGKTFAGDTWDQPIAGNINQLNKLKQTNPNLKTIISVGGWTWSNRFSDVAATAAT 179 
                *****: *: .**.**:** **::** ***:::*:***:***************** .*: 
 
Chi66SK1        RENFAASAVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDAAE 235 
ChiRN1          RENFAASAVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDAAE 235 
Chi65PR1        RENSAASPVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDAAE 235 
ChiA1           REVFANSAVDFLRKYNFDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDAAG 239 
                **  * *.*:*****.**************** ***.*****:******.::*:*****  
 
Chi66SK1        AKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHNAPLFYDP 295 
ChiRN1          AKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHNAPLFYDP 295 
Chi65PR1        AKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHNAPLFYDP 295 
ChiA1           AVDGKKYLLTIASGASATYAANTELAKIAAIVDWINIMTYDFNGAWQKISAHNAPLNYDP 299 
                * ***:**********. *.:**** ***  *************.**.******** *** 
 
Chi66SK1        KAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-P 354 
ChiRN1          KAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-P 354 
Chi65PR1        KAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRAGAVVNPGGTENIRNAD-R 354 
ChiA1           AASAAGVPDANTFNVAAGAQGHLDAGVPAAKLVLGVPFYGRGWDGCAQAGNGQYQTCTGG 359 
                 *. ****:*:*:*:   .: : :*** . *****.*****.      .*  : :..    
  
Chi66SK1        AKEGTWEKGVFDFSDLERNYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKT 414 
ChiRN1          AKEGTWEKGVFDFSDLERNYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKT 414 
Chi65PR1        LKKGHGKRAYSIFQILKGTYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKT 414 
ChiA1           SSVGTWEAGSFDFYDLEANYINKNGYTRYWNDTAKVPYLYNASNKRFISYDDAESVGYKT 419 
                 . *  : .   *  *: .*:*:***.***** ****:****.* .**:*** :*.*:** 
 
Chi66SK1        DFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTAT 473 
ChiRN1          DFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTAT 473 
Chi65PR1        DFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTAT 473 
ChiA1           AYIKSKGLGGAMFWELSGDRNKTLQNKLKADLPTGGTVPPVDTTAPSVPGNARSTGVTAN 479 
                 :**::**.*****::*** *:** *** ***  .      :..: *.* *.* ** **. 
 
Chi66SK1        SVSLAWDAPSSGANIAEY-VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLH 532 
ChiRN1          SVSLAWDAPSSGANIAEY-VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLH 532 
Chi65PR1        SVSLAWDAPSSGANIAEY-VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLH 532 
ChiA1           SVTLAWNASTDNVGVTGYNVYNGANLATSVTGTTATISGLTAGTSYTFTIKAKDAAGNLS 539 
                **:***:*.:....:: * * .  * : **. *:* *.**..**:*:**:.**** *:*  
 
Chi66SK1        AGP-TVEVTTNSD----------------------------------------------- 544 
ChiRN1          AGP-TVEVTTNSD----------------------------------------------- 544 
Chi65PR1        AGP-TVEVTTNSD----------------------------------------------- 544 
ChiA1           AASNAVTVSTTAQPGGDTQAPTAPTNLASTAQTTSSITLSWTASTDNVGVTGYDVYNGTA 599 
                *.. :* *:*.::                                                
 
Chi66SK1        ----------------------------------QACS---------------YDEWKET 555 
ChiRN1          ----------------------------------QACS---------------YDEWKET 555 
Chi65PR1        ----------------------------------QACS---------------YDEWKET 555 
ChiA1           LATTVTGTTATISGLAADTSYTFTVKAKDAAGNVSAASNAVSVKTAAETTNPGVSAWQVN 659 
                                                  .*.*                . *: . 
 
Chi66SK1        SAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
ChiRN1          SAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
Chi65PR1        SAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRLINP----VNGAYGG-- 592 
ChiA1           TAYTAGQLVTYNGKTYKCLQPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ--- 699 
                :***.*: *::***.*:.    ..    :.    .         

 
รูปที่ 3.23 ผลการทาํ multiple sequence alignment ของลําดับกรดอะมิโน ChiA1, Chi65, 
Chi66 และ ChiRN1 
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รูปที่ 3.24 โครงสราง 3 มิติแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญ ของ ChiA1 จาก Bacillus 
circulan WL-12 (ก) เปรียบเทียบกบั ChiRN1 ที่โคลนไดจาก Bacillus licheniformis RN01 (ข)  
 

 

 

ก 

ข 
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
 
ChiRN1          ------------------------------------------------------------ 
Chi66SK1        ------------------------------------------------------------ 
Chi65PR1        ------------------------------------------------------------ 
ChiA1           ------------------------------------------------------------ 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           MRKFNKPLLALLIGSTLCSAAQAAAPGKPTIAWGNTKFAIVEVDQAATAYNSLVKVKDAA 60 
                                                                             
 
ChiRN1          --------------------------------------------------------MKIV 4 
Chi66SK1        --------------------------------------------------------MKIV 4 
Chi65PR1        --------------------------------------------------------MKIV 4 
ChiA1           ----------------------------------------------------MINLNKHT 8 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           DVSVSWNLWNGDTGTTAKVLLNGKEAWSGPSTGSSGTANFKVNKGGRYQMQVALCNADGC 120 
                                                                             
 
ChiRN1          LINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIG-YYPSWGAYGRDFQVWDMD 63 
Chi66SK1        LINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIG-YYPSWGAYGRDFQVWDMD 63 
Chi65PR1        LINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIG-YYPSWGAYGRDFQVWDMD 63 
ChiA1           AFKKTAKFFLGLSLLLSVIVPSFAL-QPATAEAADSYKIVG-YYPSWAAYGRNYNVADID 66 
ChiB            -----------MSTRKAVIGYYFIPTNQINNYTETDTSVVP-FPVSN--------ITPAK 40 
Chi60           SASDATEIVVADTDGSHLAPLKEPLLEKNKPYKQNSGKVVGSYFVEWGVYGRNFTVDKIP 180 
                                 :        :  .     . .::  :  .         :     
 
ChiRN1          VSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMGDPWIDAQ 122 
Chi66SK1        VSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMGDPWIDAQ 122 
Chi65PR1        VSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMGDPWIDAQ 122 
ChiA1           PTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWTCQNEKSQTINVPNGTIVLGDPWIDTG 126 
ChiB            AKQLTHINFSFLDINSN-----------LECAWDPATN---------------------- 67 
Chi60           AQNLTHLLYGFIPICGGNGINDSLKEIEGSFQALQRSCQG----REDFKVSIHDPFAALQ 236 
                  :::*: :.*  *                                               
 
ChiRN1          KANP-GDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSN-------RFSDVAADPA 174 
Chi66SK1        KSNP-GDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSN-------RFSDVAADPA 174 
Chi65PR1        KANP-GDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSN-------RFSDVAADPA 174 
ChiA1           KTFA-GDTWDQPIAGNINQLNKLKQTNPNLKTIISVGGWTWSN-------RFSDVAATAA 178 
ChiB            ---------DAKARDVVNRLTALKAHNPSLRIMFSIGGWYYSNDLGVSHANYVNAVKTPA 118 
Chi60           KAQKGVTAWDDPYKGNFGQLMALKQAHPDLKILPSIGGWTLSDP--------FFFMGDKV 288 
                         *    . . :*  **  :* *: : *:***  *:                . 
 
ChiRN1          ARENFAASAVEFLRKYG-FDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDA 233 
Chi66SK1        ARENFAASAVEFLRKYG-FDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDA 233 
Chi65PR1        ARENSAASPVEFLRKYG-FDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDA 233 
ChiA1           TREVFANSAVDFLRKYN-FDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDA 237 
ChiB            ARTKFAQSCVRIMKDYG-FDGVDIDWEYPQAAEVDG----------FIAALQEIRTLLNQ 167 
Chi60           KRDRFVGSVKEFLQTWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPNLGSPQDGETYVLLMKELRAMLDQ 348 
                 *   . *   ::: :  *****:***:* .               :   :.::*  *:  
 
ChiRN1          AEAKDGK---EYLLTIASGASPDYVSN--TELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHN 288 
Chi66SK1        AEAKDGK---EYLLTIASGASPDYVSN--TELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHN 288 
Chi65PR1        AEAKDGK---EYLLTIASGASPDYVSN--TELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHN 288 
ChiA1           AGAVDGK---KYLLTIASGASATYAAN--TELAKIAAIVDWINIMTYDFNGAWQKISAHN 292 
ChiB            QTIADGRQALPYQLTIAGAGGAFFLSRYYSKLAQIVAPLDYINLMTYDLAGPWEKITNHQ 227 
Chi60           LSAETGR---KYELTSAISAGKDKIDK--VAYNVAQNSMDHIFLMSYDFYGAFDLKNLGH 403 
                     *:    * ** * ...     .           :* * :*:**: * ::  .  : 
 
ChiRN1          APLFYDPKAKEAG------------------VPNAETYNIENTVKRYKEAG-VKGDKLVL 329 
Chi66SK1        APLFYDPKAKEAG------------------VPNAETYNIENTVKRYKEAG-VKGDKLVL 329 
Chi65PR1        APLFYDPKAKEAG------------------VPNAETYNIENTVKRYKEAG-VKGDKLVL 329 
ChiA1           APLNYDPAASAAG------------------VPDANTFNVAAGAQGHLDAG-VPAAKLVL 333 
ChiB            AALFGDAAGPTFYNALREANLGWSWEELTRAFPSPFSLTVDAAVQQHLMMEGVPSAKIVM 287 
Chi60           QTALNAPAWKPDT-----------------------AYTTVNGVNALLAQG-VKPGKIVV 439 
                 .    .                             : .    .:       *   *:*: 
 
ChiRN1          GTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-----------------PAKEGTWEKGVFDFSDLER 372 
Chi66SK1        GTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-----------------PAKEGTWEKGVFDFSDLER 372 
Chi65PR1        GTPFYGRAGAVVNPGGTENIRNAD-----------------RLKKGHGKRAYSIFQILKG 372 
ChiA1           GVPFYGRGWDGCAQAGNGQYQTCTG----------------GSSVGTWEAGSFDFYDLEA 377 
ChiB            GVPFYGRAFKGVSGGNGGQYSSHSTPGEDPYPNADYWLVGCDECVRDKDPRIASYRQLEQ 347 
Chi60           GTAMYGRGWTGVNGYQNNIPFTGTAT---------------GPVKGTWENGIVDYRQIAG 484 
                *..:***.             .                          .     :  :   
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ChiRN1          NYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSG 432 
Chi66SK1        NYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSG 432 
Chi65PR1        TYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSG 432 
ChiA1           NYINKNGYTRYWNDTAKVPYLYNASNKRFISYDDAESVGYKTAYIKSKGLGGAMFWELSG 437 
ChiB            MLQGNYGYQRLWNDKTKTPYLYHAQNGLFVTYDDAESFKYKAKYIKQQQLGGVMFWHLGQ 407 
Chi60           QFMSG-EWQYTYDATAEAPYVFKPSTGDLITFDDARSVQAKGKYVLDKQLGGLFSWEIDA 543 
                   .   :   ::  ::.*::::...  ::::** .*.  *  ::  : *.* : *.:.  
 
ChiRN1          DSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEY 491 
Chi66SK1        DSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEY 491 
Chi65PR1        DSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEY 491 
ChiA1           DRNKTLQNKLKADLPTGGTVPPVDTTAPSVPGNARSTGVTANSVTLAWNASTDNVGVTGY 497 
ChiB            DNR---NGDLLAALDRYFNAADYDDSQLDMGTGLRYTGVGPGNLPIMTAP---------- 454 
Chi60           DNG-DILNSMNASLGNSAGVQ--------------------------------------- 563 
                *      ..: * *                                               
 
ChiRN1          -VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLHAGP-TVEVTTNSD----- 544 
Chi66SK1        -VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLHAGP-TVEVTTNSD----- 544 
Chi65PR1        -VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLHAGP-TVEVTTNSD----- 544 
ChiA1           NVYNGANLATSVTGTTATISGLTAGTSYTFTIKAKDAAGNLSAASNAVTVSTTAQPGGDT 557 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
ChiRN1          ------------------------------------------------------------ 
Chi66SK1        ------------------------------------------------------------ 
Chi65PR1        ------------------------------------------------------------ 
ChiA1           QAPTAPTNLASTAQTTSSITLSWTASTDNVGVTGYDVYNGTALATTVTGTTATISGLAAD 617 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
ChiRN1          ----------------QACS---------------YDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEA 573 
Chi66SK1        ----------------QACS---------------YDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEA 573 
Chi65PR1        ----------------QACS---------------YDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEA 573 
ChiA1           TSYTFTVKAKDAAGNVSAASNAVSVKTAAETTNPGVSAWQVNTAYTAGQLVTYNGKTYKC 677 
ChiB            -------------------------------------AYVPGTTYAQGALVSYQGYVWQT 477 
Chi60           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
ChiRN1          KWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
Chi66SK1        KWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
Chi65PR1        KWWTKGDRLINP----VNGAYGG-- 592 
ChiA1           LQPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ--- 699 
ChiB            KWGYITSAPGSDSAWLKVGRLA--- 499 
Chi60           ------------------------- 

 
รูปที่ 3.25 ผลการทํา multiple sequence alignment ของลําดับกรดอะมิโน ChiB, Chi60, 
ChiA1, Chi65, Chi66 และ ChiRN1 
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รูปที่ 3.26 โครงสราง 3 มิติแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญที่ทาํหนาที่จับกับสายของไคติน 
ของ Chi60 จาก Serratia liquefaciens (ก) เปรียบเทียบกับ ChiRN1 ที่โคลนไดจาก Bacillus 
licheniformis RN01 (ข)  
 

 

 

ก 
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รูปที่ 3.27 โครงสราง 3 มิติแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญของ ChiB จาก Serratia 
marcescens (ก) เปรียบเทียบกับ Chi60 จาก Serratia liquefaciens (ข) และ ChiRN1 จาก 
Bacillus licheniformis RN01 (ค) 
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 การกลายพันธุไคติเนสโดยทําไคติเนสลูกผสม 
 เราจะสรางไคติเนสลูกผสมโดยนําเอาชิ้นสวนของยีนจาก pW2 ที่เปนสวนสําหรับสราง 
FnIIID และ ChBD มาตอเขากับยีนที่สรางเปน Chi60 จาก pKKchi60 โดยจะทําการเพิ่มจํานวน
ชิ้นยีนจาก pKKchi60 ดวยการทํา PCR โดยใชคูไพรเมอร BEN1 และ BEN5 สวนการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนของยีนจาก pW2 จะทําโดยใชคูไพรเมอร BEN4 และ BEN6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.28 แผนการออกแบบไพรเมอรสําหรับทํา PCR เพื่อสรางไคติเนสลูกผสม 
 

BEN

chi60 gene 

chiRN1 gene 

pKKchi60 
BEN

BEN

BEN BamH 1 

BamH 1 

pW2 
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 โดยไคติเนสลูกผสมที่ได จะมีการเรียงลําดับโดเมนจากปลายดานอะมิโนถึงปลายดานคาร
บอกซี เปนดังรูปที่ 3.29 
 
 
 
 
รูปที่ 3.29 การเรียงลําดับโดเมนของไคติเนสลูกผสมที่ทาํโดยการนําสวน FnIIID และ ChBD จาก  
เอนไซม ChiRN1 มาตอเขากับเอนไซม Chi60 
โดยกําหนดให    แทน N-terminal ของ Chi60 
     แทน Catalytic domain ของ Chi60 
     แทน FnIIID ของ ChiRN1 
     แทน ChBD ของ ChiRN1 
 
 
 
 เมื่อทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้น DNA แลว PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pKKchi60 
จะมีขนาดประมาณ 5.2 kb และ PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pW2 มีขนาดประมาณ 0.5 kb
โดยจะไดผลดังรูปที่ 3.30 
 ทําการตัดแถบ DNA ขนาด 5.2 kb และ 0.5 kb ออกมาจากเจล แลวนํามาเชื่อมกันโดยใช 
T4 DNA ligase จากนั้นนําไป transform เขาสูเชื้อ E.coli Top10 นํามา spread ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มีแอมพิซิลิน 100 µg/ml นํามาคัดเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดที่ตองการ โดยเลือก
โคโลนีที่เจริญและมีวงใสรอบโคโลนีมาสกัดพลาสมิด จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดมาโดยการ
ตัดดวย restriction enzyme BamH I และ Pst I โดยพลาสมิดที่คาดวาถูกตองนั้น เมื่อตัดดวย 
BamH I จะตัดได 1 ครั้ง และเมื่อตัดดวย Pst I จะตัดได 4 ครั้งและจะไดแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 1.4 kb ออกมาดวย (รูปที่ 3.31) 
 หลังจากตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดโดยการตัดไดดวย  BamH I  และ  Pst I  แลว  เราให
ชื่อพลาสมิดที่มีรูปแบบการตัดที่ถูกตองวา pKKchi60b13 จากนั้นนําพลาสมิด pKKchi60b13 มา
หาลําดับนิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ pKKchi60b13 เปนดังรูปที่ 3.32 โดยยีนของ
ไคติเนสลูกผสมสามารถแปลรหัสพันธุกรรมออกมาแลวไดเปนลําดับกรออะมิโนที่ in-frame กัน
พอดี 
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รูปที่ 3.30 แสดงชิ้น DNA ที่เพิ่มจํานวนดวยวิธี PCR เพิ่อสรางไคติเนสลูกผสม กําหนดให lane 1 
คือ PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pKKchi60 ดวยไพรเมอร BEN1 และ BEN5 สวน lane 2 คือ 
PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pW2 ดวยไพรเมอร BEN4 และ BEN6 
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รูปที่ 3.31 แสดงพลาสมิดทีม่ียีนสาํหรับสรางไคติเนสลกูผสม โดย lane 1 คือ DNA marker 
λ/Hind III, lane 2 คือ pKKchi60b13 ที่ไมไดตัดดวย restriction enzyme, lane 3 คือ 
pKKchi60b13 ที่ตัดดวย BamH I และ lane 4 คือ pKKchi60b13 ที่ตัดดวย Pst I 
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     1 - GCAGAGTGTGGTGCAATCCTGATAAATATTTATCTTTCCTTAATAAAAAAATTCACTATC - 60  
       - A  E  C  G  A  I  L  I  N  I  Y  L  S  L  I  K  K  F  T  I    
 
    61 - CATATTTGTCGTGCTTTCTTTTATTTATATTAAAATAAATTCACGCTTGCTGAATAAAAC - 120  
       - H  I  C  R  A  F  F  Y  L  Y  *  N  K  F  T  L  A  E  *  N    
 
   121 - CCAGTTGATAGCGCTCTTGTTTTCACGCCTTTTTTATTTATAGTCTGAATGTACGCGGTG - 180  
       - P  V  D  S  A  L  V  F  T  P  F  L  F  I  V  *  M  Y  A  V    
 
   181 - GGAATGATTATTTCGCCACGTGGAAAGACACTGTTGCTATTTATTGATTTTAATCTTCGA - 240  
       - G  M  I  I  S  P  R  G  K  T  L  L  L  F  I  D  F  N  L  R    
 
   241 - GGATTATTGCGGAATTTTTTCGCTTCGGCAATGCATCGCGACGATTAACTCTTTTATGTT - 300  
       - G  L  L  R  N  F  F  A  S  A  M  H  R  D  D  *  L  F  Y  V    
 
   301 - TATCCTCTCGGAATAAAGGAATCAGTTATGCGCAAATTTAATAAACCGCTGTTGGCGCTG - 360  
       - Y  P  L  G  I  K  E  S  V  M  R  K  F  N  K  P  L  L  A  L    
 
   361 - TTGATCGGCAGCACGCTGTGTTCCGCGGCGCAGGCCGCGGCGCCGGGCAAGCCGACCATC - 420  
       - L  I  G  S  T  L  C  S  A  A  Q  A  A  A  P  G  K  P  T  I    
 
   421 - GCCTGGGGCAATACCAAGTTCGCCATCGTTGAAGTTGACCAGGCGGCTACCGCTTATAAT - 480  
       - A  W  G  N  T  K  F  A  I  V  E  V  D  Q  A  A  T  A  Y  N    
 
   481 - AGTTTGGTGAAGGTAAAAGATGCCGCCGATGTTTCGGTCTCCTGGAATTTATGGAATGGC - 540  
       - S  L  V  K  V  K  D  A  A  D  V  S  V  S  W  N  L  W  N  G    
 
   541 - GACACCGGTACGACGGCAAAAGTTTTATTAAATGGCAAAGAGGCGTGGAGCGGCCCGTCA - 600  
       - D  T  G  T  T  A  K  V  L  L  N  G  K  E  A  W  S  G  P  S    
 
   601 - ACCGGTTCTTCCGGTACGGCGAATTTTAAAGTCAATAAAGGCGGCCGTTATCAAATGCAG - 660  
       - T  G  S  S  G  T  A  N  F  K  V  N  K  G  G  R  Y  Q  M  Q    
 
   661 - GTGGCATTGTGCAATGCCGACGGCTGCAGCGCCAGCGACGCCACCGAAATTGTGGTGGCC - 720  
       - V  A  L  C  N  A  D  G  C  S  A  S  D  A  T  E  I  V  V  A    
 
   721 - GACACCGACGGCAGCCATTTGGCGCCGTTGAAAGAGCCGCTGCTGGAAAAGAATAAACCG - 780  
       - D  T  D  G  S  H  L  A  P  L  K  E  P  L  L  E  K  N  K  P    
 
   781 - TATAAACAGAACTCCGGCAAAGTCGTCGGTTCTTATTTCGTCGAGTGGGGCGTTTACGGG - 840  
       - Y  K  Q  N  S  G  K  V  V  G  S  Y  F  V  E  W  G  V  Y  G    
 
   841 - CGCAATTTCACCGTCGACAAGATCCCGGCGCAGAACCTGACCCACCTGCTGTACGGCTTT - 900  
       - R  N  F  T  V  D  K  I  P  A  Q  N  L  T  H  L  L  Y  G  F    
 
   901 - ATCCCGATCTGCGGCGGCAACGGCATCAACGACAGCCTGAAAGAGATCGAAGGCAGCTTC - 960  
       - I  P  I  C  G  G  N  G  I  N  D  S  L  K  E  I  E  G  S  F    
 
   961 - CAGGCGCTGCAGCGCTCCTGCCAGGGCCGCGAGGACTTCAAAGTCTCGATCCACGATCCG - 1020  
       - Q  A  L  Q  R  S  C  Q  G  R  E  D  F  K  V  S  I  H  D  P    
 
  1021 - TTCGCCGCGCTGCAAAAAGCGCAGAAGGGCGTTACCGCCTGGGATGACCCCTACAAGGGC - 1080  
       - F  A  A  L  Q  K  A  Q  K  G  V  T  A  W  D  D  P  Y  K  G    
 
  1081 - AACTTCGGCCAGCTGATGGCGCTGAAACAGGCGCATCCTGACCTGAAAATTCTGCCGTCG - 1140  
       - N  F  G  Q  L  M  A  L  K  Q  A  H  P  D  L  K  I  L  P  S    
 
  1141 - ATCGGCGGCTGGACGCTGTCCGACCCGTTCTTCTTCATGGGCGATAAGGTGAAGCGCGAT - 1200  
       - I  G  G  W  T  L  S  D  P  F  F  F  M  G  D  K  V  K  R  D    
 
  1201 - CGCTTCGTCGGTTCGGTGAAAGAGTTCCTGCAGACCTGGAAGTTCTTCGATGGCGTGGAT - 1260  
       - R  F  V  G  S  V  K  E  F  L  Q  T  W  K  F  F  D  G  V  D    
 
  1261 - ATCGACTGGGAGTTCCCGGGCGGCAAAGGCGCCAACCCGAACCTGGGCAGCCCGCAGGAC - 1320  
       - I  D  W  E  F  P  G  G  K  G  A  N  P  N  L  G  S  P  Q  D    
 
  1321 - GGGGAAACCTATGTGCTGCTGATGAAGGAGCTGCGGGCGATGCTGGATCAGCTGTCGGCG - 1380  
       - G  E  T  Y  V  L  L  M  K  E  L  R  A  M  L  D  Q  L  S  A    
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  1381 - GAAACCGGCCGCAAATATGAACTGACCTCCGCCATCAGCGCCGGCAAGGACAAGATCGAT - 1440  
       - E  T  G  R  K  Y  E  L  T  S  A  I  S  A  G  K  D  K  I  D    
 
  1441 - AAGGTGGCTTACAACGTTGCGCAGAACTCGATGGATCACATCTTCCTGATGAGCTACGAC - 1500  
       - K  V  A  Y  N  V  A  Q  N  S  M  D  H  I  F  L  M  S  Y  D    
 
  1501 - TTCTATGGCGCCTTCGATCTGAAGAACCTGGGGCATCAGACCGCGCTGAATGCGCCGGCC - 1560  
       - F  Y  G  A  F  D  L  K  N  L  G  H  Q  T  A  L  N  A  P  A    
 
  1561 - TGGAAGCCGGACACCGCTTACACCACGGTGAACGGCGTCAATGCGCTGCTGGCGCAGGGC - 1620  
       - W  K  P  D  T  A  Y  T  T  V  N  G  V  N  A  L  L  A  Q  G    
 
  1621 - GTCAAGCCGGGCAAGATCGTGGTCGGCACCGCCATGTATGGCCGCGGCTGGACCGGGGTG - 1680  
       - V  K  P  G  K  I  V  V  G  T  A  M  Y  G  R  G  W  T  G  V    
 
  1681 - AACGGCTACCAGAACAACATTCCGTTCACCGGTACCGCCACTGGGCCGGTCAAAGGCACC - 1740  
       - N  G  Y  Q  N  N  I  P  F  T  G  T  A  T  G  P  V  K  G  T    
 
  1741 - TGGGAGAACGGCATCGTGGACTACCGCCAAATCGCCGGCCAGTTCATGAGCGGCGAGTGG - 1800  
       - W  E  N  G  I  V  D  Y  R  Q  I  A  G  Q  F  M  S  G  E  W    
 
  1801 - CAGTATACCTACGACGCCACGGCGGAAGCGCCTTACGTGTTCAAACCTTCCACCGGCGAT - 1860  
       - Q  Y  T  Y  D  A  T  A  E  A  P  Y  V  F  K  P  S  T  G  D    
 
  1861 - CTGATCACCTTCGACGATGCCCGCTCGGTGCAGGCCAAAGGCAAGTACGTGCTGGATAAG - 1920  
       - L  I  T  F  D  D  A  R  S  V  Q  A  K  G  K  Y  V  L  D  K    
 
  1921 - CAGCTGGGCGGCCTGTTCTCCTGGGAGATCGACGCGGACAACGGCGATATTCTCAACAGC - 1980  
       - Q  L  G  G  L  F  S  W  E  I  D  A  D  N  G  D  I  L  N  S    
 
  1981 - ATGAACGCCAGCCTACTAGATTTTGCACCGGACGGAGGCAATCCGGAGCCGCCTTCATCG - 2040  
       - M  N  A  S  L  L  D  F  A  P  D  G  G  N  P  E  P  P  S  S    
 
  2041 - GCACCTGTGAATGTGCGTGTAACCGGAAAAACTGCTACAAGTGTCAGCCTGGCGTGGGAT - 2100  
       - A  P  V  N  V  R  V  T  G  K  T  A  T  S  V  S  L  A  W  D    
 
  2101 - GCGCCGAGCAGCGGAGCAAACATTGCGGAATATGTCGTGTCATTTGAAAACCGGTCGATA - 2160  
       - A  P  S  S  G  A  N  I  A  E  Y  V  V  S  F  E  N  R  S  I    
 
  2161 - TCTGTAAAAGAAACATCAGCGGAAATAGGCGGCTTGAAGCCGGGTACGGCCTACTCATTT - 2220  
       - S  V  K  E  T  S  A  E  I  G  G  L  K  P  G  T  A  Y  S  F    
 
  2221 - ACTGTTTCAGCAAAGGATGCGGATGGAAAGCTCCATGCCGGACCAACGGTAGAGGTCACG - 2280  
       - T  V  S  A  K  D  A  D  G  K  L  H  A  G  P  T  V  E  V  T    
 
  2281 - ACGAATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGAGACGAGCGCATACACAGGC - 2340  
       - T  N  S  D  Q  A  C  S  Y  D  E  W  K  E  T  S  A  Y  T  G    
 
  2341 - GGAGAGCGGGTTGCATTTAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTGGACGAAAGGCGAC - 2400  
       - G  E  R  V  A  F  N  G  K  V  Y  E  A  K  W  W  T  K  G  D    
 
  2401 - CGGCCTGATCAATCCGGTGAATGGGGCGTATGGCGGCTGATCGGAGGCTGCGAATAAGAG - 2460  
       - R  P  D  Q  S  G  E  W  G  V  W  R  L  I  G  G  C  E  *  E    
 
  2461 - AAAGTCAAACGGATCCAATCTACAACCGGCTGGTCGAATTCAAGACCGGCACCACCGAGC - 2520  
       - K  V  K  R  I  Q  S  T  T  G  W  S  N  S  R  P  A  P  P  S    
 
  2521 - TGCAG - 2525  
       - C  X          

รูปที่ 3.32 ลําดับนิวคลีโอไทดของ pKKchi60b13 ที่มียีนลูกผสม สําหรับสรางเปนไคติเนสลูกผสม 
โดยบริเวณที่ไมขีดเสนจะเปนสวนยีนจาก pKKchi60 ที่สรางเปน N-ter และ CatD ของ Chi60 
บริเวณที่ขีดเสนใตแบบทึบจะเปนสวนรอยตอระหวาง 2 ยีน และบริเวณที่ขีดเสนใตแบบจุดจะเปน
สวนยีนที่สรางเปน FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 
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รูปที่ 3.33 แสดงวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่มี plasmid pChi60b13 บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ LB-CC 
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 จากการทดลองเลี้ยงเชื้อ E. coli Top10 ที่มีพลาสมิด pKKchi60 pW2 และ 
pKKchi60b13 บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มี Ampicillin 100 mg/ml เปนเวลา 3 วัน เพื่อดู
วงใสรบโคโลนีเปรียบเทียบกัน พบวา เชื้อที่มีพลาสมิด pKKchi60 มีการสรางวงใสไดกวางที่สุด 
ตามดวย เชื้อที่มีพลาสมิด pW2 และ เชื้อที่มีพลาสมิด pKKchi60b13 ตามลําดบั (รูปที่ 3.34) 
 นําเชื้อ E.coli Top10 ที่มี pKKchi60b13 นํามาเลี้ยงใหผลิตไคติเนสลูกผสมแลวนํามาหา
ขนาดของโปรตีนโดยทํา SDS-PAGE แลวยอมแอคติวิตี (รูปที่ 3.35) ผลปรากฏวาเราไมพบแถบไค
ติเนสลูกผสมที่นาจะมีขนาดประมาณ 80 kDa เนื่องจาก Chi60 และไคติเนสลูกผสมไมยอม 
refold 
 เมื่อนําไคติเนสลูกผสมมายอยสับสเตรตแลวนําไปหาขนาดผลิตภัณฑโดยนําไปฉีด HPLC 
พบวา ผลิตภัณฑจากการยอยสับสเตรตดวยไคติเนสลูกผสมได chitobiose เพียงอยางเดียว (รูปที่ 
3.36) ซึ่งเหมือนกับ Chi60 ตัวเดิม  
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รูปที่ 3.34 วงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่มี plasmid pKKchi60, pW2 และpChi60b13 
เปรียบเทียบกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC หลังจากเลี้ยงเชื้อไปแลว 3 วัน 

70



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.35 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จาก Chi60,            
ไคติเนสลูกผสม และ ChiRN1 
โดย lane 1 คือ ไคติเนส Chi60 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 2 คือ ไคติเนสลูกผสม ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 3 คือ ไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 4 คือ ไคติเนส Chi60 ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 5 คือ ไคติเนสลูกผสม ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 6 คือ ไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 

 

71



  
 

Minutes
0 2 4 6 8 10 12 14

m
A

U

0

5

10

0.
76

  6
5

0.
80

  2
69

1.
03

  3
54

1.
18

  4
41

1.
35

  3
36

4
1.

67
  2

40
07

1.
93

  8
32

20
2.

13
  1

79
52

8
2.

41
  2

27
68

5
2.

52
  1

18
78

6
2.

67
  1

50
49

9
3.

04
  3

92
70

3.
19

  2
48

75

3.
83

  5
16

8
4.

14
  6

80
8

4.
43

  4
03

0
4.

47
  1

50
6

4.
53

  1
05

1
4.

59
  7

84
4.

70
  3

10
8

4.
80

  3
98

5.
16

  4
05

71

5.
77

  3
77

7
5.

81
  8

90 6.
23

  7
17

67

6.
76

  9
65

8
7.

14
  2

36
4

7.
19

  9
83

7.
22

  1
03

1
7.

26
  1

00
3

7.
83

  1
31

94
1

8.
55

  1
41

8
8.

65
  4

92
7

8.
84

  1
07

7
9.

03
  3

61
0

9.
12

  1
14

4
9.

25
  3

17
5

9.
37

  4
14

6
9.

47
  1

39
3

10
.2

3 
 2

12
67

4

11
.2

1 
 6

21
11

.2
3 

 1
84

0
11

.3
3 

 2
40

7
11

.4
3 

 3
19

5
11

.5
3 

 2
52

3
11

.6
3 

 2
30

9
11

.7
9 

 4
84

3
11

.9
3 

 3
34

7
11

.9
9 

 5
50

12
.0

1 
 1

43
8

12
.0

7 
 3

14
0

12
.2

1 
 3

35
8

12
.3

6 
 4

34
3

12
.5

4 
 3

50
9

12
.6

0 
 9

17

13
.5

6 
 2

88
73

8

Minutes
0 2 4 6 8 10 12 14

m
A

U

0

10

20

0.
38

  1
36

0.
52

  7
8

0.
55

  1
26

0.
64

  2
6

0.
79

  3
18

0.
95

  2
46

1.
07

  9
8

1.
08

  7
0

1.
18

  2
16

1.
42

  1
01

77

2.
12

  2
54

25
4

2.
45

  1
76

41
0 2.

63
  3

84
56

2.
93

  2
00

18
6

3.
45

  5
20

31
6

4.
14

  9
44

48
2

4.
91

  5
80

26
5.

38
  6

56
40

5.
85

  1
31

35
6.

02
  3

27
7

6.
03

  5
75

2
6.

13
  1

10
09

6.
28

  5
20

4
6.

34
  1

07
09

6.
55

  5
57

0
6.

58
  4

85
6

6.
66

  1
37

6
6.

69
  2

77
8

6.
72

  1
38

8
6.

73
  1

39
3

6.
76

  1
12

89
6.

95
  9

73
9

7.
14

  2
33

1
7.

17
  2

31
1

7.
20

  2
31

6
7.

30
  3

98
7

7.
33

  6
57

4
7.

46
  3

64
7

7.
56

  7
43

3
7.

69
  2

36
4

7.
73

  1
41

2
7.

80
  2

80
6

7.
83

  1
89

2
7.

90
  2

78
3

7.
98

  3
69

9
8.

02
  5

45
5

8.
15

  1
34

0
8.

21
  9

89
0

8.
45

  3
29

8
8.

51
  8

10
8.

53
  1

61
2

8.
58

  3
13

7
8.

66
  1

94
9

8.
72

  4
53

1
8.

86
  2

24
9

8.
93

  1
83

7
8.

97
  2

93
5

9.
04

  3
82

1
9.

20
  2

63
9

9.
27

  1
24

4
9.

31
  2

46
4

9.
41

  2
40

3
9.

50
  2

32
7

9.
56

  3
05

8
9.

69
  2

40
7

9.
79

  1
32

1
9.

81
  7

92
9.

86
  7

69
9.

92
  2

05
3

9.
96

  5
07

10
.0

2 
 2

53
1

10
.1

3 
 1

82
3

10
.1

6 
 2

13
6

10
.3

2 
 7

45
1

10
.5

9 
 1

09
2

10
.6

9 
 3

62
8

10
.8

1 
 1

27
5

10
.8

7 
 1

88
7

10
.9

8 
 1

67
8

11
.0

5 
 8

21
11

.1
0 

 6
40

11
.2

1 
 2

03
1

11
.3

1 
 3

01
6

11
.4

5 
 2

51
6

11
.5

8 
 2

37
1

11
.6

7 
 3

37
3

11
.8

3 
 3

28
0

12
.0

3 
 1

00
8

12
.1

0 
 1

02
4

12
.1

4 
 6

43
12

.1
8 

 1
18

5
12

.2
8 

 9
55

12
.3

1 
 6

36
12

.4
2 

 1
44

0
12

.5
4 

 2
13

9

13
.2

1 
 8

54
19

13
.9

4 
 1

04
1

14
.1

1 
 1

19
3

14
.2

5 
 7

34
14

.3
4 

 5
71

14
.4

5 
 5

38
14

.5
6 

 6
72

14
.6

3 
 1

45
14

.6
6 

 1
31

14
.7

1 
 2

58
14

.7
8 

 4
0

14
.8

1 
 1

06
14

.8
8 

 5
3

Minutes
0 2 4 6 8 10 12 14

m
AU

0

10

20

0.
18

  1
42

0.
28

  1
82

0.
39

  2
54

0.
63

  2
10

0.
68

  9
9

0.
73

  2
31

0.
80

  1
52

0.
86

  1
00

0.
98

  2
57

1.
01

  1
68

1.
16

  2
36

1.
42

  8
86

6

2.
11

  1
88

54
5 2.

45
  1

11
26

5
2.

63
  4

94
20

2.
93

  2
17

10
6

3.
21

  1
75

01
3

3.
43

  3
56

59
3

3.
93

  4
29

75
2

4.
52

  2
08

48
4.

92
  2

72
35

5.
40

  5
03

34

6.
42

  2
54

61
6

7.
28

  2
07

7.
35

  5
0

7.
49

  2
72

7.
52

  9
1

7.
68

  2
86

7.
71

  1
43

8.
08

  1
17

62

8.
86

  1
81

8.
97

  2
80

8.
99

  1
97

9.
06

  5
2

9.
09

  4
9

9.
15

  1
41

9.
19

  1
81

9.
26

  9
5

9.
33

  1
68

9.
43

  9
4

9.
47

  6
0

9.
57

  3
33

9.
77

  2
20

9.
87

  1
17

9.
90

  6
0

9.
93

  2
6

9.
97

  6
1

10
.0

7 
 2

18
10

.1
2 

 4
6

10
.1

5 
 2

03
10

.2
1 

 8
6

10
.3

1 
 3

20
10

.3
9 

 4
00

10
.5

0 
 3

99
10

.6
0 

 3
14

10
.7

2 
 1

12
10

.7
6 

 1
14

10
.8

6 
 2

26
11

.0
1 

 4
25

11
.1

3 
 1

51
11

.1
6 

 1
66

11
.2

4 
 1

09
11

.2
6 

 6
1

11
.3

7 
 3

37
11

.4
0 

 1
64

11
.4

8 
 3

87
11

.6
1 

 8
02

11
.7

3 
 1

01
3

11
.8

5 
 3

68
12

.0
3 

 7
42

12
.1

2 
 1

99
12

.2
3 

 8
7

12
.2

5 
 4

8
12

.2
7 

 2
07

12
.4

0 
 1

16
12

.4
6 

 3
4

12
.5

3 
 2

10
12

.6
0 

 1
4

12
.7

5 
 1

28

13
.3

2 
 6

19
15

13
.9

8 
 5

01
14

.0
7 

 6
06

14
.2

0 
 3

52
14

.2
7 

 9
5

14
.3

0 
 1

58
14

.3
6 

 1
40

14
.5

4 
 8

14
14

.6
2 

 5
6

14
.6

6 
 8

8
14

.7
5 

 1
33

14
.8

5 
 2

33

 
 
รูปที่ 3.36 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลังจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซมลูกผสม ซึ่งใหผลิตภัณฑ
ออกมาเปน chitobiose เพียงอยางเดียว รูป ก เปน chitooligosaccharide มาตรฐาน : 1 เปน 
monomer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc), 2 เปน dimer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)2, 3 เปน trimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)3,4 เปน tetramer ของ N-
acetylglucosamine (GlcNAc)4 และ 5 เปน pentamer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)5 
รูป ข เปนชุดควบคุม คือสับสเตรตที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซม สวนรูป ค เปนสับสเตรตที่ยอย
ดวยเอนไซมลูกผสม ซึ่งใหผลิตภัณฑเปน chitibiose เพียงอยางเดียว 
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บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
 ในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA (65) ของเชื้อ Bacillus licheniformis 
RN01 เราพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA ที่ได เมื่อนํามาเขาโปรแกรม BLAST แลว มี
ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับกับยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis M1-1 ถึง 99% ซึ่ง
เปนการยืนยันไดวาแบคทีเรียที่คัดเลือกมาเปนแบคทีเรียในจีนัสและสปชสี Bacillus licheniformis  
 ในการศึกษาสมบัติบางประการของไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตโดยเชื้อ  Bacillus 
licheniformis RN01 จากการติดตามลักษณะการผลิตเอนไซมเปนเวลา 7 วัน พบวาเราสามารถ
วัดแอคติวิตีของไคติเนสไดเกือบสูงสุดเมื่อเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CCMM ไปแลวเปนเวลา 2 วัน ดังนั้นในการเลี้ยงเชื้อใหผลิตเอนไซมเพื่อนํามาใชประโยชน เรา
สามารถเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CCMM เปนเวลา 2-4 วันก็เพียงพอ 
 เมื่อนําเอนไซมอยางหยาบมาหาอุณหภูมิและคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม เราพบวา ไคติเนสอยางหยาบสามารถทํางานไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 50 - 60°C เนื่องจาก 
เชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ไดคัดเลือกมาจากแหลงน้ําพุรอน ดังนั้น เอนไซมที่เชื้อชนิดนี้
ผลิตไดจึงสามารถทํางานในชวงอุณหภูมิสูงได สวนคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
นั้น เราพบวาเอนไซมสามารถทํางานไดในชวง pH ตั้งแต pH 6 – 11 โดยในการหาคา pH ที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนั้น ในตอนแรกเราไดใชบัฟเฟอรที่แตกตางกัน 3 ชนิด ควบคุม 
pH ในชวง  pH 3 – 10 โดยใช citrate buffer ควบคุม pH ในชวง pH 3 – 6 ใช phosphate buffer 
ควบคุม pH ในชวง pH 6 – 8 และ ใช Tris-HCl buffer ควบคุม pH ในชวง pH 8 – 10 จากผลการ
ทดลอง (รูปที่ 3.7) พบวา ใน citrate buffer และ phosphate buffer ที่ pH 6 และใน phosphate 
buffer และ Tris-HCl buffer ที่ pH 8 แอคติวิตีที่วัดไดมีความแตกตางกันมาก สาเหตุที่ทําใหแอคติ
วิตีที่ pH เดียวกันแตอยูในบัฟเฟอรตางชนิดกันมีความแตกตางกัน อาจเนื่องมาจากผลของ ionic 
strength ที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม ซึ่งเราพบวา ionic strength ที่แตกตางกัน มีผลตอการ
ทํางานของ Chi60 (รายงานที่ยังไมไดตีพิมพของ นางสางกมลทิพย ขัตติยะวงศ) เนื่องจาก
บัฟเฟอรทั้ง 3 ชนิด มีคา ionic strength ไมเทากัน ดังนั้นเราจึงไดทําการทดลองเพิ่มเติม โดย
เปลี่ยนมาใช universal buffer ที่มีคา ionic strength ใกลเคียงกันในทุก pH มาเปนระบบในการ
หาคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ซึ่งจะทําใหผลของความแตกตางของ ionic 
strength ในบัฟเฟอรลดลง ซึ่งผลจากการใช universal buffer มาเปนบัฟเฟอรที่ใชหาคา pH ที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม เราพบวา ไคติเนส อยางหยาบ สามารถทํางานไดดีในชวง pH 
ตั้งแต pH 6 – 11 และจากกราฟ จะดูเหมือนวาเอนไซมจะสามารถทํางานไดดีที่สุดใน pH 6 และ 
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pH 10 ซึ่งเราพบ peak การทํางานสูงสุดที่สอง pH นี้ สาเหตุที่เราพบ peak ในสอง pH 
เนื่องจากวา เอนไซมที่เรานํามาวัดแอคติวิตีนั้นเปน crude enzyme ซึ่งเชื้อ Bacillus licheniformis 
RN01 อาจจะผลิตไคติเนสไดมากกวา 1 ชนิด ที่ทํางานไดดีที่ pH ตางกัน เราจึงเห็น peak ออกมา
เปน 2 peak หรือ อาจเปนไปไดวาเช้ือ Bacillus licheniformis RN01 ผลิตไคติเนสมาเพียงชนิด
เดียว แตวาไคติเนสที่เชื้อผลิตขึ้นมาสามารถทํางานไดดีในทั้งสอง pH และจะเห็นไดอีกวา เอนไซม
จะมีแอคติวิตีสูงในชวง pH ที่เปนดาง มากกวาในชวง pH ที่เปนกรด อาจเปนเพราะวา ผลของ pH 
ไมไดเพียงสงตอสถานะทางกายภาพของเอนไซมเพียงอยางเดียว ยังสงผลตอสถานะทางกายภาพ
ของสับสเตรตอีกดวย อาจเปนไปไดวาในสภาวะที่เปนดาง สับสเตรตจะอยูในสภาพที่สามารถถูก
ยอยไดงายกวา เราจึงพบแอคติวิตีในชวง pH ที่เปนดางมากกวา 
 ในการหาความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ เราจะใชสับสเตรตที่แตกตาง
กัน 3 กลุมใหญ ๆ คือ กลุมของ crystalline substrate ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง ไคตินจากเปลือก
ป ูไคตินจากแกนปลาหมึก และ powder chitin กลุมของ amorphous substrate ไดแก colloidal 
chitin และกลุมของ soluble substrate ไดแก PNAC, 70% DD chitosan และ 90% DD 
chitosan โดยในกลุมของ crystalline substrate ยังสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทไดอีก คือ 
สับสเตรตที่มีการจัดเรียงตัวของสายไคตินแบบอัลฟา (α-chitin) ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง ไคติน
จากเปลือกปู และ powder chitin และสับสเตรตท่ีมีการจัดเรียงตัวของสายไคตินแบบบีตา (β-
chitin) ไดแก ไคตินจากแกนปลาหมึก ซึ่งสับสเตรตชนิด α-chitin จะมีความแข็งแรงมากกวาชนิด 
β-chitin เนื่องสับสเตรตชนิด α-chitin จะมีการเรียงตัวที่เปนระเบียบและสามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนระหวางสายได สวนสับสเตรตในกลุม amorphous substrate ถึงแมจะเปนสับสเตรต 
ชนิดที่ไมละลายน้ําเชนเดียวกับ crystalline substrate แตวาสายของไคตินจะจัดเรียงตัวอยางไม
เปนระเบียบ จึงมีความแข็งแรงนอยกวา crystalline substrate และมีพื้นที่ผิวที่จะใหเอนไซมไปจับ
ไดมากกวา ดังนั้น เอนไซมจะสามารถยอยสับสเตรตชนิดนี้ไดดีกวา crystalline substrate สวน
สับสเตรตในกลุม soluble substrate ซึ่งสามารถละลายน้ําได เอนไซมจะสามารถเขาถึงสับสเตร
ตไดอยางรวดเร็ว ดังนั้นเอนไซมจะยอยสับสเตรตในกลุมนี้ไดอยางดีมาก โดยจากผลการทดลอง 
(รูปที่ 3.8) จะเห็นไดวาเอนไซมสามารถยอย PNAC ที่เปน soluble substrate ไดดีมากทีสุด 
รองลงมาเปน colloidal chitin ที่เปน amorphous substrate และถัดมาจะเปนไคตินจากแกน
ปลาหมึก ที่เปน crystalline β-chitin  
 เมื่อพิจารณาในกลุมของ crystalline substrate ที่เปน α-chitin จะเห็นวาเอนไซม
สามารถยอย powder chitin ที่เตรียมมาจากไคตินจากเปลือกปูไดดีใกลเคียงกับไคตินจากแกน
ปลาหมึกที่เปน β-chitin ทั้งนี้เนื่องจากวา powder chitin ถึงแมวาจะเปนไคตินชนิด α-chitin แต
ก็ผานกระบวนการบดจนมีขนาดเล็กเพยีง 3 ไมครอน ทําให powder chitin มีพื้นที่ผิวที่เอนไซมจะ

74



  
เขาไปจับและยอยไดมากกวาไคตินจากเปลือกกุงและเปลือกปูที่มีขนาดใหญกวามาก เราจึงวัดแอ
คติวิตีเมื่อนําเอนไซมไปยอย powder chitin ไดมากกวา สวนใน 70% และ 90% DD chitosan 
ถึงแมวาจะเปน soluble substrate แตวาเราวัดแอคติวิตีในสับสเตรตทั้ง 2 ชนิดนี้ไดนอย 
เน่ืองจากวาเชื้อของเราไมสามารถผลิตไคโตซาเนสไดนั่นเอง 
 เมื่อเรานําเอนไซมมาบมกับสับสเตรต แลวผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวย
เอนไซมมาหาขนาด โดยนําไปฉีด HPLC เราพบวาขนาดของผลิตภัณฑที่ไดมีอยู 2 ขนาดคือ 
monomer ของ N-acetylglucosamine หรือ (GlcNAc) และ dimer ของ N-acetylglucosamine 
([GlcNAc]2)หรือ chitobiose นั่นเอง โดยผลิตภัณฑหลักที่ไดจะเปน chitobiose  
 เมื่อเรานําเอนไซมที่ผลิตไดมาหาขนาดโมเลกุลโดยนํามาทํา SDS-PAGE และยอม       
แอคติวิตีเพื่อดูแอคติวิตีของไคติเนสบนเจลพอลิอะคริลาไมด เราพบแถบแอคติวิตีอยู 3 แถบซึ่งมี
ขนาดโมเลกุลประมาณ 70, 66 และ 58 kDa โดยสาเหตุที่เราพบแถบแอคติวิตีของไคติเนสมากก
วา 1 แถบ อาจเปนเพราะวาเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถผลิตไคติเนสออกมาได
มากกวา 1 ชนิด หรือ อาจเกิดจาก degradation ของเอนไซม โดยแถบขนาด 66 kDa และ 58 
kDa อาจจะเปน proteolytic product ที่เกิดขึ้นจากการ degrade ของโมเลกุลขนาด 70 kDa 
 การโคลนยีนไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01 ในการทดลองนี้จะทําโดยวิธี 
PCR cloning โดยใชคูไพรเมอร BP-19F และ BP-20R ที่สามารถใชโคลนยีนไคติเนสจาก
แบคทีเรียสายพันธุ Bacillus spp. ไดครบทั้งยีน (60) เมื่อเราทํา PCR เพิ่มจํานวนชิ้นยีน            
ไคติเนสขึ้นมาไดแลวดวยเอนไซม Vent DNA Polymerase เราจะตองนําชิ้นยีนที่เราเพิ่มจํานวน
ข้ึนมาได มาเติม overhang A ที่ปลายดาน 3′ ดวย Taq Polymerease ดวย เพราะวาจะไดโคลน
เขาเวกเตอร pGEM-T easy ที่มีปลายเปน overhang T อยูแลวได  
 ในการคดัเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดที่เราเชื่อมยีนไคติเนสเขาไปแลว หลังจากที่นําพลาสมิด
เขาเซลล E. coli แลว จะคัดเลือกโดยการนําเชื้อมา spread ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มี 
0.01% ampicillin, IPTG 1.4 mg และ X-GAL 0.8 mg โดยเชื้อที่ไดรับพลาสมิดเขาไปในเซลลจะ
สามารถเจริญบน อาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มีแอมพิซิลลินได โคโลนีที่ไดรับพลาสมิดที่มีชิ้น insert 
จะเจริญแลวไดโคโลนีสีขาว และโคโลนีที่ไดรับ plasmid ที่มีชิ้น insert เปนยีนไคติเนส จะเจริญได
เปนโคโลนีสีขาวและจะสามารถสรางวงใสรอบโคโลนีได เราจะคัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีวงใสรอบ 
โคโลนีมาเลี้ยงเพื่อสกัดพลาสมิดออกมาตรวจสอบโดยการตัดดวย restriction enzyme Not I 
เนื่องจากพลาสมดิที่ถูกตอง เมื่อตัดดวย restriction enzyme Not I แลวจะถูกตัดไดแถบ DNA 
ขนาดประมาณ 3 kb ของเวกเตอร pGEM-T easy และ 2 kb ของยีนไคติเนสที่เราโคลนเขาไปหลุด
ออกมา 
 เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือนกับยีน       
ไคติเนส จาก Bacillus licheniformis ATCC 14580 ถึง 99% เม่ือลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาแปล
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เปนกรดอะมิโนโดยหา open reading frame ดวยโปรแกรม ORF finder พบวายีน chiRN1 ที่
โคลนไดสามารถแปลรหัสพันธุกรรมออกมาเปนกรดอะมิโนได 598 กรดอะมิโน และเมื่อคํานวณ
โดยใชโปรแกรม ProtCalc พบวาเอนไซม ChiRN1 มีน้ําหนักโมเลกุล 66,134.52 ดาลตัน (Da) 
และมี theoretical pI เทากับ 5.17 
 เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนมาการทํา domain mapping โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน
อินตอรเนต ซึ่งใหขอมูลออกมาวาโครงสรางของเอนไซม ChiRN1 มีอยู 3 โดเมนดวยกัน ไดแก 
catalytic domain (CatD), fibronectin type III-like domain (FnIIID) และ chitin binding 
domain (ChBD) และจากการทํานายโครงสราง 3 มิติ เราพบวาโครงสราง 3 มิติของ CatD และ 
FnIIID มีความคลางคลึงกับ CatD และ FnIIID ของ ChiA1 จาก Bacillus circulan WL-12 แตวา
สวนของ ChBD นั้น ไมสามารถทํานายโครงสราง 3 มิติออกมาได เนื่องจากวา ลําดับกรดอะมิโน
ในสวน ChBD ของ ChiRN1 มีความคลายคลึงกับลําดับกรดอะมิโนที่ทราบโครงสรางอยูแลวใน
ฐานขอมูลไมถึง 70% 
 จากการติดตามลักษณะการผลิตเอนไซม ChiRN1 เปนเวลา 7 วัน พบวาเราสามารถวัด
แอคติวิตีของไคติเนสไดสูงสุดเมื่อเชื้อ E. coli ที่มีพลาสมิด pW2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มี 
ampicillin 0.01% เปนเวลา 4 วัน ตอจากนั้นจะคอนขางคงที่ การที่เราสามารถวัดแอคติวิตีของไค
ติเนสพบหลังจากที่ตองเลี้ยงเชื้อไปแลวถึง 4 วันนั้น อาจเปนเพราะไคติเนสที่ E. coli ผลิตไมไดถูก
สงออกมานอกเซลล ดังน้ัน เราจึงไมพบแอคติวิตีในวันแรก ๆ และการที่เราพบแอคติวิตีของไค
ติเนสในวันหลัง ๆ นั้น อาจเปนเพราะเซลล E. coli ที่เจริญในวันแรก ๆ ตายลงและเอนไซมถูก
ปลดปลอยออกมาจากซากเซลลที่ตายนั้น เราจึงวัดแอคติวิตีพบได 
 เมื่อนําเอนไซม ChiRN1 มาหาอุณหภูมิและคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
เราพบวา ChiRN1 สามารถทํางานไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 - 70°C และที่ pH ตั้งแต pH 6 – 11 
โดยเห็นวาเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดในชวง pH ที่เปนดาง ซึ่งเหมือนกับที่หาไดในไคติเนสอยาง
หยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 
 ในการหาความจําเพาะของเอนไซม ChiRN1 ตอสับสเตรตชนิดตางๆ เราพบวา ChiRN1 
มีแอคติวิตีบน PNAC ที่เปน soluble substrate มากที่สุด รองลงมาคือ colloidal chitin ที่เปน 
amorphous substrate และ ไคตินจากแกนปลาหมึก ที่เปน crystalline β-chitin ตามลําดับ 
แสดงใหเห็นวาเอนไซม ChiRN1 สามารถยอยสับสเตรตประเภท soluble substrate ไดดีที่สุด 
รองลงมาคือสับสเตรตประเภท amorphous substrate และ crystalline substrate ตามลําดับ 
เชนเดียวกับไคตเินสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01  
 ในการหาขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวยเอนไซม ChiRN1 โดยการยอย
สับเสตรตแลวนําผลิตภัณฑที่ไดไปฉีด HPLC เราพบวา ขนาดของผลิตภัณฑที่ไดมีอยู 2 ขนาดคือ 
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monomer ของ N-acetylglucosamine หรือ (GlcNAc) และ dimer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)2 หรือ chitobiose โดยผลิตภัณฑหลักที่ไดจะเปน chitobiose เชนเดียวกับไคติเนสอยาง
หยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 
 เมื่อเรานําเอนไซมที่ผลิตไดมาหาขนาดโมเลกุลโดยนํามาทํา SDS-PAGE และยอมแอคติวิ
ตีเพื่อดูแอคติวิตีของไคติเนสบนเจลพอลิอะคริลาไมด เราพบแถบแอคติวิตีอยู 3 แถบซึ่งมีขนาด
โมเลกุลประมาณ 70, 66 และ 58 kDa เชนเดียวกับที่พบในไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก 
Bacillus licheniformis RN01 ซึ่งเราคิดวา ChiRN1 เปนเอนไซมที่ไดจากการโคลน ดังนั้นจึงควร
จะไดแถบแอคติวิตีเพียงแถบเดียว แตวาเราก็ยังพบแถบแอคติวิตีถึง 3 แถบเชนเดียวกับที่พบใน  
ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 อีก จึงคาดวาเอนไซม ChiRN1 ที่
โคลนได สามารถ degrade ตัวเองได และแถบขนาด 66 kDa และ 58 kDa นาจะเปน proteolytic 
product ของแถบขนาด 70 kDa  
 เพื่อยืนยันสมมติฐานนี้นําไคติเนส ChiRN1 มา absorb กับ colloidal chitin ที่อุณหภูมิ 
4°C เพื่อไมใหเกิดปฏิกิริยา hydrolysis แลวนําสวน unbound ที่ไมจับกับ colloidal chitin มา run 
SDS-PAGE (รูปที่ 3.18) จะเห็นวาแถบแอคติวิตีใน lane ที่เราใสสวน unbound ลงไป จะเห็นแถบ
ขนาดประมาณ 70 kDa มีความเขมจางที่สุด สวนแถบขนาด 66kDa จะเขมมากขึ้น และแถบ
ขนาด 58 kDa จะเขมที่สุด เนื่องจากวาแถบขนาด 58 kDa ที่คาดวาเปน form ที่ถูก proteolytic 
แลวเหลือเพียง CatD เพียงโดเมนเดียว ทําใหไมมีโดเมนที่ที่ทําหนาที่ในการจับกับ colloidal chitin 
ดังนั้น จึงพบแถบขนาด 58 kDa ออกมาในสวน unbound มากที่สุด จึงเหน็แอคติวิตีของแถบนีเ้ขม
ที่สุด สวนแถบขนาด 66 kDa ที่คาดวาเปน form ที่เหลือ CatD และ FnIIID แตสวน ChBD ถูก 
degrade ไปนั้น จะยังคงจับอยูบน colloidal chitin ไดบาง แตวาก็ยังจับไดดีสูในสวนของแถบ
ขนาด 70 kDa ที่ไมถูก degrade เลยไมได ดังนั้นเราจึงพบขนาด 66 kDa มีความเขมรองลงมา 
สวนแถบขนาด 70 kDa มีความเขมนอยสุด เนื่องจากวาเอนไซมขนาด 70 kDa สวนใหญจับอยูบน 
colloidal chitin และเพื่อเปนการยืนยันอีกขั้นวา แถบแอคติวิตีที่เราเห็นนั้นเกิดจากการยอยของ 
ChiRN1 เพียงชนิดเดียว เราอาจจะทําการ purify โปรตีนทั้ง 3 ขนาด แลวนําไปทํา N-terminal 
sequencing ซึ่งถาผลการทํา N-terminal sequencing ของโปรตีนทั้ง 3 ขนาด มีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกัน ก็จะเปนการยืนยันไดวาแถบแอคติวิตีทั้ง 3 แถบนั้น เกิดจากแอคติวิตีของ ChiRN1 
เพียงตัวเดียว แตวาแถบที่มีขนาดเล็กกวา คือ แถบของ ChiRN1 ที่ถูก degrade 
 จากการศึกษาเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนและโครงสราง 3 มิติของเอนไซม ChiA1 จาก 
Bacillus circulans WL-12, เอนไซม Chi 60 จาก Serratia liquefaciens, เอนไซม ChiB จาก 
Serratia marcescens และเอนไซม ChiRN1 จาก Bacillus licheniformis RN01 พบวา สวนของ 
CatD ที่เปนโดเมนสําคัญสําหรับเรงปฏิกิริยา hydrolysis ของเอนไซมในไคติเนสทั้ง 4 ชนดิ มคีวาม
เหมือนกัน ทั้งในดานโครงสราง 3 มิติ และตําแหนงของกรดอะมิโนอนุรักษที่สําคัญบนโมเลกุลของ
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เอนไซม แตวาเอนไซมแตละชนิดเมื่อยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑที่มีขนาดแตกตางกัน โดย 
ChiA1 และ ChiRN1 ใหผลิตภัณฑเปน monomer ผสม dimer สวน Chi60 ใหผลิตภัณฑเปน 
dimer เพียงอยางเดียว และ ChiB ใหผลิตภัณฑเปน trimer ทั้ง ๆ ที่มีโดเมนหลัก คือ CatD ที่
เหมือนกัน แตเมื่อพิจารณาถึง accessory domain ตาง ๆ เชน ChBD  และ FnIIID เราพบวา 
accessory domain เหลานี้ มีลําดับการจัดเรียงตัวอยูบนโมเลกุลของไคติเนสที่แตกตางกัน เชน 
ChiB มี ChBD อยูปลายดานคารบอกซี Chi60 มี N-terminal domain อยูที่ปลายดานอะมิโน 
ChiA1 มี FnIIID 2 โดเมน และ ChBD อยูที่ปลายดานคารบอกซี และ ChiRN1 มี FnIIID และ 
ChBD อยูทีปลายดานคารบอกซี ดังนั้นจึงคาดวา accessory domain เหลานี้ อาจจะมีผลตอการ
กําหนดขนาดผลิตภัณฑของเอนไซม 
 และเมื่อพิจารณาโครงสรางของ  Chi60 ที่ใหผลิตภัณฑเปน dimer อยางเดียว กับ
โครงสรางของ ChiRN1 ที่ใหผลิตภัณฑเปน monomer ผสม dimer จะเห็นวา Chi60 มี N-
terminal domain อยูทางดานหนา และ CatD อยูทางดานหลัง ซึ่งในการเกิด hydrolysis สับสเตร
ตจะวิ่งเขามาใน active site ของ CatD โดยจะวิ่งเขามาทาง N-terminal domain กอน แลวจึงเขา
มาที่ CatD เมื่อเกิด hydrolysis แลว เอนไซมก็จะปลอยผลิตภณัฑออกไป (รูปที่ 1.8) แตวาในกรณี
ของ ChiRN1 ที่มี CatD อยูทางดานหนา สวน FnIIID และ ChBD อยูทางดานทาย เมื่อเกิด 
hydrolysis คาดวาสับสเตรตก็จะเคลื่อนที่เขาไปใน CatD ในทิศทางลักษณะเดียวกับที่เคลื่อนทีเ่ขา
ไปยัง CatD ของ Chi60 เชนเดียวกัน เนื่องจากมีโครงสรางและตําแหนงของกรดอะมิโนที่ใชจับกับ
สับสเตรตอยูในตําแหนงเดียวกัน แตทวา การที่มี FnIIID และ ChBD มาอยูทางดานทาย จงึคาดวา 
2 โดเมนนี้อาจจะไปหนวงการเคลื่อนที่ของเอนไซม ทําใหเอนไซมเคลื่อนที่ไปบนสับสเตรตไดชาลง 
จึงทําใหไดผลิตภัณฑเปน monomer ผสม dimer ดังนั้น เพื่อทดสอบสมมติฐานนี้ จึงได
ออกแบบสรางไคตเินสลูกผสมขึ้น โดยนําสวน FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 มาตอเขาทางดาน
ทายโมเลกุลของ Chi60 โดยคาดวา ไคติเนสลูกผสมที่สรางได จะยอยสับสเตรตแลวทําให
อัตราสวนระหวา monomer และ dimer เปลี่ยนแปลงจาก Chi60 เดิม 
 ในการสรางไคติเนสลูกผสม เราทําโดยนําสวนของ FnIIID และ ChBD ของเอนไซม 
ChiRN1 มาตอเขากับเอนไซม Chi60 ที่มีสวนของ N-terminal domain และ CatD อยูแลว ดังนั้น
ลําดับเอนไซมลูกผสมที่เราสรางจะมีลําดับโดเมนที่เรียงจากปลายดานอะมิโนดังนี้ คือ N-terminal 
domain, CatD, FnIIID และ ChBD ตามลําดับ โดยเราคาดวาการที่มี FnIIID และ ChBD มาตอ
เพิ่มบนโมเลกุลของ Chi60 นาจะทําใหผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยมีอัตราสวนระหวาง monomer 
กับ dimer เปล่ียนไปจากเดิม แตเมื่อเราทําการสรางไคติเนสลูกผสมและทดลองเลี้ยงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ LB-CC ที่มี ampicillin 100 mg/ml แลว เปรียบเทียบกับ Chi60 และ ChiRN1 บนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกัน (รูปที่ 3.34) พบวาเอนไซมลูกผสมสรางวงใสรอบโคโลนีชาและนอยกวา 
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Chi60 และ ChiRN1 มาก นาจะเปนเพราะวาโดเมนที่เราเพิ่มเขาไปบน Chi60 อาจทําใหการมวน
พับของเอนไซมเปลี่ยนไป และสงผมตอการทํางานของเอนไซม 
 เมื่อนําเอนไซม Chi60, ChiRN1 และไคติเนสลูกผสม มาทํา SDS-PAGE และยอมแอคติวิ
ตีเพื่อดูขนาดของโปรตีน เราไมสามารถพบแถบแอคติวิตีของ Chi60 และไคติเนสลูกผสม บนเจล 
SDS-PAGE ได อาจจะเปนเพราะวาเอนไซม Chi60 และไคติเนสลูกผสมไมสามารถ refold บน 
SDS-PAGE ได แตวาเอนไซม ChiRN1 สามารถ refold กลับมาไดเปนปรกติ จึงยังคงพบแถบแอ
คติวิตีบนเจล SDS-PAGE อยู ซึ่งก็ยังคงใหแถบแอคติวิตี 3 แถบเชนเดิม 
 เมื่อนําเอนไซมลูกผสมมายอยสับสเตรตแลวนําไปหาขนาดของผลิตภัณฑโดยนําไปฉีด 
HPLC เราพบวาขนาดของผลิตภัณฑที่ไดยังคงเหมือนกับขนาดผลิตภัณฑจากการยอยดวย Chi60 
(ภาคผนวก ง) เชนเดิม คือไดเปน chitobiose เพียงอยางเดียว ดังนั้นโดเมน FnIIID และ ChBD ที่
เราเพิ่มเขาไปบน Chi60 ไมสามารถทําใหอัตราสวนระหวาง monomer กับ dimer เปลี่ยนแปลงไป
จากเดิม 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 เชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถผลิตไคติเนสที่ทํางานไดดีในชวง pH กวาง
ตั้งแต pH 6 -10 โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวง pH ที่เปนเบส และมีแอคติวิตีสูงในชวงอุณหภูมิ 50 - 
60°C สับสเตรตที่ไคติเนสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถยอยไดดีที่สุดจะ
เปนพวก soluble substrate รองลงมาเปน amorphous substrate และ crystalline substrate 
ตามลําดับ เมื่อนํามาหาขนาดโมเลกุลโดยยอมแอคติวิตีบนเจล SDS-PAGE จะพบแถบแอคติวิตี
ของไคติเนส มีขนาดโมเลกุล 70, 66 และ 58 kDa โดยขนาดที่เล็กกวาคาดวาเปน proteolytic 
produt ของขนาด 70 kDa ผลิตภัณฑที่ไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01 ยอยได พบวา
ไดผลิตภัณฑเปน monomer และ dimer ผสมกัน โดยจะไดผลิตภัณฑที่มีขนาด dimer เปน
ผลิตภัณฑหลัก  
 จากการโคลนไคติเนส (ChiRN1) จาก Bacillus licheniformis RN01 พบวายีนที่โคลนได
มีจํานวนนิวคลีโอไทดทั้งหมด 1964 นิวคลีโอไทด สามารถแปลรหัสพันธุกรรมออกมาเปนกรดอะมิ
โนได 598 กรดอะมิโน ซึ่งมีขนาดประมาณ 66,134 ดาลตัน (Da) คํานวณคา isoelectric point 
เทากับ 5.17  เมื่อนําไคติเนส ChiRN1 มาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน พบวา ChiRN1 
ทํางานไดดีในชวง pH ตั้งแต pH 6 – 10 และในชวงอุณหภูมิ 60 – 70°C โดย ChiRN1 สามารถ
ยอยสับสเตรตประเภท soluble substrate ไดดีที่สุด รองลงมาคือ amorphous substrate และ 
crystalline substrate ตามลําดับ ขนาดโมเลกุลของ ChiRN1 ที่โคลนไดควรจะมีขนาดประมาณ 
66 kDa แตเมื่อดูจากทํา SDS-PAGE แลวยอมแอคติวิตี เราพบแถบแอคติวิตี ที่มีขนาด 70, 66 
และ 58 kDa โดยแถบที่มีขนาดเล็กกวาคาดวาเปน proteolytic produt ของขนาด 70 kDa และ
เมื่อนําผลิตภัณฑจากการยอยสับสเตรตดวยเอนไซม ChiRN1 มาฉีด HPLC พบวาไดผลิตภัณฑ
เปน monomer และ dimer ผสมกัน โดยมีผลิตภัณฑหลักมีขนาดเปน dimer เชนเดียวกับไคติเนส
ที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 
 จากการเปรียบเทียบโครงสราง 3 มิติ และลําดับของกรดอะมิโนของไคติเนสชนิดตาง ๆ 
พบวา ไคติเนสจะมี catalytic omain เปนโดเมนหลักสําหรับเรงปฏิกิริยา hydrolysis และอาจจะมี 
accessory domain อ่ืน ๆ เชน chitin-binding domain และ fibronectintype III-like domain 
เสริมขึ้นมาเพื่อชวยเสริมประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม ซึ่ง accessory domain เหลานี้ 
พบวา มีการจัดเรียงตัวอยูบนเอนไซมในตําแหนงตาง ๆ กัน โดยคาดวา accessory domain 
เหลานี้อาจจะมีสวนในการกําหนดขนาดผิตภัณฑของเอนไซม 
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 ในการสรางไคติเนสลูกผสมโดยมีโครงสรางหลักเปนไคติเนสจาก Chi60 แลวนําเอาโดเมน 
FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 มาตอเพิ่มเขาไป พบวาไคติเนสลูกผสมมีแอคติวิตีลดลงอยาง
มากเมื่อเปรียบเทียบกับ Chi60 ตัวเดิม โดยคาดวา FnIIID และ ChBD ที่เพิ่มเขาไปนั้นอาจจะไป
รบกวนประสิทธิภาพการทํางานและการพับตัวของเอนไซม อีกทั้งยังไมทําใหอัตราสวนระหวาง 
monomer และ dimer ของผลิตภัณฑเปลี่ยนแปลงไป 
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ภาคผนวก ก 

การวัดแอคติวติีของไคติเนสดวยวิธีของ Schale 
 
 การวัดแอคติวิตีของไคติเนสจะทําโดยการบมเอนไซมกับสับสเตรตในหลอดทดลอง 
(ปรกติจะใช colloidal chitin เปนสับสเตรต) ดวยบัฟเฟอร pH และอุณหภูมิที่เหมาะสม ใน
ปริมาตรทั้งหมด 1.5 ml โดยเลือกใชปริมาณเอนไซมและเวลาในการบมที่พอเหมาะ (20 - 60 นาท)ี 
ในการทําการทดลองจะแบงปฏิกิริยาออกเปน 2 ชุด ชุดแรกจะเปนชุดควบคุม เราจะนําเอนไซมไป
ตมฆาเอนไซมกอนที่จะนํามาบมกับสับสเตรต ชุดที่ 2 เราจะนําเอนไซมที่มีแอคติวิตีอยูมาบมกับ
สับสเตรตเลย จากนั้นจะนําทั้ง 2 ชุดมาหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย potassium ferric 
cyanide ลงไป 2 ml นําไปตมในน้ําเดือด 15 นาที เพื่อเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน จากนั้น
นํามาแชในน้ําเย็น แลวนําไป centrifuge ตกตะกอน colloidal chitin จากนั้นนําสวนใสดานบนมา
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 nm (A420) นําคา A420 ที่วัดไดจากชุดควบคุมมาลบกับ
ชุดที่มีแอคติวิตี จากนั้นนําผลตางที่ไดมาเทียบหาปริมาณ NAG ที่เกิดขึ้นจากกราฟมาตรฐาน 
NAG แลวจึงนํามาคํานวณ หาแอคติวิตีของไคติเนส โดยกําหนดใหหนวย unit ของเอนไซม เทากับ 
ปริมาณ µmole ของNAG ที่เกิดขึ้นเมื่อใชเอนไซม 1 ml ใหทํางานเปนเวลา 1 นาที 
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กราฟมาตรฐาน NAG 
 
 
 

y = 1.0346x
R2 = 0.9968
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มีคา slope = 1.0346 
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ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chi60 
 

CTGCAGAGTGTGGTGCAATCCTGATAAATATTTATCTTTCCTTAATAAAAAAATTCACTATCCATATTTG 
TCGTGCTTTCTTTTATTTATATTAAAATAAATTCACGCTTGCTGAATAAAACCCAGTTGATAGCGCTCTT 
GTTTTCACGCCTTTTTTATTTATAGTCTGAATGTACGCGGTGGGAATGATTATTTCGCCACGTGGAAAGA 
CACTGTTGCTATTTATTGATTTTAATCTTCGAGGATTATTGCGGAATTTTTTCGCTTCGGCAATGCATCG 
CGACGATTAACTCTTTTATGTTTATCCTCTCGGAATAAAGGAATCAGTTATGCGCAAATTTAATAAACCG 
CTGTTGGCGCTGTTGATCGGCAGCACGCTGTGTTCCGCGGCGCAGGCCGCGGCGCCGGGCAAGCCGACCA 
TCGCCTGGGGCAATACCAAGTTCGCCATCGTTGAAGTTGACCAGGCGGCTACCGCTTATAATAGTTTGGT 
GAAGGTAAAAGATGCCGCCGATGTTTCGGTCTCCTGGAATTTATGGAATGGCGACACCGGTACGACGGCA 
AAAGTTTTATTAAATGGCAAAGAGGCGTGGAGCGGCCCGTCAACCGGTTCTTCCGGTACGGCGAATTTTA 
AAGTCAATAAAGGCGGCCGTTATCAAATGCAGGTGGCATTGTGCAATGCCGACGGCTGCAGCGCCAGCGA 
CGCCACCGAAATTGTGGTGGCCGACACCGACGGCAGCCATTTGGCGCCGTTGAAAGAGCCGCTGCTGGAA 
AAGAATAAACCGTATAAACAGAACTCCGGCAAAGTCGTCGGTTCTTATTTCGTCGAGTGGGGCGTTTACG 
GGCGCAATTTCACCGTCGACAAGATCCCGGCGCAGAACCTGACCCACCTGCTGTACGGCTTTATCCCGAT 
CTGCGGCGGCAACGGCATCAACGACAGCCTGAAAGAGATCGAAGGCAGCTTCCAGGCGCTGCAGCGCTCC 
TGCCAGGGCCGCGAGGACTTCAAAGTCTCGATCCACGATCCGTTCGCCGCGCTGCAAAAAGCGCAGAAGG 
GCGTTACCGCCTGGGATGACCCCTACAAGGGCAACTTCGGCCAGCTGATGGCGCTGAAACAGGCGCATCC 
TGACCTGAAAATTCTGCCGTCGATCGGCGGCTGGACGCTGTCCGACCCGTTCTTCTTCATGGGCGATAAG 
GTGAAGCGCGATCGCTTCGTCGGTTCGGTGAAAGAGTTCCTGCAGACCTGGAAGTTCTTCGATGGCGTGG 
ATATCGACTGGGAGTTCCCGGGCGGCAAAGGCGCCAACCCGAACCTGGGCAGCCCGCAGGACGGGGAAAC 
CTATGTGCTGCTGATGAAGGAGCTGCGGGCGATGCTGGATCAGCTGTCGGCGGAAACCGGCCGCAAATAT 
GAACTGACCTCCGCCATCAGCGCCGGCAAGGACAAGATCGATAAGGTGGCTTACAACGTTGCGCAGAACT 
CGATGGATCACATCTTCCTGATGAGCTACGACTTCTATGGCGCCTTCGATCTGAAGAACCTGGGGCATCA 
GACCGCGCTGAATGCGCCGGCCTGGAAGCCGGACACCGCTTACACCACGGTGAACGGCGTCAATGCGCTG 
CTGGCGCAGGGCGTCAAGCCGGGCAAGATCGTGGTCGGCACCGCCATGTATGGCCGCGGCTGGACCGGGG 
TGAACGGCTACCAGAACAACATTCCGTTCACCGGTACCGCCACTGGGCCGGTCAAAGGCACCTGGGAGAA 
CGGCATCGTGGACTACCGCCAAATCGCCGGCCAGTTCATGAGCGGCGAGTGGCAGTATACCTACGACGCC 
ACGGCGGAAGCGCCTTACGTGTTCAAACCTTCCACCGGCGATCTGATCACCTTCGACGATGCCCGCTCGG 
TGCAGGCCAAAGGCAAGTACGTGCTGGATAAGCAGCTGGGCGGCCTGTTCTCCTGGGAGATCGACGCGGA 
CAACGGCGATATTCTCAACAGCATGAACGCCAGCCTGGGCAACAGCGCCGGCGTTCAATAATCGGTTGCA 
GTGCGTTGCCGGGGGATATCCTTTCGCCCCCGGCTTTTTCGCCGCCGAAAGTTTTTTTACGCCGCACAGA 
TTGTGGCTCTGCCCCGAGCAAAACGCGCTCATCGGACTCACCCTTTTGGGTAATCCTTCAGCATTTCCTC 
CTGTCTTTAACGGCGATCACAAAAATAACCGTTCAGATATTCATCATTCAGCAACAAAGTTTTGGCGTTT 
TTTAACGGAGTTAAAAACCAGTAAGTTTGTGAGGTTCAGACCAATGCGCTAAAAATGGCCGCTTAGCATA 
AATTTTCATGCTGGAACTGTTAACAAAAGGTTTTTTTTATGTTTGTTTGCTGTTTCTCACAGTCTGCGTA 
AATCCCCACTGGTTATATTGACGACACCCCAAACAGTTGGCAACTTGATAGCCTCAGGGGTAAGAGCGAG 
AGTTGTTTGAGTGAATTCCACGCGCTCAGACGTCCCCGCCGCGATGCGTTCCATCCGGCATTCTCTTCTC 
GTACGCCTTCTGCCTTCGGGCGCCGATCGCACAGGCCACGCAATAAAAAATACAGGTCTGGCGGCAATTA 
CACACATCACATCACACAATGGAGCACTAACGATGACACGTTCCTTGGGTAAATCGGGGATTCTGAAATT 
CGGTATTGGGCTGATCGCGCTGACCGTGGCGGCCAGCGTACAGGCCAAGACGTTGGTTTACTGTTCTGAA 
GGTTCCCCGGAAGGGTTCAACCCGCAGCTGTTTACCTCCGGCACCACCTATGACGCCAGCTCGGTACCAA 
TCTACAACCGGCTGGTCGAATTCAAGACCGGCACCACCGAGCTGCAG 
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ขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม Chi60 ที่หาโดยการฉดี HPLC 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
ก คือ chromatogram ของ chito-oligosaccharide มาตรฐาน โดย C1 คือ GlcNAc, C2 คือ 
(GlcNAc)2, C3 คือ (GlcNAc)3, และ C4 คือ (GlcNAc)4.  
 
ข คือ ขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอย colloidal chitin ดวยเอนไซม Chi60 
 

 C2          C3                 C4   

  C1 
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 นายสุรเกต์ิ เนาสราญวงศ เกิดเมื่อวันที่ 24 พฤศจิกายน พ.ศ. 2522 สําเร็จการศึกษา
ระดับชั้นมัธยมศึกษาจากโรงเรียนกรุงเทพคริสเตียนวิทยาลัย สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยา
ศาสตรบัณฑิต (ชีวเคมี) จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2544 
และไดเขาศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา ในสาขาวิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 
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