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Chitinase of  bacteria, fungi and Streptomyces and their uses in fungal control 
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บทคดัย่อ 

 สามารถโคลนยนีและถ่ายฝากยนีไคติเนสของแบคทีเรียเขา้ใน pET 100/D-TOPO  vector  ได ้6  ยนี และโคลน
ยนีราได ้ 1  ยนี คือ  chiA  ของ Serratia marcescens, chiB ของ S. marcescens, chiC  ของ Pseudomonas  aeruginosa,  
chb(beta-N-acetylhexosaminidase , chitobiase) ของ S. marcescens, chi   ของ  Klebsiella  sp. TPIMC, basic chi ของ S. 
marcescens และ chiA  ของ  Aspergillus  oryzae  ไดก้รรมวิธีการแยกสกดัไคติเนสค่อนขา้งบริสุทธิโดยการใช ้DEAE-
cellulose chromatography  ร่วมกบั   size exclusion  chromatography และโดยวธีิ  affinity chromatography และสามารถ
ผลิตไคติเนสในถงัหมกัโดยใช ้ 1 mM IPTG เหน่ียวน าให้ BL21 ผลิตไคติเนสท่ี 37 °ซ , การกวน 200  รอบ/นาที, pH 7 
และ   pO2  80  %  เป็นเวลา  4-6  ชม. crude recombinant chitinase ของ  basic  chi  S.  marcescens  และ  chiA  S.  
marcescens มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของราโรคพืช 3  เช้ือ ไดแ้ก่  Botryodiplodia  theobromae,  
Pyricularia  oryzae  และ Fusarium  oxysporum  และสามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืชไดอ้ยา่งสมบูรณ์      

  ค าน า 

 การระบาดของโรคและแมลง เป็นประเด็นปัญหาส าคญัของการเกษตรของประเทศไทยและทัว่โลก  ท าใหผ้ลผลิต

ตกต ่า ดอ้ยคุณภาพ การป้องกนัก าจดัโรคและแมลงศตัรูพืชท่ีนิยมปฏิบติัมกัใชส้ารเคมี ท าใหเ้กษตรกรเจ็บป่วยมีสุขภาพ

อ่อนแอ และถูกกีดกนัทางการคา้จากประเทศคูค่า้ในเร่ืองสารพิษตกคา้ง ซ่ึงกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศอยา่งมาก ทั้งใน

เร่ืองการรักษาพยาบาล การส่งออกผลิตผลทางการเกษตร และการพ่ึงพาต่างประเทศในการน าเขา้สารเคมีป้องกนัก าจดัโรค

และแมลงศตัรูพืชท่ีประเทศไทยผลิตเองไม่ได ้เพ่ือแกปั้ญหาท่ีเกิดข้ึน ประเทศในต่างประเทศไดห้นัไปใช ้ bio-pesticide  ซ่ึง

ไม่มีพิษตกคา้ง และไดมี้การผลิตขายเป็นการคา้แลว้ แทนสารเคมีก าจดัโรคและแมลงศตัรูพืช หรือใชผ้สมกบัสารเคมีก าจดั

โรคและแมลงศตัรูพืช เพ่ือลดการใชส้ารเคมีก าจดัโรคและแมลงศตัรูพืช  ซ่ึงไดผ้ลดี ปัจจุบนัประเทศไทยไดต้ระหนกัถึง

ผลเสียของการใชส้ารเคมีก าจดัศตัรูพืช จึงผลกัดนัใหมี้การลดการใชส้ารเคมีก าจดัศตัรูพืชลง  โดยจดัสรรงบประมาณใหต้ั้ง

โรงงานผลิต bio-pesticide  และเร่งรัดใหมี้การคน้หาชีวภณัฑจ์ากจุลินทรียท่ี์มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของโรคและแมลงศตัรูพืช 

มาใชท้ดแทนสารเคมีก าจดัศตัรูพืช และเพ่ือการส่งออกชีวภณัฑท่ี์ผลิตไดใ้นประเทศ สนบัสนุนใหเ้กิดธุรกิจชีวภาพ และ

เป็นปัจจยัของเศรษฐกิจพอเพียง   ผลิตภณัฑชี์วภณัฑก์ าจดัโรคและแมลงศตัรูพืชท่ีผลิตจ าหน่ายในปัจจุบนัส่วนใหญ่เป็น 

เอนไซม ์สารปฏิชีวนะ สารพิษ ท่ีผลิตจาก Bacillus subtilis, Bacillus spp.,   Trichoderma spp. เป็นหลกั เช่น  chitinolytic  

และ  glucanolytic enzyme บริสุทธ์ิจากเช้ือ   

1 ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ 

2. ส านกัวจิยัและพฒันาการอารักขาพืช 



Trichoderma   spp. (http://link.springer-ny.com/link/service/journals/10123/contents/01/00001/paper/s101230100001 

ch110.htm ) subtilin จาก B. subtilis (Sonenshein,1993) และไคติเนสจากบาซิลสั (ปุณฑริกาและมณฑารพ, 2505 )  

เน่ืองจากผลิตภณัฑชี์วภณัฑส์ามารถอกฤทธ์ิยอ่ยผนงัเซลลข์องราโรคพืชและแมลงซ่ึงมีไคตินสูงถึงร้อยละ 5-20 

(http:/www.psrc.usm. Edu/macrog/sea/chitin.htm) ท าใหร้าและแมลงศตัรูพืชหยดุชงกัการเจริญเติบโตหรือตายไป 

นอกจากน้ีผลิตภณัฑชี์วภณัฑย์งัมีโครงสร้าง และ kinetic properties หลากหลายรูปแบบท าใหมี้โอกาสรอดพน้จากปฏิกิริยา

การยบัย ั้งของพืชได(้http://link.springer-ny.com/link/servicejournals10123/contents/01/0001papers/1012301230100001 

ch110.htm)  ผลิตภณัฑชี์วภณัฑท่ี์ผลิตจากจุลินทรียอ่ื์นๆท่ีมีศกัยภาพในการก าจดัโรคและแมลงศตัรูพืช ท่ียงัไม่ไดน้ ามา

ศึกษาในเชิงลึกและยงัไม่ไดน้ ามาพฒันาเป็นผลิตภณัฑย์งัมีอยูม่าก( มทันา,2548; (http://www.ag.auburn.edu/argentina/ 

pdfmanuscripts/rovera.pdf ), United States Patent 6,797,507 )  ผลจากการทดลองของมทันา และคณะ(2548)  พบวา่

จุลินทรียห์ลายสกลุยอ่ยสลายไคตินในเปลือกกุง้ กระดองปู และแกนในปลาหมึก และไคตินในอาหารดีมาก  จึงเป็นไปไดว้า่ 

สารชีวภณัฑท่ี์ยอ่ยไคตินดีจะมีศกัยภาพสูงในการก าจดัราโรคพืช จ าเป็นตอ้งศึกษาในเชิงลึก เพื่อสนองนโยบายของประเทศ

และเพื่อประโยชนต์่อเกษตรกรตอ่ไป 

  ไคติเนสเป็น glycoside hydrolases ซ่ึงจะ hydrolyse  ß-1,4-glycosidic bond ระหวา่ง N-acetylglucosamine 

residues ของไคติน  ประกอบดว้ย catalytic domain และ non catalytic domain( มีต าแหน่งอยูบ่น N- หรือ C- terminal ท า

หนา้ท่ีจบัไคติน ) จ าแนก catalytic domain เป็น 2  Family ใหญ่ คือ Family18 และ Family19 โดยการเปรียบเทียบความ

เหมือนของ amino acid sequence, โครงสร้างและ mechanism ต่างๆของไคติเนส  Family18  เป็น family ใหญ่ พบมากใน 

eukaryotes, prokaryotes และ virus (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac= IPR001579; Jolles and Muzzarelli, 1999 ) 

ใน family น้ี มีไคติเนสและโปรตีนอ่ืนหลากหลายชนิด เช่น endochitinase, exochitinase, chitodextrinase, chitobiase, 

chitinase A, B, C และ D( Jolles and Muzzarelli, 1999 )  และพบวา่ conserved glutamate ซ่ึงเป็น residue สุดทา้ยของ active 

site เก่ียวขอ้งกบั catalytic mechanism และอาจจะท าหนา้ท่ีเป็น proton donor ( http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac= 

IPR001579; Tsujibo et al., 2002 )  นอกจากน้ียงัแบ่งเป็น class ต่างๆ ไดแ้ก่ classI ไคติเนสจะยอ่ยสลาย cell wall ของ

แบคทีเรีย และมีคุณสมบติัในการเขา้ไปจบัไคติน ไดแ้ก่ ไคติเนสของราและพืช classII ไม่ยอ่ยสลาย cell wall ของแบคทีเรีย 

และไม่มีคุณสมบติัในการเขา้ไปจบัไคติน มีบทบาทในการเป็น fungal elicitors ซ่ึงจะไปกระตุน้ใหพ้ืชสร้างภูมิตา้นทาน 

เป็นตน้   ส่วน Family19 พบมากในพืช เช่น มนัฝร่ัง ถัว่ลนัเตา ฯ และ Streptomyces griseus และ  Haemophilus influenzae  

ไดมี้การสกดัเอนไซม ์chitinase  และ glucanase  ของ Trichoderma spp. ใหอ้ยูใ่นรูปบริสุทธ์ิ ออกจ าหน่ายเป็นสารออกฤทธ์ิ

ก าจดัรา ซ่ึงสามารถน าไปใชร่้วมกบัสารเคมีก าจดัรา เช่น azoles, bensimidazoles และ pyrimidines และร่วมกบัตวัเช้ือ 

Trichoderma spp. เอนไซมท์ั้งสองชนิดน้ีสามารถยอ่ยผนงัเซลลข์องราโรคพืชไดห้ลายชนิด และมีโครงสร้าง และ kinetic 

properties หลากหลายรูปแบบ ท าใหมี้โอกาสรอดพน้จากปฏิกิริยาการยบัย ั้งของพืชได(้ http://link.springer-ny.com/link 

/service/ journals /10123/contents/01/0001/papers/1012301230100001ch110.htm )  ไคติเนสมีคุณสมบติัในการยอ่ย

สลายไคติน ไดเ้ป็นไคโตซาน( N-acetylglucosamine ) chitobiose น ้ าตาล glucosamine แบบต่างๆ (  Alexander, 1961, 

Jolles and Muzzarelli, 1999 ) ซ่ึง ไคติน ไคโตซาน chitobiose และ glucosamine มีความปลอดภยัต่อส่ิงแวดลอ้ม ไม่เป็นพิษ
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ต่อคน สตัว ์ พืช ปลา และส่ิงมีชีวติทั้งหลาย มีระดบัความเป็นพิษเท่ากบัน ้ าตาลทราย เป็น biodegradable มีคุณสมบติัเป็น 

strong positive charge, metal ion binding, biocompatibility และ bioactivity( http://www. halosource.com/ 

corporate/platforms/chitosan/uses.shtm, http://www. Highbeam.com/library//doc1.asp? docid=1G1:41251403)     จะพบ

ไคติเนสในส่ิงมีชีวติหลากหลายชนิด ไดแ้ก่ แบคทีเรีย เช้ือรา เห็ด เอคติโนมายซีส แมลง พืช และสตัว(์ Tsujibo et. al,1998) 

ไคติเนสแต่ละชนิดมี catalytic activity แตกต่างกนั ไม่เท่ากนั (Wiseman, 1995; มทันา และคณะ, 2548 ) ซ่ึงถา้ไดไ้คติเนสท่ี

ยอ่ยสลายไคตินในผนงัเซลลข์องราไดดี้  จะเป็นประโยชน์ต่องานทางดา้นการป้องกนัก าจดัโรคพืช จะช่วยลดการใชส้ารเคมี

ก าจดัโรคพืชลงไดท้ าใหสิ้นคา้เกษตรปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค มีคุณค่าทางโภชนาการสูง และตน้ทุนต ่า สามารถแข่งขนัไดใ้น

เวทีการคา้ต่างประเทศ  ลดการพ่ึงพาจากต่างประเทศ  

วตัถุประสงค์ของโครงการวจิยั 

  1.  เพื่อศึกษากรรมวธีิการผลิตไคติเนสจากแบคทีเรีย รา และ Streptomyces spp.   โดยเทคโนโลยชีีวภาพ 

  2.  เพื่อศึกษาคุณลกัษณะของไคติเนสท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย รา และ Streptomyces 

    3.  เพ่ือศึกษาการใชไ้คติเนสในการก าจดัราโรคพืช  

วธีิด าเนินการและอุปกรณ์ 

อุปกรณ์ 

1. hot start high-fidelity DNA polymerase 
2. primer 
3.  restriction enzyme 
4. expression vector   
5. expression host( E. coli BL21 (DE3), E. coli pTGLM , Saccharomyces cerevisiae 

หรือ Pichia 
6. IPTG 
7. benzamidine  
8. sodium azide 
9. ammonium sulfate 
10. potassium phosphate buffer 
11. LB 
12. Sabourdox medium 
13. PMSF 0.2 mM 
14. DEAE-cellulose chromatography  
15. glycol-chitin 
16. chitin ผง  



17. colloidal chitin 
18. Calcoflour white M2R 
19. congro red 
20. 30 % acylamide/ 0.8 % bisacrylamide gel 
21. ammonium persulfate 
22. TEMED 
23. butanol 
24. Coomassie Blue R-250 
25. lysozyme 
26. lactose 
27. sodium acetate 
28. N-acetylglucosamine( NAG)  และอ่ืนๆ 
29. Amplicilin 
30. dialysis bag 
31. citric acid 
32. p-Dimethylaminobenzaldehyde 
33. glacial acetic acid 
34. hydrochloric acid 
35. potassium tetraborate 
36. dibasic sodium phosphate 
37. McIIvaine buffer 
38. sonicator 
39. kinetic spectrophotometer 

วธีิด าเนินการ 
1. การศึกษากรรมวธีิการผลติไคตเินสจากแบคทเีรีย รา และ Streptomyces spp.   โดยเทคโนโลยชีีวภาพ 
 ด าเนินการตามล าดบัดงัน้ี 

  1.1 การโคลนยนีไคติเนสจากแบคทีเรียและรา 

 1.2  การถ่ายฝากยนีและการเหน่ียวน าใหผ้ลิตไคติเนส 
 1.3 การศึกษาการแยกสกดัไคติเนสบริสุท์ิจาก expression clone  

 1.4  การผลิตไคติเนสในถงัหมกั 

1.1  การโคลนยนีไคตเินสจากแบคทเีรียและรา 

วธีิการ 

  - สกดัดีเอน็เอของแบคทีเรียและสกดัอาร์เอน็เอของรา  



  - เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของยนีไคติเนสโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์และตรวจสอบยนีท่ีโคลนได ้

  - purify PCR product  

  - โคลนยนีตามวธีิการท่ีระบุไวใ้นชุด Kitของบริษทักิปไทยและบริษทั Clontech 

1.2 การถ่ายฝากยนีและการเหนี่ยวน าให้ผลติไคตเินส  

 ด าเนินการตามวธีิการท่ีแสดงไวใ้นชุดถ่ายฝากยีนของบริษทักิบไทย  เหน่ียวน าให้ผลิตไคติเนสโดยใช ้IPTG  
1  mM  เป็นเวลา  5-6  ชม.  ท่ี 37 ซ 200  รอบ/นาที ตรวจสอบโปรตีนท่ีผลิตไดโ้ดยวธีิ SDS-PAGE 

1.3 การศึกษาการแยกสกดัไคตเินสบริสุทธ์ิจาก expression clone  
 ด าเนินการศึกษาการแยกสกดัไคติเนสบริสุทธิจาก expression clone ท่ีมียีน basic chi  เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบใน
การท าใหไ้คติเนสของยนีอ่ืนบริสุทธิต่อไป 
วธีิการ 
  ท าให้เซลล์แบคทีเรีย( BL21  ท่ีได้รับยีน basic chi  )แตกโดยวิธี freeze-thaw  และโดยใช้เคร่ือง sonicator  
จากนั้ นน าส่วนใสไปตกตะกอนโปรตีนด้วย แอมโมเนียมซัลเฟต ข้ามคืนท่ี 4 ºซ  ป่ันเหวี่ยงแยกโปรตีนออกจาก
แอมโมเนียมซลัเฟต  แลว้ละลายตะกอนโปรตีนดว้ย 1X 250 mM NaH2PO4 ผสม  2.5 M NaCL  แลว้น าโปรตีนท่ีไดไ้ป
ท าใหบ้ริสุทธ์ิ  โดยวธีิ 
 1.  Ni-NTA Purification kit  
 2.   DEAE-cellulose chromatography  ร่วมกบั   size exclusion  chromatography  
 3. โดยวธีิ  affinity chromatography  
 1.  Ni-NTA Purification kit  
 ศึกษาการแยกและสกดัไคติเนสบริสุทธ์ิจาก expression โคลน โดยใช ้Ni-NTA Purification System  
และตรวจสอบไคติเนสท่ีได้โดยวิธี  SDS-PAGE  วิธีการตามท่ีแนบมากบัชุด kit ของบริษทักิบไทยและบริษทั GE 
Healthcare     
 2.   DEAE-cellulose chromatography  ร่วมกบั   size exclusion  chromatography 
 ด าเนินการดงันี ้
  1. เตรียม TOYOPEARL DEAE-650M cellulose  Ion exchange resins และ TOYOPEARL HW-55 
( size exclusion chromatography resin )  ตามวธีิการท่ีแนบมากบัสินคา้ 
  2.  เติมไคติเนสลงใน DEAE resin  เขย่าเบาๆท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา  1  ชม. เพ่ือให้ไคติเนส
เกาะติดกบัเรซินใหม้ากท่ีสุด  
  3. บรรจุ resin ลงใน column  
    4.  ชะล้าง ( wash ) ไคติเนสด้วยสารละลายความเข้มข้นและ pH  ต่างๆ ได้แก่  20-250 mM 
imidazole ใน 100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4   pH 7.0  
  5. เก็บสารละลายท่ีถูกชะออกมา  มาตรวจสอบผลโดยวธีิ SDS-PAGE 
  6.  รวมส่วนใสท่ีค่อนขา้งบริสุทธิเขา้ดว้ยกนั น ามาผา่น  size exclusion  chromatography  column 
  7. ชะลา้ง ( wash ) ไคติเนสดว้ยสารละลาย 100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4   pH 7.0  20  มล.  
เก็บส่วนใส คร้ังละ  1  มล.  



  8. วดัปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Brad ford  และตรวจสอบผลโดยวธีิ  SDS-PAGE 
 3.  affinity chromatography โดยใช้ ไคโตซาน เป็นตวัจบัเอนไซม์( absorbent )  

 มีวธีิการดงัน้ี  
   ตกัไคโตซาน   1  ช้อนใส่ลงในน ้ าโปรตีน  5  มล.  เขย่าเบาๆบนเคร่ืองเขย่า  1  ชม. ตั้ งท้ิงไวใ้ห้
ตกตะกอน หรือน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 4 ซ 8,000 รอบ/นาที  1  นาที  ดูดส่วนใสเก็บไว ้ ลา้งไคโตซาน  4  คร้ังดว้ย  
   100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 20 mM Immidazole  pH6.6  
   100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 40 mM Immidazole  pH6.6  
   100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 60 mM Immidazole  pH6.6  
    100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 80 mM Immidazole  pH6.6    
  เก็บส่วนใสของแต่ละการลา้ง   สุดทา้ยท าการชะลา้ง 3  คร้ัง  ดว้ย  
                 100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 100 mM Immidazole  pH 9.0 
   100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 250 mM Immidazole  pH 9.0 
   100 mM NaCl + 50 mM NaH2PO4 + 500 mM Immidazole  pH 9.0  
เก็บส่วนใสของแต่ละการชะลา้ง   วเิคราะห์โปรตีนโดย SDS-PAGE 
  หรือล้างไคโตซาน  4  คร้ัง ด้วย  50 mM  Tris-HCl  pH7  ( เติม 50 mM  Tris-HCl  pH7  ลงในไคโตซาน  
เขยา่เบาๆ 15  นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 4 ซ 8,000 รอบ/นาที 1  นาที  แลว้เก็บส่วนใส ) ชะลา้ง 7  คร้ัง  ดว้ย  
  20  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8 
 40  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8 
  60  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8     
  80  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8 
  100  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8 
  250  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8 
   500  mM NaCl + 50 mM  Tris-HCl  pH8   
  เก็บส่วนใสของแต่ละการชะลา้ง   วเิคราะห์โปรตีนโดย SDS-PAGE   
1.4  การผลติไคตเินสในถังหมกั  
วธีิการ   
  1.  เล้ียงเช้ือ  BL21 Star( DE3 )    ท่ีไดส้อดแทรกยีน basic chi  จาก  Serratia marcescens  ไวแ้ลว้ 
ในอาหาร  LB+ ampicillin   ขา้มคืน   OD 0.8- 1.0  
   2.    เติมเช้ือในขอ้1  ลงในอาหาร LB+ ampicilin  ในถงัหมกั ปริมาณ  10  %  ของปริมาตรอาหาร  
    3.   ตั้งอุณหภูมิ, การกวน, pH และ pO2( ค่าออกซิเจน ท่ีละลายน ้ า)ในการหมกั  ท่ีอุณหภูมิ  37 °ซ , การกวน
200  รอบ/นาที, pH 7 และ   pO2  80  %  
  4. เม่ือเช้ือเจริญถึง O.D.600   0.6-0.8  เติมคร่ึงหน่ึงของ  1  mM  IPTG  ลงในถงัหมกั เพื่อเหน่ียวน า
ใหผ้ลิตไคติเนส และเติม IPTG  ท่ีเหลือหลงัจากการเติมคร้ังแรก  1  ชม. 
  5. เก็บเช้ือทุกชัว่โมงจนถึง T8  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี  14,000  รอบ/นาที  นาน  5  นาที  ดูดส่วนใสท้ิง
ใหห้มด  
  6.  ใชป้ลายทิปตกัเช้ือปริมาณเท่ากนัของแต่ละชัว่โมงมาผสมกบั  1 X loading buffer  น าไปตม้ใน 



น ้าเดือดนาน  10 – 15  นาที   
   7. ตรวจสอบผลโดยวธีิ SDS-PAGE  
2. การศึกษาคุณลกัษณะของไคตเินสทีผ่ลติโดยแบคทเีรีย รา และ Streptomyces  
 ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของไคติเนสท่ีค่อนขา้งบริสุทธิท่ีแยกได(้  partly purified chitinase )     ในการยอ่ย
ไคโตซาน 2 วนั เปรียบเทียบกับ ไลโซซามท่ีสามารถย่อยไคโตซานได้ดีมาก  ตรวจสอบน ้ าตาล NAG ท่ีไดโ้ดยใช ้
bromocresol purple  pH 4.7  ( NAG  มี pH เป็นด่าง ท าให ้bromocresol purple  ท่ีเป็นกรดเปล่ียนเป็นด่างสีม่วง   )  
3.  การศึกษาการใช้ไคตเินสก าจดัราโรคพืช 
3.1 ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งการเจริญของเส้นใยราโรคพืช  
วธีิการ 
  ท าการผสมไคติเนสกบัอาหารเล้ียงเช้ือเหลว( Salt medium / Sabourdox medium)  จากนั้นท าการถ่ายราโรค
พืชลงในอาหาร  บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  ตรวจสอบปฏิกิริยาการยบัย ั้งการเจริญของราโรคพืชทุกวนั 
3.2 ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งการงอกของสปอร์ของราโรคพืช  

วธีิการ 

  ท าการผสมไคติเนสกับสปอร์ของราโรคพืช 2 เช้ือ คือ  Colletotrichum  gloeosporioides  และ Fusarium 
oxysporum  จากนั้นดูดส่วนผสมไปหยดลงบนอาหาร Malt extract agar บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ตรวจสอบเส้นใยบน
อาหารทุกวนั  
3.3  ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง และผลพริก  
วธีิการ 
  1 . เต รียมสารละลาย   Polyethylene glycol (  50 % Polyethylene glycol + 2.5 mM DTT( DL-
Dithiothreitol ) + 25 mM Tris-HCl pH 8.0 + ampicilin  100  มก./ล. ) 
  2.  ละลาย crude protein ไคติเนสของ  Ochrobactrum sp. pI  ดว้ยสารละลาย Polyethylene glycol   
5  มล.  ( มีความเขม้ขน้  4.12  ug /ul )  
  3.  ผสมสารละลาย crude protein ไคติ เนสของ  Ochrobactrum sp. pI กับน ้ าสปอร์ของ C.  
gloeosporioides   ในอตัราส่วน  1:1     
  3.  น าไปหยดลงบน ผลมะม่วง และผลพริกแลว้ใชเ้ขม็เข่ียเกล่ียใหท้ัว่ผล  ท า 3  ซ ้ า 
 control  มี 2  ลกัษณะ คือ  
  ผลมะม่วง และผลพริก + สปอร์ของ C.  gloeosporioides  ในสารละลาย  Polyethylene  glycol  
  ผลมะม่วง และผลพริก  + น ้ าอบฆ่า 
  4.  บ่มเช้ือในถุงพลาสติกขนาดใหญ่ภายในบรรจุน ้ า  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ท าการฉีดพน่น ้ าและระบาย 
 อากาศ  3  คร้ัง/วนั  บนัทึกผลการทดลองทุกวนั เป็นเวลา  7  วนั  
 3.4  การทดสอบประสิทธิภาพของ  crude recombinant chitinase ของ  basic  chi  Serratia   marcescens  และ   

chiA  S.  marcescens ในการยบัยั้งการเจริญของราโรคพืช 3  เช้ือ ได้แก่  Botryodiplodia  theobromae,  
Pyricularia  oryzae  และ Fusarium  oxysporum  
วธีิการ 



 ด าเนินการโดยวธีิ dual plate technique    ความเขม้ขน้ของโปรตีน  Basic chi เท่ากบั 20.8  µg/µl  และ   
ChiA  28.7 µg/µl  ท า  6  ซ ้ า  
3.4  ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง และผลพริก  
วธีิการ 
  1. เตรียมสารละลาย  Polyethylene glycol (  50 % Polyethylene glycol + 2.5 mM DTT ( DL- 
Dithiothreitol ) + 25 mM Tris-HCl pH 8.0 + ampicilin  100  มก./ล. ) 
  2.  ละลาย crude protein ไคติเนสของ  Ochrobactrum sp. pI  ดว้ยสารละลาย Polyethylene glycol   
5  มล.  ( มีความเขม้ขน้  4.12  ug /ul )  
  3.  ผสมสารละลาย crude protein ไคติเนสของ  Ochrobactrum sp. pI กบัน ้ าสปอร์ของ  
C.   gloeosporioides   ในอตัราส่วน  1:1     
  3.  น าไปหยดลงบน ผลมะม่วง และผลพริกแลว้ใชเ้ขม็เข่ียเกล่ียใหท้ัว่ผล  ท า 3  ซ ้ า 
  control  มี 2  ลกัษณะ คือ  
  ผลมะม่วง และผลพริก + สปอร์ของ C.  gloeosporioides  ในสารละลาย  Polyethylene  glycol  
 ผลมะม่วง และผลพริก  + น ้ าอบฆ่า 
 4.  บ่มเช้ือในถุงพลาสติกขนาดใหญ่ภายในบรรจุน ้ า  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ท าการฉีดพน่น ้ าและระบาย 
  อากาศ  3  คร้ัง/วนั  บนัทึกผลการทดลองทุกวนั เป็นเวลา  7  วนั  
ระยะเวลาทีด่ าเนินการ    ต.ค.  2554   ถึง ก.ย.  2557  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

1.  การศึกษากรรมวธีิการผลติไคตเินสจากแบคทเีรีย รา และ Streptomyces spp.   โดยเทคโนโลยชีีวภาพ 

1.1  การโคลนยนีไคตเินสจากแบคทเีรียและรา 
 1. สามารถโคลนยีนและถ่ายฝากยีนไคติเนสของแบคทีเรียเขา้ใน pET 100/D-TOPO  vector  ได ้6  ยีน และ
โคลนยนีราได ้ 1  ยนี คือ  
 ยนีของแบคทีเรีย 
                             1.  chiA  ของ Serratia marcescens  
  2.  chiB ของ S. marcescens  
  3. chiC  ของ Pseudomonas  aeruginosa  
  4. chb(beta-N-acetylhexosaminidase , chitobiase) ของ S. marcescens  
  5. chi   ของ  Klebsiella  sp. TPIMC 
  6. basic chi ของ S. marcescens  
          ยนีของรา  1  ยนี 
  1. chiA  ของ  Aspergillus  oryzae   
  1.2 การถ่ายฝากยนีและการเหนี่ยวน าให้ผลติไคตเินส  



 สามารถเหน่ียวน าให้ BL21  ผลิตไคติเนสท่ี 4-6  ชม. โดยใช ้IPTG  1  mM  ท่ี  37 ซ  บนเคร่ืองเขยา่ 200  รอบ/
นาที  เม่ือ BL21 มีการเจริญท่ี OD600  0.6-0.8 ในอาหาร LB+ ampicillin  ได้ Basic chi  21 KDa ( เลนท่ี1 คือ โปรตีน
มาตรฐาน   เลนท่ี 2-10 คือ  ไคติเนสท่ี 0 - 9  ชม. ตามล าดบั 

     
 
1.3 การศึกษาการแยกสกดัไคตเินสบริสุทธ์ิจาก expression clone  
  1. ไม่สามารถแยกสกดัไคติเนสบริสุทธิโดยการใชชุ้ด Ni-NTA Purification kit  เน่ืองจากโปรตีน 
เกาะเมด็  bead  นอ้ย ท าใหไ้ดโ้ปรตีนเป้าหมายนอ้ย  
  2. สามารถแยกสกดัไคติเนสบริสุทธิบางส่วนโดยการใช ้DEAE-cellulose chromatography  ร่วมกบั   
size exclusion  chromatography และโดยวธีิ  affinity chromatography ( ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีนิยมใชท้ัว่ไปในการแยกสกดั
โปรตีน )  แต่มีปัญหาตรงขนาดโมเลกุลของไคติเนสท่ีไดจ้ะไม่คงท่ี  จะอยู่ระหว่าง 17-27 KDa  ขนาดโมเลกุลของ
โปรตีน Basic chi ท่ีมีรายงานไวคื้อ 21 KDa( เลนท่ี1 คือ โปรตีนมาตรฐาน เลนท่ี2 คือ Flow through  แลนท่ี3-6 คือ 
wash 1-4  ลนท่ี 7-12 คือ elute ) 

   

                              
 

                                              

 
1.4  การผลติไคตเินสในถังหมกั 

  สามารถผลิตไคติเนสในถงัหมกัโดยใช ้ 1 mM IPTG เหน่ียวน าให ้BL21 ผลิตไคติเนสท่ี 37 °ซ , การกวน 200   

Western blot 

27 KDa 

21 KDa 

21 KDa 



รอบ/นาที, pH 7 และ   pO2  80  %  เป็นเวลา  4-6  ชม. 

 

2.  การศึกษาคุณลกัษณะของไคตเินสทีผ่ลติโดยแบคทเีรีย รา และ Streptomyces  

  ประสิทธิภาพของไคติเนสท่ีค่อนขา้งบริสุทธิท่ีแยกไดใ้นการทดลองน้ี ในการยอ่ยไคโตซาน  เปรียบเทียบ

กบัไลโซซาม  พบวา่ มีประสิทธิภาพดีพอกบัไลโซซาม  ท าให ้น ้ าตาล NAG  เปล่ียนเป็นสีม่วง  

                                           

3.  การศึกษาการใช้ไคตเินสก าจดัราโรคพืช 

 3.1 ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งการเจริญของเส้นใย  

  พบวา่มีการยบัย ั้งการเจริญของเสน้ใยอยา่งสมบูรณ์ 

      

แบคทีเรียปนเป้ือน  

 

Control  C.  gloeosporioides  

 

Bromocresol  purple  

 

ไคติเนส 
ไลโซซาม 



                               

3.2 ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งการงอกของสปอร์ของราโรคพืช   

พบวา่สามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์ของราโรคพืชไดอ้ยา่งสมบูรณ์  

                               

3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของ  crude  recombinant  chitinase  ของ  basic  chi    S.   marcescens   และ   

chiA    S.  marcescens  ในการยบัยั้งการเจริญของราโรคพืช 3  เช้ือ ได้แก่  B.   theobromae, P. oryzae  และ F.  

oxysporum  

  พบวา่สามารถยบัย ั้งการเจริญของราโรคพืชไดดี้มาก  ท าใหเ้สน้ใยราโรคพืชหยดุการเจริญหรือมีการเจริญชา้ลง

มาก 

 

 

 

                             

 

 

 

 

                                                                                                                                         

Control  P.  oryzae  

 

   Fusarium oxysporum ( control )  

 

ChiA +  Fu  :  5  วนัหลงัใส่ ChiA    

 

ChiA +  Botryo  :  5  วนัหลงัใส่ ChiA  

 

Botryodiplodia theobromea ( control )  

 



                                                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3.4  ทดสอบประสิทธิภาพของไคตเินสในการยบัยั้งโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง และผลพริก  

  1. ใน Control(  C. gloeosporioides ) polyethylene glycol ท าใหผ้ลมะม่วงสุกเร็วชัว่เพียงขา้มคืน   

ท าใหเ้หมาะสมต่อการเขา้ท าลายผลมะม่วงของรา C. gloeosporioides  ท าใหเ้กิดแผลเน่าเละบนผลมะม่วง   

  2. Control  น ้ ากลัน่  มะม่วงยงัสมบูรณ์ ไม่เป็นโรค 

  3. Crude protein + C. gloeosporioides  ผลมะม่วงสุก ท าใหเ้กิดแผลเลก็ๆจ านวนมาก แผลไม่ขยายตวั 

  4. บนผลพริก Crude protein + C. gloeosporioides ยบัย ั้งการเจริญของโรคดีมาก ไม่เกิดโรค ส่วน 

control   เกิดแผลขนาดใหญ่  

                                

                

F.  oxysporum ( control )  

 

Basic chi +  Fu     ( 5  วนัหลงัใส่ Basic chi )  

 

Crude protein + C. gloeosporioides  

 

Control(  C. gloeosporioides )  

 

Control  น า้กลัน่  

 

Crude protein + C. gloeosporioides  

 

P. oryzae( control )  

 

ChiA +  Pyri.  :  5  วนัหลงัใส่ ChiA  

 



                

การน าผลการทดลองไปใช้ประโยชน์ 

 1. น ากรรมวธีิท่ีไดศึ้กษาไปผลิตไคติเนสโดยเทคโนโลยชีีวภาพ   

 2.  ไคติเนสท่ีผลิตไดมี้ประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายไคโดซาน และไคตินดีมาก     สามารถน าไปใชใ้นการผลิต

ไคโตซานสายสั้น เพื่อใชป้ระโยชน์ในทางการเกษตรและอุตสาหกรรม   

 3.  ไดไ้คติเนสท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกนัก าจดัราโรคพืชในผลมะม่วง  พริกและ ในขา้ว  สามารถน าไปผลิต

เป็น bio-pesticide 
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