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ผลการคัดเลือกยีสต์ 54 สายพันธุ จากตัวอย่างผลไม้ และดิน พบยีสต์8 ลายพันธุ ที่มีแอคติวิตี 

ของเอนไซมํใคดินดีอะเซทิเลส ยีสต์ 2 สายพันธุ คือ Candida krusei MS1 และ Rhodotorular rubra 

MSg สามารถผลิตไคตินดีอะเซทิเลสสูง เม่ือเล้ียง c. krusei MS,'ใน'อาหารเหลวท่ีมีกลูโคส 1 %น้ําหนัก 

ต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน, 1%น้ําหนักต่อปริมาตร แบคโตเปปโตน เป็นแหล่งไนโตรเจน และ 0.2% 

นํ้าหนักต่อปริมาตร สารสกัดจากยีสต์ เป็นแหล่งวิตามินรวม โดยอาหารมีค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้น 

เท่ากับ 6.0 เลี้ยงที่ภาวะที่เหมาะสม คือ ท่ีอุณหภูมิห้อง (30±2°ซ) ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา48ซม. ส่วนยีสต์ R. rubra MSg เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีองค์ประกอบเดียวกับที่เล้ียงยีสต์

c. krusei MS1 และเติม 0.05 %นํ้าหนักต่อปริมาตร KCI เพ่ือเป็นแหล่งเกลือแร่ เลี้ยงที่ภาวะเหมาะลม 

คือ อาหารมีค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้น เท่ากับ 4.5 บ่มที่อุณหภูมิ 25 ๐ซ ด้วยอัตราการเขย่า 150 

รอบต่อนาที เป็นเวลา48ซม. จากการเล้ียงยีสต์ในอาหารที่มีองค์ประกอบและภาวะตังกล่าว พบว่า 

c. krusei MS, ผลิตเอนไซมํใด้เท่ากับ 0.4478 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร และ R. rubra MSg สามารถ

ผลิตเอนไซม์ได้ 0.4755 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร

ทำการสกัดเอนไซม์ไคตินดีอะเซทิเลสที่ขับออกนอกเซลล์จากนํ้าเลี้ยงยีสต์ R. rubra MSg ให้ 

บริสุทธี้บางส่วน โดยการตกตะกอนด้วย แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ความเข้มข้น 50 - 90 % แล้วผ่าน 

คอลัมน์ดีอีเออี-เซลลูโลส โครมาโทกราทีเแบบแลกเปลี่ยนอิออน และคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-75 จากผล 

การทดลองพบว่า เอนไซม์มีความบริสุทธิ้ขึ้น43.21 เท่า และได้ปริมาณเอนไซม์ 1.36% จากเอนไซม์ 

เริ่มต้น จากการศึกษาสมปติของเอนไซม์พบว่า ภาวะที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ คือ ท่ี 

อุณหภูมิ 40 °ซ ความเป็นกรดด่างในช่วง4.5-5.0 และเอนไซม์มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง 

ในช่วง4.0-8.5 และเสถียรต่ออุณหภูมิในช่วง 30- 70 °ซ เอนไซม์ที่สกัดได้นี้มีนํ้าหนักโมเลกุล

ประมาณ 15,500 ดาลตันโดย'วิธีเจลทิเลเตรช่ัน และ 19,000 ดาลตัน โดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 

พอลิอะคริลาไมต์ เจลอิเล็กโตรโฟริซิส
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A total of 54 yeast strains were isolated from various fruits and soil samples. Among 

them 1 8 strains were found to show chitin deacetylase activity. Two strains of yeasts 1 

Candida krusei MS1 and Rhodotorular rubra MSg produced higher chitin deacetylase 

among the eight strains. Suitable liquid medium composition for cultivation of c. krusei MS1 

composed of 1%(w/v) glucose as a carbon source, 1%(w/v) bactopeptone as a nitrogen 

source, 0.2%(w/v) yeast extract as a vitamin source at a pH of 6.0. The optimum 

conditions were room temperature (30±2°C) and rotation of 200 rpm for 48 hours. On the 

other hand R. rubra MSg was cultivated in the same medium as c. krusei MS, but with 

0.05% w/v KCI and at a pH of 4.5. The optimum conditions for R. rubra  MSg were 25 ๐c  

and rotation of 150 rpm for 48 hours. Under such condition c. krusei MS, produced 

0.4478 ท บ /ml chitin deacetylase and R. rubra MSg produced 0.4755 mU/ml chitin 

deacetylase .

Chitin deacetylase, an extracellular enzyme was obtained from the culture broth of 

R. rubra MSg purified by precipitation with 50 - 90 % saturation of ammonium sulfate and 

the separated protein was passed through DEAE-Cellulose and Sephadex G - 75 gel 

filtration. It was found that the enzyme was purified to 43.21 folds of purity with 1.36% 

recovery from that of the crude enzyme. The purified enzyme had optimal pH in the 

range of 4.5 -  5.0 and optimal temperature of 40 °c. The enzyme was stable to 

temperature up to 70 °c and to pH in the range of 4.0 to 8.5. The molecular weight of the 

enzyme was estimated to be 15,500 Da by gel filtration and 19,000 Da by SDS-PAGE.

Field of study....Industrial .Mic.r_objg.logy 
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กิตติกรรมประกาศ

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลือ และความกรุณา 
อย ่างย ิ่งของท่าน รองศาสตราจารย์ ดร. สุมาลี พิชญางกูร อาจารย์ท ี่ปรึกษา ซึ่งท่านได้ 
ให้คำแนะนำ กำลังใจ และข้อคิดเห็นต่าง  ๆ ตลอดจนได้กรุณาช่วยปรับปรุงวิทยานิพนธ์ 
ฉบับนี้ให้สมบูรณ์ ข้าพเจ้าขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ  ท่ีน้ี

ขอกราบขอบพระค ุณ  รองศาสตราจารย์ดร.ไพเราะ ปีนพานิชการ
ผู้ช ่วยศาสตราจารย์. สุวลื ลันทร์กระจ่าง และ อาจารย ์ ดร. กอบชัย ภัทรกุลวณิชย์
ที่กรุณ''รับเป็นประธานกรรมการ และกรรมการสอบป้องกันวิทยานิพนธ์ และช่วยแก้ไข
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้สมบูรณ์ยิ่งอื้น

ขอขอบพระคุณอาจารย์ทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา และขอบคุณเจ้าหน้าที่
ทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา ตลอดจนพี่ๆ เพ่ีอนๆ และ น้องๆ ที่มีล่วนในการช่วย
เหลือให้การวิจัยคำเนินไปด้วยดี และให้กำลังใจตลอดมา

ขอขอบค ุณ  บัณฑิตวิทยาลัย จ ุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ได้ให้ทุนอุดหนุนบาง
ส่วนในการท่าวิจัยนี้ ตลอดจนเจ้าหน้าที่บัณฑิตวิทยาลัยทุกท่านที่ได้ให้ความสะดวกต่างๆ 

ขอขอบคุณ ชมรมไคติน-ไคโตซาน ที่ให ้สาระความเตลอดจนข้อมูลสำลัญที่เป ็น 
ประโยชน์อย่างยิ่งในงานวิจัยนี้

ขอขอบคุณสถาบันวิจัยเทคโนโลยีแห่งเอเชีย (AIT) ที่กรุณาเอื้อเพี่อไคโตซาน
เพี่อนำมาใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ ตลอดจน คุณไว ประทุมผาย และ คุณกาชี ซาร์วาร์ ฮาซาน 
ที่ได้ให้ความรู้ ข้อมูลที่มีประ'โย'ชนํในการทำ'วิจัยนี้ รวมทั้งกำลังใจ และ ความช่วยเหลือ 

ท้ายสุดผู้วิจัยใคร่ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ซึ่งท่านได้ให้ความรัก
การดูแลเอาใจใส่ และสน์บสนุนทุกด้านจนสำเร็จการศึกษา รวมทั้งญาติ และ พ่ีน้องท่ี 
ข ้าพ เจ ้าร ัก  ที่ได้ให้กำลังใจตลอดมา
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คำยอ่

0 ช องศาเซลเชียส

ชม. เซนติเมตร
IIO๐

องศาเซลเซียส

rpm = รอบต่อนาที

m il /m l = มิลล ิย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร

พ / V = นํ้าหนักต่อปริมาตร

0/ — /0 — เปอร์เซ็นต์
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