
บทที่ 4
สรุปผลการทดลอง

ง า น ว ิจ ัย น ี้ม ีว ัต ถ ุป ร ะ ส ง ค ์เพ ื่อ  แ ย ก แ ล ะ ค ัด เล ือ ก ย ีส ต ์ส า ย พ ัน ธ ุ ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ถ  

ใ น ก า ร ผ ล ิต ไ ค ด ิน ด ีอ ะ เซ ท ิเล ล  ซ ึ่ง ย ัง ไ ม ่เค ย ม ีง า น วิจัยร า ย ง า น  ก า ร ผ ล ิต 1ไ ค ต ิน ด ีอ ะ เซ ท เล ส 'ใ น ย ีส ต ์

ม า ก ่อ น  ใ น งาน วิจัยนี้ได้ศ ึก ษ า อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะ ภ า ว ะ ท ี่เห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร

ผ ล ิต 1ไ ค ต ิน ด ีอ ะ เซ ท ิเล ส  แ ล ้ว แ ย ก เอ น ไ ซ ม ์ใ ห ้บ ร ิล ุท ธ ิ้บ า ง ส ่ว น  ด ้ว ย ว ิธ ีโ ค ร ม า โ ท ก ร า พ ี รว ม ท ั้งห า  

ส ม บ ัต ิบ า ง ป ร ะ ก า ร ข อ ง เอ น ไ ช ม ์ท ี่บ ร ิส ุท ธ ิ, แล ้ว  จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ส ร ุป ไ ด ้ด ัง น ี้

1. แยกลายพันธุยีสต์จากตัวอย่างผลไม้ชนิดต่างๆ และดินจากแหล่งต่างๆ

ได้ท้ังหมด 54 ลายพันธุ แล้วนำมาศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไคดินดีอะเซทิเลล

โดยคัดเลือก 2 วิธี ได้แก่ การทดสอบแบบรวดเร็ว (rapid test) และวิธีการเปรียบเทียบสีที่เกิด 

จากปฏิกิริยาของเอนไซม์กับสับลเตรท (colorimetric method) จากการทดสอบได้ยีสต์ท่ีให้

ผลบวกจากการทดสอบแบบรวดเร็ว 8 สายพันธุ ซ่ึงการให้ผลบวกแสดงถึงองค์ประกอบของ

ผนังเซลล์ท่ีเป็นไคดินและไคโตซาน จากน้ันจึงนำยีสต์ท้ัง 8 ลายพันธุ ไปทดสอบวิธีท่ีลอง

ซ่ึงพบว่ายีสต์ท้ัง 8 สายพันธุมีความสามารถให้ปฏิกิริยาของไคดินดีอะเชทิเลส จากน้ันศึกษา

แหล่งผลิตเอนไซม์ และระยะเวลาในการสร้างเอนไซม์ท่ีเหมาะลม จากผลการทดลองพบว่า

ไคดินดีอะเซทิเลลของยีสต์'ท้ัง 8 ลายพันธุ ส่วนใหญ่เป็นเอนไซม์ท่ีถูกขับออกนอกเซลล์ มี

ปริมาณมากน้อยต่างกันในแต่ละสายพันธุ และพบปริมาณเอนไซม์สร้างได้สูงสุดท่ี 48 ช่ัวโมง

ของการเล้ียงยีสต์ โดยท่ียีสต์ 2 ลายพันธุคือ MS, และ MSg ผลิตเอนไซม์ท่ีมีปริมาณสูงกว่า 

สายพันธุอ่ืนอีก 6 ลายพันธุ ดังนั้นจึงเลือกยีสต์สายพันธุ MS, และ MSg เล้ียงในอาหาร

สูตรมาตรฐาน และเวลาในการเพาะเล้ียงเพ่ือผลิตเอนไซม์ 48 ช่ัวโมง ใช้ในการทดลองต่อไป

2. น ำ ย ีส ต ์ท ี่ค ัด เล ือ ก ไ ด ้ ค ือ  ล า ย พ ัน ธ ุ MS, แ ล ะ ส า ย พ ัน ธ ุ MSg ม า จ ัด จ ำ แ น ก

ส า ย พ ัน ธ ุท า ง อ น ุก ร ม ว ิธ า น  พ บ ว ่า ล ัก ษ ณ ะ แ ล ะ ส ร ีร ว ิท ย า ข อ ง ย ีส ต ์ MS, จ ัด จ ำ แ น ก เป ็น ล า ย พ ัน ธ ุ

Candida krusei ซ ึ่ง ล า ม า ร ถ ใ ช ้น ํ้า ต า ล ก ล ูโ ค ส ใ น ก า ร ห ม ัก แ ล ะ  ก า ร เจ ร ิญ ไ ด ้เพ ีย ง ช น ิด เด ีย ว

ส ่ว น  MSg ค ือ  ส า ย พ ัน ธ ุ Rhodotorular rubra ล า ม า ร ถ ใ ช ้น ํ้า ต า ล เป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น ไ ด ้ห ล า ย ช น ิด  

เพ ื่อ ก า ร เจ ร ิญ  ได ้แก ่ ก ล ูโค ส  ราฟ พ ีโน ล  ก า แ ล ค โ ต ล  ซ ูโครส ม อ ล โ ต ส  เท ฮ า โล ล  ไซโลล 

ย ก เว ้น 'น ํ้า ต า ล แ ล ค ,โตล ซ ึ่ง ย ีส ต ์ไ ม ่ล า ม า ร ถ เจ ร ิญ ไ ด ้
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3. ส ูต ร อ า ห า ร ท ี่เห ม า ะ ส ม ล ำ ห ร ับ ก า ร เล ี้ย ง ย ีส ต ์ท ั้ง ส อ ง ส า ย พ ัน ธ ุ เพ ื่อ ผ ล ิต

ไ ค ต ิน ด ีอ ะ เช ท ิเล ส  ม ีส ูต ร อ า ห า ร เห ม ือ น ก ัน  ค ือ  1 ก ร ัม เป อ ร ์เซ ็น ต ์ก ล ูโ ค ส  เป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  1

1 ก ร ัม เป อ ร ์เซ ็น ต ์แ บ ค โ ต เป ป โ ต น  เป ็น แ ห ล ่งอ ิน ท ร ีย ไ น โต ร เจ น  แ ล ะ  0.2 ก ร ัม เป อ ร ์เซ ็น ต ์ ส า ร ส ก ัด  

จ า ก ย ีส ต ์ เป ็น แ ห ล ่ง ว ิต า ม ิน ร ว ม  ส ำ ห ร ับ ย ีส ต ์ R. rubra MSg ม ีก า ร เต ิม  0.05 ก ร ัม เป อ ร ์เซ ็น ต ์

KCI เพ ื่อ เป ็น แ ห ล ่ง เก ล ือ แ ร ่ ค ่า ค ว า ม เป ็น ก ร ด ด ่า ง ข อ ง อ า ห า ร เร ื่ม ต ้น  เท ่า ก ับ  6.0 ล ำ ห ร ับ ก า ร

เล ี้ย ง ย ีส ต ์ c. krusei MS., แ ล ะ  4.5 ล ำ ห ร ับ  R. rubra  MSg เล ี้ย ง ย ีส ต ์ภ า ย ใ ต ้ภ า ว ะ ท ี่

เห ม า ะ ส ม  ต ่อ ก า ร ผ ล ิต เอ น ไ ซ ม ์ ค ือ  เล ี้ย ง ย ีส ต ์ c. krusei M S 1 ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  (30±2 อ ง ศ า - 

เซ ล เช ีย ล) บ ่ม บ น เค ร อ ง เข ย ่า ค ว า ม เร ็ว  200 ร อ บ ต่อน า ท ี เป ็น เว ล า  48 ช ั่วโมง ส ่ว น ก า ร

เล ี้ย ง ย ีส ต ์ R. rubra  MSg น ั้น  ใ ช ้ภ า ว ะ ก า ร เล ี้ย ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 25 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  บ ่ม บ น

เค ร ื่อ ง เข ย ่า ค ว า ม เร ็ว  150 ร อ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า  48 ช ั่วโม ง  จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง แ ป ร ภ า ว ะ

ใ น ก า ร เล ี้ย ง ย ีส ต ์ท ั้ง ส อ ง ส า ย พ ัน ธ ุพ บ ว ่า  R. rubra MSg ส า ม า ร ถ ผ ล ิต เอ น ไ ช ม ไ ด ้ส ูง ก ว ่า  ด ังน ั้น

จ ึง ใ ช ้ย ีส ต ์ส า ย พ ัน ธ ุ R. rubra  M Sgใ น ก า ร ศ ึก ษ า ก า ร แ ย ก เอ น ไ ซ ม ์ใ ห ้บ ร ิส ุท ธ ิ้ต ่อ ไ ป

4. เล ี้ยงยีสต์ R. rubra MSg เพื่อผลิตไคตินดีอะเชทิเลล โดยนำโปรตีนที่

ขับออกนอกเชลล์ มาสกัดเอนไซม์ให้บรีสุทธิ้ โดยขั้นตอนแรกทำการตกตะกอนโปรตีนด้วย

แอมโมเนียมซัลเฟตอมตัวความเข้มข้น 5 0 -9 0  เปอร์เซ็นต์ จากนั้นละลายตะกอนที่ผ ่านการ

เอาแอมโมเนียมชัลเฟตออกแล้ว มาผ่านคอลัมน์ DEAE-Cellulose และ Sephadex G-75

ตามลำดับ จากขั้นตอนการสกัดเอนไซมไห้บริสุทธ๋ิดงักล่าว ทำ'ให้ได้เอนไซม์ที่มีค'วามปริสุทธิ้

เพิ่มขึ้น 43.21 เท่า โดยมีปริมาณเหลืออยู่ 1.36 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณเอนไซม์เรื่มต้น ซ่ึง

นับว่าความบริสุทธิเ้พิ่มขึ้นมาก แต่ปริมาณของเอนไซม์เหลืออยู่ค่อนข้างตํ่า

5. สมปติบางประการของเอนไซม์ที่ผ่านการสกัดให้บริสุทธิ๋แล้ว พบว่าความ

เป็นกรดด่างและอุณหภูมิท ี่เหมาะสม ต่อการทำงานของเอนไซม์คือ pH 5.0 และอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส ส่วนความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างของเอนไซม์ อยู่ในช่วง 5.0-8.5

และความเสถียรต่ออุณหภูมิอยู่ในช่วง 3 0 -7 0  องศาเซลเซียส จากการศึกษาจะเห็นได้ว่า

เอนไชมไคตินดีอะเชทิเลสจาก R. rubra  MSg จัดเป็นเอนไซม์ที่ค่อนข้างทนร้อน

6. จากการศึกษาลมปติของเอนไซม์ที่ผ่านการแยกให้ปริสุทธิ๋แล้ว พบว่าไคติน

ดีอะเซทีเลสที่ข ับออกนอกเซลล์จากยีสต์/จั rubra MSg มีน ั้าหนักโมเลกุลประมาณ 15,500

ดาลตันโดยวิธีเจลทิเลเตรชั่น และ 19,000 ดาลตัน โดยใช้วิธี SDS-PAGE
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ข้อเสนอแนะ

จากตารางที่ 7 สรุปขั้นตอนต่าง ๆ ในการแยกเอนไซม์ใคตินดีอะเซทิเลสจากยีสต์ 

R. rubra  MSg ให้บริสุทธิ้ พบว่าเมื่อตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟต จะมีปริมาณ

โปรตีนรวมเท่ากับ 14.13 มิลลิกริม ซึ่งเป็นปริมาณน้อยมากเมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนใน

สารละลายเอนไซม์เริ่มต้นที่มีเท่ากับ 3,240 มิลลิกริม เนื่องจากในการทดลองนี้ไดใช้ความเข้มข้น 

ของแอมโมเนียมชัลเฟต เช่นเดียวกับรายงานของ Goa และคณะ (1995) 1 Davis และ Bartinicki- 

Garcia (1984) ที่ใช้แอมโมเนียมชัลเฟตความเข้มข้น60 -  85 เปอร์เซ็นต์ในการตกตะกอนโปรตีน 

จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ Absid ia  coerulea และ M ucor rouxii ในการสกัด'โคตินดีอะเ'ซทิเลสให้บริสุทธิ้ 

Alfonso และคณะ (1995) ใช้แอมโมเนียมชัลเฟตความเข้มข้น 50 -  90 เปอร์เซ็นต์ ในการสกัด

ไคตินดีอะเซทิเลสจาก Aspergillus nidulans ซึ่งความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ 50 -  90 

เปอร์เซ็นต์ที่ใช้ในการทดลองนี้ อาจเป็นช่วงที่ไม่เหมาะสมในการแยกไคตินดีอะเชทิเลสที่ผลิต

จากย ีสต ์R. rubra  MSg จึงควรมีการศึกษาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมใน

การตกตะกอนโปรตีน

ในขั้นตอนการแยกไคตินดีอะเซทิเลสด้วยการทำโครมาโตกราพีเบนคอลัมน์ 

ดีอีเออี-เซลลูโลส พบว่าเอนไซม์!คตินดีอะเชทิเลสจากยีสต์ R. rubra  MSg นี้มี 2 ชนิด ตามความ 

แรงของประจุโปรตีน คือ ชนิดทีมีประจุบวกที่ไมถ่ ูกจับด้วยตัวกลาง ลำดับส่วนที่ 14-28 และ 

ชนิดที่เป็นประจุลบถูกจับด้วยตัวกลาง สำดับส่วนที่ 66 -  73 ในการทดลองได้เลือกศึกษาสมปติ 

ของเอนไซม์ในลำดับส่วนที1่4-28 เนื่องจากมีปริมาณเอนไซม์สูงกว่า อย่างไรก็ตามควรมีการ 

ศึกษาสมบัติของเอนไซม์ในส่วนที่ถูกจับด้วยตัวกลาง เพื่อเปรียบเทียบสมบัติของเอนไซม์ที่เป็น

โปรตีนต่างชนิดกัน
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