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บทคัดยอ

V โครงการวิจัยนี้เดิมทีตองการทำวิจัยเปนระยะเวลา ๓ ป แตดวยขอจำกัดทางดานงบประมาณ กอรปกัสภาวะ

เศรษฐกิจชะลอตัวอยางรุนแรง อีกทั้งผูชวยวิจัยลาออกกลางคัน และนโยบายของสถาบันวิจัยและพัฒนา มทส ที่ให

นักวิจัยตองตัดสินใจหยุดการดำเนินการโครงการบางโครงการไวกอน ผูวิจัยจำเปนตองตัดสินใจหยุดโครงการไวแต

เพียงปแรก จึงทำไดเฉพาะการทดสอบความสามารถของเอนไซม ไคติเนส ๒ ชนิด จากเชื้อ บาซิลัส ไลเคนนิสฟอรมิส 

ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่กอโรคในพืช ซึ่งจากการวิเคราะหพบวา เอนไซมนี้สามารถยับยั้งเชื้อราทั้ง ๒ ได 

เพียงเล็กนอย อยางไรก็ตามในระหวางกระบวนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราโดยแบคทีเรีย อี โคไล ที่

แสดงเอนไซมไคติเนส ชนิดตางๆ บนจานวุนเลี้ยงเชื้อชนิด เอนวาย นั้น ผูวิจัยบังเอิญโชคดี สามารถคัดหาเชื้อ

แบคทีเรีย ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราไดดีมาก  ผลการวิเคราะหเพื่อจำแนกชนิด ดวยวิธีทางชีวเคมี และการ

วิเคราะหลำดับเสน ดีเอนเอ ของยีน ๑๖ เอส อารเอนเอ พบวาเปนเชื้อ บาซิลัส สับชิลิส ตัวใหม จึงตั้งชื่อทายสกุลวา 

มาย๑  จากนั้นจึงไดทำการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลความสามารถในการยับยั้งเชื้อรากอโรคในพืชที่สำคัญ ๒ 

ชนิดคือ แอสเพอรจิลัส ไนเจอร และ ไดดีเมลลา ไบรโอนิเอ บนจานเลี้ยงเชื้อชนิด เอ็น วาย โดยเมื่อเปรียบเทียบกับ

เชื้อ บาซิลัส สับชิลิส และ บาซิลัส ไลเคนนิสฟอรมิส ตัวอื่นๆ ที่มีในหองปฏิบัติการแลว ไมพบวามีเชื้อใดที่มีฤทธิ์

ยับยั้งเชื้อราได ผูวิจัยจึงจะเก็บเชื้อนี้ไวทดสอบตอไปเมื่อมีเงินทุนวิจัยเพิ่มเติม เพราะอาจใชเชื้อนี้ในการเปนตัว

ควบคุมทางชีวภาพได นอกจากนั้นแลวยังนาสนใจที่จะคนหาโครงสรางสารที่ออกฤทธิ์ตานเชื้อราดวย  ผลงานวิจัย

จากโครงการนี้ไดถูกนำเสนอในงานประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ นอกจากนั้นแลว ผูวิจัย ยังไดนำผลจากการ

คนควาขอมูลในระหวางการดำเนินการวิจัยสวนหนึ่งมาเขียนเปนบทความวิชาการปริทรรศไดอีก ๑ เรื่องดวย



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT

! Initially the duration of this project was 3 years; however due to the severe limitation of the 
budget because of economic crisis and the fact that key research assistant of this project had 
resigned without notification. In accordance with the policy  of the research and development 
department at the time that requested the researcher to terminate certain ongoing project. I had to 
terminate this project after the first year. Therefore, we could only test the anti-fungal activities of 
the two chitinases from Bacillus licheniformis that have been cloned and expressed in our 
laboratory. Unfortunately, these two enzymes show only slight anti-fungal activity.  Nevertheless, 
During the course of testing antifungal activities of Escherichia coli expressing various chitinase 
enzymes on NY agar plate, we serendipitously isolated a bacterial colony harboring efficient anti-
fungal activity. Identification by both biochemical test and DNA sequence analysis of 16s rRNA 
sequence revealed that  this bacterium belongs to Bacillus subtilis group. We thus designated the 
MY1 as the name of this strain. Confirmation of its anti-fungal activities was performed on NY 
plate against  two important plant pathogenic fungi, namely Aspergillus niger and Didymella 
bryoniae. The antifungal activity of B. subtilis MY1 was compared with those of B. subtilis 168 and 
B. licheniformis DSM13. Clear inhibitory zones against  both types of fungi could be observed from 
B. subtilis MY1, whereas none could be found from either of the control strains. This newly isolated 
bacterium is highly attractive for application as biological control against numerous plant 
pathogenic fungi. Further investigation on the characterization of bioactive compounds, mode of 
inhibition, as well as assessment of bio-safety  of this newly isolated bacterium will be conducted 
for different biotechnological applications in the future. This result has been presented in an 
International Conference. In addition, we were able to use the information obtained during the 
research to write one review paper, which was published in  International journal with peer-review.
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สารบัญภาพ
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บทนำ

ความเปนมา

เชื้อราเปนศัตรูพืชที่มีความสําคัญและกอใหเกิดปญหาตอการเกษตรกรรมของประเทศ ทั้งความเสียหายตอผลผลิต

และการปนเปอนของสารเคมีที่ใชในการกําจัดเชื้อรา ซึ่งกอใหเกิดผลราย ทั้งตอสิ่งแวดลอม สุขภาพของประชากร และ

เศรษฐกิจ  การลดหรือเลิกการใชสารเคมีกําจัดเชื้อรา โดยใชสารชีวภาพทดแทน  จึงเปนแนวทางที่สําคัญในการลด

ปญหาดังกลาวนี้ รวมทั้งยังชวยสงเสริมและพัฒนาการเกษตรอินทรียของประเทศใหกาวหนา และยั่งยืนตอไป แนวทาง

หนึ่งที่มีความเปนไปไดและกำลังไดรับความสนใจจากนักวิทยาศาสตรทั่วโลก คือการใชเอนไซม ซึ่งเปนสารชีววัตถุที่

สามารถยอยสลายผนังเซลลของเชื้อรา หรือยับยั้งการงอกของสปอร ในการควบคุมและกําจัดเชื้อราที่กอใหเกิดโรคใน

พืชหลายประเภท (1)   หนึ่งในเอนไซมที่สําคัญนี้คือ เอนไซมไคติเนส  ซึ่งเปนเอนไซม ซึ่งมีความสามารถในการยอย

พันธะ β-1,4 glycosidic ใหไดผลผลิตเปน N-acetylglucosamine และ chitooligosaccharide ที่มีความยาวตางๆกัน (2) 

เหตุที่เอนไซมนี้มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราไดเปนเพราะ เสนใยของเชื้อรานั้นมีไคตินเปน

โครงสรางหลัก (3) เอนไซมไคติเนส นั้นสามารถพบไดในสิ่งมีชีวิตที่หลากหลายตั้งแตเชื้อแบคทีเรียทั้งบนดินและใน

ทะเล  เชื้อรา  รวมทั้งพืช โดยเฉพาะในพืชตระกูลถั่ว  และสัตวบางประเภท (4) มีผลการวิจัยเปนจํานวนมากที่ไดแสดง

ถึงความสามารถของ เอนไซมไคติเนสที่เตรียมไดจากแหลงตางๆ ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราที่เปนสาเหตุ

ของโรคพืชชนิดตางๆ หลายประเภท  โดยผลจากการรายงานสวนใหญพบวาเอนไซมไคติเนสจากพืช และแบคทีเรียมี 

ความสามารถดีในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา (5)

วัตถุประสงค เฉพาะในปที่ ๑

1 เพื่อผลิตเอนไซมไคติเนสจากแบคทีเรียในกลุม Bacillus ดวยเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม

2 เพื่อตรวจสอบความสามารถของเอนไซมในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคในพืช

เศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศ

3 เพื่อคัดหาแบคทีเรียในกลุม Bacillus ที่สามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคในพืช

เศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศ
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ขอบเขตการวิจัย

ในโครงการวิจัยนี ้ ผูวิจัยจะทำการผลิตและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม ไคติเนส จากเชื้อ Bacillus licheniformis   

DSM 13 และ 8785 กอน เพราะมีอยูแลวในหองปฏิบัติการ โดยจะทำการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตใหไดใน

ปริมาณมาก จากนั้นจะทำการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ ทางชีวเคมี และความสามารถในการยับยั้งเชื้อราที่่กอโรคใน

พืชที่เปนปญหาที่สําคัญของประเทศ คือ  Aspergillus niger และ Didymella bryoniae  รวมทั้งจะไดทำการคัดหาเชื้อ

แบคทีเรีย โดยเฉพาะในกลุม Bacillus ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราที่สำคัญทั้ง ๒  เพิ่มเติมดวย โดยการทำวิจัยนี้

จะใชเทคโนโลยีสหสาขาทั้งทางพันธุวิศวกรรม ชีวเคมี และจุลชีววิทยา ในการ สกัดแยกเชื้อ บงชี้ชนิดของเชื้อ สกัดแยก

เอนไซม และยีนของเอนไซม  การผลิตเอนไซมจากเชื้อ E. coli  รวมทั้งการวิเคราะห ชนิดของแบคทีเรีย และคุณสมบัติ

ของเอนไซมที่ไดพัฒนาขึ้น

ทฤษฎี  สมมติฐาน  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย (Conceptual Framework) 

ไคตินเปนโครงสรางหลักที่สำคัญของผนังเซลลของรา ดังนั้นเอนไซมที่สามารถสลายไคตินไดจึงควรมีคุณสมบัติที่

ดีในการยับยั้งหรือจำกัดการเจริญเติบโตของเชื้อรา หรือการงอกของสปอร  ขอสมมุติฐานนี้สามารถยืนยันไดจากการที่

พบวาพืชหลายชนิด ใชไคติเนสเปนสวนหนึ่งของวิธีการปองกันการถูกทําลายจากศัตรูพืช (plant defense mechanism)  

โดยพบวาพืชสวนมากสามารถถูกกระตุนใหผลิตเอนไซมไคติเนสได เมื่อถูกรบกวนดวยเชื้อรา ดังนั้นจึงมีนักวิจัยทั่วโลก

ใหความสนใจเปนจำนวนมากในการประยุกตใชความสามารถในการยอยสลายไคตินของเอนไซมไคติเนสในการ

ควบคุมและปองกันพืชจากการถูกทำลายโดยเชื้อรา  โดยสวนใหญแลวจะเปนการสรางพืชที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม 

(transgenic plants) ใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเพื่อปองกันการถูกทําลายโดยเชื้อราที่กอโรคในพืชชนิดตางๆ   

โดยการถายยีนไคติเนส จากแบคทีเรีย หรือพืชที่มีเอนไซมนี้เขาไปในจีโนมของพืชที่ตองการสรางใหมีความตานทาน

เชื้อรา เชน ฝาย แตงกวา และมันฝรั่ง เปนตน ซึ่งจากรายงานการวิจัยพบวา พืชเหลานี้สามารถตานทานการติดเชื้อราได

ในระดับหนึ่ง  แตเปนที่ทราบกันดีอยูแลววาขอดอยที่สำคัญของวิธีการใชไคติเนสในการปองกันเชื้อราดวยวิธีนี้คือ พืช

ที่ไดรับการดัดแปลงพันธุกรรมนี้ยังไมเปนที่ยอมรับโดยเฉพาะพืชที่จะใชในการบริโภค  นอกจากนั้นแลวยังอาจเกิด

ความเสี่ยงทางสิ่งแวดลอมและระบบนิเวศนจากการถายทอดยีนไปยังพืชชนิดอื่นดวย (5) 

ดังนั้นในโครงการวิจัยนี้จึงมุงเนนทําการศึกษาวิธีการอีกวิธีการหนึ่งที่นาสนใจและไมเกี่ยวของกับการผลิตพืช

ดัดแปลงพันธุกรรมคือการปรับปรุงใหสามารถใชไคติเนสเปนสารควบคุมชีวภาพ (biocontrol reagent)  ที่สามารถยอย

สลายไดงาย (biodegradable)  โดยจะเตรียมเอนไซมใหอยูในสภาวะที่เหมาะสมในฉีดพนลงบนผลและใบของพืช

เศรษฐกิจทั้งกอนและหลังการเก็บเกี่ยวโดยตรง   จากการสืบคนขอมูลพบวามีรายงานจำนวนหนึ่งที่แสดงวาเอนไซมที่

สกัดไดจากเชื้อแบคทีเรียในกลุม  Bacillus sp.  และ Streptomyces sp.  เชื้อรา Trichoderma harzianum รวมทั้งพืช เชน

แตงกวา (6)  มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ และการงอกของสปอรของเชื้อราที่ทำใหเกิดโรคพืชชนิดตางๆไดดี   

นอกจากนั้นแลวยังมีรายงานที่แสดงถึงการนำเอนไซมที่สกัดไดจาก มันเทศ (yam) ไปฉีดพนเพื่อปองกันการติดเชื้อรา

ในผลสตอเบอรี่ดวย   จากขอมูลเบื้องตนที่กลาวมาแลวนี้ทําใหนำไปสูแผนการดำเนินการวิจัยในโครงการนี้ที่จะทำการ

สกัดแยก (clone) และแสดงออกยีนจาก เแบคทีเรียในกลุม Bacillus โดยเคยมีรายงานมากอนบางแลววาเอนไซม 

chitinase บางชนิด มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราได (7) โดยเหตุที่เลือกศึกษาเอนไซมจาก Bacillus  

เปนเพราะหองปฏิบัติการของขาพเจาไดมีการศึกษาและวิจัยคุณสมบัติของเอนไซมไคติเนส  จากแบคทีเรียชนิดนี้ในการ

ยอยไคตินที่เตรียมไดจากเปลือก ปูและกุง มากอนแลว (2)  แตยังไมเคยศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อรา โดยจะนำยีนของเอนไซมที่สกัดแยกไดนั้นนำไปแสดงออกใน E.coli เพราะเปนระบบการแสดงออกที่มี
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ประสิทธิภาพสูง สามารถผลิตเอนไซมไดเปนจำนวนมาก (8)  แลวจึงทำการปรับปรุงคุณภาพเอนไซมใหเหมาะสมตอ

การนำไปใชเปนสารฉีดพน

ดังนั้นผลลัพธที่ไดจากโครงการวิจัยนี้จะเปนองคความรูใหมทั้งเกี่ยวกับโครงสรางและหนาที่ของเอนไซมไคติเนส

จากแหลงที่ยังไมเคยมีการศึกษามากอน และการประยุกตใชเอนไซมที่ไดพัฒนาขึ้นใหเปนผลิตภัณฑชีววัตถ ุเพื่อใชใน

การกำจัดเชื้อราชนิดใหม  โดยมุงเนนที่จะศึกษาความสามารถในการกำจัดเชื้อราที่มีความสำคัญตอพืชเศรษฐกิจของ

ประเทศไทยไดแก ๒ เชื้อ คือ Aspergillus niger และ Didymella bryoniae

วิธีการดำเนินการวิจัย

1. ทําการโคลนยีนจากเชื้อ Bacillus licheniformis DSM13 และ DSM8785 ที่แยกมาไดไปไวในพลาสมิดที่เหมาะสมเพื่อ

การแสดงออกใน แบคทีเรีย E. coli 

2. ทำการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมจากเชื้อ E. coli โดยการปรับคาตัวแปรตางๆ อาทิเชน จังหวะ ชวง

เวลา และความเขมขนของสาร IPTG อุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยง เปนตน รวมทั้งสภาวะที่เหมาะสมในการทำเอนไซมให

บริสุทธิ์เพื่อการวิเคราะหในขั้นตอไป

3. ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราของเอนไซมที่ไดผลิตขึ้น โดยทำการตรวจสอบบนจานเลี้ยง

เชื้อ แลวสังเกตุวงใสที่เกิดขึ้น
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เนื้อเรื่อง

การทบทวนวรรณกรรม (reviewed literature) / สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวของ

ก. ไคติน (chitin) และเอนไซมไคติเนส (chitinase)

ไคติน (chitin)

ไคตินเปนสวนประกอบหลักของโครงสรางของสัตวจำพวก แมลง กุง หอย และรา  มีการประมาณวาไคตินเปนชีว

โพลิเมอรที่มีจำนวนมากเปนอันดับสองในโลกรองจากเซลลูโลส  ดังนั้นไคตินจึงไดรับความสนใจในแงที่จะนำมาใชเปน

แหลงวัตถุดิบในการผลิตสารสำคัญทางการแพทย สารอาหารชนิดตางๆ  และเครื่องสำอาง (4)

เอนไซมไคติเนส (chitinase)

เอนไซมไคติเนส (EC.3.2.1.14) เปนกลุมของเอนไซมทำหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายไคตินซึ่งเปนชีวโพลิเมอร

ที่ประกอบดวยน้ำตาลชนิด N-acetylglucosamine (GlcNAc)   ซึ่งเชื่อมตอกันอยูดวยพันธะ β-1,4 glycosidic โดย

เอนไซมนี้มีคุณสมบัติในการสลายพันธะ β-1,4 glycosidic และแบงชนิดของเอนไซมตามลักษณะการสลายพันธะเปน 2 

กลุม คือ

) 1)  Endochitinase หรือ chitinase (EC 3.2.1.14) ซึ่งสลายพันธะ β-1,4 glycosidic ภายในโครงสราง  ไคตินอยางสุม

ไดเปนมัลติเมอรของ N-acetylglucosamine เชน chitotetraose, chitotriose และ chitobiose  

2)  Exochitinase ซึ่งแบงออกเปน 2 กลุม คือ Chitobiosidases (EC 3.2.1.29) ซึ่งสลายพันธะ β-1,4 glycosidic ดานปลาย  

non-reducing เขาทีละครั้งไดเปน chitobiose และ N-acetylglucosaminidase (EC 3.2.1.30) ซึ่งสลาย  N-

acetylglucosamine ออกจากปลาย non-reducing  เขาทีละครั้งไดเปนโมโนเมอรของ N-acetylglucosamine 

ข. แหลงที่พบเอนไซมไคติเนส

เอนไซมไคติเนส เปนเอนไซมที่พบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดตั้งแตเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา พืช สัตวไมมีกระดูกสันหลัง

ชนิดตางๆ  โดยสวนมากเปนจุลชีพที่พบตามทองทะเล เชน  Vibrio sp. Alteromonas sp.  Pseudoalteromonase sp. 

Aermonas hydrophila  Aeromonase caviae Serratia marcescens. เปนตน ซึ่งถือวาเปนแหลงของเอนไซมที่ดีในการยอย

สลายไคตินที่พบในสวนโครงสรางแข็งภายนอกของสัตวทะเล (7)  นอกจากนี้เชื้อในสายพันธุ Bacillus sp. สามารถผลิต

เอนไซมไคติเนส  เชน  B. circulans WL-12 ที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสถึง 3 ชนิด คือ chitinase A1, D และ C  (9)  

เอนไซมไคติเนสจาก  B. cereus ซึ่งมีน้ำหนักโมเลกุล 36 kDa และสามารถสลายไคตินไดดีที่สุด ที ่pH 5.8  และอุณหภูมิ

ที่เหมาะสมที่ 35°C (10)  Change และคณะ (11) พบวาแบคทีเรีย B. cereus  สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสที่มีน้ำหนัก

โมเลกุล 48 kDa ได ซึ่งเอนไซมตัวนี้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium oxysporum และ Pythium ultimum ได   

นอกจากนี้แบคทีเรียในกลุมจีนัส Bacillus สามารถผลิตเอนไซมไคติเนส  ที่สามารถทนอุณหภูมิสูงได (3, 5)    ดังนั้นใน

โครงการวิจัยนี้จะใช แบคทีเรีย  Bacillus sp. เปนแหลงในการคัดหาเอนไซมไคติเนส    ซึ่งจะไดนำมาใชเปนตัวตั้งตนใน

การปรับปรุงเอนไซมใหมีประสิทธิภาพเหมาะสมในการยอยสลายกากอาหารที่มีไคตินสูงที่ไดจากโรงงานแปรรูปอาหาร

ทะเล ประเภท กุง ปู และสัตวที่มีเปลือกหุมอื่น รวมทั้งหาคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราดวย 

ค. คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของเอนไซมไคติเนส

) เอนไซมไคติเนส มีคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีที่แตกตางกันอยางกวางขวางและหลากหลาย ขึ้นกับสภาวะ

แวดลอมของชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้น  ๆ  จากรายงานพบวาคาความเปนกรดดาง  (pH)  ที่เหมาะสมตอการทำงานของ

เอนไซมในแบคทีเรียแปรเปลี่ยนไดในชวง pH 2-10   สวนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทำงานอยูในชวงตั้งแต 30-70 oC 

โดยขึ้นกับสายพันธุและแหลงที่พบ (7) ผลการศึกษาโครงสรางของเอนไซมไคติเนส ในแบคทีเรียพบวา family 18 
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chitinase A จะม ี 3 โดเมนหลัก คือโดเมนที ่ 1 N-terminal chitin-binding domain ที่มีหนาที่จับกับสารเขาทำปฏิกิริยา 

โดเมนที ่2 คือ (α/β)8- barrel domain โดเมนที ่3 คือ small insertion domain   สวน chitinase C จะประกอบดวย โดเมนที่ 

1 Catalytic domain โดเมนที ่2 เปน fibronectin type III like domain และโดเมนที ่3 เปน chitin-binding domain สวน 

chitinase B และ D จะม ีdomain structure ตางออกไปอีก สวนเอนไซมไคติเนสจากพืชจะเปน family 19 chitinase ซึ่งมี 

domain structure เปนแบบอื่น chitinase I, II, III, … ที่ไมเหมือนกัน และน้ำหนักโมเลกุลของเอนไซมแปรเปลี่ยนได

ตั้งแต 15-95 kDa  ขอมูลโดยละเอียดของคุณสมบัติของเอนไซมไคติเนส สามารถศึกษาเพิ่มเติมจากรายงานที่ตีพิมพไว

เปนจำนวนมาก (12)

      ง.  การนำเอนไซมไคติเนสไปใชประโยชน

ง.1  การใชเอนไซมไคติเนสเปนสารชีวภาพในการกำจัดเชื้อรา

แบคทีเรียที่พบในดินสามารถผลิตเอนไซมไคติเนส  ซึ่งทำหนาที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา เชน   Nocardopsis prasina 

OPC-131 (13)  นอกจากนี้ไดมีการนำยีนไคติเนสจากตนขาวโคลนเขาไปในตนแตงกวา  ซึ่งตนแตงกวาที่ถูกดัดแปลง

พันธุกรรมสามารถตานทานตอเชื้อรา Botrytis cinerera ซึ่งเปนเชื้อราที่ทำใหเกิดโรคในตนแตงกวา (6)  และยังพบวา

เอนไซมไคติเนสที่สกัดไดจากตนมันเทศ  เมื่อนำไปพนบนตนสตรอเบอรี่ที่มี่เชื้อรา Sphaerotheca humuli ซึ่งเปนเชื้อรา

ที่ทำใหเกิดโรคในตนสตรอเบอรี่ สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Sphaerotheca humuli   (14) นอกจากนี้เอนไซมไคติ

เนสจากแบคทีเรีย Enterobacter agglomerans IC1270 ซึ่งเมื่อทำการโคลนและนำเขาสู Escherichia coli พบวา

แบคทีเรียที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Rhizoctonia solani ซึ่งเปนเชื้อราที่

กอโรคในตนฝาย (15)

ง.2 การใชเอนไซมไคติเนสเพื่อยอยกากของเหลือจากอุตสาหกรรมอาหารทะเลใหเปนโมโนเมอรที่มีประโยชนทางการ

แพทย

0 เอนไซมไคติเนสสามารถ สลายพันธะ β-1,4 glycosidic ในโมเลกุลของไคตินไดเปนโอลิโกเมอร 

(chitooligosaccharide) หรือโมโนเมอรของ  N-acetylglucosamine ซึ่งสามารถนำไปใชประโยชนดานการแพทย  ซึ่งมี

รายงานวาสามารถนำ N-acetylglucosamine ไปใชในการรักษาโรคความเสื่อมของขอ หรือภาวะขออักเสบ รวมทั้งการ

รักษาภาวะที่มีการอักเสบของลำไสโดยไมทราบสาเหตุ นอกจากนี้แลว chitohexaose และ chitoheptaose ของ  N-

acetylglucosamine ยังมี antitumor activity ตอ Sarcoma 180 Solid tumors ใน Balblc mice อีกดวย (16)
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บทความปริทรรศนเรื่อง Chitin Research Revisited 

) บทความปริทรรศนนี้ เขียนขึ้นหลังจากที่ผูวิจัยไดจากทำการศึกษาคนควาขอมูลที่เกี่ยวของในการทำวิจัยนี้ 

ทั้งในเชิง กวาง และเชิงลึก จนทำใหผูวิจัยไดองคความรูใหมเพิ่มเติมเกี่ยวกับ งานวิจัยตางๆ เกี่ยวกับไคติน เปนอยางดี  

สามารถเขียนเปนบทความปริทรรศนที่เปนปจจุบันสมัย โดยผูชวยเขียนผลงานนี้ คือ Mr. Feisal Khoushab นักศึกษา

ปริญญาโทชาว อิหราน  

) บทความวิจัยนี้ไดรับการตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติที่ตองผานการประเมินโดยผูทรงคุณวุฒิ มี

คาดัชนีผลกระทบ 3.471  (25 หนา)
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Abstract: Two centuries after the discovery of chitin, it is widely accepted that this 
biopolymer is an important biomaterial in many aspects. Numerous studies on chitin have 
focused on its biomedical applications. In this review, various aspects of chitin research 
including sources, structure, biosynthesis, chitinolytic enzyme, chitin binding protein, 
genetic engineering approach to produce chitin, chitin and evolution, and a wide range of 
applications in bio- and nanotechnology will be dealt with. 

Keywords: chitin; chitosan; chito-oligosaccharide; application; nanotechnology; 
biotechnology; nanobiotechnology 

 

1. Introduction  

Chitin is one of the most abundant renewable biopolymer on earth that can be obtained as a cheap 
renewable biopolymer from marine sources [1]. It is biocompatible, biodegradable and bio-absorbable, 
with antibacterial and wound-healing abilities and low immunogenicity; therefore there have been 
many reports on its biomedical applications [2]. Accordingly, a very broad range of applications in 
different fields such as food technology, material science, microbiology, agriculture, wastewater 
treatment, drug delivery systems, tissue engineering, bionanotechnology have been reported. 

Henri Braconnot, a French professor of natural history, discovered chitin in 1811 after the discovery 
of a “material particularly resistant to usual chemicals” by A. Hachett, an English scientist in 1799, 
and in 1843 Lassaigne demonstrated the presence of nitrogen in chitin [3]. Henri Braconnot’s name for 
chitin was fungine. In 1823, Odier found the same material in insects and plants and named it  
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chitine [4]. Since all chitin-based materials are derivatives of chitin, in this paper the word chitin is 
used generally to describe both chitin and its derivatives unless otherwise mentioned in the text. 

2. Source  

Chitin, a poly-beta-1,4-N-acetylglucosamine (GlcNAc), is the main component of arthropod 
exoskeletons, tendons, and the linings of their respiratory, excretory, and digestive systems [5,6]. It is 
also found in the reflective material (iridophores) both in the epidermis and the eyes of arthropods and 
cephalopods (phylum: Mollusca) [6]. Chitin is also an important component of the cell wall of fungi 
[7]. Moreover, there is one report - based on lectin binding, endo-chitinase binding and enzymatic 
degradation studies - that the epidermal cuticle of a vertebrate named Paralipophrys trigloides (fish) is 
chitinous [8]. Therefore, chitin is not only an essential component of invertebrates but may also be 
present in vertebrates. Unlike cellulose, chitin can be a source of nitrogen as well as carbon  
(C:N = 8:1) [9].  

3. Structure 

Chitin contains 6–7% nitrogen and in its deacetylated form, chitosan contains 7–9.5% nitrogen. In 
chitosan, between 60 to 80% of the acetyl groups available in chitin are removed [10]. There are three 
forms of chitin: α, β, and γ chitin. The α-form, which is mainly obtained from crab and shrimp shells, 
is widely distributed. Both α and β chitin/chitosan are commercially available. The α-chitin chains are 
aligned in anti-parallel fashion. The anti-parallel arrangement in α-chitin gives rise to strong hydrogen 
bonding and consequently makes it more stable [11]. The β-form mainly obtained from mollusks such 
as squid, is arranged in parallel, whereas the γ-form contains two parallel and one anti-parallel strands 
of chitin [12]. Conversion from the β-form to the α-form is possible, but not the reverse [13–15].  
γ chitin can be converted to α chitin by treatment with lithium thiocyanate [16]. 

Chitin is insoluble in water due to its intermolecular hydrogen bonds [17]. But water-soluble chitin-
based derivatives such as chitosan or carboxymethyl chitin can be obtained. One of their most 
important features is the ability (flexibility) to be shaped into different forms such as fibers, hydrogels, 
beads, sponges, and membranes [18]. The origin of chitin affects its crystallinity, purity, polymer chain 
arrangement, and dictates its properties [19].  

4. Chitin Biosynthesis 

Chitin biosynthesis has been studied in a large variety of organisms. The enzyme for this synthesis 
is called chitin synthase (CS). Three CSs have been found in Saccharomyces cerevisiae: CS І, CS ІІ, 
and CS ІІІ. They are different from each other in terms of function and catalytic activity. Most of 
chitin is synthesized by CS ІІІ [20]. Fungal CS are grouped into two families and five classes [21]. 
There are two CS genes in insects [22,23]. Nematodes possess two chitin synthase genes, which are 
differentially expressed [24]. Therefore, there seems to be specialization among chitin synthases in 
different organisms where different enzymes carry out different functions. CSs use  
UDP-N-acetylglucosamine as substrate to produce chitin fibrils [25]. This was proven in an experiment 
done on Mucor rouxii [26]. The genomes of some chloroviruses contain a chitin synthase gene (cs). By 
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introducing the gene of chlorovirus CVK2 into Chlorella cells, an algae that does not possess a chitin 
synthase gene, this microorganism could be engineered to produce chitin [27]. 

Several enzymes, so called DG, have been isolated from the Xenopus laevis embryos that are 
differentially expressed during the gastrulation stage. One of these enzymes is DG42. It is expressed 
from midblastula to the end of the neuralation stages. DG42 synthesizes a Nod-like chitin 
oligosaccharide. Nod is the enzyme responsible for producing chito-oligosaccharide in Rhizobium 
[28]. It seems that while this enzyme is expressed during early embryogenesis the amount of 
hyaluronic acid (HA) increases. It has been suggested that chitin oligosaccharides are present at the 
reducing ends of HA chains. Thus, it has been proposed that chitin oligosaccharide produced by this 
enzyme acts as a primer for synthesizing HA. Homologs of DG42 have been found in zebrafish and 
mice [29,30]. They also synthesize Nod-like chitin oligosaccharide during early embryogenesis. 
However, it remains controversial whether DGs are chitin synthase or hyaluronan synthase. Since 
DG42 has been isolated from frogs, zebrafish and most importantly mice, further study is needed to 
investigate whether or not this enzyme is widespread throughout mammals including humans, and if 
DGs is shown to synthesize chitin in animal, the role of chito-oligosaccharide in embryonic 
development should be further investigated. 

5. Chitinolytic Enzymes 

Chitinases, which hydrolyze chitin, are present in a wide range of organisms including viruses [31], 
bacteria [32], fungi [33], insects [34], higher plants [35,36], and mammals [37]. Most organisms 
(bacteria, plants and insects) have large families of chitinases with distinct functions, including 
digestion, cuticle turnover, and cell differentiation. Based on amino acid sequence similarity they can 
be grouped into glycosyl hydrolase families (GH) 18 and 19, which are structurally unrelated. The 
catalytic mechanism of chitinases family 18 involves substrate-assisted catalysis, which retains the 
anomeric configuration of the product [38]. They are ubiquitous with an (alpha/beta) 8-barrel fold 
structure in the catalytic domain [39]. Family 19, glycosyl hydrolases, share a homologous catalytic 
domain. They consist mainly of alpha helices. Their catalytic mechanism is a general acid-base 
mechanism that inverts the anomeric configuration of the hydrolyzed GlcNAc residue [38]. Family 19 
chitinases have mostly been identified in plants [40]. Both GH 18 and 19 chitinases have signal 
peptides, indicating that the enzymes are secreted and function outside the cells. 

Family 18 of glycosyl hydrolases include active chitinases and inactive chitinase-like proteins or 
chito-lectins, which lack endogenous chitin and have been found widely in mammals [41]. Recent 
comparative genomic analysis to address the evolutionary history of the GH18 multiprotein family 
from early eukaryotes to mammals, revealed that the GH18 chitinase involved in an emerging interface 
of innate and adaptive immunity during early vertebrate history [41]. Chito-lectins are inactive due to 
lack of some critical residues in their catalytic sites. Several of these chitinase-like proteins have been 
identified such as oviductin or oviduct-specific glycoprotein [42], YKL-39 [43], HC gp39 and YKL-40 
[44–46] in human, YM1 [47], YM2 [48], ECFL [49], breast regression protein 39 (BRP39) [50] in 
mice, and gp38K [51] in pigs. Their functions are unknown, however, it is speculated that they may be 
involved in fertilization [52], chemotaxis [49], and tissue remodeling [53]. Besides these inactive 
chitinases, two active chitinases have been found in humans, these are chitotriosidase [54] and acidic 
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mammalian chitinase (AMCase) [55]. Chitotriosidase can cut both chitin oligomer and colloidal chitin; 
its optimum pH is broad, and it is mainly secreted from macrophages [56]. AMCase is active in acidic 
pH, it is mostly expressed in stomach and lung, its gene has 11 exons and is located on chromosome 1 
[57]. Interestingly, Glyco_18-containing proteins are established biomarkers for human diseases, and 
both human chitinases and chitinase-like proteins have been used as indicators of inflammation and 
cancer [58]. 

Bacterial chitinases belong to both family GH18 and 19. Most of their structure-function studies 
came from the studies of the enzymes from Serratia marcescens [59–61], B. circulans [62–67], and 
Vibrio spp. [68–70]. 

Recently, chitinases have gained interest in different biotechnological applications due to their 
ability to degrade chitin in the fungal cell wall and insect exoskeleton, leading to their use as 
antimicrobial or insecticidal agents. [71–73]. Another interesting application of chitinase is for 
bioconversion of chitin, a cheap biomaterial, into pharmacological active products, namely  
N-acetylglucosamine and chito-oligosaccharides [74–76]. Production of chitin derivatives with suitable 
enzymes is more appropriate for sustaining the environment than using chemical reactions [77]. Other 
interesting applications include the preparation of protoplasts from filamentous fungi [75], bio-control 
of insects and mosquitoes as well as the production of single cell protein [75,76]. Thus, there have 
been many reports on cloning, expression and characterization of chitinases from various organisms, 
including bacteria, fungi, plant and animals [75,78–80].  

6. Chitin Binding Proteins 

Kawabata et al. identified a molecule, named tachycitin, from hemocytes of a horseshoe crab with 
chitin binding activity. This is a small molecule that is 73 residues long and possesses five disulfide 
bonds [81]. A major protein in the chitin-walled cyst of protozoan Entamoeba histolytica also contains 
chitin binding domains. This protein is a lectin named EiJacob1 [82]. In addition, a chitin binding 
lectin has been isolated from Stinging Nettle Rhizomes [83]. Several genes encoding proteins with 
chitin binding domains from arthropods have been identified by whole genome sequence analysis [84]. 
Two proteins with chitin-binding domains have been identified from silkworm, Bombyx mori [85]. In 
addition, it has been shown that Tribolium castaneum, red flour beetle, contains genes encoding 
proteins peritrophin A-type chitin-binding domains [86].  

Chitin binding proteins have also been isolated from plants. They belong to the lectin superfamily 
and are secreted from the plants as a part of their defense system [87]. Most of plant chitin binding 
proteins have a conserved motif, called havein domain or chitin binding domain [88]. 

A chitin binding protein with antifungal activity has been isolated and characterized from 
Streptomyces tendae Tü901. This protein binds to the surface of germinated conidia and tips of 
growing hyphae, changing the growth polarity of the fungi [89]. Other organisms in which chitin 
binding proteins have been identified include sweet potato hornworm, Agrius convolvuli [90], 
Amaranthus caudatus [91], Ginkgo biloba [92], and Streptomyces reticuli [93]. There is a conserved 
motif, known as RR consensus motif in the arthropods cuticular proteins, which along with its 
extended forms, are considered as chitin binding motifs [84,94,95].  
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Various chitinolytic microorganisms have been shown to produce non-hydrolytic accessory proteins 
that increase enzyme efficiency [96], such as the Gram-negative soil bacterium Serratia marcescens, 
which uses three different family 18 chitinases to degrade chitin. It has been reported that a small non-
catalytic protein, CBP21, which binds to the insoluble crystalline substrate, leading to structural 
changes in the substrate and increased substrate accessibility, is required for efficient chitin 
degradation [97]. 

7. Genetic Engineering Approach to Produce Chitin 

It is difficult to obtain pure carbohydrates, especially chitin, through conventional techniques. 
Bacterial cells have been engineered in an effort to overcome this problem [98]. E. coli has been 
engineered to produce chitobiose. This method took advantage of NodC, which is a  
chito-oligosaccharide synthase, and genetically engineered chitinase to make a cell factory with the 
ability to produce chito-oligosaccharides [99]. Recombinant chito-oligosaccharides have also been 
obtained using E. coli cells which expressed nodC or nodBC genes [100]. By expressing different 
combinations of nod genes in E. coli, O-acetylated and sulfated chito-oligosaccharide have been 
produced [101].  

8. Chitin and Evolution 

There are several reports indicating that chitin plays a role not only in those organisms in which its 
role is expected, such as in fungi and crustaceans, but also in other organisms. It has been shown that 
Rhizobia-mediating nitrogen-fixing nodules possess a signal molecule necessary for the root 
nodulation process termed lipo-chitin oligosaccharide, which comprises a β-1,4-linked  
N-acetylglucosamine (GlcNAc) tetra- or penta-saccharide [28,102]. N-acetylglucosamine has been 
reported to play a role during development of moulds as well [103].  

The presence of intracellular and extracellular GlcNAc-containing compounds, in the forms of  
N-glycans and intracellular glycans, indicates the role of chitin and its derivatives from an evolutionary 
point of view [104]. Finding a role for chitin derivatives in animals was an important discovery. 
Semino et al. (1997) proved the importance of chitin oligosaccharides in the embryogenesis of 
zebrafish and carp [105]. GlcNAc containing muscle cell surface molecules have been shown to 
possess the ability to guide neurites through extracellular matrix [106]. It has been reported that the 
addition of O-linked GlcNAc (O-GlcNAc) to the proteins in nucleus and cytoplasm is different from 
classical O-glycosylation of the secretory pathways [107]. This reversible post-translational 
modification [108] modifies serine and threonine residues [109] and seems to play an important role in 
apoptosis [110], death signaling of mouse embryonic neuroepithelial cell [111], neurodegenerative 
disorders [112], signal transduction [113,114], synaptic plasticity [115], transcription and translation 
[116,117], stability of target proteins [118], proteasomal function [119], cancer [120], diabetes [121], 
subcellular localization [122], and nuclear transport [123]. O-GlcNAc is also important in the 
cardiovascular [124], and immune systems [125]. Considering the fact mentioned in part 4 about the 
role of chitin synthase and chitin-oligomer in mice, which is close to human species, and that humans 
have chitinase genes, it would not be surprising if future studies found one or more roles for chitinous 
materials in humans at some point in human evolution and/or embryonic development.  
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9. Applications 

9.1. Immunology  

The key property of chitin-derived products for application in various biomedical applications is the 
immuno-modulating effect [126,127]. Various mechanisms of immuno-enhancement activity of chitin 
and its derivatives have been reported. For example, chitosan exhibited the ability to boost NO 
production from macrophages in the presence of interferon-γ (IFN-γ) through the NF-κB signaling 
pathway [128]. In addition, Minami et al. (1998) found that chitin and chitosan affected C3 and C5 
components of complement system and concluded that complement system is activated by chitin and 
chitosan through the alternative pathway. After activating the complement, C5a is produced followed 
by an increase in migration of polymorphonucleate (PMN) to the injured tissue. This is a normal 
inflammatory reaction but in the presence of chitin and chitosan, there are no inflammatory symptoms, 
such as erythema, temperature elevation and abscess formation [129]. The intensity of complement 
[129] and macrophage [130] activation of chitin is less than chitosan; therefore, chitin is more 
biocompatible. 

9.2. Hemostasis and Wound Healing 

Hemostasis through blood coagulation is an important step for wound healing. The main cellular 
components in blood coagulation are platelets. It has been shown that chitosan has a hemostatic effect 
[131]. Okamoto Y. et al. reported that chitin is an effective agent for hemostasis maintenance through 
aggregating platelets, and suggested that the effect of chitin and chitosan is due to both physical and 
chemical properties of these biopolymers, especially their amino groups [132]. Shelma et al. (2008) 
developed a composite film by using chitosan and chitin. They used chitin nano-fiber to improve the 
composite’s tensile strength and elasticity [133]. Mi et al. designed an asymmetric chitosan membrane 
with the ability to protect skin by preventing bacterial invasion and halting the evaporation of the 
skin’s water, two important factors for dressing wounded skin [134,135]. A chitosan acetate bandage 
has been shown to have good antibacterial activity when applied to burnt skin contaminated with  
P. aeruginosa [136]. 

9.3. Scaffold for the Regeneration of Tissue  

Chitin and its derivatives have been used as scaffolds for bone and other natural tissue regeneration 
[137] as well as structures by which three-dimensional formation of tissues are supported [138]. While 
looking for a good material for a good scaffold, there are at least four important factors that should be 
taken into account: (1) ability to form temporary matrix, (2) ability to form porous structure for tissue 
to grow, (3) biodegradability, and finally (4) non-toxic byproducts from the digestion [139,140]. Thus, 
neither the physical nor biological properties of such biomaterials should be ignored [137]. Chitin and 
its derivatives have been shown to possess these criteria. 
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9.4. Neuro-Tubes Guided Nerve Regeneration  

Based on the fact that chitin has high mechanical strength under physiological conditions (low for 
chitosan) chitin has the potential to be a good nerve guidance channel. Ferier et al. used this fact and 
made chitin tubes that could support nerve cell adhesion and neurite outgrowth [130]. In a research 
related to nerve regeneration, it was shown that rabbits with the crushed common peroneal nerve 
exhibit better improvement in peripheral nerve regeneration in the presence of chitooligosaccharide. 
As a result, chito-oligosaccharide can be used as neuroprotective material with an ability to improve 
injured peripheral nerve regeneration [141].  

9.5. Blood Cholesterol Control 

Chitin and chitosan are among the candidates to battle obesity and hypercholesterolemia. It has 
been reported that they can reduce the amount of cholesterol in rats [142]. Several mechanisms have 
been proposed to explain this phenomenon. One is through electrostatic interaction between lipids and 
aminopolysaccharides [143]. Chitin binds to lipid (cholesterol) micelles and inhibits their absorption. 
Another proposed mechanism is increasing the excretion of bile acid by which the amount of fecal fat 
increases [144]. Feeding mice with chitosan showed hypocholesterolemic effects. It seems that the 
mechanism of chitosan’s cholesterol-lowering effect is through suppression of food intake [145]. The 
hypocholesterolemic effect of chitosan has also been found in humans. When 3–6 g/day of chitosan 
was given in the diet to eight healthy males, total serum cholesterol significantly decreased, and when 
the ingestion was stopped, the value increased to the level before ingestion. The proposed cholesterol 
lowering mechanism of chitosan was that it combines bile acids in the digestive tract, and excretes 
them into the feces, thus decreasing the resorption of bile acids, so that the cholesterol pool in the body 
was decreased and the level of serum cholesterol consequently decreased [146]. 

9.6. Drug Delivery Carriers  

It is important for a drug delivery carrier to be efficiently removed after delivering drugs. In other 
words, it must not accumulate in the body nor must it be toxic [147]. Chitin derivatives such as  
N-succinyl-chitosan [148], carboxymethyl chitin [147], chitosan hydrogel [149], and hydroxyethyl 
chitin [150] have been shown to possess such characteristics.  

Chitosan in the form of colloidal structures can entrap macromolecules by various mechanisms. 
These associated macromolecules have been shown to transport through mucosa and epithelia more 
efficiently [151]. Cationic chitosan in combination with other natural polymers has been shown to 
enhance the drug encapsulation efficiency of liposomes via the layer-by-layer (L-b-L) self-assembly 
technique [152]. Nanoparticles made of chitosan in association with polyethylene oxide have been 
used as protein carrier [153]. Moreover, an oral delivery system has been developed by using chitosan 
and tripolyphosphate. In this system, micro- and nano-particles were entrapped in beads made from 
chitosan in solution of tripolyphosphate [154]. 
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9.7. Antioxidant  

The balance between oxidant formation and antioxidant defense in biological systems is important 
in order to prevent oxidation of biomolecules. The higher oxidation activity in cells, which leads to a 
higher potential for cell injury, is the cause of cancer, arthritis, neurodegeneration, and aging [155]. 
Chitin and its derivatives have been reported to have antioxidant properties [156], hence preventive 
effects on various diseases. 

Chitin that was chemically modified to obtain aminoethyl-chitin, showed antioxidant activity 
against free radicals such as 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), hydroxyl, superoxide, and peroxyl 
[157]. In addition, the antioxidant activity of hetero-chitosan has been shown to depend on its 
deacetylation degree and concentration [158]. It seems that free amino groups play a major role in 
antioxidant activity of chitinous materials [159]. The proposed mechanism behind this activity is that 
the free radicals react with NH2 groups and these groups absorb hydrogen ion from the solution to 
produce NH3 groups [160].  

9.8. Antimicrobial Activity 

Antifungal and antibacterial activities of chitinous products have been demonstrated in several 
articles. For example, S. Bautista-Baños et al. reported the antifungal activity of chitosan against 
Colletotrichum gloeosporioides, which causes anthracnose in papaya [161]. Chitosan has been 
reported to possess the antibacterial ability against E. coli through cross-linking between chitosan (as 
cation) and anions over the surface of E. coli [162]. It has been shown that culture broth of Bacillus 
subtilis grown in the presence of chitin exhibits antifungal activity on pathogenic Fusarium 
oxysporum, indicating that it can be used as a bio-control agent [163]. In addition, chitosan solution 
has been shown to inhibit the growth of Xanthomonas sp., which is pathogenic to Euphorbia 
pulcherrima [164].  

The mechanism of antifungal and antimicrobial activity of chitin and its derivatives has yet to be 
totally uncovered. In fact there are several proposed mechanisms. One of them is the ability of chitin 
and its derivatives to activate defense mechanisms of the host organisms [165] such as inducing the 
accumulation of chitinases and other pathogenesis-related proteins [165]. Another one is leakage in the 
cell wall of bacteria due to the interaction between positively charged chitosan molecules and the 
negatively charged surface of the bacteria [166]. 

9.9. Gene Therapy 

Being able to deliver a large piece of DNA plays an important role in gene therapy. The carrier 
must be safe with low immunogenicity. One of the carriers being used—viral vectors—may not be 
safe enough for targeting cells [167]. Cationic derivatives of chitin are being used to serve this purpose 
[159]. Galactosylated chitosan has been grafted to dextran to make a liver-specific DNA carrier [168]. 
Another group has synthesized nanosphere delivery vehicle by salt-induced complex co-acervation of 
cDNA and chitosan [169]. Chitosan can condense DNA and forms small discrete particles in particular 
conditions; hence it has many potential applications for gene delivery [170]. 
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9.10. Food Technology 

Chemical preservatives can be replaced with chitin-based ones. The advantages are two-fold. First, 
chitinous materials are safer, and second, with their antimicrobial activity; they can protect food 
products against microbial invasion. Chitosan-based films have been developed to serve this purpose 
[171]. It has also been applied to improve the preservation of vacuum-packaged processed meat and it 
could delay the growth of Entrobacteriaceae, which are indigenous bacteria in the food products 
[172]. It seems this antibacterial activity is due to the positive charge of C2 amino group in 
glucosamine, monomer of chitosan. This positive charge interacts with negatively charged microbial 
cell membrane and leads to leakage of the intracellular constituents of the microorganisms [173]. 

9.11. Agriculture 

Chitin oligosaccharides have been shown to play an important role in defense mechanisms of plants 
against microbial invasion [174]. They could also promote carrot somatic embryos survival [175]. 
Chitin fragments can desensitize the perception system of tomato, which can lead to improvement of 
the defense mechanism in tomato cells [176]. Chitin in the form of lipo-chitin can induce the formation 
of nodule in soybean root [177]. Rice is another important plant in which chitin fragments have been 
shown to boost the defense system [178,179]. 

9.12. Bio-Nanotechnology 

Bio-nanotechnology, a marriage between biology and nanotechnology, is an emerging field. 
Through biomimetic approaches and strategies, many micro/nano-systems can be produced. Chitosan 
has been used to immobilize and pattern biomolecules on microfabricated surfaces [180]. A 
photolithographic method has been applied to integrate chitosan to micro- and nano-structures, which 
is an important step toward the fabrication of bioinspired micro-electromechanical systems [181]. 
Nanoimprinting lithography was used to micro- and nano-pattern chitosan [182]. This 
micro/nanopatterning enables researchers to use chitosan for bionanotechnology applications such as 
nanobiodevices. Chitiosan has recently been used in the preparation of graphitic carbon nanocapsules, 
tungsten carbide and tungsten carbides/graphitic carbon composites [183]. In this system, after 
preparation of the precursors of chitosan and metal ions, they were carbonized. The system can be 
regulated by changing the type and/or ratio of the metal [183]. Chitin whiskers have been used to 
reinforce nanocomposites. It seems this ability mainly depends on chitin whiskers being able to form 
3D networks. Any modification by which this network is disrupted results in lowering or loss of this 
ability [184]. 

9.13. Capacitor and Electrolyte 

Electric double layer capacitors are being used as memory back-up tools and energy storage 
technology. Electrolytes used in these capacitors should have low internal resistance and high 
capacitance. There are two type of electrolytes; aqueous and nonaqueous. Aqueous electrolytes have 
high electrical conductivity [185]. KOH and H2SO4, which are being used to make aqueous 
electrolytes, are strong base and acid, and thus are hazardous and difficult to handle. It is important to 
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have less toxic or non-toxic aqueous electrolytes that are stable and exhibit good conductivity and low 
resistance. Yamazaki et al. made a gel using a mixture of cellulose, chitin, and H2SO4, which has all 
the mentioned features as well as high charge-discharge ability [186]. 

9.14. Heavy Metals and Other Pollutants Removal 

The wide usage of heavy metals in industry has caused and continues to cause serious and 
widespread health problems. It is important to remove these metals from the environment. Several 
studies have reported the ability of chitin and chitosan to perform this task. For instance, absorbing Cu 
(II) and Cr (VI) [187], Fe [188], and Pb (II) ions in an aqueous environment [189]. Chitin phosphate 
could absorb uranium in the presence of sodium carbonate solution [187]. Chitosan-based chelating 
resins have been developed to absorb mercury [190], Ti (IV), V (V), Mo (VI) [191], W (VI), U (VI) 
[192], Ag in aquatic environment [193], Cd, Ni, V, Ga, Sc, In, and Th [194]. Chitin and chitosan have 
been shown to have copper removal capability, which could help to obtain more stable diesel oil [195]. 
They also have been successfully tested for the adsorption of organic pollutants [196]. 

9.15. Intelligent Materials or Composites 

Chitinous materials have been used to create smart or intelligent materials or composites. These 
systems can respond to environmental changes. They show their functionality with the addition or 
removal of stimulation. These smart or intelligent materials are ideal in an integrated systems or mixed 
composite of materials. Shape memory materials are one group of such materials [197]. As is obvious 
from the name, shape memory materials can remember and regain their original shape after the 
removal of the stimulus. This phenomenon is due to their being equipped with proper stimulus 
sensitive molecular switches. Among these shape memory materials, polyurethanes are gaining more 
attention. This is because of their good shape memory effect at room temperature as well as their low 
cost. But shape memory polyurethanes cannot bear repeated changes in the shape memory, and 
retention will decrease by increasing the number of cycles of shape memory; consequently,  
chitin-based polyurethane shape memory materials have been developed to overcome these 
problems [198].  

9.16. Energy Production: An Emerging Application  

Insects are widely distributed on earth, comprising 80% of species [199]. Robots with the ability to 
hunt and digest insects and obtain energy from them can serve humanity by performing missions in 
dangerous situations. A robot that contains a microbial fuel cell was created to digest chitin and 
metabolize it by bacteria. This process produces electrons that act as horsepower of the system [200]. 
The system can take advantage of the wide distribution of arthropods and mollusks because chitin is 
available in both phyla. Since Arthropoda and Mollusca rank first and second in species diversity in all 
animal phyla [201] and are a major source of chitin, this strategy can be highly applicable in both land 
and marine environments. Chitin has also been utilized by Clostridium paraputrificum M-21 to 
produce hydrogen gas. This gas is considered to be a potential source of alternative energy [202,203]. 
The advantage of using chitin in this way is that most chitin sources are waste materials, such as 
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shrimp shells; therefore, it is non-food material and there is no need to be concerned about pressure on 
food supplies. 

10. Chito-Oligosaccharides and Their Applications 

Recent trends in the field of chitin research have focused on oligosaccharides, which are more 
soluble and have several attractive biological effects. N-acetylchitooligosaccharide and 
chitooligosaccharide (COS) are originated from chitin and chitosan, respectively. Oligomers of chitin 
and chtitosan can be obtained both chemically and enzymatically [126]. Their degree of 
polymerization (DP) is usually < 20. 

It has been shown that chito-oligosaccharide accelerates the wound healing effects of Poly vinyl 
alcohol (PVA) if it is used in the early stages of the healing process [204]. It could inhibit the growth 
of Actinobacillus actinomycetemcomitans, indicating that it has antimicrobial activity [205].  
N-acetylchitooligosaccharide causes an increase in biophotons emission from suspension-cultured rice 
cells. Biophotons are very weak light emitted from biological processes/systems. All organisms, 
including plants, constantly produce biophotons as part of their vital activities. Photon emissions are 
elevated by environmental stresses and disease responses induced by pathogen attack. It has been 
shown that photon emissions from rice cells elicited by N-acetylchitohexaose are closely associated 
with the ROS-generating system, and are regulated by Ca2+ signaling and protein phosphorylation via 
phosphatidic acid (PA), an intermediate of phospholipid signaling [206]. Chito-oligosaccharide has 
shown inhibitory effects on tumor growth and metastasis of lung cancer in mice [207].  
N-acetylchitohexaose (chitin derivertive) and chitohexaose (chitosan derivertive) can also induce 
production of interleukins 1 and 2 and, consequently, help to improve the function of macrophages, 
natural killers, cytotoxic T cells, and polymorphonuclear leukocytes, in defense mechanisms. The anti-
metastatic activity of acetylchitohexaose against Lewis lung carcinoma in mice [208] has been 
demonstrated. There are many reports indicating antitumor activity of chito-oligosaccharides [209]. It 
has been shown that oligosaccharides that contain N-acetylglucosamine play an important role in the 
interaction between HIV and T-helper during pathogenesis of this virus [210]. N-acetyl-
chitooligosaccharide was used as analogue to study lysozyme [211]. Thus, these materials can be used 
to study protein-carbohydrate interaction and associated enzymatic activities. 

11. Conclusion and Future Perspectives 

After two centuries of research on chitin, this biopolymer now has applications in numerous fields, 
as described in many review articles [140,212–216]. However, there is still room for further chitin 
research. Chitin is a potential energy source as well as gene and drug delivery carrier, and in the 
emerging field of nanobiotechnology. The evolutionary effects of chitin is emerging, but is not yet 
fully discovered. To take advantage of the mechanical characteristics of chitin, it should be used 
directly and without chemical modification. To achieve this goal, more research, especially on 
fundamental aspects, needs to be done. 

Much attention has being paid to chitinase research [75], but its substrate seems to have been 
neglected or, at least, underestimated. If we are going to use the huge amount of chitin produced 
annually in nature, chitin research needs an increase in funding to develop equipment to harvest chitin 
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from its diverse sources, improve the purity of obtained chitin, and produce novel materials with new 
applications from this environmentally friendly biopolymer. 

Despite the multiple potential applications of chitin, we believe that the most promising in the 
future are (i) applications in nanobiotechnology, which involves drug and gene delivery and scaffold 
for tissue engineering, and (ii) applications of chito-oligosaccharides in medicine and agriculture.  
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วิธีการดำเนินการทดลอง 

วัสดุและอุปกรณ

สายพันธุจุลินทรียและสภาวะในการเจริญ

) เชื้อ B. licheniformis  มาจาก DSMZ, German Culture collection of Microorganism and cell cultures 

( Braunschweig, Germany) มียีนที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนส สวนเชื้อ E. coli สายพันธุ TOP10 (Invitrogen) เปน

จุลินทรียเจาบานในการโคลนและแสดงโปรตีน  เลี้ยงเชื้อในอาหาร Luria-Bertani (LB) แลวนำไปบมที่อุณหภูมิ 

37˚C

การเตรียม colloidal chitin

) การเตรียม colloidal chitin ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Shimahara และ Takiguchi โดยใชเกล็ดไคตินจาก

เปลือกปูผสมกับกรดไฮโดรคลอริกเขมขน ปริมาตร 200 mL และกวนอยางแรงในขณะที่แชอยูในน้ำแข็งเปนเวลา 

3-4 ชั่วโมง  และบมไวในน้ำแข็งเปนเวลา 1 คืน จากนั้น กรองดวยผาขาวบางโดยให  colloidal chitin หยดอยางชาๆ 

ลงใน 50% เอทานอลที่เย็นปริมาตร 600 mL ที่แชอยูในน้ำแข็งและกวนอยางเร็ว  จากนั้นเก็บ colloidal chitin ที่

ละลายใน 50% เอทานอล ดวยวิธีการปนเหวี่ยงหนีศูนยกลาง  ดวยความเร็ว 8,000 x g, เปนเวลา 30 นาที  ที่อุณหภูมิ 

4˚C และลางกรดดวยน้ำปะปา จน pH เปนกลาง (pH7.0)  หรือ กรอง colloidal chitin ดวยเครื่องกรองสูญญากาศ

ผานกระดาษกรอง Whatman NO.1 และลางดวยน้ำ จนคา pH เปนกลาง  จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4˚C ในที่มืด

วิธีการโคลนเอนไซม

 ใชวิธีการทาง PCR โดย นำโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ B. lichenformis  สายพันธุ DSM 8785 มาตมในน้ำบริสุทธิ์  

เพื่อใชเปนแมแบบสำหรับการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอ  ดวยเอนไซม Pfu DNA polymerase  โดยใชไพรเมอร ChiHind3 

(5’-CTG TGC AAG CTT TTG TCA TGT TGC TGA GCT TGT CAT TTG-3’)  และ Chi6HXho (5’ GCA CAG 

CTC GAG TCA GTG GTG GTG  GTG GTG  GTG TTC GCA GCC TCC GAT CAG CCG CC-3’) ซึ่งไพรเมอร 

Chi6HXho มี hexahistidine เพื่อใชในการทำรีคอมบิเนนทเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธี affinity chromatography   จาก

นั้นทำการเพิ่มจำนวนยีนไคติเนสดวยวิธี PCR ขั้นตอนในการทำปฏิกิริยามี 3 ขั้นตอน โดยเริ่มตนดวย denaturation 

ที่ 95oC เปนเวลา 2 นาที ตามดวย amplification ที่ 95oC 45 วินาที, 56oC 55 วินาที และ 72oC 2 นาที จำนวน 30 รอบ  

และตามดวย extension ที่ 72oC อีก 10 นาที    จากนั้นโคลนยีนไคติเนสเขาไปใน pFLAG-CTS vector ที่ีตำแหนงตัด

จำเพาะของเอนไซม HindIII และ XhoI  ซึ่งการโคลนดวยวิธีการนี้จะทำใหตำแหนงของ signal peptide ของ B. 

licheniformis  ChiA ถูกแทนที่ดวย OmpA signal peptide เพื่อชวยให รีคอมบิแนนทเอนไซมหลั่งออกมา ดังที่

อธิบายไวแลว (Yamabhai et al., 2008)   จากนั้นตรวจสอบความถูกตองของ รีคอมบิแนนท ChiA ดวการหาลำดับ

เบสของดีเอ็นเอ (Macrogen, Korea)  

การแสดงออกของโปรตีนและการทำเอนไซมใหบริสุทธิ์

) วิธีการแสดงออกของเอนไซมไคติเนส จาก B. lichenformis ChiA   มีขั้นตอนคือ เริ่มตนดวยนำโคโลนีเดี่ยว

ของ E. coli สายพันธุ TOP10 ที่แสดงพลาสมิดของรีคอมบิแนนท ChiA  มาเพาะเลี้ยงในอาหาร Luria bertani (LB) 

ที่มี 100 mg/mL ampicillin  จากนั้นเติม 1 mM IPTG เพื่อเหนี่ยวนำใหเกิดการแสดงออกของโปรตีน  แลวนำไปบมที่

อุณหภูมิ 25˚C เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตะกอนเซลลโดยวิธีปนเหวี่ยงหนีศูนยกลาง ดวยความเร็ว 4500x g   
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เปนเวลา 45 นาที  จากนั้นลางตะกอนเซลลดวยไลสิสบัฟเฟอรปริมาตร 10 mL (20 mM Tris HCl buffer pH 8.0 ที่มี 

150 mM NaCl, 1mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) และ 1.0 mg/mL lysozyme ละลายอยู)   จากนั้น

ทำใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง Ultrasonic processor และกำจัดตะกอนเซลลโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงหนีศูนยกลาง ดวย

ความเร็ว 12,000 g เปนเวลา 30 นาที  และเก็บสวนใสนำไปทำใหบริสุทธิ์ โดยใชคอลัมน Ni-NTA agarose   ปริมาตร 

10 mL    ซึ่งเปนโครมาโตกราฟฟที่ใชหลักการเคลื่อนที่ตามแรงโนมถวงของโลก ที่อุณหภูมิ 4˚C  ตามวิธีของ Qiagen 

โดยลางคอลัมนจำนวน 2 ครั้ง ดวย wash buffer (20 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 และ 150 mM NaCl) 50 mL  ซึ่งมี 

0.5mM และ 20 mM imidazole  ตามลำดับ    Ni-NTA จะที่จับกับเอนไซม   จะถูกชะดวย 250 mM imidazoleใน

บัฟเฟอรชนิดเดียวกัน จากนั้นนำเอนไซมสวนที่ชะออกมาไปทำใหเขมขนดวยวิธีไดอะไลสิสโดยใช Vivaspin-20 

ultrafiltration membrane concentrators (Mr 10,000 cut-off, Vivascience AG, Hanover, Germany) เพื่อกำจัด 

imidazole   หลังจากไดเอนไซมที่บริสุทธิ์แลวจะทำการวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Bradford   โดยสรางกราฟ

มาตรฐานจาก BSA (0-10 µg)   และเก็บรักษาเอนไซมใน 15% glycerol ที่อุณหภูมิ

 -20˚C  

การวิเคราะหโปรตีนดวย SDS-PAGE และไซโมแกรม

) วิเคราะหเอนไซมบริสุทธิ์ดวยวิธี SDS-PAGE   โดยใชเอนไซม 10 µl (3µg) ใน 12% SDS-PAGE ตามวิธี

ของ Laemmili ( Laemmli, 1970)    นำตัวอยางโปรตีนผสมกับ gel loading buffer ที่ผสมกับ β-mercaptoethanol  

จากนั้นยอมเจลดวย Comassie brilliant blue R-250  และใช molecular weight marker ของ  Amersham Pharmacia 

Biotech (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)  สวนการวิเคราะโดยใชไซโมแกรมใชวิธีดังที่อธิบายไว

แลว (17)

การวัดกิจกรรมของเอนไซมโดยใช pNP-chitobiose (pNP-(GlcNAc)2

) วัดกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสโดยบม 0.5 mM pNP-chitobiose ที่ละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 

6.0 ที่อุณหภูมิ 37˚C (หรือ  50˚C) เปนเวลา 5 นาที ดวยเครื่อง Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg, 

Germany)   จากนั้นเติมเอนไซม 1µg (0.015 nmol)  แลวนำไปบมที่อุณภูมิ 37˚C และเขยาเปนเวลา 30 นาที  (หรือที่ 

50˚C เปนเวลา 10 นาที)   และสุดทายเติม 1M NaOH เพื่อหยุดปฏิกิริยา  แลววัดความเขมขนของ p-nitrophenol ที่

ปลดปลอยจาก (pNP-(GlcNAc)2  แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405 nm   และคำนวณความเขมขนจากกราฟ

มาตรฐานของ pNP ในชวงความเขมขน 0-30 nmol โดยเอนไซม 1 unit เทากับปริมาณเอนไซมที่ปลดปลอย 1 pNP 

µmol ตอนาที 

การทดสอบผลของคา pH และ อุณหภูมิที่มีกิจกรรมเอนไซม

) การทดสอบคา pH ที่เหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมไคติเนส  ทำไดโดยวัดกิจกรรมเอนไซมในชวง pH 

ระหวาง 2-12.0 ที่อุณหภูมิ 37˚C  ซึ่งบัฟเฟอรแตละชวง pH ประกอบดวย phosphoric-phosphate (pH2.0-3.0), 

glycine-HCl (pH2.0-4.0), acetate (pH 4.0-6.0), potassium phosphate (pH 6.0-8.0), Tris-HCl (pH 7.0-9.0) และ 

Glycine-NaOH (pH 9.0-12.0)   สวนการวัดเสถียรภาพของกิจกรรมเอนไซมในชวง pH ตางๆ ทดสอบที่อุณหภูมิ 

20oC เปนเวลา 30 นาที  หรือ 18 ชั่วโมง   และหลังจากนั้นวัดกิจกรรมเอนไซมที่ยังคงอยูที่อุณหภูมิ 37˚C  ตาม

สภาวะที่ใชในการทดลอง
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การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมไคติเนส 

) ทดสอบโดยโดยบมเอนไซมกับสับสเตรทใน 100 mM phosphate buffer pH 6.0 ที่ชวงอุณหภูมิ 0-100 ˚C  

เปนเวลา 30 นาที   สวนการทดสอบความคงตัวของเอนไซมที่ชวงอุณหภูมิตางๆ    ทดสอบโดยบมเอนไซมใน 100 

mM phosphate buffer pH 6.0  ในชวงอุณหภูมิ 0-100 ˚C   เปนเวลา 30 นาที  แลววัดกิจกรรมเอนไซมที่ยังคงอยูโดย

คำนวณจากกราฟมารตรฐาน

) นอกจากนั้นยังทดสอบกิจกรรมเอนไซมที่ยังคงอยู หลังจากที่บมเอนไซมใน 100 mM phosphate buffer pH 

6.0  อุณหภูมิ 50 ˚C โดยที่ไมเติมสับสเตรทที่ชวงเวลาตางๆ ดังนี้  0 นาที, 30 นาที, 3 ชั่วโมง, 1 วัน, 2 วัน, 4 วัน และ5 

วัน

การวัดกิจกรรมเอนไซมโดยใช colloidal chitin

) การวัดกิจกรรมเอนไซมไคติเนสโดยใช colloidal chitin เปนสับสเตรท  ในปฏิกิริยาประกอบดวย 10 mg/mL 

colloidal chitin 300 µl ละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 6.0  75 µl  แลวบมเปนเวลา 30 นาที   

(ที่อุณหภูมิ 37˚C หรือ 50˚C )  จากนั้นเติมเอนไซม 0.1 mg/mL 25 µl  แลวบมตอที่อุณหภูมิ 37oC หรือ 50oC เปน

เวลา 30 นาที และ 10 นาที ตามลำดับ   และหยุดปฏิกิริยาดวยการตมที่อุณภูมิ 100 ˚C   เปนเวลา 10 นาที  จากนั้น

กำจัดตะกอนไคตินที่ยังเหลืออยูดวยการ โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงหนีศูนยกลาง ความเร็ว 12,000 g  เปนเวลา 5 นาที  

แลวเก็บสารละลายสวนใสไปวิเคราะหปริมาณน้ำตาลรีดิวซิ่ง   โดยใชสารละลายสวนใส 100 µl ผสมกับ 3,5-

didinitrosalicylic acid (DNS)  แลวตมที่อุณหภูมิ 100 ˚C  เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นทำใหเย็นโดยแชในน้ำแข็ง  แลว

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm โดยใชกราฟมาตรฐานที่มีการแปรผันความเขมขนของ N-acetylglucosamine (NAG 

หรือ G1)  หรือ (di-N-acetyl chitobiose หรือ G2)  

การตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย

) ทำการ inoculate เชื้อราลงตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อ (NY media) พรอมกับ inoculate เชื้อแบคทีเรียลงบนจาน

เลี้ยงเชื้อ ๒ ฝงของจานเลี้ยงเชื้อ นำจานเลี้ยงเชื้อไปบมไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อีกเปนเวลา 3 วัน จึงนำมา

ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการโต

การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา

การจำแนกดวยวิธีทางโมเลกุล

) ทำการเพิ่มจำนวนยีนสำหรับ 16sRNA ดวย primer)fD1 (5’ -AGAGTTTGA TCCTGGCTCAG-

3’) และ rP2 (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) ดวยวิธีการ PCR โดยใช Taq DNA polymerase จากนั้นนำชิ้น 

DNA ที่ไดไปโคลนเขา pGEM-T easy vector แลวสง 3 clone ไปวิเคราะหลำดับเสน DNA โดยใช Automated DNA 

sequencing ที่บริษัท Macrogen ประเทศ เกาหลีใต

การจำแนกดวยวิธีการทางชีวเคมี

) ขั้นตอนนี้ทำไดโดยการสงเชื้อไปวิเคราะหที่ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว)
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ผลการทดลอง

๑. การโคลน การผลิต และการวิเคราะหโครงสรางเอนไซมไคติเนส (ChiA) จากเชื้อ Bacillus licheniformis 

) ยีน chiA จาก B.licheniformis สายพันธ DSM8785 ถูกโคลนโดยใชขอมูลจากลำดับจีโนมของ 

B.licheniformis สายพันธ DSM13 (GenBank ลำดับผนวกหมายเลข AAU21943) (18) สองยีนนี้มีความคลายคลึง

กันเปนอยางมาก (ความเหมือนกันรอยละ 99) มีคูเบสที่แตกตางกันเพียงหาคู และมีความแตกตางกันที่กรดอะมิโน

เพียงสามตัว คุณสมบัติของโปรตีนไคติเนสทั้งสองตัวโดยทั่วไปมีความคลายคลึงกัน อยางไรก็ตามกิจกรรมการ

ทำงานของเอนไซมที่มีความจำเพาะและระดับการแสดงออกของ ChiA จากสายพันธ DSM8785 มีระดับที่ดีกวาเล็ก

นอย (19) ลำดับ DNA ของยีนของโปรตีนไคติเนส (chiA) จาก B.licheniformis DSM8785 ถูกนำไปเก็บไวที่ฐาน

ขอมูลของ GenBank (ลำดับผนวกหมายเลข FJ465148) 

) ผลการศึกษาคุณสมบัติ โปรตีนไคติเนส(ChiA) จาก B.licheniformis พบวาอยูใน glycosyl hydrolase หมวด

หมูที่ 18  ตามวิธีการจัดระบบของ CAZy (Carbohydrate-Active EnZymes) (20) หมวดหมูนี้ประกอบดวยเอนไซมที่

มี Glyco_hydro_tim หรือ TIM barrel glycosyl hydrolase เปน องคประกอบ อาทิเชน alpha amylase, mannanase 

และ cellulose  โครงสรางของเอนไซมที่ประกอบดวยสวน N-terminal ที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา สวน fibronectin type 

III(FnIII)-like domain และ สวน C-terminal chitin binding domain(ChBD)

) จากการเปรียบเทียบของลำดับกรดอะมิโนของ B. licheniformis ChiA กับโปรตีนไคติเนสอื่นๆ พบวา N-

terminal catalytic domain ของ B. licheniformis ChiA (pFchi8785) มีความเหมือนกับเอนไซมอื่นๆ ในกลุมดังนี้  

catalytic domain(CatD) ของโปรตีนไคติเนสเอ 1 (ChiA1) จาก Bacillus circulans WL-12 (รอยละ48.80); (ChiB1) 

จาก Aspergillus fumigates (รอยละ24.79); โปรตีนไคติเนสจาก Coccidioides immitis ซึ่งเปนเห็ดราที่ทำใหเกิดโรค 

(รอยละ23.42); โปรตีนไคติเนสบี(ChiB) จาก Serratia marcescens (รอยละ22.42) ; human chitotriosidase (รอย

ละ21.05%); โปรตีนไคติเนสเอ(ChiA) จาก Vibrio harveyi (รอยละ22.28), โปรตีนไคติเนสเอ(ChiA) จาก Serratia 

marcescens (รอยละ19.80) และ acidic mammalian chitinase (รอยละ18.74)  ดังแสดงในรูปที่ ๑ ดานลาง  สวน

โครงสรางของเอนไซมแบบ ๓ มิติ แสดงดังรูปที่ ๒

) สวนผลการทดลองที่เกี่ยวกับรายละเอียดเกี่ยวกับการผลิตเอนไซม และกิจกรรมเอนไซมของโคลนที่ได ได

รายงานไวแลวในรูปแบบ การตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ ดังนี้

)Songsiriritthigul, C., Lapboonrueng, S., Pechsrichuang, P., Pesatcha, P., Yamabhai, M., 2010. 

Expression and characterization of Bacillus licheniformis chitinase (ChiA), suitable for bioconversion of 

chitin waste. Bioresour Technol, 101, 4096-103.
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 รูปท ี่๑  รูปแสดงลำดับกรดอะมิโนของเอนไซม chitinase จากเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ 
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รูปที่ ๒  รูปแสดงโครงสราง ๓ มิติของเอนไซม chitinase จากเชื้อ Bacillus licheniformis ในโครงการวิจัยนี้ 

๒. การผลิต  การทำใหบริสุทธิ์ และการวิเคราะหคุณสมบัติ เอนไซมไคติเนส (ChiA) จากเชื้อ Bacillus licheniformis 

) ยีนของเอนไซม chitinase จากเชื้อ Bacillus licheniformis ในโครงการวิจัยนี้ ถูกโคลนอยูใน vector pMY202 

ในลักษณะ ที่มี E. coli OmpA เปนตัวชักนำใหหลั่งออกนอกเซลล โดยใหเชื่ออยูกับสวนปลาย  N-terminal ของ

เอนไซม สวนทางดาน C-terminal เชื่อมอยูกับ  hexahistidine เพื่อใหทำบริสุทธิ์ไดงายดังรูปที่ ๓
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E. coli ompA signal peptide !

Catalytic domain !

Chitin binding domain !

Fibronectin type III (FNIII) domain!

Hexa-histidine tag !

MKKTAIAIAVALAGFATVAQAFVMLLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGR

DFQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENGVIDAPNGTIV

MGDPWIDAQKANPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAA

DPAARENFAASAVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRK

KLDAAEAKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAH

NAPLFYDPKAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRGWSGCEPGG

HGEYQKCGPAKEGTWEKGVFDFSDLERNYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFIT

YDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPSSA

PVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEYVVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYS

FTVSAKDADGKLHAGPTVEVTTNSDQACSYDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEAKWWT

KGDRPDQPGEWGVWRLIGGCEHHHHHH !

รูปที่ ๓  ผังแสดงโครงสรางของ recombinant chitinase จากเชื้อ Bacillus licheniformis DSM 8785 ในการวิจัยนี้

การผลิตและทำใหบริสุทธิ์

) จากการศึกษาพบวาสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ทำใหบริสุทธิ์ไดดี โดยสามารถผลิตเอนไซมไดโดย

เฉลี่ยประมาณ 20 mg จากอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ ๑ ลิตร ซึ่งถือวาคอนขางสูงเมื่อเทียบกับการผลิตในระบบอื่นที่เคยมี

รายงานมา (2)  นอกจากนั้นแลว ยังสามารถทำใหเอนไซมมีความบริสุทธิ์สูง โดยดูจากผล SDS-PAGE และ การวิเคราะห

ดวย HPLC ดังรูปที่ ๔  
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รูปที่ ๔  รูปแสดงเอนไซม จากเชื้อ Bacillus licheniformis DSM 8785 ในการวิจัยนี้ ที่ไดทำใหบริสุทธิ์แลวจากการ

วิเคราะหดวย SDS-PAGE และ HPLC

) ผลจากการวิเคราะหขนาดของเอนไซมบริสุทธิ ์ดวยวิธี SDS-PAGE และ HPLC พบวาเอนไซมมีขนาด 66 

และ 63.876 กิโลดาลตัน ตามลำดับ  ซึ่งคานี้ใกลเคียงกับคาทางทฤษฎีของเอนไซมในธรรมชาติ (wild type) ที่มีขนาด 

66.801 กิโลดาลตัน ซึ่งคำณวนโดยการใชโปรแกรม Scansite

) สวนผลการทดลองที่เกี่ยวกับรายละเอียดเกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซมบริสุทธิ์นั้น ไดรายงานไว

แลวในรูปแบบ การตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ ดังนี้

)Songsiriritthigul, C., Lapboonrueng, S., Pechsrichuang, P., Pesatcha, P., Yamabhai, M., 2010. 

Expression and characterization of Bacillus licheniformis chitinase (ChiA), suitable for bioconversion of 

chitin waste. Bioresour Technol, 101, 4096-103.

๒. การศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา
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 ถึงแมจะเคยมีรายงานการตีพิมพความสามารถในการยับยั้งเชื้อราโดยเอนไซมจากเชื้อ Bacillus 

lichemiformis มากอนหนานี้ แตเปนที่นาผิดหวังวาจากการทดลองทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา 

เอนไซม ChiA1 จากเชื้อ B. licheniformis DSM8785 จากการทดลองนี้ มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราไดเพียง

เล็กนอยเทานั้น ดังแสดงในรูปที่ ๕ ดานลาง

H
2
O!

ChiA1!

Man13!

รูปที่ ๕ ผลแสดงความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Didymella bryoniae

จากรูปแสดงตัวอยางความสามารถในการยับยั้งเชื้อ Didymella bryoniae จากรูปจะเห็นไดวาเอนไซม ChiA1 

สามารถยับยั้งการโตของเชื้อราไดเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อเทียบกับ น้ำบริสุทธิ์ หรือ เอนไซม Mannanase (Man13)

๓. การคนพบและการจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย ที่ีมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรากอโรคในพืช โดยบังเอิญ


) ในระหวางที่ผูชวยวิจัยกำลังทำการตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการโตของเชื้อราที่กอโรคในพืชของ

เอนไซม  ChiA อยูนั้น  นักวิจัยบังเอิญตรวจพบเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนอยูบนจานเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีฤทธิ์ในการตอตาน

การเจริญเติบโตของเชื้อราไดดีมาก  ดังแสดงในรูปที ่๖ (ศรชี้)  ผูวิจัยจึงตัดสินใจนำเชื้อรานี้มาทำการคัดแยกตอจน

เปนโคโลนีเดี่ยว แลวนำไป วิเคราะหเอกลักษณดวย วิธีการทางชีวเคมี และวิธีการทางอณูคือการตรวจสอบลำดับเบส

ของยีน 16s rRNA โดยผลการตรวจสอบโดย DNA แสดงสรุปดังรูปที ่๗  ซึ่งเปนภาพแสดงผลการวิเคราะห ลำดับ
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เบสของ ยีน 16s RNA รูปดานซายคือ DNA จากการทำ PCR มีขนาดประมาณ 1,500 bp ซึ่งไดถูกนำมาโคลนเขา 

pGEM-T Easy vector กอนจะนำไปวิเคราะหลำดับเสน DNA ภาพดานขวาคือ ผลการตรวจสอบวาชิ้น DNA ไดถูก

โคลนเขาไปเรียบรอย โดยดูจากการยอยดวยเอนไซม EcoRI โดยไดทำการวิเคราะห DNA ทั้งจาก ๓ plasmid ซึ่งไดผล

เหมือนกันทั้งหมด

) ผลการวิเคราะหแสดงวาเชื้อแบคทีเรียนี้อยูในกลุม Bacillus subtilis  ซึ่งผลการตรวจสอบนี้ตรงกับผลที่ได

จากการวิเคราะหทางชีวเคมี (แสดงในภาคผนวก) ซึ่งแสดงวาเปนเชื้อในกลุม Bacillus subtilis/amyloliquefaciens   

ดังนั้นผูวิจัยจึงสรุปวา เชื้อตัวใหมทีี่คัดหามาไดดวยความบังเอิญนี้คือ Bacillus subtilis และไดตั้งชื่อ strain วา MY-1  

ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุมที่ผูวิจัยตองการจะคัดหาอยูแลว

)

รูปที่ ๖  ภาพแสดงเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อรา ซึ่งถูกคนพบโดยบังเอิญ (ศรชี้)  
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รูปที่ ๗ รูปดานซายคือ DNA จากการทำ PCR มีขนาดประมาณ 1,500 bp รูปตรงกลางดานบนคือ pGEM-T Easy 

vector ซึ่งใชในการโคลน PCR product กอนจะนำไปวิเคราะหลำดับเสน DNA รูปตรงกลางดานลางคือตัวอยางผล

การวิเคราะหลำดับเสน DNA ดวยเครื่องวิเคราะหลำดับเบสอัตโนมัติที่แสดงดวยโปรแกรม  Mac Vector ภาพดาน

ขวาคือ Agarose gel electrophoresis ของการวิเคราะห DNA ทั้งจาก ๓ plasmid ซึ่งไดผลเหมือนกันทั้งหมด

๔. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรีย Bacillus subtilis MY-1 ตัวใหม ที่ีมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรากอโรคในพืช 

) หลังจากที่ไดยืนยันเอกลักษณเชื้อแบคทีเรียที่คนพบใหมแลว จึงไดทำการตรวจสอบอีกครั้งหนึ่งเพื่อยืนยัน

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา โดยไดทำการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อราที่เปนปญหาตอพืชเศรษฐกิจ ที่

สำคัญในประเทศไทย ๒ ชนิด คือ เชื้อ Didymella bryoniase และเชื้อ Aspergillus niger  โดยไดตรวจสอบเทียบกับ

เชื้อ Bacillus อีก ๓ ชนิดที่มีอยูในหองปฏิบัติการคือ B. licheniforms DSM8785  B. licheniforms DSM13 และ  B. 

subtilis 168  ผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ ๘

รูปที่ ๘   ภาพแสดงความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา
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ขอวิจารณ 

) ผูวิจัยประสบความสำเร็จเปนอยางดีในการผลิตเอนไซม  recombinant  chitinase จากเชื้อ Bacillus 

licheniformis โดยใชระบบการแสดงออกใน E. coli โดยสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณสูง และมีคุณสมบัติโดย

ทั่วไปดี คือ ทนความรอนที่ 50˚C และมีชวงการทำงานที่ pH กวางคือที่ pH 4.0 - 9.0  จึงเปนเอนไซมที่มีคุณสมบัติ

ทางกายภาพเหมาะสมที่จะนำไปใชเปนสารชีวภาพ ในการกำจัดและปองกันเชื้อรา  แตอยางไรก็ตาม จากการตรวจ

สอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราที่มีความสำคัญกับพืชเศรษฐกิจของประเทศ ๒ ชนิด พบวาเอนไซมนี้สามารถ

ยับยั้งไดเพียงเล็กนอยเทานั้น จึงไมนาสนใจที่จะนำพาพัฒนาเพื่อใชเปนสารฉีดพนในการกำจัดโรคพืชตอไป เหตุที่

ความสามารถในการยับยั้งมีนอยนั้น อาจเปนเพราะสวน chitin binding domain (CDB) ไมสามารถจับกับ chitin ที่

ประกอบเปนสวนผนังเซลล ของเชื้อราทั้ง ๒ ไดดีพอ  จากการสืบคนผลงานวิจัยตางๆ คิดวา เอนไซม chitinase จาก

พืชนาจะมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อไดดีกวา หากตองการใชในรูปแบบ เอนไซมบริสุทธิ์  เพราะโครงสรางในสวน 

CDB จะเขาจับกับ chitin ที่ประกอบเปนสวนผนังเซลล ของเชื้อราไดดีกวา อยางไรก็ตามระบบการแสดงออกของ

เอนไซมไคติเนสที่ไดพัฒนาขึ้นนี้ จะมีประโยชนในการผลิต และทำบริสุทธิ์เอนไซมชนิดอื่นที่อาจมีคุณสมบัติดีกวา

ตอไป  และอาจใชเปนตัวตั้งตน รวมกับเอนไซมอื่นๆ ในการพัฒนาเอนไซมเพื่อการกำจัดเชื้อราดวยเทคโนโลยีการ

กำกับวิวัฒนาการ (directed evolution) ได 

) ในสวนการคนพบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis MY-1 ตัวใหมที่สามารถยับยั้งเชื้อรากอโรคในพืชทั้ง ๒ 

ชนิดไดอยางดีนั้น ถือเปนความโชคดีโดยบังเอิญ (serendipitous) ที่ไมไดเกิดขึ้นบอยนัก  ผูวิจัยคาดวาสาเหตุการปน

เปอนเชื้อราตัวนี้ เกิดจากมาตรฐานหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพของ มทส ที่คอนขางต่ำ และความแออัดยัดเยียด 

โดยเฉพาะหองปฏิบัติการของขาพเจานั้น ตั้งอยูใกลกับหองปฏิบัติการของกลุมวิจัยที่ทำการศึกษากลุมจุลินทรียใน

ดินที่สามารถยับยั้งเชื้อราได จึงมีโอกาสเกิดการปนเปอนไดสูง  อยางไรก็ตามไดสอบถามกับกลุมวิจัยขางเคียงนี้แลว 

ไมพบวามีการคนพบแบคทีเรียตัวนี้ จึงถือเปนการคนพบใหมในหองปฏิบัติการของขาพเจาเอง  ถึงแมวาการปน

เปอน (contamination) นั้น มักกอใหเกิดปญญหากับการวิจัย แตในกรณีนี้ กลับกอใหเกิดคุณคาอยางยิ่ง ดังนั้นหาก

มองอีกมุมหนึ่ง ปญหาที่ยุงยาก ก็อาจนำไปสูการคนพบสิ่งใหมๆ ที่นาสนใจได  ซึ่งสิ่งเหลานี้ จะเปนบทเรียนที่ดี และ

เปนกำลังใจในการทำงานของนักวิจัย ในสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอไป

) อยางไรก็ตามเนื่องจากงบประมาณจำกัด ผูวิจัยจึงตองหยุดโครงการนี้ไวเพียงเทานี้ เชื้อ Bacillus subtilis 

MY-1 ไดถูกเก็บไวที่ -80˚C เพื่อรอคอยโอกาสที่จะไดรับการศึกษาวิเคราะหตอไป เมื่อมีปจจัยตางๆ พอเพียง ซึ่งอันที่

จริงแลว เนื่องจากเชื้อในกลุม Bacillus subtilis สวนใหญมีความปลอดภัยสูง และไมกอใหเกิดโรค จึงอาจนำมา

พัฒนาเปนสารชีววัตถุสำหรับปองกัน และรักษาโรคเชื้อราในพืชได อีกทั้งยังนาสนใจที่จะทำการศึกษาตอวา สาร

ชีวภาพหรือเอนไซมใดจากเชื้อนี้ที่มีฤทธิ์ในการตอตานเชื้อรา
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สรุป และขอเสนอแนะ

) เอนไซม ไคติเนส ๒ ชนิด จากเชื้อ บาซิลัส ไลเคนนิสฟอรมิส ดีเอสเอ็ม ๑๓ และ ๘๗๘๕ ถูกผลิตขึ้นมาไดใน

ปริมาณสูง จากการใชระบบการแสดงออกของเชื้อแบคทีเรีย อี โคไล เอนไซมทั้ง ๒ มีคุณสมบัติทางกายภาพดี คือทนความ

รอนที่ ๕๐ องศาเซลเซียส และ สามรถทำงานไดที่คาความเปนกรดดางกวาง หากแตมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราที่่่

กอโรคในพืช ๒ ชนิดได ต่ำมาก  อยางไรก็ตามในระหวางกระบวนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราโดย

เอนไซมทั้ง ๒ นี้บนจานวุนเลี้ยงเชื้อชนิด เอนวาย นั้น ผูวิจัยบังเอิญโชคดี สามารถคัดหาเชื้อแบคทีเรีย ที่มีความ

สามารถในการยับยั้งเชื้อราไดดีมาก  ผลการวิเคราะหเพื่อจำแนกชนิด ดวยวิธีทางชีวเคมี และการวิเคราะหลำดับเสน 

ดีเอนเอ ของยีน ๑๖ เอส อารเอนเอ พบวาเปนเชื้อ บาซิลัส สับชิลิส ตัวใหม จึงตั้งชื่อทายสกุลวา มาย๑  จากนั้นจึงได

ทำการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลความสามารถในการยับยั้งเชื้อรากอโรคในพืชที่สำคัญ ๒ ชนิดคือ แอสเพอรจิลัส 

ไนเจอร และ ไดดีเมลลา ไบรโอนิเอ บนจานเลี้ยงเชื้อชนิด เอ็น เอ โดยเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ บาซิลัส สับชิลิส และ 

บาซิลัส ไลเคนนิสฟอรมิส ตัวอื่นๆ ที่มีในหองปฏิบัติการแลว ไมพบวามีเชื้อใดที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราได 

) ดังนั้น ผูวิจัยจึงจะเก็บเชื้อนี้ไวทดสอบตอไปเมื่อมีเงินทุนวิจัยเพิ่มเติม เพราะอาจใชเชื้อนี้ในการเปนตัว

ควบคุมทางชีวภาพได นอกจากนั้นแลวยังนาสนใจที่จะคนหาโครงสรางสารที่ออกฤทธิ์ตานเชื้อราดวย  ผลงานวิจัย

จากโครงการนี้ไดถูกนำเสนอในงานประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ นอกจากนั้นแลว ผูวิจัย ยังไดนำผลจากการ

คนควาขอมูลในระหวางการดำเนินการวิจัยสวนหนึ่งมาเขียนเปนบทความวิชาการปริทรรศไดอีก ๑ เรื่องดวย
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doctoral research ที่ หองปฏิบัติการของ Prof. Dr. Richard G.W. Anderson ณ. University of Texas, Southwestern 

Medical Center, Dallas และในป พ.ศ. ๒๕๔๖-๒๕๔๗ ไดรับทุน Alexander von Humboldt Fellowship ไปทำการ

วิจัยที่หองปฏิบัติการของ  Prof. Dr. Kai Simons ณ. Max Planck Insititute for Molecular Biology and Genetics กรุง 

Dresden ประเทศ สหพันธรัฐเยอรมัน  สมรสกับ ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เมื่อวันที่ ๑๖ สิงหาคม ๒๕๔๗ และมีบุตร 

๑ คน ชื่อ ดญ. ฐานิกา ยมาภัย หาลทิช  ปจจุบันเปนรองศาสตราจารย และหัวหนาสาขาวิชาเทคโนโลยชีวภาพ สำนัก

วิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี งานวิจัยในปจจุบันเปนงานดานเทคโนโลยีชีวภาพเชิงอณู 

(molecular biotechnology) มุงเนนการใชเทคโนโลยีเฟจ (phage display technology) และ เทคนิคอณูวิวัฒนาการ 

(molecular evolution) ในงานทางวิศวกรรมแอนติบอดี (antibody engineering) และวิศวกรรมเอนไซม (enzyme 

engineering) จนถึงปจจุบันมีผลงานวิจัยที่ไดรับการยอมรับการตีพิมพในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติ ๓๔ 

เรื่อง เปนอาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลักของมหาบัณฑิต ๔ คน และดุษฎีบัณฑิต  ๔ คน และเปนหัวหนา

โครงการวิจัยทั้งหมด ๒๑ โครงการ แลวเสร็จ ๑๖ โครงการ

ที่อยูที่สามารถติดตอได

h สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร

         h มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

         h ถ. มหาวิทยาลัย อ. เมือง จ. นครราชสีมา ๓๐๐๐๐

           h โทร ๐๔๔ ๒๒๔๑๕๒-๔ ๒๒๔๒๓๔ หรือ ๒๔๔๓๘๘ โทรสาร ๐๔๔ ๒๒๔๑๕๐

          hEmail: montarop@g.sut.ac.th

61

mailto:montarop@g.sut.ac.th
mailto:montarop@g.sut.ac.th

	Chitin Rev Mar.Drugs2010-12-36.pdf
	Chitin Research Revisited
	Feisal Khoushab and Montarop Yamabhai *
	* Author to whom correspondence should be addressed; E-Mail: montarop@g.sut.ac.th;  Tel.: +66-44-224152-4; Fax: +66-44-224150.
	1. Introduction
	2. Source
	3. Structure
	4. Chitin Biosynthesis
	5. Chitinolytic Enzymes
	6. Chitin Binding Proteins
	7. Genetic Engineering Approach to Produce Chitin
	8. Chitin and Evolution
	9. Applications
	9.1. Immunology
	9.2. Hemostasis and Wound Healing
	9.3. Scaffold for the Regeneration of Tissue
	9.4. Neuro-Tubes Guided Nerve Regeneration
	9.5. Blood Cholesterol Control
	9.6. Drug Delivery Carriers
	9.7. Antioxidant
	9.8. Antimicrobial Activity
	9.9. Gene Therapy
	9.10. Food Technology
	9.11. Agriculture
	9.12. Bio-Nanotechnology
	9.13. Capacitor and Electrolyte
	9.14. Heavy Metals and Other Pollutants Removal
	9.15. Intelligent Materials or Composites
	9.16. Energy Production: An Emerging Application
	10. Chito-Oligosaccharides and Their Applications
	11. Conclusion and Future Perspectives
	FK and MY are supported by Suranaree University of Technology (SUT) and International Foundation for Sciences (IFS). We would like to thank Kenneth J. Haller for his critical reading of the manuscript and Julian David Pieniazek for proofreading. Moreo...
	References




