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Chitosanases (Csn) are enzymes that catalyse the hydrolysis of β-1,4 glycosidic 

bond of chitosan. One of the most important applications of chitosanases is for the 

bioconversion of chitosan into chitooligosaccharides (COS), which have various 

applications in  medical, agricultural, or food industries. The objectives of this study 

were to clone, express, purify, and  characterize  the recombinant chitosanase from 

Bacillus subtilis 168.  Two forms of recombinant chitosanase (Csn) were constructed 

by PCR-based cloning into pMY202 expression vector and overexpressed in  Escherichia 

coli (E. coli) to compare the secretion efficiency and specific activity.  For the first 

construct (CsnOmpApMY202), the native signal peptide of B. subtilis Csn was 

replaced with that of E. coli OmpA signal peptide by sub-cloning the DNA inserts 

into HindIII and BglII sites of  the expression vector (OmpA-Csn). For the second 

construct (CsnNativepMY202), the native signal peptide was retained by sub-cloning 

the entire gene of B. subtilis Csn into NdeI and BglII sites of pMY202 vector (Native-

Csn). Both of the recombinant Csn constructs were fused with C-terminal deca-

histidine tag to facilitate one-step affinity purification using immobilized metal 

affinity chromatography (IMAC). The gene was overexpressed in E. coli  TOP10  

under the control of tac promoter. The  specific activities of both recombinant  
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enzymes in three different compartments, i.e., cytoplasm, periplasmic space, and 

culture  broth were analyzed. Our result demonstrated that the yield and specificity of 

the recombinant OmpA-Csn were higher than those of Native-Csn in all three 

compartments. Most importantly, at 20 h after induction, the amount of OmpA-Csn 

that was secreted into the culture broth was approximately 5-fold higher than that 

obtained from Native-Csn. Therefore, the construct CsnOmpApMY202 was used for 

the subsequent experiments. The enzyme was overexpressed by induction with 0.1 

mM IPTG, and purified to homogeneity by Ni-NTA affinity column chromatography, 

and characterized. A total activity of approximately 45,000 U from culture supernatant 

and 12,000 U from cell lysate (periplasmic and cytosol) could be obtained from 1-L 

shake flask cultures. The specific activity of the purified enzyme when using low MW 

chitosan as substrate was 904.8 units/mg. The optimal pH of the enzyme was between 

pH 5.0-6.0, whereas the optimal temperature was between 40-50 ˚C. The recombinant 

Csn was stable within pH 2-11 after incubation for 3 hr, and within pH 2-9 after 

incubation for 24 hr, at 30˚C. In an absence of substrate, the enzyme was stable up to 

40oC for 30 min, and completely inactivated at 50oC. However in the presence of 

substrates, the enzyme was thermostable with a half-life time of activity (τ1/2) of 

approximately 19 hr at 50˚C and pH 5.5. Analysis of hydrolytic products by thin layer 

chromatography (TLC) revealed that the recombinant B. subtilis chitosanase is an 

endo-chitosanase that prefers substrate longer than G3. Analysis of hydrolytic 

products using various types of chitosan by thin layer chromatography indicated that 

the enzyme could be used efficiently for the production of various lengths of 

chitooligosaccharides, ranging from dimer to hexamer (G2-G6). In conclusion, this 

research reports an efficient E. coli expression system for the expression, secretion, 
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and purification of a relatively thermo- and pH stable chitosanase from B. subtilis, 

suitable for various biotechnological applications. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

School of  Biotechnology  Student’s Signature _________________ 

Academic Year  2011 Advisor’s Signature_________________ 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                   

   IV

พรศิริ  เพชรศรีชวง : การผลิต และศึกษาคณุสมบัติของไคโตซานเนสจาก บาซิลลัส  
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 เอนไซมไคโตซานเนส  คือเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิค
ของไคโตซานในสภาวะที่มีน้ํา    การประยุกตใชเอนไซมไคโตซานเนสที่สําคัญที่สุดประการหนึ่ง
คือการใชยอยไคโตซานดวยวิธีทางชีวภาพ ใหเปนไคโตโอลิโกแซคคาไรด หรือ คอซ  ซ่ึงสามารถ
นํามาใชประโยชนในดานตางๆไดอยางหลากหลาย  ทั้งทางดานการแพทย การเกษตร การอาหาร 
วัตถุประสงคของการศึกษาวิจัยนี้คือ การโคลน การแสดงออก การทําใหบริสุทธิ์  และการศึกษา
คุณสมบัติของเอนไซมไคโตซานเนส จากบาซิลลัส สับติสิส (Bacillus subtilis) สายพันธุ  ๑๖๘  
ที่สรางขึ้นจากการดัดแปลงพันธุกรรม  โดยในขั้นแรกเอนไซมไคโตซานเนสที่เกิดจากการดัดแปลง
พันธุกรรมนี้ ถูกสรางขึ้นมาเปนสองรูปแบบ เพื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติในการปลดปลอยเอนไซม
ออกสูภายนอกเซลล  การสรางเอนไซมทําโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพีซีอารในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  
แลวจึงโคลนยีนเขาสูดีเอ็นเอพาหะ   ชื่อวา  pMY202     เพื่อใหสามารถแสดงออกไดในแบคทีเรีย 
เอสเชอริเชีย โคไล หรือ อี. โคไล (Escherichia coli : E. coli)  เอนไซมรูปแบบแรก (CsnOmpA 

pMY202)  สรางขึ้นโดยตัดเปปไทดสงสัญญาณของไคโตซานเนสที่ใชในบาซิลลัส สับติลิส ออก 
แลวแทนที่ดวยเปปไทดสงสัญญาณของ อี. โคไล ชื่อวา OmpA    จากนั้นโคลนชิ้นยีนเขาสูดีเอ็นเอ
พาหะที่ตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ BglII   เรียกเอนไซมที่ผานการดัดแปลง
พันธุกรรมนี้วา OmpA-Csn  สําหรับการสรางเอนไซมในรูปแบบที่สอง (CsnNativepMY202)  สราง
โดยการโคลนยีนไคโตซานเนสที่ยังมีเปปไทดสงสัญญาณของ บาซิลลัส สับติลิส อยู  เขาสูดีเอ็นเอ
พาหะ pMY202 ที่ตําแหนงของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BglII   เรียกเอนไซมที่ผานการ
ดัดแปลงพันธุกรรมนี้วา Native-Csn ซ่ึงเอนไซมไคโตซานเนสทั้งสองรูปแบบสามารถแยกให
บริสุทธิ์ไดในขั้นตอนเดียว  ดวยวิธีการโครมาโตกราฟฟคอลัมนแบบจับจําเพาะกับโลหะที่ตรึงอยูกับ
ที่ (IMAC)    เนื่องจากมีกรดอะมิโนฮิสทิดีนจํานวนสิบโมเลกุลตออยูที่ปลายคารบอกซีของโปรตีน  
จากนั้นยีนไคโตซานเนสไดถูกทําใหแสดงออกเปนจํานวนมากใน อี. โคไล สายพันธุทอปเทน   แลว
ทําการวิเคราะหกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมทั้งสองรูปแบบที่สกัดจากสามสวนคือ ไซโตพลาสซึม 
บริเวณชองวางระหวางผนังเซลล และในน้ําเลี้ยงเชื้อ ผลการทดลองพบวาปริมาณเอนไซมและ
กิจกรรมจําเพาะของ OmpA-Csn สูงกวา Native-Csn ในทั้งสามสวน  โดยเฉพาะอยางยิ่งหลังจาก
เหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกเปนเวลา  ๒๐  ชั่วโมง  OmpA-Csn    สามารถถูกปลดปลอยออกมา 
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สูภายนอกเซลลแบคทีเรียไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อไดมากกวา Native-Csn ประมาณ ๕ เทา  ดังนั้นจึง
เลือกใช CsnOmpApMY202 ในการทดลองขั้นตอไป    โดยจากการหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตพบวา  OmpA-Csn   ถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณมากที่สุด เมื่อใช 
IPTG ความเขมขน ๐.๑ มิลลิโมลาร และกระตุนใหแสดงออกเปนเวลา ๒๐ ชั่วโมง  จากนั้นไดทํา
การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการโครมาโตกราฟฟคอลัมนแบบจับจําเพาะ (Ni-NTA)  ผลจาก
การวิเคราะหความสามารถในการทํากิจกรรมของเอนไซม  พบวาเมื่อทําการเลี้ยงเซลล อี. โคไล ที่มี
ยีนไคโตซานเนส ในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ ๑ ลิตร  ใหกิจกรรมเอนไซมจากน้ําเล้ียงเชื้อประมาณ 
๔๕,๐๐๐ หนวย และในสารสกัดจากเซลลประมาณ ๑๒,๐๐๐ หนวย  คากิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซมบริสุทธิ์มีคา ๙๐๔.๘ หนวยตอมิลลิกรัมเอนไซม   คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ
ทํางานของเอนไซมอยูในชวง ๕ ถึง ๖ ขณะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวงอุณหภูมิ ๔๐ ถึง ๕๐ 

องศาเซลเซียส สวนเสถียรภาพของเอนไซม   พบวาเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภูมิ ๓๐ องศาเซลเซียส 
เอนไซมสามารถทนตอคาความเปนกรดเปนดางไดในชวงคาความเปนกรดดาง  ๒ ถึง ๑๑ เปนเวลา  
๓ ชั่วโมง และที่คาความเปนกรดดาง ๒ ถึง ๙ เปนเวลา ๒๔ ช่ัวโมง  สวนเสถียรภาพของเอนไซมที่
อุณหภูมิตางๆ พบวาเอนไซมมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิ ๔๐ องศาเซลเซียส เปนเวลา ๓๐ นาที และถูก
ยับยั้งกิจกรรมโดยสมบูรณที่อุณหภูมิ ๕๐ องศาเซลเซียส  อยางไรก็ตาม เมื่อบมเอนไซมกับสารตั้ง
ตน เอนไซมจะมีความทนตออุณหภูมิสูงขึ้น โดยมีคาครึ่งชีวิตที่ประมาณ ๑๙ ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ ๕๐ 
องศาเซลเซียส   และคาความเปนกรดดาง ๕.๕  จากการศึกษาผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยาการยอย
สลายในสภาวะที่มีน้ําของเอนไซมดวยวิธีโครมาโตกราฟฟแบบแผนบาง (TLC)  พบวาไคโตซาน
เนสจาก  บาซิลลัส สับติสิส ที่ผานการดัดแปลงพันธุกรรม เปนเอนไซมที่ตัดจากภายใน และมี
ความจําเพาะตอไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่มีสายยาวมากกวา ๓ หนวยยอย (G3)   ทั้งนี้จากการศึกษา
ความสามารถในการยอยสลายเมื่อใชไคโตซานชนิดตางๆ เปนสารตั้งตนนั้น พบวาเอนไซมมี
ประสิทธิภาพในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรดในชวงความยาว ๒ ถึง ๖ หนวย (G2-G6)    ดังนั้น
จึงเห็นไดวา   งานวิจัยนี้ไดแสดงถึงประสิทธิภาพในการใชระบบการแสดงออกของยีนใน อี. โคไล
เพื่อการผลิตเอนไซมที่มีประสิทธิภาพสูง  รวมทั้งยังแสดงถึงประสิทธิภาพในการใชระบบนี้ในการ
หล่ังเอนไซมที่ตองการออกสูภายนอกเซลล และวิธีที่มีประสิทธิภาพในการแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์   
ซ่ึงเอนไซมไคโตซานเนสที่สรางจากการดัดแปลงทางพันธุกรรมนี้มีคุณสมบัติที่คอนขางทนตอ
อุณหภูมิ และคาความเปนกรดเปนดางสูงจึงความเหมาะสมตอการประยุกตใชในงานทาง
เทคโนโลยีชีวภาพดานตางๆ ตอไป 
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