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1. บทนํา

บทนําตนเรื่อง

ระบบไคติโนไลติก (chitinolytic system) เปนระบบเอนไซมที่พบในสิ่งมีชีวิต
หลายชนิด ซึ่งประกอบดวยเอนไซม 2 ชนิด คือ เอนไซมไคติเนส (chitinase)  และ      
ไคโตไบเอส (chitobiase) หรือเอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส (N-acetyl-
glocosaminidase, NAGase)    ระบบไคติโนไลติกมีบทบาทสําคัญในการยอยสลาย 
ไคติน (chitin) ในธรรมชาติ  ไคตินเปนสารอินทรียในกลุมคารโบไฮเดรตที่มีโครงสราง
คลายกับเซลลูโลส (cellulose) ของพืช เปนโพลีเมอร (polymer) ที่ประกอบขึ้นจากน้ํา
ตาลหนวยยอย N-acetyl glucosamine เรียงตอกันเปนสายเสนตรงเชนเดียวกับ
เซลลูโลส พบไคตินในโครงสรางซึ่งใหความแข็งแกรงในสัตวจําพวกครัสเตเชียน 
(crustacean) เชนพบใน เปลือกกุง เปลือกปู เปลือกหอยมุก แกนปลาหมึก ตัวไหม และ
ปกแมลง  รวมทั้งพบในผนังเซลลของเชื้อรา จุลินทรีย ยีสต และสาหรายบางชนิด  ไคติน
ในธรรมชาติมีปริมาณมากเปนที่สองรองจากเซลลูโลส   ไคตินถูกยอยสลายไดดวย
ระบบไคติโนไลติก ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการกําจัดสิ่งเหลือทิ้งไคตินที่เกิดขึ้นในธรรม
ชาติ  มีผลชวยในการรักษาสิ่งแวดลอม และกอใหเกิดการหมุนเวียนสารในระบบนิเวศ
ใหอยูในภาวะที่สมดุล  จึงไดมีการนําไคตินไปใชประโยชนหลากหลาย  ทั้งดานวัสดุทาง
การแพทย ดานสิ่งแวดลอม ดานการเกษตร และดานอุตสาหกรรม เนื่องจากมีสมบัติ
เดนคือ ไมมีปฏิกิริยาตอตานจากรางกายและไมกอมลภาวะตอสิ่งแวดลอม  จากบท
บาทที่สําคัญของระบบไคติโนไลติกดังกลาว จึงมีการศึกษาและนําเอนไซมในระบบไคติ
โนไลติกไปประยุกตใชงานอยางหลากหลายในปจจุบัน

เอนไซมไคติเนสเปนเอนไซมในระบบไคติโนไลติกมีบทบาทสําคัญในการยอย
สลายสายโพลีเมอรของไคตินไปเปนไคโตไบโอส  (chitobiose) และเอนไซมเอ็น-อะซิติล
กลูโคซามินิเดส (NAGase) หรือไคโตไบเอส เรงปฏิกิริยาขั้นตอนสุดทายของการสลาย
ไคติน  โดยสลายไคโตไบโอสไปเปน  N-acetyl  glucosamine       เอนไซมไคติเนสและ
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NAGase ในระบบไคติโนไลติกมีบทบาททางชีวภาพที่หลากหลาย ตัวอยางเชนมีการ
พบเอนไซมไคติเนสในอินทีกูเมนท (integument) และในตับของกุงลายเสือ (kuruma 

prawn, Penaeus japonicus) มีบทบาทเกี่ยวกับการเจริญเติบโตหรือการลอกคราบ 
เชนเดียวกัน เอนไซมไคติเนสที่พบในราซึ่งเกี่ยวของกับการเกิดและการงอกของ spore 
และการยืดยาวของ hyphae  มีรายงานบทบาทเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของ
เอนไซม NAGase โดยพบเอนไซมนี้ในตับของกุง ในกระเพาะอาหารของปลาไหลและ
ทางเดินอาหารของแมงกะพรุน นอกจากนี้เอนไซมเหลานี้ยังมีบทบาทเกี่ยวกับกลไกการ
ปองกันตนเองจากศัตรูหรือเชื้อกอโรค โดยพบเอนไซมไคติเนสในพืชหรือในเลือดของคน
ที่ติดเชื้อรา ขณะที่พบเอนไซม NAGase ในเลือดของปลาเรนโบวเทราท (rainbow 
trout) ปลาเทอรบอท (turbot) และในไขของหอยเมน (sea urchin)  เอนไซม NAGase
ยังมีบทบาทเกี่ยวกับการชวยผสมพันธุของตัวอสุจิ (sperm) กับไขของเพรียง (ascidian)  
คางคกและหนู

กุงแชบวย (banana prawn, Penaeus merguiensis) เปนกุงเศรษฐกิจที่
สําคัญของประเทศไทยเนื่องจากมีรสชาติดี เปนที่นิยมของผูบริโภคทั้งภายในและตาง 
ประเทศเปนปริมาณมาก ในชวงตนของการเลี้ยง ลูกกุงแชบวยมีความตานทานตอการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม ดูแลอนุบาลงายและโตเร็วกวาลูกกุงกุลาดํา (black 
tiger prawn, Penaeus monodon) (ศรีรัตน สอดสุข และพนม กระจางพจน, 2541) แต
หลังจากเลี้ยงนาน 2 เดือนไปแลว กุงแชบวยมีอัตราการเจริญชา และมีอัตราการรอด
ตายต่ํากวากุงกุลาดํา กุงแชบวยจึงเปนที่นิยมในการเพาะเลี้ยงนอยกวากุงกุลาดํา (ธวัช  
ศรีวีระชัย และฐานันดร ทัตตานนท, 2538) ปจจุบันการเลี้ยงกุงกุลาดําในเชิงอุตสาห 
กรรมไดประสบปญหาการขยายพื้นที่เลี้ยงไดนอยลงและปญหาการเกิดโรคระบาดที่ยัง
ไมสามารถควบคุมได สงผลใหผลผลิตกุงกุลาดําของประเทศไทยลดนอยลง และการ
ผลิตกุงกุลาดําตองอาศัยแมพันธุจากธรรมชาติซึ่งมีราคาสูงทําใหตนทุนการเลี้ยงกุง
กุลาดําเพิ่มสูงตามไปดวย กุงแชบวยจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งของอุตสาหกรรมเลี้ยงกุง 
เนื่องจากมีขอไดเปรียบเร่ืองตนทุนการผลิตลูกกุง เพราะกุงแชบวยสามารถเจริญพันธุได
รวดเร็วและสามารถใชพอแมพันธุที่เลี้ยงในบอดินในการผลิตลูกกุงได    (สุพจน จึงแยม
ปน และชัยรัตน พุมชวย, 2543) ถาสามารถเลี้ยงกุงแชบวยใหไดขนาดที่ตองการ พบวา
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กุงแชบวยมีราคาสูงกวากุงกุลาดําที่มีขนาดเทากัน (เมธี วัฒนสิงห, 2543) แตการเลี้ยง
กุงแชบวยมีพฤติกรรมการกินอาหารและนิสัยการวายน้ําของกุงแชบวยตางจากกุง
กุลาดํา ปจจุบันนักวิจัยจึงใหความสนใจศึกษาเพื่อพัฒนาการเพาะฟกและการเลี้ยงกุง
แชบวยใหดียิ่งขึ้น

การศึกษาเอนไซม NAGase และไคติเนสซึ่งอาจมีบทบาทเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโตและการปองกันตนเองจากเชื้อกอโรคของกุง จะเปนการเตรียมความพรอม
ดานขอมูลเพื่อประโยชนตอการเพาะเลี้ยงกุงแชบวยตอไปในอนาคต

การตรวจเอกสาร

1.1 กุงแชบวย
กุงแชบวยมีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus merguiensis de Man มีชื่อสามัญวา 

banana prawn โดยมีลําดับอนุกรมวิธานรายงานไวดังนี้  (Grey et al., 1983)
Phylum  Arthropoda

Superclass  Crustacea
 Order Decapoda

Family  Penaeidae
Genus  Penaeus

1.1.1 ชีววิทยาและลักษณะทั่วไป
กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีขนาดปานกลาง ตัวโตเต็มวัยมีขนาดลําตัวยาว 

10-25 เซนติเมตร น้ําหนักตัวประมาณ  50-400  กรัม ลําตัวมีสีขาวครีมปนเหลืองมีจุดสี
น้ําตาล เขียวแกและเขียวออนกระจายอยู เปลือกหุมลําตัวเรียบเปนมันลักษณะเปลือก
บาง เนื้อมาก มีเปลือกหัวหรือกรีสวนบนเปนรูปสามเหลี่ยม มีฟนทั้งดานบนและดาน
ลาง โดยฟนกรีดานบนมีประมาณ 7-8 ซี่ ดานลาง มี 5-6 ซี่ เปลือกคลุมหัวมีรองตามยาว
และรองตามขวาง   มีแพนหาง ดานขางของหางไมมีหนาม ลักษณะทั่วไปที่ตางจากกุง
กุลาดํา กุงกุลาลาย (green tiger prawn, Penaeus semisulcatus) คือไมมีแถบสีน้ํา
ตาลเขมพาดขวาง    ลําตัวและเปลือกหัว หนวดคูที่หนึ่งมีแถบสีน้ําตาล หนวดคูที่สองสี
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น้ําตาลไมมีแถบขวาง   ขาเดินและขาวายน้ํามีสีเหลืองบางครั้งมีสีน้ําตาลหรือ สีชมพู 
(Grey et al., 1983)  โดยมีลักษณะเดนที่เปนขอบงชี้ทางอนุกรมวิธาน (บุญศรี จารุ
ธรรมโสภณ, 2537) คือ สันขางกรี (androstral carina) ยาวไมถึงฟนกรีซี่สุดทาย สัน
หนาหนามขางแกม (gastro orbital carina) ยาวประมาณ 1/3 ระหวางหนามขางแกม
(hepatic spine) กับขอบหลังตา (orbital margin)  maxilliped    คูที่  3   ของกุงเพศผู
ปลองสุดทาย  (dactylus)  ยาวประมาณครึ่งหนึ่งของปลองถัดมา (propodus)กลุมขน
ตรงปลายปลอง propodus ยาวประมาณครึ่งหนึ่งของปลองสุดทาย  แผนบนของ
อวัยวะเพศเมีย (anterior plate of thelycum) เปนรูปคร่ึงวงกลม มีติ่งเนื้อ (fleshy) เห็น
ชัดเจน และขอบดานขางของแผนลาง (margin of lateral plates or seminal 
receptacle) โคง

1.1.2 การแพรกระจายและพฤติกรรมการกินอาหาร
พบกุงแชบวยมากบริเวณน้ําตื้น  ปากอาวหรือปากแมน้ําที่น้ําคอนขางขุน

บางครั้งจะพบอยูรวมกันเปนจํานวนมาก พบลูกกุงระยะ post larva และ juvenile ไดทั่ว
ไปตามชายฝงทะเลตรงที่มีพื้นดินเลนหรือพื้นดินโคลนปนทราย โดยอาศัยอยูตั้งแตชาย
ฝงจนถึงทะเลลึก พบทั้งในทะเลและเขตน้ํากรอยที่มีความเค็มระหวาง 10-36 ppt สวน 
pH ที่เหมาะสมประมาณ  7.8-8.5 อุณหภูมิ 25-32°ซ ตัวเต็มวัยจะวางไขในทะเลที่มี
ความลึกประมาณ 10 เมตรขึ้นไป การกระจายของกุงชนิดนี้อยูในเขตอินโดแปซิฟกฝง
ตะวันตก (West-Indopacific coast) ตั้งแตอาวเปอรเซีย ชายฝงทะเลปากีสถาน อินเดีย 
มาเลเซีย ไทย ตอนใตของจีน อินโดนีเซีย ปาปวนิวกินี ฟลิปปนส และออสเตรเลีย        
(วิวัฒนชัย พรหมสาขา ณ สกลนคร และสมพร โลสวัสดิ์กุล, 2532)

กุงแชบวยมีนิสัยการกินอาหารแบบกัดแทะโดยจับชิ้นอาหารแลววายน้ํา    
กัดกินไปเรื่อย ๆ ซึ่งเปนพฤติกรรมที่ตางจากกุงกุลาดําที่จับอาหารแลวหยุดกัดกินอาหาร
นิ่งอยูกับที่ กุงแชบวยปราดเปรียวและวายน้ําอยูตลอดเวลาแมแตเวลาที่กินอาหาร 
อาหารธรรมชาติของกุงแชบวยไดแก ตัวออนสัตวน้ํา แมลงน้ํา ซากพืช ซากสัตว 
สาหรายชนิดตาง ๆ หอย ปลา ลูกกุง พืชน้ํา (เมธี วัฒนสิงห, 2543)
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1.1.3การสืบพันธุและการวางไข
จากการเลี้ยงกุงแชบวยในบอดินพบกุงเพศผูสรางน้ําเชื้อ (milt) ไดเมื่อมี

อายุ 136 วันขึ้นไป และปลอยน้ําเชื้อเขาเก็บที่บริเวณหนาอกในสวนของธีไลกัม 
(thelycum) ของกุงเพศเมีย เมื่อกุงเพศเมียมีไขแกจะปลอยไขออกมาผสมกับน้ําเชื้อเพศ
ผูและฟกเปนตัว เจริญเติบโตภายนอกตัวกุง กุงแชบวยเจริญพันธุจะมีขนาดความยาว
ตั้งแต 14.5 เซนติเมตรขึ้นไป (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 2543) กุงสามารถ
วางไขผสมพันธุไดทั้งป เดือนที่พบกุงระยะที่มีไขแกตามธรรมชาติมากที่สุดไดแก เดือน
มกราคม มิถุนายน กันยายน และธันวาคม (เมธี วัฒนสิงห, 2543)

 รูปที่ 1  กุงแชบวย (banana prawn, Penaeus merguiensis)
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1.2 ระบบไคติโนไลติก (Chitinolytic system)
            ระบบเอนไซมไคติโนไลติกเปนกลุมเอนไซมที่พบในสิ่งมีชีวิตซึ่งมีบทบาทในการ
ยอยสลายไคตินในธรรมชาติใหเปนหนวยยอย N-acetyl glucosamine (NAG) ซึ่งมี
ลักษณะการทํางานรวมกันอยางตอเนื่องเปนระบบ โดยทั่วไปเอนไซมยอยไคตินจะถูก
เหนี่ยวนําใหหลั่งออกมาเปนกลุมรวมกันในลักษณะ multienzyme complex ซึ่งสวน
มากประกอบดวยเอนไซม 2 ชนิด คือ เอนไซมไคติเนสและไคโตไบเอส หรือ เอนไซม
เอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส (NAGase) (Lindsay, 1986) โดยไคติเนสจะทําหนาที่ยอย  
ไคตินที่เปนโพลิเมอรของ NAG จนกระทั่งเปนไคโตไบโอสซึ่งเปนผลผลิตหลัก จากนั้น
เอนไซม NAGase จะทํางานตอโดยยอยไคโตไบโอสใหเปนโมโนเมอร (monomer) 
NAG (Shaikh and Deshpende, 1993) ดังแสดงไวในรูปที่ 2

ไคตินเปนสารอินทรียประเภทคารโบไฮเดรตซึ่งเปนโพลีเมอรของหนวยยอยของ
NAG  ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะเบตา-1,4 ไกลโคซิดิก  (β-1,4 glycosidic bond) เปน
สายตรงคลายกับเซลลูโลส แตตางจากเซลลูโลสที่หมู hydroxyl ตําแหนงที่ 2 ของ
คารบอนในกลูโคส (glucose) จะถูกแทนที่ดวยหมูอะซิตามิโด (acetamido group, 
NHCOCH3) ดังแสดงไวในรูปที่  3 ไคตินพบไดหลากหลายในธรรมชาติ เปนองค
ประกอบที่ใหความแข็งแรงแกเปลือกของสัตวที่โครงสรางแข็งภายนอกโดยรวมกับสาร
อ่ืนๆ เชน โปรตีน แคลเซียมคารบอเนต เปนตน เชนในสัตวพวกครัสเตเชียนพวก กุง ปู 
หอย แมงดาทะเล เพรียง และพบไดทั้งในรา เห็ด ยีสต แบคทีเรีย และพืชชั้นต่ํา ไคตินจะ
ถูกปลดปลอยออกมาในธรรมชาติเมื่อสัตวลอกคราบหรือตาย  หลังจากนั้นจะถูกยอย
สลายไปเปนปุยหรือสารเคมีอินทรียโดยกระบวนการทางธรรมชาติ  ไคตินเปนสารที่เกิด
จากสิ่งมีชีวิต จึงไมกอใหเกิดมลภาวะ เนื่องจากในธรรมชาติพบไคตินปริมาณมากเปน
อันดับ 2 รองจากเซลลูโลส จึงมีการศึกษากันอยางกวางขวางเพื่อหาวิธีการเปลี่ยนแปลง
สารดังกลาวจากสิ่งเหลือทิ้งใหอยูในรูปแบบตางๆ เชน ไคติน อนุพันธของไคติน ไคโต
ซาน (chitosan) และหนวยยอย NAG ตามความเหมาะสมตอการนําไปใชประโยชน  
ไคตินประกอบดวย ไฮโดรเจน 6.5% คารบอน 47.3% ไนโตรเจน 6.9% และออกซิเจน 
39.4% โดยประมาณ  ไคตินเปนสารที่ไมละลายในน้ําและในตัวทําละลายอินทรียทั่วไป 
แตถูกยอยสลายไดดวยกรดบางชนิด เชน HCl, H2SO4, H3PO4 เปนตน
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รูปที่ 2 ขั้นตอนการยอยสลายไคตินโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม
ไคติเนสและเอนไซม NAGase (Brine, 1984)

NAGase
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                  รูปที่ 3  โครงสรางของเซลลูโลส ไคติน เเละไคโตซาน

ไคตินที่ไดจากแตละแหลงมีโครงสรางและสมบัติแตกตางกัน โดยแบงตาม
ลักษณะการเรียงตัวของเสนโพลีเมอรได 3 กลุม (รูปที่ 4) คือ

ก. แบบอัลฟา (alfa) มีการเรียงตัวของสายโพลีเมอรในลักษณะสวนทางกัน มี
ความแข็งแรงสูง ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง และกระดองปู

ข. แบบเบตา (beta) มีการเรียงตัวของสายโพลีเมอรในทิศทางเดียวกัน จึงจับกัน
ไดไมคอยแข็งแรง มีความไวตอปฏิกิริยาเคมีมากกวาแบบอัลฟา ไดแก ไคตินจากแกน
ปลาหมึก

ค. แบบแกมมา (gamma) มีการเรียงตัวของสายโพลีเมอรในลักษณะที่ไมแน
นอน (สวนทางกันสลับทิศทางเดียวกัน) มีความแข็งแรงรองจากแบบอัลฟา ไดแก       
ไคตินจากเห็ด รา และพืชชั้นต่ํา
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     แบบอัลฟา      แบบเบตา         แบบแกมมา

            รูปที่ 4  โครงสรางของไคตินเเบบตาง ๆ
                            ที่มา http:// www.gpo.or.th

การยอยสลายไคตินในธรรมชาติอาจเกิดขึ้นได 3 วิธี คือ
1. การยอยสลายไคตินใหเปนหนวยยอยของ NAG โดยการทํางานรวมกันของ

เอนไซม 2 ชนิด คือ เอนไซมไคติเนสและ NAGase
2. เกิดโดยการใชเอนไซม deacetylase โดยดึงหมูเอ็น-อะซิติล (N-acetyl) ออก

จากไคตินเพื่อใหไดเปนไคโตซาน  ซึ่งจะถูกยอยสลายตอโดยเอนไซมไคโตซาเนส
(chitosanase) และ glucosaminidase ใหผลผลิตเปนไคโตไบโอสและ glucosamine 
ตามลําดับ   ไคโตซานคืออนุพันธของไคตินที่ตัดเอาหมูเอ็น-อะซิทิลออกของหนวยยอย 
NAG บางสวนออกกลายไปเปน glucosamine ซึ่งมีสมบัติละลายไดในกรดออนไดดี
กวาไคติน

3. เกิดขึ้นโดยการใชเอนไซม deamindase ดึงหมูเอ็น-อะซิตามิโด ออกจาก
โมเลกุลของไคตินใหเปนเซลลูโลส  ซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนไคโตไบโอสไดดวย
เอนไซม cellulase จากนั้นเอนไซม cellobiase จะทําการยอยตอจนเปนกลูโคสในที่สุด

การยอยสลายไคตินในธรรมชาติทั้ง 3 วิธีลวนมีความสําคัญตอการเปลี่ยนแปลง
โมเลกุลไคตินกลับมาเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนหมุนเวียนในระบบนิเวศนอีกครั้ง  
ดังแสดงในรูปที่ 5
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                    รูปที่ 5   รูปแบบการยอยสลายไคตินใหเปนสารอื่น
                                    ดัดแปลงมาจาก Cabib (1987)
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1.3   เอนไซมไคติเนส
เอนไซมไคติเนสที่พบโดยทั่วไปแบงออกเปน 2 ชนิด คือ endo-chitinase และ 

exo-chitinase ซึ่งทํางานแตกตางกันคือ exo-chitinase จะทําการยอยสลายไคตินจาก
ปลายไมรีดิวซ (non-reducing end) และใหหนวย diacetylchitobiose เปนสวนใหญ 
ในขณะที่ endo-chitinase จะยอยสลายพันธะเบตา-1,4 ไกลโคซิดิกภายในโมเลกุลของ
ไคตินแบบสุม (Overdijk and Vansteijn, 1995)

การจําแนกชนิดของเอนไซมไคติเนสวาเปน exo- หรือ endo-chitinase ขึ้นอยูกับ
การกระทําตอสับสเตรท (substrate) ของเอนไซมเปนหลัก (Linsay and Gooday, 
1985)  เนื่องจากไคตินในธรรมชาติแตกตางกันไปตามชนิดของสิ่งมีชีวิต เชน องค
ประกอบสวนใหญในแมลงจะเปนไคตินที่อยูรวมกับโปรตีน หรือผนังเซลลของเชื้อราก็จะ
มีไคตินที่อยูรวมกับของโปรตีนและกลูแคน (glucan)    แตการทํางานของเอนไซม       
ไคติเนสทั้ง 2 ชนิด มีความจําเพาะตอพันธะระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 กับคารบอน
ตําแหนงที่ 4 ของ NAG สองหนวยที่ติดกันในสายไคตินเทานั้น (Jolles, 1984)

1.3.1  แหลงที่พบเอนไซมไคติเนส
เอนไซมไคติเนสพบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งโปรคาริโอท (prokaryote) 

และยูคาริโอท  (eukaryote) ไดแก
1.3.1.1 ในสัตว

             พบเอนไซมไคติเนสไดในสัตวทั่วๆ ไป ไดแก สัตวในกลุม       
ครัสเตเชียน เชน  ไคติเนสในตับ (hepatopancreas) ของกุงลายเสือ (Kono et al., 
1990) และกุงมังกร (lobster, Homarus americanus) (Lynn ,1990) ในแมงมุม 
(spider, Cupinnius salei) (Momsen, 1980 อางโดย Cabib,1987) ในหนอนใบยาสูบ 
(Meduca sexta) (Koga et al., 1983) นอกจากนี้ยังพบไดในซีรัม (serum) ของลูกสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม (Lundblan et al.,1979 อางโดย Cabib,1987) และยังพบไดใน 
lysozyme ของคน (Escott and Adams, 1995)
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1.3.1.2 ในพืช
                              พบเอนไซมไคติเนสไดในน้ํายางของตนยางพารา (Hevea 

brasiliensis latex) (Rozeboom et al., 1990)  ตนฝาย (cotton, Gossypium 
hisutum) (Hadspeth et al., 1996) นอกจากนี้ยังพบไดในใบและฝกของ chickpea,
Cicer aretinum) (Nehra et al., 1994) หรือในเมล็ดของธัญพืช (Huynh et al., 1992)

1.3.1.3 ในจุลินทรีย
พบเอนไซมไคติเนสในแบคทีเรีย Aeromonas sp. 10s-24 

(Ueda and Arai, 1992) และ Bacillus stearothermophilus CH-34 (Sakai et al., 
1994) สวนในเชื้อราก็พบเอนไซมไคติเนสเชนกัน เชน Trichoderma harzianum 
(Ulhoa and Peberdy, 1992) Aspergillus cameus (Abdel-Naby et al., 1992) 
เปนตน

1.3.2 สมบัติของเอนไซมไคติเนส
1.3.2.1 น้ําหนักโมเลกุล

                เอนไซมไคติเนสที่แยกบริสุทธิ์จากสิ่งมีชีวิตหลาย ๆ แหลง มีน้ํา
หนักโมเลกุลหลากหลาย เอนไซมไคติเนสจากแบคทีเรียมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 5,200-
115,000 ดัลตัน (Dalton, Da) แบคทีเรียบางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซม     ไคติเนส
ไดหลายไอโซไซม (isozyme) ตัวอยางเชน Bacillus circulans WL-12 มี 5    ไอโซไซม
ที่มีขนาดโมเลกุล 38,000, 39,000, 52,000, 69,000 และ 74,000 ดัลตัน (Watanabe
et al., 1990)  Streptomyces olivasioviridis ผลิตเอนไซมไคติเนสได    5 ไอโซไซมที่มี
ขนาดโมเลกุล  25,000, 30,000, 47,000,  70,000 และ 92,000 ดัลตัน (Romaguera
et al., 1992) และ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 ผลิตเอนไซมไคติเนส
ได 4 ไอโซไซม (Tsujibo et al., 1993) เปนตน
                 สวนเอนไซมไคติเนสที่ทําบริสุทธิ์ไดจากพืชและสัตวมีน้ําหนัก
โมเลกุลแตกตางกันไมมากนัก พบวาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมไคติเนสจากสัตวจะอยู
ในชวง 14,000 – 75,000 ดัลตัน เชน ในกุงมังกร H. americaus 66,000 ดัลตัน
(Lynn ,1990) กุงลายเสือ 37,000 ดัลตัน (Kono et al., 1990) ปลา red sea bream
46,000 ดัลตัน   เอนไซมไคติเนสในเลือดคนมีน้ําหนักโมเลกุล 48,000 และ 14,000
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ดัลตัน ในเม็ดเลือดขาวและใน lysosome ตามลําดับ (Escott and Adams, 1995)
สวนเอนไซมไคติเนสในพืชมีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 30,000 – 66,000 ดัลตัน เชน ใน
น้ํายางพาราเปน 29,000 ดัลตัน (Rozeboom et al., 1990) Arabidopsis thaliana
32,000 ดัลตัน (Verburg and Huynh, 1991) maize seed 28,000 ดัลตัน (Huynh  et
al., 1992) chickpea (C. aretinum) 27,000 และ 30,000 ดัลตัน ในฝกและในสวนใบ
ตามลําดับ (Nehra et al., 1994) และในฝาย G. hisutum 28,000 ดัลตัน (Hadspeth
et al., 1996) เปนตน

1.3.2.2 การหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส
สับสเตรทของเอนไซมไคติเนสคือไคติน ซึ่งในธรรมชาติไม

ละลายน้ําหรือในตัวทําละลายทั่วไป จึงมีความยุงยากในการหาแอคทิวิที (activity)
เนื่องจากโครงสรางจับกันดวยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ทั้งภายในและภาย
นอกโมเลกุล ทําใหไคตินจับกันแนน จนไมสามารถละลายน้ําได มีผลทําใหการยอย
ไคตินเกิดไดชามาก ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุล เชน colloidal chitin
หรือ regenerated chitin นํามาใชเปนสับสเตรททําใหเอนไซมไคติเนสทํางานไดดีกวา
ไคตินในรูปธรรมชาติ (Malano et al., 1979) สับสเตรทอีกชนิดหนึ่งที่นํามาใชคือ glycol
chitin เปนไคตินที่มีหมู hydroxyl จับอยูกับคารบอนตําแหนงที่ 6 ของ NAG แทน การที่
มีสับสเตรทหลากหลายถูกใชในการหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส จึงเปนการยากที่
จะเปรียบเทียบคาแอคทิวิทีของเอนไซมในแตละการทดลอง (Aribisala and Gooday,
1978 อางโดย Cabib, 1987) มีรายงานการใช 3,4-dinitrophenyl-tetraacetyl
glucosamine เปนสับสเสตรทดวย ขอเสียของสับสเตรทนี้คือ ความยาวของ tetramer
สั้นเกินไปที่จะทําให endo-chitinase ยอยได และยังเปนสับสเตรทของเอนไซม
ไคโตไบเอสดวย (Stirling et al., 1979 อางโดย Cabib, 1987) หลักในการหาแอคทิวิที
ของไคติเนสโดยทั่วไปมี 2 แบบ คือ แบบที่ 1 วัดอัตราการลดลงของสารตั้งตน เชน วัด
การเปลี่ยนแปลงความหนืดของ  glycol chitin หลังจากถูกยอยดวยไคติเนส วิธีนี้มีขอ
เสียคือ ถาไคติเนสยอย glycol chitin ซึ่งเปนอนุพันธที่ละลายไดจนถึงบริเวณที่อยูใกล
กับสวนกลางของสายโพลีเมอร  ความไวของปฏิกิริยาจะลดลง เพราะ glycol chitin จะ
มีขนาดเล็กลงทําใหมีอัตราการไหลและความหนืดของสับสเตรทและผลผลิตมีคาใกล
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เคียงกัน สําหรับการวัดแอคทิวิทีแบบที่ 2 คือ การวัดอัตราการเพิ่มของผลผลิตจากการ
ทํางานของไคติเนส นิยมวัดดวยวิธีนี้คือวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (reducing sugar) ที่
เกิดขึ้นจากการยอยไคตินดวยวิธีการเทียบสี (colorimetric method) แตมีขอเสียคือเปน
วิธีที่มีความไว (sensitivity) ต่ํา ถาโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) นั้นมีขนาด
ใหญ  ผลผลิตอีกชนิดหนึ่งที่สามารถวัดไดโดยการเทียบสี คือการวัดปริมาณของ NAG
ที่เกิดขึ้น ทําปฏิกิริยากับ p-dimethylaminobenzaldehyde เกิดเปนสารประกอบที่มีสี
ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร ขอเสียของวิธีนี้คือ ถาคารบอน
ตําแหนงที่ 4 ของ NAG มี side chain จะไมสามารถเกิดปฏิกิริยาใหสีได นอกจากนี้
เอนไซมไคติเนสเองก็ไมสามารถยอยสลายสับสเตรทใหเปน NAG  อิสระได  ถาไมมี
เอนไซม NAGase รวมดวย (Cabib, 1987)

จากการใชไคตินจากธรรมชาติที่เตรียมจากแกนปลาหมึก นํามา
ใชเปนสับสเตรทของเอนไซมไคติเนส พบวาจะมีแอคทิวิทีของปฏิกิริยาสูงกวาการใชไค
ตินจากธรรมชาติจากแหลงอื่น ๆ (ประสาท  ศรประสิทธิ์, 2540) นอกจากวิธีขางตนแลว 
ยังมีรายงานการตรวจหาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสโดยใช tritiated chitosan ที่
เตรียมจากไคโตซานซึ่งติดฉลากดวย 3H-acetic anhydride ทําการวัด radioactivity ที่
เกิดขึ้นของผลผลิตหรือที่หายไปของสับสเตรท วิธีการนี้ถือวาใหผลดีที่สุด  ทั้งในแง
ความไวและความจําเพาะของวิธีการหาคาแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนส (Malano et 
al., 1979)

1.4 บทบาททางชีวภาพของเอนไซมไคติเนส
1.4.1 เพื่อการเจริญเติบโตและ/หรือการลอกคราบ

มีรายงานวาเอนไซมไคติเนสมีบทบาทเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตและ/
หรือการลอกคราบ (molting) อาทิเชน เอนไซมไคติเนสที่พบในอินทีกูเมนทของกุงเกี่ยว
ของกับการยอยสลายไคตินในเปลือกของกุงเพื่อการลอกคราบและการเจริญเติบโต 
ขณะที่เอนไซมไคติเนสที่พบในตับหรือที่เรียกวา midgut gland เกี่ยวของกับการยอยไค
ตินที่มาจากอาหาร (Kono et al., 1995; Spindler-Barth et al., 1990)       ทํานอง
เดียวกัน เอนไซมไคติเนสที่พบในราในระยะที่มีพัฒนาการชวงตาง ๆ  มีบทบาทเกี่ยวกับ
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การเกิดและการงอกของสปอร (spore) และการยืดยาวของ hyphae (Gooday et al., 
1992)

1.4.2 เพื่อการปองกันตนเองจากศัตรูหรือเชื้อกอโรค
เอนไซมไคติเนสเปนเอนไซมที่สิ่งมีชีวิตสรางขึ้นเพื่อปองกันตนเองตอตาน

การบุกรุกจากศัตรูหรือเชื้อกอโรค เชนการพบเอนไซมไคติเนสในซีรัมของคน ซึ่งคาดวามี
บทบาทตอตานการติดเชื้อรา   (Patil et al., 2000)   ในพืชมีการสรางเอนไซมไคติเนส ที่
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรากอโรค เนื่องจากไคตินเปนสวนประกอบหลักที่
สําคัญของผนังเซลลเชื้อราและเปลือกนอกของแมลงศัตรูพืช  เชนเอนไซมไคติเนส จาก 
A. thaliana สามารถปองกันการติดเชื้อของ Botrytis cinereanapus ได (Sumae and 
Shan, 1994) เอนไซมไคติเนสที่ไดจากใบมันเทศ (Solanum tuberosum) เมื่อทํางาน
รวมกับเอนไซมเบตา-1,3  กลูคาเนส (β-1,3 glucanase)  สามารถยับยั้งการติดเชื้อรา 
Phytophthora infestans ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Beerhuse and Kombrink, 1994   )

1.5 ประโยชนของเอนไซมไคติเนส
1.5.1 ใชในการควบคุมทางชีวภาพ

จากแนวคิดที่ไดจากการคนพบวาสิ่งมีชีวิตสรางเอนไซมไคติเนสเพื่อปอง
กันตนเองเพื่อตอตานการบุกรุกจากเชื้อกอโรคหรือจากศัตรู เชนพบเอนไซมไคติเนสใน  
ซีรัมของคน ซึ่งคาดวามีบทบาทตอตานการติดเชื้อรา   หรือในพืชมีการสรางเอนไซมไคติ
เนสเมื่อมีการบุกรุกของเชื้อโรค ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรากอโรค โดยมี
ผลตอผนังเซลลของเชื้อราที่มีไคตินอยู ดังเชนเอนไซมไคติเนสจาก A. thaliana สามารถ
ปองกันการติดเชื้อของ B. cinereanapus ได (Sumae and Shan, 1994) และเอนไซม
ไคติเนสที่ไดจากใบมันเทศเมื่อทํางานรวมกับเอนไซมเบตา-1,3 กลูคาเนส สามารถ
ยับยั้งการติดเชื้อรา P. infestans ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Beerhuse and Kombrink, 
1994) เนื่องจากไคตินเปนสวนประกอบหลักที่สําคัญของเปลือกนอกของแมลงศัตรูพืช
หรือผนังเซลลเชื้อรา เชนเชื้อราสายพันธุ Rhizoctonia solani Kuhi ที่ทําใหเกิดโรคใบ
ไหม (sheath blight) ในพืชหลายชนิด   รวมทั้งกอใหเกิดความเสียหายในหลายประเทศ 
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การใชสารเคมีเพื่อควบคุมการระบาดของโรค ทําใหเสียเงินอยางมากและยังทําลายสิ่ง
แวดลอมดวย (Thara and Nganamanickam, 1994)   ปจจุบันเอนไซมไคติเนสจึงเปน
เอนไซมที่นิยมใชควบคุมศัตรูพืชที่มีไคตินเปนองคประกอบ เชน แมลง หรือเชื้อกอโรค 
ดวยชีววิธี (biological control) ทั้งนี้เพราะประหยัด ปลอดภัยแกผูบริโภคและไมทําลาย
สิ่งแวดลอม

      จากการศึกษาเอนไซมไคติเนสจากแบคทีเรียที่ตานเชื้อรากอโรคพืช เชน 
เอนไซมไคติเนสจาก Serratia mercescens เมื่อนําไปใชรวมกับเอนไซมเบตา-1,3  กลู
คาเนส หรือสารเคมีเชน propan-2-ol และ polyoxyethylene lauryl ether และนําไปฉีด
พนบริเวณทุงขาวจะสามารถควบคุมอาการของโรคใบไหม (rice-blight) อันเนื่องมาจาก
เชื้อ Piricularia oryzae ได (Tanaka et al., 1970) การใชประโยชนของเอนไซม          
ไคติเนส จาก S. mercescens ในการทดลองภายในเรือนกระจก (green house) พบวา
สามารถควบคุมเชื้อรา Soleytium rolfsii ที่กอใหเกิดโรคในถั่วและ R. solani ที่กอโรค
ในฝายได (Ordentlich et al., 1988) นอกเหนือไปจากการนําเอนไซมไคติเนส จาก
แบคทีเรียไปควบคุมเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคพืชแลว  เอนไซมไคติเนสจากเชื้อรา               
T. harzianum ก็สามารถควบคุมเชื้อรากอโรคในพืชไดอยางมีประสิทธิภาพไดดวย จึง
นํามาใชเปนสารควบคุมชีวภาพที่สําคัญทางการเกษตรกรรมในปจจุบัน (Ridout et al.,
1988) หรือการศึกษาเอนไซมไคติเนสในเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ซึ่ง
เปนเชื้อรากอโรคใน passion fruit รวมทั้ง strawberry (King et al., 1997) เพื่อจะนําไป
สูการเปนสารควบคุมชีวภาพตอไป (Souza et al., 2003) การพัฒนาเทคนิค 
protoplast fusion สามารถปรับปรุงสายพันธของ T. harzianum ใหสามารถตานเชื้อรา
กอโรคพืชไดโดยตรง เชน R. solani, S. rolfsii และ Phythium ultimum การกําจัดแมลง
ศัตรูพืชมีการทดลองใชเอนไซมไคติเนสไปยอยสลายคิวติน (cutin) ของแมลง และพบวา
เมื่อมีเอนไซมโปรตีเอส (protease) ทํางานรวมดวยจะทําใหผลของการยอยสลายคิวติ
นของแมลงเกิดไดเร็วขึ้น (St. Leger et al., 1986)

จากการตรวจหาแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสซึ่งมีสมบัติใน
การยับยั้งเชื้อรา R. solani จากแบคทีเรียที่เรืองแสง 1757 ชนิด พบวามีแบคทีเรียที่
สามารถผลิตไคติเนสได 31% และสามารถยับยั้งเชื้อราได 12% เมื่อนํามาตรวจสอบ
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ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา R. solani จากนาขาวในธรรมชาติ เปรียบเทียบกับ
การใชสารเคมี validamycin พบวาแบคทีเรียชนิด Pseudomanas putida และ 

Pseudomanas fiuorescens มีประสิทธิภาพในการยับยั้งไดดีที่สุด สามารถยับยั้งได 
68% ในขณะที่การใชสารเคมีสามารถยับยั้งไดเพียง 17% แบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด จึงเปน
เปาหมายสําคัญตอการควบคุมทางชีวภาพ (Thara and Nganamanickam, 1994)

จากบทบาทการปองกันตนเองของเอนไซมไคติเนสตอเชื้อโรคที่บุกรุก จึงมี
การศึกษาการถายโอนยีนจากสิ่งมีชีวิตที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนส ที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อรา เขาสูพืชเศรษฐกิจเพื่อใหพืชนั้นมีความตานทานตอโรคและแมลงที่
เปนศัตรูพืช เชน การศึกษาการความตานทานตอโรคในพืชที่มีการถายโอนยีน 
(transgenic plant)  Panja และ Raharjo (1996) โดยนํายีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม    
ไคติเนสที่มีสมบัติเปน acidic protein จาก pitunia และยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม
ไคติเนสที่มีสมบัติเปน basic protein จากมะเขือเทศโดยใช Agrobacterium 
tumefaceins เปนพาหะในการถายโอนยีนเขาสูแครรอท (carrot) แลวเปรียบเทียบ
ความสามารถตานทานเชื้อรา 5 ชนิด คือ Alternaria radicini, Botrylis cineria, 
Sclemaria rolfsii, R. solani และ Thelaviopsis basicola เปรียบเทียบกับพืชที่ไมมี
การถายโอนยีน (nontransgenic plant) พบวาแครรอทที่มีการถายโอนยีนไคติเนสจาก
มะเขือเทศสามารถตานทานเชื้อราได 3 ชนิด คือ B. cineria, S. rolfsii, และ R. solani  
ขณะที่แครรอทที่รับการถายโอนยีนไคติเนสจาก pitunia ไมสามารถตานทานเชื้อราได 
อยางไรก็ตาม การแสดงออกของพืชที่มีการถายโอนยีน  เพื่อใหตานทานเชื้อราที่เปน
ศัตรูนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลายชนิด เชน ชนิดของพืช ชนิดของยีน  และคุณลักษณะของ
เชื้อราที่กอใหเกิดโรค

1.5.2 ใชในการยอยสลายไคติน
      เนื่องจากเอนไซมไคติเนสมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไคตินในสิ่งมี

ชีวิต เอนไซมนี้จึงเปนที่สนใจในการใชยอยสลายของเหลือไคติน (chitin waste) ที่มา
จากเปลือกกุงและกระดองปูที่มีจํานวนมากจากอุตสาหกรรมแปรรูปสัตวน้ํา นอกเหนือ
จากการกําจัดสิ่งเหลือทิ้งไคตินที่มีมากมายแลว ยังเปนการเพิ่มมูลคาสิ่งเหลือทิ้งไคติน
เหลานี้ ทั้งนี้เพราะไคติน-ไคโตซานมีประโยชนในดานตาง ๆ ดังเชน ไดมีการนําไคติน
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หรือไคโตซานไปใชในโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchange 
chromatography) สําหรับการแยกสารมีสีออกจากชา กาแฟ น้ําผลไม สารสกัดจาก
เห็ดแหง คาราเมล น้ําตาลและ อ่ืน ๆ  (Ivata และ Nakabayashi, 1974 อางโดย 
Muzzarelli, 1977)  จากการเติมไคตินเพียง 1% โดยน้ําหนักลงในเยื่อกระดาษจะเพิ่ม
ความทนทานของกระดาษ เรงอัตราเร็วในการแยกน้ําออกจากเยื่อกระดาษ ลดปริมาณ
เสนใยกระดาษและลดราคาตนทุน รวมทั้งไคตินยังชวยใหการพิมพลวดลายลงบน
กระดาษไดงายขึ้น กระดาษที่ผสมไคตินจะมีความแข็งแรงขณะเปยกดีมากขึ้น ซึ่งเปน
ขอดีสําหรับนํามาทําผาออมแบบใชแลวทิ้ง ถุงช็อปปง และกระดาษเช็ดมือ     (Nicol, 
1991) นอกจากนี้ ไดมีการพัฒนาไคโตซานใหเปนอนุพันธที่สามารถละลายน้ําได และ
ใชเปนสวนผสมของเครื่องสําอางสําหรับบํารุงผมและผิวพรรณ เชน โลชัน ครีมนวดผม
แชมพู โฟมอาบน้ํา สบูเหลว ยาสีฟน และครีมแตงหนา  เปนตน  (Nicol, 1991)

     ไคโตซานมีสมบัติเปนสารชวยลดระดับโคเลสเตอรอลและไขมันไดเนื่อง
จากสามารถจับกับ micelle และ bile salts ไดอยางมีประสิทธิภาพจึงมีผลตอกระบวน
การยอยเเละการดูดซึมไขมันโดยรวม จากการทดลองพบวาไคโตซานสามารถจับกับ 
bile salts ได 4-12 เทาของน้ําหนัก โดยขึ้นอยูกับ pH และการจับอาจเปนไปไดทั้งแรง
ยึดเหนี่ยวระหวางประจุและ hydrophobic interaction ( Muzzarelli ,1985)

          นอกจากนี้เอนไซมไคติเนสอาจเปนเปาหมายสําคัญในการใชเตรียม 
NAG เพื่อที่จะนํา NAG ไปใชประโยชนในการสรางสารประกอบตางๆที่มี NAG เปนองค
ประกอบตอไป
                
1.6 เอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส (N-Acetylglucosaminidase,NAGase)

เอนไซม NAGase หรือไคโตไบเอส  เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาในขั้นตอนสุดทาย
ของการสลายไคตินโดยสลายไคโตไบโอสไปเปน NAG  2 โมเลกุล  (Shaikh and Desh-
pande, 1993) เอนไซม NAGase ที่ไมอยูในระบบไคติโนไลติกแบงไดเปน 2 ชนิด ตาม
รูปแบบการเรงปฏิกิริยา คือเปนชนิด endo-NAGase และ exo-NAGase โดยendo-
NAGase ตัดสายโอลิโกแซคคาไรด  ที่พันธะไกลโคซิดิกระหวางโมเลกุลแบบสุม สวน
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exo-NAGase ตัดสายโอลิโกแซคคาไรดที่พันธะไกลโคซิดิกจากปลายน้ําตาลที่ไมรีดิวซ
เขามาทีละหนวยจนไดผลผลิต เปน NAG

1.6.1  แหลงที่พบเอนไซม NAGase
    เอนไซม NAGase พบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งโปรคาริโอท (prokaryote) 

และยูคาริโอท (eukaryote) ไดแก
1.6.1.1   ในสัตว

พบเอนไซม NAGase ไดในสัตวทั่ว ๆ ไป ไดแก สัตวในกลุม 
ครัสเตเชียนพบเอนไซม NAGase ในอิพิเดอรมิส (epidermis) และตับของปูฟดเดลอร 
(fiddler crab, Uca pugilator) แมงดาทะเล (horseshoe crab) (Zou and 
Fingerman, 1999; Jain et al., 1977) และ กุงนอรทเทิรน (Northern shrimp, 
Pandalus borealis) (Esaiassen et al., 1992) พบเอนไซมในทางเดินอาหารของกุง
มังกร (Lynn, 1990) และกุงขาว (white shrimp, Penaeus vannamei) (Le Chevalier 
and Van Wormhoudt, 1998) และยังพบเอนไซมนี้ในคิวติเคิล (cuticle) ของกุงลายเสือ 
(Watanabe and   Kono, 1997)

ในสัตวกลุมแมลง  พบเอนไซม  NAGase ที่ เมมเบรน  
(membrane) ของตัวอสุจิแมลงหวี่ (Drosophila melanogaster) และเพรียง 
(Phallusia mammillata) (Cattaneo et al., 2002; Godknecht and Honegger, 
1991) ในฮีโมลิมฟ (hemolymph) ของหอยทากน้ําจืด (freshwater snail, 
Biomphalaria glabrata) (Zelck et al.,1996)  รวมทั้งพบที่คอรติคอลกรานูล (cortical 
granule) ของไขหอยเมน  (Wessel et al., 1987) และยังพบเอนไซมนี้ในพิษของงูอัฟ   
ริกันพัฟฟ (African puff adder, Bitis arietans) (Nok et al., 2001)

ในสัตวกลุมหนอน (worm) เชนหนอนไหม (silk worm, 
Bombyx mori) พบเอนไซม NAGase ในฮีโมลิมฟ  อินทีกูเมนท  ตอมสรางใยไหม (silk 
gland) (Kimura, 1977)และในลําไสของหนอนใบยาสูบ (M. sexta) (Zhu et al., 2001)

พบเอนไซมนี้ในสัตวมีกระดูกสันหลังหลายชนิด ไดแก พบ
เอนไซม NAGase ในเลือดของปลาเรนโบวเทราท  (Salmo  gairdneri)  (Lindsay,  
1986) ปลาเทอรบอท (Scophthalmus maximus) (Manson et al., 1992) และ
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กระเพาะอาหารของปลาไหล (eel, Anguilla anguilla) (Deelder, 1978) มามและตับ
ของหนู (Dennis and Hart, 1994; Aronson et al., 1989) เปนตน จากการทดลอง
ของ Hultberg และ Isaksson (1983) และการทดลองของ Antoniello และคณะ 
(1989) ยังพบเอนไซมนี้ในผูปวยโรคตับ ตับอักเสบเฉียบพลันเนื่องจากแอลกอฮอล 
(alcohol) ผูหญิงที่กําลังตั้งครรภ ผูปวยที่เปนโรคเบาหวาน ผูปวยที่มีทางเดินน้ําดีอุดตัน
   1.6.1.2 ในจุลินทรีย

เอนไซม NAGase พบในเชื้อรา Phycomyces blakeslecanus
โดยพบอยูในไซโตพลาซึม (cytoplasm) ของ sporangiophore มากกวาในไมซีเลียม 
(Cohon, 1986) นอกจากนี้เอนไซม NAGase ยังพบใน filament ของเชื้อรา T. 
harzianum (Omero et al., 2001) และในอาหารเหลวจากการเลี้ยงเชื้อรา Beauveria 
bassiana (Havukkala et al., 1993)
              1.6.1.2 ในพืช

ในพืชสวนใหญเนนศึกษาเฉพาะเอนไซมไคติเนส มีรายงานการ
ศึกษาเอนไซม NAGase ไมมากนักเนื่องจากสวนประกอบในเซลลพืชไมมีไคตินเปนองค
ประกอบ แตจากการศึกษาของ Choi และ Gross (1994) พบเอนไซม NAGase ใน
แอปเปล (apple) พันธุ golden delicious และเมล็ดเรดิช (radish seed) โดยพบ
เอนไซมนี้มากในใบเลี้ยง (cotyledon) ชวงที่พืชกําลังงอก (Berger et al., 1995)
      1.6.2 สมบัติของเอนไซม NAGase

    1.6.2.1 น้ําหนักโมเลกุล
          เอนไซม NAGase มีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกันในชวง 43,000-

300,000 ดัลตัน เชนเอนไซมจากเชื้อรา P. blakeslecanus และ B. bassiana มีน้ําหนัก
โมเลกุล 72,000 และ 45,000 ดัลตัน ตามลําดับ (Cohon, 1986; Havukkala et al., 
1993) โดยในสัตวไมมีกระดูกสันหลังชนิดตาง ๆ พบเอนไซม NAGase มีน้ําหนัก
โมเลกุลตางกันไดแก เอนไซมจากสัตวในกลุมครัสเตเชียน เชนจากกุงมังกร พบเอนไซม
มีน้ําหนักโมเลกุล 116,000 ดัลตัน (Lynn, 1990) Zou และ Fingerman (1999) ศึกษา
เอนไซม NAGase จากปูฟดเดอรซึ่งในอิพิเดอรมิสพบเอนไซมเพียง 1 isoform ขนาด 
89,000 ดัลตัน สวนในตับพบเอนไซม 2 isoform ขนาด 89,000 และ 45,000 ดัลตัน  
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เอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของแมลงหวี่     Drosophila hydei  มีน้ําหนัก
โมเลกุล 100,000  ดัลตัน (Spindler, 1976)

                                  ในสัตวมีกระดูกสันหลังชนิดตาง ๆ พบเอนไซม NAGase มีน้ํา
หนักโมเลกุลตาง ๆ กันไดแก เอนไซม NAGase จากมามและตับของหนูมีขนาด 
106,000 และ 43,000 ดัลตัน ตามลําดับ   โดยเอนไซมจากมามประกอบดวย 2 หนวย
ยอย แตละหนวยยอยมีขนาด  54,000 ดัลตัน   (Dennis and Hart, 1994;  Aronson et 
al., 1989)
            1.6.2.2 จลนศาสตร (Kinetic) ของเอนไซม NAGase

                เอนไซม NAGase จากแตละแหลงมีความจําเพาะกับสับสเตรท
ตางกัน เอนไซม NAGase จากตับและอิพิเดอรมิสของปูฟดเดอรมีความจําเพาะตอ            
4-methylum-belliferyl-N-acetyl-β-d-glucosaminide (MUFNAG) โดยมีคา Km ตอ 
MUFNAG เทากับ 0.19 ± 0.027 และ 0.203 ± 0.16 mM ตามลําดับ (Zou and 
Fingerman, 1999) และเอนไซม NAGase  จากเซลลไขของคนมีคา Km เทากับ 0.22 
mM (Zhao and Neufeld, 2000)

    เอนไซม NAGase จากเชื้อรา P. blakeslecanus มีความ
จําเพาะตอ p-nitrophenyl-β-N-acetyl galactosaminide มีคา Km เทากับ  2.3 mM 
(Cohon, 1986) จากอินทีกูเมนทของตั๊กแตน Locusta migratoria และแมลงหวี่ D. 
hydei มีคา Km เทากับ 0.9 และ 3.6 mM ตามลําดับ (Zielkowski and Spindler, 1978; 
Spindler, 1976)
      1.6.3 ปจจัยทางกายภาพที่มีผลตอแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase

1.6.3.1 ผลของ pH
เอนไซม NAGase จากแหลงตาง ๆ ทํางานไดดีและมีความ

เสถียรที่ pH เปนกรดและเปนกลาง เชน เอนไซม NAGase จากอินทีกูเมนทของตั๊กแตน  
L. migratoria มีแอคทิวิทีสูงสุดที่ pH 4-5 ฮีโมลิมฟของหอยทากน้ําจืด ตับและอิพิเดอร
มิสของปูฟดเดลอร มีแอคทิวิทีสูงที่ pH 5.0-6.5 (Zielkowski and Spindler, 1978; 
Spindler, 1976; Zelck et al., 1996; Zou and Fingerman ,1999) จากพิษงูอัฟริกัน
พัฟฟพบวามีแอคทิวิทีสูงสุดที่ pH 5.5 (Nok et al., 2001) สวนเอนไซมจากตับของกุง
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นอรทเทิรนพบมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 4-6 (Esaiassen et al., 1992) และเอนไซม 
NAGase นอกจากนี้ในสมองของวัวพบเอนไซมมีแอคทิวิทีสูงที่ pH 6-7

            1.6.3.2 ผลของอุณหภูมิ
                                  เอนไซม NAGase ทํางานไดดีที่อุณหภูมิในชวง 40-70°ซ เชน 
ในตับคนพบเอนไซมมีแอคทิวิทีสูงสุดที่ 50°ซ (Sasaki et al., 1991) จากอินทีกูเมนท
ของตั๊กแตน L. migratoria พบเอนไซมทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 70°ซ  (Zielkowski 
and Spindler, 1978) เอนไซมจากพิษของงูอัฟริกันพัฟพ พบเอนไซมมีแอคทิวิทีสูงสุดที่
อุณหภูมิ 40°ซ (Nok et al., 2001) สวนในตับ อิพิเดอรมิสของปูฟดเดลอรและในกุง
นอรทเทิรนมีแอคทิวิทีสูงที่อุณหภูมิในชวง 50-60°ซ (Zou and Fingerman, 1999; 
Esaiassen et al., 1992)                                      

1.7   บทบาททางชีวภาพของเอนไซม NAGase
เอนไซม NAGase ในสิ่งมีชีวิตตาง ๆ มีบทบาททางชีวภาพที่หลากหลาย    ไดแก

        1.7.1 บทบาทเกี่ยวกับการเจริญเติบโต
                     พบเอนไซมในตับของกุงขาวและกุงลายเสือ (Le Chevalier and Van 
Wormhoudt, 1998; Koga et al., 1996) และในทางเดินอาหารของกุงนอรทเทิรน 
(Esaiassen et al., 1992)  ทําหนาที่ยอยสลายอาหารที่มีไคตินเปนองคประกอบเพื่อใช
เปนแหลงอาหารในการเจริญเติบโตของกุงเหลานี้ สวนในปลาไหล พบเอนไซมไคติเนส
และ NAGase ในกระเพาะอาหารเพื่อยอยสลายอาหารที่มีไคตินเปนองคประกอบ 
(Deelder, 1978)
     1.7.2 บทบาทเกี่ยวกับการลอกคราบ

เอนไซม NAGase ทําหนาที่เกี่ยวของกับการหมุนเวียนสารพวกไคตินที่
เปนสวนประกอบของเปลือกนอกที่แข็ง โดยยอยสลายไคตินจากเปลือกนอกที่แข็งกอน
การลอกคราบใหอยูในรูป NAG แลวมีการดูดกลับไปเก็บไวใน molting fluid สําหรับนํา
มาสรางเปลือกใหมในครั้งตอไปซึ่งการทํางานของเอนไซมถูกควบคุมโดยฮอรโมน 
ecdysteroid (Flach et al., 1992)  มีการพบแอคทิวิทีของเอนไซม NAGase ในอินทีกู
เมนทสูงในชวงสุดทายของการลอกคราบเพื่อเพิ่มขนาดของของตั๊กแตน L. migratoria
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และแมลงหวี่ D. hydei (Spindler, 1976; Zielkowski and Spindler, 1978) ทํานอง
เดียวกับการลอกคราบของปูฟดเดลอรและกุงลายเสือที่พบวาเอนไซมมีแอคทิวิทีสูงเพื่อ
ชวยในการลอกคราบ (Zou and Fingerman, 1999; Peters et al., 1998; Watanabe 
and Kono, 1997)
     1.7.3 บทบาทเกี่ยวกับการผสมพันธุ
              พบเอนไซม NAGase มากสุดในกลุมเอนไซมกลูโคซิเดส (glucosidase) 
บริเวณสวนหัวตัวอสุจิของสัตวมีกระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลังโดยจําเพาะ
กับน้ําตาลที่อยูบนผิวของไข เชนผิวดานนอกของไขแมลงหวี่ D. melanogaster ที่โตเต็ม
ที่จะพบน้ําตาล β-NAG และ α-mannose เปนตําแหนงที่ตัวอสุจิเขาผสมกับไข 
(Cattaneo et al., 2002) ในขณะที่ยังพบเอนไซมนี้ในคอรทิคอลกรานูลของไขหอยเมน
โดยเมื่อเกิดการผสมพันธุเอนไซมจะถูกหลั่งออกมาจากกรานูล เพื่อไปจับกับ hyaline 
layer ของไขซึ่งอาจทําหนาที่เกี่ยวกับการปองกันไข (Wessel et al., 1987)

1.7.4 บทบาทเกี่ยวกับกลไกการปองกันตนเองจากศัตรูหรือเชื้อกอโรค
เ อนไซม ไกลโคซิ เ ดส เปน เอนไซมที่ ทําหน าที่ สลายและควบคุม  

glycoconjugate เกี่ยวของกับการอักเสบและการปองกันตนเองจากเชื้อกอโรค โดย
เอนไซมสามารถยอยสลายผนังเซลลของแบคทีเรียทําใหแบคทีเรียไมสามารถทํางานได 
(Zelck et al., 1996) เชนเดียวกับที่พบเอนไซมไคติเนสและ NAGase ปริมาณสูงใน
เลือดของปลาเรนโบวเทราทและปลาเทอรบอทที่มีการติดเชื้อ โดยเอนไซม NAGase ทํา
หนาที่สลายไคตินซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลของเชื้อรา (Lindsay, 1986; 
Manson et al., 1992)
                ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบเอนไซม NAGase มีแอคทิวิทีสูงเมื่อตอมน้ํานม
ของแกะมีการติดเชื้อ ซึ่งในน้ํานมปกติมีระดับของเอนไซมในปริมาณต่ําแตเมื่อมีการติด
เชื้อระดับของเอนไซมมีปริมาณสูงขึ้น (Moroni and Cuccuru, 2001; Leitner et al., 
2001)
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1.8   ประโยชนของเอนไซม NAGase
1.8.1 ประโยชนในงานวิจัย

      ไดมีการนําเอนไซม NAGase ไปใชศึกษาชนิดและลําดับของน้ําตาลที่จับ
กับโปรตีนในไกลโคโปรตีน รวมทั้งการกําจัดสายโซน้ําตาลเพื่อใหเอนไซมเปปทิเดส 
(peptidase) เขายอยสายโปรตีนหลัก ซึ่งการศึกษาเหลานี้ในหองปฏิบัติการนิยมใช
เอนไซมไกลโคซิเดสหลายชนิดรวมทั้ง NAGase เขายอยสลายสายโซน้ําตาลบนโปรตีน
หลัก อาทิเชน ผลงานวิจัยของ Tarentino และคณะ (1972) ศึกษาลําดับโครงสรางน้ํา
ตาลของโอวัลบูมิน (ovalbumin) โดยใชเอนไซม endo-NAGase เปนตัวตัดน้ําตาล การ
ทํางานของเอนไซม NAGase ในการสลายไคตินขึ้นอยูกับฮอรโมนการลอกคราบ 
(molting hormone) ในขณะที่มีการลอกคราบจะพบฮอรโมนปริมาณมาก โดยฮอรโมน
จะไปกระตุนใหเอนไซมที่ใชในการลอกคราบทํางาน (Spindler, 1976) และจากการ
ศึกษาของ Dennis และคณะ (1994) พบวาเอนไซม NAGase เปนเอนไซมที่ควบคุม
การดึง NAG ออกจาก O-NAG  ที่เชื่อมติดกับ serine หรือ threonine ของไกลโคโปรตีน
ที่อยูในนิวเคลียสและไซโตพลาซึม เมื่อเกิดกระบวนการการเติมน้ําตาล

1.8.2 ประโยชนในทางการแพทย
ระดับของเอนไซม NAGase ที่เพิ่มสูงขึ้นในเลือดหรือในปสสาวะสามารถ

ใชในการวินิจฉัยโรคได เชนใชเอนไซม NAGase ในการตรวจสอบสัตวที่ติดเชื้อได จาก
การศึกษาของ Moroni และ Cuccuru (2001) พบเอนไซม NAGase มีแอคทิวิทีสูงเมื่อมี
การติดเชื้อแบคทีเรียที่ตอมน้ํานมของแกะสายพันธุ  Sardinia  (Sardinian breed ewe)
เชนเดียวกับของแกะ Israeli Assaf (Leitner et al., 2001) นอกจากนี้ยังพบปริมาณของ
เอนไซม NAGase มากในปสสาวะของผูปวยที่ทอไตถูกทําลายโดยปริมาณของเอนไซม
ที่เพิ่มขึ้นสัมพันธกับทอไตที่ถูกทําลาย  จึงใชเอนไซมเปนตัวบงชี้โรคของผูปวยที่ไตถูก
ทําลาย (Kang et al., 2001) เอนไซม NAGase ยังเปนตัวบงชี้โรคของผูปวยที่ติดเชื้อไว
รัสในซีรัมได เนื่องจากพบเอนไซมในซีรัมสูงในผูปวยที่ติดเชื้อไวรัส (Costanzi et al.,
1996) สวนในผูปวยที่เปนโรคตับแข็ง ทางเดินน้ําดีอุดตัน ตับอักเสบเฉียบพลันจาก
แอลกอฮอล ผูหญิงที่ตั้งครรภ และผูปวยที่เปนโรคเบาหวาน พบมีปริมาณของเอนไซม
NAGase เพิ่มสูงขึ้นในซีรัมเชนเดียวกับหนูทดลองที่เปนโรคตับแข็งเนื่องจาก CCl4
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(Antoniello et al., 1989; Hultberg and Isaksson, 1983) ในทํานองเดียวกันยังใช
เอนไซม NAGase เปนตัวบงชี้โรคมะเร็งเตานม โดยพบเอนไซม NAGase มีแอคทิวิที
สูงในเนื้อเยื่อของผูหญิงที่เร่ิมเปนมะเร็ง (Slawson et al., 2001)

1.9 Vibrio harveyi
         เชื้อแบคทีเรีย Vibrio  harveyi ที่พบในประเทศไทยเปนสาเหตุทําใหเกิดโรคเรือง
แสงในกุงกุลาดํา (มณเฑียร  สงเสริม และคณะ,  2533)  และในลูกกุงแชบวย (ดารุณี  
แซอุย และคณะ,  2530)  เชื้อชนิดนี้ยังกอใหเกิดความเสียหายตอกุงกุลาดําในโรงเพาะ
ฟกในประเทศฟลิปปนส (Lavilla-Pitogo et al., 1990) และไตหวัน (Chen et al., 
1992) โดยเชื้อ V. harveyi กอใหเกิดความเสียหายตอลูกกุง penaeid ในโรงเพาะฟกใน
ระยะตัวออน (larvae) หลังตัวออน (postlarvae) (Lightner, 1988) และในกุงขนาด
ใหญที่เลี้ยงอยูในบอเลี้ยง (Nash et al., 1992 อางโดย Jiravanichpaisal et al., 1994) 
จากการทดลองของ Le Groumellec และคณะ (1995) ซึ่งทําการแยกเชื้อแบคทีเรียจาก
ลูกกุง penaeid ในโรงเพาะฟกที่เลี้ยงในประเทศไทยและประเทศเอควาดอร พบวาเปน
เชื้อ V. harveyi  ที่เปนสาเหตุใหเกิดการตายจํานวนมากของลูกกุงในโรงเพาะฟก โดย
พบวาเชื้อ V. harveyi  ที่พบในประเทศไทยเปนชนิดที่มีความรุนแรงมากกวาที่พบใน
ประเทศเอควาดอร  และยังตรวจพบเชื้อ V. harveyi  ในน้ําที่เลี้ยงกุงกุลาดําอยางหนา
แนน  (Ruangpan et al., 1995)

แบคทีเรียกลุม Vibrio เปนสาเหตุใหเกิดการตายของกุงในระดับตั้งแตคอนขาง
มากจนถึงระดับตาย 100 เปอรเซ็นต (Lightner, 1993) เชื้อแบคทีเรียสวนใหญที่แยกมา
จากกุงที่เปนโรคมักจะพบเชื้อสกุล Vibrio หลายชนิดเชน Vibrio alginolyticus, Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio splendidus, Vibrio vulnificus, Vibrio damsela และ V. 
harveyi  (Lavilla-Pitogo, 1995) จากการศึกษาของ ดารุณี  แซอุย  และคณะ (2530)  
ถึงสาเหตุการตายของลูกกุงแชบวยในโรงเพาะฟก  พบวาการตายของลูกกุงมักจะเกิด
ขึ้นทุกครั้งเมื่อสังเกตเห็นการเรืองแสงชวงกลางคืนในน้ําทะเลและพบอยูตามซากลูกกุง
และลูกกุงที่มีชีวิต หลังจากทําการแยกเชื้อจากลูกกุงแชบวยที่ตายพบวามีสาเหตุมาจาก
เชื้อ V. harveyi โดย มณเฑียร  สงเสริม และคณะ (2533)  พบวาอาการที่เกิดจากการ
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ติดเชื้อ V. harveyi คือ ในระยะแรก ๆ ลูกกุงจะมีการเคลื่อนไหวชาลงลําตัวสีขาวขุน
ตอมากุงจะเบื่ออาหารและตาย

เชื้อ V. harveyi เปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม Vibrio โดยอยูในกลุมของแบคทีเรีย    
แกรมลบ รูปทอน เติบโตไดทั้งในสภาพที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน บางพวก
ตองการเกลือหรือเกลือมีสวนชวยกระตุนการเติบโต ผนังเซลล (cell wall) ของแบคทีเรีย
โดยทั่วไป เปนโครงสรางสวนที่อยูใตแคปซูล (capsule) หรือชั้นเมือก และอยูนอกเยื่อ
หุมเซลล (cell plasma membrane) ผนังเซลลเปนสวนประกอบ 20 เปอรเซ็นตของ
เซลล ประกอบดวยเปปไทด (peptide) โพลีแซ็กคาไรดและลิพิด (lipid) ซึ่งมีองค
ประกอบยอยแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด  ผนังเซลลเปนสวนที่มีความแข็งแกรง
เนื่องจากมีโครงสรางซึ่งเปนโพลีเมอรที่ประกอบดวยโพลีแซ็กคาไรดหรือไกลแคน 
(glycan) และเปปไทด ตอกันดวยพันธะโควาเลนท (covalent bond) ซึ่งมีชื่อเรียกวา
เปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ดังเเสดงในรูปที่ 6

เปปทิโดไกลแคนเปนโพลิเมอรขนาดใหญประกอบดวย 3 สวน คือ สวนแรกเปน
แกนกลาง (back bone) หรือสายไกลแคน (glycan strand) เปนโพลีแซ็กคาไรดที่
ประกอบดวยโมโนแซ็กคาไรดสองชนิดคือ NAG (G) และ N-acetylmuramic acid 
(NAM, M) ตอกันดวยพันธะ β(1 - 4) ไกลโคซิดิกสลับกันตลอดสาย สวนที่สองเปน    
เททระเปปไทด (tetrapeptide) ซึ่งจะตออยูกับ NAM และสวนที่สามเปนเปปไทดอีกชุด
หนึ่ง ซึ่งจะเชื่อมสายของโพลีแซ็กคาไรดที่ทอดขนานกัน (รูปที่ 6) โดยที่สวนที่เปนแกน
กลางจะเหมือนกันหมดในแบคทีเรียทุกชนิด สวนที่เปนเททระเปปไทดและเปปไทดที่
เชื่อมระหวางโพลีแซ็กคาไรดจะแตกตางกันในแตละชนิด เนื่องจากเปปทิโดไกลแคนทุก
สายจะถูกเชื่อมกันทางขวาง ทําใหเปปทิโดไกลแคนชั้นตางๆ ของแบคทีเรียเชื่อมตอกัน
เปนโมเลกุลใหญโมเลกุลเดียว  สําหรับในผนังเซลลของเชื้อ V. harveyi ซึ่งเปน
แบคทีเรียแกรมลบมีโครงสรางประกอบดวยเยื่อบุชั้นนอกซึ่งมีโครงสรางเชนเดียวกับเยื่อ
หุมเซลล แตมีฟอสโฟลิพิด (phospholipid) และโปรตีนนอยกวา นอกจากนี้ยังพบวามี 
ลิโพโพลีแซ็กคาไรด (lipopolysaccharide, LPS) อีกดวย  สวนที่ถัดเขามาจากเยื่อบุชั้น
นอก คือ ชั้นเปปทิโดไกลแคน ซึ่งอยูในชองวางระหวางเยื่อบุชั้นนอกและเยื่อหุมเซลล ซึ่ง








