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บทคัดยอ

เอนไซมไคติเนสและเอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดสที่พบในครัสเตเชียน
เปนเอนไซมในระบบไคติโนไลติกที่มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไคตินและเกี่ยวของ
กับการลอกคราบ เอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดสที่พบในจุลชีพหลายชนิด พืช และ
สัตว มีบทบาทเกี่ยวของกับการยอยคารโบไฮเดรท การผสมพันธุหรือการปองกันตนเอง
จากเชื้อกอโรค

จากการหาภาวะที่เหมาะสมในการวัดแอคทิวิทีของเอนไซมไคติเนสในสาร
สกัดตับกุงแชบวย พบวา เอนไซมไคติเนสทํางานไดดี เมื่อใช colloidal chitin เปนสับส
เตรท ใน 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 บมที่อุณหภูมิ 45°ซ นาน 2.5 ชั่วโมง

ไดทําใหเอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดสบริสุทธิ์จากสารสกัดตับของกุง
แชบวย โดยคอลัมน DEAE-Sephacel และคอลัมน Sephadex G-200 แลวแยกตอ
ดวยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบเตรียม 2 ครั้ง  พบวา เอนไซมเอ็น-อะซิ
ติลกลูโคซามินิเดสบริสุทธิ์ปรากฏแถบโปรตีน 1 แถบ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล 60,900     
ดัลตัน เมื่อยอมแบบซิลเวอรและแบบแอคทิวิทีในโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส
แบบไมแปลงสภาพ และเอนไซมนี้ปรากฏแถบโปรตีน 1 แถบ เชนกัน ซึ่งมีน้ําหนัก
โมเลกุล 104,000 ดัลตัน ในโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบแปลงสภาพ 
เอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดสบริสุทธิ์ ทํางานไดดีที่สุดที่  pH 6.0   และที่อุณหภูมิ
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50°ซ มีความเสถียรตออุณหภูมิถึง 50°ซ เอนไซมบริสุทธิ์มีจลนศาสตรแบบไฮเพอรโบลา 
โดยมีคา Vmax และ Km ตอ p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide เปน 110.86 
ไมโครโมล/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน และ 10 มิลลิโมลาร ตามลําดับ

พบแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซมไคติเนสและเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส 
มากในสารสกัดตับและกระเพาะ พบเล็กนอยในฮีโมลิมฟ  เอนไซมทั้ง 2 ชนิดที่พบมาก
ในตับและกระเพาะนาจะมีบทบาทเกี่ยวของกับการยอยสลายสารอาหารไคตินของกุง
แชบวย

ระดับแอคทิวิทีของเอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดสในฮีโมลิมฟและสาร
สกัดตับของกุงแชบวยที่กระตุนใหมีการติดเชื้อ Vibrio harveyi  มีคาเพิ่มสูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญเปน  2.13 และ 1.50 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย 
0.85% NaCl  ซึ่งตางจากเอนไซมไคติเนสที่มีระดับแอคทิวิทีในฮีโมลิมฟและสารสกัดตับ
ไมแตกตางกันระหวางกุงทั้ง 2 ชุด บงชี้วาระดับของเอนไซมเอ็น-อะซิติลกลูโคซามินิเดส
ที่เพิ่มสูงขึ้นในในฮีโมลิมฟและในตับ นาจะเกี่ยวของกับการปองกันตนเองตอการติดเชื้อ
กอโรคของกุงแชบวย

(4)



Thesis Title Characterization of N-Acetyl Glucosaminidase and
Chitinase from Hepatopancreas of Healthy and Vibrio
harveyi Infected Banana Prawn (Penaeus merguiensis)

Author Mr.  Pongsathorn Lamlertkittikurn
Major Program Biochemistry
Academic Year  2005

Abstract

N-acetyl-D-glucosaminidases (NAGase) and chitinase are present 
in chitinolytic system of crustaceans. They mainly involve in chitin digestion 
and molting. NAGase are also found in many microorganisms, plants and 
animals. They play some roles in carbohydrate digestion, fertilization or 
defense against pathogenic infection.

Optimal conditions for assay of chitinase activity in hepatopancreas 
extract were by using colloidal chitin as a substrate in 0.1 M Tris-HCl, pH 6.0 
and incubation at 45°C for 2.5 hours.

Purification of NAGase from hepatopancreas extract of banana 
prawns was achieved by chromatography on DEAE-Sephacel and Sephadex  
G-200  columns and subsequently by double preparative polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE). The purified enzyme showed a single protein band by 
either silver or activity staining in nondenaturing PAGE with a Mr of 60,900 
Daltons. Similarly, it also showed one protein band with Mr of 104,000 Daltons 
in SDS-PAGE.  The optimum pH and temperature for the activity of the purified 
enzyme were 6.0 and 50°C, respectively.  It was stable upto 50°C. The purified
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enzyme had a hyperbolic kinetic with Vmax and  Km for p-nitrophenyl-N-acetyl-β-
D-glucosaminide  values of 110.86 µmol/min/mg protein and 10 mM, 
respectively.

High specific activities of both chitinase and NAGase were 
detected in the extract fractions from hepatopancreases and guts  whereas 
traces were found in hemolymph of  banana prawns.  These results suggest 
that these enzymes present in hepatopancreases and guts may play roles in 
dietary chitin degradation. NAGase activities in hemolymph and 
hepatopancreas extract of banana prawns infected with Vibrio harveyi were 
increased by 2.13 and 1.50 folds, respectively, significantly higher than that of 
controls which were injected with 0.85% NaCl. In contrast, chitin activities in 
hemolymph and hepatopancreas extract were not different in both groups of 
prawns. These results indicate that the increase in NAGase activity levels in 
hemolymph and hepatopancreas may respond to the pathogenic infection as 
a defense mechanism in banana prawns.
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