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ปีณิดา  นามวิจิตร : การผลิตและการส่งออกไคโตซาเนสจากบาซิลสัโดยการใชร้ะบบการ

แสดงออกของเชืÊอ Lactobacillus plantarum  ( PRODUCTION AND SECRETION OF 

BACILLUS CHITOSANASE IN LACTOBACILLUS PLANTARUM EXPRESSION 

SYSTEM ) อาจารยที์Éปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร.มณฑารพ  ยมาภยั, 91 หนา้. 

 

วตัถุประสงค์ของวิทยานิพนธ์นีÊ คือการพฒันาระบบการแสดงออกของยีนเพืÉอการผลิต

เอนไซมไ์คโตเนสจากเชืÊอบาซิลสัทีÉเหมาะสมกบัอุตสาหกรรมอาหาร โดยใชเ้ชืÊอ L. plantarum เป็น

เซลลเ์จา้บา้น ซึÉงอาจจะสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการผลิตเอนไซมท์างดา้นอาหารในการผลิตเชิง

พาณิชยต่์อไปในอนาคต โดยในการศึกษาวิจยันีÊ  เอนไซมไ์คโตซาเนสลูกผสม ถูกสร้างขึÊนดว้ยการ

เชืÉอมต่อกับเปบไทด์นําสัญญาณ 2 ชนิด คือ เปบไทด์นําสัญญาณตามธรรมชาติของเชืÊอ Bacillus 

subtilis และเปบไทด์นาํสญัญาณของโปรตีนเยืÉอหุ้มชัÊนนอกของเชืÊอ Escherichia coli หรือ OmpA  

จากนัÊนทาํการโคลนยีนดงักล่าวเขา้สู่พาหะทีÉใชใ้นการแสดงออกของยนีชืÉอเวคเตอร์ pSIP409 ดว้ย

วิธีการทีÉตอ้งใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสปลายเหนียว เพืÉอเชืÉอมต่อชิÊนของยีนเขา้ไปในระหว่าง

ตาํแหน่งตดัจาํเพาะของเอนไซม ์NcoI และ XhoI ของเวคเตอร์ pSIP409 ทีÉมียนีตา้นยาปฏิชีวนะอีริ-

โทรมยัซินเป็นเครืÉ องหมายในการคัดเลือกเวตเตอร์ทีÉ ถูกต้อง ทาํให้ได้เวคเตอร์ใหม่ 2 ชนิด คือ 

pSIP409CSN_nt และ pSIP409CSN_OmpA  จากนัÊ น นํายีน เอนไซม์ไคโตซาเน สดังกล่าวไป

แสดงออกในเชืÊอ L. plantarum WCFS1 ซึÉงเป็นเชืÊอทีÉสามารถใชใ้นงานดา้นอาหาร  การแสดงออก

ของยนี csn จากเชืÊอนีÊ ไดถู้กควบคุมโดยอาศยัตวัชกันาํซึÉงมีคุณสมบติัเป็นเปบไทด์ฟีโรโมน จากนัÊน

จึงทาํการวิเคราะห์เพืÉอเปรียบเทียบระดับกิจกรรมเอนไซม์และประสิทธิภาพในการส่งออกของ

เอนไซมท์ัÊงสองรูปแบบ 

จากการวิเคราะห์พบว่า ผลผลิตของเอนไซมที์Éไดจ้ากการเลีÊยงเชืÊอในปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

ทีÉสภาวะเหมาะสม กิจกรรมเอนไซมที์Éอยูใ่นนํÊ าเลีÊยงเชืÊอมีประมาณ 10,700±25 ยนิูต และ 4,970±411 

ยนิูต และมีประสิทธิภาพการส่งออกของเอนไซมคิ์ดเป็นร้อยละ 79.0 และ 89.0 สาํหรับเอนไซมที์Éใช้

เปบไทดน์าํสัญญาณจากธรรมชาติและเปบไทดน์าํสัญญาณ OmpA ตามลาํดบั  ในขัÊนตอนต่อไปได้

ทาํการสร้างเวคเตอร์สาํหรับการผลิตเอนไซมเ์พืÉอสามารถใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร โดยการแทนทีÉ

ตาํแหน่งของยีนต่อตา้นยาอิริโทรไมซินดว้ยยีนอะลานีน ราซิเมส เรียกเวคเตอร์ใหม่ทีÉไดส้ร้างขึÊนนีÊ

ว่า pSIP609CSN_nt และ pSIP609CSN_OmpA  ผลจากการวดักิจกรรมของเอนไซมใ์นเบืÊองตน้โดย

การเลีÊ ยงเชืÊอในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร พบว่า ค่ากิจกรรมในส่วนนํÊ าเลีÊ ยงเชืÊอวดัได้

ประมาณ 12,600 ยนิูต (U) ต่อลิตร ผลสรุปจากการศึกษานีÊแสดงว่า  สามารถใชเ้ชืÊอ L. plantarum ใน 
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การผลิตเอนไซม์ไคโตซาเนสจากเชืÊอบาซิลสัได ้ซึÉ งระบบการผลิตเอนไซม์ทีÉได้พฒันาขึÊ นมานีÊ มี

ศกัยภาพในการนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการผลิตโปรตีนชนิดอืÉนๆ ไดต่้อไป 
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CHITOSANASE IN LACTOBACILLUS PLANTARUM EXPRESSION 

SYSTEM. THESIS ADVISOR : ASSOC. PROF. MONTAROP  YAMABHAI, 

Ph.D., 91 PP. 

 

RECOMBINAT CHITOSANASE/LACTOBACILLUS PLANTARUM/SECRETION/ 

SIGNAL PEPTIDE 

 

The goal of this study was to develop a food-grade expression system for the 

production of Bacillus chitosanse in Lactobacillus plantarum that could be applied for 

commercial production of food-grade enzyme in the future. Two forms of recombinant 

chitosanase (Csn) fused with different signal peptides, i.e., Bacillus subtilis Csn native 

signal peptide (SP) and the signal peptide of the Escherichia coli outer membrane 

protein (OmpA) were cloned into NcoI and XhoI sites of pSIP409 expression vector, 

harboring erythromycin resistant gene (erm), by a sticky PCR-based method. The two 

constructs, designated pSIP409CSN_nt and pSIP409 CSN_OmpA, were generated and 

over-expressed from L. plantarum WCFS1, which is a food-grade expression host. 

The csn gene expression was controlled by using a peptide pheromone as inducer, and 

both enzyme activity and secretion efficiency of the two constructs were compared. 

The yields from 500 mL of culture volume at the optimal condition were 

approximately 10,700±25 U and 4,970±411 U/L, when using the native and OmpA 

SP, respectively. The secretion efficiencies were approximately 79.0% and 89.0% for 

the constructs containing the native and the OmpA SP, respectively. Subsequently, 

food grade vector for the expression of the recombinant chitosanase was constructed 
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by replacing the erythromycin resistance gene with the alanine racemase (alr) gene, 

resulting pSIP609CSN_nt and pSIP609CSN_OmpA constructs. Preliminary analysis 

of the yield of recombinant Csn containing native signal peptide from 100 mL of 

cultivation was approximately 12,600 U/L, when culture in a shake-flask. In 

conclusion, an efficient system for the production and secretion of recombinant 

chitosanase in L. plantarum was successfully developed. This system may potentially 

be applied for the production of other proteins.  
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