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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีศึกษาฤทธ์ิของเอนไซมท่ี์ตา้นเช้ือราเช่น ไคติเนสและกลูคาเนสจากมะรุม โดยการ
สกดัมะรุมดว้ยโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 โมลาร์ พีเอช 5.6 พบวา่สารสกดัหยาบ
ในรากมะรุมสดไม่มีแอคติวิตีของไคติเนส แต่ในแคลลสัจากรากมะรุมพบแอคติวิตี เม่ือตกตะกอน
ดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีความอ่ิมตวัร้อยละ 0-80 ท่ี 0.026 ± 0.008 ไมโครยนิูตต่อมิลลิกรัม ไม่
พบแอคติวิตีของกลูคาเนสในมะรุมสด แต่สามารถตรวจพบในสารสกดัหยาบ สารสกดัท่ีตกตะกอน
ดว้ยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความอ่ิมตวัร้อยละ 0-80 และสารสกดัสุดทา้ยของแคลลสัรากมะรุมมี
แอคติวิตีท่ี  0.043 ± 0.009,  0.008 ± 0.000 และ 0.002 ± 0.002 ไมโครยูนิตต่อมิลลิกรัม ตามล าดับ    
แอคติวิตีจ  าเพาะของเอนไซม์ท่ีสกดัจากแคลลสัจากการเพาะเล้ียงรากมะรุม มีแอคติวิตีสูงกว่าราก
มะรุมในธรรมชาติ ดงันั้นจึงไดเ้พาะเล้ียงเน้ือเยือ่เพื่อชกัน าใหเ้กิดแคลลสั และท าการศึกษาเอนไซมท่ี์มี
ฤทธ์ิการตา้นเช้ือราต่อไป 

การเพาะเล้ียงเมล็ดมะรุมบนอาหารก่ึงแข็ง MS (Murahinge & Skoog) พีเอช 5.8 เป็นเวลา 6 
สัปดาห์จะไดต้น้กลา้มะรุม จากนั้นน าส่วนใบ ล าตน้ และราก มาตดัเป็นช้ินขนาด 0.1 x 0.1 เซนติเมตร 
เล้ียงบนอาหารก่ึงแข็ง MS ท่ีเติม 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid) ความเขม้ขน้ 0.5, 1.0, 3.0 
และ 7.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10-13 สัปดาห์พบว่า อาหารท่ีเติม 2,4-D 1.0 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร สามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสัไดดี้ท่ีสุด 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์ท่ีแคลลัสสร้างข้ึนจากการเหน่ียวน าด้วยตัวเหน่ียวน า ได้แก่        
ไคโตซาน เมทิลแจสโมเนต และกรดซาลิซิลิก ท าท่ีความเขม้ข้นต่างๆ (10.0, 15.0, 30.0 และ 45.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ในอาหารเหลวพร้อมเขยา่ตลอดเวลาท่ี 90 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดย
การตรวจหา แอคติวิตีของเอนไซม์ท าโดยใช้โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ ท่ีพีเอช 5.6 ท่ีอุณหภูมิ 25        
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องศาเซลเซียส แคลลสัจากรากมีแอคติวิตีจ  าเพาะของไคติเนสเม่ือไม่มีการเหน่ียวน าท่ี 1.217 ± 0.216 
พิโคยูนิตต่อไมโครกรัม ส่วนแคลลสัใบแสดงแอคติวิตีจ  าเพาะของไคติเนสสูงสุดท่ี 0.721 ± 0.055, 
1.586 ± 0.706 และ 0.606 ±  0.143 พิโคยนิูตต่อไมโครกรัม เม่ือเหน่ียวน าดว้ย กรดซาลิซิลิก เมทิลแจส
โมเนต และไคโตซานท่ีความเขม้ขน้ 45.0, 30.0 และ 15.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั แคลลสั
จากรากมีแอคติวิ ตีจ  า เพาะของกลูคาเนสท่ี  0.074 ± 0.012 และ 0.448 ± 0.039 ไมโครลิตรต่อ
ไมโครกรัม เม่ือเหน่ียวน าดว้ย 10.0 และ 15.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของเมทิลแจสโมเนต และไคโต
ซานตามล าดบั แคลลัสจากใบมีเอคติวิตีจ  าเพาะเท่ากับ 0.010 ± 0.004 ไมโครยูยิตต่อไมโครกรัม ท่ี 
10.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของเมทิลแจสโมเนต และ 0.013 ± 0.004 ไมโครยูนิตต่อไมโครกรัมของ 
15.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเหน่ียวน าดว้ยไคโตซาน แอคติวิตีของเอนไซม์ท่ีศึกษาในแคลลสัจาก 
ล าตน้ไม่ถูกกระทบโดยการเหน่ียวน าด้วยตวัเหน่ียวน า โดยตรวจไม่พบแอคติวิตีของโปรติเอสใน
แคลลสัทั้งหมดในสภาวะท่ีท าการทดลองน้ีได ้จากการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ เมทิลแจสโมเนตและ  ไค
โตซานสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซมท่ี์มีฤทธ์ิตา้นเช้ือราจากแคลลสัมะรุมไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั ในขณะ
ท่ีกรดซาลิซิลิกมีผลต่อการผลิตเอนไซมน์อ้ยมาก แคลลสัท่ีไดจ้ากทั้งล าตนั ราก และใบแสดงแอคติวิตี
ของไคติเนสและกลูคาเนสในแคลลสัจากรากและใบเท่านั้น แคลลสัจากใบซ่ึงมีแอคติวตีิสูงกวา่จึงถูก
น ามาเหน่ียวน าด้วยเมทิลแจสโมเนต (10.0 และ 30.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ  ไคโตซาน (10.0  
และ 15.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 6 วนั เม่ือเก็บแคลลสัท่ีมีการเหน่ียวน ามาสกดัท่ีเวลาต่างกนั 
แอคติวิตีจ  าเพาะของไคติเนสและกลูคาเนสพบได้สูงสุด เม่ือเหน่ียวน าดว้ยเมทิลแจสโมเนตท่ี 10.0 
และ 30.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั เป็นเวลา 3 วนั 

เมทิลแจสโมเนตสามารถเพิ่มแอคติวิตีจ  าเพาะของเอนไซม์ได้สูงกว่าไคโตซาน การเพิ่ม
ความสามารถการผลิตไคติเนสและกลูคาเนสโดยตวัเหน่ียวน าเป็นหน่ึงทางเลือกท่ีสามารถไดเ้อนไซม์
เพื่อการประยกุตต่์อไป  
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ABSTRACT 

The root of Moringa oleifera (drumstick tree) was selected for the investigation of 

anti-fungal enzymatic activity of chitinase and glucanase. Natural root and root-derived 

calli were extracted with 0.02 M sodium acetate buffer, pH 5.6. Results showed that 

activity of chitinase was not detectable in native root of drumstick tree, but was detected 

in root-derived calli in 0-80%sat. protein precipitate at 0.026 ± 0.008 µu/mg. Glucanase 

activity in native root was also undetectable, but observed in crude extract of root-

derived calli, 0-80%sat. protein precipitate and supernatant at 0.043 ± 0.009, 0.008 ± 

0.000 and 0.002 ± 0.002 mu/mg, respectively. The specific activity of the enzymes from 

root-derived calli were found higher than that from native root of drumstick tree. The 

calli were cultured for future screening of anti-fungal enzymes. 

The seeds of moringa were used to produce seedlings for the moringa callus 

culture. Seedling of drumstick tree was produced by culturing on MS (Murashige & 

Skoog) agar medium at pH 5.8 for 6 weeks. The leaf, shoot and root segments of the 

seedling were cultured separately on MS agar medium containing 0.5, 1.0, 3.0 and 7.0 

mg/L of 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid). The callus culture was havested at 10-

13 weeks after subculturing in MS medium containing 1.0 mg/mL of 2,4-D. 

The enzymatic production in calli was studied in the elicited callus culture with 

elicitors including chitosan, methyl jasmonate and salicylic acid at various 

concentrations (10.0, 15.0, 30.0 and 45.0 mg/mL) in MS suspension with constant 

shaking at 90 rpm for 48 hr. The activity screening was performed using 0.02 M sodium 
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acetate buffer, pH 5.6 at 25 °C. Root derived calli showed the specific activity without 

elicitation at 1.217 ± 0.216 pu/µg. Leaf-derived calli showed the highest chitinase 

specific activity of 0.721 ± 0.055, 1.586 ± 0.706 and 0.606 ± 0.143 pu/µg when 

elicitated with salicylic acid, methyl jasmonate and chitosan at 45.0, 30.0 and 15.0 

mg/mL, respectively. Root-derived calli exhibited glucanase specific activity at 0.074 ± 

0.012 and 0.448 ± 0.039 µu/µg for 10.0 and 15.0 mg/mL of methyl jasmonate and 

chitosan, respectively, while leaf-derived calli showed 0.010 ± 0.004 µu/µg at 10.0 

mg/mL of methyl jasmonate and 0.013 ± 0.004 µu/µg at 15.0 mg/mL for chitosan 

elicitation.  Production of all studied enzymes in shoot-derived calli was not affected by 

elicitors. Protease activity was not detectable in all callus culture at these conditions. 

This investigation revealed that methyl jasmonate and chitosan significantly enhanced 

the production of anti-fungal enzymes in callus culture of drumstick tree, while salicylic 

acid only slightly affected such production. All callus culture derived from shoot, root 

and leaf showed high activity of chitinase and glucanase in root and leaf-derived calli. 

The leaf-derived calli with higher activity were elicited bymethyl jasmonate (10.0 and 

30.0 mg/mL) and chitosan (10.0 and 15.0 mg/mL) for 6 days. The calli were collected 

and extracted at different times of elicitation. The specific activity of chitinase and 

glucanase were the highest at 10.0 and 30.0 mg/mL of methyl jasmonate, respectively, 

on the third day.  

The methyl jasmonate was able to enhance the specific activity better than 

chitosan. The enhancement of chitinase and glucanase production by elicitors is an 

alternative mean to obtain the enzymes for future applications.  

 


