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 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง (ดัลโคชิเนส)  สามารถสังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดโดย
ใชแอลกอฮอลปฐมภูมิและทุติยภูมิไดเทานัน้  ซ่ึงตรงกันขามกับเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากมัน
สําปะหลัง (ลินามาเรส)  ท่ีสามารถใชไดท้ังแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุติยภูมิและตติยภมิูเปนตัวรับ
กลูโคส  โดยเอนไซมท้ัง 2 ชนิด มีความจาํเพาะตอสับสเตรทธรรมชาติเฉพาะตัว  คือ ดัลโคชินิน-กลู
โคไซด และลินามาริน ตามลําดับ  การกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนงในบริเวณจบัสับสเตรท ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ไปเปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  สามารถลดความจําเพาะตอดัลโคชิ
นิน-กลูโคไซดได  แตยังไมสามารถสลายลินามารินได  นอกจากนี้ยังพบวา เอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุท่ีทําใหเกดิการปรับปรุงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดดีข้ึน คือ I185A, N189F และ 
V255F  ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จงึไดทําการกลายพันธุคร้ังละ 2-3 ตําแหนง ในบริเวณจับสับสเตรท ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส ดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส คือ I185A-N189F, I185A-V255F, 
N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F  เพื่อตรวจสอบอันตรกิริยาของกรดอะมิโนท่ีมีผลตอ
ความจําเพาะในการสลายสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  พบวา ท้ังตําแหนง I185, 
N189 และ V255 ในเอนไซมดัลโคชิเนส มีบทบาทสําคัญในการเรงปฏิกิริยาสลายดัลโคชินิน-กลูโค
ไซด  โดยท่ีตําแหนง I185 มีบทบาทท่ีเดนชัดท่ีสุด  สวนการสลายลินามาริน  พบวาตําแหนง A185-
F189 และ A185-F255  สามารถมีอันตรกิริยาตอกันในการสลายลินามาริน  ในการศกึษาการเรง
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคส พบวาเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V2555F และ I185A-
N189F-V2555F มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และ
ทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสดีข้ึน โดยเฉพาะเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F ท่ีสามารถ
ผลิตอัลคิลกลูโคไซดโดยใช iso-propanol ไดดี อยางเห็นไดชัด  ในขณะท่ีเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ N189F-V2555F มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับ
เอนไซมกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง  แตอยางไรก็ตาม เอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนดิ ยังไมสามารถ
สังเคราะหอัลคิลกลูโคไซดโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได 
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 β-Glucosidase from Thai rosewood (dalcochinase) can synthesize alkyl glucoside using  
only primary and secondary alcohols, whereas β-glucosidase from  cassava (linamarase) can use 
primary, secondary and tertiary alcohols as acceptors. Both enzymes show specificities for their 
natural substrates, which are dalcochinin glucoside and linamarin, respectively. Single mutations 
in the substrate binding pocket of dalcochinase to corresponding residues of linamrase decreased 
their specificities toward dalcochinin glucoside, but did not improve their activity toward 
linamarin. In addition, three dalcochinase mutants, I185A, N189F and V255F, showed improved 
transglucosylation activity. In this project, three double- and one triple mutations in the substrate 
binding pocket of dalcochinase to the corresponding residues of linamrase (I185A-N189F, I185A-
V255F, N189F-V255F and I185A-N189F-V255F) were made to investigate the interactions of 
amino acid residues in substrate specificity. Residues I185, N189 and V255 in dalcochinase 
played important roles in the hydrolysis of dalcochinin glucoside, with I185A being more 
dominant than the other two residues. In hydrolysis of linamarin, residues A185-F189 and A185-
F255 interacted to assist in hydrolysis of linamrin. In transglucosylation studies, mutations 
I185A-N189F, I185A-V255F and I185A-N189F-V2555F could improve transglucosylation 
efficiency using primary and secondary alcohols as acceptors. In particular, I185A-N189F-
V2555F mutant gave significantly high yield of alkyl glucoside from iso-propanol. On the other 
hand, N189F-V255F mutant showed reduction in transglucosylation efficiency compared with 
single mutants. However, none of our four dalcochinase mutants could catalyze 
transglucosylation using tertiary alcohols as acceptors. 
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 4 กลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 12 
 5 การเกิดปฏิกิริยาการสลาย ปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยา 
  ยายหมูกลูโคส 13 
 6 แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ                                     
  additive effects 17 
 7 แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ                                   
  partially additive effects 18 
 8 แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ                                         
  synergistic effects 19 
 9 แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ                                         
  antagonistic effects 20 
 10 กลไกการสลาย methanol ใน Pichia pastoris 22 
 11 พลาสมิด pPICZαA, B, C 23 
 12 แผนภาพแสดงการทดแทนยนีท่ีสนใจจากเวคเตอรเขาสูโครโมโซม                                
  ของ P. pastoris ในตําแหนง AOX1 โปรโมเตอร 24 
 13 โครงสรางยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส   25 
 14 พลาสมิด pPICZ-His8-trncTRBG 26 
 15 แผนภาพแสดงการทํากลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะโดยพซีีอาร 32 
 16 แผนภาพแสดงตําแหนงตัดของเอนไซม endoglycosidase H 37 
 17 1% อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ใน                           
  การทํากลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 40 



 

(5) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี  หนา 
 
 18 ผลการตัดพลาสมิดท่ีคาดวานาจะเปนเอนไซมดัลโคชิเนส 
  กลายพันธุท้ัง 4 ตัว ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 42 
 19 ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีนของดัลโคชิเนสกลายพันธุ                          
  ท้ัง 4 ชนิด  เปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 44 
 20 การตรวจสอบคุณลักษณะเบ้ืองตนของดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได 52 
 21 การวิเคราะหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง ท่ีถูกทํา                             
  ใหบริสุทธ์ิ 54 
 22 แผนภาพแสดงความแตกตางของการกระบวนการ glycosylation                                
  ระหวางพืชกับยีสต 55 
 23 การยอยเอนไซมดัลโคชิเนสที่ผานการทําบริสุทธ์ิดวยเอนไซม                
  Endoglycosidase 56 
 24 การวิเคราะหอิเล็คโตรโฟเรซิสแบบนอน-ดีแนชเชอริง- 
  พอลีอะคริลาไมด 58 
 25 โครงสรางของสับสเตรทลินามาริน 61 
 26 อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการเรงปฏิกิริยา (kcat )                        
  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 65 
 27 อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการจับสับสเตรท (Km)    
  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 66 
 28 แผนภาพจําลองแสดงแขนงขางของกรดอะมิโนท่ีช้ีเขาไปในบริเวณ                                
  จับอะไกลโคน ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 และ 3 ตําแหนง 69 
 29 % Mole ของ n-butyl glucoside ท่ีไดจากปฏิกิริยายายหมูกลูโคส                                     
  ท่ีเวลาตางๆ กนั 71 
 30 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M methanol และ  
  0.9 M ethanol เปน glucosyl acceptor 73 
 31 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M n-propanol และ 
  0.9 M n-butanol เปน glucosyl acceptor 74 



 

(6) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี  หนา 
 
 32 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M iso-propanoll และ 
  0.9 M iso-butanol เปน glucosyl acceptor 75 
 33 ผลการวิเคราะห TLC เม่ือใช 0.9 M sec-butanol และ 
  0.9 M tert-butanol เปน glucosyl acceptor 76 
 34 โครงสราง 3 มิติของแบบจาํลองดัลโคชิเนสที่แสดงใหเห็นตําแหนงของ 
  เอนไซมกลายพันธุ I185, N189, M195, H253, V255, N323, G367,                                
  K402, A454 และ E455 85 
 
ภาพผนวกท่ี   
 
 ก1 แผนภาพแสดงสวนประกอบการยายโปรตีนจากเจลสูแมมเบรน 98 
 ก2 แผนภาพแสดงการทําอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน 99 
 ข1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 102 
 ข2 กราฟมาตรฐาน pNP ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
  ในอาหารเล้ียงเช้ือ และในข้ันตอนการทําใหบริสุทธ์ิ 102 
 ข3 กราฟมาตรฐาน pNP ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
  เพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 103 
 ข4 กราฟมาตรฐานกลูโคส 103 
 ช1 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ                                  
  I185A-N189F ในการสลาย pNP-Glc 113 
 ช2 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ                                  
  I185A-V255F ในการสลาย pNP-Glc 113 
 ช3 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 114 
 ช4 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 114 
 



 

(7) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกท่ี  หนา 
 
 ช5 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F ในการสลาย Dal-Glc 115 
 ช6 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-V255F ในการสลาย Dal-Glc 115 
 ช7 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  N189F-V255F ในการสลาย Dal-Glc 116 
 ช8 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F-V255F ในการสลาย Dal-Gl 116 
 ช9 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-N189F ในการสลายลินามาริน 117 
 ช10 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  
  I185A-V255F ในการสลายลินามาริน 117 
 ช11 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 
  N189F-V255F ในการสลายลินามาริน 118 
 ช12 กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 
  I185A-N189F-V255F ในการสลายลินามาริน 118 
 ซ1 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช methanol 120 
 ซ2 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช ethanol 120 
 ซ3 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-propanol 120 
 ซ4 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-butanol 121 
 ซ5 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-propanol 121 
 ซ6 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-butanol 121 
 ซ7 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช sec-butanol 122 
 ซ8 กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช tert-butanol 122 
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การผลิตและศึกษาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุหลายตําแหนงในบริเวณจับสับสเตรท 
 

Production and Characterization of Dalcochinase Mutants Containing Multiple 
Mutations in the Substrate Binding Site 

 

คํานํา 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (EC.3.2.1.21) เปนเอนไซมท่ีอยูในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส 
แฟมิลี 1 และ 3 (Toonkool et al., 2003) มีหนาท่ีในการเรงปฎิกิริยาการสลายพันธะเบตา-กลูโคซิดิก 
ท่ีเช่ือมสารประกอบระหวางหมูไกลโคนกบัหมูอะไกลโคน  พบไดท่ัวไปท้ังในคน พชื สัตว รา และ
แบคทีเรีย  โดยเอนไซมท่ีมาจากส่ิงมีชีวิตท่ีตางชนิดกนั จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีแตกตางกนั 
เชน เอนไซมดลัโคชิเนส (dalcochinase) จากเมล็ดพะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre หรือ 
Thai rosewood) จะมีความจาํเพาะตอสับสเตรทท่ีเปนไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด 
(isoflavonoid �-glucoside) เอนไซมดูริเนส (dhurrinase) จากขาวฟาง มีความจําเพาะตอสับสเตรท  
ดูริน (dhurrin)  เอนไซมลินามาเรส (linamarase) จากมันสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz หรือ 
cassava) จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด (cyanogenic �-glucoside) 
(Svasti et al., 2003) และเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากอัลมอนดมีความจําเพาะตอสับสเตรท       
อะมิกดาลิน (amygdalin) (Esen, 1993)  ดังนั้นเอนไซมจึงมีหนาท่ีแตกตางกันข้ึนอยูกบั        
สับสเตรทของเอนไซม เชน ในพืช เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส มีหนาท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการ
ควบคุมการเจริญเติบโต การตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสม การสรางลิกนิน การยอยสลาย  
เซลโลไบโอส และระบบปองกันตัวเองจากสัตวกดัแทะ (Toonkool et al., 2006) 
 
 เม่ือทําการเปรียบเทียบเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 2 ชนิด คือ เอนไซมดลัโคชิเนสและ
เอนไซมลินามาเรส  พบวา เอนไซมท้ังสองชนิดนี้มีลําดบักรดอะมิโนเหมือนกนัถึง 60 เปอรเซ็นต  
แตมีความสามารถในการทํางานแตกตางกนั  กลาวคือ ในการสลายสับสเตรท เอนไซม 2 ชนิดนี้     
มีความสามารถในการสลายสับสเตรท pNP-Glc (para-nitrophanyl-β-D-glucopyranoside) ซ่ึงเปน
สับสเตรททางการคาไดเหมือนกัน  เอนไซมดัลโคชิเนสมีความสามารถในการสลายสับสเตรท        

ดัลโคชินินเบตา-กลูโคไซด (dalcochinin-8′-O-β-D-glucoside, Dal-Glc) ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  แตไมสามารถสลายสับสเตรทลินามาริน (linamarin) ซ่ึงเปน
สับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสได  และในทํานองเดียวกนั เอนไซมลินามาเรสซ่ึง 
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สามารถสลายสับสเตรทลินามาริน แตไมสามารถสลายสับสเตรท Dal-Glc ได  นอกจากนี้ เอนไซม
ดัลโคชิเนส ยังมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายอนการสลาย  โดยเปลี่ยนกลูโคสอิสระใหกลับมา
เปนไดแซคคาไรด หรือไตรแซคคาไรดไดดี (Svasti et al., 2003)  และยงัมีความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส ซ่ึงใชในการสังเคราะห alkyl glucoside โดยใชแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิ 
เปนตัวรับกลูโคสไดดี และใชแอลกอฮอลชนิดทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสไดเล็กนอย แตไมสามารถ
ใชแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคสไดเลย (Lirdprapamonkol et al., 2000) ในทางตรงกัน
ขาม เอนไซมลินามาเรสมีความสามารถในการเรงปฏิกริิยายอนการสลายไดนอยมาก  แตเอนไซมนี้
มีประสิทธิภาพสูงในการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส โดยใชแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิและ     
ทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคส ไดดี  และลักษณะพิเศษของเอนไซมนี้คือ สามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคส โดยใชแอลกอฮอลชนิดตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได  ซ่ึงนักวิจัยไมพบคุณสมบัตินี้ใน
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากส่ิงมีชีวิตชนดิอ่ืน (Svasti et al., 2003)  ดังนั้นจึงต้ังสมมติฐานวา 
กรดอะมิโนท่ีแตกตางกนัเปนสาเหตุทําใหการทํางานของเอนไซมตางกัน  จึงจะทําการศึกษา
ความสัมพันธระหวางโครงสรางและหนาท่ีของเอนไซม  เพื่อท่ีจะระบุวากรดอะมิโนตําแหนงใด  
เปนสาเหตุใหเกิดความแตกตางนี้ 
 
 จากงานวิจยัของนางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ  นางสาวเพ็ญพร  สูจวิฒันารัตน และ
นางสาวอมรรัตน  ออนเปยม  ไดทําการแทนท่ีกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส ในบริเวณ      
จับสับสเตรท ใหเหมือนกับกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส โดยวธีิการกลายพันธุของยีน            
ดัลโคชิเนสที่ตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) ท้ังหมด 10 ตําแหนง ดังนี้ I185A , 
N189F, M195V, H253F, V255F, N323Q, G367S, K402Y, A454N และ E455I  พบวา เอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 10 ตําแหนง  มีผลในการลดความจําเพาะตอ Dal-Glc  ซ่ึงเปนสับสเตรท 
ธรรมชาติ ในระดับท่ีแตกตางกัน  นอกจากนี้ยังพบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีทําใหเกดิ
การปรับปรุงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลลปฐมภูมิสายยาว เปนตัวรับกลูโคสได 
ดีข้ึน คือ I185A, N189F และ V255F  และใชแอลกอฮอลลทุติยภูมิไดดข้ึีน คือ I185A และ V255F  
(เพ็ญพร, 2549; ชมพูนุท, 2550; อมรรัตน, 2550)  ดังนั้นตําแหนง I185A, N189F และ V255F จึงถูก
เลือกเพื่อทําการกลายพันธุแบบ 2 และ 3 ตําแหนง (double mutation and triple mutation)  คือ 
I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F  ผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะ
ศึกษาอันตรกริิยาของกรดอะมิโนท้ัง 3 ตําแหนง ในการทํางานรวมกนั ในการเรงปฏิกิริยาการสลาย
สับสเตรทและการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
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วัตถุประสงค 
 

 1.  สรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิด คือ  I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-
V255F และ I185A-N189F-V255F โดยการแทนท่ีกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนสดวย            
กรดอะมิโนตําแหนงเดียวกับท่ีพบในเอนไซมลินามาเรส 
 
 2.  ศึกษาคุณสมบัติทางจลนศาสตร (Km, Vmax และ kcat) ของเอนไซมดัลโคชิเนส               
กลายพันธุ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  และเอนไซมลินามาเรส  ในการสลาย
สับสเตรท pNP-Glc, Dal-Glc และ ลินามาริน 
 
 3.  ศึกษาคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  และเอนไซมลินามาเรส  โดยใชแอลกอฮอลล methanol, 
ethanol, n-propanol, n-butanol และ iso-butanol ซ่ึงเปนแอลกอฮอลชนิดปฐมภูมิ และแอลกอฮอล              
iso-propanol และ sec-butanol ซ่ึงเปนแอลกอฮอลชนิดทุติยภูมิ และแอลกอฮอล tert-butanol ซ่ึงเปน
แอลกอฮอลชนิดตติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคส 
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การตรวจเอกสาร 
 
ลักษณะท่ัวไปของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (β -glucosidase) 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21) เปนเอนไซมท่ีอยูในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส 
(glycosyl hydrolase) แฟมิลี 1 และ 3 (Toonkool et al., 2003) สวนใหญมีขนาด 55-65 กิโลดาลตัน 
มีพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานอยูในชวง 5-6  มีสารประกอบเบตา-กลูโคไซดเปนสับสเตรท เชน 
ไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด (isoflavonoid β-glucoside) ไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด 
(cyanogenic-β-glucoside) ฟโนลิกเบตา-กลูโคไซด (phenolic-β-glucoside) และไธโอเบตา-               
กลูโคไซด (thio-β-glucoside)  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ทําหนาท่ีในการเรงปฎิกิริยาการสลาย
พันธะเบตา-กลูโคซิดิก ท่ีเช่ือมสารประกอบระหวางหมูไกลโคนกับหมูอะไกลโคน หรือน้ําตาล
อ่ืนๆ (Esen, 1993)  พบไดท่ัวไปทั้งในคน พืช สัตว รา และแบคทีเรีย  เอนไซมท่ีมาจากส่ิงมีชีวิต 
ตางชนิดกนั จะมีความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีแตกตางกนั  โดยสวนใหญจะมีความจําเพาะตอสวน
ไกลโคนคลายคลึงกัน แตจะแตกตางกนัในความจําเพาะตอสวนอะไกลโคน  เนื่องจากมีลําดับ
กรดอะมิโนบางสวนท่ีแตกตางกัน (Ketudat-Cairns et al., 2000)  ดังนั้นเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
สามารถทําหนาท่ีทางชีวภาพท่ีหลากหลายข้ึนอยูกับชนดิของสับสเตรท  ในมนษุยเอนไซมเบตา- 
กลูโคซิเดส ถูกเรียกอีกช่ือหนึ่งวา กลูโคเซอรีโบซิเดส (glucocerebrosidase) ทําหนาท่ีในการเรง
ปฎิกิริยาการสลายกลูโคซิลเซอราไมด (glucosylceramide) ในไลโซโซม  ถาขาดเอนไซมนี้จะทําให
เกิดโรคทางพนัธุกรรมท่ีช่ือวา โกเชร (Guacher’s disease)  ในพืช เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส มี
หนาท่ีเกีย่วของในกระบวนการท่ีสําคัญหลายกระบวนการ เชน การควบคุมการเจริญเติบโต การ
ตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสม การสรางลิกนิน การยอยสลายเซลโลไบโอส และระบบปองกัน
ตัวเองจากสัตวและแมลง (Toonkool et al., 2006) 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส บางชนิด สามารถใชสับสเตรทไดหลายชนิด ตัวอยางเชน 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากอัลมอนด (almond emulsin) เอนไซมอะมิกดาลิน ไฮโดรเลส 
(amygdalin hydrolase) และเอนไซมพรูนาซินไฮโดรเลส (prunasin hydrolase)  สามารถสลาย
สับสเตรทไดท้ังท่ีเปน เบตา-ด-ีกลูโคไซดและ เบตา-ด-ีกาแลกโตไซด  สําหรับเอนไซมลินามาเรส
และเอนไซมดลัโคชิเนส  สามารถสลายสับสเตรทไดท้ังท่ีเปน เบตา-ด-ีกลูโคไซดและ เบตา-ด-ี         
ฟวโคไซด  และจากการทํา chemical modification ของเอนไซมดัลโคชิเนส โดยใชคอนดูไรทอล บี 
อีปอกไซด (conduritol B epoxide) แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนส มีบริเวณเรงเพยีงแหงเดยีว 
ท่ีเรงการสลายสับสเตรทท้ังสองได (Surarit et al., 1996) 
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 จากการศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซมในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส แฟมิลี 1 จาก
ส่ิงมีชีวิต 8 ชนิด พบวา เอนไซมทุกชนิดมีโครงสรางเปนแบบ (β/)8 barrel (Toonkool et al., 2006) 
(ภาพท่ี 1) โดยมีกรดอะมิโนกลูตาเมท 2 ตัว ทําหนาท่ีเปน catalytic acid/base กับ catalytic 
nucleophile ซ่ึงอยูบริเวณปลาย carboxy terminal ของ β strand ท่ี 4 และ 7 ตามลําดับ (Opassiri et 
al., 2003) โดยกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีทําหนาท่ีเปน acid/base catalyst จะพบในบริเวณอนุรักษ 
TFNEP และกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีทําหนาท่ีเปน catalytic nucleophile มักถูกพบใน conserve 
sequence I/VTENG (Opassiri et al., 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  โครงสราง (β/)8 barrel ของเอนไซมดัลโคชิเนส ท่ีไดจากการทํา modeling โดยใช

เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก white clover (1CBG)  เปนตนแบบ 
 
ท่ีมา: Swissmodel (2007) 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสบางชนิด  สามารถสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดดวยปฏิกิริยา
ยอนการสลาย (reverse hydrolysis) (Surarit et al., 1995)  และสามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมู
กลูโคส (transglucosylation) ไดผลผลิตเปนอัลคิลกลูโคไซด โดยใชแอลกอฮอลลชนิดตาง ๆ เปน
ตัวรับกลูโคส และใชสารพาราไนโตรฟนิลเบตา-กลูโคไซด (para-nitrophanyl-β-D-
glucopyranoside, pNP-Glc) และพาราไนโตรฟนิลเบตา-ฟวโคไซด (para-nitrophenyl-β-D-
fucopyranoside, pNP-Flc) เปนตัวใหกลูโคสไดดี (Svasti et al., 2003)  จากความสามารถของ 

E182 
E396 
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เอนไซมในการเรงปฏิกิริยาเหลานี้ สามารถนําไปใชประโยชนในดานตาง ๆ เชน การสังเคราะห        
โอลิโกแซคคาไรด ดวยปฏิกริิยายอนการสลาย มีประโยชนสําหรับการพัฒนายา เชน แลคตูโลส 
(lactulose) เปนน้ําตาลไดแซคคาไรด ท่ีใชเปนยารักษาโรคทองผูกเร้ือรัง (Boons, 1996)  
นอกจากนั้นโอลิโกแซคคาไรดบางชนิดยังชวยในการทํางานของระบบทางเดินอาหารและ
เสริมสรางระบบภูมิคุมกันของรางกายในรูปของสารพรีไบโอติก (Prebiotic) ชวยปองกันโรค
ทองรวง เชน ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด กลูโคโอลิโกแซคคารไรด 
และ ไซโลโอลิโกแซคคารไรด (wikipedia, 2009)  นอกจากการนําไปใชเปนยาและอาหารเสริมแลว  
ยังมีการนําโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร โดยใชเปนสารใหความหวานท่ีมี
แคลอร่ีตํ่า โดยเปนองคประกอบของอาหารตาง ๆ เชน คุกกี้ น้ําอัดลม ซีเรียล และ ลูกกวาด 
สําหรับอัลคิลกลูโคไซดท่ีไดจากปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคส  จะมีประโยชนในการใชเปนสารลด
แรงตึงผิวชนิดใหม ประเภทปราศจากประจ ุ(nonionic surfactants)  เนื่องจากสามารถยอยสลายได
งายโดยจุลินทรียในธรรมชาติ และมีความออนโยนตอผิวหนังถึงแมจะใชในปริมาณมากหรือใชเปน
ประจํา  สารลดแรงตึงผิวนี้ สามารถนําไปประยุกตใชเปนผลิตภัณฑไดหลายชนดิ เชน ผลิตภัณฑ
ลางภาชนะสําหรับเด็ก ครีมนวดผม สบู ผงซักฟอก น้ํายาปรับผานุม กาว หมึก สี ยาระบาย ยาฆา
วัชพืช และยาฆาแมลง เปนตน (Sarney and vulfson, 1995) 
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช ถูกจัดอยูในแฟมิลี 1 ของไกลโคซิล ไฮโดรเลส มีบทบาท
ในการควบคุมกระบวนการทํางานของไฟโตฮอรโมน (phytohormone-conjugated glucosides)  ชวย
ในการปองกนัการรุกรานจากสัตวกนิพืช รวมท้ังรา  โดยการยอยสลายกลูโคไซดเพื่อใหได
ผลิตภัณฑท่ีเปนพิษ เชน HCN, saponin, coumarins, rotenoid และ quinones เปนตน  เอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสยังมีหนาท่ีในกระบวนการ recycling โอลิโกแซคคารไรดจากผนังเซลลในระหวาง
กระบวนการงอกของขาว  และบางชนิดมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะหผลิตผล
ธรรมชาติท่ีมีสารต้ังตนเปนกลูโคไซด (Opassiri et al., 2003)  นอกจากนั้นจากการศกึษาการ
แพรกระจายกล่ินในดอกลิลล่ี นักวิจยัพบวา ในเนื้อเยื่อดอกไมมีสารประกอบมากมายที่ระเหยได   
แตพบอยูในรูปของสารท่ีไมระเหย (non-volatile) ท่ีติดอยูกับน้ําตาล  แตเม่ือหมูน้ําตาลถูกตัดออก
โดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ทําใหสารประกอบเหลานี้สามารถหล่ังออกมาได  ซ่ึงกิจกรรมของ
เอนไซมนี้จะสัมพันธกับปริมาณความหอมท่ีผลิตข้ึน โดยถายับยั้งกิจกรรมของเอนไซมเบตา-        
กลูโคซิเดสดวยสาร gluconic acid lactone จะทําใหการแพรกล่ินจากดอกลิลล่ีลดลง (Reuveni et al., 
1999)  จากบทบาทท่ีสําคัญเหลานี้ ทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช เปนแหลงของเอนไซมท่ี 
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นาศึกษาเปนอยางมาก  จึงไดมีความพยายามในการคัดกรองหาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพืช
หลากหลายชนิด และศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ ของเอนไซม เพื่อเปนความรูพื้นฐานเกี่ยวกับเอนไซมนี้
ตอไป  และจากการตรวจหาเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากเมล็ดพืชไทยจํานวน 50 สายพันธุ จาก  
17 ตระกูล พบวา เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่ไดจากเมล็ดพะยูง (Dalbergia  cochinchinensis Pierre 
หรือ Thai rosewood) มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด (Surrit et al., 1995) 
 
 นอกจากนี้ไดมีการโคลนยีนของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากขาวท่ีกาํลังงอก (Oryza 
sativa L.cv.)  คือ bglu1 และ bglu2 โดยใหมีการแสดงออกของโปรตีนใน Escherichia coli  พบวา
ใน bglu1 โปรตีนท่ีถูกผลิตออกมาอยูในรูปของ active form  สามารถเรงปฎิกิริยาการสลาย           
pNP-Glc ไดดี พีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานเทากับ 5 ท่ีอุณหภูมิ 15-35oC  มีขนาดประมาณ        
66 กิโลดาลตัน สามารถสลายสับสเตรทธรรมชาติไดหลายชนิด  แตมีกจิกรรมคอนขางตํ่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการใช pNP-Glc นอกจากนี้ ยังสามารถสลายสับสเตรทท่ีเปนสารประกอบไซยาโนจี
นิกเบตา-กลูโคไซดได เชน พรูนาซิน จาก Prunus serotina อะมิกดาริน จากอัลมอนด และดูริน จาก
ขาวฟาง (sorghum)  แตอยางไรก็ตามไมสามารถสลายสับสเตรทลินามาริน จากมันสําปะหลังได 
(Opassiri et al., 2003)  
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดพะยูง 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูง หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งวา ดัลโคชิเนส (dalcochinase) มี
น้ําหนกัโมเลกลุ 330 กิโลดาลตัน ในสภาพธรรมชาติ ประกอบดวยหนวยยอย 4-6 หนวย แตละ
หนวยยอยมีน้าํหนักโมเลกุล 66 กิโลดาลตัน (Srisomsap et al., 1996)  มี Dal-Glc ซ่ึงเปน
สารประกอบไอโซฟลาโวนอยดเบตา-กลูโคไซด เปนสับสเตรทธรรมชาติ  โดยสวนอะไกลโคน
ของ Dal-Glc เปนสารประเภท 12-dihydroamorphigenin  และมีมวลโมเลกุลเทากับ 574 (ภาพท่ี 2)  
เนื่องจากโครงสรางสวนอะไกลโคนของ Dal-Glc  คลายกบัสารโรทีโนน (rotenone) ซ่ึงเปนสารพิษ
ท่ีใชเปนยาฆาแมลง จึงคาดวาหมูอะไกลโคนของ Dal-Glc มีบทบาทสําคัญในพืชสําหรับการ
ปองกันสัตวท่ีมากัดแทะเมล็ด (Ketudat-Cairns et al., 2000)  เอนไซมดลัโคชิเนสสามารถเรง
ปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทสังเคราะหไดท้ัง pNP-Glc และ pNP-Fuc (Ketudat-Cairns et al., 2000) 
โดยมีบริเวณเรงเพียงบริเวณเดียว (Surarit et al., 1996)  นอกจากนี้ยังสามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย
สับสเตรทสังเคราะหตัวอ่ืนๆไดเล็กนอย เปรียบเทียบจากการใหกิจกรรมของเอนไซมในการสลาย 
pNP-Glc เปน 100 % เชน เบตา-กาแลกโตไซด (8.95%) เบตา-ไซโลไซด (3.91%) และเบตา-อะราบิ
โนไซด (4.89%) แตอยางไรก็ตาม เอนไซมนี้ไมสามารถสลายสับสเตรทธรรมชาติทางการคาได  
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เชน ไซยาโนจนีิกเบตา-กลูโคไซด พรูนาซิน และอะมิกดาริน  ซ่ึงจากการศึกษาทางจลนศาสตร  
ของเอนไซมดลัโปคชิเนส  พบวาคา Km ในการสลาย pNP-Glc และ pNP-Fuc เทากบั 5.4 mM และ 
0.54 mM ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาคา Kmในการสลาย pNP-Glc สูงกวา pNP-Fuc 10 เทา ในขณะ
ท่ีคา Vmax ในการสลาย pNP-Glc และ pNP-Fuc เทากับ 50 μmol/mg protein/min และ 21 μmol/mg 
protein/min ตามลําดับ  ดังนัน้คา Vmax ของ pNP-Glc จะเปน 2 เทาของ pNP-Fuc ทําใหอัตราสวน
ระหวาง Vmax/Km สําหรับ pNP-Fuc จะสูงกวา pNP-Glc 5 เทา (Surarit et al., 1996)  สําหรับคา kcat 

ในการสลาย pNP-Glc  (307 sec-1) สูงกวาการสลาย pNP-Fuc (151 sec-1) 2 เทา  ดังนัน้อัตราสวน
ระหวาง kcat/Km ของการสลาย pNP-Fuc (283,100 M-1. sec-1) สูงกวาการสลาย pNP-Glc (57,300 M-

1. sec-1)  สวนคา Km ในการสลาย Dal-Glc  เทากับ 1.68 mM  แสดงใหเห็นวามีคาอยูระหวางคา Km  
ในการสลาย pNP-Glc (5.37 mM) และ pNP-Fuc (0.54 mM) (Savasti et al., 1999) นอกจากนี้  ดัล
โคชิเนสยังเปนเอนไซมท่ีมีความเสถียรคอนขางสูง สามารถเก็บไวไดนานในรูปของ lyophilized 
form หรือเก็บท่ีอุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียส โดยเกือบไมมีการสูญเสียกจิกรรมเลยเปนเวลานานกวา         
6 เดือน (ชิษณสุรร และคณะ, 2538) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  โครงสรางทางเคมีของสารดัลโคชินินเบตา-กลูโคไซด 
 
ท่ีมา: Svasti et al. (1999) 
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 จากการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของเอนไซมดัลโคชิเนส พบวา เอนไซมดัลโคชิเนส 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 547 ตัว ประกอบดวย สวนท่ีเปน propeptide 23 ตัว และสวนท่ีเปน 
mature protein 524 ตัว โดยสวน mature protein ของเอนไซมดัลโคชิเนสมีความเหมือนกับเอนไซม
ไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคซิเดส จาก white clover ถึง 60% จึงคาดวาเอนไซมดัลโคชิเนส  มี
โครงสรางเปนแบบ (β/)8 barrel  คลายกับเอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส จาก white clover 
(1CBG) (Ketudat-Cairns et al., 2000)  ซ่ึงไดมีการตรวจโครงสรางผลึกของเอนไซมไวกอนหนานี ้
(Barrett et al., 1995)  และจากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของดลัโคชิเนส กับ เบตา-กลูโค   
ซิเดสชนิดอ่ืน ๆ แสดงใหเหน็วากรดอะมิโนกลูตาเมทเปนตําแหนงอนรัุกษ โดยกรดอะมิโนกลูตา
เมทท่ีตําแหนง182 เปนตําแหนง catalytic acid/base และกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีตําแหนง 396 เปน
ตําแหนง catalytic nucleophile (Ketudat-Cairns et al., 2000) 
 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง 
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง หรือเรียกอีกช่ือวา ลินามาเรส (linamarase) 
เปนเอนไซมจาํพวกไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส (cyanogenic β-glucosidase) ท่ีเรงปฏิกิริยาการ
สลายสารไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด 2 ชนิด  คือ ลินามาริน (linamarin) และ โลตัสตาลิน 
(lotaustralin) (Keresztessy et al., 1994)  ซ่ึงปกติ 95% ของไซยาโนจีนกิเบตา-กลูโคไซด ในมัน
สําปะหลังเปนลินามาริน (Keresztessy et al., 2001)  และยงัพบวาเอนไซมลินามาเรสและสับสเตรท
จะแยกกันอยูคนละสวนภายในเซลล  ดังนั้นปฏิกิริยาการสลายจะเกิดข้ึนเม่ือเนื้อเยื่อถูกทําลาย  การ
สลายสารท้ัง 2 ตัวนี้ จะใหผลิตภัณฑ คือกลูโคส และไฮดรอกซีไนไตรล (hydroxynitrile)  จากนั้น
จะมีเอนไซมไฮดรอกซีไนไตรล ไลเอส (hydroxynitrile lyase) มาสลายไฮดรอกซีไนไตรล ใหเปน 
คีโตน และกรดไฮโดรไซยานิก (HCN) (ภาพท่ี 3) ซ่ึงกรดไฮโดรไซยานิกท่ีถูกปลดปลอยออกมานัน้
จะเปนสารพษิ  คาดวากระบวนดังกลาวนีจ้ะเกีย่วของกับกลไกการปองกันศัตรูพืชท่ีมากัดแทะได 
(Esen, 1993) 
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ภาพท่ี 3  ปฏิกิริยาการสลายไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคไซด; R = CH3; R′ = CH3 ลินามาริน; R = CH3; 

R′ = C2H5 โลตัสตราลิน; ลินามาเรส = ไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดส 
 
ท่ีมา: Esen (1993) 
 
 จากการศึกษาโดยการแยกเอนไซมลินามาเรสจาก ลําตน กานใบ และเปลือกราก ของ     
มันสําปะหลัง โดยใชการตกตะกอนดวย ammonium sulfate ตามดวย column chromatography 
sepharose 6B และchromatofocusing  พบวา เอนไซมลินามาเรสท่ีแยกไดจากสวนตาง ๆ เหลานี้      
มีลักษณะเปน homopolymer โดยแตละหนวยยอยมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 63 กิโลดาลตัน  จาก
การศึกษาของ Yeoh ในป 1989 พบวา เอนไซมลินามาเรสท่ีสกัดไดจากสวนตาง ๆ ของมัน
สําปะหลัง สามารถสลายสับสเตรท pNP-Glc และ pNP-Fuc ท่ีเปน pNP-β -monoglycoside  และ     
ลินามาริน ท่ีเปน cyanogenic-β -monoglucoside ไดดี โดยมีคา Km ของการสลาย pNP-Glc และ         
pNP-Fuc อยูในชวง 0.26+ 0.02 ถึง 0.42+0.02 mM  และพบวา คา Km ในการสลายลินามาริน ของ
เอนไซมลินามาเรสจากใบ มีคาคอนขางตํ่า (Km=2.08+ 0.15 mM) เม่ือเปรียบเทียบกบัสับสเตรท 
salicin (Km=3.56+0.38 mM) และ prunasin (Km=12.22+1.40 mM)  นอกจากนี้เอนไซมท่ีแยกไดจาก
เปลือกราก พบวา มีคา Km ในการสลายลินามาริน เทากับ 0.57 mM  ซ่ึงคา Km ท่ีไดตํ่ากวาการใช
เอนไซมลินามาเรสจากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน เชน เอนไซมท่ีไดจาก Fusarium oxysporum มีคา Km ของ
การสลายลินามารินเทากับ 2.4 mM (Yeoh and Loh, 1995)  แตในทางตรงขาม เอนไซมลินามาเรสนี้ 
ไมสามารถสลายสับสเตรท pNP-β-D-maltoside  อะมิกดาริน และเซลโลไบโอส ท่ีเปน
สารประกอบพวก pNP-β-diglycoside cyanogenic-β-diglucoside และสารประกอบ disaccharide 
ตามลําดับได  จากการศึกษาตอมาทําใหทราบวา สารประกอบ monoglucoside จะไมสามารถถูก
ขนสงเขาไปภายในเซลลไดเนื่องจากจะถูกสลายดวยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่อยูบริเวณเมมเบรน  
ดังนั้นจึงทําใหพืชตองขนสงน้ําตาลในรูปสารประกอบ diglucoside เพื่อปองกันการถูกสลายดวย
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (Esen, 1993) 
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 นอกจากจะพบเอนไซมลินามาเรสในมันสําปะหลังแลว  ยังพบในพืชชนิดอ่ืนๆ เชน white 
clover,  lima bean และยางพารา ซ่ึงในพืชเหลานี้จะมีกระบวนการ cyanogenesis เหมือนกับใน     
มันสําปะหลัง  นอกจากในพชืและราบางสายพันธุแลว กย็ังมีการแยกเอนไซมลินามาเรสไดจาก 
yeast เชน zygosaccharomyces ซ่ึงสามารถสลายสับสเตรทไดท้ัง cyanogenic-β-monoglucoside 
และ cyanogenic-β-diglucoside (Brimer et al., 1998)  
 
กลไกการเรงปฏิกิริยาการสลายของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 

 
 ในการเรงปฏิกิริยาการสลายพันธะไกลโคซิดิก สามารถเกิดกลไกการสลายท่ีแตกตางกันได 
2 รูปแบบ คือ แบบ retention หรือ แบบ inversion (ภาพท่ี 4)  ซ่ึงจากการศึกษาพบวา เอนไซมไกล
โคซิลไฮโดรเลส family 1 ทุกตัว ซ่ึงรวมถึงเอนไซมดัลโคชิเนสและเอนไซมลินามาเรส มีลักษณะ
เปน retaining enzyme โดยมีการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรทโดยผานกลไก double-
displacement (Zechel and Withers, 2000) 
 
 การเรงปฏิกิริยาแบบ retention นั้น (ภาพท่ี 4a)  จะมีหมูคารบอกซิล 2 หมู ซ่ึงอยูหางกนั
ประมาณ 5.5 Å  ในข้ันแรก หมูคารบอกซิล 1 ตัว จะทําหนาท่ีเปน acid catalyst ใหโปรตอนแก 
glycosidic oxygen  พรอมกับสลายพันธะไกลโคซิดิก  สวนหมูคารบอกซิลอีกตัวจะทําหนาท่ีเปน 
nucleophile เกดิ nucleophilic attack ท่ี C1 ของหมูน้ําตาล สรางพันธะcovalent ไดเปน glycosyl-
enzyme intermediate ซ่ึงข้ันตอนนี้เรียกวา ข้ันไกลโคซิเลช่ัน(glycosylation) และตอมาในข้ันท่ีสอง 
ซ่ึงเรียกวาข้ันดีไกลโคซิเลช่ัน (deglycosylation) โดยโมเลกุลของน้ําเขามาทําปฏิกิริยากับหมู       
คารบอกซิลตัวท่ี 1 ท่ีสูญเสียโปรตอน ในข้ันนี้จะทําหนาท่ีเปน base catalyst ดึงโปรตอนออกจากน้ํา 
แลวออกซิเจนของน้ําจะทําหนาท่ีโจมตี anomeric center ของน้ําตาลกลูโคส ทําใหไดน้ําตาลหลุด
ออกมา  ซ่ึงท้ัง 2 ข้ันตอนนี้จะเกิดข้ึนโดยผาน transition strate ท่ีมีลักษณะคลายออกโซคารบิเนียม
ไอออน (oxocarbenium ion-like transition state) และผลิตภัณฑท่ีไดจะมีโครงสราง anomeric 
center ของน้ําตาลกลูโคสเหมือนกับสับสเตรท (Zechel and Withers, 2000) 
 
 การเรงปฏิกิริยาในกลุมของ inverting glycosidase (ภาพท่ี 4b)  จะพบวามีหมูคารบอกซิล   
2 หมู ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปน acid และ base catalyst โดยท้ัง 2 หมู จะอยูหางกันประมาณ 10.5 Å โดย
โมเลกุลของสับสเตรท และนํ้า จะเขาจับระหวางหมูคารบอกซิลท้ัง 2 พรอมกัน และปฏิกิริยาท่ี
เกิดข้ึนจะเกิดโดยผานกลไก single-displacement และเกดิ transition strate ท่ีมีลักษณะคลาย       
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ออกโซคารบิเนียม ไอออน (oxocarbenium ion-like transition state) โดยผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนจะมี
โครงสราง anomeric center ไมเหมือนกับสับสเตรท (Zechel and Withers, 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  กลไกการเรงปฏิกริิยาของเอนไซมไกลโคซิลไฮโดรเลส: (a) retaining (b) inverting 
 
ท่ีมา: Zechel and Withers (2000) 
 
ปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
 
 โดยปกติ เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจะเรงปฏิกิริยาการสลายสับสเตรทท่ีเปนโอลิโก      
แซคคาไรดและ เบตา-กลูโคไซด  แตอยางไรก็ตาม ถาเอนไซมอยูในสภาวะท่ีเหมาะสม ซ่ึงอาจจะ
เปนสภาวะท่ีมีความเขมขนของ monosaccharide สูง (เชน 60-85% w/v) อุณหภูมิสูง มีกิจกรรมของ
น้ําตํ่า (water activity) และความเขมขนของเอนไซมสูง ก็จะสามารถทําใหเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
เรงปฏิกิริยายอนการสลายได โดยเกดิการสรางพันธะระหวางกลูโคสอิสระไดเปน ไดแซคคาไรด,      
ไตรแซคคาไรดหรือโอลิโกแซคคาไรด ได (ภาพท่ี 5) 
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 จากการศึกษาปฎิกิริยายอนการสลายโดยใชเอนไซมดัลโคชิเนส  พบวา สามารถสังเคราะห
โอลิโกแซคคาไรด ไดประสิทธิภาพสูง จากการใชกลูโคสอิสระท่ี 40%-70% (w/w) เปนสับสเตรท 

และ pH ท่ีเหมาะสมคือ 5.0 และอุณหภูมิ 60-65 °C โดยไดผลิตภัณฑท้ังหมดประมาณ 30% 
หลังจากทําปฎิกิริยา 20 วัน ซ่ึง 25% เปนไดแซคคาไรด และอีก 5% เปนไตรแซคคาไรด (Srisomsap 
et al., 1999)  แตในทางตรงขาม ถาใชเอนไซมลินามาเรส ในการทําปฎิกิริยายอนการสลาย โดยใช
กลูโคสเปนสับสเตรท พบวา สามารถสังเคราะหไดแซคคาไรดไดนอยกวา 5%  ซ่ึงแสดงใหเห็นวา 
เอนไซมลินามาเรสมีความสามารถในการเรงปฎิกิริยายอนการสลายไดนอยมาก  ดังนั้นจึงสรุปไดวา 
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน ก็จะมีความสามารถในการเรงปฎิกิริยายอน  
การสลายตางกัน (Toonkool, 2003)  
 
 เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส นอกจากจะสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยายอน
การสลายไดแลว ยังสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสได  โดยการยายหมูกลูโคสจากตัวให เชน 
pNP-Glc ไปยงัตัวรับ เชน แอลกอฮอล (ภาพท่ี 5) ซ่ึงปฏิกิริยานี้สามารถนําไปใชในการสังเคราะห
สารพวก alkyl glucoside  ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําไปใชเปนสาร biodegradable detergent ได 
(Lirdprapamongkol and Svasti, 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  การเกิดปฏิกิริยายอนการสลาย และปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซม               

เบตา-กลูโคซิเดส  D คือ หมูอะไกลโคน หรือ หมูน้ําตาล; R คือ แอลกอฮอลล 
 
ท่ีมา: Svasti et al. (2000) 
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 จากการศึกษาปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดลัโคชิเนสจากพะยูง พบวาเอนไซม
นี้สามารถเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสไดเปน alkyl glucoside โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปน
ตัวรับกลูโคสไดดี และสามารถใชแอลกอฮอลทุติยภูมิไดเล็กนอย แตไมสามารถใชแอลกอฮอล  
ตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได  ดังนั้นมันจึงไมสามารถสังเคราะห tertiary alkyl glucoside ได 
(Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)  แตอยางไรกย็ังพบวา เอนไซมดัลโคชิเนสจากพะยูงสามารถ
เรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส ไดเปน alkyl glucoside สูงกวาการเรงปฎิกิริยาโดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิ
เดสจากเมล็ดอัลมอนด กับแอลกอฮอลลทุกชนิดท่ีใชทดสอบ 
 
 จากการศึกษาโดย Svasti และคณะ ในป 2003 พบวา เม่ือใชเอนไซมลินามาเรสจาก        
มันสําปะหลังในการเรงปฎิกิริยาการยายหมูกลูโคส พบวา เอนไซมลินามาเรส มีความสามารถใน
การยายหมูกลูโคส จาก pNP-Glc ไปยังแอลกอฮอลลชนิดทุติยภูมิ เปนตัวรับไดมากกวาเอนไซม
เบตา-กลูโคซิเดส จากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ และนอกจากนี้เอนไซมลินามาเรสยังมีความสามารถ
พิเศษเฉพาะในการสังเคราะห C4, C5 และ C6 tertiary alkyl glucoside โดยไดผลผลิตเทากับ 94% 
82% และ 56% ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ซ่ึงไม
สามารถเรงปฎิกิริยาการยายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลลตติยภูมิเปนตัวรับได (Svasti et al., 
2003) 
 
การศึกษาโครงสรางและการทํางานของเอนไซมโดยใชการกลายพันธุ 
 
 การศึกษาโครงสรางและการทํางานของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสโดยใชการกลายพนัธุ มี
อยางกวางขวาง ท้ังเอนไซมท่ีไดจากพืช คน และแบคทีเรีย  เพื่อระบุหนาท่ีจําเพาะของกรดอะมิโนท่ี
สําคัญตอการทํางานของเอนไซม  และนําความรูท่ีไดไปประยุกตใชในการพัฒนาคุณภาพของ
เอนไซมใหมีคุณสมบัติตามท่ีตองการ  เชน จากการศึกษาถึงความสําคัญของกรดอะมิโนในบริเวณ 
active site ของเอนไซมไซยาโนจีนิกเบตา-กลูโคซิเดสจากมันสําปะหลัง โดยใชเทคนคิ site-
directed mutagenesis  ในการเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตาเมท ท่ีตําแหนง 413 ไปเปนกรดอะมิโน
ไกลซีน พบวา เอนไซมท่ีทําการกลายพันธุในตําแหนงดังกลาว ไมมีกจิกรรมของเอนไซมเบตา-กลู
โคซิเดส  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีตําแหนง 413 นี้นาจะเปนตําแหนง catalytic 
nucleophile  และเม่ือทําการเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตามีนท่ีตําแหนง 339 ไปเปนกรดอะมิโนกลูตา
เมท พบวา เอนไซมท่ีไดไมมีกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส  เชนเดียวกนั  แสดงใหเห็นวา 
กรดอะมิโนกลูตามีนท่ีตําแหนง 339 นาจะเปนตําแหนง catalytic diad  และเม่ือทําการเปล่ียน
กรดอะมิโนอะลานีนท่ีตําแหนง 201 ไปเปนกรดอะมิโนวาลีน พบวา การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน  
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ท่ีตําแหนงนี้ มีผลทําใหคา pKa ของกรดอะมิโนกลูตาเมทท่ีตําแหนง 198 ซ่ึงเปนตําแหนง acid/base 
catalyst เปล่ียนแปลงจาก 7.22 ไปเปน 7.44  ท่ีเปนเชนนีอ้าจจะเปนผลมาจากการเปล่ียนแปลง 
hydrophobic environment ของเอนไซม 
 
 นอกจากนี้ นกัวิจัยไดทําการเปล่ียนกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนท่ีตําแหนง 269 ไปเปน
กรดอะมิโนแอสพาราจีน พบวา คา Km ในการสลายลินามารินเพิ่มข้ึนถึง 16 เทา (16.1 mM) เม่ือ
เทียบกับ wild-type (1.05 mM)  แตในการสลาย pNP-Glc คา Km เพิ่มข้ึนเพียง 2.5 เทา (0.84 mM) 
เม่ือเทียบกับ wild-type (0.35 mM)  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนฟนิลอะลานีนท่ีตําแหนง 269 นาจะ
เกี่ยวของกับความจําเพาะตอสับสเตรทท่ีเปนลินามารินมากกวา pNP-Glc (Keresztessy et al., 2001)   
 
 การศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจาก Agrobacterium sp.  พบวาถาทํา
การแทนท่ีกรดอะมิโนกลูตาเมท ท่ีตําแหนง 358 ดวยกรดอะมิโนอะลานีนจะทําใหไดเอนไซมเบตา-
กลูโคซิเดสกลายพันธุมีความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดมากกวา 90% และถา
ทําการแทนท่ีกรดอะมิโน ในตําแหนงเดยีวกันนี้ ดวยกรดอะมิโนซีรีน พบวาเอนไซมเบตา-กลูโคซิ
เดสกลายพันธุท่ีไดจะมีความสามารถในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดไดมากกวาการแทนท่ีดวย
กรดอะมิโนอะลานีนถึง 24 เทา (Mayer et al., 2000) 
 
 นักวิจยัไดทําการศึกษาการกลายพันธุของเอนไซมดัลโคชิเนส โดยทําการเปล่ียนกรดอะมิโน
ในตําแหนงท่ีคาดวาจับกับหมูอะไกลโคนของเอนไซมคัลโคชิเนส ไปเปนกรดอะมิโนท่ีตําแหนง
สอดคลองกันของเอนไซมลินามาเรส  พบวา  การกลายพันธุแบบตําแหนงเดยีว คือ I185A , N189F, 
M195V, H253F, V255F, N323Q, G367S, K402Y, A454N และ E455I  สามารถลดความจําเพาะตอ 
Dal-Glc ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  แตไมสามารถชวยปรับปรุงคุณสมบัติ
ของเอนไซม ใหมีความสามารถในการสลายลินามาริน ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินา
มาเรส  แตพบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A , N189F และV255F ชวยปรับปรุง
ประสิทธิภาพการยายหมูกลูโคส โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ เปนตัวรับกลูโคส  สวน I185A และ 
V255F  สําหรับ แอลกอฮอลทุติยภูมิ  เม่ือเทียบกับเอนไซมดัลโคชิเนสจากธรรมชาติ  และเอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้เดิม (เพ็ญพร, 2549; ชมพูนุท, 2550; อมรรัตน, 2550) 
 
 นอกจากการทาํกลายพันธุโดยวิธี site-directed mutagenesis แลว ยังมีการทําการกลายพันธุ
แบบสุม (random mutation) เชน ในการศึกษาการทําการกลายพันธุของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส 
จาก Paenibacillus polymyxa เพื่อปรับปรุงคุณสมบัติของเอนไซมใหสามารถทนรอนไดเพิ่มมากข้ึน  
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(thermal resistance)  โดยเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จาก P. polymyxa  มี half-life นาน 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และไมพบวามีกิจกรรมของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ดังนั้น
นักวจิัยไดทําการกลายพันธุเอนไซมนี้โดยใชวิธีการกลายพันธุแบบสุม  และหลังจากมีการตรวจ 
สอบการกลายพันธุโดยการหาลําดับเบสแลว  ก็พบตําแหนงของการกลายพันธุ 6 แบบ ดังนี้คือ 
E96K, T385A, N411S, M416I, N437K และ N437H  ซ่ึงพบวาการกลายพันธุแบบ T385A ไมมี
คุณสมบัติการทนรอนเพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับ wild-type  แตเม่ือศึกษาคาทางจลนศาสตร พบวา
มีกิจกรรมจําเพาะ (specific activity) เพิ่มข้ึน 20 เทาเม่ือเปรียบเทียบกบั wild-type  นอกจากนี้
นักวจิัยไดทําการกลายพันธุหลายตําแหนงพรอมๆ กัน (multiple mutation)  พบวา สามารถเพ่ิม
คุณสมบัติในการทนรอนของเอนไซมได  แตอยางไรก็ตาม ผลจากการกลายพันธุท่ีเกดิข้ึนนี้ทําให
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมลดลง  โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซมท่ีมีการกลายพันธุสามตําแหนง คือ 
E96K/M416I/N437K มีกิจกรรมจําเพาะลดลงประมาณ 5 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับ wild-type  
นอกจากนั้นการกลายพันธุแบบส่ีตําแหนง คือ E96K/M416I/N437K/ T385A  แสดงใหเห็นวามี
คุณสมบัติการทนรอนสูงสุด (50 °C มากกวา 90 นาที) คลายกับการกลายพันธุแบบ 
E96K/M416I/N437K  และมีกิจกรรมจําเพาะสูงเหมือนกบัการกลายพันธุแบบ T385A  ดังนั้น 
ลักษณะการกลายพันธุเหลานี้ทําใหเอนไซมมีคุณสมบัติการทนรอนเพิม่ข้ึนจากเดิมท่ีไมพบกิจกรรม
ของเอนไซมเลยท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  และเอนไซมกลายพันธุท่ีไดนี้มี half-life นาน         
12 นาที ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (González-Blasco et al., 2000) 
 
การแปรผลเชงิปริมาณของผลจากการกลายพันธุเอนไซม 2 ตําแหนง (Quantitative 
interpretations of double mutations of enzymes) 
 
 Mildvan et al (1992); Mildvan (2004)  ไดทําการศึกษาผลของการสรางเอนไซมกลายพันธุ
มากกวาสองตําแหนง  และทําการแปรผลเชิงปริมาณ  เพื่ออธิบายหนาท่ีของแตละตําแหนง และ
อันตรกิริยาท่ีมีระหวางกัน  โดยผูวจิัยใหคาการเปล่ียนแปลงของพลังงานอิสระท่ีเกิดจากการกลาย

พันธุท่ีตําแหนง ท่ี 1 ตําแหนงท่ี 2  และ 2 ตําแหนงรวมกนั เทากับ ΔG1, ΔG2 และ ΔG1+2 ตามลําดบั  

และเปรียบเทียบคาของ ΔG1+2 กับ คาของ ΔG1+ΔG2  ทําใหผูวจิัยสามารถแบงผลของการกลาย
พันธุออกเปน 5 ประเภท ไดแก 
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 1.  Additive effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลเทากับการบวกผลของการกลาย

พันธุหนึ่งตําแหนงเขาดวยกนั (ΔG1+2 = ΔG1+ΔG2)  ลักษณะเชนนี้ เกิดเนื่องจากกรดอะมิโนใน
ตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานไมเกดิอันตรกิริยาระหวางกัน (non-interacting 
residues)  แตมีหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยาเดียวกัน (ภาพท่ี 6) 
 
 
 
 

ตัวอยาง 

 

 

 
 
 
 
ภาพท่ี 6  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ additive effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 2.  Partially additive effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลมากกวาการเกดิการกลาย

เพียงตําแหนงเดียว  แตนอยกวาการบวกผลของการกลายพันธุหนึ่งตําแหนงเขาดวยกนั (ΔG1  < 

ΔG1+2 < ΔG1+ΔG2)  ลักษณะเชนนี้ เกิดเนื่องจากกรดอะมิโนในตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง                
2 ตําแหนง ทํางานรวมกนั (cooperative interaction) ในการเรงปฏิกิริยาเดียวกัน (ภาพท่ี 7) 

ΔG1 ΔG2 ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

D38N = ↓kcat 105.6 fold 
Y14F = ↓ kcat 104.7 fold 
DM = ↓ kcat 1010.44 fold 

1010.3 
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ตัวอยาง 

 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ partially additive effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 3.  Synergistic effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลมากกวาการบวกผลของการ

กลายพันธุหนึง่ตําแหนงเขาดวยกัน (ΔG1+2 > ΔG1+ΔG2) ลักษณะเชนนี้ เกดิเนื่องจากกรดอะมิโน
ในตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานตานกนั (anticooperative residues) ในการเรง
ปฏิกิริยาเดยีวกัน  ดังนัน้เม่ือทําการกลายพันธุ 1 ตําแหนง  ทําใหเกิดความเสียหายนอยกวาท่ีควรจะ
เปน เพราะทําใหความเคน (strain) หรือความตาน (anti-cooperativity) ระหวางท้ัง 2 ตําแหนง
หายไปดวย  และสงผลใหอีกตําแหนงหนึง่ท่ีเหลืออยูทํางานไดดีข้ึน (ภาพท่ี 8) 

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

R87G = ↓kcat 104.8 fold 
E43S = ↓ kcat 103.7 fold 
DM = ↓ kcat 106.0 fold 

108.5 
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ตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ synergistic effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 4.  Antagonistic  effects  คือ  การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลนอยกวาการเกิดการกลาย

เพียงตําแหนงเดียว (ΔG1+2 < ΔG1)  ลักษณะเชนนี้ เกิดเนือ่งจากกรดอะมิโนในตําแหนงท่ี
ทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานใหผลตรงขามกัน (opposing effects) ในการเรงปฏิกิริยาเดยีวกนั  
โดยผลของการกลายพันธุในตําแหนงท่ี 2 จะหักลางผลของการกลายพันธุในตําแหนงท่ี 1 (ภาพท่ี 9) 

ΔG1 ΔG2
ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

R87G = ↓substrate binding 102.2 fold 
E43S = ↓substrate binding 100.7 fold 
DM = ↓substrate binding 103.9 fold 

102.9 
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ตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9  แผนภาพแสดงผลของการกลายพันธุรวมกัน 2 ตําแหนงแบบ antagonistic  effects 
 
ท่ีมา: Mildvan (2004) 
 
 5.  No additional effects คือ การกลายพันธุ 2 ตําแหนง มีผลเทากับการเกิดการกลายเพียง

ตําแหนงเดียว (ΔG1+2 = ΔG1)  ลักษณะเชนนี้ เกดิเนื่องจากในบางกรณท่ีีกรดอะมิโนในตําแหนงท่ี
ทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานรวมกนั (cooperative interaction) หรือทํางานตรงขามกัน 
(opposing effects) ในการเรงปฏิกิริยาเดยีวกัน  แตผลของความเสียหายท่ีเกิดข้ึนไมสามารถจําแนก
เขากลุมดังกลาวท้ัง 2 ได 
 
การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตนีใน Pichia pastoris 
 
 P. pastoris  เปนยูคาริโอตช้ันสูง ท่ีมีขอดีคือ มีกระบวนการมวนพับโปรตีน ( protein 
folding)  กระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห  ซ่ึงคลายกบัข้ันตอนท่ีพบในส่ิงมีชีวิต
ช้ันสูงท่ัวไป  ซ่ึงกระบวนการเหลานี้จะไมพบใน E. coli  นอกจากนี ้P. pastoris เล้ียงงาย โตเร็ว 
อาหารเล้ียงเช้ือราคาไมแพง และมีการแสดงออกของโปรตีนในปริมาณสูง (Invitrogen, n.d.) และ
สามารถนําไปใชในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดหลายชนิด 

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

R87G = ↓kcat 104.8 fold 
E21S = ↓ kcat 103.0 fold 
DM = ↓ kcat 104.2 fold 

107.8 
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 P. pastoris เปนเมธิลโลโทรฟกยีสต  ซ่ึงสามารถเติบโตโดยใชเมทานอลเปนแหลง
คารบอนและแหลงพลังงาน  มีการเจริญและเพ่ิมจํานวนโดยวิธีการแตกหนอ และมีความตองการ
วิตามินไบโอตินเพื่อการเจริญ (Dijken and Harder, 1974)  กลไกการสลายเมทานอลเกิดโดยอาศัย
ปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน  ซ่ึงเร่ิมโดยเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส (alcohol oxidase) จะเปล่ียนเมทานอล
ไปเปนฟอรมัลดีไฮดโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอน  ซ่ึงปฎิกิริยานี้จะมีไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดเกดิข้ึน ซ่ึงเปนพิษกบัเซลล ดังนั้นกลไกการสลายเมทานอลจะเกิดข้ึนภายในเพอรอกซิโซม 
(peroxisome) เพื่อจะไดกําจดัไฮโดรเจนเปอรออกไซดออกจากเซลลไดงาย โดยอาศัยเอนไซม      
คะตาเลส (catalase) ในการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดผลิตภณัฑท่ีเปนออกซิเจนกับน้ํา  สวน
ฟอรมัลดีไฮดจะออกจากเพอรอกซิโซม ไปอยูไซโตพลาสซึมและถูกออกซิไดซไดผลิตภัณฑเปน
ฟอรเมทกับคารบอนไดออกไซด  โดยเอนไซมฟอรมัลดีไฮด ดีไฮโดรจเีนส (formaldehyde 
dehydrogenase)  และฟอรเมท ดีไฮโดรจีเนส (formate dehydrogenase)  ตามลําดับ (ภาพท่ี 10)              
 
 P. pastoris  สามารถผลิตเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดสไดปริมาณมากเม่ือมีการเหนี่ยวนํา
ดวยเมทานอล  ดังนั้นจึงมีการนําโปรโมเตอรท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส  มา
ใชในการควบคุมการผลิตเฮเทอโรกัสโปรตีน ซ่ึงมียีนท่ีเปนรหัสของเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดส 
คือ AOX1และ AOX2  สวนมากท่ีพบในเซลลจะผลิตมาจาก AOX1 ซ่ึงคิดเปน > 30 %  โดยการ
ควบคุมการแสดงออกของยนี AOX1 จะอยูในระดับการถอดรหัส (transcription)  และเกี่ยวของกบั  
2 กลไก คือ กลไก repression/depression และกลไกการเหนีย่วนํา (induction)  ดังนั้น ถามีเมทานอล  
จะชักนําใหเกดิการถอดรหสัของยีน AOX1 และในทางกลับกันถาขาดเมทานอลการถอดรหัสของ
ยีนกไ็มเกดิข้ึน ดังนั้นจึงมีการใชโปรโมเตอร AOX1 มาใชในการควบคุมการผลิตโปรตีน 
(Invitrogen, n.d.) 
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ภาพท่ี 10  กลไกการสลาย methanol ใน Pichia pastoris  1: alcohol oxidase; 2: catalase; 3: 

formaldehyde dehydrogenase; 4: S-formylglutathione-hydrolase; 5:formate 
dehydrogenase 
ตัวยอ  F: formaldehyde; S-HMG: S-hydroxymethylglutathione; S-FG: S-
formalglutathione; G-SH: reduced glutathione; F: formate 

 
ท่ีมา: Duff and Murray (1990) 
 
 การแสดงออกของโปรตีนใน P. pastoris  ทําไดโดยการโคลนยีนท่ีสนใจเขาสูเวคเตอร 
pPICZαB ซ่ึงเปน vector ท่ีออกแบบมาใหสามารถจําลองตัวเองไดท้ังใน E. coli และ P. pastoris  
(ภาพท่ี 11) 
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ภาพท่ี 11  พลาสมิด pPICZαA,B,C ประกอบดวยจดุเร่ิมตนของกระบวนการจําลองตัว(pUC ori)  

โปรโมเตอรสําหรับใชในกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีสนใจ (5׳AOX1)  
สัญญาณสงโปรตีนออกสูนอกเซลล (α-factor signal)  บริเวณท่ีจะใสยีนของโปรตีนท่ี
ตองการใหแสดงออก (multiple cloning site)  ยีนของโปรตีน myc ซ่ึงเปนแอนติเจนท่ีจะ
จับกับ anti myc antibody (c-myc epitope)  ฉลากฮิสติดีน (polyhistidine tag) เพื่อใชใน
การทําบริสุทธ์ิ กับคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography (6xHis)  จดุส้ินสุดใน
กระบวนการถอดรหัสของยนี AOX1 (AOX1TT)  โปรโมเตอรท่ีใชในการถอดรหัสของยีน
ท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน P. pastoris (PTEF1)  โปรโมเตอรท่ีใชในการถอดรหัส
ของยีนท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin ใน E. coli (PEM7)  ยีนตานยาปฏิชีวนะ zeocin  
และจุดส้ินสุดในกระบวนการถอดรหัสของยีนท่ีตานทานตอยาปฏิชีวนะ zeocin 
(CYC1TT) 

 
ท่ีมา: Invitrogen (n.d.) 
 

ในการแทรกยนีเขาสูจีโนมของยีสตมี 2 แบบ คือ แบบ single crossover  คือการแทรกยนี
เขาท่ีปลาย 3׳ AOX1 โปรโมเตอรดานเดยีว และ แบบ double crossover  คือการแทรกยีนเขาท้ัง
ปลาย 3׳ AOX1 และ 5׳ AOX1 โปรโมเตอร ดังแสดงในภาพท่ี 12 
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ภาพท่ี 12  แผนภาพแสดงการทดแทนยีน ท่ีสนใจจากเวคเตอรเขาสูโครโมโซมของ P. pastoris ใน

ตําแหนง AOX1 โปรโมเตอร 
 
ท่ีมา: Invitrogen (n.d.) 
 
การผลิตรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส 
 
 Toonkool et al. (2006)  ไดทําการโคลนยีนดัลโคชิเนส และใหมีการแสดงออกในส่ิงมีชีวิต 
2 ระบบ คือ ยสีต และ แบคทีเรีย  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสที่มีการแสดงออกใน Esherichia coli 
ไดโปรตีนท่ีไมละลายนํ้า  แตสามารถทําใหโปรตีนละลายน้ําไดโดยใหมีการแสดงออกรวมกับ 
chaperonin GroESL แตอยางไรก็ตามเอนไซมท่ีไดก็ไมมีกิจกรรม ท้ังนีอ้าจเนื่องมาจากใน E. coli 
ขาดกระบวนการดัดแปรโปรตีนหลังการสังเคราะห (post-translational modification) ท่ีเหมาะสม  
ซ่ึงกระบวนการนี้ จําเปนตอการมวนพับท่ีถูกตองของเอนไซม  ดังนั้นนักวจิัยจึงหันมาใชยีสตใน
การผลิตโปรตีนแทน  เนื่องจากยีสตมีออแกเนลท่ีสําคัญท่ีมีกระบวนดดัแปรโปรตีนหลังการ
สังเคราะห คลายกับพชืช้ันสูง 
 
 เม่ือมีการแสดงออกของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสใน Pichia pastoris ภายใต
สภาวะท่ีมีการเหนีย่วนําดวยเมทานอล และ Saccharomyces cerevisiae  ภายใตสภาวะที่มีการ
แสดงออกตลอดเวลา  พบวา สามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสไดท้ังในเซลลและ
ในอาหารเล้ียงเช้ือ  แตการแสดงออกของรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนสใน P. pastoris จะไดปริมาณ
เอนไซมสูงกวาการแสดงออกใน S. cerevisiae  ดังนั้นจึงมีการสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส         
2 แบบ  คือ ใหมีกรดอะมิโนฮีสติดีนติดอยูท่ีบริเวณปลาย C-terminus (pPICZ-TRBG-His6)           
(ภาพท่ี 13ก)  และ N-terminus (pPICZ-His8-TRBG ) (ภาพท่ี 13ข)  เพื่อท่ีจะสามารถทําใหบริสุทธ์ิ 
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โดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity chromatography ไดงาย  แตจากผลการทดลอง พบวา รีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสทั้ง 2 แบบไมจับกับคอลัมน ซ่ึงคาดวากรดอะมิโนฮีสติดีนนาจะถูกตัดออกโดย
เอนไซมโปรตีเอสในกระบวนการดัดแปรโปรตีนหลังการสังเคราะห  และจากการหาลําดับกรดอะ
มิโนทางดานปลาย N-terminus ของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ผานการทําบริสุทธ์ิ  พบวา กรดอะมิ
โน 12 ตัวแรกของรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส ถูกตัดออกไปพรอมกับกรดอะมิโนฮีสติดีนท่ีอยูดาน
ปลาย N-terminus  ดังนัน้นักวิจัยจึงไดสรางรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสชนิดใหม (pPIC-His8-
trncTRBG) (ภาพท่ี 13ค) โดยใหเร่ิมตนดวย singnal peptide ตามดวย กรดอะมิโนฮีสติดีน 8 ตัว 
และตามดวยลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส ซ่ึงทางดานปลาย N-terminus ถูกตัดออกไป 
13 ตัว โดยเร่ิมท่ี VPPFN  ซ่ึงอยูหลังบริเวณตัดของเอนไซมโปรตีเอส  พบวาสามารถแสดงกิจกรรม
ของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส และสามารถทําใหบริสุทธ์ิโดยผานคอลัมน Ni2+-ion affinity 
chromatography ได 
 
 เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสที่ได  สามารถเรงปฏิกิริยาการสลาย pNP-Glc, pNP-Fuc 
และ Dal-Glc ไดเชนเดียวกบัเอนไซมท่ีไดจากธรรมชาติ โดยมีคา Km ในการสลาย pNP-Glc,         
pNP-Fuc และ Dal-Glc เทากบั 5.78 mM, 0.57 mM และ 1.48 mM ตามลําดับ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13  โครงสรางยีนรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  (ก) pPICZ-TRBG-His6  (ข) pPICZ-His8-

TRBG  (ค) pPIC-His8-trncTRBG โดยลูกศรสีชมพู แสดงถึงตําแหนงตัดของเอนไซม
โปรตีเอสในกระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการสังเคราะห 

 
ท่ีมา: Toonkool et al. (2006) 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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อุปกรณและวิธีการ 
  

อุปกรณ 
 
 1.  เช้ือและพลาสมิด 
 
  1.1  Escherichia coli (DH5α) genotype 

supE44ΔlacU169(φ80lacZΔM15)hsdR17recA1 endA1gyrA96thi-1relA1  
  1.2  Pichia pastoris (Y11430) genotype wild-type 
  1.3  พลาสมิดของดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A, N189F และ V255F ซ่ึงสรางจาก 
pPICZ-His8-trncTRBG โดยนางสาวชมพนูุท พรเจริญนพ และนางสาวเพ็ญพร สูจวิฒันารัตน ซ่ึง
สวนประกอบของพลาสมิด pPICZ-His8-trncTRBG (Toonkool et al., 2006)  แสดงดังภาพที่ 14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14  พลาสมิด pPICZ-His8-trncTRBG ประกอบดวย จุดเร่ิมตนของกระบวนการจําลองตัวเอง 

(pUC ori) โปรโมเตอร AOX1  ลําดับเบสของสัญญาณสงโปรตีนออกสูนอกเซลล         
(�-factor)  ลําดับเบสของดัลโคชิเนสที่เร่ิมตนลําดับกรดอะมิโนดวย VPPFN โดยมี
ลําดับเบสของฮีสติดีน 8 ตําแหนงอยูทางดานปลาย N-terminus (His8)  ยีนตานยา
ปฏิชีวนะ Zeocin  และจุดส้ินสุดในกระบวนการถอดรหสัของยีนท่ีตานทานตอยา
ปฏิชีวนะ zeocin (CYC1TT) 
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 2.  สารเคมีและเอนไซม 
 
  2.1  ดัลโคชินินเบตา-กลูโคไซด (dalcochinin-8,-O-β-glucoside, Dal-Glc) สกัดโดย                  
นางสาวเยาวลักษณ  จินดานรัุกษ  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
  2.2  ลินามาริน (linamarin)  สกัดตามวิธีของ Svasti และคณะ (1999) 
  2.3  เอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  จากหองปฏิบัติการของ ศ.ดร.ม.ร.ว. ชิษณุสรร  
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล 
  2.4  เอนไซมลินามาเรสธรรมชาติ  จากหองปฏิบัติการของ ศ.ดร.ม.ร.ว. ชิษณุสรร  
สวัสดิวัตน  มหาวิทยาลัยมหดิล 
  2.5  โพลีโคลนอลแอนติบอดีของกระตาย ท่ีจําเพาะกับอิมมูโนโกลบูลินของหนู ซ่ึง
เช่ือมตอกับเอนไซมฮอรซราดิชเปอรออคซิเดส (Dako Cytomation, Denmark) 
  2.6  โมโนโคลนอลแอนติบอดีของหน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ จาก
หองปฏิบัติการของ ศ.ดร.วัชระ กสิณฤกษ มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
  2.7  2,2’-Azonobis-3-Ethylbenz-Thiazolinesulfonic Acid (ABTS) (Roche, USA) 
  2.8  Acrylamide (Bio Basic, Canada) 
  2.9  Bis-acrylamide (Bio Basic, Canada) 
  2.10  Agarose (Research organics, USA) 
  2.11  Ammonium sulphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.12  iso-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.13  n-Butanol (Lab-Scan, Thailand) 
  2.14  sec-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.15  tert-Butanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.16  Casamino acid (Becton Dickinson, USA) 
  2.17  Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA) 
  2.18  ECL plus Western blotting Detection reagents (GE Healthcare Life sciences, 
USA) 
  2.19  Endoglycosidase H (BioLabs, UK) 
  2.20  Ethanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.21  Ethyl acetate (Carlo ERBA, Italy) 
  2.22  Glucose oxidase kit (Sigma, USA) 
  2.23  Histidine (Bio Basic, Canada) 
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  2.24  Imidazole (ICN Biomedicals, Germany) 
  2.25  Methanol (Lab-Scan, Thailand) 
  2.26  alpha-D-Methylglucoside (ACROS organics, USA) 
  2.27  Ni-NTA Superflow (Qiagen, Germany) 
  2.28  para-Nitrophenol (pNP) (Sigma, USA) 
  2.29  para-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNP-Glc) (Sigma, USA) 
  2.30  PfuUltra HF DNA polymerase (Promega, USA) 
  2.31  Phenyl Sepharose High performance (GE Healthcare, Sweden) 
  2.32  Potassium dihydrogen phosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.33  di-Potassium hydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.34  iso-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.35  n-Propanol (Carlo ERBA, Italy) 
  2.36  SacI (Fermentas, USA) 
  2.37  Sodium acetate (Merck, Germany) 
  2.38  Sodium carbonate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.39  Sodium dihydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.40  di-Sodium hydrogen orthophosphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.41  Sodium dodecyl sulphate (Ajax Finechem, Australia) 
  2.42  Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
  2.43  Silica gel 60 F254 aluminium Sheets (Merck, Germany) 
  2.44  Zeocin (Invitrogen, USA) 
 
หมายเหตุ  สารเคมีทุกรายการท่ีใชเปน analytical grade 
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วิธีการ 
 
1.  การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 
 
 1.1  การคัดเลือกตําแหนงบนยีนดัลโคชิเนสเพื่อทําการกลายพันธุ  
 
 จากงานวิจยัของนางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ และนางสาวเพ็ญพร  สูจิวัฒนารัตน         
ไดสรางเอนไซมกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง โดยการเปล่ียนกรดอะมิโนในบริเวณจับสับสเตรท 
ของเอนไซมดลัโคชิเนส ไปเปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส  พบวา มีเอนไซมกลายพันธุ          
3 ชนิด คือ I185A, N189F และ V255F  ท่ีมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสเพิ่มข้ึน  
ในงานวิจยันี้  ผูวิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาอันตรกิริยาของกรดอะมิโนท้ัง 3 ตําแหนง ในการทํางาน
รวมกัน  ดังนัน้ ผูวิจยัจึงทําการกลายพันธุคร้ังละ 2 และ 3 ตําแหนง โดยการเปล่ียนกรดอะมิโนใน
บริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโคชิเนส  ไปเปนกรดอะมิโนของเอนไซมลินามาเรส คือ 
I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F 

 
 1.2  การออกแบบไพรเมอรสําหรับการสรางเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ  

 
 ในการทําการกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะแบบ 2 และ 3 ตําแหนง  ในงานวิจยันี้ ไดใช 
พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 ตําแหนง  คือ I185 และ N189F ท่ีมีอยูใน
หองปฏิบัติการมาเปนดีเอ็นเอตนแบบ (ตารางท่ี 1)  และบางสวนไดใชไพรเมอรท่ีมีอยูใน
หองปฏิบัติการ  บางสวนไดทําการออกแบบไพรเมอรใหม (ตารางท่ี 1)  โดยออกแบบใหไพรเมอร
ใหมมีลักษณะดังนี ้
 1)  ไพรเมอรท่ีทําการออกแบบท้ัง 2 สาย มีตําแหนงท่ีตองการทํากลายพันธุอยูตรง
กลางของสายไพรเมอรและมีลําดับเบสคูสมกัน และคูสมกับลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสที่อยูบน
สายของพลาสมิด 
 2)  ไพรเมอรท่ีทําการออกแบบ มีความยาวประมาณ 25 ถึง 45 เบส  ไพรเมอรท่ีมีความ
ยาวมากกวานี้ อาจจะนํามาใชได แตการใชไพรเมอรท่ีมีความยาวมากๆ จะทําใหเกดิการสรางเปน
โครงสรางทุติยภูมิของไพรเมอร  ซ่ึงอาจจะมีผลตอประสิทธิภาพของปฏิกิริยาการกลายพันธุ 

 3)  ไพรเมอรท่ีทําการออกแบบมีคา melting temperature (Tm) ≥ 78 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงเปนคาท่ีเหมาะสมในการทํากลายพันธุ  โดยคา Tm หาไดจากสูตรดานลาง 
   Tm = 81.5+0.41(%GC)-675/N-% mismatch 
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โดยท่ี N คือ จํานวนเบสของไพรเมอร  
 4)  ไพรเมอรท่ีดีควรม ี% GC อยางนอยประมาณ 40 % และควรมีเบส C หรือ G 
จํานวน 1 เบส หรือมากกวานัน้ อยูทางดานปลาย 3׳ ของไพรเมอร 
 

1.3  การทําการกลายพันธุของยีนดัลโคชิเนสท่ีตําแหนงจําเพาะ  
 

 ทําการกลายพนัธุท่ีตําแหนงจําเพาะ โดยการทําปฏิกิริยาพีซีอาร (polymerase chain 
reaction, PCR)  โดยใชดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 1  และภาพท่ี 15  
สวนประกอบของปฎิกิริยาพซีีอาร มีดังนี้  

 
 พลาสมิดของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 ตําแหนง (ปริมาณ 50 ng) 5 μl 
 ฟอรเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)     5 μl 
 รีเวิรสไพรเมอร (25 ng/μl)      5 μl 
 10x บัฟเฟอร       5 μl 
 2 mM dNTP mix       5 μl 
 PfuUltra HF DNA polymerase (2.5 U/μl)    1 μl 
 น้ํากล่ันฆาเช้ือ                 24 μl 

        ปริมาตรรวม            50 μl 
 
 จากนั้นนําไปทําปฎิกิริยาพซีีอาร โดยใชสภาวะดังนี ้
 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  1 รอบ 
 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
 55 องศาเซลเซียส   1  นาที                 16 รอบ 
 68 องศาเซลเซียส 12  นาที 
 72 องศาเซลเซียส 8.30 นาที 1 รอบ 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 1  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการสรางเอนไซมดัลโคชิเนสการกลายพันธุ 
 
เอนไซมดัลโคชิเนส 

กลายพันธุ 
ดีเอ็นเอตนแบบ 

(ชื่อผูสราง) 
ไพรเมอร 

(ชื่อผูสราง) 
ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 

I185A-N189F 
N189F 

(นางสาวเพ็ญพร  สูจิวัฒนารัตน) 

I185A-N189Ffor* 
 

 GGA TTA CAC TAA ATG AGC CAT CAG CTT TCA CCG CGT ׳5
TTG GGT ATG C 3׳ 

I185A-N189Frev* 
 

 GCA TAC CCA AAC GCG GTG AAA GCT GAT GGC TCA TTT ׳5
AGT GTA ATC C 3׳ 

I185A-V255F 
I185A 

(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

DearV255Ffor 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GGC ATT TCC TG CAC GTA TTT TGG GTT ATA CCG C 3 ׳5

DearV255Frev 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GCG GTA TAA CCC AAA ATA CGT GCA AGG AAA TGC C 3 ׳5

N189F-V255F 
N189F 

(นางสาวเพ็ญพร  สูจิวัฒนารัตน) 

DearV255Ffor 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GGC ATT TCC TG CAC GTA TTT TGG GTT ATA CCG C 3 ׳5

DearV255Frev 
(นางสาวชมพูนุท  พรเจริญนพ) 

 ׳GCG GTA TAA CCC AAA ATA CGT GCA AGG AAA TGC C 3 ׳5

I185A-N189F-
V255F 

N189F-V255F 
(นางนุสรา  ทองทับทิม ในงานวิจัยนี้) 

I185A-N189Ffor* 
 

 GGA TTA CAC TAA ATG AGC CAT CAG CTT TCA CCG CGT ׳5
TTG GGT ATG C 3׳ 

I185A-N189Frev* 
 

5‘GCA TAC CCA AAC GCG GTG AAA GCT GAT GGC TCA TTT 
AGT GTA ATC C 3‘ 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ขีดเสนใต คือ ตําแหนงที่ทําการกลายพันธุ 
 * คือ ไพรเมอรทําการออกแบบใหมในงานวิจยันี ้ 31 
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 เม่ือทําปฏิกิริยาพีซีอารเสร็จแลว นําผลิตภณัฑท่ีได มาตรวจวเิคราะหโดยใช 1%               
อะกาโรส และใชกระแสไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 45 นาที  และเม่ือไดผลิตภัณฑท่ีมีขนาดถูกตอง
แลว  ทําการเติมเอนไซมตัดจาํเพาะ DpnI (10 U/μl) ปริมาตร 1 μl บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาขามคืน เพื่อยอยดีเอ็นเอตนแบบ 
 

 
 
ภาพท่ี 15  แผนภาพแสดงการทํากลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ (site-directed mutagenesis) โดยการ

ทําปฏิกิริยาพซีีอาร 
 
 1.4  การถายโอนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E.coli (DH5α) 
 
 เม่ือไดพลาสมิดท่ีมียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุแลว ทําการถายโอนเขาสู E. coli (DH5α) 
โดยเทคนิค electroporation (ภาคผนวก ก ขอ 1) เล้ียงบนอาหารแข็ง LB, pH 7.5 (1% tryptone (w/v), 
0.5% yeast extract (w/v), 0.5% NaCl (w/v)) ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน  ทําการคัดเลือกโคโลนีท่ีไดรับการถายโอนยีน โดยการสกัดพลาสมิด (ภาคผนวก ก ขอ 3) 
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  ทําการตรวจวิเคราะหผลโดยใช 1% อะกาโรส  เม่ือคัดเลือก
โคโลนีท่ีมีพลาสมิดถูกตองไดแลว  นําโคโลนีมาสกัดพลาสมิด โดยใชชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป  
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GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) และนําพลาสมิดท่ีสกัดไดไปหาลําดับนิวคลี
โอไทด โดยสงไปทําการวิเคราะหท่ี Macrogen ประเทศเกาหลี เพื่อตรวจสอบวา ยีนดลัโคชิเนสที่ได 
เกิดการกลายพันธุในตําแหนงท่ีถูกตองตามท่ีตองการ 
 
 1.5  การถายโอนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P. pastoris (Y11430) 
 

เม่ือไดโคลนของยีนดัลโคชิเนสท่ีมีตําแหนงการกลายพันธุท่ีถูกตอง (ขอ 1.4)  นํา
โคลนนั้นมาเล้ียงในอาหารเหลว LB, pH 7.5 ท่ีมี25 μg/ml zeocin  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขยาใหมีความเร็ว 250 รอบตอนาที ขามคืน ทําการสกัดพลาสมิด พรอมท้ังตัดพลาสมิดท่ีไดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ SacI ตามสภาวะดังนี ้
 
 ดีเอ็นเอ 10  μl 
 10 U/μl Sac I   1  μl 
 10x reaction buffer   2  μl 
 1 mg/ml BSA   2  μl 
 2 mg/ml Rnase   2  μl 
 น้ํากล่ัน   3  μl 
 ปริมาตรรวม 20  μl 
 
 จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพือ่ใหพลาสมิดเปนเสนตรง และ
นําดีเอ็นเอทีไ่ด มาตกตะกอนดวยเอทานอล (ภาคผนวก ก ขอ 4) และเตรียมดีเอ็นเอใหไดปริมาณ    
5 μg ในปริมาตร 10 μl  ทําการถายโอนพลาสมิดของดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีไดเขาสู P. pastoris 
(Y11430) ดวยวิธี electroporation (ภาคผนวก ก ขอ 2) ทําการเล้ียงบนอาหารแข็ง YPDS (1% yeast 
extract, 2% peptone, 2% glucose, 1 M sorbitol) ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4-5 วัน ก็จะไดโคโลน ี
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2.  การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 2.1  การคัดเลือกโคโลนีท่ีสามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสไดในปริมาณสูง 
 
 เล้ียงเช้ือ P. pastoris ท่ีไดรับการถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
BMGH (100 mM potassium phosphate, pH 6.0, 0.34% (w/v) yeast nitrogen base, 1% (w/v) 
ammonium sulfate, 1% (v/v) glycerol) ปริมาตร 5 ml ท่ีมี 0.02% (w/v) biotin เล้ียงท่ีอุณหภูมิ         
30 องศาเซลเซียส เขยาใหมีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน  นํามาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 
5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  นําเฉพาะสวนเซลลมาลางดวยน้ํากล่ัน และนําไปหมุนเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ตอจากนัน้นําเซลลมาเล้ียงในอาหาร BMMH (100 
mM potassium phosphate, pH 6.0, 0.34% (w/v) yeast nitrogen base, 0.5%(w/v) cassamino acid, 
1%(w/v) ammonium sulfate, 0.5%(v/v) methanol) ปริมาตร 5 ml ท่ีมี 0.02 % (w/v) biotin โดยใหมี
คาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เร่ิมตนประมาณ 10 เล้ียงท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เขยาให
มีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน โดยทําการเติม 100% methanol ใหมีความเขมขนสุดทาย 
0.5% (v/v) ทุก 24 ช่ัวโมง  เล้ียงไป 7 วัน นําอาหารท่ีไดจากการเล้ียงเซลล ไปทําการตรวจวดั
กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ (ขอ 5.1)  เลือกโคโลนีท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด
ไปใชในการผลิตเพื่อใหไดเอนไซมในปริมาณมาก 
 
 2.2  การผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสในปริมาณมากในระบบ Shake flask 

 
 นํา 1 โคโลนีของเช้ือ P. pastoris ท่ีไดรับการถายยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ มาเล้ียง    
ในอาหาร BMGH ปริมาตร 20 ml ท่ีมี 0.02%(w/v) biotin ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาใหมี
ความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน  จากนั้นนํามาเล้ียงตอในอาหาร BMGH ปริมาตร 130 ml ท่ี
มี 0.02%(w/v) biotin ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที ขามคืน นํา
เซลลแขวนลอยท่ีได มาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําเฉพาะสวน
เซลลมาลางดวยน้ํากล่ัน  และหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  จากนั้น
นําเซลลมาเล้ียงในอาหาร BMMH ท่ีมี 0.02% (w/v) biotin  โดยใหมีคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน
เมตร เร่ิมตนประมาณ 10  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็ว 200-220 รอบตอนาที  เปน
เวลาประมาณ 9-13 วัน โดยทําการเติม 100% methanol ใหมีความเขมขนสุดทาย 0.5% (w/v) ทุก  
24 ช่ัวโมง วัดกิจกรรมของเอนไซมในอาหารที่เล้ียงเซลลทุก 2 วัน (ขอ 5.1)  จนกระท่ังกิจกรรมของ 
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เอนไซมคงท่ี นําเซลลแขวนลอยท่ีไดมาหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 
เก็บสวนของอาหารเล้ียงเช้ือไว เพื่อนําไปแยกเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุใหบริสุทธ์ิ  
 
3.  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 นําอาหารท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือ P. pastoris ท่ีผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุมาผาน 
ultrafiltration membrane ท่ีมี molecular weight cut-off เทากับ 30 กิโลดาลตัน เพื่อลดปริมาตร  
จากนั้นเติม ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 M และนําไป load 
ลงในคอลัมน phenyl sepharose chromatography ท่ีผานการ equilibrate คอลัมนดวย 10 mM 
potassium phosphate, pH 7.0 ท่ีมี 1 M ammonium sulfate  ทําการลางคอลัมนดวย 10 mM 
potassium phosphate, pH 7.0 ท่ีมี 1 M ammonium sulfate  และชะโปรตีนออกจากคอลัมนโดยการ
เติม 10 mM potassium phosphate, pH 7.0  เก็บสารท่ีชะได fraction ละ 2 ml ท้ังหมด 10 fractions 
นําไปวดักิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนส และทําการรวม fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงเขา
ดวยกัน  นํา fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูง ท่ีไดจากการผานคอลัมน phenyl sepharose 
chromatography มากําจัดเกลือ ammonium sulfate พรอมท้ังเติม wash buffer (50 mM sodium 
phosphate, pH 8.0, 300 mM NaCl) เพื่อใหได pH 8.0 โดยใช Amicon Ultra Centrifugal Filter ท่ีมี 
molecular weight cut-off เทากับ 30 กิโลดาลตัน 
 
 นํา fraction ท่ีมีการกําจัดเกลือ และปรับ pH แลว มา load ลงในคอลัมน Ni2+-ion affinity 
chromatography ท่ีผานการ equilibrate คอลัมนดวย wash buffer  ซ่ึงโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไมจับกับ 
Ni+2 จะถูกชะออกมาจากคอลัมน  แตโปรตีนดัลโคชิเนสท่ีตองการนั้นมี polyhistidine tag จะ
สามารถจับกับ Ni+2 ทําใหโปรตีนติดอยูในคอลัมน  จากนั้นลางคอลัมนดวย wash buffer เพื่อกําจดั
โปรตีนตัวอ่ืน  ทําการชะโปรตีนออกจากคอลัมนดวย elution buffer (50 mM sodium phosphate, 
pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole)  โดยเก็บ fraction ละ 1 ml เพื่อตรวจวัดกิจกรรมของ
เอนไซม  แลวรวม fraction ท่ีมีการทํางานของเอนไซมสูงเขาดวยกัน  จากน้ันนําเอนไซมท่ีไดไป
ผาน Amicon Ultra Centrifugal Filter ท่ีมี molecular weight cut-off เทากับ 30 กิโลดาลตัน เพื่อ
กําจัด imidazole รวมท้ังทําใหเอนไซมมีความเขมขนเพิม่ข้ึน และละลายเอนไซมใน 0.1 M sodium 
acetate buffer, pH 5.0 ปริมาตร 0.5 ml. 
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 นําเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิในแตละข้ันตอน มาหาปริมาณ
โปรตีน โดยใช Bio-Rad Protein Assay และนําคาการดดูกลืนแสงท่ีได มาคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคา
ปริมาณโปรตีน (mg/ml) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (ภาคผนวก ข ขอ 1)  จากนัน้นํา
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีแยกได มาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม โดยการวิเคราะห
ดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) (ภาคผนวก ก ขอ 6)  การทําอิมมูโนวิเคราะห
สําหรับโปรตีน (western blot) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู ท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโค
ชิเนสธรรมชาติ เปนแอนติบอดีชนิดท่ี 1 และใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีของกระตาย ท่ีจําเพาะ
กับอิมมูโนโกลบูลินของหนู ซ่ึงเช่ือมตอกับเอนไซมฮอรซราดิชเปอรออคซิเดส เปนแอนติบอดีชนดิ
ท่ี 2  และนําไปทําปฏิกิริยากบั ECL plus western blotting detection (GE Healthcare Life Sciences, 
USA)  ซ่ึงเปนสับสเตรทของเอนไซมฮอรซราดิชเปอรออคซิเดส และนําไปประกบกบัฟลม เพื่อดู
การเรืองแสงท่ีเกิดข้ึน (ภาคผนวก ก ขอ 7)  และการวิเคราะหดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซีสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล (Non-denaturing-Polyacrylamide Gel Electrophoresis, 
Non-denaturing PAGE) โดยใชปริมาณเอนไซมเทากับ 0.2 unit  และนําเจลท่ีไดไปยอมดวย 1 mM 
4-methylumbelliferyl-β-D-glucopyranoside (4-MU-Glc) แลวตรวจสอบการเรืองแสงของ 4-MU 
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ภาคผนวก ก ขอ 8)  
 
4.  การตรวจสอบกระบวนการ glycosylation ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 นําโปรตีนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ปริมาณ 2.5 μg ผสมรวมกับ 10x 
glycoprotein denaturing buffer ปริมาตร 1 μl โดยใหปริมาตรสุดทายเทากับ 10 μl นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนัน้เติม 10x G5 reaction buffer ปริมาตร 2 μl 
และเอนไซม endoglycosidase H ซ่ึงมีตําแหนงตัดน้ําตาลแสดงดงัภาพท่ี 16  ปริมาตร 0.1 μl        
(50 unit) ปริมาตรสุดทายรวมเทากับ 12 μl นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  
และนําไปวิเคราะหโดยใชเทคนิค อิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล 
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ภาพท่ี 16  แผนภาพแสดงตําแหนงตัดของเอนไซม endoglycosidase H 
 
ท่ีมา: Gates et al. (n.d.) 
 
5.  การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 5.1  การตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในอาหารเล้ียงเช้ือ และใน
ข้ันตอนการทาํบริสุทธ์ิเอนไซม 
 
 ทําปฏิกิริยาโดยนําอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 250 μl หรือเอนไซมท่ีผานการทําให
บริสุทธ์ิ บมรวมกับ 1 mM pNP-Glc  เติม 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวม
เทากับ 500 μl  บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยการเติม 2 M 
Na2CO3 ปริมาตร 1 ml  ตรวจวัดผลิตผลของการสลาย คือ พาราไนโตรฟนอลที่เกิดข้ึน โดยการวัด
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร โดยในข้ันตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ จะนํา
คาการดูดกลืนแสงท่ีวัดได มาคํานวณเพ่ือเปล่ียนเปนคากจิกรรมของเอนไซม (unit) โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน pNP (ภาคผนวก ข ขอท่ี 2) 
 
 5.2  การตรวจวัดกจิกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเพื่อศึกษาคุณสมบัติของ
เอนไซม 
 
 นําเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ท่ีปริมาตรตาง ๆ มาบมรวมกับ 15 mM pNP-Glc 
และเติม 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ใหมีปริมาตรรวมเทากับ 50 μl  บมท่ีอุณหภูมิ               
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  หยดุปฏิกิริยาโดยการเติม 2 M Na2CO3 ปริมาตร 100 μl  จากนั้น
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร  นําคาท่ีวดัไดมาคํานวณเพ่ือ 



 

(2) 

(1) 
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เปล่ียนเปนคากิจกรรมของเอนไซม (unit) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน pNP (ภาคผนวก ข 
ขอท่ี 3) 

 
6.  การศึกษาคุณสมบัติทางจลนศาสตร (Km, Vmax, kcatและ kcat/Km )  
 
 การศึกษาคุณสมบัติทางจลนศาสตรทําไดโดยการหาปริมาณกลูโคสท่ีเปนผลผลิตจาก
สับสเตรท 3 ชนิด คือ pNP-Glc, Dal-Glc และ ลินามาริน โดยการนําเอนไซมท่ีทําใหบริสุทธ์ิแลว
ปริมาณ 0.1 unit มาทําปฏิกริิยากับสับสเตรท  ท่ีความเขมขนตาง ๆ และเติม 0.1 M sodium acetate 
buffer pH 5.0 ใหไดปริมาตรรวมเทากับ 50 μl บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
หยุดปฏิกิริยาโดยการตมเปนเวลา 5 นาที และทําใหเยน็ทันที จากนั้นเติม 2 mg/ml ABTS (2,2’-
Azonobis-3-Ethylbenz-Thiazolinesulfonic Acid ) ปริมาตร 50 μl และ glucose oxidase kit ปริมาตร 
100 μl (0.5 unit) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร  นําคาดูดกลืนแสงท่ีไดไปคํานวณเพ่ือเปล่ียนเปนคากจิกรรมของ
เอนไซม (unit) โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส (ภาคผนวก ข4) และใชโปรแกรม 
KaleidaGraph (Synergy Software) ในการหาคาจลนศาสตร โดยคา Km, และ Vmax   คํานวณจาก
สมการ Michaelis-Menten  ดังสมการ (1) และคา kcat  หรือ turnover number  ซ่ึงคํานวณไดดัง 
สมการท่ี (2)  
 
 

 

 
 
 โดย  V0   คือความเร็วของการเกิดปฏิกิริยา (μmol/min) 
  Vmax  คือความเร็วสูงสุดในการเกดิปฏิกิริยา (μmol/min) 
  Km  คือคาคงท่ีของ Michaelis-Menten (mM) 
  [S]   คือความเขมขนเร่ิมตนของสับสเตรท (mM) 
  Et    คือจํานวนโมลของเอนไซมท้ังหมด (μmol) 
  kcat คือความสามารถของเอนไซมในการเปล่ียนสับสเตรทไปเปนผลิตผลตอ
จํานวนเอนไซมตอเวลา (s-1) 

V0
Vmax[S]=
Km+ [S]

V0
Vmax[S]=
Km+ [S]

cat max
Et

=k V
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7.  การศึกษาคุณสมบัติในการเรงปฎิกิริยาการยายหมูกลูโคส  
 
 นําเอนไซมดัลโคชิเนสดั้งเดมิและกลายพนัธุท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิแลว ปริมาณ 0.1 unit 
มาทําปฏิกิริยา โดยใชแอลกอฮอล (methanol, ethanol, n-propanol, n-butanol, iso-butanol,         
sec-butanol และ tert-butanol) ความเขนขน 0.9 M เปนตัวรับกลูโคส (glucosyl acceptor) และใช  
10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส (glucosyl donor) ใน 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0 ให
ไดปริมาตรรวม 100 μl  จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมเขยาใหมีความเร็ว    
150 รอบตอนาที เปนเวลา 20 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาโดยการตมเปนเวลา 2 นาที จากน้ันนํา
ปฏิกิริยาท่ีไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโตกราฟบนช้ันบาง (Thin-Layer Chromatography, 
TLC) 

 
 การวิเคราะห TLC ทําไดโดยนําตัวอยางปริมาตร 8 μl หยดลงบนแผน TLC แลวนําไปแช
ในสารละลาย A (ethyl acetate/methanol/water 16:6:1 v/v) โดยใหสารละลาย A วิ่งผานแผน TLC 
ประมาณ 4.25 เซนติเมตร ทํา 2 คร้ัง  จากน้ันนําไปแชในสารละลาย P (2-propanol/ethanol/water 
5:1:2 v/v) โดยใหสารละลาย P วิ่งผานแผน TLC ประมาณ 1.75 เซนติเมตร ทํา 2 คร้ัง  จากนั้นนํา
แผน TLC ไปวิเคราะหผลโดยแชใน 20% (v/v) sulfuric acid ใน ethanol  และนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 
125 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  สําหรับ standard marker ประกอบดวยกลูโคส pNP-Glc และ 
เมทิลกลูโคไซด (methyl glucoside) ปริมาณ 40 nmol, 80 nmol, 120 nmol และ 160 nmol ตามลําดบั  
และวดัปริมาณผลิตภัณฑท่ีไดโดยเคร่ือง GS-800 imagine densitometer (Bio-Rad, USA) โดยใช

โปรแกรม Quantity One®version 4.2.1 โดยกราฟมาตรฐานระหวางความเขมและปริมาณของ 
standard marker จะตองมีคา correlation coefficient (r2) มากกวาหรือเทากับ 0.90 จึงจะนํามาใช  
โดยผลที่ไดจะถูกแสดงเปน % mole ของ alkyl glucoside เม่ือเปรียบเทียบกับจํานวน mole ท้ังหมด
ของกลูโคสอิสระ  pNP-Glc และ alkyl glucoside ท่ีมีในปฏิกิริยานั้นๆ (Svasti et al., 2003)  
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ 
 
 1.1  การทําการกลายพันธุของยีนดัลโคชิเนสท่ีตําแหนงจําเพาะ  
 
 ทําการกลายพนัธุท่ีตําแหนงจําเพาะ แบบ 2 และ 3 ตําแหนง ดวยเทคนคิ PCR  จากนัน้
นําดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทํา PCR มาวิเคราะหดวย 1 % อะกาโรส เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  
พบวา แถบดเีอ็นเอของเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีขนาดประมาณ 5.2 กิโลเบส  ซ่ึงเปนขนาดท่ี
ถูกตอง (ภาพท่ี 17)  จากนัน้เติมเอนไซมตัดจําเพาะ DpnI และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อ
ยอยดเีอ็นเอตนแบบ 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 17  1 % อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสของดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR ในการทําการกลาย

พันธุท่ีตําแหนงจําเพาะ โดย 1: ดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F, 2: ดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ I185A-V255F, 3: ดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F, 4: ดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A-N189F-V255F และ M: ดเีอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII 
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 1.2  การโคลนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู E. coli (DH5�) และการวิเคราะหลําดบั           
นิวคลีโอไทดของเอนไซมกลายพันธุ 
 
 ทําการถายโอนพลาสมิดท่ีคาดวามียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ (ขอ 1.1) เขาสู E. coli 
(DH5�) โดยวิธี electroporation เล้ียงบนอาหารแข็ง LB pH, 7.5 ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ี
อุณหภูมิ          37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน พบวา  เอนไซมดัลโคชิเนส กลายพนัธุ I185A-
N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และI185A-N189F-V255F  มีโคโลนีเจริญ 120, 140, 142 
และ 52 โคโลนี ตามลําดับ  จากนั้นคัดเลือก 10 โคโลนีในแตละเอนไซมกลายพันธุ  สกัดพลาสมิด
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  นําไปวิเคราะหดวย 1% อะกาโรสเจล  เปรียบเทียบกับดีเอ็น
เอมาตรฐาน  ดงัแสดงในภาพท่ี 18  พบวา ทุกโคโลนีใหแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาดประมาณ 3.8 
กิโลเบส และ    1.4 กิโลเบส ตามลําดับ ซ่ึงเปนขนาดท่ีถูกตอง  ดังนั้นแสดงใหเห็นวาโคโลนีท่ีได
เปนโคโลนีท่ีไดรับการถายโอนพลาสมิดท้ังหมด 
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ภาพท่ี 18  ผลการตัดพลาสมิดท่ีคาดวามียีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ 4 ชนิด ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

EcoRI  (ก) พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F  (ข) พลาสมิด
ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F  (ค) พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนส    
กลายพันธุ N189F-V255F  (ง) พลาสมิดของเอนไซมดัลโคชิเนส กลายพันธุ I185A-
N189F-V255F  หมายเลขบนรูป: หมายเลขโคโลนีท่ีนํามาสกัดพลาสมิด  M: ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน λ/HindIII 

 
 
 
 

(ข) 
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 ดังนั้น จึงเลือกสกัดพลาสมิดจากโคโลนีท่ี 3, 4, 4 และ 6 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนส          
กลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F ตามลําดับ  
และนําพลาสมิดท่ีไดไปหาลําดับนิวคลีโอไทด  เพื่อตรวจสอบวายีนของเอนไซมดัลโคชิเนสเกิด 
การกลายพันธุในตําแหนงท่ีถูกตอง  ผลของลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุท้ัง 4 ชนิด เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  แสดงดังภาพท่ี 
19  และแสดงผลอยางละเอียดในภาคผนวก ค-ฉ  จากผลการหาลําดับนวิคลีโอไทดของพลาสมิด 
ดัลโคชิเนส กลายพันธุแตละชนิด  พบวา ประสบความสําเร็จในการสรางเอนไซมดลัโคชิเนสกลาย
พันธุท้ัง 4 ชนดิ  ซ่ึงแสดงใหเห็นไดจากลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีการเปล่ียนแปลงไปอยางถูกตอง ใน
ตําแหนงท่ีตองการดังนี้  
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F มีการเปล่ียนลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
ACT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอนของกรดอะมิโนอะลานีน) และ
จาก AAT (โคดอนของกรดอะมิโนแอสพาราจีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิล       
อะลานีน)  
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F มีการเปล่ียนลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
ACT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอนของกรดอะมิโนอะลานีน) และ
จาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนลิอะลานีน)   
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F มีการเปล่ียนลําดับนิวคลีโอไทดจาก 
AAT (โคดอนของกรดอะมิโนแอสพาราจนี) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน) 
และจาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิลอะลานีน)  
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F มีการเปล่ียนลําดบันิวคลีโอไทด
จาก ACT (โคดอนของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน) ไปเปน GCT (โคดอนของกรดอะมิโนอะลานนี) 
และ AAT (โคดอนของกรดอะมิโนแอสพาราจีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟนิลอะ
ลานีน) และจาก GTT (โคดอนของกรดอะมิโนวาลีน) ไปเปน TTT (โคดอนของกรดอะมิโนฟ
นิลอะลานีน)  
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wild-type           GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGAATGGGTATGCATAC 540 
I185A-N189F         GGTAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATAC 540 
I185A-V255F         GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCATAC 540 
N189F-V255F         GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGTTTGGGTATGCATAC 540 
I185A-N189F-V255F   GTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATAC 539 
                    *  ******************************   *********  ************* 
 
wild-type           GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
I185A-N189F         GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
I185A-V255F         GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
N189F-V255F         GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 600 
I185A-N189F-V255F   GGTATGTTTGCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGAT 599 
                    ************************************************************ 
 
wild-type           GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
I185A-N189F         GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
I185A-V255F         GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
N189F-V255F         GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 660 
I185A-N189F-V255F   GCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTC 659 
                    ************************************************************ 
 
wild-type           CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
I185A-N189F         CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
I185A-V255F         CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
N189F-V255F         CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 720 
I185A-N189F-V255F   CAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCAC 719 
                      ************************************************************ 
 
wild-type           GTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
I185A-N189F         GTAGTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
I185A-V255F         GTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
N189F-V255F         GTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 780 
I185A-N189F-V255F   GTATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATAT 779 
                    *** ******************************************************** 
 
wild-type           CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
I185A-N189F         CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
I185A-V255F         CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
N189F-V255F         CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 840 
I185A-N189F-V255F   CTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGC 839 
                    ************************************************************ 

 
ภาพท่ี 19  ผลการหาลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีนของดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด  

เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  สีเหลือง: ตําแหนงกลายพันธุ 
I185A; สีเขียว: ตําแหนงกลายพันธุ N189F และสีชมพ:ู ตําแหนงกลายพนัธุ V255F; 
wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 
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 1.3  การโคลนยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุเขาสู P. pastoris Y11430 และการคัดเลือกโคโลนี
ท่ีสามารถผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสไดในปริมาณสูง 
 
 เม่ือนําโคลนของ E. coli ท่ีมีพลาสมิดของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีตําแหนงถูกตอง
ท้ัง 4 ชนิด ท่ีไดมาสกัดพลาสมิด และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI เพื่อใหพลาสมิดเปนเสนตรง  
ถายโอนพลาสมิดท่ีไดเขาสู P. pastoris (Y11430) ดวยวธีิ electroporation  เล้ียงบนอาหาร YPDS ท่ี
มี 100 μg/ml zeocin ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลาย
พันธุ I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F, I185A-N189F-V255F มีโคโลนีเจริญ 60, 75, 
60 และ 42 โคโลนี ตามลําดับ 
 
 จากนั้นทําการคัดเลือกโคโลนีของยีสต ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
แตละชนิดสูงท่ีสุด  โดยนําโคโลนียีสตท่ีไดรับถายโอนยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มาชนดิ
ละ 20 โคโลนี เล้ียงในอาหาร BMGH ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา        
1 คืน ทําการลางเซลลดวยน้าํกล่ัน และนําเซลลท่ีไดมาเล้ียงตอในอาหาร BMMH ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยเติม 0.5% (v/v) methanol ทุก 24 ช่ัวโมง เปนเวลา  
7 วัน จากน้ันนําอาหารเล้ียงเช้ือไปตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม กับ 1 mM pNP-Glc ตามวิธีการ
ทดลองในขอ 5.1  พบวา โคโลนท่ีี 17,10, 9 และ 20 ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-
N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F ตามลําดับ มีกิจกรรมของ
เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส ตอ 1 mM pNP-Glc สูงท่ีสุด  ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 2  ดังนั้น จึงเลือก
โคโลนีดังกลาวไปใชในการผลิตเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุในระบบ shake flask ตอไป  
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ตารางท่ี 2  โคลนของ P. pastoris  ท่ีแสดงกิจกรรม ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด                
ตอ 1 mM pNP-Glc 

 
โคลนของ 
P. pastoris 

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร 
I185A-N189F I185A-V255F N189A-V255F I185A-N189F-V255F 

1 0.955 0.637 2.961 0.213 
2 0.923 0.713 2.892 0.220 
3 0.982 0.698 2.922 0.281 
4 0.764 0.711 2.712 0.113 
5 0.842 0.667 2.637 0.220 
6 0.742 0.498 2.898 0.266 
7 0.716 0.689 1.983 0.276 
8 0.720 0.748 3.495 0.231 
9 0.722 0.788 3.522* 0.267 
10 0.800 0.875* 3.060 0.167 
11 0.881 0.783 3.378 0.275 
12 0.671 0.684 3.276 0.232 
13 0.926 0.673 2.742 0.238 
14 1.063 0.667 2.859 0.230 
15 0.969 0.858 3.453 0.234 
16 1.019 0.661 2.604 0.293 
17 1.073* 0.676 3.129 0.277 
18 0.911 0.708 2.772 0.249 
19 0.980 0.763 3.252 0.144 
20 0.906 0.578 2.985 0.368* 

 
หมายเหตุ  *: โคลนท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด  
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2.  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 

 นําโคโลนียีสตท่ี 17, 10, 9 และ 20  ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  
I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F สูงท่ีสุด ตามลําดับ   
เล้ียงในระบบ shake flask ดังวิธีการทดลองในขอ 2.2  และเนื่องจากเอนไซมจะถูกหล่ังออกมาอยู
ในอาหารเล้ียงเช้ือ  ดังนั้นสวนของอาหารเลี้ยงเช้ือจะถูกนําไปทําใหบริสุทธ์ิ  โดยการนําอาหารเล้ียง
เช้ือไปลดปริมาตรโดยผาน ultrafiltration และนําไปแยกใหบริสุทธ์ิ โดยผานคอลัมน phenyl 
sepharose chromatography  ตามดวยคอลัมน Ni2+-affinity chromatography  จากนั้นจะนําโปรตีนท่ี
ไดไปผาน amicon ultra centrifugal filter เพื่อกําจัด imidazole และทําใหโปรตีนมีความเขมขน ดัง
วิธีการทดลองในขอ 3  ซ่ึงในแตละข้ันตอนของการทําใหบริสุทธ์ิ จะมีการหากิจกรรมของเอนไซม
กับ 1 mM pNP-Glc และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford  โดยผลของการทําบริสุทธ์ิเอนไซม   
ดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 6-9 
 
ตารางท่ี 3  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein Specific activity Purification  Yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 49.54 25.07 1.98 1.00 100.00 

Ultrafiltration  44.47 13.08 3.40 1.71 89.77 

Phenyl sepharose  35.90 5.20 6.90 3.48 72.47 

Buffer changing 35.79 5.14 6.96 3.52 72.24 

Ni2+-ion affinity  25.37 1.53 16.58 8.40 51.21 
Centrifugal Filter 24.14 1.09 22.15 11.19 48.73 
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ตารางท่ี 4  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein Specific activity Purification  Yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 20.73 28.80 0.72 1.00 100 

Ultrafiltration  19.78 17.75 1.11 1.54 95.42 

Phenyl sepharose  16.28 7.06 2.31 3.21 78.53 

Buffer changing 11.92 5.13 2.33 3.24 57.50 

Ni2+-ion affinity 4.43 0.72 6.15 8.54 21.37 
Centrifugal Filter 3.20 0.66 4.85 6.74 15.44 

 
ตารางท่ี 5  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein specific activity purification   yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 145.36 11.47 12.68 1.00 100.00 

Ultrafiltration  154.11 8.54 18.04 1.42 106.02 

Phenyl sepharose  103.77 3.27 31.71 2.50 71.39 

Buffer changing 95.25 2.20 43.34 3.42 65.53 

Ni2+-ion affinity 64.30 1.05 61.24 4.83 44.24 
Centrifugal Filter 60.46 0.53 114.07 9.00 41.59 
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ตารางท่ี 6  การทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ตออาหารเล้ียงเช้ือ   
1 ลิตร 

 

ข้ันตอน 
Total activity Total protein Specific activity Purification  Yield 

(unit) (mg) (unit/mg) (fold) (%) 

Culture medium 9.08 19.74 0.46 1.00 100 

Ultrafiltration 11.42 11.04 1.03 2.24 125.77 

Phenyl sepharose  9.73 4.26 2.28 4.96 107.16 

Buffer changing 9.60 3.51 2.73 5.93 105.73 

Ni2+-ion affinity 5.70 0.41 13.90 30.22 62.78 

Centrifugal Filter 5.48 0.21 26.09 56.72 60.35 

 
 จากการทําบริสุทธ์ิเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  พบวา  ไดเอนไซมกลายพันธุท่ีบริสุทธ์ิ 
4 ชนิด คือ I185A-N189F ปริมาณ 24.14 unit, I185A-V255F ปริมาณ 3.20 unit, N189F-V255F 
ปริมาณ 60.46 unit และ I185A-N189F-V255F ปริมาณ 5.48 unit ตออาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 1 ลิตร  
ซ่ึงคิดเปน 48.73%, 15.44%, 41.59% และ 60.35 % โดยมีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนเทากบั 11.19, 6.74, 
9.00 และ 56.72 เทา ตามลําดับ   
 
 จากการพจิารณาเปอรเซ็นของผลผลิตท่ีได (% yield)  พบวา เอนไซมกลายพันธุ       
I185A-N189F, I185A-V255F และ N189F-V255F ไดผลผลิตของเอนไซมท่ีบริสุทธ์ินอยกวา 50%  
ซ่ึงในความเปนจริง กิจกรรมของเอนไซมควรมีคาเทาเดมิ หรือลดลงเพียงเล็กนอย  การที่กิจกรรม
ของเอนไซมลดลง  อาจเนื่องมาจากการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมในข้ันตอนการทาํบริสุทธ์ิ โดย
ในการทําบริสุทธ์ินั้น จะทําการรวม fraction ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงเทานั้น  ดังนัน้ เอนไซม 
ดัลโคชิเนสบางสวนอาจหลุดไปอยูใน fraction ท่ีไมไดเก็บ  หรืออาจจะเปนเพราะเอนไซมเกิดการ
เสียสภาพในระหวางการทําบริสุทธ์ิ  เพราะอาจใชเวลาในการทําบริสุทธ์ินานเกินไป เนื่องจากตอง
ผานหลายข้ันตอน หรืออุณหภูมิของตูเย็นท่ีใชสูงเกินไป  หรืออาจเกิดการปนเปอนของเอนไซม 
โปรตีเอส  นอกจากนี้ ในระหวางการทําบริสุทธ์ิ จะตองมีการเก็บเอนไซมไวในหลอด และดูด
สารละลายเอนไซมโดยใช pipette ซ่ึงอาจทําใหปริมาตรของสารละลายเอนไซมลดลง เนื่องจาก
สูญเสียปริมาตรของสารละลายเอนไซม  ซ่ึงสาเหตุเหลานี้มีผลทําใหกจิกรรมของเอนไซมลดลง
เชนกัน  นอกจากนี้เม่ือพจิารณาเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255 F พบวา เปอรเซ็นของ 
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ผลิตภัณฑท่ีได (% yield) ในข้ันตอน ultrafiltration สูงกวา 100 เปอรเซ็น (125.77 %)  ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจาก ในอาหารเล้ียงเชื้อของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255 F อาจมี   
ตัวยับยั้ง (inhibitor) ตาง ๆ ท่ีทําใหกจิกรรมของเอนไซมในอาหารเล้ียงเชื้อ มีคาท่ีไดตํ่ากวาท่ีเปน
จริง  ดังนั้น เม่ือนําอาหารเล้ียงเช้ือมาผาน ultrafiltration ซ่ึงเปนข้ันตอนท่ีมีการกําจัดโปรตีน
บางสวนออกไป  อาจทําใหตัวยับยั้งท่ีอยูในอาหารเล้ียงเช้ือ ถูกกําจัดออกไปดวย  เม่ือนําสวนท่ีผาน 
ultrafiltration มาวัดกจิกรรมของเอนไซม จึงทําใหคากิจกรรมของเอนไซมท่ีไดสูงกวาข้ันตอนกอน
ผาน ultrafiltration 
 
 สําหรับการพิจารณาปริมาณโปรตีนท้ังหมดของเอนไซมกลายพันธุ (total protein) พบวา  
ในข้ันตอนของการทํา amicon ultra centrifugal filter เพื่อกําจัดเกลือ ammonium sulfate  และ
เปล่ียน buffer สําหรับนําไปลง Ni2+-ion chromatography และข้ันตอนการกําจัด imidazole และเพิ่ม
ความเขมขนของโปรตีน  มีปริมาณโปรตีนนอยกวาท่ีควรจะเปน เชน ข้ันตอนการกาํจัด imidazole 
มีปริมาณโปรตีนเทากับ 1.09, 0.66, 0.53 และ 0.21 มิลลิกรัม สําหรับเอนไซมกลายพันธุ I185A-
N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F ตามลําดับ ซ่ึงนอยกวาใน
ข้ันตอน Ni2+-ion chromatography  ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน เทากับ 1.53, 0.72, 1.05 และ 0.41 มิลลิกรัม  
ซ่ึงโดยทฤษฎีแลวปริมาณโปรตีนท้ังหมดกอนและหลังจากการผาน amicon ultra centrifugal filter 
ควรมีคาเทากนั  เนื่องจากโปรตีนท่ีผาน ultrafiltration มากอน จะมีขนาดใหญกวา 30 กิโลดาลตัน  
และเม่ือนําโปรตีนมาผาน amicon ultra centrifugal filter อีกคร้ัง ปริมาณโปรตีนท่ีไดควรจะเทาเดิม 
เนื่องจาก amicon ultra centrifugal filter มี molecular weight cut off เทากับ 30 กิโลดาลตัน ดังนั้น 
amicon ultra centrifugal filter จึงควรทําหนาท่ีเพียงการกําจัด imidazole ออกจากสารละลาย
เอนไซม และเพิ่มความเขมขนของโปรตีนเทานั้น  แตจากการทดลอง พบวา โปรตีนท่ีนํามาผาน 
amicon ultra centrifugal filter มีปริมาณนอยกวากอนผาน  อาจเนื่องมาจาก เกิดการปนเปอนของ
เอนไซมโปรตีเอสในระหวางข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิ  ทําใหโปรตีนบางสวนในสารละลายเอนไซม
ถูกตัดจนมีขนาดเล็กกวา 30 กิโลดาลตัน  ทําใหโปรตีนขนาดเล็กเหลานี้หลุดผานเมมเบรนออกมา
ในข้ันตอนการทํา amicon ultra centrifugal filter  หรืออาจเน่ืองมาจาก เม่ือนําโปรตีนมาผาน ultra 
centrifugal filter ความเขมขนของโปรตีนจะเพิ่มข้ึน  ทําใหโปรตีนบางสวนไปติดแนนอยูตาม         
เมมเบรนของ ultra centrifugal filter ซ่ึงอาจทําใหนําโปรตีนออกจาก ultra centrifugal filter ไดไม
หมด  หรืออาจเนื่องจากเมมเบรนของ ultra centrifugal filter เกิดการร่ัว ทําใหโปรตีนหลุดออกจาก 
ultra centrifugal filter  ดังนัน้จึงทําใหปริมาณโปรตีนหลังผาน ultra centrifugal filter ลดลง  ซ่ึงจาก
ผลของปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมท่ีลดลงในบางข้ันตอนดังท่ีกลาวไปแลวนั้น  สงผล
ทําใหไดคา specific activity (unit/mg) ของเอนไซมไมเปนไปตามท่ีคาดไว   
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 นอกจากนี้เม่ือพิจารณาคา specific activity ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ           
I185A-V255F  พบวา  มีคาลดลงจาก 6.15 unit/mg ในข้ันตอนการผานคอลัมน Ni2+-ion 
chromatography  เปน 4.85 unit/mg ในข้ันตอนผาน amicon ultra centrifugal filter  เพื่อกําจัด 
imidazole และเพิ่มความเขมขนของโปรตีน  ซ่ึงในความเปนจริงคานีจ้ะตองเพ่ิมข้ึนเม่ือผานข้ันตอน
การทําบริสุทธ์ิมากข้ึน เพราะคากิจกรรมของเอนไซม (total activity) แตละข้ันตอนควรมีคาเทาเดิม 
หรือลดลงเล็กนอย ขณะท่ีคาปริมาณโปรตีนจะลดลงเร่ือย ๆ เพราะแตละข้ันตอน จะกําจัดโปรตีนท่ี
ไมตองการออกไปมากข้ึน  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก การผานคอลัมน Ni2+-ion chromatography  
กิจกรรมของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255 ลดลงมาก  ขณะท่ีปริมาณโปรตีนลดลง
เพียงเล็กนอย  ดังนั้นจึงสงผลใหคา specific activity และคา purification fold นอยกวาท่ีควรจะเปน 
 
 ดังนั้นเพื่อท่ีจะทําบริสุทธ์ิเอนไซมใหไดประสิทธิภาพมากท่ีสุด ผูทําการทดลอง ควรใช
อุปกรณท่ีสะอาด เพื่อปองกนัการปนเปอนของเอนไซมโปรตีเอส และใชเวลาในการทําบริสุทธ์ิ
เอนไซมใหส้ันท่ีสุด  ควรตรวจเช็คอุณหภมิูของตูเย็นท่ีใช ใหอยูประมาณ 4 องศาเซลเซียสรวมถึง
ในข้ันตอนท่ีผาน amicon ultra centrifugal filter เพื่อเปล่ียน buffer และกําจัด imidazole นั้นควรนํา
โปรตีนท่ีติดคางอยูท่ีเมมเบรนของ amicon ultra centrifugal filter ออกใหหมด และควรตรวจเช็ค 
amicon ultra centrifugal filter วาเกิดการร่ัวหรือไม เพื่อลดการสูญเสียปริมาณโปรตีน 
 
3.  การตรวจสอบคุณลักษณะเบื้องตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ 
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด เม่ือผานการทําบริสุทธ์ิแลว จะถูกนํามาวิเคราะห
โดย 10% เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  และเทคนิคอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน (western 
blot) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ เปน 
แอนติบอดีชนดิท่ี 1 เพื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม  และตรวจสอบวาเอนไซมท่ีทํา
บริสุทธ์ิไดนั้น เปนเอนไซมดัลโคชิเนสตามท่ีคาดไว  ผลท่ีไดแสดงภาพท่ี 20 
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ภาพท่ี 20  การวิเคราะหลักษณะเบ้ืองตนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 2 และ 3 

ตําแหนง ท่ีถูกทําใหบริสุทธ์ิ (ก) ยอมดวย Coomassie brilliant blue  (ข) Western blot ท่ี
แสดงผลบนฟลม  (ค) เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม ท่ีผลิตใน E.coli  (ไดรับ
ความอนุเคราะหภาพจาก paper ของ Toonkool (2006))  โดย NTRBG คือ เอนไซมดลัโค
ชิเนสธรรมชาติ; wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม และ M คือ 
Protein standard markers 
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 จากผลการวิเคราะหเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
ท้ัง 4 ชนิด ปรากฏแถบโปรตีนท่ีมีลักษณะเปนปน และไมคมชัด ซ่ึงเหมือนกับเอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิมท่ีผลิตจากยีสต  แตแตกตางจากเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม
ท่ีผลิตจาก E.coli (Toonkool, 2006)  และเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติท่ีผลิตจากพืช  ท่ีปรากฏแถบ
ของโปรตีนคมชัด  โดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีขนาดเทากับเอนไซมรีคอม
บิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม คือ ประมาณ 66 กิโลดาลตัน แตมีขนาดใหญกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก E.coli  
และเอนไซมท่ีแยกไดจากธรรมชาติ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 20 ก)  จากการ
คํานวณน้ําหนกัโมเลกุลจากจํานวนกรดอะมิโน ของเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด และเอนไซม      
รีคอมบิแนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม พบวา เอนไซมทุกชนิดมีน้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 60 กิโลดาลตัน  
การที่น้ําหนกัโมเลกุลของเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิมและเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนดิ 
ท่ีผลิตมาจากยสีตเพิ่มข้ึนนั้น  อาจเนื่องมาจากในยีสตนั้น มีกระบวนการ glycosylation ท่ีมีความ             
หลากหลาย และมีจํานวนน้ําตาลมากกวาในพืช (ภาพท่ี 22)  โดยในยีสตจะมีกระบวนการ 
glycosylation ท้ังแบบ N-linked และ O-linked ซ่ึง Cereghino และ Cregg (2000) ไดรายงานไวกอน
หนานีว้า ในยสีต P. pastoris มีการเติมน้ําตาลแมนโนสท่ีปลาย N-linked core (Man8GlcNAc2) 
ต้ังแต 50 ถึง 150 หนวย  และจากการทดลองกอนหนานี้ พบวา เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  ท่ีผลิตไดจากยีสตมีน้ําตาลมากกวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ซ่ึงผลิตไดจากพืช 
ประมาณ 3 เปอรเซ็นต (Toonkool et.al., 2006)  ซ่ึงตรงขามกับ E.coli ท่ีไมสามารถเกิดกระบวนการ 
glycosylation ไดเลย  ดังนั้นแสดงใหเห็นวา การที่แถบโปรตีนของเอนไซมท่ีผลิตจากยีสต มี
ลักษณะของแถบโปรตีนไมคมชัด และมีขนาดใหญกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก E. coli และพืช  มีสาเหตุ
มาจากกระบวนการ glycosylation ท่ีแตกตางกัน  อยางไรก็ตามเอนไซมรีคอมบิแนทดลัโคชิเนส
ดั้งเดิมและเอนไซมกลายพนัธุท้ัง 4 ชนิด สามารถตรวจผลไดโดยใช โมโนโคลนอลแอนติบอดีของ
หน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ในเทคนคิอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน (ภาพท่ี 
20 ข)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมกลายพันธุท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ ท้ัง 4 ชนิด เปนเอนไซมเบตา-กลูโค
ซิเดส 
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ภาพท่ี 21  การวิเคราะหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง ท่ีถูกทําใหบริสุทธ์ิ             

(ก) ยอมดวย Coomassie brilliant blue  (ข) Western blot  ท่ีแสดงผลบนฟลม โดย wild-
type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และ Mคือ Protein standard markers 

 
 นอกจากนี้ ยังพบวา เอนไซมกลายพันธุแบบ 2 และ 3 ตําแหนงท่ีมี I185A รวมอยูดวย (ภาพ
ท่ี 20 ก) แสดงใหเห็นแถบของโปรตีน 2 แถบ ในแตละแถว  จากการศกึษากอนหนานี้ พบวา 
เอนไซมกลายพันธุ I185A  แสดงใหเห็นแถบของโปรตีน 2 แถบ ในขณะท่ี เอนไซมกลายพันธุ 
N189F และ V255F แสดงโปรตีนเพียงแถบลางเทานั้น (ภาพท่ี 21 ก)  อยางไรก็ตาม โปรตีนท้ัง       
2 แถบของเอนไซมกลายพนัธุ I185A และเอนไซมกลายพันธุ 2 และ 3 ตําแหนง ท่ีประกอบดวย 
I185A  ก็สามารถวิเคราะหผลไดโดยเทคนคิอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน โดยใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีของหน ูท่ีจําเพาะตอเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (ภาพท่ี 20 ข และภาพท่ี 21 ข)  และ
เพื่อยืนยันวาโปรตีนท้ัง 2 แถบของเอนไซมกลายพันธุท่ีประกอบดวย I185A เปนเอนไซมเบตา-กลู
โคซิเดสเหมือนกัน จึงไดทําการแยกโปรตีนดวยเทคนิคเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล จากนั้นทํา
การตัดแถบของโปรตีนท้ัง 2 แถบ แยกออกจากกัน และยอยดวยเอนไซม trypsin เปนเวลา                   
24 ช่ัวโมง และนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค Mass spectometry  พบวา จากการยอยโปรตีนดวย
เอนไซม trypsin ทําใหไดโปรตีนเปนช้ินๆ มีขนาดท่ีแตกตางกัน (ไมแสดงผล) และเม่ือนําผลของ
การทํา Mass spectometry ท่ีไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลท่ีมีอยูโดยใชโปรแกรม Mascot  พบวา 
โปรตีนท้ัง 2 แถบของเอนไซมกลายพันธุ มีความเหมือนกบัเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากพะยูงมาก
ท่ีสุด  จึงสรุปไดวา โปรตีนท้ัง 2 แถบ เปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส เหมือนกนั ไมไดเปนโปรตีน
ชนิดอ่ืนท่ีเกิดข้ึนจากการปนเปอน  แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา โปรตีนท่ีแสดงใหเหน็บนเอสดีเอส-
พอลีอะคริลาไมดเจล ท้ัง 2 แถบ เปนเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสที่มี form แตกตางกัน จากผลการ 
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ทดลองนี้ดูเหมือนวาการกลายพันธุท่ีตําแหนง I185A จะเพิ่มกระบวนการ glycosylation ของ
เอนไซมดัลโคชิเนส  แตเม่ือพิจารณาลําดับกรดอะมิโน สําหรับกระบวนการ N-linked 
glycosylation (Asn-Xaa-Ser/Thr โดย Xaa เปนกรดอะมิโนใดกไ็ด ยกเวน proline)  จะพบวา 
ตําแหนง I185A ไมไดเปนสวนของ Asn-Xaa-Ser/Thr  ดังนั้นการกลายพันธุ I185A จึงไมเปนการ
เพิ่มตําแหนง N-linked glycosylation อยางไรก็ตาม อาจสันนิษฐานไดวา การกลายพนัธุท่ีตําแหนง 
I185A อาจเปลี่ยน conformation ของเอนไซม ซ่ึงอาจทําใหเกดิ glycosylation เพิ่มข้ึน โดยอาจจะทํา
ใหตําแหนง glycosylation เพิ่มข้ึน หรือตําแหนงท่ีเกิด glycosylation เทาเดิม แตจํานวนน้ําตาลท่ีเติม
เพิ่มข้ึน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 22  แผนภาพแสดงความแตกตางของการกระบวนการ glycosylation ระหวางพืชกับยีสต 
 
ท่ีมา: Staudacher (2008) 
 
 ดังนั้นเพื่อเปนการพิสูจนขอสันนิฐานท่ีวา ขนาดท่ีเพิ่มข้ึนของโปรตีนท่ีแสดงบนเอสดีเอส-
พอลีอะคริลาไมดเจลของเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  และเอนไซมกลายพันธุท้ัง           
4 ชนิด  เปรียบเทียบกับเอนไซมท่ีแยกไดจากธรรมชาตินั้น มีผลมาจากความแตกตางของ
กระบวนการ glycosylation ระหวางเอนไซมท่ีผลิตไดจากพืช กับเอนไซมท่ีผลิตไดจากยีสต  ผูทํา
การทดลองจึงนําเอนไซมท้ังหมด มายอยดวยเอนไซม Endoglycosidase H ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีทํา
หนาท่ีตัดพันธะ β-(1-4) ระหวาง N-acetylglucosamine ท่ีเช่ือมอยูกับกรดอะมิโนแอสพาราจีน 
จากนั้นนํามาวเิคราะหดวยเทคนิค เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล ผลท่ีไดแสดงภาพท่ี 23 
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ภาพท่ี 23  การยอยเอนไซมดลัโคชิเนสที่ผานการทําบริสุทธ์ิดวยเอนไซม Endoglycosidase H (ก, ค)  

SDS-PAGE ท่ียอมดวย Coomassie brilliant blue (ข, ง)  western blot ท่ีแสดงผลบนฟลม  
โดย NTRBG คือ เอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ; wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัล
โคชิเนสดั้งเดมิ; M คือ Protein standard markers; – คือ โปรตีนท่ีไมถูกยอยดวย 
Endoglycosidase H และ + โปรตีนท่ีถูกยอยดวย Endoglycosidase H 
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 จากผลการวิเคราะหเอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมดเจล พบวา  เม่ือยอยโปรตีนท้ังหมดดวย
เอนไซม Endoglycosidase H แลว จะไดแถบโปรตีน 2 แถบ โดยมีขนาดประมาณ 60 กิโลดาลตัน 
ซ่ึงเปนแถบของเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส และขนาดประมาณ 29 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนแถบของ
เอนไซม Endoglycosidase H (ภาพท่ี 23)  เห็นไดวาแถบของโปรตีนมีขนาดลดลง เม่ือเปรียบเทียบ
กับแถบของโปรตีนท่ีไมไดถูกยอยดวยเอนไซม Endoglycosidase H  โดยแถบของโปรตีนท่ีไดจาก
เอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนดิ มีขนาดเทากบัแถบของโปรตีนท่ีไดจากเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม  และสามารถตรวจผลไดโดย โมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู ท่ีจําเพาะตอเอนไซม
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ในเทคนิคอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน นอกจากนี้ จะเหน็ไดวา เอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด เม่ือถูกยอยดวยเอนไซม 
Endoglycosidase H จะมีขนาดของโปรตีนตํ่ากวาเอนไซมท่ีแยกไดจากพืชเล็กนอย  ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากความแตกตางกนัของกรดอะมิโนและจํานวนน้ําตาลท่ีถูกเติมในกระบวนการ 
glycosylation ระหวางพืชและยีสต  
 
 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเบ้ืองตน โดยใชปริมาณเอนไซมทุกชนิด 0.2 Unit (หา
ไดจากการวดักิจกรรมของเอนไซมกับ 15 mM pNP-Glc)  บน 7.5% นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริ
ลาไมด และตรวจสอบการทํางานของเอนไซม โดยการยอมเจลดวย 1 mM 4-MU-Glc และนําไป
ตรวจสอบการเรืองแสงของ 4-MU ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตผลท่ีไดแสดงดังภาพท่ี 24 
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ภาพท่ี 24  การวิเคราะหดวยนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจลของเอนไซมดัลโคชิเนสกลาย

พันธุท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ  (ก) ยอมดวย Coomassie brilliant blue (ข) ยอมดวย 1 mM 4-
MU-Glc และตรวจสอบการเรืองแสงของ 4-MU ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดย 
NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และwild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัล
โคชิเนสดั้งเดมิ 

 
 จากการการวิเคราะหอิเล็กโตรโฟเรซีสแบบนอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล และ
ยอมดวยสับสเตรท 4-MU-Glc และ Coomassie brilliant blue โดยใชปริมาณเอนไซมเทากับ 0.2 
Unit พบวา  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีความสามารถในการสลายสับสเตรท           
4-MU-Glc ไดในระดับท่ีแตกตางกัน  โดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F, N189F-
V255F และI185A-N189F-V255F  แสดงกิจกรรมของเอนไซมในระดับใกลเคียงกนั และมากกวา
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุชนิดอ่ืน (ภาพท่ี 24 ข)  แตเม่ือนํา นอน-ดแีนชเชอริง-พอลีอะคริลา
ไมดเจล ไปยอมดวย coomassie brilliant blue  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F 
มีปริมาณโปรตีนนอยท่ีสุด (ภาพท่ี 24 ก)  แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-
V255F มีความสามารถในการสลายสับสเตรท 4-MU-Glc ไดดีท่ีสุด  ในทางตรงขาม เอนไซมดัลโค
ชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F มีกิจกรรมของเอนไซมนอยท่ีสุด (ภาพท่ี 24 ข )  ท้ังท่ีมีปริมาณ
โปรตีนมากท่ีสุด (ภาพท่ี 24 ก) เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซมกลายพันธุชนดิอ่ืน  แสดงใหเหน็วาเอนไซมดลัโคชิเนส 
กลายพันธุ I185A-V255F มีความสามารถในการสลายสับสเตรท 4-MU-Glc ไดนอยท่ีสุด  สําหรับ 
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เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซมรีคอมบิแนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม มีกิจกรรมของเอนไซม
ตอ 4-MU-Glc ในระดับท่ีใกลเคียงกัน (ภาพท่ี 20 ข)  และจากการวิเคราะหอิเล็กโตรโฟเรซีสแบบ
นอน-ดีแนชเชอริง-พอลีอะคริลาไมดเจล จะเหน็ไดวา  แถบโปรตีนของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัล
โคชิเนสดั้งเดมิ และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด มีลักษณะเปนปน ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมดัลโค
ชิเนสธรรมชาติ ซ่ึงมีลักษณะเปนแถบโปรตีนคมชัด  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากในยีสตมีกระบวนการ 
glycosylation มากกวาในพืช 
 
4.  จลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 คาจลนศาสตรของเอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  
เอนไซมลินามาเรส  และเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด หาไดโดยการวัดปริมาณกลูโคส
ท่ีเปนผลผลิตจากการสลายสับสเตรท pNP-Glc, Dal-Glc และ ลินามาริน (วิธีการทดลองขอ 6)  ผล
ท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 7-9  และกราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกบัสับสเตรทแตละชนิดแสดง
ในภาพผนวกที่ ช1-ช12 
 
ตารางท่ี 7  คาจลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส

ดั้งเดิม  เอนไซมลินามาเรส  และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ในการสลาย pNP-Glc 
 

เอนไซม Km ± S.E. (mM) kcat (s
-1) kcat/Km (M-1s-1) 

ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 3.92±0.46 261±8.5 66,600±8,100 
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 3.91±0.31 237±5.2 60,600±5,000 
ลินามาเรส 0.72±0.04 132±1.3 183,000±10,300 
I185A-N189F 2.99±0.27 59±1.24 20,000±1,800 
I185A-V255F 3.26±0.25 20±0.33   6,000±490 
N189F-V255F 1.09±0.06 199±1.36 183,000±10,000 
I185A-N189F-V255F 1.69±0.15 47±0.75 28,000±2,500 

 
หมายเหตุ  S.E. คือ Standard error ท่ีไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
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ตารางท่ี 8  คาจลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  เอนไซมลินามาเรส  และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ในการสลาย Dal-Glc 

 
เอนไซม Km+S.E. (mM) kcat (s

-1) kcat/Km (M-1s-1) 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 7.08±0.59 94±4.0 13,000±1,200 

รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 5.67±0.33 62±1.7 11,000±700 

ลินามาเรส N.D. N.D. N.D. 
I185A-N189F 3.13+0.31 5±0.17 1,600±170 
I185A-V255F 1.52+0.09 3±0.08 2,300±140 
N189F-V255F 3.03+0.36 19±0.77 6,400±800 
I185A-N189F-V255F 0.98±0.11 6±0.17 6,000±690 

 
หมายเหตุ  N.D.: ไมสามารถหาคาได 
S.E. คือ Standard error ท่ีไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
 
ตารางท่ี 9  คาจลนศาสตรของเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ  เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส  

เอนไซมลินามาเรส และเอนไซมกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ในการสลายลินามาริน  
 
เอนไซม Km + S.E. (mM) kcat (s

-1) kcat/Km (M-1s-1) 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ N.D. N.D. N.D. 
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม N.D. N.D. N.D. 
ลินามาเรสธรรมชาติ 0.84±0.07 80±1.6 94,600±8,000 
I185A-N189F 5.76+0.38 1±0.01 90±6 
I185A-V255F 68.24±9.09 1±0.11 15±3 
N189F-V255F N.D. N.D. N.D. 
I185A-N189F-V255F N.D. N.D. N.D. 

 
หมายเหตุ  N.D.: ไมสามารถหาคาได 
S.E. คือ Standard error ท่ีไดจากการคํานวณตามสมการ Michaelis-Menten 
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 จากตารางท่ี 7-9  พบวา เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซมดัลโค
ชิเนสธรรมชาติ  มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาการสลาย pNP-Glc และ Dal-Glc ซ่ึงเปรียบเทียบ
ไดกับคา kcat/Km คลายคลึงกัน  สําหรับเอนไซมลินามาเรสในการสลาย pNP-Glc  พบวา มี
ประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน 3 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรสมีความ
เหมาะสม สําหรับการจับกบัสวน pNP ของสับสเตรทมากกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  และในการสลายลินามาริน พบวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และเอนไซม  
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ ไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  ท้ังนี้อาจเปนเพราะลินามารินมี
โครงสรางท่ีมีหมูแทนท่ี 3 หมู ตออยูกับอะตอมของคารบอนท่ีสรางพันธะเบตา-กลูโคซิดิกกับ
น้ําตาลกลูโคส (ภาพท่ี 25)  ซ่ึงโครงสรางลักษณะน้ีอาจขัดขวางการเขาจับกับบริเวณเรงของ
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิมและเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ (Svasti et al., 2003) ใน
ขณะเดียวกัน เอนไซมลินามาเรสก็ไมสามารถสลายสับสเตรท Dal-Glc  ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติ
ของเอนไซมดลัโคชิเนสไดเชนกัน  อาจเปนเพราะโครงสรางของหมูอะไกลโคนของสับสเตรท  
Dal-Glc มีขนาดใหญเกินกวาท่ีจะเขาจับกบัสวนจับอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส  ในขณะท่ี        
ลินามารินซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรสมีขนาดเล็กกวาสับสเตรท Dal-Glc 
มาก 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 25  โครงสรางของสับสเตรทลินามาริน 
 
ท่ีมา: Cereda and Mattos (1996) 
 
 ในการสลาย pNP-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2-3 ตําแหนงท้ัง 4 ชนิด เม่ือ
เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
N189F-V255F มีคา Km ลดลงมาก (ประมาณ 4 เทา) ในขณะท่ีคา kcat คอนขางคงท่ี  ซ่ึงสงผลใหมีคา 
kcat/Km สูงกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และยังใกลเคียงกับเอนไซมลินามาเรส  แต
ในทางตรงกันขาม เม่ือพิจารณาเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุท่ีมี I185A รวมอยูดวย (I185A- 
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N189F, I185A-V255F และ I185A-N189F-V255F)  พบวามีคา kcat ลดลงมาก ในขณะท่ีคา Km ลดลง
เพียงเล็กนอย ซ่ึงก็ทําใหคา kcat/Km ของเอนไซมกลายพันธุเหลานี้ลดลงดวย (2-10 เทา)  นอกจากนี้ 
ถาเพิ่ม I185A ลงในเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F  พบวาสัดสวนของคา kcat/Km ลดลงประมาณ 
7 เทา  แสดงใหเห็นวา N189F และ V255F เปนตําแหนงกลายพันธุท่ีเพิ่มความสามารถในการจับกับ 
pNP-Glc  ในขณะท่ี I185A เปนตําแหนงกลายพันธุท่ีลดความสามารถในการเรงปฏิกิริยา  จากผล
การทดลองแสดงใหเห็นวากรดอะมิโน F205 และ F271 ในเอนไซมลินามาเรส (ตรงกับตําแหนง 
N189 และ V255 ในเอนไซมดัลโคชิเนส ตามลําดับ) เปนตําแหนงท่ีทําใหเอนไซมจับกับ pNP-Glc 
ดวยคา Km ท่ีตํ่า  อาจเปนเพราะการแทนท่ีแอสปาราจีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทมีข้ัว ดวย          
เฟนิลอะลานนีซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว และการแทนท่ีวาลีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภท
ไมมีข้ัว ดวยเฟนิลอะลานีนท่ีมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก และมีขนาดใหญกวาแขนงขาง
ของวาลีนซ่ึงเปนประเภทอะลิฟาติก  สงผลใหสภาพแวดลอมบริเวณจบัอะไกลโคนของเอนไซมมี
ความเปน hydrophobic เพิ่มข้ึน และทําใหเกิด hydrophobic interaction กับ pNP-Glc  ซ่ึงมีสวน    
อะไกลโคนท่ีมีความเปน hydrophobic ไดมากข้ึน  นอกจากนีแ้ขนงขางของเฟนิลอะลานีนท่ีมีขนาด
ใหญกวาแขนงขางของวาลีน อาจสงผลใหเอนไซมสามารถเขาถึงสับสเตรทท่ีมีหมูอะไกลโคน
ขนาดเล็กอยาง pNP-Glc ไดดี  สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท่ีมี I185A รวมอยูดวย  จะมี
ประสิทธิภาพการทํางานลดลง  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโน A201 ในเอนไซมลินามาเรส เปน
ตําแหนงท่ีไมดีสําหรับการเรงปฏิกิริยา  อาจเปนเพราะการแทนท่ีไอโซลิวซีนดวยอะลานีน ทําให
ชองวางในบริเวณจับสับสเตรทใหญข้ึน  อาจมีผลทําใหการวางตัวของน้ําตาลเปล่ียนไป ซ่ึงอาจอยู
ในตําแหนงท่ีไมเหมาะสมในการเรงปฏิกริิยาของเอนไซม  
 
 ในการสลายสับสเตรท Dal-Glc ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2-3 ตําแหนงท้ัง 4 ชนิด 
พบวา คา Km ในการสลาย Dal-Glc ลดลงเล็กนอย (2-6 เทา)  ในขณะท่ีคา kcat ลดลงมากกวา 10 เทา 
ยกเวนเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ท่ีมีคา kcat ลดลงเพียง 3 เทา  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซม  
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนตําแหนง A201, F205 และ F271 ใน
เอนไซมลินามาเรส (ตรงกับตําแหนง I185, N189F และ V255 ในเอนไซมดัลโคชิเนส ตามลําดับ) 
เปนตําแหนงกลายพันธุท่ีลดความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการสลาย Dal-Glc  อาจเนื่องมาจาก
การแทนท่ีไอโซลิวซีน ดวยอะลานีน ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีมีแขนงขางส้ันกวา  และการแทนท่ี
แอสปาราจีนและวาลีน ดวยเฟนิลอะลานีน ซ่ึงมีแขนงขางท่ียาวกวา  อาจทําใหการวางตัวของ
สับสเตรทเปล่ียนไป  ทําใหวงน้ําตาลอยูในตําแหนงท่ีไมเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม  
และเม่ือเปรียบเทียบคา kcat  ของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุดวยกันเอง  พบวา เอนไซม        
กลายพันธุ N189F-V255F มีคา kcat  สูงท่ีสุด  แตเม่ือเพิ่มตําแหนงกลายพันธุ I185A (I185A-N189F- 
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V255F) เขาไป  ซ่ึงทําใหเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุนี้ มีกรดอะมิโนเหมือนเอนไซมลินามาเรส
มากท่ีสุด  พบวาคา kcat ของเอนไซมกลายพันธุนี้ ลดลง 3 เทาของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F  
ช้ีใหเห็นวา กรดอะมิโนตําแหนง A201 ในเอนไซมลินามาเรส  มีผลอยางมากตอการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซมดลัโคชิเนส  อาจเปนเพราะ การแทนท่ีไอโซลิวซีนดวยอะลานีน ซ่ึงมีแขนงขางส้ันกวา  
อาจทําใหการวางตัวของสับสเตรทในบริเวณจับอะไกลโคนเปล่ียนไป ทําใหวงน้ําตาลอยูใน
ตําแหนงท่ีไมเหมาะสม ในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
 
 เม่ือพิจารณาคา kcat/Km ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด  พบวา เอนไซมกลาย
พันธุเหลานี้มีคา kcat/Km  ลดลงต้ังแต 2-7 เทา  เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  และเม่ือเปรียบเทียบคา kcat/Km  ของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุดวยกันเอง  พบวา 
เอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F และ I185A-N189F-V255F  มีประสิทธิภาพการทํางานใกลเคียง
กัน  ซ่ึงสูงกวา I185A-N189F และ I185A-V255F ประมาณ 3-4 เทา  นอกจากนีย้ังพบวา ถาเพิ่ม 
V255F ลงในเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F (I185A-N189F-V255F) คา kcat/Km เพิ่มข้ึน 4 เทา  
เม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมกลายพันธุท่ีมี N189 อยูกับ I185A เพียงลําพัง  และถาเพิม่ N189F ลงใน
เอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F (I185A-N189F-V255F)  คา kcat/Km จะเพิ่มข้ึน 3 เทา  จากผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวา  การทํางานรวมกนั ของกรดอะมิโนในตําแหนง F205 และ F271 ของ
เอนไซมลินามาเรส  ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมดัลโคชิเนส ไดดีกวาการมี F อยู
เพียงลําพังในตําแหนงใดตําแหนงหนึ่ง  อาจเปนเพราะการแทนท่ีแอสปาราจีน ซ่ึงเปนกรดอะมิโน
ประเภทมีข้ัว ดวยเฟนิลอะลานีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว และการแทนท่ีวาลีนซ่ึงเปน
กรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว ดวยเฟนลิอะลานีนท่ีมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก และมีขนาด
ใหญกวาแขนงขางของวาลีนซ่ึงเปนประเภทอะลิฟาติก  สงผลใหสภาพแวดลอมบริเวณจับอะไกล
โคนของเอนไซมมีความเปน hydrophobic เพิ่มข้ึน จึงสามารถจับและสลายสับสเตรท Dal-Glc ไดดี
ข้ึน  สําหรับการท่ีเอนไซมกลายพันธุ I185A ทํางานรวมกับ N189F หรือ V255F เพียง 1 ตําแหนง  
ทําใหประสิทธิภาพการทํางานลดลงกวาการท่ีมีท้ัง 2 ตําแหนงอยูรวมกัน  อาจเนื่องมาจากการ
แทนท่ีไอโซลิวซีน ดวยอะลานนี ซ่ึงกรดอะมิโนท้ัง 2 ตําแหนง เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว
เหมือนกนั แตกรดอะมิโนอะลานีนมีแขนงขางส้ันกวา  รวมท้ังการแทนท่ีดวยเฟนิลอะลานีน ท่ีเปน
กรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัว เพียงตําแหนงเดียว  อาจสงผลใหความเปน hydrophobic ของ
สภาพแวดลอมในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซมลดลง  ดังนั้น hydrophobic interaction  
ระหวาง Dal-Glc กับเอนไซมกลายพันธุจึงลดลงดวย  นอกจากนี้ การแทนท่ีไอโซลิวซีนดวย              
อะลานีน  อาจทําใหการวางตัวของสับสเตรทเปล่ียนไป ทําใหวงน้ําตาลอยูในตําแหนงท่ีไม
เหมาะสม ในการจับและเรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
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 จากผลการศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมในการสลายสับสเตรท Dal-Glc  ซ่ึงเปน
สับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมดัลโคชิเนส  ผูทําการทดลองไดทําการแปรผลเชิงปริมาณ เพื่อ
อธิบายหนาท่ีของกรดอะมิโนแตละตําแหนง และอันตรกิริยาท่ีมีระหวางกัน  โดยคํานวณจํานวนเทา
ของการลดลงของคา kcat และ Km เปรียบเทียบกับคา kcat และ Km  ของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม ตามวิธีของ Mildvan ในป 2004 (ตารางท่ี 10) 
 
ตารางท่ี 10  คา kcat และ Km ของการสลาย Dal-Glc ท่ีลดลง เปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนท

ดัลโคชิเนสดั้งเดิม 
 

เอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ 

kcat  Km 
experimental  expected  experimental  expected 

fold-
change 

Log fold-
change 

 
 

Log fold- 
change 

 
 

fold-
change 

Log fold-
change 

 Log fold- 
change 

I185A 84 1.92  -  4 0.54  - 
N189F 2 0.24  -  9 0.95  - 
V255F 40 1.60  -  3 0.51  - 

I185A-N189F 13 1.10  2.16  2 0.26  1.49 

I185A-V255F 18 1.26  3.52  4 0.57  1.05 
N189F-V255F 3 0.51  1.84  2 0.27  1.46 
I185A-N189F-V255F 11 1.02  3.76  6 0.76  2.00 

 
 นําคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน ของ kcat และ Km เม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม จากตารางท่ี 10 มาวิเคราะหตาม Mildvan  ผลท่ีไดแสดงดังภาพที่ 26-27 
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ภาพท่ี 26  อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการเรงปฏิกิริยา (kcat ) เม่ือ

เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม (W/T)  โดยเสนปะ แสดงถึง 
ผลบวกของคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน ของ kcat ระหวาง เอนไซมกลายพันธุ 1 
ตําแหนง 2 และ 3 ชนิด 

-4.0

-3.5

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

Lo
g 

[ r
el

at
iv

e 
k

ca
t ]

I1
85

A

N
18

9F

I1
85

A

V
25

5F I-V

I-N
-V

N
18

9F

V
25

5FN
-V

I1
85

A

N
18

9F

V
25

5FI-N

WT

1.92

0.24

1.10

2.16 1.92

1.60

1.26

3.52

0.24

1.60 1.84

0.51

1.92

0.24

1.60

3.76

1.02

I185A = ↓kcat 101.92 fold 

V255F= ↓kcat 101.60 fold 

DM = ↓kcat 101.26 fold 

N189F = ↓ kcat 100.24 fold 

V255F= ↓kcat 101.60 fold 

DM = ↓kcat 100.51 fold 

I185A = ↓kcat 101.92 fold 

N189F= ↓kcat 100.24 fold 

V255F= ↓kcat 101.60 fold 

DM = ↓kcat 101.02 fold 

I185A= ↓ kcat 101.92 fold 

N189F = ↓kcat 100.24 fold 

DM = ↓kcat 101.10 fold 
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ภาพท่ี 27  อันตรกิริยาระหวางเอนไซมกลายพันธุ 1 ตําแหนง ตอการจบัสับสเตรท (Km)  เม่ือ

เปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม (W/T)  โดยเสนปะ แสดงถึง 
ผลบวกของคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน ของ kcat และ Km ระหวาง เอนไซมกลายพนัธุ 
1 ตําแหนง 2 และ 3 ชนิด 

 
 เม่ือพิจารณาคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียนของ kcat  และคา log ของจํานวนเทาท่ีเปล่ียน
ของ Km   เม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม  พบวา  เอนไซมกลายพันธุ        

2-3 ตําแหนงทุกชนิดมีคา kcat  ลดลงนอยกวาคาท่ีคาดไว (ΔG1+2  = ΔG1+ΔG2)  และนอยกวาการ
ทํากลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง (ภาพท่ี 26 และ 27)  ในขณะเดียวกันเอนไซมกลายพันธุคร้ังละ 2-3 
ตําแหนงทุกชนิด  ยกเวน I185A-V255F มีคา Km  ลดลงนอยกวาคาท่ีคาดไว และนอยกวาการทํา
กลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง เชนเดยีวกัน  จากผลการทดลอง แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุทุกชนิด มีผลของการกลายพันธุในการเรงปฏิกิริยา และการจับกับสับสเตรทเปนแบบ 

Antagonistic (ΔG1+2  < ΔG1)  ยกเวนผลของการจับสับสเตรทของ I185A-V255F  ซ่ึงเกิดเนื่องจาก
กรดอะมิโนในตําแหนงท่ีทําการศึกษาท้ัง 2 ตําแหนง ทํางานใหผลตรงขามกัน (opposing effects)  
 

I185A= ↓ km100.54 fold 

N189F = ↓km100.95 fold 

DM = ↓km100.26 fold 

I185A= ↓ km100.54 fold 

V255F= ↓km 100.51 fold 

DM = ↓ km 100.57 fold 

N189F= ↓ km100.95 fold 

V255F= ↓ km100.51 fold 

DM = ↓ km100.27 fold 

I185A = ↓ km100.54 fold 

N189F= ↓ km100.95 fold 

V255F= ↓ km100.51 fold 

DM = ↓ km100.76 fold 
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ในการเรงปฏิกิริยาเดยีวกัน โดยผลของการกลายพันธุในตําแหนงท่ีดี จะหักลางผลของการกลาย
พันธุในตําแหนงท่ีไมดี (ภาพท่ี 9) 
 
 
 
 
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F เม่ือพิจารณาคา log ของจํานวนเทาท่ี
เปล่ียนของ Km  พบวาเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F มีคา Km ลดลงนอยกวาคาท่ีคาดไว คือ     
10 1.05 เทา  แตมากกวาการทําการกลายพันธุเพียง 1 ตําแหนงเล็กนอย (ภาพท่ี 27)  จากผลดังกลาว 
แสดงใหเห็นวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F  มีผลของการกลายพันธุในการจับกับ

สับสเตรท เปนแบบ partially additive effects (ΔG1  < ΔG1+2 <  ΔG1+ΔG2)  ซ่ึงเกิดเนื่องจาก ท้ัง 
A185 และ F255 ในเอนไซมดัลโคชิเนสทํางานรวมกนัในการเรงปฏิกิริยาเดียวกันในการจับกับ
สับสเตรท (ภาพท่ี 7) 
 
 
 
 
 
 เม่ือพิจารณาคาจลนศาสตรในการสลายสับสเตรทลินามารินของเอนไซมดัลโคชิเนส         
กลายพันธุ 2-3 ตําแหนงท้ัง 4 ชนิด  พบวา มีเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 ชนิด ท่ีสามารถสลาย
สับสเตรทลินามารินได คือ I185A-N189F และ I185A-V255F  ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจ  เพราะเอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 ตําแหนง  เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 ตําแหนง N189F-V255F  และ
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 3 ตําแหนง ไมสามารถสลายลินามารินได  จากผลการทดลองแสดง
ใหเห็นวา กรดอะมิโนตําแหนง A201 ในเอนไซมลินามาเรสชวยเพิ่มความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยา  แต A201 เพียงตําแหนงเดียวไมเพียงพอในการเพ่ิมความสามารถในการเรงปฏิกิริยา  โดย
ตองทํางานรวมกับ F201 หรือ F271 ในเอนไซมลินามาเรส  โดยเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F 
และ I185A-V255F  มีคา kcat เทากัน แต I185A-N189F มี Km นอยกวา I185A-V255F จึงสงผลให 
I185A-N189F มีคา kcat/Km มากกวา I185A-V255F ดวย  แสดงใหเห็นวา การแทนท่ีกรดอะมิโน
แอสปาราจีนท่ีตําแหนง 189 ของเอนไซมดลัโคชิเนส ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  ทําใหรูปราง
ในบริเวณชองจับอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส มีความเหมาะสมในการรับและตัดลินามาริน  

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation

ΔG1 ΔG2

1° mutation 2° mutation double mutation
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มากกวาการแทนท่ีกรดอะมิโนวาลีนท่ีตําแหนง 255 ดวยเฟนิลอะลานีน (ภาพท่ี 28 ค และง)  
นอกจากรูปรางแลว  อาจเปนเพราะการแทนท่ีกรดอะมิโนแอสปาราจีนท่ีตําแหนง 189 ซ่ึงเปน
กรดอะมิโนประเภทมีข้ัว ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน ซ่ึงไมมีข้ัว อาจทําใหมีความเหมาะสมใน
การรับและตัดลินารินซ่ึงเปนสารประเภทไมมีข้ัวมากกวา  ในขณะท่ีการแทนท่ีกรดอะมิโนวาลีนท่ี
ตําแหนง 255 ดวยเฟนิลอะลานีน  ไมไดเปล่ียนคุณสมบัติของกรดอะมิโน เพราะกรดอะมิโนท้ัง         
2 ชนิด เปนกรดอะมิโนประเภทไมมีข้ัวเหมือนกัน   สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-
V255F ซ่ึงไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  แสดงใหเห็นวากรดอะมิโนตําแหนง F205 และ 
F271 ในเอนไซมลินามาเรส ทํางานตรงขามกัน เพราะจากผลการทดลองจะเหน็ไดวา  เม่ือมีกรด       
อะมิโนเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนงอยูดวยกัน จะไมสามารถตัดลินามารินได  อาจเนือ่งมาจากการ
แทนท่ีกรดอะมิโนแอสปาราจีนท่ีตําแหนง 189 รวมกับแทนท่ีกรดอะมิโนวาลีนท่ีตําแหนง 255 
ดวยเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนง ซ่ึงเปนกรดอะมิโนท่ีมีขนาดใหญ  อาจทําใหแขนงขางท่ีมีขนาด
ใหญนี้ขัดขวางการเขาจับบริเวณเรงของสับสเตรทลินามาริน ซ่ึงมีโครงสรางท่ีมีหมูอะไกลโคนท่ีมี
หมูแทนท่ี 3 หมู ติดอยูกับอะตอมของคารบอน (ภาพท่ี 28 จ) 
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ภาพท่ี 28  แผนภาพจําลอง แสดงแขนงขางของกรดอะมิโนท่ีช้ีเขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน ของ

เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 2 และ 3 ตําแหนง โดย  (ก) เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม  (ข) เอนไซมลินามาเรส  (ค) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F  
(ง) เอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F  (จ) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
N189F-V5255F  (ฉ) เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F; A : กรดอะ
มิโนอะลานีน  I: กรดอะมิโนไอโซลิวซีน  F: กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  N: กรดอะมิโน
แอสปาราจีน  และ V: กรดอะมิโนวาลีน  

 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือนกับ
เอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด  ไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  และท่ีนาประหลาดใจ คือ 
เอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F และ I185A-V255F ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือนกับเอนไซมลินามา
เรสนอยกวาเอนไซมกลายพนัธุ 3 ตําแหนง  แตสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  อาจเปน
เพราะการทํากลายพันธุเพยีง 2 ตําแหนง  ทําใหรูปรางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโค    
ชิเนสกลายพันธุ  มีความเหมาะสม มากกวาการทําการกลายพันธุ 3 ตําแหนง  สําหรับการรับ 

(ก) (ข) (ค) 

(ง) (จ) (ฉ) 
I185A-N189F 

I185A-V255F 

Linamarase Recombinant dalcochinase 

N189F-V255F I185A-N189F-V255F 
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สับสเตรทลินามาริน  เพราะในเอนไซมกลายพันธุ 3 ตําแหนงนั้น  มีกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนถึง   
2 ตําแหนง  ซ่ึงอาจทําใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมลดลง (ภาพท่ี 28 ฉ) อาจทําให
สับสเตรทลินามารินเขาไปในบริเวณดังกลาวไดยาก  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของเอนไซม
กลายพันธุ N189F-V255F ท่ีไมสามารถสลายลินามารินไดเชนกนั  แตอยางไรก็ตามในเอนไซมลินา
มาเรส ซ่ึงมีกรดอะมิโนท้ัง 3 ตําแหนงเหมือนกัน  สามารถสลายลินามารินได  แสดงใหเห็นวา อาจมี
กรดอะมิโนในเอนไซมลินามาเรสท่ีมีแขนงขางยื่นเขาไปในชองจับอะไกลโคนในตําแหนงอ่ืน  ซ่ึง
อาจมีความสําคัญกับรูปรางในบริเวณชองจบัอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงทําให
เหมาะสมในการสลายลินามารินได  ดังนัน้ อาจจะทําการกลายพันธุในตําแหนงอ่ืน  โดยทําหลาย ๆ 
ตําแหนงพรอมกัน  เพื่อทําใหรูปรางในบริเวณชองจับสับสเตรท ของเอนไซมดัลโคชิเนส มีความ
เหมาะสมท่ีจะรับสับสเตรทลินามาเรสมากข้ึน 
 
 เพื่อใหเกิดความแมนยําและนาเช่ือถือของผลการทดลอง ผูทําทดลองจึงเลือกใชคาทาง
จลนศาสตรจากกราฟ Michaelis-Menten  ท่ีมีคา R2 ต้ังแต 0.99 ข้ึนไป (ภาคผนวก ช)  เนื่องจากการ
หาคา Km  ตองการความแมนยําสูง และคา Km มีการเปล่ียนแปลงไดงายถามีความคลาดเคล่ือนในการ
ทดลองเพียงเล็กนอย  ความคลาดเคล่ือนในการทดลองอาจเกิดจาก ผูทําการทดลองไมมีความ
แมนยําในข้ันตอนการทําปฏิกิริยา เชน เวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา หรือปริมาตรของเอนไซมท่ีใช
อาจไมแมนยํา  นอกจากนี้เอนไซมท่ีใชก็ตองมีความบริสุทธ์ิ เพื่อท่ีจะไดคา kcat ท่ีถูกตองแมนยํา 
 
5.  การเรงปฏกิิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 5.1.  การศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
 
 นําเอนไซมท่ีผานการทําบริสุทธ์ิปริมาณ 0.1 unit มาทําปฏิกิริยากับ 10 mM             
pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และ 0.9 M n-butanol  เปนตัวรับกลูโคส ใน 0.1 M sodium acetate, pH 
5.0 ใหมีปริมาตรรวม 0.1 ml  บมท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 120 ช่ัวโมง  เก็บผลผลิตท่ี
เวลาตาง ๆ กัน นําไปวิเคราะหผลโดยเทคนคิโครมาโตกราฟบนช้ันบาง (Thin-Layer 
Chromatography, TLC)  และนําไปวัดปริมาณของผลิตภัณฑท่ีไดดวยเคร่ือง scanning densitometry  
จากนั้นนําคาท่ีไดไปคํานวณเพื่อเปล่ียนเปนคา % mole ของ alkyl glucoside (Svasti et al., 2003) 
และสรางกราฟระหวาง % mole ตอเวลา โดยผลที่ไดแสดงดังภาพท่ี 29 
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ภาพท่ี 29  % Mole ของ n-butyl glucoside ท่ีไดจากปฏิกริิยายายหมูกลูโคสท่ีเวลาตาง ๆ กัน โดยใช 

pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช 0.9 M n-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดยเอนไซมดลั
โคชิเนสกลายพันธุชนิดตาง ๆดังนี้ I185A ( ), N189F ( ), V255F ( ), I185A-N189F 
( ), I185A-V255F ( ), N189F-V255F ( ), I185A-N189F-V255F ( ) และเอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม ( ) เอนไซมลินามาเรส ( ) 

 
 จากกราฟแสดงใหเห็นวาสัดสวนของ n-butyl glucoside ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของ
ปฎิกิริยานี้จะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วภายในเวลาประมาณ 24 ช่ัวโมง และจะลดลงหลังจากผาน 24 
ช่ัวโมงไปแลว สําหรับเอนไซมทุกชนิด ยกเวนปฏิกิริยาท่ีใชเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ I185A-
V255F, I185A-N189F-V255F และ เอนไซมลินามาเรส ท่ีมีสัดสวนของ n-butyl glucoside คอนขาง
คงท่ี  แสดงใหเห็นวาเอนไซมท้ัง 3 ชนิดนีส้ามารถสลายผลิตภัณฑ n-butyl glucoside ไดไมดี สวน
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส สามารถผลิต n-butyl glucoside ไดนอย และยังสามารถสลาย
ผลิตภัณฑไดด ี ทําใหไดปริมาณผลิตภัณฑสุทธินอยกวาเอนไซมชนิดอ่ืนๆ  และจากการที่สัดสวน
ของ n-butyl glucoside ลดลง  ท้ังนี้อาจเนือ่งมาจากเกดิการสลายของ n-butyl glucoside เม่ือใชเวลา
ในการทําปฏิกริิยาเปนเวลานาน  ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ ซ่ึงพบวา  สัดสวนของ alkyl 
glucoside เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมง และจะลดลงอยางรวดเร็ว พรอม ๆ กับการ
เพิ่มข้ึนของปริมาณกลูโคส หลังจากผาน 24 ช่ัวโมงไปแลว เม่ือใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดสจากมัน
ปะหลังปริมาณ 16.7 nkat/ml ในการทําปฏิกิริยา ซ่ึงเทากับปริมาณเอนไซมท่ีใชในการทดลองนี้ 
(Savasti et al., 2003)  ดังนั้นในการทดลองตอไป ซ่ึงเปนการเปรียบเทียบสมบัติการเรงปฏิกิริยายาย 
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หมูกลูโคสโดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  ผูทําการทดลองจึงจะเลือกใชเวลาในการทําปฏิกิริยา
ยายหมูกลูโคสเทากับ 20 ช่ัวโมง  สําหรับทุกเอนไซมท่ีจะใชในการทาํปฏิกิริยายายหมูกลูโคส 
 

5.2.  เปรียบเทียบสมบัติการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
 
 จากการศึกษากอนหนานี้ พบวา แอลกอฮอลบางชนิด เชน n-butanol, iso-butanol และ 
sec-butanol มีขอจํากัดในการเพ่ิมความเขมขน เชนท่ีความเขมขน 10 M เอนไซมดัลโคชิเนสธรรม
ชาติไมสามารถผลิต n-butyl glucoside ได (Svasti and Lirdprapamongkol, 2000)  อาจเนื่องมาจาก
ความเขมขนของแอลกอฮอลสูงๆ ทําใหความสามารถในการละลายของแอลกอฮอลลดลง ซ่ึงสงผล
ใหการเกิดปฏิกิริยานั้นไมดี เพราะจะเกิดการแยกช้ันระหวางน้ําและแอลกอฮอล หรืออาจเปนเพราะ
เม่ือความเขมขนของแอลกอฮอลเพิ่มข้ึน ทําใหกจิกรรมของน้ํา (water activity) ลดลง  ซ่ึงน้ําจะมี
ความสําคัญในการชวยทําใหเอนไซมละลาย  จากการทดลองกอนหนานี้ พบวาปริมาณนํ้าท่ี
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชเอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส จากเช้ือ Thermotoga  
neapolitana  เทากับ 16% (Turner et al., 2007)  ในทางตรงขามถาใชความเขมขนของแอลกอฮอล
ในการทําปฏิกริิยานอยกวา 0.9 M เชน 0.5 หรือ 0.6 M  พบวา เอนไซมสามารถทําปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสได แตปริมาณของผลิตภัณฑท่ีไดจะตํ่ากวาการใชแอลกอฮอลความเขมขน 0.9 M เชน ท่ี
ความเขมขนของแอลกออลเทากับ 0.5 M จะพบวาสัดสวนของ n-butyl glucoside เทากับ 78 % แต
ถาใชความเขมขนของแอลกฮอลเทากับ 0.9 M จะไดผลิตภัณฑเทากับ 89 % (Svasti and 
Lirdprapamongkol, 2000)  ดังนั้นในการเปรียบเทียบปฏิกริิยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอล
ชนิดตาง ๆ เปนตัวรับกลูโคส ผูทําการทดลองจึงจะใชแอลกอฮอลท่ีความเขมขน 0.9 M ใน
การศึกษาปฏิกริิยาการยายหมูกลูโคส  โดยนําเอนไซมท่ีผานการทําบริสุทธ์ิ ปริมาณ 0.1 unit มาทํา
ปฏิกิริยาโดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช 0.9 M methanol, ethanol, n-propanol, 
iso-propanol, n-butanol, iso-butanol, sec-butanol และ tert-butanol  เปนตัวรับกลูโคส  ปรับ
ปริมาตรใหได 100 μl ดวย 0.1 M sodium acetate buffer, pH 5.0  บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
พรอมเขยา เปนเวลา 20 ช่ัวโมง  โดยในการทดลองนี้ไดใชเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 1 
ตําแหนง ในการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคสดวย เพื่อความแมนยําในการเปรียบเทียบ  จากนั้นนําไป
วิเคราะหผลิตภัณฑท่ีไดโดยเทคนคิ TLC  และนําไปวัดปริมาณของผลิตภัณฑท่ีไดดวยเคร่ือง 
scanning densitometry  โดยปริมาณของ alkyl glucoside จะถูกแสดงในรูปของ % mole โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลูโคส  pNP-Glc และเมทิล กลูโคไซด (ภาคผนวก ซ)  ผลท่ีได
แสดงดังภาพท่ี 30-33  และตารางท่ี 11 



 

73 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 30  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M 

methanol (ข) 0.9 M ethanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอมบิแนนท
ดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดลัโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 เปน 
nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 
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ภาพท่ี 31  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M                  

n-propanol (ข) 0.9 M n-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 
เปน nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 32  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M iso-

propanol (ข) 0.9 M iso-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 
เปน nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 
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ภาพท่ี 33  การวิเคราะห TLC โดยใช 10 mM pNP-Glc เปนตัวใหกลูโคส และใช (ก) 0.9 M            

sec-butanol (ข) 0.9 M tert-butanol เปนตัวรับกลูโคส โดย wild-type คือ เอนไซมรีคอม
บิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม; NTRBG คือ เอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ; 40, 80, 120, 160 
เปน nmol ของ standard แตละชนิด ซ่ึงประกอบดวย pNP-Glc, Methyl glucoside และ 
glucose 
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ตารางท่ี 11  % mole ของ alkyl glucoside ท่ีไดจากการทําปฏิกิริยายายหมูกลูโคส โดยเอนไซม     
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม เอนไซมลินามาเรส 
และเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ 

 

เอนไซม 
แอลกอฮอลปฐมภูมิ แอลกอฮอลทุติยภูมิ 

MeOH EtOH n-prop n-but iso-but  iso-prop sec-but 
ดัลโคชิเนสธรรมชาติ 29 26 25 55 50  4 8 
รีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดิม 

29 20 19 37 29  4 9 

ลินามาเรส 80 84 87 81 100  83 78 
I185A 28 52 65 80 90  15 21 
N189F 52 80 88 96 83  14 12 
V255F 57 63 76 91 89  13 32 
I185A-N189F 44 83 86 89 93  43 44 
I185A-V255F 47 66 79 77 82  35 16 
N189F-V255F 74 68 63 62 48  6 0.9 
I185A-N189F-V255F 60 92 85 92 95  67 32 

 

หมายเหตุ; MeOH: methanol, EtOH: ethanol, n-prop: n-propanol, n-but: n-butanol,                                   
iso-but: iso-butanol, iso-prop: iso-propanol, sec-but: sec-butanol 

 
 จากผลการทดลอง (ตารางท่ี 11)  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ และเอนไซม        
รีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม ไดปริมาณของผลิตภัณฑใกลเคียงกัน เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
และแอลกอฮอลทุติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคส  โดยใชแอลกอฮอลปฐมภมิูไดดีท่ีสุด และใชแอลกอฮอล
ทุติยภูมิไดเล็กนอย  แตไมสามารถใชแอลกอฮอลตติยภูมิไดเลย  ซ่ึงสอดคลองกับท่ีมีการรายงานไว
กอนหนานี้ (Lirdprapamongkol and Svasti, 2000)  อยางไรก็ตามสําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสธรรม
ชาติ  พบวาในการใช n-propanol และ n-butanol เปนตัวรับกลูโคส มีปริมาณของผลิตภัณฑนอยกวา
ท่ีเคยรายงานไวมาก (71%, 89% สําหรับ n-propanol และ n-butanol ตามลําดับ)  อาจเนือ่งมาจาก
เอนไซมท่ีใชเปนคนละชุดกนัในการทดลอง  หรืออาจเปนเพราะเอนไซมท่ีใชเก็บไวเปนเวลานาน
แลว ทําใหประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมลดลง 
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 เม่ือพิจารณาเอนไซมลินามาเรส  พบวา เอนไซมลินามาเรสสามารถเรงปฏิกิริยายาย
หมูกลูโคสไปใหแอลกอฮอลปฐมภูมิ ทุติยภูมิ ไดดีกวาเอนไซมดัลโคชิเนสดั้งเดิมและเอนไซม     
ดัลโคชิเนสกลายพันธุ  และเปนเอนไซมเพยีงชนิดเดียวท่ีสามารถยายหมูกลูโคสไปใหแอลกอฮอล
ชนิดตติยภูมิได ซ่ึงตรงกับท่ีเคยมีรายงานไวกอนหนานี ้(Svasti et al., 2003)  โดยในการทดลองนี้ได     
% mole ของ tert-butyl glucoside เทากับ 56%  การที่เอนไซมลินามาเรสสามารถเรงปฏิกิริยายายหมู
กลูโคสไปให แอลกอฮอลตติยภูมิได ในขณะท่ีเอนไซมดัลโคชิเนสไมสามารถทําได  อาจ
เนื่องมาจากโครงสรางของแอลกอฮอลตติยภูมิ คลายคลึงกับโครงสรางของสวนอะไกลโคนของ    
ลินามาริน ซ่ึงเปนสับสเตรทธรรมชาติของเอนไซมลินามาเรส คือ  มีหมูแทนท่ี 3 หมูตรงคารบอนท่ี
ตอกับพันธะเบตา-กลูโคซิดิก ซ่ึงทําใหตําแหนงจับอะไกลโคนของเอนไซมลินามาเรส สามารถ
รองรับโครงสรางคารบอนท่ีมีหมูแทนท่ี 3 หมูเหมือนลินามารินได (Svasti et al., 2003) โดยผลการ
ทดลองนี้ก็สอดคลองกับการศึกษาคาจลนศาสตรของเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม และ
ไซมดัลโคชิเนสธรรมชาติ ท่ีไมสามารถสลายสับสเตรทลินามารินได 
 
 เม่ือพิจารณาการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับ
กลูโคส  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุเกือบทุกชนิดสามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวา
เอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม ยกเวนเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A ท่ีไดผลผลิต
ใกลเคียงกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม เม่ือใช methanol เปนตัวรับกลูโคส  และใน
ทํานองเดียวกนัเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคส  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ
เกือบทุกชนดิ สามารถผลิต alkyl glucoside ไดมากกวาเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนสดั้งเดิม 
ยกเวน เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F ท่ีผลิต alkyl glucoside ไดนอยกวาเอนไซมรี
คอมบิแนนทดลัโคชิเนสดั้งเดิม เม่ือใช sec-butanol เปนตัวรับกลูโคส  อยางไรก็ตามไมมีเอนไซม
ดัลโคชิเนสกลายพันธุชนดิใด  ท่ีสามารถเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปน
ตัวรับกลูโคสไดเลย 
 
 สําหรับการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-
N189F เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับกลูโคส พบวาสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา 
I185A (methanol, ethanol, n-propanol )  และดีใกลเคียงกับ N189F  และยงัผลิต alkyl glucoside ได
ดีใกลเคียงกับเอนไซมลินามาเรส เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเกือบทุกชนิด ยกเวน methanol เทานัน้ 
ท่ีผลิต alkyl glucoside ไดนอยกวาเอนไซมลินามาเรส  ในแอลกอฮอลทุติยภูมิ  พบวา I185A-
N189F ผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A และ N189F  แสดงใหเห็นวาเกดิการทํางานรวมกนั
ของ A185 และF189 ในเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ ในการเพิ่มประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยา 
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ยายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิและแอลกอฮอลทุติยภูมิ  ซ่ึงอาจเปนเพราะการแทนท่ี
ตําแหนง 185 ของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน ท่ีมีแขนงขางยาว ดวยกรดอะมิโนอะลานีนท่ีมีแขนงขาง
ส้ันลง นาจะเปนการลดความเกะกะของแขนงขาง ทําใหแขนงขางของกรดอะมิโนอะลานีนไมไป
ขัดขวางในบริเวณชองจับกับสับสเตรทของเอนไซม และการแทนท่ีตําแหนง 189 ของกรดอะมิโน
แอสปาราจีนซ่ึงมีประจุ ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนซ่ึงเปน hydrophobic ซ่ึงนาจะเพิ่มความเปน 
hydrophobic ใหแกบริเวณจับอะไกลโคน และทําใหเอนไซมมีโครงสรางท่ีเหมาะสมมากข้ึน  ดังนัน้
เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F จึงสามารถใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และแอลกอฮอล
ทุติยภูมิ เปนตัวรับกลูโคสในปฏิกิริยายายหมูกลูโคสไดดีข้ึน  เพราะชองวางในบริเวณจับสับสเตรท 
กวางข้ึน ทําใหแอลกอฮอลทุติยภูมิเขาไปไดงายข้ึน รวมท้ังแอลกอฮอลเปนสารท่ีมีความเปน 
hydrophobic จึงทําใหเกิด hydrophobic interaction ระหวางแอลกอฮอลกับกรดอะมิโนท่ีเปน 
hydrophobic ไดด ี
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V2555F  เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ
เปนตัวรับกลูโคส  พบวาสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A และดีใกลเคียงกับ V255F  
สวนในแอลกอฮอลทุติยภูมิ พบวา I185A-V2555F ผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A และ 
V255F ใน iso-propanol แตแยกวา V255F เม่ือใช sec-butanol  ท้ังนี้อาจเนื่องจากการแทนท่ี
ตําแหนง 185 ของกรดอะมิโนไอโซลิวซีน ท่ีมีแขนงขางยาว ดวยกรดอะมิโนอะลานีนท่ีมีแขนงขาง
ส้ันลง นาจะเปนการลดความเกะกะของแขนงขางของกรดอะมิโน  และทําใหชองวางในบริเวณจับ
กับสับสเตรทของเอนไซมเพิ่มมากข้ึน ทําใหไมขัดขวางในบริเวณชองจับกับสับสเตรทของเอนไซม  
ดังนั้นจึงทําใหเอนไซมสามารถเขาถึงแอลกอฮอลปฐมภมิูท่ีมีคารบอนสายยาวมากกวา 2 อะตอม 
และแอลกอฮอลทุติยภูมิซ่ึงมีแขนงขางเกะกะไดดีข้ึน  และการแทนท่ีตําแหนง 255 ของกรดอะมิโน
วาลีนดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน ซ่ึงกรดอะมิโนท้ัง 2 ชนิดเปน hydrophobic เหมือนกัน แต
กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนมีแขนงขางเปนวงแหวนอะโรมาติก  จึงมีขนาดใหญกวาแขนงขางของวา
ลีน ซ่ึงเปนประเภทอะลิฟาติก  โดยแขนงขางกรดอะมิโนเฟนิลอะลานนีนาจะทําใหเกิด 
hydrophobic interaction กับแอลกอฮอลไดดี  แตอาจจะสงผลใหชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรท 
ของเอนไซมลดลงกวาเดิม จึงทําใหไมเหมาะสมสําหรับ sec-butanol ซ่ึงมีโครงสรางท่ีมีความเกะกะ
มากกวา iso-propanol 
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V2555F เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ
เปนตัวรับกลูโคส  พบวาสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา N189F และ V255F ใน methanol 
แตแยกวาในแอลกอฮอลชนิดอ่ืน  รวมท้ังเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสดวย  อาจ 
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เนื่องมาจากการแทนท่ีตําแหนง 189 ของกรดอะมิโนแอสปาราจีน ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน 
รวมกับการแทนท่ีตําแหนง 255 ของกรดอะมิโนวาลีนดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนเชนเดียวกนั 
ซ่ึงกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนมีโครงสรางขนาดใหญ  อาจทําใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรท 
ลดลง  จึงอาจทําใหการเขาไปรับกลูโคสในบริเวณจับสับสเตรทของแอลกอฮอลเกิดไดนอย  
โดยเฉพาะเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภูมิ ซ่ึงมีแขนงขางใหญและเกะกะกวา จึงอาจทําใหไปขัดขวาง
การเขาไปรับกลูโคสในบริเวณจับสับสเตรทของแอลกอฮอล  แตอยางไรก็ตามการทํากลายพันธุ 
N189F-V255F ทําใหสามารถผลิต alkyl glucoside ไดดเีม่ือ methanol อาจเปนเพราะแทนท่ีดวย
กรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนงนี ้จะทําใหความเปน hydrophobic ในบริเวณจับ             
สับสเตรทของเอนไซมเพิ่มมากข้ึน จึงทําใหเกิด hydrophobic interaction กับแอลกอฮอลไดมากข้ึน 
รวมท้ังการท่ีกรดอะมิโนเฟนลิอะลานีนมีขนาดใหญ จึงสงผลใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรท 
เล็กลง ดังนั้น methanol ซ่ึงมีขนาดเล็กกจ็ะเขาถึงไดดีข้ึน 
 
 สําหรับเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F พบวาสามารถผลิต 
alkyl glucoside ไดดีมาก เกือบเทากับเอนไซมลินามาเรส เม่ือใชแอลกอฮอลปฐมภูมิเปนตัวรับ
กลูโคส ยกเวน methanol  และเม่ือใชแอลกอฮอลทุติยภมิูเปนตัวรับกลูโคส  พบวา I185A-N189F-
V2555F ผลิต alkyl glucoside ไดดีกวา I185A, N189F และ V255F และดีใกลเคียงกบัเอนไซม             
ลินามเรส ใน iso-propanol  สําหรับ sec-butanol  พบวา I185A-N189F-V2555F ผลิต alkyl 
glucoside และดีใกลเคียงกับ V255F หรือ I185A-N189F แตนอยกวาเอนไซมลินามาเรสประมาณ   
2 เทา  อาจเนื่องมาจากสภาพแวดลอมในบริเวณจับกับอะไกลโคนมีความเปน hydrophobic 
เหมาะสมจากการท่ีมีกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีนท้ัง 2 ตําแหนง และ การมีชองวางในบริเวณจับกับ
สับสเตรท ของเอนไซมเพิ่มมากข้ึนจากการเปล่ียนกรดอะมิโนไอโซลิวซีนเปน กรดอะมิโน          
อะลานีน  และจากการท่ีเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F สามารถผลิต alkyl 
glucoside โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิไดดีกวาการใชแอลกอฮอลทุติยภมิูเปนตัวรับกลูโคส  ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุชนิดนี้ มีการแทนท่ีกรดอะมิโนในตําแหนง 189 และ 255 
ดวยกรดอะมิโนเฟนิลอะลานีน  ซ่ึงมีแขนงขางขนาดใหญ  อาจจะไปขัดขวางการเขามารับกลูโคส
ของแอลกอฮอลทุติยภูมิชนดิ iso-propanol และ sec-butanol ซ่ึงมีแขนงขางท่ีเกะกะ  นอกจากนี้ถา
เปรียบเทียบระหวาง iso-propanol และ sec-butanol จะเหน็วา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A-N189F-V2555F สามารถผลิต alkyl glucoside โดยใช iso-propanol ไดมากกวา sec-butanol  
อาจเปนเพราะโครงสรางของ iso-propanol มีขนาดเล็กกวา sec-butanol  ทําใหสามารถเขาไปรับ
กลูโคสในบริเวณจับสับสเตรทไดดีกวา   
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 แตอยางไรก็ตามเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F  ซ่ึงมี                 
กรดอะมิโนเหมือนกับเอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด  กลับไมสามารถสังเคราะห alkyl glucoside 
โดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิเปนตัวรับกลูโคสได  ในขณะที่เอนไซมลินามาเรสสามารถทําได  ท้ังนี้
อาจเปนเพราะ การแทนท่ีกรดอะมิโนของเอนไซมดัลโคชิเนส  ดวยกรดอะมิโนของเอนไซมลินามา
เรสในตําแหนงท่ีสอดคลองกัน เพยีง 3 ตําแหนงดังกลาว (ภาพท่ี 28 ฉ)  อาจจะยังไมเพียงพอท่ีจะทํา
ใหขนาดในบริเวณชองจบัอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ มีความเหมาะสม  สําหรับ
การเขาไปรับกลูโคสของแอลกอฮอล tert-butanol ซ่ึงมีโครงสรางท่ีเกะกะ ไดเหมือนกับเอนไซม   
ลินามาเรส  ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาทางจลนศาสตร ท่ีพบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ 
I185A-N189F-V255F  ยังไมสามารถเรงปฏิกิริยาสลายลินามาริน  ซ่ึงมีโครงสรางคลายกับ
แอลกอฮอลตติยภูมิได  จากผลการทดลอง  ดูเหมือนวา  ถาจะเพิ่มความสามารถในการสราง tert-
butyl glucoside  จะตองเพ่ิมชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทของเอนไซม แตตองคงความเปน 
hydrophobic ไวเชนเดิม 
 
 จากผลการทดลอง  สรุปไดวา การทําการกลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง ( I185A, 
N189F และ V255F)  สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใช 
แอลกอฮอลปฐมภูมิและทุติยภูมิไดดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโคชิเนส
ดั้งเดิม  แสดงวา  A185, F189 และ F255 ในเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ  เปนกรดอะมิโนท่ีชวย
ทําใหสภาพแวดลอมภายในบริเวณจับอะไกลโคนของสับสเตรท มีความเหมาะสมในการเรง
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิและแอลกอฮอลทุติยภูมิไดดีข้ึน และเม่ือทําการ
กลายพันธุคร้ังละ 2 และ 3 ตําแหนง (I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ I185A-
N189F-V255F)  พบวา สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใช 
แอลกอฮอลปฐมภูมิและทุติยภูมิ  ถาสภาพแวดลอมในสวนจับอะไกลโคนมีความเปน hydrophobic 
ท่ีเหมาะสม  และชองวางในสวนจับอะไกลโคนตองมีขนาดท่ีเหมาะสม สําหรับการเขาทําปฏิกิริยา
โดยแอลกอฮอล  ยกเวนเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F ท่ีความสามารถในการเรง
ปฏิกิริยายายหมูกลูโคสลดลง ถาแอลกอฮอลสายยาวข้ึน หรือ แอลกอฮอลทุติยภูมิ  เม่ือเปรียบเทียบ
กับการทํากลายพันธุคร้ังละ 1 ตําแหนง  แสดงวาการทํากลายพันธุท่ีตําแหนง F189 รวมกับ F255  
ทําใหสภาพแวดลอมในบริเวณจับสวนอะไกลโคนของเอนไซมไมเหมาะสม เพราะแขนงขางท่ีมี
ขนาดใหญของท้ังคู ทําใหชองวางในการเขารับน้ําตาลกลูโคสของแอลกอฮอลทุติยภูมินอยลง 
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 จากตารางท่ี 11  คาท่ีไดจากการวัดปริมาณ alkyl glucoside ดวยเคร่ือง scanning 
densitometer นั้นอาจมีความคลาดเคล่ือนเล็กนอย เพราะวาปริมาตรของสารท่ีทําการหยดลงบนแผน 
TLC อาจไมแมนยํา เนื่องจากสารอาจติดคางอยูในอุปกรณท่ีใชหยดสาร นอกจากนี้ลักษณะของจุด
บนแผน TLC อาจจะมีรูปรางไมกลม และความเขมภายในจุดไมสมํ่าเสมอ แตอยางไรก็ตามคาท่ีได
ก็อยูในระดับท่ีนาเช่ือถือ  เพราะจะพิจารณาจากคา R2 ท่ีไดจากกราฟมาตรฐานของแอลกอฮอลแต
ละชนิด ซ่ึงมีคาต้ังแต 0.90 ข้ึนไป  อีกวิธีหนึ่งท่ีสามารถตรวจสอบประสิทธิภาพการเรงปฏิกิริยายาย

หมูกลูโคสของเอนไซมได  คือวิธีหยุดการทํางานของเอนไซมดวย 2′, 4′-dinitrophenyl-2-deoxy-2-
fluoro-β-D-glucopyranoside  จากนั้นบมเอนไซมท่ีไมทํางานนี้กับแอลกอฮอลชนิดตาง ๆ แลวทํา
การวัดปริมาณเอนไซม ท่ีไดรับการกระตุนใหกลับมาทํางานไดเหมือนเดิม (reactivation) จาก
แอลกอฮอล (Hommalai et al., 2005)  ซ่ึงแตกตางจากวธีิท่ีใชในการทดลองนี้ เพราะในการทดลอง
นี้ เปนการวัดปริมาณผลิตภณัฑสุทธิท่ีได  ปริมาณผลิตภณัฑท่ีวดัไดอาจนอยกวาท่ีเปนจริง เพราะ
เอนไซมอาจสลายผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 วัตถุประสงคของงานวิจยันี ้ คือสรางเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 2-3 ตําแหนง  
โดยการแทนที่กรดอะมิโน ในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโคชิเนส ดวยกรดอะมิโนท่ี
สอดคลองกันของเอนไซมลินามาเรส ไดแก I185A-N189F, I185A-V255F, N189F-V255F และ 
I185A-N189F-V255F  เพื่อตรวจสอบอันตรกิริยาของกรดอะมิโนท่ีมีผลตอความจําเพาะในการ
สลายสับสเตรท  และการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  
 
 เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุท้ัง 4 ชนิด ถูกผลิตใน P. pastoris  โดยใช 0.5 % (v/v) 
methanol เปนตัวเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีน  และถูกทําใหบริสุทธ์ิโดยผาน ultrafiltration 
membrane, phenyl sepharose chromatography และ Ni2+-ion affinity chromatography ตามลําดับ  
ซ่ึงปญหาท่ีพบในข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิเอนไซม คือ กิจกรรมของเอนไซมลดลงคอนขางมาก  ซ่ึง
อาจจะเกิดจากการปนเปอนของเอนไซมโปรตีเอส  ดังนั้น ในการทําบริสุทธ์ิเอนไซมคร้ังตอไป  
ควรเติมสารยบัยั้งการทํางานของเอนไซมโปรตีเอสลงไปดวย เชน phenylmethylsulfonyl fluoride 
(PMSF) 
 
 จากนั้นเอนไซมท่ีมีความบริสุทธ์ิแลว  ถูกนํามาศึกษาความสามารถของเอนไซมในการ
สลายสับสเตรท pNP-Glc, Dal-Glc และลินามาริน โดยเปรียบเทียบกับเอนไซมรีคอมบิแนนทดัลโค
ชิเนสดั้งเดมิ  พบวาเอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F มีความจําเพาะตอ pNP-Glc 
เพิ่มข้ึน ในขณะท่ีเอนไซมกลายพันธุชนดิอ่ืนมีความจําเพาะตอ pNP-Glc ลดลง  สําหรับสับสเตรท 
Dal-Glc พบวาเอนไซมกลายพันธุทุกชนิดมีความจําเพาะตอ Dal-Glc ลดลง  และสําหรับการสลาย
สับสเตรทลินามาริน  พบวา เอนไซมดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F และ I185A-V255F 
สามารถสลายสับสเตรทลินามารินได  โดยเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F มีประสิทธิภาพการ
ทํางานดีกวา I185A-V255F ประมาณ 6 เทา  แตอยางไรกต็ามเอนไซมกลายพันธุท้ัง 2 ชนิดนี้ ยังมี
ความสามารถในการตัดลินามาริน นอยกวาเอนไซมลินามาเรสประมาณ 1,000 และ 6,000 เทา 
ตามลําดับ  นอกจากนีย้ังเปนท่ีนาประหลาดใจ เนื่องจากเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F  
ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือนกับเอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด ไมสามารถสลายลินามารินได  ซ่ึงจากผล
การทดลองดังกลาวสรุปไดวา  ปจจัยสําคัญท่ีเกี่ยวของกับความสามารถของเอนไซมในการสลาย
สับสเตรทตาง ๆ คือ  ขนาดของบริเวณชองจับสับสเตรทของเอนไซม หรือความเกะกะของแขนง
ขาง  ความเปน hydrophobic ของสภาพแวดลอมบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซม  การ folding 
ของเอนไซม  และกรดอะมิโนตําแหนงอ่ืน ๆ  โดยในการสลายลินามาริน  จะเห็นวารูปรางใน 
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บริเวณชองจับสับสเตรทของเอนไซมมีความสําคัญมาก  เพราะตองรองรับโครงสรางคารบอนท่ีมี
หมูแทนท่ี 3 หมู ท่ีตอกับพันธะเบตา-กลูโคซิดิก  ดังนั้นการจะเพ่ิมความสามารถของเอนไซมในการ
สลายสับสตรทลินามาริน  อาจจะตองมีการทําการกลายพันธุในตําแหนงอ่ืน หรือทําหลายๆ 
ตําแหนงพรอมกัน  ซ่ึงอาจจะชวยทําใหรูปรางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซม มีความ
เหมาะสมท่ีจะจับ และตัดสับสเตรทลินามารินไดเหมือนในเอนไซมลินามาเรส  ซ่ึงจากการศึกษา
กอนหนานี้ ไดทําการกลายพนัธุคร้ังละ 1 ตําแหนงในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมดัลโคชิเนส 
โดยแขนงขางของกรดอะมิโนยื่นเขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน ท้ังหมด 10 ตําแหนง คือ I185A , 
N189F, M195V, H253F, V255F, N323Q, G367S, K402Y, A454N และ E455I ดังแสดงในภาพท่ี 
30  ดังนั้นการทํากลายพันธุหลาย ๆ ตําแหนง พรอมกัน อาจจะเลือกตําแหนงเหลานี้มาทํารวมกัน  
เชน เพิ่ม M195V ลงในเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V255F หรือ I185A-N189F-
V255F  เพราะการเปล่ียนกรดอะมิโนเมไธโอนีน ไปเปนกรดอะมิโนวาลีน ซ่ึงมีแขนงขางส้ันกวา 
อาจทําใหชองวางในบริเวณจับสับสเตรทของเอนไซมกวางข้ึน ซ่ึงอาจทําใหมีความเหมาะสมท่ีตัด 
ลินามารินไดดข้ึีน  หรือ อาจจะเพิ่ม E455I  เขาไปดวย เพราะการแทนท่ีกรดอะมิโนกลูตาเมทซ่ึง
เปนกรดอะมิโนท่ีมีประจุลบ ดวยกรดอะมิโนไอโซลิวซีนท่ีไมมีประจุ อาจทําใหมีความเหมาะสม
ในการรับและตัดลินามารินซ่ึงเปนสารประเภทไมมีข้ัวมากกวา  นอกจากนี้ K402Y กเ็ปนตําแหนง
กลายพันธุท่ีคาดวาจะนําเพิ่มในการสรางเอนไซมกลายพนัธุหลายตําแหนง  เนื่องจากการเปล่ียน
กรดอะมิโนไลซีน ซ่ึงเปนกรดอะมิโนประเภทมีข้ัวบวก และมีแขนงขางยาว ไปเปนโรไทโรซีนซ่ึง
เปนกรดอะมิโนท่ีมีแขนงขางส้ัน  ซ่ึงอาจทําใหไมไปขัดขวางการเขาจับของเอนไซมกบัสับสเตรท     
ลินามาริน  แตอยางไรก็ตาม อาจจะมีกรดอะมิโนรอบนอกท่ีมีผลตอแขนงขางของกรดอะมิโนท่ียื่น
เขาไปในบริเวณจับอะไกลโคน ซ่ึงอาจทําใหรูปรางในบริเวณจับอะไกลโคนไมมีความเหมาะสม
สําหรับตัดลินามารินก็ได 
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ภาพท่ี 34  โครงสราง 3 มิติของแบบจําลองดัลโคชิเนสที่แสดงใหเห็นตําแหนงของเอนไซมกลาย

พันธุ I185, N189, M195, H253, V255, N323, G367, K402, A454 และ E455 
 
 สําหรับการเรงปฏิกิริยาการยายหมูกลูโคสของเอนไซมดลัโคชิเนสกลายพันธุคร้ังละ 2  
และ 3 ตําแหนง  พบวาเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F, I185A-V2555F และ I185A-N189F-
V2555F มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยายายหมูกลูโคสโดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ และทุติยภูมิเปน
ตัวรับกลูโคสดีขึ้น โดยเฉพาะเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V2555F ท่ีสามารถผลิตอัลคิลกลูโค
ไซดโดยใช iso-propanol ไดดี อยางเห็นไดชัด  เนื่องมาจากสภาพแวดลอมในบริเวณจับกับอะไกล
โคนมีความเปน hydrophobic และการมีชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทเหมาะสม  ในขณะท่ี
เอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ผลิต alkyl glucoside ไดนอยท่ีสุด โดยเฉพาะเม่ือใชแอลกอฮอล
ทุติยภูมิเปนตัวรับกลูโคส  อยางไรก็ตามเอนไซมกลายพันธุ 3 ตําแหนง ซ่ึงมีกรดอะมิโนเหมือน
เอนไซมลินามาเรสมากท่ีสุด  ก็ยังไมสามารถผลิต alkyl glucosideโดยใชแอลกอฮอลตติยภูมิ เปน
ตัวรับกลูโคสได  ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก รูปรางในบริเวณชองจับอะไกลโคนของเอนไซมดัลโคชิเนส 
กลายพันธุ ยังไมเหมาะสมสําหรับการเขารับกลูโคสของแอลกอฮอลตติยภูมิ จากผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวา ปจจัยท่ีมีผลตอปฏิกิริยายายหมูกลูโคส  คือ ชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทของ
เอนไซม  ความเปน hydrophobic ของสภาพแวดลอมในบริเวณจับอะไกลโคนของเอนไซม และ
ลักษณะโครงสรางของแอลกอฮอลท่ีใชเปนตัวรับกลูโคส  ดังนั้นดูเหมือนวา ถาจะเพิ่มความ 
สามารถในการสราง tert-butyl glucoside จะตองเพ่ิมชองวางในบริเวณจับกับสับสเตรทของ
เอนไซม แตตองคงความเปน hydrophobic ไวเชนเดิม  โดยอาจจะแทนท่ีดวยกรดอะมิโนของ 
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เอนไซมลินามาเรสชนิดอ่ืน  ซ่ึงอาจจะชวยสงเสริมใหสภาพแวดลอมในสวนจับอะไกลโคนมีความ
เหมาะสมสําหรับการเขารับกลูโคสของแอลกอฮอลตติยภูมิ ได นอกเหนือจากกรดอะมิโน ท้ัง 3 
ตําแหนงนี ้
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เทคนิคทางรีคอมบิแนนทดเีอ็นเอ 
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1.  การเตรียม competent E. coli (DH5α)  และการถายโอนดีเอ็นเอเขาสู E. coli โดยเทคนิค 
electroporation 
 
 เล้ียงเช้ือ E. coli (DH5α) ในอาหารเหลว LB (1% (w/v) tryptone, 0.5% (w/v) yeast 
extract, 0.5% (w/v) NaCl) ปริมาตร 2 ml เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 
250 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน  จากนัน้ดดูเซลลแขวนลอยท่ีไดปริมาตร 1 ml ใสอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 100 ml เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที 
จนกระท่ังไดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรเทากบั 0.5-1.0  จากน้ันนําเซลล
แขวนลอยท่ีได บมในน้ําแข็งเปนเวลา 15–30 นาที  นําไปปนตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที  นําสวนของเหลวท้ิง  ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ัน
ท่ีเย็นปริมาตร 100 ml นําไปปนตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  นําสวนของเหลวท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ันแชเย็นปริมาตร 50 ml นําไปปน
ตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลล
ดวย 10% (v/v) glycerol ท่ีเยน็ปริมาตร 2 ml นําไปปนตกท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 
15 นาที สุดทายละลายตะกอนเซลลท่ีไดดวย 10% (v/v) glycerol ท่ีเยน็ปริมาตร 0.2 ml และนํา 
competent cell ท่ีได แบงใสหลอดๆละ 40 μl 
 
 นํา competent E. coli (DH5α) ท่ีไดจากขอ 1 ปริมาตร 40 μl ผสมรวมกับ พลาสมิดดเีอ็นเอ
ปริมาณ 1-10 ng  บมในน้ําแข็งเปนเวลา 1 นาที ใช pasteur pipette ดูดเซลลท้ังหมดใสใน cuvette  
เคาะเบา ๆ ใหเซลลนอนกน วาง cuvette ลงในเคร่ือง electroporation (Bio-Rad, USA) โดยใช
กระแสไฟฟา 25 ไมโครฟารัด 200 โอหม 2.5 กิโลโวลต กดปุม plus ท่ีเคร่ือง electroporation 
เพื่อใหกระแสไฟฟาทํางาน จากนั้นเติมอาหารเหลว LB, pH 7.5 ปริมาตร 1 ml ทันที ทําการยาย
เซลลแขวนลอยท่ีไดลงในหลอดทดลอง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
แลวนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนของเหลวออก 800 μl 
ผสมตะกอนเซลลใหเขากันและ spread ลงบนอาหารแข็ง LB, pH 7.5 ท่ีมี 25 μg/ml zeocin บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
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2.  การเตรียม competent P. pastoris (Y11430)  และการถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดย
เทคนิค electroporation  
 
 เล้ียงเช้ือยีสต 1 โคโลนี ในอาหารเหลว YPD (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 
2% (w/v) glucose) ปริมาตร 5 ml บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 1 คืน  ดูดเซลลแขวนลอยท่ีไดปริมาตร 1 ml ใสลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 
40 ml เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน  
จากนั้นนําไปปนตกท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
นําสวนของเหลวท้ิง  และละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ันแชเย็น ปริมาตร 40 ml นําไปหมุนเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  ทําซํ้าอีกหนึ่งคร้ัง  นํา
สวนของเหลวออก  แลวลางตะกอนเซลลดวย 1 M sorbitol ท่ีเย็นปริมาตร 40 ml นําไปปนตกท่ี
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นําสวนของเหลวออก
และเติม 1 M Sorbitol ปริมาตร 1-2 ml เพื่อใหไดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร
เทากับ 100 

 
การถายโอนดีเอ็นเอเขาสู P. pastoris โดยเทคนิค electroporation  ทําไดโดยนํา competent 

cell ปริมาตร 80 μl ผสมกับดีเอ็นเอปริมาณ 5 μg ในปริมาตร 10 μl บมในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที 
ดูดเซลลท้ังหมดใสใน cuvette ระวังอยาใหมีฟองอากาศ  แลววางลงในเคร่ือง electroporation (Bio-
Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 25 ไมโครฟารัค 200 โอหม และ 1.5  กิโลโวลต จากนั้นกดปุมท่ี
เคร่ือง electroporation เพื่อใหกระแสไฟฟาทํางาน แลวเติม 1 M Sorbitol ปริมาตร 1 ml ทันที  
จากนั้นนําไปทําการปนตกที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนของเหลว
ปริมาตร 800 μl ท้ิง ผสมตะกอนเซลลใหเขากัน  และดูดเซลลแขวนลอยท้ังหมดมาเล้ียงบนอาหาร
แข็ง YPDS (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v) glucose, 1 M Sorbitol) ท่ีมี       
25 μg/ml zeocin บมท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 3-4 วัน 
 
3.  การสกัดพลาสมิดจาก E. coli โดยวิธี MiniPrep 

 
 เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว LB, pH 7.5 ท่ีมี 25 μg/ml zeocin ปริมาตร 2 ml  บมท่ีอุณหภูมิ    
37 องศาเซลเซียส พรอมเขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 1 คืน  ดูดเซลลแขวนลอยท่ีได
ปริมาตร 1.5 ml ใสลงใน eppendorf  นําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที  
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เพื่อตกตะกอนเซลล  นําสวนของเหลวท้ิง  เติมสารละลาย 1 (50 mM glucose, 25 mM Tris pH 8,  
10 mM EDTA) ปริมาตร 100 μl ผสมใหเขากันโดยการ Vortex บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที 
เติมสารละลาย 2 (1% SDS, 0.2 M sodium hydroxide) ปริมาตร 200 μl ผสมเบา ๆ ใหเขากัน บมใน
น้ําแข็ง เปนเวลา 5 นาที  เติมสารละลาย 3 (3 M potassium acetate, 2 M acetic acid) ท่ีเย็นปริมาตร 
150 μl ผสมเบา ๆ ใหเขากัน บมในน้ําแข็ง เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 3 นาที  ดูดสวนของเหลวใส eppendorf ใหม  จากน้ันเติม 100% ethanol 
ปริมาตร 900 μl บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที นําไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 2 นาที  นําสวนของเหลวท้ิง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดดวย 70% ethanol ปริมาตร 
150 μl นําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที นาํสวนของเหลวท้ิง  ผ่ึง
ตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดใหแหง แลวละลายตะกอนดวย TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris-HCl, pH 8.0,   
1 mM EDTA) ปริมาตร 20 μl  
 
4.  การตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 
 
 นําสารละลายดีเอ็นเอมาเติม 3 M sodium acetate, pH 5.2 ปริมาตร 1 ใน 10 ของปริมาตร
สารละลายดีเอ็นเอทั้งหมด และเติม 100%  ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ
ท้ังหมด บมในนํ้าแข็งเปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 10 นาที นําสวนของเหลวท้ิง  ลางตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดดวย 70% (v/v) ethanol  ปริมาตร 150 μl 
และนําไปปนตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1-3 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย
น้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว ปริมาตร10 μl  
 
5.  เทคนิคอิเล็คโตโฟรีซีสแบบอะกาโรสเจล (agarose gel electrophoresis) 
 
 เตรียม 1 % อะกาโรส ใน 1x TAE buffer (50x: 40 mM Tris, 0.1142 % (v/v) acetic acid,   
2 mM EDTA, pH 8.5) จากนั้นเทลงในถาดสําหรับเตรียมเจล และปลอยใหเจลแข็งตัวท่ี
อุณหภูมิหอง  นําเจลใสลงในเคร่ืองสําหรับทําเจลอิเล็คโตโฟรีซีส ใส 1x TAE buffer ใหทวมเจล  
นําสารละลายดีเอ็นเอที่ผสมกับ 1x loading buffer (6x: 50 mM EDTA, pH 8.0, 0.4%(w/v) 
bromphenol, 5% (w/v) glycerol)  หยอดลงไปในเจล และตอกระแสไฟฟาเขากับเคร่ือง และเปด
กระแสไฟฟา โดยใชแรงเคล่ือนไฟฟา เทากับ 100 โวลต และเม่ือ loading buffer เคล่ือนท่ีได
ประมาณ 3 ใน 4 สวนของเจล จึงปดเคร่ือง  นําเจลมายอมดวย 0.5 μg/ml ethidium bromide 
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เปนเวลา 15 นาที และลางดวยน้ําเปลาอีก 15 นาที  นําเจลท่ีไดไปดภูายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อ
วิเคราะหผล 
 
6.  เทคนิคอิเล็คโตโฟรีซีสแบบเอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมดเจล  (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis หรือ SDS-PAGE) 
 
 การวิเคราะหอิเลคโตรโฟรีซีสแบบเอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมดเจล ทําไดโดยเตรียม 7.5% 
resolving gel และ 4% stacking gel ดังแสดงในตารางผนวกท่ี ก1 โดยเติม 10% (w/v) ammonium 
persulfate และ TEMED ในข้ันตอนสุดทาย 
 
ตารางผนวกท่ี ก1  ปริมาณสารท่ีใชในการเตรียม เอสดีเอส–พอลิอะคริลาไมดเจล  
 

สารท่ีใช 7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากล่ัน 
30% T, 2.67% C Polyacrylamide 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
10% (w/v) SDS 
10% (w/v) Ammonium persulfate  
TEMED 

2050 μl 
1560 μl  
1250 μl  

- 
50 μl 
50 μl 
12 μl 

3050 μl  
650 μl  

- 
1250 μl  

50 μl  
50 μl  
10 μl 

 
 นําตัวอยางโปรตีน ซ่ึงผสมอยูใน 1x sample buffer (4x: 1% (w/v) SDS, 5% (v/v) glycerol, 
1.25% (v/v) �-mercaptoethanol, 0.0025% (w/v) Coomassie blue G และ 12.5 mM Tris, pH 6.8) 
ตมเปนเวลา 10 นาที แชในน้ําแข็ง และนาํไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 
วินาที เพื่อใหตัวอยางโปรตีนตกอยูกนหลอด  และนําตัวอยางโปรตีนหยอดลงในชองของพอ
ลิอะคริลาไมดเจล  จากนัน้ตออุปกรณเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซีล  และนําเจลผานกระแสไฟฟา 30 mA 
ใน 1x running buffer (10x: 2.5 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine, 0.1% (w/v) SDS) เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง  เม่ือเสร็จแลว นําเจลท่ีไดแชลงใน 50% (v/v) methanol เปนเวลา 30 นาที  แลวยอมดวย 
staining solution (0.125% (w/v) Coomassie blue R, 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) acetic acid) 
เปนเวลา 
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2 ช่ัวโมง  และลางสีออกดวย destaining solution (25% (v/v) methanal, 10% (v/v) acetic acid) เปน
เวลา 30 นาที 
 
7.  เทคนิคอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตนี (Western blot) 
 
 นําเจลท่ีไดจากการทําอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบเอสดีเอส-พอลิอะคริลาไมคเจล  แชลงใน 1x 
transfer buffer (20x: 10 mM Tris, 100 mM glycine) เปนเวลา 25 นาที  เตรียมแมมเบรน 
polyvinylidene fluoride (PVDF) ใหมีขนาดกวางกวาเจล 1 เซนติเมตร และเตรียมกระดาษกรองให
มีขนาดกวางกวาแมมเบรน 1 เซนติเมตร จํานวน 6 แผน จากน้ันแชแมมเบรนใน 100% (v/v) 
methanol เปนเวลา 5 วินาที  แลวแชตอใน transfer buffer เปนเวลา 20 นาที  สําหรับกระดาษกรอง
จะแชใน transfer buffer เปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ทําการยายโปรตนีจากเจลสูแมมเบรนโดยใช
เคร่ือง Trans-Blot ®Semi-Dry (Bio-Rad, USA)  ดังแสดงในภาพผนวกท่ี ก1  และใชกระแสไฟฟา 
10 โวลต เปนเวลา 30 นาที  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ก1  แผนภาพแสดงสวนประกอบการยายโปรตีนจากเจลสูเมมเบรน 
 
ท่ีมา : Gibthai (2009) 
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 เม่ือทําการยายโปรตีนลงสูเมมเบรนแลว  นาํเมมเบรนมาแชใน 5% (w/v) skim milk ซ่ึงอยู
ใน phosphate buffer saline plus tween, pH 7.5 (PBST) (10x: 80 mM Na2HPo4 , 20 mM NaH2Po4 , 
1 M NaCl, 10% tween 20) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ลางดวย PBST 2 คร้ัง คร้ังละ 50 ml  จากนั้นนํา 
เมมเบรนบมกบัโมโนโคลนอล แอนติบอดขีองหนูท่ีจําเพาะตอดัลโคชิเนสธรรมชาติ (แอนติบอด ี
ชนิดท่ี 1) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  และลางดวย PBST 2 คร้ัง คร้ังละ 50 ml  จากนั้นแชใน PBST 15 นาที 
1 คร้ัง และ 5 นาที 3 คร้ัง ทุกคร้ังปริมาตร 50 นาที  จากนั้นบมดวย โพลีโคลนอล แอนติบอดีของ
กระตายท่ีจําเพาะกับอิมมูโนโกลบูลิน ของหนูซ่ึงเช่ือมตอกับเอนไซมฮอรซแรดดิช เปอรออคซิเดส  
(แอนติบอด ีชนิดท่ี 2 ) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ลางดวย PBST 2 คร้ัง จากนั้นแชในPBST 15 นาที 1 คร้ัง 
และ 5 นาที 3 คร้ัง ทุกคร้ังปริมาตร 50 ml  จากนั้นนําเมนเบรนมาซับใหพอหมาด ๆ แลวบมกับ 
ECL plus western blotting detection (Amersham, Sweden) เปนเวลา 5 นาที  นําแมมเบรนท่ีได
ประกบกับฟลมในหองมืดเปนเวลา 10 วนิาที จากนั้นนําฟลมมาแชลงใน developer, fixer และนํ้า
กล่ัน ตามลําดบั ซ่ึงข้ันตอนโดยสรุป แสดงดังภาพผนวกท่ี ก2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ก2  แผนภาพแสดงการทําอิมมูโนวิเคราะหสําหรับโปรตีน 
 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Gibthai (2009) 
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8.  เทคนิคอิเล็กโตโฟเรซีสแบบนอน-ดีแนชเชอริง พอลิอะคริลาไมดเจล (Non-Denaturing 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis หรือ ND-PAGE) 
 
 การวิเคราะหอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบนอน-ดีแนชเชอริง พอลิอะคริลาไมดเจล  ทําไดโดย
เตรียม 7.5% resolving gel และ 4% stacking gel ดังแสดงในตารางผนวกท่ี ก2 โดยเติม 10% (w/v) 
ammonium persulfate และ TEMED ในข้ันตอนสุดทาย 
 
ตารางผนวกท่ี ก2  ปริมาณสารท่ีใชในการเตรียม นอน–ดีแนชเชอริง–พอลิอะคริลาไมดเจล 
 

สารท่ีใช 7.5% resolving gel 4% stacking gel 
น้ํากล่ัน            2050 μl                3050 μl 
30% T, 2.67% C Polyacrylamide            1560 μl                  650 μl 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8            1250 μl                      - 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8                  -                1250 μl 
10% (w/v) SDS                50 μl                    50 μl 
10% (w/v) Ammonium persulfate                 50 μl                    50 μl 
TEMED                12 μl                    10 μl 

 
 นําตัวอยางโปรตีน ซ่ึงผสมอยูใน 1x sample buffer (4x: 12.5% (w/v), bromophenol blue, 
125 mM Tris pH 6.8, 10% (v/v) glycerol) หยอดลงในชองของพอลิอะคริลาไมดเจล  จากนั้นตอ
อุปกรณเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซีส  แลวนําเจลไปผานกระแสไฟฟา 90 mA ใน 1x running buffer 
(10x: 25 mM Tris, pH 8.3, 0.2 M glycine) เปนเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง  นําเจลท่ีไดยอมดวย 1 mM 
4-MU-Glc  จากนั้นนํานอน–ดีแนชเชอริง พอลิอะคริลาไมดเจล ไปตรวจสอบการเรืองแสงของ          
4-MU  ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  
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ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐาน 
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1.  กราฟมาตรฐานโปรตีน  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ใหมีความเขมขน 0 ถึง 12 μg 
โดยใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 800 μl และเติม Bio-Rad protein reagent ปริมาตร 200 μl บมท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข1  กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 
2.  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซตเบตา-กลูโคซิเดส 
ในขั้นตอนการผลิตโปรตีนและขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิ  
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0 ถึง 0.1 μmol โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
500 μl แลวเติม 2 M Sodium carbonate ปริมาตร 1 ml  และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 400 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข2  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซต

เบตา-กลูโคซิเดส ในข้ันตอนการผลิตโปรตีนและข้ันตอนการทําใหบริสุทธ์ิ 
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3.  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวดักิจกรรมของเอนไซตเบตา-กลูโคซิเดส 
เพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 
 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน pNP ใหมีปริมาณ 0 ถึง 0.02 μmol โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 
50 μl จากนั้นเติม 2 M Sodium carbonate ปริมาตร 100 μl นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข3  กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP) ท่ีใชในการวัดกจิกรรมของเอนไซม

เบตา-กลูโคซิเดส เพื่อใชศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม 
 
4.  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
 เตรียมสารละลายกลูโคสใหมีปริมาณ 0 ถึง 0.02 μmol โดยใหมีปริมาตรรวมเทากับ 50 μl  
เติม 2 mg/ml ABST ปริมาตร 50 μl และ glucose oxidase kit (5 unit/ml) ปริมาตร 100 μl  บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน         
405 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ข4  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
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ภาคผนวก ค 

ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
CCCTATGATTTTAGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTAT
TCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTAC
TATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACC
ATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGT
GAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGT
TGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTA
GAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCC
AATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAG
CGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCCATTATTTGGAGATAGGGGTAAGCATTGGAT 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
AAGATTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAGTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAG 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CCCTCATATGGAATGGGTAAGCATTGGATTACCTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCA
CCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGAT
CCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTAG
TTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGAC
CCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATT
AGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCAC
CTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATG 
GATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAA
ATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCAT
CTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTT 

 
4.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
GGCATTAGCATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACA
TGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA
ATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT
GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATG
ATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTG 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
CCCTTAGCTTTACGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTAT
TCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTAC
TATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACC
ATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGT
GAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGT
TGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTA
GAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCC
AATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAG
CGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTAC 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGGTTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAA 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CCTGCATATGGAATGGGTAAGCATTGGATTAACTAAATGAGCATCAGCTTTCCCGCGAATGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACC
AGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCC
TTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTT
TGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCC
ACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAG
TTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCT
AGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTG
CATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTA
TAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTT
TATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCANATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA 

 
4.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-V255F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
GGGTTAGCAATAGTTAGGGTTATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACAT
GCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCA
GGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCAC
TGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATC
GTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGAA
TGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACATG
GTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATGA
TCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAA 
ACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGT 
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ภาคผนวก จ 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร AOXF 
 
TTCCTTACACTTACGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTA
TTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGG
TTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTA
CTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCAC
CATGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGG
TGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAG
TTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCT
AGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGC
CAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATA
GCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTAC 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGATTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAATCTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGT 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
CCCGTCTTTGGAATGGAAGCTGGATACCTAAATGAGCCTCATCTTCCCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAGGTCG
ATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTTTCTC
ATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTGGGTT
ATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCACTTAC
AGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAGTTAAGG
GTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCCCACCTAGTTAC
CTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGGATGTGCATTTA
TCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAATGGTATAGATG
AGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATCTCTTTTATGTT
CGATATGCAATTAGGTCTGGCGCANATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
GGCATTAGCATAGTTAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACA
TGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA
ATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT
GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATG
ATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGT 
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ภาคผนวก ฉ 
ลําดับเบสของยีนดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F 
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1.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร 
AOXF 
 
CCGTTGACTTACGACACTTGAGAGATCAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATT
CGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTT
ACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACT
ATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTGCACATCACCATCACCATCATCACCA
TGCTGCAGTTCCTCCATTCAACCGAAGCTGTTTTCCTTCAGATTTCATTTTTGGGACAGCATCCTCCTCGTACCAGTATGAAGGTG
AGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCAGAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTT
GACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATATGAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAG
AATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAGTTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCA
ATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAAGCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGC
GTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCAATTATTTGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTAC 

 
2.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF1 
 
GGGATTTTGGGAGCATCCTCCTCGTACAGTATGAAGGTGAGGGCAGAGTACCAAGTATATGGGATAACTTCACCCACCAATATCCA
GAAAAGATAGCGGATAGAAGCAACGGAGATGTTGCAGTTGACCAATTTCACCGCTATAAGAAGGATATTGCAATCATGAAGGATAT
GAACTTGGATGCTTATAGAATGTCCATCTCCTGGCCTAGAATTCTCCCAACGGGTAGGGTTAGTGGAGGCATAAACCAAACAGGAG
TTGACTACTACAACAGGCTCATCAATGAGTCACTGGCCAATGGCATAACACCATTTGTAACCATTTTTCATTGGGATCTTCCACAA
GCCTTGGAGGATGAGTACGGTGGCTTCTTAAATCATAGCGTTGTAAATGATTTCCAAGACTATGCGGATCTTTGCTTCCAATTATT
TGGAGATAGGGTAAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTTGCACCAG
GTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCTGATCCTT
TCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACGTATTTTG
GGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATGGACCCAC
TTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAAATTAG 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF2 
 
NNCCCTTCTATGGAATGGGTAAGCATTGGATTACACTAAATGAGCCATCAGCTTTCACCGCGTTTGGGTATGCATACGGTATGTTT
GCACCAGGTCGATGTTCTCCATCGTACAATCCAACTTGCACAGGTGGGGATGCAGGAACAGAGACTTATCTGGTTGCGCACAACCT
GATCCTTTCTCATGCAGCAACTGTCCAAGTGTACAAAAGGAAGTATCAGGAACATCAGAAAGGTACAATAGGCATTTCCTTGCACG
TATTTTGGGTTATACCGCTTTCAAATAGCACATCAGATCAAAATGCTACCCAGCGATATCTTGACTTCACATGTGGATGGTTTATG
GACCCACTTACAGCAGGAAGGTATCCAGATAGCATGCAATATCTAGTTGGAGATCGATTGCCTAAGTTTACTACAGATCAAGCCAA
ATTAGTTAAGGGTTCATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACATGCTGCC
CACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTCAGGATGG
ATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCACTGAAAA
TGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTATCGTCATC
TCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCANATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA 

 
3.  ผลการหาลําดับเบสของยนีดัลโคชิเนสกลายพันธุ I185A-N189F-V255F โดยใชไพรเมอร TRF3 
 
AAAATTAGCAATAGTTAGGGTTATTTGATTTTATTGGACTAAACTATTACACCACTAACTATGCTACCAAATCAGATGCGTCAACA
TGCTGCCCACCTAGTTACCTCACAGATCCTCAAGTCACTCTCTTACAGCAACGCAATGGGGTCTTTATAGGTCCAGTGACTCCCTC
AGGATGGATGTGCATTTATCCAAAAGGACTTCGAGATTTGTTGCTTTACTTCAAGGAAAAGTATAACAATCCTTTGGTTTACATCA
CTGAAAATGGTATAGATGAGAAGAATGATGCATCACTATCACTTGAGGAATCCTTGATAGACACTTATAGAATTGATAGTTATTAT
CGTCATCTCTTTTATGTTCGATATGCAATTAGGTCTGGCGCAAATGTGAAAGGATTTTTTGCATGGTCATTGTTGGACAACTTTGA
ATGGGCTGAGGGTTATACATCACGATTTGGATTATATTTTGTGAACTACACTACTTTGAATAGATATCCCAAGCTCTCTGCAACAT
GGTTCAAGTATTTTCTGGCACGTGATCAAGAGAGTGCTAAATTGGAAATTTTAGCACCAAAGGCAAGATGGAGCTTATCAACGATG
ATCAAGGAAGAAAAGACAAAACCCAAGTGGGGCATTGAAGGCTTTTGATCTAGATCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGTACGTAGAATTCACGTGGCCCAGCCGGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACT
CATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGAC 
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ภาคผนวก ช 
กราฟ Michaelis-Menten 
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1.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช1  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย 

pNP-Glc 
 
2.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช2  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย 

pNP-Glc 

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50

pNP-Glc (mM)
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3.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช3  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย 

pNP-Glc 
 
4.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการสลาย pNP-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช4  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการ

สลาย pNP-Glc 
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NA13.073Chisq
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5.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช5  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย 

Dal-Glc 
 
6.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช6  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย 

Dal-Glc 
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y = m0*m1/(m0+m2)
ErrorValue
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NA17.983Chisq
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7.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช7  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย 

Dal-Glc 
 
8.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการสลาย Dal-Glc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช8  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการ
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9.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช9  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F ในการสลาย  

ลินามาริน 
 
10.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช10  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-V255F ในการสลาย

ลินามาริน 
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11.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลายลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช11  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ N189F-V255F ในการสลาย

ลินามาริน 
 
12.  กราฟ Michaelis-Menten ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ในการสลาย                   
ลินามาริน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ช12  กราฟแสดงคา Km และ Vmax ของเอนไซมกลายพันธุ I185A-N189F-V255F ใน

การสลายลินามาริน 
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ภาคผนวก ซ 
กราฟมาตรฐานของ TLC 
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1.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช methanol  
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ1  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช methanol 
 โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 

 
2.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช ethanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ2  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช ethanol 
 โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 

 
3.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-propanol 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ3  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-propanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
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4.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-butanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ4  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช n-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 

 
5.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-propanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ5  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-propanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
 
6.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-butanol 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ6  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช iso-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
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7.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช sec-butanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ7  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช sec-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
 
8.  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช tert-butanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกท่ี ซ8  กราฟมาตรฐานของ TLC สําหรับปฏิกิริยาท่ีใช tert-butanol 

โดย   คือ glucose;  คือ เมทิล กลูโคไซด;  คือ pNP-Glc 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 
ช่ือ-นามสกุล    นางนุสรา  ทองทับทิม 
วัน เดือน ป เกดิ    วันท่ี 27 เมษายน 2527 
สถานท่ีเกิด    ปทุมธานี 
ประวัติการศกึษา    วทบ.สาขาชีววิทยาประยุกต (จุลชีววิทยา)                    
      สถาบันราชภัฏสวนสุนันทา 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน  - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน   - 
ผลงานดีเดนและรางวัลวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ   ทุนอุดหนนุวจิยัระดับบัณฑิตศึกษา (พ.ศ.2551) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




