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เอนไซมแมนนาเนสสามารถนํามาใชประโยชนในการผลิตแมนโน-โอลิโกแซคคาไรด  
เพื่อใชเปนสารพรีไบโอติกที่ชวยสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียในลําใสที่ เปนประโยชน  
(Probiotic) เอนไซมแมนนาเนสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายแหลงโดยเฉพาะแบคทีเรีย ซ่ึง
สามารถผลิตเอนไซมไดปริมาณมาก ควบคุมการผลิตไดงาย การวิจัยคร้ังนี้จึงมุงเนนที่จะโคลนยีน
ที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจากแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 และ 
Bacillus circulans NT 6.7 เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน และลักษณะของเอนไซมที่ผลิตไดจาก
เซลลลูกผสม (Recombinant cells) โดยใช Escherichia coli DH5α เปนเซลลเจาบาน พบเซลลลูก 
ผสมจํานวน 3 โคลนที่แสดงกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนส ไดแกเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 
และ 6.7-780 มีคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะเปน 0.080, 0.132 และ 0.304 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน  
รวมทั้งแสดงกิจกรรมการยอยบนสับสเตรตชนิดแข็งทําใหเกิดวงใส (Clear zone) ขนาด 1.3, 1.4 
และ 1.7 ซม. ตามลําดับ เอนไซมที่ไดมีความจําเพาะสูงตอสับสเตรตประเภทกลูโคแมนแนน และ
กาแลคโตแมนแนนเชนเดียวกับจุลินทรียตนแบบ เมื่อศึกษา Zymogram ของเอนไซมจากเซลลลูก 
ผสมทั้ง 3 พบวาเอนไซมดังกลาวปรากฏแถบของโปรตีนที่แสดงกิจกรรมตอสับสเตรต Locust 
bean gum (LBG) ในตําแหนงที่ใกลเคียงกับจุลินทรียตนแบบ แตเมื่อเพาะเลี้ยงเซลลลูกผสมซ้ําอีก
คร้ังเพื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเบตา-แมนนาเนส โดยการสกัดดีเอ็นเอและตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ XbaI และทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสดวยไพรเมอรที่จําเพาะ
นั้นไมปรากฏชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสทั้งบนพลาสมิดลูกผสม และโครโมโซมจากเซลล
ลูกผสมทั้ง 3 ซ่ึงอาจเปนผลเนื่องจากความไมเสถียรของพลาสมิด pHT43 ที่นํามาใชในการทดลอง  
 
 
 

     /  /  

ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ือประธานกรรมการ   



 

Panisara  Haemin  2008: Cloning and Expression of Mannanase Gene from Bacillus 
amyloliquefaciens NT 6.3 and Bacillus circulans NT 6.7.  Master of Science 
(Biotechnology), Major Field: Biotechnology, Department of Biotechnology.   
Thesis Advisor: Assistant Professor Suttipun  Keawsompong, Ph.D.  92 pages. 
 
 
Mannanase can be applied in the production of Manno-oligosaccharides, which are 

prebiotics utilized selectivity by probiotics. Mannanase has been produced from various 
organisms, especially bacterial sources which are preferred when large amounts of enzyme are 
required. In this research, mannanase gene from Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 and Bacillus 
circulans NT 6.7 were cloned and expression by using Escherichia coli DH5α as a host cell. 
The result revealed that three recombinant cells had mannanase activity were found, named  
6.3-379, 6.7-33 and 6.7-780, These recombinants had specific activity against locust bean gum 
0.080, 0.132 and 0.304 unit/mg protein, respectively. Diameter of clear zone from recombinant 
cells 6.3-379, 6.7-33 and 6.7-780 were 1.3, 1.4 and 1.7 cm. All recombinant enzyme exerted 
high specific for glucomannan and galactomannan substrate. Zymogram of the recombinant 
enzyme and native enzyme showed active-band against locust bean gum in the same position. 
However, when recombinant cells were grown in the next generation to detect nucleotide 
sequences of mannanase gene by restriction analysis and polymerase chain reaction. The result 
indicated that DNA fragment of recombinant plasmid and chromosomal DNA of all 
recombinant cells were not detected. This might be caused by the unstability of plasmid pHT43. 
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แมนนาเนส บนโครโมโซม และพลาสมิดลูกผสม 
สารเคมีที่ใชในการเตรียม Separation gel (7.5%) และ Stacking gel (4%) 
คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens  
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คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมจาก B. circulans NT 6.7 
ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตางๆของเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens 
NT 6.3 
ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆของเอนไซมจาก B. circulans NT 6.7 
คาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens 
NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
คาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของพลาสมิด pHT43 
ประสิทธิภาพในการทรานสฟอรมของ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ  
B. circulans NT 6.7 โดยใช E.coli DH5α เปนเซลลเจาบาน 
คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะจากเซลลลูกผสมที่มีกิจกรรมตอสับสเตรต LBG 
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โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนใน Locust bean gum และ Guar gum 
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B. circulans NT 6.7  เปรียบเทียบกับเอนไซมจากเซลลลูกผสมภายหลงัการยอม
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พลาสมิดลูกผสมจากเซลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 กอนและหลังการ
ตัดดวยเอนไซม BamHI ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน 
พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 กอนและหลังการตัดดวย 
เอนไซม XbaI ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคนื 
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ผลิตภัณทจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร Fsq และ Rsq 
ของเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780     
ลักษณะโครโมโซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33, 6.7-780 และ E.coli  
DH5α    
ผลิตภัณทจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร BMF และ 
BMR ของเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 ,6.7-780 และ E.coli DH5α     
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การโคลนและการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมแมนนาเนสจาก  
Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 และ Bacillus circulans NT 6.7 

 
Cloning and Expression of Mannanase Gene from  

Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 and Bacillus circulans NT 6.7 
 

คํานํา 
 

มะพราวเปนพืชที่มีปริมาณการเพาะปลูกสูงมากในประเทศแถบเอเชีย ซ่ึงรวมถึงประเทศ
ไทยดวย (Hossain et al.,1996) และวัสดุเหลือใชทางการเกษตรจากอุตสาหกรรมแปรรูปมะพราว
ตาง ๆ นั้นมีสูงถึง 1.4 ลานตันตอป (Choct, 2001) โดยเฉพาะอุตสาหกรรมการทําน้ํากะทิ ซ่ึงจะมี
กากมะพราวที่เหลือจากการคั้นกะทิปริมาณมาก โดยปรกตินิยมนํามาใชเปนอาหารสัตว แตสัตวจะ
ยอยและใชประโยชนจากกากมะพราวไดต่ําเนื่องจากกากมะพราวมีสวนประกอบของคารโบไฮ 
เดรตในรูปกาแลคโตแมนแนน สูงถึง 60-90 เปอรเซ็นต (Luis et al., 2000) กาแลคโตแมนแนน 
ประกอบดวยน้ําตาลแมนโนสเปนโครงสรางหลักในทิศทางเบตา-1,4 และน้ําตาลกาแลคโตสเปน
สายกิ่งที่ตําแหนง แอลฟา-1,6 โดยโครงสรางเหลานี้สามารถยอยสลายใหกลายเปนแมนโน- 
โอลิโกแซคคาไรด (manno-oligosaccharide) ไดโดยอาศัยการทํางานของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
 

เอนไซม Beta-D-mannanase (endo-1,4 -beta-D-mannanase) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอย 
สลายพันธะเบตา-1,4 ที่เชื่อมตอระหวางน้ําตาลแมนโนสในโครงสรางหลักของแมนแนน กาแลคโต
แมนแนน กลูโคแมนแนนและ กาแลคโตกลูโคแมนแนน ในลักษณะแบบสุม (random) ทําใหได 
ผลผลิตเปนแมนโน-โอลิโกแซคคาไรด (Cann et al.,1999) ซ่ึงสามารถใชประโยชนเปนสารพรีไบ 
โอติก ที่ชวยสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียในลําไสที่เปนประโยชน เชน Bifidobacterium sp. และ 
Lactobacillus sp. (Zakaria et al.,1998) รวมทั้งยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคในระบบทางเดิน
อาหาร เชน Salmonella sp. ไดโดยแมนโน-โอลิโกแซคคาไรดนี้จะทําหนาที่เปน analogue receptor 
ของเชื้อกอโรคทําใหพื้นที่บนผนังลําไสสําหรับเชื้อโปรไบโอติกมีมากขึ้น (Hardy, 2003) นอกจาก 
นี้เอนไซมเบตา-แมนนาเนสยังถูกนํามาใชลดความหนืดในระหวางกระบวนการผลิตกาแฟ โกโก
และ ช็อคโกแลต สงผลใหปริมาณผลผลิตที่สกัดไดเพิ่มสูงขึ้น (Zakaria et al.,1998) ดวยเหตุผลดัง 
กลาวเอนไซมแมนนาเนสจึงเปนเอนไซมที่ถูกศึกษา และนํามาใชมากในระดับอุตสาหกรรม 
จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดนั้นมีหลายชนิดโดยเฉพาะจุลินทรียในจีนัส Bacillus  
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สามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนสไดหลายชนิด รวมทั้งมีกิจกรรมเอนไซมที่สูง ดังนั้นในการศึกษานี้
จึงมุงเนนที่จะโคลน และศึกษาการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมแมนนาเนสจาก 
Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 และ Bacillus circulans NT 6.7 เพื่อปรับปรุงลักษณะตาง ๆ ทั้ง
ในดานปริมาณ และคุณภาพ ซ่ึงเปนแนวทางหนึ่งที่จะนําไปสูการพัฒนาเอนไซมชนิดนี้ในการ
ประยุกตใชกับอุตสาหกรรมการผลิตสารพรีไบโอติกใหมีประสิทธิภาพสูงสุดตอไป 



    

วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาสมบตัิทางจลนพลศาสตรและความจําเพาะตอสับสเตรตของเอนไซมแมนนาเนส 
จาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
 

2. ศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยนีที่ควบคุมการผลิตเอนไซมแมนนาเนสจาก 
 B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
 

3. ศึกษาลักษณะของเอนไซมแมนนาเนสที่ผลิตไดจากเซลลลูกผสม (Recombinant cells)



    

การตรวจเอกสาร 
 

1. แมนแนน (mannan) 
 
1.1 แหลงและโครงสรางทางเคมี 

 
       แมนแนนเปนสารประกอบประเภทเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ซ่ึงพบในสวนของ
ผนังเซลลพืช เชนพืชไมเนื้อออน (soft wood) โดยพบอยูระหวางชั้นของเซลลูโลส และลิกนิน 
(Ethier et al., 1998) แมนแนนจากพืชนั้นสามารถแบงตามลักษณะโครงสรางไดเปน 2 กลุม คือ  

 
1.1.1 Heterogeneous backbone 

 
         เปนกลุมของแมนแนนที่โครงสรางหลักประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิดคือกลูโคส

และแมนโนส เชื่อมตอกันดวยพันธะเบตา-1,4 เรียกวา กลูโคแมนแนน (glucomannan) เชน แมน
แนนในหัวบุก (konjac glucomannan) (Behr, 2003) โดยน้ําตาลกลูโคสในโครงสรางหลักของกลูโค
แมนแนนนั้นมีการเรียงตัวอยางกระจัดกระจาย และอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส: กลูโคส 
ในโครงสรางหลักอยูในชวง 4:1 จนถึง 1:1 (Meier et al., 1982) ซ่ึงแมนแนนจากหัวบุกนั้นจะมี
อัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส: กลูโคส เปน 16:1 และมีอันดับของการเกิดโพลิเมอร 
(Degree of polymerization: DP) มากกวา 6,000  
 

1.1.2 Homogeneous backbone 
 

         เปนกลุมของแมนแนนที่โครงสรางหลักประกอบดวยน้าํตาลแมนโนสเพียงชนดิ 
เดียวเชื่อมกันตอดวยพันธะเบตา-1,4 และสวนของกิ่งแขนงเชื่อมตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,6 
ระหวางน้ําตาลกาแลคโตสกับน้ําตาลแมนโนส เรียกแมนแนนกลุมนี้วากาแลคโตแมนแนน (Ethier 
et al.,1998) ซ่ึงพบมากในพืช เชน เอนโดสเปรมของพืชตระกลูถ่ัว กากเมล็ดกาแฟ เนื้อในของเมล็ด
ปาลม และกากมะพราวในสวนของ Kernels เปนตน ตัวอยางของกาแลคโตแมนแนนที่รูจักกันอยาง
แพรหลาย ไดแก กาแลคโตแมนแนนใน Locust bean gum (LBG) จากเมล็ดของ Ceratonia siliqua 
และ Guar gum จากเมล็ดของ Cyanaposis tetragonolobus  ซ่ึงกาแลคโตแมนแนนในพืชแตละชนิด
จะมีความแตกตางกันที่ตําแหนงการเชื่อมดวยพันธะแอลฟา-1,6 ในสายกิ่งแขนงระหวางน้ําตาล 
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กาแลคโตสกับน้ําตาลแมนโนส โดยกาแลคโตแมนแนนใน LBG มีอัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาล
แมนโนส: กาแลคโตส ประมาณ 5:1 มีน้ําหนักโมเลกุล 310,000 ดาลตัน และจะเกิดพันธะแอลฟา-
1,6 ระหวางน้ําตาลแมนโนสประมาณ 3-4 โมเลกุล ขณะที่กาแลคโตแมนแนนใน Guar gum มี
อัตราสวนโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนส: กาแลคโตส ประมาณ 2:1 มีน้ําหนักโมเลกุล 220,000 ดาล
ตัน และจะเกิดพันธะแอลฟา-1,6 ระหวางน้ําตาลแมนโนสประมาณ 1-2 โมเลกุล ดังภาพที่ 1  
 

กากมะพราวนั้นประกอบดวยแมนแนน กาแลคโตแมนแนน และเซลลูโลสในอัตราสวน 
26, 61 และ 13% ตามลําดับ (Balasubramaniam, 1976) ซ่ึงคิดเปน 25-30% โดยน้ําหนักสําหรับสวน
ของแมนแนน และกาแลคโตแมนแนน (Sundu and Dingle, 2006) การที่โครงสรางของกากมะพราว
นั้นประกอบดวยสวนของโพลีแซคคาไรดที่ไมใชแปง จึงทําใหกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราว
นั้นมีความแข็ง เรียงตัวกันเปนผลึก (crystalline) และมีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนสตอน้ําตาล 
กาแลคโตสเทากับ 14:1 ซ่ึงแตกตางจากโครงสรางของกาแลคโตแมนแนนจากแหลงอื่นๆ เชน Guar 
gum ซ่ึงมีอัตราสวนของน้ําตาลแมนโนสตอน้ําตาลกาแลคโตสเปน 2:1 ทําใหกากมะพราวละลายน้ํา
ไดนอยและยอยสลายยาก (Sundu and Dingle, 2006) โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนที่เปน
องคประกอบในกากมะพราวแสดงดังภาพที่ 2 
 
2. เอนไซมยอยสลายแมนแนน (Mannan degrading enzyme)  
 

การยอยสลายสารประกอบแมนแนนในลักษณะสมบูรณ (Complete hydrolysis) จะตอง
อาศัยการทํางานของเอนไซมยอยสลายชนิดตาง ๆ ดังนี้ 
 

2.1 เอนไซมเบตา-แมนนาเนส (Endo-1,4-beta-D-mannanase; EC 3.2.1.78) 
 

2.1.1 แหลงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
 

         เอนไซมเบตา-แมนนาเนสสามารถผลิตไดจากหลายกลุมสิ่งมีชีวติ เชน แบคทีเรีย
ทั้งชนิดที่ตองการ และไมตองการอากาศในการเจริญ (aerobic and anaerobic bacteria) เชื้อรา 
(Fungi) ยูคาริโอตชั้นสูง (Higher eukaryote) เชนโปรโตซัว แมลง หอยทาก รวมทั้งเมล็ดพืชขณะที่
เกิดกระบวนการงอก (Germinating plant seeds) จุลินทรยีที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
แสดงไวในตารางที่ 1 และ 2 
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Locust bean gum 
 
 

 

 
 
 
 

Guar gum 
 
 

ภาพที่ 1  โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนใน Locust bean gum และ Guar gum 
ท่ีมา: Chaplin (2005) 
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ภาพที่ 2  โครงสรางของกาแลคโตแมนแนนในกากมะพราว 
ท่ีมา: Merce et al., (2001) 
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ตารางที่ 1  แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
 
จุลินทรีย แหลงอางอิง 
Acinetobacter sp. ST1-1 
Bacillus subtilis 
Bacillus sp. AM-001 
Bacillus sp. 
Bacillus subtilis NM-39 
Bacillus sp. KK01 
Bacillus subtilis KU-1 
Bacillus stearothermophilus 
Bacillus licheniformis 
Bacillus amyloliqefaciens NT 6.3 
Bacillus circulans NT 6.7 
Vibrio sp. MA-128 
Cellulomonas fimi 
Caldocellum saccharolyticum 
 
Enterococcus casseliflavus 
Krebsiella oxytoca CW2-3 
Pseudomonas cellulosa 
Pseudomonas sp. 
Streptomyces sp. 
Streptomyces ipomoea 
Streptomyces lividans 66 
Thermomonospora fusca 
Thermotoga neapolitana 5068 
 
Thermotoga maritima 
Polyporus versicolor 

Titapoka, 2007 
Ratto and Poutanen, 1988 
Akino et al., 1989 
Ooi and Kikuchi, 1995 
Mendoza et al., 1995 
Hossain et al., 1996 
Zakaria et al., 1998 
Talbot et al., 1990 
Feng et al., 2003 
Phothichito, 2006 
Phothichito, 2006 
Araki et al., 1992 
Stoll et al., 1999 
Bicho et al., 1991 
Gibbs et al., 1992 
Oda et al., 1993 
Titapoka, 2007 
Hogg et al., 2001 
Yamaura et al., 1990 
Takahashi et al., 1984 
Monitel et al., 1999  
Arcand et al., 1993 
Hilge et al., 1998  
McCutchen et al., 1996 
Duffaud et al., 1997 
Brown et al., 1993 
Johnson and Ross, 1990 
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ตารางที่ 2  เชือ้ราที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา- แมนนาเนส 
 
จุลินทรีย แหลงอางอิง 
Aspergillus niger 
 
Aspergillus oryzae 
Aspergillus aculeatus 
Penicillium hirsutum 
Penicillium purpurogenum 
Penicillium brasilianum IPT 20888 
Rhodothermusmarianus 
Sclerotium rolfsii 
 
 
 
 
 
 
Trichoderma harzianum T4 
Trichoderma reesei 
 
 
 
 
Thermomyces lanuginosus 
 

Ademark et al., 1998 
Lin and Chen, 2003 
Regalado et al., 2002 
Setati et al., 2001 
Bradner et al., 1999 
Park et al., 1987 
Jorgensen et al., 2003 
Politiz et al., 2000 
Gubitz et al., 1996 
Sachslehner et al., 1998 
Puchart et al., 1999 
Sachslehner and Haltrich, 1999 
Sachslehner  et al., 2000 
Singh et al., 2000 
Ferreira and Filho, 2004 
Stalbrand et al., 1993 
Stalbrand et al., 1995 
Harjunpaa et al., 1997 
Tenkenso et al., 1997 
Buchart et al., 1993 
Juhasz et al., 2005 
Hagglund et al., 2003 
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แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมแมนนาเนสไดนั้นสามารถแยกไดจากหลายแหลงดวยกัน จาก
การทดลองของ Hossain et al., (1996) และ Abe et al., (1994) ไดคัดแยกแบคทีเรียจากดินโดยใช
กากมะพราวเปนแหลงคารบอน พบวาแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมแมนนาเนสที่ขับออกสูภาย 
นอกเซลล (extracellular enzyme) ไดนั้นสวนใหญจัดอยูในจีนัส Bacillus ในป 1998 Kataowa และ 
Tokiwa ไดคัดแยกแบคทีเรียชนิดที่ไมตองการอากาศในการเจริญ (anaerobic bacteria) จากดิน และ
ตะกอน (sludges) พบเชื้อ Clostridium tertianum KT-5A ซ่ึงมีกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนสสูงที่สุด 
โดยปริมาณของเอนไซมแมนนาเนสจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อมีการเหนี่ยวนําโดยใช กาแลคโตแมนแนน 
Guar gum, beef extract และ peptone เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน ตามลําดับ 
 

Montiel et al., (2002) ไดคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยซิสที่ผลิตเอนไซมแมนนาเนสได
จํานวน 50 สายพันธุ จากนั้นวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมระหวางการเจริญทั้งในอาหารเหลว และ
อาหารวุนแข็งที่มี LBG เปนสวนประกอบ พบวาเชื้อ Steptomyces scabies CECT 3340 และ 
Steptomyces ipomoea CECT 3341 มีกิจกรรมเอนไซมสูงที่สุด คือ 294.3 และ 242.9 ยูนิตตอลิตร 
ตามลําดับ ซ่ึงสามารถนํามาประยุกตใชกับอุตสาหกรรมการฟอกสีกระดาษคราฟได 
 

2.1.2 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส  
 

เอนไซมเบตา-แมนนาเนสเปนเอนไซมที่ทาํหนาที่ยอยสลายพันธะเบตา-1,4 ที่เชื่อม 
ระหวางโมเลกุลของน้ําตาลแมนโนสในโครงสรางหลักของแมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโค
แมนแนน และ กาแลคโตกลูโคแมนแนน (Stoll et al., 1999) ในลักษณะแบบสุมโดยจะยอยสลาย
จากบริเวณดานในโมเลกุล (Cann et al., 1999) ดังภาพที่ 3 และผลผลิตที่ไดจากการยอยสลาย คือ
น้ําตาลแมนโนไตรโอส (mannotriose) และ แมนโนไบโอส (mannobiose) (Xu et al., 2002)  
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ภาพที่ 3  กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
ท่ีมา: McCleary (1988) 
 

2.1.3 ลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
 

         มีการศึกษาเอนไซมในกลุมนี้กันอยางกวางขวางจากจุลินทรียหลายชนิด ทั้งใน
กลุม เชื้อรา และแบคทีเรีย ซ่ึงในการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสนั้น พบสารหลายชนิดที่สามารถ
ใชเปนสารเหนี่ยวนําใหมีปริมาณการผลิตเอนไซมที่ดีขึ้นได เชน Gubitz et al., (1996) พบวา 
amorphophallus Konjac glucomannan สามารถเหนี่ยวนําให Sclerotium rolfsii ซ่ึงเปนจุลินทรียกอ
โรคในพืช (Plant pathogen) ผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส ชนิดขับออกสูนอกเซลลได ขณะที่ Lin 
และ Chen (2003) พบวา กากมะพราวที่ปราศจากไขมัน (defatted copra meal) สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสของเชื้อ Aspergillus niger NCH-189 ได 
 

         ลักษณะทางกายภาพของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสนั้นมีความแตกตางกันขึ้นอยู
กับชนิดของจุลินทรีย โดยคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจะอยูในชวง 2.9-7.5 
(Hossain et al.,1996; Kremnicky et al.,1996; Oda et al.,1993 และ Araujo and Ward, 1990)  
ขณะที่อุณหภมูิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม จะอยูในชวง 40 -74 องศาเซลเซียส  
(Zhang et al., 2000; Zakaria et al., 1998; Tamamura et al., 1995 และ Mendoza et al., 1994) 
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         เอนไซมเบตา-แมนนาเนสบริสุทธิ์จากหลาย ๆ แหลงนั้นมีน้ําหนกัโมเลกุลและคา 
isoelectric point (pI) ที่แตกตางกัน ซ่ึงอยูในชวง 40-59 กโิลดาลตัน และ 3.5-5.9 ตามลําดับ  
จากงานวิจัยของ Gubitz et al., (1996) พบวาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสบริสุทธิ์จาก Sclerotium 
rolfsii มีน้ําหนักโมเลกุล 61.2 กิโลดาลตัน คา pI เทากับ 3.5 และคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมเปน 2.9 และ 74 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
 

         Akino et al., (1989) ไดศึกษาสมบัตขิองเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 3 ชนิดจาก 
alkalophilic Bacillus sp. AM-001 พบวา น้ําหนกัโมเลกลุของเอนไซม M-I, M-II และ M-III ที่ 
บริสุทธิ์มีคาเปน 58, 59 และ 42 กิโลดาลตัน คา pI เทากับ 5.9, 5.7 และ 5.1 ตามลําดับ คาคงที่ 
ของมิเคลิส (Michaelis constant; Km) ของเอนไซม M-I โดยใช กากมะพราว LBG และ Konjac 
glucomannan เปนสับสเตรต มีคาเปน 2.0, 3.8 และ 7.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคาความเร็วสูงสุด
ในการทําปฏิกิริยา (Vmax) เปน 730, 1470 และ 1880 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
 

         Mendoza et al., (1995) ไดศึกษาลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จาก 
Bacillus subtilis NM-39 ที่คัดแยกจากดิน พบวาเอนไซมดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุล 38 กิโลดาลตัน 
คา pI เทากับ 4.8 และ คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 5.0 และ 55  
องศาเซลเซียส ตามลําดับ  
 

         Tamamura et al., (1995) ไดรายงานผลการศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก
เชื้อ Vibrio sp. MA-138 วาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุล 49 กิโลดาลตัน  
คา pI เทากับ 3.8 และมีกิจกรรมเอนไซมสูงที่สุดที่คา pH 6.5 และ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

         Hossain et al., (1996) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus sp. KK01 ที่
แยกไดจากดิน โดยใชกากมะพราวเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยง หลังการทําบริสุทธิ์เอนไซม
พบวาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่ศึกษามี 4 ไอโซเมอรดังนี้ F1, F2, F3 และ F4 โดยทุก ๆ ไอโซ
เมอรมีกิจกรรมเอนไซมสูงที่สุดที่ pH 7.1 และอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลซียส นอกจากนี้เมื่อศึกษาถึง
ปฏิกิริยาการยอยสลายแมนแนน พบวาเอนไซมทั้ง 4 ไอโซเมอรนั้นเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย 
แมนแนนจากกากมะพราวคดิเปนสัดสวน 23-31% ขณะที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย LBG 
คิดเปนสัดสวน 19-22 เปอรเซ็นต โดยใหผลิตภัณทเปน mannobiose, mannotriose และ
mannotetraose  
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         Zakaria et al., (1998) ไดศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus subtilis 
KU-1 พบวาเอนไซมดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุล 39 กิโลดาลตัน มีคา pI เปน 4.5 คา pH และอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอการทํางานเปน 7 และ 50-55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวที่คา pH 
4.5-9.0 เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง และโลหะในกลุม 
Hg2+, Ag2+, Cu2+, Mn2+ และ Cr2+ สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได 
 

         Ma et al., (2004) ศึกษาลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus sp. 
N16-5 ที่แยกไดจากตะกอนทะเลสาปในประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน พบวาเอนไซมมีน้ําหนัก
โมเลกุลเปน 55 กิโลดาลตัน คา pI เทากับ 4.3 มีคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมเปน 9.5 และ 70 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เอนไซมสามารถยอยสลายกาแลคโตแมนแนน
และกลูโคแมนแนนไดผลิตภัณทเปนโมโนแซคคาไรด และสารประกอบโอลิโกแซคคาไรด 
 

         Jiang et al., (2006) ไดศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus subtilis WY 
34 ซ่ึงมีปริมาณเอนไซมเบตา-แมนนาเนสสูง 1105 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใช konjac glucomannan 
เปนแหลงคารบอน หลังการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์พบวาเอนไซมชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลเปน 39.6 
กิโลดาลตัน มีคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 6.0  และ 65 องศา
เซลเซียส ตามลําดับ มีความคงตัวที่ pH 5.5-10.1 และคา Km เปน 7.6, 10.5 และ 27.4 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เมื่อใช LBG, Guar gum และ Konjac glucomannan เปนสับสเตรต ตามลําดับ 
 

         Phothichito (2006) ไดคัดแยกจุลินทรียจากดินในจังหวัดนครปฐม พบแบคทีเรีย 
19 สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสได โดยแบคทีเรีย Bacillus circulans NT 6.7 มี
กิจกรรมเอนไซมแมนนาเนสสูงที่สุดเทากับ 0.306 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใช LBG เปนสับสเตรต  
คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 6.0 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ 
เอนไซมมีความคงตัวที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 ช่ัวโมง และสารแมนโน-โอลิโก
แซคคาไรด ซ่ึงเปนผลิตภัณทที่เกิดจากการยอยสลายแมนแนนดวยเอนไซมเบตา-แมนนาเนสยังมี
คุณสมบัติเปนสารพรีไบโอติก ซ่ึงสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคบางชนิด เชน Salmonella serovar 
Eteritidis S003 และ E. coli E010 ได 
 
 
 



 
 
 
   

14

         นฤมล (2549) ศึกษาลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากแบคทีเรีย 
Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 พบวาคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมเปน 6.0 และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวที่ pH 6-8 แตมีความคงตัว
สูงสุดที่คา pH เทากับ 8 โดยมีคากิจกรรมเอนไซมคงเหลือคิดเปน 59.51% 
 

         Titapoka (2007) ไดคดัแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
จากดิน และวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทีป่ระกอบดวยกากมะพราว จากหลาย ๆ พืน้ที่ในประเทศ
ไทย ซ่ึงพบแบคทีเรียจํานวน 48 สายพันธุ ทีส่ามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสได แตสายพันธุ 
Krebsialla oxytoca CW2-3 และ Acinetobacter sp. ST1-1 เปนเพยีง 2 สายพันธุที่มีกจิกรรมเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสสูงสุด มีคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 7.0 และ 6.0 เอนไซมมี
ความคงตัวที่ 4 องศาเซลเซียส เมื่อคา pH อยูในชวง 3-6 และ 3-10 สําหรับเอนไซมจาก K. oxytoca 
CW2-3 และ Acinetobacter sp. ST1-1 ตามลําดับ 
 

         นอกจากแบคทีเรียแลว เชื้อราจัดเปนจุลินทรียอีกกลุมหนึ่งที่มีการศึกษาเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสกันอยางกวางขวาง โดย Arisan-Atac et al., (1993) ไดศึกษาเอนไซมแมนนาเนส 
จาก Trichoderma reesei C-30 เมื่อผานการทําบริสุทธิ์แลวพบวาเอนไซมมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 46 
กิโลดาลตัน คา pI เทากับ 5.2 มีคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 5.0 เอนไซมมี
ความคงตัวในชวง pH ที่กวาง ตั้งแต 2.5 – 7.0 และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
เปน 75 องศาเซลเซียส 
 

         Stalbrand (1993) ไดศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 2 ชนิดจากรา Trichoderma 
reesei  ที่ทําใหบริสุทธโดยวิธี ion-exchange chromatography, affinity chromatography และ 
chromatofocusing พบวาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสทั้ง 2 ชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลเปน 51 และ 53 
กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 4.6 และ 5.4 ตามลําดับ 
 

         Ademark et al., (1998) ไดศึกษาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากรา Aspergillus 
niger ทําใหเอนไซมบริสุทธิ์โดยใชการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต anion-exchange และ gel 
filtration chromatography พบวาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสบริสุทธิ์ที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 40 
กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 3.7 
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         Puchart et al., (1999) ไดศึกษากิจกรรมเอนไซมไซลาเนส เบตา-แมนนาเนส  
อะราบิเนส และเพคติเนส จากรา Thermomyces lanuginosus จํานวน 17 สายพันธุ ซ่ึงพบจุลินทรีย
จํานวน 3 สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสได คือ T. lanuginosus IMI 158749,  
T. lanuginosus CBS 218.34 และ T. lanuginosus IMI 131010 โดยมีกิจกรรมเอนไซมเปน 21.6, 
14.8 และ 3.8 ยูนิตตอไมโครลิตร ตามลําดับ 
 

        Puchart et al., (2004) ไดทําบริสุทธิ์เอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากเชื้อราทนรอน
Aspergillus  fumigatus IMI 385708 (Thermomyces lanuginosus IMI 158749) พบเอนไซมเบตา-
แมนนาเนส จํานวน 2 ชนิด คือ MAN I (major form) และ MAN II (minor form) ซ่ึงมีน้ําหนัก
โมเลกุลเปน 60 และ 63 กิโลดาลตัน ตามลําดับ คา pI อยูในชวง 4.9 – 5.2 สําหรับ  MAN I และ 
4.75-4.9 สําหรับ MAN II โดยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดแสดงกิจกรรมเอนไซมสูงสุดที่คา pH เทากับ 4.5 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีความคงตัวเมื่อ pH อยูในชวง 4.5 – 8.5 รวมทั้งมีรูป 
แบบการยอยสลาย (hydrolysis pattern) สับสเตรตชนิดตาง ๆ ที่คลายคลึงกัน 
 

         นอกจากแบคทีเรีย และเชื้อรา ยังมีรายงานการศึกษาเอนไซมเบตาแมนนาเนส 
จากยูคาริโอตชั้นสูงบางชนิด เชนจากงานวิจัยของ Xu et al., (2002) ซ่ึงไดศึกษาเอนไซมเบตา- 
แมนนาเนสจากระบบยอยอาหารของหอยแมลงภูชนิดหนึ่ง (Blue mussel) พบวาเอนไซมบริสุทธิ์
จากหอยแมลงภู มีคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเปน 5.2 และ 50-55 องศาเซลเซียส
ตามลําดับ เอนไซมมีความคงตัวที่ pH 4-9 และ คา pI ประมาณ 7.8 โดยเอนไซมดังกลาวสามารถ
ยอยสลาย LBG และแมนแนนจากเมล็ดปาลมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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ตารางที่ 3  ตารางสรุปลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากแหลงตางๆ 
 

Km (mg/ml) 

Organisms 

Optimum 
Temperature 

(Celcious degree) 
Optimum 

pH 
Molecular weight 

(kDa) 
Isoeletric point 

(pI) LBG Guar gum Konjac Copra meal 
Sclerotium rolfsii  74 2.9 61.2 3.5 - - - - 
Bacillus sp. AM-001          

M-I - - 58 5.9 3.8 - 7.7 2.0 
M-II - - 59 5.7 - - - - 
M-III - - 42 5.1 - - - - 

Bacillus subtilis NM-39  55 5.0 38 4.8 - - - - 
Vibrio sp. MA-138  40 6.5 49 3.8 - - - - 
Bacillus sp.KK01  50-60 7.1 - - - - - - 
Bacillus subtilis KU-1 50-55 7.0 39 4.5 - - - - 
Bacillus sp. N16-5 70 9.5 55 4.3 - - - - 
Bacillus subtilis WY 34 65 6.0 39.6 - 7.6 10.5 27.4 - 
Bacillus circulans NT 6.7  45 6.0 - - - - - - 
Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3  50 6.0 - - - - - - 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

Km (mg/ml) 

Organisms 

Optimum 
 temperature 

(Celcious degree) 
Optimum 

pH 
Molecular weight 

(kDa) 
Isoeletric point 

(pI) LBG Guar gum Konjac Copra meal 
Krebsialla oxytoca CW2-3 50 4.0 165 3.5 1.056 - 1.038 - 
Acinetobacter sp. ST1-1 40 6.0 - - - - - - 
Trichoderma reesei C-30  75 5.0 46 5.2 - - - - 
Trichoderma reesei          

I - - 51 4.6 - - - - 
II - - 53 5.4 - - - - 

Aspergillus niger  - - 40 3.7 - - - - 
Aspergillus fumigatus IMI 385708          

MANI 60 4.5 60 4.90-5.20 - - - - 
MANII 60 4.5 63 4.75-4.90 - - - - 

Blue mussel 50-55 5.2 - 7.8 - - - - 
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2.2 เอนไซมเบตา-แมนโนสิเดส (Beta-mannosidase; EC 3.2.1.25) 
 

2.2.1 แหลงของเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดส  
 

         เอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสเปนเอนไซมที่มีการศึกษากันมากในกลุมของพืช 
เนื้อเยื่อสัตว และจุลินทรียทั้งแบคทีเรีย และเชื้อรา (McCleary, 1983) แหลงของเอนไซมเบตา- 
แมนโนสิเดสแสดงดังตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  แหลงของเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดส 
 
จุลินทรีย แหลงอางอิง 
เชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus sp. 
Cellulomonas fimi 
Enterococcus casseliflavus 
Thermotoga neapolitana 5068 
Thermotoga maritima 
Streptomyces sp. E2/22 
Pyrococcus  fluriosus 
 
เชื้อรา 
Aspergillus sp. 
Aspergillus aculeatus 
Aspergillus awamori 
Aspergillus niger 
Thermyces lanuginosus 
Sclerotium rolfsii 
 
สัตวเล้ียงลูกดวยนม 
คน 

 
Akino et al., 1998 
Stoll et al., 1999 
Oda et al., 1993 
Duffaud et al., 1997 
Brown et al., 1993 
Wongkattiya, 1998 
Bauer et al., 1996 
 
 
Galkwad et al., 1995 
Takada et al., 1999 
Neustroev et al., 1991 
Ademark et al., 2001 
Singh et al., 2000 
Gubitz et al., 1996 
 
 
Alkhayat et al., 1998 
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2.2.2 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดส 
 

         เอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายพันธะเบตา-1,4 ที่
เชื่อมระหวางน้ําตาลแมนโนส โดยจะตัดจากบริเวณปลายนอกสุดของโมเลกุลเขาไป จากปลายดาน
ที่ไมใชรีดิวซ่ิง (Non- reducing end) ของสับสเตรตจําพวกแมนโนโอลิโกแซคคาไรด และ 
ไกลโคเปบไทดที่มีน้ําตาลแมนโนสเปนองคประกอบ (manno-containing glycopeptides) ดังภาพที่ 
4 โดยจะเรียกเอนไซมกลุมนีว้า เอกโซไกลโคสิเดส (exoglycosidase) และสับสเตรตสวนใหญจัดอยู
ในกลุมแมนโน-โอลิโกแซคคาไรด เชนแมนโนไตรโอส (mannotriose) และ แมนโนไบโอส 
(mannobiose) ทําใหไดผลผลิตสุดทายคือน้าํตาลแมนโนสโมเลกุลเดี่ยว (Ademark et al., 2001) 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4  กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดส 
ท่ีมา: Duffaud et al., (1997) 
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2.2.3 ลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดส 
   

         Akino et al., (1998) ไดทําบริสุทธิ์เอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสจาก Bacillus sp. 
AM-001 (alkalophilic strain) พบวาเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลเปน 
94 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 5.5 คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
คือ 6.0 และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โลหะบางชนิดสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได 
เชน Ag2+ Cd2+ Cu2+ และ Zn2+ แตไมสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมไดโดยน้ําตาลแมนโนส 
และแมนนิตอล 
 

         Gubitz et al., (1996) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสจาก Sclerotium rolfsii ซ่ึง
เปนเชื้อกอโรคในพืช พบวาเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสบริสุทธิ์ที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุล 57.5 กิโล
ดาลตัน และมีคา pI เทากับ 4.5 
 

         Singh et al., (2000) ศึกษาเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสจากเชื้อ Thermomyces 
lanuginosus SSBP พบวา LBG สามารถกระตุนใหเชื้อชนิดนี้ผลิตเอนไซมเบตา-แมนโนสิเดสได 
และเอนไซมมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเปน 80 องศาเซลเซียส  
 

2.3 เอนไซมแอลฟา- กาแลคโตสิเดส (Alpha-galactosidase; EC 3.2.1.22) 
 

2.3.1 แหลงของเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดส  
 

         เอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดส เปนเอนไซมที่สามารถผลิตไดจากจุลินทรีย
หลายชนิด ซ่ึงพบทั้งชนิดที่ผลิตและเก็บอยูภายในเซลล (intracellular enzyme) และชนิดที่ผลิตแลว
ขับออกนอกเซลล (Extracellular enzyme)  
 

         Pederson และ Goodman (1980) พบวา Bacillus stearothermophilus AT-7 ผลิต
เอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสชนิดที่ผลิต และเก็บอยูภายในเซลล (intracellular enzyme) 
นอกจากจุลินทรียแลว เอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสยังสามารถพบใน สัตว และสวนของเมล็ด
พืชอีกดวย แหลงของเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสแสดงไวดังตารางที่ 5 และ 6 
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ตารางที่ 5  แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดส  
 
จุลินทรีย แหลงอางอิง 
Bacillus stearothermophilus. 
Bacillus stearothermophilus NUB 3621  
Bifidobacterium adolescentis 
Pseudomonas fluorescen subsp.cellulosa 
 
 
 
Streptococcus mutans 
Thermotoga neapolitana 5068 
 
Thermotoga neapolitana  
 
Thermus brockianus ITI360 

Talbot and Sygusch, 1990 
Fridjansson et al., 1999 
Van den Broek et al., 1999 
Halstad et al., 2000 
Hazlewood et al,1998 
Braithwaite et al.,1995 
Rixon et al.,1992 
Aduse-Opoku et al., 1991 
Duffaud et al., 1997 
McCutchen et al., 1996 
Vielle et al.,1995 
Dakhova et al.,1993 
Fridjansson et al., 1999 
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ตารางที่ 6  เชือ้ราและยีสตทีส่ามารถผลิตเอนไซมแอลฟา- กาแลคโตสิเดส  
 
จุลินทรีย แหลงอางอิง 
เชื้อรา 
Aspergillus ficuum 
Aspergillus Niger 
 
Aspergillus Nidulans 
Aspergillus tamarii 
Penicillium purpurogenum 
Phanerocheate chrysosporium 
Trichoderma reesei 
 
 
Trichoderma reesei RUT C-30 
Sporoticum cellulophinum 
 
ยีสต 
Candida guilliermondii H404 

 
Zapater et al., 1990 
Manzanres et al., 1998 
Ademark et al., 2001 
Rios et al., 1998  
Civas et al., 1984 
Shi buya et al., 1998 
Hart et al., 2000 
Golubev et al., 1993 
Stalbrand et al., 1993 
Margolles-Clark et al., 1996 
Zeilinger et al., 1993 
Araujo and ward, 1991 
 
 
Hashimoto et al., 1993 
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2.3.2 กลไกการทําปฏิกิริยาของเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดส  
   

         เอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายพันธะแอลฟา-
1, 6 ของน้ําตาลกาแลคโตส โดยจะยอยสลายจากบริเวณปลายสุดของกาแลคโตแมนแนน หรือ  
กาแลคโตกลูโคแมนแนน และโอลิโกแซคคาไรดอ่ืน ๆ เชน เมลิไบโอส (Melibiose) ราฟฟโนส 
(Raffinose) และสตาชิโอส (stachyose) (McCleary, 1988) รวมทั้งสับสเตรตสังเคราะหบางชนดิ 
เชน p-nitrophynyl-alpha-D-galactopyranoside (PNGP) และ methyl-alpha-D-galactopyranoside 
ทําใหไดผลผลิตสุดทายเปนน้ําตาลกาแลคโตส (Ademark et al., 2001) ดังภาพที่ 4 
 

2.3.3 ลักษณะของเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดส  
 

         McCutchen et al., (1996) พบวาเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรีย Thermotoga neapolitana 5068 (TN5068) มีคา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซมเปน 7.5 และ 100-105 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
 

         Luonteri et al., (1998) ศึกษาเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสจาก Pennicillium 
simplicissimum พบวา LBG และไมเนื้อออนบางชนิด เชนรําขาว เปลือกของเมล็ดขาวโอตสามารถ
กระตุนใหปริมาณการผลิตเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสสูงขึ้นได เมื่อนําเอนไซมบริสุทธิ์มา
ศึกษาพบวาเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสที่ผลิตโดยเช้ือราชนิดนี้มี 3 ไอโซเมอรไดแก AGLI 
AGLII และ AGIII ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล 61, 84 และ 61 กิโลดาลตัน คา pI เทากับ 5.2, 4.4 และ 7.0 
ตามลําดับ และ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม AGLI และ AGLII เปน 3.0 และ 4.5 และ 
AGIII เปน 4.0-5.0 และ Halstead et al., (2000) พบวาเอนไซมแอลฟา-กาแลคโตสิเดสจาก 
Pseudomonas fluorescens subsp cellulosa มีน้ําหนักโมเลกุล 49.5 กิโลดาลตัน 
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3. การโคลนและการแสดงออกของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. 
 

การศึกษาเกี่ยวกับการโคลนยีนแมนนาเนส จาก Bacillus sp. เพื่อพัฒนา และปรับปรุง
กระบวนการผลิตใหมีประสิทธิภาพดีขึ้น โดยจุลินทรียที่นิยมนํามาใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการ
โคลนยีนนั้นคือ E. coli ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง เจริญเติบโตเร็ว รวมทั้งมีการศึกษาขอมูล
ตางๆทางพันธุกรรมคอนขางแพรหลาย โดยพลาสมิดที่ใชในการโคลนยีนเขาสู E. coli นั้นมีหลาย
ชนิดดวยกัน เชนพลาสมิดในกลุมของ pBR322, pBluscript, pET, pUC18 และ pUC19 เปนตน  
 

Akino et al., (1989) ไดสรางพลาสมิดลูกผสม (hybrid plasmid) ที่ประกอบดวย DNA 
insert  ขนาด 4 กิโลเบส จาก Bacillus AM-001 แทรกเขาสูตําแหนงจดจําของ Hind III ในบริเวณ 
lac Z ในพลาสมิด pUC 19 โดยใช E. coli  เปนเซลลเจาบาน หลังจากทําบริสุทธิ์เอนไซมแลว พบวา
ประกอบดวยเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 2 ชนิด คือเบตา-แมนนาเนส A และ B ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล 
เปน 58 และ 43 กิโลดาลตัน ตามลําดับ โดยยีนเบตา-แมนนาเนส A มีขนาด 1,539 คูเบส และมี 
COOH-terminal เปน arginine residue ในขณะที่ยีนเบตา-แมนนาเนส B มีขนาด 1,095 คูเบส ซ่ึง
เปน valine residue  และเมื่อทดสอบผลการขาดหายไปของเบสบริเวณปลาย 3’ พบวา เซลลลูกผสม
ที่มียีนขนาดเล็กกวายีนเบตา-แมนนาเนส B จะไมแสดงกิจกรรมของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 
แสดงใหเห็นวาบริเวณ COOH-terminal ของยีนเบตา-แมนนาเนส B นั้นมีความสําคัญอยางยิ่งตอ
การแสดงออกของกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนส 
 

Luthi et al., (1991) ไดโคลน และศึกษาการแสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนส จาก
แบคทีเรียทนรอน Caldocellum saccharolyticum ใน E. coli โดยใชพลาสมิด pUC 18 พบวา
เอนไซมที่ไดทํางานไดดีที่ pH 6 อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และยังคงมีความคงตัวที่อุณหภูมิสูงกวา 
80 องศาเซลเซียส รวมทั้งมีแนวโนมที่สูงขึ้นในสภาวะมีสับสตเตรต โดยกิจกรรมเอนไซมจะยังคง
สูงถึงอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แมวานําไปบมที่ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ภายใต
สภาวะที่มีสับเสตรต แตจะไมปรากฏกิจกรรมเอนไซม เมื่อบมที่อุณหภูมิ 90 หรือ 95 องศาเซล 
เซียส เปนเวลา 5 นาที ในสภาวะไมมีสับเสตรต และเอนไซมจากเซลลลูกผสมดังกลาวมีกิจกรรม
สูงสุดตอ LBG รองลงมาคือ Guar gum (Pinus radiate) glucomannan และ Konjac glucomannan 
ตามลําดับ 
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Mendoza (1995) ไดศึกษาการโคลนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมเบตา-แมนแนนเนสจาก 
Bacillus subtilis NM-39 เขาสู E. coli DH5α โดยใชพลาสมิด pUC 18 และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของยีน ซ่ึงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาลําดับของกรดอะมิโนสายส้ัน ๆ  ตั้งแต 
Methionine ซ่ึงเปนจุดเริ่มตนจนถึง Alanine ในตําแหนงที่ 24 นั้นเปน Signal sequence สําหรับ
โปรตีนเปาหมายซึ่งจะถูกแยกออกไปในระหวางกระบวนการขนสงเอนไซมเบตา-แมนนาเนส และ
เอนไซมที่ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุล 37.9 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีความใกลเคียงกับจุลินทรียตนแบบ  
 

Ethier et al., (1998) ไดโคลน และศึกษาการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม
เบตา-แมนนาเนสทนรอนจาก B. stearothermophilus ใน E. coli โดยใชพลาสมิด Hexa-His-Tag 
(pH6EX3) ซ่ึงมีการลงรหัสสําหรับกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Histidine) บริเวณ N-terminal ทําใหงายตอ
กระบวนการทําใหบริสุทธิ์ รวมทั้งการแสดงออกของยีนนั้นจะถูกควบคุมโดย strong tac promoter 
เอนไซมจากเซลลลูกผสมที่ผลิตไดสามารถทนรอน และมีคา kinetic parameter ตาง ๆ เชน Km และ 
Vmax ใกลเคียงกับจุลินทรียตนแบบ แมจะมีความแตกตางของระบบการแสดงออก การแสดงออก
ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จากเซลลลูกผสมนี้มีปริมาณการผลิตไมต่ํากวา 10 % ของปริมาณ
โปรตีนทั้งหมด จากระดับการแสดงออกที่สูง และทนตอความรอนทําใหสามารถนําเอนไซมจาก
เซลลลูกผสมดังกลาวมาประยุกตใชกับอุตสาหกรรมการฟอกเยื่อกระดาษแทนการใชสารเคมีได 
 

Yoshida et al., (1998) ไดโคลน วิเคราะหลําดับเบส และศึกษาการแสดงออกของยีนที่
ควบคุมการสรางเอนไซมยอยสลาย guar gum (G-gene) จาก B.circulans K-1 โดยสังเคราะหยีน
ขนาด 2,048 คูเบส ดวยเทคนิค PCR walking และทําใหเกิด over-expression ใน E.coli JM109 จาก 
นั้นโคลน G-gene เขาสูพลาสมิด pUC19 แลวศึกษาลักษณะของเอนไซม ซ่ึงพบวามีน้ําหนักโมเลกุล
เปน 62 กิโลดาลตัน คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเปน 6.9 และ 65 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ และสมบัติตางๆของเอนไซม เชนคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ และความ 
จําเพาะตอสับสเตรตของเอนไซมยังมีความใกลเคียงกับ B.circulans K-1 ซ่ึงเปนจุลินทรียตนแบบ 
 

Khanongnuch et al., (1998) ไดโคลนยีนเบตา-แมนนาเนส และยีนเซลลูเลสจากแบคทีเรีย 
Bacillus sp. 5H โดยใช E.coli JM109 เปนเซลลเจาบาน พลาสมิด pBlue script II ks- เปนพลาสมิด
สําหรับการโคลน และพลาสมิด pUC18, pUC19 เปนพลาสมิดสําหรับการแสดงออก ซ่ึงผลการ
ทดลองพบวาบริเวณ open reading frame (ORF) ของยีนเบตา-แมนนาเนส และเซลลูเลส นั้นมขีนาด 
1,086 และ1,503 คูเบส ซ่ึงลงรหัส (Coding) สําหรับโปรตีนที่มีขนาดของโมเลกุล 40.8 และ 55.4 
กิโลดาลตัน ตามลําดับ และจาก primary structure ของยีนเบตา-แมนนาเนสนั้นทําใหทราบวายีนที่
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ลงรหัสสําหรับโปรตีนดังกลาวประกอบดวย 362 กรดอะมิโน ซ่ึงเปน Mature protein 336 กรดอะมิ
โน และ Signal peptide 26 กรดอะมิโน 
 

Maruyama et al., (2000) ศึกษาการแสดงออกของยีน aman6 ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห
เอนไซม Endo-1,6-alpha-D-mannanase จาก B.circulans ใน E. coli  DH5α โดยใชพลาสมิด 
pBluescript II ks+ เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดไปทําบริสุทธิ์แลวศึกษาลักษณะตาง ๆ ของเอนไซม
พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 61 กิโลดาล และสมบัติอ่ืน ๆ ทั้งลําดับกรดอะมิโนบริเวณ N-terminal ความ 
จําเพาะตอสับสเตรต กลไกการเกิดปฏิกิริยา (Mode of action) คา pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมมีคาใกลเคียงกับเอนไซมที่ผลิตไดจาก B.circulans TN-31 ซ่ึงเปนจุลินทรีย
ตนแบบมาก 

 
Ma et al., (2004) ไดโคลนยีน และศึกษาลักษณะของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จาก 

Bacillus sp. N16-5 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ทนความเปนดางไดดี โดยใช E. coli DH5α เปนเซลลเจาบาน
และ พลาสมิด pUC19 เปนพลาสมิดสําหรับการโคลน เมื่อวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมที่ได พบวามี
น้ําหนักโมเลกุลเปน 55 กิโลดาลตัน มี pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานเปน 9.5 และ 70  
องศาเซลเซียส ตามลําดับ สามารถยอยสลายกาแลคโตแมนแนน และกลูโคแมนแนนไดอยางมี
ประสิทธิภาพ หลังจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโดยการทํา Southern hybridization 
พบวายีนเบตา-แมนนาเนส (manA) นี้ประกอบดวยบริเวณ ORF จํานวน 1,479 คูเบส และ Signal 
peptide จํานวน 32 กรดอะมิโน และบริเวณ ORF ของยีน manA ดังกลาวมีความเหมือน (similarity) 
กับกลุมของ Glycosyl hydrolase family 5  
 

Akita et al., (2004) ไดโคลนยีน และศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเบตา-แมนนาเนส 
จาก alkaliphilic Bacillus sp. สายพันธุ JAMB-602 (amn5A) โดยใชพลาสมิด pUC18 เปนพลาสมิด
สําหรับการโคลนเขาสู E.coli HB101 จากนั้นเพิ่มปริมาณยีน amn5A ที่ไดโดยปฏิกิริยาลูกโซโพลี
เมอรเรส นํายีนดังกลาวมาเชื่อมเขากับพลาสมิด pHSP64 ซ่ึงเปนพลาสมิดสําหรับการแสดงออกของ
ยีนใน Bacillus subtilis ISW1214 แลวศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ได ซ่ึงพบวาเอนไซมเบตา-แมนนา 
เนสบริสุทธิ์ที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุล 50 กิโลดาลตัน และนําเอนไซมดังกลาวมาศึกษาโครงรางสามมิติ
ดวยวิธี X-ray diffraction ตอไป 
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Hatada et al., (2005) ไดศกึษาการแสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนสจาก alkaliphilic 
Bacillus sp. สายพันธุ JAMB-750 ใน Bacillus subtilis และศึกษาสมบตัิของเอนไซมลูกผสมที่ผลิต
ได เนื่องจากเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพันธุดังกลาวมีคุณสมบัติในการทํางานไดดีที่คา pH ที่สูง
มาก ซ่ึงสูงที่สุดที่เคยมีรายงานจากเอนไซมกลุมนี้ โดยไดโคลนยีนเบตา-แมนนาเนสเขาสู Bacillus 
subtilis ISW1214 ดวยพลาสมิด pHY300PLK พบวาเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจากเซลลลูกผสมนั้น
มีสมบัติตางๆใกลเคียงกับเอนไซมตนแบบ มีน้ําหนกัโมเลกุลเปน131 กโิลดาลตัน pH ที่เหมาะสม
ตอการทํางานของเอนไซมเปน 10 รวมทั้งสามารถทนตอสาร surfactant เชน SDS ไดที่ความเขมขน
ไมเกิน 2 % (w/v)  
 
 
 
 
 



      

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. สายพันธุจุลินทรีย 
 

1.1 แบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens NT 6.3 และ Bacillus circulans NT 6.7 สําหรับ
เปนแหลงของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส เก็บรักษาใน 50% กลีเซอรอลที่ปราศจากเชื้อ และเก็บใน
สภาพแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
 1.2 แบคทีเรีย Escherichia coli DH5α สําหรับเปนเซลลเจาบานในการศึกษาการโคลน
และการแสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนส 
 
2. พลาสมิด 
 

พลาสมิดที่นํามาใชในการโคลน และการแสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนสจาก Bacillus 
amyloliquefaciens NT 6.3 และ Bacillus circulans NT 6.7 เขาสู E. coli DH5α คือพลามิด pHT43 
(MoBiTec, ประเทศเยอรมัน) ซ่ึงเปนพลาสมิดที่ถูกพัฒนาขึ้นจาก E. coli -B. subtilis shuttle vector 
pMTLBS72 (Nguyen  et al., 2005) โดยพลาสมิด pHT43 นั้นมีขนาดประมาณ 8 กิโลเบส และ
ประกอบดวย strong promoter groESL operon ซึ่งเปนยีนที่ลงรหัสสําหรับ heat shock protein  
GroES และ GroEL จาก B. subtilis ที่เชื่อมตอเขากับบริเวณ lac operator ทําใหสามารถเหนี่ยวนํา
การแสดงออกไดโดยใชสาร IPTG, gsiBSD sequence ซ่ึงเปน strong ribosome binding site ที่ตอเขา 
กับบริเวณ coding region ของ signal peptide ของยีน amyQ ซ่ึงเปนยีนที่ลงรหัสสําหรับเอนไซม
แอลฟาอะไมเลสจาก B. amyloliquefaciens จะทําใหมีระดับการหลั่งโปรตีนออกสูนอกเซลลสูงขึ้น 
(High-level secretion protein) นอกจากนี้ยังประกอบดวย ColE1 ori (origin of replication จาก 
ColE1) ยีน AmpR และ CmR  ซ่ึงเปนยีนตานทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน และ คลอแรมฟนิคอล 
สําหรับเปนยีนเครื่องหมาย (Marker gene) ในการคัดเลือกเซลลลูกผสม แผนที่ของพลาสมิด pHT43 
แสดงไดดังภาพที่ 5  
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ภาพที่ 5  แผนที่ของพลาสมิด pHT43   
ท่ีมา: Phan et al., (2005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
   

30

3. ไพรเมอร (primer) 
 
 ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนเบตา-แมนนาเนสบนโครโมโซม และพลาสมิดลูกผสม 
แสดงดังตารางที่ 7 

 
ตารางที่ 7  ช่ือและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนเบตา-แมนนาเนสบน 

    โครโมโซม และพลาสมิดลูกผสม 
 

ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 
ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนแมนนาเนสบนโครโมโซม (สุภา, 2550) 
     BMF 5' CCN GTN AAY CCN AAY GCN CAR 3' 
     BMR 5' YTC NGC RAA NGC RAA NGG YTT 3' 
ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนแมนนาเนสบนพลาสมิดลูกผสม (ขวัญคณิศร, 2551) 
     Fsq 5' TGT GAG CGG ATA ACA ATT CCC 3' 
     Rsq 5' AAG CCG ATA TTA GCC TCG TAT 3' 

 
4. กากมะพราวท่ีปราศจากไขมัน (Defatted copra meal) 
 
 เตรียมกากมะพราวที่ปราศจากไขมันโดยนํากากมะพราวไปตากแดด 1 วัน แลวทําแหงที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นํามาปนและบดดวยเครื่อง Hammer mill (Janke & Kunkel IKA 
Labortechnik) ใหมีขนาด 0.5 มิลลิเมตร จากนั้นนําไปสกัดไขมันออกโดยวิธี soxhlet จะได 
กากมะพราวทีป่ราศจากไขมนั สําหรับใชเปนสับสเตรตในการศึกษาสมบัติทางจลนพลศาสตรและ
ความจําเพาะตอสับสเตรต 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
   

31

วิธีการ 
 
1. การผลิตเอนไซมแมนนาเนส 
 

1.1 อาหารสําหรับผลิตเอนไซม 
 
       อาหารสําหรับผลิตเอนไซม ดัดแปลงมาจาก Abe et al., (1994) ประกอบดวย 1% LBG, 
3% poly peptone, 1.5% KH2PO4, 0.06% MgSO4.7H2O และ 2.5% Corn steep liquor ปรับ pH ให
ได 6.0 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาที  
 

1.2 การผลิตเอนไซม 
 
       ถายเชื้อ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 จํานวน 1 โคโลนีลงใน
อาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีนโดยใชสาร IPTG นําไปบม
ภายใตสภาวะใหอากาศ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที 
จากนั้นถายสารละลายเชื้อ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 เขมขน 1% ลงใน
อาหารผลิตเอนไซม แลวนําไปบมที่ 50 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ  ปน
เหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เก็บสารละลายใสสวนบนที่ 
-20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 
2. การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนส 
 

การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมแมนนาเนสจะพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการ
ยอยโดยใช LBG เปนสับสเตรต โดยบมสารละลายเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ 
B. circulans NT 6.7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใน 50 มิลลิโมลาร Potassium phosphate buffer pH 6.0 
(0.5 มิลลิลิตร) ที่มี LBG เขมขน 1% ที่อุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เปนเวลา 60 
นาที จากนั้นวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดยใชสาร DNS (Miller, 1959) 
 

กําหนดให 1 หนวนเอนไซมเทากับปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลาย LBG จนไดน้ําตาล
รีดิวซ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะทดสอบ 
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3. การวิเคราะหสมบัติทางจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซม 
 

ศึกษาคาคงที่ของ มิเคลิส (Km) และ อัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา (Vmax) ของเอนไซม 
เบตา-แมนนาเนสตอสับสเตรต 3 ชนิดคือ LBG, konjac glucomannan และ กากมะพราว โดยแปรคา
ความเขนขนของสับสเตรตตั้งแต 0.2 – 1 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร (w/v) ภายใตสภาวะที่เหมาะ 
สมตอการทํางานของเอนไซม วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมทุก ๆ 5 นาทีตัง้แตนาทีที่ 0 จนถึงนาทีที่ 30 
 

คํานวณหาคา Km และอัตราเร็วสูงสุดของปฏิกิริยา Vmax จากกราฟของไลนวีเวอร-เบอรค 
(Line weaver-burk plot)  
 
4. การวิเคราะหความจําเพาะตอสับสเตรตของเอนไซม 
 
 ศึกษากิจกรรมเอนไซมตามวิธีการขอ 1.2 ตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ดังนี้ LBG, Guar gum, 
Alpha-mannan (yeast), Ivory nut mannan, Konjac glucomannan, Xylan from oat spelt, Xylan 
from birch wood, Caboxymethylcellulose (CMC), Avicel และกากมะพราว โดยใชสับสเตรต 
เขมขน 1 % (w/v) บมกับเอนไซมภายใตสภาวะที่เหมาะสมและวัดกิจกรรมเอนไซมตามวิธีการขอ 2  
 
5. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
 
 วัดปริมาณความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Lowry et al., (1951) โดยใช bovine 
serum albumin เปนสารละลายมาตรฐาน 
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6. การโคลนยนีท่ีควบคุมการสรางเอนไซมแมนนาเนส จาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ  
B. circulans NT 6.7 
 

6.1 สกัดโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
 

      วิธีการสกดัโครโมโซมดัดแปลงจากวธีิของ Harwood และ Cutting (1990) เล้ียงเชื้อ   
B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 ในอาหาร LB (ภาคผนวก) 5 มิลลิลิตร บน 
เครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ถึง 18 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อเก็บเซลล เทสารละลายสวนบน (supernatant) ทิ้ง ลางตะกอน
เซลลดวย lysis buffer (ภาคผนวก) ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีอีกครั้ง เทสารละลายสวนบนทิ้ง ละลายตะกอนเซลลดวย lysis buffer  
800 ไมโครลิตร เติม lysozyme 0.002 กรัม เพื่อทําใหเซลลแตก นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาที เติม 20% sarkosyl ปริมาตร 60 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสตออีก 5 นาที 
จากนั้นกําจัดโปรตีนโดยการเติมสารละลายฟนอล 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการคว่ําหงาย
หลอดกลับไปมาเปนเวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงเพื่อแยกโปรตีนออกที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที ดูดสารละลายสวนบนใสหลอดใหม แลวเติมสารละลายฟนอล: คลอโรฟอรม (1:1)  ปริมาตร 1 
เทาของสารละลายในหลอด ผสมใหเขากัน โดยการคว่ําหงายหลอดกลับไปมาอีก 30 นาที นําไปปน
เหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีอีกครั้ง ปเปตสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม 
เติมสารละลาย RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัดอารเอ็นเอที่ปนเปอนออก กําจัดโปรตีนดวยสารละลาย 
ฟนอล และฟนอลคลอโรฟอรมดังขั้นตอนขางตนอีกครั้ง จากนั้นนําสารละลายใสสวนบนที่ไดมา
ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติมโซเดียมอะซิเตท 3 โมลาร pH 5.2 ปริมาตร 0.1 เทา และ แอลกอฮอล
บริสุทธิ์  2 เทา ผสมใหเขากัน เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน จากนั้นนํามาปน
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายใสสวนบนออก ลางตะกอน
โครโมโซมดวยเอทานอล 70 เปอรเซนต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 1 นาที นําตะกอนโครโมโซมมาทําแหงภายใตสูญญากาศ จากนั้นละลายตะกอน
โครโมโซมดวย TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 

ตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ของโครโมโซมโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 
และ 280 นาโนเมตร ความบริสุทธิ์ของโครโมโซมนั้นจะพิจารณาจากอัตราสวนระหวางคาการดูด 
กลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร ซ่ึงควรมีคามากกวา 1.8 โครโมโซมจึงจะมีความบริสุทธิ์สูง  
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ความเขมขนของโครโมโซมคํานวณไดจาก 
 

ความเขมขนของโครโมโซม (ไมโครกรัมตอมิลลิตร) = OD260 x 50 x ระดับการเจือจาง 
 

6.2 การเตรียมพลาสมิด pHT 43  
 
      เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pHT 43 ลงในอาหาร LB ปริมาตร  

5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้นนําสาร 
ละลายเชื้อไปปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที เพื่อเก็บเซลล นําเซลลที่
ไดมาสกัดแยกพลาสมิด โดยใชชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป QIAprep® spin Miniprep (QIAGEN) 
 

6.3 การเตรียมธนาคารยีนโดยใชเอนไซมตดัจําเพาะ 
 

6.3.1 การตัดโครโมโซมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
 

         ตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณ (Partial digestion) ดวยเอนไซม Bsp143I  
ดัดแปลงตามวธีิการของ Brown (1991) โดยใชโครโมโซมเริ่มตน 1 ไมโครกรัม เอนไซม Bsp143I  
1 ยูนิตปริมาตร 1 ไมโครลิตร บัฟเฟอรเฉพาะสําหรับทําปฏิกิริยา ปริมาตร 2 ไมโครลิตร โดยแปร
ผันเวลาในการบมที่ 37 องศาเซลเซียส เพื่อคัดเลือกสภาวะที่ไดช้ินดีเอ็นเอขนาด 2– 6 กิโลเบสมาก
ที่สุด ตรวจสอบผลการตัด โดยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
 

6.3.2 การสกัดแยกโครโมโซมออกจากเจล 
 

         แยกดีเอน็เอจากขอ 6.3.1 ออกจากเจลโดยใชชุดสกดัสําเร็จรูป Nuclospin® 

Extract II จากบริษัท Machercy-Nagal  
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6.3.3 การตัดพลาสมิด pHT 43 ดวยเอนไซม BamHI  
 

         ตัดพลาสมิดแบบสมบูรณ (Complete digestion) ตามวิธีการของ Sambrook et al., 
(1989) โดยใชพลาสมิดเริ่มตน 1 ไมโครกรัม และเอนไซม 10 ยูนิต ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นําไปบม
ที่ 37 องศาเซลเซียส ทิ้งไวขามคืน และหยุดปฏิกิริยาโดยบมที่ 65 องศาเซลเซียส 20 นาที จากนัน้
ตรวจสอบผลที่เกิดขึ้น 
 

6.3.4 การเชื่อมโครโมโซมกับพลาสมิด  
 

นําชิ้นสวนโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 ที่มี 
ขนาด 2-6 kb จากขอ 6.3.1 มาผสมกับพลาสมิด pHT 43 ที่เตรียมไดจากขอ 6.3.3 โดยปฏิกิริยา
ประกอบดวย พลาสมิด ปริมาตร 2 ไมโครลิตร โครโมโซม 5 ไมโครลิตร T4 DNA ligase buffer 1.5 
ไมโครลิตร เอนไซม T4 DNA ligase (Promega) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และน้ํา deionize ที่ปราศ 
จากเชื้อ 4.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัเบา ๆ นําไปบมที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง หยดุ
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั้นตรวจสอบผลที่เกิดขึ้น 

  
6.3.5 การถายโอนดีเอ็นเอลกูผสมเขาสูเซลล E. coli DH5α โดยวิธี Heat shock  

(Sambrook et al., 1989) 
 

6.3.5.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลโดยใชสารละลายแคลเซียมคลอไรด 
 

            เขี่ยเชื้อ E. coli DH5α  1 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาจนถึงระยะ log phase โดยใหคาการดูดกลืน
แสงที่ 600 นาโนเมตรเทากับ 0.3 -0.4  แชขวดเชื้อในน้ําแข็งประมาณ 10 นาที เทเชื้อที่เตรียมไวลง
ในหลอดเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร ที่ฆาเชื้อแลว นําไปปนเหวี่ยงที่ 2,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซล- 
เซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเทสวนใสทิ้ง เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด 30 มิลลิโมลารที่เย็น
ปริมาตร 0.5 เทา เขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไวในน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาที แยกคอมพีเทนทเซลล
โดยการปนเหวี่ยงที่ 2,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด 
30 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.1 เทาอีกครั้งเขยาจนเปนเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไวบนน้ําแข็งขามคืน แบงคอม
พีเทนทเซลลใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 210 ไมโครลิตร เติมกลีเซอรอลใหไดความเขมขน
สุดทายเปน 15 % ของปริมาตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาที่ -80 องศาเซลเซียส 
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6.3.5.2 การเคลื่อนยายพลาสมิดลูกผสมเขาสู E.coli DH5α 
 

            เคลื่อนยายพลาสมิดลูกผสมเขาสู เซลล เจาบานตามขั้นตอนของ 
Sambrook et al., (1989) โดยนําพลาสมิดลูกผสม และคอมพีเทนทเซลล 210 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน นําไปวางบนน้ําแข็ง 30 นาที จากนั้นใหความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 
วินาทีทันที นําไปวางบนน้ําแข็ง 2 นาที เติมสารละลาย SOC ลงไป 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยา 150 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที นําไปเกลี่ย
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

6.4 การคัดเลือกเซลลลูกผสม (Recombinant cells) 
 
       นําโคโลนีของเซลลที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 10
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ถายลงบนอาหาร LB ที่มี LBG และปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่ปรากฎวงใส (Clear zone) รอบ ๆ โคโลนี ภายหลังการยอมสีดวย
สารละลาย Cango red เขมขน 0.1 % (w/v) 
 

6.5 การตรวจสอบคุณสมบัติของเซลลลูกผสม (recombinant cell) 
 

6.5.1 การตรวจสอบขนาดของ DNA insert โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

         ทําตามวิธีของ Sambrook et al., (1989) นําเซลลลูกผสมที่สามารถผลิตเอนไซม
แมนนาเนสมาตรวจสอบหาขนาดของยีนแมนนาเนส โดยนําพลาสมิดลูกผสมที่สกัดได โดยใชชุด
สกัดพลาสมิดสําเร็จรูป QIAprep® spin Miniprep (QIAGEN) มาตรวจสอบความเขมขน แลวนํา
พลาสมิดลูกผสม 1 ไมโครกรัมมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ XbaI ซ่ึงมีตําแหนงการตดั
อยูบนพลาสมิด pHT 43 โดยปฏิกิริยาประกอบดวย deionized water ที่ฆาเชื้อแลว บัฟเฟอรเฉพาะ
สําหรับทําปฏิกิริยา พลาสมิดลูกผสม และเอนไซม 10 ยูนิตปริมาตร 2 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวม 
20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 20 นาที ตรวจสอบผลดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตโฟรีซีส 
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6.5.2 การตรวจสอบยีนแมนนาเนสโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

         ตรวจสอบชิ้นสวนยีนแมนนาเนสบนพลาสมิดลูกผสม และ บนโครโมโซมโดย
ใชคูไพรเมอร Fsq /Rsq และ BMF/BMR ตามลําดับ เครื่อง Thermal cycle (T-gradient; Biometra) 
โดยในปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส ประกอบดวย บัฟเฟอรเฉพาะสําหรับปฏิกิริยา ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร dNTP5 mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร แมกนีเซียม
คลอไรดความเขมขน 50 มิลลิลิตรตอลิตร ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร ไพรเมอรความเขมขน 5 พิโค 
โมลตอไมโครลิตรปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร (ตอ 1 ไพรเมอร) เอนไซม Taq DNA polymerase ความ
เขมขน 2 หนวย (unit) ตอไมโครลิตร และพลาสมิดลูกผสมหรือโครโมโซมจากเซลลลูกผสมความ
เขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดวย deionized 
water ที่ฆาเชื้อแลวใหไดปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมสารทั้งหมดใหเขากันดวยปเปตเบา ๆ จากนั้น
นํามาทําปฏิกิริยาดวยเครื่อง Thermal cycle ซ่ึงสภาวะที่ใชในการทําสําหรับการตรวจสอบยีนบน 
พลาสมิดลูกผสมดวยไพรเมอร Fsq /Rsq เปนดังนี้ ขั้นที่ 1 denaturation ใชอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 denaturation ใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 นาที annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 30 วินาที และ extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ในขณะที่สภาวะที่ใชในการตรวจสอบ
ยีนบนโครโมโซม โดยใชคูไพรเมอร BMF/BMR นั้นจะเปน ขั้นที่ 1 denaturation ใชอุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 denaturation ใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 นาที annealing อุณหภูมิ 53.2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที extension อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จํานวน 30 รอบ และขั้นที่ 3 extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที จํานวน 1 รอบ จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตโฟรีซีส  
 

6.6 การตรวจสอบลักษณะของเอนไซมแมนนาเนสจากเซลลลูกผสม  
 

6.6.1 การวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม 
 

         ผลิตเอนไซมแมนนาเนสจากเซลลลูกผสมตามวิธีการในขอ 1.2 จากนั้นนํามา
วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมดังวิธีการในขอ 2 
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6.6.2 การวิเคราะหลักษณะการยอยบนสับสเตรตชนิดแขง็ 
 

         หยดสารละลายเอนไซมจากเซลลลูกผสมลงบน LBG plate ซ่ึงประกอบดวย 
LBG เขมขน 1% และ Agar เขมขน 1.5% ในโปแตสเซียมฟอตเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 นําไปบมที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 -6 ช่ัวโมง ตรวจสอบลักษณะวงใส (Clear zone) ที่เกิดขึ้น 
 

6.6.3 การวิเคราะหความจําเพาะตอสับสเตรต 
 

         ศึกษากิจกรรมของเอนไซมจากเซลลลูกผสมตอสับเสรตชนิดตาง ๆ ดังนี้ LBG, 
Guar gum, Alpha-mannan (yeast), Ivory nut mannan, Konjac glucomannan, Xylan from oat spelt, 
Xylan from birch wood, Caboxymethylcellulose (CMC), Avicel และ กากมะพราว โดยใช 
สับสเตรตเขมขน 1 % (w/v) บมกับเอนไซมภายใตสภาวะที่เหมาะสมและวัดกิจกรรมเอนไซมตาม
วิธีการในขอ 2  
 

6.6.4 ศึกษา Zymogram ของเอนไซม 
 

         สารเคมีที่ใชในการเตรียมเจลแสดงดังตารางที่ 8 กอนเตรียมเจลใหตั้งสารละลาย
ทั้งหมดไวที่อุณหภูมิหอง การผสมสารใหเรียงลําดับจาก Deionized water, 1.5 M Tris-HCl, 
acrylamide/Bis (30% stock) ผสมใหเขากัน จากนั้นไลอากาศออกแลวเติม TEMED และ 10% 
ammonium persulfate ตามลําดับ นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาผสมกับ Loading dye แลวหยอด
ตัวอยางลงในชองบนแผนเจล ตั้งแรงดันไฟฟาที่ 100 volt จากนัน้นําเจลออกมายอมดวย silver stain 
plus kit (Bio-Rad, USA) 
 

              นําแผนเจลที่ไดจากการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโตรโฟรีซิสมาแปะทับกับ
แผนของสับสเตรต (LBG) ที่เตรียมไว นําไปบมที่ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ช่ัวโมง จากนั้นนํา
แผนสับสเตรตออกมาเททับดวยสี Congo red เขมขน 0.1% ทิ้งไวประมาณ 15 นาที เทสี Congo red 
ออก แลวลางสีสวนเกินออกดวย 1M NaCl จนปรากฏลักษณะวงใสบนแผนสับสเตรต จากนั้นลาง 
NaCl ออกดวยน้ํา deionized แลวเททับดวย 0.5% กรดอะซิติก ตรวจสอบผลที่เกิดขึ้น 
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ตารางที่ 8  สารเคมีที่ใชในการเตรียม Separation gel (7.5%) และ Stacking gel (4%) 
 
สารเคมี Seperation gel (7.5%) Stacking gel (4%) 
1. Deionized water 9.9 ml 6.2 ml 
2. 1.5 M Tris-HCl 5 ml 2.5 ml 
3. acrylamide/Bis (30% stock) 5 ml 1.33 ml 
4. TEMED 10 ul 10 ul 
5. 10% ammonium persulfate 200 ul 100 ul 
Total 20 ml 10 ml 
 
หมายเหตุ: Seperation gel (7.5%) ใช 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 

     Stacking gel (4%) ใช 1.5 M Tris-HCl pH 6.8 
     10% ammonium persulfate จะตองเตรยีมกอนใชเทานั้น 
 



      

ผลและวิจารณ 
 

1. สมบัติของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT  
6.7  
 

1.1 สมบัติทางจลนพลศาสตร 
 

       คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมหยาบ (crude enzyme) ไดแก คาคงที่
ของมิเคลิส (Michealis-Menten constants; Km) อัตราเร็วสูงสุดในการทําปฏิกิริยา (Maximum 
velosity; Vmax) จาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 สรุปไดดังตารางที่ 9 
และ 10 จากตารางพบวาคา Km ของเอนไซมจาก Bacillus ทั้ง 2 ชนิดเมื่อใช LBG เปนสับสเตรตมีคา
แตกตางกันมากประมาณ 7-8 เทา คือ มีคาเทากับ 1.739 และ 13.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
แตเมื่อพิจารณาจากการใชกากมะพราวที่ปราศจากไขมัน และ Konjac glucomannan เปนสับสเตรต 
พบวาเอนไซมมีคา Km ใกลเคียงกันคือ 1.11 และ 1.40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร10.7 และ 9.4 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร สําหรับเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 ตามลําดับ 
คา Km  เปนคาที่บอกถึงสัมพรรคภาพ (affinity) ของเอนไซมที่มีตอโครงสรางของสับสเตรตชนิด
ตาง ๆ ซ่ึงหาก Km  มีคาต่ําแสดงวาเอนไซมมี affinity สูงตอสับสเตรตชนิดนั้น ๆ จากการทดลอง
แสดงใหทราบวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมี affinity สูงตอสับสเตรต ประเภทกาแลคโตแมนแนน  
 
        เมื่อพิจารณาคา Vmax จากเอนไซมทั้ง 2 ชนิด พบวามีคาใกลเคียงกนัทั้งจากการใช LBG 
Konjac glucomannan และ กากมะพราว เปนสับสเตรต ซ่ึงคา Vmax จะแสดงใหทราบถึงอัตราเร็ว
สูงสุดในการทาํปฏิกิริยาของเอนไซม การที่คา Vmax มีคาใกลเคียงกันแสดงใหทราบวาสับสเตรตทั้ง 
3 ชนิดนั้นไมสงผลตออัตราเร็วในการทําปฏิกิริยา เอนไซมยังคงทํางานไดดีเชนเดยีวกนั 
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ตารางที่ 9  คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3  
 

 
Characteristic constant  Value  
 Locust bean gum Konjac glucomannan Copra meal 

1.739 10.70 1.110 Michealis-Menten conatant 
(Km)(mg/ml)    

    
2.288 2.40 0.121 Maximum velosity 

(Vmax)(mg/ml.min)    
 
ตารางที่ 10  คาพารามิเตอรทางจลนพลศาสตรของเอนไซมจาก B. circulans NT 6.7 
 

Characteristic constant  Value  
 Locust bean gum Konjac glucomannan Copra meal 

13.30 9.40 1.40 Michealis-Menten conatant 
(Km)(mg/ml)    

    
2.20 1.90 0.053 Maximum velosity 

(Vmax)(mg/ml.min)    
 
 

1.2 ความจําเพาะตอสับสเตรต 
 
      คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ (Relative activity) ของเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens 

NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 แสดงไดดังตารางที่ 11 และ12 ตามลําดับ จากตารางพบวา
เอนไซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 สามารถยอยสลาย Konjac glucomannan, LBG, Xylan 
from oat spelt, Xylan from birchwood, Guar gum, Ivory nut, Copra meal, Alpha-mannan และ 
CMC ดวยคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธเปน 100, 92.33, 44, 29.67, 18.67, 13, 9.33, 4.67 และ 3 % 
ตามลําดับ และผลการทดลองสอดคลองกับเอนไซมจาก B. circulans NT 6.7 นั่นคือเอนไซม
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สามารถยอยสลายสับสเตรตดังกลาวไดดวยคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ 100, 79.5, 12.73, 12.42, 
10.56, 6.83, 6.83, 4.35 และ 1.24 % ตามลําดับ จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเอนไซมจากทั้ง 2 
ชนิดนั้นแสดงกิจกรรมตอสับสเตรตแมนแนนที่เปน beta-1,4 mannosidic linkage หลาย ๆ ชนิด 
เชน แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และ alpha mannan นอกจากนี้ยังแสดงกิจกรรม
ตอสารประกอบไซแลน และสารประกอบเซลลูโลสบางชนิด แตจะมีความจําเพาะสูงตอสับสเตรต
ที่เปนกลูโคแมนแนน และ กาแลคโตแมนแนน การที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีกิจกรรมตอสับสเตรต 
อ่ืน ๆ เชนไซแลน และเซลลูโลสบางประเภทไดนั้น อาจเปนผลเนื่องมาจากเอนไซมที่นํามาใชใน
การศึกษาเปน Crude enzyme ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมหลาย ๆ ชนิดที่จลิุนทรียสรางขึ้นเพื่อทํางาน
รวมกันทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายสับสเตรตชนิดตาง ๆ เกิดขึน้อยางสมบูรณ  
 

      จากผลการศึกษาสมบัติทางจลนพลศาสตรและความจําเพาะตอสับสเตรตของเอนไซม
จาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 พบวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีสมบัติทาง
จลนพลศาสตร และความจําเพาะตอสับสเตรตที่เหมือนกันนั่นคือมี affinity สูงตอสับสเตรตประ
เภทกาแลคโตแมนแนน ตลอดจนมีความจําเพาะสูงตอสับสเตรตประเภทกลูโคแมนแนน และ 
กาแลคโตแมนแนน จากงานวิจัยของ นฤมล (2549) และ Phothichito (2006) ซ่ึงไดศึกษาสมบัติ 
ตาง ๆ ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก B. amylolique faciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 พบวา
เอนไซมที่ผลิตไดจากเชื้อทั้ง 2 ชนิดนั้นมีลักษณะบางประการที่แตกตางกัน แตยังคงมีคากิจกรรม
เอนไซมที่สูงพอ ๆ กัน นอกจากนี้ สุภา (2550) ไดศึกษาถึงการโคลน และวิเคราะหโครงสรางของ
ยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนส จาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans 
NT 6.7 ซ่ึงผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของลําดับเบสของยีนเบตา-แมนนาเนสจาก
เชื้อทั้ง 2 ซ่ึงมีขนาด 786 และ 771 คูเบส ตามลําดับ แตเนื่องจากลําดับเบสของยีนเบตา-แมนนาเนส
ที่ไดมานั้นเปนเพียงลําดับเบสบางสวนของยีน (Partial sequence) ไมใชลําดับเบสที่ครบทั้งยีน (Full 
sequence) ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงไดศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนเบตา- 
แมนนาเนสจาก Bacillus ทั้ง 2 สายพันธุดังกลาว เพื่อหาลําดับเบสแบบครบทั้งยีน ตลอดจนการผลิต
เอนไซมจากเซลลลูกผสม เพื่อศึกษาสมบัติตาง ๆ ของเอนไซมจากเซลลลูกผสมเปรียบเทียบกับ
เอนไซมจากจุลินทรียตนแบบตอไป 
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ตารางที่ 11  ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 
 
Substrate Relative activity (%) 
Konjac glucomannan 100.00 
LBG (galactomannan) 92.33 
Xylan from oat spelt 44.00 
Xylan from Birchwood 29.67 
Guar gum (galactomannan) 18.67 
Ivory nut (mannan) 13.00 
Copra meal (galactomannan) 9.33 
Alpha-mannan 4.67 
Carboxymethyl cellulose (CMC) 3.00 
Avicel 0 
 
 
ตารางที่ 12  ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของเอนไซมจาก B. circulans NT 6.7 
 
Substrate Relative activity (%) 
Konjac glucomannan 100.00 
LBG (galactomannan) 79.50 
Ivory nut mannan 12.73 
Guar gum (galactomannan) 12.42 
Xylan from oat spelt 10.56 
Xylan from Birchwood 6.83 
Copra meal (galactomannan) 6.83 
Alpha-mannan 4.35 
Carboxymethyl cellulose (CMC) 1.24 
Avicel 0 
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2. การโคลนและการแสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ  
B. circulans NT 6.7 โดยใช E.coli DH5α เปนเซลลเจาบาน 
 

2.1 การเตรียมโครโมโซมสําหรับการโคลน 
 

2.1.1 การสกัดโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
 

         การสกัดโครโมโซมใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Harwood และ Cutting 
(1990) โดยโครโมโซมที่สกัดไดจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 มี
ความเขมขนเปน 0.135 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และ 0.165 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ดังตารางที่ 
13 จากการตรวจสอบคุณภาพของโครโมโซมที่สกัดไดดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส พบแถบ
โครโม โซมเพียง 1 แถบที่มีลักษณะสมบูรณไมมีการฉีกขาดหรือถูกทําลาย ดังภาพที่ 6 และเมื่อ
คํานวณความบริสุทธิ์ของโครโมโซมจากอัตราสวนระหวาง A260/280 พบวามีคาเทากับ 1.80 และ 
1.83 ตามลําดับ ซ่ึงอยูในชวง 1.8-2.0 ดังนั้นตัวอยางโครโมโซมที่สกัดไดจาก B. amyloliquefaciens 
NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 มีความบริสุทธิ์สูงสามารถนําไปใชในขั้นตอนตอไปได 
 
ตารางที่ 13  คาการดูดกลืนแสง และความเขมขนของโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens  

      NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
 
โครโมโซมจากเชื้อ คาการดูดกลืนแสง A260/280 
 260 nm 280 nm  

ความเขมขนดเีอ็นเอ 
(ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) 

B. amyloliquefaciens NT 6.3 0.009 0.005 1.80 0.135 

B. circulans NT 6.7  0.011 0.006 1.83 0.165 
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ภาพที่ 6  โครโมโซมของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 

  ชองที่ 1    1 Kb marker 
  ชองที่ 2   โครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3   
  ชองที่ 3   โครโมโซมจาก B. circulans NT 6.7 
 

2.1.2 การตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณ (Partial digestion) ดวยเอนไซม Bsp143I 
 

         ขอดีของการตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณ คือทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาดใหญ
แตกตางกัน และมีโอกาสไดช้ินสวนของยีนที่สมบูรณ (สุรินทร, 2536) จากการศึกษาขนาดของยีน
เบตา-แมนนาเนสจากเชื้อแบคทีเรียกลุม Bacillus จากฐานขอมูลพบวามีขนาดตั้งแต 1,100-1,500 คู
เบส ดังนั้นจึงเลือกตัดโครโมโซมใหอยูในชวง 2-6 กิโลเบส โดยใชเอนไซม Bsp143I ซ่ึงจดจําลําดับ
นิวคลีโอไทดเปน 5’GATC3’ ดัดแปลงตามวิธีการของ Brown (1991) โดยแปรผันเวลาที่ใชในการ
ตัดเปน 15 และ 30 นาที จากนั้นตัดโครโมโซมที่ 37 องศาเซลเซียส และเมื่อตรวจสอบผลการตัด
โครโมโซมของ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 พบวาเวลาที่เหมาะ สมของ
การตัดโครโมโซมใหไดขนาด 2-6 กิโลเบสมากที่สุดเปน 15 นาที ดังภาพที่ 7 และ 8 จากนั้นสกัด
โครโมโซมขนาด 2-6 กิโลเบสออกจากเจล โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Nuclospin® Extract II เพื่อ
นําไปใชในการเตรียมธนาคารยีนตอไป  
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ภาพที่ 7  ลักษณะโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม  

 Bsp143I แบบไมสมบูรณ ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 และ 30 นาท ี
 ชองที่ 1    Lamda DNA ตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ HindIII และ EcoRI  

ชองที่ 2   โครโมโซมที่ไมผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I  
ชองที่ 3   โครโมโซมที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I เปนเวลา 15 นาที 
ชองที่ 4   โครโมโซมที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I เปนเวลา 30 นาที 
ชองที่ 5    1 Kb marker 
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ภาพที่ 8  ลักษณะโครโมโซมจาก B. circulans NT 6.7 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I  

 แบบไมสมบรูณ ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 และ 30 นาที  
  ชองที่ 1   1 Kb marker 

 ชองที่ 2   โครโมโซมที่ไมผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I  
 ชองที่ 3    โครโมโซมที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I เปนเวลา 15 นาที 
 ชองที่ 4    โครโมโซมที่ผานการตัดดวยเอนไซม Bsp143I เปนเวลา 30 นาที 
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2.2 การเตรียมพลาสมิด pHT43 สําหรับการโคลน 
 

2.2.1 การสกัดพลาสมิด pHT43   
 

         ความเขมขนและอัตราสวน A260/280 ของพลาสมิด pHT43 แสดงดังตารางที่ 14 
จากตารางพบวาพลาสมิดที่สกัดไดมีความเขมขน 0.195 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และมีคาอัตรา 
สวนของ A260/280 อยูในชวง 1.8-2.0 แสดงวาพลาสมิด pHT43 ที่สกัดไดมีความบริสุทธิ์สูง
สามารถนําไปใชในขั้นตอนตอไปได 
 
ตารางที่ 14  คาการดูดกลืนแสง และความเขมขนของพลาสมิด pHT43 
 
พลาสมิด คาการดูดกลืนแสง A260/280 
 260 nm  280 nm  

ความเขมขนดเีอ็นเอ 
(ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) 

pHT43 0.013 0.007 1.86 0.195 
 
 

2.2.2 การตัดพลาสมิด pHT43 ดวยเอนไซม BamHI  
 

         ตัดพลาสมิด pHT43 ที่สกัดไดดวยเอนไซม BamHI ซ่ึงจะทําใหเกิดปลายที่มีเบส
คูสมกับโครโมโซมซึ่งตัดดวยเอนไซม Bsp143I โดยในการตัดพลาสมิด pHT43 จะทําการตัดอยาง
สมบูรณ (Complete digestion) ดวยเอนไซม BamHI และเมื่อตรวจสอบผลการตัดดวยอะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟรีซิส พบวาพลาสมิด pHT43 ถูกตัดอยางสมบูรณไดเปนพลาสมิดเสนสาย (Linear 
plasmid) ที่มีขนาด 8 กิโลเบส ดังภาพที่ 9  
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ภาพที่ 9  พลาสมิด pHT43 กอน และหลังการตัดดวยเอนไซม BamHI ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

  เปนเวลาขามคืน  
  ชองที่ 1    1 Kb marker 
  ชองที่ 2    พลาสมิด pHT43 กอนตัดดวยเอนไซม BamHI 
  ชองที่ 3    พลาสมิด pHT43 หลังตัดดวยเอนไซม BamHI 

 
2.3 การเชื่อมโครโมโซมที่ผานการตัดแบบไมสมบูรณเขากับพลาสมิด pHT43 

 
       การตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Bsp143I และการตัดพลาสมิด pHT43 
ดวยเอนไซม BamHI จะทําใหเกิดปลายเหนียว (cohesive end) ของทั้งโครโมโซม และพลาสมิด ซ่ึง
จะอาศัยคณุสมบัติดังกลาวในการเชื่อมตอโครโมโซม และพลาสมิดเขาดวยกัน โดยนําพลาสมิด 
pHT43 ที่ผานการตัดดวยเอนไซม BamHI มาเชื่อมตอกบัโครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 
6.3 และ B. circulans NT 6.7 ขนาด 2-6 กิโลเบส โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม T4 DNA ligase 
เปนตัวเรงปฏกิิริยาใหเกดิการสรางพันธะฟอสโฟไดเอสเตอรขึ้น และในปฏิกิริยานอกจากประกอบ 
ดวยพลาสมิด โครโมโซม และเอนไซม T4 DNA ligase แลว ยังจําเปนตองอาศัย ATP และ Mg2+ ซ่ึง
มีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซม T4 DNA ligase จะทําใหไดพลาสมิดลูกผสมเพื่อใชในการ
ทดลองขั้นตอไป 
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2.4 การถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 
 

      การนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบานจะเริ่มจากการทําใหเซลลเจาบานอยูในสภาพ
พรอมรับพลาสมิดจากภายนอก (Competent cells) ตามวิธีการของ Sambrook et al., (1989) โดย
เซลลเจาบานที่นํามาใชในการทดลองนี้คือ E.coli DH5α ซ่ึงไดทดสอบแลววาเปนสายพันธุที่
เหมาะสม เนื่องจากไมมีการผลิตเอนไซมเบตา-แมนนาเนสที่ตองการศึกษา ผลการทรานสฟอรม
และประสิทธิภาพในการทรานสฟอรมของ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
แสดงไดดังตารางที่ 15 จากตารางพบโคโลนีจํานวน 964 และ 1,245 โคโลนีจากโครโมโซมของ B. 
amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิ
ลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจากการคํานวณโอกาสที่จะพบชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนส 
จากขนาดจีโนมของแบคทีเรียในกลุมบาซิลลัส นั้นพบวาจะตองทําการคัดเลือกโคลนจํานวน 1,500 
โคลนจึงจะมีโอกาสเจอชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสจํานวน 1 ยีน ดังนั้นการที่ผลการทรานส
ฟอรมเจอโคลนจํานวน 964 และ 1,245 โคลน แสดงวาจํานวนดังกลาวนอยกวาจํานวนโคลนที่จะมี
โอการสเจอยีนเบตา-แมนนาเนสจํานวน 1 ยีน ตอมาไดนําโคลนทั้งหมดมาทดสอบความสามารถใน
การยอยสลาย LBG ซ่ึงเปนตัวแทนของสารประกอบกาแลคโตแมนแนนตอไป 
 
ตารางที่ 15  ประสิทธิภาพในการทรานสฟอรมของ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ  

      B. circulans NT 6.7 โดยใช E. coli DH5α เปนเซลลเจาบาน 
 

เชื้อ 
จํานวนโคโลนี 

(cfu/ml) 
Transformation efficiency  

(cfu/ug DNA) 
B.amyloliquefaciens NT 6.3 964 1.56x104 
B.circulans NT 6.7 1,245 2.00x104 

 
2.5 การคัดเลือกเซลลลูกผสม 

 
      นําโคโลนีของเซลลที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินมาถายลง

บนอาหาร LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน และ LBG เปนองคประกอบ จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่
ปรากฏวงใส (clear zone) รอบ ๆโคโลนีภายหลังการยอมสีดวย 0.1% (w/v) Congo red แลวลางสี
สวนเกินออกดวย 1M NaCl จากผลการทดลองพบวาจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 พบโคลน
จํานวน 98 โคลนที่แสดงกิจกรรมเอนไซมเบตา-แมนนาเนสตอสับสเตรต LBG ในขณะที่จาก B. 
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circulans NT 6.7 พบจํานวน 129 โคลนที่แสดงกิจกรรมเอนไซมดังกลาว จึงไดนําโคลนทั้งหมดมา
ผลิตเอนไซมแลววิเคราะหกิจกรรมเอนไซมตอไป 

 
2.5.1 การวัดกจิกรรมเอนไซมของเซลลลูกผสม  

 
         นําโคลนทั้งหมดมาถายลงในอาหาร PM (producing enzyme medium) pH 6.0 ที่

มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน แลวนําไปบมที่ 50 และ 45 องศาเซลเซียส ในสภาวะใหอากาศ ที่ความเร็ว 
150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมงสําหรับ B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 
6.7 ตามลําดับ นําเอนไซมที่ไดจากทุก ๆ โคลนมาวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม ดวยวิธีการวัดปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซโดยใชสาร DNS (Miller, 1959)  ซ่ึงคากิจกรรมเอนไซมจําเพาะจากโคลนที่มีกิจกรรม
ตอสับสเตรต LBG แสดงไดดังตารางที่ 16  จากการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมพบวาเซลลลูกผสม 
6.3-379 จากจุลินทรียตนแบบ B. amyloliquefaciens NT 6.3 เซลลลูกผสม 6.7-33 และ 6.7-780 จาก 
จุลินทรียตนแบบ B. circulans NT 6.7 มีกิจกรรมเอนไซมเบตา-แมนนาเนส รวมทั้งมีการยอยสลาย 
LBG ในอาหารผลิตเอนไซม ซ่ึงทําใหไดเอนไซมที่มีลักษณะใสเชนเดียวกับเอนไซมที่ผลิตไดจาก  
จุลินทรียตนแบบ (wild type) ในขณะที่เซลลเจาบานคือ E. coli DH5α และเซลลลูกผสม E. coli 
DH5α ที่มีเฉพาะพลาสมิด pHT43 (E. coli DH5α/pHT43) ซ่ึงไมไดรับชิ้นสวนของโครโมโซม 
ใด ๆ นั้นไมแสดงกิจกรรมเอนไซมเบตา-แมนนาเนส และเอนไซมมีลักษณะหนืด เนื่องจาก LBG ที่
เปนองคประกอบในอาหารผลิตเอนไซมไมสามารถถูกยอยสลายไปได 
 
ตารางที่ 16  คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะจากเซลลลูกผสมที่มีกิจกรรมตอสับสเตรต LBG 
 

เชื้อ 
คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ 
(ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

B. amyloliquefaciens NT 6.3 0.214 
เซลลลูกผสม 6.3-379 0.080 
B.circulans NT 6.7 0.145 
เซลลลูกผสม 6.7-33 0.132 
เซลลลูกผสม 6.7-780 0.304 
E. coli DH5α 0 
E. coli DH5α/pHT43 0 
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         จากการคํานวณโอกาสการพบชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนส ที่จะตองทําการ
คัดเลือกโคลนจํานวน 1,500 โคลนจึงจะมีโอกาสเจอยีนเบตา-แมนนาเนสจํานวน 1 ยีน แตการที่คัด 
เลือกโคลนจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 จํานวน 964 โคลนแลวเจอยีนเบตา-แมนนาเนส 
จํานวน 1 ยีน จากเซลลลูกผสม 6.3-379 แสดงวาโอกาสในการเจอชิ้นสวนของยีนคิดเปน 1/964 
หรือคิดเปน 1.04 x10-3 ขณะที่จาก B. circulans NT 6.7 จํานวน 1,245 โคลน แลวเจอยีนเบตา- 
แมนนาเนส จํานวน 2 ยีน คือเซลลลูกผสม 6.7-33 และ 6.7-780 แสดงใหเห็นวาโอกาสในการพบ
ช้ินสวนของยีนคิดเปน 2/1245 หรือ 1.61 x 10-3 ดังนั้นแสดงวาคาทางทฤษฎีที่ไดจากการคํานวณนั้น
ไมไดเทากันในทุกกรณี อาจมากนอยตางกันขึ้นอยูกับปจจัยหลาย ๆ ดานทั้งแหลงของยีน ชนิดของ
เอนไซมตัดจําเพาะ ตลอดจนเซลลเจาบานที่ใชในการแสดงออก เปนตน  

 
         แตเมื่อเพาะเลี้ยงเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 ซํ้าอีกครั้งเพื่อยืนยัน

ผลการทดลอง พบวาสารละลายเอนไซมที่ไดมีความหนืดเนื่องจากสับสเตรต LBG ที่เปน
องคประกอบในอาหารผลิตเอนไซมนั้นไมถูกยอยสลายไป รวมทั้งเมื่อวัดคากิจกรรมเอนไซมก็พบ 
วาไมปรากฏกิจกรรมเอนไซมจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 อีก ซ่ึงแตกตางจากผลการวัดกิจกรรมเอนไซม
ในครั้งแรกอยางชัดเจน จึงไดตรวจสอบเอนไซมที่ผลิตไดในครั้งแรกจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 ทั้ง
ลักษณะการยอยของเอนไซมบนสับสเตรตชนิดแข็ง ความจําเพาะตอสับสเตรต และ Zymogram 
ของเอนไซม ตลอดจนการตรวจสอบเซลลลูกผสมเพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่แสดง
กิจกรรมเอนไซมเบตา-แมนนาเนสตอไป 

 
2.5.2 ลักษณะการยอยของเอนไซมจากเซลลลูกผสมบนสับสเตรตชนิดแข็ง 

 
         ผลการหยดสารละลายเอนไซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 

เปรียบเทียบกับสารละลายเอนไซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3, B. circulans NT 6.7 และ 
E.coli DH5α แสดงดังภาพที่ 10 จากลักษณะวงใสที่เกิดขึ้นพบวาเซลลลูกผสมทั้ง 3 แสดงวงใสบน 
LBG plate ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม โดยขนาดเสนผานศูนยกลางของวง
ใสจากโคลน 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780, B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 
แสดงดังตารางที่ 17 ในขณะที่เซลลเจาบานคือ E.coli DH5α ไมปรากฏลักษณะวงใสบน LBG 
plate 
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ภาพที่ 10  ลักษณะวงใส (Clear zone) ที่เกดิจากการยอยของเอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

   บน LBG plate 
    ชองที่ 1    B. circulans NT 6.7 
    ชองที่ 2    เซลลลูกผสม 6.7-780 
      ชองที่ 3    เซลลลูกผสม 6.7-33 
      ชองที่ 4    B. amyloliquefaciens NT 6.3 
      ชองที่ 5    จากเซลลลูกผสม 6.3-379 

   ชองที่ 6    E.coli DH5α 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 
4 5 6 
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ตารางที่ 17  ขนาดวงใสบน LBG plate ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT  
       6.3, B. circulans NT 6.7 เซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33, 6.7-780 และ E.coli DH5α 
 

เชื้อ 
ขนาดวงใส (clear zone) 

(เซนติเมตร) 
B. amyloliquefaciens NT 6.3 1.70 
เซลลลูกผสม 6.3-379 1.30 
B. circulans NT 6.7 1.60 
เซลลลูกผสม 6.7-33 1.40 
เซลลลูกผสม 6.7-780 1.70 
E. coli DH5α 0 

 
2.5.3 ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของเอนไซมจากเซลลลูกผสม 

 
         คากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของเอนไซมจากเซลล

ลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 แสดงไดดังตารางที่ 18 เมื่อพิจารณาเอนไซมที่ผลิตไดจาก
เซลลลูกผสม 6.3-379 พบวาสามารถยอยสลาย Konjac glucomannan, LBG, Ivory nut, Guar gum , 
Xylan from oat spelt, Xylan from birchwood และ กากมะพราว ดวยคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ
เปน 100, 99.47, 25.94, 15.11, 14.25, 12.54 และ 5.99 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเอนไซมจากเซลล
ลูกผสม 6.3-379 นั้นแสดงกิจกรรมตอสับสเตรตที่เปน beta-1,4 mannosidic linkage ของสาร 
ประกอบแมนแนนหลาย ๆ ประเภทไมวาจะเปนแมนแนน กาแลคโตแมนแนน และกลูโคแมนแนน  
รวมทั้งแสดงกิจกรรมตอสับสเตรตประเภทไซแลนคือ Xylan from oat spelt และ Xylan from 
birchwood ขณะที่ไมแสดงกิจกรรมการยอยตอสับสเตรตที่เปน Alpha-mannan, Avicel และ CMC 
เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกับเอนไซมที่ผลิตไดจากจุลินทรียตนแบบคือ B. amyloliquefaciens NT 6.3 
พบวามีรูปแบบที่ใกลเคียงกัน แตเอนไซมจากจุลินทรียตนแบบสามารถยอยสลายสับสเตรตที่เปน 
Alpha-mannan และ CMC ไดเล็กนอย ขณะที่เซลลลูกผสม 6.3-379 ไมแสดงกิจกรรมดังกลาว ทั้งนี้
อาจเนื่องจากเซลลลูกผสมนั้นไดรับชิ้นสวนของยีนที่เกี่ยวของกับการผลิตเอนไซมในกลุมเบตา-
แมนนาเนสและ ไซลาเนส แตไมไดรับชิ้นสวนของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ
เซลลูโลส จึงสงผลใหไมแสดงกิจกรรมเอนไซมในกลุมเซลลูเลส จากผลที่ไดสามารถสรุปไดวา
เอนไซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379 มีความจําเพาะตอสับสเตรตที่เปน กลูโคแมนแนน กาแลคโต
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แมนแนน และไซแลน แตไมมีกิจกรรมตอสับสเตรตประเภทเซลลูโลส นั่นคือไมแสดงกิจกรรม
เอนไซมในกลุมเซลลูเลส ขณะที่เอนไซมจากเซลลลูกผสม 6.7-780 นั้นสามารถยอยสลาย Konjac 
glucomannan, LBG, Xylan from oat spelt, Xylan from birchwood, Guar gum, Ivory nut และ  
กากมะพราว ดวยคากิจกรรมเอนไซมสัมพัทธ 100, 77.21, 30.23, 18.60, 17.21, 10.47 และ 4.65 
ตามลําดับ ดังนั้นเอนไซมสามารถแสดงกิจกรรมตอสับสเตรตที่เปนแมนแนน กาแลคโตแมนแนน 
กลูโคแมนแนน และสารประกอบไซแลน โดยไมแสดงกิจกรรมตอ Alpha-mannan, Avicel และ 
CMC เชนเดียวกับเซลลลูกผสม 6.3-379 ซ่ึงผลที่ไดแตกตางจากจุลินทรียตนแบบ คือ B. circulans 
NT 6.7 ซ่ึงเปนจุลินทรียตนแบบนั้นแสดงกิจกรรมตอ Alpha-mannan ไดเล็กนอย ขณะที่เซลล
ลูกผสม 6.7-780 ไมแสดงกิจกรรมเอนไซมดังกลาว 
 

        เมื่อพิจารณาที่เอนไซมจากเซลลลูกผสม 6.7-33 พบวามีความแตกตางจาก
เอนไซมทั้ง 2 ชนิดที่ไดกลาวมาเล็กนอยเนื่องจากเอนไซมจากจากเซลลลูกผสม 6.7-33 นั้นนอกจาก
จะยอยสลายสับสเตรตที่เปน แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และสารประกอบ 
ไซแลนไดแลว ยังสามารถยอยสลายสับสเตรตประเภท Alpha-mannan และ CMC ไดเล็กนอย โดย
เอนไซมสามารถยอยสลาย Konjac glucomannan, LBG, Ivory nut, Guar gum, Xylan from oat 
spelt, Xylan from birchwood, Alpha-mannan กากมะพราว และ CMC ดวยคากิจกรรมเอนไซม
สัมพัทธ 100, 71.52 14.24, 12.02, 11.39, 7.28, 6.01, 4.75 และ 1.90 ตามลําดับ จากความจําเพาะตอ
สับสเตรตชนิดตาง ๆ ของเอนไซมจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 แสดงใหทราบวาเอนไซมดังกลาวมี
รูปแบบเหมือนกับความจําเพาะตอสับสเตรตของเอนไซมจากจุลินทรียตนแบบ คือมีความจําเพาะ
สูงตอสับสเตรตประเภทกลูโคแมนแนน และกาแลคโตแมนแนน จากความจําเพาะตอสับสเตรต 
ของเอนไซมจากจุลินทรียตนแบบ และเซลลลูกผสมทั้ง 3 ในตารางที่ 18 นั้น พบวานอกจากจะ
แสดงกิจกรรมตอสับสเตรตที่เปน แมนแนน กาแลคโตแมนแนน และ กลูโคแมนแนนแลวยังแสดง
กิจกรรมตอสารประกอบไซแลนอีกดวย ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องจาก ไซแลนเปนสารประกอบ
ประเภทเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) เชนเดียวกับแมนแนน ซ่ึงในโครงสรางจะประกอบดวยสวน
ของกิ่งแขนงที่มีความใกลเคียงกัน เอนไซมเบตา- แมนนาเนสที่ผลิตไดจึงสามารถแสดงกิจกรรมตอ
สารประกอบดังกลาวได นอกจากเหตุผลดังกลาวแลวการที่เอนไซมจากเซลลลูกผสมสามารถแสดง
กิจกรรมตอสารประกอบไซแลนไดนั้น อาจมีผลเนื่องจากการไดรับชิ้นสวนของยีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายสารประกอบไซแลนจากจุลินทรียตนแบบไปดวยนั่นคือไดรับทั้งชิ้นสวนของยีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายแมนแนน และไซแลน เนื่องจากการเตรียม DNA insert สําหรับการโคลน
ที่ใชในการทดลองนี้เลือกใชวิธีการตัดโครโมโซมแบบไมสมบูรณ ดังนั้นเซลลลูกผสมที่ไดจึงมี
โอกาสไดรับชิ้นสวนของยีนที่แตกตางกันและมีโอกาสที่จะไดรับชิ้นสวนของยีนมากกวา 1 ยีน



 
 
 
   

56

       ตารางที่ 18  ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของเอนไซมจากเซลลลูกผสมเปรียบเทียบกบัจุลินทรียตนแบบ 
 

Substrate Relative activity (%) / Organism  
 B. amyloliquefaciens NT 6.3 6.3-379 B. circulans NT 6.7 6.7-33 6.7-780 

Konjac (glucomannan) 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 

LBG (galactomannan) 92.33 99.47 79.50 71.52 77.21 

Ivory nut (mannan) 13.00 25.94 12.73 14.24 10.47 
Guar gum (galactomannan) 18.67 15.11 12.42 12.02 17.21 
Xylan from oat spelt 44.00 14.25 10.56 11.39 30.23 

Xylan from Birchwood 29.67 12.54 6.83 7.28 18.60 

Alpha-mannan 4.67 0 4.35 6.01 0 

Copra meal (galactomannan) 9.33 5.99 6.83 4.75 4.65 
CMC 3.00 0 1.24 1.90 0.70 
Avicel 0 0 0 0 0 
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2.5.4 การศึกษา Zymogram ของเอนไซม 
 

         การศึกษา Zymogram ของเอนไซมนั้นเอนไซมจะยังคงมีโครงสรางและรูปราง
ในสภาพธรรมชาติ ลักษณะการแยกของโปรตีนจึงขึ้นอยูกับขนาดและความหนาแนนของประจุ  
(อาภัสสรา, 2537) Zymogram ของเอนไซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 แสดงได
ดังภาพที่ 11 จากผลการทดลองทําใหทราบวา Zymogram ของเอนไซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379 
(ภาพที่ 11a), 6.7-33 (ภาพที่ 11b) และ 6.7-780 (ภาพที่ 11c) มีรูปแบบใกลเคียงกับจุลินทรียตนแบบ 
(wild type) คือ B. amylolique faciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 และพบแถบโปรตีนที่แสดง
กิจกรรมตอสับสเตรต LBG ในตําแหนงที่ใกลเคียงกัน 
 
 

 
      (a)          (b)         (c) 
 
 
ภาพที่ 11  Zymogram ของเอนไซมเบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ  

   B. circulans NT 6.7 เปรียบเทียบกับเอนไซมจากเซลลลูกผสม ภายหลังการยอมดวยสี  
   Congo red 
   (a)  B. amyloliquefaciens NT 6.3 (ชองที่ 1) และ เซลลลูกผสม 6.3-379 (ชองที่ 2) 
   (b) B. circulans NT 6.7 (ชองที่ 1) และ เซลลลูกผสม 6.7-33   (ชองที่ 2) 
   (c) B. circulans NT 6.7 (ชองที่ 1) และ เซลลลูกผสม 6.7-780 (ชองที่ 2) 

 
 

       1                   2            
       1                   2                   1                   2                   1                   2            
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2.5.5 การตรวจสอบเซลลลูกผสมเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทีแ่สดงกิจกรรม 
เอนไซมเบตา-แมนนาเนส 

 
2.5.5.1 การตรวจสอบขนาดของ DNA insert โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 

 
            ผลการสกัดพลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 

แสดงดังภาพที่ 12 นําพลาสมิดจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 มาตรวจสอบขนาดของ DNA insert ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI ซ่ึงมีตําแหนงตัดอยูบนพลาสมิด pHT43 ซ่ึงผลการตัดดวยเอนไซม 
BamHI แสดงไดดังภาพที่ 13 
 

 
 
 
ภาพที่ 12  ลักษณะพลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 

   ชองที่ 1   Lamda DNA ตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ HindIII และ EcoRI  
   ชองที่ 2   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-780 
   ชองที่ 3   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-33 
   ชองที่ 4   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379 
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ภาพที่ 13  พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 กอนและหลังการตัดดวย 

   เอนไซม BamHI ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน 
   ชองที่ 1    1 Kb marker 
   ชองที่ 2    พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-780 กอนตัดดวยเอนไซม BamHI 
   ชองที่ 3    พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-780 หลังตัดดวยเอนไซม BamHI 
   ชองที่ 4    พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-33 กอนตดัดวยเอนไซม BamHI  
   ชองที่ 5    พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-33 หลังตัดดวยเอนไซม BamHI 
   ชองที่ 6    พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379 กอนตัดดวยเอนไซม BamHI 
   ชองที่ 7    พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379 หลังตัดดวยเอนไซม BamHI  
   ชองที่ 8    พลาสมิด pHT43 ชนิดเสนสาย (linear plasmid) 
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             จากผลการตัดพบเพียงพลาสมิดขนาด 8 กิโลเบส ซ่ึงเทากับขนาดของ 
พลาสมิด pHT43 ชนิดเสนสาย (Linear plasmid) จึงไดเปลี่ยนเอนไซมตัดจําเพาะที่ใชในการตัดโดย
เลือกใชเอนไซม XbaI ซ่ึงมีตําแหนงตัดอยูบนพลาสมิด pHT43 เชนกันเพื่อดูรูปแบบของแถบ 
ดีเอ็นเอที่ได เปรียบเทียบกับการตัดดวยเอนไซม BamHI ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 14 พบวา
ใหผลเชนเดียวกันซึ่งพบเฉพาะแถบพลาสมิด pHT43 ขนาด 8 กิโลเบส ไมพบชิ้นดีเอ็นเออื่นบน 
พลาสมิดลูกผสมจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 โคลน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 กอนและหลังการตัดดวย 

   เอนไซม XbaI ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลาขามคืน 
   ชองที่ 1   1 Kb marker 
   ชองที่ 2   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-780 กอนตัดดวยเอนไซม XbaI  
   ชองที่ 3   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-780 หลังตัดดวยเอนไซม XbaI  
   ชองที่ 4   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-33 กอนตดัดวยเอนไซม XbaI  
   ชองที่ 5   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.7-33 หลังตัดดวยเอนไซม XbaI  
   ชองที่ 6   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379 กอนตัดดวยเอนไซม XbaI  
   ชองที่ 7   พลาสมิดจากเซลลลูกผสม 6.3-379 หลังตัดดวยเอนไซม XbaI  
   ชองที่ 8   พลาสมิด pHT43 ชนิดเสนสาย (Linear plasmid) 
   ชองที่ 9   Lamda DNA ตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ HindIII และ EcoRI 
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2.5.5.2 การตรวจสอบยีนเบตา-แมนนาเนสโดยเทคนิคปฏกิิริยาลูกโซ 
โพลีเมอเรส 
 

            นําพลาสมิดจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 มาตรวจสอบชิ้นสวนของยีนเบตา-
แมนนาเนสบนพลาสมิดลูกผสม ดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร Fsq และ 
Rsq ซ่ึงเปนไพรเมอรที่ออกแบบครอมตําแหนงของการแทรกชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสบน 
พลาสมิด pHT43 (insert site) ซ่ึงหากมีเฉพาะพลาสมิด pHT43 จะไดผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซ
โพลีเมอเรสขนาด 300 คูเบส แตหากมีช้ินสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสอยูบนพลาสมิด ขนาดของ
ผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสก็จะมีขนาดมากขึ้นตามขนาดของชิ้นสวนของยีนเบตา-
แมนนาเนสที่แทรกอยู และจากผลดังภาพที่15 พบวาขนาดของผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ
เรสจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 มีขนาด 300 คูเบสซึ่งมีขนาดตรงกับชุดควบคุมที่ใชพลาสมิด pHT43 เปน
ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ซ่ึงผลดังกลาวแสดงวาเซลลลูกผสมทั้ง 3 มีเฉพาะพลาสมิด 
pHT43 ไมมีช้ินสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสแทรกอยู  
 

            เมื่อตรวจสอบไมพบชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสบนพลาสมิดลูก
ผสมจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 ซ่ึงอาจเกิดจากการแทรกชิ้นสวนของยีนดังกลาวเขาสูโครโมโซมของ
เซลลลูกผสม จึงไดตรวจสอบยีนเบตา-แมนนาเนสบนโครโมโซมของเซลลลูกผสม โดยสกัด
โครโมโซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 ผลการสกัดโดยแสดงดังภาพที่ 16 
จากนั้นนํามาตรวจสอบยีนเบตา-แมนนาเนสดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดยใชคูไพร
เมอร BMF และ BMR ซ่ึงเปนไพรเมอรที่ออกแบบจากบริเวณ consensus sequence ของยีนเบตา-
แมนนาเนสจากแบคทีเรียกลุม Bacillus 
 

            จากผลการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสพบชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 786 
คูเบส (ภาพที่ 17) ซ่ึงเปนขนาดดีเอ็นเอตามที่คาดไว (expected size) เฉพาะชุดควบคุมคือใช
โครโมโซมจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 เปนดีเอ็นเอตนแบบเทานั้น
แตไมพบแถบดีเอ็นเอใดๆเมื่อใชโครโมโซมจากจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ ทําใหทราบวาไมปรากฏชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสบนโครโมโซมจาก
เซลลลูกผสมทั้ง 3   
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ภาพที่ 15  ผลิตภัณทจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร Fsq และ Rsq  

   ของเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780     
   ชองที่ 1    100 bp DNA plus marker 
   ชองที่ 2    ผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชพลาสมิด pHT43 

      เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
    ชองที่ 3   ผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชพลาสมิด 6.3-379 

      เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 4    ผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชพลาสมิด 6.7-33 
                    เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 5    ผลิตภัณทจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชพลาสมิด 6.7-780           

      เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 6    Negative control 
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ภาพที่ 16  ลักษณะโครโมโซมจากเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33, 6.7-780 และ E.coli  

    DH5α    
    ชองที่ 1    Lamda DNA ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ EcoRI 
    ชองที่ 2   โครโมโซมจากโคลน 6.7-780 
    ชองที่ 3   โครโมโซมจากโคลน 6.7-33 
    ชองที่ 4   โครโมโซมจากโคลน 6.3-379 
    ชองที่ 5   โครโมโซมจาก E.coli DH5α     
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ภาพที่ 17  ผลิตภัณทจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร BMF และ BMR ของ  

   เซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33, 6.7-780 และ E.coli DH5α     
   ชองที่ 1   100 bp DNA marker 
   ชองที่ 2   ผลิตภัณทจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใช B. circulans NT 6.7  
                  เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 3   ผลิตภัณทจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชเซลลลูกผสม 6.7-780 

     เปนดเีอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 4   ผลิตภัณทจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชเซลลลูกผสม 6.7-33 

     เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 5   ผลิตภัณทจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใช B. amyloliquefaciens NT 6.3  

     เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 6   ผลิตภัณทจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใชเซลลลูกผสม 6.3-379   

     เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 7   ผลิตภัณทจากปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเมื่อใช E.coli DH5α 

     เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
   ชองที่ 8   Negative control 
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             จากผลการศึกษาถึงลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเบตา-แมนนาเนสจาก
เซลลลูกผสมทั้ง 3 ทั้งวิธีการวิเคราะหดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 2 ชนิดคือ BamHI และ XbaI และ 
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสดวยไพรเมอรที่ออกแบบจากบริเวณ Consensus sequence ของ 
ยีนเบตา-แมนนาเนสจากแบคทีเรียกลุม Bacillus และไพรเมอรที่ออกแบบครอมตําแหนงของการ
แทรกชิ้นสวนโครโมโซม (insert site) บนพลาสมิด pHT43 พบวาไมปรากฏชิ้นสวนของยีนเบตา-
แมนนาเนสทั้งบนพลาสมิด และโครโมโซมจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 ในขณะที่เซลลลูกผสมดัง กลาว
มีการแสดงกิจกรรมเอนไซมตอทั้งอาหารเหลวโดยพิจารณาจากการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่
เกิดขึ้นภายหลังการยอยสับสเตรต LBG และตอสับสเตรต LBG ชนิดแข็ง ซ่ึงเกิดลักษณะวงใสเมื่อ
หยดสารละลายเอนไซม รวมทั้งมีรูปแบบของเอนไซมใกลเคียงกับจุลินทรียตนแบบทั้งลักษณะของ
ความจําเพาะตอสับสเตรต รวมไปถึงรูปแบบ Zymogram ของเอนไซม เหตุการณที่เกิดขึ้นดังกลาว
นั้นอาจเปนผลเนื่องมาจากความไมเสถียรของพลาสมิด pHT43 ที่นํามาใชในการทดลองจึงสงผลให
มีการหายไปของชิ้นสวนดีเอ็นเอบนพลาสมิดลูกผสม (DNA deletion) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการ
วิจัยของ Takesue et al., (2007) ที่ไดศึกษาการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม Levan 
fructotransferase (LFTase) โดยใชพลาสมิด 2 ชนิด คือ pLFT-ENTR และ pHT43 เปนพลาสมิด
สําหรับการแสดงออก โดยผลการวิจัยแสดงใหเห็นถึงความไมเสถียรของ พลาสมิด pHT43 ที่สงผล
ใหไมมีการแสดงออกของยีนนั่นคือไมมีการตรวจพบเอนไซม LFTase ที่ตองการศึกษา แตในทาง
ตรงกันขามยีนดังกลาวสามารถแสดงออกไดดีเมื่อเลือกใชพลาสมิดชนิดอื่นในการแสดงออกแทน 
โดยปกติความไมเสถียรของพลาสมิดนั้นมักมีสาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงภายในของพลาสมิ
ดเองทั้งการเกิดมิวเตชั่นเฉพาะจุด (Point mutation) การขาดหายไปของชิ้นสวนบนพลาสมิด 
(Deletion) การเพิ่มชิ้นสวนของพลาสมิด (Insertion) รวมไปถึงการจัดเรียงตัวใหม (Rearangement) 
ของยีนตาง ๆ บนพลาสมิด หรือเกิดความไมเสถียรในการแบงชิ้นสวนทางพันธุกรรมไปสูเซลล
ลูกหลาน (Segregational instability) ซ่ึงมีสาเหตุมาจากกการขาดหายไปของชิ้นสวนบนพลาสมิด
ระหวางเซลลลูกในขั้นตอนของกระบวนการแบงเซลล (Kumar et al., 1991) 
 

            จํานวนของพลาสมิดตอเซลล (Copy number) นับเปนอีกสาเหตุหนึ่งที่
สงผลตอความเสถียรของพลาสมิด โดยพลาสมิดจะมีความเสถียรต่ําหากเลือกใชพลาสมิดชนิด low 
copy number เปนพลาสมิดในการแสดงออก (Balbas et al., 1988) และจากการที่พลาสมิด pHT43 
ที่นํา มาใชในการทดลองนั้นเปนพลาสมิดชนิด low copy number จึงอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่สงผลให 
พลาสมิดชนิดนี้มีความไมเสถียร โดยสาเหตุดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาของ Lamotte et al., 
(1994) คือปริมาณผลิตภัณทเอนไซมที่ศึกษานั้นมีความสัมพันธโดยตรงกับจํานวน Plasmid copy 
number โดยปริมาณเอนไซมที่ผลิตไดจาก E.coli HB101ในการเพาะเลี้ยงระบบ batch จะลดลงอยาง
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รวดเร็วเมื่อปริมาณพลาสมิดตอเซลลใน E.coli HB101 ลดลง และปริมาณพลาสมิดตอเซลลที่จะสง 
ผลใหพลาสมิดมีความเสถียร และมีการแสดงออกของยีนไดนั้นควรมีจํานวนมากกวา 60 พลาสมิด
ตอเซลล (Seo และ Bailey, 1985; Dennis et al., 1985) ดังนั้นพลาสมิดชนิด low copy number จึงไม
เหมาะที่จะนํามาใชในการแสดงออกของยีน ความไมเสถียรของพลาสมิดที่นํามาใชในการทดลอง
นั้นนอกจากอาจมีสาเหตุจากความบกพรองของพลาสมิด pHT43 และจํานวน copy number ของ 
พลาสมิดแลว ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่นํามาใชในการโคลน (DNA insert size) ก็สงผลตอความ
เสถียรของพลาสมิดเชนกัน จากการทดลองไดเลือกใช DNA insert ขนาด 2-6 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาด
คอนขางใหญ และเมื่อรวมกับพลาสมิด pHT43 ซ่ึงมีขนาด 8 กิโลเบส ทําใหพลาสมิดลูกผสมมี
ขนาด 10-14 กิโลเบส ซ่ึงเปนขนาดที่ใหญมาก โดยหากขนาดของ DNA insert ที่นํามาใชในการ
โคลนมีขนาดใหญมากขึ้นเทาไหร การเกิด segregational instability ก็จะเพิ่มมากขึ้นเทานั้น (Bron 
et al., 1985; 1988) ดวยเหตุผลตาง ๆ ที่กลาวมาอาจเปนสาเหตุที่ทําใหพลาสมิดลูกผสมที่ไดจากการ
ทดลองมีความไมเสถียร และเมื่อเกิดการจําลองตัว (Replication) เพื่อแบงสารพันธุกรรมไปสูเซลล
ลูกหลานนั้นมีการหายไปของชิ้นสวนดีเอ็นเอบนพลาสมิดลูกผสม (DNA deletion) (Kumar et al., 
1991) ทําใหเซลลลูกไมสามารถถายทอดลักษณะตาง ๆ ไปจากเซลลแมไดทั้งหมด 
 

             นอกจากสาเหตุที่เกดิจากการขาดหายไปของชิน้สวนดเีอ็นเอบน 
พลาสมิด (DNA deletion) แลวการเกิด Co-transformation (Zhao et al., 2007) อาจเปนอีกสาเหตุ
หนึ่งที่สงผลใหเกิด Segregational instability ในขั้นตอนการเตรียมพลาสมิดใหอยูในสภาพพรอม
รับดีเอ็นเอจากภายนอก (Competent cells) เซลลจะเกิดชองที่ผนังเซลลมากมาย ดังนั้นเมื่อสงถาย 
พลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลดังกลาวอาจมีบางเซลลที่ไดรับพลาสมิดมากกวา 1 พลาสมิด ซ่ึงอาจ
ไดรับทั้งพลาสมิดที่มีช้ินสวนของยีนเบตา-แมนนาเนส และพลาสมิด pHT43 ที่เกิด Self-ligation 
และเมื่อเกิดการแบงตัวเพื่อถายทอดสารพันธุกรรมไปสูรุนลูก พลาสมิดลูกผสมที่ไดรับชิ้นสวนของ
ยีนเบตา-แมนนาเนส ซ่ึงมีขนาดใหญและมีความเสถียรนอยกวาอาจเกิดการหายไป (Plasmid loss) 
ทําใหเหลือเฉพาะพลาสมิด pHT43 เทานั้นที่สามารถถายทอดไปสูประชากรรุนถัดไปได จึงไมมีการ
ตรวจพบชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสจากประชากรรุนลูกได 
 



      

 สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 
 

คาคงที่ของมิเคลิส (Km) และ อัตราเร็วสูงสุดในการทําปฏิกิริยา (Vmax) ของเอนไซมเบตา-
แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 เมื่อใช LBG, Konjac glucomannan และกากมะพราว
เปนสับสเตรตมีคาเปน 1.739 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 2.886 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร.นาที 10.70 
มิลลิกรัมตอมิลลิ ลิตร และ 2.40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร.นาที และ 1.110 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 
0.121 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร.นาที ตามลําดับ ขณะที่เอนไซมจาก B. circulans NT 6.7 มีคา Km และ 
Vmax  ตอสับสเตรตดังกลาวเปน 13.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 2.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร.นาที 
9.40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 1.90 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร.นาที และ 1.40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
และ 0.053 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร.นาที และเมื่อทดสอบความจําเพาะตอสับสเตรต พบวา เอนไซม
เบตา-แมนนาเนสจาก B. amyloliquefaciens NT 6.3 และ B. circulans NT 6.7 มีความจําเพาะสูงตอ
สับสเตรตประเภทกลูโคแมนแนน และกาแลคโตแมนแนน 
 

การโคลนและการแสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนสจากจุลินทรียทั้ง 2  ชนิดโดยใช 
พลาสมิด pHT43 เปนพลาสมิดในการแสดงออก และ E.coli DH5α เปนเซลลเจาบาน พบเซลลลูก 
ผสมจํานวน 3 โคลนที่มีกิจกรรมตอ LBG  คือ เซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 ซ่ึงมีคา
กิจกรรมเอนไซมจําเพาะเทากับ 0.080, 0.132 และ 0.304 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเซลลลูก 
ผสมทั้ง 3 แสดงกิจกรรมการยอยบนสับสเตรตชนิดแข็งซึ่งทําใหเกิดวงใสขนาด 1.30, 1.40 และ 
1.70 เซนติเมตรสําหรับเซลลลูกผสม 6.3-379, 6.7-33 และ 6.7-780 ตามลําดับ เอนไซมจากเซลล
ลูกผสมมีสมบัติใกลเคียงกับเอนไซมจากจุลินทรียตนแบบทั้งความจําเพาะตอสับสเตรตและ 
Zymogram ของเอนไซม แตเมื่อนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเบตา- 
แมนนาเนสในเซลลลูกผสมทั้ง 3 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลี
เมอเรสดวยไพรเมอรที่จําเพาะ พบวาไมปรากฏชิ้นสวนของยีนเบตา-แมนนาเนสทั้งบนพลาสมิด
และโครโมโซมจากเซลลลูกผสมทั้ง 3 ซ่ึงลักษณะดังกลาวอาจเปนผลเนื่องจากความไมเสถียรของ 
พลาสมิด pHT43 ที่ใชในการทดลองจึงสงผลใหมีการหายไปของยีนเบตา-แมนนาเนสในเซลล
ลูกผสม  
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 ขอเสนอแนะ 
 

การศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนชนิดตาง ๆ ในเชื้อชนิดใดชนิดหนึ่งนั้น
จําเปนตองเลือกระบบการแสดงออกของยีนใหเหมาะกับเซลลที่ตองการศึกษา รวมทั้งระบบการ
แสดงออกของยีนจะตองมีประสิทธิภาพจึงจะสงผลใหมีการแสดงออกของยีนที่ดี และมีระดับการ
แสดงออกที่สูง ซ่ึงจากผลการทดลองที่ศึกษานั้นแมวาจะพบเซลลลูกผสมจํานวน 3 โคลนที่มีการ
แสดงออกของยีนเบตา-แมนนาเนสที่สนใจ และมีกิจกรรมเอนไซมที่สูงตลอดจนมีลักษณะตางๆ ทั้ง
ความจําเพาะตอสับสเตรต และ Zymogram ของเอนไซมมีความใกลเคียงกับจุลินทรียตนแบบมาก 
แตเนื่องจากความไมเสถียรของพลาสมิดที่เลือกใชในการแสดงออก จึงสงผลใหลักษณะตางๆนั้น
ไมสามารถถายทอดไปสูประชากรในรุนตอไปได ซ่ึงหากตองการพัฒนางานวิจัยนี้ตอไปจําเปนตอง
เลือกพลาสมิดชนิดอื่นที่มีความเสถียรมากกวา รวมไปถึงมีขนาดเล็กกวาพลาสมิด pHT43 ที่นํามา 
ใชในการทดลองครั้งนี้ซ่ึงนาจะทําใหมีการแสดงออกของยีนที่ดีและสามารถปรับปรุงลักษณะที่บก 
พรองตาง ๆ ทําใหไดพลาสมิดลูกผสมที่มีความเสถียรมากขึ้น 
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อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ LB (Luria-Bertani medium) 
 
         Bacto – tryptone 10.0  กรัม 
       Bacto – yeast extract    5.0 กรัม 
       NaCl  10.0 กรัม 
       น้ํากลั่น  1,000  มิลลิลิตร 
 

      ปรับ pH ใหได 7.5 โดยใช NaOH ความเขมขน 1 N นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที (ในกรณทีี่เปนวุนแข็งใหเติมวุน 1.5% 
ของปริมาตรอาหาร) 
 

1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ SOB  
 
         Bacto – tryptone   20.0  กรัม 
       Bacto – yeast extract    5.0 กรัม 
       NaCl    0.5 กรัม 
       น้ํากลั่น   1,000  มิลลิลิตร 
 

      นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาที 
 

1.3 อาหารเลี้ยงเชือ้ SOC 
 

       อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC คืออาหารเลี้ยงเชือ้ SOB ที่มีการเติมน้ําตาลกลูโคสความเขมขน 
20 มิลลิโมลาร โดยวิธีปลอดเชื้อ 
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1.4 2M น้ําตาลกลโูคส  
 
       ละลายน้ําตาลกลูโคส 1.8 กรัม ในน้ํากลั่น 3.5 มิลลิลิตร จากนั้นปรบัปริมาตรเปน  

5 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วนาน  
15 นาที 
 

1.5 อาหารสําหรับผลิตเอนไซม (Producing emzyme medium) 
 

       Logust bean gum  10.0  กรัม 
        Poly peptone  30.0  กรัม 
        KH2PO4   15.0  กรัม 
        MgSO4.7H2O    0.6 กรัม 
        Corn steep liquor (V/V)   25 มิลลิลิตร 
        น้ํากลั่น   1,000  มิลลิลิตร 
 

       ปรับ pH ใหได 6 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 
2. บัฟเฟอรและสารเคมีตางๆ 
 

2.1 Lysis buffer 
 
  EDTA    50  มิลลิโมลาร 
  NaCl    0.1  โมลาร 
 

2.2 TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.6, 1 mM EDTA) 
  

 EDTA     1  มิลลิโมลาร 
 Tris-HCl    10  มิลลิโมลาร 
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           ผสมสารละลายใหเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที เก็บ
รักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
  2.3 TBE buffer (Tris-borate buffer) 5X 
  

Tris base   108  กรัม 
EDTA    9.3  กรัม 
Boric acid   55  กรัม 
Deionize water   1,000  มิลลิลิตร 
 

              ปรับ pH ใหได 8.0  
 

2.4 Potassium phosphate buffer pH 6.0 
 
       นําสารละลาย KH2PO4 เขมขน 0.1 โมลาร และ K2HPO4 เขมขน 0.1 โมลาร ผสมกันจน
ไดคา pH เปน 6.0 
 

2.5 Phenol: Chloroform (1:1) 
 
      ผสมฟนอลและคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวเททับสวนบนดวย TE buffer 

เก็บไวในขวดสีชา ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

 2.6 Chloroform : Isoamyl alcohol 
  

      ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิล แอลกอฮอล ในอัตราสวน 1:1 (v/v) แลวเททับ 
สวนบนดวย TE buffer เก็บรักษาในขวดสชีา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

2.7 20% Sarkosyl (N-lauroylsarcosine) 
 

     ช่ัง Sarkosyl 10 กรัม คอย ๆ ละลายดวย deionized water ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
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2.8 1M NaCl pH 7.5 
 
      ช่ัง NaCl 5.844 กรัม เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
 
2.9 3M Sodium acetate  
 
      ช่ัง Sodium acetate.3H2O จํานวน 20.4 กรัม ละลายในน้ํา deionized water 25 มิลลิลิตร 

เติม 6M HCl จนไดคา pH เทากับ 5.2 จากนั้นปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  

 
 2.10 ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  
         ละลายแอมพิซิลลิน (Sodium salt) จํานวน 100 มิลลิกรัมในน้ํา deionized ปราศจาก
เชื้อ 1 มลิลิลิตร จากนั้นกรองผาน filter membrane ขนาด 0.22 ไมครอนที่ผานการฆาเชื้อแลว 
จากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2.11 Dinitrosalicylic acid (DNS) สําหรับวดักิจกรรมเอนไซม 
 
        ช่ัง 3, 5- Dinitrosalicylic acid 20 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 

เบส (โซเดียมไฮดรอกไซด 32 กรัม ในน้ํากลั่น 350 มิลลิลิตร) ลงไปชา ๆ คนใหเขากนั นําไปอังบน
อางน้ํารอนจนสารละลายใส จากนั้นเติมโพแทสเซียม-โซเดยีมตารเตรต ลงไปทีละนอยจนครบ 600 
กรัม ปรับปริมาตรเปน 2 ลิตรดวยน้ํากลั่นเก็บรักษาในขวดสีชา ที่อุณหภูมิหอง  
 
 2.12 Acrylamide/bis (30%T, 2.67%C) 
 
        Acrylamide    14.6 กรัม 
        N’N’-bis-methylene-acrylamide 0.4 กรัม 
 
        ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้าํ deionized กรองและเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4  
องศาเซลเซียส ในที่มืด (เก็บรักษาไดนานที่สุดเปน 30 วัน) 
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 2.1.3 1.5M Tris-HCl pH 8.8 
 

         Tris-base  18.15 กรัม 
          น้ํา deionized  60 มิลลิลิตร 
 
          ปรับ pH ดวย 6M HCl ใหได pH เปน 8.8 จากนัน้ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร

ดวยน้ํา deionized รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2.1.4 0.5M Tris-HCl pH 6.8 
 
         Tris-base  6 กรัม 
          น้ํา deionized 60 มิลลิลิตร 
 
          ปรับ pH ดวย 6M HCl ใหได pH เปน 6.8 จากนัน้ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร

ดวยน้ํา deionized รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2.15 eletrode (running buffer) pH 8.3 (1X) 
 
       Tris-base  3 กรัม 
       Glycine  14.4 กรัม 
 
        ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํา deionized  
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