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โคลนยนีแมนนาเนสจากธนาคารยนีของ Klebsiella oxytoca CW2-3 พบช้ินดีเอน็เอขนาด 
3,314 คู่เบส จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดพ์บ open reading frame (ORF) ของยนีแมน
นาเนสขนาด 1,164 คู่เบส  ซ่ึงใหร้หสัสาํหรับกรดอะมิโนจาํนวน 387 ตวั ใหช่ื้อเป็น KMAN-2 ซ่ึง
มีความคลา้ยคลึงกบัแมนนาเนสจากแบคทีเรียอ่ืน 50-71 เปอร์เซนต ์และจดัอยูใ่นกลุ่ม glycosyl 
hydrolase แฟมิล่ี 26 ภายหลงัการสับโคลนยนีแมนนาเนส kman-2 เขา้สู่เวกเตอร์ pFlag-CTS และ
มีการแสดงออกของยนีแบบ overexpression ใน Escherichia coli TOP10 ไดเ้ซลลลู์กผสม E. coli 
KMAN-2 ท่ีสามารถผลิต เอนไซมแ์มนนาเนส KMAN ซ่ึงมีนํ้ าหนกัโมเลกุล 43.2 กิโลดาลตนั มี
อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 30-50 องศาเซลเซียส และ 4-6 ตามลาํดบั มีความเสถียรท่ี
อุณหภูมิตํ่ าและพี เอชช่วงกว้าง   4-10  และมีความจํา เพาะต่อสับสเตรทหลากหลายคือ 
คอนยคักลูโคแมนแนน (KGM) (100%) โลคสับีนกมั (LBG) (92.63%) CMC (30.56%) Ivory nut 
mannan (5.98%) Avicel (4.98%) และกากมะพร้าว ทั้งท่ีไม่สกดัไขมนั (5.28%) และสกดัไขมนั 
(DCM) (7.02%) เม่ือวิเคราะห์ hydrolysate ท่ีไดจ้ากการยอ่ย KGM, LBG และ DCM ดว้ยเทคนิค 
TLC พบโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกุลแตกต่างกนั ซ่ึงแสดงถึงการทาํงานของเอนไซม์
แบบตดัภายในสายหลกัของสับเสตรท นอกจากน้ี hydrolysate จาก LBG และ DCM สามารถ
ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยมีค่าอตัราการเจริญจาํเพาะอยูใ่นช่วง 0.36-0.83 ต่อ
ชัว่โมง ขณะท่ี hydrolysate จาก KGM ไม่มีผลต่อการเจริญ  เม่ือทาํการศึกษาผลดงักล่าวต่อกลุ่ม
เช้ือก่อโรค พบว่าแบคทีเรียก่อโรคสามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมี hydrolysate ทั้ง 3 ชนิด โดยมีค่า
อตัราการเจริญจาํเพาะอยูใ่นช่วง 0.21-0.58 ต่อชัว่โมง ซ่ึงตํ่ากว่าค่าการเจริญจาํเพาะในสภาวะท่ีมี
นํ้ าตาลกลูโคส 
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A gene encoding a mannanase was cloned from the genomic library of Klebsiella 

oxytoca CW2-3. A 3,314 bp DNA fragment containing a mannanase gene was sequenced. An 
open reading frame (ORF) of 1,164 bp encoded a protein of 387 amino acids named KMAN-2 
which exhibited 50-71% identity to -mannanase produced by other microbial sources.  It 
belonged to glycosyl hydrolase family 26. The mannanase gene kman-2 was subcloned into 
pFlag-CTS and overexpressed in Escherichia coli TOP10 resulting in an active recombinant 
clone E. coli KMAN-2. Its molecular weight was approximately 43.2 kDa on SDS-PAGE. The 
optimum temperature and pH of KMAN were 30-50 °C and 4-6, respectively. It was stable at 
low temperature and wide pH range of 4-10. The enzyme also has wide range of substrate 
specificities of konjac glucomannan (KGM) (100%), locust bean gum (LBG) (92.63%), CMC 
(30.56%), Ivory nut mannan (5.98%) Avicel (4.98%) and copra meal in both non-defatted 
(5.28%) and defatted (DCM) (7.02%). The hydrolysate of KGM, LBG and DCM analyzed by 
TLC were difference in molecular weight indicating an endo action of mannanase. Moreover, 
the hydrolysates of LBG and DCM enhanced the growth of lactic acid bacteria with specific 
growth rate of 0.36-0.83 h-1 while the one of KGM did not. Considering to their effects to 
pathogenic bacteria, it was found that all pathogenic bacteria could grow in the medium 
containing each three hydrolysates at the specific growth rate of 0.21-0.58 h-1 which were lower 
than specific growth rate of bacteria in glucose condition. 
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การโคลน การแสดงออก และสมบัตขิองเอนไซม์แมนนาเนสจาก Klebsiella oxytoca 
CW2-3 

 

Cloning, Expression and Characterization of Mannanase from Klebsiella oxytoca 
CW2-3 

 

คาํนํา 
 

มะพร้าวเป็นพืชท่ีมีความสาํคญัทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึงของประเทศไทย นอกจากนาํมา
เป็นอาหารไดโ้ดยตรงแลว้ ยงัสามารถนาํไปแปรรูปในอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมผลิตมะพร้าว
แห้ง อุตสาหกรรมนํ้ ามนัมะพร้าว อุตสาหกรรมกะทิเขม้ขน้ อุตสาหกรรมมะพร้าวขูดแห้ง และ
มะพร้าวอ่อน ซ่ึงผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมเหล่าน้ี คือ กากมะพร้าว โดยประมาณ 84% พบอยูใ่น
รูปกากมะพร้าวปราศจากไขมนัท่ีเป็นของเหลือจากอุตสาหกรรมนํ้ ามนัมะพร้าว (Khanongnuch et 
al., 2006) กากมะพร้าวสามารถใชเ้ป็นแหล่งของพลงังานและโปรตีนในอาหารสัตวไ์ด ้เช่น สุกร 
(O’Doherty and McKeon, 2000; Dung et al., 2002) อยา่งไรก็ตามสัตวส์ามารถนาํไปใชไ้ดน้อ้ย 
เน่ืองจาก 26% ของกากมะพร้าวเป็นสารประกอบจาํพวกแมนแนน มีกาแลคโตแมนแนน 61% และ
เซลลูโลส 13% (Aspinall, 1970; Sandu and Dingle, 2003) ซ่ึงสารประกอบเหล่าน้ีเป็น
ส่วนประกอบในผนงัเซลลพ์ืชท่ีพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติทั้งในไมเ้น้ือแขง็และไมเ้น้ืออ่อน (Capoe 
et al., 2000) การมีสารประกอบแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนสูงจะทาํใหก้ารยอ่ยสลายและการ
นาํสารอาหารไปใชไ้ดน้อ้ยลง (Mendoza et al., 1994) ซ่ึงถือว่าสารประกอบเหล่าน้ีเป็น anti-
nutritional substance การใชเ้อนไซมแ์มนนาเนสทาํใหเ้กิดการยอ่ยสารประกอบเหล่าน้ีไดน้ํ้ าตาล
แมนโนสเพ่ือใชเ้ป็นแหล่งพลงังานและแมนโนโอลิโกแซคคาไรด ์(Manno-oligosaccharide) เพื่อใช้
เป็นพรีไบโอติกส์ ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมการเจริญของจุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหารอีกดว้ย  
 
 มีการนาํเอนไซมแ์มนนาเนสไปใชใ้นหลากหลายอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมอาหาร
สัตว ์อุตสาหกรรมฟอกกระดาษ อุตสาหกรรมทาํกาแฟสาํเร็จรูป และอุตสาหกรรมทาํนํ้ ายาซกัฟอก 
เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมีการรายงานถึงการผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสจากทั้งเช้ือราและแบคทีเรีย ซ่ึงมี
มากมายหลายชนิดรวมถึง แบคทีเรียแกรมลบ Klebsiella oxytoca CW2-3 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถผลิตเอนไซม์เบต้าแมนแนนเนสได้ และสามารถย่อยแมนแนนจากกากมะพร้าวได้
สารประกอบแมนโนโอลิโกแซคคาไรดไ์ด ้ท่ีส่งเสริมการเจริญของ Lactobacillus reuteri ซ่ึงเป็น



 
2 

 

สายพนัธ์ุโพรไบโอติกส์และสามารถยบัย ั้งการเจริญของ Salmonella Enteritidis ท่ีเป็นแบคทีเรียก่อ
โรคได ้(Titapoka et al., 2008) แต่เน่ืองจาก K. oxytoca CW2-3 สามารถผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสได้
ต ํ่าและเป็นแบคทีเรียก่อโรค ดงันั้นจึงมีการศึกษาการโคลนยนีท่ีกาํหนดการสงัเคราะห์เอนไซมเ์บตา้
แมนแนนเนส จาก K. oxytoca CW2-3 เพื่อใหผ้ลิตเอนไซมไ์ดใ้นปริมาณมากและนาํไปสู่การผลิต
ในระดบัอุตสาหกรรมได ้
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วตัถุประสงค์ 

 

1. ศึกษาการโคลนยนีแมนนาเนสจากแบคทีเรีย Klebsiella oxytoca CW2-3 
 

2. ศึกษาสมบติัของเอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสมท่ีได ้
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การตรวจเอกสาร 

 

1.  แมนแนน 

 

แมนแนน (mannan) และเฮทเทอโรแมนแนน (heteromannan) เป็นส่วนประกอบหลกัของ
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ในผนงัเซลลพ์ืชซ่ึงพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติทั้งในไมเ้น้ือแขง็ (hard 
woods) และไมเ้น้ืออ่อน (soft woods) (Capoe et al., 2000) ประกอบดว้ยนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น 
ไซโลส (xylose), แมนโนส (mannose), กาแลคโตส (galactose) และ อะราบิโนส (arabinose) ซ่ึง
ประกอบกนัเป็นโพลิเมอร์ท่ีเป็นทั้งเสน้ตรงและเสน้ก่ิง (Filho, 1998)  

 
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เป็นโพลิแซคคาไรด์ท่ีไม่ละลายนํ้ า แต่จะละลายใน

สารละลายท่ีเป็นด่าง (Selvendran and O’Neill, 1985) มีโครงสร้างคลา้ยกบัเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส
ประกอบดว้ยนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหลายชนิดเช่น กลูโคส (glucose) กาแลคโตส (galactose) แมน
โนส (mannose) ไซโลส (xylose) และอะราบิโนส (arabinose)  
 

โครงสร้างของแมนแนน 
 

แมนแนนมีลกัษณะโมเลกุลคลา้ยริบบ้ินซ่ึงมีความยืดหยุ่นมากกว่าเซลลูโลส แต่มีความ
หนาแน่นนอ้ยกว่าเซลลูโลส (Warren, 1996) แมนแนนมี 2 ชนิดคือ Mannan I หรือ A และ Mannan 
II หรือ B ซ่ึง mannan I จะมีลกัษณะท่ีเป็น crystalline สูงและมีนํ้ าหนกัโมเลกุลตํ่าใน ขณะท่ี 
mannan II มีนํ้ าหนกัโมเลกลุสูงแต่มีลกัษณะ crystalline นอ้ย (Aspinall, 1959) 

 
แมนแนนสามารถจาํแนกไดเ้ป็น 4 subfamily ตามโครงสร้าง คือ (1) แมนแนนท่ีเป็น

เส้นตรงหรือแมนแนนบริสุทธ์ิ (linear mannan or pure mannan) เช่น ivory nut mannan และเมลด็
กาแฟ (2) กาแลคโตแมนแนน (galactomannan) เช่นโลคสับีนกมั (locust bean gum) และกวักมั 
(guar gum) (3) กลูโคแมนแนน (glucomannan) เช่น คอนยคั และ (4) กาแลคโตกลูโคแมนแนน 
(galactogluco mannan) พบมากในไมเ้น้ืออ่อน  (Petkowicz et al., 2001)  
 

แมนแนนท่ีเป็นเส้นตรงหรือแมนแนนบริสุทธ์ิ (Linear mannan or pure mannan) เป็นโพลิ
เมอร์ของนํ้าตาลแมนโนส ซ่ึงประกอบดว้ยนํ้ าตาลแมนโนสมากกว่า 95% เช่ือมกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 
จดัเป็นโฮโมโพลิแซคคาไรด ์(homopolysaccharide) ท่ีไม่ละลายนํ้ าเน่ืองจากมีโมเลกุลของ นํ้ าตาล
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กาแลคโตสในสายของโพลิแซคคาไรดน์อ้ยกว่า 5%ในขณะท่ีกาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน 
และกาแลคโตกลูโคแมนแนน จะมีส่วนประกอบของกาแลคโตสหรือกลูโคสหรือทั้งกาแลคโตส
และกลูโคสรวมอยูด่ว้ย (Aspinal, 1959) 
 

กาแลคโตแมนแนน (Galactomannan) เป็นโพลิแซคคาไรด์ในพืช สายหลกั (backbone) 
ประกอบดว้ยนํ้ าตาลแมนโนส (D-mannose) เช่ือมดว้ยพนัธะ β-1,4 สามารถละลายนํ้ าได ้เน่ืองจาก
มีส่วนประกอบของนํ้ าตาลกาแลคโตส และก่ิง (side chain) ท่ีเป็นนํ้ าตาลกาแลคโตส (D-galactose) 
เช่ือมดว้ยพนัธะ α-1,6 (McCleary and Matheson 1986; Shobha et al. 2005; Parvathy et al. 2005) 
สามารถพบไดใ้น fenugreek gum (มีอตัราส่วนระหว่างแมนโนสต่อกาแลคโตส 1:1), guar gum (มี
อตัราส่วนระหว่างแมนโนสต่อกาแลคโตสประมาณ 2:1), tara gum (มีอตัราส่วนระหว่างแมนโนส
ต่อกาแลคโตสประมาณ 3:1) และ locust bean gum หรือ carob gum (มีอตัราส่วนระหว่างแมนโนส
ต่อกาแลคโตสประมาณ4:1) กาแลคโตแมนแนนมกัใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือใชเ้ป็นสารเพ่ิม
ความหนืด นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นสารเพิ่มความคงตวัในอาหาร (stabilizer) อีกดว้ย guar gum และ 
locust bean gum (LBG) มกัใชใ้นการทาํไอศครีมเพื่อเพิ่มเน้ือสัมผสัและลดการละลายของไอศครีม 
LBG ยงัใชใ้นการทาํ cream cheese, นํ้าผลไม ้และนํ้าสลดัอีกดว้ย 

 
กลูโคแมนแนน (Glucomannan) เป็นโพลิแซคคาไรดท่ี์ละลายนํ้ าได ้เป็นส่วนประกอบของ 

เฮมิเซลลูโลสท่ีมีมากท่ีสุดในไม้เน้ืออ่อน มีลักษณะเป็นเส้นตรงและมีก่ิงก้านน้อย สายหลัก
ประกอบดว้ยสายของนํ้ าตาลแมนโนส (D-mannose) กบันํ้ าตาลกลูโคส (D-glucose) เช่ือมดว้ย
พนัธะ β-1,4 ในอตัราส่วน1.6:1 (Katsuraya et al., 2003) มีก่ิงกา้นประมาณ 8% เช่ือมดว้ยพนัธะ β-
1,6 และ/หรือ 1,3 (Aspinall et al. 1962) กลูโคแมนแนนมกัใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารเพื่อใชเ้ป็น
อิมลัซิไฟเออร์ (emulsifier) และสารเพ่ิมความเขม้ขน้ (thinkener) ในไมเ้น้ือแขง็จะประกอบดว้ย
กลูโคแมนแนนท่ีมีอตัราส่วนของกลูโคสต่อแมนโนส 1:1.5-2 (Timell 1967; Hongshu et al. 2002)  
 

กาแลคโตกลูโคแมนแนน (Galactoglucomannan) เป็นโพลิแซคคาไรด์ท่ีสายหลัก
ประกอบดว้ยนํ้าตาลกลูโคส (D-glucose) และแมนโนส (D-mannose) เช่ือมดว้ยพนัธะ β-1,4  โดยมี
นํ้ าตาลกาแลคโตส (D-galactose) เป็นเส้นก่ิงเช่ือมดว้ยพนัธะ α-1,6 (Aspinall et al. 1962, Popa and 
Spiridon 1998)   
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โครงสร้างทัว่ไปของ mannan และ heteromannan แสดงดงัภาพท่ี 1  
 
 

 
  
ภาพที ่1  โครงสร้างทัว่ไปของ mannan และ heteromannan 

A) โครงสร้างแมนแนนประกอบดว้ยนํ้าตาลแมนโนสเช่ือมดว้ยพนัธะ β-1,4 
B) โครงสร้างกาแลคโตแมนแนน ประกอบดว้ยนํ้าตาลแมนโนส เช่ือมดว้ยพนัธะ β-1,4 

ซ่ึงเป็นสายหลกั และมีเสน้ก่ิงคือนํ้าตาลกาแลคโตสเช่ือมดว้ยพนัธะ α-1,6 ยดึติดอยูก่บั
แมนโนส 

C) โครงสร้างกลูโคแมนแนน สายหลกัประกอบดว้ยนํ้าตาลแมนโนสและนํ้าตาลกลูโคส 
เช่ือมดว้ยพนัธะ β-1,4 
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D) โครงสร้างของกาแลคโตกลูโคแมนแนน สายหลกัประกอบดว้ยนํ้าตาลแมนโนสและ
นํ้าตาลกลูโคส เช่ือมดว้ยพนัธะ β-1,4 โดยมีนํ้าตาลกาแลคโตสเป็นเสน้ก่ิงเช่ือมดว้ย
พนัธะ α-1,6 ยดึติดกบัโมเลกลุแมนโนส 

 

ทีม่า: Dhawan and Kaur (2007) 
 

2.  เอนไซม์ย่อยแมนแนน (Mannan-degrading enzyme) 
 

2.1  ชนิดของเอนไซมย์อ่ยสลายแมนแนน 
 

เอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายแมนแนนประกอบดว้ยเอนไซม ์β-mannanase (1,4-β-D-mannan 
mannohydrolase, EC 3.2.1.78), β-mannosidase (1,4-β-D-mannopyranoside hydrolase, EC 
3.2.1.25) และ β-glucosidase (1,4-β-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21)  พบว่าเฉพาะ
เอนไซม ์β-mannanase เพียงชนิดเดียวท่ีสามารถตดัพนัธะภายในสายหลกัของแมนแนนและกาแลค
โตแมนแนน ไดผ้ลผลิตเป็นแมนโนไตรโอส (mannotriose), แมนโนไบโอส (mannobiose) และ
แมนโนส (mannose) (Sabini et al, 2000) 

 
นอกจากน้ี ยงัพบว่าเอนไซม์ท่ีใชใ้นการย่อย side chain ของแมนแนนคือ β-

glucosidases (EC 3.2.1.21), α-galactosidases (EC 3.2.1.22) และ acetyl mannan esterases 
โครงสร้างท่ีซบัซอ้นของแมนโนสหรือสารประกอบในรูปโครงสร้างแมนแนนท่ีมีในพืชสามารถ
ยอ่ยสลายให้เป็นนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว ซ่ึงจุลินทรียส์ามารถนาํไปใชไ้ด ้(Tenkanen, 1998; Filho, 
1998) การทาํงานของเอนไซม ์ β-mannanase and α-galactosidase ในการยอ่ยสารประกอบกาแลค
โตแมนแนน แสดงดงัภาพท่ี 2 
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ภาพที ่2  การทาํงานของเอนไซม ์β-mannanase and α-galactosidase บนโมเลกลุของกาแลค 
 โตแมนแนน 

 
ทีม่า: Dhawan and Kaur (2007) 
 
  2.1.1  β-mannanase (1,4-β-D-mannan mannohydrolase, EC 3.2.1.78) 
  

β-mannanase ผลิตโดยพืช รา และแบคทีเรีย เป็นเอนไซมย์่อยสลายแมน
แนนท่ีตดัภายในสายโพลิแซคคาไรด ์(endo type) เช่นการตดัพนัธะภายในสายหลกัของแมนแนน 
กาแลคโตแมนแนนและกลูโคแมนแนนท่ีตาํแหน่ง β-1,4 แบบสุ่ม เอนไซม์ชนิดน้ีจดัอยู่ในกลุ่ม 
family 5 และ 26 ของกลุ่ม glycosyl hydrolase (Henrissat, 1990; Henrissat and Bairoch, 1993; 
Henrissat and Bairoch, 1996)  
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2.1.2  β-mannosidase (1,4-β-D-mannopyranoside hydrolase, E.C  

 3.2.1.25)  

β-mannosidase เป็นเอนไซมย์อ่ยสลายแมนแนนท่ีตดับริเวณปลายของสาย
โพลิแซคคาไรด ์(exo type) ดว้ยการตดันํ้ าตาลแมนโนส 1 โมเลกุลหรือมากกว่า 1 โมเลกุลออกจาก
ปลายของสายโพลิแซคคาไรด์ ท่ีตาํแหน่ง β-1,4 จากปลายสายของแมนแนนและแมนโนโอลิโก
แซคคาไรด ์(mannooligosaccharide) ท่ีเป็น nonreducing end 
 
  2.1.3  β-glucosidase (1,4-β-D-glucoside glucohydrolase, E.C 3.2.1.21) 
 

β-glucosidase เป็นเอนไซมย์อ่ยสลายแมนแนนท่ีตดับริเวณปลายของสาย
โพลีแซคคาไรด ์(exo type) ยอ่ยสลายปลาย nonreducing end ของโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ย เอนไซม ์β-mannanase ท่ีตาํแหน่ง 1,4-β-D-glucopyranose นอกจากน้ียงัสามารถยอ่ย side 
chain ของกาแลคโตแมนแนนและกาแลคโตกลูโคแมนแนนท่ีตาํแหน่ง α-1,6-linked D-
galactopyranosyl ดว้ย  
 

2.2  แหล่งของเอนไซม ์β-mannanase 
 

β-mannanase ผลิตโดยส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เช่น แบคทีเรีย (Tamaru et al., 1995), เช้ือ
รา (Kurakake et al., 2006), พืชและสตัว ์(McCleary, 1988) แสดงดงัตารางท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
10 

 

ตารางที ่1  แหล่งของเอนไซมแ์มนนาแนส 

 
ส่ิงมีชีวติ อ้างองิ 

1.1  แบคทีเรีย  
Acinetobacter sp. ST1-1 (Titapoka et al., 2008) 
Bacillus agaradhaerens (Bettiol and Showell, 2002) 
Bacillus sp. AM001 (Akino et al., 1989) 
Bacillus brevis (Araujo and Ward, 1990) 
Bacillus circulans K-1 (Yosida et al.,1998) 
Bacillus polymyxa (Araujo and Ward, 1990) 
Bacillus sp. JAMB-750 (Hatada et al., 2005) 
Bacillus sp. 1633 (Kauppinen et al., 2003) 
Bacillus sp. M50 (Chen et al., 2000) 
Bacillus sp. N16-5 (Ma et al., 2004) 
Bacillus stearothermophilus (Talbot and Sygusch, 1990) 
Bacillus subtilis (Mendoza et al., 1994) 
Bacillus subtilis B36 (Li et al., 2006) 
Bacillus subtilis BM9602 (Li et al., 2000) 
Bacillus subtilis SA–22 (Sun et al., 2003) 
Bacillus subtilis 168 (Helow and Khattab,1996) 
Bacteroides ovatus (Gherardini and Salyers, 1987) 
Bacteroides ruminicola (Matsushita et al., 1991) 
Caldibacillus cellulovorans (Sunna et al., 2000) 
Caldocellulosiruptor saccharolyticus (Morris et al., 1995) 
Caldocellum saccharolyticum (Bicho et al., 1991) 
Cellulomonas fimi (Stoll et al., 1999, 2000) 
Clostridium butyricum/beijerinckii (Nakajima and Matsuura, 1997) 
Clostridium cellulolyticum (Perret et al., 2004) 
Clostridium tertium (Kataoka and Tokiwa,1998) 
Clostridium thermocellum (Halstead et al., 1999) 
Dictyoglomus thermophilum (Gibbs et al., 1999) 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
 

ส่ิงมีชีวติ อ้างองิ 
Flavobacterium sp. (Zakaria et al., 1998) 
Klebsiella oxytoca CW2-3 (Titapoka et al., 2008) 
Paenibacillus curdlanolyticus (Pason and Ratanakhanokchai, 2006) 
Paenibacillus polymyxa GS01 (Cho et al., 2006) 
Pseudomonas fluorescens subsp. Cellulosa (Braithwaite et al., 1995) 
Rhodothermus marinus (Politz et al., 2000) 
Streptomyces galbus (Kansoh and Nagieb, 2004) 
Streptomyces lividans (Arcand et al., 1993) 
Thermoanaerobacterium Polysaccharolyticum (Cann et al., 1999) 
Thermomonospora fusca (Hilge et al., 1998) 
Thermotoga maritima (Parker et al., 2001) 
Thermotoga neapolitana (Duffaud et al., 1997) 
Vibrio sp. (Tamaru et al.,1997) 
  
1.2  เช้ือรา  
Agaricus bisporus (Tang et al., 2001) 
Aspergillus tamarii (Civas et al., 1984) 
Aspergillus aculeatus (Christgau et al., 1994) 
Aspergillus awamori (Setati et al., 2001) 
Aspergillus fumigatus (Puchart et al., 2004) 
Aspergillus niger (Ademark et al., 1998) 
Aspergillus oryzae NRRL (Regaldo et al., 2000) 
Aspergillus sulphureus (Chen et al., 2007) 
Aspergillus terrus (Huang et al., 2007) 
Phanerochaete chrysosporium (Wymelenberg et al., 2005) 
Piromyces sp. (Fanutti et al.,1995) 
Trichoderma reesei (Stalbrand et al., 1993,1995) 
Trichoderma harzanium strain T4 (Franco et al., 2004) 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
 

ส่ิงมีชีวติ อ้างองิ 
Sclerotium rolfsii (Sachslehner et al., 2000) 

  
1.3  พืช  
Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) seed (Filichkin et al., 2004) 
Lettuce (Lactuca safiva L.) endosperm cell wall (Dutta et al., 1997) 
Barley (Hordeum vulgare L.) (Hrmova et al., 2006) 

  
1.4  สตัว ์  
Blue mussel (Mytilus edulis) (Xu et al., 2002) 
Brown garden snail/slug (Gastropoda pulmonata) (Charrier and Rouland, 2001) 
Snail (Littorina brevicula) (Yamamura et al., 1996) 
Mud snail (Pomacea insulars) (Yamamura et al.,1993) 

 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Dhawan and Kaur (2007) 
 

Titapoka et al. (2008) ไดท้าํการแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสและขบั
ออกมานอกเซลลอ์ย่างมีประสิทธิภาพ เพื่อใชใ้นการผลิต manno-oligosaccharide ซ่ึงจดัเป็นสาร 
prebiotic พบว่าเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Klebsiella oxytoca CW2-3 และ Acinetobacter sp. ST1-1 มี
กิจกรรมเอนไซมสู์ง โดยสายพนัธ์ุ ST1-1 มีกิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดคือ 0.290 U/ml นอกจากน้ี
เอนไซมแ์มนนาเนสจากทั้ง 2 สายพนัธ์ุยงัมีกิจกรรมการเพ่ิมการเจริญของแบคทีเรีย Lactobacillus 
reuteri KUB-AC5 โดยสายพนัธ์ุ Klebsiella oxytoca CW2-3 มีกิจกรรมการเพ่ิมการเจริญของ 
Lactobacillus reuteri KUB-AC5 สูงสุดคือ 2.15 logCFU/ml และมีกิจกรรมการยบัย ั้ง Escherichia 
coli และ Salmonella Enteritidis ในขณะท่ีสายพนัธุ์ ST1-1 มีกิจกรรมการยบัย ั้ง Escherichia coli 
และ Salmonella Enteritidis ตํ่าคือ 0.46-1.78 logCFU/ml นอกจากน้ี K. oxytoca CW2-3 ยงัมีความ
เสถียรต่ออุณหภูมิในช่วงกวา้งตั้งแต่อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส ซ่ึงยงัคงพบกิจกรรมของ
เอนไซมป์ระมาณ 82% ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในขณะท่ี Acinetobacter sp. ST1-1 มีความ
เสถียรต่ออุณหภูมิตํ่า โดยค่า relative activity ลดลงอยา่งรวดเร็วเหลือเพียง 42 และ 20% ท่ีอุณหภูมิ 
30 และ 60 องศาเซลเซียสตามลาํดบั 
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3.  แบคทเีรีย Klebsiella oxytoca CW2-3 
 

อนุกรมวิธานและสณัฐานวทิยาของ Klebsiella oxytoca 
  

Klebsiella เป็นสายพนัธ์ุท่ีเก่าแก่ท่ีสุดในบรรดาสายพนัธ์ุอ่ืนในตระกูล Enterobac-
teriaceae คน้พบในปีค.ศ.1885 (Grimont et al., 1991; Ørskov, 1984) ซ่ึงมีอนุกรมวิธานดงัแสดงใน
ภาพท่ี 3 
 
Kingdom: Bacteria 

Phylum: Proteobacteria 

Class: Gamma Proteobacteria 

Order: Enterobacteriales 

Family: Enterobacteriaceae 

Genus:  Klebsiella 

Species: Klebsiella oxytoca  
 

ภาพที ่3  อนุกรมวิธานของ Klebsiella oxytoca 
 
ทีม่า: Grimont and Grimont (2005)  
 

Klebsiella oxytoca เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ไม่เคล่ือนท่ี และมีรูปแท่ง (rod-shaped) มีขนาด
ประมาณ 2 ไมครอน สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เป็นสายพนัธ์ุท่ีใกลเ้คียงกับ 
Klebsiella pneumoniae ความแตกต่างระหว่าง Klebsiella กบัสายพนัธ์ุอ่ืนท่ีใกลเ้คียงกนัเช่น E. coli 
และ Salmonella คือ เซลล์ของ Klebsiella จะมีเมือกหนาห่อหุ้มหรือผลิตสารในลกัษณะ 
extracellular polysaccharide ท่ีเรียกว่า “แคปซูล” ซ่ึงจะปกป้องเซลลจ์ากการสูญเสียความช้ืน 
(dessication) หรืออาจปกป้องเซลลจ์ากการกินโดยวิธี phagocytosis (cell eating) บางสายพนัธ์ุของ
จีนสัน้ีสามารถผลิต extracellular toxic complex ซ่ึงประกอบดว้ย  capsular polysaccharide 63%, 
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lipopolysaccharide 30% และ protein 7% เม่ือทดสอบในหนูทดลองพบว่า สารพิษน้ีเป็นอนัตราย
ร้ายแรงต่อปอดของหนู (Straus, 1987)  

 
Klebsiella หลายสายพนัธ์ุสามารถตรึงไนโตรเจนได ้เช่น เปล่ียนไนโตรเจนในอากาศให้

เป็นแอมโมเนียและกรดอะมิโน ในสายพนัธ์ุ M5al ซ่ึงคดัเลือกเม่ือตน้ปี 1950 เป็นสายพนัธ์ุท่ีไม่มี
แคปซูลห่อหุม้ จึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีเลือกเพื่อใชใ้นการศึกษาทางพนัธุศาสตร์ระดบัโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการ dinitrogen fixation และกระบวนการเมตาบอลิซึมอ่ืนๆ สายพนัธ์ุน้ีเรียกว่า 
Aerobacter และเปล่ียนช่ือในภายหลงัเป็น Klebsiella pneumoniae แต่เม่ือมีการจดัประเภทใหม่ (re-
classification) จึงเปล่ียนช่ือเป็น Klebsiella oxytoca เน่ืองจากมีกระบวนการทางชีวเคมีท่ีต่างจาก K. 
pneumoniae  
  

Klebsiella เป็นแบคทีเรียก่อโรคฉวยโอกาสท่ีพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติทั้งในดินและในนํ้ า 
สถานท่ีท่ีพบเช้ือกลุ่มน้ีอาจแบ่งไดเ้ป็น 2 แหล่งคือ Klebsiella ท่ีพบในธรรมชาติ (non-clinical 
habitat) เช่น บริเวณผิวนํ้ า ดิน ส่ิงปฏิกูล ในลาํไส้คนและสัตว์ นํ้ าด่ืมและต้นไม้ เป็นต้น และ 
Klebsiella ท่ีพบในโรงพยาบาล (clinical habitat) ซ่ึงเป็นแหล่งของการติดเช้ือ Klebsiella ท่ีสาํคญั
โดยเฉพาะผูป่้วยหนกัในแผนก ICU (Lin et al., 1997) บริเวณท่ีพบการติดเช้ือ Klebsiella คือ 
ทางเดินปัสสาวะ, บริเวณส่วนล่างของระบบทางเดินหายใจ, ระบบนํ้าดี, และบริเวณแผลผา่ตดั โรค
ท่ีเกิดจากการติดเช้ือกลุ่มน้ีไดแ้ก่ การอกัเสบของเน้ือเยือ่บุโพรงหวัใจ (endocarditis), โรคนิวโมเนีย 
(pneumonia) ทาํให้เน้ือเยื่อปอดเป่ือย เกิดการอกัเสบ และมีเลือดออก, เกิดการติดเช้ือในทางเดิน
ปัสสาวะ, เกิดสภาวะท่ีติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด (bacteremia), เกิดการอกัเสบของหลอด
เลือดดาํ (throm-bophlebitis), โรคน่ิวในถุงนํ้าดี (cholecystitis), ทอ้งร่วง (diarrhea), เกิดการติดเช้ือท่ี
ระบบทางเดินหายใจส่วนบน (upper respiratory tract infection), หูส่วนกลางอกัเสบ 
(osteomyelitis) และเยื่อหุ้มสมองอกัเสบ (meningitis) (Bagley, 1985) นอกจากน้ีการติดเช้ือ 
Klebsiella ยงัเพิ่มสูงข้ึนในโรงพยาบาลเน่ืองจากเป็นสายพนัธ์ุท่ีสามารถด้ือยาปฏิชีวนะไดห้ลาย
ชนิด เน่ืองจากการวิวฒันาการของ K. pneumonia และ K. oxytoca ท่ีสามารถผลิตเอนไซม ์β-
lactamase มาทาํลายยาปฏิชีวนะได ้ทาํใหส้ามารถตา้นทานยาปฏิชีวนะกลุ่ม extended-spectrum β-
lactam ซ่ึงไดแ้ก่ penicillin, cephalosporins, monobactams และ carbapenems ได ้ทาํใหก้ารเลือกใช้
ยาในการรักษาผูป่้วยท่ีติดเช้ือแบคทีเรียกลุ่มน้ีเป็นไปไดย้ากข้ึน (Lin et al., 1997)  
 
 Dien et al. (2003) รายงานว่ามีการใช ้K. oxytoca ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลท่ีใช้
เป็นนํ้ามนัเช้ือเพลิง (ethanol fuel) ได ้
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4.  การโคลนและการแสดงออกของยนีแมนนาเนส 
 
 การโคลนยีน หมายถึง การแยกยีนใดยีนหน่ึงท่ีสนใจ นาํมาเพิ่มปริมาณให้ไดม้ากเท่าท่ี
ตอ้งการเพื่อใชใ้นการศึกษา เช่น ศึกษาการควบคุมการแสดงออก หนา้ท่ี และความสาํคญัของยนีนั้น
ในเซลล ์โดยอาจจะถ่ายฝากยีนดงักล่าวลงในส่ิงมีชีวิตอ่ืนเพื่อผลิตสารหรือให้แสดงออกลกัษณะ
บางประการ 
 
 การโคลนยีนเป็นเทคนิคท่ีมีการพฒันาและก้าวหน้าอย่างมาก ท่ีจะช่วยเพิ่มความเขา้ใจ
เก่ียวกบัโครงสร้างและหนา้ท่ีของยีนท่ีสนใจ และเป็นเทคนิคท่ีช่วยในการควบคุมยีน ในปัจจุบนั
พบว่ามากกว่า 50% ของเอนไซม์สําคญั ท่ีใชใ้นอุตสาหกรรมมาจากจุลินทร์ท่ีผ่านการทาํพนัธุ
วิศวกรรมทั้งส้ิน (Dhawan and Kaur, 2007) โดยการใชเ้ทคนิค recombinant DNA ทาํใหส้ามารถ
สร้างจุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีผลิตเอนไซมท่ี์ตอ้งการไดใ้นปริมาณมากและมีค่าใชจ่้ายตํ่าได ้ 
 
 การศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนแมนนาเนสจึงเป็นขั้นตอนท่ีสําคญัในการ
สร้างจุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแ์มนนาเนส ส่ิงท่ีควรพิจารณาก่อนการ
ทาํการโคลนยีนและการศึกษาการแสดงออกของยีนคือ ระบบของเซลล์เจา้บา้นและเวกเตอร์ท่ี
เหมาะสม 
 

4.1  เซลลเ์จา้บา้น (host strain) 
 

ระบบของเซลลเ์จา้บา้นท่ีใชใ้นการศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนมีหลาย
ระบบ พบว่าระบบท่ีใชใ้นการศึกษาเก่ียวกบัเอนไซมแ์มนนาเนส ไดแ้ก่ Escherichia coli, Bacillus 
subtilis และ Pichia pastoris  

 
4.1.1  Escherichia coli 

 
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ เป็นสายพนัธ์ุท่ีนิยมใชอ้ยา่งแพร่หลายในการโคลนยีน

และการผลิตโปรตีน เน่ืองจาก E. coli มีการเจริญเร็ว มีระบบไม่ซบัซอ้น และมีการศึกษาและเขา้ใจ
เก่ียวกบัสมบติัของยนีจากเช้ือ E .coli ทาํใหง่้ายต่อการควบคุมระบบการแสดงออก และมีเวกเตอร์
ใหเ้ลือกใชห้ลากหลาย แต่ขอ้เสียของ E. coli คือ เกิด inclusion body ของโปรตีนภายในเซลลเ์ม่ือมี
การเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนในปริมาณมาก ทาํให้โปรตีนท่ีผลิตไดไ้ม่สามารถทาํงานไดต้ามปกติ 
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และไม่มี post-translational modification นอกจากน้ียงัมี lipopolysaccharide (LPS) ซ่ึงถือว่าเป็น 
endotoxins ท่ีเป็นอนัตรายต่อคนและสัตว ์จาํเป็นตอ้งกาํจดัออกก่อนนาํโปรตีนมาใชโ้ดยเฉพาะใน
อุตสาหกรรมผลิตยา (Terpe, 2006; Dale, 1995) 
 

4.1.2  Pichia pastoris 
 

ยีสต์เป็นยูคาริโอตท่ีมีการนาํมาใชม้ากในการผลิตโปรตีน เน่ืองจากสามารถ
เพาะเล้ียงใหมี้ความเขม้ขน้เซลลสู์ง (high cell density) มีการขบัโปรตีนออกนอกเซลล ์เวกเตอร์มี 
promoter ท่ีไดจ้ากยนี alcohol oxidase I (AOXI) ท่ีสามารถควบคุมการผลิตโปรตีนไดเ้ป็นอยา่งดี มี
ระบบ post-translational modification เช่น glycosylation คลา้ยในเซลลย์คูาริโอตชั้นสูง พลาสมิดมี
ความเสถียรสูงเน่ืองจาก integrate เขา้สู่จีโนมของยสีต ์และโปรตีนท่ีเป็น inclusion body เม่ือใช้
ระบบการแสดงออกของยีนในแบคทีเรีย สามารถผลิตและทาํงานไดดี้ในระบบการแสดงออกของ 
Pichia pastoris นอกจากน้ียงัเป็นระบบท่ีง่ายต่อการจดัการ รวดเร็ว และค่าใชจ่้ายไม่สูงเม่ือเทียบกบั
ระบบการแสดงออกของยคูาริโอตอ่ืน เช่น insect cell/baculovirus และ mammalian tissue culture 
systems แต่มีขอ้เสียคือ เมทานอล ท่ีใชใ้นการเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนในยีสตภ์ายใตก้ารควบคุม
ของ AOXI promoter เป็นสารไวไฟท่ีมีอนัตราย อาจไม่เหมาะท่ีจะนาํระบบน้ีมาใชก้บัอุตสาหกรรม
อาหาร (Cereghino and Cregg, 1999; Macauley-Patrick et al., 2005) 

 
4.1.3  Bacillus subtilis 

 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีสามารถนาํมาใชใ้นการโคลนยีนได ้มีขอ้ดีคือ ไม่มี 

LPS ท่ีเป็น endotoxins มีการดดัแปลงพนัธุกรรมใหผ้ลิตเอนไซมโ์ปรติเอสนอ้ยลง (Terpe, 2006) 
สามารถผลิตโปรตีนและส่งออกนอกเซลลไ์ด ้แต่ไดผ้ลผลิตตํ่าและพลาสมิดไม่เสถียร (Li et al., 
2004)  
 
 4.2  เวกเตอร์ (Vector) 
 

4.2.1  พลาสมิด (plasmid) 
 

เป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่นอกโครโมโซม มีโครงสร้างเป็นวงแหวนเกลียวคู่ มีขนาด
ตั้งแต่ 1 กิโลเบสจนถึงมากกว่า 200 กิโลเบส ในการโคลนยนีนิยมใชพ้ลาสมิดท่ีมีขนาดเลก็เพ่ือให้
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การนาํพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและมีความเสถียร พลาสมิดตอ้งมี 
marker gene ท่ีใชใ้นการตรวจสอบเซลลลู์กผสมเช่น ยีนท่ีควบคุมการสร้างสารท่ีตา้นทานยา
ปฏิชีวนะจาํพวก ampicillin หรือ kanamycins หรือ tetracyclines เป็นตน้ และมีตาํแหน่งท่ีตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะชนิดใดชนิดหน่ึงเพียง 1 ตาํแหน่ง (unique site) พลาสมิดเวกเตอร์สามารถ
เช่ือมต่อกบัดีเอน็เอท่ีมีขนาดมากถึง 15 กิโลเบสได ้เช่น pUC เป็นพลาสมิดท่ีใชใ้นการโคลนยนีท่ีมี
ขนาดประมาณ 10-15 กิโลเบสได ้(Robertson et al., 1997) การเช่ือมต่อกบัช้ินดีเอน็เอท่ีมีขนาด
ใหญ่มาก จะทาํใหส่้งถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นดว้ยวิธี transformation เป็นไปได้
ยาก และความเสถียรของพลาสมิดลดลง (สุรินทร์, 2548; Sambrook and Russell, 2001)   
 

4.2.2  คอสมิด (cosmid) 
 

คอสมิดเป็นเวกเตอร์ลูกผสมระหว่างฝาจและพลาสมิดของแบคทีเรีย คือมีส่วน
ของดีเอน็เอท่ีเป็นจุดเร่ิมตน้ของการจาํลองตวัในแบคทีเรีย มี marker ท่ีใชใ้นการคดัเลือกโคลนและ
มี cohesive end site (cos site) ของแลมบด์าฝาจเพื่อช่วยใหส้ามารถบรรจุดีเอน็เอลงในโปรตีน
ห่อหุม้ของแลมบด์าฝาจได ้เช่น คอสมิดเวกเตอร์ pJB8 ท่ีสามารถโคลนยนีท่ีมีขนาด 32-46 กิโลเบส
ได ้ขนาดของเวกเตอร์เม่ือรวมกบัช้ินดีเอ็นเอแลว้ควรอยู่ในช่วง 28-48 กิโลเบส (Preston, 2003) 
คอสมิดเวกเตอร์มกัใชใ้นการทาํธนาคารยนี โดยใชว้ิธี transduction ในการนาํพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่
เซลลเ์จา้บา้น E. coli เม่ือดีเอน็เอของคอสมิดเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นแลว้ จะไม่สามารถสร้างอนุภาคฝาจ
ได ้แต่จะจาํลองโมเลกุลของดีเอ็นเอและคดัเลือกโคลนโดยใช ้marker แบบเดียวกบัพลาสมิด 
(สุรินทร์, 2548) 
 

4.2.3  แลมบด์าฝาจ (λ phage) 
 

ฝาจ (phage) เป็นไวรัสท่ีสามารถบุกรุกแบคทีเรียได ้มีโครงสร้าง 2 แบบคือ 
แบบท่ีมีโครงสร้างหัวและหาง (head-and-tail phage) เช่น λ phage และแบบท่ีมีโครงสร้างเส้น 
(filamentous phage) เช่น ฝาจ M13 การใช ้λ phage เป็นเวกเตอร์ในการโคลนยนี ท่ีส่วนหวัของฝาจ
เป็นตาํแหน่งท่ีบรรจุดีเอ็นเอท่ีตอ้งการโคลน และฝาจจะมีวงจรชีวิตแบบไลติก (lytic cycle) คือ
โครโมโซมของฝาจหรือดีเอ็นเอท่ีตอ้งการโคลนจะถูกฉีดเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น ยีนต่างๆ จะเกิดการ
แสดงออกภายในเซลลข์องแบคทีเรีย ทาํให้เกิดการจาํลองดีเอ็นเอของฝาจและมีการสร้างโปรตีน
ห่อหุ้ม ประกอบเป็นอนุภาคฝาจใหม่และถูกปลดปล่อยออกนอกเซลลเ์ม่ือเซลลแ์บคทีเรียแตก การ
ใช ้λ phage เป็นเวกเตอร์แบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ 1) insertion λ vector เช่น λ ZAP II ซ่ึงช้ินดีเอน็เอจะ
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ถูกโคลนในทาํนองเดียวกนักบัพลาสมิด โดยปกติจะใชก้บัดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 5-11 กิโลเบส 2) 
replacement λ vector เช่น λ EMBL4 มีการใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะตดัตาํแหน่ง non-essential DNA 
ออกแลว้แทนท่ีดว้ยดีเอน็เอท่ีตอ้งการโคลน เวกเตอร์กลุ่มน้ีสามารถโคลนยีนท่ีมีขนาด 8-24 กิโล
เบส λ phage เขา้สู่เซลล์เจา้บา้นดว้ยวิธี transduction ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพมากกว่า 
transformation ประมาณ 100 เท่า และตรวจสอบโคลนท่ีมีช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการจาก plaque (กิตติ
พฒัน์, 2552; Casali and Preston, 2003 และสุรินทร์, 2548) 
 

4.2.4  เวกเตอร์สาํหรับการแสดงออกของยนี (expression vector) 
 

เวกเตอร์ท่ีใชใ้นการแสดงออกของยีนเป็นเวกเตอร์ท่ีประกอบดว้ยจุดเร่ิมตน้
ของการจาํลองตวั (origin of replication) ยนี marker ท่ีควบคุมการตา้นทานยาปฏิชีวนะสาํหรับการ
คดัเลือกโคลนและ multiple cloning site คลา้ยกบัเวกเตอร์ทัว่ไป และยงัมีส่วนประกอบของ strong 
promoter ท่ีใชใ้นการควบคุมการแปรรหัส (ทรานสคริพชัน่) เช่น T7 promoter, tac promoter 
(promoter ท่ีผสมระหว่างตาํแหน่ง -35 ของ trp promoter กบัตาํแหน่ง -10 ของ lacUV5 promoter) 
หรือ trp promoter เป็นตน้ มีตาํแหน่งของ ribosome binding site และ start codon ท่ีมีระยะห่างท่ี
เหมาะ รวมถึง transcription termination signal ท่ีอยูท่างดา้นปลายของช้ินดีเอน็เอท่ีเช่ือมต่อดว้ย 
(Rodriguez and Denhardt, 1988) นอกจากน้ียงัมีส่วนของ protein tag เช่นฮีสทิดีน ท่ีจะเช่ือมต่อกบั
โปรตีนท่ีสนใจ เพื่อช่วยในการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิอีกดว้ย 
 
 เซลลเ์จา้บา้นและเวกเตอร์ท่ีใชก้ารโคลนและการแสดงออกของยนีแมนนาเนส แสดงดงั
ตารางท่ี 2 และ 3 ตามลาํดบั 
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ตารางที ่2  เซลลเ์จา้บา้นและเวกเตอร์ที่ใชใ้นการโคลนยนีแมนนาเนส 

 
เซลลเ์จา้บา้น เวกเตอร์ แหล่งของยนี ขนาด อา้งอิง 

E. coli HB101 pUC18 Alkaliphilic Bacillus sp. JAMB-602 50 kDa Takeda et al. (2004) 
E. coli HB101 pUC18 Alkaliphilic Bacillus sp. JAMB-750 997 aa Hatada et al. (2005) 
E. coli DH5 pUC18 Bacillus stearothermophilus 76 kDa Ethier et al. (1998) 
E. coli DH5 pGEM-T easy Clostridium cellulolyticum 45 kDa Perret et al. (2004) 
E. coli XL-1 Blue pBR322 Clostridium thermocellum 67.04 kDa Kurokawa et al. (2001) 
E. coli Trans1-T1 pMD18-T Sphingomonas sp. 43.7 kDa Zhou et al. (2012) 
E. coli DH10B pUC19 Pantoea agglomerans A021 38.5 kDa Wang et al. (2010) 
E coli DH5 pUC18 Erwinia carotovora CXJZ95-198 42 kDa Zhang et al. (2007) 
E. coli JM101 pJLA602 Caldibacillus cellulovorans 4567 bp Sunna et al. (2000) 
E. coli DH5 Cosmid pLARF-5 Bacillus subtilis Z-2 38 kDa Zhang et al. (2006) 
E. coli DH5 Cosmid pCC1FOS Paenibacillus polymyxa GS01 1352 aa Cho et al. (2006) 
E. coli DH5 λEMBL3 Rhodothermus marinus 113 kDa Politz et al. (2000) 
E. coli XLOLR λZAPII Cellulomonas fimi 951 aa Stoll et al. (1999) 
E. coli XL-1 Blue λZAPII Clostridium cellulovorans 47.15 kDa Tamaru and Doi (2000) 
E. coli XL-1 Blue λZAPII Pseudomonas fluorescens subspecies cellulosa 46.9 kDa Braithwaite et al. (1995) 
E. coli XL-1 Blue λZAP Express Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum 119.6 kDa Cann et al. (1999) 
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ตารางที ่3  เซลลเ์จา้บา้นและเวกเตอร์ที่ใชใ้นการแสดงออกของยนีแมนนาเนส 

 
เซลลเ์จา้บา้น เวกเตอร์ แหล่งของยนี ขนาด โปรตีน ผลผลิตที่ได ้ อา้งอิง 

1. Escherichia coli   
E. coli BL21 (DE3) pH6EX3 Bacillus stearothermophilus 76 kDa ManF 25mg /L Ethier et al.(1998) 
E. coli BL21 (DE3) pET-27b 

pET-28a 
Cellulomonas fimi 100 kDa 

95 kDa 
Man26A 
Man2A 

70 mg /L 
300 mg/L 

Stoll et al. (1999) 

E. coli M15 (pREP4) pQE-30T Clostridium thermocellum 67.04kDa Man26B - Kurokawa et al. (2001) 
E. coli TOP10 pFlag-CTS Bacillus licheniformis DSM13 41 kDa ManB 50,000 U/L Songsiriritthigul et al. 

(2010) 
E. coli Rosetta-gami (DE3) pET32a Bacillus subtilis Bs5 55 kDa BsMan 1,231.41 U/ml Huang et al. (2012) 
E. coli BL21 (DE3) pGEX-6P-1 Paenibacillus sp. BME-14 53 kDa Man26B 145.90 U/mg Fu et al. (2010) 
E. coli BL21 pET-22b(+) B. circulans CGMCC 1416 31 kDa manB48 481.55 U/mg Li et al. (2008) 
E. coli BL21 (DE3) pET21b(+) Erwinia carotovora CXJZ95-198 42 kDa ManA เพิ่มขึ้น 9 เท่า Zhang et al. (2007) 
E. coli BL21 (DE3) pET24b(+) Thermophilic Bacillus subtilis 38 kDa ManA 3,169 U/mg Summpunn et al. (2011) 
E. coli BL21 (DE3) pGEX-6P-1 Pantoea agglomerans A021 38.5 kDa Man26P 514 U/mg Wang et al. (2010) 
2. Bacillus subtilis 
B. subtilis ISW1214 pHSP64 Bacillus sp. JAMB-602 50 kDa Amn5A 287 U/mg Takeda et al. (2004) 
B. subtilis ISW1214 pHY300PLK Bacillus sp. JAMB-750 997 aa Man26A 36.3 U/mg Hatada et al. (2005) 
B. megaterium UNcat pXb Thermophilic Bacillus subtilis 38 kDa ManA 359 U/ml Summpunn et al. (2011) 
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ตารางที ่3  (ต่อ) 
 

เซลลเ์จา้บา้น เวกเตอร์ แหล่งของยนี ขนาด โปรตีน ผลผลิตที่ได ้ อา้งอิง 
3. Pichia pastoris   
P. pastoris GS115 pPICZαA 

pGAPZαA 
pPIC9 

Bacillus sp. N16-5 50 kDa ManA 23.7 U/ml 
5.6 U/ml 

32.2 IU/ml 

He et al. (2008) 

P. pastoris GS115 pPIC9K Bacillus subtilis 40 kDa Man 263.0 IU/ml, yielding 1.8 g/L Yu et al. (2008) 
P. pastoris GS115 pPICZαA Bacillus subtilis G1 41 kDa ManA 2,718 U/mg Vu et al. (2012) 
P. pastoris X-33 pPICZαA B. subtilis MAFIC-S11 37.8 kDa mannS 3,706 U/mg Lv et al. (2013) 
P. pastoris X-33 pGAPZαA Bacillus subtilis MA139 38 kDa Man 230 U/ml Qiao et al. (2010) 
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4.3  การนาํดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น 
 

การนาํดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นสามารถทาํไดห้ลายวิธี ข้ึนกบัชนิดของเวกเตอร์ 
 
4.3.1  Transformation 

  
เป็นการนาํพลาสมิดดีเอน็เอเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นโดยตรง ทาํโดยเตรียมเซลลเ์จา้บา้น 

E. coli ใหอ้ยูใ่นสภาพ ท่ีพร้อมรับดีเอน็เอภายนอก (competent cell) โดยการใชส้ารบางชนิดเช่น 
CaCl2 หรือ dimethyl sulfoxide (DMSO) เป็นตน้ นาํเซลลท่ี์อยู่ในสภาพพร้อมรับใส่รวมกบัพ
ลาสมิดดีเอน็เอ บ่มท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส พลาสมิดดีเอน็เอจะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นท่ี
ทนต่อเอนไซม ์DNase ท่ีผนงัเซลลข์อง E. coli เม่ือเปล่ียนแปลงอุณหภูมิอยา่งรวดเร็ว โดยแช่ในอ่าง
นํ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที สารประกอบเชิงซอ้นของดีเอน็เอจะแทรก
เขา้สู่เซลลได ้เรียกวิธีการน้ีว่า “heat shock” อีกวิธีหน่ึงท่ีใชใ้นการนาํพลาสมิดดีเอน็เอเขา้สู่เซลลเ์จา้
บา้นโดยตรงคือ Electroporation เป็นการใชก้ระแสไฟฟ้าทาํใหเ้กิดรูร่ัวท่ีผนงัเซลลเ์พื่อใหดี้เอน็เอมี
โอกาสเขา้สู่เซลล์ได้ ต้องใช้กระแสไฟฟ้าและเวลาท่ีพอเหมาะ ถ้าใช้กระแสไฟฟ้าสูงหรือใช้
เวลานานเกินไป เซลล ์E. coli จะตาย (สุรินทร์, 2548) 
 

4.3.2  Conjugation 
 

เป็นการถ่ายโอนยีนระหว่างเซลลห์น่ึงสู่อีกเซลลห์น่ึงโดยตรง วิธีน้ีมกัเกิดข้ึนง่าย
กบัแบคทีเรียแกรมลบ เช่น E. coli, Vibrio และ Pseudomonas เป็นตน้ และแบคทีเรียในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae สายพนัธ์ุใกลเ้คียงกนั ทาํโดยผสมแบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุท่ีตอ้งการใหมี้การถ่าย
โอนดีเอน็เอเขา้ดว้ยกนั หลงัจากบ่มเป็นเวลาหน่ึงเพื่อใหเ้กิดกระบวนการ conjugation นาํแบคทีเรีย
มา spread อาหารคดัเลือกท่ีมียนี marker ในการคดัเลือกเซลลลู์กผสม (Dale, 1995) 
 

4.3.3  Tranduction 
  

เป็นวิธีการถ่ายเวกเตอร์ท่ีมีส่วนของฝาจ คือ λ phage และคอสมิด เน่ืองจากเป็น
เวกเตอร์ท่ีมีขนาดใหญ่จึงใชว้ิธีถ่ายโอนดีเอน็เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นโดยตรงไม่ได ้จึงใชว้ิธีบรรจุดีเอน็เอ
ท่ีตอ้งการโคลนลงในโปรตีนห่อหุ้มของฝาจก่อนเพื่อสร้างอนุภาคฝาจ แลว้นาํเขา้เซลลเ์จา้บา้นโดย
การบุกรุกเขา้เซลล ์วิธีน้ีเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงกวา่ transformation (สุรินทร์, 2548) 
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Ethier et al. (1998) ศึกษาเอนไซม ์β-mannanase (ยนี ManF) ท่ีเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงจาก 
Bacillus stearothermophilus โดยการทาํธนาคารยีน ใชจี้โนมิกดีเอน็เอท่ีตดัแบบไม่สมบูรณ์ดว้ย
เอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI ขนาด 2-10 กิโลเบส เช่ือมต่อกบัเวกเตอร์ pUC18 และถ่ายโอนเขา้สู่เซลล์
เจา้บา้น E. coli DH5αMCR ดว้ยวิธี transformation ไดเ้ซลลลู์กผสมทั้งหมดประมาณ 10,000 
โคโลนี พบเซลลลู์กผสมท่ีมีกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนส 8 โคลน ซ่ึงพบกิจกรรมเอนไซมแ์มน
นาเนสท่ีส่วน periplasm ประมาณ 75% ของกิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด ยนีแมนนาเนสท่ีไดมี้ขนาด 
2,085 คู่เบส (ประมาณ 76 กิโลดาลตนั) พบ signal peptide 32 กรดอะมิโน แมนนาเนส จาก 
Bacillus stearothermophilus จดัอยูใ่นกลุ่ม glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 5 ซ่ึงพบกรดอะมิโนอนุรักษ ์
(conserved amino acid residues) 7 กรดอะมิโนคือ Arg-96, His-182, Asn-227, Glu-228, His-306, 
Tyr-308, และ Glu-345 โปรตีน ManF ท่ีแสดงออกในพลาสมิต pH6EX3 และเซลลเ์จา้บา้น E. coli 
BL21 มีค่า kinetic parameter Vmax และ Km เป็น 384 ยนิูตต่อมิลลิกรัม และ 2.4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามลาํดบั   
 
 Stoll et al. (1999) ศึกษาเอนไซม ์β-mannanase (Man26A) ขนาดประมาณ 100 กิโลดาลตนั 
และ β-mannosidase (Man2A) ขนาดประมาณ 95 กิโลดาลตนั จาก Cellulomonas fimi โดยใชฟ้าจ 
λZAPII ในการทาํธนาคารยนีทั้ง Man26A และ Man2A ถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นดว้ยวิธี 
tranduction ใน E. coli XLOLR ในการผลิตเอนไซม ์β-mannanase (Man26A) ใชเ้วกเตอร์ pET27b 
ซ่ึงมีส่วนของ fusion protein H6 tag ท่ีตาํแหน่งปลาย C และแสดงออกใน E. coli BL21(DE3) 
พบวา่หลงัการทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิดว้ย His-Bind metal chelating affinity column ไดผ้ลผลิต
เอนไซมป์ระมาณ 70 มิลลิกรัมต่อลิตร ไดเ้อนไซมจ์ากในนํ้าเล้ียงเช้ือ 10 มิลลิกรัมและ cell extract 
60 มิลลิกรัม ในการผลิตเอนไซม ์β-mannosidase (Man2A) ใชเ้วกเตอร์ pET28a(+) ซ่ึงมีส่วนของ 
fusion protein H6 tag ท่ีตาํแหน่งปลาย C เช่นเดียวกบัเวกเตอร์ pET27b และแสดงออกใน E. coli 
BL21(DE3) พบวา่ cell extract จาก E. coli BL21(DE3) ท่ีมีพลาสมิด pET28Man ใหผ้ลผลิต
เอนไซมม์ากถึง 300 มิลลิกรัมต่อ cell culture 1 ลิตร โปรตีนมีความบริสุทธ์ิมากกวา่ 95% หลงัการ
ทาํใหบ้ริสุทธ์ิและวเิคราะห์ดว้ย SDS-PAGE 
 
 Ma et al. (2004) ศึกษาการแสดงออกของยีน alkaline β-mannanase จาก alkaliphilic 
Bacillus sp. N16-5 โดยใช ้E. coli DH5 เป็นเซลลเ์จา้บา้นและเวกเตอร์ pUC19 สาํหรับการโคลน
ยนี ซ่ึงหลงัจากการผลิตและทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนดว้ย ammonium sulfate และ
ผา่น column chromatrography 3 ขั้นตอนพบว่าไดผ้ลผลิตของเอนไซมแ์มนนาเนส เพียง 8.8%  He 
et al. (2008) ไดท้าํการศึกษาต่อเน่ืองเก่ียวกบัการแสดงออกของยนี alkaline β-mannanase จาก 
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alkaliphilic Bacillus sp. N16-5 แบบ heterologous expression ใน Pichia pastoris GS115 โดยใช้
โปรโมเตอร์ AOX1 promoter ร่วมกบั GAP promoter  เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีในเวกเตอร์ 
pPICZA (มีเฉพาะ AOXI promoter), pGAPZA (มีเฉพาะ GAP promoter) และ pPIC9 (มีทั้ง 
AOXI และ GAP promoter) พบว่า alkaliphilic Bacillus sp. N16-5 สามารถแสดงออกใน P. pastoris 
ได ้และการใชโ้ปรโมเตอร์ AOX1 และ GAP ร่วมกนัสามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตเอนไซมแ์มน
นาเนสได ้โดยเอนไซมมี์กิจกรรมสูงสุดท่ี 32.21 IU ต่อมิลลิกรัมท่ีความเขม้ขน้ของโปรตีน 82 
มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 Takeda et al. (2004) ศึกษาเอนไซมอ์ลัคาไลดแ์มนนาเนส (amn5A) จาก alkaliphilic 
Bacillus sp. JAMB-602 ท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน โดยการโคลนยนีในพลาสมิด pUC18 ถ่ายโอนดีเอน็เอ
โดยใชว้ิธี short gun เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli HB101 จากการโคลนยนีแมนนาเนสในเวกเตอร์ 
pHSP64 ซ่ึงเป็น E. coli - B. subtilis shuttle vector และถ่ายโอนดีเอน็เอเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น Bacillus 
subtilis ISW1214 สาํหรับการศึกษาการแสดงออกของยีนแมนนาเนส หลงัการผลิตและทาํให้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิพบว่า B. subtilis ISW1214 ท่ีมีดีเอน็เอลูกผสม สามารถผลิตและขบัเอนไซม์
ออกมานอกเซลลไ์ด ้เอนไซมแ์มนนาเนสมีขนาดประมาณ 50 กิโลดาลตนัจดัอยูใ่นกลุ่ม glycosyl 
hydrolase แฟมิล่ี 5 และไดผ้ลผลิตสุดทา้ยของเอนไซมห์ลงัผา่นคอลมัน์ DEAE-Toyopearl ประมาณ 
33%  ของนํ้าเล้ียงเช้ือทั้งหมด ท่ีมีกิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะสูงถึง 287 ยนิูตต่อมิลลิกรัม 
 
 Hatada et al. (2005) ศึกษาเอนไซมแ์มนนาเนส (high-alkaline mannanase) จาก 
alkaliphilic Bacillus sp. JAMB-750 โดยการโคลนยนีแมนนาเนสในพลาสมิด pUC18 และถ่ายโอน
เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli HB101 ผลการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์พบว่าแมนนาเนสจาก 
Bacillus sp. JAMB-750 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 26 มีขนาด 2,994 คู่เบส (997 
กรดอะมิโน)โคลนยีนแมนนาเนสในเวกเตอร์ pHY300PLK เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน และ
ถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น Bcillus subtilis IS1214 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีดดัแปลงพนัธุกรรมใหมี้การ
ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสน้อยลง พบยีนแมนนาเนสขบัออกมานอกเซลล ์หลงัจากทาํเอนไซมใ์ห้
บริสุทธ์ิ พบว่าไดผ้ลผลิตสุดทา้ยเป็น 14.2% หลงัการทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ และมีกิจกรรมเอนไซม์
จาํเพาะ 36.3 ยนิูตต่อมิลลิกรัม 
 
 Zhang et al. (2006) ศึกษาเอนไซม ์β-mannanase จาก Bacillus subtilis Z-2 โดยการทาํ
ธนาคารยีน เช่ือมต่อจีโนมิกดีเอน็เอท่ีตดัแบบไม่สมบูรณ์ดว้ยเอนไซม ์Sau3AI ขนาด 15-30 กิโล
เบสเขา้กบัคอสมิดเวกเตอร์ pLARF-5 และถ่ายโอนเขา้เซลลเ์จา้บา้น E.coli DH5 ดว้ยวิธี 
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transduction ไดเ้ซลลลู์กผสมทั้งหมด 2,500 โคโลนี พบเซลลลู์กผสมท่ีมีกิจกรรมเอนไซมแ์มน
นาเนส 2 โคโลนี เอนไซมแ์มนนาเนสจาก Bacillus subtilis Z-2 มีขนาด 38 กิโลดาลตนั ถูกจดัอยูใ่น
กลุ่ม glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 26 ในการศึกษาการแสดงออกของยีน มีการแบ่งการทดลอง
ออกเป็น 2 แบบคือ (1) เปรียบเทียบการผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสในสภาวะมีและไม่มี signal 
peptide โดยโคลนในเวกเตอร์ pET22b(+) และถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli BL21(DE3) 
พบว่าเซลเ์จา้บา้นท่ีมีพลาสมิดท่ีเช่ือมต่อกบั mature mannanase gene มีการผลิตเอนไซมท่ี์ดีกว่า 
โดยพบกิจกรรมเอนไซม์สูงข้ึน 1.8 เท่าในลกัษณะ extracellular และ 1.5 เท่าในลกัษณะ 
intracellular หลงัการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตเอนไซมด์ว้ย IPTG เป็นเวลา 4 ชัว่โมง (2) เปรียบเทียบการ
ผลิตเอนไซมเ์ม่ือมีการเปล่ียนแปลง SD sequence และ codon เร่ิมตน้ โดยโคลนยนีแมนนาเนสใน
เวกเตอร์ pRK415 และถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E.coli DH5 ไดเ้ป็น พลาสมิด pMAN-TTG (มี 
SD และ codon เร่ิมตน้ของ wild type คือ GGGGAG และ TTG), pMAN-NA (เปล่ียน SD และ 
codon เร่ิมตน้เป็น คือ AAGGAG และ ATG) และ pMAN-BE (เปล่ียน SD และ codon เร่ิมตน้เป็น 
คือ AAGGAG และ ATG เพิ่ม pelB signal peptide จากพลาสมิด pET22b(+)) พบว่า เซลลเ์จา้บา้นท่ี
มีพลาสมิด pMAN-TTG มีการผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสนอ้ยท่ีสุด และเซลลเ์จา้บา้นท่ีมีพลาสมิด 
pMAN-NA และ pMAN-BE มีการผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสเพิ่มข้ึน 5 เท่าและ 6.2 เท่า ตามลาํดบั 
 
 Yu et al. (2008) ศึกษาการแสดงออกของยนีแบบ heterologous expression ของยนีแมน
นาเนสจาก Bacillus subtilis ใน Pichia pastoris GS115 โดยใช ้E. coli DH5 ในการเพิ่มจาํนวน
เวกเตอร์และศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใช ้Pichia expression vector pPIC9K พบว่าเซลล์
ลูกผสมสามารถขบัเอนไซมอ์อกมานอกเซลลไ์ด ้โดยมีกิจกรรมของเอนไซมถึ์ง 263.0 IU ต่อ
มิลลิลิตร ในการเล้ียงในฟลาสก ์หลงัการเหน่ียวนาํดว้ยเมทานอลพบเอนไซมแ์มนนาเนสท่ีถูกขบั
ออกมานอกเซลลป์ระมาณ 90% ของโปรตีนในนํ้ าเล้ียงเช้ือทั้งหมดและไดผ้ลผลิตของเอนไซมถึ์ง
ประมาณ 1.8 กรัมต่อลิตร 
 
 Yamabhai et al. (2008) ไดศึ้กษาการขบัโปรตีนออกนอกเซลล ์ โดยทาํการศึกษาเอนไซม์
แอลฟ่าอะไมเลส ไคติเนส และแมนนาเนส จาก Bacillus ดว้ยระบบการแสดงออกของยนีใน E. coli 
โดยเปรียบเทียบการใช ้native signal peptide จาก Bacillus และ E. coli signal peptide (OmpA) ใน
การขบัโปรตีนออกมานอกเซลลด์ว้ย native signal peptide จาก Bacillus จะใช ้expression vector 
pET21d(+) แสดงออกใน E. coli BL21(DE3) ภายใตก้ารควบคุมของ T7 promoter และในการขบั
โปรตีนออกมานอกเซลลด์ว้ย E. coli signal peptide (OmpA)  จะใชเ้วกเตอร์ pFLAG-CTS 
แสดงออกใน E. coli TOP10 ภายใตก้ารควบคุมของ tac promoter พบว่าเอนไซมท์ั้งทีมี native 
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signal peptide และ OmpA สามารถขบัออกนอกเซลลไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเม่ือสังเกตจากวงใส
บนเพลท แต่ E. coli OmpA signal peptide สามารถขบัเอนไซมอ์อกนอกเซลลไ์ดดี้กว่าเม่ือเทียบกบั 
native signal peptide จาก Bacillus ssp. โดยเอนไซมอ์ะไมเลสพบ 68.2% ของกิจกรรมเอนไซม์
ทั้งหมดในอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือใช ้native signal peptide จาก Bacillus ssp. และ 90.4% ของกิจกรรม
เอนไซมท์ั้งหมดในอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือใช ้E. coli OmpA signal peptide เอนไซมไ์คติเนสพบ 81.3% 
ของกิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดในอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือใช ้native signal peptide จาก Bacillus ssp. และ 
84.3% กิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดในอาหารเล้ียงเช้ือเม่ือใช ้E. coli OmpA signal peptide แต่ไม่พบ
ความแตกต่างระหว่างการใช ้native signal peptide (94.4% ของกิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมดในอาหาร
เล้ียงเช้ือ) และ OmpA (93.9% กิจกรรมเอนไซมท่ี์พบในอาหารเล้ียงเช้ือ) ในเซลลลู์กผสมท่ีผลิต
เอนไซมแ์มนนาเนส 
 
 Cho et al. (2006) ศึกษาเอนไซมจ์ากแบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa GS01 ซ่ึงคดัเลือก
มาจากรากโสม โดยทาํธนาคารยีน (cosmid library) ใชจี้โนมิกดีเอน็ท่ีตดัไม่สมบูรณ์ขนาด 23-40 
กิโลเบสโคลนในคอสมิดเวกเตอร์ pCC1FOS ถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli EPI300™ ดว้ยวิธี 
transduction และคดัเลือกโคลนท่ีมีการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสและแมนนาเนส โดยพบ 1 โคลนคือ 
Cel44C-Man26A ท่ีมีการผลิตเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด หลงัจากวิเคราะห์ลาํดบันิว คลีโอไทดพ์บว่า ยนีท่ี
โคลนไดมี้ลกัษณะเป็น multifunctional ซ่ึงแสดงกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,4-endoglucanase, β-
xylanase, 1,3-1,4-β-D-glucanase (lichenase) และ β-mannanase และมี multiple domain 
ประกอบดว้ย catalytic domain ของ glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 44 (571 กรดอะมิโน), glycosyl 
hydrolase แฟมิล่ี 26 (393 กรดอะมิโน), fibronectin domain type 3 (Fn3) (81 กรดอะมิโน) และ 
cellulose binding module type 3 (CBM3) (82 กรดอะมิโน) 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1.  แบคทเีรียสายพนัธ์ุทีใ่ช้เป็นแหล่งของยนีแมนนาเนส 
 

Klebsiella oxytoca CW2-3 เป็นแหล่งของเอนไซมแ์มนนาเนส ซ่ึงแยกจากดินบริเวณท่ีมี
กากมะพร้าว (Titapoka et al., 2008)  
 
2.  แบคทเีรียสายพนัธ์ุทีใ่ช้เป็นเซลล์เจ้าบ้าน 

 
2.1 Escherichia coli DH5α มีลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็น (genotype) F- 80d lacZ M15 

(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk
-, mk

+) phoA supE44- thi-1 gyrA96 relA1 เป็น
สายพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้นในสร้างธนาคารยนี  
 

2.2 Escherichia coli TOP10 มีลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็น F- mcrA Δ(mrr- hsdRMS- 
mcrBC) φ80 lacZ ΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ (ara- leu)7697 galE15 galK16 
rpsL(StrR) endA1 λ- เป็นสายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการแสดงออกของยนี  
 
3.  แบคทเีรียเป้าหมายทีใ่ช้ทดสอบกจิกรรมการยบัยั้ง 
 
 กลุ่มแบคทีเรียกรดแลกติก และก่อโรค ท่ีใชใ้นการทดสอบสมบติของแมนโนโอลิโกแซค
คาไรด ์รวมทั้งสภาวะในการเล้ียง ดงัแสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางที ่4  เช้ือจุลินทรีย ์และสภาวะการเจริญ 
 

เช้ือจุลนิทรีย์ อาหารเลีย้งเช้ือ สภาวะการเจริญ 
แบคทีเรียกรดแลคติก   
Lactobacillus johnsonii KUNN19-2 MRS บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง  
Lactobacillus reuteri KUB-AC5 MRS บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง 
Lactobacillus salivarius KUB-AC21 MRS บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง 
Lactobacillus salivarius KL-D4 MRS บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง 
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805 MRS บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง 
Leuconostoc citreum JCM 9698 MRS บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง 
Weissella confusa JCM 1093 MRS บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง 
   
แบคทีเรียก่อโรค   

Escherichia coli ATCC 8739 NB 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง พร้อม

เขยา่ 200 รอบต่อนาที 

Escherichia coli KUB-E010 NB 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง พร้อม

เขยา่ 200 รอบต่อนาที 

Salmonella Enteritidis DMST 17368 NB 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง พร้อม

เขยา่ 200 รอบต่อนาที 

Salmonella Typhimurium KUB-S003 NB 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมงพร้อม

เขยา่ 200 รอบต่อนาที 

 
4.  พลาสมิดสําหรับการโคลนและการแสดงออกของยนี 

 
4.1  พลาสมิด pUC19  
 

ใชเ้ป็นพลาสมิดสาํหรับการเตรียมธนาคารยีน เป็นพลาสมิดขนาดเลก็ขนาด 2,686 คู่
เบสและ high copy number ใชใ้นการโคลนยนีทัว่ไป มีตาํแหน่งของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ (Multiple 
cloning sites) บน lacZ (Yanisch-Perron et al., 1985) ดงัแสดงในภาพท่ี 4 
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ภาพที ่4  แผนท่ีเวกเตอร์ pUC19 
 
ทีม่า: New England BioLabs 
 

4.2  พลาสมิด pFlag-CTS  
 

ใชเ้ป็นพลาสมิดสาํหรับการแสดงออกของยีน การแสดงออกของยีน ควบคุมดว้ย tac 
promoter และมี ompA signal peptide ทาํใหส้ามารถผลิตเอนไซม ์และขบัออกมายงัส่วน periplasm 
ได ้มียีนตา้นทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน มีการดดัแปลงเพิ่มกรดอะมิโนฮีสทิดีน 10 กรดอะมิโน
ทางดา้นปลาย C (หลงั multiple cloning site) สาํหรับการทาํเอนไซมใ์ห้บริสุทธ์ิดว้ยวิธี Affinity 
chromatography โดยใชนิ้กเกิลคอลมัน์ มีการดดัแปลงเพิ่มตาํแหน่งตดัจาํเพาะของเอนไซม ์FspI, 
BamHI และ Acc65 และตดัตาํแหน่งตดัจาํเพาะของเอนไซม ์SmaI และ XmaI ออก ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 5 ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร. มณฑารพ ยมาภยั สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ สาํนกัวิชา
เทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
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ภาพที ่5  แผนท่ีเวกเตอร์ pFlag-CTS 
 
ทีม่า: sigma (USA) และ Yamabhai et al. (2008) 
 
5. อาหารเลีย้งเช้ือ 

 
5.1 อาหาร LB (Luria-Bertani) (ภาคผนวก ก1) 
5.2 Basal medium สาํหรับการทดสอบพรีไบโอติกส์ (ภาคผนวก ก4) 
5.3 MRS (ภาคผนวก ก5) 
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6. เอนไซม์และสารเคมี 
 
6.1 เอนไซมต์ดัจาํเพาะ Sau3AI (Promega, USA) 
6.2 เอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI (Fermentas, USA) 
6.3  เอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI (Fermentas, USA) 
6.4 เอนไซมต์ดัจาํเพาะ KpnI (Fermentas, USA) 
6.5 Pfu DNA polymerase (Fermentas, USA) 
6.6 T4 DNA ligase (Promega, USA) 
6.7 RNaseA (Fermentas, USA) 
6.8 Lysozyme (Fluka, USA) 
6.9 QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN, USA) 
6.10 Nucleospin extract II® (Machere-Nagel, USA) 
6.11 FastAPTM Thermosensitive alkaline phosphatase (Fermentas, USA) 
6.12 1 kb marker  (Fermentas, USA) 
6.13 /EcoRI+HindIII marker  (Fermentas, USA) 
6.14 X-gal (Fermentas, USA) 
6.15 IPTG (Fermentas, USA) 
6.16 SeeBlue® Plus2 prestained standard (Invitrogen, USA) 
6.17 PMSF (Sigama, USA) 
6.18 Congo red (Sigma, USA) 
6.19 Pierce® Silver stain kit (Thermoscientific, USA) 
6.20 Ni-NTA purification system (Invitrogen, USA) 

 
7. เคร่ืองมือ 

 
7.1 เคร่ืองชัง่ (Mettler Toledo, ML 3002/01) 
7.2 ตูเ้ข่ียเช้ือ (Nuaire, NU-440-400E) 
7.3 ตูบ่้มเช้ือ (WTB Binder, BD with R3-controller) 
7.4 Sonicator (HEAT SYSTEMS-Ultrasonics W-380) 
7.5 Vortex mixer (LMS mixer uzusio, VTX-3000L) 
7.6 Incubator shaker (Vision, VS-8480SRN) 
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7.7 pH meter (Mettler Toledo, five easy FE20 ) 
7.8 water bath (Lauda, A 100) 
7.9 Centrifuge (Tomy, MX-301) 
7.10 Agarose gel electrophoresis (Takara) 
7.11 Acrylamide gel electrophoresis (MiniPROTEAN® tetra cell, Bio-Rad, USA) 
7.12 Gel document (Vilber Lourmat) 
7.13 ไมโครปิเปต (Gilson and Biohit) 
7.14 Autoclave (TOMY, ES-315) 
7.15 Spectrophotometer (Cecil, CE 7250) 
7.16 Microplate reader (Model 680, Bio-Rad, USA) 
7.17 เคร่ือง PCR (Thermal cycle (T-gradient, Biometra)) 
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วธีิการ 
 

1.  การสกดัจีโนมิกดีเอน็เอจาก Klebsiella oxytoca CW2-3 
 
 วิธีสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอดดัแปลงจากวิธีของ Surzycki (2000) ทาํการเล้ียงเช้ือ Klebsiella 
oxytoca CW2-3 ในอาหาร nutrient broth (NB) 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
16-18 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร เหวี่ยงท่ี 8000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง เทสารละลายใสท้ิง ลา้งเซลลท่ี์ไดด้ว้ย SET buffer 500 
ไมโครลิตรโดยใช ้vortex ท่ีความเร็วตํ่า ใส่สารละลายเอนไซม ์lysozyme เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยคว ํ่า-หงายหลอดไปมา ประมาณ 5 นาที บ่มท่ี 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทาํการกาํจดั RNA โดยเติมเอนไซม ์RNase A ปริมาณ 
200 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลาย SDS 25% ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมา (ควํ่า-หงาย) 5 นาที และบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟีนอลอ่ิมตวั 700 ไมโครลิตรผสมใหเ้ขา้กนัโดยการควํ่า-หงาย
หลอดไปมาเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเหวี่ยงแยก ท่ี 15300 ×g เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายใส
ส่วนบน (upper phase) ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้โดยใหต้ะกอนส่วนล่าง 
(bottom phase) ติดมานอ้ยท่ีสุด เติม phenol : chloroform (1:1) โดยการกลบัหลอดไปมา (ควํ่า-
หงาย) 1 ชัว่โมงเหวี่ยงแยกท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที สารละลายใสส่วนบน (upper 
phase) ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรอนัใหม่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ เติม chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 
ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมา (ควํ่า-หงาย) 1 ชัว่โมง เหวี่ยงแยกท่ี 13000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที ถ่ายสารละลายใสส่วนบน (upper phase) ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรอนัใหม่ท่ีฆ่าเช้ือ
แลว้ เติม isopropanol ปริมาตร 2 เท่าของส่วนใสท่ีใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรอนัใหม่ ผสมให้
เขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมา (ควํ่า-หงาย) เป็นเวลา 30 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
ขา้มคืนเพื่อเพิ่มประสิทธ์ิภาพในการตกตะกอนดีเอน็เอ จากนั้น เหวี่ยงแยกท่ี 15300 ×g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เทสารละลายท้ิง ทาํการลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ยสารละลายเอทธานอล 70% ปริมาณ 
100 ไมโครลิตรผสมให้เขา้กนั ทาํการเหวี่ยงแยกท่ี 15300 ×g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เท
สารละลายท้ิง ทาํใหดี้เอน็เอแหง้ ดว้ยเคร่ือง speedvac (UNIVAPO 100H, Germany) และละลายดี
เอน็เอใหม่ดว้ยนํ้ าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือและเอาไอออนออก ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 
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2.  การสกดัพลาสมิดดีเอน็เอจาก Escherichia coli DH5 โดยวธีิ Alkaline extraction 
 

ดาํเนินการตามวิธีดดัแปลงของ Surzycki (2000) โดยเล้ียง E.coli ในอาหาร Luria-Bertani 
broth (LB) ท่ีผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นนาํนํ้ าเช้ือท่ีเตรียมไวไ้ปเหวี่ยงแยก
ท่ี 2300 ×g เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง กาํจดัสารละลายส่วนบน เติมสารละลาย TEG 200 
ไมโครลิตรและผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นปิเปตใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 
ใส่สารละลายไลซีส ( lysis solution: 0.2N NaOH + 1% SDS) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนั จากนั้นบ่มบนนํ้ าแขง็เป็นเวลา 5 นาที ใส่ Potassium acetate 3 โมลาร์ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นบ่มในนํ้ าแขง็เป็นเวลา 15 นาที นาํไปเหวี่ยงแยกโครโมโซมดีเอน็เอ และเศษ
เซลลอ์อกท่ี 15300 ×g เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายใสส่วนบน 750 ไมโครลิตรมายงั
หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม isopropanol ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเน้ือ
เดียวกนั นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นเหวี่ยงแยกท่ี 13,000 รอบ
ต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที กาํจดัสารละลายใสส่วนบนท้ิง ลา้งตะกอนดีเอน็เอท่ีไดด้ว้ยเอทานอล 70% 
ปริมาตร100 ไมโครลิตร และทาํให้ดีเอ็นเอแห้ง จากนั้นละลายดีเอ็นเอ ในบฟัเฟอร์ TE 100 
ไมโครลิตร เติมเอนไซม ์RNase A 5 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ใส่สารละลายฟีนอลอ่ิมตวัหน่ึงปริมาตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยการ
ควํ่า-หงายเป็นเวลา 5 นาที นาํไปเหวี่ยงแยกท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ดูดสารละลายดี
เอน็เอ ส่วนบนใส่หลอดใหม่ จากนั้นใส่สารละลาย chloroform : isoamyl alcohol (24:1) หน่ึง
ปริมาตรผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยการคว ํ่า-หงายเป็นเวลา 5 นาที นาํไปเหวี่ยงแยกท่ี 13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ดูดสารละลายดีเอน็เอส่วนบนใส่หลอดใหม่ ตกตะกอนดีเอน็เอโดยใช ้
isopropanol ปริมาตร 2 เท่าของสารละลายดีเอน็เอท่ีได ้ผสมใหเ้ขา้กนัและนาํไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสเป็นเวลาขา้มคืน เหวี่ยงแยกท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที กาํจดัสารละลาย
ใสและลา้งดีเอ็นเอดว้ยสารละลายเอทานอล 70% และทาํให้ดีเอ็นเอแห้ง ดว้ยเคร่ือง speedvac 
(UNIVAPO 100H, Germany) ละลายดีเอ็นเอดว้ยนํ้ าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือและเอาไอออนออกแลว้
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.  การเตรียมธนาคารยนี 
 
 3.1  การตดัจีโนมิกดีเอน็เอแบบไม่สมบูรณ์ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ (Partial digestion) 
  

สกดัจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยวิธีดดัแปลงของ Surzycki (2000) ทาํการตดัดีเอน็เอแบบไม่
สมบูรณ์ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Sau3AI ซ่ึงมีตาํแหน่งจดจาํการตดั 4 ตาํแหน่ง ใหไ้ดช้ิ้นดีเอน็เออยู่
ในช่วง 3-7 กิโลเบส โดยมีปฏิกิริยาดงัน้ี 10x buffer 2 ไมโครลิตร BSA 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ใชจี้โนมิกดีเอ็นเอ เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร เอนไซม ์ Sau3AI 1 ไมโครลิตร โดยการผนัแปรความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละเวลา
เพ่ือให้ไดส้ภาวะการตดัท่ีเหมาะสม เติมนํ้ าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือและเอาไอออนออกแลว้ให้มีปฏิกิริยา
รวมทั้งหมด 20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20, 30 และ 40 นาที หยดุ
ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอท่ีได้
โดยวิธีเจลอิเลก็โตรโฟรีซิส โดยใช ้อะกาโรสเจลเขม้ขน้ 1% 
 

3.2  การสกดัช้ินดีเอน็เอจากเจล 
  

ทาํการแยกช้ินดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส โดยใชอ้ะกาโรสเจ
ลเขม้ขน้ 0.8% โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ตดัช้ินดีเอน็เอท่ีมีขนาดตามตอ้งการหลงัจากการทาํอะกา
โรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซิสแลว้ตามวิธีดดัแปลงของ Sambrook and Russell (2001) จากนั้นสกดัช้ินดี
เอน็เอออกจากเจลดว้ยชุดสกดั NucleoSpin® Extract II (Machercy-Nagal) 
 

3.3  การตดัพลาสมิดและการกาํจดัหมู่ฟอสเฟสออกจากปลาย 5’ ของพลาสมิด 
(Dephosphorylation)  
 

การตดัและการกาํจดัหมู่ฟอสเฟสออกจากพลาสมิดทาํตามคู่มือของบริษทั Fermentas 
(USA) โดยการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI แบบสมบูรณ์ทาํโดยใชพ้ลาสมิดเร่ิมตน้ 
2 ไมโครกรัมและใชเ้อนไซม ์10 ยนิูตต่อ 1 ไมโครกรัมของพลาสมิดดีเอน็เอ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน (12-18 ชัว่โมง) หยดุปฏิกิริยาเอนไซมโ์ดยการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที และตรวจสอบขนาดของพลาสมิดดีเอน็เอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจล อิเลค
โตรโฟริซิส โดยใชอ้ะกาโรสเจล 1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 
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การกาํจัดหมู่ฟอสเฟตออกจากปลาย 5’ ของพลาสมิดดีเอ็นเอทาํโดยใช้เอนไซม ์
FastAPTM  Thermosensitive Alkaline phosphatase (Fermentas, USA) ผสมพลาสมิดดีเอน็เอปริมาณ 
1 ไมโครกรัม บพัเฟอร์ 10X FastDigest™ 2 ไมโครลิตร เอนไซม ์FastAPTM Thermosensitive 
Alkaline phosphatase 1 ไมโครลิตร (ใชเ้อนไซม ์1 ยนิูตต่อพลาสมิดขนาดประมาณ 3 กิโลเบส 
เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม) เติมนํ้ าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือและกาํจดัไอออนแลว้ให้มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 20 
ไมโครลิตรผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หยดุปฏิกิริยา
เอนไซมโ์ดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดท่ีตดั
แลว้ดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีส ตดัช้ินพลาสมิดดีเอ็นเอออกจากเจลและทาํให้พ
ลาสมิดบริสุทธ์ิดว้ยชุดสกดั NucleoSpin® Extract II (Machercy-Nagal, USA) 
 
 3.4  การเช่ือมต่อดีเอน็เอ (Ligation) 
 

ดาํเนินการตามวิธีดดัแปลงของคู่มือจากบริษทั promega โดยนาํช้ินส่วนดีเอ็นเอของ 
K. oxytoca CW2-3 ขนาด 3 -7 กิโลเบสผสมกบัเวกเตอร์ pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 
BamHI และกาํจดัหมู่ฟอสเฟสท่ีปลาย 5’ ออกแลว้โดยแปรผนัอตัราส่วนระหวา่งดีเอน็เอต่อเวกเตอร์ 
1:1, 1:3 และ 3:1 โดยใหมี้ปฏิกิริยาดงัน้ี 10X ligation buffer 1 ไมโครลิตร นํ้าท่ีฆ่าเช้ือและกาํจดั
ไอออนแลว้ และเอนไซม ์T4 DNA ligase ความเขม้ขน้ 3 ยนิูตต่อไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร ใชน้ํ้ า
ปรับให้มีปฏิกิริยารวม 10 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาขา้มคืน หยดุปฏิกิริยาเอนไซมโ์ดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบ
ดีเอน็เอลูกผสมท่ีไดห้ลงัการเช่ือมต่อดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
 

3.5  การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น (ดดัแปลงจากวิธีของ Surzycki (2000)) 
 
  3.5.1  การเตรียมเซลลค์อมพีเทนส์โดยใชส้ารละลายแคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 
 

เตรียมเซลลค์อมพีเทนส์ตามวิธีดดัแปลงของ Maniatis et al. (1982) โดยเข่ีย 
E. coli DH5 1 โคโลนีลงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสขา้มคืนในสภาวะท่ีมีออกซิเจน โดยการเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที จากนั้นถ่ายเช้ือลงอาหาร 
LB ท่ีเตรียมใหม่ปริมาตร 100 มิลลิลิตรโดยใหมี้ความเขม้ขน้ของเช้ือ 5% บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรให้มีค่า 0.4-0.6 
จากนั้นแข่ขวดเล้ียงเช้ือในนํ้ าแขง็เป็นเวลา 10 นาที ถ่ายเช้ือลงในหลอดเหวี่ยง 50 มิลลิลิตรท่ีฆ่าเช้ือ
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แลว้ เหวี่ยงท่ี 2000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสท้ิง จากนั้นเติม
สารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรคร่ึงหน่ึงของนํ้ าเช้ือเร่ิมตน้ ทาํ
การผสมใหเ้ขา้กนั แช่ในนํ้าแขง็เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเหวี่ยงแยกเซลลท่ี์ 2000 g อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสท้ิง เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 30 มิลลิโม
ลาร์อีกคร้ัง ปริมาตร 1 ใน 10 เท่าของการเติมสารละลายแคลเซียมคลอไรดค์ร้ังแรก ผสมใหเ้ขา้กนั 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืนเพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลค์อมพีเทนส์ 
จากนั้นแบ่งเซลลค์อมพีเทนส์ท่ีไดล้งในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 210 
ไมโครลิตร เติมกลีเซอรอลให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 15% โดยปริมาตร ผสมให้เขา้กนั และเก็บท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
  3.5.2  การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลล ์Escherichia coli DH5 โดยวิธี 
Heat-shock (ดดัแปลงจาก Maniatis et al., 1982) 
 

นาํหลอดท่ีใส่เซลลค์อมพีเทนส์และพลาสมิดท่ีตอ้งการนาํเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น
ใส่ในกล่องนํ้ าแขง็ จากนั้นนาํไปไวบ้นนํ้ าแขง็ (4 องศาเซลเซียส) พร้อมกบั tip และ micropipette 
ท้ิงไวป้ระมาณ 5 นาที ใส่พลาสมิดลูกผสมปริมาณ 100, 10 และ 5 นาโนกรัมต่อเซลลค์อมพีเทนส์ 
210 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ย tip จากนั้นวางในนํ้ าแขง็เป็นเวลา 30 นาที Heat-shock ท่ี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที ใส่ในนํ้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมอาหาร 
SOC 800 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสพร้อมเขยา่ท่ี 200 rpm อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที นาํไป spread บนอาหารแขง็ LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, x-gal 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและ IPTG 0.1 มิลลิโมลาร์หรือนาํไป
เหวี่ยงแยกท่ี 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทของเหลวท้ิงและละลายตะกอนเซลลด์ว้ย
อาหาร SOC 100 ไมโครลิตร และ spread ลงเพลท บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสขา้มคืน (16-18 
ชัว่โมง) และนบัจาํนวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึนทั้งลกัษณะโคโลนีสีขาวและสีฟ้า 
 

3.6  การคดัเลือกเซลลลู์กผสม (Recombinant cells)  
 

ดาํเนินการตามวิธีดดัแปลงของDhawan and Kaur (2007) โดยคดัเลือกโคโลนีท่ีมี
บริเวณใสลอ้มรอบเม่ือเล้ียงในอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และใชโ้ลคสับีนกมั 0.5% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรเป็นสบัเสตรท 
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4.  การศึกษาและวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ 
 

 วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(Sequencing) โดยบริษทั 1st BASE ประเทศมาเลเซีย และ
วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ห์ดว้ยโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 
ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) และ ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/ 
Tools/msa /clustalw2/)    
 
5.  การ โคลนยนีแมนนาเนสโดยเวกเตอร์ pFlag-CTS 
 
 5.1  ไพรเมอร์ 
 

ไพรเมอร์ใชใ้นการ subclone ยีนแมนนาเนสเขา้สู่เวกเตอร์ pFlag-CTS ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 5 ไพรเมอร์สาย forward คือ No298-ExF ประกอบดว้ยตาํแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 
EcoRI (บริเวณท่ีขีดเส้นใต)้ และ ยีนแสดงแมนนาเนสเร่ิมจากตาํแหน่ง ATG  ส่วนไพรเมอร์สาย 
reverse คือ No298-ExR ประกอบดว้ยตาํแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ KpnI (บริเวณท่ีขีดเส้น
ใต)้ และ ยนีท่ีสนใจซ่ึงเป็นสายท่ี คู่สมกบัลาํดบัเบสบนสาย 5’ ไปยงั 3’ ของยนีแสดงแมนนาเนส 
ซ่ึงไม่รวม stop codon เพื่อใหย้นีสามารถเช่ือมต่อกบัฮีสทิดีนท่ีเป็น affinity tag บนเวกเตอร์ pFlag-
CTS ได ้ 
 
ตารางที ่5  ไพรเมอร์สาํหรับการ subclone ยนีแมนนาเนสเขา้สู่เวกเตอร์ pFlag-CTS 
 

ช่ือไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ Tm (C) 
No298-ExF 5’ TACAGAATTCATGTGCATTTATACAGTAGTTTGC 3’ 51.8 
No298-ExR 5’ TATAGGTACCCCAGCTGATGCTGATGTCGC 3’ 58.9 

  
5.2  การเตรียมยนีแมนนาเนสสาํหรับ subclone 

 
เตรียมยนีแมนนาเนสโดยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR: Polymerase Chain Reaction) ดว้ยไพร

เมอร์จากขอ้ 5.1 เพื่อเพิ่มจาํนวนยีน โดยใชพ้ลาสมิดลูกผสมท่ีมียีนแมนนาเนสเป็นแม่แบบ และ
เตรียม master mix ดงัน้ี 
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10x บฟัเฟอร์ท่ีมี MgSO4 5 ไมโครลิตร 
dNTP mix (2.5 มิลลิโมลาร์ต่อเบส) 5 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ No298-ExF (0.2 ไมโครโมลาร์) 1 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ No298-ExR (0.2 ไมโครโมลาร์) 1 ไมโครลิตร 
เอนไซม ์Pfu DNA polymerase (1.25 ยนิูต)  0.5 ไมโครลิตร 
นํ้าท่ีไม่มีนิวคลีเอส 36.5 ไมโครลิตร 
ทั้งหมด 49 ไมโครลิตร 
   

ผสมให้เขา้กนัและแบ่งใส่หลอดพีซีอาร์ จากนั้นเติมดีเอน็เอแม่แบบความเขม้ขน้ประมาณ 
50 นาโนกรัม ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นาํไปใส่ในเคร่ืองพีซีอาร์ (Thermal cycle) โดยตั้งโปรแกรม
ดงัน้ี 

 
ขั้นท่ี 1 Initial denaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
ขั้นท่ี 2 Denaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
ขั้นท่ี 3 Annealing 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
ขั้นท่ี 4 Extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
ขั้นท่ี 5 Final extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

 
วนรอบตั้งแต่ขั้นท่ี 2-4 เป็นจาํนวน 30 รอบ และตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีไดด้ว้ยอะกา

โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส หลงัจากนั้น ตดัยีนแมนนาเนสท่ีไดด้ว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ 
KpnI โดยในปฏิกิริยาประกอบดว้ย 10x FastDigest™ บฟัเฟอร์ 3 ไมโครลิตร ยนีแมนนาเนส 1 
ไมโครกรัม เอนไซม ์ EcoRI และ KpnI อยา่งละ 1 ยนิูต (เอนไซม ์1 ยนิูตสามารถตดัดีเอน็เอได ้1 
ไมโครกรัม) และเติมนํ้ าใหไ้ดป้ริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
คร่ึงชัว่โมง และหยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 5 นาที ตรวจสอบยีนแมนนาเนสดว้ย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ทาํการตดัดีเอน็เอออกจากเจลตามวิธีดดัแปลงของ Sambrook 
and Russell, 2001 และทาํใหดี้เอน็เอบริสุทธ์ิดว้ย Nucleospin Extract II®  
 
 5.3  การเตรียมพลาสมิดเวกเตอร์ pFlag-CTS 
 

ทาํการตดัเวกเตอร์ pFlag-CTS ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ KpnI ตามคู่มือของ
บริษทั Fermentas โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ย 10x FastDigest™ บฟัเฟอร์ 3 ไมโครลิตร เวกเตอร์ 
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pFlag-CTS 1 ไมโครกรัม เอนไซม ์EcoRI และ KpnI อยา่งละ 1 ยนิูต (เอนไซม ์1 ยนิูตสามารถตดัดี
เอน็เอได ้1 ไมโครกรัม) และเติมนํ้ าใหไ้ดป้ริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง และหยดุปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 5 นาที ตรวจสอบขนาดเวกเตอร์
ดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส และตดัช้ินดีเอน็เอออกจากเจล และทาํใหดี้เอน็เอบริสุทธ์ิ
ดว้ย Nucleospin Extract II®  
 
 5.4  การเช่ือมต่อยนีแมนนาเนสเขา้กบัเวกเตอร์ pFlag-CTS 
 

นาํเวกเตอร์ pFlag-CTS และยนีแมนนาเนสท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ 
KpnI และทาํให้บริสุทธ์ิแล้วมาผสมกันตามคู่มือของบริษัท Promega โดยมีปฏิกิริยาดังน้ี 10x 
บฟัเฟอร์ 1 ไมโครลิตร ผสมยีนแมนนาเนสและเวกเตอร์ pFlag-CTS ในอตัราส่วนดีเอ็นเอต่อ
เวกเตอร์ 3:1 เอนไซม ์T4 DNA ligase ความเขม้ขน้ 3 ยนิูตต่อไมโตรลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
เติมนํ้าปรับใหไ้ดป้ริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน  
  
 5.5  การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสม 
 

ดาํเนินการตามวิธีการในขอ้ 3.5 
 
 5.6  การคดัเลือกเซลลลู์กผสม 
 

คดัเลือกโคโลนีท่ีมีบริเวณใสลอ้มรอบเม่ือเล้ียงในอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ
แอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และโลคสับีนกมั 0.5% โดยนํ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร 

 
6.  การผลติเอนไซม์แมนนาเนส  
 
 ผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสมดว้ยวิธีดดัแปลงของ Yamabhai et al. (2008) 
โดยใส่เซลลลู์กผสม 1 โคโลนีลงในอาหาร LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสพร้อมเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 18 ชัว่โมง เติมเซลลลู์กผสมท่ีเล้ียงขา้มคืน 1% ลงในอาหาร LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรท่ีมียา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสพร้อมเขยา่ท่ี 
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200 รอบต่อนาทีจนไดค่้าดูดกลืนแสง 0.6 ท่ี 600 นาโนเมตร เติม IPTG โดยแปรผนัความเขม้ขน้
ของ IPTG เป็น 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 และ 1.25 มิลลิโมล่าร์ จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส
พร้อมกบัแปรผนัเวลาในการเหน่ียวนาํ (induction time) เป็น 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 20 ชัว่โมง เก็บ
ตวัอยา่งปริมาตร 10 มิลลิลิตร แช่หลอดเก็บตวัอยา่งในนํ้ าแขง็ 5 นาที เหวี่ยงแยกเซลลแ์ละนํ้ าเล้ียง
เช้ือท่ี 8000 g เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บนํ้ าเล้ียงเช้ือเป็นส่วนของ 
extracellular เพื่อนาํไปทดสอบกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสและวดัปริมาณโปรตีน จากนั้นละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ย spheroplast buffer (ภาคผนวก ข) ท่ีเยน็ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรบ่มในนํ้ าแขง็เป็น
เวลา 5 นาทีและเหวี่ยงแยกเซลลแ์ละส่วนใสท่ี 8000 ×g เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เทส่วนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลล์ดว้ยนํ้ าท่ีกาํจดัไอออนและฆ่าเช้ือแลว้และผสมดว้ย 
MgCl2 1 มิลลิโมลาร์ท่ีเยน็ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มในนํ้ าแขง็เป็นเวลา 5 นาทีพร้อมเขยา่เป็นระยะ
และเหวี่ยงแยกเซลลแ์ละส่วนใสท่ี 8000 ×g เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วน
ใสซ่ึงเป็นส่วนของ periplasm เพื่อนาํไปทดสอบกิจกรรมเอนไซม์แมนนาเนสและวดัปริมาณ
โปรตีน จากนั้นลา้งตะกอนเซลลท่ี์เหลือดว้ย lysis buffer 1 มิลลิลิตรท่ี 8000 ×g เป็นเวลา 10 นาทีท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสท้ิงและละลายตะกอนเซลลด์ว้ย lysis buffer อีกคร้ังโดย
อตัราส่วน lysis buffer ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ต่อนํ้าหนกัเซลลเ์ปียก 1 กรัม ทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง 
sonicator โดยทาํบนนํ้ าแขง็เป็นเวลา 2 นาที (พกั 30 วินาที) เหวี่ยงแยกเศษเซลลแ์ละส่วนใสท่ี 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสซ่ึงเป็นส่วนของ 
cytoplasm เพื่อนาํไปทดสอบกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสและวดัปริมาณโปรตีน  
 
7. การสกดัโปรตนีจากอะคริลาไมด์เจล 

 
7.1  การทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส 
 

ดาํเนินการตามวิธีดดัแปลงของ Laemmli (1970) โดยเตรียมเจลอะคริลาไมด ์
separating gel 12% และ stacking gel 4% (ภาคผนวก ข12.2) ผสม sample dye (ภาคผนวก ข12.1.6) 
กบัตวัอยา่งในอตัราส่วนระหว่าง sample dye : ตวัอยา่ง เท่ากบั 1:4 โหลดโปรตีนตวัอยา่งและ
โปรตีนมาตรฐานลงในเจลและต่อเคร่ือง Mini PROTEAN® tetra cell, Bio-Rad (USA) เขา้กบั 
power supply เร่ิมจากใชก้ระแสไฟฟ้า 60 โวลทใ์นสภาวะ stacking gel 4% เม่ือโปรตีนเร่ิมเขา้สู่ 
separating gel 12% เปล่ียนกระแสไฟฟ้าเป็น 100 โวลท ์ 
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โปรตีนมาตรฐานท่ีใชคื้อ SeeBlue® Plus2 Pre-stained standard (Invitrogen, USA) 
ประกอบดว้ย Myosin (250 kDa), Phosphorylase (148 kDa), BSA (98 kDa), Glutamic 
dehydrogenase (64 kDa), Alcohol dehydrogenase (50 kDa), Carbonic anhydrase (36 kDa), 
Myoglobin red (22 kDa), Lysozyme (16 kDa), Aprotinin (6 kDa) and Insulin, B chain (4 kDa) 

  
7.2 การตดัเจล 

 
ทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีสภายใตส้ภาวะ non-denaturing PAGE (Bañuelos 

et al., 2005) โดยเติม SDS ทั้งในส่วน separating gel 12%, stacking gel 4% และ sample dye เตรียม 
sample dye โดยไม่เติม β-mercaptoethanol ตวัอยา่งท่ีผสมกบั sample dye ซ่ึงเตรียมแบบ non-
denaturing PAGE จะไม่ผา่นการใหค้วามร้อน หลงัทาํอิเลคโตรโฟริซีสแลว้ ตดัเจลเป็น 2 ส่วน ส่วน
หน่ึงเพื่อตรวจสอบตาํแหน่งของโปรตีน โดยนาํไปยอ้มดว้ยสารละลาย silver ดว้ยชุด Pierce® silver 
stain kit ตามวิธีของบริษทั Thermoscientific (USA) และอีกส่วนหน่ึงสาํหรับสกดัเอนไซมอ์อกจาก
เจลอะคริลาไมดเ์พื่อใชใ้นขั้นตอนทดสอบคุณสมบติัของเอน็ไซมต่์อไป ทาํการสกดัโปรตีนออกจาก
เจลอะคริลาไมดต์ามวิธีการทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิจากเจลอะคริลาไมด ์(TECH TIP #51) ของบริษทั 
Thermoscientific (USA)  โดยตดัช้ินโปรตีนท่ีสนใจใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
elution buffer (ภาคผนวก ข8) ใหท่้วมเจล หรือประมาณ 400 ไมโครลิตร บดเจลเป็นช้ินเลก็ๆ และ
บ่มในบฟัเฟอร์พร้อมเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน จากนั้นแยกเศษเจลออก
จากส่วนใส โดยใชเ้คร่ืองเหวี่ยงแยกท่ี ความเร็วรอบ 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสเพ่ือใช้
วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมแ์ละตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ี์สกดัไดด้ว้ยเทคนิคอะคริลา
ไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส 

 
8.  การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์แมนนาเนส  
 
 กิจกรรมของเอนไซมด์าํเนินการตามวิธีดดัแปลงของ Titapoka et al. (2008) โดยเตรียม
ปฏิกริยาประกอบดว้ย เอนไซมแ์มนนาเนส 100 ไมโครลิตร และสับเสตรทโลคสับีนกมั 1% โดย
นํ้ าหนกัต่อปริมาตรท่ีเตรียมในซิเตรทบฟัเฟอร์ (citrate buffer) ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์พีเอช 4 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทาํการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที หยดุปฏิกิริยาโดย
เติมสารละลาย dinitrosalicylic acid (DNS) 200 ไมโครลิตร ตม้ในนํ้ าเดือด 5 นาที และทาํใหเ้ยน็ใน
นํ้ าแขง็ 5 นาที เติมนํ้ ากลัน่ 2 มิลลิลิตร วิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสง
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ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร (Miller 1959) โดย 1 ยนิูตของกิจกรรมเอนไซมห์มายถึง ปริมาณ
เอนไซมท่ี์ยอ่ยไดน้ํ้ าตาลแมนโนส 1 ไมโครโมลต่อนาทีภายใตส้ภาวะในการทดลอง  

 
วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสดว้ยวิธี gel diffusion assay ดดัแปลงจากวิธีของ 

Downie et al. (1993) โดยเทสารละลายประกอบดว้ยสับเสตรทโลคสับีนกมั 0.5% โดยนํ้ าหนกัต่อ
ปริมาตรท่ีละลายใน citrate buffer pH 4 ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ และวุน้ (agar) 1.5% โดย
นํ้าหนกัต่อปริมาตรในเพลทปริมาตร 25 มิลลิลิตร รอใหวุ้น้แขง็ประมาณ 1 ชัว่โมง เจาะวุน้ใหมี้เส้น
ผา่นศูนยก์ลางขนาด 0.6 เซนติเมตร ใส่สารละลายตวัอยา่ง 50 ไมโครลิตร ลงในวุน้ท่ีเจาะ บ่มท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน (ประมาณ 18 ชัว่โมง) เทสารละลายคองโกเรด (congo 
red) 0.1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร แช่ท้ิงไวป้ระมาณ 30 นาที เทสารละลาย congo red ท้ิง ลา้งเพลท
ดว้ย NaCl ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์จนกว่าจะเห็นวงใสชดัเจน เทกรดอะซิติก 0.5% โดยปริมาตร
เพื่อใหเ้ห็นวงใสชดัเจนข้ึน วดัเสน้ผา่นศูนยก์ลางของวงใสท่ีปรากฏบนวุน้   
 

วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมบ์นเจลอะคริลาไมด์ (zymogram) ตามวิธีดดัแปลงของ Gersten 
(1996) โดยผสมเจลอะคริลาไมด ์7.5% กบัสับเสตรทโลคสับีนกมั 1% โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตรท่ี
เตรียมในซิเตรทบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH 4 หลงัจากทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟรีซิสภายใต้
สภาวะ non-denaturing (เตรียม sample dye โดยไม่เติม β-mercaptoethanol และไม่ผา่นการใหค้วาม
ร้อน) ลา้งเจลอะคริลาไมด์ดว้ยนํ้ าท่ีเอาไอออนออกแลว้ (deionized water) หลายๆคร้ัง จากนั้น
ตรวจสอบกิจกรรมของเอน็ไซม ์โดยประกบเจลอะคริลาไมดเ์ขา้กบัเจลสับเสตรท บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน จากนั้นแช่เจลสบัเสตรทในสารละลาย congo red 0.1% โดยนํ้าหนกั
ต่อปริมาตร ประมาณ 30 นาที ลา้งเจลดว้ย NaCl เขม้ขน้ 1 โมลาร์จนกว่าจะเห็นแถบใสบนเจล และ
แช่เจลในสารละลายกรดอะซิติก 0.1% โดยปริมาตรเพ่ือใหเ้ห็นแถบใสชดัเจนข้ึน 

 
9.  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 

ดาํเนินการโดยวิธี Bradford โดยใชชุ้ดทดสอบ dye reagent concentrate (Bio-Rad, USA) 
ตามคู่มือในชุดทดสอบ โดยทาํให้ dye reagent เจือจาง 5 เท่าก่อนใช ้และใชส้ารละลายโปรตีน
มาตรฐานคือ BSA (Bovine serum albumin) วดัปริมาณโปรตีนโดยใชป้ริมาณตวัอยา่งปริมาตร 20 
ไมโครลิตรต่อปริมาณ dye reagent 1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที วดัท่ีค่าการดูดกลืนแสง 
595 นาโนเมตร 
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10.  การทาํให้เอนไซม์บริสุทธ์ิ 
  
 ทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธี Affinity Chromatography โดยใชชุ้ด Ni-NTA Purification 
System (Invitrogen, USA) ดาํเนินการตามคู่มือของบริษทั Invitrogen โดยใชเ้รซินนิคเกิลอะกาโรส
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อโปรตีนเขม้ขน้ 5-10 มิลลิกรัม เตรียมเรซินสาํหรับการทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ
ภายใตส้ภาวะ native โดยดูดเรซินใส่หลอดเก็บตวัอยา่งขนาด 15 หรือ 50 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว ้5-10 
นาที ให้เรซินตกตะกอนดว้ยแรงโนม้ถ่วง ดูดส่วนใสท้ิง ลา้งเรซินดว้ยนํ้ าปราศจากไอออนและฆ่า
เช้ือแลว้ 1 คร้ัง ปริมาตร 6 มิลลิลิตรโดยการกลบัไป-มาเบาๆ ประมาณ 1 นาที ตั้งท้ิงไว ้5-10 นาที
ใหเ้รซินตกตะกอนดว้ยแรงโนม้ถ่วง เติม native binding buffer พีเอช 8 ท่ีไม่มี imidazole ปริมาตร 6 
มิลลิลิตร ผสมโดยกลบัไป-มาเบาๆ ตั้งท้ิงไว ้5-10 นาทีให้เรซินตกตะกอนดว้ยแรงโนม้ถ่วง เติม 
native binding buffer พีเอช 8 ท่ีไม่มี imidazole ปริมาตร 6 มิลลิลิตรซํ้ าอีก 1 คร้ัง หลงัจากดูดส่วน
ใสออกหมดแลว้ เติมตวัอย่างลงในหลอดผสมกบัเรซินโดยการควํ่า-หงายเบาๆ ภายใตส้ภาะท่ีเยน็
เป็นเวลา 30-60 นาที ตั้งท้ิงไว ้5-10 นาทีใหเ้รซินตกตะกอนดว้ยแรงโนม้ถ่วง ลา้งเรซินดว้ย native 
wash buffer พีเอช 8 ท่ีมี imidazole เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จาํนวน 3 คร้ัง ชะ
โปรตีนท่ีตอ้งการออกจากเรซินโดยเติม native elution buffer พีเอช 8 ท่ีมี imidazole เขม้ขน้ 250 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 8-12 มิลลิลิตรลงในหลอดเก็บตวัอยา่งท่ีมีเรซิน ควํ่า-หงายเบาๆ ถ่ายเรซินท่ี
ผสมอยูก่บั native elution buffer ลงในคอลมัน์ ตั้งท้ิงไว ้5-10 นาทีใหเ้รซินตกตะกอนดว้ยแรงโนม้
ถ่วง เปิดจุกดา้นล่างของคอลมัน์ เก็บตวัอย่างทั้งหมด 8-12 fraction หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บ
ตวัอยา่งจากทุกขั้นตอนเพ่ือนาํมาตรวจสอบดว้ยเทคนิคอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส    
  
11.  การวเิคราะห์นํา้หนักโมเลกลุด้วยวธีิอะคริลาไมด์เจลอเิลคโตรโฟริซีส (SDS-PAGE) 
 

11.1  การทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส 
 

ดาํเนินการตามวิธีการในขอ้ 7.1 
 
11.2  การวิเคราะห์นํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซมท่ี์บริสุทธ์ิ (Hames, 1998) 
 

วิเคราะห์นํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซมท่ี์บริสุทธ์ิ โดยทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟ
ริซีสภายใตส้ภาวะ denaturing SDS-PAGE ใช ้separating gel 12% เตรียม sample dye ท่ีมีทั้ง SDS 
และ β-mercaptoethanol ตม้ตวัอยา่งท่ีผสมกบั sample dye แลว้ในนํ้ าเดือด เป็นเวลา 5 นาที หลงัทาํ
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อิเลคโตรโฟริซีส ยอ้มเจลดว้ย silver stain kit (Pierce) วดัระยะทางจากเวลถึง dye front และวดั
ระยะทางจากเวลถึงแถบโปรตีนมาตรฐานและโปรตีนตวัอยา่ง คาํนวณค่า relative mobility (Rf = 
ระยะทางของโปรตีนมาตรฐานหรือโปรตีนตวัอยา่ง / ระยะทางของ dye front) สร้างกราฟมาตรฐาน
ของ logM.W ของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf และเทียบนํ้ าหนกัโมเลกุลของโปรตีนตวัอยา่งกบั
กราฟมาตรฐาน 
 
12.  การวเิคราะห์พเีอชทีเ่หมาะสมและความเสถียรเอนไซม์ทีพ่เีอชต่างๆ 

 
การวิเคราะห์ค่าพีเอชท่ีเหมาะสม (optimal pH) สาํหรับกิจกรรมของเอนไซมว์ดัท่ีพีเอช 3.0-

10.0 โดยใชบ้พัเฟอร์ชนิดต่างๆ ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ดงัน้ี ซิเตรทบฟัเฟอร์ (citrate buffer) 
pH 3-6., ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (phosphate buffer) พีเอช 6-8 และ glycine-NaOH buffer พีเอช 8-10 บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที โดยมีโลคสับีนกมั 1% โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตรท่ี
ละลายในบพัเฟอร์แต่ละชนิด  

 
การวิเคราะห์ผลของพีเอชต่อความเสถียรของเอนไซมว์ดัโดยใชบ้พัเฟอร์ท่ีพีเอชเดียวกนักบั

การวิเคราะห์หาพีเอชท่ีเหมาะสม บ่มเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆ โดยเจือจางเอนไซมใ์นแต่ละ
บฟัเฟอร์ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที วดักิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือโดยปรับพี
เอชในปฏิกิริยาให้เป็นพีเอชท่ีเหมาะสมดว้ย NaOH หรือ HCl เขม้ขน้ 1 นอร์มลัและวดักิจกรรม
เอนไซมท่ี์พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (optimum pH และ optimum temperature) เป็นเวลา 30 
นาที 

 
13.  การวเิคราะห์อุณหภูมิทีเ่หมาะสมและความเสถียรของเอนไซม์ทีอุ่ณหภูมิต่างๆ 

 
การวิเคราะห์อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมว์ดัท่ีช่วงอุณหภูมิ 30-70 องศา

เซลเซียสในบฟัเฟอร์ท่ีพีเอชท่ีเหมาะสม เป็นเวลา 30 นาที  
 
การวิเคราะห์ความเสถียรของอุณหภูมิโดยบ่มเอนไซม์ในบฟัเฟอร์ท่ีพีเอชท่ีเหมาะสมท่ี

อุณหภูมิ 10-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และวดักิจกรรมเอนไซมท่ี์เหลือท่ีพีเอชและ 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม (optimum pH และ optimum temperature) 
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14.  การวเิคราะห์ความจําเพาะต่อสับเสตรท (Substrate specificity) 
 
 วดักิจกรรมของเอนไซมใ์นการยอ่ยสับเสตรทต่างๆ ไดแ้ก่ โลคสับีนกมั, -mannan, ivory 
nut mannan, คอนยคักลูโคแมนแนน, xylan (จาก oat spelts), CMC, avicel และกากมะพร้าว (copra 
meal) ท่ีความเขม้ขน้ 1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม (optimum condition) 
 
15.  การวิเคราะห์โอลโิกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยสับเสตรทโดย Thin layer chromatography 
(TLC) (Degradation pattern) 
 
 15.1  การเตรียมโอลิโกแซคคาไรด ์
  

แปรผนัเอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยสับเสตรท 3 ระดบัคือ 1, 4 และ 8 ยนิูต ยอ่ย 1% โดย
นํ้ าหนกัต่อปริมาตรของสับเสตรททั้งหมด 3 ชนิดคือ โลคสับีนกมั คอนยคักลูโคแมนแนนและกาก
มะพร้าวท่ีสกดันํ้ ามนัออกแลว้ (defatted copra meal) โดยทาํปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิและพีเอชท่ี
เหมาะสมเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาโดยการตม้ในนํ้ าเดือด 10 นาที เหวี่ยงท่ี 10,000 รอบต่อ
วินาที เป็นเวลา 10 นาทีเพื่อแยกกากและส่วนใส เก็บส่วนใสสาํหรับการวิเคราะห์นํ้ าตาลรีดิวซ์และ
โอลิโกแซคคาไรด ์โดยทาํทั้งหมด 3 ซํ้ าการทดลอง วดันํ้ าตาลรีดิวซ์ในส่วนใสท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
วิธี DNSและวิเคราะห์โอลิโกแซคคาไรดด์ว้ยวิธี TLC 

 
 15.2  การวิเคราะห์ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรท 
 

ดาํเนินการตามวิธีดดัแปลงของ Zahura et al. (2012) วิเคราะห์โอลิโกแซคคาไรดท่ี์
ไดจ้ากการยอ่ยสับเสตรทดว้ยวิธี Thin layer chromato-graphy (TLC) บนแผน่แกว้ท่ีเคลือบดว้ยซิลิ
กา (TLC silica gel 60) ขนาด 10x20 เซนติเมตร (Merck) วิเคราะห์ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ย
สับสเตรท เทียบกบัสารมาตรฐานคือ นํ้าตาลแมนโนส นํ้าตาลกลูโคส นํ้าตาลกาแลคโตส และแมน
โนโอลิโกแซคคาไรด์ (mannobiose (M2), mannotriose (M3), mannotetraose (M4), 
mannopentaose (M5) และ mannohexaose (M6)) โดยหยดตวัอยา่งลงบนแผน่ซิลิกา 5 ไมโครลิตร 
จากนั้นวางแผน่ซิลิกาลงในโถแกว้ท่ีบรรจุตวัทาํละลายท่ีเหมาะสม จากนั้นทาํใหแ้ผน่ซิลิกาแหง้และ
พ่นดว้ยกรดซลัฟิวริก 10% ในเอทานอลใหท้ัว่แผน่ อบท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที  
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16.  การวเิคราะห์การเจริญของเช้ือในสภาวะทีมี่แหล่งคาร์บอนต่างๆ 
 
 การศึกษาผลของโอลิโกแซคคาไรดต่์อการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียก่อ
โรคทาํโดยใชโ้อลิโกแซคคาไรดใ์นส่วนใสท่ีไดจ้ากการย่อยสับเสตรทโลคสับีนกมั คอนยคักลูโค
แมนแนนและกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ เป็นแหล่งคาร์บอน เทียบกบันํ้ าตาลกลูโคสและ 
สารพรีไบโอติกส์ทางการคา้ (ACTIGEN™) โดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากนํ้ าตาล (basal 
medium) ในการทดลองคือ อาหาร MRS ท่ีไม่มีนํ้ าตาลสาํหรับเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกและอาหาร 
nutrient broth สาํหรับแบคทีเรียก่อโรค แบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียก่อโรคท่ีใชใ้นการ
ทดลองมีดงัน้ี Leuconostoc citreum JCM 9698, Weissella confusa JCM 1093, Lactobacillus 
salivarius AC21, Lactobacillus salivarius KL-D4, Lactobacillus reuteri KUB-AC5, Lactococcus 
lactis subsp. lactis JCM 5805, Lactobacillus johnsonii KUNN19-2, Escherichia coli E010, 
Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium S003 และ Salmonella Enteritidis DMST 
17368 
 
 16.1  การทดสอบการเจริญของแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบ (target strains) 
 

         การเตรียมเซลลท่ี์ใชใ้นการทดลองตามวิธีดดัแปลงของ Titapoka et al. (2008) โดย
เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียก่อโรคในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS และ nutrient broth 
ตามลาํดบั เหวี่ยงแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีเล้ียงขา้มคืนเพื่อกาํจดันํ้ าเล้ียงเช้ือ ลา้งเซลลด์ว้ยนํ้ าเกลือ 0.85% 
(normal saline) เติมเช้ือแบคทีเรีย 1% ท่ีมีค่าดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรเท่ากบั 0.5 ลงใน basal 
medium เติม 0.05% ของปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดใ้นส่วนใสท่ีไดจ้ากการยอ่ยสับเสตรทแต่ละ
ชนิด รวมถึงนํ้ าตาลกลูโคสและสารพรีไบโอติกส์ทางการคา้ (ACTIGEN™) ลงในอาหารท่ีใชใ้น
การทดลอง จากนั้นบ่มเช้ือแบคทีเรียเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสสาํหรับเช้ือ
แบคทีเรียกลุ่มแลคโตบาซิลลสัและแบคทีเรียก่อโรค และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสสาํหรับ
เช้ือแบคทีเรีย Leuconostoc citreum JCM 9698, Weissella confusa JCM 1093 และ Lactococcus 
lactis subsp. lactis JCM 5805 วดัความขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ือง microplate reader (Model 680, Bio-
Rad) ทุกๆ 3 ชัว่โมงและสร้างกราฟการเจริญและคาํนวณค่าอตัราการเจริญจาํเพาะของแบคทีเรียแต่
ละสายพนัธ์ุ 
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 16.2  การเตรียมแมนโนโอลิโกแซคคาไรด ์ 
  

         ดาํเนินการตามวิธีดดัแปลงของ Saminathan et al. (2011) การเตรียมสารละลายจาก
การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์(hydrolysate) โดยยอ่ย 1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรของสบัเสตรทโลคสับีนกมั 
คอนยคักลูโคแมนแนนและกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ ดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนสท่ีผา่นการ
ทาํให้บริสุทธ์ิ ท่ีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสม หยดุ
ปฏิกิริยาดว้ยการตม้ 10 นาที และกรองส่วนใสดว้ยตวักรองขนาด 0.2 ไมครอน สาํหรับชุดควบคุม 
เตรียมจากนํ้ าตาลกลูโคสและสารพรีไบโอติกส์ทางการคา้ (ACTIGEN™) ท่ีความเขม้ขน้ 1% ใน
บฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ จากนั้นกรองสารละลายดว้ยตวักรองขนาด 0.2 
ไมครอน เพื่อใชใ้นการทดสอบผลของ hydrolysate ต่อการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกและ
แบคทีเรียก่อโรคต่อไป  
 
 16.3  การวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรีย  
 

         ดาํเนินการตามวิธีของ Saminathan et al. (2011) ทาํการวิเคราะห์การเจริญของ
แบคทีเรียดว้ยการหาค่าอตัราการเจริญจาํเพาะ (µ) จากสมการ 
 

 (h-1) = (ln x2 – ln x1) / (t2-t1) 

 
 เม่ือ x1 และ x2 คือ ค่าดูดกลืนแสดงท่ี 600 นาโนเมตรท่ีวดัไดใ้นช่วง log phase ของ

แบคทีเรียท่ีเวลา t1 และ t2 โดยการสร้างกราฟระหว่างค่า ln x กบัเวลา (ชัว่โมง) ซ่ึงจะไดค่้า slope 
เป็นค่าการเจริญจาํเพาะ (µ) ในช่วง log phase ของแบคทีเรียแต่ละชนิด (El-mansi et al., 2012) 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1. การโคลนยนีแมนนาเนสจาก Klebsiella oxytoca CW2-3 

 

1.1 คุณภาพและปริมาณจีโนมิกดีเอน็เอจาก K. oxytoca CW2-3  
 

ทาํการสกดัจีโนมิกดีเอน็เอจากเซลล ์K. oxytoca CW2-3 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผล
การตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสพบแถบดีเอน็เอท่ีมีลกัษณะสมบูรณ์ (ภาพท่ี 6) แสดง
ให้เห็นว่าดีเอ็นเอไม่ถูกทาํลายในระหว่างขั้นตอนการสกัด เม่ือวิเคราะห์ค่าอตัราส่วนของ 
A260/A280 และ A260/A230 พบว่า ดีเอน็เอมีค่า A260/A280 เท่ากบั 1.907 และค่า A260/A230 
เท่ากบั 2.236  ซ่ึงดีเอน็เอท่ีมีคุณภาพดีควรมีอตัราส่วน A260/A280 มากกว่า 1.8 และค่าอตัราส่วน 
A260/A230 มากกว่า 1.5  (Darbre, 1999; Surzycki, 2000) ดงันั้นเห็นไดว้่าดีเอน็เอท่ีเตรียมได ้มี
ความบริสุทธ์ิสูงและสามารถนาํไปใชใ้นขั้นตอนต่อไปได ้ เม่ือวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ พบว่ามี
ความเขม้ขน้ 1.75 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร  
    
                                  1       2 

 
 
ภาพที ่6  ลกัษณะจีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัจากเช้ือ K. oxytoca CW2-3 เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน   

 DNA ตดัดว้ย HindIII และ EcoRI เลนท่ี 2 จีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัจากเช้ือ K. oxytoca   
 CW2-3 

 
 
 
 

 

21226 
5148 
2027 
1375 
947 831 

bp 
จีโนมิกดีเอน็เอจาก 

K. oxytoca CW2-3 
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1.2 คุณภาพและปริมาณของพลาสมิด pUC19  
 

ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอดว้ยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส พบดีเอ็นเอ 2 แถบ ซ่ึงอยู่ในรูป 
circular และ supercoil (ภาพท่ี 7) ดีเอน็เอมีค่า A260/A280 เท่ากบั 1.931 และค่า A260/A230 เท่ากบั 
2.501 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าดีเอน็เอมีความบริสุทธ์ิสูงและสามารถนาํไปใชต่้อในขั้นตอนต่อไป เม่ือ
วิเคราะห์ปริมาณดีเอน็เอ พบวา่มีความเขม้ขน้ 7.82 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 

  
                                                                          1          2    

 
 

ภาพที ่7  ลกัษณะพลาสมิด pUC19 สกดัจากเช้ือ E.coli DH5α เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน1 กิโลเบส  

  เลนท่ี 2 พลาสมิดท่ีสกดัจากเช้ือ E.coli DH5α 
 

1.3 การเตรียมจีโนมิกดีเอน็เอขนาด 3-7 กิโลเบสแบบไม่สมบูรณ์ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ  
Sau3AI 

 
จากการศึกษาเอนไซมแ์มนนาเนสของ Titapoka et al. (2008) พบแมนนาเนสขนาด 

165 กิโลดาลตลั เม่ือคาํนวณกลบัเป็นกรดนิวคลีอิคพบวา่มีขนาด 4.5 กิโลเบส จึงทาํการตดัจีโนมิกดี
เอน็เอของ K. oxytoca CW2-3 ใหอ้ยูใ่นช่วง 5-10 กิโลเบสดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Sau3AI ใหป้ลาย
สายมีลาํดบัเบสคู่สมกบัเวกเตอร์ pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI เม่ือโคลนยนีขนาด 5-10 กิโล
เบสท่ีเช่ือมต่อกบัเวกเตอร์ pUC19 เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli DH5α และตรวจสอบเซลลลู์กผสม ไม่
พบเซลลลู์กผสมท่ีมียนีแมนนาเนส  
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เม่ือพิจารณาจากขนาดดีเอน็เอของแมนนาเนสจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนพบว่ามีขนาดอยู่
ในช่วง 1-2 กิโลเบส จึงไดล้ดขนาดของช้ินดีเอน็เอท่ีตดัเหลือ 3-7 กิโลเบส โดยทดลองตดัจีโนมิกดี
เอน็เอดว้ยเอนไซม ์0.5 ยนิูต/ไมโครลิตร และแปรผนัเวลา 20, 30 และ 40 นาที ผลการตรวจสอบ
ขนาดของดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Sau3AI โดยใชเ้อนไซมท่ี์มีความเขม้ขน้ 0.5 ยนิูต/
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที และหยดุปฏิกิริยาท่ี 65 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 20 นาที ดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล 1% พบลกัษณะของดี
เอน็เอในช่วงขนาด 3-7 กิโลเบสมากท่ีสุด ดงัแสดงในภาพท่ี 8 
 

                       1         2          3         4         5 

 
 

ภาพที ่8  จีโนมิกดีเอน็เอของ K. oxytoca CW2-3 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Sau3AI 0.5 ยนิูต/  
    ไมโครลิตร เลนท่ี 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน1 กิโลเบส เลนท่ี 2: จีโนมิกดีเอน็เอของ K.   

 oxytoca CW2-3 ท่ีไม่ไดต้ดัดว้ยเอนไซม ์Sau3AI 0.5 ยนิูต/ไมโครลิตร เลนท่ี 3: จีโนมิกดี 
 เอน็เอของ K. oxytoca CW2-3 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์Sau3AI 0.5 ยนิูต/ไมโครลิตร, 20 นาที   
 เลนท่ี 4: จีโนมิกดีเอน็เอของ K. oxytoca CW2-3 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์Sau3AI 0.5 ยนิูต/  
 ไมโครลิตร, 30 นาที เลนท่ี 5: จีโนมิกดีเอน็เอของ K. oxytoca CW2-3 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์  
 Sau3AI 0.5 ยนิูต/ไมโครลิตร, 40 นาที 

 
1.4 การเตรียมพลาสมิด pUC19 ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 

 

ทาํการตดัพลาสมิด pUC19 ใหอ้ยูใ่นรูปเส้นตรง (linear form) ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 
BamHI ท่ีมีปลายท่ีคู่สมกบัจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีตดัดว้ยเอนไซม์ Sau3AI ผลการตรวจสอบดว้ย
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เทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซิส พบขนาดของพลาสมิดท่ีอยูใ่นรูปเส้นตรงมีขนาด 2.69 กิโล
เบส (ภาพท่ี 9) 
 

                                                             1       2        3 

 
 

ภาพที ่9  ลกัษณะพลาสมิด pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 

  เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 
  เลนท่ี 2 พลาสมิด pUC19 ท่ีไม่ไดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 
  เลนท่ี 3 พลาสมิด pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 

 
1.5 การเช่ือมต่อดีเอน็เอ  
 

เช่ือมต่อจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีตดัแบบไม่สมบูรณ์ดว้ยเอนไซม์ Sau3AI กบัเวกเตอร์ 
pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI โดย แปรผนัอตัราส่วนระหว่างจีโนมิกดีเอ็นเอและพลาสมิด 
(insert : vector) เป็น 1:1, 1:3 และ 3:1 พบว่า เม่ือผสม insert : vector ในอตัราส่วน 3:1 พบพลาสมิ
ดลูกผสมขนาดต่างๆ สูงท่ีสุด (ภาพท่ี 10) 
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                                        1         2          3                     4         5         6     

 
 

ภาพที ่10  ดีเอน็เอลูกผสมท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อกนัของจีโนมิกดีเอน็เอและพลาสมิดในอตัราส่วนจี 
  โนมิกดีอน็เอต่อพลาสมิด 1:1, 1:3 และ 3:1 
  เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน   DNA ตดัดว้ย HindIII และ EcoRI 

  เลนท่ี 2 พลาสมิด pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI ขนาด 2.69 กิโลเบส 
  เลนท่ี 3 จีโนมิกดีเอน็เอขนาด 3-7 กิโลเบส 
  เลนท่ี 4 ดีเอน็เอลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยจีโนมิกดีเอน็เอ ขนาด 3-7 กิโลเบสและพลาสมิด    
  ในอตัราส่วน 1:1 
  เลนท่ี 5 ดีเอน็เอลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยจีโนมิกดีเอน็เอ ขนาด 3-7 กิโลเบสและพลาสมิด 
  ในอตัราส่วน 1:3 
  เลนท่ี 6 ดีเอน็เอลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยจีโนมิกดีเอน็เอ ขนาด 3-7 กิโลเบสและพลาสมิด 
  ในอตัราส่วน 3:1 

 
1.6  คุณภาพคอมพีเทนส์เซลล ์(competent cells) 

 
นาํคอมพีเทนส์เซลล ์E. coli DH5α  โดยเล้ียงในอาหารแขง็ LA บ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง พบว่า E. coli DH5α สามารถเจริญไดถึ้ง 3.9 x 108 CFU/ml  และเม่ือ
ถ่ายโอนพลาสมิดดีเอน็เอ pUC19 เขม้ขน้ 10 นาโนกรัมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli DH5α พบว่าเช้ือ
สามารถเจริญได ้3.1 x 104 CFU/ml คิดเป็นค่า transformation efficiency เท่ากบั 3.1 x 106  โคโลนี
ต่อไมโครกรัมดีเอน็เอ แสดงใหเ้ห็นวา่ คอมพีเทนส์เซลล ์E. coli DH5α มีประสิทธิภาพในการนาํมา
ถ่ายโอนดีเอน็เอดว้ยวิธี heat shock 
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1.7  การถ่ายโอนดีเอน็เอลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น  
 

พบเซลลลู์กผสมทั้งหมด 624 โคโลนี ไดจ้ากการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อ
ดว้ยอตัราส่วนระหว่างดีเอน็เอและเวกเตอร์ 1:1, 1:3 และ 3:1 ดว้ยปริมาณพลาสมิดลูกผสม 100, 10 
และ 5 นาโนกรัม  ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 6 พบว่า E. coli ลูกผสมทั้งในลกัษณะโคลนสี
ขาวและสีฟ้าเป็น 1-230 และ 0-37 โคโลนี ตามลาํดบั  โดยพบว่าการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมท่ี
อตัราส่วน 1:1 ปริมาณ 100 นาโนกรัม เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli DH5α มีค่า transformation 
efficiency สูงสุด ขณะท่ีอตัราส่วน 3:1 ปริมาณ  5 นาโนกรัม ใหค่้าตํ่าสุด  
 
ตารางที ่6  ปริมาณเซลลลู์กผสมท่ีไดจ้ากการถ่ายโอนดีเอน็ลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น โดยใชจี้โน 

    มิกดีเอน็เอขนาด 3-7 กิโลเบส 
 

อตัราส่วน ligation ปริมาณดีเอน็เอ (ng) โคโลนีสีขาว โคโลนีสีฟ้า 
Transformation efficiency  

(CFU/g DNA) 
1:1 100 230 37 2.67 x 103 

 10 18 3 2.1 x 103 
 5 9 3 2.4 x 103 

1:3 100 190 37 2.27 x 103 
 10 25 1 2.6 x 103 
 5 6 - 1.2 x 103 

3:1 100 49 5 5.4 x 102 
 10 7 3 1 x 103 
 5 1 - 2 x 102 

 
1.8  การตรวจสอบเซลลลู์กผสมผลิตเอนไซมแ์มนนาเนส 
 

ตรวจสอบเซลลลู์กผสมโดยเล้ียงเซลลลู์กผสมทั้งหมดท่ีไดจ้ากการถ่ายโอนพลาสมิด 
ลูกผสมเขา้สู่ E. coli DH5α บนอาหารท่ีใชค้ดัเลือกซ่ึงประกอบดว้ยอาหารแขง็ LB ผสมกบัโลคสั
บีนกมัท่ีใชเ้ป็นสับเสตรทปริมาณ 0.5% โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตรและยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลงัจากบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง พบเซลลลู์กผสม
หมายเลข 298 เพียงโคโลนีเดียวเท่านั้นจากเซลลลู์กผสมทั้งหมด 624 โคลน ท่ีแสดงกิจกรรม
เอนไซมแ์มนนาเนสรอบโคโลนีเทียบกบั K. oxytoca CW2-3 ท่ีเป็นสายพนัธ์ุดั้งเดิมและ E. coli 
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DH5α ท่ีมีพลาสมิด pUC19 เป็น negative control โดยใหช่ื้อเซลลลู์กผสมน้ีว่า E. coli KMAN-1 
(ภาพท่ี 11)  เซลลลู์กผสม E. coli KMAN-1 น้ีเป็นโคโลนีสีขาวท่ีไดจ้ากการถ่ายโอน พลาสมิด
ลูกผสมท่ีเช่ือมต่ออตัราส่วนของดีเอน็เอต่อเวกเตอร์ เท่ากบั 1:3 และใชค้วามเขม้ขน้ดีเอน็เอลูกผสม 
100 นาโนกรัม   
 

  
 A                                B 

 
ภาพที ่11  ลกัษณะของโคลนท่ีแสดงกิจกรรมแมนนาเนส (A) สายพนัธ์ุดั้งเดิม K. oxytoca CW2-3  

   และ (B) เซลลลู์กผสม E. coli และ E. coli DH5α ท่ีมี pUC19 ซ่ึงใชเ้ป็น negative control  
  
 ยืนยนัการผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-1 โดยเล้ียงเซลล์
ลูกผสมในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสพร้อมเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมงและเหวี่ยงแยกเซลลเ์ก็บนํ้ าเล้ียง
เช้ือ (extracellular) เพื่อทดสอบกิจกรรมเอนไซมด์ว้ยวิธี gel diffusion assay ส่วนตะกอนเซลลน์าํมา
แขวนลอยในไลซีสบฟัเฟอร์ และทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยวิธี sonication เก็บส่วนใสหลงัจากเหวี่ยงแยก
กากเซลล์ เพื่อทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ในส่วน intracellular ดว้ยวิธี gel diffusion assay 
เช่นเดียวกนัโดยเทียบกบัชุดควบคุม positive control คือ ตวัอยา่งท่ีไดจ้าก K. oxytoca CW2-3 และ 
negative control คือตวัอยา่งท่ีไดจ้าก E. coli DH5α ท่ีมีพลาสมิด pUC19 (ภาพท่ี 12) พบวงใส 
(clear zone) จากตวัอยา่งสารละลายเอนไซมใ์นลกัษณะ extracellular และ intracellular ของเซลล์
ลูกผสม E. coli KMAN-1 วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางได ้2.2 และ 2.5 เซนติเมตร ตามลาํดบั วดั
ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใสจากเอนไซมใ์นส่วน extracellular และ intracellular ของ K. 
oxytoca CW2-3 ได ้1.8 และ 2.1 เซนติเมตร ตามลาํดบั ในขณะท่ีส่วน extracellular และ 
intracellular ของ negative control ไม่มีกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนส  

Recombinant  
E. coli KMAN-1 CW2-3 

E. coli DH5α ท่ีมี pUC19 
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ภาพที ่12  กิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-1 (A) extracellular  
   enzyme; (B) intracellular enzyme 

 
 โดยปกติ E. coli จะไม่ส่งโปรตีนออกนอกเซลล ์ยกเวน้โปรตีนบางกลุ่ม เช่น toxin และ 
hemolysin โปรตีนท่ีผลิตจากเซลลลู์กผสมท่ีออกมานอกเซลลไ์ด ้อาจเกิดจากการร่ัวซึมของโปรตีน
จากส่วน periplasm ออกสู่อาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงความสามารถในการ
ซึมผา่น (permeability) ของเซลลเ์มมเบรนของ E. coli ในช่วงระยะเวลาการเล้ียงเซลล ์(Choi and 
Lee, 2004) นอกจากน้ี การใชพ้ลาสมิดท่ีมีการควบคุมการผลิตโปรตีนดว้ย lac promoter เช่น พลาส
มิดในตระกลู pUC, pTZ, pSK, pBluescript และ pGEM ซ่ึงมีการควบคุมท่ีอ่อน อาจเกิดการผลิต
โปรตีน และส่งออกมานอกเซลลไ์ด ้(leakiness) (Terpe, 2006 และ Baneyx, 1999) ซ่ึงการตรวจสอบ
พบกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสจากนํ้ าเล้ียงเช้ือของเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-1ดว้ย ซ่ึงอาจเกิด
จากเหตุการณ์ดงัท่ีกล่าวมา โดยมีงานวิจยับางงานท่ีใชพ้ลาสมิด pUC18 หรือ pUC19 ในการโคลน
ยนีแมนนาเนสเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli และสามารถตรวจพบกิจกรรมเอนไซมข์องเซลลลู์กผสม 
โดยดูจากการย่อยสับเสตรทบนอาหารแข็ง (clear zone) ได ้เช่น การโคลนยีนแมนนาเนสจาก 
Erwinia carotovora CXJZ95-198 (Zhang et al., 2007) และ Bacillus subtilis NM-39 (Mendoza et 
al., 1995) ดว้ยการทาํธนาคารยนี โดยใชเ้วกเตอร์และเซลลเ์จา้บา้นคือ pUC18 และ E. coli DH5α 
ตามลาํดบั และการโคลนยนีแมนนาเนสจาก Pantoea agglomerans A021 ดว้ยการทาํธนาคารยีน 
โดยใชเ้วกเตอร์และเซลลเ์จา้บา้นคือ pUC19 และ E. coli DH10B ตามลาํดบั (Wang et al., 2010) 
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1.9  ขนาดพลาสมิดลูกผสม pKMAN-1 
 

ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูกผสมโดยการตดัพลาสมิดลูกผสมดว้ยเอนไซม์ตดั
จาํเพาะ BamHI พบแถบดีเอน็เอ 1 แถบท่ีมีขนาดใหญ่กว่าพลาสมิด pUC19 เม่ือคาํนวณขนาดพ
ลาสมิดลูกผสมพบวา่ ดีเอน็ท่ีเช่ือมต่อกบัพลาสมิด pUC19 มีขนาด 3,314 คู่เบส (ภาพท่ี 13) 
 
                1          2          3          4           5 

 
 

ภาพที ่13  การตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูกผสม pKMAN-1 โดยการตดัดว้ยเอนไซม ์BamHI 
   เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 
   เลนท่ี 2 พลาสมิด pUC19 ท่ีไม่ไดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI  
   เลนท่ี 3 พลาสมิด pUC19 ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 
   เลนท่ี 4 พลาสมิดลูกผสมท่ีไม่ไดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 
   เลนท่ี 5 พลาสมิดลูกผสมท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 

 
2 การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

 
2.1  ตาํแหน่ง open reading frame  
 

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี kman-1 (GenBank accession number KM100456) ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 14 เม่ือวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม ORF Finder ท่ีเวปไซต ์
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html พบ 1 open reading frame ท่ีมีลาํดบัเบสของยนีแมน
นาเนส ประกอบดว้ย จุดเร่ิมตน้ ATG และ stop codon คือ TAA มีขนาด 1,164 คู่เบส (387 กรดอะมิ
โน) (ภาพท่ี 15)  
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>kman-1 
GTGCAGCACGTGAGCGCTGGTACCGTCAAAAAACTCTCGATGCACTGAGGTTCCGTCGGCAGCGTGGCGCCGAACGTAAAC
GAGCTAACCGCCTGGCCAGATATTCTCGTGAGCGCCAGATTCACGAAATGTCGCTTCATATCCTGAAGACAATGCCGGCAG
ACGAGGCTTACTGGTGTACAACGGAGCGGCTGCAGCAGCTGGCCATTCAGAACCTGTATCAGCTGGAGCTGGCCCTGGCTC
CGCCGTCCTGACGGATATCATTTAGCTATTTTTTCTATGCCCCTGCCCGGGGCTTTTGGCGTTTGTCCGGATTCATGAAAG
TGCCTGGTTTTTATCCATCTGACGTTCCGGCCGTCGGACCATCGCTGGTTTGAGCACGTATACCCTGTGACGTTCGCACCA
GGTTTTCACTTATCCACAAAAACCCGCAAATGAATAAACAGGGAATTTAGCAAAAGGGTAACAGCAAACCTGCAAAATAGT
CTTACCCCACTTTTTTAATCCCCTGCATTGCAAGCAGCAGGGAGATCTTTTGTCTCTGCCGGCTCTGTGAATAACTCAATG
AGGCCTTCGCTTACAGCGGCCGCACGCGTCCGCGTCGCTCAGATAAAAGTAGCTCCCATCGCTCCGCGACGGGCCCCGACC
GGAGAAGTAAATTAGTTACAGCATTCATAATGATGTTCATCATAAAACCGGCGCCGGTTTGCCGGCCAGGAGCCCCTCCCC
ACCACTGAAAAGCGCCGCCGCCCCCGGCCGAAGGCCGGGAGTAGTGTCGCTTTTAATGATGGGTGTTGTAACTACTCTTCT
TCATCGCTGTGGGTGGAGCTGCGGTCAGTTGTCTGGTACACGCTCATAAGCGGCCCTGCGGCCCGCTAACGCGGAGATACG
CCCCGACTGCGGCTGTCGCCTTGTCGGGACCACTCCGACCGCGTACAGGGGCGTCTGAGATGTTTTGAGCGGGTATGGCTT
TGCAGGGAAGGGGTCGGTGAGGCAGAACCTGTCAAAACTGCAGCCGGCTGCGCCGGGCGACGGCGCCATTTACCCGCGGTA
CTCCATTCAACTTCAGCTGGCGCCTCCATGCCGCTGACGCGGCATACAAAAGCTTATCGGTGTCGTTACTGATCCGGCGTC
CGGCTCACACAAGCCCACTATCTGGCGGCCGGCTCGTTACCGTTACAGGGCACTTTTATTGCATTGAAATGCATCGCTATT
TTTTTTGATGGTGCCGTGTTGACAGCCATCTTCTCTCAAACTACTATCAAACTACTGTATAAAAACACATGTGCATTTATA
CAGTAGTTTGCAGGGAGGCTTACCGCCAACGGAGCACGCTCCGGAAGCCTTCCCCGCAACACACCAGGGGGCCTTCAGGCC
CGGACACAACAATTATCATAAGGAAAAACATAATGACTTCTTCAACTGCAGTACCAGCGAATCCGTCTGCCGACAATAGTG
CGAAAAAGGTTTACCAGTGGTTAAACGGGCTGCCGGACAGCAACGGTAAAAAGCTCATCTCCGGTATCTTCGGCGGCTACA
GCAATATCGGCGGGGACAGCGGTTTCTCCCTGGCCCAGGGCAACGCCATTAAAGACGCCACCGGGAAATTCCCGGCAATTT
ACGGGGCAGATTATGCCCGCGGCTGGGATGTCAGCGCGCCGGGTGATGAGGCCAGCCTTATCGATCACAGTTGTAACAGCG
ATTTAATCAGCCACTGGAAAAACGGAGGGCTGGTTGCCATCAGTCATCACCTGCCGAACCCGTTCTATGCGGGTAACAATC
CGGGCACCGGTGAAGGGGGCCTGAAAAAGGCCATCAGCAACGACGAGTTTGCGACCATTCTGCAGGACGGCACTGGTGCGC
GTCAGCGCTGGCTGTCCCTGCTCGATAAAGTGGCAGAGGGACTGCAGGAGCTGCGGGATAACGGCGTGCCGGTGTTGTACC
GTCCGCTGCACGAGATGAACGGCGAATGGTTCTGGTGGGGCGCGACAGGCTATAACACAAACGACGCCACGCGGCAGGATC
TGTACCGCCGCCTGTACCAGGACGTGTTCAGCTATTTCGTTAACACGAAAGGGCTGACCAACCTGCTGTGGGTGTTCTCCC
CGGACGCGAACCGTGACCATAAAACCGCGTACTATCCGGGCGCCGGTTATGTGGATATCGCCGGTCTGGATTTTTACACGG
ACAATCCGGCCTCCCTGTCCGGCTATGACGAAATGCTGGGCCTGAACAAACCGTTCGGCCTGGTGGAGGTGGGACCGTCAA
CAACGAATGGCCAGTACGACTACGCCGTTCTGGTGAACACCATTCTGCAGAACTTCCCGAAAACCATCATGTTTGTACCCT
GGAATGACGGATGGAGTCCGGTGAAGAACCAGAACGCTGCTGCGGCATTCAATAACGGCAGCGTCATTAACCTGGGCGACA
TCAGCATCAGCTGGTAACCCCCCCTGTGAGCCCCCGGCGTTGCCGGGGGCCGGGAGAATGAAAATGAACACTGTACCCCAT
TCCTGGCCGGAGATGCTGGAGCTGTTCCATCGGTGGTGGCAGGGAGACTCGCCGGCCGGGGCTGTGTTGTTTTCTGTAGTG
ATGGCCGCCCTGCGCATGGCTTACTTTGGCGGCAGCAGGGGCTGGAGAAAAAAAACGCTGGAGATGCTGCTCTGTGGCGCC
CTGACACTGACCTTCTCCTCAGCGCTGGAATATCTGGGATTACCGAAAACCCTGTCGGTGGCGCTTGGCGGAGCGACAGGG
CTGACTGGTGTGGACACCATCAGAGCGCTGGTAATGAATTATCTTGCGAAGCGGCTTGGTCCCGGTAACGGAAAGGAGAAG
GTGTAACAATGGTGTTTTCACGTGGTATCCGCAATAACAACCCAGGCAATATTCGCCGGGGTGAAGACTGGAAAGGACTGG
TCCGGGACGGGCAGGATACGGATGAAGCCTTCTGTCGGTTCGTTGCGCCGGAATATGGTATCCGGGCAATGGTTCTTATCC
TCCGGCGATACCGGCAGAAGCATAACCTGAACACGATAAGTGAGATTATCCGGCGCTGGGCCCCCCCGGATGAAAACGACA
CCCGGGCCTATATCGACAGTGTGGTGCAGACGACCGGCGTGCCGGCAGATCAGCAGGTTGATACCGGCGACAGCGGCTTTA
TGACAACACTTCTGAAAGCCATCATCCGGCACGAGAATGGCGAACAGCCTTATGGTGACGACGTGTTTGCCCGCGCCCTGG
CACTGGCAGGTGACACGTGATCACTGACGCAGCCCTGGCGCTGCTGAAAAAGACCGCCCTGCCAGGGATGGTGTTGCTTGT
CATGGTGGCCGTGCTGCTGGCCGCCGGGCATTACCGGGACCAGGCCCGTCAGGAGACACTCAGGGCCGACAGGGCGGAACA
TAATCTTCAGGTGGCAAACATCACCATTACCGACATGCAGACCCGGGCCCGCGCCGTGGCGGCTCTGGATACCCGGTACAC
AAAGGAGTTAACCGATGCGAAAAAGAAGCTTGGCGATTTGCAGTCTTGTGTGCGCACTGGCCAGTGTGGGTTGCGGGTCAA
CGCCACCTGCCCGGCCGGCGGCGCGTCCGGCGCCAGCCGCATGGGCAATGCAGCCAGCCCCCGACTTACAGACGCCGCTGA
ACGGGATTATTACACCCTCAGGGAGCGGATCAGCACCGTTAGCGGGCAGGTGAGATACCTGCAGGCCTACATCAGCACACA
GTGTATGAGGTAATGTCTCTTCCCTCGTTACATGCGAGGCTGGTCGTTTTTGTGCCTGAAAAATAAACGAAATATTCTGTA
TTGACACCTGAAAACATCAGGCGTAATGTTAATAATATACTGTACATACATACAGTATATTGGTTTTAATTTGTTGTTTTA
AATGTCAAAGAGGAAAATGATATGAGTGGTGGAGATGGACGAGGTCCGGGTAATTCGGGGCTGGGACATAATGGCGGTCAG
GCCAGTGGAAATGTGAATGGTACGTCTGGTAAAGGTGGCCCTTCATCAGGTGGTGGTAC 

 
ภาพที ่14  ลาํดบันิวคลีโอไทดย์นีในพลาสมิดลูกผสม 

   บริเวณท่ีขีดเสน้ใต ้คือยนีแมนนาเนสท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม ORF Finder  
   บริเวณท่ีขีดเสน้ใตห้นา คือ start codon ATG และ stop codon TAA บริเวณท่ีขีดเสน้ใต ้2     
   เสน้ คือตาํแหน่งโปรโมเตอร์ -10 (AACTACTAT) และ -35 (TTGACA) 
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 1309 atgtgcatttatacagtagtttgcagggaggcttaccgccaacgg 

        M  C  I  Y  T  V  V  C  R  E  A  Y  R  Q  R  
   1354 agcacgctccggaagccttccccgcaacacaccagggggccttca 
        S  T  L  R  K  P  S  P  Q  H  T  R  G  P  S  
   1399 ggcccggacacaacaattatcataaggaaaaacataatgacttct 
        G  P  D  T  T  I  I  I  R  K  N  I  M  T  S  
   1444 tcaactgcagtaccagcgaatccgtctgccgacaatagtgcgaaa 
        S  T  A  V  P  A  N  P  S  A  D  N  S  A  K  
   1489 aaggtttaccagtggttaaacgggctgccggacagcaacggtaaa 
        K  V  Y  Q  W  L  N  G  L  P  D  S  N  G  K  
   1534 aagctcatctccggtatcttcggcggctacagcaatatcggcggg 
        K  L  I  S  G  I  F  G  G  Y  S  N  I  G  G  
   1579 gacagcggtttctccctggcccagggcaacgccattaaagacgcc 
        D  S  G  F  S  L  A  Q  G  N  A  I  K  D  A  
   1624 accgggaaattcccggcaatttacggggcagattatgcccgcggc 
        T  G  K  F  P  A  I  Y  G  A  D  Y  A  R  G  
   1669 tgggatgtcagcgcgccgggtgatgaggccagccttatcgatcac 
        W  D  V  S  A  P  G  D  E  A  S  L  I  D  H  
   1714 agttgtaacagcgatttaatcagccactggaaaaacggagggctg 
        S  C  N  S  D  L  I  S  H  W  K  N  G  G  L  
   1759 gttgccatcagtcatcacctgccgaacccgttctatgcgggtaac 
        V  A  I  S  H  H  L  P  N  P  F  Y  A  G  N  
   1804 aatccgggcaccggtgaagggggcctgaaaaaggccatcagcaac 
        N  P  G  T  G  E  G  G  L  K  K  A  I  S  N  
   1849 gacgagtttgcgaccattctgcaggacggcactggtgcgcgtcag 
        D  E  F  A  T  I  L  Q  D  G  T  G  A  R  Q  
   1894 cgctggctgtccctgctcgataaagtggcagagggactgcaggag 
        R  W  L  S  L  L  D  K  V  A  E  G  L  Q  E  
   1939 ctgcgggataacggcgtgccggtgttgtaccgtccgctgcacgag 
        L  R  D  N  G  V  P  V  L  Y  R  P  L  H  E  
   1984 atgaacggcgaatggttctggtggggcgcgacaggctataacaca 
        M  N  G  E  W  F  W  W  G  A  T  G  Y  N  T  
   2029 aacgacgccacgcggcaggatctgtaccgccgcctgtaccaggac 
        N  D  A  T  R  Q  D  L  Y  R  R  L  Y  Q  D  
   2074 gtgttcagctatttcgttaacacgaaagggctgaccaacctgctg 
        V  F  S  Y  F  V  N  T  K  G  L  T  N  L  L  
   2119 tgggtgttctccccggacgcgaaccgtgaccataaaaccgcgtac 
        W  V  F  S  P  D  A  N  R  D  H  K  T  A  Y  
   2164 tatccgggcgccggttatgtggatatcgccggtctggatttttac 
        Y  P  G  A  G  Y  V  D  I  A  G  L  D  F  Y  
   2209 acggacaatccggcctccctgtccggctatgacgaaatgctgggc 
        T  D  N  P  A  S  L  S  G  Y  D  E  M  L  G  
   2254 ctgaacaaaccgttcggcctggtggaggtgggaccgtcaacaacg 
        L  N  K  P  F  G  L  V  E  V  G  P  S  T  T  
   2299 aatggccagtacgactacgccgttctggtgaacaccattctgcag 
        N  G  Q  Y  D  Y  A  V  L  V  N  T  I  L  Q  
   2344 aacttcccgaaaaccatcatgtttgtaccctggaatgacggatgg 
        N  F  P  K  T  I  M  F  V  P  W  N  D  G  W  
   2389 agtccggtgaagaaccagaacgctgctgcggcattcaataacggc 
        S  P  V  K  N  Q  N  A  A  A  A  F  N  N  G  
   2434 agcgtcattaacctgggcgacatcagcatcagctggtaa 2472    
        S  V  I  N  L  G  D  I  S  I  S  W  * 

 

ภาพที ่15  ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของยนีแมนนาเนส 
              บริเวณขีดเสน้ใต ้2 เสน้ คือ กรดอะมิโนบริเวณอนุรักษข์อง glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 26 
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 2.2  ตาํแหน่งโปรโมเตอร์ 
 

โดยโปรแกรม BPROM (Softberry: http://linux1.softberry.com/berry.phtml) ซ่ึงเป็น
โปรแกรมท่ีใชว้ิเคราะห์ตาํแหน่งโปรโมเตอร์ของแบคทีเรีย พบว่า มีตาํแหน่งท่ีมีโอกาสเป็นโปรโม
เตอร์ 8 ตาํแหน่ง (ภาพท่ี 16) แต่มีเพียง 2 ตาํแหน่งท่ีอยูห่นา้ ATG ของยนีแมนนาเนส (ภาพท่ี 16) 
คือตาํแหน่ง 1279 (-10), 1259 (-35) และ 708 (-10), 689 (-35) ซ่ึงตาํแหน่งท่ี 1279 (-10 
AACTACTAT), 1259 (-35 TTGACA) มีโอกาสเป็นตาํแหน่งของโปรโมเตอร์มากท่ีสุด เน่ืองจาก
ตาํแหน่ง 1259 (-35) ท่ีเป็นตาํแหน่งของโปรโมเตอร์ -35 (TTGACA) ของยีนแมนนาเนสจาก K. 
oxytoca CW2-3 มีลาํดบัเบสท่ีคลา้ยกนักบัโปรโมเตอร์ -35 (TTGTCA) ของยนีอ่ืนจาก K. oxytoca 
(Arakawa et al., 1989; Wu et al., 1999) และจากการศึกษาโปรโมเตอร์จากหลายๆ ยนีของ E. coli 
พบว่ามีความเหมือนกันน้อยมาก แต่ภายในแต่ละโปรโมเตอร์จะมีลําดับอนุรักษ์ (conserve 
sequence) ซ่ึงเป็นช่วงนิว คลีโอไทดส์ั้นๆ ยาว 6 นิวคลีโอไทดท่ี์มีลาํดบัคงเดิมตลอดคือ ท่ีตาํแหน่ง -
10 (TATAAT) และ -35 (TTGACA) (สุรินทร์, 2548) ซ่ึงบริเวณลาํดบัอนุรักษข์องโปรโมเตอร์ -35 
(TTGACA) น้ีก็ตรงกนักบัตาํแหน่ง -35 ของยนีแมนนาเนสจาก K. oxytoca CW2-3 และแมนนาเน
สจากแบคทีเรียอ่ืน เช่น Bacillus stearothermophilus (-35 TTGACA) ดว้ย (Ethier et al., 1998) แต่
ไม่พบตาํแหน่งของ ribosome binding site ซ่ึงเป็นตาํแหน่งท่ีมีเบส adenine (A) และ guanine (G) 
สูงและมีการแปรผนัมาก (diverse) มกัอยูบ่ริเวณ 3-14 เบสก่อนถึง ATG และมี conserve sequence 
คือ AGGAG (Oliveira et al., 2004) 
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ภาพที ่16  ตาํแหน่ง -35 และ -10 promoter วิเคราะห์จากโปรแกรม BPROM (Softberry) 
 
หมายเหตุ  ทาํการสืบคน้ขอ้มูลเม่ือวนัท่ี 3 กรกฎาคม 2557 
 

2.3  เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนกบัฐานขอ้มูลดว้ยโปรแกรม   
BLAST และ ClustalW 
 

เม่ือเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแมนนาเนส kman-1 กบัฐานขอ้มูลดว้ย
โปรแกรม Blast X ท่ีเวปไซต ์http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi พบว่ายีนแมนนาเนสมีความ
เหมือนกบัแมนนาเนสจากแบคทีเรียกลุ่มอ่ืน 50-71% (ตารางท่ี 7) ซ่ึงจะมีบริเวณท่ีเหมือนกนัคือ 
บริเวณท่ีมีกรดอะมิโน WFWWG นอกจากน้ีจากลาํดบันิวคลีโอไทด์ยงัพบ catalytic residue ท่ี
ตาํแหน่ง Glu 225 และ Glu 324 อีกดว้ย (ภาพท่ี 17) 
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ตารางที ่7  ผลการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง kman-1 ดว้ยโปรแกรม Blast X 
 

Organism E value 
Identity 

(%) 
Accession 

mannan endo-1,4-beta-mannosidase (Enterobacter cloacae 
EcWSU1) 

0.0 71 YP_004951593 

endo-beta-1,4-mannanase (Pantoea agglomerans) 0.0 71 ACN30272 
beta-mannosidase (Enterobacter cloacae) 0.0 71 WP_025204433 
endo-beta-1,4-mannanase (Pectobacterium carotovorum) 9e-164 64 ABC95192 
mannan endo-1,4-beta-mannosidase (Dickeya dadantii 3937) 9e-161 63 YP_003884802 
beta-mannanase (Bacillus sp. 5H) 3e-116 50 BAA31711 
beta-mannanase (Bacillus subtilis)  4e-116 50 ADZ54787 

 
หมายเหตุ  ทาํการสืบคน้ขอ้มูลเม่ือวนัท่ี 3 กรกฎาคม 2557 
  

เม่ือพิจารณาความเหมือนของลาํดบักรดอะมิโน (amino acid sequence similarity) พบวา่ยนี
แมนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-1 จดัในกลุ่ม glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 26 ซ่ึงมีความ
เหมือนกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนอีก 7 สายพนัธ์ุดว้ยโปรแกรม ClustalW (ภาพท่ี 17) กลุ่มของ
จุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสในแฟมิล่ี 26 ส่วนใหญ่คือเช้ือจุลินทรียก์ลุ่มแบคทีเรีย (bacterial 
origin) ยกเวน้เช้ือราบางสายพนัธ์ุซ่ึงจะพบได้น้อย และมีกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน (conserve 
sequence) คือ WFWWG เป็นกรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้างเป็นอะโรมาติก (aromatic amino acid) ซ่ึง
ต่างจากเอนไซม์แมนนาเนสในแฟมิล่ี 5 ท่ีมีกลุ่มของจุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซม์แมนนาเนสท่ี
หลากหลาย ทั้งแบคทีเรีย เช้ือรา และแมนนาเนสจากยคูาริโอต ทาํใหเ้อนไซมแ์มนนาเนสในกลุ่มน้ี
มีกรดอะมิโนท่ีเหมือนกนันอ้ย และสามารถแบ่งออกเป็น 8 subfamily คือ A1-A8) ซ่ึงใน subfamily 
A7 เป็นแมนนาเนสจากยคูาริโอต และ A8 เป็นแมนนาเนสจากแบคทีเรีย (Dhawan and Kaur, 2007) 
เอนไซมแ์มนนาเนสในแฟมิล่ี 5 จะมีกรดอะมิโน 8 ตวั ท่ีเป็นกรดอะมิโนอนุรักษท่ี์ตาํแหน่ง active 
site โดย Ma et al. (2004) รายงานกรดอะมิโนอนุรักษ ์8 ตวัของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. N16-5 
คือ Arg-83, His-119, Asn-157, Glu-158, His-224, Tyr-226, Glu-254, และ Trp-283     
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ภาพที ่17  เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนกบัแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแ์มนนาเนส แฟมิล่ี 26 แถบสี 

 ดาํ คือกรดอะมิโนท่ีเหมือนกนั แถบสีเทาคือกรดอะมิโนท่ีคลา้ยกนั กรอบสีแดง คือ  
 บริเวณ conserve ของ glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 26 และ (*) คือ catalytic residue 

   YP_004951593, mannan endo-1,4-beta-mannosidase จาก Enterobacter cloacae   
 EcWSU1; ACN30272, endo-beta-1,4-mannanase จาก Pantoea agglomerans;   
 WP_025204433, beta-mannosidase จาก Enterobacter cloacae; ABC95192, endo-beta- 
 1,4-mannanase จาก Pectobacterium carotovorum; YP_003884802, mannan endo-1,4- 
 beta-mannosidase จาก Dickeya dadantii 3937; BAA31711, beta-mannanase จาก  
 Bacillus sp. 5H; ADZ54787, beta-mannanase จาก Bacillus subtilis.  

 
 

*

*
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2.4 วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์signal sequence 
 

โดยโปรแกรม SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ซ่ึงเป็นโปรแกรมท่ี
ใชว้ิเคราะห์ตาํแหน่งตดัของ signal sequence ในลาํดบักรดอะมิโนจากจุลินทรียท์ั้งในแบคทีเรียแก
รมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และยคูาริโอต จากผลการวิเคราะห์ไม่พบตาํแหน่งของ signal sequence 
ในลาํดบักรดอะมิโนของแมนนาเนส kman-1 (ภาพท่ี 18) 

  

 
 

ภาพที ่18  วิเคราะห์ตาํแหน่งของ signal sequence ดว้ยโปรแกรม SignalP 
 
หมายเหตุ  ทาํการสืบคน้ขอ้มูลเม่ือวนัท่ี 29 มิถุนายน 2557 
 

2.5  ลกัษณะโครงสร้างสามมิติของแมนนาเนส KMAN 
 

โดยโปรแกรม SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) และ RaptorX 
(http://raptorx.uchicago.edu/) ซ่ึงเป็นโปรแกรมท่ีวิเคราะห์โครงสร้างสามมิติของโปรตีนโดยเทียบ
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กบัฐานขอ้มูล จากฐานขอ้มูลแม่แบบท่ีใชใ้นเปรียบเทียบและวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนจากทั้ง 
2 โปรแกรมคือ 2qhaA ซ่ึงเป็นแม่แบบของเอนไซมแ์มนนาเนส จากลกัษณะโครงสร้างสามมิติท่ีมี
ความคลา้ยกนั (three dimentional structural similarities) โปรตีนในแฟมิล่ีท่ีแบ่งตามความเหมือน
ของลาํดบักรดอะมิโน (sequence-based families) แบ่งออกเป็น “clan” ตามลกัษณะโครงสร้างสาม
มิติ  ซ่ึงเอนไซมแ์มนนาเนสจากทั้งแฟมิล่ี 5 และ 26 จดัอยูใ่น clan glycosyl hydrolase A (GH-A) ซ่ึง
เป็น clan ท่ีใหญ่ท่ีสุด มีลกัษณะการมว้นพบัแบบ TIM (triose phosphate isomerase) (β/α)8  Barrels 
ประกอบดว้ยสาย α-helix 8 สายและสาย β-strand 8 สาย (Chauhan et al., 2012; Dhawan and Kaur, 
2007) ดงัแสดงในภาพท่ี 19 A และ B 
 

 
                                    A                                                                             B 
 
ภาพที ่19  โครงสร้างสามมิติของเอนไซมแ์มนนาเนส KMAN จากโปรแกรม SWISS-MODEL (A)  

   และโปรแกรม RaptorX (B) 
 
หมายเหตุ  ทาํการสืบคน้ขอ้มูลเม่ือวนัท่ี 22 มิถุนายน 2557 
 
3.  การแสดงออก ยนี kman-2 โดย expression vector pFlag-CTS 
 

3.1  พลาสมิด pFlag-CTS และการตดัพลาสมิดดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ KpnI 
 

จากการสกดัพลาสมิด pFlag-CTS ดว้ยชุดสกดัพลาสมิด QIAprep® Spin Miniprep kit 
(QIAGEN) และตรวจสอบพลาสมิดดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลตโตรโฟรีซิสพบแถบดีเอน็เออยูใ่นรูป 
supercoil 1 แถบ (ภาพท่ี 20 เลนท่ี 1) และเม่ือตดัพลาสมิด pFlag-CTS ดว้ยเอนไซม ์EcoRI และ 
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KpnI พบขนาดของแถบดีเอน็เอประมาณ 5.4 กิโลเบส (ภาพท่ี 20 เลนท่ี 2) ซ่ึงเท่ากบัขนาดของพ
ลาสมิด pFlag-CTS ตามแผนท่ีพลาสมิด เวกเตอร์ (Sigma, USA) 
 

1        2       3 

 
 
ภาพที ่20  Expression vector pFlag-CTS ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI และ KpnI 

   เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 
   เลนท่ี 2 พลาสมิด pFlag-CTS ท่ีไม่ไดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ KpnI  
   เลนท่ี 3 พลาสมิด pFlag-CTS ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ KpnI 

 
3.2  การเตรียมยนีแมนนาเนส kman-2 ท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดใ์หร้หสั His tag 

 
เพิ่มปริมาณยีนแมนนาเนส kman-2 ดว้ยไพรเมอร์ No298-ExF (5’ TACA 

GAATTCATGTGCATTTATACAGTAGTTTGC 3’) และ No298-ExR (5’ TATAGGTACC 
CCAGCTGATGCTGATGTCGC 3’) โดยใชพ้ลาสมิดลูกผสม pKMAN-1 เป็นแม่แบบ (template) 
เทียบกบัพลาสมิด pUC19 และนํ้ า (negative control) เพ่ือใหม้ัน่ใจว่ายนีท่ีเพิ่มจาํนวนดว้ยไพรเมอร์
คู่น้ีคือยนีแมนนาเนสจาก E. coli KMAN-1 จริงไม่ไดม้าจากการเพ่ิมจาํนวนของยนีอ่ืนบนเวกเตอร์
หรือปนเป้ือนจากนํ้าท่ีใชใ้นการทาํพีซีอาร์  

 
ผลการเพิ่มปริมาณยีน kman-2 ดว้ยวิธีพีซีอาร์ พบยีนขนาด 1,164 คู่เบส (ภาพท่ี 21) 

ซ่ึงประกอบดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI ทางดา้นปลาย N และ KpnI ทางดา้นปลาย C  
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ทาํการตดัผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะทั้งสอง เพื่อให้เกิดปลายท่ีมี
ลกัษณะคู่สมท่ีสามารถเช่ือมต่อไดก้บัเวกเตอร์ pFlag-CTS ท่ีตดัดว้ยเอนไซมเ์ดียวกนัได ้  
 
                       1       2       3       4       5   

 
 

ภาพที ่21  ผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยไพรเมอร์ No.298-ExF และ No.298-ExR 
   เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 
   เลนท่ี 2 ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ 
   เลนท่ี 3 ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ 
   เลนท่ี 4 negative control พลาสมิด pUC19 
   เลนท่ี 5 negative control นํ้า 

 
3.3  ผลการเช่ือมต่อยนีแมนนาเนส kman-2 กบัเวกเตอร์ pFlag-CTS 

 
ตรวจสอบการเช่ือมต่อของยีน kman-2 กบัเวกเตอร์ pFlag-CTS ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ย

อตัราส่วนระหว่างดีเอ็นเอต่อเวกเตอร์ เท่ากบั 3:1 ดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส พบ
แถบพลาสมิดลูกผสมและยงัคงมียนีแมนนาเนสท่ีไม่ไดเ้ช่ือมต่อกบัเวกเตอร์เหลืออยูบ่างส่วน (ภาพ
ท่ี 22) ใหช่ื้อพลาสมิดลูกผสมท่ีเช่ือมต่อระหว่างยนีแมนนาเนส kman-2 กบัเวกเตอร์ pFlag-CTS ว่า 
pKMAN-2  
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    1   2            3             4 

 
 

ภาพที ่22  รูปแบบดีเอน็เอลูกผสมวิเคราะห์โดยวิธีอิเลคโตรโฟริซีส 
   เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 
   เลนท่ี 2 expression vector pFlag-CTS ท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ KpnI 
   เลนท่ี 3 ยนีแมนนาเนสท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ KpnI 
   เลนท่ี 4 ดีเอน็เอลูกผสมท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยอตัราส่วนของดีเอน็เอต่อพลาสมิด 3:1 

 
3.4  คุณภาพคอมพีเทนส์เซลล ์E. coli TOP10 

  
วิเคราะห์คอมพีเทนส์เซลล ์E. coli TOP10 โดยเล้ียงในอาหารแขง็ LA บ่มท่ี 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง พบว่า E. coli TOP10 สามารถเจริญไดถึ้ง 1.94 x 109 CFU/ml  และ
เม่ือถ่ายโอนพลาสมิดดีเอน็เอ pFlag-CTS ท่ีอยูใ่นรูป supercoil หรือ circular ความเขม้ขน้ 100 นา
โนกรัมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli TOP10 พบว่าเช้ือสามารถเจริญได ้1.16 x 105 CFU/ml คิดเป็นค่า 
transformation efficiency เท่ากบั 1.16 x 107 CFU ต่อไมโครกรัมดีเอน็เอ แสดงใหเ้ห็นว่า คอมพี
เทนส์เซลล ์E. coli TOP10 มีประสิทธิภาพในการนาํมาถ่ายโอนดีเอน็เอดว้ยวิธี heat shock 
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3.5  E. coli ลูกผสมแสดงกิจกรรมแมนนาเนส  
 

สุ่มเซลลลู์กผสม 40 โคลนเพ่ือทดสอบกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสเบ้ืองตน้โดยเล้ียง
เซลลลู์กผสมบนอาหารท่ีใชค้ดัเลือก (selective media) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง และตรวจสอบการยอ่ยสับเสตรทโดยดูจากวงใสท่ีเกิดข้ึนรอบโคโลนี แต่ผลการทดสอบไม่
สามารถระบุกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสไดช้ดัเจน จึงสุ่มเซลลลู์กผสม 5 โคโลนีเพื่อตรวจสอบ
ดว้ยวิธีพีซีอาร์ พบเซลลลู์กผสมเพียง 1 โคลนเท่านั้น (ภาพท่ี 23 เลน 7) ท่ีมียนีแมนนาเนส kman-2 
โดยใหช่ื้อเซลลลู์กผสมน้ีวา่ E. coli สายพนัธ์ุ KMAN-2  
 
              1         2         3          4         5         6         7          8         9        10  

 
 

ภาพที ่23  ผลการตรวจสอบเซลลลู์กผสมดว้ยวิธีพีซีอาร์ดว้ยไพรเมอร์ No.298-ExF และ No.298- 
   ExR 
เลนท่ี 1 ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 

  เลนท่ี 2 Positive control K. oxytoca CW2-3 
  เลนท่ี 3 Positive control พลาสมิดลูกผสม pKMAN-1 
  เลนท่ี 4 เซลลลู์กผสม 1 
  เลนท่ี 5 เซลลลู์กผสม 2 
  เลนท่ี 6 เซลลลู์กผสม 3 
  เลนท่ี 7 เซลลลู์กผสม 4 
  เลนท่ี 8 เซลลลู์กผสม 5 
  เลนท่ี 9 Negative control พลาสมิด pFlag-CTS 
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ภาพที ่23 (ต่อ) 
 
  เลนท่ี 10 Negative control นํ้า 

 
นาํโคโลนี E. coli KMAN-2 ท่ีมียนีแมนนาเนสมาเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ

แอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงเซลลลู์กผสมไดค่้าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน
เมตร เท่ากบั 0.6 แลว้ เติม IPTG ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 1 มิลลิโมลาร์ เพื่อกระตุน้การผลิต
เอนไซมแ์ละเล้ียงต่ออีก 18 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเหวี่ยงแยกเซลล ์เก็บนํ้ าเล้ียงเช้ือ (extracellular) เพื่อ
ทดสอบกิจกรรมเอนไซมด์ว้ยวิธี gel diffusion assay ส่วนตะกอนเซลลน์าํมาแขวนลอยในไลซีส
บฟัเฟอร์ และทาํให้เซลลแ์ตกดว้ยวิธี sonication เก็บส่วนใสหลงัจากเหวี่ยงแยกเซลล ์เพ่ือทดสอบ
กิจกรรมเอนไซมใ์นส่วน intracellular ดว้ยวิธี gel diffusion assay เช่นเดียวกนัโดยเทียบกบัชุด
ควบคุม positive control คือ K. oxytoca CW2-3 และ negative control คือ E. coli TOP10 และ E. 
coli TOP10 ท่ีมี พลาสมิด pFlag-CTS พบกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนส เสน้ผา่นศูนยก์ลางของวงใส
เป็น 2.5 และ 2.7 เซนติเมตรจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 ในส่วน extracellular และ 
intracellular ตามลาํดบั และวดัเสน้ผา่นศูนยก์ลางวงใสของส่วน extracellular และ intracellular จาก 
K. oxytoca CW2-3 ได ้2.4 และ 2.8 เซนติเมตร ตามลาํดบั ในขณะท่ีไม่พบกิจกรรมเอนไซมแ์มน
นาเนสจากทั้ง 2 ส่วนของ negative control (ภาพท่ี 24) หลงัการ subclone ไดต้รวจสอบลาํดบันิวคลี
โอไทดซ์ํ้ าอีกคร้ัง พบวา่มีลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีแมนนาเนสตรงกนักบัยนีแมนนาเนสใน kman-
1 ท่ีไดจ้ากการทาํธนาคารยนี   

 

 
 

ภาพที ่24  กิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสของเซลลลู์กผสมเม่ือทดสอบดว้ยวิธี gel diffusion assay 
   เพลท A คือเอนไซมแ์มนนาเนสส่วน extracellular 
   เพลท B คือเอนไซมแ์มนนาเนสส่วน intracellular 
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ภาพที ่24 (ต่อ) 
 
   หมายเลข 1 คือ สายพนัธ์ุ K. oxytoca CW2-3 
   หมายเลข 2 คือ เซลลเ์จา้บา้น E. coli TOP10 
   หมายเลข 3 คือ E. coli TOP10 ท่ีมีพลาสมิด pFlag-CTS  
   หมายเลข 4 คือ เซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 

 
4.  การแสดงออกของยนีแมนนาเนส kman-2 และการทาํให้เอนไซม์บริสุทธ์ิ 
 

4.1  กิจกรรมของเอนไซมแ์มนนาเนสจากส่วนต่างๆของเซลล ์
 

 สกดัเอนไซมแ์มนนาเนสออกจากส่วน periplasm และ cytoplasm ของเซลล ์E. coli ซ่ึงวิธีท่ี
ใชใ้นการสกดัเอนไซมแ์มนนาเนส คือ osmotic shock และ sonication ตามลาํดบั osmotic shock 
เป็นวิธีหน่ึงในการสกดัโปรตีนออกจากส่วน periplasm ใชห้ลกัการการเปล่ียนแปลงแรงดนัออสโม
ติกของเซลล ์โดยบ่มเซลลใ์นสารละลาย hypertonic ซ่ึงมีส่วนประกอบของซูโครสท่ีความเขม้ขน้
สูง ร่วมกบั EDTA และเปล่ียนแปลงแรงดนัออสโมติกโดยฉับพลนัโดยการบ่มเซลลท่ี์กาํจดัสาร 
hypertonic ออกแลว้ในสารละลาย hypotonic ซ่ึงโดยทัว่ไปจะใชน้ํ้ าท่ีเยน็จดั จากการเปล่ียนแปลง
แรงดนัออสโมติกอยา่งรวดเร็วทาํใหโ้ปรตีนในส่วนของ periplasm หลุดออกมาได ้เน่ืองจากซูโครส
ท่ีมีค่าออสโมติกสูงจะทาํให้เซลลเ์ห่ียว ร่วมกบั EDTA ซ่ึงทาํหน้าท่ีทาํลาย lipopolysaccharide 
(LPS) ท่ีผนงัเซลล ์ทาํใหค้วามสามารถในการซึมผา่น (permeability) ของผนงัเซลลด์า้นนอกมีมาก
ข้ึน เม่ือละลายในนํ้ าท่ีเยน็จดั ซ่ึงเป็นสารท่ีมีค่าออสโมติกตํ่าทาํให้เซลลเ์พิ่มขนาดข้ึนอย่างรวดเร็ว 
เป็นผลใหโ้ปรตีนในส่วน periplasm หลุดออกมาได ้(Chen et al., 2004; Ewis and Lu, 2005) การใส่ 
MgCl2 ในสารละลาย hypotonic สามารถช่วยให้สกดัโปรตีนออกจาก periplasm ไดดี้ข้ึนและ
สามารถช่วยลดการเป้ือนของโปรตีนจากส่วน cytoplasm ได ้โดย EDTA จะจบัแมกนีเซียมไอออน
แทน ลดการทาํลายท่ีส่วน plasma membrane ทาํใหโ้ปรตีนส่วน cytoplasm ไม่หลุดออกมา (Jazii et 
al., 2007; Ramanan et al., 2010) 
 

ภายหลงัการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตเอนไซมแ์มนนาเนสดว้ย IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส โดยแปรผนัเวลาท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 20 (ขา้มคืน) ชัว่โมง มีค่า
กิจกรรมเอนไซมร์วม (total activity) ท่ี extracellular, periplasm และ intracellular ในแต่ละชัว่โมง
แสดงดงัตารางท่ี 8 ซ่ึงพบว่า ในส่วน intracellular มีกิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสสูงสุด แต่ผลการ
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วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะ (specific activity) ในแต่ละส่วนของเซลล ์E. coli KMAN-2 
พบว่าท่ีส่วน periplasm ท่ีชัว่โมงท่ี 8 มีค่ากิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 25) แสดงว่า 
เอนไซมแ์มนนาเนสท่ีการผลิตในชัว่โมงท่ี 8 ส่วน periplasm มีคุณภาพดีท่ีสุด เน่ืองจากมีปริมาณ
โปรตีนอ่ืนปนมานอ้ย  จึงเป็นส่วนท่ีเหมาะสมในการนาํไปทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิ    
 
ตารางที ่8  ค่ากิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสแต่ละช่วงเวลาของการเหน่ียวนาํในส่วนต่างๆ ของเซลล ์
 

 ค่ากิจกรรมเอนไซมท์ั้งหมด (ยนิูต) 
เวลา 
(ชม.) 

0 2 4 6 8 10 20 

E 4.86±0.01 14.49±1.37 20.21±2.66 19.6±1.60 20.38±0.23 21.2±1.13 29.05±11.58 
P 0.74±0.03 18.3±3.11 28.73±10.44 23.91±2.50 57.62±27.46 27.69±6.92 44.3±7.26 
I 4.11±0.12 43.19±3.29 66.16±4.77 75.79±2.95 80.25±2.27 81.05±7.67 74.22±1.45 

 
หมายเหตุ  E คือ ส่วน extracellular; P คือ ส่วน periplasm; I คือ ส่วน intracellular; ค่ากิจกรรม 

    เอนไซมท์ั้งหมดคาํนวณจากการเกบ็ตวัอยา่ง 10 มิลลิลิตรในแต่ละช่วงเวลา โดยมี  
    ปริมาตรทั้งหมดในส่วน extracellular 10 มิลลิลิตร ส่วน periplasm 1 มิลลิลิตร และส่วน  
    intracellular 0.2 มิลลิลิตร 

 

 
 

ภาพที ่25  กิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะจากส่วน extracellur, periplasm และ cytoplasm 
      a,b,c  ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี P   0.05 เปรียบเทียบเฉพาะส่วน periplasm 
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4.2  ความเขม้ขน้ IPTG ท่ีเหมาะสมในการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตเอนไซมแ์มนนาเนส 
 

จากขอ้ 4.1 พบว่า เม่ือเหน่ียวนาํใหผ้ลิตเอนไซมแ์มนนาเนสดว้ย IPTG เขม้ขน้ 1 มิลลิ
โมลาร์เป็นเวลา 8 ชัว่โมง เอนไซมแ์มนนาเนสในส่วน periplasm มีค่ากิจกรรมจาํเพาะสูงท่ีสุด จึงได้
แปรผนัความเขม้ขน้ของ IPTG ท่ี 0.25, 0.5, 0.75, 1 และ 1.25 มิลลิโมลาร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 26 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 8 ชัว่โมงเพื่อหาความเขม้ขน้ของ IPTG ท่ีเหมาะสม พบว่า ความเขม้ขน้ของ 
IPTG สามารถผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญั (ตารางท่ี 9) ดงันั้นการใช ้
IPTG ความเขม้ขน้ 0.25 มิลลิโมลาร์จึงเพียงพอต่อการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. 
coli KMAN-2 โดยใชเ้วลาผลิตหลงัการเหน่ียวนาํแลว้ 8 ชัว่โมง 

 
ตารางที ่9  กิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะเม่ือแปรผนัความเขม้ขน้ของ IPTG ท่ีเวลาผลิต 8 ชัว่โมง 
 

ความเขม้ขน้ IPTG (mM) Specific activity (Unit/μg protein) 
0 0.04 ± 0.00 b 

0.25 0.18 ± 0.03 a 
0.5 0.17 ± 0.01 a 
0.75 0.18 ± 0.01 a 

1 0.18 ± 0.00 a 
1.25 0.19 ± 0.01 a 

 
หมายเหตุ  a,b ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี P   0.05 
 

4.3  สมบติัของเอนไซม ์KMAN ผลิตโดย E. coli KMAN-2  
 

โปรตีนท่ีผลิตจากเซลล์ลูกผสมส่วนใหญ่จะมีการเช่ือมระหว่างโปรตีนท่ีสนใจและ 
affinity tag เพื่อใหง่้ายต่อการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธี affinity chromatography ซ่ึง affinity tag 
ท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายคือฮีสทิดีน (histidine) ท่ีมีความจาํเพาะสูงกบันิเกิลไอออน (Ni2+) ดงันั้น
เม่ือผ่านโปรตีนท่ีติดดว้ยฮีสทิดีนลงในคอลมัน์ท่ีบรรจุดว้ยเรซินท่ีมีนิเกิลไอออนอยู่บนเมทริกซ์ 
โปรตีนท่ีสนใจจะยึดติดกับเรซินและจะถูกชะออกมาภายหลงัด้วยอิมิดาโซล (imidazole) ซ่ึงมี
โครงสร้างคลา้ยกบัฮีสทิดีนและสามารถจบักบันิเกิลไอออนไดเ้ช่นกนั 

 



 
75 

 

จากการ subclone ยนีแมนนาเนส kman-2 เขา้สู่เวกเตอร์ pFlag-CTS ท่ีมีตาํแหน่งของ 
ฮีสทิดีนท่ีเป็นaffinity tag จาํนวน 10 ตวัอยูห่ลงัตาํแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะใน multiple 
cloning site ทาํใหย้นีแมนนาเนสท่ีเช่ือมต่อดว้ยฮีสทิดีนทางดา้นปลาย C และสามารถทาํใหเ้อนไซม์
บริสุทธ์ิไดด้ว้ย Ni-NTA purification system (Invitrogen, USA) ภายใตส้ภาวะ native จากการ
ตรวจสอบแต่ละขั้นตอนของการทาํให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟรี
ซิส (SDS-PAGE) โดยใชอ้ะคริลาไมดเ์จล 12% ภายใตส้ภาวะ non-denaturing (เตรียม sample dye 
โดยไม่มีสาร β-mercaptoethanol และไม่ผา่นการใหค้วามร้อน) พบว่า ยงัคงมีโปรตีนตีนท่ีคาดว่าจะ
เป็นเอนไซมแ์มนนาเนสบางส่วนท่ีไม่จบักบัเรซิน (ภาพท่ี 26 เลน 3A) และพบโปรตีนบางส่วนหลุด
จากเรซินเม่ือลา้งคอลมัน์ดว้ยอิมิดาโซล 20 มิลลิโมลาร์ (ภาพท่ี 26 เลน 4A) หลงัจากชะคอลมัน์
ดว้ยอิมิดาโซล 250 มิลลิโมลาร์ พบโปรตีนท่ีแสดงกิจกรรมแมนนาเนสบน zymogram 2 แบน (ภาพ
ท่ี 26 เลน 7-9A และ B) มีขนาดประมาณ 49 และ 35.4 กิโลดาลตลั  

 
   1     2     3     4     5     6     7     8                 1      2      3     4     5      6     7      8                 

 
   A     B 
 
ภาพที ่26  ลกัษณะแถบโปรตีนในแต่ละขั้นตอนการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย Ni-NTA purification  

   system (A) อะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส ภายใตส้ภาวะ non-denaturing (B)  
   วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมแ์มนนาเนสบนเจลอะคริลาไมด ์(zymogram)  
   เลนท่ี 1 โปรตีนส่วน periplasm (lysate) ก่อนผา่นลงคอลมัน์ 
   เลนท่ี 2 โปรตีนหลงัผา่นลงคอลมัน์ (unbound) 
   เลนท่ี 3 ลา้งคอลมัน์ดว้ยอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ คร้ังท่ี 1 
   เลนท่ี 4 ลา้งคอลมัน์ดว้ยอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ คร้ังท่ี 2 
   เลนท่ี 5 ลา้งคอลมัน์ดว้ยอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ คร้ังท่ี 3 
   เลนท่ี 6 ชะคอลมัน์ (elution) ดว้ยอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 250 มิลลิโมลาร์ คร้ังท่ี 1 

49 kDa 

35.4 kDa 
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ภาพที ่26 (ต่อ) 
 
   เลนท่ี 7 ชะคอลมัน์ (elution) ดว้ยอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 250 มิลลิโมลาร์ คร้ังท่ี 2 
   เลนท่ี 8 ชะคอลมัน์ (elution) ดว้ยอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 250 มิลลิโมลาร์ คร้ังท่ี 3 

 
เม่ือพิจารณาเจลอะคริลาไมด์และกิจกรรมเอนไซม์แมนนาเนสบนแผ่นเจลอะคริลาไมด ์

(zymogram) พบว่า แบนโปรตีนขนาด 49 กิโลดาลตนัมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าและมีกิจกรรม
เอนไซมแ์มนนาเนสสูงกว่าแบนโปรตีนขนาด 35.4 กิโลดาลตนั จึงเลือกตดัแบนโปรตีนขนาด 49 
กิโลดาลตนัเพื่อนาํไปศึกษาคุณสมบติัของเอนไซมต่์อไป ขั้นตอนการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิแสดงดงั
ตารางท่ี 10  

 
เม่ือเล้ียงเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 ปริมาตร 1 ลิตรเพ่ือผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสและ

ทาํให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิพบว่า เอนไซม์บริสุทธ์ิมีค่ากิจกรรมจาํเพาะ 2,348.29 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน ไดโ้ปรตีน 87.88% หลงัผา่นโปรตีนลงคอลมัน์ท่ีบรรจุดว้ยเรซินท่ีมีนิเกิลไอออนอยูบ่นเมท
ริกซ์ แต่หลงัจากตดัโปรตีนออกจากเจลอะคริลาไมด์ โปรตีนท่ีไดมี้ปริมาณลดลงมากเหลือเพียง 
9.62% เป็นไปไดว้า่ขั้นตอนการชะโปรตีนออกจากเจลไม่สมบูรณ์ ทาํใหป้ริมาณโปรตีนท่ีไดน้อ้ยลง 
 
ตารางที ่10  ขั้นตอนการทาํเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ 
 

 
Volume  

(ml) 
Total activity 

(Unit) 
Total protein 

(mg) 
Specific activity 

(Unit/mg) 
Yield 
(%) 

Purification 
factor 

Crude  
(periplasmic fraction) 

100 2,137.79 7.46 286.57 100 1 

Ni-NTA column 12 1,878.63 0.8 2,348.29 87.88 8.19 
Acrylamide gel  

extraction 
20 205.69 0.35 587.69 9.62 2.05 

 
เม่ือวิเคราะห์โปรตีน KMAN ภายใตส้ภาวะ denaturing (เตรียม sample dye โดยมีสาร β-

mercaptoethanol และผา่นการใหค้วามร้อน) พบโปรตีน 1 แบน มีขนาดประมาณ 43.2 กิโลดาลตลั 
(ภาพท่ี 27 เลน 3) ขนาดของโปรตีนท่ีคาํนวณได้จากเทคนิคอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริซีส 
(SDS-PAGE) มีขนาดใหญ่กว่าขนาดของโปรตีนท่ีคาํนวณจากยีน (42.6 กิโลดาลตนั) เน่ืองจาก
โปรตีนท่ีไดห้ลงัจากการทาํให้บริสุทธ์ิดว้ย affinity chromatography ดว้ยการใช้ Ni-NTA 
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purification system จะยงัคงมีส่วนของฮีสทิดีน 10 กรดอะมิโน (ประมาณ 1.1 กิโลดาลตนั) ติดอยู่
ดว้ย (Yamabhai et al., 2008) นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาจาก vector map ของ pFlag-CTS ยงัพบส่วน
ของ FLAG 8 กรดอะมิโน (ประมาณ 0.88 กิโลดาลตนั) ซ่ึงอยู่ท่ีตาํแหน่งต่อจากฮีสทิดีนดว้ย 
(Sigma, USA) เม่ือคาํนวณขนาดของโปรตีน 42.6 กิโลดาลตนั รวมกบัส่วนของ FLAG และฮีสทิดี
นพบว่า โปรตีนท่ีไดค้วรจะมีขนาดรวมทั้งหมด 44.58 กิโลดาลตนั ซ่ึงมีขนาดใหญ่กว่าขนาดของ
โปรตีนท่ีปรากฏบนแผน่อะคริลาไมดเ์จล อย่างไรก็ตาม การวดัขนาดของโปรตีนบนแผ่นอะคริลา
ไมด์เจลอาจเกิดการคลาดเคล่ือนได้ เน่ืองจากขอ้จาํกัด เช่น การจับกันระหว่าง SDS กับแต่ละ
โปรตีน องคป์ระกอบของกรดอะมิโนของแต่ละโปรตีนโดยเฉพาะโปรตีนท่ีมี acidic residue และ 
basic protein, โครงสร้างของโปรตีน รวมถึงการเกิด posttranslational modification อาจทาํใหก้าร
เคล่ือนท่ีของโปรตีนบนแผ่นอะคริลาไมด์เจลคลาดเคล่ือนได ้(Gersten, 1996; Hames, 1998) 
นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาจากลาํดบันิวคลีโอไทดพ์บว่า ยนี kman-2 ประกอบดว้ย ATG 2 ตาํแหน่ง 
ซ่ึงอยูห่่างกนั 126 เบสหรือ 42 กรดอะมิโน ดงันั้นจึงควรมีการศึกษาเพื่อยืนยนัขนาดของโปรตีน 
KMAN ต่อไป    
 
                1        2          3 

 
 

ภาพที ่27  นํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 
    เลนท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน SeeBlue® Plus2 prestained standard (Invitrogen) 
    เลนท่ี 2 นํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซมแ์มนนาเนสภายใตส้ภาะ non-denaturing 
    เลนท่ี 3 นํ้าหนกัโมเลกลุของเอนไซมแ์มนนาเนสภายใตส้ภาะ denaturing 

 
 

148 
98 
64  
50 

36 

22 
16 

kDa 

ขนาดของแมนนาเนส 
43.2 กิโลดาลตนั จาก E. 
coli KMAN-2  
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5.  คุณสมบัติของเอนไซม์แมนนาเนส KMAN 
 

5.1  พีเอชท่ีเหมาะสมและผลของพีเอชต่อความเสถียรของเอนไซม ์
 

พีเอชท่ีเหมาะสมของเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 คือช่วงพีเอช 4-6 ท่ีพี
เอช 5 และ 6 เอนไซมย์งัคงทาํงานไดม้ากกวา่ 80% (ภาพท่ี 28) ซ่ึงคลา้ยกบัช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมของ
แมนนาเนสจากเช้ือราท่ีมีช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมส่วนใหญ่อยู่ในช่วงกรด และช่วงพีเอชท่ีเหมาะสม
ของเอนไซมแ์มนนาเนสจากแบคทีเรียท่ีอยูใ่นช่วงประมาณพีเอช 5-8 (Chauhan et al., 2012; 
Moreira and Filho, 2008; Dhawan and Kaur, 2007; Wang et al., 2012; Kurakake et al., 2006; Cai 
et al., 2011; Li et al., 2006; Kim et al., 2011; Kim et al., 2011; Li et al., 2008; Chandra et al., 
2011; Lee et al., 2010; Jiang et al., 2006; Piwpankaew et al., 2014) เอนไซมมี์ความเสถียรใน
ช่วงกวา้งคือท่ีพีเอช 4-10 เม่ือบ่มเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ท่ีพีเอชต่างๆ ท่ี 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที  
 

 
 

ภาพที ่28  พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาและความเสถียรของเอนไซมท่ี์พีเอชต่างๆ 
 () คือ ค่า relative activity ของเอนไซมเ์ม่ือทดสอบในซิเตรทบฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 50 มิลลิ  
 โมลาร์ พีเอช 3-6; () คือ ค่า relative activity ของเอนไซมเ์ม่ือทดสอบในฟอสเฟต  
 บฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6-8; () คือ ค่า relative activity ของเอนไซมเ์ม่ือ 
 ทดสอบในซิเตรทบฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8-10 

 
 
 



 
79 

 

5.2  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมและผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม ์
 

เอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วงกวา้งคือ
ช่วง 30-50 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 29) โดยท่ีอุณหภูมิ 30 และ 50 องศาเซลเซียสเอนไซมย์งัคง
สามารถทาํงานไดม้ากกว่ากว่า 80% ซ่ึงเป็นค่าอุณหภูมิท่ีใกลเ้คียงกบัแมนนาเนสจากแบคทีเรียท่ีมี
ค่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 40-60 องศาเซลเซียส (Chauhan et al., 2012; Moreira and Filho, 
2008; Dhawan and Kaur, 2007; Li et al., 2006; Kim et al., 2011; Kim et al., 2011; Li et al., 2008; 
Chandra et al., 2011; Lee et al., 2010; Jiang et al., 2006; Piwpankaew et al., 2014) ค่ากิจกรรม
ของเอนไซมล์ดลงทนัทีเม่ือบ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและไม่มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
เหลืออยูเ่ม่ือบ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 60 และ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลาคร่ึงชัว่โมง แสดงว่าเอนไซม์
ไม่มีความเสถียรเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน แต่ในทางกลบักนั เม่ือบ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิตํ่าพบว่าเอนไซม์
ยงัคงสามารถทาํงานไดม้ากกวา่ 80% ท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา่ 40 องศาเซลเซียส  

 

 
 
ภาพที ่29  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาและความเสถียรของเอนไซมท่ี์อุณหภูมิต่างๆ 
 

จากการท่ีเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิตํ่าและสามารถ
ทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่าเช่นเดียวกนั จึงอาจเรียกไดว้่าเป็น low temperature active enzyme ซ่ึงมี
งานวิจยัท่ีพบเอนไซมแ์มนนาเนสท่ีมีคุณสมบติัท่ีสามารถทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่า เช่น เอนไซมแ์มน
นาเนสจาก Bacillus subtilis Bs5 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 35 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นอุณหภูมิ
เหมาะสมท่ีตํ่าท่ีสุดในบรรดาแมนนาเนสจากแบคทีเรีย (Huang et al., 2012), เอนไซมแ์มนนาเนสแฟ
มิล่ี 26 จาก Sphingomonas strain ทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่า ทนต่อสภาพความเป็นเกลือสูงและทนต่อ
เอนไซมโ์ปรติเอส มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 40 องศาเซลเซียส ยงัคงมีกิจกรรมเอนไซมเ์หลืออยู่
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ประมาณ 55% ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และประมาณ 20% ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส (Zhou 
et al., 2012), เอนไซมแ์มนนาเนสแฟมิล่ี 26 จาก Aspergillus niger CBS 513.88 ทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ
ตํ่า ซ่ึงเอนไซมส์ามารถทาํงานไดม้ากกว่า 30% ในช่วงอุณหภูมิ 5-60 องศาเซลเซียส และมีอุณภูมิท่ี
เหมาะสมคือ 45 องศาเซลเซียส (Zhao et al., 2011) และเอนไซมแ์มนนาเนสแฟมิล่ี 26 จาก Bacillus 
licheniformis มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในช่วง 50-60 องศาเซลเซียสและเอนไซมมี์ความเสถียรในช่วง
อุณหภูมิ4-55 องศาเซลเซียส (Songsiriritthigul et al., 2010) เอนไซมท่ี์สามารถทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ
ตํ่าน้ีสามารถนาํไปปรับใชไ้ดใ้นขั้นตอนของอุตสาหกรรมท่ีตอ้งใชค้วามเยน็เพื่อป้องกนัการปนเป้ือน
ของจุลินทรียห์รือป้องกนัการเส่ือมสภาพของผลิตภณัฑ ์เช่นในอุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรม
อาหารสัตว ์หรือการเพาะเล้ียงสัตวน์ํ้ า (aquaculture) เป็นตน้ (Gerday et al., 2000 และ Zhou et al., 
2012) 
 

5.3  ความจาํเพาะต่อสบัเสตรท 
 

เอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 มีความจาํเพาะต่อสับเสตรทท่ี
มีลกัษณะเป็นheteromannan สูงสุด (ตารางท่ี 11) โดยเฉพาะคอนยคักลูโคแมนแนน (100%) ซ่ึง
คอนยคักลูโคแมนแนนมีโครงสร้างเป็นเสน้ตรง ไม่มีก่ิงแขนง สายหลกัประกอบดว้ยนํ้ าตาลกลูโคส
เช่ือมต่อกบันํ้ าตาลแมนโนสท่ีตาํแหน่ง β-1,4 แบบสุ่ม โดยมีอตัราส่วนระหว่างนํ้ าตาลแมนโนสต่อ
นํ้ าตาลกลูโคสคือ 1.6:1 สับเสรตทท่ีจาํเพาะรองลงมาคือ โลคสับีนกมัหรือกาแลคโตแมนแนน 
(92.63%) ซ่ึงมีโครงสร้างท่ีมีสายหลกัคือนํ้ าตาลแมนโนสเช่ือมต่อกนัท่ีตาํแหน่ง β-1,4 และมีก่ิงคือ
นํ้ าตาลกาแลคโตสเช่ือมกบันํ้ าตาลแมนโนสท่ีตาํแหน่ง α-1,6 โดยมีอตัราส่วนระหว่างนํ้ าตาลแมน
โนสต่อนํ้าตาลกาแลคโตสท่ีพบคือ 4:1 (Moreira and Filho, 2008) แสดงวา่ เอนไซมแ์มนนาเนสจาก
เซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 ไม่เพียงจาํเพาะต่อสับเสตรทท่ีเป็นกลูโคแมนแนน แต่ยงัจาํเพาะต่อ
สบัเสตรทท่ีเป็นกาแลคโตแมนแนนอีกดว้ย แต่มีความจาํเพาะต่อสับเสตรทกลุ่ม homomannan นอ้ย 
โดยไม่สามารถย่อยสับเสตรท α-mannan ได้ ซ่ึง α-mannan เป็นแมนแนนท่ีมีนํ้ าตาลแมนโนส
เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ α-1,6 (Jones and Ballou, 1969) และสามารถยอ่ย ivory nut mannan (β-
mannan) ไดน้อ้ย ซ่ึง ivory nut mannan เป็นแมนแนนท่ีมีโครงสร้างเป็นเส้นตรงของนํ้ าตาลแมน
โนสท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 (Dhawan and Kaur, 2007) แสดงว่า เอนไซมแ์มนนาเนสจาก
เซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 มีความจาํเพาะต่อโครงสร้างท่ีเช่ือมต่อกนัท่ีตาํแหน่ง β มากกว่า α 
นอกจากน้ียงัสามารถย่อยสับเสตรท CMC ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ุของเซลลูโลส (สายหลกัคือนํ้ าตาล
กลูโคส)ไดป้ระมาณ 30.56% และ avicel 4.98% แต่ไม่สามารถยอ่ยสับเสตรท xylan ได ้แสดงให้
เห็นว่าเอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 นอกจากจะมีกิจกรรมเอนไซมแ์มน



 
81 

 

นาเนสแลว้ ยงัมีกิจกรรมของเซลลูเลสดว้ย เอนไซมแ์มนนาเนสสามารถย่อยกากมะพร้าวไดน้้อย
อาจเน่ืองมาจาก พืชจําพวกปาล์มส่วนใหญ่มีโครงสร้างแมนแนนท่ีแข็งแรง มีลักษณะเป็น 
crystalline และไม่ละลายนํ้ า การมีก่ิงท่ีเป็นกาแลคโตสมีส่วนช่วยให้ละลายนํ้ าไดดี้ยิ่งข้ึน ยิ่งมีกา
แลคโตสมาก ยิง่สามารถละลายนํ้าไดดี้ ซ่ึงกากมะพร้าวมีอตัราส่วนระหวา่งกาแลคโตสต่อแมนโนส
คือ 1:14 ทาํใหล้ะลายนํ้ าไดไ้ม่ดี (Sundu and Dingle, 2003) อาจเป็นผลใหเ้อนไซมเ์ขา้ไปทาํงานได้
ยากข้ึน เช่นเดียวกบัสับเสตรทท่ีไม่ละลายนํ้ าอ่ืนคือ ivory nut mannan และ avicel ซ่ึงเอนไซมแ์มน
นาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 สามารถยอ่ยไดเ้พียง 5.98% และ 4.98% ตามลาํดบั แสดง
ใหเ้ห็นว่า เอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 มีความจาํเพาะต่อสับเสตรทท่ีมี
การละลายนํ้าไดดี้ (soluble substrate) มากกวา่สบัเสตรทท่ีไม่ละลายนํ้า (insoluble substrate)    
 
ตารางที ่11  ความจาํเพาะต่อสบัเสตรทของเอนไซม ์
 

สบัเสตรท 1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร Relative activity (%) 
α-mannan <1 
Ivory nut mannan (β-mannan) 5.98 
คอนยคักลูโคแมนแนน 100 
โลคสับีนกมั 92.63 
CMC 30.56 
Avicel 4.98 
Xylan (จาก oat spelts) <1 
กากมะพร้าว 5.28 
กากมะพร้าว (ท่ีสกดัไขมนัแลว้) 7.02 

 
5.4  ผลผลิตจากการยอ่ยสบัเสตรทดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนส 

  
5.4.1  การหาตวัทาํละลายท่ีเหมาะในการแยก 

 
การหาตวัทาํละลายท่ีเหมาะสมนั้นเป็นขั้นตอนท่ีสําคญัเพ่ือแยกสารท่ีมี

องคป์ระกอบหลากหลายออกจากกนัได ้ซ่ึงการหาตวัทาํละลายท่ีเหมาะสมนั้นจะทดลองจากการ
ลองผดิลองถูก (trial and error) หรือจากงานวิจยัท่ีแยกองคป์ระกอบของสารใกลเ้คียงกนั และปรับ
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อตัราส่วนของตวัทาํละลายหรือเปล่ียนตวัทาํละลายให้เหมาะสมกบัตวัอย่างท่ีตอ้งการแยก โดย
ระบบตวัทาํละลายท่ีเลือกใชแ้สดงดงัตารางท่ี 12 

 
ตารางที ่12  ระบบตวัทาํละลายสาํหรับการแยกแมนโนโอลิโกแซคคาไรดด์ว้ยเทคนิค TLC  
 

ระบบตวัทาํละลาย อตัราส่วน (โดยปริมาตร) อ้างองิ 
บิวทานอล : isopropanol : ethanol : นํ้า 2:3:3:2 Chantorn et al., 2013 
1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า 2:1:1 Zahura et al., 2012 
1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า 2:1:1 (develop 2 คร้ัง) ดดัแปลงจาก Zahura et al., 2012 
1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า 4:1:1 ดดัแปลงจาก Zahura et al., 2012 
1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า 1:1:1 ดดัแปลงจาก Zahura et al., 2012 
acetonitrile : นํ้า 85:15 (develop 2 คร้ัง) Jiang et al., 2004 
acetonitrile : นํ้า 85:15  ดดัแปลงจาก Jiang et al., 2004 
chroloform : methanol : นํ้า 95:20:2.5 Liengprayoon, 2008 
นํ้า 100 - 

 
ทาํการทดลองโดยใชแ้มนโนโอลิโกแซคคาไรด์มาตรฐาน mannose (M1), mannobiose 

(M2), mannotriose (M3), mannotetraose (M4), mannopentaose (M5) และ mannohexaose (M6) 
(ภาพท่ี 28) เรียงลาํดบัความมีขั้วจากมากไปนอ้ยของแมนโนโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐานคือ M6 > 
M5 > M4 > M3 > M2 > M1 ซ่ึงสารท่ีมีขั้วมากจะเคล่ือนท่ีบนแผน่ TLC ท่ีเป็นซิลิกาไดน้อ้ยกว่าสาร
ท่ีมีขั้วนอ้ย  
 



 
83 

 

 
 

ภาพที ่30  โครมาโครแกรมของโอลิโกแซคคาไรด ์ภายใตส้ภาวะต่างๆ   
    A คือ ตวัทาํละลาย บิวทานอล : isopropanol : ethanol : นํ้า ในอตัราส่วน 2:3:3:2 โดย  
    ปริมาตร  
    B คือ ตวัทาํละลาย 1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า ในอตัราส่วน 2:1:1 โดยปริมาตร  
    C คือ ตวัทาํละลาย acetonitrile : นํ้า ในอตัราส่วน 85:15 โดยปริมาตร 
    D คือ ตวัทาํละลาย acetonitrile : นํ้า ในอตัราส่วน 85:15 โดยปริมาตร (develop 2 คร้ัง) 
    E คือ ตวัทาํละลาย chroloform : methanol : นํ้า ในอตัราส่วน 95:20:2.5  
    F คือ นํ้า 100 เปอร์เซนต ์
 
จากผลการทดสอบตวัทาํละลาย (ภาพท่ี 30) พบว่าระบบ A, D, E และ F ไม่สามารถแยก

สารผสมของแมนโนโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐานออกจากกนัได ้ในขณะท่ีระบบ C สามารถแยกได้
เพียง M1 และ M2 ส่วนระบบ B สามารถแยก M1-M3 ออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน แต่แยก M4-M6 
ไดไ้ม่ชดัเจน จึงไดน้าํระบบ B มาทาํการเปล่ียนอตัราส่วนของตวัทาํละลายต่อไป เพื่อหาอตัราส่วน
ของตวัทาํละลายท่ีเหมาะสม (ภาพท่ี 31)  
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ภาพที ่31  ใชต้วัทาํละลาย 1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า โดยเปล่ียนแปลงอตัราส่วนท่ีใช ้

    B-1 คือ ตวัทาํละลาย 1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า ในอตัราส่วน 4:1:1 โดยปริมาตร  
    B-2 คือ ตวัทาํละลาย 1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า ในอตัราส่วน 1:1:1 โดยปริมาตร  
    B-3 คือ ตวัทาํละลาย 1-บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า ในอตัราส่วน 2:1:1 โดยปริมาตร  
    (develop 2 คร้ัง)  

 
 เม่ือเปล่ียนอตัราส่วนของตวัทาํละลาย 1-บิวทานอล : กรดอะซิติก จาก 2:1:1 เป็น 4:1:1 
พบว่า ยงัคงไม่สามารถแยกแมนโนโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐาน M4-M6 ออกจากกนัได ้และเม่ือ
เปล่ียนอตัราส่วนเป็น 1:1:1 สามารถแยก M5 และ M6 ไดแ้ต่ไม่สามารถแยก M1-M4 ออกจากกนัได ้
เม่ือพิจารณาท่ีอตัราส่วนของตวัทาํละลายเดิมคือ 2:1:1 แต่ develop ซํ้ าอีกคร้ังในระบบตวัทาํละลาย
เดิมพบว่าสามารถแยกสารผสมของแมนโนโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐานออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน 
ดงัแสดงในภาพท่ี 31B-3 จึงใชร้ะบบตวัทาํละลายน้ีและ develop 2 คร้ังในการแยกผลิตภณัฑท่ี์ได้
จากการยอ่ยสบัเสตรทดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2  
 

5.4.2  ความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์เหมาะสมในการยอ่ยสบัเสตรท 
 

ทดลองแปรผนัความเขม้ขน้ของเอนไซม ์1, 4 และ 8 ยนิูต/ปฏิกิริยา ท่ีใชใ้น
การยอ่ยสบัเสตรทคอนยคักลูโคแมนแนน โลคสับีนกมั และกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ โดย
มีปฏิกิริยาแสดงดงัตารางท่ี 13  

 
 
 

B-1 B-2 B-3
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ตารางที ่13  ส่วนประกอบในปฏิกิริยาการยอ่ยสบัเสตรทคอนยคักลูโคแมนแนน โลคสับีนกมั และ 
      กากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัแลว้ 

 

ส่วนประกอบ 
ปริมาตรของแต่ละส่วนประกอบ (ไมโครลิตร) 

เอนไซม ์1 ยนิูต/ปฏิกิริยา เอนไซม ์4 ยนิูต/ปฏิกิริยา เอนไซม ์8 ยนิูต/ปฏิกิริยา 
2% (w/v) สับเสตรท* 100 100 100 
28 U/ml แมนนาเนส 7.14 28.57 57.14 
ซิเตรทบพัเฟอร์ เขม้ขน้ 
50 มิลลิโมลาร์ (pH 4) 

92.86 71.43 42.86 

ปฏิกิริยารวม 200 200 200 

 
หมายเหตุ  * ชัง่กากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ 2 มิลลิกรัม ผสมกบัซิเตรทบพัเฟอร์ เขม้ขน้ 50  

    มิลลิโมลาร์ พีเอช 4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อใหไ้ดป้ริมาณสบัเสตรทสุดทา้ยใน 
    ปฏิกิริยาคือ 1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 
เม่ือบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมงและวดันํ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ย

วิธี DNS พบว่า ใชเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิเพียง 1 ยนิูต/ปฏิกิริยาสามารถย่อยคอนยคักลูโคแมนแนน 
และโลคสับีนกมั ผลิตนํ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึน ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัเม่ือใชเ้อนไซม ์4 และ 8 ยู
นิต/ปฏิกิริยา ในขณะท่ีเม่ือใชเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ 8 ยนิูต/ปฏิกิริยาในการยอ่ยกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนั
ออกแลว้ให้ค่านํ้ าตาลรีดิวซ์สูงท่ีสุด และต่างจากการใชเ้อนไซม ์1 และ 4 ยนิูต/ปฏิกิริยาอย่างมี
นยัสาํคญั การเพิ่มปริมาณเอนไซมใ์นการย่อยกากมะพร้าวพบว่าค่านํ้ าตาลรีดิวซ์ยงัคงเพิ่มข้ึนตาม
การเพิ่มปริมาณเอนไซม ์(ตารางท่ี 14)   
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ตารางที ่14  ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีแต่ละความเขม้ขน้ของเอนไซม ์ท่ี 24 ชัว่โมง 
 

1% (w/v) สับเสตรท 
ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์

(ยนิูต/ปฏิกิริยา) 
นํ้าตาลรีดิวซ์ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 
โลคสับีนกมั 1 0.07 3.74 

 4 0.07 3.87 
 8 0.07 3.93 

คอนยคักลโูคแมนแนน 1 0.41 5.51 
 4 0.41 5.52 
 8 0.38 5.92 

กากมะพร้าว 1 0.01 0.53 b 
 4 0.01 0.80 b 
 8 0.01 1.17 a 

 

หมายเหตุ  a,b  ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี P   0.05 
 

5.4.3  วิเคราะห์โอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนสดว้ยวิธี   
Thin layer chromatography (TLC) 

 
สับเสตรทท่ีนํามาใช้ในการทดลองน้ีคือคอนยคักลูโคแมนแนน โลคัส

บีนกมัและกากมะพร้าวท่ีสกัดไขมนัออกแลว้ คอนยคักลูโคแมนแนนและโลคสับีนกมัเป็นสับ
เสตรทท่ีมีความจาํเพาะต่อเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 มากท่ีสุดคือ 100% และ 
92.63% ตามลาํดับ ส่วนกากมะพร้าวเป็นของเหลือจากอุตสาหกรรมทาํนํ้ ามนัมะพร้าวและ
อุตสาหกรรมทาํนํ้ ากะทิ สามารถนาํมาใช้เป็นวตัถุดิบอาหารสัตวไ์ด ้แต่เน่ืองจากกากมะพร้าวมี
ปริมาณแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนสูง ซ่ึงเป็นส่วนประกอบท่ีสัตวย์อ่ยไดไ้ม่ดีหรืออาจเรียก
ไดว้่าเป็น anti-nutritional substance (Sundu and Dingel, 2003) การยอ่ยสารประกอบเหล่าน้ีใหเ้ป็น
นํ้ าตาลแมนโนสหรือแมนโนโอลิโกแซคคาไรด์อาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการนาํสารอาหาร
เหล่าน้ีไปใชไ้ดใ้นสัตว ์และแมนโนโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเป็นพรีไบโอติกส์ยงัอาจช่วยส่งเสริมการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ในลาํไสไ้ดด้ว้ย  

 
ผลการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการย่อยสับเสตรทคอนยคักลูโคแมน

แนน โลคสับีนกมัและกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ดว้ยเอนไซม์แมนนาเนสจาก E. coli 
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KMAN-2 พบว่าผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยโลคสับีนกมั (H-LBG) คือ M2, M3, M4 และโอลิโก
แซคคาไรด์ท่ีมีค่า Rf อยู่ระหว่าง M4-M5, M5-M6 (ภาพท่ี 32A) ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการย่อย
คอนยคักลูโคแมนแนน (H-KGM) คือ M2, M5 และโอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีค่า Rf อยูร่ะหว่าง M2-
M3, M3-M4 และ M4-M5 (ภาพท่ี 32B) ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออก
แลว้ (H-DCM) คือ M2, M3 และ M4 (ภาพท่ี 32C) โดยเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พิ่มมากข้ึน
ในการยอ่ยกากมะพร้าว จะพบปริมาณผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยเพิ่มมากข้ึนเป็นลาํดบัตามปริมาณ
เอนไซมท่ี์เพิ่มข้ึน 
 

 

 
 

ภาพที ่32  โครมาโตแกรมของโอลิโกแซคคาไรดว์ิเคราะห์โดยวิธี TLC 

A 

B 
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ภาพที ่32  (ต่อ) 
   Mix std คือ แมนโนโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐานรวม M1-M6 
   M1 = Mannose 
   M2 = Mannobiose 
   M3 = Mannotriose 
   M4 = Mannotetraose 
   M5 = Mannopentaose 

            M6 = Mannohexaose 
       A คือ สบัเสตรทโลคสับีนกมัยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนส 1 ยนิูต/ปฏิกิริยา 
       B คือ สบัเสตรทคอนยคักลูโคแมนแนนยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนส 1 ยนิูต/ปฏิกิริยา 
       C คือ สบัเสตรทกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัแลว้ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์มนนาเนส 8 ยนิูต/ 

   ปฏิกิริยา 
 
 จากการยอ่ยสับเสตรททั้ง 3 ชนิดพบโอลิโกแซคคาไรดต์ั้งแต่ M2 ถึง M5 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็น
วา่การทาํงานของเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 เป็นการตดัภายในสายหลกัแบบสุ่ม ซ่ึง
ทาํให้ไดท้ั้งแมนโนโอลิโกแซคคาไรด ์และโอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีส่วนประกอบของนํ้ าตาลกลูโคส
หรือกาแลคโตสเช่ือมต่ออยู่ดว้ย นอกจากน้ีจากการวิเคราะห์ดว้ย TLC ไม่พบนํ้ าตาลแมนโนส
เกิดข้ึน แสดงให้เห็นว่าเอนไซมแ์มนนาเนสน้ีอาจไม่สามารถตดั M2 ได ้และไม่พบนํ้ าตาลกาแลค
โตส ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเอนไซมแ์มนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 ไม่มีกิจกรรมของเอนไซม ์α-
galactosidase  
 

C 
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5.5  ผลของ hydrolysate ต่อการเจริญของเช้ือ 
 

แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบสมบติัหน่ึงของความเป็นพรีไบโอติกส์ของโอลิโกแซค
คาไรด์ท่ีได้จากการย่อยสับเสตรทคอนยคักลูโคแมนแนน โลคสับีนกมัและกากมะพร้าวท่ีสกัด
ไขมนัออกแลว้ดว้ยเอนไซม์แมนนาเนสจาก E. coli KMAN-2 ทั้งแบคทีเรียกรดแลคติกและ
แบคทีเรียก่อโรค เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบทางเดินอาหารของสัตวปี์ก (Saminathan et 
al., 2011; Nakphaichit et al., 2011; Nakphaichit, 2012; Ohimain and Ofongo, 2012; Tellez et al., 
2012; เกริกวุฒิและสุชาริณี, 2551) ยกเวน้ Lactobacillus johnsonii KUNN19-2 ซ่ึง Prommadee et 
al. (2012) รายงานว่า เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีงานวิจยัยนืยนัว่าเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการเป็นโพรไบโอติกส์ 

 
วิเคราะห์อตัราการเจริญจาํเพาะของแบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียก่อโรคใน

สภาวะท่ีเล้ียงในอาหาร basal medium ท่ีผสมผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการย่อยโลคสับีนกมั (H-LBG) 
คอนยคักลูโคแมนแนน (H-KGM) และกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัแลว้ (H-DCM) เทียบกบัอาหาร 
basal medium (negative control) กลูโคส (positive control) และ Actigen™ ท่ีเป็นพรีไบโอติกส์ทาง
การคา้ ซ่ึงประกอบดว้ยแมนโนโอลิโกแซคคาไรด ์(MOS) ท่ีไดจ้ากผนงัเซลล ์(outer cell wall) ของ
ยสีตส์ายพนัธ์ุ Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (Şara et al., 2012) ซ่ึงผนงัเซลลย์ีสต์
ประกอบดว้ย α-mannan และ β-glucan (Kogan and Kocher, 2007) โดยมีหลกัเกณฑท่ี์ใชใ้นการ
วิเคราะห์ผลการทดลองคือ ถา้อตัราการเจริญจาํเพาะของจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการทดสอบมีค่าทางสถิติท่ี
เทียบเท่าหรือนอ้ยกวา่ basal medium หมายความวา่ ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรทนั้นๆ ไม่มี
ผลต่อการเจริญของเช้ือ และถา้อตัราการเจริญจาํเพาะของจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการทดสอบมีค่าทางสถิติ
ท่ีมากกว่า เทียบเท่าหรือนอ้ยกว่ากลูโคส แต่มากกว่า basal medium หมายความว่า ผลิตภณัฑท่ี์ได้
จากการยอ่ยสบัเสตรทนั้นๆ มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญของเช้ือ  

 
เม่ือเติม H-LBG, H-KGM และ H-DCM ลงใน basal medium และวิเคราะห์อตัราการ

เจริญจาํเพาะของเช้ือเทียบกบั basal medium และสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสพบว่า ทั้งเช้ือแบคทีเรีย
กรดแลคติกและเช้ือแบคทีเรียก่อโรคมีอตัราการเจริญจาํเพาะดีท่ีสุดในอาหารท่ีมีกลูโคส 0.05% 
(ตารางท่ี 15) ค่าอตัราการเจริญจาํเพาะของ Weissella confusa JCM 1093 เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีผสม 
H-LBG มีค่าใกลเ้คียงกบัเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีผสม Actigen™ แสดงใหเ้ห็นว่า H-LBG มีคุณสมบติั
ในการส่งเสริมการเจริญของ W. confusa JCM 1093 และอาจนาํมาใชแ้ทน Actigen™ ได ้ในขณะท่ี 
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H-KGM และ H-DCM ส่งเสริมการเจริญของ W. confusa JCM 1093 ไดน้อ้ย ซ่ึงมีค่าอตัราการเจริญ
จาํเพาะไม่ต่างจาก basal medium (negative control) 
  

การเจริญของ Lactobacillus reuteri KUB-AC5, Lactobacillus salivarius KL-D4 และ
Lactobacillus johnsonii KUNN19-2 ในอาหารท่ีมี H-DCM มีค่าอตัราการเจริญจาํเพาะท่ีสูงกว่าเม่ือ
เล้ียงในอาหารท่ีมี Actigen™ อยา่งมีนยัสาํคญั โดยเฉพาะ L. johnsonii KUNN19-2 ที่มีค่าอตัราการ
เจริญจาํเพาะเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี H-DCM สูงเทียบเท่ากบัเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีกลูโคส แสดงให้
เห็นว่า H-DCM สามารถส่งเสริมการเจริญของเช้ือทั้ง 3 สายพนัธ์ุน้ีไดแ้ละอาจใช ้H-DCM แทน 
Actigen™ ไดอี้กดว้ย นอกจากน้ี L. salivarius KL-D4 ยงัสามารถเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมี H-LBG 
และเจริญไดดี้กว่าในอาหารท่ี Actigen™ อยา่งมีนยัสาํคญั เม่ือพิจารณาท่ีโอลิโกแซคคาไรดใ์น H-
DCM พบว่าประกอบดว้ยส่วนผสมของ M2 M3 และ M4 ซ่ึงเป็นโอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีนํ้ าหนกั
โมเลกลุตํ่า โอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีนํ้ าหนกัโมเลกุลตํ่าน้ี แบคทีเรียโพรไบโอติกส์สามารถนาํไปใชไ้ด้
อยา่งรวดเร็ว (Rastall and Maitin, 2002 และ Saminathan et al., 2011) Saminathan et al. (2011) ยงั
รายงานอีกวา่ โอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีค่า DP (degree of polymerization) ตํ่า (ประกอบดว้ย mono-, di-
, tri- และ tetraoligosaccharide) เช่น galactooligosaccharides (GOS), fructooligosaccharides 
(FOS), isomaltooligosaccharides (IMO) และ gentiooligosaccharides (GTO) จะถูกใชไ้ดอ้ยา่ง
รวดเร็วโดยแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่ม Lactobacillus นอกจากน้ี H-LBG และ H-KGM ท่ี
ประกอบดว้ยสารผสมของ M2 M3 M4 และ M5 และมีโอลิโกแซคคาไรดท่ี์อาจมีก่ิงของนํ้ าตาลกา
แลคโตสหรือกลูโคสรวมอยูด่ว้ย อาจจาํเป็นตอ้งใชร้ะบบท่ีมีความจาํเพาะจึงจะสามารถยอ่ยโอลิโก
แซคคาไรดท่ี์มีนํ้ าหนกัโมเลกลุสูงๆ ได ้
 

Leuconostoc citreum JCM 9698, Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805 และ  
Lactobacillus salivarius AC21 ไม่สามารถใช ้H-LBG, H-KGM และ H-DCM ในการเจริญได ้ซ่ึง
เม่ือวิเคราะห์จากค่าอตัราการเจริญจาํเพาะพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพนัธ์ุน้ีมีค่าอตัราการ
เจริญจาํเพาะเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี hydrolysate ทั้ง 3 ชนิดแตกต่างจาก basal medium อยา่งไม่มี
นยัสาํคญั อย่างไรก็ตามการท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถใชน้ํ้ าตาลหรือโอลิโกแซคคาไรด์ได้
แตกต่างกนันั้นข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ ระบบการยอ่ยท่ีจาํเพาะต่อโอลิโกแซคคาไรดน์ั้นๆ และยงัข้ึนอยู่
กบัสภาวะในการเล้ียงอีกดว้ย (Holt et al., 2005 และ Saminathan et al., 2011) 
 

สาร hydrolysate ทั้ง 3 ชนิดนอกจากจะสามารถส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรดแล
คติกไดแ้ลว้ ยงัพบว่ามีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคดว้ย โดย Escherichia coli ATCC 8739, 
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Escherichia coli E010, Salmonella Typhimurium S003 และ Salmonella Enteritidis DMST 17368 
สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีผสม hydrolysate ทั้ง 3 ชนิดในอตัราการเจริญจาํเพาะท่ีตํ่ากวา่ในสภาวะ
ท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส โดยเฉพาะอตัราการเจริญจาํเพาะของ Escherichia coli E010 ในสภาวะท่ีมี H-
LBG ซ่ึงมีค่าอตัราการเจริญจาํเพาะไม่ต่างจากสภาวะท่ีเล้ียงในอาหาร basal medium  
 

จากการศึกษาพบว่า เซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 สามารถผลิตเอนไซมแ์มนนาเนส
ท่ียอ่ยกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ได ้hydrolysate ท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรีย
กรดแลคติกได ้42.86 เปอร์เซนต ์และสามารถชลอการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคไดทุ้กสายพนัธ์ุท่ี
ใชใ้นการทดลอง ซ่ึงสาร hydrolysate น้ีอาจนาํไปปรับใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารสตัวไ์ดใ้นอนาคต 
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ตารางที ่15  ค่าอตัราการเจริญเติบโตจาํเพาะ (ชม.-1) ของแบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียก่อโรคเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ผสมโอลิโกแซคคาไรด ์
 

 อตัราการเจริญจาํเพาะของจุลินทรียใ์นอาหารที่ผสมนํ้าตาลหรือ hydrolysate (ชม.-1) 
เชื้อจุลินทรีย ์ Basal medium Glucose Actigen™ H-LBG H-KGM H-DCM 
Leuconostoc citreum JCM 9698  0.48 ± 0.14 b,c 0.95 ± 0.03 a 0.63 ± 0.21 b 0.47 ± 0.09 b,c 0.52 ± 0.15 b,c 0.31 ± 0.06 c 
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805  0.75 ± 0.10 b 1.03 ± 0.11 a 0.78 ± 0.10 b 0.42 ± 0.06 c 0.53 ± 0.04 c 0.40 ± 0.01 c 
Weissella confusa JCM 1093  0.62 ± 0.11 d 1.09 ± 0.01 a 0.94 ± 0.10 b 0.83 ± 0.11 b,c 0.67 ± 0.06 c,d 0.76 ± 0.08 c,d 
Lactobacillus reuteri KUB-AC5  0.24 ± 0.00 d 0.48 ± 0.02 a 0.26 ± 0.02 c,d 0.29 ± 0.02 c 0.30 ± 0.00 c 0.36 ± 0.03 b 
Lactobacillus salivarius KL-D4  0.32 ± 0.06 c 0.76 ± 0.04 a 0.36 ± 0.04 c 0.49 ± 0.08 b 0.35 ± 0.08 c 0.42 ± 0.13 b,c 
Lactobacillus salivarius AC21  0.57 ± 0.04 b 0.80 ± 0.03 a 0.58 ± 0.01 b 0.33 ± 0.03 c 0.57 ± 0.05 b 0.36 ± 0.10 c 
Lactobacillus johnsonii KUNN19-2  0.36 ± 0.05 d 0.70 ± 0.08 a 0.49 ± 0.01 b,c 0.43 ± 0.03 c,d 0.54 ± 0.08 b 0.65 ± 0.04 a 
Escherichia coli E010  0.12 ±  0.01 d 0.78 ± 0.15 a 0.63 ± 0.01 b 0.21 ± 0.00 d 0.49 ± 0.03 b,c 0.46 ± 0.03 c 
Escherichia coli ATCC 8739  0 d 0.72 ± 0.12 a 0.59 ± 0.004 b 0.40 ± 0.03 c 0.58 ± 0.06 b 0.55 ± 0.03 b 
Salmonella Typhimurium S003  0.27 ± 0.03 d 0.80 ± 0.01 a 0.64 ± 0.07 b 0.41 ± 0.02 c 0.48 ± 0.07 c 0.46 ± 0.03 c 
Salmonella Enteritidis DMST 17368  0.27 ± 0.01 d 0.79 ± 0.01 a 0.62 ± 0.14 b 0.42 ± 0.07 c 0.51 ± 0.05 b,c 0.51 ± 0.03 b,c 

 
หมายเหตุ  a,b,c,d ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัที่ P  0.05; Basal medium คือ อาหารที่ไม่มีนํ้ าตาล (MRS ที่ไม่มีนํ้ าตาลสาํหรับแบคทีเรียกรดแลคติก, NB สาํหรับ 

    แบคทีเรียก่อโรค); Actigen™ คือ แมนโนโอลิโกแซคคาไรดท์างการคา้; H-LBG, H-KGM, H-DCM คือ ผลิตภณัฑท์ี่ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรทโลคสั 
    บีนกมั, คอนยคักลูโคแมนแนนและกากมะพร้าวที่สกดัไขมนัออกแลว้ ตามลาํดบั 
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สรุป 
 

 โคลนยีนแมนนาเนสจากแบคทีเรีย Klebsiella oxytoca CW2-3 จากธนาคารยีน ซ่ึงเตรียม
โดยตดัจีโนมิกดีเอน็เอของ Klebsiella oxytoca CW2-3 แบบไม่สมบูรณ์ให้ไดข้นาด 3-7 กิโลเบส
ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Sau3AI 0.5 ยนิูต/ปฏิกิริยา เป็นเวลา 20 นาที เช่ือมต่อกบัเวกเตอร์ pUC19 
และถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli DH5α ไดเ้ซลลลู์กผสมเพียง 1 โคลนท่ีแสดงกิจกรรม
เอนไซมแ์มนนาเนสคือ E .coli KMAN-1 ซ่ึงประกอบดว้ยยนีแมนนาเนสขนาด 1,164 คู่เบส (387 
กรดอะมิโน) ใหช่ื้อเป็น KMAN-2 จดัอยูใ่นกลุ่ม glycosyl hydrolase แฟมิล่ี 26 มีนํ้ าหนกัโมเลกุลท่ี
คาํนวณไดจ้ากยีน 42.6 กิโลดาลตนั มีตาํแหน่งโปรโมเตอร์ -10 และ -35 ท่ีตาํแหน่ง 1279 (-10 
AACTACTAT) และ 1259 (-35 TTGACA) เอนไซมแ์มนนาเนสมีโครงสร้าง 3 มิติท่ีมีลกัษณะ 
(α/β)8 TIM Barrel  
 
 โคลนยนี kman-2 ดว้ยไพรเมอร์ No298-ExF (5’ TACAGAATTCATGTGCATTTATA 
CAGTAGTTTGC 3’) และ 298-ExR (5’ TATAGGTACCCCAGCTGATGCTGATGTCGC 3’) 
เขา้สู่เวกเตอร์ pFlag-CTS และถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli TOP10 พบเซลลลู์กผสมเพียง 1 
โคลน ใหช่ื้อเป็นเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 
 
 E. coli KMAN-2 สามารถผลิตเอนไซมแ์มนนาเนสโดยเหน่ียวนาํดว้ย IPTG เขม้ขน้ 0.25 
มิลลิโมลาร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชัว่โมงหลงั พบว่าเอนไซมส่์วน periplasm 
มีกิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะสูงท่ีสุด และการทาํให้เอนไซมบ์ริสุทธ์ิดว้ย Ni-NTA agarose ภายใต้
สภาว non-denaturing ไดเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิ 87.88% เอนไซมมี์ค่ากิจกรรมจาํเพาะ 2,348.29 ยนิูตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน  พบแถบโปรตีนของเอนไซมแ์มนนาเนสท่ีปรากฏบน 12% เจลอะคริลาไมดแ์ละ
ตรวจสอบด้วยเทคนิคอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริซีส (SDS-PAGE) ภายใต้สภาวะ  non-
denaturing จาํนวน 2 แบน มีขนาดท่ีคาํนวณจากเจลอะคริลาไมดป์ระมาณ 49 และ 35.4 กิโลดาลตนั 
ตดัเจลบริเวณแบนโปรตีนขนาด 49 กิโลดาลตนัเพื่อนาํไปศึกษาต่อ เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิคอะคริ
ลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริซีส (SDS-PAGE) ภายใตส้ภาวะ denaturing พบแถบโปรตีน 1 แบน มี
นํ้ าหนกัโมเลกลุ 43.2 กิโลดาลตนั  
 
 เอนไซมแ์มนนาเนสมีพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือพีเอช 4 และ 40 องศาเซลเซียส 
ตามลาํดับ เอนไซม์มีความเสถียรในช่วงพีเอชกวา้ง 4-10 และมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิตํ่า 10-40 
องศาเซลเซียส มีความจาํเพาะต่อสับเสตรทคอนยคักลูโคแมนแนนสูงท่ีสุด 100% รองลงมาคือ 
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โลคสับีนกมั (92.63%) และสามารถยอ่ยสับเสตรท CMC (30.56%), ivory nut mannan (5.98%), 
avicel (4.98%) และกากมะพร้าวทั้งท่ีไม่ไดส้กดั (5.28%) และสกดัไขมนัออกแลว้ (7.02%)  
 
 เอนไซมแ์มนนาเนสจากเซลลลู์กผสม E. coli KMAN-2 มีการทาํงานแบบตดัภายในสาย
หลกัของสบัเสตรทแบบสุ่ม (endo acting) ยนืยนัจากการศึกษาผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสับเสตรท
คอนยคักลูโคแมนแนน โลคสับีนกมั และกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ดว้ยเทคนิค Thin layer 
chromatography (TLC) โดยใชต้วัทาํละลายผสมของ 1- บิวทานอล : กรดอะซิติก : นํ้า ในอตัราส่วน 
2:1:1 โดยปริมาตร และแยกสารประกอบในตวัทาํละลายซํ้ า 2 คร้ัง พบผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ย
โลคสับีนกมัดว้ยเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ 1 ยนิูต บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงคือ 
M2, M3, M4 และโอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีค่า Rf อยูร่ะหว่าง M4-M5, M5-M6 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการ
ยอ่ยคอนยคักลูโคแมนแนนดว้ยเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ 1 ยนิูต/ปฏิกิริยา บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมงคือ M2, M5 และโอลิโกแซคคาไรดท่ี์มีค่า Rf อยูร่ะหว่าง M2-M3, M3-M4 และ 
M4-M5 และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ดว้ยเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ 8 ยู
นิต/ปฏิกิริยา บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงคือ M2, M3 และ M4 
 
 ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรทโลคสับีนกมั (H-LBG) สามารถส่งเสริมการเจริญของ 
W. confuse JCM1093 และ L. salivarius KL-D4 ได ้และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสับเสตรทกาก
มะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ (H-DCM) สามารถส่งเสริมการเจริญของ L. reuteri KUB-AC5, L. 
salivarius KL-D4 และ L. johnsonii KUNN19-2 ได ้นอกจากส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรด
แลคติกแลว้ ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการย่อยสับเสตรทโลคสับีนกมั (H-LBG) คอนยคักลูโคแมนแนน 
(H-KGM) และกากมะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้ (H-DCM) ยงัสามารถชลอการเจริญของแบคทีเรีย
ก่อโรค E. coli E010, E. coli ATCC 8739, S. Typhimurium S003 และ S. Enteritidis DMST17368 
ได ้เม่ือเทียบกบัอตัราการเจริญของเช้ือก่อโรคในสภาวะท่ีมีนํ้าตาลกลูโคส  
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อาหารเล้ียงเช้ือ 
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1. อาหาร LB (Luria-Bertani) 
 
Bacto tryptone 10 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
NaCl 10 กรัม 
 
เติมนํ้า 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15  

นาที 
 

2. อาหาร SOB 
 
Bacto tryptone 20 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
NaCl 0.5 กรัม 
 
เติมนํ้า 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

15 นาที 
 

3. อาหาร SOC 
 
เติมนํ้าตาลกลูโคสใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย 20 มิลลิโมลาร์ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ SOB และผสม

ใหเ้ขา้กนั 
 

4. อาหาร Basal medium สําหรับการทดสอบความเป็นพรีไบโอติกส์ 
 

4.1 อาหาร Nutrient broth (NB) 
 

ละลายอาหาร NB (Merck, Germany) สาํเร็จรูป 8 กรัมในนํ้ า 1000 มิลลิลิตร นาํไปน่ึง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4.2 อาหาร MRS ท่ีปราศจากนํ้าตาล (ดดัแปลงจาก Pan et al., 2008) 
 
Beef extract 10 กรัม 
Peptone 10 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
K2HPO4 2 กรัม 
MgSO4•7H2O 0.2 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
di-ammonium citrate 1.7 กรัม 
MnSO4•4H2O 0.05 กรัม 
Tween 80 1 มิลลิลิตร 

 
เติมนํ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

5. อาหาร MRS 
 
ชัง่อาหาร MRS (Difco, USA) 55 กรัม เติมนํ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัและนาํไปน่ึง

ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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สารเคมีและการวิเคราะห์ 
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1. บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ 
 

1.1   SET บฟัเฟอร์ 
ประกอบดว้ย  ซูโครส 20% 

สารละลาย Tris-HCl (pH 7.6)  50 มิลลิโมลาร์ 
สารละลาย EDTA (pH 8)  50 มิลลิโมลาร์ 
 

เตรียมสารละลายดงัน้ี 
ซูโครส 25% 40 มิลลิลิตร 
Tris-HCl (pH7.6) 1 โมลาร์ 2.5 มิลลิลิตร 
EDTA (pH 8) 0.5 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารแต่ละชนิดใหเ้ขา้กนัในขวดท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตรดว้ย

นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 
1.2   Tris-HCl (pH 7.6) 1 โมลาร์ 
 

ละลาย Tris base 12.1 กรัมในนํ้ ากลัน่ 80 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้
ประมาณ 6 มิลลิลิตรละลายใหเ้ขา้กนั ปรับพีเอชเป็น 7.6 ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรและนาํไป
น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
1.3   EDTA (pH 8) 0.5 โมลาร์ 
 

ละลาย disodium ethylene tetraacetate (EDTA) 18.61 กรัม ในนํ้ า 80 มิลลิลิตร ปรับพีเอช
เป็น 8.0 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรและนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

1.4   นํ้าตาลซูโครส   25% 
 

ละลายซูโครส 25 กรัมในนํ้ า 80 มิลลิลิตรและนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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1.5   สารละลาย SDS 25% 
 

ละลาย sodium dodecyl sulfate (SDS) 25 กรัมในนํ้า 80 มิลลิลิตร ค่อยๆ ใหค้วามร้อนเพื่อ
ช่วยในการละลาย จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

 
1.6   สารละลาย Lysozyme  
  

ชัง่ lysozyme ผงและละลายในบฟัเฟอร์ TE ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
 

2. บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการสกดัพลาสมิดดีเอน็เอด้วยวธีิ Alkaline extraction 
 

2.1   สารละลาย TEG 
 

ประกอบดว้ย  Tris-HCl (pH 8.0)  25 มิลลิโมลาร์ 
    EDTA    10 มิลลิโมลาร์ 
   กลูโคส    50 มิลลิโมลาร์ 
 

เตรียมสารละลายดงัน้ี 
Tris-HCl (pH 8.0) 1 โมลาร์ 25 มิลลิลิตร 
EDTA 0.5 โมลาร์ 2 มิลลิลิตร 
กลูโคส 1 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารแต่ละชนิดใหเ้ขา้กนัในขวดท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ย

นํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 
 
2.2   สารละลายไลซีส 

 
ประกอบดว้ย โซเดียมไฮดรอกไซด ์0.2 นอมลั 

    สารละลาย SDS 1% 
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เตรียมสารละลายดงัน้ี 
โซเดียมไฮดรอกไซด ์10 นอร์มลั 2 มิลลิลิตร 
สารละลาย SDS 20% 5 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารแต่ละชนิดใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือ

ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
2.3   TE บฟัเฟอร์ 
 

ประกอบดว้ย Tris-HCl (pH 7.6)  10 มิลลิโมลาร์  
   EDTA (pH 8.0)   1 มิลลิโมลาร์  
 

เตรียมสารละลายดงัน้ี 
Tris-HCl (pH 7.6) 1 โมลาร์  1 มิลลิลิตร 
EDTA (pH 8.0) 0.5 โมลาร์  0.2 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร และนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

3. การวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิและความเข้มข้นของดีเอน็เอ 
 

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 230, 260 และ 280 นาโนเมตรของดีเอน็เอท่ีสกดัไดเ้พื่อวิเคราะห์การ
ปนเป้ือนของโปรตีนและสารละลายฟีนอล วิเคราะห์เป็นค่าอตัราส่วน A260/A280 ซ่ึงควรมีค่า
มากกวา่ 1.8 และอตัราส่วน A260/A230 ควรมีค่ามากกว่า 1.5 และสามารถคาํนวณความเขม้ขน้ของ
ดีเอน็เอไดจ้ากสูตร 

 
             ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution 
 

(A260 1 หน่วย มีค่าเท่ากบัเม่ือสารละลายดีเอน็เอมีความเขม้ขน้เท่ากบั 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
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4. การคาํนวณ ligation 
 

4.1   การคาํนวณปริมาณพลาสมิดและจีโนมิกดีเอน็เอท่ีใชใ้นการทาํธนาคารยนี 
 

4.1.1 ปริมาณพลาสมิด pUC19 
 
1 พิโคโมลของพลาสมิด pUC19 (2.69 กิโลเบส) = 1.78 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

10 พิโคโมลของพลาสมิด pUC19 (2.69 กิโลเบส) = 17.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

ในปริมาตร 1000 ไมโครลิตร มีพลาสมิด pUC19 10 พิโคโมล  = 17.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร มีพลาสมิด pUC19 10 พิโคโมล   = 0.178 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
ดงันั้น ตอ้งใชพ้ลาสมิด pUC19 ปริมาณ 178 นาโนกรัม (10 พิโคโมล) ในการ

เช่ือมต่อ 
 

4.1.2  ปริมาณจีโนมิกดีเอน็เอท่ีตดัแบบไม่สมบูรณ์ขนาด 3-7 กิโลเบส 
 

ใชค่้าเฉล่ียของขนาดจีโนมิกดีเอน็เอในการคาํนวณ 
 
1 พิโคโมลของจีโนมิกดีเอน็เอท่ีตดัไม่สมบูรณ์ (3-7 กิโลเบส) = 3.3 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
10 พิโคโมลของจีโนมิกดีเอน็เอท่ีตดัไม่สมบูรณ์ (3-7 กิโลเบส) = 33 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

ในปริมาตร 1000 ไมโครลิตร มีดีเอน็เอ (3-7 กิโลเบส) 10 พิโคโมล = 33 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร มีดีเอน็เอ (3-7 กิโลเบส) 10 พิโคโมล  = 0.33 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
ดงันั้น ตอ้งใชจี้โนมิกดีเอน็เอท่ีตดัไม่สมบูรณ์ (3-7 กิโลเบส) ปริมาณ 330 นาโน

กรัม (10 พิโคโมล) ในการเช่ือมต่อ แปรผนัอตัราส่วนระหว่างจีโนมิกดีเอน็เอขนาด 3-7 กิโลเบส
ต่อพลาสมิด pUC19 เป็น 1:3, 3:1 และ 1:1 โดยมีปฏิกิริยาแสดงดงัตารางผนวกท่ี ข1 
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ตารางผนวกที ่ข1  ส่วนประกอบในปฏิกิริยา ligation ในการทาํธนาคารยนี 
 

 อตัราส่วนระหวา่งจีโนมิกดีเอน็เอ (3-7 กิโลเบส) ต่อ พลาสมิด pUC19 
อตัราส่วน 1:3 3:1 1:1 

ปริมาณดีเอน็เอ (พิโคโมล) 10 : 30 30 : 10 10 : 10 
ปริมาณดีเอน็เอ (นาโนกรัม) 330 : 534 990 : 178 330 : 178 

 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
นํ้า 1.7 - 4.5 
10x ligation buffer 1 1 1 
จีโนมิกดีเอน็เอ (3-7 กิโลเบส) 2.5 7 2.5 
พลาสมิด pUC19 4.3 1.5 1.5 
เอนไซม ์T4 DNA ligase 0.5 0.5 0.5 
รวม 10 10 10 

 
4.2  การคาํนวณปริมาณพลาสมิด pFlag-CTS และยนี kman-2 สาํหรับการสบัโคลน 

 
4.2.1  ปริมาณพลาสมิด pFlag-CTS 

 
1 พิโคโมลของพลาสมิด pFlag-CTS (5.4 กิโลเบส) = 3.56 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
3 พิโคโมลของพลาสมิด pFlag-CTS (5.4 กิโลเบส) = 10.68 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
ในปริมาตร 1000 ไมโครลิตร มีพลาสมิด pFlag-CTS 3 พิโคโมล = 10.68 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร มีพลาสมิด pFlag-CTS 3 พิโคโมล = 0.1068 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
ดงันั้น ตอ้งใชพ้ลาสมิด pFlag-CTS ปริมาณ 106.8 นาโนกรัม (3 พิโคโมล) ในการ

เช่ือมต่อ 
 

4.2.2  ปริมาณยนี kman-2 
 

1 พิโคโมลของยนี kman-2 (1.164 กิโลเบส)   = 0.77 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
9 พิโคโมลของพลาสมิด kman-2 (1.164 กิโลเบส)  = 6.93 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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ในปริมาตร 1000 ไมโครลิตร มียนี kman-2 9 พิโคโมล  = 6.93 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร มียนี kman-2 9 พิโคโมล  = 0.0693 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
ดงันั้น ตอ้งใชย้นี kman-2 ปริมาณ 69.3 นาโนกรัม (9 พิโคโมล) ในการเช่ือมต่อ 

โดยใชอ้ตัราส่วนระหวา่งดีเอน็เอต่อพลาสมิดเวกเตอร์ 3:1 มีปฏิกิริยาแสดงดงัตารางผนวกท่ี ข2 
 

ตารางผนวกที ่ข2  ส่วนประกอบในปฏิกิริยา ligation ระหวา่งยนีแมนนาเนสกบั pFlag-CTS 
 

อตัราส่วนระหวา่งดีเอน็เอต่อพลาสมิดเวกเตอร์ 
3:1 

ปริมาณดีเอน็เอ (พิโคโมล) 9 : 3 
ปริมาณดีเอน็เอ (นาโนกรัม) 69.3 : 106.8 
 ปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
นํ้า 4.3 
10x ligation buffer 1 
จีโนมิกดีเอน็เอ (3-7 กิโลเบส) 1.2 
พลาสมิด pFlag-CTS 3 
เอนไซม ์T4 DNA ligase 0.5 
รวม 10 

 
5. การเปลีย่นนํา้หนักโมเลกลุของแมนนาเนสเป็นกโิลเบส 
 

สามารถคาํนวณไดจ้ากสูตร  
 

กิโลเบส = 
นํ้าหนกัโมเลกลุ (กิโลดาลตลั) 

  x3 
110 

 
เอนไซมแ์มนนาเนสจาก Klebsiella oxytoca CW2-3 มีขนาด 165 กิโลดาลตนั (Titapoka et al., 

2008) ดงันั้น 
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   ขนาดของยนีแมนนาเนส (กิโลเบส)  = 165 x 3 
                               110 
    ดงันั้น ยนีแมนนาเนสมีขนาด    = 4.5 กิโลเบส 
 
6. การวดัขนาดดีเอน็เอจากอะกาโรสเจลอเิลคโตรโฟริซีส 
 

6.1 วดัระยะทางการเคล่ือนท่ีของดีเอน็เอมาตรฐานจากก่ึงกลางเวลถึงก่ึงกลางแถบดีเอน็เอ 
6.2 เปล่ียนค่าขนาดของดีเอน็เอมาตรฐานจากกิโลเบสเป็นค่า log กิโลเบส 
6.3 สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งระยะทางการเคล่ือนท่ีของดีเอน็เอมาตรฐานกบั log กิโลเบส  

(ภาพผนวกท่ี ข1) 
6.4 วดัระยะทางของดีเอน็เอตวัอยา่งเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

 

 
 

ภาพผนวกที ่ข1  กราฟมาตรฐานดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 
 

7. บัพเฟอร์ทีใ่ช้ในการสกดัเอนไซม์แมนนาเนสจากส่วน periplasm และ cytoplasm 
 

7.1  Spheroplast buffer 
 

ประกอบดว้ย ซูโครส   0.5 มิลลิโมลาร์ 
   Tris-HCl (pH 8) 100 มิลลิโมลาร์ 
   EDTA (pH 8) 0.5 มิลลิโมลาร์ 
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   PMSF  20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

เตรียมสารละลายดงัน้ี 
ซูโครส 1 โมลาร์ 0.1 มิลลิลิตร 
Tris-HCl (pH 8) 1 โมลาร์ 20 มิลลิลิตร 
EDTA (pH 8) 0.5 โมลาร์ 0.2 มิลลิลิตร 
PMSF 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.2 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารละลายให้เขา้กนัในขวดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ เติมนํ้ าท่ีกาํจดัไอออนและฆ่าเช้ือ

แลว้เพื่อปรับปริมาตรใหเ้ป็น 200 มิลลิลิตร เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

7.2  Lysis buffer 
  

ประกอบดว้ย  Tris-HCl (pH 8) 50 มิลลิโมลาร์ 
   EDTA (pH 8) 0.5 มิลลิโมลาร์ 

 
เตรียมสารละลายดงัน้ี 
Tris-HCl (pH 8.0) 1 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร 
EDTA (pH 8) 0.5 โมลาร์ 0.1 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กบั ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ 

นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

8. บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการสกดัโปรตีนออกจากอะคริลาไมด์เจล (elution buffer) 
 

ประกอบดว้ย  Tris-HCl (pH 8)   50 มิลลิโมลาร์ 
    NaCl    150 มิลลิโมลาร์ 
    EDTA (pH 8)  0.1 มิลลิโมลาร์ 
 

เตรียมสารละลายดงัน้ี 
Tris-HCl (pH 8.0) 1 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร 
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EDTA (pH 8) 0.5 โมลาร์ 0.02 มิลลิลิตร 
NaCl 1 โมลาร์ 15 มิลลิลิตร 

 
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั ปรับพีเอช 7.5 และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ าท่ีกาํจดั

ไอออนออกแลว้ นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
9. สารเคมีทีใ่ช้ในการวดักจิกรรมเอนไซม์แมนนาเนสและการวเิคราะห์ 
 

9.1   สารละลาย DNS 
 

ชัง่ dinitrosalicylic acid 20 กรัมละลายในนํ้ า 500 มิลลิลิตรคนจนละลาย ค่อยๆ เติม
สารละลาย NaOH (30 กรัมในนํ้ า 250 มิลลิลิตร) คนใหเ้ขา้กนั นาํไปองับนอ่างนํ้ าร้อน ค่อยๆ เติม 
potassium sodium tartate 600 กรัมลงไป คนจนกระทัง่สารละลายใส ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ 
2000 มิลลิลิตร 

 
9.2   สารละลายมาตรฐานนํ้าตาลแมนโนสและกราฟมาตรฐาน 
 

เตรียมสารละลายนํ้ าตาลแมนโนสท่ีความเขม้ขน้ 0.2-2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นาํมาทาํ
ปฏิกิริยากบัสารละลาย DNS โดยให้มีปฏิกิริยาดงัน้ี เติมนํ้ าตาลแมนโนสความเขม้ขน้ 0.2-2 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตรปริมาตร 200 ไมโครลิตรและเติมสารละลาย DNS 200 ไมโครลิตร นาํไปตม้ใน
นํ้ าเดือด 5 นาที แช่เยน็ 5 นาที เติมนํ้ า 2 มิลลิลิตร นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโมเมตร 
สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรและนํ้ าตาลแมนโนสความเขม้ขน้
ต่างๆ (ภาพผนวกท่ี ข2) 
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ภาพผนวกที ่ข2  กราฟมาตรฐานนํ้าตาลแมนโนส 
 
10.  สารเคมีทีใ่ช้ในการวดัปริมาณโปรตนี 
 

10.1  สารละลาย Bradford 
 

          เจืองจาง dye reagent concentrate (Bio-Rad) 5 เท่าดว้ยนํ้าท่ีกาํจดัไอออนแลว้ 
 

10.2  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSAและกราฟมาตรฐาน 
 

 เตรียมสารละลายโปรตีน BSA ท่ีความเขม้ขน้ 50-450 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทาํปฏิกิริยา
ระหว่างสารละลาย BSA ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 20 ไมโครลิตรกบั dye reagent concentrate 
(Bio-Rad) ท่ีเจือจางแลว้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกนัและตั้งท่ีไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
นาํมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
595 นาโนเมตรและสารละลาย BSA ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (ภาพผนวกท่ี ข3) 
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ภาพผนวกที ่ข3  กราฟมาตรฐาน BSA   
 
11. บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการทาํเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA purification system (Invitrogen) 

 
11.1  5x native purification buffer (pH 8) 

 
ประกอบดว้ย โซเดียมฟอสเฟต (monobasic) 250 มิลลิโมลาร์    

    NaCl    2.5 โมลาร์ 
 

ชัง่โซเดียมฟอสเฟต (monobasic) 7.8 กรัม และ NaCl 29.2 กรัม เติมนํ้ าท่ีกาํจดัไอออน
ออกแลว้ประมาณ 100 มิลลิลิตร ปรับเป็นพีเอช 8 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์จากนั้นปรับปริมาตร
เป็น 200 มิลลิลิตร เกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
    

11.2  Binding buffer (pH 8) 
 

   เจือจาง 5x Native purification buffer (pH 8) ใหเ้ป็น 1x Native purification buffer ปรับ
เป็นพีเอช 8 ดว้ย โซเดียมไฮดรอกไซดห์รือไฮโดรคลอริก 
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11.3  Wash buffer (pH 8) + Imidazole 20 มิลลิโมลาร์ 
 

1x Native purification buffer (pH 8) 50 มิลลิลิตร 
Imidazole (pH 6) 3 โมลาร์  335 ไมโครลิตร 

 
ปรับเป็นพีเอช 8 ดว้ย โซเดียมไฮดรอกไซดห์รือไฮโดรคลอริก 

 
11.4  Elution buffer (pH 8) + Imidazole 250 มิลลิโมลาร์ 

 
1x Native purification buffer (pH 8) 13.75 มิลลิลิตร 
Imidazole (pH 6) 3 โมลาร์  1.25 มิลลิลิตร 

 
ปรับเป็นพีเอช 8 ดว้ย โซเดียมไฮดรอกไซดห์รือไฮโดรคลอริก 

 
12. บัฟเฟอร์สําหรับอะคริลาไมด์เจลอเิลคโตรโฟริซีสและการเตรียมเจล 

 
12.1  บฟัเฟอร์สาํหรับการทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส 

 
12.1.1  Acrylamide/bis (30% T, 2.67% C) 

 
Acrylamide    29.2 กรัม 
N’N’-bis-methylene- acrylamid 0.8 กรัม 

 
เติมนํ้าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ 50 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร กรองและเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในท่ีมืด 
 

12.1.2  Tris-HCl (pH 8.8) 1.5 โมลาร์ 
 

Tris-base   18.15 กรัม 
นํ้าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ 60 มิลลิลิตร 
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ปรับเป็นพีเอช 8.8 ดว้ย HCl 6 นอร์มลั ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้าท่ี
กาํจดัไอออนออกแลว้ เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
12.1.3  Tris-HCl (pH 6.8) 0.5 โมลาร์ 

 
Tris-base   6 กรัม 
นํ้าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ 60 มิลลิลิตร 
  
ปรับเป็นพีเอช 6.8 ดว้ย HCl 6 นอร์มลั ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้าท่ี

กาํจดัไอออนออกแลว้ เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

12.1.4  SDS 10% 
 

ละลาย SDS 10 กรัมในนํ้ า 90 มิลลิลิตร กวนเบาๆ และปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร เกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 
12.1.5  5x running buffer  

 
Tris-base 9 กรัม 
Glycine 43.2 กรัม 
SDS  3 กรัม 

 
ปรับปริมาตรเป็น 600 มิลลิลิตรดว้ยนํ้าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส (ถา้ตกตะกอนใหต้ั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งก่อนใช)้ เจือจาง 5 เท่าก่อนใช ้ใชไ้ดเ้พียง 10 
คร้ัง 

 
12.1.6  Sample buffer (5x loading dye)  

 
ส่วนประกอบของ sample buffer แสดงดงัตารางผนวกท่ี ข3 
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ตารางผนวกที ่ข3  ส่วนประกอบของ sample buffer 
 

ส่วนประกอบ Denaturing (มิลลิลิตร) Non-denaturing (มิลลิลิตร) 
นํ้าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ 1.9 2.1 

Tris-HCl (pH 6.8) 0.5 โมลาร์ 0.5 0.5 
กลีเซอรอล 0.4 0.4 
SDS 10% 0.8 0.8 

β-mercaptoethanol 0.2 - 
Bromophenol blue 1% 0.2 0.2 

รวม 4 4 

 
แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร เกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
12.2  การเตรียม separation และ stacking gel 

 
 ผสม separation gel และ stacking gel ตามส่วนประกอบแสดงดงัตารางผนวกท่ี ข4 

โดยยงัไม่เติม TEMED และ ammonium persulfate ค่อยๆ ผสมกนัดว้ย magnetic stirrer อยา่ใหเ้กิด
ฟอง นาํไปกาํจดัฟองอากาศในสารละลาย (degas) ดว้ยเคร่ือง sonicator เป็นเวลาประมาณ 10-15 
นาที ผสม TEMED และ ammonium persulfate ลงใน separating gel คนเบาๆ เติมเจลลงในช่อง
ระหว่างแผน่กระจกท่ีใชท้าํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส เท isopropanol ปิดหนา้เจล ท้ิงให้เจ
ลแขง็ประมาณ 1 ชัว่โมง หลงัจาก separating gel แขง็ เท isopropanol ออกจนหมดและซบัใหแ้หง้ 
ผสม TEMED และ ammonium persulfate ลงใน stacking gel คนเบาๆ ให้เขา้กนัและเทลงบน 
separation gel ใส่หวีสาํหรับทาํช่องเติมตวัอยา่ง (well) ท้ิงใหเ้จลแขง็อีกประมาณ 1 ชัว่โมง จากนั้น
ประกอบเขา้กบัเคร่ืองทาํอะคริลาไมดเ์จลอิเลคโตรโฟริซีส  
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ตารางผนวกที ่ข4  ส่วนประกอบของ separation และ stacking gel 
 

ส่วนประกอบ 
Separation gel (12%)  

(มิลลิลิตร) 
Stacking gel (4%) 

(มิลลิลิตร) 
Substrate gel (7.5%) 

(มิลลิลิตร) 
นํ้าท่ีกาํจดัไอออนออกแลว้ 

หรือสับเสตรท 
3.35 3.05 2.475 1 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) หรือ 
 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

2.5 1.25 2 1.25 

10% SDS 0.1 0.05 0.05 
30% Acrylamide/Bis 4 0.665 1.25 

TEMED 3 0.005 0.0025 0.0025 
10% Ammonium persulfate 4 0.1 0.05 0.05 

รวม 10 5 5 

 
หมายเหตุ  1; ใชส้บัเสตรทโลคสับีนกมั1% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตรแทนนํ้า 

        2; ใน stacking gel ใชบ้ฟัเฟอร์ 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)  
     3,4; เติมทนัทีก่อนใช ้
 
13. การวเิคราะห์นํา้หนักโมเลกลุของโปรตีนจากอะคริลาไมด์เจลอเิลคโตรโฟริซีส 
 

13.1 วดัระยะทางการเคล่ือนท่ีของ dye front 
13.2 วดัระยะทางการเคล่ือนท่ีจากขอบเวลจนถึงก่ึงกลางแบนของแต่ละโปรตีนมาตรฐาน 

 13.3 เปล่ียนค่านํ้าหนกัโมเลกลุของแต่ละแบนโปรตีนมาตรฐานจากกิโลดาลตนัเป็นค่า log   
กิโลดาลตนั 
13.4 คาํนวณค่า Relative mobility (Rf = ระยะทางการเคล่ือนท่ี dye front) 
               ระยะการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐาน 

 13.5 สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งค่า log กิโลดาลตนัของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf (ภาพ
ผนวกท่ี ข4) 
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ภาพผนวกที ่ข4  กราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐาน SeeBlue® Plus2 prestained standard 
 
14. บัฟเฟอร์ทีใ่ช้ในการทดสอบพเีอชทีเ่หมาะสมและความคงตัวของเอนไซม์ 

 
14.1  ซิเตรทบฟัเฟอร์ (พีเอช 3-6) 

 
 เตรียม สารละลาย A: citric acid    0.1 โมลาร์ 

   สารละลาย B: sodium citrate  0.1 โมลาร์ 
 

ผสมสารละลาย A และ B ใหไ้ดป้ริมาตร 50 มิลลิลิตร (ตารางผนวกท่ี ข5) เจือจางใหไ้ด้
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 50 มิลลิโมลาร์ 
 
ตารางผนวกที ่ข5  การเตรียมซิเตรทบฟัเฟอร์ 
 

พีเอช สารละลาย A (มิลลิลิตร) สารละลาย B (มิลลิลิตร) 
3 46.5 3.5 
4 30 20 
5 20.5 29.5 
6 5.5 44.5 
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14.2  ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 6-8) 
 

          เตรียม สารละลาย A: monobasic sodium phosphate  0.2 โมลาร์ 
   สารละลาย B: dibasic sodium phosphate   0.2 โมลาร์ 
 

 ผสมสารละลาย A และ B ใหไ้ดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร (ตารางผนวกท่ี ข6) เจือจางใหไ้ด้
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และเจือจางอีก 2 เท่าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 50 มิลลิโมลาร์ 

 
ตารางผนวกที ่ข6  การเตรียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
 

พีเอช สารละลาย A (มิลลิลิตร) สารละลาย B (มิลลิลิตร) 
6 81 19 
7 39 61 
8 5.3 94.7 

 
14.3  ไกลซีนโซเดียมไฮดรอกไซดบ์ฟัเฟอร์ (พีเอช 8-10) 
 
         เตรียม สารละลาย A: ไกลซีน     0.2 โมลาร์ 

   สารละลาย B: โซเดียมไฮดรอกไซด ์  0.2 โมลาร์ 
 

สารละลาย A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดว้ยสารละลาย B (ตารางผนวกท่ี ข7) เจือ
จางใหไ้ดป้ริมาตร 200 มิลลิลิตร ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 50 มิลลิโมลาร์ 

 
ตารางผนวกที ่ข7  การเตรียมไกลซีนโซเดียมไฮดรอกไซดบ์ฟัเฟอร์ 
 

พีเอช สารละลาย A (มิลลิลิตร) สารละลาย B (มิลลิลิตร) 
8 50 1.5 
9 50 8.8 
10 50 32 
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ภาคผนวก ค 
ผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1  ค่ากิจกรรมเอนไซมจ์าํเพาะของแมนนาเนสในแต่ละส่วนของเซลลท่ี์เวลาต่างๆ  
 

เวลา Extracellular Periplasm Cytoplasm 
0 0.04±0.017 0.01±0.003 0.01±0.001 
2 0.09±0.032 0.19±0.014 0.07±0.004 
4 0.12±0.011 0.26±0.063 0.11±0.003 
6 0.10±0.022 0.23±0.008 0.12±0.003 
8 0.08±0.035 0.52±0.120 0.13±0.003 
10 0.09±0.002 0.27±0.034 0.14±0.010 

20 (ขา้มคืน) 0.09±0.032 0.39±0.044 0.15±0.005 
 
ตารางผนวกที ่ค2  ค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐาน M1-M6 บนตวัทาํ 

  ละลาย A, B, C, D, E และ F 
 
โอลิโกแซคคา
ไรดม์าตรฐาน 

ระบบตวัทาํละลาย 
A B C D E F 

 เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม 
M1 0.71 - 0.53 0.52 0.25 0.23 0.61 0.58 0.07 0.05 - - 
M2 0.59 - 0.39 0.40 0.07 0.08 0.22 - 0.00 0.00 - - 
M3 0.31 - 0.29 0.29 0.00 0.00 0.09 - 0.00 0.00 - - 
M4 0.18 - 0.21 0.20 0.00 0.00 0.05 - 0.00 0.00 - - 
M5 0.11 - 0.14 0.12 0.00 0.00 0.03 - 0.00 0.00 - - 
M6 0.08 - 0.08 0.08 0.00 0.00 0.02 - 0.00 0.00 - - 

 
หมายเหตุ  “-” คือไม่สามารถระบุได ้
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ตารางผนวกที ่ค3  ค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐาน M1-M6 บนตวัทาํ 
   ละลาย 1-butanol : acetic acid : นํ้า โดยเปล่ียนแปลงอตัราส่วนท่ีใช ้

 

โอลิโกแซคคาไรดม์าตรฐาน 
ระบบตวัทาํละลาย 

A B C 
 เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม เด่ียว ผสม 

M1 - - - - 0.70±0.01f 0.71±0.01f 
M2 - - - - 0.54±0.01e 0.55±0.01e 
M3 - - - - 0.42±0.01d 0.43±0.01d 
M4 0.09 - 0.48 - 0.32±0.01c 0.32±0.00c 
M5 0.04 - 0.42 0.42 0.23±0.00b 0.23±0.01b 
M6 0.00 - 0.36 0.36 0.16±0.01a 0.15±0.00a 

 
หมายเหตุ  a-f ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.05); “-” คือไม่สามารถระบุได ้
 

 
 
ภาพผนวกที ่ค1  โครมาโตแกรมของโอลิโกแซคคาไรดจ์ากการยอ่ยสบัเสตรทโลคสับีนกมั 

 วิเคราะห์โดยวิธี TLC  
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 จากภาพผนวกท่ี ค1 วดัค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดไ์ดด้งัแสดงในตาราง
ผนวกท่ี ค4 
 
ตารางผนวกที ่ค4  ค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรทโลคสั 

   บีนกมับนแผน่ซิลิกาเจล 
 

 ค่า Rf   ค่า Rf (5 ไมโครลิตร) ค่า Rf (10 ไมโครลิตร) 
Standard ผสม เด่ียว Spots Products 1 ยนิูต 4 ยนิูต 8 ยนิูต 1 ยนิูต 4 ยนิูต 8 ยนิูต 

M1 0.73 0.72 A  - - 0.69 - 0.70 0.68 
M2 0.59 0.57 B M2 0.57 0.57 0.57 0.55 0.55 0.55 
M3 0.47 0.47 C M3 0.47 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 
M4 0.36 0.36 D M4 0.37 0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 
M5 0.27 0.27 E M4-M5 0.31 0.29 0.29 0.29 0.29 0.28 
M6 0.17 0.19 F M5-M6 0.21 0.21 0.21 0.20 0.20 0.20 

Glucose - 0.69         
Galactose - 0.66         

 
 หาค่า Rf ของแต่ละจุดของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเกิดข้ึนเทียบกบัโอลิโกแซคคาไรด์และ
นํ้ าตาลมาตรฐานโดยวดัระยะทางจากจุดท่ีหยดตวัอยา่งจนถึงเส้นบนสุดของตวัทาํละลาย (solvent 
travel) และวดัระยะทางจากจุดท่ีหยดตวัอย่างจนถึงแต่ละจุดของตวัอย่างบนแผ่นซิลิกา (spots 
travel) 

Rf = 
ระยะทางของ spot จากจุดเร่ิมตน้ 

ระยะทางของตวัทาํละลายจากจุดเร่ิมตน้ 
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ภาพผนวกที ่ค2  โครมาโตแกรมของโอลิโกแซคคาไรดจ์ากการยอ่ยสบัเสตรทคอนยคักลูโคแมน 

 แนนวิเคราะห์โดยวิธี TLC  
 
 จากภาพผนวกท่ี ค2 วดัค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดไ์ดด้งัแสดงในตาราง
ผนวกท่ี ค5 
 
ตารางผนวกที ่ค5  ค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรท 

  คอนยคักลูโคแมนแนนบนแผน่ซิลิกาเจล 
 

 ค่า Rf   ค่า Rf (5 ไมโครลิตร) ค่า Rf (10 ไมโครลิตร) 
Standard ผสม เด่ียว Spots Products 1 ยนิูต 4 ยนิูต 8 ยนิูต 1 ยนิูต 4 ยนิูต 8 ยนิูต 

M1 0.72 0.71 A M2 0.57 0.56 0.57 0.55 0.56 0.56 
M2 0.57 0.57 B M2-M3 0.49 0.49 0.49 0.48 0.48 0.48 
M3 0.44 0.44 C M3-M4  0.40 0.40 0.40 0.38 0.38 0.39 
M4 0.35 0.35 D M4-M5 0.32 0.32 0.32 0.30 0.30 0.30 
M5 0.24 0.25 E M5 0.25 0.25 0.25 0.25 0.24 0.24 
M6 0.16 0.17         

Glucose - 0.69         
Galactose - 0.65         
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หาค่า Rf ของแต่ละจุดของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเกิดข้ึนเทียบกบัโอลิโกแซคคาไรด์และ
นํ้ าตาลมาตรฐานโดยวดัระยะทางจากจุดท่ีหยดตวัอยา่งจนถึงเส้นบนสุดของตวัทาํละลาย (solvent 
travel) และวดัระยะทางจากจุดท่ีหยดตวัอย่างจนถึงแต่ละจุดของตวัอย่างบนแผ่นซิลิกา (spots 
travel) 

Rf = 
ระยะทางของ spot จากจุดเร่ิมตน้ 

ระยะทางของตวัทาํละลายจากจุดเร่ิมตน้ 
 

 
 
ภาพผนวกที ่ค3  โครมาโตแกรมของโอลิโกแซคคาไรดจ์ากการยอ่ยสบัเสตรทกากมะพร้าวท่ีสกดั 

ไขมนัแลว้ วิเคราะห์โดยวิธี TLC  
 
 จากภาพผนวกท่ี ค3 วดัค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดไ์ดด้งัแสดงในตาราง
ผนวกท่ี ค6 
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ตารางผนวกที ่ค6  ค่า Rf ของการเคล่ือนท่ีของโอลิโกแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสบัเสตรทกาก 
   มะพร้าวท่ีสกดัไขมนัออกแลว้บนแผน่ซิลิกาเจล 

 
 ค่า Rf   ค่า Rf (5 ไมโครลิตร) ค่า Rf (10 ไมโครลิตร) 

Standard ผสม เด่ียว Spots Products 1 ยนิูต 4 ยนิูต 8 ยนิูต 1 ยนิูต 4 ยนิูต 8 ยนิูต 
M1 0.71 0.71 A  - - 0.59 - 0.68 0.68 
M2 0.56 0.55 B M2 0.55 0.55 0.55 0.53 0.54 0.53 
M3 0.44 0.43 C M3 0.43 0.43 0.43 0.42 0.42 0.42 
M4 0.32 0.33 D M4 0.33 0.33 0.33 0.34 0.33 0.33 
M5 0.24 0.23         
M6 0.15 0.16         

Glucose - 0.69         
Galactose - 0.64         

 
หาค่า Rf ของแต่ละจุดของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเกิดข้ึนเทียบกบัโอลิโกแซคคาไรด์และ

นํ้ าตาลมาตรฐานโดยวดัระยะทางจากจุดท่ีหยดตวัอยา่งจนถึงเส้นบนสุดของตวัทาํละลาย (solvent 
travel) และวดัระยะทางจากจุดท่ีหยดตวัอย่างจนถึงแต่ละจุดของตวัอย่างบนแผ่นซิลิกา (spots 
travel) 

Rf = 
ระยะทางของ spot จากจุดเร่ิมตน้ 

ระยะทางของตวัทาํละลายจากจุดเร่ิมตน้ 
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ภาพผนวกที ่ค4  กราฟการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก 
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ภาพผนวกที ่ค5  กราฟการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
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ประวตักิารศึกษาและการทาํงาน 
 

 ช่ือ –นามสกลุ น.ส. นวพรรณ พงษพิพฒัน ์
 วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ 4 กมุภาพนัธ์ุ 2528 
 สถานทีเ่กดิ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 
 ประวตัิการศึกษา วท.บ (เทคโนโลยชีีวภาพ) มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 ตําแหน่งหน้าทีก่ารงานปัจจุบัน – 
 สถานทีท่าํงานปัจจุบัน – 
 ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ นาํเสนอผลงานวิจยัเร่ือง Optimization of thin layer 

chromatography analysis of mannooligosaccharide 
derived from plant hydrolysate ท่ีงาน International 
Conference on Beneficial Microbes (ICOBM 2014) ท่ี
ประเทศมาเลเซีย 

ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ              ทุนสนบัสนุนงานวจิยัจากศูนยค์วามเป็นเลิศดา้น 
เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร สาํนกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและ
วิจยัดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีสาํนกังาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา 
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