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บทคัดย่อ 
	 เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสเป็็นเอนไซม์์ที่่�สามารถเร่่งปฏิิกิิริิยาได้้หลายรููปแบบรวมถึงปฏิิกิิริิยาการโยกย้ายหมู่่�ไกล

โคซิิล เพ่ื่�อผลิิตฟัังก์์ชัันนััลไกลโคไซด์์ซึ่่�งสามารถนำไปประยุุกต์์ใช้้ในระดัับอุุตสาหกรรมต่างๆ สำหรับในการศึึกษานี้้� 

เป็น็การแสดงออกของพลาสมิิด p19bAMY ที่่�สร้า้งขึ้้�นจากเวกเตอร์์ pET-19b และยีีน AMase ของแบคทีีเรียี Thermus 

sp. ใน Escherichia coli BL21 (DE3) เพื่่�อใช้้ผลิิตเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทส โดยสภาวะที่่�เหมาะสมสำหรัับการผลิิต

เอนไซม์แ์อมิโิลมอลเทส คืือ การเลี้้�ยงเชื้้�อแบบเขย่า่ที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส ความเร็ว็รอบ 250 รอบ/นาที ีเป็น็เวลา 

24 ชั่่�วโมง ที่่�ความเข้้มข้้นของ IPTG 0.8 มิิลลิิโมลาร์์ จากนั้้�น ได้้ใช้้กระบวนการทำเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสชนิิดหยาบที่่�

ผลิติได้ใ้ห้บ้ริสิุทุธิ์์�ด้ว้ยคอลัมัน์ ์HisTrap FFTM พบว่า่เอนไซม์ม์ีคีวามบริสิุทุธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 9 เท่า่ มีกีิจิกรรมจำเพาะของเอนไซม์์

อยู่่�ที่่� 150 หน่่วย/มิิลลิิกรััม และให้้ผลผลิิตที่่� 36% เมื่่�อทำการศึึกษาด้้วยเทคนิิค SDS-PAGE พบว่่าน้้ำหนัักโมเลกุุลของ
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เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสที่่�บริิสุุทธิ์์�มีีค่่าเท่่ากัับ 60 กิิโลดาลตััน การวิิเคราะห์์ความจำเพาะต่่อตััวรัับและปฏิิกิิริิยาทรานส์์

ไกลโคซิิเลชัันของเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสต่่อการสัังเคราะห์์กลููโคซิิลโพลิิออล โดยใช้้แป้้งมัันสำปะหลัังเป็็นตััวให้้ไกล 

โคซิิลและน้้ำตาลแอลกอฮอล์์ชนิิดต่่างๆ เป็็นตััวรัับ พบว่่าตััวรัับโพลิิออลที่่�มีีแอคทิิวิิตีีสููงสุุดคืือ อิิริิทริิทอล รองลงมาคืือ 

มอลทิิทอล และไซลิิทอล ตามลำดัับ ผลการวิิเคราะห์์ผลผลิิตของผลิิตภััณฑ์์โดย TLC พบว่่าผลิิตภััณฑ์์อิิริิทริิทอล 

กลููโคไซด์์ (EG
1-4

) ที่่�สัังเคราะห์์ได้้คิิดเป็็นผลผลิิตร้้อยละ 29.3 (น้้ำหนััก/น้้ำหนััก)

คำสำคััญ:	 แอมิิโลมอลเทส; น้้ำตาลอิิริิทริิทอล; โพลิิออลกลููโคไซด์์; แป้้งมัันสำปะหลััง; ทรานส์์ไกลโคซิิเลชััน 

Abstract
	 Amylomaltase (AMase) catalyzes various reactions, including an intermolecular transglyco-

sylation reaction to produce functional glycosides, which are practically used in many industries. In 

this study, the p19bAMY plasmid was constructed from pET-19b vector containing Thermus sp. 

amylomaltase gene. This plasmid was expressed in E. coli BL21 (DE3) for producing AMase. The 

optimal expression was obtained when the AMase-expressing cells were cultured at 37oC 250 rpm 

for 24 hours with 0.8 mM IPTG. The crude AMase was subsequently purified to 9-fold by HisTrap  

FFTM affinity column with the specific activity of 150 units/mg and 36% yield. The relative molecular 

mass of the purified enzyme was 60 kDa, determined by 10% SDS-PAGE. Moreover, the acceptor 

specificity was investigated from transglycosylation reaction using tapioca starch as glycosyl donor 

and various polyols as acceptors. Among polyol acceptors, erythritol gave the highest activity, fol-

lowed by maltitol and xylitol, respectively. Upon analysis of the product by TLC, the yield of syn-

thesized erythritol glucosides (EG
1-4

) was 29.3% (w/w). 

Keywords:  Amylomaltase; Erythritol; Polyol glucosides; Tapioca starch; Transglycosylation

1. บทนำ
	 ฟัังก์์ชัันนััลโอลิิโกแซ็็กคาไรด์์ (functional  

oligosaccharide) รวมถึงน้้ำตาลต้้านฟันัผุุ (anti-cario-

genic sugar) และพรีีไบโอติิก (prebiotics) กำลัังได้้รัับ

ความนิยมอย่่างมาก ในกลุ่่�มผู้้�บริโภคที่่�ให้ค้วามสำคััญกับั

สุุขภาพมากขึ้้�นในแง่่ของการเลืือกบริิโภคอาหารที่่�มีี

ประโยชน์์ การคำนึึงถึึงเรื่่�องคุุณค่่าของสารอาหาร ความ

ปลอดภััย และผลของสารอาหารต่่อสุุขภาพ จึึงเป็็นจุุด

กำเนิิดของผลิิตภััณฑ์อ์าหารเพ่ื่�อสุุขภาพที่่�เรียีกว่า อาหาร

ฟังัก์ช์ันัซึ่่�งมีผีลต่อ่การทำงานของระบบต่างๆ ในร่า่งกาย 

ทำให้้สุุขภาพดีี และปราศจากโรคภััยไข้้เจ็็บ [1] และ

เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทส (amylomaltase, AMase; EC 

2.4.1.25) เป็็นหนึ่่�งในเอนไซม์์ที่่�เร่่งปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกล

โคซิิเลชัันเพ่ื่�อสัังเคราะห์์ฟัังชัันนััลโอลิิโกแซ็็กคาไรด์์ที่่�ใช้้

ในอุตุสาหกรรมอาหาร เคมีกีารแพทย์ ์และอุตุสาหกรรม

ยาได้ ้เนื่่�องจากเอนไซม์น์ี้้�สามารถเร่ง่ปฏิกิิริิยิาทรานส์ไ์กล

โคซิิเลชัันที่่�โยกย้้ายหมู่่�กลูโคซิิล/ไกลโคซิิลจากสารตั้้�งต้้น

ตัวัให้ไ้ปยังัตัวัรับัได้จ้ึงึทำให้เ้กิดิการสังัเคราะห์ผ์ลิติภัณัฑ์์

โอลิิโกแซ็็กคาไรด์์ชนิิดใหม่่ๆ ที่่�น่่าสนใจ [2, 3] 

	 เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสอยู่่� ในกลุ่่�มเอนไซม์์ 

4α-glucanotransferase ชนิิดที่่� 2 เป็็นเอนไซม์์ภายใน

เซลล์์เร่่งปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันของ α-1,4-D-
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glucan โดยที่่�เอนไซม์์นี้้�สามารถเร่่งปฏิิกิิริิยาได้้ 4 

ประเภท [1-3] คืือ 1) เร่ง่ปฏิิกิิริยิา disproportionation 

โดยมีีการโยกย้้ายหมู่่�น้้ำตาล D-glucan จากตััวให้้ไปยััง

ตััวรัับ 2) เร่่งปฏิิกิิริิยา cyclization เพ่ื่�อโยกย้ายหมู่่�

น้้ำตาล D-glucan ภายในโมเลกุุลของ α-1,4-glucan 

ชนิดิเดียีวกันั ทำให้เ้กิิดผลิติภัณัฑ์ไ์ซโคลเดกซ์ทรินิชนิดิวง

ใหญ่ (large-ringcyclodextrin, LR-CD) หรืือเรียีกอีกชื่�อ

ว่่าไซโคลแอมิิโลส (cyclic α-1,4-glucan; cycloamy-

lose, CA) ที่่�มีีระดัับโพลิิเมอไรเซชััน (degree of  

polymerization; DP) สููงกว่่า 16 [4] 3) เร่่งปฏิิกิิริิยา 

coupling เป็็นปฏิิกิิริิยาผัันกลัับของปฏิิกิิริิยา cycliza-

tion สามารถเปลี่่�ยนไซโคลเดกซ์์ทริินชนิิดวงใหญ่่ให้้เป็็น

โอลิิโกแซ็็กคาไรด์์สายตรง แต่่ปฏิิกิิริิยา coupling ของ

เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสเกิิดขึ้้�นในระดัับที่่�ต่่ำมาก เช่่น

เดีียวกัันกัับปฏิิกิิริิยาที่่� 4) คืือ ปฏิิกิิริิยา hydrolysis ซึ่่�ง

เร่ง่การสลายพัันธะ α-1,4-glucan ของสารตั้้�งต้้นด้้วยน้้ำ 

[5-7] แอมิโิลมอลเทสพบครั้้�งแรกใน E. coli และเป็น็หนึ่่�ง

ในเอนไซม์์ที่่�มีีบทบาทสำคััญที่่�สุุดในเมแทบอลิิสมของ

น้้ำตาลมอลโทส [8, 9] มีกีารศึกึษาโครงสร้า้งของเอนไซม์์

แอมิิโลมอลเทสเป็็นจำนวนมากเพ่ื่�อให้้เข้้าใจถึึงบทบาท

การทำงานของโมเลกุุลภายในเอนไซม์อ์ย่่างละเอีียด โดย

การศึึกษาดัังกล่่าวมัักมุ่่�งเน้้นไปที่่�เอนไซม์์จากแหล่งผลิิต

แบคทีีเรีียที่่�มีีความทนร้้อนเพื่่�อให้้ได้้เอนไซม์์ทนร้้อน ที่่�มีี

ความทนทานสููงเหมาะสำหรับการผลิิตปริมิาณมากในถััง

หมัักทางอุุตสาหกรรม มีีการประยุุกต์์ใช้้เอนไซม์์แอมิิโล 

มอลเทสเพ่ื่�อใช้้ในอุุตสาหกรรมการผลิิต LR-CDs ซึ่่�ง  

LR-CDs สามารถสร้้างสารประกอบเชิิงซ้้อนโดยรวมเข้้า

กับัสารหลากหลายชนิดิมีผีลช่ว่ยให้ส้ารนั้้�นๆ มีคีุณุสมบัตัิิ

ทางชีวีภาพที่่�ดีขีึ้้�น เช่น่ มีกีารละลายน้้ำที่่�ดีขีึ้้�น และมีคีวาม

เสถีียรของตััวสารเพิ่่�มขึ้้�น เป็็นต้้น มีีรายงานการวิิจััยที่่�มีี

การใช้้เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสในการผลิิตเจลแป้้งที่่�ทน

ความร้อน (thermoreversible gel) ได้้ สามารถใช้แ้ทน

เจลาติิน โดยเมื่่�อทำการเจลาติิไนซ์์แป้้งมัันฝรั่่�งด้้วย

เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสจาก Thermus thermophilus 

จะได้้ผลิิตภััณฑ์์ที่่�ประกอบไปด้้วยอะไมโลเพคติินที่่�มีีโซ่่

ด้้านข้้างที่่�ยาวขึ้้�น ผลิิตภััณฑ์์นี้้�สามารถละลายได้้ในน้้ำ

หรืือเปลี่่�ยนกลับเป็น็ของเหลวได้้เมื่่�อได้ร้ับัความร้อน [10]

	 โพลิิออล หรืือน้้ำตาลแอลกอฮอล์์ (sugar  

alcohol) เป็็นน้้ำตาลที่่� มีีกลุ่่�มแอลกอฮอล์์อยู่่� ใน 

องค์์ประกอบ เช่่น อิิริิทริิทอล, อะราบิิทอล, ไซลิิทอล, 

แมนนิิทอล, กาแลคติิทอล, ซอร์์บิิทอล และมอลทิิทอล 

เป็น็ต้น้ โพลิอิอลเป็น็น้้ำตาลแอลกอฮอล์ท์ี่่�เกิดิขึ้้�นจากปฏิิ

กิริิยิาไฮโดรจีเีนชันัของน้้ำตาลอัลัโดสและน้้ำตาลคีีโตสใน

ระหว่า่งการเผาผลาญคาร์โ์บไฮเดรต โพลิอิอลจัดัเป็น็สาร

ให้้ความหวานที่่�มีีแคลอรีีต่่ำ โดยเฉลี่่�ยแล้้วโพลิิออลให้้

แคลอรีีประมาณครึ่่�งหนึ่่�งของน้้ำตาลทรายขาว (sucrose) 

และไม่่ค่่อยถููกดููดซึึมเข้้าสู่่�กระแสเลืือด จึึงส่่งผลให้้ระดัับ

น้้ำตาล(กลูโคส)ในเลืือดเปลี่่�ยนแปลงเพีียงเล็็กน้อ้ยเท่่านั้้�น 

เนื่่�องจากการดููดซึึมที่่�ไม่่ดีี จึึงเหมาะสำหรับผู้้�บริโภคที่่�

ต้อ้งการลดระดับัน้้ำตาลในเลืือด หรืือผู้้�ป่ว่ยโรคเบาหวาน 

[11 ]  ตัั วอย่่ า งของน้้ ำตาลโพลิิออลที่่� นิิ ยมใช้้ ใน

อุุตสาหกรรมอาหารและยา เช่่น อิิริิทริิทอล (C
4
H

10
O

4
)  

มีีลัักษณะเป็็นผงผลึึกสีีขาวที่่�ไม่่ดููดความชื้้�น ไม่่มีีกลิ่่�น มีี

รสหวานปานกลาง มีจีุดุหลอมเหลวที่่� 122 องศาเซลเซียีส 

[12] และให้พ้ลัังงานเพีียง 0.2 กิโิลแคลอรีีต่อ่กรัมซึ่่�งมีีค่่า

น้้อยกว่่า 5% ของน้้ำตาลทราย [13] สููตรทางเคมีีของอิิ

ริิทริิทอล คืือ (2R, 3S)-butane-1,2,3,4-tetraol ซึ่่�งเป็็น

โพลิอิอล 4 คาร์บ์อน เรียีงเป็น็เส้น้ตรง ใช้เ้ป็น็สารให้ค้วาม

หวานแคลอรีีต่่ำ [14] อิริิทิริทิอลถููกดูดูซึมึที่่�ลำไส้้เล็ก็เพีียง 

10% ของที่่�รับัประทานเข้า้ไป และแบคทีเีรียีในลำไส้ใ้หญ่่

ไม่่สามารถใช้้อิิริิทริิทอลในการหมัักได้้ ดัังนั้้�น อิิริิทริิทอล

ส่่วนใหญ่่จึึงถููกขับออกทางปััสสาวะเกืือบทั้้�งหมด อีีกทั้้�ง

ยังัมีรีายงานด้ว้ยว่า่ แบคทีเีรียีในช่อ่งปากไม่ส่ามารถหมักั

อิิริิทริิทอลได้้ จึึงไม่่มีีการผลิิตกรดที่่�นำไปสู่่�การเกิิดฟัันผุุ

และพบว่่าอิิริิทริิทอลมีีคุุณสมบััติิในการยัับยั้้�งการเจริิญ

ของ Streptococcus mutans ที่่�เป็น็สาเหตุขุองโรคฟันั

ผุุ (dental caries) ได้้ [14] ปััจจุุบัันนิิยมผลิิตอิิริิทริิทอล

จากปฏิกิิริิยิารีดีักัชันัของ D-erythrose โดยมีีการเติมิหมู่่�

ไฮโดรเจนเข้า้ไป [15] ในทางอุตุสาหกรรมมีกีารประยุกุต์์

ใช้้อิิริิทริิทอลในหมากฝรั่่�ง และลููกอมที่่�ปราศจากน้้ำตาล 
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มีีการใช้้อิิริิทริิทอลมากในน้้ำอััดลม มีีการใช้้อิิริิทริิทอล

เพื่่�อช่่วยเพิ่่�มรสชาติิของเคร่ื่�องด่ื่�มที่่�มีีรสหวานจากหญ้า

หวาน [13] นอกจากนี้้�โพลิิออลส่่วนใหญ่่ยัังมีีคุุณสมบััติิ

ไม่่ดููดความชื้้�นจึึงถููกนำมาใช้้เป็็นสารชะลอการดููดซัับ

ความชื้้�นในชิ้้�นผลไม้ ้ผลไม้อ้ัดัแท่ง่ และขนมที่่�ทำจากแป้ง้ 

ตลอดจนใช้้เป็็นส่่วนประกอบในสารที่่�ใช้้เคลืือบอาหาร 

[14]

	 สำหรับงานวิิจััยนี้้� คณะผู้้�วิิจััยสนใจที่่�จะศึึกษา

สภาวะที่่� เหมาะสมในการผลิิตเอนไซม์์ของเซลล์์รี ี

คอมบิิแนนท์์ การทำเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสให้้บริสุุทธิ์์� 

และการศึึกษาลัักษณะสมบััติิเบื้้�องต้้นของเอนไซม์์แอมิิ

เลส ตลอดจนการศึึกษาความจำเพาะต่่อตััวรัับโพลิิออล

ของเอนไซม์จ์ากปฏิกิิิริยิาทรานส์์ไกลโคซิเิลชันั และความ

สามารถในการสัังเคราะห์์ผลิิตภััณฑ์์กลููโคซิิลโพลิิ  

ออลของเอนไซม์์ เพื่่�อนำไปใช้้ประโยชน์์ต่่อไป

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ
2.1 สารเคมีี วััสดุุและสายพัันธุ์์�แบคทีีเรีีย

	กลู โูคส (G
1
), มอลโทส (G

2
), มอลโทไตรโอส (G

3
), 

มอลโทเตตระโอส (G
4
), เซรััมโบวีนอััลบููมิิน และ 

แอมพิซิิลิินิจากบริษิัทั Sigma-Aldrich ไฮโปเปบโตนจาก

บริษิัทั Nihon Pharmaceutical Co., Ltd. โซเดีียมคลอ

ไรค์์จากบริิษััท J.T. Baker (Selangor Darul Ehsan, 

Malaysia) แป้้งมัันสำปะหลัังจากบริิษััท Flo-max™ 

(Amsterdam, Netherlands) น้้ำตาลโพลิิ ออลจาก

บริิษััท TCI (Toshima, Kita-ku, Tokyo, Japan) เมทา

นอล, ไอโซโพรพิิล, ผงวุ้้�น, โพแทสเซีียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต, ไดโพแทสเซีียมฟอสเฟต และแผ่่นโครมา 

โทกราฟีีแบบเย่ื่�อบาง (TLC silica gel 60 F
254

 glass 

plates) จากบริิษััท Merck (Darmstadt, Germany) 

IPTG จากบริษััท Vivantis (Sendirian Berhad,  

Malaysia) เอทิิลอะซิิเตทจากบริิษััท VWR (fontenay 

sous bois, France) กรดซัลัฟูรูิกิจากบริษิัทั Carlo Erba 

Reagents (Val de Reuil, France) ชุุดตรวจวััดกลููโคส

ออกซิเิดสจากบริษิัทั Human mti-diagnostics GmbH 

(Idstein, Germany) โครมาโทกราฟีีคอลััมน์ HisTrap 

FFTM จากบริิษััท GE Healthcare (UK) อิิมิิดาโซลจาก

บริษิัทั USB Corporation (Ohio, United States) และ

สารเคมีีอื่่�นๆ 

	 เซลล์์รีีคอมบิิแนนท์์ p19AMY ที่่�มีีพลาสมิิด  

pET-19b ประกอบด้้วยยีีนของเอนไซม์์ AMase จาก 

Thermus sp. ที่่�แสดงออกใน E. coli สายพัันธุ์์� BL21 

(DE3) [16]

2.2 การเลี้้�ยงแบคทีีเรีียและการผลิิตเอนไซม์จาก

แบคทีีเรีีย

	 2.2.1 การเลี้้�ยงเซลล์รีีคอมบิิแนนท์์เพื่่�อผลิิต

เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทส

	 เซลล์์รีีคอมบิิแนนท์์ p19AMY จะถููกนำไปเลี้้�ยง

ในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ LB ที่่�พีีเอช 7.2 ที่่�ประกอบด้้วย 

ไฮโป เปบโตน 1 เปอร์์เซ็็นต์์, สารสกััดจากยีสต์์ 0.5 

เปอร์์เซ็็นต์์, โซเดีียมคลอไรด์์ 1 เปอร์์เซ็็นต์์และ แอมพิิซิิลิิน 

100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร) ที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส 

จากนั้้�นนำไปเขย่่าที่่� 250 รอบต่อนาทีีจนกระทั่่�งวััดค่่า 

OD
600

 ได้้ประมาณ 0.4-0.6 จึึงใส่่ IPTG ที่่�ความเข้้มข้้น 

0.8 มิลิลิโิมลาร์์ เพ่ื่�อเหนี่่�ยวนำให้ยี้ีนแอมิิโลมอลเทสมีีการ

แสดงออก และเขย่่าต่่อไปที่่�อุุณหภููมิิเดิิมเป็็นเวลาอีีก 4 

ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลาทำการเก็็บเซลล์์โดยปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 

4,800 รอบต่อนาทีี ที่่�อุณุหภูมูิ ิ4 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 

50 นาทีี ต่่อมานำเซลล์์ที่่�ได้้ไปทำให้้เซลล์์แตกด้้วยเครื่่�อง 

ultraonic homogenizer เพื่่�อให้ไ้ด้เ้อนไซม์แ์อมิโิลมอล

เทสชนิิดหยาบ

	 2.2.2 การทำเอนไซม์แ์อมิโิลมอลเทสให้บ้ริสิุทุธิ์์�

	 นำเอนไซม์์ที่่�ได้้จากการผลิิตในข้้อที่่� 2.2.1 มา

ทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยคอลััมน์ Histrap FFTM ทำการเตรีียม

คอลััมน์์โดยการชะด้้วยบััฟเฟอร์์ ก. (20 มิิลลิิโมลาร์์ 

ฟอสเฟตบััฟเฟอร์์พีีเอช 7.4 ที่่�ประกอบด้้วยโซเดีียมคลอ

ไรด์์ความเข้้มข้น 0.5 โมลาร์์ กัับอิมิิดาโซลความเข้้มข้น 

20 มิิลลิิโมลาร์์) ด้้วยอััตราการไหล 1 มิิลลิิลิิตรต่่อนาทีี 

จากนั้้�นผ่่านเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสเข้้าสู่่�คอลััมน์ แล้้ว

ทำการชะด้้วยบััฟเฟอร์์ ก. จนกระทั่่�งค่่า A
280

 ลดลงเป็็น
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ศููนย์์จึึงทำการชะเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสที่่�เกาะอยู่่�กัับ

คอลััมน์์ด้้วย บััฟเฟอร์์ ข. (20 มิิลลิิโมลาร์์ ฟอสเฟต

บัฟัเฟอร์์พีเีอช 7.4 ที่่�ประกอบด้วย โซเดีียมคลอไรด์์ความ

เข้้มข้้น 0.5 โมลาร์์ กัับอิิมิิดาโซลความเข้้มข้้น 500 มิิลลิิ

โมลาร์์) ด้้วยอััตราการไหลเท่่าเดิิม [16] และเก็็บเอนไซม์์

แอมิโิลมอลเทสบริสิุทุธิ์์�ที่่�ผ่า่นออกจากคอลัมัน์ ์เพื่่�อหาค่า่

กิจิกรรมการทำงานของเอนไซม์ด้์้วยวิิธี ีstarch transgly-

cosylation [17] และหาปริิมาณโปรตีีนด้้วยวิิธีีของ 

Bradford [18]

2.3 การวัดกิจิกรรมการทำงานของเอนไซม์แ์อมิโิลมอล

เทส

	 2.3.1 การวััดกิิจกรรมของเอนไซม์์ด้้วยวิิธีี 

starch transglycosylation

	 ปฏิกิิริิยิา starch transglycosylation ประกอบ

ด้ว้ยการใช้ ้0.2% (w/v) แป้้งมัันฝรั่่�งที่่�ละลายน้้ำปริิมาตร 

250 ไมโครลิิตร 1% (w/v) มอลโทสปริิมาตร 50 

ไมโครลิติร เอนไซม์แ์อมิโิลมอลเทส 100 ไมโครลิติร และ 

20 มิลิลิโิมลาร์ ์ฟอสเฟตบัฟัเฟอร์พ์ีเีอช 7.4 ปริมิาตร 600 

ไมโครลิิตร ผสมกัันทำปฏิิกิิริิยาที่่�อุุณหภูมิิ 70 องศา

เซลเซีียส เป็็นเวลา 10 นาทีี และหยุุดปฏิิกิิริิยาโดยการ

ต้้มเป็็นเวลา 10 นาทีี จากนั้้�น นำสารละลายมา 100 

ไมโครลิิตร ผสมกัับสารละลายไอโอดีีน 1 มิิลลิิลิิตร ที่่�

ประกอบไปด้้วยไอโอดีีนความเข้้มข้้น 0.02% (w/v) ใน

โพแทสเซีียมไอโอไดด์์ความเข้้มข้้น 0.2% (w/v) และ 

วัดัค่า่การดููดกลืืนแสงที่่� 600 นาโนเมตร โดยที่่�กำหนดให้้ 

1 หน่ว่ยเอนไซม์ ์คืือปริมิาณเอนไซม์ท์ี่่�ทำให้ค้วามเข้ม้ของ

สีีน้้ำเงิินของสารประกอบเชิิงซ้้อนของแป้้ง-ไอโอดีีน 

ลดลง 1 เปอร์์เซ็็นต์์ ภายในเวลา 1 นาทีี ภายใต้้สภาวะที่่�

กำหนด

	 2.3.2 การวััดกิิจกรรมของเอนไซม์์ด้้วยวิิธีี

กลููโคสออกซิิเดส 

	ก ารวััดปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันโดยวิิธีี

กลููโคสออกซิิเดส ทำโดยผสมสารต่่างๆ ตามรายงานของ 

Miwaและคณะ [19] เม่ื่�อบ่่มปฏิิกิิริิยาครบกำหนดเวลา 

ดููดสารละลายผสมมา 10 ไมโครลิิตร เติิมน้้ำยากลูโคส

ออกซิเดส 1 มิลิลิลิิติร บ่ม่ต่อ่ที่่�อุณุหภูมิ ิ37 องศาเซลเซียีส 

เป็็นเวลา 5 นาทีี จากนั้้�นวััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่� 500 

นาโนเมตร ความเข้ม้ข้น้ของกลูโคสคำนวณจากสมการที่่� 

2.1 

	ก ารดููดกลืืนของสารละลายมาตรฐาน (A
std.

) วััด

โดยใช้้สารละลายกลููโคสมาตรฐาน 10 ไมโครลิิตร (5.55 

ไมโครโมลต่่อมิิลลิิลิิตร) กัับน้้ำยากลููโคสออกซิิเดส 1 

มิิลลิิลิิตร กำหนดให้้หนึ่่�งหน่วยกิิจกรรมของปฏิิกิิริิยา

หมายถึึงปริิมาณของเอนไซม์์ที่่�ผลิิตกลููโคส 1 ไมโครโมล

ต่่อนาทีีภายใต้้สภาวะที่่�กำหนด

2.4 การวััดปริิมาณโปรตีีน

	 นำสารละลายโปรตีีนตัวัอย่า่ง 0.1 มิลิลิลิิติร ผสม

กัับสารละลายสำหรัับหาความเข้้มข้นของโปรตีีน (pro-

tein assay reagent) 1 มิิลลิิลิิตร เขย่่าให้้ผสมกััน ตั้้�งทิ้้�ง

ไว้ ้5 นาที ีแล้ว้นำไปวัดัค่่าการดูดูกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 

595 นาโนเมตร ภายในเวลา 30 นาทีี ซึ่่�งค่่าที่่�ได้้จะนำมา

เทีียบหาปริิมาณโปรตีีนจากกราฟมาตรฐานของการหา

ปริิมาณโปรตีีนโดยวิิธีี Bradford [18, 20] โดยใช้้ BSA 

(1 มก./มล.) เป็็นโปรตีีนมาตรฐาน

2.5 เจลอิิเล็็กโทรโฟรีีซิิส

	 ตรวจสอบความบริสุุทธ์ิ์�ของเอนไซม์์ในแต่่ละขั้้�น

ตอนของการทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธ์ิ์�ด้้วยเทคนิิค Na-

tive-PAGE และ วิเิคราะห์น์้้ำหนักัโมเลกุลุของเอนไซม์์แอ

มิิโลมอลเทสด้้วยเทคนิิค SDS-PAGE โดยเทีียบกัับขนาด

ของโปรตีีนมาตรฐาน [20-23]

4 
 

ออกซิเดสจากบริษัท Human mti-diagnostics GmbH (Idstein, Germany) โครมาโทกราฟีคอลัมน์ HisTrap FFTM จาก
บริษัท GE Healthcare (UK) อิมิดาโซลจากบริษัท USB Corporation (Ohio, United States) และสารเคมีอื่นๆ  

เซลล์รีคอมบิแนนท์ p19AMY ที่มีพลาสมิด pET-19b ประกอบด้วยยีนของเอนไซม์ AMase จาก Thermus sp. ที่
แสดงออกใน E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) [16] 

2.2 การเล้ียงแบคทีเรียและการผลิตเอนไซม์จากแบคทีเรีย 
2.2.1 การเล้ียงเซลล์รีคอมบิแนนท์เพื่อผลิตเอนไซม์แอมิโลมอลเทส 
เซลล์รีคอมบิแนนท์ p19AMY จะถูกนำไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ LB ที่พีเอช 7.2 ที่ประกอบด้วยไฮโป 

เปบโตน 1 เปอร์เซ็นต์, สารสกัดจากยีสต์ 0.5 เปอร์เซ็นต์, โซเดียมคลอไรด ์1 เปอร์เซ็นต์และ แอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นนำไปเขย่าที่ 250 รอบต่อนาทีจนกระทั่งวัดค่า OD600 ได้ประมาณ 0.4-0.6 จึง
ใส่ IPTG ที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิโมลาร์ เพื่อเหนี่ยวนำให้ยีนแอมิโลมอลเทสมีการแสดงออก และเขย่าต่อไปที่อุณหภูมิเดิมเป็น
เวลาอีก 4 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาทำการเก็บเซลล์โดยปั่นเหวี่ยงที่ 4,800 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 
นาที ต่อมานำเซลล์ที่ได้ไปทำให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง ultraonic homogenizer เพื่อให้ได้เอนไซม์แอมิโลมอลเทสชนิดหยาบ 

2.2.2 การทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ 
นำเอนไซม์ที่ได้จากการผลิตในข้อที่ 2.2.1 มาทำให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ Histrap FFTM  ทำการเตรียม

คอลัมน์โดยการชะด้วยบัฟเฟอร์ ก. (20 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.4 ที่ประกอบด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
0.5 โมลาร์ กับอิมิดาโซลความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์) ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นผ่านเอนไซม์แอมิโลมอล
เทสเข้าสู่คอลัมน์ แล้วทำการชะด้วยบัฟเฟอร์ ก. จนกระทั่งค่า A280 ลดลงเป็นศูนย์จึงทำการชะเอนไซม์แอมิโลมอลเทสที่เกาะ
อยู่กับคอลัมน์ด้วย บัฟเฟอร์ ข. (20 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.4 ที่ประกอบด้วย โซเดียมคลอไรดค์วามเข้มข้น 0.5 
โมลาร์ กับอิมิดาโซลความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์) ด้วยอัตราการไหลเท่าเดิม [16] และเก็บเอนไซม์แอมิโลมอลเทสบริสุทธิ์ที่
ผ่านออกจากคอลัมน์ เพื่อหาค่ากิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ด้วยวิธี starch transglycosylation [17] และหาปริมาณ
โปรตีนด้วยวิธีของ Bradford [18] 
  2.3 การวัดกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์แอมิโลมอลเทส 

2.3.1 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยวิธี starch transglycosylation 
ปฏิกิริยา starch transglycosylation ประกอบด้วยการใช้ 0.2% (w/v) แป้งมันฝรั่งที่ละลายน้ำปริมาตร 

250 ไมโครลิตร  1% (w/v) มอลโทสปริมาตร 50 ไมโครลิตร  เอนไซม์แอมิโลมอลเทส 100 ไมโครลิตร และ 20 มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.4 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมกันทำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
และหยุดปฏิกิริยาโดยการต้มเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น  นำสารละลายมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายไอโอดีน 1 
มิลลิลิตร ที่ประกอบไปด้วยไอโอดีนความเข้มข้น 0.02% (w/v) ในโพแทสเซียมไอโอไดด์ความเข้มข้น 0.2% (w/v) และวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร โดยที่กำหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ คือปริมาณเอนไซม์ที่ทำให้ความเข้มของสีน้ำเงินของ
สารประกอบเชิงซ้อนของแป้ง-ไอโอดีนลดลง 1 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่กำหนด 

2.3.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยวิธีกลูโคสออกซิเดส  
การวัดปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชันโดยวิธีกลูโคสออกซิเดส ทำโดยผสมสารต่างๆ ตามรายงานของ Miwa

และคณะ [19] เม่ือบ่มปฏิกิริยาครบกำหนดเวลา ดูดสารละลายผสมมา 10 ไมโครลิตร เติมน้ำยากลูโคสออกซิเดส 1 มิลลิลิตร 
บ่มต่อทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร ความเข้มข้นของกลูโคส
คำนวณจากสมการที่ 2.1  

 
 
ความเข้มข้นของกลูโคส (ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร) =  5.55  x    Asample             สมการที่ 2.1 
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    Astd.  
การดูดกลืนของสารละลายมาตรฐาน (Astd.) วัดโดยใช้สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 10 ไมโครลิตร (5.55 ไม

โครโมลต่อมิลลิลิตร) กับน้ำยากลูโคสออกซิเดส 1 มิลลิลิตร กำหนดให้หนึ่งหน่วยของกิจกรรมของปฏิกิริยาหมายถึงปริมาณ
ของเอนไซม์ที่ผลิตกลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาทีภายใต้สภาวะที่กำหนด 
 2.4 การวัดปริมาณโปรตีน 

นำสารละลายโปรตีนตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายสำหรับหาความเข้มข้นของโปรตีน (protein assay 
reagent) 1 มิลลิลิตร เขย่าให้ผสมกัน ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ภายใน
เวลา 30 นาที ซึ่งค่าที่ได้จะนำมาเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford [18, 
20] โดยใช้ BSA (1 มก./มล.) เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
 2.5 เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ในแต่ละขั้นตอนของการทำเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Native-PAGE และ 
วิเคราะห์น้ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยเทียบกับขนาดของโปรตีนมาตรฐาน [20-23] 

2.6 ความจำเพาะต่อตัวรับในการสังเคราะห์กลูโคซิลโพลิออลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทส 
การศึกษาความจำเพาะของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสต่อตัวรับโพลิออล โดยใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นสารตั้งต้นตัวให้กับ

โพลิออลชนิดต่างๆ เป็นสารตั้งต้นตัวรับที่ความเข้มข้น 1% (w/v) ทำการบ่มตัวให้กับตัวรับแต่ละชนิดใน 20 มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความสามารถของเอนไซม์ต่อตัวรับโพลอิอล
ชนิดต่างๆ ในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชัน วัดจากผลผลิตกลูโคสที่เกิดขึ้นด้วยวิธีกลูโคสออกซิเดส โดยคิดเทียบให้
ตัวรับมอลโทสที่ให้ปริมาณผลผลิตสูงสุดเป็น 100% 

2.7 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์กลูโคซิลโพลิออลด้วยเทคนิค TLC 
การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์กลูโคซิลโพลิออลบนแผ่น TLC (ซิลิกาเจล 60 F254 ขนาด 20x20 เซนติเมตร) ทำโดยใช้เฟส

เคล่ือนที่ประกอบด้วยไอโซโพรพิล/เอทิลอะซิเตท/น้ำ ในอัตราส่วน 3:1:1 (v/v)   เม่ือชะแผ่น TLC ด้วยตัวทำละลายที่เป็นวัฎ
ภาคเคล่ือนที่ครบตามเวลาที่กำหนดแล้ว  นำแผ่น TLC ไปจุ่มลงในสารละลายกรดซัลฟูริกต่อเมทานอลในอัตราส่วน 1:9 (v/v) 
2 รอบ จากนั้น นำแผ่น TLC ไปทำให้แห้งและให้ความร้อนที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที   วิเคราะห์ปริมาณ
ผลผลิตที่สังเคราะห์ขึ้นได้ (จุดสีน้ำตาลเข้ม/ดำ) ด้วยเครื่องวัดความเข้มของสีแบบสแกน (scanning densitometer) โดยใช้
โปรแกรม Bio-Rad Quantity One 1-D (G-800) กำหนดให้จุดความเข้มของมอลโทส (5 ไมโครกรัม) เป็นจุดมาตรฐาน 
คำนวณหาเปอร์เซ็นต์ผลผลิตที่ได้จากสมการ 2.2 

 
ผลผลิตที่ได้ (%)  =    ปริมาณของผลิตภัณฑ์ที่ได้ x 100                   สมการที่ 2.2 

         ปริมาณของสารตั้งต้นตัวรับที่เวลาเริ่มต้น 
 

3. ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
3.1 การผลิตและการทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ 
ภายหลังการผลิตและการทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ตามสภาวะที่ได้กล่าวข้างต้น พบว่าเอนไซม์ ถูกชะ

ออกมาใน fraction ที่ 21-26 (รูปที่ 1) ตำแหน่งลูกศรสีดำระบุตำแหน่งที่ทำการชะเอนไซม์แอมิโลมอลเทสด้วยบัฟเฟอร์ ข. ผล
การทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสชนิดหยาบมีค่ากิจกรรมจำเพาะที ่ 16 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน และหลังจากผ่านเอนไซม์ชนิดหยาบเข้าสู่คอลัมน์ HisTrap FF™ แล้ว  พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสมีความบริสทุธิ์
เพิ่มขึ้น 9 เท่า  โดยให้ค่ากิจกรรมจำเพาะที่ 149 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนและให้ผลผลิต 36 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 1)  จาก
รายงานก่อนหน้านี้  พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสจาก Synechocystis sp. PCC 6803 สามารถทำให้บริสุทธิ์ขึ้นเป็น 2.9 เท่า

[2.1]
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2.6 ความจำเพาะต่่อตััวรัับในการสัังเคราะห์์กลููโคซิิล

โพลิิออลของเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทส

	ก ารศึึกษาความจำเพาะของเอนไซม์์แอมิิโลมอล

เทสต่่อตััวรัับโพลิิออล โดยใช้้แป้้งมัันสำปะหลัังเป็็นสาร

ตั้้�งต้้นตััวให้้กัับโพลิิออลชนิิดต่่างๆ เป็็นสารตั้้�งต้้นตััวรัับที่่�

ความเข้้มข้้น 1% (w/v) ทำการบ่่มตััวให้้กัับตััวรัับแต่่ละ

ชนิิดใน 20 มิิลลิิโมลาร์์ ฟอสเฟตบััฟเฟอร์์พีีเอช 7.0 ที่่�

อุุณหภููมิิ 65 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง ความ

สามารถของเอนไซม์์ต่่อตััวรัับโพลิิออลชนิิดต่่างๆ ในการ

เร่่งปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชััน วััดจากผลผลิิตกลูโคส

ที่่�เกิิดขึ้้�นด้้วยวิิธีีกลููโคสออกซิเดส โดยคิิดเทีียบให้้ตััวรัับ

มอลโทสที่่�ให้้ปริิมาณผลผลิิตสููงสุุดเป็็น 100%

2.7 การวิิเคราะห์์ผลิิตภััณฑ์์กลูโคซิิลโพลิิออลด้้วย

เทคนิิค TLC

	ก ารวิิเคราะห์์ผลิิตภััณฑ์ก์ลูโคซิิลโพลิิออลบนแผ่่น 

TLC (ซิิลิิกาเจล 60 F
254

 ขนาด 20x20 เซนติิเมตร) ทำ

โดยใช้้เฟสเคล่ื่�อนที่่�ประกอบด้วยไอโซโพรพิิล/เอทิิลอะซิิ

เตท/น้้ำ ในอััตราส่่วน 3:1:1 (v/v) เมื่่�อชะแผ่่น TLC ด้้วย

ตััวทำละลายที่่�เป็็นวััฎภาคเคล่ื่�อนที่่�ครบตามเวลาที่่�

กำหนดแล้้ว นำแผ่่น TLC ไปจุ่่�มลงในสารละลายกรดซััล

ฟููริิกต่่อเมทานอลในอััตราส่่วน 1:9 (v/v) 2 รอบ จากนั้้�น 

นำแผ่่น TLC ไปทำให้้แห้้งและให้้ความร้้อนที่่� 110 องศา

เซลเซีียส เป็็นเวลา 20 นาทีี วิิเคราะห์์ปริิมาณผลผลิิตที่่�

สัังเคราะห์์ขึ้้�นได้้ (จุุดสีีน้้ำตาลเข้้ม/ดำ) ด้้วยเครื่่�องวััด

ความเข้้มของสีีแบบสแกน (scanning densitometer) 

โดยใช้้โปรแกรม Bio-Rad Quantity One 1-D (G-800) 

กำหนดให้้จุุดความเข้้มของมอลโทส (5 ไมโครกรััม) เป็็น

จุุดมาตรฐาน คำนวณหาเปอร์์เซ็็นต์์ผลผลิิตที่่�ได้้จาก

สมการ 2.2
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    Astd.  
การดูดกลืนของสารละลายมาตรฐาน (Astd.) วัดโดยใช้สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 10 ไมโครลิตร (5.55 ไม

โครโมลต่อมิลลิลิตร) กับน้ำยากลูโคสออกซิเดส 1 มิลลิลิตร กำหนดให้หนึ่งหน่วยของกิจกรรมของปฏิกิริยาหมายถึงปริมาณ
ของเอนไซม์ที่ผลิตกลูโคส 1 ไมโครโมลต่อนาทีภายใต้สภาวะที่กำหนด 
 2.4 การวัดปริมาณโปรตีน 

นำสารละลายโปรตีนตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายสำหรับหาความเข้มข้นของโปรตีน (protein assay 
reagent) 1 มิลลิลิตร เขย่าให้ผสมกัน ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ภายใน
เวลา 30 นาที ซึ่งค่าที่ได้จะนำมาเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford [18, 
20] โดยใช้ BSA (1 มก./มล.) เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
 2.5 เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ในแต่ละขั้นตอนของการทำเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Native-PAGE และ 
วิเคราะห์น้ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยเทียบกับขนาดของโปรตีนมาตรฐาน [20-23] 

2.6 ความจำเพาะต่อตัวรับในการสังเคราะห์กลูโคซิลโพลิออลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทส 
การศึกษาความจำเพาะของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสต่อตัวรับโพลิออล โดยใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นสารตั้งต้นตัวให้กับ

โพลิออลชนิดต่างๆ เป็นสารตั้งต้นตัวรับที่ความเข้มข้น 1% (w/v) ทำการบ่มตัวให้กับตัวรับแต่ละชนิดใน 20 มิลลิโมลาร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความสามารถของเอนไซม์ต่อตัวรับโพลอิอล
ชนิดต่างๆ ในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชัน วัดจากผลผลิตกลูโคสที่เกิดขึ้นด้วยวิธีกลูโคสออกซิเดส โดยคิดเทียบให้
ตัวรับมอลโทสที่ให้ปริมาณผลผลิตสูงสุดเป็น 100% 

2.7 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์กลูโคซิลโพลิออลด้วยเทคนิค TLC 
การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์กลูโคซิลโพลิออลบนแผ่น TLC (ซิลิกาเจล 60 F254 ขนาด 20x20 เซนติเมตร) ทำโดยใช้เฟส

เคล่ือนที่ประกอบด้วยไอโซโพรพิล/เอทิลอะซิเตท/น้ำ ในอัตราส่วน 3:1:1 (v/v)   เม่ือชะแผ่น TLC ด้วยตัวทำละลายที่เป็นวัฎ
ภาคเคล่ือนที่ครบตามเวลาที่กำหนดแล้ว  นำแผ่น TLC ไปจุ่มลงในสารละลายกรดซัลฟูริกต่อเมทานอลในอัตราส่วน 1:9 (v/v) 
2 รอบ จากนั้น นำแผ่น TLC ไปทำให้แห้งและให้ความร้อนที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที   วิเคราะห์ปริมาณ
ผลผลิตที่สังเคราะห์ขึ้นได้ (จุดสีน้ำตาลเข้ม/ดำ) ด้วยเครื่องวัดความเข้มของสีแบบสแกน (scanning densitometer) โดยใช้
โปรแกรม Bio-Rad Quantity One 1-D (G-800) กำหนดให้จุดความเข้มของมอลโทส (5 ไมโครกรัม) เป็นจุดมาตรฐาน 
คำนวณหาเปอร์เซ็นต์ผลผลิตที่ได้จากสมการ 2.2 

 
ผลผลิตที่ได้ (%)  =    ปริมาณของผลิตภัณฑ์ที่ได้ x 100                   สมการที่ 2.2 

         ปริมาณของสารตั้งต้นตัวรับที่เวลาเริ่มต้น 
 

3. ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
3.1 การผลิตและการทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ 
ภายหลังการผลิตและการทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ตามสภาวะที่ได้กล่าวข้างต้น พบว่าเอนไซม์ ถูกชะ

ออกมาใน fraction ที่ 21-26 (รูปที่ 1) ตำแหน่งลูกศรสีดำระบุตำแหน่งที่ทำการชะเอนไซม์แอมิโลมอลเทสด้วยบัฟเฟอร์ ข. ผล
การทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์ พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสชนิดหยาบมีค่ากิจกรรมจำเพาะที ่ 16 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน และหลังจากผ่านเอนไซม์ชนิดหยาบเข้าสู่คอลัมน์ HisTrap FF™ แล้ว  พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสมีความบริสทุธิ์
เพิ่มขึ้น 9 เท่า  โดยให้ค่ากิจกรรมจำเพาะที่ 149 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนและให้ผลผลิต 36 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 1)  จาก
รายงานก่อนหน้านี้  พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสจาก Synechocystis sp. PCC 6803 สามารถทำให้บริสุทธิ์ขึ้นเป็น 2.9 เท่า

3. ผลการศึึกษาและวิิจารณ์์
3.1 การผลิิตและการทำเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสให้้

บริิสุุทธิ์์�

	 ภายหลังการผลิิตและการทำเอนไซม์แ์อมิิโลมอล

เทสให้บ้ริสิุทุธิ์์�ตามสภาวะที่่�ได้ก้ล่าวข้า้งต้น้ พบว่า่เอนไซม์์

ถููกชะออกมาใน fraction ที่่� 21-26 (รููปที่่� 1) ตำแหน่่ง

ลูกูศรสีีดำระบุตุำแหน่ง่ที่่�ทำการชะเอนไซม์์แอมิโิลมอลเท

สด้้วยบััฟเฟอร์์ ข. ผลการทำเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสให้้

บริสุุทธ์ิ์� พบว่าเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสชนิิดหยาบมีค่่า

กิิจกรรมจำเพาะที่่� 16 ยููนิิตต่่อมิิลลิิกรััมโปรตีีน และหลััง

จากผ่่านเอนไซม์์ชนิิดหยาบเข้้าสู่่�คอลััมน์์ HisTrap FF™ 

แล้ว้ พบว่า่เอนไซม์แ์อมิิโลมอลเทสมีีความบริสุทุธ์ิ์�เพิ่่�มขึ้้�น 

9 เท่า่ โดยให้ค้่า่กิจิกรรมจำเพาะที่่� 149 ยูนูิติต่อ่มิลิลิกิรัม

โปรตีีนและให้้ผลผลิิต 36 เปอร์์เซ็็นต์์ (ตารางที่่� 1) จาก

รายงานก่่อนหน้านี้้� พบว่าเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสจาก 

Synechocystis sp. PCC 6803 สามารถทำให้้บริิสุุทธิ์์�

ขึ้้�นเป็็น 2.9 เท่่าโดยให้้ผลผลิิต 84 เปอร์์เซ็็นต์์ [24] และ

แอมิิโลมอลเทสจาก Thermus brockianus ได้้รัับการ

ทำให้้บริิสุุทธิ์์� 35 เท่่าโดยให้้ผลผลิิต 67 เปอร์์เซ็็นต์์ หลััง

การให้้ความร้อน (heat treatment) และใช้้โครมาโท

กราฟีีคอลััมน์ Ni2+-NTA [25] เม่ื่�อเปรีียบเทีียบขั้้�นตอน

การทำให้้บริิสุุทธิ์์�กัับแอมิิโลมอลเทสจากแหล่่งอื่่�นๆ จะ

เห็็นว่่า แอมิิโลมอลเทสในการศึึกษานี้้�สามารถทำให้้

บริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�นในจำนวนเท่่าที่่�มากกว่่า แต่่ผลผลิิตของ

เอนไซม์์ที่่�ได้้ค่่อนข้้างต่่ำ ทั้้�งนี้้�อาจเน่ื่�องจาก แอมิิโลมอล

เทสจาก Thermus sp. มีีเสถีียรภาพของเอนไซม์์ยัังไม่่ดีี 

มีคีวามจำเป็น็ต้อ้งศึกึษาสภาวะที่่�เหมาะสมในการทำงาน

ของเอนไซม์์ต่่อไป

[2.2]
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3.2 การวิิเคราะห์์โปรตีีนด้้วยเจลอิิเล็็กโทรโฟริิซิิส

	 นำสารละลายเอนไซม์์ส่่วนต่่างๆ ที่่�เตรีียมได้้ 

ได้้แก่่ เอนไซม์์ชนิิดหยาบ (crude extract/enzyme) 

และเอนไซม์์หลัังการแยกด้้วยคอลััมน์ HisTrap FFTM  

มาติิดตามแถบโปรตีีน โดยย้้อมด้้วยสีีย้้อมโปรตีีน 

coomassie brilliant blue R-250 (รููปที่่� 2A.) และย้้อม

ด้้วยสารละลายแป้้งและไอโอดีีนเพื่่�อตรวจวััดกิิจกรรม 

starch transglycosylation บนแผ่่นเจล (รููปที่่� 2B.)  6 
 

โดยให้ผลผลิต 84 เปอร์เซ็นต์ [24] และแอมิโลมอลเทสจาก Thermus brockianus ได้รับการทำให้บริสุทธิ์ 35 เท่าโดยให้
ผลผลิต 67 เปอร์เซ็นต์ หลังการให้ความร้อน (heat treatment) และใช้โครมาโทกราฟีคอลัมน์ Ni2+-NTA [25]    เม่ือ
เปรียบเทียบข้ันตอนการทำให้บริสุทธิ์กับแอมิโลมอลเทสจากแหล่งอื่นๆ จะเห็นว่า แอมิโลมอลเทสในการศึกษานี้สามารถทำให้
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้นในจำนวนเท่าที่มากกว่า แต่ผลผลิตของเอนไซม์ที่ได้ค่อนข้างต่ำ  ทั้งนี้อาจเนื่องจาก แอมิโลมอลเทสจาก  
Thermus sp. มีเสถียรภาพของเอนไซม์ยังไม่ดี มีความจำเป็นต้องศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทำงานของเอนไซม์ต่อไป 

 
  

 *Activity assayed by starch transglycosylation activity. 
 **A280  assayed by Bradford’s method. 
 
Figure 1 Purification of AMase from p19bAMY transformant cells by Histrap FFTM affinity column 

chromatography  

Table 1 Purification of AMase from p19bAMY transformant cells 

 

aCrude extract was prepared from 1.0 liter of cell culture. 
bAssayed by starch transglycosylation activity 
cAssayed by Bradford’s method 

 
3.2 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
นำสารละลายเอนไซม์ส่วนต่างๆ ที่เตรียมได้  ได้แก่  เอนไซม์ชนิดหยาบ (crude extract/enzyme)   และเอนไซม์
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HisTrap FFTM 2.00 194.06 1.30 149.30 8.98 36.15 
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ผลการตรวจสอบความบริสุุทธ์ิ์�ของเอนไซม์์ด้้วยเทคนิิค 

Native-PAGE ในรููป 2A. พบว่าเอนไซม์์ชนิิดหยาบให้้

โปรตีีนหลายแถบ และเมื่่�อผ่่านเอนไซม์์นี้้�เข้้าสู่่�คอลััมน์์ 

HisTrap FFTM แล้้วจะปรากฏแถบโปรตีนีเพียีงแถบเดียีว

บนแผ่่นเจล เป็็นการยืืนยัันได้้ว่่าโปรตีีนที่่�ได้้มีีความ

บริิสุุทธิ์์�เหมาะที่่�จะใช้้ศึึกษาลัักษณะสมบััติิต่่างๆ ของ

เอนไซม์์ นอกจากนี้้� ในรููป 2B. ยัังสัังเกตเห็็นแถบใส 

(clear band) ที่่�ชััดเจนบนพื้้�นหลังสีีเขีียว-น้้ำเงิินเข้้มใน

6 
 

โดยให้ผลผลิต 84 เปอร์เซ็นต์ [24] และแอมิโลมอลเทสจาก Thermus brockianus ได้รับการทำให้บริสุทธิ์ 35 เท่าโดยให้
ผลผลิต 67 เปอร์เซ็นต์ หลังการให้ความร้อน (heat treatment) และใช้โครมาโทกราฟีคอลัมน์ Ni2+-NTA [25]    เม่ือ
เปรียบเทียบข้ันตอนการทำให้บริสุทธิ์กับแอมิโลมอลเทสจากแหล่งอื่นๆ จะเห็นว่า แอมิโลมอลเทสในการศึกษานี้สามารถทำให้
บริสุทธิ์เพิ่มขึ้นในจำนวนเท่าที่มากกว่า แต่ผลผลิตของเอนไซม์ที่ได้ค่อนข้างต่ำ  ทั้งนี้อาจเนื่องจาก แอมิโลมอลเทสจาก  
Thermus sp. มีเสถียรภาพของเอนไซม์ยังไม่ดี มีความจำเป็นต้องศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทำงานของเอนไซม์ต่อไป 

 
  

 *Activity assayed by starch transglycosylation activity. 
 **A280  assayed by Bradford’s method. 
 
Figure 1 Purification of AMase from p19bAMY transformant cells by Histrap FFTM affinity column 

chromatography  

Table 1 Purification of AMase from p19bAMY transformant cells 

 

aCrude extract was prepared from 1.0 liter of cell culture. 
bAssayed by starch transglycosylation activity 
cAssayed by Bradford’s method 

 
3.2 การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
นำสารละลายเอนไซม์ส่วนต่างๆ ที่เตรียมได้  ได้แก่  เอนไซม์ชนิดหยาบ (crude extract/enzyme)   และเอนไซม์

หลังการแยกด้วยคอลัมน์ HisTrap FFTM มาติดตามแถบโปรตีน  โดยย้อมด้วยสีย้อมโปรตีน coomassie brilliant blue R-
250 (รูปที่ 2A.) และย้อมด้วยสารละลายแป้งและไอโอดีนเพื่อตรวจวัดกิจกรรม starch transglycosylation บนแผ่นเจล (รูป

Fraction Total 
volume 

(ml) 

Total 
activityb 

(U) 

Total 
proteinc 

(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Purification 
fold 

% Yield 

Crude extracta 10.00 536.80 32.30 16.62 1.00 100 

HisTrap FFTM 2.00 194.06 1.30 149.30 8.98 36.15 
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สามารถเร่่งกิิจกรรม starch transglycosylation เพื่่�อ

ย่่อยสลายแป้้งได้้

ตำแหน่งเดีียวกัับแถบโปรตีีนบริสุุทธ์ิ์� ผลลััพธ์์นี้้�ช่่วยบ่่งชี้้�

ว่่าโปรตีีนบริสุุทธ์ิ์�ที่่�ได้้เป็็นเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสซึ่่�ง

7 
 

ที่ 2B.)   ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ด้วยเทคนิค Native-PAGE ในรูป 2A. พบว่าเอนไซม์ชนิดหยาบให้โปรตีน
หลายแถบ และเม่ือผ่านเอนไซม์นี้เข้าสู่คอลัมน์ HisTrap FFTM แล้วจะปรากฏแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวบนแผ่นเจล  เป็นการ
ยืนยันได้ว่าโปรตีนที่ได้มีความบริสุทธิ ์เหมาะที่จะใช้ศึกษาลักษณะสมบัติต่างๆ ของเอนไซม์   นอกจากนี้ ในรูป 2B. ยัง
สังเกตเห็นแถบใส (clear band) ที่ชัดเจนบนพื้นหลังสีเขียว-น้ำเงินเข้มในตำแหน่งเดียวกับแถบโปรตีนบริสุทธิ์  ผลลัพธ์นี้ช่วย
บ่งช้ีว่าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้เป็นเอนไซม์แอมิโลมอลเทสซึ่งสามารถเร่งกิจกรรม starch transglycosylation เพื่อย่อยสลายแป้ง
ได้ 

 

                               

 

 

 

 

Figure 2 10% Non-denaturing PAGE of AMase from each purification step 
(A.) Coomassie brilliant blue staining Lane 1: Crude enzyme (30 µg) Lane 2: Histrap FFTM column 

chromatography (5 µg) (B.) Starch transglycosylation activity staining Lane 1: Crude enzyme (0.2 U) Lane 2: 
Histrap FFTM column chromatography (0.2 U) 

จากรูปที ่3 ในการวิเคราะห์มวลโมเลกุลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสด้วยเทคนิค SDS-PAGE เปรียบเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน พบว่าเอนไซม์แอมิโลมอลเทสมีขนาดเท่ากับ 60 กิโลดาลตันสัมพันธ์กับขนาดของยีน AMase จากรายงานก่อนหน้า
นี้ [16] ซึ่งพบว่าน้ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์ที่ได้มีขนาดใกล้เคียงกันกับเอนไซม์กลูคาโนทรานส์เฟอเรสหรือแอมิโลมอลเทส 
(4αGTase) จาก T. Aquatus (57 กิโลดาลตัน) [26], Synechocystis sp. PCC 6803 (57 กิโลดาลตัน) [24] และ D-
enzyme ของมันฝรั่ง (60 กิโลดาลตัน) [27] แต่มีขนาดแตกต่างจากเอนไซม์กลูคาโนทรานส์เฟอเรสใน Thermococcus 
litoralis (79 กิโลดาลตัน) [28], C. glutamicum (84 กิโลดาลตัน) [29] และ E. coli IFO 3806 (93 กิโลดาลตัน) [30] ซึ่งจะ
เห็นได้ว่าขนาดมวลโมเลกุลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสมีคุณสมบัติเฉพาะตามแหล่งผลิตของเอนไซม์ที่แตกต่างกัน 

 

 

 

 

 

 

 

AMase  

A.    1              2         B.   1       2 

Figure 2 10% Non-denaturing PAGE of AMase from each purification step
(A.) Coomassie brilliant blue staining Lane 1: Crude enzyme (30 µg) Lane 2: Histrap FFTM column chroma-
tography (5 µg) (B.) Starch transglycosylation activity staining Lane 1: Crude enzyme (0.2 U) Lane 2: Histrap 
FFTM column chromatography (0.2 U)

	 จากรููปที่่� 3 ในการวิิเคราะห์์มวลโมเลกุุลของ

เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสด้้วยเทคนิิค SDS-PAGE เปรีียบ

เทีียบกัับโปรตีีนมาตรฐาน พบว่าเอนไซม์์แอมิิโลมอล 

เทสมีขีนาดเท่า่กับั 60 กิโิลดาลตันัสัมัพันธ์ก์ับัขนาดของยีนี 

AMase จากรายงานก่่อนหน้านี้้� [16] ซึ่่�งพบว่าน้้ำหนัก

โมเลกุุลของเอนไซม์์ที่่�ได้้มีีขนาดใกล้เคีียงกัันกัับเอนไซม์์

กลููคาโนทรานส์์เฟอเรสหรืือแอมิิโลมอลเทส (4αGTase) 

จาก T. Aquatus (57 กิิโลดาลตััน) [26], Synechocys-

tis sp. PCC 6803 (57 กิิโลดาลตััน) [24] และ D-en-

zyme ของมันัฝรั่่�ง (60 กิโิลดาลตััน) [27] แต่่มีขีนาดแตก

ต่า่งจากเอนไซม์ก์ลูคาโนทรานส์์เฟอเรสใน Thermococ-

cus litoralis (79 กิิโลดาลตััน) [28], C. glutamicum 

(84 กิิโลดาลตััน) [29] และ E. coli IFO 3806 (93 กิิโล

ดาลตััน) [30] ซึ่่�งจะเห็็นได้้ว่่าขนาดมวลโมเลกุุลของ

เอนไซม์แ์อมิิโลมอลเทสมีีคุณุสมบัติเิฉพาะตามแหล่งผลิิต

ของเอนไซม์์ที่่�แตกต่่างกััน

FFiigguurree  33 10% SDS-PAGE of AMase from each purification step 

Lane M: Protein marker (prestained protein standard BIO-RAD) (10 µl) Lane 1: Crude enzyme (30 
µg) Lane 2: Histrap FFTM column (5 µg) The arrow indicates a molecular weight of AMase (60 kDa)

33..33  คคววาามมจจำำเเพพาาะะตต่่ออตตััววรรัับบแแลละะปปฏฏิิกกิิรริิยยาาททรราานนสส์์ไไกกลลโโคคซซิิเเลลชชัันนขขอองงเเออนนไไซซมม์์แแออมมิิโโลลมมออลลเเททสสรรีีคคออมมบบิิแแนนนนทท์์ตต่่ออกกาารร
สสัังงเเคครราาะะหห์์กกลลููโโคคซซิิลลโโพพลลิิออออลล

การศึกษาความจำเพาะต่อตัวรับของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสรีคอมบิแนนท์ด้วยวิธีกลูโคสออกซิเดส (รูปท่ี 4) ผลการ
ศึกษา พบว่ามอลโทสให้กิจกรรมสูงสุดซึ่งกำหนดเป็น 100% ตามมาด้วย อิริทริทอล  มอลทิทอล  ไซลิทอล  แมนนิทอล อะรา
บิทอล  กาแลคทิทอล  และซอร์บิทอล ซึ่งให้ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์เป็น 52.7, 43.9, 21.9, 17.5, 16.7, 13.2 และ 
10.9% ตามลำดับเมื่อเทียบกับมอลโทส   และเมื่อทำการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์กลูโคซิลโพลิออลท่ีผลิตขึ้นด้วยเทคนิค TLC หลัง
จากการบ่มปฏิกิริยาครบ 24 ชม.  พบว่าเฉพาะปฏิกิริยาของเอนไซม์ท่ีใช้มอลโทส (รูปท่ี 5 ช่องท่ี 6) และน้ำตาลแอลกอฮอล์
ชนิดอิริทริทอลเป็นสารตั้งต้นตัวรับ (รูปท่ี 5 ช่องท่ี 8) เท่านั้น ท่ีสามารถผลิตผลิตภัณฑ์มอลโทโอลิโกแซ็กคาไรด์และผลิตภัณฑ์
กลูโคซิลโพลิออลชนิดอิริทริทอลกลูโคไซด์ได้  โดยในการศึกษานี้เราสนใจในส่วนผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการใช้สารโพลิออลเป็นตัว
รับเนื่องจากสามารถใช้เป็นน้ำตาลต้านฟันผุได้   โดยผลิตภัณฑ์จากโพลิออลท่ีสังเคราะห์ได้พบว่ามี 4 ชนิด คือ กลูโคซิล-อิริทริ
ทอล (EG1)  มอลโทซิล-อิริทริทอล (EG2) มอลโทไตรโอซิล-อิริทริทอล (EG3) และมอลโทเตตระโอซิล-อิริทริทอล (EG4) ตาม
ลำดับ โดยมีค่าผลรวมของผลิตภัณฑ์เป็น 29.3%  

สำหรับในรูปท่ี 6 พบว่าช่องท่ี 11 กับ 12 เกิดจุดเข้มสีดำขึ้นด้วย  แต่จุดสีดำเข้มท่ีเกิดขึ้นพิสูจน์ได้ว่าเป็นสารตั้ง
ตน้(มอลทิทอล) ท่ีเหลืออยู่ของปฏิกิริยา เนื่องจากช่องท่ี 12 ซึ่งบ่มปฏิกิริยาครบ 24 ช่ัวโมง เกิดจุดสีดำเข้มท่ีตำแหน่งเดียวกัน
กับท่ีสภาวะตั้งตน้ของการบ่มปฏิกิริยาท่ี 0 ช่ัวโมง  โดยปกติแล้วโพลิออล (น้ำตาลแอลกอฮอล์) จะไม่สามารถมองเห็นได้บน
แผ่น TLC  แต่เนื่องจากโครงสร้างของมอลทิทอลประกอบด้วยน้ำตาลกลูโคสต่อกับซอร์บิทอล  จึงสามารถทำให้มองเห็นได้แม้
จะไม่ได้เกิดปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชันเพื่อสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์กลูโคซิลโพลิออลขึ้นก็ตาม (รูปท่ี 6 ช่องท่ี 11-12)    

8
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Figure 3 10% SDS-PAGE of AMase from each purification step 
Lane M: Protein marker (prestained protein standard BIO-RAD) (10 µl) Lane 1: Crude enzyme (30 µg) Lane 
2: Histrap FFTM column (5 µg) The arrow indicates a molecular weight of AMase (60 kDa)
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3.3 ความจำเพาะต่่อตััวรัับและปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกล- 

โคซิเิลชันัของเอนไซม์แ์อมิิโลมอลเทสรีคอมบิิแนนท์์ต่อ่

การสัังเคราะห์์กลููโคซิิลโพลิิออล

	ก ารศึกึษาความจำเพาะต่อ่ตัวัรับัของเอนไซม์แ์อ

มิิโลมอลเทสรีีคอมบิิแนนท์์ด้้วยวิิธีีกลููโคสออกซิิเดส  

(รููปที่่� 4) ผลการศึึกษา พบว่่ามอลโทสให้้กิิจกรรมสููงสุุด

ซึ่่�งกำหนดเป็น็ 100% ตามมาด้ว้ย อิริิทิริทิอล มอลทิิทอล 

ไซลิทิอล แมนนิิทอล อะราบิิทอล กาแลคทิิทอล และซอร์์

บิิทอล ซึ่่�งให้้ค่่ากิิจกรรมสัมพัทธ์์ของเอนไซม์์เป็็น 52.7, 

43.9, 21.9, 17.5, 16.7, 13.2 และ 10.9% ตามลำดัับ

เมื่่�อเทียีบกับัมอลโทส และเมื่่�อทำการวิเิคราะห์ผ์ลิติภัณัฑ์์

กลูโูคซิิลโพลิิออลที่่�ผลิติขึ้้�นด้ว้ยเทคนิิค TLC หลังัจากการ

บ่่มปฏิิกิิริิยาครบ 24 ชม. พบว่าเฉพาะปฏิิกิิริิยาของ

เอนไซม์์ที่่�ใช้้มอลโทส (รููปที่่� 5 ช่่องที่่� 6) และน้้ำตาล

แอลกอฮอล์์ชนิิดอิิริิทริิทอลเป็็นสารตั้้�งต้้นตััวรัับ (รููปที่่� 5 

ช่่องที่่� 8) เท่่านั้้�น ที่่�สามารถผลิิตผลิิตภััณฑ์์มอลโทโอลิิโก

แซ็ก็คาไรด์แ์ละผลิิตภัณัฑ์ก์ลูโคซิิลโพลิอิอลชนิิดอิริิทิริทิอ

ลกลูโคไซด์์ได้้ โดยในการศึึกษานี้้� เราสนใจในส่่วน

ผลิติภัณัฑ์์ที่่�ได้จ้ากการใช้ส้ารโพลิอิอลเป็น็ตัวัรับัเนื่่�องจาก

สามารถใช้้เป็็นน้้ำตาลต้้านฟัันผุุได้้ โดยผลิิตภััณฑ์์จาก 

โพลิิออลที่่�สัังเคราะห์์ได้้พบว่่ามีี 4 ชนิิด คืือ กลููโคซิิล-อิิริิ

ทริทิอล (EG
1
) มอลโทซิิล-อิริิทิริทิอล (EG

2
) มอลโทไตรโอ

ซิิล-อิิริิทริิทอล (EG
3
) และมอลโทเตตระโอซิิล-อิ ิ

ริทิริิทอล (EG
4
) ตามลำดัับ โดยมีีค่า่ผลรวมของผลิิตภััณฑ์์

เป็็น 29.3% 

	 สำหรับัในรูปูที่่� 6 พบว่า่ช่อ่งที่่� 11 กับั 12 เกิดิจุดุ

เข้้มสีดำขึ้้�นด้้วย แต่่จุุดสีีดำเข้้มที่่�เกิิดขึ้้�นพิิสููจน์์ได้้ว่่าเป็็น

สารตั้้�งต้้น(มอลทิิทอล) ที่่�เหลืืออยู่่�ของปฏิิกิิริยิา เน่ื่�องจาก

ช่่องที่่� 12 ซึ่่�งบ่่มปฏิิกิิริิยาครบ 24 ชั่่�วโมง เกิิดจุุดสีีดำเข้้ม

ที่่�ตำแหน่ง่เดียีวกันักัับที่่�สภาวะตั้้�งต้น้ของการบ่ม่ปฏิกิิิริยิา

ที่่� 0 ชั่่�วโมง โดยปกติิแล้้วโพลิิออล (น้้ำตาลแอลกอฮอล์์) 

จะไม่่สามารถมองเห็็นได้้บนแผ่่น TLC แต่่เนื่่�องจาก

โครงสร้า้งของมอลทิทิอลประกอบด้ว้ยน้้ำตาลกลูโูคสต่อ่

กับัซอร์บ์ิทิอล จึงึสามารถทำให้้มองเห็็นได้แ้ม้จ้ะไม่ไ่ด้เ้กิดิ

ปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันเพื่่�อสัังเคราะห์์ผลิิตภััณฑ์์

กลููโคซิิลโพลิิออลขึ้้�นก็็ตาม (รููปที่่� 6 ช่่องที่่� 11-12) 
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Figure 4 Starch transglycosylation activity of the recombinant AMase with various polyol and maltose 
acceptors assayed by glucose oxidase method  

 ปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชันประกอบด้วยการบ่ม 1% (w/w) แป้งมันสำปะหลังและ 1% (w/w) มอลโทสหรือโพลิ
ออลใน 20 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความสามารถของ
เอนไซม์ต่อตัวรับโพลิออลชนิดต่างๆ วัดจากผลผลิตกลูโคสที่เกิดขึ้นด้วยวิธีกลูโคสออกซิเดส 
 

 
 
  

 
 
 
 
 

 

                      

Figure 5 TLC analysis of the glucosyl-polyol products 

TLC analysis of the glucosyl-polyol products of AMase (90 U). Reaction mixture incubated with 1% 
(w/v) tapioca starch and various polyol acceptors. Lanes 1, 14: Standard maltose (5 µg); Lane 2: 1% (w/v) 
xylose (5 µg); Lanes 3, 13: G1-G4 (10 µg); Lane 4: tapioca starch (10 µg); Lanes 5, 6: reaction mixture with 2% 
(w/v) maltose acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 7, 8: reaction mixture with 2% (w/v) erythritol acceptor 
for 0 and 24 hours; Lanes 9, 10 reaction mixture with 2% (w/v) arabitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 
11, 12: reaction mixture with 2% (w/v) xylitol acceptor for 0 and 24 hours. TLC condition was used as 
isopropyl/ethyl acetate/water with a 3:1:1 (v/v) ratio.      
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Figure 4	 Starch transglycosylation activity of the recombinant AMase with various polyol and maltose  
		  acceptors assayed by glucose oxidase method
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	 ปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันประกอบด้้วยการ

บ่่ม 1% (w/w) แป้้งมัันสำปะหลังและ 1% (w/w) 

มอลโทสหรืือโพลิิออลใน 20 มิิลลิิโมลาร์์ ฟอสเฟต

บััฟเฟอร์์ พีีเอช 7.0 ที่่�อุุณหภููมิิ 65 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 24 ชั่่�วโมง ความสามารถของเอนไซม์์ต่่อตััวรัับโพลิิ

ออลชนิิดต่่างๆ วััดจากผลผลิิตกลูโคสที่่�เกิิดขึ้้�นด้้วยวิิธีี

กลููโคสออกซิิเดส
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TLC analysis of the glucosyl-polyol products of AMase (90 U). Reaction mixture incubated with 1% 
(w/v) tapioca starch and various polyol acceptors. Lanes 1, 14: Standard maltose (5 µg); Lane 2: 1% (w/v) 
xylose (5 µg); Lanes 3, 13: G1-G4 (10 µg); Lane 4: tapioca starch (10 µg); Lanes 5, 6: reaction mixture with 2% 
(w/v) maltose acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 7, 8: reaction mixture with 2% (w/v) erythritol acceptor 
for 0 and 24 hours; Lanes 9, 10 reaction mixture with 2% (w/v) arabitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 
11, 12: reaction mixture with 2% (w/v) xylitol acceptor for 0 and 24 hours. TLC condition was used as 
isopropyl/ethyl acetate/water with a 3:1:1 (v/v) ratio.      
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Figure 5 TLC analysis of the glucosyl-polyol products

	 TLC analysis of the glucosyl-polyol products of AMase (90 U). Reaction mixture incubated 

with 1% (w/v) tapioca starch and various polyol acceptors. Lanes 1, 14: Standard maltose (5 µg); 

Lane 2: 1% (w/v) xylose (5 µg); Lanes 3, 13: G
1
-G

4
 (10 µg); Lane 4: tapioca starch (10 µg); Lanes 5, 6: 

reaction mixture with 2% (w/v) maltose acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 7, 8: reaction mixture 

with 2% (w/v) erythritol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 9, 10 reaction mixture with 2% (w/v) 

arabitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 11, 12: reaction mixture with 2% (w/v) xylitol acceptor 

for 0 and 24 hours. TLC condition was used as isopropyl/ethyl acetate/water with a 3:1:1 (v/v) ratio. 
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	 TLC analysis of the glucosyl-polyol products of AMase (90 U). Reaction mixture incubated 

with 1% (w/v) tapioca starch and various polyol acceptors. Lanes 1, 14: standard maltose (5 µg); 

Lane 2: 1% (w/v) xylose (5 µg); Lanes 3, 13: G
1
-G

4
 (10 µg); Lane 4: tapioca starch (10 µg); Lanes 5, 6: 

reaction mixture with 2% (w/v) mannitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 7, 8: reaction mixture 

with 2% (w/v) galactitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 9, 10: reaction mixture with 2% (w/v) 

sorbitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 11, 12: reaction mixture with 2% (w/v) maltitol acceptor 

for 0 and 24 hours. TLC condition was used as isopropyl/ethyl acetate/water with a 3:1:1 (v/v) ratio.
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Figure 6 TLC analysis of the glucosyl-polyol products 

TLC analysis of the glucosyl-polyol products of AMase (90 U). Reaction mixture incubated with 1% 
(w/v) tapioca starch and various polyol acceptors. Lanes 1, 14: standard maltose (5 µg); Lane 2: 1% (w/v) 
xylose (5 µg); Lanes 3, 13: G1-G4 (10 µg); Lane 4: tapioca starch (10 µg); Lanes 5, 6: reaction mixture with 2% 
(w/v) mannitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 7, 8: reaction mixture with 2% (w/v) galactitol acceptor 
for 0 and 24 hours; Lanes 9, 10: reaction mixture with 2% (w/v) sorbitol acceptor for 0 and 24 hours; Lanes 
11, 12: reaction mixture with 2% (w/v) maltitol acceptor for 0 and 24 hours. TLC condition was used as 
isopropyl/ethyl acetate/water with a 3:1:1 (v/v) ratio. 

 

4. สรุปผลการศึกษา 
 พลาสมิด p19bAMY ที่สร้างจากเวกเตอร์ pET-19b และยีนแอมิโลมอลเทสของแบคทีเรีย Thermus sp. สามารถ
แสดงออกได้ใน E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) และใช้สำหรับผลิตเอนไซม์แอมิโลมอลเทสในสภาวะที่มีความเข้มข้นของ IPTG 
0.8 มิลลิโมลาร์ในอาหาร LB   สำหรับการทำเอนไซม์แอมิโลมอลเทสให้บริสุทธิ์สามารถทำได้ใน 1 ข้ันตอนโดยการใช้คอลัมน์ 
HisTrap FFTM พบว่าเอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 9 เท่าและมีกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์อยู่ที่ 150 ยูนิต/มิลลิกรัม โดยให้
ผลผลิตที่ 36% และมวลโมเลกุลของเอนไซม์แอมิโลมอลเทสรีคอมบิแนนท์ที่บริสุทธิ์เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
พบว่ามีขนาดเท่ากับ 60 กิโลดาลตัน   เม่ือศึกษาความจำเพาะต่อตัวรับและปฏิกิริยาทรานส์ไกลโคซิเลชันของรีคอมบิแนนท์
เอนไซม์แอมิโลมอลเทสต่อการสังเคราะห์กลูโคซิลโพลิออล โดยใช้แป้งมันสำปะหลังเป็นสารตั้งต้นตัวให้และน้ำตาลแอลกอฮอล์
ชนิดต่างๆ เป็นตัวรับ พบว่าอิริทริทอลเป็นตัวรับที่ดีที่สุดในกลุ่มน้ำตาลโพลิออลโดยให้ผลผลิตสูงสุดที่ 29.3% (w/w) และด้วย
คุณสมบัติของน้ำตาลแอลกอฮอล์อิริทริทอลกลูโคไซด์สามารถนำไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย  ทัง้ทางอุตสาหกรรม 
และทางชีวการแพทย์ เช่น ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารกลุ่ม sugar free ใช้เป็นสารให้ความหวานพลังงานต่ำสำหรับผู้ป่วยเบาหวาน
หรือใช้เป็นน้ำตาลต้านฟันผุได้  เนื่องจากโพลิออลหรือน้ำตาลแอลกอฮอล์นี้ มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
Streptococcus mutans ที่เป็นสาเหตุสำคัญของปัญหาช่องปากได้ และเพื่อให้ได้ผลผลิตสูงสุดนำไปสู่การใช้เป็นผลิตภัณฑ์
น้ำตาลต้านฟันผุ จึงควรศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตต่อไป 
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4. สรุุปผลการศึึกษา
	 พลาสมิิด p19bAMY ที่่�สร้้างจากเวกเตอร์์ pET-

19b และยีีนแอมิิโลมอลเทสของแบคทีีเรียี Thermus sp. 

สามารถแสดงออกได้้ใน E. coli สายพัันธุ์์� BL21 (DE3) 

และใช้้สำหรัับผลิิตเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสในสภาวะที่่�มีี

ความเข้้มข้้นของ IPTG 0.8 มิิลลิิโมลาร์์ในอาหาร LB 

สำหรับการทำเอนไซม์แ์อมิโิลมอลเทสให้บ้ริสุทุธิ์์�สามารถ

ทำได้้ใน 1 ขั้้�นตอนโดยการใช้้คอลััมน์ HisTrap FFTM  

พบว่า่เอนไซม์ม์ีคีวามบริสุทุธ์ิ์�เพิ่่�มขึ้้�น 9 เท่า่และมีีกิจิกรรม

จำเพาะของเอนไซม์์อยู่่�ที่่� 150 ยููนิิต/มิิลลิิกรััม โดยให้้

ผลผลิติที่่� 36% และมวลโมเลกุุลของเอนไซม์แ์อมิิโลมอล

เทสรีีคอมบิแนนท์์ที่่�บริสุุทธ์ิ์�เม่ื่�อตรวจสอบด้วยเทคนิิค 

SDS-PAGE พบว่ามีีขนาดเท่่ากัับ 60 กิิโลดาลตััน เม่ื่�อ

ศึึกษาความจำเพาะต่่อตััวรัับและปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโค

ซิิเลชัันของรีีคอมบิิแนนท์์เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสต่่อการ

สังัเคราะห์ก์ลูโูคซิลิโพลิิออล โดยใช้แ้ป้้งมัันสำปะหลังเป็น็

สารตั้้�งต้น้ตััวให้แ้ละน้้ำตาลแอลกอฮอล์ช์นิดิต่า่งๆ เป็น็ตััว

รัับ พบว่าอิิริิทริิทอลเป็็นตััวรัับที่่�ดีีที่่�สุุดในกลุ่่�มน้้ำตาลโพ

ลิิออลโดยให้้ผลผลิิตสููงสุุดที่่� 29.3% (w/w) และด้้วย

คุุณสมบัติิของน้้ำตาลแอลกอฮอล์์อิิริิทริิทอลกลูโคไซด์์

สามารถนำไปประยุุกต์ใช้ป้ระโยชน์์ได้้หลากหลาย ทั้้�งทาง

อุุตสาหกรรม และทางชีีวการแพทย์์ เช่่น ใช้้ในผลิิตภััณฑ์์

อาหารกลุ่่�ม sugar free ใช้เ้ป็น็สารให้ค้วามหวานพลังังาน

ต่่ำสำหรัับผู้้�ป่วยเบาหวานหรืือใช้้เป็็นน้้ำตาลต้้านฟัันผุุได้้ 

เนื่่�องจากโพลิิออลหรืือน้้ำตาลแอลกอฮอล์์นี้้� มีีคุุณสมบััติิ

ในการยัับยั้้�งการเจริิญของแบคทีีเรีีย Streptococcus 
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mutans ที่่�เป็็นสาเหตุุสำคััญของปััญหาช่่องปากได้้ และ

เพื่่�อให้ไ้ด้ผ้ลผลิติสูงูสุดุนำไปสู่่�การใช้เ้ป็น็ผลิติภัณัฑ์น์้้ำตาล

ต้้านฟัันผุุ จึึงควรศึึกษาเพื่่�อหาสภาวะที่่�เหมาะสมในการ

ผลิิตต่่อไป
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