
วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี ปท่ี 20 ฉบับท่ี 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2555 

*ผูรับผิดชอบบทความ : jkaulpiboon@yahoo.com 

 

การโคลนและการศกึษาลกัษณะเฉพาะของยีนแอมิโลมอลเทส 
ท่ีแยกดีเอน็เอโดยตรงจากดิน 

Cloning and Characterization of Amylomaltase Gene 
Isolated Directly from Soil DNA 

 

คมกริช สวัสด ี

หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตสาขาวิชาชีวเคมีและชีววิทยาโมเลกุล คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต ตําบลคลองหน่ึง อําเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

ประกานต ฤดกุีลธํารง 
ภาควิชาชีวเคมี วิทยาลัยแพทยศาสตรพระมงกุฎเกลา โรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา 

ถ.ราชวิถี แขวงราชเทวี เขตพญาไท กรุงเทพฯ 10400 

จารุณี ควรพิบูลย* 
สถานวิทยาศาสตรพรีคลินิก สาขาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต 

ตําบลคลองหน่ึง อําเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

Komkrich Sawasdee 
Biochemistry and Molecular Biology Program, Faculty of Medicine, Thammasat University, 

Rangsit Centre, Klong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 

Prakarn Rudeekulthamrong 
Department of Biochemistry, Phramongkutklao College of Medicine, Phramongkutklao Hospital, 

Ratchawithi Road, Phayathai, Bangkok 10400 
Jarunee Kaulpiboon* 

Department of Preclinical Science (Biochemistry), Faculty of Medicine, Thammasat University, 

Rangsit Centre, Klong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 
 

  

บทคัดยอ 
การศึกษาน้ีมีจุดประสงคเพ่ือคัดแยกยีนแอมิโลมอลเทสโดยตรงจากดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่ปนอยูในดิน

โดยปราศจากการเล้ียงเซลล สําหรับคูไพรเมอรที่ใชในการทําพีซีอารเพ่ือคัดแยกและเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโล      
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มอลเทสไดออกแบบจากบริเวณอนุรักษที่ปลายอะมิโนและปลายคารบอกซิลิกของยีนแอมิโลมอลเทสในกลุม
แบคทีเรียทนรอน หลังจากเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสแลว นําผลผลิตพีซีอารขนาด 1.5 กิโลเบส เช่ือมเขากับ  
ดีเอ็นเอพาหะชนิด pGEM®-T easy และเคล่ือนเขาสูเซลลใหอาศัยสายพันธุ Escherichia coli DH5α เพ่ือหาลําดับ 
ดีเอ็นเอ ผลการทดลองพบวา open reading frame ของยีนแอมิโลมอลเทสมีขนาดเทากับ 1,503 คูเบส แปลรหัสเปน
กรดอะมิโนได 500 ตัว โดยลําดับของกรดอะมิโนที่ไดน้ีมีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแอมิโล 
มอลเทสจาก Thermus thermophillus ATCC 33923 รอยละ 99 จาก Thermus aquaticus รอยละ 86 และจาก 
Thermus scotoductus รอยละ 81 ตามลําดับ และเพ่ือเพ่ิมการแสดงออกของเอนไซมแอมิโลมอลเทส จึงนํายีน     
แอมิโลมอลเทสในดีเอ็นเอพาหะชนิด pGEM®-T easy โคลนเขาสูเซลลใหอาศัยสายพันธุ Escherichia coli BL21 
(DE3) โดยใช pET-17b เปนดีเอ็นเอพาหะ โดยการแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทสจากเซลลใหอาศัยสายพันธุ E. 
coli BL21 (DE3) มีคาสูงสุดเมื่อเหน่ียวนําการเลี้ยงเซลลดวย 0.5 มิลลิโมลาร IPTG นาน 6 ช่ัวโมง เมื่อศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซมแอมิโลมอลเทสชนิดหยาบ พบวาคาพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซมอยูที่พีเอช 9.0 และอุณหภูมิ 70oซ และเอนไซมน้ีสามารถเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนแปงไปเปนไซโคล 
เดกซทรินชนิดวงใหญขนาดต้ังแต CD23 ขึ้นไป โดยผลิต CD28 ในปริมาณสูงสุด 
 

คําสําคัญ : ยีนแอมิโลมอลเทส, การคัดเลือกดีเอ็นเอ, การโคลนดีเอ็นเอ, ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ,   
ทรานสไกลโคซิลเลชัน 

 
Abstract 

The purpose of this study was to isolate amylomaltase gene directly from bacterial DNA present in the 
soil without prior culturing. The PCR degenerate primers were designed from N-and C-terminus conserved 
regions of thermophilic amylomaltase genes and used to amplify full-length amylomaltase gene. After PCR 
amplification, the 1.5 kb PCR product was observed. This PCR product was ligated with pGEM®-T easy vector 
and transformed into Escherichia coli DH5α for sequencing. The open reading frame of amylomaltase gene 
was 1,503 bp encoding an amylomaltase of 500 amino acid residues. The amino acid sequence showed 99% 
silmilarity with Thermus thermophillus ATCC 33923 amylomaltase gene, 86% similarity with Thermus 
aquaticus amylomaltase gene and 81% similarity with Thermus scotoductus amylomaltase gene, respectively.  
In order to overexpress the enzyme, the amylomaltase gene was cloned into Escherichia coli BL21 (DE3) using 
the pET-17b vector. The maximum activity was obtained when the cloned cell was cultured at 37oC for 6 h with 
0.5 mM IPTG induction. When the biochemical characteristics of crude enzyme were investigated, they were 
found that the optimum pH and temperature were at pH 9.0 and 70oC, respectively. This enzyme could 
hydrolyze pea starch to yield the large-ring cyclodextrins with degrees of polymerization of 23 and higher. It is 
noted that CD28 was the product in the largest amount under all tested conditions. 
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1. บทนํา 

เอนไซมแอมิโลมอลเทส (amylomaltase, 
AM; EC 2.4.1.25) เปนเอนไซมในกลุมแอลฟา-      
กลูคาโนทรานส เฟอ เ รส  (α-glucanotransferase,    
α-GTase) เรงปฏิกิริยาได 4 รูปแบบ [1] คือ รูปแบบที่ 
1 เรงปฏิกิริยา disproportionation โดยมีการโยกยาย
หมูนํ้าตาล D-glucan จากตัวใหไปยังตัวรับดังสมการ 
(α-1,4-glucan)m + (α-1,4-glucan)n ↔ (α-1,4-
glucan)m-x + (α-1,4-glucan)n+x 

รูปแบบที่ 2 เอนไซมแอมิโลมอลเทสสามารถ
เรงปฏิกิริยา cyclization เพ่ือโยกยายหมูนํ้าตาล        
D-glucan ภายในโมเลกุล α-1,4-glucan เดียวกันได 
ทําใหเกิดผลิตภัณฑไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 
(large-ring cyclodextrin, LR-CD) หรือเรียกอีกช่ือวา
ไซโคลแอมิโลส (cyclic α-1,4-glucan; cycloamy-
lose, CA)  ปฏิกิริยา cyclization เกิดไดดังสมการ   
(α-1,4-glucan)n ↔ cyclic (α-1,4-glucan)x +        
(α-1,4-glucan)n-x 

รูปแบบที่  3  เอนไซมแอมิโลมอลเทสยัง
สามารถเรงปฏิกิริยาผันกลับของปฏิกิริยา cyclization 
ได โดยเรียกปฏิกิริยาผันกลับน้ีวาปฏิกิริยา coupling 
โดยปฏิกิริยา coupling น้ีสามารถเปล่ียนไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญใหเปนออลิโกแซ็กคารไรดสายตรง   
แตปฏิกิริยา coupling ของเอนไซมแอมิโลมอลเทสจะ
เกิดขึ้นในระดับที่ตํ่ามาก เชนเดียวกับปฏิกิริยารูปแบบ
ที่ 4 คือ ปฏิกิริยา hydrolysis ซึ่งเรงการสลายพันธะ  
α-1,4-glucan ของสับสเตรทดวยนํ้า    เอนไซมแอมิ
โลมอลเทสมีความคลายคลึงกับเอนไซมไซโคลเดกซ
ทรินไกลโคซิลทรานสเฟอเรส (cyclodextrin glycol-

syltransferase, CGTase; EC 2.4.1.19) ในเชิงการเรง
ปฏิกิริยาทั้ง 4 รูปแบบ คือ ปฏิกิริยา cyclization, 
disproportionation, coupling และ hydrolysis ได
เหมือนกัน แตจุดแตกตางเฉพาะอยูที่เอนไซมแอมิ
โลมอสเทสเดนในการเรงปฎิกิริยา cyclization และ 
disproportionation ในขณะท่ีเอนไซมไซโคลเดกซ
ทรินไกลโคซิลทรานสเฟอเรสจะเรงปฏิกิริยาทั้ง 4 
ปฏิกิริยา ไดดีพอๆ กัน และปจจุบันเอนไซมแอมิ
โลมอสเทสไดรับความสนใจเพิ่มมากขึ้นเน่ืองจาก
เอนไซมน้ีสามารถผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ
ขนาด (degree of polymerization, DP) ต้ังแต 16 ขึ้น
ไป [2] ซึ่งแตกตางจากเอนไซมไซโคลเดกซทรินไกล
โคซิลทรานสเฟอเรสที่ผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวง
เล็กขนาด (DP) 6-8 เทาน้ัน 

การที่ไซโคลเดกซทรินทั้งชนิดวงใหญและวง
เล็กไดรับความสนใจมากในระดับอุตสาหกรรม 
เน่ืองมาจากโครงสรางของไซโคลเดกซทรินเปนกลุม
ของโฮโมโลกัสออลิโกแซ็กคาไรด ประกอบดวย
กลูโคสตอกันเปนวงแหวนปดดวยพันธะ α-1,4 ไกล
โคซิดิก (รูปที่ 1) [3] ไซโคลเดกซทรินที่แยกไดใน
ธรรมชาติมีหลายชนิดทั้งชนิดวงใหญและวงเล็ก ชนิด
วงเล็กที่เปนที่รูจักดี คือ α-CD, β-CD และ γ-CD ซึ่ง
มีกลูโคสจํานวน 6, 7 และ 8 หนวย ตามลําดับ จากการ
ที่กลูโคสตอกันเปนวงแหวนน้ีทําใหเกิดโพรงตรง
กลาง ภายในโพรงมีสมบัติเปน hydrophobic สวน
บริเวณผิวนอกมีสมบัติเปน hydrophilic สงผลใหสาร
ไซโคลเดกซทรินสามารถละลายนํ้าได ดังน้ันสาร 
อินทรียหรือสารอนินทรียที่มีโพลาริ ต้ีและขนาด
พอเหมาะตอโพรงกลางโมเลกุล จะทําปฏิกิริยากับไซ
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โคลเดกซทรินเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน ยังผลให
สมบัติทางเคมีหรือทางกายภาพของสารน้ันเปลี่ยนไป 
จึ งมี ผู นํ าไซโคลเดกซทรินมาใชประโยชน ใน
อุ ตส าหกร รมต า ง ๆ  หลา ยประ เ ภท  เ ช น  ใน
อุตสาหกรรมยา ใชไซโคลเดกซทรินเปนสารเพ่ิม
ความเสถียร เพ่ิมการละลาย และลดการระเหยของยา 
[4-6] โดยเฉพาะยาในกลุมสเตียรอยด นอกจากน้ีแลว 
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญยังสามารถใชเปน 
artificial chaperone เพ่ือปรับปรุงโครงสรางตติยภูมิ
ของโปรตีนในการมวนพับ [7] ในทางการแพทยมีการ
ใชไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญในการตรึงสารตางๆ 

(immobilization) เพ่ือทําชุด kit ทางการคา จาก
ประโยชนตางๆ เหลาน้ีสงผลใหความตองการใชไซ
โคลเดกซทรินในอุตสาหกรรมเพิ่มสูงขึ้น นักวิจัย
หลายกลุมสนใจในกระบวนการผลิตไซโคลเดกซ
ทริน โดยมุงเนนที่กระบวนการผลิตและปรับปรุง
คุณภาพของเอนไซมที่ใชในการผลิตไซโคลเดกซ
ทรินเปนสําคัญ โดยเฉพาะเอนไซมแอมิโลมอสเทสที่
ทําหนาที่ผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญซึ่งยังไมมี
ขายทางการคา ในขณะที่ไซโคลเดกซทรินชนิดวงเล็ก
และอนุพันธไดมีการจําหนายทางการคาแลวในราคา
ที่คอนขางสูง 

 

 
 

รูปท่ี 1 โครงสรางของไซโคลเดกซทรินและการเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวางไซโคลเดกซทรินและยา [3] 
 

สําหรับเอนไซมแอมิโลมอสเทสท่ีใชในการ
ผลิตไซโคลเดกซทรินน้ัน  มีการพบครั้งแรกใน 
Escherichia coli เปน maltose-inducible enzyme มี
บทบาทสําคัญในเมแทบอลิสมของนํ้าตาลมอลโทส 
[8] ตอจากน้ันไดมีการศึกษาเอนไซมแอมิโลมอลเทส
เพ่ิมใน Streptococcus pneumoniae [9], E. coli [10], 
Clostridium butyricum NCIMB 7423 [11], hyper-
thermophilic archaeon Thermococcus litoralis [12], 
Thermus aquaticus ATCC 33923 [13], Aquifex 
aeolicus [2] และ Pyrobaculum aerophilum IM2 [14] 
อยางไรก็ตามจากแหลงผลิตของเอนไซมแอมิโลมอล
เทสท้ังหมดมีเพียงเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก 

Thermus aquaticus ATCC 33923 และ  Aquifex 
aeolicus เทาน้ัน ที่มีการพิสูจนยืนยันความสามารถใน
การผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญได  ในพืช 
เอนไซมแอมิโลมอลเทสมีช่ือเรียกเฉพาะวา  dispro-
portionating enzyme หรือ D-enzyme พบครั้งแรกใน
หัวมันฝรั่ง [15] ตอมาไดมีการพบในใบผักโขม [16] 
และใบอะราบิดอบซิส (arabidopsis) [17] เก่ียวของ
กับเมแทบอลิสมของแปงในพืช 

สําหรับงานวิจัยน้ี คณะผูวิจัยมุงเนนในการใช
เทคนิค genetic-based screening เพ่ือคนหาและสกัด
แยกดีเอ็นเอของยีนแอมิโลมอลเทสจากเช้ือแบคทีเรีย
ในดินโดยตรง โดยไมตองผานกระบวนการเล้ียงเช้ือ 
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(culturing process) ตามรูปแบบเดิมๆ ที่ใชกันในอดีต   
ยีนของเอนไซมแอมิโลมอลเทสตัวใหมที่ไดจาก
เทคนิค genetic-based screening น้ี จะนําไปตรวจหา
ลําดับเบส (DNA sequencing) กอนที่จะทําการศึกษา
การแสดงออกของยีนดวยการโคลนยีนเขาสูเซลลให
อาศัย E. coli BL21(DE3) โดยใชดีเอ็นเอพาหะชนิด 
pET-17b และนอกจากน้ี ยังมีการศึกษาลักษณะสมบัติ
ในการเรงปฏิกิริยา cyclization ของเอนไซมในการ
เปล่ียนแปงเปนผลิตภัณฑไซโคลเดกซทรินชนิดวง
ใหญ 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากตัวอยาง

ดิน 
2.1.1 นําตัวอยางดินที่ เ ก็บไดมาบมกับ

สับสเตรทแปงที่อุณหภูมิ 70, 50, 40 และ 45oซ 
(ขึ้นกับอุณหภูมิของแหลงตัวอยางดิน) เปนเวลา 3 วัน 
จากน้ันจึงช่ังตัวอยางดิน 5 กรัม ใสในหลอดไมโคร
เซ็นตริฟวจ เ พ่ือสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ  โดย
กระจายตัวอยางดินใน SET บัฟเฟอร และสกัดดีเอ็นเอ
จากตัวอยางดินโดยตรงดวยชุดสกัด DNA Isolation 
Kit (ISOIL Kit, Japan) 

2.1.2 เซลลใหอาศัย (host strains) และ 
พลาสมิด (plasmids) 

ในการทดลองน้ีใช Escherichia coli 
DH5α เปนเซลลใหอาศัยสําหรับการโคลนยีนเพ่ือหา
ลําดับเบส สวน Escherichia coli BL21(DE3) ใช
สําหรับการโคลนยีนเพ่ือการแสดงออกของเอนไซม
แอมิโลมอลเทส รีคอมบิแนนทเซลลที่ไดจากการ
โคลนจะนําไปเล้ียงโดยใชอาหารเล้ียงเซลลชนิด 
Luria-Bertani (อาหารเหลว LB, pH 7.2 ประกอบดวย 
tryptone 1 เปอรเซ็นต, yeast extract 0.5 เปอรเซ็นต, 

NaCl 1 เปอรเซ็นต และ ampicillin 50-100 ไมโคร 
กรัม/มล.) ที่ 37oซ สําหรับพลาสมิดที่ใชในการ
ทดลอง ไดแก  pGEM®-T easy (Promega, USA) ใช
ในการโคลนยีนเพ่ือหาลําดับเบส  สวนพลาสมิด   
pET-17b ใชสําหรับเพ่ิมการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทส 

2.1.3 ตรวจสอบความบริสุทธิ์และความ
สมบรูณของดีเอ็นเอและพลาสมิดที่สกัดไดบนอะกา
โรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

2.2 การออกแบบไพรเมอรสําหรับคัดเลือกยีน
แอมิโลมอลเทสจากตัวอยางดิน 

นําขอมูลลําดับเบสที่ปลายดานอะมิโน
และดานคารบอกซิลิกของยีนแอมิโลมอลเทสจาก 
GenBank มาออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม Oligo 
4 โดยไพรเมอรที่ออกแบบแบงเปนไพรเมอรสําหรับ
คนหายีนของแบคทีเรียในกลุมเทอรโมฟายด (ther-
mophilic bacterial group) ไดแก คูไพรเมอร AMY-F: 
5′-ATG GAG CTT CCB CGC GCT TWY GGT 
CTG C-3′ และ AMY-R: 5′-YTA VAS CCK KYC 
CGT GGC CTC SGC C-3′ โดยผลิตภัณฑพีซีอารที่
คาดหวังมีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส สวนคูไพร
เมอรสําหรับคนหายีนของแบคทีเรียในกลุมมีโซฟายด 
(mesophilic bacterial group) ไดแก คูไพรเมอร EF-1: 
5′-TGC CGC GCW GGC GGC GGG-3′ และ EF-2: 
5′-TTY ACI YYI TCA TCG GCR AAC AT-3′ โดย
ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่คาดหวังมีขนาดประมาณ 
2.0 กิโลเบส    

2.3 การเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสโดยวิธี
พีซีอาร 

ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอท่ีเตรียมไดจาก
ขอ 2.1.1 เปนดีเอ็นเอแมแบบในการเพ่ิมจํานวนยีนแอ
มิโลมอลเทสดวยวิธีพีซีอาร โดยใชเอนไซม Taq 
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polymerase และคูไพรเมอรจําเพาะท่ีออกแบบไวจาก
ขอ 2.2 ทําพีซีอารที่สภาวะตางๆ จากน้ันจึงตรวจสอบ
ผลิตภัณฑพีซีอารที่เกิดขึ้นบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟริซิส ผลิตภัณฑพีซีอารที่ใหแถบดีเอ็นเอในขนาดที่
ตองการจะนํามาสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 
เพ่ือโคลนเขา pGEM®-T easy โดยใชเซลลใหอาศัย
ชนิด Escherichia coli DH5α เลือกเฉพาะโคลนที่มี
ยีนแอมิโลมอลเทสมาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA 
template) ในการโคลนเขาดีเอ็นเอพาหะ pET-17b 
เพ่ือการแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทส 

2.4 การเตรียมดีเอ็นเอพาหะชนิด pET-17b 
และชิ้นพีซีอารจําเพาะสําหรับการโคลนยีนเพ่ือการ
แสดงออกของเอนไซม 

สกัดดีเอ็นเอพาหะชนิด pET-17b ตามวิธี
ของ Maniatis และคณะ [18] และตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ NdeI และ EcoRI จากนั้นนํารีคอมบิแนนท 
พลาสมิดของ pGEM®-T easy ที่ประกอบดวยยีนแอมิ
โลมอลเทสมาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในการทําพีซีอาร
อีกครั้งดวยคูไพรเมอรชุดใหมที่ทําการตอ linker ของ
เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI ไวตามตําแหนง
ที่ขีดเสนใต ดังน้ี ไพรเมอร AMYp13-forward: 5′-
GGG AAT TCC ATA TGG AGC TTC CCC GCG 
CTT TCG G-3′ และไพรเมอร AMYp13-Reverse: 5′-
CCG GAA TTC CTA GAG CCG TTC CGT GGC 
CTC GGC C-3′ ภายหลังจากการทําพีซีอารเสร็จ ให
ตัดผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 1.5 กิโลเบส ที่ไดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกับที่ใชในการตัดดีเอ็นเอ
พาหะ pET-17b และใชเปน inserted amylomaltase 
gene สําหรับเตรียมเช่ือมเขากับดีเอ็นเอพาหะ pET-17b 

2.5 การโคลนยีนแอมิโลมอลเทสเขาสูเซลลให

อาศัย E. coli BL21 (DE3)   
นําช้ินยีนแอมิโลมอลเทสที่ไดจากการทํา 

พีซีอารขอ 2.4 มาเช่ือมเขากับดีเอ็นเอพาหะชนิด pET-
17b ดวยเอนไซม T4 DNA ligase ตอจากน้ันจึงเคล่ือน
รีคอมบิแนนทดีเอ็นเอเขาสูเซลลใหอาศัย E. coli 
BL21(DE3) โดยวิธี heat shock และเล้ียงรีคอม
บิแนนทเซลล E. coli BL21(DE3) ในอาหารเหลว LB 
ที่ประกอบดวยยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37oซ 
นาน 1 ช่ัวโมง เพ่ือใหรีคอมบิแนนทเซลลมีความ
แข็งแรงกอนนําไปเล้ียงบนอาหารแข็ง LB ประมาณ 
24 ช่ัวโมง เลือกเซลลที่โคลนไดจํานวน 24 โคโลนี 
มาเล้ียงตอในอาหารเหลว LB เพ่ือสกัดพลาสมิดดวย
วิธี Miniprep [19] และตรวจสอบขนาดของรีคอม
บิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดโดยการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะและวิเคราะหผลบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ
ริซิส  

2.6 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทสและการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 

นํ าโคลนที่ มี ดี เ อ็น เอ ลูกผสมซึ่ งผ าน
ขั้นตอนการคัดเลือกจากขอ 2.5 มาเล้ียงในอาหาร
เหลว LB ซึ่งประกอบดวยยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
ความเขมขนสุดทาย 50-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 37oซ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เมื่อวัดคาการ
ดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลลที่ความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร ไดเทากับ 0.4-0.5  ใหเติม IPTG ความ
เขมขน 0.3, 0.5, 0.7 หรือ 0.9 มิลลิโมลาร ลงไปใน
อาหารเล้ียงเซลล แลวเล้ียงเซลลตอไปที่ระยะเวลา
ตางๆ เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการเหนี่ยวนําการ
แสดงออกของยีน โดยโคลนที่มีการแสดงออกของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทสสูงที่สุดจะนํามาสกัดพลาส 
มิดเพ่ือสงวิเคราะหหาลําดับเบส และใชสําหรับเตรียม
เอนไซมแอมิโลมอลเทสชนิดหยาบ (crude amylo-
maltase) 
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2.7 การวัดแอคติวิตี disproportionation ของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทส ดัดแปลงจากวิธีของ Park 
และคณะ [20] 

เ ติมสารละลายเอนไซมในปริมาณที่
เหมาะสมลงในสารละลายแปง (soluble starch) 0.05 
เ ปอร เ ซ็ นต  ( w/v)  และน้ํ า ต า ลมอลโทส  0.05 
เปอรเซ็นต (w/v) ผสมใหเขากัน โดยปริมาตรสุดทาย
ของปฏิกิริยาเปน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 70oซ เปน
เวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในนํ้าเดือด 10 
นาที แบงสารละลายที่ไดมา 0.1 มิลลิลิตร เติมสาร 
ละลายไอโอดีน 1 มิลลิลิตร (0.02% (w/v) I2 ใน 0.2% 
(w/v) KI) ปริมาตรสุดทายที่ไดเปน 1.1 มิลลิลิตร นํา 
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร โดยหลอดควบคุมจะใสนํ้าแทนเอนไซม 

กําหนดให  1 หนวย  เอนไซม  คือปริมาณ
เอนไซมที่ทํ าใหความเขมของสี นํ้า เ งินของสาร 
ประกอบแปง-ไอโอดีนลดลง 1 เปอรเซ็นต ที่ความ
ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ภายในเวลา 1 นาที ภายใต
สภาวะที่ทําการทดลอง 

2.8 การวัดปริมาณโปรตีน  
นํ า ส า รล ะล า ย โปร ตีน ตั วอ ย า ง  0.1 

มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายสําหรับหาความเขมขน
ของโปรตีน (protein assay reagent) 1 มิลลิลิตร เขยา
ใหผสมกัน ต้ังทิ้งไว 5 นาที แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ภายใน
เวลา 15-30 นาที ภายหลังจากการเติมสารละลาย 
protein assay reagent ซึ่งคาที่ไดจะนํามาเทียบหา
ปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของการหาปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Bradford [21,22] โดยใช BSA (1 มก./
มล.) เปนโปรตีนมาตรฐาน 

2.9 การศึกษา คุณสมบั ติทาง ชีว เคมีของ
เอนไซมและการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต   
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 

นําเอนไซมชนิดหยาบท่ีผลิตไดมาศึกษา
หา คาพีเอช คาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา 
และคาความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิสูง รวมท้ัง
คนหาสภาวะที่ เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมเพ่ือผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ โดย
ศึกษาตัวแปรตางๆ ที่มีอิทธิพลตอการผลิตไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญ ไดแก ชนิดของแปงที่ใชเปน
สับสเตรท ความเขมขนของสับสเตรท ความเขมขน
ของเอนไซม คาอุณภูมิ คาพีเอช และระยะเวลาในการ
ทํางานของเอนไซม โดยผลิตภัณฑไซโคลเดกซทริน
ชนิดวงใหญที่ไดจากการสังเคราะหดวยเอนไซมที่
สภาวะตางๆ จะวิเคราะหชนิดและขนาดดวยเครื่อง 
HPAEC-PAD 
 

3. ผลการศึกษา 
3.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากตัวอยาง

ดิน 
ตัวอยางดินที่เก็บไดจากบริเวณแหลงดินที่

อุดมสมบรูณ จํานวน 4 แหลงหลักๆ ตามตารางท่ี 1 
ไดนํามาบมกับสับสเตรทแปงมันฝรั่ง (potato starch) 
ที่อุณหภูมิ 70, 50, 40 และ 45oซ สําหรับตัวอยางดิน
ในกลุมที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ ตอจากน้ันจึงช่ังดิน 
5 กรัม  ใสในหลอดไมโครเซ็นตริฟวจ  เ พ่ือสกัด
โครโมโซมอลดีเอ็นเอดวยชุดสกัด ผลการตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดไดบนอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟริซิส พบแถบดีเอ็นเอขนาด 23 กิโล
เบส และการคํานวณอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืน
แสง A260/A280 พบวามีคาเทากับ 2.2-2.4 และคาเฉล่ีย
ของปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางดิน 5 กรัม มี
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ความเขมขนดีเอ็นเอประมาณ 70-600 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ทั้งน้ีขึ้นอยูกับความอุดมสมบูรณของดิน
แตละแหลง 

3.2 การเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสโดยวิธี
พีซีอาร 

ผลการทดลองใชคูไพรเมอร EF-1 และ 
EF-2 เพ่ือเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสกลุม
แบคทีเรียมีโซฟลิก และคูไพรเมอร AMY-F และ 
AMY-R เพ่ือเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสกลุม
แบคทีเรียเทอรโมฟลิก ดวยวิธีพีซีอารภายใตสภาวะ 
ดังน้ี 1 รอบ ของ Pre-denaturation ที่ 95oซ นาน 5 
นาที และ  25 รอบ ของ denaturation 95oซ นาน 1 
นาที annealing ที่ 55oซ นาน 0.5 นาที extension ที่  

72oซ นาน 2 นาที ตามดวย 1 รอบ สุดทายของ final 
extension ที่ 72oซ นาน 5 นาที หลังจากเพ่ิมจํานวนยีน
แล ว  นํ าผ ลิต ภัณฑ พีซี อ า ร ม าตรวจสอบใน  1 
เปอรเซ็นต อะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟริซิส สําหรับคู
ไพรเมอร EF-1 และ EF-2 กับดีเอ็นเอแมแบบจากดิน
ทุกแหลงไมพบแถบดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟริซิส ในขณะที่คูไพรเมอร AMY-F และ AMY-R 
กับดีเอ็นเอแมแบบ จากแหลงดินที่บอนํ้าพุรอนบาน
หนองครก จ.เชียงใหม ใหแถบผลิตภัณฑพีซีอาร
ขนาด 1.5 กิโลเบส  จึงตัดแถบผลิตภัณฑพีซีอารเพ่ือ
สกัดดีเอ็นเอขนาด 1.5 กิโลเบสน้ีดวยชุด QIAquick 
Gel Extraction kit (QIAGEN, Germany) สําหรับใช
ในขั้นตอนการโคลนยีนตอไป 

 
ตารางที่ 1   แหลงตัวอยางดินและสมบัติทางกายภาพของตัวอยางดินที่ใชในการสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

แหลงดิน จํานวนตัวอยางดิน ลักษณะดิน สี อุณหภูมิ (oซ) พีเอช 
กลุม 1ก 14 ดินทรายและดินรวนปนทราย ขาว-นํ้าตาล 70-75 7.0 
กลุม 2ข 10 ดินรวนเหนียวปนทราย เทา 50-56 8.0 
กลุม 3ค 40 ดินรวน นํ้าตาล 37-45 7.3 
กลุม 4ง 40 ดินรวน นํ้าตาล 45-55 7.0 

ก บานหนองครก จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย 
ค จังหวัด Kawasaki ประเทศญี่ปุน 

ข บานบอคลึง จังหวัดราชบุรี ประเทศไทย 
ง จังหวัด Kamakura ประเทศญี่ปุน 

 
3.3 การโคลนยีนแอมิโลมอลเทส 

3.3.1 การโคลนยีนแอมิโลมอลเทสเขา 
pGEM®-T easy vector เพ่ือหาลําดับดีเอ็นเอของยีน 
(DNA sequencing) ขั้นตอนแรกเปนการเช่ือม
ผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 1.5 กิโลเบส กับ pGEM®-T 
easy ขนาด 3.0 กิโลเบส (Promega, Netherland) ดวย
เอนไซม T4 DNA ligase (New England Biolabs, 
USA) และเคล่ือนดีเอ็นเอเขาสูเซลลใหอาศัยชนิด E. 
coli DH5α ดวยวิธี heat shock  ผลการทดลองได      

รีคอมบิแนนทเซลลประมาณ 300 โคโลนี ทําการคัด
แยกรีคอมบิแนนทเซลลดวยวิธี blue-white screening 
เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาว จํานวน 24 โคลน สกัด 
พลาสมิดนํามาตรวจสอบขนาดดวยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟริซิส และพบวามี เพียง  5  รีคอม
บิแนนทเซลล ไดแก รีคอมบิแนนทเซลลหมายเลข 1, 
7, 13, 14 และ 15 ใหขนาดพลาสมิดประมาณ 4.5 กิโล
เบส (linear form) ตามที่ตองการ จึงทําการตรวจสอบ
ลําดับเบส ผลการหาลําดับดีเอ็นเอของยีนแอมิโลมอล
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เทสจาก 5 รีคอมบิแนนทเซลล พบวายีนแอมิโลมอล
เทสมีขนาด 1,503 เบส แปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 
500 ตัว (รูปที่ 2) โดยลําดับของกรดอะมิโนที่ไดน้ีมี
ความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก Thermus thermophillus ATCC 
33923 (เดิมรายงานเปน Thermus aquaticus ATCC 
33923) รอยละ 99 มีความเหมือนกับเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก Thermus aquaticus YT-1 รอยละ 86 
และเหมือนกับเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก Thermus 
scotoductus รอยละ 81 ตามลําดับ แตเมื่อทําการศึกษา 
plasmid mapping พบวาทิศทางของยีนแอมิโลมอล  
เทสมีทิศตรงกันขามกับทิศทางของ Plac promoter 
ของพลาสมิด pGEM®-T easy ทําใหยีนไมสามารถ
แสดงออกได  จึงตองทําการโคลนเข า  pET-17b  
เพ่ือใหยีนแสดงออกได โดยในการโคลนเขาพลาสมิด 
pET-17b น้ัน ไดกําหนดทิศทางของยีนที่แนนอน โดย
ปลายดานอะมิโน (N-terminus) มีตําแหนง linker 
ของเอนไซมตัดจําเพาะ Nde I และปลายดานคารบอก
ซิลิก (C-terminus) มีตําแหนง linker ของเอนไซมตัด
จําเพาะ EcoRI 

3.3.2 การโคลนยีนเขา pET-17b เพ่ือการ
แสดงออกของเอนไซมแอมิโลมอลเทส นํายีนแอมิ
โลมอลเทสมาเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชคู
ไพรเมอร AMYp13-forward และ AMYp13-reverse 
ภายใตสภาวะพีซีอาร คือ 1 รอบ ของ Pre-denatura-
tion ที่ 95oซ นาน 5 นาที และ 30 รอบ ของ 
denaturation 95oซ นาน 1 นาที annealing ที่ 57oซ 
นาน 0.5 นาที extension ที่ 72oซ นาน 1.5 นาที ตาม
ดวย 1 รอบ สุดทายของ final extension ที่ 72oซ นาน 
5 นาที นําผลิตภัณฑพีซีอารของยีนแอมิโลมอลเทส
ไปตรวจสอบผลบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

ยอมดวยสารละลาย ethidium bromide พบยีนแอมิโล 
มอลเทสขนาด 1.5 กิโลเบส  จึงตัดแถบดีเอ็นเอน้ี เพ่ือ 
 

 
 

รูปท่ี 2 ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของ
ยีนแอมิโลมอลเทส 
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สกัดดีเอ็นเอดวยชุด QIAquick Gel Extraction kit 
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI 
จากน้ันจึงเช่ือมช้ินดีเอ็นเอ 1.5 กิโลเบส ของยีนแอมิ
โลมอลเทสเขากับพลาสมิด pET-17b ดวยเอนไซม T4 
DNA ligase และเคล่ือนรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
(pAMY17b) เขาสูเซลลใหอาศัย E. coli BL21 (DE3) 
ดวยวิธี heat shock ผลการทดลองไดรีคอมบิแนนท
เซลลจํานวน 100-200 โคโลนี สุมเลือกรีคอมบิแนนท
เซลล จํานวน 24 โคโลนี มาสกัดพลาสมิดพบวามี
เพียง 4 รีคอมบิแนนทเซลล ที่มีขนาดรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดประมาณ 4.8 กิโลเบส ตามที่ตองการ ไดแก 
รีคอมบิแนนทพลาสมิดหมายเลข 1-5, 1-11, 2-2 และ 
2-5 ดังน้ันจึงตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทสของท้ัง 4 รีคอมบิแนนทเซลล ดวยการวัด
กิจกรรม disproportionation ของเอนไซม และหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ผลการทดลอง
พบวารีคอมบิแนนทเซลลหมายเลข 2-5 ใหคา specific 
activity (8.1 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) สูงสุดที่การ
เหน่ียวนําการเล้ียงเซลลดวย IPTG ความเขมขน 0.5 
มิลลิโมลาร เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (รูปที่ 3) 

 

 
 

รูปท่ี 3  การแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3) No. 2-5 หลังจากการเหน่ียวนํา
ดวย 0.5 มิลลิโมลาร IPTG ที่เวลาตางๆ 

 
3.4 การผลิตเอนไซมแอมิโลมอลเทสชนิด

หยาบ 
นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดหมายเลข 2-5 

มาเลี้ยงในอาหารเล้ียงเช้ือต้ังตน LB ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ประกอบดวยแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร เขยาเช้ือที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 37 oซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จึงดูดเช้ือต้ังตน 

1% ใสในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB (pH 7.2) ที่
ประกอบดวยแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในขวดทดลอง 
(erlenmeyer flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 7 
ขวด เขยาในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 oซ 
ความเร็ว 250 รอบตอนาที จนเช้ือเจริญเขาสูชวง
ทวีคูณ (log phase) คือวัดคาความขุนของนํ้าเล้ียงเช้ือที่
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ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดประมาณ 0.4-0.5 
หนวย จึงเติม IPTG ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร และ
เล้ียงเซลลตอไปเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง ปนเก็บเซลล 
ลางเซลล และทําใหเซลลแตกดวยการใชคล่ืนเสียง
ความถ่ีสูง ปนแยกเอนไซมชนิดหยาบออกจากเศษ
เซลลที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที 1 ช่ัวโมง และ
ตรวจวัดกิจกรรม disproportionation ของเอนไซมได 
275 ยูนิต/มล.  

3.5 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทส 

นําเอนไซมชนิดหยาบท่ีผลิตขึ้นมาศึกษา
หาคาพีเอช อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา 
และความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิสูง จากผลการ
ทดลองพบวากิจกรรมการทํางานของเอนไซมแอมิโล 
มอสเทสสูงที่สุดที่พีเอชเทากับ 9 และอุณหภูมิเทากับ 
70oซ เมื่อทดสอบความเสถียรของเอนไซมดวยการบม
เอนไซมทิ้งไวที่อุณหภูมิตางๆ นาน 1 ช่ัวโมง กอนวัด
กิจกรรมการทํางานของเอนไซม พบวาหลังจากบม
เอนไซมทิ้งไว 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 

oซ กิจกรรมการทํางานของเอนไซมแอมิโลมอสเทส 
ยังเปน 100 เปอรเซ็นต แตพบวาเมื่อบมเอนไซมทิ้งไว  
 

 
 

รูปท่ี 4 ผลกระทบของอุณหภูมิตอเสถียรภาพของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทส  
(*disproportionation activity) 

1 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ  80, 90 และ  100oซ  กอนวัด
กิจกรรมการทํางานของเอนไซม พบวาเสถียรภาพการ
ทํางานของเอนไซมลดลง 5, 24 และ 83 เปอรเซ็นต 
ตาม ลําดับ (รูปที่ 4)   

3.6 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต     
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 

ผลการศึกษาถึงอิทธิพลของปจจัยตางๆ 
ตอการผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ ไดแก ชนิด
ของแปง ความเขมขนของสับสเตรท ปริมาณ (ยูนิต) 
ของเอนไซม เวลา และอุณหภูมิในการบมปฏิกิริยา 
พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไซโคลเดกซทริน
ชนิดวงใหญอยูที่การบมเอนไซมที่ 64 ยูนิต (วัดจาก 
disproportionation activity assay) กับ 2% (w/v) แปง
ถ่ัว (pea starch) ที่อุณหภูมิ 70oซ พีเอช 9.0 เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง และเมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญที่สังเคราะหขึ้นภายใตสภาวะที่
เหมาะสมดวยเครื่อง HPAEC-PAD (รูปที่ 5) พบวา
เอนไซมแอมิ โลมอลเทสสามารถเร งปฏิ กิริ ย า 
cyclization เพ่ือผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ
ต้ังแต CD23 ขึ้นไป โดยพบวาไดผลิตภัณฑ CD28 ใน
ปริมาณสูงที่สุด จากน้ันจึงแยกเก็บผลิตภัณฑไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญในแตละขนาดเพื่อนําไป
ประยุกตใชกับสารอินทรียหรือสารอนินทรีย (guest 
molecule) ที่มีขนาดพอเหมาะกับโพรง 
 

4. วิจารณผลการศึกษา 
ดวยเหตุที่ผลิตภัณฑไซโคลเดกซทรินชนิด

วงใหญมีบทบาทสําคัญในการนําไปประยุกตใชทาง
เภสัชศาสตร อาหาร และเทคโนโลยีชีวภาพ [23] 
ดังนั ้น เอนไซม แอม ิโลมอลเทสที ่สามารถผลิต       
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญจึงไดรับความสนใจ
อยางยิ่ง โดยมีนักวิจัยหลายกลุมพยายามจะโคลนยีน 



ปท่ี 20 ฉบับท่ี 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2555                                                                                          วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  

 359 

 
 

รูปท่ี 5  การแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3) No. 2-5 หลังจากการเหน่ียวนํา
ดวย 0.5 มิลลิโมลาร IPTG ที่เวลาตางๆ 

 
แอมิโลมอลเทส  ซึ ่งประสบความสํา เร ็จในการ
โคลนยีนจาก E. coli [8], Streptococcus pneumoniae 
[9], Clostridium butyricum NCIMB 7423 [11], 
hyperthermophilic archaeon Thermococcus litoralis 
[12], Thermus aquaticus ATCC 33923 [13], Aquifex 
aeolicus [2], Pyrobaculum aerophilum IM2 [14] 
และ Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
[24] ตามลําดับ โดยมีเพียงเอนไซมแอมิโลมอลเทส
จากแบคทีเรีย Thermus aquaticus ATCC 33923 และ  
Aquifex aeolicus เทาน้ัน ที่มีการพิสูจนแลววา
สามารถผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญได 
อยางไรก็ตามขนาดยีนแอมิโลมอลเทสจากแหลง
ผลิตที่แตกตางกันจะมีขนาดแตกตางกัน ยกตัวอยาง
เชน ยีนแอมิโลมอลเทสในกลุมแบคทีเรียทนรอน 
Thermus sp. สวนใหญจะมียีนขนาด 1,503 คูเบส 
แปลเปนกรดอะมิโนได 500 ตัว [13,20] ในขณะที่ยีน
แอมิโลมอลเทสจากกลุมแบคทีเรียจําพวกที ่ชอบ
อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic bacteria) เชน  

Corynebacterium glutamicum หรือ Escherichia coli  
มีย ีนขนาดที ่ใหญมากกวาประมาณ 2,121 คู เบส 
แปลเปนกรดอะมิโนได 706 ตัว [10,24] สวนกลุม
แบคทีเรียทนรอนสูง (hyperthermophilic bacteria) 
เชน Pyrobaculum aerophilum IM2 [14] มียีนขนาด 
1,407 คู เบส แปลเปนกรดอะมิโนได 468 ตัว และ 
Aquifex aeolicus [2] มียีนขนาด 1,458 คูเบส แปล
เปนกรดอะมิโนได 485 ตัว สําหรับยีนแอมิโลมอล
เทสที่คัดแยกโดยตรงจากดินของบอนํ้าพุรอนบาน
หนองครกในการทดลองน้ีมีขนาดยีน 1,503 คูเบส 
แปลเปนกรดอะมิโนได 500 ตัว เมื ่อเปรียบเทียบ
เปอรเซ ็นตความเหมือนพบวามีความเหมือนกับ
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก 
Thermus thermophillus ATCC 33923 รอยละ 99 [13] 
มีความเหมือนกับเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก 
Thermus aquaticus YT-1 รอยละ 86 [20] และ
เหมือนกับเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก  Thermus 
scotoductus รอยละ 81 [25] ตามลําดับ 
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เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนแอมิโลมอล
เทสในงานวิจัยน้ี พบวารีคอมบิแนนทยีนที่โคลนได
ขาดโปรโมเตอรของตัวเอง ดังนั้นการแสดงออก
ของยีนจึงขึ้นกับ T7 โปรโมเตอรบน pET-17b โดย 
ทั่วไประบบ pET-17b หรือ pET ตัวอื่นๆ เปนระบบ
ที่ใชกันอยางกวางขวางในปจจุบันสําหรับการผลิต
โปรตีนใน E. coli เน่ืองจากระบบน้ีสามารถผลิต
โปรตีนไดในปริมาณมาก ระบบมีความจําเพาะและ
งายตอการควบคุม จัดเปนระบบ indirect induction 
น่ันคือตองมีการเหน่ียวนําการแสดงออกของยีนดวย
ตัวเหน่ียวนํา IPTG โดย IPTG จะเหน่ียวนําการ
แสดงออกของยีน 2 ยีน คือ เหน่ียวนําการสราง T7 
RNA polymerase ของเซลลเจาบาน E. coli  และ
เหน่ียวนําการสรางโปรตีนที่ตองการของยีนที่ถูก
โคลนเขาไปในดีเอ็นเอพาหะ pET เมื่อ T7 RNA 
polymerase จับที่ T7 promoterโดยปราศจากการ
ขัดขวางของโปรตีน repressor ที่ lacO การแสดงออก
ของยีนจึงเกิดขึ้นได ดังน้ันปริมาณความเขมขนของ 
IPTG ที่ใชจึงเปนเรื่องสําคัญที่ตองใชในปริมาณท่ี
เหมาะสม และโดยทั่วไปสภาวะการเหนี่ยวนําของยีน
จะดีที่สุดเมื่อ เซลลรีคอมบิแนนทอยู ในชวง  log 
growth phase (A600 = 0.4-0.5) ซึ่งสวนใหญจะอยู
ประมาณ 2 ช่ัวโมง ภายหลังจากการเล้ียงเซลล โดย
สภาวะการเหน่ียวนําที่เหมาะสมท่ีสุดของยีนแอมิ
โลมอลเทสในการทดลองน้ี พบวาอยูที่ความเขมขม 
IPTG 0.5 มิลลิโมลลาร และระยะเวลาการเหน่ียวนํา  
6  ช่ัวโมง โดยทั่วไป Escherichia coli BL21(DE3) 
เปนเซลลเจาบานปกติ ที่มีการใชสําหรับการแสดง 
ออกของยีนแอมิโลมอลเทสจากแหลงตางๆ [2,11,13, 
24] มากมาย อยางไรก็ตามการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทสสามารถทําไดในเซลลเจาบานอื่นๆ เชน 
Bacillus subtilis [26,27] แตพบวาการแสดงออกของ

ยีนแอมิโลมอลเทสใน Bacillus subtilis อยูในระดับที่
ตํ่ามากเมื่อเทียบกับ Escherichia coli BL21(DE3) 
ดังน้ันในการโคลนยีนแอมิโลมอลเทสในระบบ pET 
vector จึงนิยมใช Escherichia coli BL21(DE3) เปน
เซลลเจาบานมากกวา 

การศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมแอมิโล 
มอลเทสจากตัวอยางดินที่เก็บจากบอนํ้าพุรอนบาน
หนองครก ประเทศไทย พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
กิจกรรม disproportionation ของเอนไซมอยูที่ 70oซ 
โดยกิจกรรมการทํางานของเอนไซมเริ่มสูญเสียเมื่อ
บมเอนไซมทิ้งไว 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 80 oซ ขึ้นไป 
ดังน้ันผลที่ไดจากการทดลองสามารถอางไดว า
เอนไซมแอมิโลมอลเทสในการทดลองน้ีจัดเปน
เอนไซมทนรอน (thermostable enzyme) และการ
อางอิงจากรายงานอื่นๆ พบวาเอนไซมแอมิโลมอล
เทสทนรอนจากแบคทีเรียสายพันธุทนรอน (thermo-
philic bacteria) สายพันธุอื่นๆ เชน Thermus 
aquaticus ATCC 33923 [13] และ Thermotoga 
maritime [28] มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมที่ 75 และ 70oซ ตามลําดับ และ
สามารถทนรอนไดดีที่อุณหภูมิสูงถึง 85 oซ สําหรับคา
พีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรม disproportionation ของ
เอนไซมอยูที่พีเอช 9.0 ซึ่งเปนคาพีเอชที่คอนขางสูง
กวาแบคทีเรียสายพันธุอื่น เชน Thermus aquaticus 
ATCC 33923 [13] มีพีเอชที่เหมาะสมท่ี 5.5-6.0 E. 
coli IFO3806 [29] มีพีเอชเหมาะสมท่ี 6.5 แตอยางไร
ก็ตามยังมีพวกกลุมแบคทีเรียทนเบส (alkali bacteria) 
เชน Pseudomonas stutzeri [30] และ Thermotoga 
maritime [28] สามารถผลิตเอนไซมแอมิโลมอลเทส
ทนเบสท่ีทํางานไดดีที่พีเอชสูงขึ้นถึง 7.7 และ 8.0 
ตามลําดับ   
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เอนไซมแอมิโลมอลเทสนอกจากเรงปฏิกิริยา 
disproportionation แล ว  เ อนไซม ยั ง เ ร งป ฏิ กิริ ย า 
cyclization เพ่ือผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 
โดยการผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญทั้งชนิด 
(CD-LRs) และปริมาณ (peak area) ของไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญที่ผลิตขึ้นอยูกับหลายๆ ปจจัย ไดแก  
ชนิดของสารต้ังตนแปง ความเขมขนของสารต้ังตน 
ความเขมขนของเอนไซม  ระยะเวลาในการบม
เอนไซมกับสารต้ังตน และอุณหภูมิที่ใชในการบม
ปฏิกิริยา  โดยผลการทดลองพบวาแปงที่มีองค 
ประกอบของเปอรเซ็นตแอมิโลส (amylose; α-1,4-
glucan) สูงจะใหผลผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวง
ใหญสูงกวาแปงที่มีองคประกอบของเปอรเซ็นตแอ
มิโลเพกติน (amylopectin; α-1,4 และ α-1,6-glucan) 
สูง นอกจากน้ียังพบวายิ่งเพ่ิมปริมาณความเขมขนของ
สารต้ังตนและเอนไซมปริมาณของผลิตภัณฑไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญที่ไดจะสูงขึ้น และเอนไซม   
แอมิโลมอลเทสจากงานวิจัยในครั้งน้ีผลิตไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญไดดีที่สุดที่อุณภูมิ 70oซ การ
เพ่ิมอุณหภูมิเปนการสงถายพลังงานใหแกโมเลกุล
ของเอนไซมทําใหมีพลังงานมากพอท่ีจะขาม energy 
barrier ทําใหการเรงปฏิกิริยาประสบผลสําเร็จ   
สามารถเปล่ียนสารต้ังตนแปงเปนไซโคลเดกซทริน
ชนิดวงใหญไดดวยคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม แต
ถาอุณหภูมิที่สูงเกินไปจะสงผลใหโครงสรางเอนไซม
เสียสภาพทําใหการทํางานของเอนไซมสูญเสียไป 
โดยสรุปสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญของเอนไซมน้ี คือ การบมเอนไซม 
64 ยูนิต กับ 2 % (w/v) pea starch substrate ที่อุณหภูมิ  
70oซ พีเอช 7.0 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสทนรอนจากตัวอยางดินที่เก็บจากบอนํ้าพุ
รอนบานหนองครกน้ีใหผลิตภัณฑไซโคลเดกซทริน

ชนิดวงใหญขนาด DP เทากับ 23 ขึ้นไป โดยผลิต 
CD28 ในปริมาณสูงที่สุด ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม
ที่สุดจากการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก Thermus aquaticus ATCC 33923 
[13]  พบวาผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญที่มี
ขนาดเล็กกวา คือต้ังแต CD17 ขึ้นไป แตทั้งน้ีก็มีความ
เปนไปไดวาเอนไซมแอมิโลมอลเทสทนรอนในการ
ทดลองนี้สามารถผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญที่
มีขนาดเล็กกวา CD23 ไดแตก็มีปริมาณที่คอนขาง
นอย (รูปที่ 5) 
 

5. สรุปผลการศึกษา 
เทคนิค genetic-based screening นําไปสูการ

คนพบยีนแอมิโลมอลเทสตัวใหมจากดีเอ็นเอของ
แบคทีเรียที่ปนอยูในแหลงดินตามธรรมชาติ โดยยีน
แอมิโลมอลเทสท่ีคนพบมีขนาด 1,503 คูเบส แปล
รหัสเปนกรดอะมิโนได 500 ตัว ลําดับกรดอะมิโนที่
ไดน้ีมีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม
แอมิโลมอลเทสจาก Thermus thermophillus ATCC 
33923 มากที่สุด แตเมื่อศึกษาลักษณะสมบัติทาง
ชีวเคมีของเอนไซมแอมิโลมอลเทสจากการทดลองน้ี 
พบว า มี ห ล า ย ลั ก ษณะแตกต า ง จ า ก  Thermus 
thermophillus ATCC 33923 และเอนไซมแอมิโลมอล
เทสจากแหลงอื่นๆ ที่เคยมีรายงานไว เชน คาพีเอช คา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม และ
ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนแปงไป
เปนไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ โดยเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3)  
สามารถสังเคราะหไซโคลเดกซทรินขนาดต้ังแต 
CD23 ขึ้นไป และจากลักษณะจําเพาะเหลาน้ีของ
เอนไซมจึงสามารถสรุปไดวาเอนไซมแอมิโลมอล
เทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3) น้ีเปน
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เอนไซมแอมิโลมอลเทสทนรอนตัวใหมที่สามารถ
ผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญที่อุณหภูมิสูงได 
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