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บทคัดยอ 
การศึกษาน้ีมีจุดประสงคเพ่ือคัดแยกยีนแอมิโลมอลเทสโดยตรงจากดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่ปนอยูในดิน

โดยปราศจากการเล้ียงเซลล สําหรับคูไพรเมอรที่ใชในการทําพีซีอารเพ่ือคัดแยกและเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโล      
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มอลเทสไดออกแบบจากบริเวณอนุรักษที่ปลายอะมิโนและปลายคารบอกซิลิกของยีนแอมิโลมอลเทสในกลุม
แบคทีเรียทนรอน หลังจากเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสแลว นําผลผลิตพีซีอารขนาด 1.5 กิโลเบส เช่ือมเขากับ  
ดีเอ็นเอพาหะชนิด pGEM®-T easy และเคล่ือนเขาสูเซลลใหอาศัยสายพันธุ Escherichia coli DH5α เพ่ือหาลําดับ 
ดีเอ็นเอ ผลการทดลองพบวา open reading frame ของยีนแอมิโลมอลเทสมีขนาดเทากับ 1,503 คูเบส แปลรหัสเปน
กรดอะมิโนได 500 ตัว โดยลําดับของกรดอะมิโนที่ไดน้ีมีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแอมิโล 
มอลเทสจาก Thermus thermophillus ATCC 33923 รอยละ 99 จาก Thermus aquaticus รอยละ 86 และจาก 
Thermus scotoductus รอยละ 81 ตามลําดับ และเพ่ือเพ่ิมการแสดงออกของเอนไซมแอมิโลมอลเทส จึงนํายีน     
แอมิโลมอลเทสในดีเอ็นเอพาหะชนิด pGEM®-T easy โคลนเขาสูเซลลใหอาศัยสายพันธุ Escherichia coli BL21 
(DE3) โดยใช pET-17b เปนดีเอ็นเอพาหะ โดยการแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทสจากเซลลใหอาศัยสายพันธุ E. 
coli BL21 (DE3) มีคาสูงสุดเมื่อเหน่ียวนําการเลี้ยงเซลลดวย 0.5 มิลลิโมลาร IPTG นาน 6 ช่ัวโมง เมื่อศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีของเอนไซมแอมิโลมอลเทสชนิดหยาบ พบวาคาพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซมอยูที่พีเอช 9.0 และอุณหภูมิ 70oซ และเอนไซมน้ีสามารถเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนแปงไปเปนไซโคล 
เดกซทรินชนิดวงใหญขนาดต้ังแต CD23 ขึ้นไป โดยผลิต CD28 ในปริมาณสูงสุด 
 

คําสําคัญ : ยีนแอมิโลมอลเทส, การคัดเลือกดีเอ็นเอ, การโคลนดีเอ็นเอ, ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ,   
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 

เอนไซมแอมิโลมอลเทส (amylomaltase, 
AM; EC 2.4.1.25) เปนเอนไซมในกลุมแอลฟา-      
กลูคาโนทรานส เฟอ เ รส  (α-glucanotransferase,    
α-GTase) เรงปฏิกิริยาได 4 รูปแบบ [1] คือ รูปแบบที่ 
1 เรงปฏิกิริยา disproportionation โดยมีการโยกยาย
หมูนํ้าตาล D-glucan จากตัวใหไปยังตัวรับดังสมการ 
(α-1,4-glucan)m + (α-1,4-glucan)n ↔ (α-1,4-
glucan)m-x + (α-1,4-glucan)n+x 

รูปแบบที่ 2 เอนไซมแอมิโลมอลเทสสามารถ
เรงปฏิกิริยา cyclization เพ่ือโยกยายหมูนํ้าตาล        
D-glucan ภายในโมเลกุล α-1,4-glucan เดียวกันได 
ทําใหเกิดผลิตภัณฑไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 
(large-ring cyclodextrin, LR-CD) หรือเรียกอีกช่ือวา
ไซโคลแอมิโลส (cyclic α-1,4-glucan; cycloamy-
lose, CA)  ปฏิกิริยา cyclization เกิดไดดังสมการ   
(α-1,4-glucan)n ↔ cyclic (α-1,4-glucan)x +        
(α-1,4-glucan)n-x 

รูปแบบที่  3  เอนไซมแอมิโลมอลเทสยัง
สามารถเรงปฏิกิริยาผันกลับของปฏิกิริยา cyclization 
ได โดยเรียกปฏิกิริยาผันกลับน้ีวาปฏิกิริยา coupling 
โดยปฏิกิริยา coupling น้ีสามารถเปล่ียนไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญใหเปนออลิโกแซ็กคารไรดสายตรง   
แตปฏิกิริยา coupling ของเอนไซมแอมิโลมอลเทสจะ
เกิดขึ้นในระดับที่ตํ่ามาก เชนเดียวกับปฏิกิริยารูปแบบ
ที่ 4 คือ ปฏิกิริยา hydrolysis ซึ่งเรงการสลายพันธะ  
α-1,4-glucan ของสับสเตรทดวยนํ้า    เอนไซมแอมิ
โลมอลเทสมีความคลายคลึงกับเอนไซมไซโคลเดกซ
ทรินไกลโคซิลทรานสเฟอเรส (cyclodextrin glycol-

syltransferase, CGTase; EC 2.4.1.19) ในเชิงการเรง
ปฏิกิริยาทั้ง 4 รูปแบบ คือ ปฏิกิริยา cyclization, 
disproportionation, coupling และ hydrolysis ได
เหมือนกัน แตจุดแตกตางเฉพาะอยูที่เอนไซมแอมิ
โลมอสเทสเดนในการเรงปฎิกิริยา cyclization และ 
disproportionation ในขณะท่ีเอนไซมไซโคลเดกซ
ทรินไกลโคซิลทรานสเฟอเรสจะเรงปฏิกิริยาทั้ง 4 
ปฏิกิริยา ไดดีพอๆ กัน และปจจุบันเอนไซมแอมิ
โลมอสเทสไดรับความสนใจเพิ่มมากขึ้นเน่ืองจาก
เอนไซมน้ีสามารถผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ
ขนาด (degree of polymerization, DP) ต้ังแต 16 ขึ้น
ไป [2] ซึ่งแตกตางจากเอนไซมไซโคลเดกซทรินไกล
โคซิลทรานสเฟอเรสที่ผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวง
เล็กขนาด (DP) 6-8 เทาน้ัน 

การที่ไซโคลเดกซทรินทั้งชนิดวงใหญและวง
เล็กไดรับความสนใจมากในระดับอุตสาหกรรม 
เน่ืองมาจากโครงสรางของไซโคลเดกซทรินเปนกลุม
ของโฮโมโลกัสออลิโกแซ็กคาไรด ประกอบดวย
กลูโคสตอกันเปนวงแหวนปดดวยพันธะ α-1,4 ไกล
โคซิดิก (รูปที่ 1) [3] ไซโคลเดกซทรินที่แยกไดใน
ธรรมชาติมีหลายชนิดทั้งชนิดวงใหญและวงเล็ก ชนิด
วงเล็กที่เปนที่รูจักดี คือ α-CD, β-CD และ γ-CD ซึ่ง
มีกลูโคสจํานวน 6, 7 และ 8 หนวย ตามลําดับ จากการ
ที่กลูโคสตอกันเปนวงแหวนน้ีทําใหเกิดโพรงตรง
กลาง ภายในโพรงมีสมบัติเปน hydrophobic สวน
บริเวณผิวนอกมีสมบัติเปน hydrophilic สงผลใหสาร
ไซโคลเดกซทรินสามารถละลายนํ้าได ดังน้ันสาร 
อินทรียหรือสารอนินทรียที่มีโพลาริ ต้ีและขนาด
พอเหมาะตอโพรงกลางโมเลกุล จะทําปฏิกิริยากับไซ
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โคลเดกซทรินเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน ยังผลให
สมบัติทางเคมีหรือทางกายภาพของสารน้ันเปลี่ยนไป 
จึ งมี ผู นํ าไซโคลเดกซทรินมาใชประโยชน ใน
อุ ตส าหกร รมต า ง ๆ  หลา ยประ เ ภท  เ ช น  ใน
อุตสาหกรรมยา ใชไซโคลเดกซทรินเปนสารเพ่ิม
ความเสถียร เพ่ิมการละลาย และลดการระเหยของยา 
[4-6] โดยเฉพาะยาในกลุมสเตียรอยด นอกจากน้ีแลว 
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญยังสามารถใชเปน 
artificial chaperone เพ่ือปรับปรุงโครงสรางตติยภูมิ
ของโปรตีนในการมวนพับ [7] ในทางการแพทยมีการ
ใชไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญในการตรึงสารตางๆ 

(immobilization) เพ่ือทําชุด kit ทางการคา จาก
ประโยชนตางๆ เหลาน้ีสงผลใหความตองการใชไซ
โคลเดกซทรินในอุตสาหกรรมเพิ่มสูงขึ้น นักวิจัย
หลายกลุมสนใจในกระบวนการผลิตไซโคลเดกซ
ทริน โดยมุงเนนที่กระบวนการผลิตและปรับปรุง
คุณภาพของเอนไซมที่ใชในการผลิตไซโคลเดกซ
ทรินเปนสําคัญ โดยเฉพาะเอนไซมแอมิโลมอสเทสที่
ทําหนาที่ผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญซึ่งยังไมมี
ขายทางการคา ในขณะที่ไซโคลเดกซทรินชนิดวงเล็ก
และอนุพันธไดมีการจําหนายทางการคาแลวในราคา
ที่คอนขางสูง 

 

 
 

รูปท่ี 1 โครงสรางของไซโคลเดกซทรินและการเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวางไซโคลเดกซทรินและยา [3] 
 

สําหรับเอนไซมแอมิโลมอสเทสท่ีใชในการ
ผลิตไซโคลเดกซทรินน้ัน  มีการพบครั้งแรกใน 
Escherichia coli เปน maltose-inducible enzyme มี
บทบาทสําคัญในเมแทบอลิสมของนํ้าตาลมอลโทส 
[8] ตอจากน้ันไดมีการศึกษาเอนไซมแอมิโลมอลเทส
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] 
อยางไรก็ตามจากแหลงผลิตของเอนไซมแอมิโลมอล
เทสท้ังหมดมีเพียงเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก 

Thermus aquaticus ATCC 33923 และ  Aquifex 
aeolicus เทาน้ัน ที่มีการพิสูจนยืนยันความสามารถใน
การผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญได  ในพืช 
เอนไซมแอมิโลมอลเทสมีช่ือเรียกเฉพาะวา  dispro-
portionating enzyme หรือ D-enzyme พบครั้งแรกใน
หัวมันฝรั่ง [15] ตอมาไดมีการพบในใบผักโขม [16] 
และใบอะราบิดอบซิส (arabidopsis) [17] เก่ียวของ
กับเมแทบอลิสมของแปงในพืช 

สําหรับงานวิจัยน้ี คณะผูวิจัยมุงเนนในการใช
เทคนิค genetic-based screening เพ่ือคนหาและสกัด
แยกดีเอ็นเอของยีนแอมิโลมอลเทสจากเช้ือแบคทีเรีย
ในดินโดยตรง โดยไมตองผานกระบวนการเล้ียงเช้ือ 
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(culturing process) ตามรูปแบบเดิมๆ ที่ใชกันในอดีต   
ยีนของเอนไซมแอมิโลมอลเทสตัวใหมที่ไดจาก
เทคนิค genetic-based screening น้ี จะนําไปตรวจหา
ลําดับเบส (DNA sequencing) กอนที่จะทําการศึกษา
การแสดงออกของยีนดวยการโคลนยีนเขาสูเซลลให
อาศัย E. coli BL21(DE3) โดยใชดีเอ็นเอพาหะชนิด 
pET-17b และนอกจากน้ี ยังมีการศึกษาลักษณะสมบัติ
ในการเรงปฏิกิริยา cyclization ของเอนไซมในการ
เปล่ียนแปงเปนผลิตภัณฑไซโคลเดกซทรินชนิดวง
ใหญ 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากตัวอยาง

ดิน 
2.1.1 นําตัวอยางดินที่ เ ก็บไดมาบมกับ

สับสเตรทแปงที่อุณหภูมิ 70, 50, 40 และ 45oซ 
(ขึ้นกับอุณหภูมิของแหลงตัวอยางดิน) เปนเวลา 3 วัน 
จากน้ันจึงช่ังตัวอยางดิน 5 กรัม ใสในหลอดไมโคร
เซ็นตริฟวจ เ พ่ือสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ  โดย
กระจายตัวอยางดินใน SET บัฟเฟอร และสกัดดีเอ็นเอ
จากตัวอยางดินโดยตรงดวยชุดสกัด DNA Isolation 
Kit (ISOIL Kit, Japan) 

2.1.2 เซลลใหอาศัย (host strains) และ 
พลาสมิด (plasmids) 

ในการทดลองน้ีใช Escherichia coli 
DH5α เปนเซลลใหอาศัยสําหรับการโคลนยีนเพ่ือหา
ลําดับเบส สวน Escherichia coli BL21(DE3) ใช
สําหรับการโคลนยีนเพ่ือการแสดงออกของเอนไซม
แอมิโลมอลเทส รีคอมบิแนนทเซลลที่ไดจากการ
โคลนจะนําไปเล้ียงโดยใชอาหารเล้ียงเซลลชนิด 
Luria-Bertani (อาหารเหลว LB, pH 7.2 ประกอบดวย 
tryptone 1 เปอรเซ็นต, yeast extract 0.5 เปอรเซ็นต, 

NaCl 1 เปอรเซ็นต และ ampicillin 50-100 ไมโคร 
กรัม/มล.) ที่ 37oซ สําหรับพลาสมิดที่ใชในการ
ทดลอง ไดแก  pGEM®-T easy (Promega, USA) ใช
ในการโคลนยีนเพ่ือหาลําดับเบส  สวนพลาสมิด   
pET-17b ใชสําหรับเพ่ิมการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทส 

2.1.3 ตรวจสอบความบริสุทธิ์และความ
สมบรูณของดีเอ็นเอและพลาสมิดที่สกัดไดบนอะกา
โรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

2.2 การออกแบบไพรเมอรสําหรับคัดเลือกยีน
แอมิโลมอลเทสจากตัวอยางดิน 

นําขอมูลลําดับเบสที่ปลายดานอะมิโน
และดานคารบอกซิลิกของยีนแอมิโลมอลเทสจาก 
GenBank มาออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม Oligo 
4 โดยไพรเมอรที่ออกแบบแบงเปนไพรเมอรสําหรับ
คนหายีนของแบคทีเรียในกลุมเทอรโมฟายด (ther-
mophilic bacterial group) ไดแก คูไพรเมอร 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′ โดยผลิตภัณฑพีซีอารที่
คาดหวังมีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส สวนคูไพร
เมอรสําหรับคนหายีนของแบคทีเรียในกลุมมีโซฟายด 
(mesophilic bacterial group) ไดแก คูไพรเมอร EF-1: 
5′-TGC CGC GCW GGC GGC GGG-3′ และ EF-2: 
5′-TTY ACI YYI TCA TCG GCR AAC AT-3′ โดย
ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่คาดหวังมีขนาดประมาณ 
2.0 กิโลเบส    

2.3 การเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสโดยวิธี
พีซีอาร 

ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอท่ีเตรียมไดจาก
ขอ 2.1.1 เปนดีเอ็นเอแมแบบในการเพ่ิมจํานวนยีนแอ
มิโลมอลเทสดวยวิธีพีซีอาร โดยใชเอนไซม Taq 
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polymerase และคูไพรเมอรจําเพาะท่ีออกแบบไวจาก
ขอ 2.2 ทําพีซีอารที่สภาวะตางๆ จากน้ันจึงตรวจสอบ
ผลิตภัณฑพีซีอารที่เกิดขึ้นบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟริซิส ผลิตภัณฑพีซีอารที่ใหแถบดีเอ็นเอในขนาดที่
ตองการจะนํามาสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 
เพ่ือโคลนเขา pGEM®-T easy โดยใชเซลลใหอาศัย
ชนิด Escherichia coli DH5α เลือกเฉพาะโคลนที่มี
ยีนแอมิโลมอลเทสมาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA 
template) ในการโคลนเขาดีเอ็นเอพาหะ pET-17b 
เพ่ือการแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทส 

2.4 การเตรียมดีเอ็นเอพาหะชนิด pET-17b 
และชิ้นพีซีอารจําเพาะสําหรับการโคลนยีนเพ่ือการ
แสดงออกของเอนไซม 

สกัดดีเอ็นเอพาหะชนิด pET-17b ตามวิธี
ของ Maniatis และคณะ [18] และตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ NdeI และ EcoRI จากนั้นนํารีคอมบิแนนท 
พลาสมิดของ pGEM®-T easy ที่ประกอบดวยยีนแอมิ
โลมอลเทสมาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบในการทําพีซีอาร
อีกครั้งดวยคูไพรเมอรชุดใหมที่ทําการตอ linker ของ
เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI ไวตามตําแหนง
ที่ขีดเสนใต 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′ ภายหลังจากการทําพีซีอารเสร็จ ให
ตัดผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 1.5 กิโลเบส ที่ไดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกับที่ใชในการตัดดีเอ็นเอ
พาหะ pET-17b และใชเปน inserted amylomaltase 
gene สําหรับเตรียมเช่ือมเขากับดีเอ็นเอพาหะ pET-17b 

2.5 การโคลนยีนแอมิโลมอลเทสเขาสูเซลลให

อาศัย E. coli BL21 (DE3)   
นําช้ินยีนแอมิโลมอลเทสที่ไดจากการทํา 

พีซีอารขอ 2.4 มาเช่ือมเขากับดีเอ็นเอพาหะชนิด pET-
17b ดวยเอนไซม T4 DNA ligase ตอจากน้ันจึงเคล่ือน
รีคอมบิแนนทดีเอ็นเอเขาสูเซลลใหอาศัย E. coli 
BL21(DE3) โดยวิธี heat shock และเล้ียงรีคอม
บิแนนทเซลล E. coli BL21(DE3) ในอาหารเหลว LB 
ที่ประกอบดวยยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37oซ 
นาน 1 ช่ัวโมง เพ่ือใหรีคอมบิแนนทเซลลมีความ
แข็งแรงกอนนําไปเล้ียงบนอาหารแข็ง LB ประมาณ 
24 ช่ัวโมง เลือกเซลลที่โคลนไดจํานวน 24 โคโลนี 
มาเล้ียงตอในอาหารเหลว LB เพ่ือสกัดพลาสมิดดวย
วิธี Miniprep [19] และตรวจสอบขนาดของรีคอม
บิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดโดยการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะและวิเคราะหผลบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ
ริซิส  

2.6 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทสและการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 

นํ าโคลนที่ มี ดี เ อ็น เอ ลูกผสมซึ่ งผ าน
ขั้นตอนการคัดเลือกจากขอ 2.5 มาเล้ียงในอาหาร
เหลว LB ซึ่งประกอบดวยยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
ความเขมขนสุดทาย 50-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 37oซ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เมื่อวัดคาการ
ดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลลที่ความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร ไดเทากับ 0.4-0.5  ใหเติม IPTG ความ
เขมขน 0.3, 0.5, 0.7 หรือ 0.9 มิลลิโมลาร ลงไปใน
อาหารเล้ียงเซลล แลวเล้ียงเซลลตอไปที่ระยะเวลา
ตางๆ เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการเหนี่ยวนําการ
แสดงออกของยีน โดยโคลนที่มีการแสดงออกของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทสสูงที่สุดจะนํามาสกัดพลาส 
มิดเพ่ือสงวิเคราะหหาลําดับเบส และใชสําหรับเตรียม
เอนไซมแอมิโลมอลเทสชนิดหยาบ (crude amylo-
maltase) 
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2.7 การวัดแอคติวิตี disproportionation ของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทส ดัดแปลงจากวิธีของ Park 
และคณะ [20] 

เ ติมสารละลายเอนไซมในปริมาณที่
เหมาะสมลงในสารละลายแปง (soluble starch) 0.05 
เ ปอร เ ซ็ นต  ( w/v)  และน้ํ า ต า ลมอลโทส  0.05 
เปอรเซ็นต (w/v) ผสมใหเขากัน โดยปริมาตรสุดทาย
ของปฏิกิริยาเปน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 70oซ เปน
เวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในนํ้าเดือด 10 
นาที แบงสารละลายที่ไดมา 0.1 มิลลิลิตร เติมสาร 
ละลายไอโอดีน 1 มิลลิลิตร (0.02% (w/v) I2 ใน 0.2% 
(w/v) KI) ปริมาตรสุดทายที่ไดเปน 1.1 มิลลิลิตร นํา 
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร โดยหลอดควบคุมจะใสนํ้าแทนเอนไซม 

กําหนดให  1 หนวย  เอนไซม  คือปริมาณ
เอนไซมที่ทํ าใหความเขมของสี นํ้า เ งินของสาร 
ประกอบแปง-ไอโอดีนลดลง 1 เปอรเซ็นต 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 ผสมกับสารละลายสําหรับหาความเขมขน
ของโปรตีน (protein assay reagent) 1 มิลลิลิตร เขยา
ใหผสมกัน ต้ังทิ้งไว 5 นาที แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ภายใน
เวลา 15-30 นาที ภายหลังจากการเติมสารละลาย 
protein assay reagent ซึ่งคาที่ไดจะนํามาเทียบหา
ปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของการหาปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Bradford [21,22] โดยใช BSA (1 มก./
มล.) เปนโปรตีนมาตรฐาน 

2.9 การศึกษา คุณสมบั ติทาง ชีว เคมีของ
เอนไซมและการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต   
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 

นําเอนไซมชนิดหยาบท่ีผลิตไดมาศึกษา
หา คาพีเอช คาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา 
และคาความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิสูง รวมท้ัง
คนหาสภาวะที่ เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมเพ่ือผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ โดย
ศึกษาตัวแปรตางๆ ที่มีอิทธิพลตอการผลิตไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญ ไดแก ชนิดของแปงที่ใชเปน
สับสเตรท ความเขมขนของสับสเตรท ความเขมขน
ของเอนไซม คาอุณภูมิ คาพีเอช และระยะเวลาในการ
ทํางานของเอนไซม โดยผลิตภัณฑไซโคลเดกซทริน
ชนิดวงใหญที่ไดจากการสังเคราะหดวยเอนไซมที่
สภาวะตางๆ จะวิเคราะหชนิดและขนาดดวยเครื่อง 
HPAEC-PAD 
 

3. ผลการศึกษา 
3.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากตัวอยาง

ดิน 
ตัวอยางดินที่เก็บไดจากบริเวณแหลงดินที่

อุดมสมบรูณ จํานวน 4 แหลงหลักๆ ตามตารางท่ี 1 
ไดนํามาบมกับสับสเตรทแปงมันฝรั่ง (potato starch) 
ที่อุณหภูมิ 70, 50, 40 และ 45oซ สําหรับตัวอยางดิน
ในกลุมที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ ตอจากน้ันจึงช่ังดิน 
5 กรัม  ใสในหลอดไมโครเซ็นตริฟวจ  เ พ่ือสกัด
โครโมโซมอลดีเอ็นเอดวยชุดสกัด ผลการตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดไดบนอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟริซิส พบแถบดีเอ็นเอขนาด 23 กิโล
เบส และการคํานวณอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืน
แสง A260/A280 พบวามีคาเทากับ 2.2-2.4 และคาเฉล่ีย
ของปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอยางดิน 5 กรัม มี
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ความเขมขนดีเอ็นเอประมาณ 70-600 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ทั้งน้ีขึ้นอยูกับความอุดมสมบูรณของดิน
แตละแหลง 

3.2 การเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสโดยวิธี
พีซีอาร 

ผลการทดลองใชคูไพรเมอร EF-1 และ 
EF-2 เพ่ือเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสกลุม
แบคทีเรียมีโซฟลิก และคูไพรเมอร AMY-F และ 
AMY-R เพ่ือเพ่ิมจํานวนยีนแอมิโลมอลเทสกลุม
แบคทีเรียเทอรโมฟลิก ดวยวิธีพีซีอารภายใตสภาวะ 
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 ตามดวย 1 รอบ สุดทายของ final 
extension ที่ 72oซ นาน 5 นาที หลังจากเพ่ิมจํานวนยีน
แล ว  นํ าผ ลิต ภัณฑ พีซี อ า ร ม าตรวจสอบใน  1 
เปอรเซ็นต อะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟริซิส สําหรับคู
ไพรเมอร EF-1 และ EF-2 กับดีเอ็นเอแมแบบจากดิน
ทุกแหลงไมพบแถบดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟริซิส ในขณะที่คูไพรเมอร AMY-F และ AMY-R 
กับดีเอ็นเอแมแบบ จากแหลงดินที่บอนํ้าพุรอนบาน
หนองครก จ.เชียงใหม ใหแถบผลิตภัณฑพีซีอาร
ขนาด 1.5 กิโลเบส  จึงตัดแถบผลิตภัณฑพีซีอารเพ่ือ
สกัดดีเอ็นเอขนาด 1.5 กิโลเบสน้ีดวยชุด QIAquick 
Gel Extraction kit (QIAGEN, Germany) สําหรับใช
ในขั้นตอนการโคลนยีนตอไป 

 
ตารางที่ 1   แหลงตัวอยางดินและสมบัติทางกายภาพของตัวอยางดินที่ใชในการสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

แหลงดิน จํานวนตัวอยางดิน ลักษณะดิน สี อุณหภูมิ (oซ) พีเอช 
กลุม 1ก 14 ดินทรายและดินรวนปนทราย ขาว-นํ้าตาล 70-75 7.0 
กลุม 2ข 10 ดินรวนเหนียวปนทราย เทา 50-56 8.0 
กลุม 3ค 40 ดินรวน นํ้าตาล 37-45 7.3 
กลุม 4ง 40 ดินรวน นํ้าตาล 45-55 7.0 

ก บานหนองครก จังหวัดเชียงใหม ประเทศไทย 
ค จังหวัด Kawasaki ประเทศญี่ปุน 

ข บานบอคลึง จังหวัดราชบุรี ประเทศไทย 
ง จังหวัด Kamakura ประเทศญี่ปุน 

 
3.3 การโคลนยีนแอมิโลมอลเทส 

3.3.1 การโคลนยีนแอมิโลมอลเทสเขา 
pGEM®-T easy vector เพ่ือหาลําดับดีเอ็นเอของยีน 
(DNA sequencing) ขั้นตอนแรกเปนการเช่ือม
ผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 1.5 กิโลเบส กับ pGEM®-T 
easy ขนาด 3.0 กิโลเบส (Promega, Netherland) ดวย
เอนไซม T4 DNA ligase (New England Biolabs, 
USA) และเคล่ือนดีเอ็นเอเขาสูเซลลใหอาศัยชนิด E. 
coli DH5α ดวยวิธี heat shock  ผลการทดลองได      

รีคอมบิแนนทเซลลประมาณ 300 โคโลนี ทําการคัด
แยกรีคอมบิแนนทเซลลดวยวิธี blue-white screening 
เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาว จํานวน 24 โคลน สกัด 
พลาสมิดนํามาตรวจสอบขนาดดวยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟริซิส และพบวามี เพียง  5  รีคอม
บิแนนทเซลล ไดแก รีคอมบิแนนทเซลลหมายเลข 1, 
7, 13, 14 และ 15 ใหขนาดพลาสมิดประมาณ 4.5 กิโล
เบส (linear form) ตามที่ตองการ จึงทําการตรวจสอบ
ลําดับเบส ผลการหาลําดับดีเอ็นเอของยีนแอมิโลมอล
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เทสจาก 5 รีคอมบิแนนทเซลล พบวายีนแอมิโลมอล
เทสมีขนาด 1,503 เบส แปลรหัสเปนกรดอะมิโนได 
500 ตัว (รูปที่ 2) โดยลําดับของกรดอะมิโนที่ไดน้ีมี
ความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก Thermus thermophillus ATCC 
33923 (เดิมรายงานเปน Thermus aquaticus ATCC 
33923) รอยละ 99 มีความเหมือนกับเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก Thermus aquaticus YT-1 รอยละ 86 
และเหมือนกับเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก Thermus 
scotoductus รอยละ 81 ตามลําดับ แตเมื่อทําการศึกษา 
plasmid mapping พบวาทิศทางของยีนแอมิโลมอล  
เทสมีทิศตรงกันขามกับทิศทางของ Plac promoter 
ของพลาสมิด pGEM®-T easy ทําใหยีนไมสามารถ
แสดงออกได  จึงตองทําการโคลนเข า  pET-17b  
เพ่ือใหยีนแสดงออกได โดยในการโคลนเขาพลาสมิด 
pET-17b น้ัน ไดกําหนดทิศทางของยีนที่แนนอน โดย
ปลายดานอะมิโน (N-terminus) มีตําแหนง linker 
ของเอนไซมตัดจําเพาะ Nde I และปลายดานคารบอก
ซิลิก (C-terminus) มีตําแหนง linker ของเอนไซมตัด
จําเพาะ EcoRI 

3.3.2 การโคลนยีนเขา pET-17b เพ่ือการ
แสดงออกของเอนไซมแอมิโลมอลเทส นํายีนแอมิ
โลมอลเทสมาเพิ่มจํานวนดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชคู
ไพรเมอร AMYp13-forward และ AMYp13-reverse 
ภายใตสภาวะพีซีอาร 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
ดวย 1 รอบ สุดทายของ final extension ที่ 72oซ นาน 
5 นาที นําผลิตภัณฑพีซีอารของยีนแอมิโลมอลเทส
ไปตรวจสอบผลบนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

ยอมดวยสารละลาย ethidium bromide พบยีนแอมิโล 
มอลเทสขนาด 1.5 กิโลเบส  จึงตัดแถบดีเอ็นเอน้ี เพ่ือ 
 

 
 

รูปท่ี 2 ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของ
ยีนแอมิโลมอลเทส 
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สกัดดีเอ็นเอดวยชุด QIAquick Gel Extraction kit 
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ EcoRI 
จากน้ันจึงเช่ือมช้ินดีเอ็นเอ 1.5 กิโลเบส ของยีนแอมิ
โลมอลเทสเขากับพลาสมิด pET-17b ดวยเอนไซม T4 
DNA ligase และเคล่ือนรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
(pAMY17b) เขาสูเซลลใหอาศัย E. coli BL21 (DE3) 
ดวยวิธี heat shock ผลการทดลองไดรีคอมบิแนนท
เซลลจํานวน 100-200 โคโลนี สุมเลือกรีคอมบิแนนท
เซลล จํานวน 24 โคโลนี มาสกัดพลาสมิดพบวามี
เพียง 4 รีคอมบิแนนทเซลล ที่มีขนาดรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดประมาณ 4.8 กิโลเบส ตามที่ตองการ ไดแก 
รีคอมบิแนนทพลาสมิดหมายเลข 1-5, 1-11, 2-2 และ 
2-5 ดังน้ันจึงตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทสของท้ัง 4 รีคอมบิแนนทเซลล ดวยการวัด
กิจกรรม disproportionation ของเอนไซม และหา
ปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford assay ผลการทดลอง
พบวารีคอมบิแนนทเซลลหมายเลข 2-5 ใหคา specific 
activity (8.1 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) สูงสุดที่การ
เหน่ียวนําการเล้ียงเซลลดวย IPTG ความเขมขน 0.5 
มิลลิโมลาร เปนเวลา 6 ช่ัวโมง (รูปที่ 3) 

 

 
 

รูปท่ี 3  การแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3) No. 2-5 หลังจากการเหน่ียวนํา
ดวย 0.5 มิลลิโมลาร IPTG ที่เวลาตางๆ 

 
3.4 การผลิตเอนไซมแอมิโลมอลเทสชนิด

หยาบ 
นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดหมายเลข 2-5 

มาเลี้ยงในอาหารเล้ียงเช้ือต้ังตน LB ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ประกอบดวยแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร เขยาเช้ือที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 37 oซ เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จึงดูดเช้ือต้ังตน 

1% ใสในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB (pH 7.2) ที่
ประกอบดวยแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในขวดทดลอง 
(erlenmeyer flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 7 
ขวด เขยาในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 oซ 
ความเร็ว 250 รอบตอนาที จนเช้ือเจริญเขาสูชวง
ทวีคูณ (log phase) คือวัดคาความขุนของนํ้าเล้ียงเช้ือที่
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ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดประมาณ 0.4-0.5 
หนวย จึงเติม IPTG ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร และ
เล้ียงเซลลตอไปเปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง ปนเก็บเซลล 
ลางเซลล และทําใหเซลลแตกดวยการใชคล่ืนเสียง
ความถ่ีสูง ปนแยกเอนไซมชนิดหยาบออกจากเศษ
เซลลที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที 1 ช่ัวโมง และ
ตรวจวัดกิจกรรม disproportionation ของเอนไซมได 
275 ยูนิต/มล.  

3.5 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทส 

นําเอนไซมชนิดหยาบท่ีผลิตขึ้นมาศึกษา
หาคาพีเอช อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา 
และความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิสูง จากผลการ
ทดลองพบวากิจกรรมการทํางานของเอนไซมแอมิโล 
มอสเทสสูงที่สุดที่พีเอชเทากับ 9 และอุณหภูมิเทากับ 
70oซ เมื่อทดสอบความเสถียรของเอนไซมดวยการบม
เอนไซมทิ้งไวที่อุณหภูมิตางๆ นาน 1 ช่ัวโมง กอนวัด
กิจกรรมการทํางานของเอนไซม พบวาหลังจากบม
เอนไซมทิ้งไว 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 

oซ กิจกรรมการทํางานของเอนไซมแอมิโลมอสเทส 
ยังเปน 100 เปอรเซ็นต แตพบวาเมื่อบมเอนไซมทิ้งไว  
 

 
 

รูปท่ี 4 ผลกระทบของอุณหภูมิตอเสถียรภาพของ
เอนไซมแอมิโลมอลเทส  
(*disproportionation activity) 

1 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ  80, 90 และ  100oซ  กอนวัด
กิจกรรมการทํางานของเอนไซม พบวาเสถียรภาพการ
ทํางานของเอนไซมลดลง 5, 24 และ 83 เปอรเซ็นต 
ตาม ลําดับ (รูปที่ 4)   

3.6 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต     
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 

ผลการศึกษาถึงอิทธิพลของปจจัยตางๆ 
ตอการผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ ไดแก ชนิด
ของแปง ความเขมขนของสับสเตรท ปริมาณ (ยูนิต) 
ของเอนไซม เวลา และอุณหภูมิในการบมปฏิกิริยา 
พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไซโคลเดกซทริน
ชนิดวงใหญอยูที่การบมเอนไซมที่ 64 ยูนิต (วัดจาก 
disproportionation activity assay) กับ 2% (w/v) แปง
ถ่ัว (pea starch) ที่อุณหภูมิ 70oซ พีเอช 9.0 เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง และเมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญที่สังเคราะหขึ้นภายใตสภาวะที่
เหมาะสมดวยเครื่อง HPAEC-PAD (รูปที่ 5) พบวา
เอนไซมแอมิ โลมอลเทสสามารถเร งปฏิ กิริ ย า 
cyclization เพ่ือผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ
ต้ังแต CD23 ขึ้นไป โดยพบวาไดผลิตภัณฑ CD28 ใน
ปริมาณสูงที่สุด จากน้ันจึงแยกเก็บผลิตภัณฑไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญในแตละขนาดเพื่อนําไป
ประยุกตใชกับสารอินทรียหรือสารอนินทรีย (guest 
molecule) ที่มีขนาดพอเหมาะกับโพรง 
 

4. วิจารณผลการศึกษา 
ดวยเหตุที่ผลิตภัณฑไซโคลเดกซทรินชนิด

วงใหญมีบทบาทสําคัญในการนําไปประยุกตใชทาง
เภสัชศาสตร อาหาร และเทคโนโลยีชีวภาพ [23] 
ดังนั ้น เอนไซม แอม ิโลมอลเทสที ่สามารถผลิต       
ไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญจึงไดรับความสนใจ
อยางยิ่ง โดยมีนักวิจัยหลายกลุมพยายามจะโคลนยีน 
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รูปท่ี 5  การแสดงออกของยีนแอมิโลมอลเทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3) No. 2-5 หลังจากการเหน่ียวนํา
ดวย 0.5 มิลลิโมลาร IPTG ที่เวลาตางๆ 

 
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 โดยมีเพียงเอนไซมแอมิโลมอลเทส
จากแบคทีเรีย Thermus aquaticus ATCC 33923 และ  
Aquifex aeolicus เทาน้ัน ที่มีการพิสูจนแลววา
สามารถผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญได 
อยางไรก็ตามขนาดยีนแอมิโลมอลเทสจากแหลง
ผลิตที่แตกตางกันจะมีขนาดแตกตางกัน ยกตัวอยาง
เชน ยีนแอมิโลมอลเทสในกลุมแบคทีเรียทนรอน 
Thermus sp. สวนใหญจะมียีนขนาด 1,503 คูเบส 
แปลเปนกรดอะมิโนได 500 ตัว [13,20] ในขณะที่ยีน
แอมิโลมอลเทสจากกลุมแบคทีเรียจําพวกที ่ชอบ
อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic bacteria) เชน  

Corynebacterium glutamicum หรือ Escherichia coli  
มีย ีนขนาดที ่ใหญมากกวาประมาณ 2,121 คู เบส 
แปลเปนกรดอะมิโนได 706 ตัว [10,24] สวนกลุม
แบคทีเรียทนรอนสูง (hyperthermophilic bacteria) 
เชน Pyrobaculum aerophilum IM2 [14] มียีนขนาด 
1,407 คู เบส แปลเปนกรดอะมิโนได 468 ตัว และ 
Aquifex aeolicus [2] มียีนขนาด 1,458 คูเบส แปล
เปนกรดอะมิโนได 485 ตัว สําหรับยีนแอมิโลมอล
เทสที่คัดแยกโดยตรงจากดินของบอนํ้าพุรอนบาน
หนองครกในการทดลองน้ีมีขนาดยีน 1,503 คูเบส 
แปลเปนกรดอะมิโนได 500 ตัว เมื ่อเปรียบเทียบ
เปอรเซ ็นตความเหมือนพบวามีความเหมือนกับ
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก 
Thermus thermophillus ATCC 33923 รอยละ 99 [13] 
มีความเหมือนกับเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก 
Thermus aquaticus YT-1 รอยละ 86 [20] และ
เหมือนกับเอนไซมแอมิโลมอลเทสจาก  Thermus 
scotoductus รอยละ 81 [25] ตามลําดับ 
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เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนแอมิโลมอล
เทสในงานวิจัยน้ี พบวารีคอมบิแนนทยีนที่โคลนได
ขาดโปรโมเตอรของตัวเอง ดังนั้นการแสดงออก
ของยีนจึงขึ้นกับ T7 โปรโมเตอรบน pET-17b โดย 
ทั่วไประบบ pET-17b หรือ pET ตัวอื่นๆ เปนระบบ
ที่ใชกันอยางกวางขวางในปจจุบันสําหรับการผลิต
โปรตีนใน E. coli เน่ืองจากระบบน้ีสามารถผลิต
โปรตีนไดในปริมาณมาก ระบบมีความจําเพาะและ
งายตอการควบคุม จัดเปนระบบ indirect induction 
น่ันคือตองมีการเหน่ียวนําการแสดงออกของยีนดวย
ตัวเหน่ียวนํา IPTG โดย IPTG จะเหน่ียวนําการ
แสดงออกของยีน 2 ยีน คือ เหน่ียวนําการสราง T7 
RNA polymerase ของเซลลเจาบาน E. coli  และ
เหน่ียวนําการสรางโปรตีนที่ตองการของยีนที่ถูก
โคลนเขาไปในดีเอ็นเอพาหะ pET เมื่อ T7 RNA 
polymerase จับที่ T7 promoterโดยปราศจากการ
ขัดขวางของโปรตีน repressor ที่ lacO การแสดงออก
ของยีนจึงเกิดขึ้นได ดังน้ันปริมาณความเขมขนของ 
IPTG ที่ใชจึงเปนเรื่องสําคัญที่ตองใชในปริมาณท่ี
เหมาะสม และโดยทั่วไปสภาวะการเหนี่ยวนําของยีน
จะดีที่สุดเมื่อ เซลลรีคอมบิแนนทอยู ในชวง  log 
growth phase (A600 = 0.4-0.5) ซึ่งสวนใหญจะอยู
ประมาณ 2 ช่ัวโมง ภายหลังจากการเล้ียงเซลล โดย
สภาวะการเหน่ียวนําที่เหมาะสมท่ีสุดของยีนแอมิ
โลมอลเทสในการทดลองน้ี พบวาอยูที่ความเขมขม 
IPTG 0.5 มิลลิโมลลาร และระยะเวลาการเหน่ียวนํา  
6  ช่ัวโมง โดยทั่วไป Escherichia coli BL21(DE3) 
เปนเซลลเจาบานปกติ ที่มีการใชสําหรับการแสดง 
ออกของยีนแอมิโลมอลเทสจากแหลงตางๆ [2,11,13, 
24] มากมาย อยางไรก็ตามการแสดงออกของยีนแอมิ
โลมอลเทสสามารถทําไดในเซลลเจาบานอื่นๆ เชน 
Bacillus subtilis [26,27] แตพบวาการแสดงออกของ

ยีนแอมิโลมอลเทสใน Bacillus subtilis อยูในระดับที่
ตํ่ามากเมื่อเทียบกับ Escherichia coli BL21(DE3) 
ดังน้ันในการโคลนยีนแอมิโลมอลเทสในระบบ pET 
vector จึงนิยมใช Escherichia coli BL21(DE3) เปน
เซลลเจาบานมากกวา 

การศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมแอมิโล 
มอลเทสจากตัวอยางดินที่เก็บจากบอนํ้าพุรอนบาน
หนองครก ประเทศไทย พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
กิจกรรม disproportionation ของเอนไซมอยูที่ 70oซ 
โดยกิจกรรมการทํางานของเอนไซมเริ่มสูญเสียเมื่อ
บมเอนไซมทิ้งไว 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 80 oซ ขึ้นไป 
ดังน้ันผลที่ไดจากการทดลองสามารถอางไดว า
เอนไซมแอมิโลมอลเทสในการทดลองน้ีจัดเปน
เอนไซมทนรอน (thermostable enzyme) และการ
อางอิงจากรายงานอื่นๆ พบวาเอนไซมแอมิโลมอล
เทสทนรอนจากแบคทีเรียสายพันธุทนรอน (thermo-
philic bacteria) สายพันธุอื่นๆ เชน Thermus 
aquaticus ATCC 33923 [13] และ Thermotoga 
maritime [28] มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมที่ 75 และ 70oซ ตามลําดับ และ
สามารถทนรอนไดดีที่อุณหภูมิสูงถึง 85 oซ สําหรับคา
พีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรม disproportionation ของ
เอนไซมอยูที่พีเอช 9.0 ซึ่งเปนคาพีเอชที่คอนขางสูง
กวาแบคทีเรียสายพันธุอื่น เชน Thermus aquaticus 
ATCC 33923 [13] มีพีเอชที่เหมาะสมท่ี 5.5-6.0 E. 
coli IFO3806 [29] มีพีเอชเหมาะสมท่ี 6.5 แตอยางไร
ก็ตามยังมีพวกกลุมแบคทีเรียทนเบส (alkali bacteria) 
เชน Pseudomonas stutzeri [30] และ Thermotoga 
maritime [28] สามารถผลิตเอนไซมแอมิโลมอลเทส
ทนเบสท่ีทํางานไดดีที่พีเอชสูงขึ้นถึง 7.7 และ 8.0 
ตามลําดับ   
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เอนไซมแอมิโลมอลเทสนอกจากเรงปฏิกิริยา 
disproportionation แล ว  เ อนไซม ยั ง เ ร งป ฏิ กิริ ย า 
cyclization เพ่ือผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ 
โดยการผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญทั้งชนิด 
(CD-LRs) และปริมาณ (peak area) ของไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญที่ผลิตขึ้นอยูกับหลายๆ ปจจัย ไดแก  
ชนิดของสารต้ังตนแปง ความเขมขนของสารต้ังตน 
ความเขมขนของเอนไซม  ระยะเวลาในการบม
เอนไซมกับสารต้ังตน และอุณหภูมิที่ใชในการบม
ปฏิกิริยา  โดยผลการทดลองพบวาแปงที่มีองค 
ประกอบของเปอรเซ็นตแอมิโลส (amylose; α-1,4-
glucan) สูงจะใหผลผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวง
ใหญสูงกวาแปงที่มีองคประกอบของเปอรเซ็นตแอ
มิโลเพกติน (amylopectin; α-1,4 และ α-1,6-glucan) 
สูง นอกจากน้ียังพบวายิ่งเพ่ิมปริมาณความเขมขนของ
สารต้ังตนและเอนไซมปริมาณของผลิตภัณฑไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญที่ไดจะสูงขึ้น และเอนไซม   
แอมิโลมอลเทสจากงานวิจัยในครั้งน้ีผลิตไซโคล
เดกซทรินชนิดวงใหญไดดีที่สุดที่อุณภูมิ 70oซ การ
เพ่ิมอุณหภูมิเปนการสงถายพลังงานใหแกโมเลกุล
ของเอนไซมทําใหมีพลังงานมากพอท่ีจะขาม energy 
barrier ทําใหการเรงปฏิกิริยาประสบผลสําเร็จ   
สามารถเปล่ียนสารต้ังตนแปงเปนไซโคลเดกซทริน
ชนิดวงใหญไดดวยคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม แต
ถาอุณหภูมิที่สูงเกินไปจะสงผลใหโครงสรางเอนไซม
เสียสภาพทําใหการทํางานของเอนไซมสูญเสียไป 
โดยสรุปสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไซโคลเดกซ
ทรินชนิดวงใหญของเอนไซมน้ี คือ การบมเอนไซม 
64 ยูนิต กับ 2 % (w/v) pea starch substrate ที่อุณหภูมิ  
70oซ พีเอช 7.0 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสทนรอนจากตัวอยางดินที่เก็บจากบอนํ้าพุ
รอนบานหนองครกน้ีใหผลิตภัณฑไซโคลเดกซทริน

ชนิดวงใหญขนาด DP เทากับ 23 ขึ้นไป โดยผลิต 
CD28 ในปริมาณสูงที่สุด ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม
ที่สุดจากการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก Thermus aquaticus ATCC 33923 
[13]  พบวาผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญที่มี
ขนาดเล็กกวา คือต้ังแต CD17 ขึ้นไป แตทั้งน้ีก็มีความ
เปนไปไดวาเอนไซมแอมิโลมอลเทสทนรอนในการ
ทดลองนี้สามารถผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญที่
มีขนาดเล็กกวา CD23 ไดแตก็มีปริมาณที่คอนขาง
นอย (รูปที่ 5) 
 

5. สรุปผลการศึกษา 
เทคนิค genetic-based screening นําไปสูการ

คนพบยีนแอมิโลมอลเทสตัวใหมจากดีเอ็นเอของ
แบคทีเรียที่ปนอยูในแหลงดินตามธรรมชาติ โดยยีน
แอมิโลมอลเทสท่ีคนพบมีขนาด 1,503 คูเบส แปล
รหัสเปนกรดอะมิโนได 500 ตัว ลําดับกรดอะมิโนที่
ไดน้ีมีความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม
แอมิโลมอลเทสจาก Thermus thermophillus ATCC 
33923 มากที่สุด แตเมื่อศึกษาลักษณะสมบัติทาง
ชีวเคมีของเอนไซมแอมิโลมอลเทสจากการทดลองน้ี 
พบว า มี ห ล า ย ลั ก ษณะแตกต า ง จ า ก  Thermus 
thermophillus ATCC 33923 และเอนไซมแอมิโลมอล
เทสจากแหลงอื่นๆ ที่เคยมีรายงานไว เชน คาพีเอช คา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม และ
ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนแปงไป
เปนไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญ โดยเอนไซมแอมิ
โลมอลเทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3)  
สามารถสังเคราะหไซโคลเดกซทรินขนาดต้ังแต 
CD23 ขึ้นไป และจากลักษณะจําเพาะเหลาน้ีของ
เอนไซมจึงสามารถสรุปไดวาเอนไซมแอมิโลมอล
เทสจาก pAMY17b E. coli BL21(DE3) น้ีเปน
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เอนไซมแอมิโลมอลเทสทนรอนตัวใหมที่สามารถ
ผลิตไซโคลเดกซทรินชนิดวงใหญที่อุณหภูมิสูงได 
 

6. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนจากกองทุนวิจัย

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ประจําป 2554 คณะผูวิจัย
ขอขอบคุณทางมหาวิทยาลัยที่ใหทุนวิจัยในครั้งน้ี 
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