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GRAPHICAL ABSTRACT ABSTRACT
Rutin, a bioflavonoid with beneficial properties, suffers from 

poor water solubility and low stability, leading to inadequate 
gastrointestinal absorption. To overcome these limitations, the synthesis 
of rutin glycosides with improved solubility and stability was investigated 
using cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) and amylomaltase 
(AMase). This study aimed to identify the most effective enzyme for 
catalyzing the transglycosylation reaction. CGTase, derived from 
recombinant p19bBC in Escherichia coli BL21 (DE3), was produced by 

shaking incubation at 250 rpm and 37°C for 24 hours, with an IPTG concentration of 0.2 mM. The CGTase was purified by starch adsorption, 
which increased the enzyme purity 5-fold with a specific activity of 4,530 U/mg, a 73% yield, and a molecular weight of 72 kDa. Similarly, 
AMase was produced from recombinant p19bAMY in E. coli BL21 (DE3) under the same incubation conditions, with an IPTG concentration of 
0.8 mM. The enzyme was purified using HisTrap FF column, resulting in a 56-fold increase in purity, a specific activity of 391 U/mg, a 51% 
yield, and a molecular weight of 60 kDa. Thin-layer chromatography (TLC) analysis of the transglycosylation reactions revealed that CGTase 
catalyzed the formation of four distinct rutin glycosides (RG

1
-RG

4
) when beta-cyclodextrin was used as the glycosyl donor. In contrast, AMase 

did not catalyze the formation of any rutin derivatives. Therefore, CGTase is considered a promising enzyme for the synthesis of rutin glycosides.
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คำ�สำ�คัญ บทคัดย่อ

ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิล
ทรานสเฟอเรส (CGTase); 
แอมิิโลมอลเทส (AMase); 
รููติิน; 
รููติินไกลโคไซด์์; 
ทรานส์์ไกลโคซิิเลชััน 

รููติินเป็็นไบโอฟลาโวนอยด์์ที่่�มีีประโยชน์์ แต่่ละลายน้้ำและเสถีียรภาพต่่ำทำให้้ดููดซึึมในทางเดิินอาหารได้้ไม่่ดีี 
การศึึกษานี้้�จึึงได้้สัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์ที่่�ละลายน้้ำและเสถีียรขึ้้�นด้้วยเอนไซม์์ CGTase และ AMase  และเพื่่�อค้้นหา
เอนไซม์์ที่่�เหมาะสม  CGTase จาก E. coli BL21 (p19bBC) ผลิิตโดยเขย่่าเชื้้�อที่่� 250 rpm 37°C 24 ชั่่�วโมง ใช้้ IPTG 0.2 
มิิลลิิโมลาร์์และทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�ด้วยวิิธีีดููดซัับด้้วยแป้้ง พบว่่ามีีความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 5 เท่่า มี กิิจกรรมจำเพาะของ
เอนไซม์์ 4,530 หน่่วยต่่อมิิลลิิกรััม ให้้ผลผลิิต 73% น้้ำหนัักโมเลกุุล 72 กิิโลดาลตััน   ในขณะที่่�การผลิิตเอนไซม์์ AMase 
จาก E. coli  BL21 (p19bAMY) เขย่่าเชื้้�อที่่� 250 rpm 37°C 24 ชั่่�วโมง ใช้้ IPTG 0.8 มิิลลิิโมลาร์์ ทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�
ด้้วยคอลััมน์์ HisTrap FF พบว่่าเอนไซม์์มีีความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 56 เท่่า มี กิิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์์ 391 หน่่วยต่่อ
มิิลลิิกรััม ให้้ผลผลิิต 51% น้้ำหนัักโมเลกุุล 60 กิิโลดาลตััน   การวิิเคราะห์์ปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันด้้วย TLC แสดง
ให้เ้ห็น็ว่า่เอนไซม์์ CGTase สามารถเร่ง่ปฏิิกิริิยิาการสร้้างรููตินิไกลโคไซด์์ที่่�แตกต่่างกัันสี่่�ชนิิด (RG

1
-RG

4
) เมื่่�อใช้เ้บต้้า-ไซโคล

เดกซ์ท์รินิเป็็นตััวให้้หมู่่�ไกลโคไซด์ ์ ในขณะที่่�ปฏิกิิริิยิาของเอนไซม์ ์AMase ไม่ส่ามารถสังัเคราะห์อ์นุพุันัธ์ข์องรูตูินิได้ ้ดังันั้้�น 
เอนไซม์์ CGTase จึึงเป็็นเอนไซม์์หนึ่่�งที่่�สามารถนำมาประยุุกต์์ใช้้สำหรัับสัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์ได้้
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1. บทนำ
รูตูินิ (Rutin, 3,3′,4′,5,7-pentahydroxyflavone

-3-rhamnoglucoside) เป็็นฟลาโวนอลไกลโคไซด์ท์ี่่�เกิดิ

จากการรวมกัันของเควอซิิติินและน้้ำตาลรููติิโนส ที่่�

บริิเวณตำแหน่่ง OH-3 ของเควอซิิติิน พบในผัักและผล

ไม้้หลายชนิิด โดยเฉพาะบััควีีท แอปริิคอต เชอร์์รี่่�  องุ่่�น 

เกรปฟรุุต พลััม ชาเขีียว และส้้ม [1] รู ูติินมีีฤทธิ์์�ทาง

เภสััชวิิทยาที่่�หลากหลาย เช่่น ฤทธิ์์�ต้านอนุุมููลอิิสระ 

ป้้องกัันหลอดเลืือด ต้ ้านมะเร็็ง ป้ ้องกัันระบบประสาท 

ต้้านแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา [2] อย่่างไรก็็ตาม รููติินมีีความ

สามารถในการละลายน้้ำและความเสถีียรต่่ำ ทำให้้การ

ดูดูซึึมในระบบย่อ่ยอาหารไม่ด่ีเีท่า่ที่่�ควร เป็็นเหตุใุห้ม้ีขี้อ้

จำกััดในการนำไปใช้้ประโยชน์์ด้้านอาหารและยา [3]  มีี

รายงานการศึึกษาหลายชิ้้�นที่่�มีจุุดประสงค์์ในการเพิ่่�ม

ความสามารถในการละลายน้้ำและประสิิทธิภิาพของรููตินิ 

เช่่น การห่่อหุ้้�มรููติินด้้วยไขมัันที่่�มีโครงสร้้างระดัับนาโน 

[4] การห่่อหุ้้�มรููติินด้้วยเบต้้า-ไซโคลเดกซ์์ทริิน [5] และ

การสัังเคราะห์์อนุุพัันธ์์ของรููติินโดยอาศััยปฏิิกิิริิยาไกล

โคซิิ เลชัันของเอนไซม์์ไซโคลเดกซ์์ทริินกลููคาโน

ทรานสเฟอเรสจาก Geobacillus sp. [6] เป็น็ต้น้   รูตูินิ

ไกลโคไซด์์ (Rutin glycosides, RGs) เป็็นอนุุพัันธ์์ของ

รูตูินิ มีปีระโยชน์แ์ละมีคีวามน่า่สนใจในหลาย ๆ  ด้า้นเมื่่�อ

เปรีียบเทียีบกับัรูตูินิ เช่น่ ความสามารถในการละลายน้ำำ��: 

รูตูินิปกติมิีคีวามสามารถในการละลายน้้ำต่ำ่ การเปลี่่�ยน

เป็็นรููติินไกลโคไซด์์ช่่วยให้้ละลายน้้ำได้้ดีีขึ้้�น ทำให้้มีี

ศัักยภาพสููงขึ้้�นในการนำไปใช้้งานด้้านเภสััชกรรม และ

อุุตสาหกรรมอาหารในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารและเครื่่�อง

ดื่่�ม  โดยการละลายของสารที่่�ดีีเป็็นปััจจััยหนึ่่�งทางเภสััช

จลนศาสตร์์ (Pharmacokinetics) ที่่�จะช่่วยให้้ยาดููดซึึม

เข้้าร่่างกาย (Drug absorption) ได้้ดีียิ่่�งขึ้้�น, ด้้านการ

เสริมิฤทธิ์์�ทางชีวีภาพของรููตินิ: การเติมิหมู่่�ไกลโคไซด์์ช่่วย

เพิ่่�มเสถีียรภาพของรููตินิในสภาพแวดล้อ้มที่่�เป็น็กรด เช่น่ 

ระบบทางเดิินอาหาร เป็็นต้้น, ด้้านอุุตสาหกรรมยาและ

เครื่่�องสำำ�อาง: รู ติินไกลโคไซด์์สามารถนำไปใช้้เป็็นสาร

ต้้านอนุุมููลอิิสระในเครื่่�องสำอาง หรืือเป็็นส่่วนผสมในยา

ที่่�ช่ว่ยเสริมิสุุขภาพหลอดเลือืด ต้านการอักัเสบ เสริมิฤทธิ์์�

การดููดซึึมวิิตามิินซีี และช่่วยลดระดัับน้้ำตาลในเลืือด 

(Potential anti-diabetic effect) [2, 6, 7]

ปฏิิกิิริิยาไกลโคซิิเลชัันของเอนไซม์์โดยการถ่่าย

โอนหน่่วยไกลโคซิิลจากตััวให้้ไปยัังตััวรัับทำให้้เกิิด

ผลิิตภััณฑ์์ใหม่่ เป็็นอีีกหนึ่่�งวิิธีีที่่�มีีศัักยภาพในการเพิ่่�ม

ความสามารถในการละลาย การดููดซึึมและความคงตััว

ของสารประกอบทางชีีวภาพหลายชนิิด [7] ปฏิกิิริิยิาของ

เอนไซม์์มีีข้้อดีีกว่่าปฏิิกิิริิยาทางเคมีี เนื่่�องจากมีีความ

จำเพาะและความเสถีียรสูงู มีคีวามเป็็นพิษิและต้น้ทุนุต่ำ่ 

[8] โดยเอนไซม์ต์่า่งชนิดิกันัจะมีคีวามจำเพาะต่อ่ตำแหน่่

งทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันของโมเลกุุลตััวรัับแตกต่่างกััน นำ

ไปสู่่�ผลิิตภััณฑ์์ไกลโคซิิเลตที่่�หลากหลายซึ่่�งทำงานได้้

แตกต่่างกััน โดยเฉพาะเอนไซม์์ในกลุ่่�มไกลโคซิิล

ทรานสเฟอเรส เช่่น เอนไซม์์ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิล

ทรานสเฟอเรส (CGTase, EC 2.4.1.19) และเอนไซม์์

แอมิิโลมอลเทส (AMase, EC 2.4.1.25) ซึ่ �งสามารถ

เร่่งปฏิิกิิริิยาได้้ 4 รููปแบบ ได้้แก่่ Disproportionation, 

Cyc l i zat ion ,  Coupl ing  และ Hydrolys i s 

ดัังรายละเอีียดต่่อไปนี้้� (A) Disproportionation: เร่่ง

ปฏิิกิิริิยาไฮโดรไลซิิสพัันธะไกลโคซิิดิิกบริิเวณ α-1,4-D-

glucan ในโมเลกุุลตััวให้้แล้้วถ่่ายโอนไปยัังตััวรัับ (B) 

Cyclization: เร่่งปฏิิกิิริิยาโยกย้้ายหมู่่�น้้ำตาล D-glucan 

ภายในโมเลกุุลของ α-1,4-glucan ชนิิดเดีียวกััน ทำให้้

เกิดิผลิิตภัณัฑ์์ไซโคลเดกซ์์ทรินิชนิิดวงใหญ่่ (Cyclodextrin, 

CD) (C) Coupling: เร่่งปฏิิกิิริิยาผัันกลัับของปฏิิกิิริิยา 

Cyclization โดยไซโคลเดกซ์์ทริินจะถููกแยกออกและ

ถ่า่ยโอนไปยัังโมเลกุุลของตััวรับั เกิดิเป็็นโอลิิโกแซ็ก็คาไรด์์

สายตรง (D) Hydrolysis: เร่่งปฏิิกิิริิยาสลายพัันธะ 

α-1,4-D-glucan ของสารตั้้�งต้น้ด้ว้ยน้้ำ [9] แม้ว้่า่เอนไซม์์

ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิลทรานสเฟอเรสและเอนไซม์์

แอมิิโลมอลเทสจะกระตุ้้�นปฏิิกิริิยิาที่่�คล้้ายกััน แต่เ่อนไซม์์

ทั้้�งสองชนิิดมีีโครงสร้้าง หน้้าที่่�และปฏิิกิิริิยาหลัักที่่�

แตกต่่างกััน โดยเอนไซม์์ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิล

ทรานสเฟอเรสสามารถเร่่งปฏิิกิิริิยาทั้้�ง 4 รู ูปแบบ
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ได้้เท่่า ๆ กั น ในขณะที่่�เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสเร่่ง

ปฏิิกิิริิยา Dispropotionation และ Cyclization เป็็น

ปฏิิกิิริิยาหลััก 

เอนไซม์ไ์ซโคลเดกซ์ท์รินิไกลโคซิลิทรานสเฟอเรส 

จัดัเป็น็พวกเอนไซม์น์อกเซลล์ ์(Extracellular enzyme) 

ในกลุ่่�ม 4-α-glucanotransferase จาก Family GH77 

พบมากใน Bacillus sp. เอนไซม์์นี้้�มีกีารใช้ง้านอย่่างแพร่่

หลาย เนื่่�องจากความสามารถในการสัังเคราะห์์ไซโคลเดก

ซ์์ทริินและผลิิตภััณฑ์์ทรานส์์ไกลโคซิิเลต [10] ซึ่ �งมีี

รายงานการวิิจััยที่่�มีีการประยุุกต์์ใช้้ปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกล

โคซิิเลชัันของเอนไซม์์ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิล

ทรานสเฟอเรสในการสังัเคราะห์ไ์กลโคไซด์ท์ี่่�น่า่สนใจ เช่น่ 

การสัังเคราะห์์อนุุพัันธ์์ของเจนิิสติินกลููโคไซด์์โดยใช้้

เอนไซม์์ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิลทรานสเฟอเรสจาก 

Paenibacillus macerans ทำให้้ความสามารถในการ

ละลายน้้ำและความเสถีียรดีีขึ้้�น [11] การสัังเคราะห์์

แมนจิิเฟริินกลููโคไซด์์เพื่่�อเพิ่่�มความสามารถในการ

ละลายน้้ำและคุุณสมบััติติ้า้นอนุุมูลูอิิสระของแมนจิิเฟริน

โดยใช้้เอนไซม์์ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิลทรานสเฟอเรส

จาก Thermoanaerobacter sp. [12] เป็น็ต้้น  ในขณะ

ที่่�เอนไซม์์แอมิิโลมอลเทส เป็็นเอนไซม์์ภายในเซลล์์

ในกลุ่่�ม 4-α-glucanotransferase จาก Family GH13 

มีีความสามารถในการดััดแปรแป้้งและการใช้้งานทาง

ชีวีภาพที่่�หลากหลายทำให้เ้ป็น็ที่่�น่า่สนใจในอุตุสาหกรรม 

เช่่น การสัังเคราะห์์สารทดแทนน้้ำตาล การผลิิตเจลแป้้ง

ที่่�ทนความร้้อน (Thermoreversible gel) การสัังเคราะห์์

ไซโคลอะไมโลสและการสังัเคราะห์ผ์ลิติภัณัฑ์ท์รานส์ไ์กล

โคซิเิลต [10] มีรายงานการวิิจัยัที่่�มีกีารใช้ป้ฏิกิิริิยิาทรานส์์

ไกลโคซิิ เลชัันของเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสในการ

สัังเคราะห์์ไกลโคไซด์์ที่่�น่่าสนใจ เช่่น การสัังเคราะห์์

อััลฟ่่า- อาร์์บููติินกลููโคไซด์์ ซึ่ ่�งสามารถละลายน้้ำได้้ดีีขึ้้�น

และยัับยั้้�งเอนไซม์์ไทโรซิิเนสของมนุุษย์์แบบแข่่งขัันได้้ดีี

กว่่าสารตั้้�งต้้น [13] การสัังเคราะห์์มอลโทออลิิโกซิิล

ซูโูครสโดยเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสจาก Corynebacterium 

glutamicum ซึ่ �งมีีคุุณสมบััติิเป็็นน้้ำตาลต้้านฟัันผุุและ

สามารถนำมาใช้้ทดแทนซููโครสในอาหารหรืือผลิิตภััณฑ์์

ที่่�เกี่่�ยวข้้องได้้ [14]

สำหรัับงานวิิจััยนี้้� คณะผู้้�วิิจััยสนใจที่่�จะค้้นหา

เอนไซม์ท์ี่่�เหมาะสมในการผลิติรูตูินิไกลโคไซด์ ์ เนื่่�องจาก

ผลิิตภััณฑ์์ไกลโคไซด์์มีีความสามารถในการละลายน้้ำ 

ความเสถียีรของสาร และฤทธิ์์�ต้านอนุมุูลูอิสิระที่่�สูงกว่า่รูู

ตินิชนิดิดั้้�งเดิมิ นอกจากนี้้�ยังัมีคีวามเป็น็พิษิต่อ่เซลล์ค่์่อน

ข้้างต่่ำ [15] ดั งนั้้�น ในการศึึกษานี้้�คณะผู้้�วิจััยจึึงได้้ทำ

เอนไซม์ใ์ห้บ้ริิสุทุธิ์์� และศึึกษาลักัษณะสมบัตัิริวมถึึงความ

จำเพาะของเอนไซม์์ ไซโคลเดกซ์์ทริินไกลโคซิิล

ทรานสเฟอเรสและเอนไซม์์แอมิิโลมอลเทสต่่อการเร่่ง

ปฏิกิิริิยิา ทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันในการสัังเคราะห์์รูตูินิไกล

โคไซด์์   เพื่่�อนำความรู้้�ที่่�ได้้ไปประยุุกต์์ใช้้ในระดัับ

อุุตสาหกรรมต่่อไป 

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ
2.1 สารเคมีี วััสดุุและสายพัันธุ์์�แบคทีีเรีีย

กลููโคส (G
1
) มอลโทส (G

2
) มอลโทไตรโอส (G

3
) 

มอลโทเตตระโอส (G
4
) อั ลบููมิินในซีีรััมวััว (Bovine 

serum albumin, BSA) แอมโมเนียีมเปอร์ซั์ัลเฟต แอมพิิ

ซิิลิิน รููติิน และเบต้้า-ไซโคลเดกซ์์ทริินจากบริิษััท Sigma 

( U . S . A . )  ไ ฮ โ ป เ ปบ โ ตนจ ากบ ริิ ษัั ท  N i h on 

pharmaceutical Co., Ltd. (Japan) โซเดีียมคลอไรค์์

จากบริิษััท J.T. Baker (Malaysia)  แป้้งมัันสำปะหลััง

จ า ก บ ริิ ษัั ท  F l o -m a x™  ( N e t h e r l a n d s ) 

β-mercaptoethanol จากบริิษัทั Fluga (Switzerland) 

กรดไฮโดรคลอริิก จากบริิษััท Carlo erba reagents 

(France) เมทานอล ไอโซโพรพิิล โพแทสเซีียมได

ไฮโดรเจนฟอสเฟต ไดโพแทสเซียีมฟอสเฟต โบรโมไทมอ

ลบลููและแผ่่นโครมาโทกราฟีีแบบเยื่่�อบาง (TLC silica 

gel 60 F
254

 glass plates) จากบริิษััท Merck 

(Germany) IPTG จากบริษิัทั Vivantis (Malaysia) เอทิลิ

อะซิิเตทจากบริิษััท VWR (France) กรดซััลฟููริิกจาก

บริิษััท Carlo erba reagents (France) คอลััมน์์โครมา

โทกราฟี ีHisTrap FFTM จากบริษิัทั GE Healthcare (UK)  
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อิิมิิดาโซลจากบริิษััท USB Corporation (U.S.A.)  

Bradford reagent TEMED ไกลซีีนจากบริิษัทั Bio-Rad 

(U.S.A.)   ทริิส(ไฮดรอกซีีเมทิิล)อะมิิโนมีีเทน โซเดีียมโด

เดซิิลซััลเฟต จากบริิษััท Vivantis (U.S.A.)  กลีีเซอรอล

จากบริิษััท VWR Chemicals BDH®  (UK) และสารเคมีี

อื่่�น ๆ เกรดงานวิิเคราะห์์ (Analytical grade)

รีคีอมบิิแนนท์์ p19bBC เป็น็พลาสมิิด pET-19b 

ที่่�ประกอบด้้วยยีีนของเอนไซม์์ CGTase จาก Bacillus 

circulans A11 [16] และรีคีอมบิแินนท์ ์p19bAMY เป็น็

พลาสมิดิ pET-19b ประกอบด้ว้ยยีนีของเอนไซม์ ์AMase 

จาก Thermus sp. [17] และใช้้ E. coli สายพัันธุ์์� BL21 

(DE3) เป็็นเซลล์์เจ้้าบ้้าน

2.2 การเพาะเลี้้�ยงแบคทีีเรีียและการผลิิตเอนไซม์์จาก

แบคทีีเรีีย

2.2.1 การเลี้้�ยงเซลล์์รีีคอมบิิแนนท์์เพ่ื่�อผลิต

เอนไซม์์ CGTase

นำเซลล์์ E. coli BL21 (DE3) ที่่�มีีรีีคอมบิิแนนต์์ 

p19bBC ไปเลี้้�ยงในอาหาร Luria-Bertani pH 7.0 ที่่�

ประกอบด้้วยเปบโตน 1 เปอร์์เซ็็นต์์ ยี สต์์สกััด 0.5 

เปอร์เ์ซ็น็ต์ ์โซเดียีมคลอไรด์ ์1 เปอร์เ์ซ็น็ต์แ์ละแอมพิซิิลิินิ 

100 ไมโครกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ที่่�อุณุหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส 

เขย่่าที่่�  250 รอบต่่อนาทีี จากนั้้�นวััดการดููดกลืืนแสงที่่�

ความยาวคลื่่�น 600 นาโนเมตร เมื่่�อความขุ่่�นมีีค่่า

ประมาณ 0.4–0.6 จึึงเติิม IPTG ความเข้้มข้้น 0.2 มิิลลิิ

โมลาร์ ์เพื่่�อกระตุ้้�นการแสดงออกของยีนี และเลี้้�ยงต่อ่ไป

ที่่�สภาวะเดิิมเป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง เก็็บเซลล์์แบคทีีเรียีโดย

การปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 10,000 รอบต่อ่นาที ีที่่�อุณุหภูมูิ ิ4 องศา

เซลเซียีส เป็น็เวลา 30 นาที ีเอนไซม์์ CGTase ชนิิดหยาบ

ที่่�อยู่่�ในสารละลายใสส่่วนบนจะถููกรวบรวม เพื่่�อทำให้้

บริิสุุทธิ์์�ต่่อไป

2.2.2 การเลี้้�ยงเซลล์์รีีคอมบิิแนนท์์เพ่ื่�อผลิต

เอนไซม์์ AMase

นำเซลล์์ E. coli BL21 (DE3) ที่่�มีีรีีคอมบิิแนนต์์ 

p19bAMY ไปเลี้้�ยงในอาหารและสภาวะเดีียวกัันกัับ

เอนไซม์์ CGTase แต่่จะเติิม IPTG ที่่� ความเข้้มข้้น 0.8 

มิิลลิิโมลาร์์ และเลี้้�ยงต่่อไปที่่�สภาวะเดิิม เป็็นเวลา 4 

ชั่่�วโมง จากนั้้�นเก็็บเซลล์์แบคทีีเรีียโดยการปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 

4,750 รอบต่่อนาทีี ที่่�อุณหภููมิ ิ4 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 

30 นาทีี เทสารละลายใสด้้านบนทิ้้�ง ส่่วนตะกอนเซลล์์ที่่�

ได้้จะถููกแขวนลอยในฟอสเฟตบััฟเฟอร์์ความเข้้มข้้น 20 

มิลิลิิโมลาร์์ pH 7.5 แล้้วทำให้้เซลล์์แตกโดยเครื่่�องอััลตรา

โซนิิกโฮโมจีีไนเซอร์์ (รุ่่�น VCX130, SONIC, U.S.A.) 

เอนไซม์์ AMase ชนิิดหยาบที่่�ได้้ออกมาจะถููกรวบรวม 

เพื่่�อทำให้้บริิสุุทธิ์์�ต่่อไป

2.3 การทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�

2.3.1 การทำำ�เอนไซม์์ CGTase ให้้บริิสุุทธิ์์�

นำเอนไซม์์ที่่�ได้้ในข้้อที่่�  2.2.1 มาทำให้้บริิสุุทธิ์์�

ด้้วยการดููดซัับด้้วยแป้้ง [18] โรยแป้้งข้้าวโพดอบแห้้งลง

ในสารละลายเอนไซม์ห์ยาบ โดยให้ม้ีคีวามเข้ม้ข้น้สุดุท้า้ย

เท่่ากัับ 5% (w/v) แล้้วกวนผสมที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศา

เซลเซีียส เป็็นเวลา 3 ชั่่� วโมง จากนั้้�นนำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 

10,000 รอบต่่อนาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 20 นาทีี เทสารละลายส่่วนบนทิ้้�ง เก็็บรวบรวม

ตะกอนแป้้งเค้้ก จากนั้้�นล้้างด้้วยบััฟเฟอร์์ TB1 pH 8.5 

ที่่�ประกอบด้้วยทริิส ไฮโดรคลอไรด์์ความเข้้มข้้น 10 

มิิลลิิโมลาร์์ และแคลเซีียมคลอไรด์์ ความเข้้มข้้น 10 

มิิลลิิโมลาร์์ นำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�  10,000 รอบต่่อนาทีี 

ที่่�อุณุหภูมูิิ 4 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 20 นาที ีเทส่ว่นใส

ทิ้้�งแล้้วกวนแป้้งเค้้กผสมกัับน้้ำตาลมอลโทส ที่่�มี ความ

เข้ม้ข้น้ 0.2 โมลาร์ ์ในบัฟัเฟอร์์ TB1 ปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 10,000 

รอบต่่อนาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 20 

นาทีี เก็็บเอนไซม์์บริิสุุทธิ์์�ที่่�อยู่่�ในส่่วนสารละลายด้้านบน 

นำไปหาค่่าการทำงานของเอนไซม์์ด้้วยวิิธีี Dextrinizing 

[19] และหาปริิมาณโปรตีีนด้้วยวิิธีีของ Bradford [20] 

2.3.2 การทำำ�เอนไซม์์ AMase ให้้บริิสุุทธิ์์�

นำเอนไซม์์ที่่�ได้้จากข้้อที่่� 2.2.2 มาทำให้้บริิสุุทธิ์์�

ด้้วยคอลััมน์์ Histrap FFTM [21] เตรีียมคอลััมน์์โดยการ

ชะคอลััมน์์ด้้วยบััฟเฟอร์์ ก. (20 มิ ลลิิโมลาร์์ ฟ อสเฟต

บััฟเฟอร์์ pH 7.4 ที่่� ประกอบด้้วยโซเดีียมคลอไรด์์

ความเข้้มข้้น 0.5 โมลาร์์ กั ับอิิมิิดาโซลความเข้้มข้้น 20 
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มิิลลิิโมลาร์์) ด้ ้วยอััตราการไหล 1 มิ ิลลิิลิิตรต่่อนาทีี 

ประมาณ 5 เท่่าของปริิมาตรของคอลััมน์์ จากนั้้�นโหลด

เอนไซม์์หยาบเข้้าสู่่�คอลััมน์์ แล้้วทำการชะด้้วยบััฟเฟอร์์ 

ก. จนกระทั่่�งค่่า A
280

 เป็็นศููนย์์ ต่่อจากนั้้�นจึึงชะเอนไซม์์ 

AMase ที่่� เกาะอยู่่�กับคอลััมน์์ด้้วย บั ัฟเฟอร์์ ข. (20 

มิิลลิิโมลาร์์ ฟ อสเฟตบััฟเฟอร์์ pH 7.4 ที่่� ประกอบด้้วย 

โซเดีียมคลอไรด์์ความเข้้มข้้น 0.5 โมลาร์์ กั บอิิมิิดาโซล

ความเข้้มข้้น 500 มิ ิลลิิโมลาร์์) เก็็บเอนไซม์์ AMase 

บริสิุทุธิ์์�ที่่�ผ่านออกจากคอลััมน์์ นำไปหาค่่าการทำงานของ

เอนไซม์์ด้้วยวิิธีี Starch transglycosylation [22] และ

หาปริิมาณโปรตีีนด้้วยวิิธีีของ Bradford [20]

2.4 การวััดการทำงานของเอนไซม์์

2.4.1 การวััดการทำำ�งานของเอนไซม์์ CGTase 

ด้้วยวิิธีี Dextrinizing 

วััดการทำงานของเอนไซม์์ CGTase ตามวิิธีี 

Dextrinizing [19] ปฏิิกิิริิยาประกอบด้้วยเอนไซม์์ 

CGTase 5 ไมโครลิิตร และสารละลายน้้ำแป้้ง 0.2% 

(w/v) 150 ไมโครลิิตร ในฟอสเฟตบััฟเฟอร์์ความเข้้มข้้น 

0.2 โมลาร์ ์pH 6.0 บ่ม่ที่่�อุณุหภูมูิ ิ40 องศาเซลเซียีส เป็น็

เวลา 10 นาทีี หยุุดปฏิิกิิริิยาโดยใช้้กรดไฮโดรคลอริิก

ความเข้้มข้้น 0.2 โมลาร์์ 2 มิ ลลิิลิิตร จากนั้้�นเติิม

สารละลายไอโอดีีน ที่่�ประกอบด้้วยไอโอดีีนความเข้้มข้้น 

0.02% (w/v) ในโพแทสเซีียมไอโอไดด์์ความเข้้มข้้น 

0.2% (w/v) 0.25 มิ ลลิิลิิตร แล้้วปรัับปริิมาตรสุุดท้้าย

เป็็น 5 มิ ิลลิิลิิตรโดยใช้้น้้ำกลั่่�น นำไปวััดค่่าการดููดกลืืน

แสงที่่� 600 นาโนเมตร กำหนดให้้ 1 หน่่วยเอนไซม์์ คืือ

ปริิมาณเอนไซม์์ที่่�ส่่งผลให้้ความเข้้มของสีีน้้ำเงิินของ

สารประกอบเชิิงซ้้อนของแป้้ง-ไอโอดีีนลดลง 10 

เปอร์์เซ็็นต์์ ภายในเวลา 1 นาทีี ภายใต้้สภาวะที่่�กำหนด

2.4.2 การวััดการทำำ�งานของเอนไซม์์ AMase 

ด้้วยวิิธีี Starch transglycosylation

วััดการทำงานของเอนไซม์์ AMase ตามวิิธีี 

Starch transglycosylation [22] ปฏิกิิิริยิาประกอบด้้วย

เอนไซม์์ AMase 100 ไมโครลิิตร สารละลายน้้ำแป้้ง 

0.2% (w/v) 250 ไมโครลิิตร มอลโทส 1% (w/v) 50 

ไมโครลิิตร และ 20 มิิลลิิโมลาร์์ ฟอสเฟตบััฟเฟอร์์ PH 

7.4 600 ไมโครลิิตร บ่ ่มที่่�อุุณหภููมิิ 70 องศาเซลเซีียส 

เป็็นเวลา 10 นาทีี หยุุดปฏิิกิิริิยาโดยการต้้มเป็็นเวลา 10 

นาทีี จากนั้้�นนำสารละลายมา 100 ไมโครลิิตร ผสมกัับ

สารละลายไอโอดีีน ที่่�ประกอบด้้วยไอโอดีีนความเข้้มข้้น 

0.02% (w/v) ในโพแทสเซีียมไอโอไดด์์ความเข้้มข้้น 

0.2% (w/v) 1 มิ ิลลิิลิิตร นำไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่� 

600 นาโนเมตร กำหนดให้้ 1 หน่่วยเอนไซม์์ คืือปริิมาณ

เอนไซม์ท์ี่่�ส่ง่ผลให้ค้วามเข้ม้ของสีนี้้ำเงินิของสารประกอบ

เชิงิซ้อ้นของแป้ง้-ไอโอดีนีลดลง 1 % ภายในเวลา 1 นาทีี 

ภายใต้้สภาวะที่่�กำหนด

2.5 การวััดปริิมาณโปรตีีน

วัดัปริมิาณของโปรตีนีตามวิธิีขีอง Bradford โดย

ใช้ ้BSA เป็น็โปรตีนีมาตรฐาน [20] นำตัวัอย่า่งสารละลาย

โปรตีีน 100 ไมโครลิิตร ผสมกัับสารละลายสำหรัับ

หาความเข้ม้ข้น้ของโปรตีนี (Protein assay reagent) 1 

มิิลลิิลิิตร เขย่่าให้้ผสมกััน ตั้้�งทิ้้�งไว้้เป็็นเวลา 5 นาทีี แล้้ว

นำไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 595 นาโน

เมตร ซึ่ �งค่่าที่่�ได้้จะนำมาเทีียบหาปริิมาณโปรตีีนจาก

กราฟมาตรฐาน

2.6 เจลอิิเล็็กโทรโฟรีีซิิส

ตรวจสอบความบริิสุุทธิ์์�ของเอนไซม์์ในแต่่ละขั้้�น

ตอนของการทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยเทคนิิค Non-

denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

(Native PAGE) และตรวจสอบน้้ำหนัักโมเลกุุลของ

เอนไซม์์ด้้วยเทคนิิค Sodium dodecyl-sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

โดยเทีียบกัับขนาดของโปรตีีนมาตรฐาน [23]

2.7 ความจำเพาะของเอนไซม์์ในการสัังเคราะห์์รููติิน

ไกลโคไซด์์

การศึึกษาความจำเพาะของเอนไซม์์ที่่�เหมาะสม

ต่่อปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันในการสัังเคราะห์์รููติิน

ไกลโคไซด์์ โดยปฏิิกิิริิยาของเอนไซม์์ CGTase ประกอบ

ด้้วยเบต้้า-ไซโคลเดกซ์์ทริิน (β-CD) 1% (w/v) เป็็นสาร

ตั้้�งต้้นตััวให้้ และรููติิน 2% (w/v) เป็็นสารตั้้�งต้้นตััวรัับ 
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เร่่งปฏิิกิิริิยาด้้วย 25 µg CGTase (4 U Dextrinizing 

assay/µg protein) ในฟอสเฟตบััฟเฟอร์์ความเข้้มข้้น 

0.2 โมลาร์ ์pH 6.0 บ่ม่ที่่�อุณุหภูมูิ ิ45 องศาเซลเซียีส เป็น็

เวลา 24 ชั่่�วโมง ในขณะที่่�ปฏิิกิิริิยาของเอนไซม์์ AMase 

ประกอบด้ว้ยแป้ง้มันัสำปะหลังั 1% (w/v) เป็น็สารตั้้�งต้น้

ตััวให้้ และรููติิน 2% (w/v) เป็็นสารตั้้�งต้้นตััวรัับ เร่่ง

ปฏิิกิิริิยาด้้วย 25 µg AMase (0.4 U Starch 

transglycosylation assay/µg protein) ในฟอสเฟต

บััฟเฟอร์์ ความเข้้มข้้น 20 มิ ิลลิิโมลาร์์ pH 7.0 บ่ ่มที่่�

อุณุหภูมูิ ิ65 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง วิเิคราะห์์

ผลิติภัณัฑ์ร์ูตูินิไกลโคไซด์ท์ี่่�สังัเคราะห์ไ์ด้ด้้ว้ยเทคนิคิ TLC 

2.8 การวิเิคราะห์ผ์ลิติภัณัฑ์ร์ูตูินิไกลโคไซด์ด์้ว้ยเทคนิคิ 

Thin-layer chromatography (TLC)

ในการวิิเคราะห์์ผลิิตภััณฑ์์รููติินไกลโคไซด์์ใช้้

แผ่น่โครมาโทกราฟีแีบบเยื่่�อบาง (TLC silica gel 60 F
254 

glass plates) ขนาด 20x20 เซนติิเมตร โดยเฟส

เคลื่่�อนที่่�เป็็นสารละลายเอทิิลอะซิิเตต/กรดอะซิิติิก/น้้ำ 

อััตราส่่วน (3:1:1, v/v) เมื่่�อผลิิตภััณฑ์์เคลื่่�อนที่่�

ครบเวลาที่่�กำหนด นำแผ่่น TLC ไปจุ่่�มในละลายกรด

ซััลฟิิวริิกต่่อเมทานอล อััตราส่่วน (1:9, v/v) 2 รอบ และ

ให้้ความร้้อนที่่�  120 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 15 นาทีี 

วิิ เ ค ร า ะ ห์์ ป ริิ ม าณผลผลิิ ต ที่่�สั ั ง เ ค ร า ะ ห์์ ขึ้้� น ไ ด้้ 

(จุุดสีีน้้ำตาล/ดำ) ด้ ้วยเครื่่�องวััดความเข้้มข้้นของสีีแบบ

สแกน (Scanning densitometer) [18]

2.9 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

การทดลองต่่าง ๆ  ในงานวิิจัยันี้้� จะทำการทดลอง

ซ้้ำอย่่างน้้อย 3 ครั้้�ง ผลการทดลองที่่�ได้้แสดงเป็็นค่่า 

mean ± S.D. นำข้อ้มูลูที่่�ได้ม้าวิเิคราะห์ห์าความแตกต่า่ง

ทางสถิติิโิดยใช้โ้ปรแกรม T-test (GraphPad software)   

กำหนดให้้ P < 0.05 แสดงถึึงความแตกต่่างอย่่างมีีนััย

สำคััญระหว่่างก่่อนและหลัังการทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�

3. ผลการศึึกษาและวิิจารณ์์
3.1 การผลิิตและการทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�

3.1.1 การผลิตและการทำำ�เอนไซม์์ CGTase 

ให้้บริิสุุทธิ์์�

ผลการผลิิตและการทำให้้เอนไซม์์ CGTase 

บริิสุุทธิ์์�พบว่่า เอนไซม์์ CGTase ชนิิดหยาบมีีค่่ากิิจกรรม

จำเพาะเท่า่กับั 921 ยูนูิติต่อ่มิลิลิกิรัมัโปรตีนี หลัังจากนั้้�น

ทำให้้เอนไซม์์บริิสุุทธิ์์�ด้้วยวิิธีีการดููดซัับด้้วยแป้้ง พบว่่า 

เอนไซม์์ CGTase มี ีความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 5 เท่่าและให้้

ผลผลิิต 73% มีีค่่ากิิจกรรมจำเพาะเท่่ากัับ 4,530 ยููนิิต

ต่่อมิิลลิิกรััมโปรตีีน (Table 1) จากการศึึกษาก่่อนหน้้า 

พบว่่าเอนไซม์์ CGTase จาก Microbacterium terrae 

KNR 9 สามารถทำให้้บริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 50 เท่่า โดยให้้

ผลผลิิต 33% ด้ วยวิิธีีตกตะกอนด้้วยแอมโมเนีียมเปอร์์

ซััลเฟตก่่อนการดููดซัับด้้วยแป้้ง [24] และเอนไซม์์ 

CGTase จาก Paenibacillus sp. RB01 สามารถทำให้้

บริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 34 เท่่า โดยให้้ผลผลิิต 31% ด้้วยวิิธีีการ

ดููดซัับด้้วยแป้้ง [25] นอกจากนี้้�  การกรองแบบ 

ultrafiltration ก่อนทำการดููดซับัด้ว้ยแป้้ง สามารถทำให้้

เอนไซม์์ CGTase จาก B. pseudalcaliphilus 8SB 

บริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 5.2 เท่่า โดยให้้ผลผลิิต 62.4% [26] เมื่่�อ

เปรียีบเทียีบจากรายงานวิจิัยัต่า่ง ๆ  จะเห็น็ว่า่ วิธิีกีารดูดู

ซัับด้้วยแป้้งเป็็นขั้้�นตอนที่่�มีีประสิิทธิิภาพในการทำให้้

เอนไซม์์ CGTase มี ีความบริิสุุทธิ์์�  และหากใช้้เอนไซม์์ที่่�

ผลิิตออกมาจากเซลล์์ E. coli BL21 (DE3) ที่่�มีีรีีคอมบิิ

แนนท์์พลาสมิิด pET-19b (T7 โปรโมเตอร์์) จะทำให้้ได้้

ปริมิาณของเอนไซม์ท์ี่่�ผลิติออกมาภายนอกเซลล์ส์ูงูและมีี

ความบริิสุุทธิ์์�ค่่อนข้้างมาก ทำให้้ใช้้ขั้้�นตอนในการทำให้้

บริิสุุทธิ์์�น้้อยกว่่าเอนไซม์์ที่่�ได้้จากเซลล์์ดั้้�งเดิิมโดยตรง จึึง

ทำให้ป้ริิมาณผลผลิติของเอนไซม์บ์ริิสุุทธิ์์�ที่่�ได้้มากกว่า่ด้ว้ย 

[15]
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Table 1	 Purification of CGTase from the p19bBC transformant cells

Procedures Total activityb 
(U)

Total proteinc 
(mg)

Specific activity 
(U/mgprotein)

Purification 
(fold)

Yield
(%)

Crude CGTasea 129,850±25.1 141±1.0 921±6.5 1±0.0 100±0.0

5% Starch 
adsorption

95,129±19.0 21±0.6 4,530±118.0 5±0.2D 73±0.1

aCrude extract was prepared from 1.5 liters of cell culture.
bAssayed by dextrinizing activity
cAssayed by Bradford’s method
DP < 0.05 แสดงถึึงความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญระหว่่างก่่อนและหลัังการทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�

3.1.2 การผลิติและการทำำ�เอนไซม์ ์AMase ให้้

บริิสุุทธิ์์�

ผลการผลิิตและการทำเอนไซม์์ AMase ให้้

บริิสุุทธิ์์� พบว่่า เอนไซม์์ถููกชะออกจากคอลััมน์์ HisTrap 

FF™ ด้ วยบััฟเฟอร์์ ข. ออกมาใน Fraction ที่่�  15-20 

(Figure 1) ตำแหน่่งลููกศรสีีดำแสดงถึึง Fraction ที่่�

เอนไซม์์ถููกชะออกมา โดยพบว่่าเอนไซม์์ AMase ชนิิด

หยาบมีีค่่ากิิจกรรมจำเพาะเท่่ากัับ 7 ยู ูนิิตต่่อมิิลลิิกรััม

โปรตีีน หลัังจากผ่่านคอลััมน์์ HisTrap FF™ แล้้ว พบว่่า 

เอนไซม์์ AMase มีีความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 56 เท่่า และให้้

ผลผลิติ 51% โดยมีคี่า่กิจิกรรมจำเพาะเท่า่กับั 391 ยูนูิติ

ต่่อมิิลลิิกรััมโปรตีีน (Table 2) จากรายงานก่่อนหน้้านี้้�  

พบว่า่ เอนไซม์ ์AMase จาก Pyrobaculum calidifontis 

สามารถทำให้บ้ริสิุทุธิ์์�ได้ ้24 เท่า่ ให้ผ้ลผลิติ 11% ด้ว้ยวิธิีี

การให้้ความร้้อน (Heat treatment) และผ่่านคอลััมน์์ 

HitrapTM Q FF และ Resource Q ตามลำดับั [27] และ

เอนไซม์์ AMase จาก Streptococcus agalactiae ได้้

รับัการทำให้้บริิสุทุธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 9.3 เท่า่ ให้ผ้ลผลิิต 60% โดย

ผ่่านคอลััมน์์ HisTrap FF™ เพีียงขั้้�นตอนเดีียว [28] เมื่่�อ

เปรีียบเทีียบขั้้�นตอนการทำให้้บริิสุุทธิ์์�กับ AMase จาก

แหล่ง่อื่่�นๆ จะเห็น็ว่า่ เอนไซม์ ์AMase ที่่�ผลิติได้จ้ากเซลล์์ 

E. coli BL21 (DE3) ที่่�มี รีีคอมบิิแนนท์์พลาสมิิด 

p19bAMY (มีีลำดัับ His-Tag อยู่่�บริิ เวณปลาย 

N-terminal ของยีนี AMase) บรรจุุอยู่่�ให้้ปริิมาณผลผลิติ

และความบริิสุุทธิ์์�ของเอนไซม์์ค่่อนข้้างสููง ทั้้ �งนี้้�อาจ

เนื่่�องจากความสะดวกในการทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�ได้้ใน

ขั้้�นตอนเดีียวด้้วย Histrap FFTM affinity column แต่่

อย่า่งไรก็็ตาม เนื่่�องจาก AMase เป็น็เอนไซม์์ที่่�อยู่่�ภายใน

เซลล์์ เมื่่�อออกมานอกเซลล์์แล้้วจะมีีความเสถึึยรต่่ำ การ

ทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยความร้้อนของ AMase จากแหล่่งผลิิต

อื่่�น ๆ  อาจทำให้ไ้ด้ผ้ลผลิติของเอนไซม์บ์ริสิุทุธิ์์�ลดลงค่อ่น

ข้้างมาก ดัังนั้้�น ขั้้�นตอนในการทำให้้บริิสุุทธิ์์�ของเอนไซม์์

กลุ่่�ม Intracellular enzyme ควรเป็็นการจัับกัันแบบ

เฉพาะเจาะจงกัับคอลััมน์์เพีียงขั้้�นตอนเดีียวจะช่่วยให้้ได้้

ผลผลิิตคงเหลืือที่่�มากกว่่า [17]
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*Activity	assayed	by	starch	transglycosylation	activity.

**A
280

		assayed	by	Bradford’s	method.
Figure	1	 Purification	 of	 AMase	 from	 p19bAMY	 transformant	 cells	 by	 Histrap	 FFTM	 affinity	 column	
	 chromatography

Table	2	 Purification	of	AMase	from	p19bAMY	transformant	cells

Fraction Total	activityb

(U)
Total	proteinc

(mg)
Specific	activity	
(U/mgprotein)

Purification	
(fold)

Yield
(%)

Crude	AMasea 3,866±20.0 528±2.0 7±0.2 1±0.0 100±0.0

Histrap	FFTM	
column

1,955±30.0 5±0.5 391±45.1 56±5.0D 51±0.6

aCrude	extract	was	prepared	from	1.0	liter	of	cell	culture.
bAssayed	by	starch	transglycosylation	activity
cAssayed	by	Bradford’s	method
DP	<	0.05	แสดงถ่งความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญระหว่างก่อนและหลังการทำเอนไซม์ให้บริสุทธิ์

โดยหลักการแล้วการทำให้เอนไซม์บริสุทธิ์ต้อง

อาศยัหลายกระบวนการรว่มกนั	ตั�งแตก่ารผลติ/สกดั	การ

ตกตะกอน	การแยกด้วยโครมาโทกราฟิี	เป็นต้น	การลด

ขั�นตอนการทำเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิหรือการเลือกใช้วิธีการ

ที่มีความจำเพาะสูง	ยกตัวอย่างเช่น	โครมาโทกราฟิีแบบ

แยกตามความจำเพาะ	(Affinity	chromatography)	ซ่ง่

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสาร	 โดยอาศัยความจำเพาะ

ทางชวีภาพระหวา่งโมเลกลุของสารทีต่อ้งการแยกกบัตวั

เชื่อมโยงที่เรียกว่าลิแกนด์	 เช่น	 การจับกันระหว่าง

แอนติบอดี�กับแอนติเจน	 เอนไซม์กับซับสเตรท	 หรือ

เอนไซมก์บัโคแฟิกเตอร	์เปน็ตน้	จะสามารถชว่ยแยกสาร

ชีวโมเลกุลที่ต้องการได้อย่างมีประสิทธิภาพ	 อย่างไร

ก็ตาม	สำหรับการศ่กษานี�	การเลือกวิธีการทำให้บริสุทธิ์

ด้วยเทคนิค	 Affinity	 chromatography	 ของเอนไซม์	

CGTase	และ	AMase	มีความแตกต่างกันตามลักษณะ

เฉพาะของเอนไซม์แต่ละชนิด	 โดยเอนไซม์	 Bacillus
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circulans CGTase เป็็น Extracellular enzyme ซึ่่�งมีี

โดเมนสำหรัับจัับแป้้ง (Starch-binding domain: SBD) 

จึึงสามารถใช้้แป้้งเป็็นตััวดููดซัับในการทำให้้บริิสุุทธิ์์�ได้้

อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ โดยทั่่�วไป SBD มัักพบในเอนไซม์์ที่่�

เกี่่�ยวข้้องกัับการย่่อยแป้้ง (Starch hydrolysis) เช่่น 

เอนไซม์์ Amylase และ Glucoamylase ซึ่่�ง SBD จะ

ช่่วยให้้เอนไซม์์จัับกัับโมเลกุุลแป้้งได้้ดีีขึ้้�น ในขณะที่่� 

Thermus sp. AMase เป็็น Intracellular enzyme 

และไม่่มีี SBD จึึงไม่่สามารถใช้้แป้้งเป็็นตััวดููดซัับได้้  โดย

เอนไซม์ ์AMase แม้้จะสามารถเร่ง่ปฏิกิิริิยิาได้ ้4 รูปแบบ

เช่น่เดีียวกัับ CGTase แต่ป่ฏิิกิริิยิาหลัักของ AMase เป็น็

ปฏิกิิริิิยา Disproportionation ทำหน้้าที่่�โอนย้้ายกลููแคน

สายสั้้�นจากโมเลกุุลหนึ่่�งไปยัังอีีกโมเลกุุลหนึ่่�งในขณะที่่�

การเร่่งปฏิิกิิริิยา Hydrolysis ใน AMase นั้้�นอยู่่�ในระดัับ

ต่่ำมาก  ดั  ังนั้้�น การเลืือกวิิธีีการทำให้้บริิสุุทธิ์์�จึึงต้้อง

พิิจารณาถึึงลัักษณะเฉพาะของเอนไซม์์ เช่่น โครงสร้้าง

โดเมน และรููปแบบเฉพาะในการเร่่งปฏิิกิิริิยา (Enzyme 

catalysis) เป็็นต้้น [10] และในทางกลัับกััน CGTase ไม่่

สามารถติิด His-tag ได้้ใน pET19b เนื่่�องด้้วยข้้อจำกััด

ในการเลืือกใช้้เอนไซม์์ตััดจำเพาะในการโคลนยีีน ทำให้้

บริิเวณ His-tag site ถู กตััดออกไป จึึ งไม่่สามารถใช้้ 

HisTrap FF™ affinity column ในการทำเอนไซม์์ให้้

บริิสุุทธิ์์�ได้้  ด้  ้วยสาเหตุุเหล่่านี้้�คณะผู้้�วิิจััยจึึงเลืือกวิิธีีการ

ที่่�ดีทีี่่�สุดุที่่�เหมาะกับัเอนไซม์แ์ต่ล่ะตัวัในการทำให้บ้ริสิุทุธิ์์�

3.2 การวิิเคราะห์์โปรตีีนด้้วยเจลอิิเล็็กโทรโฟริิซิิส

3.2.1 การวิิเคราะห์์เอนไซม์์ CGTase ด้้วย

เทคนิิค Native PAGE และ SDS-PAGE

นำสารละลายเอนไซม์์ชนิิดหยาบ และเอนไซม์์

บริสิุทุธิ์์�หลังัการดูดูซับัด้ว้ยแป้ง้ มาติดิตามแถบโปรตีนี บน

แผ่่นเจล (Figure 2A และ 2B) ผลการตรวจสอบความ

บริิสุุทธิ์์�ของเอนไซม์์ด้้วยเทคนิิค Native PAGE พบว่่า 

เอนไซม์์ที่่�บริิสุุทธิ์์�แล้้วจะปรากฏแถบโปรตีีนเพีียงแถบ

เดีียว แสดงให้้เห็็นว่่าการดููดซัับด้้วยแป้้งเพีียงขั้้�นตอน

เดีียวสามารถทำเอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�ได้้ (Figure 2A) 

นอกจากนี้้� เมื่่�อย้้อมแผ่่นเจลด้้วยสารละลายแป้้งและ

ไอโอดีีน เพื่่�อตรวจวััดกิิจกรรม Dextrinizing activity 

แสดงให้้เห็็นแถบใส (Clear band) บนพื้้�นหลัังสีีน้้ำตาล

เข้้มในตำแหน่่งเดีียวกัันกัับตำแหน่่งใน SDS-PAGE 

(Figure 2B) แสดงให้้เห็็นว่่าเป็็นเอนไซม์์ CGTase ที่่�มี ี

ความบริิสุุทธิ์์�เพีียงพอสำหรัับนำไปใช้้ในการศึึกษาต่่อไป  

Figure 2	 10% non-denaturing PAGE analysis of 
	 recombinant CGTase in each purification 
	 step
(A.) Coomassie brilliant blue staining Lane 1: Crude 
enzyme (40 µg) Lane 2: 5% Starch adsorption (40 µg) 
(B.) Dextrinizing activity staining Lane 1: Crude enzyme 
(0.2 U) Lane 2: 5% Starch adsorption (0.2 U)

จาก SDS-PAGE พบว่่า เอนไซม์์ CGTase ที่่�ผลิิต

ได้้มีีมวลโมเลกุุลเท่่ากัับ 72 กิิโลดาลตััน (Figure 3) ซึ่่�งมีี

ขนาดใกล้้เคีียงกัันกัับเอนไซม์์จาก Paenibacillus sp. 

RB01 (66 กิิโลดาลตััน) [25], B. pseudalcaliphilus 

8SB (71 กิิโลดาลตััน) [26], P. illinoisensis ZY-08 (74 

กิิโลดาลตััน) [29], Bacillus sp. T1 (75 กิ ิโลดาลตััน) 

[30], B. stearothermophilus NO2 (66 กิิโลดาลตััน) 

[31] และ Alkalihalobacillus lehensis M136 (78.64 

กิิโลดาลตััน) [32] อย่่างไรก็็ตามจะเห็็นได้้ว่่ามวลโมเลกุุล

ของเอนไซม์์ CGTase นั้้�นขึ้้�นอยู่่�กัับชนิิดของจุุลิินทรีีย์์ซึ่่�ง

เป็็นแหล่่งผลิิตของเอนไซม์์ [9]
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Figure 3	 10% SDS-PAGE analysis of recombinant 	
	 CGTase in each purification step 
Lane M: Protein marker (prestained protein standard 
BIO-RAD) (10 µl) 
Lane 1: Crude enzyme (40 µg) Lane 2: 5% Starch 
adsorption (30 µg). The arrow indicates a molecular 
weight of CGTase (72 kDa).

3.2.2 การวิิเคราะห์์เอนไซม์์ AMase ด้้วย

เทคนิิค Native PAGE และ SDS-PAGE

หลัังนำสารละลายเอนไซม์์ชนิิดหยาบ และ

เอนไซม์์บริิสุุทธิ์์�หลัังการแยกด้้วยคอลััมน์์ HisTrap FFTM 

มาติิดตามแถบโปรตีีนบนแผ่่นเจล (Figure 4A และ 4B) 

ผลการตรวจสอบความบริิสุุทธิ์์�ของเอนไซม์์ด้้วยเทคนิิค 

Native PAGE พบว่่า เอนไซม์์ชนิิดหยาบแสดงโปรตีีน

หลายแถบ ในขณะที่่�หลัังจากผ่่านการทำให้้บริิสุุทธิ์์�แล้้ว

ปรากฏแถบโปรตีีนน้้อยลง (Figure 4A) และพบแถบ

โปรตีนีของเอนไซม์์ AMase ชัดขึ้้�น เมื่่�อย้อ้มแผ่น่เจลด้ว้ย

สารละลายแป้้งและไอโอดีีน เพื่่�อตรวจวััดกิิจกรรม 

Starch transglycosylation แสดงให้้เห็็นแถบใส 

ตำแหน่่งเดีียวกัันระหว่่างเอนไซม์์ชนิิดหยาบและแถบ

เอนไซม์์บริิสุทุธิ์์� (Figure 4B) เป็น็การยืืนยัันได้้ว่า่ เอนไซม์์ 

AMase ที่่�ได้ม้ีคีวามสามารถในการเร่ง่ปฏิกิิริิยิาทรานไกล

โคซิิลเลชัันและมีีความบริิสุุทธิ์์�เพีียงพอที่่�จะนำไปใช้้ใน

การศึึกษาต่่อไป

Figure 4	 10% non-denaturing PAGE analysis of 
	 recombinant AMase in each purification 
	 step
(A.) Coomassie brilliant blue staining Lane 1: Crude 
enzyme (40 µg) Lane 2: Histrap FFTM column 
chromatography (30 µg) 
(B.) Starch transglycosylation activity staining Lane 
1: Crude enzyme (2 U) Lane 2: Histrap FFTM column 
chromatography (2 U)

จาก SDS-PAGE (Figure 5) เลนที่่� 1 เป็น็ crude 

AMase จััดเป็็น Intracellular enzyme  ประกอบด้้วย

โปรตีีนภายในเซลล์์หลายชนิิดในปริิมาณมาก ซึ่ ่�งโปรตีีน

ส่ว่นใหญ่ม่ีคีวามเสถียีรค่อ่นข้า้งต่ำ่เมื่่�อถูกูคัดัแยกออกมา

ภายนอกเซลล์์ [10] อย่่างไรก็็ตามเมื่่�อผ่่านการทำให้้

บริิสุุทธิ์์�แล้้ว (เลนที่่� 2) พบว่่าได้้แถบโปรตีีน AMase เป็็น

แถบหลััก และพบโปรตีีนที่่�ถููกย่่อยสลาย (Degraded 

bands) บางส่่วนจากการรััน SDS-PAGE  ทั้้�งนี้้�อาจเกิิด

จากโปรตีนีเสื่่�อมสลายระหว่า่งการทำให้บ้ริสุิุทธิ์์�หรือืจาก

ขั้้�นตอนการเก็บ็ตัวัอย่า่ง ซึ่่�งเมื่่�อพิจิารณาที่่� Native PAGE 

เอนไซม์์ AMase ที่่�ผ่ ่านการทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย Histrap 

FFTM column (Figure 4A เลนที่่� 2) ไม่่พบ Degraded 

bands ปรากฏอาจเป็็นเพราะการรััน Native PAGE 

โปรตีนียัังคงโครงสร้้างธรรมชาติิ (Native conformation) 

และเทคนิิค Native PAGE ไม่่มีกีารใช้ ้SDS หรือืสารรีีดิวิซ์์ 

เช่่น β-mercaptoethanol หรืือ DTT ไปช่่วยตััดพัันธะ

ไดซัลัไฟด์ (Disulfide bonds) ที่่�เชื่่�อมโครงสร้้างโปรตีีนไว้้ 
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ทำให้้โครงสร้้างที่่�ซับซ้้อนไม่่ถููกทำลายจึึงไม่่ปรากฏแถบ

โปรตีีนขนาดเล็็กหลาย ๆ  แถบ สำหรัับเอนไซม์์ Thermus 

sp. AMase ในการศึึกษานี้้�หลังัจากผ่า่นการทำให้บ้ริสิุทุธิ์์�

แล้ว้พบว่่ามีีมวลโมเลกุุลเท่่ากัับ 60 กิโลดาลตัันบน SDS-

PAGE ซึ่่�งสััมพัันธ์์กัับขนาดของยีีน AMase จากรายงาน

ก่่อนหน้้านี้้� [17] และมีีขนาดใกล้้เคีียงกัันกัับเอนไซม์์

กลูคูาโนทรานส์เ์ฟอเรสหรือื AMase จาก S. agalactiae 

(57 กิิโลดาลตััน) [28], Pyrobacculum calidifontis 

(60 กิิโลดาลตััน) [33] และ D-enzyme ของ Manihot 

esculenta Crantz และ Arabidopsis sp. (59 

กิิโลดาลตััน) [34] ตามลำดัับ แต่่มีีขนาดแตกต่่างจาก

เอนไซม์์กลููคาโนทรานส์์เฟอเรสจาก Bifidobacterium 

longum (82 กิิโลดาลตััน) [35], C. glutamicum (84 

กิโิลดาลตันั) [21] และ E. coli IFO 3806 (93 กิโลดาลตันั) 

[36] ซึ่�งขนาดมวลโมเลกุุลของเอนไซม์์ AMase ขึ้้�นอยู่่�กับ

ชนิิดของจุุลิินทรีีย์์ซึ่่�งเป็็นแหล่่งผลิิตของเอนไซม์์ [10]

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

3.3 ความจำเพาะของปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชััน

ของเอนไซม์์ CGTase และเอนไซม์์ AMase ต่ ่อการ

สัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์ 

เพื่่�อเปรีียบเทีียบปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชััน

ของเอนไซม์์จากเซลล์์รีคีอมบิิแนนท์์ในการสัังเคราะห์์รูตูินิ

ไกลโคไซด์์ ระหว่่างปฏิิกิิริิยาของเอนไซม์์ CGTase โดยมีี

เบต้า้-ไซโคลเดกซ์ท์รินิเป็น็สารตั้้�งต้น้ตัวัให้ ้และปฏิกิิริิยิา

ของเอนไซม์์ AMase ที่่�มีแป้ง้มันัสำปะหลัังเป็น็สารตั้้�งต้น้

ตััวให้้  โดยกำหนดปริิมาณโปรตีีนของเอนไซม์์ทั้้�ง 2 ชนิิด

เท่า่กััน (25 µg CGTase และ AMase) ในการเร่ง่ปฏิิกิริิยิา 

หลัังจากปฏิิกิิริิยาเสร็็จสิ้้�น เมื่่�อวิิเคราะห์์ผลด้้วย TLC 

(Figure 6 และ 7) พบว่่า CGTase สามารถใช้้รููติินเป็็น

สารตั้้�งต้้นตััวรัับได้้ (Figure 6 เลนที่่� 6) โดยพบอนุุพัันธ์์

รููติินที่่�สังเคราะห์์ขึ้้�นได้้อย่่างน้้อย 4 ชนิิด คื อ รู ติิน-

โมโนไกลโคไซด์์ (RG1)  รููติิน-ไดไกลโคไซด์์ (RG2) รููติิน-

ไตรไกลโคไซด์์ (RG3) และรููติิน-เตตระไกลโคไซด์์ (RG4) 

ตามลำดัับ โดยผลดัังกล่่าวสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ 

Choi et al. [15] และ González-Alfonso et al. [6] 

ที่่�สามารถสัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์ที่่�	

มีีโมเลกุุลของน้้ำตาลกลููโคสมาจัับจำนวน 1-5 

โมเลกุุล โดยอาศััยปฏิิกิิริิยาทรานส์์ไกลโคซิิเลชัันของ

เอนไซม์์ CGTase ในขณะที่่�ปฏิิกิริิยิาของเอนไซม์์ AMase 

ไม่่สามารถสัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์ได้้ พบเพีียงออลิิโก

แซ็็กคาไรด์์ (By product)   (Figure 7 เลนที่่�  5) ทั้้�งนี้้�

น่่าจะเกิิดจากปฏิิกิิริิยาหลัักของเอนไซม์์ AMase ได้้แก่่ 

ปฎิิกิิริิยา Cyclization และ Disproportionation 

มีีความจำเพาะของเอนไซม์์ในการเข้้าจัับกัับสารตั้้�งต้้น

ตััวให้้และรัับที่่�มีีโมเลกุุลขนาดใหญ่่ เช่่น พอลิิแซ็็กคาไรด์์

ได้้ดีีกว่่าโมเลกุุลขนาดเล็็ก เช่่น รููติิน ทำให้้ไม่่สามารถใช้้

เอนไซม์์นี้้�ในการสัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์ได้้ [10] ดัังนั้้�น 

เอนไซม์์ CGTase จึึ งมีีความเหมาะสมสำหรัับการใช้้

สัังเคราะห์์รููติินไกลโคไซด์์มากกว่่า
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Figure 6	 TLC analysis of the rutin glycoside products of CGTase 
	 Reaction mixture incubated with 1% (w/v) β-CD, 2% (w/v) rutin hydrate, and 25 µg of CGTase (4 
U/µg protein) in 20 mM phosphate buffer pH 7.0. TLC condition was used as ethyl acetate/acetic acid/water 
with a 3:1:1 (v/v) ratio. Lane 1: Standard G

1
-G

4
 mixture; Lane 2: standard G

1
; Lane 3: Standard 1% (w/v) β-CD; 

Lane 4: Standard 2% (w/v) rutin hydrate; Lanes 5, 6: Reaction mixture with 1% β-CD and 2% (w/v) rutin 
hydrate with CGTase at 0 and 24 hours, repectively. 

Figure 7	 TLC analysis of the rutin glycoside products of AMase 
	 Reaction mixture incubated with 1% (w/v) tapioca starch, 2% (w/v) rutin hydrate, and 25 µg of 
AMase (0.4 U/µg protein) in 20 mM phosphate buffer pH 7.0. TLC condition was used as ethyl acetate/acetic 
acid/water with a 3:1:1 (v/v) ratio. Lane 1: RG1-4 products from CGTase-catalyzed reaction; Lane 2: Standard 
1% (w/v) tapioca starch; Lane 3: Standard 2% (w/v) rutin hydrate; Lanes 4, 5: Reaction mixture with 1% (w/v) 
tapioca starch and 2% (w/v) rutin hydrate with AMase at 0 and 24 hours; Lane 6: standard G

1
; Lane 7: Standard 

G
1
-G

4
 mixture, respectively.
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4. สรุุปผลการศึึกษา
การศึึกษานี้้�สามารถผลิิตเอนไซม์์ CGTase จาก

เซลล์์รีีคอมบิิแนนท์์ p19bBC ที่่�มีียีีน CGTase ของ B. 

circulans A11  ภายใต้้การเหนี่่�ยวนำการแสดงออกของ

ยีีนด้้วย IPTG ความเข้้มข้้น 0.2 มิิลลิิโมลาร์์ และได้้ทำ

เอนไซม์์ให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยวิิธีีดููดซัับด้้วยแป้้ง โดยเอนไซม์์มีี

ความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 5 เท่่า มี ีกิิจกรรมจำเพาะของ

เอนไซม์เ์ท่า่กับั 4,530 หน่ว่ยต่อ่มิลิลิกิรัมั ให้ผ้ลผลิติ 73% 

และมีีมวลโมเลกุุล 72 กิ โลดาลตััน ในขณะที่่�เอนไซม์์ 

AMase จากเซลล์์รีีคอมบิิแนนท์์ p19bAMY ที่่�มี ียีีน 

AMase ของ Thermus sp. สามารถเหนี่่�ยวนำด้้วย IPTG 

ที่่�มีีความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 0.8 มิิลลิิโมลาร์์  การทำเอนไซม์์ 

AMase ให้บ้ริสิุทุธิ์์�ทำได้ด้้ว้ยการใช้ค้อลััมน์ ์HisTrap FFTM 

พบว่่าเอนไซม์์มีีความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น 56 เท่่า มีีกิิจกรรม

จำเพาะของเอนไซม์์อยู่่�ที่่�  391 หน่่วยต่่อมิิลลิิกรััม ให้้

ผลผลิิตที่่� 51% และมีีมวลโมเลกุุลเท่่ากัับ 60 กิโลดาลตััน 

เมื่่�อตรวจสอบความจำเพาะของปฏิกิิริิยิาทรานส์ไ์กลโคซิิ

เลชันัของเอนไซม์แ์ต่ล่ะชนิดิต่อ่การสังัเคราะห์ร์ูตูินิไกลโค

ไซด์์ด้้วยเทคนิิค TLC พบว่่า เอนไซม์์ CGTase มีีความ

เหมาะสมมากกว่า่เอนไซม์์ AMase ในการใช้ส้ังัเคราะห์์รูู

ตินิไกลโคไซด์์ขนาดต่่าง ๆ  ซึ่่�ง AMase สังเคราะห์์ได้เ้พียีง

ออลิิโกแซ็็กคาไรด์์เท่่านั้้�น อย่่างไรก็็ตามเพื่่�อให้้ได้้ผลผลิิต

ของรููติินไกลโคไซด์์ในปริิมาณสููงที่่�สุดเพื่่�อนำไปประยุุกต์์

ใช้เ้ป็น็สารต้า้นแบคทีเีรียี (Anti-bacterial reagent) การ

ศึึกษาตััวแปรและปััจจััยต่่าง ๆ ในการผลิิตจึึงเป็็นเรื่่�องที่่�

ควรสืืบค้้นต่่อไป
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