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บทคัดย่อ
กระบือเป็นสัตว์เคียวเอื้องที่สามารถกินหญ้าที่มีคุณภาพตํ่าได้ดีเนื่องจากระบบย่อยอาหารในส่วน 

กระเพาะหมักมีจุลินทรีย์หลากหลายชนิดซึ่งสามารถสร้างแอนไซม์เพื่อช่วยในการย่อยัเยื่อใยพืชให้เป็น 
สารอาหารที่มีคุณค่าต่อตัวสัตว์ โครงการวิจัยนีมีจุดประสงค์เพื่อจำแนกยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลสู 
เลสกลุ่มที่ 9 จากกระเพาะหมักของกระบือปลักอาศัยวิธีการทางเมทาจีโนมิกส์ โดยทำการออกแบบไพรเมอร์ 
จากบริเวณอนุรักษ์ของยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์กลุ่มที่ 9 ของแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวก ทำการเพิ่ม 
ปริมาณชิ้นยีนขนาด 1,200 คู่เบส ด้วยปฏิกิริยาถูกโซ่โพลิเมอเรส ตัดต่อชินยีนเข้าสู่เวคเตอร์ pTZ57R/T และ 
ถ่ายยีนเข้าส่เชื้อแบคทีเรียเจ้าบ้านสายพันธุ Escherichia coli DH5a เมื่อเปรียบเทียบลำตับกรดอะมิโนจาก 
การแปลรหัสกับฐานข้อมูลยีน พบว่ามี 6 โคลนที่มีบริเวณอนุรักษ์ของเอนไซม์เซลลูเลสในกลุ่มไกลโคไซด์ 
ไฮโดรเลสกลุ่มที่ 9 ได้แก่ cel9-l, cel9-2, cel9-3, cel9-4, cel9-A และ cel9-B เมื่อวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอ 
ไทด์ที่สมบูรณ์ด้วยเทคนิค genome walking พบว่าโคลน cel9-B สามารถค้นพบยีนที่สมบูรณ์มีความยาว 
2,100 คู่เบส และแปลรหัสเป็นโปรตีนยาว 699 กรดอะมิโน โปรตีน Cel9-B มีความเหมือนของลำตับ 
กรดอะมิโนมากที่สุด (53%) กับเอนไซม์เซลสูเลสกลุ่มที่ 9 จากแบคทีเรีย Ruminococcus sp. 18P13 
(CBL17554.1) พบตำแหน่งของ signal peptide ที่กรดอะมิโนตำแหน่งที่ 1-43 มีโดเมนไกลโคไซด์ 
ไฮโดรเลสกลุ่มที่ 9 อยู่ที่กรดอะมัโนตำแหน่งที่ 49-454 และพบโดเมน dockerin type I อยู่ที่กรดอะมิโน 
ตำแหน่งที่ 617-682 ตามลำตับ ซึ่งจัดว่าเป็นเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 คลาสที่ 1 และมีโครงสร้างเป็น 
แบบเซลลูโลโซม หลังการสร้างพลาสมิดถูกผสมที่บรรจุส่วนของยีนGH9 เชื่อมต่อเข้าในจีโนมของยีสต์ 
เจ้าบ้านสายพันธุ Kluyveromyces lactis GG799 และคัดเลือกโคลนยีสต์ลูกผสมให้ชื่อว่า pKLAC2- 
Cel9B/GH9-K3 เมื่อการเลี้ยงยีสต์ลูกผสมและเก็บโปรตีนที่หลั่งออกมาในอาหารเหลว พบว่าโปรตีน 
รวมในอาหารเหลวมีความเข้มข้น 803.87 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังการเลียงเชือ 7 วัน และมีขนาดโมเลกุล 
ของโปรตีน 49.7 กิ่โลดาลตันเมื่อตรวจสอบด้วยเจล SDS-PAGE เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ที่ได้สามารถ 
ย่อยสับสเตรตคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส อะไวเซล กระดาษกรอง และไซแลน โดยมีค่าจำเพาะต่อ 
กิจกรรมเท่ากับ 0.624 ± 0.036, 0.083 ± 0.013, 0.154 ±  0.032 และ 0.178 ±  0.029 หน่วยต่อมิลลิกรัม 
ของโปรตีนรวม ตามลำดับ ซึ่งแสดงว่าเอนไซม์นี้มีกิจกรรมเอนโดกลูคาเนส เอกโซกลูคาเนส และไซ 
แลนเนส เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 มีสภาวะที่เหมาะสมของการย่อย 1% CMC ท่ี pH 6.0 อุณหภูมิ 60°c 
ในระยะเวลาการบ่มปฏิกิริยา 10 นาที นอกจากนีเอนไซม์ยังสามารถย่อย CMC ได้ในช่วง pH 3-11 และ 
อุณหภูมิ 30-80°C โดยยังคงมีค่ากิจกรรมสัมพันธ์มากกว่า 40% ของค่าสูงสุด เอนไซม์ที่ได้จาก 
โครงการวิจัยนีสามารถนำไปประยูกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวข้อง เช่น การย่อยเยื่อกระดาษ การผลิต 
เอทานอลจากเยื่อใยพืช รวมถึงการผลิตอาหารสัตว์ อย่างไรก็ตามต้องนำไปทดสอบความเหมาะสมใน 
การใช้งานต่อไป
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Abstract
Buffalo (Bubalus bubalis) is a ruminant that can utilize low quality roughage feed and agricultural 

crop-residues. Its rumen contains a high diversity of microbes producing enzymes for degradation of plant 
fibers to nutrients for the host animal. This project aimed to isolate genes encoding cellulase belonging to 
the glycoside hydrolase family. 9 from swamp buffalo rumen using metagenomic approach. Degenerate 
primers were designed based on the conserved regions on cellulase family 9 of gram positive bacteria. 
DNA fragments of 1,200-bp length were amplified by polymerase chain reaction, cloned into pTZ57R/T 
vector and transformed into Escherichia coli DH5a host strain. Putative amino acid sequence alignment 
revealed that 6 clones contained the conserved regions of cellulase family 9, named cel9-l, ce!9-2, cel9-3, 
cel9-4, cel9-A and cel9-B. A full-length gene of Cel9-B was successfully identified by genome walking 
technique, consisting of 2,100 bp encoding a putative protein of 699 amino acids. The protein Cel9-B 
sequence shared maximal similarity (53%) to the GH9 cellulase from Ruminococcus sp. 18P13 
(CBL17554.1). The protein contained a putative signal peptide at amino acid position 1-43, glycosyl 
hydrolase family 9 .domain at position 49-454 and dockerin type I domain at position 617-682 
respectively. The Cel9-B was classified as a new member of GH9 class 1 with a cellulosomal structure. 
After construction of the GH9 domain into pKLAC2 vector, integration of the recombinant plasmid into 
the genome of Kluyveromyces lactis GG799 host strain, positive clone was selected and named 
pKLAC2-Cel9B/GH9-K3. The recombinant' yeast was cultivated and the secreted crude protein was 
harvested from the culture media. The cmde protein was 803.87 mg/L after 7 days of cultivation and a 
protein band of molecular weight 49.7 kDa was visible by SDS-PAGE gel. The enzyme Cel9B/GH9- 
K3 showed activities toward CMC, Avicel, filter paper and xylan, with specific activities at 0.624 ±  0.036, 
0.083 ±  0.013, 0.154 ±  0.032 and 0.178 ±  0.029 บ/mg o f cmde protein respectively, indicating 
endoglucanase exoglucanase and xylanse activities. The optimal condition o f Cel9B/GH9-K3 for CMCase 
was pH 6.0 at temperature 60°c and incubation time 10 min. Moreover, the enzyme Cel9B/GH9-K3 
exhibited activity of at least 40% o f the maximum activity toward the CMC at pH 3-11 and temperature 
30-80°C. The enzyme from this project could find applications in relevant industries i.e. pulp and paper 
degradation, ethanol production from plant fiber and animal feed production. However, further 
characterizations are needed to determine optimum conditions for use.
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1

1. บทนำ

งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
กระบือเป็นสัตว์เคียวเอื้องที่สามารถกินอาหารหยาบและหญ้าที่มีคุณภาพตํ่าได้ กระบือมีระบบ 

ทางเดินอาหารมีลักษณะคล้ายกับโค โดยมีกระเพาะแบ่งออกเป็น 4 ส่วน และอยู่รวมกันเป็นกลุ่มก้อน 
บ่ระกอบด้วย กระเพาะเรติคูลั่ม (Reticulum) มีฃนาดประมาณ 5% ของกระเพาะทังหมด อาหารในรูป 
ของแข็งและเหลวสามารถเคลื่อนที่ผ่านได้สะดวก กระเพาะหมัก หรือ รูเมน (Rumen) มีขนาดประมาณ 
80% ของกระเพาะทั้งหมด กระเพาะโอมาชั่ม (Omasum) มีขนาดประมาณ 7-8% ของกระเพาะทังหมด 
และกระเพาะอะโบมาซั่ม (Abomasum) มีขนาดประมาณ 7-8% ของกระเพาะทังหมด ทำหน้าที่คล้ายกับ 
กระเพาะของสัตว์ก์ระเพาะเดี่ยว กระเพาะรูเมนมีขนาดใหญ่กว่ากระเพาะอื่นๆโดยส่วนหน้าเชื่อมติดกับ 
หลอดอาหารและส่วนท้ายเชื่อมติดกับกระเพาะเรดิคูลั่ม ภายในมีตุ่มขนอยู่ทั่วไปตามผนัง และผนังด้าน 
ในมีสันเป็นแถบ  ๆ โดยมีความจุประมาณ 130 ถึง 202 ลิตร และมีจุลินทรีย์เป็นจำนวนมากอาศัยอยู่ 
กระเพาะรูเมนนันมีสภาพเป็นกังหมักขนาดใหญ่ ด้านล่างบรรจุของเหลว มีอาหารละเอียดแขวนลอยอยู่ 
รวมทั้งโภชนะที่ละลายได้ มีจุลินทรีย์อาศัยอยู่ในส่วนนี้ประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ของจุลินทรีย์ทังหมด 
โดยอาศัยโภชนะที่ละลายได้เป็นอาหาร ส่วนด้านบนมีชินอาหารหยาบลอยอยู่ ธุลินทรีย์ส่วนใหญ่
ประมาณ 70% ของทังหมดจะติดกับชินอาหารเหล่ามี เพื่อทำหน้าที่ย่อยคาร์โบไฮเดรตที่ไม่ละลาย อีก 
5% ของจุลินทรีย์จะเกาะอยู่กับผนังกระเพาะรูเมนหรืออยู่กับโปรโตซัว (วิโรจน์ จันทรัตน์ 2540; บุญ 
ล้อม ชีวะอิสระกุล 2541) จุลินทรีย์ที่มีอยู่ในกระเพาะรูเมนจะต้องมีชีวิตอยู่ในสภาวะไร้ออกซิเจนและมี 
ปริมาณไม่ตํ่ากว่า 1 ล้านตัวต่อกรัมของปริมาณกระเพาะรูเมน โดยธุลินทรีย์ที่พบในกระเพาะรูเมนนันมี 
3 ประเภทหลัก คือ แบคทีเรีย โปรโตซัว และ เชือรา แต่ชนิดและสัดส่วนของธุลินทรีย์อาจแปรผันไปได้ 
ขึ้นอยู่กับอาหารที่สัตว์ได้รับโดยเฉพาะอย่างยิ่งโภชนะประเภทที่เกิดการหมักย่อยได้ (Hungate, 1996) 
โดยแบคทีเรียมีจำนวนมากที่สุด แบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของกระบือมีจำนวนประมาณ 109-10"
เซลล์1ต่อมิลลิลิตร ขณะที่ในโคมีประมาณ 109-1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (Prasad and Pradhan, 1990; 
Pradhan et al., 1991) การศึกษาความหลากหลายของประชากรของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของ 
กระบือปลักของไทยโดยการเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพณิมอเรส พบว่า 
ประชากรแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของกระบือปลักไทยมีทังหมด 8 กลุ่ม คือ Low G+C gram-positive 
bacteria (57.8%), Cytophaga-Flexibacter-Bacteroids (31.21%), Proteobacteria (6.36%), 
Lentisphaerae (1.16%) และ Spirocheates (0.58%) กลุ่มประชากรแบคทเรย Low G+C gram-positive 
bacteria ซึ่งได้แก่แบคทีเรียในคลาส Clostridia และ Bacilli เป็นกลุ่มที่พบมากที่สุดในรูเมนและเป็น 
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและเอนไซม์อื่นๆที่เกี่ยวข้องในการย่อยคาร์โบไฮเดรตได้ดี
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นอกจากนียังพบว่ามีแบคทีเรียชนิดใหม่ที่ยังไม่เคยรายงานมาก่อนโดยวิธีการเพาะเลียงเชือ 
(unculturabie bacteria) มีสูงถึง 56 .07% (ศรี'ณยา สถิตย์ม ั่นว ิว ัฒน์,2551)

กระบือจัดเป็นสัตว์กินพืช (herbivore) ในเซลล์พืชนันมีผนังเซลล์ซึ่งประกอบด้วย เซลลูโลส เฮ 
มิเซลลูโลส เพคติน ลิกนิน และสารโปรตีนอื่นๆ ประสานกันเป็นโครงสร้างที่ทำให้ผนังเซลล์แข็งแรง 
และทนต่อแรงกดได้ เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลักของผนังเชลล์ชันในสุดจะถูกห่อทุ้มด้วยเฮมิ
เซลลูโลสที่มีลักษณะเป็นกิ่งก้านสาขาของโพลิเมอร์ซึ่งประกอบไปด้วยนำตาลเพนโตส (pentose) และ 
เฮกโซส (hexose) เพื่อเชื่อมไมโครไฟบริลของเซลลูโลสเข้าด้วยกัน เฮมิเซลลูโลสในผนังเซลล์ชันที่ 
สองจะก่อรูปโดยการเชื่อมกันด้วยลิกนินซึ่งเป็นโพลิเมอร์ที่มีโครงสร้างแข็งแรงและเป็นองค์ประกอบ 
หลักในผนังเชลล์ และการเชื่อมกันด้วยเฮมิเซลลูโลสและลิกนินเป็นสองส่วนหลักที่ปกฟ้องการย่อย
เซลลูโลสเป็นโมเลกุลของกลูโคส

พืชมีอัตราการลังเคราะห์เซลลูโลสถึง 4xlo'° ตันต่อปี (Lynd et al., 2002) ซึ่งปริมาณและขนาด 
ของเซลลูโลสขึ้นกับแหล่งที่พบ เช่น ในเนือไม้มีเซลลูโลส 60% ขณะที่ฝึายมีเซลลูโลสถึง 90% ในหนึ่ง 
โมเลกุลของเซลลูโลสประกอบด้วยกลูโคสประมาณ 100 ถึง 40,000 หน่วยย่อย เซลลูโลสมีลักษณะเป็น 
เลันตรงโดยพบว่าบริเวณที่รวมตัวกันแบบหลวมๆ จะเรียกว่า amorphous หรือ paracrystalline หน่วย 
ย่อยของกลูโคสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ P-l,4-glucosidic linkage ในแต่ละโมเลกุลของเซลลูโลสจะ 
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน กับโมเลกุลของกลูโคสอีกสายหนึ่งตรงคาร์บอนตำแหน่งที่ 4 ทำให้ 
เซลลูโลสมีคุณสมบัติไม่ละลายนำ ในโมเลกุลของเซลลูโลสมีพันธะไฮโดรเจนอยู่ 2 ชนิด คือ พันธะ 
ไฮโดรเจนระหว่าง CjOH group กับออกซิเจนในวงแหวนไพราโนสของกลูโคสในโมเลกุลเดียวกัน 
ส่วนอีกพันธะคือ พันธะระหว่าง C6OH group ของโมเลกุลหนึ่งซึ่งเชื่อมกับออกซิเจนของพันธะไกลโค 
ซิดิกของโมเลกุลอื่นด้วยพันธะไฮโดรเจนที่เกาะกันอย่างแน่นหนาทำให้เกิดโครงสร้างที่เรียกว่า 
crystalline ซึ่งการจัดเรียงแบบนี้จะทำให้เซลล์พืชลดการสูญเสียนำ และทนต่อการย่อยของเอนไซม์บาง 
ชนิดได้ การเรียงตัวของเซลลูโลสจะมีโครงสร้างเป็นแบบ Flat-Ribbon และระหว่างชันของโมเลกุลจะ 
จับกันด้วยพื่นธะไฮโดรเจน บริเวณ amorphous. จะยอมให้เอนไซม์เข้าทำปฏิกิริยาเพื่อย่อยสลายได้ง่าย 
กว่าบริเวณ crystalline ซึ่งเอนไซม์ที่สามารถย่อยเซลลูโลส เรียกว่า เอนไซม์เซลลูเลส

เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) เป็นเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติไกลโคไซด์ไฮโดรเลส โดยจะตัด 
จำเพาะบริเวณพันธะเบต้าไกลโคซิดิก (beta-1,4-glycosidic bond) ระหว่างคาร์โบไฮเดรตสองโมเลกุล 
หรือมากกว่าสองโมเลกุล หรือระหว่างโมเลกุลของคาร์โบไฮเดรตและไม่ใช่โมเลกุลของคาร์โบไฮเครต 
ในโครงสร้างของเส้นใยเซลลูโลส (cellulose) ไลคินิน (lichenin) และ cereal p-D-glucans โดยอาศัย 
การทำงานร่วมกันของเอนไซม์หลายชนิด การทำงานของเอนไซม์ในระบบเซลลูเลสสามารถแบ่งได้
ตามลักษณะการเข้าจับจำเพาะกับสารตังด้นหรือลับสเตรตตามระบบของ International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB, 2004) ได 3 รูปแบบ คอ 1) Endoglucanase
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(E.C.3.2.1.4) หรือ endo-1,4-(3-D-glucanase จะทำการย่อยพันธะ Beta-l,4-Glucosidic linkage แบบสุ่ม 
ภายในสายของเซลลูโลสบริเวณ amorphous ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นนำตาลโมเลกุลสันๆ เช่น เซลโล 
ไบโอส (cellobiose) และถ้าปฏิกิริยาเกิดอย่างสมบูรณ์จะได้ผลผลิตเป็นกลูโคส โดยการวัดกิจกรรมของ 
เอนไซม์ชนิดนีสามารถทำได้ด้วยการทดสอบการย่อยกับสับสเตรต carboxymethylcellulose (CMC) 
เป็นด้น ซึ่งเรียกเอนไซมท่ี์มีกิจกรรมการย่อย CMC ว่า CM-cellulase (Wike ๘ ฟ., 1983) เอนไซม์เซลลู 

เลสที่มีการย่อยแบบเอนโดกลูคาเนสพบอยู่ในไกลโคไซด์ไฮโดรเลสแฟมิลี่ 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 16, 18, 
19, 26, 44, 45, 48, 51, 61, 74, 124 และ NC (Henrissat and Davies, 1997); 2) Exoglucanase 
(E .c.3.2.1.91) หรือ exo-cellobiohydrolase จะทำการย่อยเซลลูโลสจากด้านปลายในบริเวณ crystalline 
ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นนำตาลโมเลกุลสันขืน เช่น เซลโลไบโอส และถ้าปฏิกิริยาเกิดอย่างสมบูรณ์จะได้ 
กลูโคส โดยสามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์ชนิดนีด้วยให้ทำปฏิกิริยากับ crystalline cellulose เช่น 
กระดาษกรอง (filter paper) และ อะไวเซล (Avicel) เป็นต้น (Wike et al., 1983) เอนไซม์ที่ย่อย Avicel 
ได้จะเรียกว่า Avicelase เอนไซม์เซ.ลลูเลสที่มีการย่อยแบบเอกโซกลูคาเนสสามารถพบได้ในไกลโคไซด์ 
ไฮโดรเลสแฟ่มล 5, 6, 7, 9 และ 48 (Henrissat and Davies, 1997) และ 3) P'glucosidases (E .c.3.2.1.21) 
หรือ cellobiase เป็นเอนไซม์ร่วมที่มีบทบาทสำคัญในการย่อยเซลโลไบโอสและเซลโลไบโอแซคคา 
ไรด์ให้เป็นกลูโคส (Beguin, 1990) โดยสามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์ชนิดนีด้วยให้ทำปฏิกิริยากับ 
cellobiose และ p-nitrophenyl-p-D-glucopyranoside (p-NPG) เป็นต้น (Wike et al., 1983) เอนไซม 
เซลลูเลสที่มีการย่อยแบบเอกโชกลูคาเนสสามารถพบได้ในไกลโคไซด์ไฮโดรเลสแฟ่มิลี่ 1, 3, 5, 9, 30, 
116 และ NC (Henrissat and Davies, 1997)

เอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 หรือ แฟมิลี่ที่ 9 (GH9) เดิมเรียกว่า cellulase family E จัดเป็นแฟมิลี่ 
ท ี่ม ีสมาชิกที่เป ็นเอนไซม์เซลลูเลสมากเป็นอันดับสองรองจากแฟมิลี่ท ี่5 เอนไซม์ท ุกต ัวในแฟ่ม ิล ี่ท ี่9 มี 
โครงสร้างสามมิติของบริเวณ catalytic domain เป็นแผ่นพับช้อนกันแบบ ( ๙ a)6 barrel fold ซึ่งมีร่องใน 
การเข้าจับกับโพลิแซคคาไรด์ที่บริเวณที่มีนำตาลอย่างน้อย 6 โมเลกุลในลักษณะ -4 ถึง +2 (Sakon et al., 
1997; Guerin et al., 2002) เอนไซม์ในแฟมิล ี่น ีส ่วนใหญ่จะม ีส ่วนของบริเวณที่ใช ้ในการยึดก ับ 
เซลลูโลส เรียกว่า cellulose binding module (CBM) ซึ่งเป็นชนิด CBM3c โดยจะเชื่อมต่อจากทางด้าน 
C-terminal ของบริเวณที่ทำหน้าที่ในการย่อยสับสเตรด (catalytic domain) ของเอนไซม์เซลลูเลสแฟมิลี่ 
ท่ี 9 (Sakon et a l; 1997) โดยโดเมน CBM3c จะเข้าจับกับสายเซลลูโลสอย่างหลวมๆ (Tormo et al., 
1996) เซลลูเลสแฟมิลี่ที่ 9 แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มย่อยคือ E1 เป็นเอนไซม์ที่แยกได้จากแบคทีเรีย ขณะที่ E2 
จำแนกไต ้จากส ิ่งม ีช ีว ิตอ ื่นและแบคท ีเร ียบางชน ิด โดยเอนไซม ์เซลล ูเลสท ังหมดท ี่เป ็น  processive 
endoglucanase จะเป็นสมาชิกของกลุ่ม E l (Tomme et al., 1995) เอนไซม์เซลลูเลสแฟมิลี่ท ี่ 9 มีลำดับ 
กรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษ์เป็น [STV] - X - [LIVMFY] - [STY] - x(2) - G - X - [NKR] - x(4) - 
[PLIVM] - H - X - R (Henrissat and Davies, 1997) กิจกรรมการทำงานของเซลลูเลสในแฟมิลี่ท ี่ 9 พบ
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ทังแบบ endoglucanase (EC 3.2.1.4) cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) และ beta-glucosidase (EC 
3.2.1.21) และโดยส่วนมากในแบคทีเร ียจะพบการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในรูปแบบของหลายโดเมน 
ทำงานร่วมกัน เรียกว่า เซลลูโลโซม (cellulosome) (Henrissat and Davies, 1997) เซลลูเลสแฟมิลี่ท ี่ 9 มี 
กลไกการทำงานแบบ inverting มีรายงานว่าเอนไซม์ Cel9A จากแบคทีเรีย Thermobifidafusca สามารถ 
ย่อยเซลลูโลสบริเวณ crystalline ได้ดี (Chen et ๗., 2007)

ในปิจจุบันฐานข้อมูล CAZy (http://www. cazy.org/fam/GH9.html) รายงานแหล่งที่มาของ 
เอนไซม์แฟมิลี่ที่ 9 แยกได้จากสัตว์ เช่น หอย Ampullaria crossean (ABD24274.1) จากพช เช่น 
Arabidopsis thaliana (AAC16418.1) จากรา เช่น Cryptococcus neoformans var. neoformans JEC21 
(AAW44965) จากโปรโตซัว เช่น Epidimum ecaudatum (CAL91976.1) จากอาร์เคียซึ่งมีรายงานไว้แล้ว 
2 ชนิด และจากแบคทีเรียมีรายงานการจำแนกยีนเซลลูเลสแฟมิลี่ที่ 9 ไว้มากที่สุดจำนวน 375 ยีน 
เอนไซม์เซลลูเลสที่แยกได้จากพืชทั้งหมดจะเป็นสมาชิกของแฟ่มิลี่ที่ 9 (Cantarel et ๗., 2009) แบคทีเรีย 
ในกลุ่ม Clostridium sp. เป็นแบคทีเรียที่มีการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสแฟมิลี่ที่ 9 ได้มากที่สุด โดยพบว่า 
c. acetobutylicum, c. josui, c. cellulolyticum, c. lentocellum, c . cellulovorans และ c. thermocellum 
มี'ยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลถูเลสแฟมิลี่ที่ 9 บนจีโนมอย่างน้อย 5 ยีน โดยที่ c. thermocellum 
พบยีนเซลลูเลสแฟมิลี่ที่ 9 มากที่สุดถึง 16 ยีน ขณะที่ Fibrobacter succinogenes และ Ruminococcus 
albus แบคทีเรียที่อาศัยในรูเมนของสัตว์เคียวเอื้องก็พบยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสแฟมิลี่ที่ 
9 ได้อย่างน้อย 8 ยีน นอกจากนียังพบว่าแบคทีเรียชนิดอื่นๆ เช่น Bacillus pumilus, Cellulomonas fimi, 
Cellulomonas flavigena, Cellulosilyticum ruminicola, Cellvibrio japonicus, Cytophaga hutchinsonii, 
Dyadobacter fermentans และ Eubacterium cellulosolvens ด่างกสร้างเอนไซมเซลลูเลสแฟ่มลท 9 ได้ 
เช่นกัน (Cantarel et al., 2009)

ในตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม เช่น ตัวอย่างดิน มูลสัตว์ สิ่งขับถ่ายจากสัตว์ รวมทั้งตัวอย่างจาก 
ระบบทางเดินอาหารของสัตว์ การเพาะเชือจุลินทรีย์ในตัวอย่างดังกล่าวอาจมีข้อจำกัดเนื่องจากจุลินทรีย์ 
ส่วนใหญ่อาศัยอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่มีลักษณะเฉพาะ บางชนิดไม่อาศัยออกซิเจนในการเจริญ
นอกจากนีอาหารเลียงเชือที่ใช้ในในห้องปฏิบัติการอาจไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชือบางชนิด จะ
เรียกจุลินทรยเหล่านีว่า uncultured หรอ unidentified microorgnism การจำแนกยีนจากสิงแวดล้อม 
ดังกล่าวจึงอาศัยเทคนิคเมทาจีโนมิกส์ (metagenomics) ซึ่งทำการจำแนกยีนจากเมทาจีโนมของจุลินทรีย์ 
ทังหมดที่อาศัยในสิ่งแวดล้อมนันๆ โดยในลำไล้ตอนกลางของปลวกสามารถจำแนกยีนเซลลูเลสแฟมิลี่ 
ท 9 จาก uncultured microorganism ได้กง 11 ยน (พ amecke et al., 2007) ในดนทมการทับถมของ 
ใบไม้มีรายงานการจำแนกยีนเซลลูเลสแฟมีลี่ที่ 9 ได้ 3 ยีน (Pang et al., 2009) นอกจากนี้ยังมีรายงาน 
การจำแนกยีนเซลลูเลสแฟมิลี่ที่ 9 ได้จากตะกอนดินจากทะเลสาบ (Grant et al., 2004) จากลำไล้ของคน
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(Tasse et a l ,  2010) จากมูลซาง (Wang et al., 2009) และในสิ่งขับถ่ายจากไสัเดือน (Beloqui et a l, 
2010)เป็นต้น

ความสำคัญและที่มาของปัญหา
* I  ,  „  £

การใช้พลังงานจากการเผาไหม้นำมันเช ือเพลิงเป ็น!]ญหาสำคัญของประเทศไทยอย่างมากใน 
ปีจจุบัน เนื่องจากแหล่งผลิตในประเทศมีไม่เพียงพอคับความต้องการที่สูงฃึนตามความเจริญเติบโตทาง 
เศรษฐกิจ จึงต ้องพ ึ่งพาการนำเข ้าเป ็นหลัก ประเทศไทยสูญเส ียเงินตราต่างประเทศเพ ื่อนำเข ้านำม ัน 
เช ื้อ เพล ิงกว ่าแสนล้านบาทต ่อป ีและราคานำม ันก ็ม ีแนวโน ้มส ูงข ืนเร ื่อยๆ การค ิดค ้นแหล่งพล ังงาน 
ทดแทนใหม่ๆ จ ึงเป ็นสิ่งสำคัญ และที่ม ีความตื่นตัวคันมากในขณะนี คือ การใช้เอทานอลมาทดแทน 
เชื้อเพลิงที่ผล ิตจากปิโตรเลียม การผลิตเอทานอลจะจำกัดอยู่ท ี่นำตาลจากอ้อย แป้งมันสำปะหลังและ 
ข้าวโพด ซึ่งโดยปกติวัตถุด ิบเหล่านีจะใช้เป ็นอาหารมนุษย์และอาหารสัตว์ การนำมาผลิตเอทานอลจะ 
ทำให้พ ืชเหล่าน ี้ม ีม ูลค ่าเพ ิ่มส ูงข ืนและทำให ้เส ียสมดุลในส่วนของการนำไปผลิตอาหารและยังทำให ้ 
อาหารมีราคาเพ ิ่มขืนตามไปด้วย ในปีจจุบ ันหลายๆประเทศจึงห ันมาคิดค้นเทคโนโลยีใหม่  ๆ ในการ 
ผลิตเอทานอลซึ่งใช้วัถุดิบจากชีวมวลประเภทคิกโนเซลลูโลสิก (lignocellulosic biomass) ซึ่งได้แก่ ซาก 
ต้นไม้ เศษไม้ กระดาษ ฟางข้าว เศษหญ้า และเศษวัสดุทางการเกษตรอื่นๆ ซึ่งใช้กรรมวิธีเปลี่ยนชีวมวล 
ประเภทลิกโนเซลลูโลสิกให้กลายเป็นนํ้าตาล จากนันหมักนำตาลที่ได้ให้กลายเป็นเอทานอลอีกที โดย 
ส่วนประกอบหลักของชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลสิก ได้แก่ พวกเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
โดยเซลลูโลสมีล ักษณะเป็นโพลิเมอร์ท ี่ประกอบด้วยหน่วยของกลูโคสที่เช ื่อมต่อคันด้วยพันธะ beta- 
1, 4-glucosidic linkage ส่วนเฮมิเซลลูโลสเป็นส่วนประกอบรองของพืชและลิกนินเป็นส่วนที่สร้างความ 
แข็งแรงให้แก่ต้นไม้ การย่อยสลายเซลลูโลสให้กลายเป็นนำตาลด้วยเอนไซม์กลุ่มเซลลูเลส (cellulase) 
จะสามารถใช้เป ็นนํ้าตาลดั้งต้นในขบวนการหมักให้เป ็นเอทานอลเพื่อทดแทนการใช้วัตถุด ิบประเภท 
แป้งได้

เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศที่ม ีพ ืนฐานทางเศรษฐกิจมาจากผลผลิตทางการเกษตรกรรม 
ประชากรส่วนใหญ่ทำการเพาะปลูกข้าว อ้อย มันสำปะหลังและพืชไร่อื่นๆ หลังจากฤดูการเก็บเกี่ยวและ 
ก ารส ่งผ ล ผ ล ิต อ อ ก ส ู่ต ล าด แล ้ว  เศ ษ ว ัส ด ุท างก าร เก ษ ต รห ร ือ ช ีวม วล ท ี่เห ล ือ อ ย ู่ใน ป ร ิม าณ ม าก  
โดยประมาณมากกว่า 50 ล้านตันต่อปี บางส่วนเกษตรกรนำไปใช้เป็นวัตถุดิบอาหารสัตว์ประเภทอาหาร 
หยาบโดยเฉพาะโคและกระบือ ขณะที่ส่วนที่เหลือจะลูกไถกลบหรือเผาทิง การเผาวัสดุเหล่านียังก่อเกิด 
ป ีญหาทางด้านมลพิษทางอากาศและฝ่นควันตามมา เศษวัสดุทางการเกษตรดังกล่าวส่วนใหญ่จะเป ็น 
ฟ่างข้าว ข้าวเปลือก ด้นและใบอ้อยและข้าวโพด และอื่นๆ เหล่านีจะเป็นวัตถุดิบอย่างดีในการผลิตเอทา 
นอลด้วยเทคโนโลยีช ีวโมเลถุลสมัยใหม่ ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนการนำเข้าพลังงานประเภทปีโตเลียมจาก 
ต่างประเทศลงได้มาก อย่างไรก็ตามไนป็จจุบันเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากชีวมวลยังอยู่ในระดับ
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การว ิจ ัยและพ ัฒนาในหลายประเทศ เน ื่องจากส ิ่งสำคัญในการบรรลุเป ้าประสงค์ค ือ การค้นพบและ 
เข้าใจขบวนการการทำงานของเอนไซม์ท ี่ย ่อยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โดยเฉพาะการค้นหา 
เอนไซม์จากแหล่งใหม่ๆที่ม ีประสิทธิภาพที่ด ีในสภาวะการหมักของยีสต์ในขบวนการผลิตเอทานอล 
กำลังเป็นที่สนใจของนักวิจัยทั่วโลก

นอกจากการทำไร'นาของเกษตรกรแค้วเกษตรกรมักจะเลียงโคและกระบือร่วมด้วย ซึ่งกระบือ 
(.Bubalus bubalis) นั้นเป็นสัตว์เคี้ยวเอื้องที่ระบบการย่อยอาหารที่ซับซ้อน สามารถกินหญ้าแห้งและฟาง 
ข้าวที่ม ีคุณภาพตํ่าที่ข ึ้นตามธรรมชาติหรือวัชพืชได้ กระเพาะรูเมนของกระบือมีจุลินทรีย์อณู่ปีนจำนวน 
มากทังแบคทีเรีย โปรโตซัว และเชือรา โดยจุล ินทรีย์เหล่านีทำหน้าที่สร้างเอนไซม์ต่างๆที่ช ่วยในการ 
ย ่อยอาหารท ี่ส ัตว ์ก ิน เข ้าไปเพ ื่อ เปล ี่ยนเป ็นสารอาหารให ้แก ่ต ัวส ัตว ์ ด ังน ันกระเพาะส ่วนรูเมนของ 
กระบือจึงนับว่าเป็นแหล่งเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสที่ดีอีกแหล่งหนึ่ง

การวิจัยครังนีจ ึงจัดทำขึนเพ ื่อมีเป ้าหมายในการค้นหายีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
ชนิดใหม่ๆจากของเหลวที่นำมาจากกระเพาะรูเมนของกระบือ โดยเอนไซม์เซลถูเลสในกลุ่มที่ 5, 9, 44, 
45 และ 48 เป ็นเอนไซม์ท ี่ค ้นพบได้จากจุล ินทรีย์ประเภทแกรมบวก และมีรายงานการจำแนกมาจาก 
แบคทีเร ียที่อาศัยในกระเพาะรูเมนของสัตว์เค ียวเคืองยังไม่มากนักทังที่เป ็นแหล่งอาศัยของจุล ินทรีย์ท ี่ 
ผลิตเอนไซม์ในการย่อยเยื่อใยของพืชที่มีความหลากหลาย อย่างไรก็ตามแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในรูเมนนัน 
ส ่วน ให ญ ้เป ็นแบคท ีเร ียท ี่ไม ่ใช ้ออกซ ิเจน ใน การเจร ิญ  ทำให ้ม ีข ้อจำก ัดใน การน ำมาเพ าะเล ียงใน  
ห้องปฏิบัติการ การนำเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาใช้ในการตัดต่อยีนที่ผลิตเอนไซม์จากแบคทีเรียใน 
กระเพาะรูเมนไปยังจุล ินทรีย ์ชนิดใหม่ท ี่สามารถเจริญเตบโตได้อย่างรวดเร็วและเพาะเล ียงได้ง ่าย จะ 
ช่วยให้สามารถผลิตเอนไซม์อย่างมีประสิทธิภาพและในปริมาณที่มากขึน อย่างไรก็ตามผู้ว ิจัยและคณะ 
ได้ดำเนินการศึกษาและคัดแยกยีนเซลลูเลสในกลุ่มที่ 5 และ 44 จากกระเพาะโคและกระบือได้แค้วนัน 
โครงการวิจัยครังนี้จ ึงจัดทำขึ้นเพื่อค้นหายีนเซลลูเลสเฉพาะในกลุ่มที่ 9 เพื่อนำยีนที่ได้มาสร้างดีเอ็นเอ 
สายผสมในการผลิตเอนไซม์ในยีสต์เพ ื่อให้เป ็นอีกทางเล ือกหนึ่งของการผลิตเอนไชม์ท ี่ม ีศ ักยภาพใน 
การย่อยสลายชีวมวลจากพืชให้ได้นำตาลกลูโคสเพื่อใช้เป็นสารตังด้นในขบวนการผลิตเอทานอลและ 
เพื่อนำเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมด้านยื่นๆ เช่น อ ุตสาหกรรมอาหารสัตว์ อุตสาหกรรม 
กระดาษ และอุตสาหกรรมอาหารต่อไป
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วัตถุประสงค์
1) เพ ี่อคัดเลือกยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลรุแลสกลุ่มที่ 9 จากเมทาจีโนมที่แยกได้จากรู 

เมนของกระบือ
2) เพ ี่อค ้นหายีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ชนิดใหม่โดยการวิเคราะห์ลำดับ 

เบสเทียบกับฐานข้อมูลยีน
3) เพี่อศึกษาการแสดงออกของยีนเซลลูเลสที่กัดเลือกได้ในยีสต์เจ้าบ้าน
4) เพี่อทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตได้

สมมติฐานของการวิจัย
. กระบือเป็นสัตว์เคี้ยวเอื้องที่สามารถกินอาหารหยาบคุณภาพตํ่าได้เน ื่องจากในกระเพาะส่วนรู 

เมนมีความหลากหลายของจุล ินทรีย์ท ี่ช ่วยในการผลิตเอนไซม์ที่ใข ้ในการย่อยเยื่อใยประเภทเซลลูโลส 
และเฮมิเซลลูโลส การคัดเลือกยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์ในการย่อยเยื่อใยพืชฺจากรูเมนของกระบือ 
น ่าจะมีโอกาสได้เอนไชม์ท ี่ม ีค ุณสมบัติเหมาะสมในการนำไปใช้ผลิตเอนไซม์เพ ี่อย่อยเศษวัสดุจากพืช 
จำพวก ฟางข้าวและหญ้าแห้งได้ดี

ขอบเขตการวิจัย
สกัดเมทาจีโนมิกอีเอ ็นเอจากของเหลวที่แยกมาจากกระเพาะรูเมนของกระบือปลักจากโรงฆ่า 

ส ัตว ์ นำมาจำแนกยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอ 
เรสโดยใช้ไพรเมอร์ท ี่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษ์ของเอนไซม์กลุ่มนีในฐานข้อมูลยีน นำผลผลิตพีซี 
อาร์ท ี่ได้ไปทำการดัดต่อยีนเข้าพลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T และถ่ายยีนเข้าส่เชือ Escherichia coli นำ 
พลาสมิดลูกผสมที่ได้ไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทต์ ทำการออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อด้านปลาย 
3’ และ 5’ ของชิ้นส่วนยีนเพี่อทำการโคลนยีนส่วนที่เหลือทังสองด้านด้วยเทคนิค genome walking เมื่อ 
ได้ข้อมูลยีนที่สมบูรณ์แล้วทำการจำแนกยีนเซลลูเลสเห้นที่สมบูรณ์จากเมทาจีโนมิกดีเอ ็นเอที่สกัดจาก 
ของเหลวในรูเมนของกระบืออีกครังหนื่ง ทำการดัดต่อยีนเข้าสู่พลาสมิตเวคเตอร์และ'วิเคราะห์ลำดับ 
นิวคลิโอไทด์เพี่อยืนยันความสมบูรณ์ของยีน ทำการดัดต่อยีนเซลลูเลสเข้าสู่พลาสมิดเวคเตอร์ pKLAC2 
และดัดต ่อเข ้าส ่จ ีโนมของยีสต์Kluyveromyces lactis เล ียงยีสต์ล ูกผสมในอาหารเหลวและทำการเก็บ 
โปรตีนที่หลั่งออกมาจากอาหารเหลว ทำการทดสอบเวลาที่เหมาะสมในการเลียงเชือยีสต์ท ี่ให ้ปริมาณ 
และกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสมากที่ส ุด และทำการทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม์ ได้แก่ นำหนัก 
โมเลกุลและสภาวะที่เหมาะสมในการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ที่ผลิตได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ประโยชน์ทคาดว่าจะได้รับ
เพื่อนำไปพัฒนาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเชิงพาณิชย์โดยใช้ระบบการผลิตด้วยยีสต์ และนำไป 

พัฒนาเพื่อให้สามารถทำงานได้ในขบวนการหมักเพื่อใช้ในการผลิตเอทานอลในอนาคตเพื่อใช้เป็น 
พลังงานชีวภาพ ช่วยทดแทนการผลิตเอทานอลจากนำตาล แป้ง ช่วยลดภาวะขาดแคลนวัตถุดิบอาหาร 
และช่วยลดการนำเข้านำมันเชือเพลิงก่อให้เกิดความมั่นคงทางเศรษฐกิจของประเทศ นอกจากนียัง
สามารถนำไปใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ การผลิตอาหารสัตว์ การย่อยชีวมวลเพื่อประโยชน์ 
อื่นๆ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. ว ิธ ีดำเน ินการวิจ ัย

การเก็บตัวอย่างจากรูเมนของกระบือ
เก็บของเหลวจากรเมนของกระบือปลักจากโรงฆ่าสัตว์เขตหนองจอก กรุงเทพมหานคร จำนวน 

3 ตัว กรองตัวอย่างผ่านผ้าขาวบาง 2 ชั้นใส่ในขวดที่ผ่านการฆ่าเชือ นำของเหลวที่ได้จากกระเพาะรูเมน 
แบ่งใส่หลอด 15 มิลลิลิตร. และนำมาปีนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ละลาย 
ตะกอนแบคทีเร ียด ้วยสารละลายนำเกลือ 0.85% แบ่งใส ่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเก็บ 
ตัวอย่าง ท่ี -80°c

การสกัดเมทาจีโนมิกสีเอ็นเอ
สกัดเมทาจ ีโนม ิกด ีเอ ็นเอจากแบคท ีเร ียอาศ ัยท ี่อย ู่ในกระเพาะรูเมนตามวิธ ีท ี่ด ัดแปลงมาจาก 

Tajima el al. (1999) โดยนำของเหลว 300 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย extraction buffer (100 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 100 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Sodium phosphate buffer pH 8.0, 1.5 M NaCl, 1% 
Cetyltrimethylammonium bromide: CTAB) และ proteinase K—(20-mg/ml) บ่มทีอุณหภูมิ 65°c เปน 
เวลา 30 นาที จากน ั้นแช ่แข ็งท ี่อ ุณหภูม -ิ80°c เป็นเวลา 60 นาที ทำเช่นนีจำนวน 5 รอบ เก็บของเหลว 
ส่วนใสมาสกัดดเอนเอดวย phenol—chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) และ 5.3 M NaCl ตกตะกอน 
ดีเอ็นเอด้วย Isopropanol และล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยนำที่ผ ่านการฆ่า 
เชื้อ และนำสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณ และคุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัด ด้วยเครื่องวัด 
ค่าการดูดกลนแสง รุ่น Ultraspec 1 lOOpro (Amersham Biosciences, UK) โดยค่าการดูดกลนแสงทีความ 
ยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) สำหรับดีเอ็นเอและโปรตีนตามลำดับ เก็บ 
สารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20°c

ไพรเมอร์สํไหรับการโคลนยีน
3.1 ไพรเมอร์สำหรับโคลนชินยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 จากดีเอ็นเอที่สกัดจากของเหลวในกระเพาะ 

รูเมนของกระบือ ได้แก่
Cel9_Fl : 5’ GAYGCNGGNGAYCAYGTIAARTT 3’
Cel9_Rl : 5’ GCRTTRTARTCNRTIGCNACYTc 3’
โดย R = A หรือ G; Y = c  หรือ T; N = A, c , G หรือ T; I = inosine

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2 ไพรฌอร์สำหรับการโคลนยีนที่สมบูรณ์ของเซลลูเลส Cel9-B โดยเทคนิค genome walking
ได้แก่

Cel9_4 Upl : 5’ AAACGATCTCGTCGCCCTTGTCGCAGTCAG 3’
Cel9_4 Up2 : 5’ TCAGTCCGTCCGGGTACTGGTACATACCC 3’
Cel9_B Dwl : 5’ CGAGTACAATCAGGCTGGCGCTACATTCGG 3’
Cel9_B Dw2 ะ 5’ CTTccAGGACGCAAACTTccAGTTcAAGGAC 3’
Cel9_B Dw3 ะ 5’ GCGATGTTACTACCGCGGACGCAGTTGCT 3’
Cel9_B Dw4 : 5’ CGAGGCAAAGGCTAATGCGGACGTTTACGG 3’
ตำแหน่งจับของไพรฒอ่ร์แต่ละเสันบนยีนเซลลูเลส Cel9-B แสดงไว้ในภาคผนจก ก

3.3 ไพรเมอร์สำหรับโคลนยีนเซลลูเลส GH9 จากโคลน Cel9-B เข้าสู่เวคเตอร์ pKLAC2 เพื่อ 
การผลิตโปรตีนลูกผสมในยีสต์สายพันธุ Kluyveromyces lactis GG799 ได้แก่

Ncol
pKLAC_9_BF ะ 5’ CAT GCC AT GGT AAC AAT GAAGAACC AG AAACTT ATCC 3’

iscoRI
pKLAC_9_BR ะ 5’ CCGGAATTCTTAGGCAGCAGCGGCAACGAGAGTTGCGTTGTA 3’

การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนเซลณูลสด้วยปฏิกิริยาดูกโซ่โพลิเมอเรส
ทำการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายเซลลูเลสจากดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอย่างของเหลว 

ในกระเพาะรูเมนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 
Cel9_F และ Cel9_R ท่ี โดยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็น 
เอด้นแบบ 200 นาโนกรัม สารละลาย IX Taq Buffer (500 mM KC1, 100 mM Tris-HCl, 0.1% Triton™ 
X-100) สารละลาย dNTP 400 pM สารละลาย MgCl2 2 mM ไพรเมอร์ Cel9_F และ Cel9_R อย่างละ 1 
pM เอนไซม์ Taq DNA Polymerase (Vivantis, USA) 0.1 ยูนิต และปรับปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นที่ผ่านการ 
ฆ่าเชือแล้ว

การทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส จะใช้เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ รุ่น MyCyclerTM 
thermal cycler (Biometra, Germany) ก่อนการทำงานของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส กำหนดอุณหภูมิ 
94°c เป็นเวลา 3 นาที เพื่อเตรียมดีเอ็นเอด้นแบบให้แยกเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวอย่างสมบูรณ์ จากนันเริ่ม 
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพณิมอเรส จำนวน 35 รอบ ตามวงรอบที่อุณหภูมิต่างๆ กัน คืออุณหภูมิ 94°c เป็นเวลา 
45 วินาที (ตีเอ็นเอเสียสภาพแยกเป็นสายเดี่ยว) จากมันลดอุณหภูมิลงในช่วง 50°c เพื่อให้สายดีเอ็นเอ 
ด้นแบบจับกับไพรเมอร์อย่างเหมาะสมกับไพรเมอร์ ใช้เวลาเป็นเวลา 45 วินาที และเพิ่มอุณหภูมิขึนที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ระดับ 72°c เป็นเวลา 1 นาที ขั้นตอนนี เพื่อให้มีการเพิ่มจำนวนลำดับนิวคลีโอไทด์จากการจับตัวกันกับ 
ตัวอย่างอย่างเหมาะสมของไพรฒอร์ และดีเอ็นเอต้นแบบ เพื่อปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ทำงานครบ 35 
รอบ ก่อนสิ้นสุดปฏิกิริยา ให้คงอุณหภูมิที่ 72°c เป็นเวลา 10 นาทีจำนวน 1 รอบ ซึ่งถือไต้ว่าขั้นตอนการ 
ทำปฏิกิริยาเสร็จสินอย่างสมบูรณ์

การตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกใโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีชีส
การวิเคราะห์ปริมาณดีเอ ็นเอบนเจลอะกาโรสทำไต้โดยเตรียมเจลอะกาโรสความเข้มข้น0.8%

ซึ่งละลายในบัฟเฟอร์ TAE pH 8.0 ด้วยความร้อน จากบันทำให้เย็นลงที่อ ุณหภูมิ 55°c แล้วเทเจลลงใน 
ถาดเจล (Gel tray) ทิ้งให้เจลแข็งตัวที่อ ุณหภูมิห ้อ่ง ผสมสารละลายดีเอ ็นเอกับ 6X Loading dye ใน - 
อัตราส่วน 5:1 โดยใช้ lambda Hindlll เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน ให้กระแสไฟฟ้าที่ม ีความต่างศักย์ไฟฟ้า 
100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบร์ไมต์ความเข้มข้น 0.5 pg/ml เป็นเวลา 
15 นาที แล้วล ้างแผ่นเจลด้วยนำเป ็นเวลา 10 นาที หลังจากบันตรวจสอบแถบดีเอ ็นเอและบันทึกภาพ 
ด้วยเครือง gel documentation รุ่น Syngene Genious (Bio Imaging System, Germany)

การสกัดดีเอ็นเอจากเจลอะกาโรส
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยใช้ความเข้มข้นเจล 1% แล้ว 

ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมต์และตรวจลูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตผ่านเครื่อง 
Gel documation จากนั้นเปรียบเทียบผลผลิตพีชีอาร์ที่ได้จากการสังเคราะห์กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
สกัดแยกดีเอ็นเอออกจากเจลและทำให้บริสุทธิด้วย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) 
โดยดัดแถบผลิตภัณฑ์พีชีอาร์ที่ด ้องการใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ เติมบัฟเฟอร์ QG ปริมาตร. 3 เท่า 
ของนั้าหบักเจลที่ดัดได้ จากบันปมที่อุณหภูมิ 50°c เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกว่าเจลละลายหมด แล้ว 
เติม Isopropanol (1 เท่าของปริมาตรตัวอย่างที่เก็บได้) ปีเปตสารละลายดีเอ็นเอใส่ใน Spin column ที่วาง 
อยู่ในหลอด Collection tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ทิงฃองเหลวที่อยู่ภายใน Collection tube จากบันเติมบัฟเฟอร์ QG 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 
นาที ทิ้งของเหลวที่อยู่ภาอ่ใน Collection tube จากบันเติมบัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใน 
Spin column และดังทิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-5 นาที แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ 
ต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ทิงของเหลวที่อยู่ภายใน Collection tube จากบันทำการป่น 
เหวี่ยงซํ้าอีกครั้งที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาย้าย Spin column 
ไปใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์หลอดใหม่เติม บัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ดังทิงไว้ที่ 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5-10 นาที แล้วจึงนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตรวจสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ที่สกัดได้จากผลผลิตพีซีอาร์โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1% 
โดยใช้ 100 bp DNA Ladder เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน

การเตรียมเซลลเจ้าบ้าน Escherichia coli DH5CC
เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ DH5CC บนอาหารเลียงเชือแบบแข็ง LB agar (1% (w/v) 

Tryptone, 0.5% (w/v) Yeast-extract, 1% (w/v) NaCl, 1.5% (w/v) agar) บ่มทอุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 
12-16 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยโคโลนีที่ได้มา 1 โคโลนี ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 300 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 
SOB medium (2% (w/v) Tryptone, 0.5% (w/v) Yeast-extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KC1, 10 mM 
MgClj, 10 mM M gS04) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เพาะเลีย;าที่อุณหภูมิ 18°c เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลาประมาณ 20 ชั่วโมง นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้ได้ 
ค่าประมาณ 0.6 (Sambrook et al. 1989) จากนันถ่ายเชือลงหลอดเซ็นตริพัวจ์แล้วตังทิงไว้ในนำแข็ง 15 
นาที ต่อมานำไปปีนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4°c เป็นเวลา 10 นาที แล้วทิ้งส่วน 
ใส ละลายตะกอนเบาๆ ด้วยสารละลาย Transformation buffer หรือ TB (10 mM PIPES, 15 mM CaClj, 
250 mM KC1 ปรับให้ได้ pH 6.7 แล้วเติม 55 mM MnCl2) ที่แช่เย็น ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนันตังทิง 
ไว้ในนำแข็ง 10 นาที พิงส่วนใส ละลายตะกอนด้วยสารละลาย TB ที่แช่เย็น 10 มิลลิลิตร แล้วค่อยๆ เติม 
DMSO 0.7 มิลลิลิตร แล้วตั้งทิ้งไว้ในนั้าแข็ง 10 นาที แบ่งเซลล์เจ้าบ้าน (competent host cell) ที่ได้ใน 
หลอดไมใครเซ็นตริพัวจ์ แล้วเก็บที่อุณหภูมิ -80°c

การโคลนยีนเข้าสู่พลใสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T
1. การเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอกับพลใสมิดเวคเตอร์ (ligation)
นำผลผลิตพีซีอาร์ที่ผ ่านการทำให้บริสุทธิมาเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pTZ57R/T (ภาคผนวก ค) 

ตามวิธีการในชุดนำยาสำเร็จรูป InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas, Canada) โดยใช้อัตราส่วน 
ความเข้มข้นของผลผลิตพีซีอาร์ต่อพลาสมิดเวคเตอร์เท่ากับ 3:1 ปฏิกิริยาการเชื่อมต่อ 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย IX Ligation buffer (40 mM Tris-Hcl, 10 mM MgCl, ,10 mM DTT, 0.5 mM ATP pH 7.8 
ท่ี 16°c) พลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T 55 นาโนกรัม เอนไซม์ T4 DNA Ligase (Fermentas, Canada) 
ความเข้มข้น 5 ยู,นิต, ผลผลิตพีซีอาร์-150 นาโนกรัม และนำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ นำสารละลายทังหมด 
ผสมให้เข้ากันและบ่มไว้ที่อ ุณหภูมิห ้องเป็นเวลา 1 6 ชั่วโมง

2. การทรานส์ฟอร์มดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E.coli DH5tt
การทรานส์ฟอร์มดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E.coli DH5a ด้วยวิธี Heat shock 

(Sambrook et al, 1989) โดยนำเซลล์เจ้าบ้าน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาตังทิ้งไว้ในนั้าแข็งเป็นเวลา 10
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นาที จากนันป็เปตสารละลายที่ทำการเชื่อมชินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายเข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ ปริมาตร 
20 ไมโครลิตรใส่ในเซลล์เจ้าบ้านผสมให้เข้ากันเบาๆ แล้วแช่ในนำแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนันนำไป 
แช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 42°c เป็นเวลา 90 วินาที แล้วทำให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยแช่ทิงไว้ใน 
นิ้าแข็งเป็นเวลา 2-3 นาที ต่อมาเติมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว LB broth (1% (พ/v) Tryptone, 0.5% 
(w/v) Yeast-extract, 1% (w/v) N aC l)^ริมาตร 1 มิลลิลิตร และนำไปบ่มแบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37°c เป็นเวลา 60 นาที จากนันแบ่งสารละลายไปเกลี่ย (Spread) บน 
จานเพาะเชออาหารแขง LB agar ทม Ampicillin 100 pg/ml, IPTG 0.2 mg/ml และ X-gal 0.2 pg/ml 
จากนั้นนำจานเพาะเชือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง

3. การคัดเลือกโคโลนืที่ได้รับการทรานส์ฟอร์ม
คัดเลือกโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะ Ampicillin, X-gal และ IPTG เนื่องจาก 

pTZ57R/T (Fermentas, Canada) มบริเวณ lacZ gene ทีทำหนาทีผลิตเอนไชม p-galactosidase โดยจะ 
ทำการย่อย X-Gal ให้ได้ตะกอนสีฟ้า แต่พลาสมิดเวคเตอร์ที่ถูกแทรกสอดด้วยผลผลิตพีซีอาร์ ที่บริเวณ 
lacZ gene จะทำให้ไม่สามารถผลิตเอนไซม์นีได้ เป็นผลให้ได้โคโลนีสีขาวแทน

4. การสคัดพลาสมิดดีเอ็นเอ
เลือกโคลนที่ได้มาทำการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB ที่มี Ampicillin 100 pg/ml ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 12-18.ชั่วโมง จากนันตกตะกอน 
เซลล์โดยป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที หลังจากนั้นสกัดพลาสมิดตามวิธีใน 
คู่มอของ QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Germany) ดังน เติมสารละลาย Resuspension 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน ต่อมาเติมสารละลาย Lysis ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
จากนั้นกลับหลอดไปมา 4-6 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลาย Neutralization ปริมาตร 350 ไมโครลิตร แล้ว 
กลับหลอดไปมา 4-6 ครัง จากนันนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นดูดของเหลวนั้งหมดใส่ใน QIAprep® spin column แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาเติมสารละลาย Wash ปริมาตร 500 pi แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิงของเหลวที่อยู่ภายใน collection tube ทิง จากนันเติม 
สารละลาย Wash ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที อีกครั้ง แล้วทิ้งของเหลวที่อยู่ภายใน collection tube ทิง จากนันทำการป่นเหวี่ยงชำอีกครังที่ 
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาย้าย spin column ไปใส่หลอดไม 
โครเซ็นตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติมสารละลาย EB ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ดังทิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
5-10 นาที แล้วจึงนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ตรวจสอบความเข้มข้น
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ของพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8% แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบร 
ไมด้และตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต จากใรั้นเปรียบเทียบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ 
สกัดได้จากผลผลิตพีซีอาร์กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐานตาม

5. การตรวจสอบพลาสมิดลูกผสมโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ
นำพลาสมิดลูกผสมที่ได้จากการสกัดมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ โดยปฏิกิริยาของการตัดมี

ปริมาตรรวม 10 แ1 ประกอบด้วย พลาสมิดลูกผสม 100 นาโนกรัม IX Buffer Tango™ with BSA (Tris- 
acetate (pH 7.9 at 37°c) 3.3 mM, Magnesium acetate 10 mM, Potassium acetate 6.6 mM, BSA 0.01 
mg/ml), เอนไซม์ตัดจำเพาะอย่างละ 3 ยูนิต และปรับปริมาตรด้วยนำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชือ จากนันนำไป 
บ่มที่ 37°c เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นทำการตรวจสอบขนาดและจำนวนชินดีเอ็นเอที่เกิดจากการ 
ตัดด้วยเอนไซม์ด้วยเจลอะกาโรส 1% จากนันทำการสุ่มเลือกโคลนที่มีขนาดและจำนวนชินดีเอ็นเอที่ 
แตกต่างกัน มาทำการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ ด ้วยไพรเมอร์ M13F และ ไพรเมอร์ M13R-pUC 
(Ist Base, Malaysia)

การด้นหายีนที่สมบูรณ์ด้วยเทคนิค Genome walking
เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะกับ

ชินส่วนของยีนและไพรเมอร์ที่ให้มากับชุดนำยาสำเร็จรูปสำหรับการทำ genome walking โดยใช้เครื่อง 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ จากบันทำการสกัดแยกดีเอ็นเอเป้าหมายออกจากเจล ทำการเชื่อมต่อกับพ 
ลาสมิดเวกเตอร์ แล้วจึงโคลนลงสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli แล้วจึงคัดเลือกโคโลนีเป้าหมายเพื่อ 
นำไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ จากบันนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาทำการวิเคราะห์ และ
เชื่อมต่อกับลำดับนิวคลีโอไทต์ของชินส่วนยีนเดิม ด้วยโปรแกรม Contig Express จนได้ลำดับบัวคลีโอ 
ไทต์ของยีนเซลลูเลสที่สมบูรณ์

1. การตัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ
ตัดจีโนมมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ โดยให้มีชินส่วนของยีนเป็นปลายตัด (blunt end) 

เพอให้สามารถเชอมต่อกับ adaptor ของชุด Genome Walker™ universal kit (Clontech, USA) ได ชงตัด 
ด้วยเอนไซม์ restriction enzyme: Dral, Pvull และ Stui ซึ่งคาดว่าเอนไซม์ตัดจำเพาะจะสุ่มตัดบนจีโน 
มิกดีเอ็นเอในบริเวณที่ใกล้กับชิ้นส่วนยีน จนสามารถทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสได้ โดยปฏิกิริยามี 
ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร ประกอบด้วยจีโนมิกดีเอ็นเอ 5 ไมโครกรัม สารละลาย IX restriction 
enzyme buffer เอนไซม์ตัดจำเพาะ 100 ยูบัต และปรับปริมาตรด้วยนำกลั่นที่ผ ่านการฆ่าเชือ จากบันทำ
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การบ่มที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนันนำปฏิกิริยา 1 ไมโครลิตร ตรวจสอบลักษณะ 
ชินส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดของเอนไซม์ในเจลอะกาโรส 1 %

2. การทำดีเอ็นเอให้บริสุทธิ
สกัดดีเอ็นเอให้บริสุท®ตามวิธีการของชุดนำยาสำเร็จรูป QIAquick® Nucleotide Removal Kit 

(QIAGEN, Germany) โดยนำจีโนมิกที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแล้ว มาเติมสารละลาย PN ปริมาตร 10 
เท่าของปฏิกิริยาที่ได้ จากนันดูดสารละลายทังหมดใส่ลงใน Spin column ที่วางอยู่ในหลอด Collection 
tube ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
นาที ทังของเหลวที่อยู่ภายใน Collection tube จากนันเติมสารละลาย PE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน 
Spin column และตังทังไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-5 นาที แล้วนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบ 
ต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ทังของเหลวที่อยู่ภายใน Collection tube จากนั้นทำการป่น 
เหวี่ยงชำอีกครังที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง•เป็นเวลา 1 นาที ต่อมาย้าย Spin column 
ไปใส่หลอดไมโครเซ็นตริทิเวจ์หลอดใหม่เติมสารละลาย EB ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่ 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5-10 นาที แล้วจึงนำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 3 นาที ตรวจสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ที่สกัดได้จากผลผลิตพีซีอาร์โดยอะกาโรส 
เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1% โดยใช้ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, Canada) เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน

3. การเชอมฅอดเอนเอกบ Genome Walker adaptor
นำดีเอ็นเอที่ผ ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแต่ละชนิดและทำให้บริสุทธิแล้วมาเชื่อมต่อกับ 

Genome Walker adaptor (Clontech, USA) โดยในปฏิกิริยา 8 ไมโครลิตร ประกอบด้วย digested DNA 
400 นาโนกรัม, Genome Walker adaptor, lx  ligation buffer และ เอนไชม T4 DNA ligase 3 ยูนิต ทังไว้ 
ที่อุณหูมิ 16°c เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยการบ่มที่อุณหภูมิ 70°c เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นเติม TE buffer 72 ไมโครลิตร

4. การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส
การหาส่วนของยีนโดยใช้ Genome Walker adaptor อาศัยการทำปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 2 

รอบ (nested PCR) โดยใช้ไพรเมอร์จำนวน 2 คู่ ซึ่งในปฏิกิริยารอบที่ 1 (primary PCR) อาศัยไพรเมอร์ที่ 
ออกแบบจำเพาะกับนิวคลีโอไทด์ของ adaptor เห้นที่ 1 (API) คู่กับไพรเมอร์ที่จำเพาะกับชิ้นส่วนยีนเติม 
เห้นที่ 1 (GSP1) จากนันนำผลผลิตพีซีอาร์รอบที่ 1 มาเพิ่มความ specific ของผลผลิตพีชีอาร์ที่ได้มาเป็น 
ดีเอ็นเอด้นแบบของการทำปฏิกิริยารอบที่ 2 (secondary PCR) โดยเปลี่ยนไพรเมอร์เปีนไพรเมอร์ที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ออกแบบจำเพาะกับนิวคลีโอไทด์ของ adaptor เสันที่ 2 (AP2) และไพรเบอร์'ที่จำเพาะกับชินส่วนยีนเดิม 
เสันที่ 2 (GSP2) ดังภาพที่ 1

โดยในปฏิกิริยา primary PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1 xTth PCR reaction 
buffer (40 mM Tris-Hl pH 9.3 at 25°c, 15 mM KOAc, 0.02% Triton X-100), IX advantage genomic 
polymerase mix (0.10-0.20 units/pl Tth DNA polymerase , 0.01 jig/pl Tth Start antibody, 1.0% 
glycerol, 0.2 mM Tris-HCl (pH 7.5), 4.6 mM KC1, 1.1 mM Mg(OAc)2, 0.2 mM dNTP, 0.2 mM API,
0.2 mM GSP1 และปรับปริมาตรด้วยนำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชือ เพิ่มปริมาณชินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย ด้วย 
เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ จากนันเริ่มปฏิกิริยาโดยวงรอบแรกเริ่มที่อุณหภูมิ 94°c เป็นเวลา 25 
วินาทีจากนั้นลดอุณหภูมิเป็น 72°c เป็นเวลา 3 นาที จำนวน 7 รอบ ต่อจากนันเริ่มวงรอบที่ 2 โดย 
กำหนดอุณหภูมิ 94°c เป็นเวลา 25 วินาที จากนั้นลดอุณหภูมิเป็น 67°c เป็นเวลา 3 นาที จำนวน 32 รอบ 
จากนันคงอุณหภูมิ 67°c ต่ออีก 4 นาที เพื่อสินสุดปฏิกิริยา จากนันนำผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มาตรวจสอบ 
ขนาดของผลผลิตพีชีอาร์ ในเจลอะกาโรส 1%

Genomic DNA
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ภาพที 1 หลักการทำปฏิกิริยาสูทโซโพลิเมอเรสโดยใช้ GenomeWalker™ universal kit
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เมื่อตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก primary PCR แล้ว นำผลผลิตพีชีอาร์ที่ได้มาเจือจางด้วยนำ 
กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ โดยเจือจางเป็น 1:100 เท่า ของความเข้มข้นเริ่มแรก เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอด้นแบบใน 
secondary PCR ในปริมาตรรวม 25 ไมใครลิตร ประกอบด้วย lx77/z PCR reaction buffer (40 mM Tris- 
HC1 (pH 9.3 ที 25°c), 15 mM KOAc, 0.02% Triton X-100), IX advantage genomic polymerase mix 
(0.10-0.20 units/pl Tth DNA polymerase, 0.01 pg/pl 77/2 Start antibody, 1.0% glycerol, 0.2 mM Tris- 
HC1 (pH 7.5), 4.6 mM KC1, 1.1 mM Mg(OAc)2, 0.2 mM dNTP, 0.2 mM AP2,0.2 mM GSP2 และปรับ 
ปริมาตรด้วยนั้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ เพิ่มปริมาณชินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย ด้วยเครื๋องเพิ่มปริมาณดีเอ็น 
เออัตโนมติ โดยวงรอบแรกเริ่มที่อุณหภูมิ 94°c  เป็นเวลา 25 วินาทีจากนันลดอุณหภูมิเป็น 72°c เป็น 
เวลา 3 นาที จำนวน 5 รอบ จากนันเริ่มวงรอบที่ 2 โดยกำหนดอุณหภูมิ 94°c เป็นเวลา 25 วินาที จากนัน 
ลดอุณหภูมิเป็น 67°c เป็นเวลา 3 นาที จำนวน 25 รอบ จากนันคงอุณหภูมิ 67°c ต่ออีก 4 นาที เพื่อ 
สินสุดปฏิกิริยา นำผลผลิตพีชีอาร์ที่ได้มาตรวจสอบขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ในเจลอะกาโรส 1% และ 
นำผลผลิตพีชีอาร์ที่ได้ทำให้บริสุทธิ จากนันทำการโคลนและคัดเลือกโคลนและทำการสุ่มเลือกพลาสมิ 
ดลูกผสมเพื่อตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์

5. การวิเคราะ ห์ลำดับนิวคลิโอไทด์
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์จากโคลนที่คัดเลือกมาด้วยไพรเมอร้ M13F และ M13R-pUC 

จากนันนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ ทังทางด้านปลาย 5’ (upstream) และปลาย 3’ (downstream) มา 
เชื่อมต่อกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของชินส่วนยีนเซลถูเลสเดิมด้วยโปรแกรม contig assembly ใน BioEdit 
จากนันนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ทำการเชื่อมต่อแล้ว มาตรวจสอบหาจุดเริ่มด้นของยีน (start codon) และ 
จุดสนสุดของยน (stop codon)

การโคลนยีนเซลณูลสที่สมบูรณ์จากเมทาจีโนมิกดืเอ็นเอ
ทำการออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน (specific primer) เพื่อทำการดึงลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 

สมบูรณ์ของยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส ซึ่งการออกแบบไพรเมอร์นนต้องมีความจำเพาะใน 
บริเวณเริ่มต้นและท้ายสุดของยีน โดยใช้ไพรเมอร์สำหรับโคลนยีนเข้าสู่ pKLAC2 ได้แก่
pKLAC_9JBF และ pKLAC_9_BR จากนั้นเพิ่มปริมาณยีนด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ โดย 
ใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิฒอเรส ในปริมาตรรวม 25 ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ประกอบด้วยดีเอ็น 
เอด้นแบบ 200 นาโนกรัม IX PCR Buffer (75 mM Tris-HCl, 20 mM (NIสุ)2ร๐ 4, 0.01% Tween 20), 
dNTP 200 pM ไพรเมอรชนดละ 0.5 pM และเอนไซม Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, 
USA) 1 ยูนิต และปรับปริมาตรด้วยนำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชือแล้ว

120254
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กำหนดอุณหภูมิเริ่มต้น 94°c เป็นเวลา 3 นาที จากนันเริ่มปฏิกิริยาด้วยอุณหภูมิ 94°c เป็นเวลา 1 
นาที จาก'นั้นลดอุณหภูมิเป็น 55°c เป็นเวลา 30 วินาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิเป็น 72°c เป็นเวลา 3 นาท ี
จำนวนทังสิน 35 รอบ จากนันจึงคงอุณหภูมิที่ 72°c  ต่ออีก 5 นาทีเป็นสินสุดปฏิกิริยา

ทำการตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ แล้วตัดแถบดีเอ็นเอออกจากเจล นำไปโคลนเข้าสู่ 
เวคเตอร์ PTZ57R/T ถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli DH5a ทำก-ารคัดเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดลูกผสม 
สกัดพลาสมิด ส่งไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเซลลูเลสที่ได้ (1st BASE, Malaysia)

การวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมของยีน
การรวมชินส่วนยีนที่จำแนกได้วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CAP contig assembly (Huang, 1992) 

การแปลรหัสโปรตีนวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Translate Tool ในเซิร์ฟเวอร์ ExPASy Proteomics Server 
เข้าถึงไต้ที่ http://expasy.org/tools/dna.html. การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเซลลูเลสคับ 
ฐานข้อมูลยีนและโปรตีนวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST search) 
เข้าถึงได้ที่ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (Altschul et al., 1997) การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอ 
ไทล์และลำดับกรดอะมิโนของยีนเซลถูเลสคับยีนเซลลูเลสกธุ่มที่ 9 โดยโปรแกรม ClustalW2 เข้าถึงได้ 
ท http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ (Larkin et al, 2007) และวเคราะหความสัมทันธเชง 
วิวัฒนาการด้วยวิธี Neighbor-Joining method โดยใช้โปรแกรม MEGA4 (Saitou and Nei, 1987) และหา 
ตำแหน่งตัดของเอนไซม์ (restriction site) ที่ดัดภายในยีนสามารถหาได้จาก NEBcutter V2.0 เข้าถึงได้ที่ 
http://tools.neb.com/NEBcutter2/

การวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีน
การวิเคราะห์คุณสมบัติของโปรตีนใช้โปรแกรม ProtParam ใน ExPASy (Expert Protein 

Analysis System) proteomics server (Gasteiger et al., 2003) การคาดคะเนตำแหน่งของ signal peptide 
ใช้โปรแกรม SignalP 3.0 server เข้าถงได้ท http://www-cbs.dtu.dk/services/SignalP/ การวเคราะหหา 
functional domain ใช้โปรแกรม InterProScan version 4.8 เข้าถึงได้ที่
http://w,ww.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/ (Quevillon et al., 2005) การวเคราะหโครงสรางของโปรดนใช 
โปรแกรม CD-search เข้าถึงได้ที http://www.ncbi-nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi (Marchler-
Bauer and Bryant, 2004)
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การสร้ใงยีสต์ลูกผสม Kluyveromyces lactis
1. การเชื่อมต่อยีนเข้าสู่เวคเตอร์ pKLAC2
ทำการเพิ่มปริมาณชินยีนเซลลูเลสควยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยใช้ไพรฌอร์ที่ 

ออกแบบจำเพาะต่อบริเวณปลายด้าน 5’ และ ปลายด้าน 3’ โดยให ้ม ีตำแหน่งตัดของเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
Ncol ที่บริเวณด้าน 5’ ของยีน และตำแหน่งของเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoKl ที่บริเวณด้าน 3' จากนิ’นทำ 
การสกัดดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีชีอาร์โดยใช้ชุดสกัดสำเจ็จรูป ทำการตรวจสอบผลผลิตโดยวิธีอิเล็ก
โทรโฟรีซีสด้วยอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1% ทำการเปรียบเทียบผลผลิตกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน แล้ว 
จึงนำเวคเตอร์ pKLAC2 (ภาคผนวก ค) และผลผลิตพีซีอาร์ไปทำการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ Nco\ 
และ EcoM  แล้วจึงนำผลผลิตที่ได้มาทำเชื่อมต่อกันตามขันตอนที่แสดงในคู่มือของ K. lactis Protein 
Expression Kit (New England Biolab, USA)

2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอลูกผสมของยีนเซลลูเลสแสะเวคเตอร์ pKLAC2
นำดีเอ็นเอลูกผสมของยีนเซลลูเลสและเวคเตอร์ pKLAC2 ที่ได้ไปทำการถ่ายยีนเข้าสู่คอมพี 

เทนต์เซลล์ของ E. coli DH5a ด้วยวิธี heat shock แล้วนำไปเลียงในอาหารเหลว LB เขย่าที่ความเร็ว 250 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง จากนินนำไปเลียงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะ 
แอมพิชิลิน เพื่อใช้เป็นตัวคัดเลือก นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนินทำการ 
ตรวจสอบโคโลนีที่ได้ด้วยเทคนิค colony PCR โดยใช้ specific primer ของเวคเตอร์ pKLAC2 
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสด้วยอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1%' ทำการ
เปรียบเทียบผลผลิตกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน เพื่อหาขนาดของยีนเซลลูเลส แล้วจึงทำการเลือกโคโลนี 
ดังกล่าวไปสกัดพลาสมิดด้วยชุด Plasmid DNA Purification (Fermentas, USA) นำพลาสมิดที่ได้ส่ง 
ตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อเปรียบเทียบความถูกต้องของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเซลลูเลส

3. การโคลนยีนเข้าสู่ย ีสต์ K. lactis
นำพลาสมิด pKLAC2 ที่เชื่อมต่อกับยีนเซลลูเลสที่ได้ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ S ad i ท่ี 

อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ได้ผลผลิตเป็น linear DNA นำผลผลิต linear DNA ที่มีความเข้มข้น 
1 ไมโครกรัม ใส่ในยีสต์เจ้าบ้าน K. lactis สายพันธุ GG799 แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°c เป็นเวลา 30 
นาที ทำการ heat shock ที่อุณหภูมิ 37°c เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทำการป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิง แล้วนำตะกอนที่ได้ไปล้างด้วยอาหารเหลว YPGlu (1% yeast 
extract, 2% Bacto peptone, 2% glucose) 1 มิลลิลิตร แล้วทำการป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที อีกครั้ง แล้วละลายตะกอนด้วยอาหารเหลว YPGlu 1 มิลลิลิตร จากนินทำการย้ายเชือลง 
ในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วนำไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30°c เป็น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เวลา 3-4 ชั่วโมง จากนั้นทำการย้ายเชื้อลงในหลอดไมโครทิวป็ ปีนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสออก แล้วนำตะกอนที่ได้ไปละลายด้วยสารละลาย 1XPBS (8 g NaCl, 0 2 g 
KC1, 1 4 g Na,HP04, 0 24 g KH2PO4 ปรับให้ได้ค่า pH 7 4) แล้วนำไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง YCB 
(Sigma, France) ที่เติม 5 mM acetamide (Sigma, France) แล้วทำการบ่มเลียงที่อุณหภูมิ 30°c เป็นเวลา 
3-4 วัน

4. การคัดเลือกโคลนที่มีกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลส
ตรวจสอบกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลสของยีสต์ K. lactis โดยสังเกตการสร้างวง 

ใสรอบโคโลนีของยีสต์บนอาหารแข็ง yeast peptone ที่มี 1% CMC คัดเลือกโคโลนีของยีสต์ที่มีการ 
สร้างวงใส และเก็บเชือยีสต์ในกลีเซอรอล 20% ที่อุณหภูมิ -80°c  (Tokunaga et al. 1997)

การทดสอบเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงยีสต์เพื่อผลิตเอนไซม์
นำโคลนของยีสต์ที่มีกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์เซลลูเลสมาตรวจสอบการสร้างโปรตีน 

โดยเลียงในอาหารเหลว YPGal (1% yeast extract, 2% Bacto peptone, 2% galactose) เขย่าทีความเรว 
250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30°c เป็นเวลา 1-7 วัน แล้วนำไปปีนเหวี่ยงให้ตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วทำการเก็บส่วนใสที่มีโปรตีน เก็บตัวอย่างวัดปริมาณโปรตีนทุกวัน 
โดยเทียบกับยีสต์ที่ไม่มีพลาสมิดและยีสต์ที่ใส่พลาสมิดเปล่า

การวัดปริมาณโปรตีน
ทำการเจือจางสารละลาย BioRad Protein Assay Reagent ด ้วยนำกลั่นในอัตราส่วน 1:4 นำ 

สารละลายตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย BioRad Protein Assay Reagent ที่เจือจาง 900 
ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้ 5 นาที แต่ไม่เกิน 1 ชั่วโมง นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 nm เทียบ 
กับกราฟโปรตีนมาตรฐาน

การตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วย SDS-PAGE
ต้มตัวอย่างโปรตีน 10-20 ไมโครกรัม ใน 5X SDS loading buffer (2% SDS, 5% 2- 

mercaptoethanol, 10% glycerol, 15 mM Tris-HCl pH 6.8) นาน 1 นาท โดยใช 4% stacking gel และ 
12% separating gel ตามลำดับ แยกขนาดโปรตีนบนเจลด้วยกระแสไฟฟ้า โดยใช้เครื่องแยกโปรตีนแบบ 
vertical slab gel ขนาด 7x10x0.75 ลูกบาศก์เซนติเมตร ใช้ไฟฟ้าขนาด 15 mA ต่อเจล เป็นเวลา 120 นาที 
ใช้ pre-stain protein marker (Fermentas, Canada) เปนโปรตนมาตรฐานในการเปรยบเทยบนำหนักของ 
โปรตีน และใช ้ running buffer เป ็นต ัวพากระแสไฟฟ ้า เม ื่อครบกำหนดเวลา นำเจลไปย้อมด ้วย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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coomassie blue staining buffer'นาน 1 ชวโมง จากนนลางเจลดวย destaining buffer นาน 3 ชวโมง หรอ 
จนกระทั่งเห็นแถบโปรตีน

การผลิตเอนไซม์เซลลูเลส
ทำการเลี้ยงเชื้อยีสต์ลูกผสม K. lactis ในอาหารเหลว YPGal เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ท่ี 

อุณหภูมิ 30°c  เป ็นเวลา!-? วัน นำอาหารเลี้ยงเชื้อมาป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
30 วินาที เก็บส่วนใสด้านบนใส่ในหลอดโมโครทิวฟ้อันใหม่ เก็บที่อุณหภูมิ 4°c  ตามขันตอนที่แสดงใน 
คู่มอของ K. lactis Protein Expression Kit (New England Biolab, USA)

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เชอลูเลส
ดัดแปลงจากวิธีของ Miller (1959) นำ crude enzyme ปริมาตร 100 pi ที่ผลิตจากยีสต์บ่มกับ 

CMC ความเข้มข้น 1% ที่ละลายในสารละลายโซเดียมซิเตรต 0.1 M (pH 6.0) ปริมาตร 300 pi นำไปบ่ม 
ที่อุณหภูมิ 50°c เป็นเวลา 10 นาที จากนันเติมสารละลาย DNS (dinitrosalicylic acid) reagent ปริมาตร 
600 pi เขย่าให้เข้ากัน นำไปต้มในนิ้าเดือดนาน 10 นาที ตังทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เขย่าให้เข้ากัน 
นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 540 nm จากนันนำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปเทียบหา 
ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสจากกราฟนํ้าตาลมาตรฐาน เพื่อหาค่า unit of enzyme โดย 1 ยูนิตของเซลลูเลส 
หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่ย่อยสลายอะไมโลสให้นำตาลกลูโคส 1 pmole ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะ 
ที่ทำการทดสอบ

1. การทดสอบเวลาการบ่มปฏิกิริยาที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ (optimal time)
บ่มเอนไซม์ 100 pi กับสับสเตรต 1% CMC ที่ละลายในโซเดียมซิเตรต 0.1 M (pH 6.0) ที่อุณหภูมิ 

50°c นาน 10, 20, 30, 40, 50, 60 นาที ตามลำดับ วัดปริมาณนำตาลรีดิวช์ที่ได้และนำไป โดยใข้ DNS reagent 
เลือกระยะเวลาของการบ่มที่ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดถือค่าที่เหมาะสม

2. การทดสอบค่าความเป็นกรด-ต่างที่เหมาะสมในการทำงานของเอนไซม์ (optimal pH)
บ่มเอนไซม์ 100 pi กับสับสเตรต 1% CMC ที่ละลายในบัฟเฟอร์ 0.1 M ที่มีค่า pH 3 ,4 ,5 ,6 ,7 ,8 ,9 ,10 

และ 11 ตามลำดับ ที่อุณหภูมิ 50°C ในระยะเวลาที่เหมาะสม วัดปริมาณนำตาลรีดิวซ์ที่ได้โดยใช้ DNS reagent 
ค่า pH ของการบ่มที่ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดถือเป็นค่าที่เหมาะสม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3. การวิเคราะห์อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำงในของเอนไซม์ (optimal temperature)
บ่มเอนไซม์ 100 |ว1 กับสับสเตรต 1% CMC ที่ละลายในบัฟเฟอร์ 1 M ที่มิค่า pH ที่เหมาะสม บ่มที่ 

อุณหภูมิ 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 และ 90 °c  ตามลำดับ ในระยะเวลาที่เหมาะสม แล้ววัด 
ปริมาณนํ้าตาลรีดิวช์ที่ได้โดยใช้ DNS reagent อุณหภูมของการบ่มทใหค,ากจกรรมเอนใซมสูงทสุดถอเป็น 
ค่าที่เหมาะสม

สถานที่ทำการวิจัย
1) ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร

คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพฯ
2) ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ

คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยมหาสารคาม จ.มหาสารคาม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3. ผลงานวิจ ัย

การสกัดเมทาจีโนมของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของกระบือ
จากการสกัดเมทาจีโนมของแบคทีเรียที่แยกได้จากของเหลวในรูเมนของ่กระบือ เมื่อนำไปวัด 

หาปริมาณ และคุณภาพด้วยเครื่องวัดค ่าการดูดกลืนแสง พบว่า เมทาจีโนมของแบคทีเร ียท ี่สก ัดได ้ม ี 
ความเข้มข้นเท่ากับ 0.915 p-g/ม ิลลิลิตร และค่าความบริสุทธิของดีเอ็นเอ (A260/A280) เท่ากับ 1.53 ผลการ 
ประเมินเมทาจีโนมแบคทีเรียที่สกัดได้โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสด้วยเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8 % พบ 
แถบของเมทาจีโนมอยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งเป็นลักษณะตรงกับที่คาดหวัง และแถบดีเอ็นเอ 
ไม่เป็นปีนซึ่งแสดงว่าไม่มีการแตกหักของดีเอ็นเอในระดับที่มากเกินไป (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 ฌทาจีโนมิกสืเอ็นเอที่สกัดจากของเหลวในรูเมนของกระบือ
วิเคราะห์บนเจลอ่ะกาโรส 1% โดย เลน M เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb ladder และ เลน 1 คือ เมทาจีโนมิก 
ดีเอ็นเอ

เม ื่อทำการตรวจสอบยืนยันยีน 16S rRNA ของแบคทีเร ียด ้วยเทคนิคพีช ีอาร ์ โดยใช ้ไพรเมอร์ 
BSF และ RIVB (Kanokratana et al. 2004) พบว่ามีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้นแสดงว่ามีย ีนนี้ในเมทาจีโนมที่ 
สกัดได้เป็นเมทาจีโนมของแบคทีเรีย (ภาพที่ 3)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 3 แถบ16ร rDNA จากเมทาจีโนมท่ีสกัดจากของเหลวในรูเมนของกระบือ
ผลการเพิ่มปริมาณโดยพชีอา'}ด้วยไพรฒอร์ BSF และ RIVB วิเคราะห์โดยเจลอะกาโรส 1% เลน M 
เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder และ เลน 1-3 คือ ผลผลิตพีชีอาร์

การออกแบบไพรเมอร์เพื่อการโคลนยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9
จากการออกแบบใพร์ฒอร์เพื่อคัดเลือกชิ้นส่วนยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 โดยเลือกยีนที่กำหนดการ 

สร้างเอนโซมเซลลูเลสจาก Bacillus sp. BP-23 (CAB38941.1), Bacillus pumilus (AAQ91573.1), 
Cellulomonas flavigena (AAW62376.2) และ Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (AAK78892.1) 
ในฐานข้อมูล CAZy (http://www.cazy.org/fam/GH9.html) และเปรียบเท ียบลำดับกรดอะมิโนของโดย 
ใช้โปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) ชงไดเลอกบรเวฌลำดับ 
อนุรักษ (conserve sequence) 2 ตำแหน่ง (ภาพท 4) ทำใหได degenerated primer 1 คู่ คอ Cel9_Fl 
(Forward) 5’ GAY GCN GGN GAY CAY GTI AAR TT 3’ และ Ccl9 R l (Reverse) 5’- GC RTT 
RTA RTC NRT IGC NAC YTC 3’ โดย R = A หรือ G, Y = c  หรือ T, N = A, c , G หรือ T และ I = 
จับได้ทังั A, c ,  G และ T ซึ่งไพรเมอร์ที่ออกแบบครอบคลุมความยาวประมาณ 400 กรดอะมิโน และ 
เมื่อทำพีชีอาร์จะทำให้ได้ชินส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

http://www.cazy.org/fam/GH9.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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ภาพที่ 4 การออกแบบไพรเมอร์สำหรับจำแนกยีนเซลลูเลสกธุ่มที่ 9
เอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที 9 จาก Bacillus sp. BP-23 (CAB38941.1), Bacillus pumilus (AAQ91573.1), Cellulomonas 
flavigena (AAW62376.2) และ Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (AAK78892.1) กรอบสี่เหล่ียม แสดงตำแหน่ง 
ไพรเมอร์ Cel9_F 1 และ Cel9_Rl ดอกจัน แสดงตำแหน่งกรดอะมิโนอนุรักษ์เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การเพิ่มปริมาณยีนเซลณูลสกลุ่มที่ 9
เม ื่อทำการเพ ิ่มปริมาณยีนเซลลูเลสกลุ่มท ี่ 9 จากดีเอ ็นเอแบคทีเร ียท ี่สก ัดได ้จากของเหลวใน 

กระเพาะรูเมนด้วยปฏิกิร ิยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ Cel9_Fl และ Cel9_Rl ที่ออกแบบและ 
ใช้อุณหภูมิในการ annealing ที่แตกต่างกันสามอุณหภูมิ คือ 45°c, 50°c และ 55°c พบว่ามีการปรากฎ 
ของแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส ซึ่งแถบดีเอ็นเอจากผลผลิตพีซีอาร์ท ี่ได้จากอุณหภูมิใน 
การ annealing ท่ี 50°c มีความชัดเจนที่สุด (ภาพที่ 5)

M C 1 2 3

1,000

500

ภาพที่ 5 แถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณรนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 จากเมทาจีโนมของรูเมนกระบือ
ผ ล ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ย ีน เซ ล ล ูเล ส โ ด ย พ ีช ีอ า ร ์ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ C e l9 _ F l  แ ล ะ  C e l9 _ R l  ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย

เจ ล อ ะ ก า โ ร ส  1%  เล น  M  เป ็น ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น  100 b p  la d d e r , เล น  C  ค ือ  n e g a tiv e  c o n tro l  แ ล ะ  เล น  

1-3 ค ือ  ผ ล ผ ล ิต พ ีช ีอ า ร ์จ า ก ก า ร ใ ช ้อุณหภูมิ an n e a lin g  ท ี่ 45°c, 50°c แ ล ะ  55°c ต า ม ลำดับ

การโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิด pTZ57R/T
หลังจากการโคลนชินส่วนของยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ที่สกัดได้จากผลผลิตพีซีอาร์ลงในพลาสมิด 

pTZ57R/T แล้วถ่ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน Escherichia coli DH50C ด้วยวิธ ีเหนี่ยวนำด้วยความร้อน (Heat 
shock) และทำการคัดเลือกโคโลนีที่ถ ูกแทรกด้วยชิ้นส่วนของยีนด้วยวิธี Blue/white screening สามารถ 
เลือกโคโลนีสีขาวได้ 6 โคโลนี กำหนดชื่อเป็น Cel9-1, Cel9-2, Cel9-3, Cel9-4, Cel9-A และ Cel9-B 
ตามลำดับ นำโคโลนีด ังกล่าวไปตรวจสอบด้วยวิธ ีสกัดแยกพลาสมิดและตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดได้ 
ด ้วยเทคน ิคโคโลน ีพ ีซ ีอาร ์เพ ื่อย ืนย ันความสำเร ็จของการโคลนยีน  โดยใช ้ไพรเมอร ์ Cel9_Fl และ 
Cel9_Rl พบแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 1,200 คู่เบส (ภาพที่ 6) ซึ่งเป็นขนาดของชินยีนตามที่คาดหวัง แสดงว่า 
การโคลนชินส่วนยีนเซลลูเลสเข้าสู่เวคเตอร์pTZ57R/T ประสบความสำเร็จ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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M c  1 2 3 4

1,200 bp 
1,000 bp

500 bp

ภาพท่ี 6 แถบดีเอ็นเอ่จากการทดสอบด้วยเทคนิคโคโลนิพีชีอาร์
ผ ล ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ย ีน เซ ล ล ูเล ส โ ด ย พ ีซ ีอ า ร ์ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ C e l9 _ F 1  แ ล ะ  C e l9 _ R l  ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย  

— เจ ส อ ะ ภ า โ ร ส  1%  เล น  M  เป ็น ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น  1 0 0  b p  la d d e r , เล น  C  ค ือ  n e g a tiv e  c o n tro l แ ล ะ  เล น  

1-4 ค ือ  ผ ล ผ ล ิต พ ีซ ีอ า ร ์ฃ อ ง โ ค ล น  C e l9 -1  ถ ึง C e l9 -4  ต า ม ล ำ ด ับ

การวิเคราะห์รหัสพนธุกรรมของยีนเซสณูสส
1. การเปรียบเทียบยีนกับฐานข้อมูส
เม ื่อวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทต์ของยีนเซลณลสกลุ่มท ี่ 9 จากโคลนทังหมดที่แยกได้ แล้วทำ 

การเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนจากแปลรหัสกับฐานข้อมูลโปรตีนด้วยโปรแกรม Blastx ได้ผลแสดง 
ในตารางที่ 1 ดังนี

โคลน Cel9-1 มีความยาวของยีน 1,144 คู่เบส ลำดับกรดอะมิโนมีค่าความเหมือนมากที่ส ุดกับ 
โปรดน Glycoside hydrolase family protein (ZP 06144448.1) ทแยกไดจากเชอ Ruminococcus 
flavefaciens FD-1 ในกระเพาะรูเมนของโค โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 71% และค่าเปอร์เซ็นต์ความ 
คล้ายคลึงเท่ากับ 82%

โคลน Cel9-2 มีความยาวของยีน 1,121 คู่เบส ลำดับกรดอะมิโนมีค่าความเหมือนมากที่ส ุดกับ 
โปรดน Cellulose binding domain/Glycosyl hydrolase family 9 (CBL18389.1) ทแยกไดจากเชอ 
Ruminococcus sp. 18P13 ในลำไล้ของมนุษย์ โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 69% และค่าเปอร์เซ็นต์ความ 
คล้ายคลึงเท่ากับ 77%

โคลน Cel9-3 มีความยาวของยีน 1,079 คู่เบส ลำดับกรดอะมิโนมีค่าความเหมือนมากที่ส ุดกับ 
โปรตน Glycoside hydrolase family 9 (EFB39125.1) ทแยกไดจากเชอ Clostridium //termocellum

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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JW20 บนเส้นใยฝึาย โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 56% และค่าเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเท่ากับ 69%
โคลน Cel9-4 มีความยาวของยีน-1,085 คู่เบส ลำดับกรดอะมิโนมีค่าความเหมือนมากที่สดกับ 

โปรตีน Glycoside hydrolase family protein (ZP_06144448.1) ทแยกไดจากเชอ Ruminococcus 
flavefaciens FD-1 ในกระเพาะรูเมนของโค โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 74% และค่าเปอร์เซ็นต์ความ 
คล้ายคลึงเท่ากับ 83%

โคลน Cel9-A มีความยาวของยีน 1,060 คู่เบส ลำดับกรดอะมิโนมีค่าความเหมือนมากที่ส ุดกับ 
โปรตีน Putative carbohydrate-active enzyme (ADD61854.1) ทีแยกได้จากเชือ uncultured organism 
ในต ัวอย ่างอ ุจจาระของมน ุษย ์ โดยม ีค ่าความเหม ือนเท ่าก ับ 55% และค ่าเปอร ์เซ ็นต ์ความคล ้ายคล ึง 
เท ่าก ับ71%

โคลน Cel9-B มีความยาวของยีน 1,062 คู่เบส ลำดับกรดอะมิโนมีค่าความเหมือนมากที่ส ุดกับ 
โปรตน Glycoside hydrolase family 9 (CBL17554.1) ทแยก โดจากเชอ Ruminococcus sp. 18P13 ใน 
ลำไส้ของมนุษย์ โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 50% และค่าเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเท่ากับ 64%

2. การเปรียบ!พียบกับลำดับกรดอะมิโนของเซลลูเลสกฺลุ่มที 9
เมื่อนำลำดับกรดอะมิโนจากการแปลรหัสของโคลน Cel9-1, Cel9-2, Cel9-3, Cel9-4, Cel9-A 

และ Cel9-B ไปทำการเปรียบเท ียบก ับลำด ับกรดอะมิโนของเอนไซม ์เซลลูเลสกล ุ่มท ี่ 9 ท ี่ได ้จาก 
ฐานข้อมูล GenBank ข้างต้นด้วยโปรแกรม MEGA4 ทำให้เห ็นว่ายีนทั้งหกเส้นมีตำแหน่งส่วนอนุรักษ์ 
เช่นเดียวกับเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ซึ่งยืนยันได้ว่าโคลนที่ได้จากการทดลองนีเป ็นยีนใหม่ในกลุ่ม 
เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 (ภาพที่ 7) โดยพบว่า ทังหกโคลน มีความคล้ายกับเซลลูเลสจาก Ruminococcus sp. 
และ Clostridium sp. ประมาณ 30-70% (ตารางท 2)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 1 การเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีนเซลลูเลสกลุ่มท่ี9 กับฐานข้อยูลโปรตีนด้วยโปรแกรม Blastx

โคลน ขนาดยีน 
( ค ู่เบส)

ขนาดเปบไทด์ 
(กรดอะมิโน)

หมายเลขโปรตีน 
ท่ีฝ็ความคด้าย 

มากท่ีชุด
รายละเอียดโปรตีนท่ีทีความคล้ายคลึง

แหล่งท่ีมาของโปรตีนท่ีมี 
ความคล้ายคลึง

ค่าเปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน

ค่าเปอร์เซ็นต์ 
ความคล้ายคลึง

Cel9-1 1 ,144 3 7 7 Z P _ 0 6 144448 .1
G ly c o s id e  h y d ro la se  fa m ily  p ro te in  

[Rum inococcus fla ve fa c ien s  F D -1 ]
ก ร ะ เพ า ะ ร ูเม น ข อ ง โ ค 7 1 % 8 2%

Cel9-2 1,121 378 C B L 1 8 3 8 9 .1
G ly co sy l h y d ro la se  fa m ily  9 

[Ruminococcus sp. 18P 13]
ล ำ ไ ล ้ข อ ง ค น 6 9 % 7 7 %

CeI9-3 1,079 373 E F B 3 9 125.1
G ly c o s id e  h y d ro la se  fa m ily  9 

[Clostridium therm ocellum  JW 2 0 ]
ด อ ก ฝ ืา ย 5 6 % 6 9 %

Cel9-4 1,085 3 82 Z P _ 0 6 144448 .1
G ly c o s id e  h y d ro la se  fa m ily  p ro te in  

[Ruminococcus flavefaciens  F D -1 ]
ก ร ะ เพ า ะ ร ูเม น ข อ ง โ ค 7 4 % 8 3%

Cel9-A 1 ,060 3 56 A D D 6 1854.1
P u ta tiv e  c a rb o h y d ra te -a c tiv e  e n z y m e  

[u n c u ltu re d  o rg an ism ]
อ ุจ จ า ร ะ ข อ ง ค น 5 5 % 7 1 %

Cel9-B 1 ,062 3 57 C B L 1 7 5 5 4 .1
G ly c o sy l h y d ro la se  fa m ily  9 

[Ruminococcus sp. 18P 13]
ล ำ ไ ล ้ข อ ง ค น 5 0 % 6 4 %

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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A A A 2 0 8 9 2
C A K 2 2 3 1 6
Y P _ G Q 1 0 3 7 1
Y P ~ 0 0 1 0 3 6 9
C A P 7 8 9 1 8
3 F _ 0 5 4 2 8 0 3
C e l 9 ~ A
C B L 1 7 5 5 4
3 P _ 0 6 1 4 2 8 6
C e l 9 - B
C B L 1 7 6 8 3
C B L 1 8 3 8 9
C e l 9 - 2
C s l 9 - 1
C e l  9 - 4
Z P _ 0 6 1 4 4 4 4
z p ~ 0 5 4 2 8 9 2
C e l  9 - 3

* 2 0  * 4 0  * 6 0  * 8 0  * ■ 1 0 0
M R L V K S L G R R K IL L IL A V IV A F S T V L L F A K L W G R K T S S T L E E V G S K T H G D L T A E N K N G G Y L P ------------------- E E E IP E Q P P ^ T G A F N Y G E A L Q K A IF F Y E C Q R S G K L D
---- --       M K K F L S L IL W S F L IM -------------------- L L T P S T K IS A A T T F H Y G E A L C K A IJJF Y E F Q R S S jK L P
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- M K K F L S L IL W S F L IM ---------------------L L T P S T K IS A A T T F iJY G E A L S H A X M F Y E F Q R S G K L P
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- M K K IL A F L L T V A L V A V -------------------- V A X P Q A V V SFA A B F M Y G E A L Q X A IM FY E F Q R SG K L P
--------------------------------------------------------------------------------------------------- M H £K--------- -K IF S K R T K A L IV S F V IL A L M V F B V G T V N IS A iA N V E Y llY A K A L Q Y S X Y F X D A N M C G T G V
------------------------------------------------------------------------------------------------ —MMRK---------N LFA K R A V A FL LG X V ITA A G IV SFN TV STSA A G -EY H Y A K A LQ Y SM FFY D A N M JC G 'rG V

--------------------------------------------------------------------------------------------------- M H A K s  KLQR KLK-TTA L s  A AMAV s s  I A  A  p  L A s — MPAM TASAGETDHYAKLLQYSM YFYDSM iM CGSQV
--------------------------------------------------------------------------------------------------- M HKS— —  -N R L K S IL IS G A M A IS S L A A P F l'A V V S P S L T A N A A D S B M Y A K L L Q Y S L Y F Y D A M iM C G K N V

---------------------------------------------------------------------- MNLKAKWLAALL’TTGAXCG'riAAAPKSALLQIQVASAANTYffJVEAMQKSIiFFYgVQQŜ PLA
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- M N K R IIS L A C T G A IL — A G A A G SL PV Q N A G LH G SA A D IH Y A TA LQ M SLY FY EC Q Q A (3H LP

-------------------------M L K K IT SG L L SSV M L A — A S T A F S M P V S -------S V T A A S E Q N Y A B A L B K S L F F Y E A Q Q A G P L P
---------------------------- M K KTLCFVLTLAM LT--------------------A F IL P Q G IV S A A G S Y N Y A E A L Q K A IY F Y E C Q Q A G P L P

9 8
5 2
5 2
5 2
62
6 1

6 5
6 3

6 358

5 6
5 2

S A A 2 0 8 9 2  
C A K 2 2 3 1 6  
VIว 0 0 ๆ  0 3 7 1
YP~0oIo369
C A P 7 8 9 1 8
Z P _ 0 5 4 2 8 0 3

I S ,
C B L ? 7 6 8 3  
C B L 1 8 3 8 9  
C e l 9 - 2  
C e l 9 - 1  
C e l 9 - 4 
Z P  0 6 1 4 4 4 4  
3 P ~ 0 5 4 2 8 9 2 :  
C e l 9 - 3

4 0  * 1 6 0
-----------------------------DAGIBLTGGW
--------- :---------------------DVGLDITGGW

--------------------- DV G LD IiTGGW
----------------- DNGLD1CGGK

E E N G Q Y N W R G E C H V Y E A E L P L B SV W T N M SD A FIR E N ISV L B PE G E G K V B V SG G F:
d e n s E l s w r g e c h v y b a r l p l d s q n t n m i s d g f i s s n r s v l g p b g e g k v d v s g g f

P ST L R LN W R G ESG LEEG K -----------------------------------
-STIRNNSfJIADSCLDEGK----------------------------
-S T IR iJN W B A D S C L D P G K -----------------------------------
-E N K R N N W R G B SA L N D G A -----------------------------------

A E K S G M T W R G N C H T SE S--
E ST T R L SW R G SJC H T SE E --

-DWNEVSWKADCMMNE------------------------------
-AW NRVEW RADATTDD-----------------------------

------------------------------------------YVTGGW---------------------------FlDGGW

- s w n r v e w R t b s t m t d --------------
-E V fflR V E5iR G BA TM N 0--------------

-------------------------- EVLGGW
-------------------------- EVLGGW

;AAM qJ a \ | ® Y E | a FKQ£ 
R I a J  A \.02E K S# A F  V Kiฆ ! A

5 0 0

IA AM ^ERMAFVKF
E S R g A Y V Q S f
||F R E Q Y K q JtsFEScFRAlf

AAMV E M S Y iT D R K A tE S F
•AST S f k I s y d s i  SffiAYgFXgAFEAH 

m A Y j3 g Y ? g V F B E lJ
A ll G V 3 y  EQGLKDMAiGlSYGiGVQAcJ 
aI g l w y c S g v e k  I

<z t.t k t I

GTE
S i

”ASFflAgGI®Y(3»GVEKlC 
ASM A E G J ® Y e| g LEKT 
ASM S g G M g Y lf f iG L K K I  
ASM s f gm| | S y p | g l e k : 
A AM G J A xM y g | e IE A £  

A X 0 A * S V ^ N R A E Y E A C  6 พ y d

toE Q H IE T IW R gF N H
C iA V H A E V l |F f iF ^
Iq t n h l k t i a n h f d : 

’e h y r t i a e R f a s
jOAAHYKTXAEgFA

EMENYVN! 
QYEXYQ2® 
jLMKQYAN] 

.TDQYAK! 
jLAKTYQNJ 
Q R L H L E R N ® A §A iJ  [qlqyild! ^ r*gn|

1 7 6  
1 2 9  
1 2 9  
1 2  9  
1 6 8  
1 6 7

1 3 9
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ภาพที่ 7 การเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนของยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 จากรูเมนกระบือกับเอนไซม์ในฐานข้อรุ(ลโปรตีน
ก รอ บ ส ี่เห ล ี่ย ม แ ส ด งต ำแ ห น ่งข อ งไ พ ร เม อ ร ์
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ภาพที่ 7 (ต่อ) การเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนของยีนเซลถูเลสกลุ่มที่ 9 จากรูเมนกระบือกับเอนไซม์ในฐานข้อยูลโปรตีน
ก รอ บสืเห ล ี่ย ม แ ส ด งต ำแ ห น ่งข อ งไ พ ร เม อ ร ์
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ภาพที่ 7 (ต่อ) การเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนของยีนเซลสูเลสกธุ่มที่ 9 จากรูเมนกระบือกับเอนไซม์ในฐานข้อผูลโปรตีน
ก ร อ บ ล ี่เห ล ี่ย ม แ ส ด ง ต ำแ ห น ่ง ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์
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ตารางที่ 2 ค่าความคล้ายคลึงของยีนเจ)ลถูเลสกลุ่มที่ 9 จากรูเมนกระบือเทียบกับฐานข้อยูลโปรตีน
Cel9-I Cel9-2 Cel9-3 Cel9-4 Cel9-A Cel9-B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Cel9-l 100

Ce!9-2 6 9  100

Cel9-3 36  38  100

Cel9-4 86 60 39 100

Cel9-A 29 32 30 30 100

Cel9-B 29 30 29 31 38 100

1 39 45 57 4 4 32 34 100

2 40 43 58 4 0 31 32 56 100 *

3 30 31 3 7 31 41 4 0 29, 33 100

4 28 31 30 29 37 50 27 27 37 100

5 4 2 4 9 37 4 6 29 30 36 39 28 28 100

6 60 69 38 62 30 30 3 4 36 27 28 4 4 100

7 39 4 2 58 4 0 31 30 51 58 33 29 39 36 100

8 4 0 43 58 4 0 31 32 56 99 33 27 39 36 58 100

9 31 32 38 32 43 39 3 0 35 69 37 27 27 3 4 35 100

10 4 4 50 48 4 4 31 32 45 50 34 29 4 6 4 2 52 50 35 100

11 26 29 26 28 3 6 42 18 2 4 27 47 23 21 22 24 35 26 • 100

12 70 68 39 74 31 30 32 37 27 28 41 58 36 37 28 4 4 24

\= C lostnd ium  thermocellum  (A A A 2 0 8 9 2 ), 2 -  C lostridium  thermocelluru  (C A K 2 2 3 1 6 ), 3 =  C lostridium  thermocellum  (C A P 7 8 9 1 8 ), 4 = R um inococcus  sp , (C B L 1 7 5 5 4 ), 5=  

Rum inococcus  sp . (C B L 1 7 6 8 3 ), 6 =  R w ninococcus  sp. (C B L 1 8 3 8 9 ), 7 =  C lostridium  therm ocellum  (Y P _ 0 0 1 0 3 6 9 7 2 ), 8 =  Clostridium  therm ocellum  (Y P _ 0 0 !0 3 7 1 7 3 ) , 9 =  Clostridium  
therm ocellum  (Z P _ 0 5 4 2 8 0 3 9 ) , 10=  Clostridium  therm ocellum  (Z P _ 0 5 4 2 8 9 2 5 X  1 \= Rum inococcus flavefaciens  ( Z P _ 0 6 142 86 6 ), 12=Rum inococcus fla ve fa c ien s  (Z P _ 0 6 1 4 4 4 4 8 )

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3. ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
เมื่อทำการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) ของลำดับกรดอะมิโน 

ที่แปลรหัสจากลำดับนิวคลิโอไทด์ของยีนในกลุ่ม Cel9 ท ังหกยีนที่โคลนได้จากการทดลองกับลำดับ 
กรดอะมิโนของเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ที่ม ีรายงานในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม MEGA4 
(ภาพที่ 8) พบว่า ยีนเซลลูเลสโคลน Cel9-1, Cel9-2, และ Cel9-4 มีความสัมพันธ์ใกล้ช ิดกับเซลลูเลสที่ 
แยกไคจากเชอ Ruminococcus sp. ZP 06144448, CBL18389 และ CBL17683 ขณะท Cel9-B กมความ 
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเซลลูเลสที่แยกได้จากเชื้อ Ruminococcus sp. CBL17554 และ ZP 06142866 
แต่แยกกิ่งออกไปเปีนอีกหนึ่งกลุ่ม

โคลน Cel9-3 ม ีความส ัมพ ัน ธ ์อย ู่ใน กล ุ่ม เด ียวก ับ เอน ไซม ์ท ี่แยกได ้จากเช ื้อ  Clostridium- 
thermocellullum ZP_05428925, AAA20892,. YP_0010036972, CAK22316 และYP 001037173 
ขณะที่ Cel9-A แยกกลุ่มออกไปโดยมีความใกล้ชิดกับ Clostridium thennoceUuUum CAP78918 และ 
ZP 05428039

too

53

5 8

too

90

100 '

86
100
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----------0 ๗9-1
-  CelS-4
- ZP 9 6 '4 4 4 4 8  R um inotaccus fier-iefecie'is
-  Cel9-2
-—  €81/8389 Rurmnac-occus -Sp. 
------------CBL'7888 Rtrsinacoecus sp

- ZP 05428025 CtostrisSum thetracaeUirn 
----------------- CelS-3
- AAA206S2 QasMdSurn Hiaraaceliura 
----- yp 00' 036372 ClostHtfeim thetraocellurB
- G A K 2 2 3 1 6  c ta s ir id iu r n  t h a m a c s B u m

100
too I y p  001037'  73 C te trd iu ri tbsmacaBtim  

----------------------- C A P7S018 Clostridium thermcceltum

- ZP 05428038 CtostrkSum thenwjqefcra

.... ...... ................. ... 0 ๗9-0 .

- €๗9-3
■ C8 L 175S4 RumirKKOCHJS sp 

—  ZP 36142888 nurrrinacoccus flasefacians

I------—------ i

ภาพที่ 8 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีนเซลสูเลสที่แยกได้จากรูเมนกระบือ
เป ร ีย บ เท ีย บ ย ีน เซ ล ถ ูเล ส ท ี่แ ย ก ไ ด ้จ า ก ร ูเม น ก ร ะ บ ือ ก ับ เอ น ไ ซ ม ์เซ ล ล ูเล ส ใ น ก ล ุ่ม ท ี่ 9  ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย  

โ ป ร แ ก ร ม  M E G A 4  ห ม า ย เล ข บ น แ ข น ง แ ส ด ง ค ่า  b o o s tra p  te s t  ส เก ล แ ส ด ง ร ะ ย ะ ห ่า ง ท า ง พ ัน ธ ุก ร ร ม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การจำแนกยีนเซลณูลสกธุ่มที่ 9 ที่สมบูรณ์
ทำการค้นหายีนที่สมบูรณ์ของทังยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ทังหกโคลนโดยการสร้างห้องสมุดยีน 

(library) จากการตัดเมทาจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ 4 ชนิด คือ EcoRV, Dral, PvuW และ Stul นำ 
ไลบรารี่ทั้งสี่ชุดมาเชื่อมต่อด้วย Adapter และทำการเพิ่มปริมาณยีนโดยจับคู่กับไพรเมอร์ที่ออกแบบให้ 

.จำเพาะต่อส่วนปลายทังสองด้านของยีนตาม เมื่อนำชินส่วนยีนที่ได้จากการทำ Genome walking มารวม 
ด้วยโปรแกรม CAP contig assembly ผลการทดลองพบว่า โคลนที่ Cel9-B สามารถนำชินส่วนต่างๆมา 
เชื่อมต่อกันได้จนพบตำแหน่งของจุดเริ่มด้น start codon (ATG) และสิ้นสุดของยีน stop codon (TAA) 
โดยได้ชินส่วนยีนทังหมดยาว 3,037 คู่เบส (ภาคผนวก ก)

การวิเคราะห์ยีนเซลลูเป็ส Cel9-B
เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์และแปลรหัสด้วยโปรแกรม Translate พบว่ายีน Cel9-B 

มีความยาว 2,100 คู่เบส และกรดอะมิโนจากการแปลรหัสมีความยาว 699 กรดอะมิโน ตามลำดับ เมื่อ 
เปรียบเทียบความเหมือนของลำดับกรดอะมิโนของยีน Cel9-B กับฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม 
Blastx พบว่ามีความเหมือนมากที่สุดกับเอนไซม์ Ruminococcus sp. 18P13 (CBL17554.1) โดยมีค่า 
เท่ากับ 53% และมีค่าความคล้ายคลึง เท่ากับ 66%

เมื่อตรวจสอบตำแหน่งจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะด้วยโปรแกรม NEBcutter V2.0 พบว่า 
เอนไซม์ Xhol และ £coRV สามารถตัดภายในยีนได้ ซึ๋งเอนไซม์ทั้งสองชนิดเป็นเอนไซม์ในบริเวณ 
multiple cloning site ของเอนไซม์ในเวคเตอร์ pKLAC2

การวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนเซลลูเลส Cel9-B
เมื่อวิเคราะห์คุณสมบัติของโปรตีน Cel9-B ด้วยโปรแกรม ProtParam พบว่า นำหนักโมเลกุล 

เท่ากับ 75.7 กิโลดาลตัน ค่า pi เท่ากับ 4.92 เมื่อวิเคราะห์ตำแหน่งการตัดของ signal peptide ด้วย 
โปรแกรม SignalP พบว่าโปรตีนCel9-B มีตำแหน่งของ Signal peptide ที่ตำแหน่งกรดอะมิโน 1-43 
โดยมีการตัดของเปบไทด์ระหว่างกรดอะมิโน Arg43 และ Arg44 (ภาพที่ 9)

เมื่อวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนด้วยโปรแกรม InterProScan พบว่า โปรตีน Cel9-B มี 
โดเมนของ Glycoside hydrolase family 9 อยู่ทกรดอะมโนตำแหน่งท 49-454 (InterPro: IPR001701; 
Pfam: PF00759) โดยมีกรดอะมิโนตำแหน่งที่ 46-460 มีความเหมือนกับโปรตีนใน Superfamily Six- 
hairpin glycosidase (InterPro: IPR008928) มตำแหน่งของ Signal peptide ตังแต่กรดอะมโน 1-25 
นอกจากนียังพบโดเมน Type I Dockerin อยู่ที่กรดอะมิโนตำแหน่งที่ 617-682 (InterPro: IPR016134) 
(ภาพที่ 10)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เมื่อวิเคราะห์ความเหมือนของโดเมนโดยใช้โปรแกรม CD-search พบว่า โดเมน Glycoside 
hydrolase family 9 ของ Cel9-B มีลำดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับเอนไซม์ในกลุ่มที่ 9 และมีลำดับของ 
กรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษ์ของ active site เป็น CW VGFNAQSAKYPHHE (ภาพที่ 11) ซึ่งอยู่ใน 
บริเวณอนุรักษ์ของเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 คือ [STV] - X - [LIVMFY] - [STV] - x(2) - G - X - 

[NKR] - x(4) - [PLIVM] - H - X -  R (PROSITE: PDOC00511)

S ig n a lP - N N  p r e d i c t i o n  (g ra m +  n e t w o r k s ) !  9 B MS EBP

>Cel9-B length = 100 1
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?

max. c 44 0 .611 0 .52 YES
max. Y 44 0 .587 0 .3 2 YES
max. ร 19 0 .998 0 .9 7 YES
mean ร 1-43 0 .773 0.51 YES

D 1-43 0.680 0.45 YES
# Most likely cleavage site between pos. 43 and 44: ANA-AD

ภาพที่ 9 ตำแหน่ง signal peptide บนยีนเซลลูเลส Cel9-B

วิเคราะห์โดยโปรแกรม SignalP

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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In te rP ro S can  (v e rs io n : 4 .8)
Sequence. A A .C eO 'B
length 699
CMC64: 2CSD877E8SBS444C

Launched Sun, Jun 12 .2011 at 15:42:51 
Finished Sun, Jun 12,2011 at 15:43:31

InterPro Match !•••........4.4,4.44........... ....................4444........... . Query Sequence ...................................4................................................I Description
1 699

IPR001701 j Glycoside hydrdase, family 9

■  CNco_hydro_9

IPR0O8928 ] S ix-hairpin gfyeosidase-like

■  Six-haxipin glycosidases

IPR012341 Six-hairp in  glycosidase

■  no description

IPR016134 1 Cellulosome enzym e, dockerin type 1
C3DSA: 1.1 o . m  10 ►------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------m m m m — ■  no description

■  Type 1 dockerin domain

nolPR 1 un integrated

PS51257P (— >— —--------- ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Signal? NNjeuki* <— 1----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

■  FAMILY NOT NAMED
■  1 Nt«0* l.< p,f rA.Ctl.-CANASI 
0  PROKAJL LIPOWtOTEIN
o  Sigral-Deptide
■  tf jnsmembrane ,'Mons

□  PROOOM a  PRINTS OMR ■  PFAM □  SMART ■TCRFAMs
□  HAMA? OPROsrrE ■  SUPERFAMH.Y 0SIGNALP BTMHMM h  panther

□  PROFILE 
■  CENE3D

© European Bioinformatics Institute 2O06-2Q1I, CBI Is an Outstatton of the European Molecular Biology Laboratory,

ภาพท 10 โครงสร้างของโปรตีน Cel9-B
ว ิเค ร า ะ ห โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม  In te rP ro S c a n  v e rs io n  4 .8

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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q i  1 2 1 8 2 8  
g i  1 4 5 5 5 9 4 8 0

100  . [ 1 ] .YTQMKYDALAFFYHKRSG I P .  [1] .EMPYA. [2] . EQWTRP. [1 ] .G H IG IE . [28] . VTGGWYDAGDHG 181
4 9  . [ 1 ] . YAKLLQYSMYLYDGNMCG. [ 1 ] . EV EKKSG

1 1 4  . [1 ] . YEDIVKASIKWFYYQRAS MA. [1 ] . ESQYA
[1 ] . YGEALQKAIMFYEFQRSG KL PENKR31

77  . [ 1 ] . YGEALQKAIFFYECQRSG K L . [ 1 ] . PSTLR

FSWRGN CHVDDA VPGGFHDAADHV 99
GKWARA. [ 1 ] .G H T N P T .[ 1 4 ] . SSKGWYDAGDYG 1 7 9  
NNWRGD.[1 ] ^ALNDGA.[ 5 ] LTGGWYDAGDHV 86 
LNWRGD.[ 1 ] .G L D D G K .[ 5J .LTGGWYDAGDHV 133

1RQ5 A 1 8 2  KYWNGGIAVWTL MNMYERAKIR. [1 6 ]  -E Q . [1] .NGYPD. [4 ] . ARWEIEFFKKMQV T , [2 ] .E  2 4 9
q u e r y  1 0 0  KFGITAGYSGTTL. [ 1 ] . WAYYEYKDVF D E . [ 1 ] . GQTGH LKLLTDHFCKYFK.[ 8 ] . T . [ 9 ] .อ  1 6 3
q i  7 5 4 2 7 6 7 4  1 8 0  RYIVNSGITTYTL LSLYEHFPQY. [ 9 ] .A E  GSLPD. [4 ] . I KYNLDWMLTMQA ร D 2 3 7
q i  1 2 1 8 2 8  87  KFNLPMAYAVTML.[ 1 ] .WSVYESRDAY VQ. [1 ] . GQLPY. [4 ] . IKWATDYFIKCHP ร .  [ 9 ] .D  1 4 6
q i  1 4 5 5 5 9 4 8 0  1 3 4  KFNLPMSYSAAML. [1 ] . WAVYEYEDAF KQ. [1] .GQYNH. [4 ] . IKWACDYFIKCHP E . [9 ] .D  1 9 3

1RQ5 A 2 5 0
1 6 4

ร ฺ๚ 4 2 7 6 7 4  2 3 8  
q i  1 2 1 8 2 8  - 1 4 7  
q i  1 4 5 5 5 9 4 8 0  1 9 4

[5 ] .GMVHHK I  . [4 ] .WTA. [1] -GMLP HEDPQPR. [2 ] .RPV  STAATLNFAATLAQSARLWKD 3 0 6
GNMDHN . [1 ] . Y WGP . [1] . EKQD . [1 ] . SSRKVFK T S N . El] . AADVAAEYAAALAVNYLNFHN 2 1 2
GGVYHK L . [4 ] . FPG DVMP AADNSKL. [2 ] . IGK STAGTFDFAAVMAMASRIYKH 2 8 8
GALDHS พ WGP. El] . EVMQ MPRPSFK. [2 ] . LTN. [1] . GSTWAETAAAMAASSIVFKP 1 9 5
GHADHA พ WGP. [1] . EVMP MERPSYK. [2 ] . RSS . [1] . G STW A ETSA A LA IA SIIFK K  2 4 2

1RQ5 A 3 0 7  
q u e r y  2 1 3  
q i  7 5 4 2 7 6 7 4  2 8 9  
q i  1 2 1 8 2 8  1 9 6  
q i  1 4 5 5 5 9 4 8 0  2 4 3

[6 ] . ADCLEKAEIAWQAALK. [8] .T P G S . [1] .G P  GGGPYND DYVGDEFYWAACELYVTTGKDEY 3 7 3
EEDLKYAKALFDFAQK SN SC. [1] . TE . [1 ] .VSPFYES AGCDDDKAFAAGFLYLATKEEKY 2 6 6

[6 ] . SKCLEAAKKAYAWGQQ. [6 ] . LANP . [1 ] . DV STGAYEN DNPNDEKVLAGTELFITTGDASY 3 5 3
[6 ] . ATLLRHAKELFTFADT. [2 ] . SDAG. [1] . RA AEGYYSS. [1] . SGFYDELTWASIWLYLATGDQSY 2 5 7
[6 ] . KECLKHAKELFEFADT. [2] . SDDG. [1] . TA ANGFYNS. [1] . SGFYDELSWAAVWLYLATNDSSY 3 0 4

1RQ5 A 3 7 4  
q u e r y  2 6 7  
q i  7 5 4 2 7 6 7 4  3 5 4  
q i  121828" 2 5 8  
q i  1 4 5 5 5 9 4 8 0  3 0 5

[1 ] .NYLMNSPH. [2 6 ]  . WGTTQGLGTIT . [2 2 ]  . AADRWLENIEE . [1 ] . GYRL PIK Q AE . [5 ] . YPW 4 7 1
NTILK NFA. [1 2 ]  .W DKVSIGASIL NGEINGDFGIA. [1 ] . NYAK QKYT. [1 ] .P K . [5 ] .NSW 3 2 8

[1 ] .QSGSSEYV. [ 2] . WGDVMGLATYE. [2 1 ] . TADNFANRAEK GFGV VMPK DD FVW 4 2 0
[1 ] . DKAESYEP , [1 8 ]  . WDNKLYGSLLL. [1 2 ]  . cIENHLDYWTV. [1 ] . FNGS . [1 ] . VQYT PK . [5 ] .DRW 3 3 8
[ 1 ] -D K A ES Y S D .[ 1 8 ] . WDDVTYGTYLL. [ 1 3 ] .  AIERHLDWWTT. [ 1 ] . YNGE. [ 1 ] . ITY T P K . [ 5 ] . DQW 3 8 6

q i  1 2 1 8 2 8  
q i  1 4 5 5 5 9 4 8 0

4 7 2
3 2 9
4 2 1
3 3 9
3 8 7

G S . [3 ] . IL N . [5 ] . GYAYD FTGDSKYLDGMFDGISYLLGRNAM. [2] .
GA. [1 ] .RYN. [1 ] . AAQYT . [5 ] . KYKQGDYSEWAQSQMNMILGDNPK. [2 ] . 
G S . [2 ] .V A S. [6 ] .LYAYY LTGEQKYYKAAVKVLDYLLGKNPL. [2 ] .
G S . [1 ] .RYA. [6 ] .ASVYA. [6 ] . PAKAAVYKEFAKKQVDYALGSTGR 
G S . [1 ] .RYA. [6 ] ACVYS. [63 . KEKAKTYLEFARSQADYALGSTGR

E H . [3 ] . p  5 3 6
A H . [3 ] .G  3 9 2
ร H p  4 8 2
K H . [3 ] . ร  4 0 6

H . [3 ] .G  4 5 4
1RQ5 A 5 3 7
q u e r y 3 9 3
g i  7 5 4 2 7 6 7 4 4 8 3
g i  1 2 1 8 2 8 4 0 7
g i  1 4 5 5 5 9 4 8 0 4 5 5

QTSKRFPAP p p  G IIS G G  PNS . [1 7 ]  . QKCFIDHTDSWGTNQITVNWNAPFAWVTA 6 0 2
. [1 ] . SGWDEYNQA. [5 ] .P K . [6 ] .GALEGG. [1 ] . QDA NFQFKDELNDITSSEVATDYNATLVAAAA 4 5 4

STSD N IEEP I P  GMLVGG PQP . [2 1 ]  . ATAYTDQRCSYATNEVAINWNAPLAYLAG 5 5 2
SWSALMTEP A E. [6 ] . GALVGG PDG SDSYVDRLDDYQCNEVANDYNAGFVGALA 4 6 1
SWADSQMEP P E . [6 ] .GALVGG PDS TDNYTDDISNYTCNEVACDYNAGFVGLLA 5 0 9

ภาพท่ี 11 โปรตีนท่ีมีโครงสร้างใกล้เคียงกับ Cel9-B
ว ิเค ร า ะ ห โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม  C D -s e a r c h  โ ด ย  1 R Q 5 _ A =  c. therm ocellum  C b h A  E x o c e llu la s e , g i_ 7 5 4 2 7 6 7 4  =  F. succ inogenes  E n d o g lu c a n a s e  D

therm ocellum  E n d o g lu c a n a s e  F , g i_ 1 4 5 5 5 9 4 8 0  =  c. therm ocellum  E n d o g lu c a n a s e  1; แ ถ บ ส ีฟ ้า แ ส ด ง บ ร ิเว ณ อ น ุร ก ษ ์ฃ อ ง เอ น ไ ซ ม ์ G H 9  โ ด ย ต ำ แ ห น ่ง

, g i_ 1 2 1 8 2 8  

I =  a c t iv e  s ite

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การสร้างยีสต์ลูกผสมผลิตเอนไซม์
1. การโคลนยีนเซลลูเลส Cel9-B/GH9 เข้าสู่เวคเตอร์ pKLAC2
ทำการเพิ่มปริมาณยีนเซลลูเลส GH9 จากโคลน Cel9-B โดยใช ้ไพรเมอร์pKLAC_9_BF ที่มี 

ตำแหน่งการตัดของเอนไซม์ Afcol และ pKLAC_9_BR ที่ม ีตำแหน่งการตัดของเอนไซม์£coRI โคลน 
ย ีนเข ้าส ู่เวคเตอร ์pKLAC2 .ในตำแหน่ง Ncol และ £coRI (ภาพที่ 12) และถ่ายยีนเข้าสู่เซลลเจ้าบ้าน E. 
coli DH5(X เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดลูกผสม แล้วจึงถ่ายพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน K. lactis 
GG799 และทำการเหนี่ยวนำยีนให้แทรกตัวเข้าในโครโมโซมของยีสต์โดยใช้ acetamide เป็นแหล่ง 
ไนโตรเจนในอาหารแข็ง YCB

S a c ll  K ex  N co l E coR I S a d i

___________ น r ' r ไ

^LAC4-PBI3' aM F K-R Cel9-B/GH9 LAC4 ^ADHI amds ^>LAC4-PBI5’

ภาพท่ี 12 ตำแหน่งการโคลนยีนเซลลูเลส GH9 เข้าสู่เวคเตอร์ pKLAC2
ต ำ แ ห น ่ง  P LAC4.PBI =  L A C 4  p ro m o te r , O M F  =  a - m a t in g  fa c to r  s ig n a l p e p tid e , K -R  =  K e x  

e n d o p ro te a s e  s ite , C e l9 -B /G H 9  =  ย ีน ไ ก ล โ ค ไ ซ ด ์ไ ฮ โ ด ร เล ส แ ฟ ่ม ิล ี่ท ี่ 9 จ า ก โ ค ล น  C e l9 _ B , T T L A C 4  =

LA C 4  t r a n s c ip tio n  te rm in a to r , P ADH1 =  y e a s t  A D H 1  p ro m o te r  แ ล ะ  a m d s  =  a c e ta m id a s e  s e le c ta b le  

m a r k e r  g e n e  ต ำ แ ห น ่ง ก า ร ต ัด ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ช ี้โ ด ย ล ูก ศ ร

2. การคัดเลือกโคโลนีที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส
สุ่มเลือกโคโลนีของยีสต์ที่สามารถเจริญบนอาหารแข็ง YCB+ 5 mM acetamide มา 5 โคโลนี 

(K1-K5) นำมาเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด YGal นาน 7 วัน เก็บ crude protein ที่หลั่งออกมาในอาหาร 
เหลวมาทำการทดสอบนำตาลรีดิวซ์โดยใส่ crude protein 100 ไมโครลิตรในสารละลายบัฟเฟอร์ 
sodium acetate pH 5.0 ที่มี 1% CMC ปริมาณ 300 pi ไมโครลิตร บ่มที่อุณภูมิ 50°c นาน 1 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วย DNS และตรวจดูสีของส่วนผสมของปฏิกิร ิยา ผลการทดสอบพบว่า สีของ 
สารละลายในหลอดโคโลนี K3 มีสีนั้าตาลเข้ม บ่งบอกได้ว่า โคโลนี K3 สามารถผลิตเอนไซม์ได้เมื่อ 
เทียบกับหลอดที่ใส่เฉพาะยีสต์ที่ไม่มีพลาสมิด (K) และหลอดที่ใส่ยีสต์ท ี่ม ีพลาสิดเวคเตอร์ pKLAC2 
(K+p) และ โคโลนีอื่นๆซึ่งสีของสารละลายไม่มีการเปลี่ยนแปลง (ภาพที่ 13)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 13 ผลการตรวจสอบปริมาณ'นาตาลริตีวซ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อยีสต์
ห ล อ ค ท ค ส อ บ  K  =  ย ีส ต ์ท ี่ไ ม ม พ ล า ส ม ิด , K + p =  ย ีส ต ์ท ี่ม ีพ ล า ส ิด เป ล ่า  p K L A C 2  แ ล ะ  K 1 -K 5  =  โ ค โ ล น ีท ี่ 1 ถ ึง  5

การผลิตเอนไซม์เซลณูลส
1. เวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงยีสต์ลูกผสมเพื่อการผลิตเอนไซม์
นำยีสต์ลูกผสมโคลน pKLAC2-Cel9B/GH9-K3 มาเลียงในอาหาร YGal ที่อุณหภูมิห้อง นาน 7 

วัน นำอาหารเลี้ยงเชื้อมาปีนเซลล์ทิ้งและวัดปริมาณโปรตีนทุกวัน พบว่าปริมาณโปรตีนในอาหารเหลว 
มีค่าสูงที่สุดในวันที่ 7 เท่ากับ 803.87 มิลลิกรัม/ลิตร (ตารางที่ 3) เมื่อนำอาหารเลี้ยงยีสต์ลูกผสมมาทำ 
การรันเจล SDS-PAGE พบแถบ'โปรตีนที่มีขนาด 49.7 kDa ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของเอนไซม์ 
Cel9B/GH9 ที่ได้จากการคำนวณโดยโปรแกรม ProtParam คือ 44.3 kDa และมีขนาดของแถบโปรตีน 
เข้มที่สุดในวันที่ 6 ถึง 7 (ภาพที่ 14)

ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงยีสต์ในช่วงระยะเวลาการบ่ม 1-7 วัน

ยีสต์ลูกผสม K.lactis ระยะเวลาการเลี้ยง
ปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

(mg/L)
ไม,มีพลาสมิด 7 วัน 690.62
มี pKLAC2 7 วัน 309.69
มี pKLAC2_Cel9-B/GH9-K3 3 วัน 42.01

4 วัน 92.05
5 วัน 186.14
6 วัน 309.69
7 วัน 803.87

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 14 โปรตีนรวมในอาหารเลี้ยง‘เชื้อยีสต์ K. lactis  ที่มียีน pKLAC2-Cel9B/GH9-K3
ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย เท ค น ิค  S D S -P A G E  โ ด ย โ ห ล ด โ ป ร ต ีน ห ล ุม ล ะ  2 0  p ig  เล น  M  =  p re -s ta in e d  p ro te in  m a rk e r ,

เล น  d 3 -d 7  =  ร ะ ย ะ เว ล า ก า ร เล ี้ย ง ย ีส ต ์ถ ูก ผ ส ม  3 -7  ว ัน ต า ม ล ำ ด ับ

การวิเคราะห์คุณสมบัติของเอนไซม์เซลดูเลส
1. เวลาที่เหมาะสมในการบ่มปฏิกิริยาเอนไซม์
นำ crude protein ที่ได้จากส่วนใสของอาหารเลียงเชือจากโคลน pKLAC2-Cel9B/GH9-K3 ท่ี 

เลี้ยงในอาหาร YGal มาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ โดยใช้สับสเตรต 1% CMC ใน 0.1 M โซเดียมอะซ 
เตรตบัฟเฟอร์ ท่ี pH 5.0 บ่มที่อุณหภูมิ 50°c หยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย DNS ที่เวลา 10, 15, 30, 45 
และ 60 นาที ตามลำดับ วัดด่าการดูดกลืนแสงของนำตาลรีดิวซ์ที่ได้เทียบกับกลูโคสมาตรฐาน เมื่อ 
คำนวณเป็นค่ากิจกรรมเอนไซม์ พบว่าระยะเวลาการบ่มของปฏิกิริยานาน 10 นาที ให้ด่าจำเพาะของ 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุด เท่ากับ 0.458+0.043 ยูนิต (ตารางที่ 4) ขณะที่เมื่อบ่มเอนไซม์นานฃึน 
เป็น 15 นาที ด่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์เอนไซม์ลดลงอย่างประมาณ 50% และเมื่อบ่มเอนไซม์นาน 
ขึ้นพบว่าค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือน้อยกว่า 30% (ภาพที่ 15) ดังนันระยะเวลาการบ่ม 
ปฏิกิริยาเอนไซม์ที่ 10 นาที จึงเป็นเวลาที่เหมาะสมในการทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซม์เซลลูเลส
Cel9B/GH9-K3

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ตารางที่ 4 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ในแต่ละระยะเวลาของการบ่ม

ระยะเวลาการบ่ม Specific activity Relative activity
(นาที) (U/mg protein) (%)-

10 ■ 0.458 ±  0.043 100
15 0.276 ± 0.017 53
30 0.150 ±0.029 30
45 0.098 + 0.018 27
60 0.095 ±  0.002 14

ภาพที่ 15 ค่ากิจกรรมสัมพันธ์ของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3ในแต่ละระยะเวลาของการบ่ม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2. ค,ใความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการทำกิจกรรมของเอนไซม์
นำ crude protein ที่ได้จากส่วนใสของอาหารเลียงเชือจากโคลน pKLAC2-Cel9B/GH9-K3 ท่ี 

เลียงในอาหาร YGal มาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ โดยใช้สับสเตรต 1% CMC ใน0.05M โซเดียมอะซิ 
เตรตบัฟเฟอร์ ท่ี pH 3-6 และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ท่ี pH 7-11 บ่มที่อุณหภูมิ 50°c หยุดปฏิกิริยาด้วย 
สารละลาย DNS ที่เวลา 10 นาที-วัดค่าการดูดกลืนแสงของนำตาลรีดิวซ์ที่ได้เทียบกับกลูโคสมาตรฐาน 
เมื่อคำนวณเป็นค่ากิจกรรมเอนไซม์ พบว่าการบ่มปฏิกิริยาที่ค่า pH 6 ให้ค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์ 
เซลลูเลสสูงที่สุด เท่ากับ 0.591 ±  0.011 u/mg รองลงมาคือที่ pH 5 ให้ค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์ 
เซลลูเลสสูงที่สุด เท่ากับ 0.536 ±  0.004 U/mg หรือ 91% (ตารางที่ 5) ขณะที่การบ่มเอนไซม์ที่ค่าความ 
เป็นกรดด่างที่ pH 3-4 และ pH 7-11 ค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์ยังคงอยู่ในช่วงประมาณ'40-50% 
ของค่าสูงสุด (ภาพที่ 16) จากการทดสอบช้างต้นสรุปได้ว่าการบ่มปฏิกิริยาในบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH 6 เป็น 
ค่าที่เหมาะสมสำหรับการทำปฏิกิริยาของเอนไซม์เซลลูเลส Cel9B/GH9-K3

ตารางที่ 5 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ในแค่ละค่าความเป็นกรดด่างของปฏิกิริยา

ค่าความเป็นกรดด่าง
Specific activity 
(U/mg protein)

Relative activity
(% )

3 0.275 ±  0.014 47
4 0.276 +  0.008 47
5 0.536 ±  0.004 91
6 0.591 ±0.011 100
7 0.282 ±  0.005 48
8 0.320 +  0.011 54
9 0.311+0.006 53
10 0.307 +  0.005 52
11 0.247 +  0.003 42

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 16 ค่ากิจกรรมสัมพันร์ของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ในแต่ละค่าความเป็นกรดต่างของปฏิกิริยา

3. อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำกิจกรรมของเอนไซม์
นำ crude protein ที่ได้จากส่วนใสของอาหารเลียงเชือจากโคลน pKLAC2-Ce!9B/GH9-K3 ท่ี 

เลี้ยงในอาหาร YGal มาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ โดยใช1สับสเตรต 1%CMC ในสารละลายบัฟเฟอร์ 
โซเดียมอะซิเตรตความเข้มข้น 0.1 M ท่ี pH 6.0 บ่มที่อุณหภูมิ 30-80°C หยูดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 
DNS ที่เวลา 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงของนำตาลรีดิวซ์ที่ได้เทียบกับกลูโคสมาตรฐาน พบว่า เมื่อ 
บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60°c นาน 10 นาที ได้ค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุด เท่ากับ 
0.624+0.036 U/mg (ตารางที่ 6) ขณะที่เมื่อบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 30-50°C ค่าจำเพาะของกิจกรรม 
เอนไซม์เซลลูเลสยังคงมีค่าสูง 70-80% และเมื่อบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิ70-80°0พบว่าจำเพาะของ
กิจกรรมเอนไซม์ยังคงมีค่าสูงมากกว่า 55% (ภาพที่ 17) ผลการทดสอบปฏิกิริยาของเอนไซม์ข้างด้นชีบ่ง 
ได้ว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำงานของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 อยู่ที่ 60°c

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 6 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ในแต่ละอุณหภูมิของการบ่ม

อุณหภูมิ
(°C)

Specific activity 
(บ/mg protein)

Relative activity 
(% )

30 0.474 ±  0.005 76
40 0.538 ±  0.004 86
50 0.490 ±  0.005 78
60 0.624 ± 0.036 100
70 0.415 +  0.015 67
80 0.353 +  0.013 57

ภาพที่ 17 ค่ากิจกรรมสัมพันธ์ของเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ในแต่ละอุณหภูมิของการบ่ม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4. ความจำเพาะฅ่อสับสเตรต
นำ crude protein ที่ได้จากส่วนใสของอาหารเลียงเชือจากโคลน pKLAC2-Cel9B/GH9~K3 ท่ี 

เลี้ยงในอาหาร YGal มาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์โดยใช้สับสเตรตชนิดต่างๆความเข้มข้น 1% ใน 
สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะชิเตรตความเข้มข้น 0.1 M ที่ pH 6.0 บ่มที่อุณหภูมิ 60°c หยุดปฏิกิริยา 
ด้วยสารละลาย DNS วัดค่าการดูดกลืนแสงของนํ้าตาลรีดิวซ์ที่ได้เทียบกับกราฟนำตาลมาตรฐาน เมื่อ 
คำนวณเป็นค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์ พบว่า เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 มีค่าจำเพาะของกิจกรรม 
ของ CMCase, Avicelase, FPase และ Xylanase เท่ากับ 0.624 ±  0.036, 0.083 ±  0.013, 0.154 ±  0.032 
และ 0.178 ±  0.029 u/mg ตามลำดับ (ตารางที่ 7)

ตารางที่ 7 ค่าจำเพาะของกิจกรรมเอนไซม์ Cel9B/GH9-K3

Specific activity
สับสเตรด Activity

(U/mg)

1% CMC Endoglucanase 0.624 ±  0.036

1% Avicel Exoglucanase 0.083 ±  0.013

1% Filter paper Endo- and Exo-glucanases 0.154 ±0.032

1% Xylan Xylanase 0.178 ±0.029

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4. ว ิจารณ ์ผล

การโคลนยีนจากตัวอย่างสิ่งแวดล้อมที่เป็นที่อยู่อาศัยของจุลินทรีย์ที่ม ีความหลากหลาย เช่น ดิน 
ในลำไล้สัตว์ ม ูลสัตว์แหล่งทับถมของซากพืชซากสัตว์รวมถึงนำเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม สามารถ 
ทำได้โดยใช้เทคนิคทางเมจีโนนิกส์ซึ่งเป็นการจำแนกยีนที่สนใจโดยตรงจากดีเอ็นเอํท ี่สกัดจากตัวอย่าง 
โดยไม'ผ่านการเพาะเลียงเชือจุลินทรีย์ซึ่งทำให้มีโอกาสค้นพบยีนชนิดใหม่ได้มากขึน ใน!]จจุบันวิธีการ 
เมทาจีโนนิกส์ได้มีการนำมาใช้ในการจำแนกยีนชนิดใหม่แล้วมากมาย โดยเฉพาะยีนที่กำหนดการสร้าง 
เอนไซม์ชนิดต่างๆซึ่งเป็นที่สนใจในระดับอุตสาหกรรม ดังเช่น การสร้างห้องสมุดยีนหรือไลบรารี่จาก 
เมทาจีโนนิกดีเอ็นเอที่สกัดจากในลำไล้ปลวกแล้วนำมาตัดด้วยเอนไซม์ หลังทำการวิเคราะห้ลำดับเบส 
ด้วยเทคนิค random short gun sequencing พบว่าสามารถค้นพบยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
ในกลุ่มGH5 ได้ 56 ยีน กลุ่มGH9 ได้ 11 ยีน กลุ่มGH8 ได้ 5 ยีน และ กลุ่มGH45 ได้ 6 ยีน เมื่อทดสอบ 
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสจากไลบรารี่ท ี่โคลนเข้าสู่เช ือแบคทีเรีย E. coli พบว่าโคลนที่ม ีการแสดง 
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสมีเพ ียง 11 โคลน (Wamecke et al., 2007) วิธีการดังกล่าวซึ่งเร ียกว่า 
Activity หรือ Expression-based strategy ยังได้มีการนำมาใช้ในการค้นหายีนที่กำหนดการสร้างเซลลู 
เลสกลุ่มที่ 9 จากในดินที่ม ีการทับถมของใบไม้ได้ 3 ยีน (Pang et a l ,  2009) นอกจากนียังมีรายงานการ 
ค้นพบยีนจากตะกอนดินจากทะเลสาบ (Grant et al., 2004) ลำไล้ของคน (Tasse et al., 2010) จากมูล 
ช้าง (Wang et al., 2009) และในสิ่งขับถ่ายจากไล้เดือน (Beloqui et a l ,  2010) ซึ่งเทคนิคดังกล่าวมีการ 
ตรวจสอบจำนวนโคลนเป็นจำนวนมากแต่ได้โคลนที่ม ีการแสดงออกของยีนเพียงไม,กี่โคลน เนื่องจาก 
ต้องอาศัยโปรโมเตอร์ท ี่อยู่ในด้าน 5’ ของยีนท ี่เก ิดจากการต ัดของเอนไซม์ ทำให ้ม ีข ้อจำกัดในการ 
แสดงออกของยีนในเชือ E. coli การค้นหายีนเซลลูเลสจากรูเมนของกระบือโดยใช้เทคนิคดังกล่าว 
สามารถพบโคลนที่ม ีการแสดงออกของเอนไซม์เซลลูเลสอย่างน ้อย 12 โคลน จากการตรวจสอบ 
ทั้งหมด 10,000 โคลน อย่างไรก้ไม่ตามไม่พบยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 แต่อย่างใด (Nhung et al., 2010)

ในการวิจัยครั้งน ี้ได้ทำการค้นหายีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 โดยการออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อ 
กลุ่มยีนที่สนใจแล้วทำการเพิ่มปริมาณยีนจากเมทาจีโนนิกดีเอ็นเอ ซึ่งเรียกว่า Sequence-based strategy 
แล้วทำการค้นหายีนส่วนที่เหลือทังสองด้านด้วยเทคนิค Genome walking จากทันจึงโคลนยีนเข้าสู่เช ือ 
ย ีส ต ์พ  lactis โดยอาศ ัยโปรโมเตอร์LAC4 ท ี่ม ีอย ู่ในพลาสน ิคเวคเตอร์pKLAC2 ซึ่งวิธีการนีไม่ต้อง 
ตรวจสอบจำนวนโคโลน ีเป ็นจำนวนมาก สามารถกำหนดการค ้นาย ีนกล ุ่มท ี่สนใจได ้ และสามารถ 
ควบค ุมการแสดงออกของย ีนได ้ด ้วยโปรโมเตอร ์ท ี่ต ้องการ ในการออกแบบไพรเมอร ์เพ ื่อค ัดเล ือก 
ช ิ้นส ่วนของยีนเซลล ูเลสกล ุ่มท ี่ 9 จากเมทาจ ีโนมแบคท ีเร ียท ี่อย ู่ในของเหลวในกระเพาะร ูเมนของ 
กระบือได้ไพรเมอร์ Cel9_Fl และ Cel9_Rl ซึ่งจะทำให้ได้ช ิ้นส่วนของยีนขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส 
เม ื่อโคลนเข้าส ู่พลาสมิคเวคเตอร์ pTZ57R/T แล้วถ ่ายเข ้าส ู่คอมพีเทนต์เซลล์,ของ E.coli D H 5a ได้
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โคโลนีสีขาว 4 โคโลนี ให้ช ื่อว่าCel9-1, Cel9-2, Cel9-3, Cel9-4, Cel-A และ Cel-B ตามลำดับ การ 
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของโคลนทั้งหมดและเปรียบเทียบกับยีนในฐานข้อมูล GenBank ยืนยันได้ 
ว่าเป็นยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 และทังหมดเป็นยีนใหม่ในกลุ่มนี

เม ื่อทำการค้นหายีนส่วนที่เหลือด้วยเทคนิค genome walking พบว่า มีเพียงโคลน Cel9-B ท่ี 
ประสบความสำเร็จในการค้นหายีนในด้านปลายร,และ 5’ โดยได้ชินยีนมีความยาวทังสิน 3-,037 คู่เบส 
ซึ่งมี'ยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ต ังแต่จ ุดเริ่มด้น (start codon) ถึง จุดสินสุดยีน 
(stop codon) มีความยาวทั้งสิ้น 2,100 คู่เบส สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนขนาด 699 กรดอะมิโน พบ 
ตำแหน่งของ signal peptide ในตำแหน่งกรดอะมิโน 1-43 โปรตีน Cel9-B มีความเหมือนของลำดับ 
กรดอะมิโนมากที่สุด 53% กับเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ของ Ruminococcus sp. 18P13 (CBL17554.1) 
ท ี่แยกเช ื้อได้จากลำไห้ของคน (Pajon et \■ ๗., 2010) นอกจากนีย ังพบว่าโปรตีน Cel9-B มีโดเมน 
glycoside hydrolase family 9 อยู่ท ี่ตำแหน่งกรดอะมิโนที่ 49-454 และพบโดเมน dockerin type I อยู่ที่ 
ตำแหน่งที่ 617-682 ตามลำดับ ลำด ับกรดอะมิโนในบริเวณอนุร ักษ ์ของโปรตีน Cel9-B มีลักษณะ 
เช่นเดียวกับเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มท ี่ 9 คลาสที่ 1 คือ [STV] - X - [LIVMFY] - [STV] - x(2) - G - X - 
[NKR] - x(4) - [PLIVM] - H - X -  R โดยมตำแหน่ง His เปน active site residue (Tomme et al., 1991; 
Sigrist et al., 2010) บ่งบอกได้ว่ายีน Cel9-B ถือเป็นยีนที่กำหนดการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 
คลาสที่ 1 ที่มีลักษณะเป็นเซลลูโลโซม เช่นเดียวกับเซลลูเลสส่วนใหญ่ในกลุ่มที่ 9 โดยพบว่าเซลลูเลสที่ 
สร้างจากเชือแกรมบวกที่เจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน เช่น Clostridium thermocellum หรือ Clostridium 
cellulolyticum สามารถทนต ่อความร้อนได ้ด ีและม ีล ักษณะเป ็นเซลล ูโลโซมซ ึ่งสามารถย่อยเห ้นใย 
เซลลูโลสแบบ crystalline ได้ (Beguin, 1990; Beguin et al., 1992) และยังพบว่าเอนไซม์ส่วนใหญ่มี 
ส่วนของโดเมน dockerin type I ซึ่งมีความยาวประมาณ 65 ถึง 70 กรดอะมิโน และโดยทั่วไปจะอยู่ใน 
ส่วนปลายด้านคาร์บอกซิลของโปรตีน ในโดเมน dockerin จะมีบริเวณที่เป ็นเบสชำแบบ tandem repeat 
ของcalcium-binding loop-helix motif 2 ชุด (Shoham et al., 1999) ซงเป็นไปไดว่ายีน Cel9-B อาจจะ 
แยกได้จากเชือแบคทีเรีย'ในกลุ่มที่ม ีวิ'วัฒนาการมาจากเชือ Clostridium sp. ซึ่งก็สอดคล้องกับผลการ 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ที่แยกได้ในการวิจัยครังนีกับฐานข้อมูล 
GenBank

เมื่อทำการโคลนส่วนยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 จากยีนด้นแบบแล้วเชื่อมต่อกับพลาสมิด pKLAC2 
เพื่อสร้างยีสต์ลูกผสม K. lactis แล้วทำการคัดเลือกโคโลนีท ี่ม ีการแสดงออกของเอนไซม์ท ี่ม ีก ิจกรรม 
การย่อยสับสเตรต CMC ให้โคโลนีท ี่ม ีการแสดงออกดีท ี่ส ุดช ื่อว่า pKLAC2-Ce!9B/GH9-K3 ทำการ 
เลียงยีสต์ถูกผสมในอาหารเหลว YGal เป็นเวลา 1-7 วัน และทำการทดสอบการแสดงออกของเอนไซม์ 
พบว่า กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสมีการแสดงเพิ่มขืนตามเวลาการบ่มเชือยีสต์ โดยมีค่าสูงที่ส ุดในวันที่ 7 
เท่ากับ 803.87 mg/L และเม ื่อนำอาหารเล ียงเช ือยีสต์ล ูกผสมมาทำการรันเจล SDS-PAGE พบแถบ
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โปรตีนที่มีขนาด 49.7 kDA ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของเอนไซม์เซลลูเลสที่ได้จากการคำนวณ และมีขนาด 
ของแถบโปรตีนเข้มที่สุดในวันที่ 6 ถึง 7

เมื่อทำการทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม์ในการย่อยสับสเตรดพบว่า เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 
สามารถย่อยต่อสับสเตรด CMC และไชแลน ชีบ ่งได้ว ่าม ีก ิจกรรมของเอนไซม์ endoglucanase และ 
xylannase ตามลำดับ และยังสามารถย่อยสับสเตรด avicel ซึ่งเป็นบริเวณ crystalline cellulose ซึ่งชีบ่งถึง . 
กิจกรรมเอนไซม์ exoglucanase (Cheng et al. 2011) นอกจากนี่การที่เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 สามารถ 
ย่อย filter paper ได ้ก ็เป ็นการย ืย ันได ้ว ่าเอนไชม ้ชน ิดน ีม ีก ิจกรรมท ังแบบ endoglucanase และ 
exoglucanase (Han et al. 1995)

เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 มีสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสับสเตรต 1%CMC ที่ละลายใน 
บัฟเฟอร์ pH 6.0 เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 60°c นาน 10 นาที โดยเอนไซม์สามารถทำงานได้ดีในช่วง pH 5.0- 
6.0 และสามารถทำงานได้มากกว่า 40% ในช่วง pH 3-4 และ 7-11 นอกจากนี่,เอนไซม์ยังมีความสามารถ 
ในการทำงานได้ค่อนข้างดีในช่วงอุณหภูมิตังแต่ 30-80°C โดยพบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุด เท่ากับ 
0.140 ±  0.008 jamole/min และค่าความจำเพาะต่อกิจกรรม CMCase สูงสุด เท่ากับ 0.624 +  0.036 บ/mg 
of crude protein เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์เซลลูเลสซึ่งมีโครงสร้างของโปรตีนคล้ายคลึงกันมากที่สุด 
เช่น เอนไชม CelD ของ Fibrobacter succinogenes S85 (gi75427674; P77864.1) ทำงานไดดทสุดท pH 
5.5 อุณหภูมิ 35°c โดยเอนไซม์ที่บริสุทธิมค่าความจำเพาะต่อกิจกรรม CMCase เท่ากับ 11.5 บ/!ทg 
(Malburg et al., 1996) เอนไซม CelF จาก Clostridium thermocellum ATCC 27405 (gil45559480; 
Q02934.2) ทำงานได้ดีที่สุดที่ pH 6.5 อุณหภูมิ 60°c โดยเอนไซม์ที่บริสุทธิมค่าความจำเพาะต่อกิจกรรม 
CMCase เทากับ 0.800 u/m g (Hazlewood et al., 1993) จะเหนไดว่าเอนไซม Cel9B/GH9-K3 มสภาวะ 
เหมาะสมของการทำกิจกรรม CMCase ใกล้เคียงกับเอนไซม์ที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกัน

การที่เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 สามารถทำงานได้ดีในช่วงอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดต่างที่ 
กว้าง แสดงว่าสามารถนำเอนไซม์ชนิดนี้ไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆไค้อย่างหลากหลาย อาทิ 
เช่น อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ การหมักวัสดุเยื่อใยพืชเพื่อการผลิตนำตาลสำหรับนำไปเป็นสารตังต้นใน 
การผลิตแอลกอฮอล์ หรือ อุตสาหกรรมอาหารสัตว์เพื่อใช้ในการย่อยเยื่อใยพืชสำหรับอาหารสัตว์
กระเพาะเดี่ยว เป็นด้น (Rajeev et al., 2005.)
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5 สรุปและเสนอแนะ

โครงการวิจัยครังนีทำการค้นหายีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 โดยวิธี Sequence-based strategy สามารถ 
จำแนก,ยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 จากเมทาจีโนมของจุลินทรีย์ในกระเพาะหมักของกระบือได้ทังหมด 6 ยีน 
ได้แก่ cel9-l, ce!9-2, cel9-3, cel9-4, cel9-A และ cel9-B ซึ่งมีขนาดประมาณ 1200 คู่เบส และเป็นยีน 
เซลลูเลสชนิดใหม่ทังหมด เมื่อค้นหาส่วนยีนที่สมบูรณ์พบว่าสามารถค้นพบยีนที่สมบูรณ์ของ cel9-B มี 
ความยาวทั้งสิ้น 2,100 คู่เบส สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนขนาด 699 กรดอะมิโน โปรตีน Cel9-B มี 
ความเหมือนของลำดับกรดอะมิโนมากที่สุด 53% กับเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 จากแบคทีเรีย 
Ruminococcus sp. 18P13 (CBL17554.1) ที่แยกเชือได้จากลำไสัของคน พบตำแหน่งการดัดของ signal 
peptide ที่กรดอ่ะมิโน 43-44 มีโดเมน glycoside hydrolase family 9 อยู่ที่ตำแหน่งกรดอะมิโนที่ 49-454 
และพบโดเมน dockerin type I อยู่ที่ตำแหน่งที่ 617-682 ตามลำดับ จัดเป็นเอนไซม์เซลลูเลสกลุ่มที่ 9 
คลาสที่ 1 และมีลักษณะโครงสร้างเป็นแบบเซลลูโลโซม เมื่อทำการสร้างพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุส่วน 
ของยีนGH9 ให้ชื่อว่า pKLAC2-Cel9B/GH9-K3 และทำการแสดงออกในยีสต์ K. lactis โดยสามารถ 
หลั่งเอนไซม์ออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อยีสต์ เอนไซม์ Cel9B/GH9-K3 ที่ได้สามารถแสดงกิจกรรมเอน 
โดกลูคาเนส เอกโซกถูคาเนสและไซแลนเนส โดยมีสภาวะที่เหมาะสมของการย่อยสับสเตรด CMC ท่ี 
pH 6.0 อุณหภูมิ 60°c ระยะเวลาการบ ่ม ปฏิกิริยา 10 นาที โดยเอนไซม์ย ังสามารถย่อยสับส เตรตได้ 
ค่อนข้างดี ในช่วง pH 3-11 และ อุณหภูมิ 30-80°C

จากโครงการวิจัยครังนีจะเห็นว่าได้ยีนเซลลูเลสกลุ่มที่ 9 ชนิดใหม่ทังสิน 6 ยีน แต่สามารถ 
ตำเนินงานจนเสร็จสินได้ 1 ยีน ดังทันการดำเนินงานวิจัยในการสร้างและผลิตโปรตีนจากยีนเซลถูเลสที่ 
เหลือน่าจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่ออุตสาหกรรมที่เกี่ยวข้อง ทังนีน่าจะค้นพบเอนไชม์ที่มีคุณสมบัติที่ 
ดีเด่นเพื่อนำไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่เหมาะสมต่อไป
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• • • • I •■ ■ ■  I •••• I • ■ ■ ■  I ' •  • I I . . . โ 1 ~ . . . I . . . โ  Iโ . . .  | . . . โ Iโ . . .  1 . . , โ  I โ . . .  I . . . โ  I
TGCGGCAGCTGCTGCCTGCGTGACAACAGGGCTCTTTGCGCCTCAGAATGCCGCTGTTATCGCTAACGCTGCCGATGACACCGACAACTACGCAAAGCTG 6 0 0................................. . ..........  ..........  . . . . -----. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1........................................................................................................................................................................................................  1
TGCGGCAGCTGCTGCCTGCGTGACAACAGGGCTCTTTGCGCCTCAGAATGCCGCTGTTATCGCTAACGCTGCCGATGACACCGACAACTACGCAAAGCTG 6 0 0

6 1 0  6 2 0  6 3 0  6 4 0  6 5 0  6 6 0  6 7 0  6 8 0  6 9 0  7 0 0

CTCCAGTATTCAATGTATCTTTACGACGGCAATATGTGCGGCGGCGAGGTCGAAAAGAAGAGCGGCTTCTCGTGGCGCGGCAACTGCCACGTTGACGACG 7 0 0........................... ................  . . .......... . โ.  โ . โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ . . โ โ โ โ , โ โ โโ โ . โโ . โ โ  1
...........................................................................................................  . - ....................................... ................... . . ...................... ..  1

CTCCAGTATTCAATGTATCTTTACGACGGCAATATGTGCGGCGGCGAGGTCGAAAAGAAGAGCGGCTTCTCGTGGCGCGGCAACTGCCACGTTGACGACG 7 0 0

7 1 0  7 2 0  7 3 0  7 4 0  7 5 0  7 6 0  7 7 0  7 8 0  I! j n  o  7 9 0  8 0 0
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.................................................................................................................................  1
CTGTTCCCGGAGGCTTCCACGACGCGGCTGACCACGTAAAATTCGGCATTACCGCCGGATATTCAGGCACTACTCTCGGCTGGGCATATTACGAATACAA 8 0 0

8 1 0  8 2 0  8 3 0  ; 1 __ ; 8 4 0  8 5 0  8 6 0  8 7 0  8 8 0  8 9 0  9 0 0

783
GGACGTTTTCGATGAACTCGGTCAGACAGGACATCTCAAGCTCCTGACAGACCACTTCTGCAAATACTTCAAGGACAGCACGACCCTCAGCGGTGATACA 1 8 0......................... ........  . . . ไ . .  ----- . .. . โ . ........ โ โ โ โ . . โ โ . โ . โ โ . โ โ . โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ โ . โ . โ .  1........................................................................................................................................................................................................  1
GGACGTTTTCGATGAACTCGGTCAGACAGGACATCTCAAGCTCCTGACAGACCACTTCTGCAAATACTTCAAGGACAGCACGACCCTCAGCGGTGATACA 9 0 0

9 1 0  9 2 0  9 3 0  9 4 0  9 5 0  9 6 0  9 7 0  9 8 0  9 9 0  1 0 0 0

783
GTGACCGAGCTCGTTTACCAGATAGGCGACGGCAACATGGACCACAACCAGTACTGGGGGCCTCCCGAGAAGCAGGATTCCTCGTCGCGTAAGGTTTTCA 2 8 0.........................  ................ ..................................... โ . . . . โ . โ โ . โ โ โ โ . . โ . . โ โ . โ . . โ . . โ โ . โ โ โ . โ . โ โ . โ โ โ โ . . โ โ โ โ โ โ โ .  1........................................................................................................................................................................................................  1
GTGACCGAGCTCGTTTACCAGATAGGCGACGGCAACATGGACCACAACCAGTACTGGGGGCCTCCCGAGAAGCAGGATTCCTCGTCGCGTAAGGTTTTCA 1 0 0 0

1 0 1 0  1 0 2 0  1 0 3 0  1 0 4 0  1 0 5 0  1 0 6 0  1 0 7 0  1 0 8 0  1 0 9 0  1 1 0 0

783
AGACCTCCAACGGCGCTGCTGACGTTGCTGCCGAGTATGCAGCCGCTCTCGCGGTGAACTACCTCAACTTCCACAACGAGGAGGACCTCAAATACGCGAA 3 8 0. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . .  ......... โ โ โ โ โ . . . โ . .  โ โ . . โ โ โ โ โ . โ . . โ โ . โ โ . โ โ . โ โ โ โ . . . โ . โ โ โ . . .  1........................................................................................................................................................................................................  1
AGACCTCCAACGGCGCTGCTGACGTTGCTGCCGAGTATGCAGCCGCTCTCGCGGTGAACTACCTCAACTTCCACAACGAGGAGGACCTCAAATACGCGAA 1 1 0 0

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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GGCTCTGTTCGATTTCGCTCAGAAGTCAAATTCCTGCGCTACCGAAGGCGTTTCGCCTTTCTACGAGTCGGCAGGCTGCGACGACGACAAGGCTTTTGCA 4 8 0......................................... . .  .................. . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  . . . . . . . . .  . . . .  . 1........................................................................................................................................................................................................  1
GGCTCTGTTCGATTTCGCTCAGAAGTCAAATTCCTGCGCTACCGAAGGCGTTTCGCCTTTCTACGAGTCGGCAGGCTGCGACGACGACAAGGCTTTTGCA 12 00

1 2 1 0  1 2 2 0  1 2 3 0  1 2 4 0  1 2 5 0  1 2 6 0  1 2 7 0  1 2 8 0  1 2 9 0  1 3 0 0

783
GCGGGATTCCTCTACCTTGCAACCAAAGAGGAAAAGTACAACACCATTCTCAAAAACTTCGCCGGCAACTCGAGCAATAACCCCAACTGGGACTACTGCT 58  0..................................................... . ......  ........ . . . . . . . . . . .  . . .  . . . . . . . . . . . . . .  1........................................................................................................................................................................................................  1
GCGGGATTCCTCTACCTTGCAACCAAAGAGGAAAAGTACAACACCATTCTCAAAAACTTCGCCGGCAACTCGAGCAATAACCCCAACTGGGACTACTGCT 13 00

1 3 1 0  1 3 2 0  1 3 3 0  1 3 4 0  1 3 5 0  1 3 6 0  1 3 7 0  1 3 8 0  1 3 9 0  1 4 0 0

7 8 3
GGGATAAGGTATCAATCGGAGCTTCTATCCTCAACGGCGAGATAAACGGCGATTTCGGCATCGCTTCCAACTACGCAAAGCAGAAATACACCAATCCGAA 6 8 0................................................................................. .. 1........................................................................................................................................................................................................  1
GGGATAAGGTATCAATCGGAGCTTCTATCCTCAACGGCGAGATAAACGGCGATTTCGGCATCGCTTCCAACTACGCAAAGCAGAAATACACCAATCCGAA 1 4 0 0

1 4 1 0  1 4 2 0  1 4 3 0  1 4 4 0  1 4 5 0  1 4 6 0  1 4 7 0  1 4 8 0  1 4 9 0  1 5 0 0

783
GCAGTGGTACCTGCTCAACAGCTGGGGCGCTGCAAGATACAACACTGCCGCTCAGTATACAGGTCTGCTTCTTACAAAGTATAAGCAGGGTGATTACTCC 7 8 0...........................................................................................  ...... ................ . . ................. 1.................................................................................................................................................................................................. 1
GCAGTGGTACCTGCTCAACAGCTGGGGCGCTGCAAGATACAACACTGCCGCTCAGTATACAGGTCTGCTTCTTACAAAGTATAAGCAGGGTGATTACTCC 1 5 0 0

1 5 1 0  1 5 2 0  1 5 3 0  1 5 4 0  1 5 5 0  1 5 6 0  1 5 7 0  1 5 8 0  1 5 9 0  1 6 0 0

783
GAATGGGCTCAGTCACAGATGAACATGATTCTCGGCGACAACCCCAAGGGCGTTTGCGTAGTTGTAGGATTCAACGCTCAGTCGGCTAAGTATCCTCACC 8 8 0.................................................................... . — . .  . . . y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . y . . . . . . . . . .  1
.......................................................................................................................................................................................................................................................................................1
GAATGGGCTCAGTCACAGATGAACATGATTCTCGGCGACAACCCCAAGGGCGTTTGCGTAGTTGTAGGATTCAACGCTCAGTCGGCTAAGTATCCTCACC 1 6 0 0

1 6 1 0  1 6 2 0  1 6 3 0  1 6 4 0  1 6 5 0  1 6 6 0  ท) 1 1 6 7 0  1 6 8 0  1 6 9 0  1 7 0 0---- ! ------I ------I ------I ------I ------! . . . .  I . . .  โ ! . . . . ! . . . . ! . . ! . . . . !  !. . . โ  I . . . .  I . . . .  I โ ; . . . .  I . . .  โ I
783

ATGAGGCTGCTTCCGGTCTCAGCGGCTGGGACGAGTACAATCAGGCTGGCGCTACATTCGGTCCGAAGGGTGGTCACGTCCTCACGGGCGCTCTCGAGGG 98 0................................................... ...................................................................... y. โ . . . . โ . . โ . . . . โ โโโโ . ....... y. 1
.......................................................................................................................................................................................................................................................................................1

ATGAGGCTGCTTCCGGTCTCAGCGGCTGGGACGAGTACAATCAGGCTGGCGCTACATTCGGTCCGAAGGGTGGTCACGTCCTCACGGGCGCTCTCGAGGG 1 7 0 0
6 3 8  b -
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CGGCTTCCAGGACGCAAACTTCCAGTTCAAGGACGAGCTCAACGATATCACTTCATCTGAGGTAGCCACCGATTACAATGCA 1 0 6 2
........ TTCCAGGACGCAAACTTCCAGTTCAAGGACGAGCTCAGCGGTATCACTTCCTCTGAGGTAGGTATCGACTACAACGCAACTCTCGTTGCCGCTGCT 9 6.................................................................................................................................................................................................. .. 1

CGGCTTCCAGGACGCAAACTTCCAGTTCAAGGACGAGCTCAACGATATCACTTCATCTGAGGTAGCCACCGACTACAACGCAACTCTCGTTGCCGCTGCT 1 8 0 0

1 8 1 0  1 8 2 0  1 8 3 0  1 8 4 0  1 8 5 0  1 8 6 0  1 8 7 0  1 8 8 0  1 8 9 0  1 9 0 0

^ 362
GCCGGACTTTACAGCATTTACAAGACCGGCAAGGTCGATGCTACTCCCAACGGCGTTGACAGAGTTATCCAGTACGGTAATATTCAGCCAACTTCATCTA 1 9 6  

GCCGGACTTTACAGCATTTACAAGACCGGCAAGGTCGATGCTACTCCCAACGGCGTTGACAGAGTTATCCAGTACGGTAATATTCAGCCAACTTCATCTA 1 9 0 0  

1 9 1 0  1 9 2 0  1 9 3 0  1 9 4 0  1 9 5 0  1 9 6 0  1 9 7 0  1 9 8 0  1 9 9 0  2 0 0 0
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1 0 6 2

CAACAACAACAGCTACAACTACTTCAACTACTTCCGAGTCTACCACAACTACCACCGTTACGACCTCCGCAGACCGCGCAAAGGCTATCGTGAACGTGGA 2 9 6  

CAACAACAACAGCTACAACTACTTCAACTACTTCCGAGTCTACCACAACTACCACCGTTACGACCTCCGCAGACCGCGCAAAGGCTATCGTGAACGTGGA 2 00 0

2 0 1 0  2 0 2 0  2 0 3 0  2 0 4 0  2 0 5 0  2 0 6 0  2 0 7 0  2 0 8 0  2 0 9 0  2 1 0 0
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1 0 6 2

TATCGTTGACAAGAATACCGGCAAGAATATCTCCGGCGTTAAGTATCAGATAACAGGCTACGGCGAATGGGGTGCTCACTTCGGAACCGAGAATTTCGTT 3 96.............................................................................................................  ........  . . . .  ----- . . .  ----- . 1
TATCGTTGACAAGAATACCGGCAAGAATATCTCCGGCGTTAAGTATCAGATAACAGGCTACGGCGAATGGGGTGCTCACTTCGGAACCGAGAATTTCGTT 2 1 0 0

2 1 1 0  2 1 2 0  2 1 3 0  2 1 4 0  2 1 5 0  2 1 6 0  2 1 7 0  2 1 8 0  2 1 9 0  2 2 0 0

783
1 0 6 2

TCAAGCGACAAGACTGACGTCCTCGATGTAAACTGGCACGACTTATCTACCGAAAACTTCAAGAACGCTAAGTACTGGGAGCTCAGTATCAGGGATATCC 4 96.....................................................................................................  ..................  . . . ----- . . . . . . . . . .  1
TCAAGCGACAAGACTGACGTCCTCGATGTAAACTGGCACGACTTATCTACCGAAAACTTCAAGAACGCTAAGTACTGGGAGCTCAGTATCAGGGATATCC 22  00

2 2 1 0  2 2 2 0  2 2 3 0  2 2 4 0  2 2 5 0  2 2 6 0  2 2 7 0  2 2 8 0  2 2 9 0  2 3 0 0
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CCGCAGGATACAAGTTCCCCGCATCTTCAAACACAAAATTCAGCCTTGTAAACGGTACTGCCGATGTCAAGGTAGAGCTTGAATCCGACGGCAAGAAGGT 5 9 6

CCGCAGGATACAAGTTCCCCGCATCTTCAAACACAAAATTCAGCCTTGTAAACGGTACTGCCGATGTCAAGGTAGAGCTTGAATCCGACGGCAAGAAGGT 2 3 0 0
6 3 8  b -
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____________  1 0 6 2
CGTTTACGGCGATGCTAACCTCGACGGCGATGTTACTACCGCGGACGCAGTTGCTATCCTCCAGTTTATCGGCAACAAGGATAAGTACCCCTTCACTGAC 6 9 6c 1
CGTTTACGGCGATGCTAACCTCGACGGCGATGTTACTACCGCGGACGCAGTTGCTATCCTCCAGTTTATCGGCAACAAGGATAAGTACCCCTTCACTGAC 2 4 0 0

2 4 4 0  2 4 5 0  2 4 6 0  2 4 7 0
• • I • • • • I • • • • I • • • • I • • • • I • • • • I • • • • I • • • • I
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1 0 6 2  b a +  W K SSStSK h 1 0 6 2

+ GAGGCAAAGGCTAATGCGGACGTTTACGGCGCTGACGGCATCACAGGCACAGACGCTCTCACGATTCAGAAGATAGACGCAGGTCTCTTCGCTGT 7 9 1
63 8 ๖ -  GAGGCAAAGGCTAATGCGGACGTTTACGGCGCTGACGGCATCACAGGTACAGACGCTCTrACGATTCAGAAGATTGACGCAGGTCTCTTCGCTGTTGAGG 1 0 1  

GAGGCAAAGGCTAATGCGGACGXTTACGGCGCTGACGGCATCACAGGCACAGACGCTCTCACGATTCAGAAGATAGACGCAGGTCTCTTCGCTGTTGAGG 2 5 0 0

2 5 1 0 2 5 2 0 2 5 3 0 2 5 4 0 2 5 5 0 2 5 6 0  2 5 7 0 2 5 8 0 2 5 9 0 2 6 0 0
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783  
1 0 6 2  
7 9 1

a c c t c c c t a t c a t t c c g a a g g t t t g c a g a c t g a c g a a g ^ P a g a a a t a t t c c a c a c t t c g t a c a a a a a t c a a a c a a t g t t t t t g t t a c c g g t g t a c a a g a  2 01
ACCTCCCTATCATTCCGAAGGTTTGCAGACTGACGAAGiilAGAAATATTCCACACTTCGTACAAAAATCAAACAATGTTTTTGTTACCGGTGTACAAGA 2 6 0 0

STOP
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i —  I —  ! —  I
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6 3 8  b -
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TTTAAGCTTGTACACCGGTAATTTATTGCCTTTTTAATTGCAATTTTATTCAGAAATGTTTTGTTTCAGAAATAATTTATTCATAGAATCCAGTATATTT 3 01 
TTTAAGCTTGTACACCGGTAATTTATTGCCTTTTTAATTGCAATTTTATTCAGAAATGTTTTGTTTCAGAAATAATTTATTCATAGAATCCAGTATATTT 2 7 0 0
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ร ^ ร ^ ร ร ^ แ ^ ร ร ^ ^ ะ ร ะ ร ร ร ^  E
2 8 1 0  2 8 2 0  2 8 3 0  2 8 4 0  2 8 5 0  2 8 6 0  2 8 7 0  2 8 8 0  2 8 9 0  2 9 0 0

----- ! --------------- I ------- I ------- ' ------- ! ------- ! ------- I -------i ------- I . . . . I . . . โ I แ . . โ ! . . . . I i I
7 8 3
1 0 6 2
7 9 1

GTGTGTAACTACTTCTCCGAAAAAATATGTATAATAGGTTATGGCATACATATTATAGGCTATGTAACGAATATTCAGAAAGAAGTGTGAATAGTATGCA 5 01 
GTGTGTAACTACTTCTCCGAAAAAATATGTATAATAGGTTATGGCATACATATTATAGGCTATGTAACGAATATTCAGAAAGAAGTGTGAATAGTATGCA 2 9 0 0

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2 9 1 0  2 9 2 0  2 9 3 0  2 9 4 0  2 9 5 0  2 9 6 0  2 9 7 0  2 9 8 0  2 9 9 0  
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 0 0 0

c a p  c e l  9 B ECORV4 + 783
c a p  C e l 9 B 1 0 6 2 b a + 1 0 6 2
c a p  c e l 9  B D r a i n + 7 9 1
c a p  9 B D 121 6 3 8 b - TATAACCAAAAAGCTCACATCAATAGTTATGAGCGGCGTACTCGCTGCTGCTTCCGCAGCAAGCTCTTTCTCAGCAGTTGCCCCCTCTCTCAACGCAACA 6 0 1
C o n t i g - 0 TATAACCAAAAAGCTCACATCAATAGTTATGAGCGGCGTACTCGCTGCTGCTTCCGCAGCAAGCTCTTTCTCAGCAGTTGCCCCCTCTCTCAACGCAACA 3 0 0 0

3 0 1 0  3 0 2 0  3 0 3 0

c a p  c e l 9  B ECORV4 +
. . . .  1 . . . .  1 . . . .  1 . . . .  1 . . . .  1 . . . .  1 —  1 . .

783
c a p  C e l9  B 1 0 6 2 b a + 1 0 6 2
c a p  c e l 9  B D r a i n + 7 9 1
c a p  9 B D 121 6 3 8 b - GACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGT 638
C o n t i g - 0 GACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGT 3 0 3 7

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ข
การคาดคะเนคุณสมฟ้ติของโปรตีน

1. โปรตีน Cel9-B
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ExPASy ProtParam 
Number of amino acids: 699 
Molecular weight: 75714.7 
Theoretical pi: 4.92
Amino acid composition:
Ala (A) 79 11.3%
Arg (R) 9 1.3%
Asn (N) 46 6.6%
Asp (D) 55 7.9%
Cys ( 0 9 1.3%
Gin (Q) 23 3.3%
Glu (E) 29 4.1%
Gly (G) 63 9.0%
His (H) 12 1.7%
He (I) 27 3.9%
Leu (L) 45 6.4%
Lys (K) 50 7.2%
Met (M) 7 1.0%
Phe (F) 30 4.3%
Pro (P) 17 2.4%
Ser (ร) 44 6.3%
Thr(T) 61 8.7%
Trp (พ) 12 1.7%
Tyr (Y) 38 5.4%
Val (V) 43 6.2%
Pyl (0) 0 0.0%
Sec (บ) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 84 
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 59
Atomic composition:
Carbon c 3367
Hydrogen H 5101
Nitrogen N 881
Oxygen 0 1080
Sulfur ร 16
Formula: C3367H5101 Ng81 Oj080ร 16 
Total number of atoms: 10445

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



Extinction coefficients:
Extinction coefficients are in units of M 1 c m a t  280 nm measured in water. 
Ext. coefficient 123120
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.626, assuming all pairs of Cys residues form cystines 
Ext. coefficient 122620
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.620, assuming all Cys residues are reduced 
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes^- in vitro).

>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:
The instability index (II) is computed to be 17.02 
This classifies the protein as stable.
Aliphatic index: 69.31
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.379

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ค
แผนที่ตำแหน่งการตัดของเอนไซม์ตัดจำเพาะบนยีน Cel9-B

NEBcutter V2.0
แผนที่ของเอนไซม์ที่ตัด 1 ตำแหน่ง

1 lull 11 mill! ilm ilanluuhii.ihmliinltu Jmilmilx....... . 1,»,
I II I i I I I  i I I I

: !-Ph ol Bs-eRI
H ae in  

BpuiOI ; *&NCl
. ; : BptCI

*N cil 
BssSI

BspQI
■Bsfcl

i: รแ i I I  I
B stN i ร-:-;?}i ■ ไ.:-iน*! **,*■ !!
*p->0bl *-ZraI Big!

*8saHI
-U s e  Iอ<๙เท 

Sty I 
8 st2 i7 i 

; Kpnl 
HCC65T B an I

* PspXi *ท9ร1* Ngomv

เอนไซม์ที่ไม่ตัดในยีน:
A a t l ,  ACC16I, ACCB7I, A c c I I I ,  A c lN I ,  A f e l , A f l l l ,  A f l l l l ,  AgeX, A h d l ,  A lw 4 4 I ,  
A o c I ,  A o r5 1 H I ,  A p a l , A p a L I ,  A s c I ,  A s e l ,  A s n l , A s p 7 0 0 I ,  A s p E I , A s p I ,  A t s I ,  
A v i l i ,  A v r I I ,  B a l l ,  BamHI, B a n l l i ,  B b e l ,  B b r P I ,  B b s l ,  B b u l , B b v l 6 I I ,  B e l l ,  
B f r I ,  B g l l ,  B g l l l ,  B l n l ,  B l p I ,  B p i l ,  B p u l l 0 2 I ,  B p u l 4 I ,  BpuAI, B s a 2 9 I ,  B sa B I ,
ร ๊ร :  ร ; . ' ร ? :  ร ? :  ร ร ร ร น
B s p l 7 2 0 I ,  B s p 6 8 I ,  B S p C I , B s p D I , B s p E I , B s p H I , B s p L U l l I ,  B s p T I , B s p X I , B s r B R I , 
B s r D I , B s r G I ,  B s s H I I ,  B s t 9 8 I ,  B s t B I ,  B s t E I I ,  B s t I ,  BstM CI, B s t P I ,  B s t S F I ,  
B s tS N I ,  B s t X 2 I ,  B s t X I ,  B s t Y I , B s t Z I ,  B s u l 5 I ,  B s u 3 6 I ,  C c iN I ,  C e l l i ,  Cfr-91, 
C f r I ,  c l a l ,  C s p 4 5 I ,  C v n I ,  O r a l ,  D r a i n ,  D r d I , E a e l ,  E a g I ,  E a m l l 0 5 I ,  E c lH K I,  
E c lX I ,  E CO 105I,  E c o l 4 7 I ,  E c o 4 7 I I I ,  E c o 5 2 I ,  E c o 5 7 I ,  E c o 7 2 I ,  E c o 8 1 I ,  E c o 9 1 I T 
E coN I,  E CO 065I,  E e o R I ,  ECOT22I, E h e l ,  E s p l 3 9 6 I ,  E s p 3 I ,  FauNDI, F b a l ,  F s e l ,  
F s p I , H i n d u  I , H p a l ,  K a s I ,  K p n 2 I ,  K s p 2 2 I ,  L s p I ,  Maml, M f e l ,  M f l l ,  M l u l ,
M luNI, M p h l l 0 3 I ,  M r o l ,  M s c l ,  M s l I ,  M spC I , M uni,  N a r l , N c o l ,  N d e l , N h e l ,  N o t l ,  
N r u l , N s i l ,  N s p I ,  NspV, P a c l ,  P a e l ,  P f l 2 3 I I ,  P f lM I ,  P i n A I , P l e l 9 I ,  PmaCI, 
Pm e55I ,  P m e l ,  P m l l ,  P p u l O I ,  P s h B I ,  P s p l 4 0 6 I ,  P s p A I ,  P spA L I ,  P s p E I ,  P s p L I ,  
PspOMI, P s t I ,  P s tN H I ,  P v u l ,  R e a l ,  S a i l ,  S b f l ,  S e x A I , S f d ,  S f i l ,  s f u l ,
S g f l ,  S g r A I ,  S m a l ,  S m i l ,  S n a B I ,  S p e l ,  S p h I , S p l I ,  S r f I ,  S s e 8 3 8 7 I ,  S s e B I ,  
S s p B I ,  S t u I ,  S u n I ,  S w a l ,  T t h l l l l ,  V a n 9 1 I ,  V h a 4 6 4 I ,  V n e l ,  V s p I ,  x b a l ,  X cm l, 
X h o I I ,  X m a l , X m a l i l , XmnI, Z s p 2 I
* อ ัก ษ ร ส ีแ ด งค ือ เอน ไซ ม ์ท ี ่อ ย ู ่ใน  m ult ip le  c loning site ข อ ง เว ค เต อ ร ์ p K L A C 2

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภ าค ผ น วก ง 
กราฟมาตรฐาน

กราฟโปรตีนมาตรฐาน

BSA concentration 
(mg/ml)

OD at 595 nm

0.0 0.042
0.2.. 0.177
0.4 0.336
0.6 0.549
0.8 0.856

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

- 0.1 0

BSA Standard curve y = 0.9713X - 0.0192 

R2 = 0.9713

♦

♦

0.2 0.4 0.6 0.8 1
BSA (mg)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



As
b.

 5
40

กราฟนาตาลกลูโคสพไตรฐาน

Glucose concentration* 
(mM)

Reducing sugar 
(nmole)

OD at 540 nm

0 0.00 0.000

5 0.10 0.107

10 0.20 0.634

15 0.30 0.981

25 0.50 1.555

50 1.00 3.770

* Add glucose 20 jLtl in 1000 |j,l-reaction

Glucose standard curve

4.000
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
0.500 ♦

0.000 ♦  ' ♦

0.00 0.20

y =  3.8364x - 0.1682 
R2 =  0.9908

0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
Reducing sugar

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก จ 
แผนที่พลใสมิด

The pTZ57R/T cloning vector

ร'
repssanj y m  i:M. น-*พmom 1.”  EeoRi

ร  ร'AA MC SAC G6C CAS ซ ธ*. I f l
E“  ไรร, Xte, j q a a  

c s r  H e r  CGG m e c f c S s M f  SCA TCT s S  ® E e
3 '  c  AW 116 CIS CCS a te  ACT TAA GCT CSA G ee ATS GAG CSC TTA CGT AGA r e :  m h  G 
Lac2 *— l'8l Val Ala Leo Ser Asn Ser Ser Pro ¥af ร๒ Ars He Cys fcf Ser He

H  ร — S c —  , . 1. » รBamtts ~ J k m z = = £ Mai l  P m  f e o u n  p»«i HM M
CG ATC C€G CGC c c 5 ~ i « r i e i  GCA GAG "dice TGC K rb  CAA sc » ' Tt
cc TAG GGC CCG GGC AGC TG& CGT CTC CGG ACS TftC GTT cm  AA

Pro Asp At® Ala Arp fcrg Ser Cys- Lea fill Ala Ms Lea Ser Ski

€  CCT ATA GTG ACT CGT ATT ASA GCT TGG CGT AAT CAT GOT CAT AGC t a t  T 7 C  C 7 C  y  
ร  S im  SAT CAC TCA CCA ®Uk TCT CGA ACC GCA m  CTA CCA c m  TCS ACA A m  SAC 5’
4ff5 s4 a 8 fc« ila l น  mww*t w a ru o  t s x z m sausttaij jsss®# i- m , I 7-mar «3QtonArj Iff His Thr Thr Asn Ser Ser Pro Thr แฮ Met Thr Met

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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The pK LAC2 expression vector

Ban 7332
Sadi 7475 -

-Swl.fc? 5<k>! 2»
ระ<4 n r

Hindi!! 1
Snail! 881?

raw

MCS

IteKT'Sht ร*น::m  .
Boris mss
ร!at 3s4:.

ta e l 414 Xcmi SOS
C*ffJ 969 ford 1010

6» III 1701 
tesHil 1748

Aiidl 582S'

pIvl.AO
9.107 bp

i'sliAl 2226

KkjOIOTI - lull'll 253$
เนั๗ - Nad - sfot 2614

9 0 0 9  Ga a TTST g a g c g g  a t a  a  c a a g o  t o  a a c  a c t t  g a  a a t  TT A 6  g a a a g a g c  a s a a  t  t t g g c  a  a  9 0 6 8

9 0 6 9  a AAAAATa AAAAAAAAATAAACACa CATa CTCa T C 8 a 6 a a QCTT6AAAAAAAT6a Aa TTC 2 2w K F
2 3  TCtACTATATTAGCCGCATCTACTGCTTTAATTTCCeTreTTATGGCTeCTCCAGTTTCr 8 2

s  t  I L A A s  T A L 1 ร V V M A A p V s

8 3  a CCSAAa € T S a CaTCGa € S a TCTTCCAATa TCG6TTCCa S a AGa a GCCTT6a TTS&a TTC 1 4 2
T f T O I D t i L P I S V P .  E E A L I 6 F

143  ATTSACTTAACCGSe6ATGAAGTTTCCTT6TTSeCTeTTAATAAC6SAACGGACACTS6T 202
I D l T G O E V S E L P y W H S T H T G

2 03  ATTCTAITCTjAAACACCACCATCSCTGAAeCTGCTTTCSCTGACAASGATGATCTCGAG 262
€ A A ;f A © K D 0 L

Kd€t Sc* 1 Noa EcoKV Sail
2 6 3  AAAAGAfiAGGCTGAAeCTASAAGAGCTCATATGTCCATGCSGGfiCCGCSATATCGTCaAC 3 2 2  K. R E a E a R R a M H S H G S R D I V D

3 23  GGATCCGAATTCCCTGCa GGTAATTAAATAAAG&CCTTGa a TCGaGaaTTTa TACTTaGa 382
G ร E F p A G พ *

3 8 3  T A A G T A T G TAeT TACAG G TATATTTCTATG AG ATACT G ATG TATACATG CATG A .TAATAT  442

4 43  TTA A A C G G T T A T T A G T SC C G A T T eT C T T G T G C G A T A A T SA C eT T C C T A T C A A A G C A A T A C  602

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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