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บทท่ี 1 บทนํา 
 

พอลีคารโปรแลคโตน (PCL) เปนพลาสติกชีวภาพท่ีถูกสังเคราะหข้ึนดวยวิธีทางเคมีโดย

อาศัยปฏิกิริยาพอลีเมอไรเซชัน (polymerization) ของ ε-caprolactone (6-hexanolide) มีจุด

หลอมเหลวท่ี 60 °C (Mayer and Kaplan, 1994) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบราคาพลาสติกชีวภาพชนิดนี้กับ
ชนิดอ่ืนๆ เชน polyhydroxybutyrate (PHB) จะพบวามีราคาตํ่ากวา แตอยางไรก็ตามการนําเอา PCL 
ไปประยุกตใชในการผลิตเปนผลิตภัณฑตางๆ ยังถูกจํากัดในเร่ืองของความยืดหยุน (elasticity) 
ดังนั้นผูผลิตจึงเกิดความคิดในการนําขอดีของพลาสติกชีวภาพชนิดตางๆ มาผสมผสานคุณสมบัติท่ี
ดีในการผลิตผลิตภัณฑพลาสติกชีวภาพข้ึนมาเพื่อใหเปนท่ีตองการของตลาด 

Biodegradation เปนกระบวนการยอยสลายสารอินทรียใหมีขนาดเล็กลงโดยอาศัยกิจกรรม
ของจุลินทรียท่ีสําคัญไดแก พวก heterotrophic ซ่ึงอาศัยอยูในดิน (Glass and Swift, 1989) ในการ
ยอยสลาย PCL นั้นพบวาเอนไซมท่ีเกี่ยวของในการยอยสลายไดแกเอนไซม lipase, esterase, 
cutinase และ PCL depolymerase (Tokiwa and Suzuki, 1977) ในป ค.ศ. 1996 Murphy และคณะ
ศึกษา phytopathogens ท่ีผลิตเอนไซม cutinase ท่ียอย cutin ซ่ึงเปนโครงสรางพอลิเมอรบริเวณ 
cuticle ของพืช โดยพบวาเอนไซม Fusarium cutinase มีคุณสมบัติคลาย PCL depolymerase ซ่ึงเปน
เอนไซมท่ียอยสลาย PCL และในป ค.ศ. 1997 Oda และคณะศึกษาเอนไซม PCL polymerase ท่ีผลิต
จากแบคทีเรีย Alcaligenes faecalis จะเห็นไดวาจุลินทรียหลายชนิดไมวาจะเปน รา และ แบคทีเรีย
จะมียีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซมท่ีเกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ 

เอนไซมท่ีมีบทบาทในกระบวนการยอยสลายพลาสติกชีวภาพในข้ันตอนแรกไดแก lipase 
เปนเอนไซมท่ีเรงการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ของพันธะ ester linkage ของไขมันเพื่อเปล่ียนใหเปน
แอลกอฮอลและกรดไขมันซ่ึงสวนใหญเปนโซคารบอนท่ียาวกวา 10 อะตอม ตอมาเอนไซม 
esterase จะเรงการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis โดยการตัดพันธะเอสเทอรสายส้ันๆ สวนใหญเปนโซ
คารบอนท่ีมีความยาวส้ันกวา 10 อะตอม และสุดทายเอนไซม depolymerase จะเรงปฏิกิริยาเคมีโดย
การตัดสายพอลิเมอรเพื่อเปล่ียนใหเปนโมเลกุลเดี่ยว 

จะเห็นไดวากลุมเอนไซมท่ีเกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายพลาสติกชีวภาพจะอยูใน
กลุมลิโพไลติกเอนไซม (lipolytic enzyme) ซ่ึงเช้ือท่ีนํามาศึกษาในคร้ังนี้ไดแกเช้ือ Actinomadura 
sp. S14 ท่ีแยกไดจากดินและพบวาสามารถยอยสลาย PCL ได นอกจากน้ียังพบวาเปนเช้ือในกลุม  

แอคติโนมัยสีทชอบรอน (thermophilic actinomycete) โดยสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 60°C จาก
การทดลองกอนหนานี้พบวาเช้ือมีการผลิตเอนไซม esterase จึงไดตอยอดในงานวิจัยท่ีจะ
ทําการศึกษาการทําบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะของเอนไซมชนิดนี้วาเกี่ยวของกับกระบวนการยอย
สลาย PCL หรือไม และยังพบวาการรายงานของเอนไซมชนิดนี้ในเช้ือนี้ยังไมมีรายงาน ดังนั้นใน
งานวิจัยจึงถือเปนรายงานแรกในการศึกษาเอนไซม esterase จาก Actinomadura sp. S14  
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บทท่ี 2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
  

เอนไซม ท่ี เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายพลาสติกชีวภาพจะอยูในกลุมของ                 
ลิโพไลติกเอนไซม (lipolytic enzyme) ซ่ึงประกอบดวยเอนไซมไดแก เอนไซมชนิดแรก esterase 
(EC 3.1.1.1) สามารถยอยสลายสับสเตรทท่ีละลายนํ้าได (water-soluble) และยังสลายสารประกอบ

ประเภท glycerolesterases ท่ีประกอบดวย acyl chain สายส้ันๆ (≤ 10 คารบอนอะตอม) ชนิดท่ี 2 
เอนไซม lipase (EC 3.1.1.3) จะยอยสลายสับสเตรทท่ีประกอบดวยพันธะ ester ท่ีไมสามารถละลาย
น้ําได (water-insoluble) และสลายสารประกอบประเภท triglycerides ของ fatty acid chain สายยาว 

(≥10 คารบอนอะตอม) โดยสวนใหญจะพบไดในส่ิงมีชีวิตหลายๆ ชนิดไดแก พืช สัตว ฟงไจ และ 
แบคทีเรีย เปนตน เม่ือไมนานมานี้ไดมีการศึกษาถึงโครงสรางของเอนไซมกันอยางแพรหลายโดย
ศึกษาในระดับยีนตลอดจนโครงสรางทางเคมี และพบวาลิโพไลติกเอนไซมสามารถจัดจําแนกได 8 
families โดยอาศัยสวนลําดับเบสท่ีอนุรักษ (conserved sequence), motif และคุณสมบัติทางชีวภาพ 
(Tirawongsaroj et al., 2008) ไดแก true lipase, GDSL, hormone-sensitive lipase (HSL) และ 

families III, V-VIII (Arpigny และ Jaeger, 1999) ซ่ึงเอนไซมเหลานี้มีโครงสรางเปนแบบ α/β 
hydrolase ท่ีประกอบดวย catalytic triad site คือ serine (S), histidine (H) และ aspartate (D) 
residues ท่ีซ่ึง serine residue จะอยูในบริเวณ active site motif ของ GXSXG (Ollis et al., 1992) 
นอกจากนี้เอนไซมยังสามารถจัดจําแนกไดอีก 2 กลุมโดยอาศัย sequence motif บริเวณ oxyanion 
hole (ท้ัง GX หรือ GGGX) (Soliman et al., 2007)  

ลิโพไลติกเอนไซม 8 families อธิบายไดดังนี้ 
1. True lipases ปจจุบันแบงออกไดอีก 6 subfamilies ซ่ึงพบไดท้ังในแบคทีเรียแกรมบวก

และแกรมลบ แตเดิมนั้นจะถูกจัดจําแนกใหเรียกวา Pseudomonas groups 1, 2 และ 3 เนื่องจากเปน
เช้ือกลุมแรกท่ีคนพบเอนไซมนี้และเปนเช้ือท่ีมีบทบาทในทางอุตสาหกรรม ตอมาสายพันธุ 
Pseudomonas ท่ีผลิตเอนไซม lipase ท่ีสําคัญนี้ไดถูกเปล่ียนช่ือใหมเปน Burkholderia (Yabuuchi et 
al., 1992) และlipase ท่ีไดจาก Burkholderia glumae ไดถูกนํามาศึกษาหาโครงสรางสามมิติ (3D-
structure) และ crystal structures นอกจากนี้ยังคนพบเอนไซมในกลุมนี้ท่ีผลิตไดจากเช้ือ Vibrio 
cholera, Acinetobacter calcoaceticus, Proteus vulgaris ซ่ึงขนาดเอนไซมท่ีพบจะอยูในชวง 30-32 
kDa เม่ือนํา crystal structures มาอธิบายพบวาในสวน catalytic triad ประกอบดวยกรดอะมิโน 
serine (Ser), histidine (His) และ aspartic acid (Asp) ซ่ึงบริเวณ Asp จะมี Ca2+ เขามาจับ (Ca2+-
binding site) และยังพบวาจะเกิดพันธะ disulphide ข้ึนในบริเวณของ His และ Asp ซ่ึงเช่ือวาบริเวณ
นี้มีความสําคัญสําหรับความเสถียรของเอนไซม สําหรับ lipase ท่ีผลิตไดจาก Bacillus พบวามี
บริเวณอนุรักษคือ Ala-Xaa-Ser-Xaa-Gly ซ่ึงสวนใหญจะเปนเช้ือท่ีทนอุณหภูมิปกติ (mesophilic) 
เชน B. subtilis และ B. pumilus ซ่ึงขนาดของเอนไซมจะมีขนาดประมาณ 20 kDa สําหรับ lipase ท่ี
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ทนความรอนไดสูงจะพบไดใน B. thermocatenulatus และ B. stearothermophilus โดยสามารถผลิต

เอนไซม lipase ท่ีทนความรอนไดถึง 65°C และทนตอความเปนเบสท่ี pH 9 ซ่ึงเอนไซมมีขนาด
ประมาณ 45 kDa สําหรับStaphylococcal lipases จะพบเอนไซม protease ท่ีมีขนาดใหญ (75 kDa)  

2. The GDSL เปนเอนไซมท่ีใหบริเวณอนุรักษ เปน Gly-Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)] motif ซ่ึง
ประกอบดวย active-site serine residue เช้ือท่ีพบไดแก Aeromonas hydrophila, Streptomyces 
scabies, Salmonella typhimurium เปนตน 

3. Family III ในกลุมนี้ไดถูกจัดจําแนกเปนคร้ังแรกโดย Cruz และคณะ (Cruz et al., 1994) 
โดยศึกษาจาก 3D ของ Streptomyces exfoliatus (M11) lipase พบวาเอนไซมจะมีลักษณะแบบ 

α/β-hydrolase และประกอบดวย catalytic triad และพบวาประมาณ 20% ของลําดับเบสกรดอะมิ
โนจะเหมือนกับ intracellular และ plasma isomer ของ human PAF-AH  

4. The hormone-sensitive lipase (HSL) เอนไซมในกลุมนี้จะมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ 
mammalian HSL (Hemilä et al., 1994) และพบไดใน prokaryotes เชน Moraxella sp. เปนเช้ือท่ี

เจริญไดท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา 15°C ซ่ึงพบเอนไซมท่ีมีโครงสรางคลาย human HSL นอกจากนี้ยังพบ
เช้ือท่ีผลิตเอนไซม esterase ท่ีทนอุณหภูมิตํ่า (psychrophilic) ไดเชน; Moraxella sp., Psychrobacter 
immobilis พวกท่ีทนอุณหภูมิปกติ (mesophilic) เชน E. coli, Alcaligenes eutrophus และพวกท่ีทน
อุณหภูมิสูง (thermophilic); Alicyclobacillus acidocaldarius, Archeoglobus fulgidus เปนตน 

5. Family V มีลักษณะคลายกลุม HSL เอนไซมในกลุมนี้พบไดในเช้ือท่ีชอบอุณหภูมิปาน
กลาง เชน Pseudomonas oleovorans, Haemophilus influenza, Acetobacter pasteurianus, เช้ือใน
กลุมทนเย็น เชน Moraxella sp., Psychrobacter immobilis และเช้ือในกลุมทนรอน เชนSulfolobus 
acidocaldarius ลําดับกรดอะมิโนจะเหมือนกับ non-lipolytic enzyme (epoxide hydrolases, 
dehalogenases และ haloperoxidase) ของแบคทีเรียประมาณ 20-25% ซ่ึงเอนไซมจะมีลักษณะแบบ 
α/β-hydrolase และประกอบดวย catalytic triad เชนกัน 

6. Family VI เอนไซมในกลุมนี้มีขนาดเล็กประมาณ 23-26 kDa ลักษณะโปรตีนเปนแบบ 
dimer แตละ subunit เปนแบบ α/β-hydrolase และมี catalytic site ท่ีประกอบดวย Ser-Asp-His และ
ยังพบวาลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมกลุมนี้ประมาณ 40% ท่ีเหมือนกับ eukaryotic 
lysophospholipases (Ca2+-independent phospholipases A2) เช้ือท่ีพบในกลุมนี้ไดแก Pseudomonas 
fluorescens, Spirulina platensis  

7. Family VII เอนไซม esterase ท่ีพบในกลุมนี้จะมีขนาด 55 kDa ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกับ eukaryotic acetylcholine esterase และ intestine liver carboxylesterase ประมาณ 40% 
เช้ือท่ีพบไดแก Arthrobacter oxydans, Bacillus subtilis เอนไซมสามารถไฮโดรไลซ p-nitrobenzyl 

esters ซ่ึงนํามาประยุกตใชในการผลิตยาปฏิชีวนะพวก β-lactam และเช้ือ Streptomyces coelicolor  



 4

8. Family VIII เอนไซม esterase ในกลุมนี้มีบริเวณอนุรักษเหมือน Ser-Xaa-Xaa-Lys motif 
ในป ค.ศ. 1994 Kim และคณะ ไดคนพบวาเอนไซม lipase/esterase มีบริเวณอนุรักษ Gly-Xaa-Ser-
Xaa-Gly ท่ีพบใน Pseudomonas fluorescens และ Streptomyces chrysomallus บริเวณ C-terminus 
และไมมี His ในลําดับกรดอะมิโน 

 ลิโพไลติกเอนไซมนอกจากจะพบวาสามารถยอยสลายพลาสติกชีวภาพไดแลวยังสามารถ
นําไปประยุกตใชไดในอุตสาหกรรมตางๆไดอีก เชน อุตสาหกรรมอาหาร ยา โพลิเมอรและไบโอ
ดีเซล เปนตน ซ่ึงคุณสมบัติเอนไซมท่ีเหมาะสมท่ีจะนําไปใชได ไดแก การทนอุณหภูมิสูง (high 
temperature) การทนตอการยอยสลายในตัวทําละลายอินทรีย (organic solvents) (Owusu and 
Cowan, 1989) และการทนไดในท่ีมีความเปนกรด-เบสสูง (strong alkalinity or acidity) ดังนั้นพวก 
thermoatable enzyme จึงเปนท่ีตองการในอุตสาหกรรม เนื่องจากพบวาเอนไซมท่ีไมทนรอนนั้นจะ
ไมมีความเสถียรเม่ือนําไปใชในสภาวะท่ีไมเหมาะสม  

 เอนไซม thermostable lipase/esterase ไดมีการรายงานในแบคทีเรียหลายชนิด เชน 
Bacillus stearothermophilus JY144 ท่ีแยกมาจากคอมโพสตในประเทศเกาหลีใต (Kim et al., 
2002), Acinetobacter lwoffii I6C-1 ท่ีแยกมาจากดินบริเวณท่ีท้ิงของเสียของน้ํามันเคร่ือง ประเทศ
เกาหลี (Kim et al., 2003), Sulfolobus solfataricus P2 ซ่ึงเปนพวก Thermoacidophilic archaeon ท่ี
แยกมาจากประเทศเยอรมัน (Kim and Lee, 2004), Thermus thermophilus HB27 ท่ีแยกไดจากบอ
น้ําพุ ในประเทศสเปน (Fuciños et al., 2005), Geobacillus thermoleovorans YN ท่ีแยกจาก
ทะเลทรายในประเทศอียิปต (Soliman et al., 2007) และ Fervidobacterium nodosum Rt17-B1 แยก
ไดจากประเทศเยอรมัน (Yu et al., 2010) 

 สําหรับเช้ือในกลุมแอคติโนมัยสีท (actinomycete) ยังไมพบการรายงานมากนักโดยเฉพาะ
เช้ือในกลุม Actinomadura ในการวิจัยกอนหนานี้ไดแยกเช้ือ Actinomadura sp. S14 จากดินกองขยะ
ในประเทศไทย โดยพบวามีความสามารถในการยอยสลาย PCL ซ่ึงเปนพลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่ง 

นอกจากนี้ยังทนความรอนไดท่ีอุณหภูมิ 60°C จากการศึกษาเช้ือชนิดนี้พบวายังมีรายงานไมมากนัก
เกี่ยวกับยีน esterase ท่ีเกี่ยวของในกลไกการยอยสลายพลาสติกชีวภาพ เม่ือเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรียชนิดอ่ืน งานวิจัยนี้จึงเปนการศึกษาการทําบริสุทธ์ิและศึกษาคุณสมบัติของ esterase ซ่ึง
อาจเปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญอยูในกลไกการยอยพลาสติก PCL 

 แบคทีเรียเปนแหลงที่สําคัญสําหรับการคนพบโปรตีนชนิดใหมมากมาย เนื ่องจาก
สามารถพบไดตามแหลงตางๆ ไมวาจะเปนดิน หรือ น้ํา เปนตน ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้บางชนิดคัด
แยกไดในหองปฏิบัติการ แตบางชนิดไมสามารถแยกไดจากหองปฏิบัติการจึงตองการเทคนิค
ใหมเขามาเพ่ือชวยในการแยกเชื้อเพื่อนํามาสูการหาโปรตีนชนิดใหม ซึ่งเทคนิคที่วานี้คือ การทํา 
metagenomic library ซึ่งเปนการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดินโดยตรงและทําการหายีนจาก
ตัวอยางดินที่ทดลอง (Rodon et al., 2000) ทําใหไดเอนไซมชนิดใหมๆมากมาย เชน 
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lipases/esterases (Robertson et al., 2004), amylase (Handelsman et al., 1998), chitinase 
(Cottrell et al., 1999) และ nitrilases (Robertson et al., 2004) สําหรับงานวิจัยที่เกี่ยวของใน
การศึกษาเอนไซม lipase/esterase มีดังนี้ 

ในป ค.ศ. 1998 Nomura และคณะศึกษาการโคลนยีนและการวิเคราะหลําดับเบสของ
เอนไซม polyurethane esterase จากเชื้อ Comamonas acidovorans TB-35 โดยพบวาเอนไซมนี้
สามารถยอยสลาย polyurethane (PUR) ได จากนั้นไดโคลนยีน pudA เขา E.coli และพบวา
ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมประกอบดวย Gly-X1-Ser-X2-Gly โดย motif ประกอบดวย serine 
hydrolases นอกจากนี ้ย ังพบวาลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนจาก Torpedo 
califorica acetylcholinesterase (TAChE) ที่มี Ser-His-Glu catalytic triad โดยมี glutamate 
residue แทนที่ aspartate residue ยังพบวาจํานวนกรดอะมิโน, ตําแหนงของ cysteine และ salt 

bonds ยังเหมือนกันระหวาง PudA และ TAChE และยังเหมือนกันในสวน α-helix และβ-
strand เมื่อใชโปรแกรม neighborhood พบวา glutamate residue ของ Ser199-His433-Glu324 
catalytic domain ของ PudA จะเปน hydrophobic domains ซึ่งหนึ่งในนั้นจะประกอบดวย 
surface-binding domain โดยเกิดขึ้นบริเวณ C-terminus ของเอนไซม bacterial 
poly(hydroxyalkanoate) (PHA) depolymerases 

ในป ค.ศ. 2002 Kim และคณะศึกษาการคัดแยกเชื ้อชนิดใหม Bacillus 
stearothermophilus JY 144 ที่มีการแสดงออกของเอนไซม esterase ชนิดใหมที่สามารถไฮโดร
ไลซ rac-ketoprofen ethyl ester ไปเปน enantiomer ของ ketoprofen สําหรับการคัดเลือกยีนนั้น
จะใชเทคนิค selective plate โดยการสังเกตการทํางานของเอนไซมบน plate ที่มี (R,S)-
ketoprofen ethyl ester เปนสับสเตรท เอนไซมที่คัดเลือกไดนี้คือ (R)-stereospecific esterase 
โดยมีคุณสมบัติคือ ความเสถียรสูง (high stability) มีชวง pH กวาง (pH 6-9) และทนความรอน

ไดสูงกวา 65°C เอนไซมจะทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 50°C และ pH 9 ในการทดลองนี้ไดมี
การแสดงออกของยีนใน E.coli พบวามี ORF ที่มีลําดับกรดอะมิโน 250 อะมิโนซึ่งคํานวณมวล
โมเลกุลได 27.4 kDa เมื่อเปรียบเทียบโครงสรางของเอนไซมชนิดนี้กับในฐานขอมูลที่เคยมี
รายงานมาพบวามีความเหมือนประมาณ 32-52% 

ในป ค.ศ. 2003 Kim และคณะศึกษายีน estA ซึ่งถูกโคลนจากเชื้อ Acinetobacter lwoffii 
I6C-1 พบวายีน esterase มีลําดับกรดอะมิโน 366 อะมิโนและมีมวลโมเลกุล 40,687 Da คา pI 
เทากับ 9.17 โปรตีน EstA มี signal peptide ยาว 31 อะมิโน ดังนั้นลําดับ mature esterase มีความ
ยาว 335 อะมิโน (37.5 kDa) ตําแหนง catalytic serine ของ EstA อยูตําแหนงที่ 210 เมื่อนําลําดับ
กรดอะมิโนของ EstA เปรียบเทียบในฐานขอมูลพบวา EstA มีความเหมือนกับ carboxylesterase 
จาก Acinetobacter calcoaceticus (75% identity, 85% similarity), Archaeoglobus fulgidus 
(37% identity, 59% similarity) และ Mycobacterium tuberculosis (35% identity, 51% 
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similarity) เอนไซมประกอบดวย conserved motif G-X1-S-X2-G และมี active-site serine ของ
เอนไซม hydrolytic  

ในป ค.ศ. 2004 Kim และคณะศึกษา thermostable esterase จากเชื้อ thermoacidophilic 
archaeon, Sulfolobus solfataricus P2 ซึ่งเปนลิโพไลติกเอนไซมท่ีมี consensus sequence Gly-X-
Ser-X-Gly โดยพบวายีน est3 จะถูกแสดงออกใน E. coli และเม่ือนําโปรตีน Est3 มาทําใหบริสุทธ์ิ
และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมพบวา โปรตีนมีลักษณะแบบ trimeric protein มีมวลโมเลกุล 32 

kDa มี pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเทากับ 7.4 และ 80 °C ตามลําดับ เม่ือศึกษาสับสเตรทท่ี
เหมาะสมพบวาสามารถใชสับสเตรทไดในชวงกวางของ p-nitrophenyl esters ท่ีมีคารบอน C2 ถึง 
C16 เม่ือศึกษาผลของตัวยับยั้ง (inhibitor) พบวา Est3 จะถูกยับยั้งดวย phenylmethylsulfonyl 
fluoride (PMSF) และ diethyl p-nitrophenyl phosphate นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซม Est3 สามารถ
ไฮโดรไลซ  methyl(±)-2-(3-benzoylphenyl)propionate-hydrolyzing ไปเปน  (-)-2-(3-
benzoylphenyl)propionic acid ดังนั้นเอนไซม S. solfataricus esterase สามารถนําไปประยุกตใชใน
การสังเคราะหสารจําพวก chiral compound ได 

ในป ค.ศ. 2004 Su Ro และคณะศึกษาการโคลนยีนและคุณสมบัติของเอนไซม esterase ท่ี
แยกไดจากแบคทีเรีย โดยพบ 30 ORF ท่ี encode เอนไซม esterase และไดเลือก 13 ORF มาหาลําดบั
เบสและโคลนเขา expression vector การทํางานของเอนไซมถูกทดสอบดวย tributyrin ในการเปน
สับสเตรทสําหรับ 9 โคลนท่ีมีการทํางานของเอนไซมไดแก เอนไซม S5 จากยีน b0494 ของ E.coli, 
เอนไซม S12 จากยีน STMO506 ของ Salmonella typhimurium และ เอนไซม S28 จากยีน AF1716 
ของเช้ือ Archaeoglobus fulgidus ซ่ึงเอนไซมท้ังหมดนี้จะมีการทํางานของเอนไซมท่ี pH เปนเบสสูง 
โดยเอนไซม S11 จากยีน PA3859 ของ Pseudomonas aeruginosa PAO1 และ เอนไซม S21 จากยีน 
SMc0133 ของ Sinorhizobium meliloti 1021 จะทํางานท่ี pH 8.0 นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซม S5, 

S12, S21 และ S28 ทํางานไดท่ีอุณหภูมิ 50°C  
ในป ค.ศ. 2004 Lee และคณะคัดเลือกลิโพไลติกเอนไซมชนิดใหมจากจุลินทรียในดินท่ีไม

สามารถเล้ียงไดในหองปฏิบัติการ โดยเลือกเทคนิค metagenomic libraries เขามาใชในการทดลองนี้
โดยไดเก็บตัวอยางดินจากปา นําดินมาสกัดดีเอ็นเอแลวโคลนเขา fosmid จากนั้นคัดเลือกโคลนจาก
ท้ังหมด 33,700 โคลน พบวามีโคลนท่ีมีช้ินดีเอ็นเอขนาด 35 kb เม่ือนําไปหาลําดับเบสพบวามี 8 
โคลนท่ีมีการทํางานของเอนไซมจากนั้นเลือกโคลนมาแสดงออกใน expression vector จะพบวามี
ลําดับกรดอะมิโนท่ีเหมือนในฐานขอมูลเพียง 34-48% ซ่ึงถือวาเปนการคนพบเอนไซมชนิดใหม   

ในป ค.ศ. 2005 Fuciños และคณะพบวาเช้ือ Thermus thermophilus HB27 ผลิตเอนไซม 
extracellular lipases/esterases วิธีท่ีใชในการตรวจสอบเอนไซม esterase คือการทํา non-reducing 
SDS-polyacrylamide electrophoresis ซ่ึงเปนวิธีท่ีใหโปรตีนเกิด renaturalisation ในSDS-gels เม่ือ
นํามาลางดวย Triton-X ท่ีอุณหภูมิสูง พบวาสามารถแยกเอนไซม esterase ได 3 ชนิดท่ีมีมวล
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โมเลกุลตางกันไดแก 108, 62, และ 34 kDa ซ่ึงชนิดท่ีมีขนาด 34 และ 108 โปรตีนมีลักษณะเปน 
monomer และ trimer ตามลําดับ สําหรับวิธีการทําบริสุทธ์ิเอนไซมจะใช 3 ข้ันตอนคือ 1. การ treat 
ดวย sodium cholate (sodium cholate treatment) 2. การตกตะกอนดวย ethanol/ether (ethanol/ether 
precipitation) และ 3. hydrophobic chromatography และพบวาเอนไซมสามารถยอยสลาย p-

nitrophenyl laurate ท่ี pH มีความเปนเบส ท่ีอุณหภูมิ 80°C และยังสามารถทนตอความเขมขนของ 
isopropanal ท่ีสูงไดดีอีกดวย 

ในป ค.ศ. 2007 Soliman และคณะศึกษาการโคลนและคุณสมบัติของเอนไซม 
thermostable esterase และ lipase จากเชื้อ Geobacillus thermoleovorans YN ที่แยกจากดินทะ
ทรายในอียิปส การทดลองไดนําวิธี genomic library มาใชในการหายีน EstA และ LipA โดย
คัดเลือกโคลนทั้งหมด 3,000 โคลน โคลนของยีน EstA มี ORF ขนาด 744 bp มีลําดับกรดอะมิ
โน 247 อะมิโน มีมวลโมเลกุล 29 kDa มีสวน conserved GXSXG motif ซึ่งเหมือนกับ carboxyl 
esterases สําหรับยีน LipA พบวามี ORF 1251 bp มีลําดับกรดอะมิโน 416 อะมิโน มีมวลโมเลกุล
ขนาด 46 kDa โดยรวมโปรตีน signal peptides (28 อะมิโน) ดังนั้น mature lipase จะมีขนาด 43 
kDa เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมทั้งสองพบวา มีการทํางานที่ pH ประมาณ 9.5 อุณหภูมิท่ี

เหมาะสมประมาณ 70°C  
ในป ค.ศ. 2009 Meilleur และคณะคัดเลือกและศึกษาคุณสมบัติของ alkali-thermostable 

lipase ชนิดใหมโดยอาศัยวิธี metagenomic library จากชีวมวล (biomass) ที่ไดจากการผลิตดวย
วิธี Sequencing Fed-Batch Reactor (SFBR) พบวายีนมี ORF ขนาด 928 bp มีลําดับกรดอะมิโน 
308 อะมิโนและมีมวลโมเลกุล 32.6 kDa มีลําดับเบสที่บริเวณอนุกรักษเปน GXSXG เมื่อ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับฐานขอมูลพบวามีความเหมือนประมาณ 52% ซึ่งถือวาเปนการ
คนพบยีนชนิดใหม สําหรับการโคลนนั้น ไดทําการโคลนยีนและดูการแสดงออกของเอนไซมใน 
Streptomyces lividans ในการทําบริสุทธิ์เอนจะใชวิธี hydrophobic interaction และ size-

exclusion chromatography และยังพบวาเอนไซมนี้มีการทํางานดีท่ีสุดท่ี 60°C และ pH 10.5 
ในป ค.ศ. 2010 Yu และคณะศึกษาการโคลนยีนและคุณสมบัติของเอนไซม 

thermophilic esterase ชนิดใหมจากเชื้อ Fervidobacterium nodosum Rt17-B1 เอนไซม FNE มี
การทํางานของ esterase 14,000 U/mg โดยการใช p-nitrophenyl acetate (pNPC2) เปนสับสเตรท 
คา catalytic efficiency (kcat/Km) ของ p-nitrophenyl acetate (C2) จะสูงเปน 120 เทาเมื่อเทียบกับ
สับสเตรท p-nitrophenyl butyrate (C4) แตเอนไซม esterase จะไมทํางานเมื่อสับสเตรทมีสาย

คารบอนสูงกวาหรือเทากับ 8 (≥8) เมื่อทําเอนไซมใหบริสุทธิ์พบวาเปนโปรตีนแบบ monomeric 

ที่มีมวลโมเลกุล 27.5 kDa และใหการทํางานไดดีที่สุดที่ อุณหภูมิ 75°C ที่ pH 8.5 เมื่อวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโนของ FNE พบวามีลักษณะอยูในกลุม GSDL family และถูกจัดจําแนกในกลุม 
SGNH hydrolase 
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จากรายงานที่กลาวมานั้น จะเห็นไดวาจุลินทรียในดินมียีนที่เกี่ยวของในการยอยสลาย
สารอินทรียในดินซึ่งเปนพวกลิโพไลติกเอนไซมมากมาย แตการศึกษายีน esterase/lipase ในกลุม
แอคติโนมัยสีทยังมีผูวิจัยไมมากนัก ดังนั้นจึงเกิดความสนใจในการหาเอนไซม esterase/lipase ใน
เช้ือ Actinomadura sp. S14 เพื่อใหทราบคุณสมบัติของเอนไซมท่ีไดจากยีนของเช้ือชนิดนี้ 
นอกจากนี้ยังถือเปนรายงานครั้งแรกและสามารถตอยอดในงานวิจัยเพื่อนําไปสูการประยุกตใชได
ในอนาคต 
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บทท่ี 3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1. สายพันธุแบคทีเรีย, พลาสมิด และสภาวะท่ีเล้ียงเชื้อ  

เช้ือแบคทีเรีย Actinomadura sp. S14 ท่ีแยกไดจากตัวอยางดินในประเทศไทยโดยการจัด
จําแนกสายพันธุดวยลําดับเบสของยีน 16S rDNA (accession number GQ340794) 

     E. coli Rosetta gami B (DE3) ถูกนํามาใชเปน host สําหรับข้ันตอนการแสดงออกของยีน 
และ pQE80L สําหรับใชเปน expression vector 

Tributyrin agar plate ใชสําหรับคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียทนรอนท่ียอยสลาย tributyrin เพื่อ
คัดเลือกเอนไซม esterase 
 
2. การสกัด Chromosomal DNA 

 ทําการสกัด chromosomal DNA ของ Actinomadura sp. S14 โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร LB 

medium low salt ซ่ึงประกอบดวย (g/L) yeast extract 5 g, peptone 10 g, NaCl 5 g ท่ีอุณหภูมิ 55 °C 
บนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 3-4 วัน จากน้ันนาํมาสกัด DNA 
 
3. การแสดงออกของยีนและการทําบริสุทธ์ิของเอนไซม esterase 

 3.1 การสังเคราะหและเพิ่มจํานวนชิ้น DNA ของยีน esterase โดยวิธี PCR 
 ทําการเพ่ิมจํานวนช้ิน DNA ของยีน esterase โดยวิธี PCR สวนผสมของ PCR ท้ังหมด 

(PCR mixtures 25 μl) ประกอบดวย 10 pmol ของแตละ primer Hydo-Bam 
5’GGATCCAGCAGGTTCGCGCGCACGGT3’ แ ล ะ  Hydo-Pst 5’CTGCAGCTATGCGG 
CGGTCTCGTCGA3’ 0.25U ของ KOD-Plus DNA polymerase, 1x KOD-Plus DNA polymerase 

buffer, 2mM MgCl2, 0.2 mM ของ dNTP and 1 μl dimethyl sulfoxide (DMSO). PCR condition 

จะถูก set ไวท่ี 35 รอบ โดยแตละรอบประกอบดวยข้ันตอนท่ี 98°C เปนเวลา 15 วินาที, 65°C เปน

เวลา 1 นาที, และ 68°C เปนเวลา 1 นาที. PCR product จะถูกโคลนเขา pGEM-T easy vector เพื่อ
นําไปหาลําดับเบสอีกคร้ัง  

 3.2 การแสดงออกของยีน esterase  
 ทําไดโดยสกัดพลาสมิด DNA (pGEM-T ท่ีเช่ือมกับ PCR product) จากนั้นนําพลาสมิดมา

ตัดดวย BamHI และ PstI ท่ีมีขนาด 777 bp นํามาเช่ือมกับ pQE80L expression vector ท่ีตัดดวย 
BamHI และ PstI เชนกัน ภายหลังการเช่ือมกันจะได pQE80L-estS14 ซ่ึงจะถูกนําเขา E. coli 
Rosetta-gami B(DE3)  
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3.3 การทําใหเอนไซม บริสุทธ์ิ 
 โดยมีวิธีการดังน้ี เล้ียงเช้ือ E. coli Rosetta-gami (pQE80L-est14) ใน 5 ml LB amp 

medium เขยาที่ 180 rpm ที่อุณหภูมิ 37°C ตลอดคืนเพ่ือเตรียมเปน stock culture จากน้ันนํา stock 
culture 1 ml ถายใส 100 ml ของอาหาร LB amp mediumใหมที่อยูใน flask ขนาด 500 ml นําไปเล้ียง
บนเครื่องเขยาที่ 180 rpm ที่ 37°C และวัดคาOD600 ใหไดประมาณ 0.6 เติม Isopropyl-β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) เพ่ือใหเกิดการเหน่ียวนําการแสดงออกของยีน โดยมีความเขมขนสุดทาย
คือ 1 mM จากน้ันเล้ียงเซลลตอไปอีก 10 ช่ัวโมงที่ 37°C จากน้ันเก็บเซลลโดยนําไปปนเหว่ียงที่ 6,000 rpm 
เปนเวลา 15 นาที นําเซลลมาลางดวย 0.85% NaCl และนําไปปนเหว่ียงอีกครั้ง เซลลจะถูกนํามาละลายดวย 
binding buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl and 20 mM imidazole, pH8.0) จากน้ัน
ทําใหเซลลแตกโดยใชวิธี sonication ดวย Ultrasonic machine นําเซลลที่แตกแลวไปปนเหว่ียงที ่
13,000 rpm ที่ 4°C เปนเวลา 25 นาที สวน supernatant จะนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี Heat 
treatment และ Ni+ column  

 Heat treatment 
 โดยการนําสวนของ supernatant มาบมท่ีอุณหภูมิตางๆ คือ 40, 50, 60, 70, และ 80°C เปน

เวลา 10 นาที เพื่อกําจัดหรือลดปริมาณโปรตีนชนิดอ่ืนๆกอนท่ีจะนํา supernatant นี้ลง Ni+ column 
ของข้ันตอนตอไป 

 การทําวิธีนี้ไดเนื่องจากเอนไซม esterase จากเช้ือ Actinomadura sp. S14 เปนเช้ือชอบรอน
และยังเปนพวก thermophilic enzyme คือ สามารถทนอุณหภูมิไดสูงกวา 45°C ดังนั้นวิธีนี้จึงเปน
ข้ันตอนหน่ึงในการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ 

 Ni+ column 
  เร่ิมตนโดยการลางคอลัมนใหสะอาด นํา Ni+ resin ใสลงในคอลัมน จากน้ันลางดวยน้ํา

สะอาดเปนจํานวน5 เทา (5x) ของเรซินท่ี pack อยูในคอลัมน จากนั้นลางดวย binding buffer เปน
จํานวน 5x ของเรซินเชนกัน จากนั้นนํา supernatant ท่ีผานการทํา heat treatment มา load ลงใน
คอลัมน โดยให supernatant อยูในเรซิน เปนเวลา 10-30 นาที ลางคอลัมนดวย binding buffer เปน
จํานวน 5x ของเรซิน เก็บ fraction ทุกๆ fraction ประมาณ 1 ml โปรตีนท่ีบริสุทธ์ิจะถูกชะออกมา
ดวย elution buffer  
 
4. การวัดความเขมขนของโปรตีน 
 การวัดความเขมขนของโปรตีนโดยวิธี Bradford method (Bradford, 1976) เปนวิธีท่ี
รวดเร็วและงายอาศัยการเกิดสีและวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD 595 ดวยเคร่ือง spectrophotometer 
วิธีการเร่ิมจากการเตรียม protein standard คือ BSA (Bovine serum albumin) ท่ีความเขมขนตางๆ
ดังนี้ 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20 และ 25 μg/ml จากนั้นดูด BSA แตละความเขมขนใสในหลอด
ทดลอง 0.7 ml เติม dye stock (ready to use) ปริมาณ 0.7 ml เขยาและผสมกัน ต้ังไวท่ีอุณหภูมิหอง
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เปนเวลา 5 นาที และนําไปวัดคา OD 595 บันทึกผลการทดลอง จากนั้นนํามาวาดกราฟมาตรฐาน 
(protein standard curve) 
 ในการวัดความเขมขนโปรตีนของตัวอยาง เร่ิมจากดูดโปรตีนตัวอยาง 0.7 ml ใสในหลอด
ทดลอง จากนั้นเติม dye stock (ready to use) 0.7 ml เขยาและผสมกัน ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 5 นาทีและนําไปวัดคา OD595  
 ขอควรระวัง ในการวัดความเขมขนของโปรตีนตัวอยาง ถาความเขมขนท่ีวัดไดมากกวา
คาท่ีมากท่ีสุดในกราฟมาตรฐาน ควรนําโปรตีนมาทําการเจือจางเพื่อใหอยูในชวงคาท่ีมีอยูในกราฟ 
 
5. การวัดการทํางานของเอนไซม esterase 

 ในการวัดเอนไซม esterase จะวัดท่ีอุณหภูมิ 55°C ซ่ึง reaction mixture ประกอบดวย 50 μl 
ของ 1 M Tris-HCl pH 8, 10 μl ของ 10% TritonX-100, 10 μl ของ 10% Gum Arabic, 100 μl ของ 
30 mM pNP-butyrate in DMSO and 100 μl ของเอนไซม ดังนั้น reaction mixture ท้ังหมด 1 ml 
การเกิดสีของ pNP จะวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 410 (OD410) ดวยเคร่ือง spectrophotometer 
 1 ยูนิต (unit) ของเอนไซม esterase หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ีปลดปลอย 1 ไมโครโมลร 

ของ p-nitrophenol ออกมาในเวลา 1 นาที 

 
6. Electrophoresis of protein 
 การดูความบริสุทธ์ิและการประมาณขนาดของโปรตีนบนแผนเจลอาศัยวิธี Sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) โดยใช 12.5% 
polyacrylamide gel โดยเปรียบเทียบกับ protein marker ท่ีรูขนาด เร่ิมจากการเตรียมโปรตีนตัวอยาง 
โดยละลายโปรตีนตัวอยางใน 6X buffer (3.8 ml ของ H2O, 1 ml ของ 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 0.8 

ml ของ glycerol, 1.6 ml ของ 10% SDS, 0.4 ml ของ β-mercaptoethanol และ 0.4 ml ของ 
bromophenol blue) จากน้ันนําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที หลังจากนํามาทํา electrophoresis แลวจะ
นํามายอมดวยสี Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB) 
 

 7. การตรวจสอบการทํางานของเอนไซม esterase ภายหลังการทําใหเอนไซมบริสุทธ์ิโดยวิธี 
 zymography 
  วิธีนี้เปนเทคนิคท่ีเรียกวา electrophoretic technique โดยอาศัยการทํา SDS-PAGE (sodium 
 dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ซ่ึงประกอบดวยซับสเตรทท่ีรวม 
 (copolymerized) กับ polyacrylamide gel สําหรับตรวจสอบการทํางานของเอนไซม  
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  โดยมีหลักการดังนี้ เร่ิมจากเตรียมโปรตีนตัวอยางท่ี run อยูใน SDS-PAGE จากนั้นนํามา 
 treat ดวย buffer เพื่อกําจัด SDS ออกจากเจลแลวนํามาบมกับ Triton X-100 ท่ี 37°C สําหรับสี 
 zymogram ท่ีใชยอมจะใช Amido Black หรือ Coomassie Brilliant Blue ก็ได ซ่ึง band ท่ีปรากฏบน
 แผนเจลจะเปนสีดําแสดงวาเอนไซมสามารถยอยสับสเตรทได นั่นคือ มีการทํางานของเอนไซม  

 วิธีการทดลองเร่ิมจากการเตรียมแผนสําหรับ run gel เปนจํานวน 2 แผน โดยแผนท่ี 1 
สําหรับนําโปรตีนมา run gel มีสวนประกอบเหมือนกับหัวขอท่ี 4 สําหรับแผนท่ี 2 เปนการเตรียม 
12.5 % polyacrylamide gel ท่ีประกอบดวย 0.5% tributyrin ซ่ึงเปนสับสเตรทของเอนไซม esterase 
ภายหลัง run gel แผนท่ี1 เสร็จเรียบรอยแลว จะตองนํามากําจัด SDS ออกโดยการนํามาแชและเขยา

เบาๆใน 25% (v/v) isopropanol ท่ี 4 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนํา gel มาลางดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง
เพื่อกําจัด isopropanol สําหรับ gel ท่ีลางแลวจะถูกนํามา reform เพื่อใหเอนไซมทํางานไดอีกคร้ัง
โดยการนํามาบมใน buffer ท่ีประกอบดวย 100 mM Tris-HCl pH 8, 0.5% tributyrin และ 0.5% 
triton X 100 ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําโปรตีน gel แผนท่ี 1 ไปทาบกับแผน 

gel ท่ี 2 โดยเอาฟรอยดหอไว และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 55°C ท้ิงไวขามคืน  
 
8. การศึกษาคุณสมบัติตางๆของเอนไซม esterase 
 

 การศึกษาการทํางานของเอนไซม (enzymatic assay) วัดจากปฏิกิริยา hydrolysis ของ p-
nitrophenyl esters โดยสวนประกอบในการวัดปฏิกิริยาประกอบดวย Tris-HCl pH 7, p-nitrophenyl 
butyrate, เอนไซม esterase ทําการบมเปนเวลา 5 นาที และวัดคา optimal density (OD) ท่ี 410 นาโน
เมตร ซ่ึงเปนการวัดสีเหลืองจากผลิตภัณฑ p-nitrophenol ท่ีเกิดข้ึน 

 การวัดความจาํเพาะของสับสเตรท (substrate specificity) ทําไดโดยใชสับสเตรทท่ีมีสาย
คารบอนตางๆกัน เชน p-nitrophenyl butyrate (C4), p-nitrophenyl valerate (C5), p-nitrophenyl 
caprate (C10) เปนตน 

 การหาอุณหภมิูท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม โดยนําเอนไซม reaction บมท่ี

อุณหภูมิต้ังแต 30-90°C จากนั้นนําไปหาปริมาณ  p-nitrophenol ท่ีเกิดข้ึน ในสวนของการวัด pH ท่ี
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ทําไดโดยการเตรียมสับสเตรทท่ี pH ตางๆ เชน ชวง pH 3-7, 
pH 7-9 และ pH 9-10 และนํามาใชในการทําปฏิกิริยากับเอนไซม เพื่อวดักิจกรรมของเอนไซม 

การหาความคงทนตออุณหภมิูในการทํางานของเอนไซม (thermostability) นําเอนไซม บม

ท่ีอุณหภูมิในชวง 30-90°C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทําใหเยน็ทันที และนาํเอนไซมไปวเิคราะหกิจกรรม
โดยวิธีขางตน การหาความคงทนของเอนไซมตอคาพีเอช (pH stability) นําเอนไซมไปบมท่ี พีเอช

ตางๆ เปนเวลา 12 ช่ัวโมงท่ี 4°C จากนั้นนาํเอนไซมท่ีไดมาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
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การวัดผลของโลหะตอการทํางานของเอนไซมทําไดโดยการเตรียมสารละลายไอออนชนิด

ตางๆ เชน Na2+, Mg2+, Cu2+, Ni2+ และ Co2+ เปนตน ผสมกับเอนไซมและบมท่ี 4 °C เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง จากนัน้นํามาเจือจาง และวดักิจกรรมของเอนไซม 
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บทท่ี 4 ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

1. การโคลนน่ิง การแสดงออกของเอนไซม esterase (EstS14) 
 การโคลนน่ิงยีน esterase (estS14) เร่ิมจากการสกัด chromosomal DNA ของ 
Actinomadura sp. strain S14 สําหรับใชเปน DNA template สําหรับการทํา PCR ของยีน esterase 
ผลการทดลองพบวา PCR product ท่ีไดมีขนาดประมาณ 777 bp ดังแสดงในภาพท่ี 1  

                                                           Kb             M    1     2 

 
ภาพท่ี 1 PCR product ของ estS14 gene จากเช้ือ Actinomadura sp. strain S14. Lane M คือ 1kb 
leader และ lane 1 และ 2 คือ PCR product ท่ีมีขนาด 777 bp. 

 
เม่ือได PCR product ท่ีเปน target DNA ของยีน esterase จึงนําไปโคลนเขา pGEM-T easy 

vector ซ่ึงเปน cloning vector สําหรับตรวจสอบผลลําดับเบสของยีนนี้อีกคร้ัง จากนั้นนํา target 
DNA โคลนเขา pQE80L vector ซ่ึงเปน expression vector สําหรับการแสดงออกของเอนไซม 
EstS14 ผลการทดลองพบวา โคลนท่ีมีการทํางานของเอนไซม EstS14 จะให clear zone รอบๆ 
โคโลนีบน LB amp- tributyrin agar plate ดังแสดงในภาพท่ี 2  

 

 
ภาพท่ี 2 โคลนรีคอมบิแนนท (recombinant) ของ esterase โดยเข่ียโคลนบน LB amp-tributyrin agar ซ่ึง

บมท่ี 37°C เปนเวลา 1-2 วัน 

   3 

0.7 777 bp 
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 เม่ือวิเคราะหลําดับเบส open reading frame (ORF) ของยีน estS14 ท่ีมีขนาด 777 bp ซ่ึง 
encode โปรตีนท่ีมีลําดับกรดอะมิโนขนาด 259 aa (amino acid) และ มีน้ําหนักมวลโมเลกุล
ประมาณ 30 kDA โดยวิธี SDS-PAGE โดยพบวาเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของยีนนี้ไปวิเคราะหดวย

โปรแกรม Blast จะถูกจัดจําแนกอยูในกลุมของ α/β-hydrolase ท่ีมีลําดับเบสแบบ GXSXG ซ่ึง
เปนลําดับเบสสําคัญท่ีพบไดในยีนของ lipase/esterase นอกจากนี้ GXSXG motif ของ esterase 
ประกอบดวย highly conserved GX-motif ของ oxyanion hole architecture จึงจัดอยูใน class GX 
(Pleiss et al., 2000) 

 
2. การทําเอนไซม EstS14 ใหบริสุทธ์ิโดยวิธี heat treatment และวิธี Ni+ column 

การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนแรกคือ การนํา supernatant มา treat ดวยความรอนท่ี

อุณหภูมิตางๆ กัน ผลการทดลองพบวาเม่ือนํา supernatant มาบมท่ีอุณหภูมิ 40, 50, 60 °C เอนไซม

ยังสามารถทํางานได แตเม่ือเพิ่มอุณหภูมิ เปน 70 และ 80°C เอนไซมทํางานไดลดลง โดยดูจากการ
เกิด clear zone รอบๆ เอนไซมท่ีหยดบน tributyrin plate ท่ีประกอบดวย 0.7% agar, 50 mM Tris-
HCl pH 7, 0.1% tributyrin และ 0.001% rhodamine B ดังแสดงในภาพท่ี 3 

 

 
ภาพท่ี 3 การศึกษาวิธี Heat treatment ของ supernatant จากอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 10 นาที จากนั้น

จึงนํามาบมท่ี 55 °C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เพื่อดูผลการเกิด clear zone บน plate 
 

ในการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิในข้ันท่ี 2 โดยเลือก supernatant ท่ีผานการ treat ดวยความรอน

ท่ี 60 °C เปนเวลา 10 นาทีมาทําใหบริสุทธ์ิตออีกคร้ังดวยการ load ลงใน Ni+ column เม่ือเก็บ 
elution buffer fraction ต้ังแต fraction number 1-10 พบวา ต้ังแต no. 4 – no. 10 พบการทํางานของ
เอนไซม esterase โดยสังเกตไดจากการเกิด clear zone บน tributyrin plate ดังแสดงในภาพท่ี 4 

 
 
 

50°C

6 

7 8 

10 

9 

10 

40°C

60°C 70°C 80°C 
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ภาพท่ี 4 Elution buffer fraction no. 1-10 ท่ีหยดบน tributyrin plate และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 55 °C 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดย fraction ท่ีมีการทํางานของเอนไซมจะเหน็ clear zone บน plate 

 
3. การวัดความเขมขนของโปรตีน 

  การวัดความเขมขนของโปรตีน เร่ิมจากการทํา protein standard curve ของ Bovine  
  serum albumin (BSA) ท่ีความเขมขนตางๆ ดังนี้ 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20 และ 25 μg/ml ดังแสดง 

ในภาพท่ี 5 
 

 
ภาพท่ี 5 กราฟแสดง protein standard curve 

 
  ดังนั้นเม่ือทราบความเขมขนของโปรตีนแลว จากนัน้จะเขาสูข้ันตอนการหาคาท่ีสําคัญ เชน

การหาคาการทํางานของเอนไซม เชน การทํางานจําเพาะของเอนไซม (specific activity) เปนตน ซ่ึง
คาตางๆ ไดแสดงผลไวในตารางท่ี 1 เปนตารางแสดงผลการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิในแตละข้ันตอน 

 
 
 

1 

9 

8 
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 ตารางท่ี 1 แสดงผลการทําเอนไซม EstS14ใหบริสุทธ์ิ 

 

  การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิ (ตารางท่ี 1) พบวา cell-free extract มีคา specific activity ท่ี 6.9 

U/mg และ เม่ือผานการ heat-treated cell-free extract ท่ี 60°C เปนเวลา 10 นาที ใหคา specific 
activity 16.5 U/mg ซ่ึงมีคา purification fold เทากับ 2.4 เทา และ เม่ือผาน Ni+ column พบวามีคา 
specific activity ท่ี 159.2 U/mg และมีคา purification fold เทากับ 23.1 เทา 
  การตรวจสอบถึงความบริสุทธ์ิและขนาดของเอนไซมดวยวิธี SDS-PAGE พบวาเอนไซมท่ี
ผานการทําใหบริสุทธ์ิมีขนาดประมาณ 30 KDa เม่ือเปรียบเทียบกับ protein marker ดังแสดงในภาพท่ี 
6 นอกจากนีย้งัพบวาเอนไซมยังมีการทํางานของ ersterase เนื่องจากตรวจสอบโดยการทํา zymogram 
ซ่ึงมีการเกิดเปน band ข้ึนบนแผน gel SDS-PAGE 

 

 
ภาพท่ี 6 การทําบริสุทธ์ิของเอนไซม EstS14 โดย lane 1 คือ cell free extract ของ E. coli Rosetta-

gami (pQE80L-est14), lane 2 คือ supernatant จาก heat-treated cell-free extract (60°C), lane 3 คือ 
เอนไซม EstS14 ท่ีทําบริสุทธ์ิ, lane 4 คือ zymogram ของ active fraction และ M คือ protein marker. 

 
 
 
 
 

Purification step Total activity  
(U) 

Total protein 
(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Cell lysate 1810 264 6.9 1 100 
Heat treatment 
Ni+column                

1565 
573 

95 
3.6 

16.5 
159.2 

2.4 
23.1 

86.5 
31.7 

     1      2     3       4      M 
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4. การศึกษาคุณสมบัติตางๆของเอนไซม EstS14  
 การศึกษาคาความเปนกรด-เบส (pH) ท่ีเหมาะสมของเอนไซมพบวา เอนไซมทํางานไดดีท่ี 
pH 8 ดังแสดงในภาพท่ี 7 
 

                     
                                                   ภาพท่ี 7 Optimal pH ของเอนไซม EstS14 

 
 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซม พบวา EstS14 ทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิ 55°C ดัง
แสดงในภาพท่ี 8 

 

                                                  
                                      ภาพที่ 8 Optimal temperature ของเอนไซม EstS14 
 
 
 การศึกษาความคงทนของคาความเปนกรด-เบส โดยบมเอนไซมกับ buffer ท่ีมีคา pH ตางๆ 

ท่ีอุณหภูมิ 55°C เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาวัดการทํางานของเอนไซม ผลการทดลองพบวา 
เอนไซมทํางานไดดีท่ีชวง pH 7-8 ดังแสดงในภาพท่ี 9 
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                                                ภาพท่ี 9 pH stability ของเอนไซม EstS14  
 

 การศึกษาความคงทนของเอนไซมเม่ือบมไวท่ีอุณหภูมิตางๆกัน โดยบมเอนไซมท่ีอุณหภูมิ

ต้ังแต 40°C-90°C เปนเวลา 30 นาที และนํามาวัดการทํางานของเอนไซม ผลการทดลองพบวา

เอนไซมทํางานไดต้ังแตอุณหภูมิ 40-55°C ดังแสดงในภาพท่ี 10 
 

                    
                                               ภาพท่ี 10 Temperature stability ของเอนไซม EstS14 

 

เม่ือนําเอนไซมมาบมกับ Tris-HCl pH 8 ท่ีอุณหภูมิ 50°C, 55°C, 60°C และ 70 °C เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง โดยเก็บตัวอยางท่ีเวลา 30, 60, 90 และ 120 นาที แลวนํามาวัดการทํางานของ

เอนไซม ผลการทดลองพบวา เอนไซมมีความคงทนท่ีอุณหภูมิ 50-55°C ในเวลา 2 ช่ัวโมง ดังแสดง
ในภาพท่ี 11 
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ภาพท่ี 11 Temperature stability ของเอนไซม EstS14 เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 50, 55, 60 และ 70 °C ใน
เวลา 2 ช่ัวโมง 
 
 
 การวัดความจําเพาะของสับสเตรท (substrate specificity) โดยใชสับสเตรทท่ีมีสาย
คารบอนตางๆกัน พบวา เอนไซมทํางานไดดีตอสับสเตรท pNp-butyrate (C4) ดังแสดงคาในตาราง
ท่ี 2 
 
              ตารางท่ี 2 แสดงคา substrate specificity โดยเทียบเปนเปอรเซ็นตของคา relative activity 

 
                                   Substrates                                                  Relative activity (%) 
            
                                   pNp-acylesters 
        pNp-acetate (C2)       89 
        pNp-butyrate (C4)     100 
        pNp-hexanoate (C6)      21 
        pNp-caprylate (C8)      14 
   
 
 
  การวัดผลของโลหะตอการทํางานของเอนไซม พบวา เม่ือผสมสารละลายโลหะท่ีความ

 เขมขน 1 mM กับเอนไซม และบมไวที 4°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนัน้นํามาวดัการทํางานของ
 เอนไซม ผลการทดลองพบวา Cu2+, Fe2+ และ Hg2+ ลดการทํางานของเอนไซม 47%, 25% และ 
 13% ตามลําดบั ดังแสดงในตารางท่ี 3 
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  ตารางท่ี 3 แสดงผลของสารละลายโลหะหนัก (1 mM) ตอการทํางานของเอนไซม 
 

             Metal     Relative activity (%) 
 
Blank     100 
Co 2+       71 

   Mg2+     110 
KCl     115 
Ca2+     102 
Cu2+        47 
Ni2+        80 
Rb2+        88 
Zn2+        64 
Fe2+       25 
Li+       73 
Mn2+       63 
Hg2+       13 
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บทท่ี 5 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
 
 งานวิจัยนี้มีความสนใจในการศึกษายีน esterase จากเช้ือชอบรอน Actinomadura sp S14 
(accession number QC 340794) ท่ียอยสลาย PCL ซ่ึงเปนพลาสติกทางชีวภาพ จากรายงานกอนหนา
นี้ พบวา ยีน estS14 โคลนเขา expression vector เพื่อใหเกิดการแสดงออกของเอนไซม EstS14 
 การศึกษาเอนไซม EstS14 เปนการตรวจสอบวาการโคลนยีน estS14 เปนผลสําเร็จ
เนื่องจากยีนมีการแสดงออก โดยเร่ิมจากการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิดวยวิธี heat treatment และ Ni+ 
column  

วิธี heat treatment พบวาการท่ีเอนไซมสามารถทําวิธีนี้ได เนื่องจากเอนไซมชอบรอน คือ 

สามารถทนอุณหภูมิท่ีสูงกวา 45 °C ได ดังนั้นเอนไซมใดท่ีไมใชเอนไซมชอบรอนก็จะถูกแยก
ออกไปจาก supernatant สําหรับวิธี Ni+ column นั้น เนื่องจาก expression vector มีสวนของ 6xhis –
tag protein เกาะอยูกับเอนไซม Ests14 ดังนั้นเม่ือนํามาผานคอลัมนพบวามีเฉพาะเอนไซม EstS14 
เทานั้นท่ีเกาะกับ Ni+ resin สวนโปรตีนอ่ืนๆท่ีปนเปอนมาจะถูกลางหรือชะออกไปหมด ซ่ึงวิธีนี้
อาศัยหลักการ ion-exchange chromatography 

เม่ือนําเอนไซมท่ีบริสุทธ์ิมา run gel เปรียบเทียบข้ันตอนการทําบริสุทธ์ิและศึกษาขนาด
พบวา วิธี heat treatment ยังพบโปรตีนอ่ืนๆ ปะปนอยูใน supernatant และเม่ือนํามาผาน Ni+ 
column  พบเฉพาะโปรตีนของเอนไซม esterase เทานั้น ซ่ึงถือวาเปนผลสําเร็จในการทําเอนไซมให
บริสุทธ์ิ จากนั้นนําเอนไซมมาตรวจสอบการทํางานของเอนไซมภายหลังท่ีผานคอลัมนดวยวิธี 
zymogram พบวาเอนไซมยังมีการทํางานไดดี โดยปรากฏ band ข้ึนบนแผนเจล 

การศึกษาคุณสมบัติตางๆ ของเอนไซม พบวา เอนไซมทํางานไดดีที่ pH 8 ท่ีอุณหภูมิ 55°C 
เม่ือศึกษาความคงทนของเอนไซม พบวาการทํางานของเอนไซมคงตัวท่ี pH 7-8 และท่ีอุณหภูมิ

ในชวง 40-55°C 
 การวัดความจาํเพาะของสับสเตรท พบวาเอนไซมทํางานไดดีตอสับสเตรท pNp-butyrate 
(C4) และ เม่ือศึกษาผลของสารละลายโลหะตอเอนไซมพบวา Cu2+, Fe2+ และ Hg2+ ลดการทํางาน
ของเอนไซม 47%, 25% และ 13% ตามลําดบั  

จากขอมูลท้ังหมดที่ไดถือเปนการรายงานครั้งแรกสําหรับการหายีน esterase ในเช้ือ 
Actinomadura ท่ีแยกไดจากดินในประเทศไทย สําหรับงานวิจัยท่ีสนใจและกําลังศึกษาตอไปนั้นจะ
เปนการหายีนท่ีควบคุมการยอยสลายพลาสติกชีวภาพ 
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