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4.1  การโคลนยีนไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
       จากการโคลนยีนไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a ถายโอนลงใน E. coli JM 109 โดย
วิธีทรานสฟอเมชั่นโดยใช pUC18 เปนดีเอ็นเอพาหะ และตรวจสอบ recombinant clone 
โดยการ spread plate ลงบนอาหาร LB agar ที่มี แอมพิซิลิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร และ tributyrin oil ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนสวนผสม แตไมสามารถ
ตรวจพบ recombinant clone ที่มียีนไลเปสได ทั้งนี้อาจเปนเพราะการใชเอนไซมตัดจําเพาะ
ชนิด Sau3AI ทําการตัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอของ Bacillus sp. UN16a เพียงบางสวนนั้น 
อาจจะตัดชิ้นสวนของยีนไลเปสทําให recombinant clone อาจไดรับยีนที่ไมสมบูรณจึงทํา
ใหไมสามารถเกิดการแสดงออกของยีนไลเปสได หรืออาจเนื่องจากยีนไลเปสจาก Bacillus
sp. UN16a สามารถผลิตไลเปสที่ทํางานไดดีที่อุณหภูมิสูง แตการเพาะเลี้ยง recombinant 
clone นั้นไดทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่ไมเหมาะสม
ตอการทํางานของไลเปส นอกจากนี้อาจเปนเพราะไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a นี้เปน
extracellular enzyme เมื่อโคลนเขาสู E. coli JM109 แลวเอนไซมอาจจะติดอยูที่ชั้น 
periplasmic space และเมื่อเซลลแตกจึงปลดปลอยเอนไซมออกมาภายนอกเซลล และใน
การทําการทดลองครั้งนี้ยังพบปญหาในระหวางการทดลองคือ การเกิด satellite 
phenomenon ของ recombinant clone บนอาหารแข็งที่มีการเติม แอมพิซิลิน ความเขมขน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร กลาวคือ เมื่อบมเชื้อเกิน 2 วัน จะเกิดโคโลนีเล็กๆรอบๆโคลน
ที่ดื้อยา ทําใหยากแกการเห็นวงใสรอบๆโคโลนีที่สามารถยอย tributyrin oil ได และจาก
การทดลองครั้งนี้จึงควรเปลี่ยนวิธีการโคลนโดยการใชวิธี cosmid cloning ซึ่งวิธีการนี้
สามารถโคลนยีนขนาดใหญถึง 45 กิโลเบส และสามารถสืบหาโคลนที่ตองการงายขึ้น 
เนื่องจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ทําการโคลนมีขนาดใหญทําใหมีโอกาสที่จะพบโคลนที่มียีนที่
ตองการไดมากขึ้น แตอยางไรก็ตามชุด cosmid cloning kit ยังคงมีราคาแพง



4.2  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
       จากการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญ และการผลิตไลเปส พบวาการผลิตไล
เปสจาก  Bacillus sp. Un16a จะผลิตไลเปสเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาที่เซลลมีการเจริญเติบ
โต และจะผลิตไลเปสไดสูงสุดเมื่อการเจริญอยูในชวงปลาย exponential phase ซึ่งรูปแบบ
การผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a จัดเปนการผลิตเอนไซมไปพรอมกับการเจริญเติบ
โตของเซลล (growth-associate) (Lee and Rhee, 1993) เชนเดียวกับการผลิตไลเปสจาก 
Pseudomonas putida 3SK (Lee and Rhee, 1993), Pseudomonas fragi CRDA037 
(Schuepp et al., 1997) และ Rhizopus oryzae (Hiol et al., 2000) เปนตน

4.3  การทําบริสุทธิ์ไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
       จากการทําบริสุทธิ์ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a โดยการนําสารละลายสวนใสของ
อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อดังที่ไดกลาวมาแลวนั้นไปทําการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัล
เฟตโดยใชหลักการ salting out โดยเกลือแอมโมเนีมซัลเฟตนั้นเปนสารที่มีคุณสมบัติใน
การสรางพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลของน้ําทําใหเกิดการแยงจับกับโมเลกุลของน้ําทําให
โมเลกุลของโปรตีนแยกตัวตกตะกอนออกมา จากการทดลองพบวา กิจกรรมของเอนไซม
ในทุกชวงความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตดังนั้นจึงใชชวงความอิ่มตัวของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ 20-60 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนชวงที่มีกิจกรรมของไลเปสสูงกวา และยังมี
ปริมาณโปรตีนปนเปอนนอยกวา ในชวง 0-20 และ 60-80 เปอรเซ็นต ซึ่งงายตอการทํา
บริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไป แตก็ทําใหมีการสูญเสียเอนไซม ซึ่งทําใหคากิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซมลดลง เชนเดียวกับที่ Schuepp และคณะ(1997) ศึกษาชวงความอิ่มตัวของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการตกตะกอนไลเปสจาก Pseudomonas fragi CRDA037 และ
จากการทําบริสุทธิ์ไลเปสโดยวิธีโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนไอออน พบวา ไลเปส
สามารถจับกับเรซินชนิด DEAE-Sepharose CL-6B ในสภาวะที่พีเอชเปนดาง ซึ่งบงชี้ไดวา
ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a มีประจุสุทธิเปนลบที่พีเอช 8.0 จากการทําบริสุทธิ์โดย
คอลัมน DEAE-Sepharose CL-6B นั้นเมื่อนําสารละลายตัวอยางที่มีกิจกรรมของเอนไซม
มาศึกษาแบบแผนของโปรตีนโดยวิธีเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ พบวา ยังมี
โปรตีนชนิดอื่นๆรวมอยูดวยจึงไดทําบริสุทธิ์เอนไซมตอไปดวยวิธีโครมาโทกราฟชนิดเจล



ฟวเตชั่นโดยใชเรซินชนิด Sephadex G-100 และนําสารละลายตัวอยางเอนไซมที่ไดมา
ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ พบวา มีแถบโปรตีน
เพียงแถบเดียวโดยมีน้ําหนักโมเลกุล 17 กิโลดาลตัน และเมื่อศึกษาความบริสุทธิ์และขนาด
โมเลกุลในสภาพธรรมชาติโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ พบวา ยังคงมีแถบ
โปรตีนเพียงแถบเดียว เชนเดียวกับเมื่อศึกษาความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของโปรตีน
โดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ แสดงวาไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a มี
เพียงหนึ่งหนวย (monomeric form)

อยางไรก็ตามโมเลกุลของไลเปสนี้มีขนาดใกลเคียงกับไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus 
thermocatenulatus ซึ่งเปนไลเปสขนาดเล็กมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 16 กิโลดาลตัน 
(Schmidt-Dannert, 1994) แตมีขนาดตางกับไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus spp. อ่ืนที่ไดราย
งานมาแลว คือ Bacillus sp. THL027 ที่มีไลเปสขนาด 69 กิโลดาลตัน (Dharmsthiti and 
Luchai, 1999) และ Bacillus sp. ที่มีไลเปสขนาด 22 กิโลดาลตัน (Sugihara et al., 1991) 
สวนขนาดของไลเปสที่ผลิตจากจุลินทรียชนิดอื่นมีขนาดแตกตางกัน ดังนี้ ไลเปสจาก 
Pseudomonas putida 3SK มีขนาด 45 กิโลดาลตัน (Lee and Rhee, 1993), ไลเปสจาก 
Mucor hiemalis f. hiemalis มีขนาด 49 กิโลดาลตัน (Hiol et al., 1999), ไลเปสจาก 
Rhizopus chinensis มีขนาด 28.4 กิโลดาลตัน (Yasuda et al., 1999), ไลเปสจาก 
Aspergillus nidulas มีขนาด 29 กิโลดาลตัน (Mayordomo et al., 2000), ไลเปสจาก 
Rhizopus oryzae มีขนาด 32 กิโลดาลตัน (Hiol et al., 2000) และ ไลเปสจาก Acinetobacter 
nov. sp. KM109 มีขนาด 62 กิโลดาลตัน (Mitsuhashi et al., 1999) และจากน้ําหนัก
โมเลกุลของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a ดังกลาวสามารถประมาณไดวา ยีนที่
สังเคราะหไลเปสนี้มีขนาดประมาณ 465 เบส (bp) ซึ่งจัดเปนยีนขนาดเล็ก และจากการทํา
บริสุทธิ์ไลเปสนี้พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 2.78 เทา โดยมีปริมาณเอนไซม
เหลืออยูเพียง 1.45 เปอรเซ็นต ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเสียสภาพธรรมชาติ สูญเสีย
เอนไซมจากการทําบริสุทธิ์โดยวิธีการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตหรือ
อาจถูกยอยสลายดวยเอนไซมยอยโปรตีนที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งขั้นตอนตางๆที่
ใชในการทําบริสุทธิ์เอนไซม



4.4  การศึกษาคุณสมบัติของไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนเจลฟวเตชั่น
         จากการศึกษาผลของพีเอชตอการทํางานและความคงตัวของไลเปสจาก Bacillus sp. 
UN16a พบวา ไลเปสสามารถทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับไล
เปสที่ผลิตจาก Pseudomoas cepacia (Sugihara  et al., 1992), Bacillus sp. (Sugihara et al., 
1991), Bacillus thermocatenulatus (Schmidt-Dannert, 1994),  Bacillus sp. A30-1(ATCC 
53841) (Wong et al., 1995), Bacillus sp. IHI-91 (Becker  et al., 1997), Bacillus 
stearothermophilus L1 (Kim  et al., 1998) และ Streptomyces rimosus (Abramic  et al., 
1999) โดยเอนไซมมีความคงตัวไดดีที่อุณหภูมิในชวง 35-65 องศาเซลเซียส  เชนเดียวกับ
ไลเปสทนรอนที่ผลิตจาก Pseudomonas fluorescens (Sztajer et al., 1991), Pseudomonas 
cepacia (Sugihara et al., 1992), Bacillus thermocatenulatus (Schmidt-Dannert, 1994), 
Bacillus sp. IHI-91 (Becker et al., 1997), Bacillus stearothermophilus L1 (Kim et al., 
1998), Bacillus sp. THL027 (Dharmsthiti and Luchai, 1999), Acinetobacter 
calcoaceticus LP009 (Dharmsthiti et al., 1998) and Streptomyces rimosus (Abramic et 
al., 1999) ซึ่งการที่ไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a สามารถทนอุณหภูมิสูงอาจเนื่องมาจาก
การจับกันภายในโมเลกุลของเอนไซมดวยแรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) 
(Lee and Rhee, 1993) และไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a สามารถทํางานไดดีที่พีเอช 8.0 
ซึ่งเหมือนกับไลเปสที่ผลิตจาก Pseudomonas fluorescens (Sztajer et al., 1991), 
Pseudomonas aeruginosa MB 5001 (Chartrain et al., 1993), Vibrio sp. TA 43 (วิภูมิ แกว
ทอง, 2539), Bacillus thermocatenulatus (Schmidt-Dannert, 1994),  Bacillus sp. RS-12
(Sidhu et al., 1998) และ Acinetobacter nov. sp. Strain KM109 (Mitsuhashi et al., 1999) 
และเอนไซมมีความคงตัวในชวงพีเอชที่เปนกรดเล็กนอยจนถึงพีเอชเปนดาง (pH 6.0-9.0) 
ซึ่งเหมือนกับไลเปสชอบอุณหภูมิสูงจาก Pseudomonas fluorescens (Sztajer et al., 1991), 
Pseudomonas putida 3SK (Lee and Rhee, 1993), Aeromonas sobria LP004 (Lotrakul 
and Dharmsthiti, 1997), Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991) และ Bacillus sp. THL027 
(Dharmsthiti and Luchai, 1999)

จากการศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรียตอการทํางาน และความคงตัวของไลเปส 
พบวา ตัวทําละลายอินทรียที่ใชทดสอบสามารถยับยั้งการทํางาน และทําใหความคงตัวของ



ไลเปสลดลง เนื่องจากตัวทําละลายอินทรียจะไปลดความยืดหยุนของโมเลกุลของเอนไซม 
(Klibanov, 2001) และจะทําใหโมเลกุลของเอนไซมสูญเสียสภาพธรรมชาติ (Nelson and 
Cox, 2000) โดยเฉพาะตัวทําละลายอินทรียที่มีข้ัวทําใหความคงตัวของเอนไซมลดลง ทํา
ใหเอนไซมไมสามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางใหเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยา (Kuntz and 
Kaumann, 1974; Rupley and Careri, 1991 อางโดย Klibanov, 2001) โดยไลเปสจาก 
Bacillus sp. UN16a มีความคงตัวในตัวทําละลายอินทรียที่มีข้ัวต่ําไดดีกวาตัวทําละลาย
อินทรียพวกแอลกอฮอลที่มีข้ัวสูง ซึ่งผลที่ไดนี้เหมือนกับไลเปสที่ไดจาก Mucor hiemalis 
f. hiemalis (Hiol, et al., 1999) และ Pseudomonas putida 3SK (Lee and Rhee, 1993) นอก
จากนี้ Makhzoum และคณะ(1996) ไดทําการทดสอบผลของตัวทําละลายอินทรียพวก
แอลกอฮอลชนิดตางๆตอความคงตัวของเอนไซม ซึ่งพบวาความคงตัวของเอนไซมลดลง
(Chartrain et al., 1993)

จากการศึกษาผลของไออนของโลหะชนิดตางๆตอการทํางานของไลเปสจาก Bacillus 
sp. UN16a พบวา ไอออนของ Ca2+ ซึ่งเปนไอออนในกลุมไดวาเลนทแคทไอออนจะมีผล
กระตุนการทํางานของเอนไซมใหสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของไอออนเพิ่มขึ้นเปน 10 มิลลิ
โมลาร ซึ่งจากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา Ca2+ เปนไอออนชนิดเดียวที่กระตุนการ
ทํางานของเอนไซม โดยไอออน Ca2+ จะไปทําปฏิกิริยากับกรดไขมันอิสระทําใหกรดไข
มันอิสระตกตะกอนลงมาในรูปสบูแคลเซียม (calcium soap) ทําใหกรดไขมันอิสระไมไป
ยับยั้งการทํางานของไลเปส (Macrae, 1983) นอกจากไอออนของ Ca2+ สามารถกระตุนการ
ทํางานของเอนไซมแลวไอออนของ Ca2+ ยังสามารถยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก         
จุลินทรียบางชนิด ไดแก ไลเปสจากรา เชน Aspergillus oryzae (Ohnishi et al., 1994) สวน
ไอออนชนิดอื่นที่ใชทดสอบโดยเฉพาะ Fe3+ นั้นสามารถยับยั้งการทํางานของไลเปส ซึ่ง
เหมือนกับรายงานของ Makhzoum และคณะ(1996), (Schuepp et al., 1997) นอกจากนี้ไล
เปสจากจุลินทรียโดยทั่วไปมักถูกยับยั้งการทํางานดวยไอออนของโลหะอีกหลายชนิด ได
แก ไอออนของ  Fe2+, Zn2+, Cu2+ , Ba2+ และ Hg2+ (Makhzoum et al., 1996; Hiol et al., 
2000; Chartrain et al., 1993; Hiol et al., 1999; Lee and Rhee, 1993) ซึ่งการที่ไอออนของ
โลหะสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยสารโลหะนั้นแตกตัวเปนไอออนไปรวม



กับหมู sulfhydryl (-SH) ที่กรดอะมิโนซีสเทอีนในสายโพลีเพปไทดของโมเลกุลโปรตีน 
ทําใหโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติ (Henis, 1987)

จากการศึกษาผลของสารเคมีที่มีผลตอการทํางานของไลเปส พบวา เมื่อเพิ่มความเขม
ขนของ EDTA ซึ่งเปน chelating agent จาก 0.1 มิลลิโมลาร เปน 1 มิลลิโมลาร กิจกรรม
ของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอย ซึ่งแสดงใหเห็นวาไลเปสจาก Bacillus sp.UN16a ไมได
จัดเปน metalloenzyme และจากการทดสอบไลเปสดวย 2-mercaptoethanol พบวา กิจ
กรรมของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเชนกัน ซึ่งชี้ใหเห็นวาพันธะไดซัลไฟด (disulfide 
bond) ไมไดมีสวนสําคัญเกี่ยวกับหนาที่ในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม แตอาจมีสวน
สําคัญเกี่ยวกับการบิดตัวของโครงสรางโมเลกุลของเอนไซมในการจับกับสับสเตรท
(Jaeger et al., 1994) แตก็ไมสามารถสรุปไดวาพันธะไดซัลไฟดไมไดอยูตรงบริเวณเรง
ของเอนไซม เพราะในการที่จะบอกไดวามีพันธะไดซัลไฟดตรงบริเวณเรงของเอนไซมได
หรือไมนั้นจะตองมีการศึกษาโครงสรางสามมิติของเอนไซมดวย ซึ่งผลที่ไดจากการ
ทดลองนี้ เหมือนกับผลการทดลองที่ไดจากไลเปสจาก  Staphylococcus aureus, 
Chromobacterium viscosum และ Staphylococcus marcescens Sr41 (Tyski et al., 1983; 
Sugiura and Isobe, 1974; Matsumae and Shibatani, 1994 อางโดย Dharmsthiti and 
Lotrakul, 1997) และจากการทดสอบไลเปสดวย PMSF พบวา จะสามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมได เชนเดียวกับในไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens strain 2D 
(Makhzoum et al., 1996) ซึ่งชี้ใหเห็นวาไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a จะมีกรดอะมิโน
เซอรีนตรงบริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ซึ่ง Balcao และคณะ (1996) พบวามีกรดอะมิ
โนที่มีสวนสําคัญที่อยูตรงบริเวณเรงปฏิกิริยาของไลเปสไดแก กรดอะมิโนเซอรีน (serine 
residue) กรดอะมิโนฮีสทิดีน (histidine residue) และกรดอะมิโนแอสพาติก (aspartic acid 
residue) สวน SDS ซึ่งเปนสาร surfactant ชนิดแอนไอออนิก (anionic detergent) มีผล
ยับยั้งการทํางานของไลเปสเนื่องจาก SDS สามารถจับกับกรดอะมิโนภายในโมเลกุลของ
เอนไซมทําใหเอนไซมมีประจุสุทธิเปนลบ และเกิดการคลายการขดมวนออกเปนสายยาว 
(อาภัสสรา ชมิดท, 2537) ทําใหโปรตีนเสียสูญสภาพธรรมชาติในการเรงปฏิกิริยาดังกลาว




