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วข ิร า ภ รณ ์ น วม ท อง  : ค ว าม จ ำ เพ า ะข อ งต ัว ร ับ แ ล ะป ฏ ิก ิร ิย าแ ท รน ส ์ก ล ูโค ซ ิเล ช ัน ข อ งแ อ ม ิ 

โลมอล เท สจาก  Corynebacterium glutamicum. (ACCEPTO R  SPECIFICITY AND  

TR A N SG LU C O SY LA T IO N  REACTION O F  A M Y LO M A LT A S E  FR O M  Corynebacterium 
§lutamicum) อ .ท ี่ป ร ิกษ าว ิท ยาน ิพ นธ ์ห ล ัก : ศ. ด ร.เป ียมส ุข  พงษ ์สว ัลด ิ๋ 1 121 หน ้า.

แอม ิโลมอลเทล เป ็น เอนไซ ม ์ในกล ุ่ม  4 -แอล ฟ า-ก ล ูค าโน แ ท รน ส ์เฟ อ เรส  ท ี่เ ร ่ง ป ฏ ิก ิร ิย าก า ร  

โยกย ้ายหม ู่กล ูโคซ ิล  ของสายพ อล ิแซ ็กคาไรด ์ท ั้งแบบภายในโมเลก ุล  ได ้ผล ิตภ ัณ ฑ ์เป ็นไซ โคลเดกซ ็ท ร ิบ วง 

ใหญ ่ แล ะแบ บ ระห ว ่างโม เล ก ุล ซ ึ่ง เป ็น ก ารโยก ย ้ายห ม ู่ก ล ูโค ซ ิล จากแบิงห ร ิอออล ิโกแซ ็กคาไรด ์ไปย ังต ัว ร ับ  

ท ี่เห ม าะส ม  ท ำให ้เก ิด ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์อ อ ล ิโก แ ซ ็ก ค าไ รด ์ส าย ต รงห ร ิอ ก ล ูใค ไซ ด ์ ง าน ว ิจ ัย น ี้ส น ใจ ศ ึก ษ า  

ค วาม จ ำ เพ าะข อ งต ัว ร ับ ใน ป ฏ ิก ิร ิย าแ ท รน ส ์ก ล ูโค ช ิเล ช ัน แ ล ะท ำก ารส ัง เค รา ะห ์ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ก ล ูโค ไซ ด ์ โดย 

เร ิม จ าก ก ารท ำร ิค อ ม บ ิแ บ บ ท ํแ อ ม ิโล ม อ ล เท ส จ าก  C o r y n e b a c t e r i u m  g l u t a m i c u m  ให ้บร ิส ุทธ ิ,ด ้วย  

คอ ล ัมน ์ H isT rap  a ff in ity  เอนไซม ์บร ิส ุทธ ิ, แสดงแถบ โป รต ีนห ล ัก  1 แถบ ขนาด  84 ก ิโลดาลต ัน  บ น  

SDS-PAGE เม ื่อ ศ ึก ษ าค วาม จำ เพ าะข อ งต ัว ร ับ ใน ป ฏ ิก ิร ิย าแท รน ส ์ก ล ูโค ซ ิเล ช ัน  โด ย ใช ้ส า รล ะล าย แ ป ็งม ัน  

ฝ ร ั่ง เป ็นต ัวให ้ห ม ู่กล ูโคซ ิล  แ ล ะใช ้ต ัว ร ับ  3 กล ุ่ม  ค ือ แอล กอฮอล ์ส ายส ับ  ฟ ลาโวนอยด ์ และแซ ็กคาไรด ์ 

เม ื่อ ใช ้แอล กอฮอล ์ส ายส ั้น  (เมท านอล เอท านอล  โพ รพ านอ ล  แ ล ะบ ิวท าบ อ ล ) เป ็น ต ัว ร ับ ห ม ู่ก ล ูโค ซ ิล  

พ บ ว ่าแอลกอฮอล ์ส ายส ั้นท ั้ง  4 ซน ิด ท ุกความ เข ้มข ้บ ท ี่ท ดสอบ  ไม ่ส าม า รถ เป ็น ต ัว ร ับ ห ม ู่ก ล ูใค ซ ิล  ส ่วน ใน  

กล ุ่มแซ ็กคาไรด ์ พ บว ่ากล ูโคส  มอลโทล มอลโทไทรโอส และมอลโท เท ท ระโอล  เป ็น ต ัว ร ับ ท ี่ด ี แสดงว ่า  

เอ น ไซ ม ์ม ิค ว าม จ ำ เพ าะก ับ ก ล ูโค ส ท ี่ม ิก า รจ ัด เร ีย งต ัวข อ งห ม ู่ไ ฮ ด รอ ก ซ ิล ท ี่อ ะต อ ม ค าร ์บ อ น ต ำแ ห น ่ง  2, 4 

และ 6 เป ็น แ บ บ แ อ ล ฟ า  แ ล ะม ิค วาม ย าวต ั้งแ ต ่ 1 ถึง 4 ห น ่วย  จากน ี้น ว ิเค ราะห ์ผ ล ิตภ ัณ ฑ ์ก ล ูโค ไซ ด ์ท ี่ 

เก ิด ฃ ี้น จ าก ต ัว ร ับ ท ั้งส าม ก ล ุ่ม  ด ้วย เท ค น ิค  T LC  และ H PLC  พ บ ว ่า  ไม ่พบผล ิตภ ัณ ฑ ์กล ูโคไซด ์ เม ื่อใช ้ 

แอล ก อ ฮ อ ล ์ส ายส ั้น แล ะฟ ล าโวน อ ยด ์ ( เฮ ส เป อ ร ์ร ิด ิน  น า ร ิน จ ีน  พ ิโบ สโตรบ ิน  ไฟ'ซ ิต ีน เอพ ิแคท ีช ิน  และ 

เอพ ิแกลโลแคท ีช ิน  แกลเลต) เป ็น ต ัว ร ับ  แต ่พบผล ิตภ ัณฑ ์กล ูโคไซด ์ เม ื่อ'ไข้มอล'โทออลิ'โกแซ ็กคา'ไรด์ (G1- 

G4) แมนโนส ซ ูโครส และพ าลาท ีโบ ส  เป ็น ต ัว ร ับ  ได ้ค ัด เล ือ ก พ าล าท ิโน ส เป ็น ต ัว ร ับ ท ี่เห ม าะส ม  โดย 

พ ิจ ารณ าจากโอก าสจะได ้ผล ิต ภ ัณ ฑ ์ให ม ่ แล ะป ร ิม าณ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่เก ิด ข ึ้น  จ าก น ั้น ห าภ าว ะท ี่เห ม า ะส ม ใน  

การส ัง เค ราะห ์ผล ิตภ ัณ ฑ ์กล ูโค ไซ ด ์ โด ย พ บ ว ่าก ารบ ่ม เอ น ไซ ม ์ 5 ย ูบ ิต ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ก ับ ? .5 ม ิลล ิ'โมลาร ์ 

พาลาท ิโนส แ ล ะส า รล ะล าย แ ป ็งม ัน ฝ ร ั่ง  ค วาม เข ้มข ้น  1.0 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ (น ํ้า ห น ัก ต ่อ ป ร ิม าต ร )  ใน  50  ม ิลล ิ 

โมล าร ์ ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์, pH  6.0 ที่ 30 ‘’ซ เป ็น เวลา  24 ช ั่วโมง จะให ้ผลผล ิตของผล ิตภ ัณ ฑ ์กล ูโคไซด ์

67.2 เป อ ร ์เซ ็นต ์ จ าก น ั้น ข ย าย ส เก ล ก ารส ัง เค ราะห ์แ ล ะแ ยก ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ก ล ูโค ไซ ด ์ด ้วย ค อ ล ัม น ์ B ioge l-P2  

แ ล ะว ิเค ราะห ์ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ด ้ว ย  H PAEC  พบว ่าพ าลาท ิโนสกล ูโคไซ ด ์ (PGs) ท ี่ได ้ค ือ PG 1-PG 15  โดยม ีไทร 

แซ ็กคาไรด ์ PG1 เป ็นผล ิตภ ัณ ฑ ์หล ัก  เม ื่อ ต รวจ ล อ บ ด ้วย เท ค น ิค  M S  และ N M R  พ บ ว ่า  พาลาท ิโบสกล ูโค  

ไซด ์ม ิมวลโม เลก ุล  504 ดาลต ัน  แ ล ะ เก ิด จ าก พ าล าท ีโน ส เช ื่อ ม ก ับ ก ล ูโค ส ด ้วย พ ัน ธ ะแ อ ล ฟ า  1,4 โดย 

พ าล าท ีโน ส ก ล ูโค ไซ ด ์ท ั้งส ายส ั้น แล ะส ายยาวม ิค วามห วาน น ้อ ยก ว ่าพ าล าท ีโน ส แ ล ะซ ูโค รส  แ ล ะม ิส ม บ ัต ิ 

ก ารด ูด ค วาม ข ึ้น ส ูงก ว ่าพ าล าท ีโน ส  แต ่ม ิพ ร ิไบ โอต ิกแอกท ีว ิต ีเท ่าก ับ พ าล าท ีโนล  จ าก ส ม บ ัต ิด ังก ล ่า ว  จ ึง 

อาจนำพ าลาท ีโนสกล ูโคไซด ์ไปใข ้แท นซ ูโค รสหร ิอพ าลาท ีโนสในผล ิตภ ัณ ฑ ์อาหารและเคร ื่อ งสำอางได ้

ภาคว ิซ า ช ิว เคม ี

สาขาว ิชา ช ีว เคม ีแล ะช ีวว ิท ยาโม เลก ุล

ป ีก ารศ ึกษ า  2556
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W ACH IR APO R N  N A U M TH O N G : A C C E PT O R  SPECIFICITY A N D  T R A N S G LU CO SY LA T IO N

REACTION  O F A M Y L O M A L T A S E  FR O M  C o r y n e b a c t e r iu m  ç l u t a m ic u m .  ADVISOR: PROF.

P IA M SO O K  PO NGSAW ASD I, Ph D., 121 pp.

A m y lo m a lta s e , a 4 -Q -g lu c a n o tra n s fe ra se , c a ta ly z e s  in tra m o le c u la r  t ra n sg lu co ­

sy la t io n  re a c t io n  p ro d u c in g  la rge-ring c y c lo d e x tr in s  (LR-CDs) a n d  in t e r m o d u la r  

t ra n s g lu c o s y la t io n  re a c t io n  in  w h ich  g lu c o sy l u n its  o f  s ta rch  o r re la te d  o lig o sa c ch a r id e s  are 

t ran s fe rred  to  su ita b le  a c c e p to rs  re su lt in g  in lin e a r o lig o sa c ch a r id e s  o r g lu co s id e s . Th is  w o rk  

a im s a t d e te rm in a t io n  o f  sp e c if ic ity  o f  a c c e p to rs  in in t e r m o d u la r  t ra n s g lu c o s y la t io n  re a c tio n  

fo r th e  s y n th e s is  o f  g luco .s ide  p ro d u c ts . T h e  re c o m b in a n t  a m y lo m a lta s e  from  

C o r y n e b a c t e r iu m  ç l u t a m i c u m  w a s .p u r if ie d  b y  H isT rap  a ff in ity  c o lu m n . T h e  p u r if ie d  e n z y m e  

sh o w e d  a m a jo r  p ro te in  b a n d  o f  84  kDa o n  SDS-PAGE. T ra n sg lu c o sy la t io n  re a c t io n  c a ta ly z e d  

by  a m y lo m a lta s e  us ing s o lu b le  p o ta to  s ta rch  as g lu c o s y l d o n o r  and  th re e  ty p e s  o f  a ccep to r: 

sh o rt c h a in  a lc o h o ls ,  f la v o n o id s  a n d  sa cch a r id e s  w e re  a n a ly z e d . T h e  re su lts  s h o w e d  tha t 

sh o rt c h a in  a lc o h o ts  c o n s is t in g  o f  m e th a n o l, e th a n o l, p ro p a n o l and  b u ta n o l c o u ld  n o t a c t as 

g lu c o s y l a c c e p to r  a t a l l  c o n c e n t ra t io n s  te s te d . เท c o n tra s t , g lu co se , m a lto s e , m a lto t r io s e  and  

m a lto te t ra o s e  w e re  g o o d  sa c ch a r id e  a c c e p to rs  in d ica t in g  th a t th is e n z y m e  p re fe rre d  h e xo se  

s tru c tu re  c o n ta in in g  G -O H  at C2, C 4  and  C6 w ith  u p  to  4 g lu co se  un its. T h e n  g lu co s id e  

p ro d u c ts  w e re  a n a ly z e d  b y  T LC  and  H PLC  te c h n iq u e s . T h e  g lu c o s id e  p ro d u c ts  c o u ld  n o t  be  

d e te c te d  w h e n  a l l  o f  sh o rt c h a in  a lc o h o ls  a n d  f la v o n o id s  (h e sp e rid in , naring in , p in o s tro b in , 

fise t in , e p ic a te c h in  and  e p ig a llo c a te c h in  g a lla te ) w e re  u se d  as a c c e p to r , b u t  th e  p ro d u c ts  

w e re  d e te c te d  w h e n  a c c e p to rs  w e re  m a lto o lig o sa c c h a r id e s  (G1-G4), m a n n o se , su c ro se  and  

p a la t in o se . P a la t in o se  w as  c h o se n  as su ita b le  a c c e p to r  o n  a c c o u n t  o f  p o s s ib ly  ge tting  n e w  

p ro d u c t  a n d  c o n s id e ra b le  a m o u n ts  o b ta in e d . T h e  o p t im a l c o n d it io n  fo r syn th e s is  o f  

p a la t in o s e  g lu c o s id e s  (PGs) w as to  in c u b a te  5 u/ml a m y lo m a lta s e  w ith  7.5 m M  p a la t in o s e  and  

1.0% (w /v) s o lu b le  p o ta to  s ta rch  in 50 m M  p h o sp h a te  bu ffe r, pH  6.0 at 30  °c fo r 24 h o u rs  and  

67.2%  y ie ld  w as o b ta in e d . T h e n  th e  re a c t io n  w as u p  s c a le d  a n d  PGs w e re  se p a ra te d  by  

B io ge l-P 2  c o lu m n  a n d  a n a ly z e d  by  HPAEC . PG 1-PG 15  w e re  d e te c te d  w ith  a tr isa c ch a r id e  PG1 

as a m a in  p ro d u c t . By M S  a n d  NM R, th e  s ize  o f  PG w as 504 Da a n d  th e  lin kage  b e tw e e n  

p a la t in o s e  and  g lu co se  u n it  w as  o f th e  G -1 ,4  typ e . T h e  sh o rt ch a in  a n d  lo n g  ch a in  PGs are 

le ss  sw e e t  th a n  p a la t in o s e  a n d  su cro se , b u t h a ve  h igher h y g ro s c o p ic  p ro p e rty  th an  

p a la t in o se . H o w eve r, p re b io t ic  a c t iv ity  is th e  sam e. F ro m  PGs p ro p e rt ie s , th e y  can  th u s  be  

u se d  to  re p la c e  su c ro se  o r p a la t in o s e  in fo o d  a n d  c o s m e t ic  p ro d u c ts .
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