
การกลายพ ันธ ุย ีนไชโคลเด ็กช ์ทร ินกล ูคาโนแทรนส ิเฟ อเรสเพ ื่อตรวจสอบความทนร้อนของเอนไซม ์

นางสาวเรวดี สิริธัญญานนท์

วิทยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาชีวเคมี ภาควิชาชีวเคมี 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2548 

ISBN 974-17-3787-4 
ลิฃสิทธิจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย



MUTAGENESIS OF CYCLODEXTRIN GLUCANOTRANSFERASE GENE

TO DETERMINE THE THERMOSTABILITY OF THE ENZYME

Miss Raevadee Siritunyanont

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Biochemistry 

Department of Biochemistry 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2005 
ISBN 974-17-3787-4

4 8 1 7 2 8



Thesis Title Mutagenesis of cyclodextrin glucanotransferase gene to 
determine the thermostability of the enzyme 

By Raevadee Siritunyanont
Field of รณdy Biochemistry
Thesis Advisor Associate Professor Vichien Rimphanitchayakit, Ph.D.

Accepted by the Faculty of Science, Chulalongkom University in Partial 
Fulfillment of the Requirements for the Master’s Degree

of the Faculty of Science
(Professor Piamsak Menasveta, Ph.D.)

THESIS COMMITTEE

......... Chairman
(Associate Professor Aran Incharoensakdi, Ph.D.)

...........Thesis Advisor
(Associate Professor Vichien Rimphanitchayakit, Ph.D.)

.. .QrU ใ':^?^:'7:.V..... ระ’ f ^ W r r ชุ'T. . . . .  Member 
(Associate Professor Siripom Sittipraneed, Ph.D.)

Member
(Rath Pichyangkura, Ph.D.)

Member
(Teerapong Buaboocha, Ph.D.)



IV

เรวดี สิริธัญญานนท์ ะ การกลายพันธุ1ท4บีตาไชโคลเด็กช้ทรินกลูคาโนแทรนส์เฟอเรสเพ่ือ 
ตรวจสอบความทนร้อนของเอนไซม์ (MUTAGENESIS OF CYCLODEXTRIN 
GLUCANOTRANSFERASE GENE TO DETERMINE THE THERMOSTABILITY 
OF THE ENZYME). อาจารย์ท่ีปรึกษา : รศ.ดร. วิเชียร ริมพณิชยกิจ, 76 หน้า, ISBN 974- 
] 7-3787-4

ไซโคลเด็กช์ทริน (CD) เป็นออลิโกแช็กคาไรด์ ท่ีประกอบด้วยกลูโคสจำนวน 6, 7 และ 8 
หน่วย มาเช่ือมต่อกันเป็นวงด้วยพันธะ (X-1,4-gIycosïdic มีช่ือเรียกว่า a - , |3- และ y-ไชโคลเด็กซ์ 
ทริน ตามลำดับ CD เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการย่อยแป้งของเอนไซม์ไซโคลเด็กช้ทรินกลูคา 
โนแทรนส์เฟอเรส (CGTase) ซ่ึงสามารถนำไปใช้ประโยชน้ในอุตสาหกรรมต่าง  ๆ ได้ CGTase 
ประกอบด้วย 5 โดเมน คือ A, B, c, D และ E โดเมน A/B เป็นโดเมนเร่งปฏิกิริยาในขณะท่ีโดเมน 
อ่ืนทำหน้าท่ีอ่ืน  ๆประกอบ อุตสาหกรรมการผลิตCD จะต้องทำให้แป้งเปล่ียนเป็นของเหลวโดย 
ใช้อุณหภูมิสูง จากน้ันจึงนำมาทำปฏิกิริยากับ CGTase ท่ีอุณหภูมิต่ํากว่า ดัง'น้ัน หากใช้ CGTase 
ทนร้อนจะเป็นประโยชน์ต่อการผลิต CD จากการเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนระหว่าง CGTase 
จาก Bacillus circulons Al 1 กับ CGTase ทนร้อน พบว่า มีความแตกต่าง 4 บริเวณ คือ บริเวณ I, II, 
III และIV ท่ีตำแหน่งกรดอะมิโน 89-94, 265-271,333-339และ 538-540 (ลำดับตำแหน่งของ 
CGTase จาก B. circulons Al 1) ตามลำดับ บริเวณ I—III ท่ีเก่ียวข้องอยู่ในโดเมน A/B ในการศึกษา 
คเงน้ีได้ทำการกลายพันธุบริเวณท้ัง 3 ให้มีความคล้ายคลึงกับ CGTase ทนร้อนโดยวิธ unique site 
elimination (USE) mutagenesis พลาสมิดกลายพันธุในบริเวณ I, II และ III ท่ีได้ มีช่ือเรียกว่า 
pRSl, 2 และ 3 ตามลำดับ แล้วทำการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมีบริเวณกลายพันธุแบบต่าง  ๆ
จากนัน ทำการศกษา dextrinizing activity, thermostabilty และ CD forming activity ของเอนไซม 
กลายพันธุท่ีได้จากโคลนเหล่าน้ีเพ่ือตรวจสอบว่า บริเวณแตกต่างดังกล่าวมีผลต่อเสถียรภาพของ 
CGTase อย่างไร พบว่า ท้ัง 3 บริเวณกลายพันธุมีผลให้ dextrinizing activity สูงข้ึน อุณหภูมิ 
เหมาะสมลดลง และเสถียรภาพต่อความร้อนไม่เพ่ิมข้ึน มิวแทนต์'ทุกดัวมีความสามารถสร้าง CD 
ได้ และมีความจำเพาะต่อการสร้างผลิตภัณฑ์เปล่ียนไป ยกเว้น 1 ตัวท่ีมีความจำเพาะต่อการสร้าง 
ผลิตภัณฑ์เหมือนเดิม

ภาควิชา..............ชีวเคมี.
สาขาวิชา.............ชีวเคมี
ปีการศึกษา...........2548.

ลายมือช่ือนิสิต 
ลายมือช่ืออาจารย์ที 
ลายมือช่ืออาจารย์ทีปรึกษาร่วม

I x>sl ) k  1 า \ryim 
iiJIfHrrrrrrโโ^!??/. .



V

##4672388023 : MAJOR BIOCHEMISTRY
KEY WORE): cyclodextrin / cyclodextrin glucanotransferase / thermostability

RAEVADEE ร IRITUN Y AN ONT : MUTAGENESIS OF CYCLODEXTRIN 
GLUCANOTRANSFERASE GENE TO DETERM INE THE 
THERMOSTABILITY OF THE ENZYME. THESIS ADVISOR : ASSOC. 
PROF. VICHIEN RIMPHANITCHAYAKIT, (Ph.D.), 76pp. ISBN 974-17- 
3787-4

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides of 6, 7 and 8 glucose units, linked 
by a-l,4-glycosidic bonds, called a-, p- and y-cyclodextrins, respectively. CDs are the 
products of enzymatic conversion of starch and related substrates by cyclodextrin 
glucanotransferases (CGTases), and are useful carrier molecules for several applications in 
industries. The CGTase consists of 5 domains, A, B, c , D and E. Domains A/B is the central 
catalytic domains while others perform accessory functions. The commercial production of 
CDs required that the starch be liquefied at high temperature before the CGTase reaction at 
much lower temperature. Thermostable CGTase would, therefore, be useful for efficient 
production of CDs. By using amino acid sequence comparison between the Bacillus 
circulans A ll  CGTase and the thermostable CGTases, four major different regions I, II, III 
and IV were found at position 89-94, 265-271, 333-339, and 538-540 (B. circulans A ll 
CGTase numbering), respectively. The relevant regions I-III were located in domains A/B. In 
this study, these three regions in P-CGTase from Bacillus circulans A ll  were mutated in 
favor of the thermostable CGTase sequences using the unique site elimination (USE) 
mutagenesis method. The mutant plasmids, pRS 1, 2 and 3 that have the mutation region I, II, 
and III, respectively, were obtained. Then, the recombinant plasmids containing the various 
combinations of the 3 mutation regions were constructed. The dextrinizing activity, 
thermostability and CD-forming activity of the mutant enzymes from these clones were 
studied in order to determine whether these different regions affect the stability of CGTase. 
We found that all the three mutation regions gave rise to an increase in dextrinizing activity, 
a decrease in optimum temperature and no increase in thermostability. All CGTase mutants 
were active in CD-forming activity; all but one with altered product specificity.
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