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บทคัดย#อ 

ความสนใจในการแก0ป=ญหาส่ิงแวดล0อมท่ีสืบเน่ืองมาจากการปนเป&'อนของสารเคมีเป?นส่ิงที่กําลังได0รับความ
นิยมเพิ่มสูงข้ึนและนําไปสู)การค0นหากระบวนการควบคุมแบบย่ังยืนที่ไม)ส)งผลเสียต)อส่ิงแวดล0อม การสลายทาง
ชีวภาพเป?นหน่ึงในวิธีท่ีนิยมใช0ในการกําจัดสารอินทรีย�ปนเป&'อนท่ีไม)พึงประสงค�ให0อยู)ในระดับความเข0มข0นที่ไม)
สามารถตรวจสอบได0หรือตํ่ากว)าค)าอันตรายท่ีกําหนด แต)ก็ยังมีหลักที่จะต0องพิจารณาคือศักยภาพในการสลายและ
การค0นหาส่ิงมีชีวิตที่มีประสิทธิภาพที่จะนํามาใช0ในการสลายได0 

อะคริลาไมด�เป?นสารเคมีในรูปผลึกของแข็งท่ีไม)มีสีไม)มีกล่ินที่มีการใช0อย)างแพร)หลายในอุตสาหกรรมและมี
กําลังการผลิตต)อป2สูงถึงประมาณสองแสนตัน จากการใช0อย)างแพร)หลายนํามาสู)การปนเป&'อนในส่ิงแวดล0อมท่ีมา
จากสองช)องทางหลักคือ จากผลิตภัณฑ�อาหารท่ีผ)านการปรุงแต)งท่ีอุณหภูมิสูงมากกว)า 120 องศาเซลเซียส และ
เป?นของเสียตกค0างในระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงเคยพบรายงานการปนเป&'อนของอะคริลาไมด�ในส่ิงแวดล0อมสูงถึง 200-
500 ppm และเน่ืองจากมีรายงานยืนยันว)าอะคริลาไมด�เป?นสารพิษที่ส)งผลต)อระบบประสาทและมีแนวโน0มสูงท่ีจะ
เป?นสารก)อมะเร็งในคน การสลายทางชีวภาพของสารอะคริลาไมด�เป?นสารที่มีอันตรายน0อยลงจึงเป?นส่ิงที่กําลัง
พิจารณามาใช0ในการลดป=ญหาส่ิงแวดล0อมที่เกิดข้ึนจากสารชนิดน้ี 

จากข0อเท็จจริงท่ีว)าจุลินทรีย�ท่ีอาศัยอยู)ในทะเลมีลักษณะพิเศษในการเปล่ียนแปลงตัวเองเพื่อการดํารงชีวิต
และเจริญในสภาวะส่ิงแวดล0อมที่มีการเปล่ียนแปลง และเคยมีรายงานถึงการใช0ประโยชน�สารอินทรีย�หลายชนิดโดย
จุลินทรีย�ในทะเล แต)ท้ังน้ียังไม)เคยมีรายงานถึงการสลายสารพิษจากจุลินทรีย�ในทะเล ในโครงการวิจัยน้ีคณะผู0วิจัย
ได0ค0นพบ Bacillus cereus ซ่ึงแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ชนิดใหม)ท่ีคัดแยกได0จากตะกอนทะเลจากเกาะจาน 
แสมสาร ท่ีระดับความลึก 18 เมตร แบคทีเรียสามารถเจริญได0ดีในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นสูงถึงร0อยละ 
0.8 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ในสภาวะที่มีค)าพีเอชช)วงกว0าง ระหว)าง 6.0-9.0 และอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส 
โดยสามารถตรวจพบการสลายของอะคริลาไมด�เป?นกรดอะคริลิกภายหลังการเล้ียงแบคทีเรียเป?นเวลา 3 ช่ัวโมง 
และตรวจพบการสลายสูงที่สุดท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง ผลการทดลองท่ีได0แสดงให0เห็นถึงความน)าสนใจของแบคทีเรียใต0
ทะเลที่จะเป?นแหล)งผลิตส่ิงมีชีวิตท่ีสามารถสลายอะคริลาไมด�แหล)งใหม)ได0 

คําสําคัญ  อะคริลาไมด�, การสลายทางชีวภาพ, แบคทีเรียใต0ทะเล, Bacillus cereus, ตะกอนทะเล 
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Abstract 
 

The interest in environmental problems due to chemical contamination is continuously 
growing. Increasing demands to seek the sustainable and controllable process which do not 
burden the environment significantly is becoming interest. Biodegradation is one of the classic 
methods for removal of undesired organic compounds to concentrations that are undetectable 
or below limits established as acceptable by regulatory agencies. Major limitations are the 
bioavailability of the organic matter and the finding of efficient biodegraders. 

Acrylamide (CH2CHCONH2) is a chemical colorless and odorless crystal solid that is an 
essential industrial chemical with an estimated worldwide production of 200,000 tons per year. 
The major concentration of acrylamide in the environment comes from 1) food scraps cooked at 
high temperatures (>120°C) thru Maillard reaction and 2) industrial wastes. It has a report 
describing acrylamide released to the environment about 200-500ppm. Since acrylamide is 
believed to be a neurotoxicant and probably human carcinogen, biodegradation of acrylamide 
to non-harmful substances would alleviate environmental concerns. 

Microorganisms living in the sea have specially adapted features that allow them to live 
and grow in the extreme environment. Many organic compounds have been utilized by these 
microorganisms however no report could be found for toxicant removal. We discover a new 
acrylamide-degrading bacterium, Bacillus cereus from the sea sediments at 18 meters depth of 
Koh Chan, Samaesan. The strain grew well in the presence of acrylamide at concentration up to 
0.8% (w/v), at pH value between 6.0 and 9.0 and 25-30°C. Degradation of acrylamide to acrylic 
acid started after 3 hours of cultivation and reach maximum at 24 hours. Our findings render 
marine bacteria attractive as an alternative source of biodegrader for acrylamide. 

Keywords:  Acrylamide, Biodegradation, Marine bacteria, Bacillus cereus, Marine sediments 
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คาํอธิบายสญัลกัษณ�และคาํย#อท่ีใชFในการวจิยั 

 
 %  = ร0อยละ 
 °ซ  = องศาเซลเซียส 
 °C  = องศาเซลเซียส 
 atm  = Atmosphere 
 bp  = คู)เบส 
 CFU  = Colony-forming unit 
 EC  = Enzyme committee 
 HPLC  = โครมาโทกราฟ2ของเหลวสมรรถภาพสูง  
    (High performance liquid chromatography) 
 kDa  = กิโลดาลตัน 
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 mM  = มิลลิโมลาร� 
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 pH  = ค)าความเป?นกรด-ด)าง, ค)าพีเอช 
 ppm  = Part per million 
 SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
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บทท่ี 1 
 

บทนาํ 
 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปVญหา 

สารกลุ)มเอไมด� (Amide) และไนไตร�ล (nitrile) ที่ใช0เป?นส)วนผสมสําคัญของยาฆ)าแมลง เป?นสารตกค0าง
กลุ)มใหญ)ท่ีพบในส่ิงแวดล0อม ซึ่งมีการตรวจพบการปนเป&'อนในพื้นท่ีทางการเกษตรและแหล)งนํ้าในบริเวณใกล0เคียง 
ในเกือบทุกประเทศของทวีปยุโรปและอเมริกา (European Environment Agency, 1999; Barbash et al., 
2001) นอกจากน้ีหากสารประกอบอินทรีย�ดังกล)าวเกิดการสลายหรือเปล่ียนรูปไปบางส)วน โดยกลไกทางชีวภาพที่
เกิดจากแบคทีเรียท่ีผิวดินและแหล)งนํ้า ยังอาจทําให0เกิดเป?นสารตัวกลาง (metabolite) ที่มีพิษต)อส่ิงแวดล0อม ซึ่ง
ไม)สามารถสลายทางชีวภาพได0อีกด0วย (Sinclair & Boxall, 2003; Boxall et al., 2004)  ตัวอย)างเช)น สาร
ตัวกลาง BAM (2,6-dichlorobenzamide) ที่เกิดจากการสลายยาฆ)าแมลงไดคลอเบนนิล (dichlobenil) ที่รู0จักใน
ช่ือของไดคลอโรเบนโซไนไตร�ล (2,6-dichlorobenzonitrile) ที่ตรวจพบปริมาณสูงเกินค)าที่กําหนด (>0.1 
ไมโครกรัมต)อลิตร) ในตัวอย)างนํ้าผิวดินในพื้นที่เกษตร จํานวน 5000 บริเวณท่ีใช0เป?นแหล)งผลิตนํ้าด่ืมของประเทศ
เดนมาร�ก จากการสํารวจการปนเป&'อนของ BAM ระหว)างป2 ค.ศ. 1992-2002 (Geological Survey of Denmark 
and Greenland, 2004) นอกจากน้ียังพบการปนเป&'อนในบริเวณแหล)งนํ้าผิวดินของประเทศอ่ืนในทวีปยุโรป ได0แก) 
เนเธอร�แลนด� เยอรมนี อิตาลี และสวีเดน (Wolter et al., 2001; Kreuger et al., 2003; Versteegh & 
teBiesebeek, 2003; Porazzi et al., 2005;)  ซ่ึงเคยมีรายงานถึงความเป?นพิษของสารไนไตร�ลและเอไมด� ที่
สามารถเหน่ียวนําการกลายพันธุ� (mutagenic) และก)อให0เกิดมะเร็ง (carcinogenic) ในสัตว�ทดลอง ที่ได0รับเข0า
ร)างกายปริมาณสูงอย)างต)อเน่ืองเป?นเวลานาน (Nawaz et al., 1991; Pollak et al., 1991) แต)ในอีกด0านหน่ึง 
สารไนไตร�ลและเอไมด� ยังจัดเป?นสารประกอบท่ีมีความสําคัญกลุ)มหน่ึงและมีความต0องการสูงในอุตสาหกรรมเคมี ที่
สามารถใช0เป?นสารต้ังต0นในการสังเคราะห�สารอินทรีย�จํานวนมาก ได0แก) สารประกอบเอไมด� เอมีน (amine)  
อะมิดีน (amidines) กรดคาร�บอกซิลิก (carboxylic acid) เอสเทอร� (ester) อัลดีไฮด� (aldehyde) คีโตน 
(ketone) และสารประกอบเฮเทอโรไซคลิก (heterocyclic compound) ท่ีมีคุณค)าทางเศรษฐกิจสูง และนิยม
นําไปใช0เป?นสารตัวกลางในอุตสาหกรรมต)างๆ เช)น การผลิตสีย0อม สารช)วยประสาน (emulsifiers) หรือตัวทํา
ละลายในการผลิตยาฆ)าแมลง เป?นแหล)งไนโตรเจนในอาหารสัตว� องค�ประกอบในเครื่องสําอาง และยาปฏิชีวนะ 
เป?นต0น (Mathew et al., 1988; Kobayashi et al., 1992; Banerjee et al., 2002; Hu et al., 2007; Zheng 
et al., 2007)  

ปฏิกิริยาท่ีเร)งโดยเอนไซม�เป?นปฏิกิริยาที่ได0รับความนิยมอย)างมากจากอดีตถึงป=จจุบัน เน่ืองจากสามารถ
เกิดปฏิกิริยาได0ในสภาวะที่อ)อนโยนและมีความจําเพาะสูงต)อสารต้ังต0นที่มีความหลากหลายของโครงสร0างทางเคมี 
โครงสร0างเรจิโอ และโครงสร0างสเตอริโอ ไม)มีผลกระทบต)อส่ิงแวดล0อม ไม)มีการใช0เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง และ
สามารถควบคุมความปลอดภัยของปฏิกิริยาได0 (Nawaz et al., 1991; Sheldon & Rantwijk, 2004) นอกจากน้ี
ยังสามารถสังเคราะห�สารประกอบเคมีท่ีมีโครงสร0างซับซ0อน อย)างจําเพาะได0อีกด0วย (Patel, 2006) การใช0
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จุลินทรีย�เปล่ียนรูปสารเคมี (biotransformation) หรือการใช0ตัวเร)งปฏิกิริยาทางชีวภาพ (เอนไซม�) ที่ผลิตจาก
จุลินทรีย� เปล่ียนรูปหรือสลายสารพิษน้ันกําลังได0รับความสนใจอย)างมาก โดยปฏิกิริยาพื้นฐานท่ีจุลินทรีย�ใช0ในการ
สลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล (Banerjee et al., 2002) น้ัน คือปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ที่เกิดจาก
การทํางานของกลุ)มเอนไซม�สลายไนไตร�ล (nitrile-degrading enzyme) ได0แก) เอนไซม�ไนไตร�ไฮดราเตส (nitrile 
hydratase; EC 4.2.1.84), เอนไซม�ไนไตร�เลส (nitrilase; EC 3.5.5.1) และเอนไซม�เอไมเดส (amidase; EC 
3.5.1.4) ซ่ึงเป?นเอนไซม�ที่มีกําลังการซ้ือขายมากและนิยมใช0เร)งปฏิกิริยาผลิตสารตัวกลางที่มีค)าในอุตสาหกรรมเคมี 
ยกตัวอย)างเช)น การใช0เอนไซม�ไนไตร�ไฮดราเตส เปล่ียนรูปสารกลุ)มไนไตร�ลเป?นเอไมด� (Asano et al., 1982a) และ
ใช0เอนไซม�เอไมเดส เปล่ียนเอไมด�ที่เกิดข้ึนเป?นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนียต)อไป (Asano et al., 1982b) หรือ
การใช0เอนไซม�ไนไตร�เลสเปล่ียนไนไตร�ลเป?นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนียในข้ันตอนเดียว (Nagasawa & 
Yamada, 1989; Kobayashi et al., 1990) ดังแสดงปฏิกิริยาในภาพที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 วิถีการสลายไนไตร�ลโดยเอนไซม�สลายไนไตร�ล 

แบคทีเรียสลายไนไตร�ลและเอไมด� เป?นกลุ)มของแบคทีเรียที่ได0รับการยืนยันแล0วว)า มีระบบเอนไซม�ที่
สามารถเปล่ียนรูปสารประกอบไนไตร�ลและเอไมด�ได0เป?นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย  ซึ่งมีการนํามา
ประยุกต�ใช0ในกระบวนบําบัดสารพิษทางชีวภาพ (bioremediation) อย)างแพร)หลายจากอดีตจนถึงป=จจุบัน 
(DiGeronimo & Antoine, 1976; Yamada et al., 1976; Yamada et al., 1980; Bui et al., 1984; 
Nagasawa et al., 1988; Nawaz et al., 1989; Nawaz et al., 1991; Ramkrishna & Desai, 1993; Babu et 
al., 1995; Langdanhl et al., 1996; Fallon et al., 1997; Dhillon & Shivaraman, 1999; Dias et al., 
2000; Tauber et al., 2000; Dadd et al., 2001; Dias et al., 2001; Wang & Lee, 2001; Lee & Wang, 
2004; Wang et al., 2004; Holtze at al., 2006; Kao et al., 2006; Zheng et al., 2008)  เมื่อเร็วๆน้ี 
ห0องปฏิบัติการชีวเคมีส่ิงแวดล0อมและจุลินทรีย�บําบัด ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัยบูรพา ได0ทํา
การคัดแยกแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�จากตัวอย)างนํ้าท้ิงในแหล)งชุมชนของจังหวัดชลบุรี และระบุสายพันธุ�เป?น 
Enterobacter aerogenes ซึ่งสามารถเจริญได0ดีในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0น 0.5% (นํ้าหนักต)อ
ปริมาตร) เป?นแหล)งคาร�บอนเดียว ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และค)าพีเอช ระหว)าง 6.0-9.0 เมื่อติดตามการ
สลายอะคริลาไมด�ของ E. aerogenes ในระดับเซลล� พบว)าแบคทีเรียสามารถสลายอะคริลาไมด�ได0เป?น 
กรดอะคริลิกและแอมโมเนีย ในลักษณะท่ีข้ึนกับจํานวนมวลชีวภาพ (biomass) และเมื่อปริมาณของเซลล�เข0าสู)
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ระยะการเจริญคงท่ี (stationary phase) แบคทีเรียจะสามารถเปล่ียนกรดอะคริลิกเป?นสารประกอบท่ีมีความมีข้ัว
ตํ่ากว)าได0 นอกจากน้ี E. aerogenes ยังสามารถสลายสารกลุ)มเอไมด�และสารอนุพันธ�ได0หลายชนิด ท่ีค)าร0อยละการ
เปล่ียนรูป (% conversion) ต)างกันคือ สามารถสลายบิวทิราไมด� (butyramide) และยูเรีย (urea) ได0อย)าง
สมบูรณ� ขณะท่ีสลายแล็กตาไมด� (lactamide) ได0 86% สําหรับความสามารถในการสลายฟอร�มาไมด� 
(formamide) เบนซาไมด� (benzamide) อะซีตาไมด� (acetamide) ไซยาโนอะซีตาไมด� (cyanoacetamide) และ
โพรไพโอนาไมด� (propionamide) เรียงลําดับจากมากไปน0อยได0เป?น 55.27%, 54.82%, 49.57%, 48.81% และ 
30.20%  แต)ไม)สามารถสลายเมทิลลีนบิสอะคริลาไมด� (N,N-methylene bisacrylamide) โซเดียมเอไซด� 
(sodium azide) ไทโออะซีตาไมด� (thioacetamide) และไอโอโดอะซีตาไมด� (iodoacetamide) ได0 (Buranasilp 
& Charoenpanich, 2011) 

เป?นที่ทราบดีแล0วว)า กระบวนการสลายเอไมด� เป?นแอมโมเนียและกรดอะคริลิก ของแบคทีเรียสลายเอไมด� 
(อะคริลาไมด�) น้ัน เกิดจากการทํางานของเอนไซม�อะมิเดส ในปฏิกิริยาดีอะมิเนช่ัน (deamination) ในการ
ดําเนินการวิจัยในป2ท่ี 1 คณะผู0วิจัยได0ใช0เทคนิคพีซีอาร�หาลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม� 
เอไมเดสของ E. aerogenes พบลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนขนาด 726 คู)เบส ท่ีสามารถคาดเดาเป?นกรดอะมิโน
จํานวน 242 ตัว และมีความคล0ายคลึงมากกว)าร0อยละ 80 กับยีนของเอนไซม�ในกลุ)มไนไตร�เลส/ไซยาไนด�ไฮโดรเลส 
และเอไมเดสของแบคทีเรียกลุ)ม Enterobacteriaceae ที่มีในฐานข0อมูลโลก และลําดับกรดอะมิโนที่คาดเดาจาก
ลําดับนิวคลีโอไทด�ที่หาได0 พบความเหมือนมากกว)า 88% กับเอนไซม�ในกลุ)มเดียวกัน (Mangkalad & 
Charoenpanich, 2011, Mangkalad & Charoenpanich, unpublished data)  เมื่อใช0ข0อมูลลําดับนิวคลีโอ-
ไทด�ที่ได0มาจําลองเป?นโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�เอไมเดสจาก E. aerogenes พบว)าเอนไซม�มีโครงสร0างเป?น
โปรตีนก0อนกลมแบบ α/β ท่ีประกอบด0วย แอลฟา-ฮีลิกซ� (α-helix) จํานวน 6 เกลียว และบีตา-ชีท (β-sheet) 
จํานวน 6 สายท่ีจับกันเป?นแผ)นเรียบ 2 แผ)น ท่ีมีความคล0ายคลึง 45% กับโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�ไนไตร�เลส 
จาก Xanthomonas camprestis ซ่ึงเป?นเอนไซม�ท่ีตัดพันธะระหว)างอะตอมคาร�บอนและไนโตรเจนที่ไม)ใช)พันธะ
เพปไทด� ในกลุ)มของเอนไซม�สลายไนไตร�ล และมีกรดอะมิโนที่คาดว)าจะเก่ียวข0องกับการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�
คือ กรดอะมิโนกลูตามิก ตําแหน)งที่ 27 (glutamic acid; E27) กรดอะมิโนไลซีน ตําแหน)งที่ 92 (lysine; K92) 
และกรดอะมิโนซีสเตอีน ตําแหน)งที่ 126 (cysteine; C126) และได0โคลนยีนเอไมเดสของ E. aerogenes ท่ีจําแนก
ได0เข0าสู) Escherichia coli และเหน่ียวนําการแสดงออกเอนไซม�อะมิเดสท่ีได0 แต)พบว)าริคอมบิแนนท�เอนไซม�มีการ
แสดงออกท่ีมากเกินไปจนจับกันเป?นก0อนตกตะกอนภายในเซลล�ในรูปของอินคลูช่ันบอด้ี และเมื่อเติมยาปฏิชีวนะ
ร)วมในอาหารเล้ียงสําหรับการแสดงออก พบว)าไม)สามารถลดการแสดงออกของริคอมบิแนนท�เอไมเดสในรูปของ
อินคลูช่ันบอด้ีในเซลล�ได0 

ป=จจุบัน ในหลายประเทศมีการประยุกต�ใช0 เอนไซม� ท่ีผลิตจากจุลินทรีย� หรือเซลล�ตรึงของจุลินทรีย� 
(Immobilized cells) ในการสลายสารตกค0างจากกระบวนการอุตสาหกรรม เน่ืองจากเป?นวิธีที่ใช0เวลาไม)นานและ
ไม)ก)อให0เกิดผลกระทบในภายหลัง สําหรับการกําจัดสารเอไมด�และไนไตร�ล เคยมีรายงานเช)นกันถึงการนํากลุ)ม
เอนไซม�สลายไนไตร�ล มาสลายสารเอไมด�และไนไตร�ลท่ีตกค0างในกระบวนการอุตสาหกรรม หรือการเกษตร 
(DiGeronimo & Antoine, 1976; Yamada et al., 1976; Yamada et al., 1980; Bui et al., 1984; 
Nagasawa et al., 1988; Nawaz et al., 1989; Nawaz et al., 1991; Ramkrishna & Desai, 1993; Babu et 
al., 1995; Langdanhl et al., 1996; Fallon et al., 1997; Dhillon & Shivaraman, 1999; Dias et al., 
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2000; Tauber et al., 2000; Dadd et al., 2001; Dias et al., 2001; Wang & Lee, 2001; Lee & Wang, 
2004; Wang et al., 2004; Holtze at al., 2006; Kao et al., 2006; Zheng et al., 2008)  แต)ท้ังน้ี
ประสิทธิภาพในการสลายสารพิษของจุลินทรีย�ก็ยังข้ึนอยู)กับหลายป=จจัย ไม)ว)าจะเป?นความสามารถของจุลินทรีย�ที่
จะดัดแปลงตัวเองให0เจริญในสภาวะแวดล0อมท่ีต)างออกไป เช)น ในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง สภาวะท่ีมีความเป?นกรด
หรือด)าง สภาวะท่ีมีโลหะ ตัวทําละลายอินทรีย� หรือสารพิษบางชนิดปนเป&'อน และป=ญหาในเรื่องของการควบคุม
การแพร)กระจายของจุลินทรีย�จากระบบบําบัดลงสู)แหล)งนํ้าข0างเคียง ขณะเดียวกันการใช0เอนไซม�ในการสลายสาร
กลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล ท่ีเคยมีรายงานมาก)อนหน0าก็ยังมีข0อจํากัดในเรื่องต0นทุนการผลิตเอนไซม�บริสุทธ์ิท่ีจะ
นํามาใช0 ซ่ึงส)วนใหญ)เป?นการนําเข0าจากต)างประเทศ รวมท้ังเมื่อสลายด0วยเอนไซม�แล0ว จําเป?นต0องมีกระบวนการที่
มีประสิทธิภาพในการแยกเอนไซม�ออกจากผลิตภัณฑ�กรดอะคริลิกท่ีได0 ซึ่งเป?นข้ันตอนที่ส้ินเปลืองเวลา ต0นทุน และ
พลังงาน  ดังน้ันโครงการวิจัยน้ีจึงมีเป�าหมายที่จะผลิตเอนไซม�ตรึงรูปศักยภาพสูง สําหรับใช0ในการสลายสารกลุ)ม 
เอไมด�และไนไตร�ลโดยใช0เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ดัดแปลงกรดอะมิโนในบริเวณเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�อะมิเดส 
จาก E. aerogenes (Buranasilp & Charoenpanich, 2011; Mangkalad & Charoenpanich, 2011, 
Mangkalad & Charoenpanich, unpublished data) และตรึงรูปเอนไซม�ที่ผ)านการดัดแปลง เพื่อนํามาใช0ซ้ํา
สําหรับกระบวนการสลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล ในระดับอุตสาหกรรมต)อไป แต)เน่ืองจากอุปสรรคในการ
แสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสของ E. aerogenes ในการดําเนินการวิจัยป2ท่ี 1 จึงไม)สามารถทําการตรึงรูป
เอนไซม�เอไมเดสต)อได0 ในการดําเนินการวิจัยป2ที่ 2 น้ี คณะผู0วิจัยจึงเปล่ียนแผนการดําเนินวิจัยมาเป?นการค0นหา
แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการสลายสารประกอบกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล เพื่อนํามาใช0ในรูปของเซลล�ตรึงสลายการ
ปนเป&'อนของสารกลุ)มดังกล)าวแทน โดยในการดําเนินการวิจัยในป2ท่ี 2 น้ี จะมุ)งเน0นที่การค0นหาแบคทีเรียใต0ทะเลที่
มีศักยภาพในการสลายสารปนเป&'อนอะคริลาไมด� ซึ่งเป?นสารประกอบเอไมด�ที่พบการปนเป&'อนบ)อยในพื้นที่
การเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรมท่ีต0องใช0ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซช่ัน ควบคู)ไปกับความพยายามในการโคลนยีน
และแสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสจาก E. aerogenes ในระบบ Escherichia coli  

1.2 วัตถุประสงค�ของการวิจัย ปHที่ 2 

1. ค0นหาแบคทีเรียท่ีสามารถสลายสารปนเป&'อนอะคริลาไมด�ได0อย)างมีประสิทธิภาพ  
2. โคลนยีนและแสดงออกคอมบิแนนท�เอไมเดสจาก E. aerogenes ในระบบ Escherichia coli  
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บทท่ี 2 
  

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวขFอง 
 

2.1 ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวขFอง 

2.1.1 การปนเป !อนของสารกลุ#มเอไมด�และไนไตร�ลในส่ิงแวดลFอม 

สารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ลที่ใช0เป?นส)วนผสมสําคัญของยาฆ)าแมลงหรือสารกําจัดวัชพืช (Banerjee et 
al., 2002) เป?นสารตกค0างกลุ)มใหญ)ท่ีพบในส่ิงแวดล0อม ซึ่งมีการตรวจพบการปนเป&'อนในพื้นท่ีทางการเกษตรและ
ในแหล)งนํ้าบริเวณใกล0เคียง ในเกือบทุกประเทศของทวีปยุโรปและอเมริกา (European Environment Agency, 
1999; Barbash et al., 2001) นอกจากน้ีหากสารประกอบอินทรีย�ดังกล)าวเกิดการสลายหรือเปล่ียนรูปไปบางส)วน 
โดยกลไกทางชีวภาพที่เกิดจากแบคทีเรียท่ีผิวดินและแหล)งนํ้า อาจทําให0เกิดเป?นสารตัวกลาง (metabolite) ท่ีมีพิษ
ต)อส่ิงแวดล0อม ซึ่งไม)สามารถสลายได0เองทางชีวภาพอีกด0วย (Sinclair and Boxall, 2003; Boxall et al., 2004) 
ยกตัวอย)างเช)น สารตัวกลาง BAM (2,6-dichlorobenzamide) ที่เกิดจากการสลายยาฆ)าแมลงไดคลอเบนนิล 
(dichlobenil) ที่รู0จักในช่ือของไดคลอโรเบนโซไนไตร�ล (2,6-dichloroben zonitrile) ท่ีตรวจพบปริมาณสูงเกิน
ค)าที่กําหนด (>0.1 ไมโครกรัมต)อลิตร) ในตัวอย)างนํ้าผิวดินของพื้นท่ีเกษตรกรรม จํานวน 5000 บริเวณที่ใช0เป?น
แหล)งผลิตนํ้าด่ืมของประเทศเดนมาร�ก จากผลการสํารวจการปนเป&'อนของ BAM ในช)วงระหว)างป2 ค.ศ. 1992 ถึง 
ค.ศ. 2002 (Geological Survey of Denmark and Greenland, 2004) นอกจากน้ียังพบการปนเป&'อนของ BAM 
ในบริเวณแหล)งนํ้าผิวดินของประเทศอ่ืนในภาคพื้นยุโรป เช)น เนเธอร�แลนด� เยอรมนี อิตาลี และสวีเดน อีกด0วย 
(Wolter et al., 2001; Kreuger et al., 2003; Versteegh and teBiesebeek, 2003; Porazzi et al., 2005;)   

จากอดีตถึงป=จจุบันมีรายงานจํานวนไม)น0อยกล)าวถึงความเป?นพิษของสารกลุ)มไนไตร�ลและเอไมด� ที่
สามารถเหน่ียวนําให0เกิดการกลายพันธุ� (mutagenic) และก)อให0เกิดมะเร็ง (carcinogenic) ในสัตว�ทดลองที่ได0รับ
สารกลุ)มดังกล)าวเข0าสู)ร)างกายปริมาณสูงอย)างต)อเน่ืองเป?นเวลานาน (Nawaz et al., 1991; Pollak et al., 1991) 
แต)ในอีกทางหน่ึง สารไนไตร�ลและเอไมด� ก็ยังได0รับการยอมรับว)าเป?นสารประกอบท่ีมีความสําคัญกลุ)มหน่ึงและมี
ความต0องการสูงในอุตสาหกรรมเคมี โดยสามารถใช0เป?นสารต้ังต0นของกระบวนการสังเคราะห�สารอินทรีย�จํานวน
มาก ได0แก) สารประกอบเอไมด�, เอมีน, เอมิดีน, กรดคาร�บอกซิลิก, เอสเทอร�, อัลดีไฮด�, คีโตน และสารประกอบ
เฮเทอโรไซคลิกที่มีคุณค)าทางเศรษฐกิจสูงและนิยมนําไปใช0เป?นสารตัวกลางในอุตสาหกรรมต)างๆ เช)น การผลิต
พลาสติกและยาง การผลิตสีย0อม ระบบบําบัดนํ้าท้ิง เครื่องเขียนและหมึกพิมพ� รวมท้ังใช0เป?นสารช)วยประสานหรือ
ตัวทําละลายในการผลิตยาฆ)าแมลง เป?นแหล)งไนโตรเจนในอาหารสัตว� ส)วนประกอบในเครื่องสําอางและ 
ยาปฏิชีวนะ เป?นต0น (Mathew et al., 1988; Kobayashi et al., 1992; Banerjee et al., 2002; Hu et al., 
2007; Zheng et al., 2007)  

ในช)วงสิบป2ที่ผ)านมา การใช0เอนไซม�เป?นตัวเร)งปฏิกิริยาทางชีวภาพสําหรับการสังเคราะห�สารเคมีทาง
อุตสาหกรรมได0รับความสนใจเพิ่มมากข้ึน เน่ืองจากสามารถเกิดปฏิกิริยาได0ในสภาวะท่ีอ)อนโยนและมีความจําเพาะ
ต)อสับสเตรทสูง ท้ังแบบท่ีมีการคัดเลือกโครงสร0างเคมี (chemo-selectivity) โครงสร0างเรจิโอ (regio-selectivity) 
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และโครงสร0างอิแนนทิโอเมอร� (enantio-selectivity) รวมท้ังไม)เป?นพิษต)อส่ิงแวดล0อม สามารถดําเนินปฏิกิริยาได0
โดยใช0เครื่องมือราคาถูก และสามารถควบคุมความปลอดภัยของปฏิกิริยาได0 (Nawaz et al., 1991; Sheldon 
and Rantwijk, 2004) นอกจากน้ีการใช0เอนไซม�เร)งปฏิกิริยายังสามารถทําการสังเคราะห�สารประกอบท่ีมี
โครงสร0างเคมีซับซ0อนได0อีกด0วย (Patel, 2006) 

ในอีกทางหน่ึง การเปล่ียนหมู)เคมีด0วยกระบวนการทางชีวภาพที่เกิดข้ึนในจุลินทรีย� (biotransforma-
tion) หรือการเลือกใช0เอนไซม�เฉพาะท่ีเก่ียวข0องกับกระบวนการสลายทางชีวภาพ (biodegradation) ของ 
จุลินทรีย� ก็เป?นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีนิยมนํามาประยุกต�ใช0ในอุตสาหกรรมการผลิตสารเคมี สําหรับกระบวนการสลาย
ทางชีวภาพสารกลุ)มไนไตร�ลและเอไมด�ท่ีเกิดข้ึนในจุลินทรีย�น้ัน จะมีเอนไซม�กลุ)มเฉพาะท่ีสามารถเร)งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) พันธะระหว)างคาร�บอนและไนโตรเจน (C-N bond) ที่อยู)ภายในโมเลกุลของสารกลุ)ม
ดังกล)าวท่ีเรียกว)า เอนไซม�สลายไนไตร�ลและเอไมด� (Nitrile-amide hydrolyzing enzyme) 

2.1.2 เอนไซม�สลายไนไตร�ลและเอไมด� 

เอนไซม�สลายไนไตร�ลและเอไมด� เป?นระบบเอนไซม�ที่พบได0ทั่วไปในกระบวนการสลายไนไตร�ลที่เกิดข้ึน
ในจุลินทรีย� ซ่ึงสามารถเกิดได0 2 วิถี คือ วิถีท่ี 1 ที่บางครั้งเรียกว)า วิถีทางตรง เกิดข้ึนจากการทํางานของเอนไซม� 
ไนไตร�เลส (nitrilase) เร)งปฏิกิริยาเปล่ียนไนไตร�ล เป?นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย และวิถีท่ี 2 เป?นปฏิกิริยา
ควบคู)สองปฏิกิริยาท่ีเกิดจากการทํางานของเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส (nitrile hydratase) เปล่ียนรูปไนไตร�ลเป?น
เอไมด� ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาต)อไปจากการทํางานของเอนไซม�เอไมเดส (amidase) เปล่ียนผลิตภัณฑ�เอไมด�ที่เกิดข้ึน
เป?นเป?นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย โดยในป=จจุบันเอนไซม�ท้ัง 3 ชนิดน้ีได0รับความสนใจนํามาใช0เป?นตัวเร)ง
ปฏิกิริยาเพิ่มมากข้ึนในอุตสาหกรรมเคมีที่มีการสังเคราะห�กรดอินทรีย� (Gao et al., 2007; Song et al., 2007; 
Wang et al., 2007) โดยเฉพาะเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสท่ีนิยมนํามาใช0เป?นตัวเร)งปฏิกิริยาพื้นฐานของ
กระบวนการผลิตสารอะคริลาไมด� (acrylamide) และสารประกอบเอไมด�หลายชนิด (Endo et al., 2001; 
Yamada & Kobayashi, 1996) โดยทั่วไปยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสน้ีมักจะมีการจัดเรียงตัว
ในรูปของโอเปรอน (operon) ที่ประกอบด0วยยีนสองยีน (เรียกว)าเป?นหน)วยย)อยแอลฟ�า- และหน)วยย)อยบีต0า- ของ
เอนไซม�) คือ ยีนท่ีกําหนดการสร0างโปรตีนกระตุ0นของเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส (nitrile hydratase activator) 
และยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดส ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาควบคู)เปล่ียนรูปไนไตร�ลเป?นกรดคาร�บอกซิลิก
และแอมโมเนียได0 (Mayaux et al., 1991) 

2.1.3 เอนไซม�เอไมเดส 

เอนไซม�เอไมเดสหรือเอนไซม�อะมิโดไฮโดรเลส (amidohydrolase) มีเลขตามระบบคือ EC 3.5.1.4 จัด
อยู)ในกลุ)มของเอนไซม�ไฮโดรเลส (hydrolase) เร)งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) กรดคาร�บอกซิลิกเอไมด�
โมเลกุลเด่ียว (monocarboxylic acid amide) ได0ผลิตภัณฑ�สองชนิดคือ คาร�บอกซิเลต (carboxylate) และเอมีน 
(amine) ในรูปของแอมโมเนีย ดังแสดงในภาพท่ี 2 ซึ่งพบได0ทั่วไปทั้งในเซลล�โปรคาริโอต (prokaryotic cells) 
และเซลล�ยูคาริโอต (eukaryotic cells) โดยเก่ียวข0องกับเมแทบอลิซึมของไนโตรเจน (nitrogen metabolism)  

   
 
 

ภาพท่ี 2 การเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�เอไมเดส (Sharma et al., 2009) 
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เอนไซม�เอไมเดสเป?นเอนไซม�ที่นิยมนํามาใช0อย)างแพร)หลายในกระบวนการอุตสาหกรรมเคมีและทาง
เภสัชกรรม โดยใช0เป?นตัวเร)งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารกลุ)มเอไมด� แบบที่มีความจําเพาะทางเคมี (chemo-
selective) โครงสร0างเรจิโอ (regioselective) และโครงสร0างอิแนนทิโอเมอร� (enantioselective) เพื่อผลิต
สารประกอบบริสุทธ์ิ เช)น ยาปฏิชีวนะ (ใช0เอนไซม�เพนนิซิลินอะซิเลส, penicillin acylase) การผลิตเพปไทด�  
(ใช0เอนไซม�เพปไทด�เอไมเดส, peptide amidase) การวิเคราะห�ไกลโคโปรตีน (ใช0เอนไซม�กลุ)มแอสพาราจีน 
เอไมเดส, peptide-N4-(N-acetyl-β-D-glucosainyl) asparagines amidase) และการเปล่ียนวงของอิไมด� 
(imide) (ใช0เอนไซม�อิมิเดส, imidase) เป?นต0น นอกจากน้ียังมีการใช0เอนไซม�เอไมเดสเป?นตัวเร)งปฏิกิริยาใน
อุตสาหกรรมการผลิตกรดอะคริลิก ซึ่งเป?นหน)วยโครงสร0างหลักในการสังเคราะห�อะคริลิกเอสเทอร� (acrylic ester) 
ซึ่งเป?นโมโนเมอร�สําหรับโพลีอะคริลิก (polyacrylic acid) ในอุตสาหกรรมการผลิตสีและการขัดเงาเครื่องหนัง หรือ
ใช0เป?นโมโนเมอร�ร)วม (co-monomer) กับเอทิลีน (ethylene) ได0เป?นโพลีเมอร�ท่ีใช0ในการสังเคราะห�เรซินที่
สามารถแลกเปล่ียนไอออน (ion-exchange resin) สําหรับใช0ในการผลิตเครื่องกรองหรือเครื่องกล่ันนํ้า ใช0ในระบบ
บําบัดนํ้าเสีย เป?นต0น (Lira & McCrackin, 1993; Danner et al., 1998) 

เน่ืองจากเอนไซม�เอไมเดสแต)ละชนิดมีกลไกการเร)งปฏิกิริยาท่ีมีความแตกต)างกัน จึงทําให0การจัด
จําแนกกลุ)มของเอนไซม�เอไมเดสยังไม)ชัดเจนนัก ส)วนใหญ)จะจัดจําแนกตามชนิดของการเกิดปฏิกิริยา ลําดับกรด 
อะมิโน และความใกล0เคียงของวงศ�วานวิวัฒนาการ (Chebrou et al., 1996; Pace & Brenner, 2001; 
Fouranad & Arnaud, 2001; Pertsovich et al., 2005) โดยทั่วไปเอนไซม�เอไมเดสสามารถทําปฎิกิริยาได0 4 
ชนิด คือ ปฏิกิริยาอะมิโดทรานส�เฟอเรส (amidotransferase activity) ปฏิกิริยาเอซิลทรานสเฟอเรส 
(acyltransferase activity) ปฏิกิริยาเอซิดทรานสเฟอเรส (acidtransferase activity) และ ปฏิกิริยาเอสเทอ-
ทรานสเฟอเรส (estertransferase activity) จึงทําให0เอนไซม�เอไมเดสสามารถทําปฏิกิริยาได0กับสับสเตรทที่
หลากหลาย และหากทําการจัดจําแนกกลุ)มของเอนไซม�เอไมเดสตามชนิดของการเกิดปฏิกิริยาโดยอาศัย
ความจําเพาะกับสับสเตรทที่แตกต)างกัน สามารถแบ)งเอนไซม�เอไมเดสได0เป?น 2 กลุ)มใหญ)และมีการกําหนดเลขตาม
ระบบคือ EC 3.5.1 (ประกอบด0วยเอนไซม�ท้ังส้ิน 77 ชนิด มีเลขตามระบบคือ 3.5.1.1-3.5.1.77) ท่ีเร)งปฏิกิริยาการ
สลายอะลิฟาติกเอไมด�สายส้ัน (short-chain aliphatic amide) เช)น อะซีตาไมด� (acetamide) อะคริลาไมด� 
(acrylamide) และโพรไพโอนาไมด� (propionamide) เป?นต0น และ EC 3.5.2 (ประกอบด0วยเอนไซม�ทั้งส้ิน 14 
ชนิด ท่ีมีเลขตามระบบต้ังแต) 3.5.2.1 ถึง 3.5.2.14) ซึ่งจะเร)งปฏิกิริยาการสลายอะลิฟาติกเอไมด�สายยาว เช)น  
ไอโซบิวทิราไมด� (isobutyramide) วาลีราไมด� (valeramide) และเฮกซาโนเอไมด� (hexanoamide) โดยต0องทํา
ปฏิกิริยาร)วมกับเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส และมักเป?นเอนไซม�ที่เก่ียวข0องกับเมแทบอลิซึมในการสลายไนไตร�ล 
(nitrile metabolism) ของแบคทีเรีย แต)หากแบ)งเอนไซม�เอไมเดสตามชนิดของสับสเตรทและลักษณะการเร)ง
ปฏิกิริยาจะสามารถแบ)งได0เป?น 7 กลุ)ม ดังสรุปในภาพที่ 3 ซ่ึงชนิดของเอนไซม�เอไมเดสที่หาได0ง)ายในแบคทีเรียและ
นิยมนํามาประยุกต�ใช0ในระดับอุตสาหกรรมสูงท่ีสุดคือ เอนไซม�เอซิลาไมด� อะมิโดไฮโดรเลส (acylamide 
amidohydrolase; EC 3.5.1.4) ที่เร)งปฏิกิริยาการสลายอะลิฟาติกเอซิลาไมด� (aliphatic acylamide) ได0เป?นคู)
กรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย   
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      ภาพที่ 3 การจัดจําแนกชนิดของเอนไซม�เอไมเดสที่เสนอโดย Monica Sharma และคณะ (2009) 

ในป=จจุบันยังนิยมนําเอนไซม�เอไมเดสมาใช0ในการเปล่ียนรูปสารกลุ)มไนไตรล�และเอไมด� เพื่อผลิตกรด
อินทรีย� (organic acids) ท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจหลายชนิด ยกตัวอย)างเช)น กรดอะคริลิก (acrylic acid) 
กรดพารา-อะมิโนเบนโซอิก (p-aminobenzoic acid) กรดไพราซิโนอิก (pyrazinoic acid) กรดนิโคตินิก 
(nicotinic acid) เป?นต0น และยังสามารถนําคุณสมบัติในการเปล่ียนรูปสารมาใช0ในกระบวนการบําบัดทางชีวภาพ
สารปนเป&'อนกลุ)มไนไตร�ลและเอไมด�ท่ีมักพบการตกค0างในบริเวณโรงงานอุตสาหกรรมและพื้นที่เกษตรกรรมที่มีการ
ใช0ยาฆ)าแมลงจํานวนมาก (Barsomine et al., 1990, Benerjee et al., 2002, Fournand & Arnaud, 2001; 
Sugai et al., 1997) ดังกล)าวมาแล0ว 

สําหรับการจัดจําแนกชนิดของเอนไซม�เอไมเดสตามความคล0ายคลึงของลําดับกรดอะมิโน โดยทําการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับฐานข0อมูลลําดับกรดอะมิโนที่เคยมีรายงาน พบความคล0ายคลึงของลําดับกรด 
อะมิโนของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�อะลิฟาติกเอไมเดสกลุ)มท่ี 1 (EC 3.5.1) อย)างมีนัยสําคัญทางสถิติกับยีนที่
กําหนดการสร0างเอนไซม�ไนไตร�เลส, ไซยาไนด�ไฮดราเทส (cyanide hydratase) และ บีต0า-อะลานีนซินเทส (β-
alanine synthase) ซ่ึง Bork และ Koonin (1994) เคยรายงานว)าเอนไซม�เหล)าน้ีเป?นเอนไซม�ท่ีเก่ียวข0องกับ
ปฏิกิริยารีดักช่ัน (reduction) ของสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย�และการผลิตแอมโมเนีย โดยมีบริเวณโมทิฟ 
(motif) หลายบริเวณที่มีความอนุรักษ� โดยพบว)ากรดอะมิโนซีสเทอีนและกลูตามิคเป?นกรดอะมิโนท่ีมีความอนุรักษ�
สูงและอาจจะเก่ียวข0องกับกลไกการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�ในกลุ)มน้ี ต)อมาในป2 ค.ศ. 1996 Chebrou และคณะ
ได0ทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�อะฟาติกเอไมด�กลุ)มท่ี 2 (EC 3.5.2) 
พบว)ามีความคล0ายคลึงกับลําดับกรดอะมิโนของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�อินโดลอะซิตาไมด�ไฮโดรเลส 
(indole-acetamide hydrolase) หลายชนิด, 6-อะมิโนเฮกซาโนอะซีไซคลิกไดเมอร�ไฮโดรเลส (6-amino 
hexanoatecyclic-dimer hydrolase; EC 3.5.2.12) และเอไมเดสจากยีสต�และฟ=งไจหลายชนิด (EC 3.5) โดย
พบว)ามีโครงสร0างจตุรภูมิ (quaternary structure) ที่คล0ายคลึงกันคือมีการจับตัวเป?นโครงสร0างเชิงซ0อนไดเมอร� 
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(homodimeric complex) หรืออ�อกตาเมอร� (homooctameric complex) ที่คล0ายกันมาก (Kobayashi et al., 
1997; Novo et al., 1995; Chebrou et al., 1996; Mayaux et al., 1991) นอกจากน้ียังพบว)าเอนไซม�ทั้งหมด
มีบริเวณโมทิฟที่ประกอบด0วยกรดอะมิโนไกลซีนและเซรีน (GGSS motif) ท่ีมีความอนุรักษ�สูงและน)าจะเก่ียวข0อง
กับกลไกการเร)งปฏิกิริยา และยังมีกรดอะมิโนที่พบความอนุรักษ�ที่ตําแหน)งหลังจากบริเวณโมทิฟ GGSS คือ ไกลซีน 
แอสปาติก และเซรีน ที่ตําแหน)ง 17 19 และ 23 หลัง (downstream) จากบริเวณโมทิฟ GGSS (Chebrou et al., 
1996) และเป?นเอนไซม�ท่ีเก่ียวข0องกับปฏิกิริยารีดักช่ันของสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย�และการผลิตแอมโมเนีย
เช)นกัน ดังน้ันเมื่อพิจารณาจากความคล0ายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนทําให0แบ)งเอนไซม�เอไมเดสท้ังสองกลุ)มได0
เป?นกลุ)มเดียวกัน ท่ีมีการจับตัวเป?นโครงสร0างโฮโมเททราเมอร� (homotetrameric structure) หรือโครงสร0างโฮ
โมเฮกซาเมอร� (homohexameric structure) ในรูปที่แอคทีฟ ซ่ึงชอบเร)งปฏิกิริยาการสลายอะลิฟาติกเอไมด�สาย
ส้ัน (Fournand & Arnaud, 2001; Pertsovich et al., 2005) 

สําหรับการจัดจําแนกกลุ)มของเอนไซม�เอไมเดสจากความใกล0เคียงของวงศ�วานวิวัฒนาการพบว)า ยีนที่
กําหนดการสร0างเอนไซม�อะลิฟาติกเอไมเดสน้ันมีความใกล0เคียงทางวงศ�วานวิวัฒนาการกับยีนท่ีกําหนดการสร0าง
เอนไซม�ไนไตร�เลส และพบว)ามีรากฐานทางวิวัฒนาการมาจากกลุ)มเอนไซม�ซัลไฮดริล (sulfhydryl enzyme 
family) โดยมีรายงานว)ากรดอะมิโนซีสเทอีนเป?นกรดอะมิโนหลักท่ีทําหน0าที่เป?นนิวคลีโอไฟล� (nucleophile) ใน
กลไกการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม� ซึ่งมีการยืนยันจากแบบจําลองโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�เอไมเดสจาก 
Pseudomonas aeruginosa ที่ถูกสร0างข้ึนโดยใช0โครงสร0างของผลึกเอนไซม�ไนไตร�เลส NitFhit เป?นแบบจําลอง
แม)แบบ พบบริเวณที่น)าจะเก่ียวข0องกับการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�ในกลุ)มไนไตร�เลสคือ Cys-Glu-Lys (Novo et 
al., 2002) และพบกรดอะมิโนที่เก่ียวข0องกับบริเวณแอคทีฟ ซ่ึงมีความอนุรักษ�สูงในกลุ)มเอนไซม�เอไมเดสที่มีการ
คัดเลือกโครงสร0างอิแนนทิโอ คือ Asp191 และ Ser195 ซึ่งเคยมีรายงานมาแล0วว)าการแทนที่ Asp ตําแหน)งท่ี 191 
ด0วย Asn และการแทนท่ี Ser ตําแหน)งท่ี 195 ด0วย Ala ในยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสของ 
Rhodococcus sp. น้ันส)งผลให0แอคติวิตีของเอนไซม�เอไมเดสลดลงได0 (Novo et al., 1995) ซ่ึงลําดับกรดอะมิโน
เหล)าน้ียังพบได0ในบริเวณแอคทีฟของเอนไซม�แอสปาติกโปรติเนส (aspartic proteinase) อีกด0วย ดังน้ันจึงมี
ข0อสรุปท่ีอาจจะเป?นไปได0ว)าเอนไซม�เอไมเดสท่ีเร)งปฏิกิริยาแบบคัดเลือกโครงสร0างอิแนนทิโอเมอร�ซึ่งต0องเร)ง
ปฏิกิริยาควบคู)กับเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสน้ันมีความสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการใกล0เคียงกับเอนไซม�แอสปาติกโปร
ติเนส ซึ่งต)อมาในป2 ค.ศ. 2000 Karmali และคณะ ได0ทดลองเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตามิกตําแหน)งที่ 96 เป?นวาลีน 
ของยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสของ P. aeroginosa แล0วพบว)าส)งผลให0เกิดการแยกตัวของหน)วยย)อย
จากโครงสร0างเฮกซาเมอร�เป?นโครงสร0างไดเมอร� ที่ส)งผลให0เอนไซม�สูญเสียแอคติวิตีท้ังหมดได0 

2.1.4 การใชFแบคทีเรียและเอนไซม�สลายสารอะคริลาไมด� สารกลุ#มเอไมด�และไนไตร�ล 

ในอดีตมีรายงานการค0นพบจุลินทรีย�หลายชนิดท่ีสามารถย)อยสลายสารกลุ)มเอไมด�ได0 ท้ังกลุ)มอะลิฟา-
ติก (aliphatic) และกลุ)มอะโรมาติก (aromatic) (Friedrick & Mitrenga, 1981; Grant & Wilson 1973; Hynes 
& Pateman, 1970; Kagayama & Ohe, 1990) แต)สําหรับสารอะคริลาไมด�น้ัน ยังไม)ค)อยมีการค0นพบจุลินทรีย�ที่
สามารถใช0อะคริลาไมด�เป?นแหล)งพลังงานสําหรับการเจริญมากนัก ทั้งน้ี อาจเน่ืองมาจากผลกระทบของสาร 
อะคริลาไมด�ท่ีมีผลยับย้ังการทํางานของเอนไซม�กลูทาไทโอนเอส-ทรานส�เฟอเรส (glutathione-s-transferase) ที่
เก่ียวข0องกับกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล� (detoxication) โดยการเข0าจับกับหมู)ซัลไฮดริล (sulfhydryl 
group) ของเอนไซม�ดังกล)าว (Dixit et al., 1980) ส)งผลให0เกิดการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย�ส)วนใหญ) (Cavins 
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& Friedman, 1968) ด0วยเหตุน้ี จึงทําให0วิธีการกําจัดการตกค0างของสารอะคริลาไมด�ในอดีตทําได0เพียงแค)การ 
โพลีเมอร�ไรส�อะคริลาไมด�ให0เป?นโพลีอะคริลาไมด� ซ่ึงเป?นรูปท่ีไม)มีพิษ แต)จากข0อจํากัดของปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซช่ัน
ที่ต0องใช0สารเคมีเพิ่มเติมท่ีมีราคาแพง เช)น แอมโมเนียมเปอร�ซัลเฟต (ammonium persulphate) และทีเมด (N, 
N, N’, N’-tetramethylenediamine; TEMED) สําหรับให0อนุมูลอิสระในการเริ่มต0นของปฏิกิริยาและเป?นตัวเร)ง
ปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซช่ัน ตามลําดับ นอกจากน้ี ยังพบป=ญหาการโพลีเมอร�ไรส�ที่ไม)สมบูรณ� (incomplete 
polymerization) ของสารอะคริลาไมด�และการสลายได0เองของโพลีอะคริลาไมด�เป?นอะคริลาไมด�อีกครั้งเมื่อถูก
ความร0อนหรือแสง (Smith et al., 1996) จากป=ญหาดังกล)าว กระตุ0นให0นักวิจัยหันกลับมาสนใจศึกษาการ
กําจัดอะคริลาไมด�โดยใช0จุลินทรีย�บําบัด (bioremediation) อีกคร้ัง เพราะเป?นวิธีที่มีประสิทธิภาพและมีราคาไม)
แพง   

จุลินทรีย�ท่ีสามารถใช0ประโยชน�จากอะคริลาไมด�เป?นแหล)งพลังงานและสารอาหารในการเจริญน้ัน มี
การค0นพบครั้งแรกจากตัวอย)างนํ้าในแม)นํ้าและดิน (Brown et al., 1982; Cherry et al., 1956; Croll et al., 
1974; Lande et al., 1979) แต)ไม)ได0มีการคัดเลือกและจําแนกสายพันธุ�อย)างแน)นอน จนกระทั่งในป2ค .ศ . 1982 
Asano และคณะ ได0ทําการคัดเลือก  Pseudomonas chlororaphis B23 จากตัวอย)างดินที่มีการปนเป&'อนของ
อะคริลาไมด� ทําให0หลังจากน้ันได0มีการค0นพบและศึกษาคุณสมบัติในการสลายสารอะคริลาไมด�ของแบคทีเรียชนิด
ต)างๆ หลากหลายมากข้ึน ไม)ว)าจะเป?นใน Rhodococcus rhodocrhous J1, P. stutzeri, Xanthomonas 
maltophilia, R. erythropolis, Rhodopseudomonas palustris (Hirrlinger et al., 1996; Nagasawa & 
Yamada, 1989; Nawaz et al., 1993; Nawaz et al., 1994; Shanker et al., 1990; Wang & Lee, 2001; 
Wampler & Ensign, 2005; Zabaznaya et al., 1998)  

กลไกการสลายอะคริลาไมด�เริ่มต0นโดยอาศัยปฏิกิริยาดีอะมิเดช่ัน (deamidation) จากการทํางานของ
เอนไซม�เอไมเดสหรือที่รู0จักกันดีว)าเอนไซม�อะมิโดไฮโดรเลส เปล่ียนอะคริลาไมด�เป?นแอมโมเนียและกรดอะคริลิก 
(acrylic acid) หรือท่ีรู0จักในช่ืออะคริเลต (acrylate) (Nawaz et al., 1998, Nawaz et al., 1994, Shanker et 
al., 1990, Sluis et al., 2002) ซึ่งเป?นสารเคมีท่ีมีพิษน0อยลงและไม)มีอันตรายต)อส่ิงมีชิวิต (Verschueren, 1977) 
ที่จะถูกสลายต)อไปโดยเอนไซม�ท่ีเก่ียวข0องในกระบวนการสลายอะคริเลต (acrylate catabolism) ท่ีมีอยู)เองใน
เซลล�ของจุลินทรีย�น้ัน เช)น เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลช่ัน (hydroxylation) เป?นบีตา-ไฮดรอกซีโพไพโอเนท (β-
hydroxypropionate) ที่จะถูกออกซิไดส�ต)อไปเป?นคาร�บอนไดออกไซด� หรือเกิดปฏิกิริยารีดักช่ัน (reduction) 
เป?นโพรไพโอเนท  (propionate) โดยการทํางานของเอนไซม�กลุ)มอะคริลิกเอซิดรีดักเทส (acrylic acid 
reductase) เป?นต0น (จิตติมา เจริญพานิช, 2551; Wampler & Ensign, 2005)   

ป=จจุบันในหลายประเทศ มีการประยุกต�ใช0เอนไซม�ท่ีผลิตจากจุลินทรีย� ในการสลายสารตกค0างจาก
กระบวนการอุตสาหกรรม เน่ืองจากเป?นวิธีที่ใช0เวลาไม)นานและไม)ก)อให0เกิดผลกระทบในภายหลัง สําหรับการ
กําจัดอะคริลาไมด�เคยมีรายงานเช)นกันถึงการนําเอนไซม�เอไมเดสบริสุทธ์ิมาใช0ในการบําบัด อะคริลาไมด�ท่ีตกค0างใน
ถังพักนํ้าของระบบบําบัดนํ้าเสียในโรงงานอุตสาหกรรม (Nawaz et al., 1993; Nawaz et al., 1998; Prabu & 
Thatheyus, 2007; Wang & Lee, 2001) เช)นงานวิจัยของ Nagasawa และ Yamada (1989) ที่นําเอนไซม� 
เอไมเดสบริสุทธ์ิ จากเซลล�แบคทีเรียท่ีใช0อะคริลาไมด�ในการเจริญมาล0างพิษอะคริลาไมด�และใช0เป?นตัวเร)งปฏิกิริยา
ทางชีวภาพในกระบวนการผลิตกรดอะคิลิกในระดับปริมาณมาก หรืองานวิจัยของ Shanker และคณะ ในป2 1990 
ที่แยก Pseudomonas sp. ซึ่งเป?นแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) รูปแท)งขนาดเล็ก (short rod) 
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เคล่ือนที่ได0 (motile) และต0องการออกซิเจนในการเจริญ (aerobic) จากดินในสวนเขตร0อนโดยวิธีการบํารุง 
(enrichment) ในอาหารที่มีอะคริลาไมด� โดยพบว)าแบคทีเรียสามารถสลายอะคริลาไมด�ได0ถึง 4 กรัมต)อลิตร เป?น
กรดอะคริลิคและแอมโมเนียเพื่อใช0เป?นแหล)งคาร�บอนและไนโตรเจนในการเจริญ โดยใช0เอนไซม�เอไมเดสเป?นตัวเร)ง
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของอะคริลาไมด� ซึ่งจะทํางานได0ดีในเอไมด�สายส้ัน (short chain amides) ได0แก) ฟอร�มาไมด� 
(formamide)  อะซีตาไมด� (acetamide) แต)ไม)ทําปฏิกิริยากับสารอนุพันธ�ของอะคริลาไมด� (acrylamide 
analogues) เช)น เมทาคริลาไมด� (methacrylamide) และเมทิลีนบิสอะคริลาไมด� (N,N-methylene 
bisacrylamide) ความสามารถของเอนไซม�จะถูกกดดัน (repression) ได0โดยซักซิเนท (succinate) ในสภาวะที่มี
และไม)มีแหล)งไนโตรเจน 

หรือในป2ค.ศ. 1993 Nawaz และคณะ ทําการแยก Pseudomonas และ X.maltophilia และ
ประยุกต�ใช0เซลล�ตรึงหรือ เอนไซม�เอไมเดส ท่ีผลิตจากเช้ือเหล)าน้ี ในการสลายการปนเป&'อนของอะคริลาไมด� และ
ต)อมาในป2 1994 คณะผู0วิจัยเดียวกันทําการแยก Rhodococcus ที่ใช0อะคริลาไมด�เป?นสารต้ังต0นในการเจริญ จาก
ดินที่มีการเจือปนของยาฆ)าแมลง และทําบริสุทธ์ิรวมท้ังศึกษาลักษณะเฉพาะของเอนไซม�เอไมเดสบริสุทธ์ิที่ได0 
พบว)ามีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 360 กิโลดอลตัน ที่ประกอบด0วยแปดหน)วยย)อย (subunit) สภาวะที่เหมาะสมใน
การทํางานของเอนไซม�คือ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และค)าพีเอชเท)ากับ 8.5 มีค)า pI (isoelectric point) ที่ 
4.0 เอนไซม�มีความจําเพาะสูงกับอะคริลาไมด�และอะซีตาไมด� นอกจากน้ียังพบว)า ในโมเลกุลของเอนไซม�
ประกอบด0วยเหล็กแปดโมล แอคติวิตีของเอนไซม�ถูกยับย้ังได0โดยโลหะหนักและสารท่ีขัดขวางหมู)ไทโอล (thiol 
blocking reagents) กรดอะมิโน 18 ตัวแรกท่ีปลายอะมิโนแสดงความใกล0เคียง (homology) ร0อยละ 88 กับ 
เอนไซม�อะลิฟาติกเอไมเดสใน Brevibacterium sp. Strain R312  

Hirrlinger และคณะ (1996) แยก R. erythropolis จากเช้ือท่ีสลายเอริลโพไพโอนาไมด� (2-
arylpropionamides) พบว)าสามารถสลายอะคริลาไมด�เป?นกรดอะคริลิคและแอมโมเนียได0ด0วยเช)นกัน  ซึ่งในป2
เดียวกัน Nawaz และคณะ ทําบริสุทธ์ิเอนไซม�เอไมเดสที่สามารถสลายอะคริลาไมด�และอะลิฟาติกเอไมด�จาก 
Klebsiella pneumonia NCTR1 พบว)าเอนไซม�มีลักษณะเป?นโมโนเมอร�ที่มีมวลโมเลกุล 62,000 ดาลตัน ทํางาน
ได0ดีที่ค)าพีเอชเท)ากับ 7.0 และท่ีอุณหภูมิเท)ากับ 65 องศาเซลเซียส เอนไซม�บริสุทธ์ิมีหมู)ซัลไฮดริล (sulfhydryl 
group; -SH) อยู)ในบริเวณแอคทีฟ (active sites) และช)วยในการเร)งปฏิกิริยา และพบว)าในโมเลกุลของเอนไซม�มี
โคบอล (Co2+) และเหล็ก (Fe2+) เป?นองค�ประกอบด0วย 

ต)อมาในป2 1998 Nawaz และคณะ ทําการทดสอบป=จจัยทางกายภาพท่ีมีผลต)อกระบวนการสลาย
อะคริลาไมด�โดยเซลล�ตรึง Rhodococcus sp. พบว)า ที่ความเข0มข0นสูงของอะคริลาไมด� 128 มิลลิโมลาร� สามารถ
ยับย้ังการเจริญของเซลล�แบคทีเรียได0 และในท่ีอุณหภูมิสูงๆ ความสามารถในการสลายอะคริลาไมด�ก็จะเพิ่มมากข้ึน 
ค)าพีเอชที่เหมาะสมในการสลายอะคริลาไมด�ของเซลล�ตรึงคือท่ี 7.0 โลหะคอปเปอร� (Cu2+) และนิกเคิล (Ni2+) 
สามารถยับย้ังการสลายอะคริลาไมด�ได0 แสดงว)า ในบริเวณแอคทีฟของเอนไซม�เอไมเดสท่ีเร)งปฏิกิริยาการสลาย
อะคริลาไมด�ประกอบด0วยหมู)ซัลไฮดริล ส)วนอัตราเร็วในการสลาย (rates of degradation) เพิ่มข้ึนได0โดยการ
เหน่ียวนําของเหล็ก และจะลดลงได0จากสารพวกคลีเลเตอร� (chelator) เช)น EDTA หรือ 1,10-phenanthroline 
บ)งช้ีถึงความเก่ียวข0องของเหล็กในบริเวณเร)งของเอนไซม�เอไมเดส นอกจากน้ียังพบว)าเซลล�ตรึงท่ีเตรียมแล0ว
สามารถเก็บไว0ใช0งานต)อได0นานถึงสิบวัน โดยไม)มีผลกระทบต)อการสูญเสียอัตราการสลายอะคริลาไมด�แต)อย)างไร   
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สําหรับงานวิจัยในประเทศไทยน้ันได0มีรายงานถึงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสลายอะคริลาไมด�ใน
ระดับห0องปฏิบัติการคือ Enterobacter aerogenes และ Kluyvera georgiana ท่ีคัดแยกมาจากนํ้าทิ้งชุมชนใน
จังหวัดชลบุรี ซึ่งพบว)า E. aerogenes สามารถเจริญได0ดีท่ีค)าพีเอช 6.0-9.0 และท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ขณะที่ของ K. georgiana คือ ท่ีค)าพีเอช 5.0-7.0 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ�
สามารถใช0ประโยชน�สารอะคริลาไมด�ได0ท่ีความเข0มข0นสูงถึงร0อยละ 0.5 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) การย)อยสลายสาร
อะคริลาไมด� เป?นกรดอะคริลิกน้ัน จะเร่ิมในช)วงปลายของระยะเจริญแบบลอการิทึมในลักษณะท่ีข้ึนกับมวลชีวภาพ
ของแบคทีเรีย เม่ือวิเคราะห�ความสมดุลของมวลพบว)า แบคทีเรียทั้งสองสามารถเปล่ียนสารอะคริลาไมด�เป?นกรด
อะคริลิกและสารประกอบท่ีมีความมีข้ัวตํ่าสองชนิด ที่ร0อยละการเปล่ียนมากกว)า 90 และยังสามารถสลายสาร 
อะลิฟาติกเอไมด�ได0หลายชนิด ท่ีไม)อยู)ในรูปของสารอนุพันธ�เอไมด� โดยมีความสามารถในการสลายสารเอไมด�สาย
ส้ันและยูเรียได0ที่ร0อยละการเปล่ียนมากกว)า 80 (Buranasilp & Charoenpanich, 2011; Thanyacharoen et 
al., 2012) การค0นพบน้ีแสดงให0เห็นถึงความน)าสนใจของแบคทีเรียใหม)ท้ังสองสายพันธุ� ที่จะนํามาใช0ในการสลาย
ทางชีวภาพ สารอะคริลาไมด�และสารอะลิฟาติกเอไมด�อ่ืนๆที่พบในส่ิงแวดล0อม 

แบคทีเรียสลายไนไตร�ลและเอไมด� เป?นกลุ)มของแบคทีเรียท่ีได0รับการยืนยันแล0วว)า มีระบบเอนไซม�ที่
สามารถเปล่ียนรูปสารประกอบไนไตร�ลและเอไมด�ได0เป?นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย  ซึ่งมีการนํามา
ประยุกต�ใช0ในกระบวนบําบัดสารพิษทางชีวภาพ (bioremediation) อย)างแพร)หลาย จากอดีตจนถึงป=จจุบัน 
(DiGeronimo & Antoine, 1976; Yamada et al., 1976; Yamada et al., 1980; Bui et al., 1984; 
Nagasawa et al., 1988; Nawaz et al., 1989; Nawaz et al., 1991; Ramkrishna & Desai, 1993; Babu et 
al., 1995; Langdanhl et al., 1996; Fallon et al., 1997; Dhillon & Shivaraman, 1999; Dias et al., 
2000; Tauber et al., 2000; Dadd et al., 2001; Dias et al., 2001; Wang & Lee, 2001; Lee & Wang, 
2004; Wang et al., 2004; Holtze at al., 2006; Kao et al., 2006; Zheng et al., 2008) และมีรายงานวิจัย
จํานวนมากยืนยันแล0วว)า เอนไซม�ไนไตร�เลส มักเป?นเอนไซม�ท่ีมีความจําเพาะในการเร)งปฏิกิริยากับสารกลุ)มอะโร-
มาติกไนไตร�ล (aromatic nitrile) เช)น เอริลอะซีโตไนไตร�ล (arylacetonitrile) เบนโซไนไตร�ล (benzonitrile) 
และโครโตโนไนไตร�ล (crotononitrile) ดังที่เคยมีรายงานมาแล0วในแบคทีเรียกลุ)ม Rhodococcus, Fusarium 
และ Bacillus (Harper, 1977a; Harper, 1977b; Harper, 1985; Goldlust & Bohak, 1989; Kobayashi et 
al., 1989; Kobayashi et al., 1990; Hoyle et al., 1998; Almatawah et al., 1999; Nagasawa et al., 
2000) ขณะที่ระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดส น้ันมีความจําเพาะต)อสับสเตรทท่ีเป?นอะลิฟาติก 
ไนไตร�ล (aliphatic nitrile) เฮเทอโรไซคลิกไนไตร�ล (heterocyclic nitrile) และเอไมด� เช)น อะซีโต- 
ไนไตร�ล (acetonitrile) อะคริโลไนไตร�ล (acrylonitrile) อะมิโนโพรไพโอไนไตร�ล (aminopropionitrile) ไพยาซิ-
ไนไตร�ล (pyazinitrile) อะคริลาไมด� (acrylamide) ไฮดรอกซีฟ2นิลอะซีตาไมด� (hydroxyphenylacetamide) 
และไพราซินาไมด� (pyrazinamide) มากกว)าซึ่งเคยมีรายงานในแบคทีเรียกลุ)ม Bacillus, Rhodococcus และ 
Klebsiella  (Tauber et al., 2000; Reilly & Turner, 2003; Kao et al., 2006; Okamoto & Eltis, 2007; 
Zheng et al., 2008) ดังตัวอย)างงานวิจัยของ Holtze และคณะในป2 ค.ศ. 2006 ท่ีรายงานว)าเอนไซม�ไนไตร�เลสใน
แบคทีเรียท่ีแยกจากดิน ชอบที่จะสลายเบนโซไนไตร�ล มากกว)าสารกลุ)มอะลิฟาติกไนไตร�ล ซึ่งให0ผลการทดลองที่
สอดคล0องกับเอนไซม�ไนไตร�เลสของ Rhodococcus rhodochrous NCIMB 11216  ที่รายงานโดย Hoyle และ
คณะ ในป2 ค.ศ. 1998  ขณะท่ี Maestracci และคณะ (1984) พบว)าระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดสใน 
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Brevibacterium sp. R312 มีความจําเพาะกับสับสเตรทท่ีหลากหลาย ได0แก) อะซีโตไนไตร�ล, โพรไพโอไนไตร�ล, 
อะคริโลไนไตร�ล และเมทาอะคริโลไนไตร�ล (methacrylonitrile) รวมท้ังสารประกอบอะลิฟาติกเอไมด�สายส้ัน เช)น 
อะคริลาไมด�และอะซีตาไมด� (acetamide) เป?นต0น  

ในป2 ค.ศ. 2000 Tauber และคณะ ใช0ระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดส ของ Rhodococcus 
rhodochrous สลายอะคริลิกไฟเบอร� (acrylic fiber) และโพลีอะคริโลไนไตร�ล ขณะท่ี Kao และคณะ (2006) 
ศึกษาการใช0ระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดส ของ Klebsiella oxytoca  สลายไนไตร�ลหลายชนิด พบว)า
เอนไซม�มีความจําเพาะกับซักซิโนไนไตร�ล (succinonitrile) วาลีโรไนไตร�ล (valeronitrile) อะซีโตไนไตร�ล และ 
โพรไพโอนาไมด� หรืองานวิจัยของ Okamoto และ Eltis (2007) ท่ีรายงานว)า เอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตสบริสุทธ์ิ
จาก Rhodococcus sp. RHA1 ชอบที่จะสลายอะซีโตไนไตร�ลและโพรไพโอไนไตร�ล (ค)า kcat/Km ประมาณ 7 mM-

1s-1) มากกว)าอะคริโรไนไตร�ลและบิวทิโรไนไตร�ล ขณะท่ีงานวิจัยของ Zheng และคณะ (2008) พบว)าเอนไซม� 
ไนไตร�เลสของ Bacillus subtilis ZJB-063 มีความจําเพาะสูงกับเอริลอะซีโตไนไตร�ล แต)ระบบเอนไซม�ไนไตร�ล-
ไฮดราเตส/เอไมเดส ในแบคทีเรียชนิดน้ีไม)สามารถใช0สับสเตรทเอริลอะซีโตไนไตร�ลได0เลย 

สําหรับงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการโคลนยีนและแสดงออกปริมาณสูงเอนไซม�เอไมเดสท่ีจําเพาะต)ออะคริลา-
ไมด�และ/หรือสารกลุ)มเอไมด� น้ันยังพบรายงานไม)มากนัก ท่ีมีรายงานได0แก) รายงานวิจัยของ Cheong และ Oriel 
ในป2 ค.ศ. 2000 ที่ทําการโคลนยีนเอไมเดสจาก Bacillus stearothermophilus BR388 เข0าสู) Escherichia coli 
DH5α พบว)าเอนไซม�ท่ีแสดงออกจากโคลนสามารถสลายอะคริลาไมด�ได0ดีท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ค)าพีเอช
เท)ากับ 7.0 และความเข0มข0นของอะคริลาไมด�คือ 1 โมลาร� และเม่ือทําการมิวเตช่ัน (mutation) เอนไซม�ท่ีได0 โดย
การเปล่ียนกรดอะมิโนฮีสทิดีนท่ีตําแหน)ง 26 (His26) เป?นกรดอะมิโนอาร�จินีน (Arginine) พบว)าปริมาณการ
แสดงออกของเอนไซม�มีค)าเพิ่มข้ึน 23 เท)า หรืองานวิจัยของ Kin และ Oriel ในป2เดียวกันท่ีทําการแยก Bacillus 
sp. BR449 ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม�เอไมเดสและเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส (nitrile hydratase)  และทําการโคลน
เอนไซม�เอไมเดสเข0าสู) E. coli DH5α และแสดงออกเอนไซม�เอไมเดส พบว)าเอนไซม�มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 
38.6 กิโลดาลตัน และแสดงแอคติวิต้ีของเอนไซม�เอไมเดสเท)ากับ 3.2 หน)วยเอนไซม� ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เป?นเวลา 5 นาที ขณะที่เอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสชนิดบีต0า- (β-nitrile hydratase) และ แอลฟา- (α-nitrile 
hydratase) มีขนาดมวลโมเลกุลเท)ากับ 26.5 และ 24.5 กิโลดาลตัน ตามลําดับ และแสดงแอคติวิต้ีของเอนไซม�ไน
ไตร�ลไฮดราเทสเท)ากับ 20 หน)วยเอนไซม� ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป?นเวลา 5 นาที และยังพบว)าเม่ือใช0 
อะคริลาไมด�เป?นสับสเตรทของเอนไซม�เอไมเดสจะทําให0เอนไซม�แสดงแอคติวิต้ีได0สูงข้ึนเป?น 4.8 หน)วยเอนไซม� 
ขณะที่เมื่อใช0อะคริโลไนไตร�ล (acrylonitrile) เป?นสับสเตรทของเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส จะทําให0เอนไซม�แสดง
แอคติวิต้ีได0เท)ากับ 22 หน)วยเอนไซม� 

ในป2 ค.ศ. 2006 Ryabchenko และคณะ ทําการโคลนยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสจาก 
Rhodococcus rhodochrous M8 โดยเทคนิคพีซีอาร�ด0วยการใช0ไพรเมอร� (primer) ท่ีออกแบบมาจากลําดับ
กรดอะมิโนของเพปไทด� (peptide) ที่ได0จากการย)อยเอนไซม�เอไมเดสด0วยเอนไซม�ทริปซิน (trypsin) และ
ตรวจสอบความสามารถในการไฮโดรไลซิสสับสเตรทในกลุ)มเอไมด�พบว)า เอนไซม�ท่ีแสดงออกมีความจําเพาะต)อ
สับสเตรทท่ีเป?นอะลิฟาติกเอไมด� (aliphatic amide) สายส้ันรวมทั้งอะคริลาไมด�ด0วย แต)ปริมาณของเอนไซม� 
เอไมเดสท่ีโคลนได0มีการแสดงออกในระดับท่ีไม)สูงกว)าเช้ือด้ังเดิม (wild type) มากนัก ซึ่งในป2เดียวกันน้ีได0มี
รายงานวิจัยของ Yoichi Suzuki และ Hiromichi Ohta ถึงความเสถียรที่อุณหภูมิสูงและการคัดเลือกโครงสร0าง
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อิแนนทิโอเมอร�ของเอนไซม�เอไมเดสที่ได0จากการคลายตัวอินคลูช่ันบอด้ีท่ีเกิดจากการโคลนยีนท่ีกําหนดการสร0าง
เอนไซม�เอไมเดสของ Sulfolobus tokodaii strain 7 ใน E.coli BL21(DE3) โดยพบว)าริคอมบิแนนท�เอไมเดสมี
ขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 47 กิโลดาลตัน และสามารถทํางานได0ดีที่อุณหภูมิระหว)าง 37-80 องศาเซลเซียส ท่ีค)า
พีเอช 7.5 เมื่อใช0เบนซาไมด�เป?นสับสเตรท และอุณหภูมิที่เหมาะต)อการทํางานของเอนไซม�คือที่อุณหภูมิ  75  
องศาเซลเซียส ท่ีแสดงแอคติวิต้ีของเอนไซม�เอไมเดสเท)ากับ 8.7 หน)วยเอนไซม� และต)อมา Yang Yue และคณะ 
(2009) ทําการโคลนยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสจาก R. erythropolis เข0าสู) Bacillus subtilis และ
แสดงออกเอนไซม�เอไมเดสพบว)า เอนไซม�มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 56 กิโลดาลตัน และแสดงแอคติวิต้ีเท)ากับ 
8.7 หน)วยเอนไซม� ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค)าพีเอช 7 โดยทีมวิจัยได0รายงานว)าหากทําการแสดงออกเอนไซม�
เอไมเดสใน E. coli BL21 (DE3) จะพบอินคลูช่ันบอด้ีเกิดข้ึน 

จากข0อมูลข0างต0นจะเห็นว)า ยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสและไนไตร�ลไฮดราเทสหรือ 
ไนไตร�เลสน้ันมีความสัมพันธ�ใกล0เคียงทางวิวัฒนาการและลําดับกรดอะมิโน รวมท้ังกลไกในการเร)งปฏิกิริยาจึงมี
ความเป?นไปได0ท่ีหากทําการดัดแปลงลําดับกรดอะมิโนบางจุดของยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสด0วยเทคนิค
ทางวิศวกรรมโปรตีน ก็อาจเป?นการเพิ่มประสิทธิภาพในการทํางานและความจําเพาะต)อสับสเตรทท่ีใช0ในการเร)ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม�ได0 นอกจากน้ีการสลายอะคริลาไมด�และสารประกอบกลุ)มเอไมด�ด0วยเอนไซม�เอไมเดสน้ันต0อง
ใช0เอนไซม�ท่ีอยู)ในรูปของเอนไซม�บริสุทธ์ิ ที่มีการเตรียมหลายข้ันตอน หรือหากอยู)ในรูปของเอนไซม�ที่แสดงออกจาก
โคลนก็ยังไม)มีประสิทธิภาพในการสลายมากเท)าท่ีควร ท้ังน้ีเน่ืองจากข0อจํากัดในเรื่องของปริมาณการแสดงออกของ
เอนไซม�ท่ีตํ่า และจากข0อเท็จจริงท่ีว)าเม่ือเอนไซม�เกิดปฏิกิริยาไปแล0วจะไม)สามารถนําเอนไซม�น้ันกลับมาใช0ซ้ําได0อีก 
นอกเสียจากจะอยู)ในรูปของเอนไซม�ตรึง ซึ่งจําเป?นต0องใช0ปริมาณเอนไซม�ต้ังต0นในระดับปริมาณท่ีสูง ด0วยเหตุน้ี
งานวิจัยน้ีจึงมีเป�าหมายที่จะผลิตเอนไซม�ตรึงรูปศักยภาพสูง สําหรับใช0ในการสลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ลโดย
ใช0เทคนิคทางวิศวกรรมโปรตีนดัดแปลงกรดอะมิโนในบริเวณแอคทีฟของเอนไซม�เอไมเดส จาก E. aerogenes 
หรือบริเวณข0างเคียง (Buranasilp & Charoenpanich, 2011; Mangkalad & Charoenpanich, 2011, 
Suktanarag & Charoenpanich, 2012) และตรึงรูปเอนไซม�ที่ผ)านการดัดแปลงน้ี เพื่อนํามาทดลองใช0ซํ้าสําหรับ
กระบวนการสลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ลในระดับห0องปฏิบัติการท่ีจะขยายไปสู)การประยุกต�ใช0ในระดับ
อุตสาหกรรมต)อไป โดยในป2ที่ 1 ของการวิจัยจะมุ)งเป�าไปท่ีการโคลนและแสดงออกริคอม-บิแนนท�เอไมเดสในระบบ
โปรคาริโอต การสร0างแบบจําลองโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�และการคาดเดาบริเวณที่น)าจะเก่ียวข0องกับการเร)ง
ปฏิกิริยาและการจับกับสับสเตรทของเอนไซม� เพื่อจะได0นํามาดัดแปลงโครงสร0างเอนไซม�จากระดับยีนในป2ท่ี 2 ของ
การวิจัย จนนํามาสู)การสร0างเอนไซม�ตรึงที่มีศักยภาพสูงในการสลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ลในป2ท่ี 3 ซึ่งเป?นป2
สุดท0ายของการวิจัยต)อไป 

2.2   ขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในปHที่ 2 ของโครงการวิจัย 
 เน่ืองจากการดําเนินการวิจัยในป2ที่ 1 ของโครงการวิจัยน้ีได0ใช0เทคนิคพีซีอาร�เพิ่มปริมาณช้ินยีนท่ีกําหนดการ

สร0างเอนไซม�เอไมเดสใน Enterobacter aerogenes ซ่ึงเป?นแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ชนิดใหม) และคาดเดา
โครงสร0างสามมิติของเอนไซม�เอไมเดสโดยวิธีการสร0างแบบจําลองโครงสร0างคล0ายได0สําเร็จ เมื่อทําการโคลนยีน 
เอไมเดสและการแสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสที่มี GST ติดอยู)ในเซลล�ให0อาศัย Escherichia coli พบเอนไซม�มี
การแสดงออกท่ีมากเกินไปจนจับกันเป?นก0อนตกตะกอนภายในเซลล�ในรูปของอินคลูช่ันบอด้ี (inclusion bodies) 
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โดยการเติมยาปฏิชีวนะร)วมในอาหารเล้ียงสําหรับการแสดงออก ไม)สามารถลดการแสดงออกของริคอมบิแนนท� 
เอไมเดสในรูปของอินคลูช่ันบอด้ีในเซลล�ได0 จึงทําให0คณะผู0วิจัยเปล่ียนแผนการดําเนินงานวิจัยในป2ท่ี 2 เป?นการ
ค0นหาแบคทีเรียใต0ทะเลที่มีศักยภาพในการสลายสารปนเป&'อนอะคริลาไมด� ซึ่งเป?นสารประกอบเอไมด�ที่พบการ
ปนเป&'อนบ)อยในพื้นที่การเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรมที่ต0องใช0ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซช่ัน ควบคู)ไปกับความ
พยายามในการโคลนยีนและแสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสจาก E. aerogenes ในระบบ Escherichia coli  
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บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีดําเนนิการวจิยั 
 

3.1 การโคลนยีนและแสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสจาก E. aerogenes ใน Escherichia coli 

ความพยายามในการโคลนยีนเอไมเดสจาก E. aerogenes อีกครั้งใน E. coli จะทําโดยการสังเคราะห�ยีน 
เอไมเดสข้ึนมาโดยใช0ข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนเอไมเดสของ E. aerogenes ท่ีได0จากการดําเนินการวิจัยของ
โครงการในป2ที่ 1 แต)จะทําการวิเคราะห�การเลือกใช0โคดอน (codon usage) ให0เหมาะสมกับระบบ E. coli (ภาพที่ 
4) และรวมยีนที่สังเคราะห�ได0เข0าในบริเวณโคลนของดีเอ็นเอพาหะ pET100/D-Topo (ภาพที่ 5) เพื่อทําการ 
ทรานส�ฟอร�มเข0า E. coli BL21 และตรวจสอบการแสดงออกด0วยการวิเคราะห� SDS-PAGE และการติดตามการ
สลายอะคริลาไมด�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะวิเคราะห�ท่ีจะกล)าวต)อไปในหัวข0อ 3.3.5 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4 การวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนเอไมเดสให0เหมาะกับการเลือกใช0โคดอนของ E. coli 



 
 

26 
 

 

 
ภาพท่ี 5 แผนที่ตัดจําเพาะของ pET100/D-Topo ที่บรรจุยีนเอไมเดสของ E. aerogenes ในบริเวณโคลน 
 

การวิเคราะห�การแสดงออกของริคอมบิแนนท�เอไมเดสดําเนินการดังน้ีคือ นํา E. coli BL21 ท่ีได0รับและไม)ได0
รับริคอมบิแนนท�พลาสมิดมาเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่มีและไม)มีการเติมแอมพิซิลิน ความเข0มข0น 50 ไมโครกรัม
ต)อมิลลิลิตร ลงไปในอาหารเหลว ตามลําดับ เป?นเวลา 14-16 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยการเขย)าที่
ความเร็ว 250 รอบต)อนาที ทําการถ)ายเช้ือเจริญ ความเข0มข0นร0อยละ 1 ลงในอาหารเหลว LB ใหม)ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เล้ียงต)อในสภาวะเดิมจนค)า OD600 อยู)ในช)วง 0.6-1.0  แล0วทําการเหน่ียวนําการแสดงออกของเอนไซม�
เอไมเดสโดยการเติม IPTG ความเข0มข0น 1 มิลลิโมลาร� ลงในอาหารและเล้ียงต)อในสภาวะเดิมเป?นเวลา 3-5 ช่ัวโมง 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากน้ันป=�นเก็บตะกอนของเซลล�เจริญท่ีความเร็ว 10,000 รอบต)อนาที เป?นเวลา 10 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล0างตะกอนเซลล�ด0วยสารละลายโซเดียมคลอไรด� ความเข0มข0นร0อยละ 0.85 
(นํ้าหนักต)อปริมาตร) ป=�นเก็บตะกอนเซลล�ท่ีความเร็ว 8000 รอบต)อนาที เป?นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส นําตะกอนที่ได0ไปละลายอีกครั้งด0วยบัฟเฟอร� Tris-HCl ความเข0มข0น 50 มิลลิโมลาร� ทําให0เซลล�แตกโดย
การใช0คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (ultrasonication) ท่ีระดับกําลังไม)เกิน 30 แอมปลิทูด เป?นเวลา 10 นาที โดยเป�ดคล่ืน
เสียง 10 วินาที พักเคร่ือง 10 วินาที (pulse on/off) และทําบนนํ้าแข็งตลอดเวลา นําไปป=�นเหว่ียงท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต)อนาที เป?นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล เก็บส)วนใสท่ีปราศจากเซลล� (cell-free 
supernatant) และตะกอนเซลล�ที่ได0จากการทําให0เซลล�แตก (cell pellet) มาตรวจสอบการแสดงออกของ
เอนไซม�เอไมเดสจากแถบโปรตีนขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน ท่ีเกิดจากการคาดเดาขนาดโปรตีนจากจํานวน
กรดอะมิโนของยีนเอไมเดส การวิเคราะห� SDS-PAGE จะใช0เจลแยก (separating gel) ท่ีมีความเข0มข0นของอะคริ-
ลาไมด�เท)ากับ 15% และมีความเข0มข0นของอะคริลาไมด�ในเจลเริ่ม (stacking gel) เท)ากับ 4% การวิเคราะห�ทําโดย
การผสมตัวอย)างสารละลายโปรตีนกับสีระบุตําแหน)ง (dye) ในอัตราส)วน 1:5 นําไปต0มท่ีอุณหภูมิ 95 องศา-
เซลเซียสเป?นเวลา 5 นาที ท้ิงให0เย็นที่อุณหภูมิห0อง ก)อนท่ีจะหยอดลงในช)องของเจล ให0กระแสไฟฟ�าผ)านคงที่ 60 
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มิลลิแอมแปร�ต)อเจล เม่ือสีระบุตําแหน)งเคล่ือนที่ถึงปลายเจล นําเจลท่ีได0มาย0อมด0วยสีคูแมซีบลู (10% กรดอะซิติก 
40% เมทานอล และ 0.25% โครแมซีบลู) เป?นเวลา 30 นาที และล0างสีที่ไม)ติดกับแถบโปรตีนออกด0วยสาร 
ละละลายผสมของ 10% กรดอะซิติก และ 40% เมทานอล  จนกระทั่งพื้นหลังของเจลไม)มีสี และนําเจลท่ีได0ไป
ถ)ายรูปด0วยกล0องดิจิตอลต)อไป 

3.2 การคFนหาแบคทีเรียใตFทะเลท่ีมีศักยภาพในการสลายสารปนเป !อนอะคริลาไมด� 

3.2.1 ตัวอย#างตะกอนทะเลที่นํามาศึกษา 

ตัวอย)างตะกอนทะเลท่ีนํามาศึกษาเก็บมาจากทะเลในอ)าวไทยในช)วงเดือนพฤษภาคมถึงกันยายน พ.ศ. 
2557 โดยสุ)มเก็บตัวอย)างตะกอนทะเลปริมาณ 10 กรัม จากบริเวณต)างๆ ในอ)าวไทย จํานวน 10 ตัวอย)างที่ระดับ
ความลึกต)างกัน ดังสรุปในตารางท่ี 1 ทุกตัวอย)างจะใช0พล่ัวตักจากผิวตะกอนทะเลลึกลงไป 10 เซนติเมตร และเก็บ
ในหลอดก0นแหลมขนาดความจุ 50 มิลลิลิตร เก็บไว0ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป?นเวลานาน 1 สัปดาห�ก)อนนํามา
วิเคราะห� ในขณะที่เก็บตัวอย)างจะทําการตรวจวัดอุณหภูมิของนํ้าทะเลและความดันนํ้าขณะเก็บด0วย 

ตารางที่ 1 ตําแหน)งและความลึกของตะกอนทะเลท่ีทําการเก็บตัวอย)างมาศึกษา 
 
ตัวอย)างที่ สถานท่ี ความลึก 

(เมตร) 
อุณหภูมินํ้า 

(°ซ) 
ความดันนํ้า 

(atm) 

1 อ)าวพร0าว จังหวัดระยอง 5 32 1.6 
2 เกาะจาน แสมสาร จังหวัดชลบุรี 9 21 2.1 
3 เกาะจาน แสมสาร จังหวัดชลบุรี 18 21 3.3 
4 เกาะจาน แสมสาร จังหวัดชลบุรี 24 21 4 
5 เกาะช0าง จังหวัดตราด 18 24 3.3 
6 บ0านกรูด จังหวัดประจวบคีรีขันธ� 0.5 31 1.0 
7 เกาะเต)า จังหวัดประจวบคีรีขันธ� 0.5 34 1.0 
8 หินเพลิง จังหวัดระยอง 16 26 3 
9 หินเพลิง จังหวัดระยอง 21 26 3.6 
10 เรือหลวงคราม จังหวัดชลบุรี 22 25 3.8 

3.2.2 การคัดแยกแบคทีเรียใตFทะเลที่สลายอะคริลาไมด�  

ทําการเจือจางตัวอย)างตะกอนทะเลที่เก็บได0แบบอนุกรมจาก 10-1 ถึง 10-8 ด0วยนํ้ากล่ันปลอดเช้ือและ
ต้ังท้ิงไว0ให0ตกตะกอน จากน้ันนําส)วนใสปริมาตร 500 ไมโครลิตรมาใช0เป?นหัวเช้ือเพื่อคัดแยกแบคทีเรียใต0ทะเลที่
สามารถสลายอะคริลาไมด� โดยการเล้ียงบํารุงในอาหารเหลวมารีน (marine broth) ท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0น
ร0อยละ 0.2 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) เป?นแหล)งพลังงานเดียว เล้ียงบํารุงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป?นเวลา 3 วัน 
ด0วยการเขย)าอย)างต)อเน่ืองที่ความเร็ว 250 รอบต)อนาที นําหลอดทดลองที่ปรากฏความขุ)นของอาหารเล้ียงมาคัด
แยกเช้ืออีกครั้งด0วยการเล้ียงบํารุงจํานวน 7 ครั้งที่สภาวะเดิม เลือกตัวอย)างท่ีทําให0อาหารเหลวขุ)นเมื่อตรวนสอบ
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ด0วยการวัดค)าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรได0ในช)วง 0.6-1.0 มาทําการคัดแยกโคโลนีของเช้ือ
ด0วยการกระจายเซลล�บนอาหารแข็งมารีน (marine agar) ท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นร0อยละ 0.2 (นํ้าหนักต)อ
ปริมาตร) ทําบริสุทธ์ิโคโลนีของแบคทีเรียที่ข้ึนด0วยการเข่ียเช้ือซ้ําบนอาหารแข็งในสภาวะเดิม เลือกโคโลนีที่พบ
อัตราการเจริญบนอาหารแข็งท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นร0อยละ 0.2 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ดีที่สุดมาทดสอบ
ความสามารถในการสลายอะคริลาไมด�ต)อไป โดยเก็บไว0ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก)อนนําไปวิเคราะห�  

3.2.3 การระบุชนิดของแบคทีเรีย 

การระบุชนิดของแบคทีเรียใต0ทะเลท่ีคัดแยกได0จะใช0ลักษณะทางกายภาพและคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม
วิธี  “API Skills Bacterial Identification Method” ร)วมกับลําดับนิวคลีโอไทด�ในบริเวณอนุรักษ�ของช้ินยีน 16S 
rRNA (Weisburg et al., 1991) ดําเนินการทําพีซีอาร�เพื่อเพิ่มปริมาณช้ันยีนอนุรักษ� 16S rRNA โดยใช0คู)ไพรเมอร�
ที่ออกแบบมาจากบริเวณอนุรักษ�ของช้ินยีน 16SRNA ท่ีเบสตําแหน)ง 22 ถึง 41 และ 1066 ถึง 1085 ของช้ินยีน 
16S rRNA ของ Escherichia coli (Precigou et al., 2004) โดยใช0โครโมโซมอลดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่คัดแยกได0 
ความเข0มข0น 100 นาโนกรัม ท่ีเตรียมจากการสกัดด0วยชุด GF-1 Nucleic acid extraction kit เป?นดีเอ็นเอ
ต0นแบบ ดําเนินการทําพีซีอาร�ในสภาวะก)อนการแยกสายดีเอ็นเอ (initial denaturation step) ที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป?นเวลา 10 นาที ตามด0วยรอบการทําปฏิกิริยาจํานวน 30 รอบที่ประกอบด0วย ข้ันการแยกสาย 
ดีเอ็นเอ (denaturation step) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป?นเวลา 30 วินาที ข้ันการเข0าจับของไพรเมอร� 
(annealing step) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป?นเวลา 45 วินาที และข้ันการต)อสายดีเอ็นเอ (extension 
step) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป?นเวลา 90 วินาที สุดท0ายทําการต)อสายดีเอ็นเอที่เหลือ (final extension) 
ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป?นเวลา 10 นาที ทําบริสุทธ์ิผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ที่ได0 (ขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส) 
ด0วยชุดทําบริสุทธ์ิดีเอ็นเอจากเจล (GF-1 Gel DNA recovery kit) และนําไปเช่ือมเข0มกับดีเอ็นเอพาหะ pTG19-T 
ที่มีปลายโอลิโกไทมีน จากน้ันทรานฟอร�ม (transformation) เข0าสู)เซลล�ให0อาศัย Escherichia coli DH5α สกัด 
พลาสมิดท่ีได0จากทรานส�ฟอร�แมนท� (transformants) ด0วยชุดสกัดพลาสมิด GF-1 Plasmid DNA extraction kit 
และใช0เป?นดีเอ็นเอแม)แบบสําหรับทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด�ต)อไป (Sanger et al., 1977) ทําการตรวจสอบ
ความคล0ายของลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีหาได0ด0วยการวิเคราะห� BLAST ในฐานข0อมูล GenBank และวิเคราะห�อีกครั้ง
กับ Ez-Taxon database (Chun et al., 2007) จากน้ันทําการเปรียลเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�ด0วยโปรแกรม  
SILVA aligner (Pruesse et al., 2007) เพื่อนํามาสร0างแผนภาพต0นไม0แสดงวงศ�วานวิวัฒนาการ (phylogenetic 
tree) คํานวณความต)างของวิวัฒนาการด0วย Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980) ที่อยู)ในโปรแกรม 
MEGA 6 software (Tamura et al., 2011) และสร0างแผนภาพต0นไม0แสดงความสัมพันธ�ของวิวัฒนาการแบบ  
neighbor-joining ด0วยการวิเคราะห�ฐานราก (bootstrap analysis) จํานวน 1000 ซํ้า (Saitou and Nei, 1987) 
นําข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ที่หาได0ฝากไว0ในฐานข0อมูล GenBank ด0วยเลข accession KM370129 

3.2.4 การศึกษาลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียใตFทะเลที่คัดแยกไดF  

การเล้ียงเช้ือตลอดการทดลองจะทําเหมือนกันคือเติมหัวเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว
เกลือตํ่า W-minimum medium (Kimbara et al., 1989) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่ใส)หรือไม)ใส)อะคริลาไมด�
ความเข0มข0นร0อยละ 0.05 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) เล้ียงเช้ือเจริญท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด0วยการเขย)าอย)าง
ต)อเน่ืองที่ความเร็ว 250 รอบต)อนาที เป?นเวลา 24 ช่ัวโมง การศึกษาผลของอุณหภูมิต)อการเจริญของเช้ือจะใช0
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อุณหภูมิในช)วง 10-50 องศาเซลเซียส ด0วยการเว0นระยะห)างของอุณหภูมิท่ีศึกษาทีละ 5 องศาเซลเซียส ยกเว0นทํา
การทดลองเพิ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สําหรับการศึกษาผลของค)าพีเอชต)อการเจริญของเช้ือจะใช0ค)าพีเอช 
ระหว)าง 3 ถึง 10 ขณะท่ีการศึกษาผลของความเข0มข0นอะคริลาไมด�ต)อการเจริญจะใช0ความเข0มข0นอะคริลาไมด�
ต้ังแต)ร0อยละ 0.05 ถึงร0อยละ 2.0 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) โดยเว0นระยะห)างของความเข0มข0นที่ใช0ศึกษาเป?น ร0อยละ 
0.25 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ยกเว0นที่ความเข0มข0นแรกที่ทําการศึกษาและท่ีความเข0มข0นสูงกว)าร0อยละ 1 (นํ้าหนักต)อ
ปริมาตร) เปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียใต0ทะเลท่ีทําการศึกษาจากค)าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตรที่เพิ่มข้ึน หลังจากการเพาะเล้ียงเป?นเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองซ้ําจํานวน 3 คร้ังและรายงานผลการ
ทดลองในรูปของค)าเฉล่ียพร0อมส)วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

3.2.5 การติดตามความสามารถในการสลายอะคริลาไมด�ของแบคทีเรียใตFทะเลที่คัดแยกไดF  

ติดตามการสลายอะคริลาไมด�โดยแบคทีเรียใต0ทะเลท่ีคัดแยกได0ด0วยการเก็บตัวอย)างเช้ือเจริญทุกๆ 3 
ช่ัวโมง นํามานับจํานวนโคโลนีและแสดงผลในรูปของค)า colony-forming units (CFU) ต)อมิลลิลิตร สําหรับการ
ติดตามการเกิดข้ึนของแอมโมเนียม NH4

+ ซ่ึงเป?นผลิตภัณฑ�ร)วมท่ีเกิดจากการสลายอะคริลาไมด�จะใช0วิธีของ 
Phenate (APHA et al., 1985) และแสดงอัตราการผลิตแอมโมเนียมในหน)วยของ mg-NH3/L ซ่ึงได0จากการ
คํานวณเทียบอัตราส)วนของแอมโมเนียมในอาหารเล้ียงและปริมาตรของเซลล� การติดตามการสลายอะคริลาไมด�
จากปริมาณของอะคริลาไมด�ที่พบในอาหารเล้ียงเช้ือที่ลดลงและปริมาณของกรดอะคริลิกที่เพิ่มข้ึนจะทําการทดลอง
โดยนําตัวอย)างเช้ือเจริญที่เวลาต)างๆ มากรองด0วยไนลอนเมมเบรนท่ีมีขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร ก)อนท่ีจะฉีดเข0า
เครื่อง HPLC ท่ีใช0ตัวติดตามคือค)าการดูดกลืนแสงยูวีที่ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร โดยกําหนดปริมาตรการฉีด
ตัวอย)างครั้งละ 20 ไมโครลิตร และวิเคราะห�ด0วยคอลัมน� µBondapack C18 (reverse phase) ขนาด 3.9 
มิลลิเมตร x 300 มิลลิเมตร (10 ไมโครเมตร 125 อังสตรอม) ที่ใช0 Nova-Pak C18 (4 ไมโครเมตร 60 อังสตรอม) 
เป?น guard pak ใช0 mobile phase คือสารผสมของ acetonitrile (ความเข0มข0นร0อยละ 0.5 ปริมาตรต)อปริมาตร) 
และ methanol (ความเข0มข0นร0อยละ 0.05 ปริมาตรต)อปริมาตร) ทําการแยกสารที่อุณหภูมิห0องด0วยอัตราการไหล 
1.5 มิลลิลิตรต)อนาที ประมาณความเข0มข0นของตัวอย)างที่วิเคราะห�จากการเทียบพื้นท่ีใต0พีคของตัวอย)างกับของพีค
มาตรฐานอะคริลาไมด�และกรดอะคริลิก คํานวณเป?นอัตราการสลาย ทําการทดลองซํ้า 3 ครั้ง และรายงานผลในรูป
ของค)าเฉล่ียพร0อมส)วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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บทท่ี 4 

 
ผลการวจิยั 

 
4.1 การโคลนยีนและแสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสจาก E. aerogenes ใน Escherichia coli 

เมื่อทําการสังเคราะห�ยีนเอไมเดสโดยใช0ข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนเอไมเดสของ E. aerogenes ที่ได0จาก
การดําเนินการวิจัยของโครงการในป2ท่ี 1 แต)ทําการวิเคราะห�การเลือกใช0โคดอน (codon usage) ให0เหมาะสมกับ
ระบบ E. coli และรวมยีนท่ีสังเคราะห�ได0เข0าในบริเวณโคลนของดีเอ็นเอพาหะ pET100/D-Topo เพื่อทําการ 
ทรานส�ฟอร�มเข0า E. coli BL21 เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของริคอมบิแนนท�เอไมเดสด0วยการวิเคราะห� SDS-
PAGE พบว)า ยังคงเกิดการแสดงออกที่มากเกินไปจนจับตัวเป?นก0อนโปรตีนตกตะกอนภายในเซลล�ในรูปของ
อินคลูช่ันบอด้ี (ภาพที่ 6) และไม)สามารถตรวจพบแอคติวิตีของริคอมบิแนนท�เอไมเดสในการสลายอะคริลาไมด�ได0
เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑ�ที่เกิดจากการสลายโดยเทคนิค HPLC และวิธีของ Phenate 

4.2 การคัดแยกและระบุชนิดแบคทีเรียใตFทะเลท่ีสามารถสลายอะคริลาไมด� 

การคัดแยกแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ด0วยการเล้ียงบํารุงท่ีใช0ตะกอนทะเลเป?นหัวเช้ือพบแบคทีเรียท่ีสามารถ
เจริญและแสดงความขุ)นในอาหารเล้ียงเกลือตํ่าท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นร0อยละ 0.2 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) เป?น
แหล)งพลังงานเดียว จํานวนทั้งส้ิน 4 ไอโซเลท โดยมีเพียงไอโซเลทเดียวท่ีให0อัตราการเจริญสูงท่ีสุด ซ่ึงได0จากการคัด
แยกจากตะกอนทะเลที่เก็บมาจากเกาะจาน แสมสาร ที่ความลึก 18 เมตร เมื่อทําการระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได0จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี พบว)าแบคทีเรียท่ีคัดแยกได0เป?นแบคทีเรียแกรมบวก
รูปร)างแท)ง ที่ให0ผลการทดสอบเป?นบวกกับปฏิกิริยาของกลีเซอรอ (glycerol) อะไมดาลิน (amygdalin) อาร�บูทิน 
(arbutin) เอสคูลิน เฟอริก ซิเทรท (esculin ferric citrate) ซาลิซิน (salicin) และโพแทสเซียมกลูโคเนต 
(potassium gluconate) นอกจากน้ียังสามารถใช0ประโยชน�นํ้าตาลได0หลายชนิด ได0แก) ดี-ไรโบส (D-ribose), ดี-
กลูโคส (D-glucose), ดี-ฟรุกโตส (D-fructose), ดี-แมนโนส (D-mannose), เอ็น-อะซิทิลกลูโคซามีน (N-
acetylglucosamine), ดี-เซลโลไบโอส (D-cellobiose), ดี-มอลโตส (D-maltose), ดี-แซคคาโรส (D-
saccharose) หรือซูโคส (sucrose), ดี-ทรีฮาโลส (D-trehalose), แป�งและไกลโคเจน (glycogen) แต)ไม)สามารถ
ใช0ดี-อะราไบโนส (D-arabinose) และแอล-อะราไบโนส (L-arabinose), ดี-ไซโลส (D-xylose) และแอล-ไซโลส (L-
xylose), ดี-อะราบิทอล (D-arabitol) และแอล-อะราบิทอล (L-arabitol), ดี-อะโดนิทอล (D-adonitol), ดี- 
กาแลคโตส (D-galactose), แอล-ซอร�โบส (L-sorbose), แอล-แรมโนส (L-rhamnose), ดี-แมนนิทอล (D-
mannitol), ดี-ซอร�บิทอล (D-sorbitol), ดี-แลคโทส (D-lactose), ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose) รวมท้ังให0ผลการ
ทดสอบเป?นลบกับอิริทริทอล (erythritol), เมทิล-บีต0า-ดี-ไซโลไพราโนไซด� (methyl-β-D-xylopyranoside),  
ดูซิทอล (ducitol), อิโนซิทอล (inositol), เมทิล-แอลฟา-ดี-แมนโนไพราโนไซด� (methyl-α-D-manno 
pyranoside), เมทิล-แอลฟ�า-ดี-กลูโคไพราโนไซด� (methyl-α-D-glucopyranoside), อินูลิน (inulin), ดี-เมเลซิ-
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โทส (D-melezitose), ดี-แรฟฟ�โนส (D-raffinose), ไซลิทอล (xylitol), เจนทิโอไบโอส (gentiobiose), ดี-ทูราโนส 
(D-turanose), ดี-ไลโซส (D-lyxose), ดี-ทากาโลส (D-tagalose), ดี-ฟูโคส (D-fucose), แอล-ฟูโคส (L-fucose), 
โพแทสเซียม 2-คีโตกลูโคเนท (potassium 2-ketogluconate) และ โพแทสเซียม 5-คีโตกลูโคเนท (potassium 
5-ketogluconate) ซึ่งจากผลการทดสอบสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได0เป?น Bacillus cereus ด0วยระดับ
ความน)าจะเป?นเท)ากับร0อยละ 99.8 
 
                       kDa      M      1       2      3       4      5      6      7      8 

 

 
 

ภาพท่ี 6 การวิเคราะห� SDS-PAGE เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของริคอมบิแนนท�เอไมเดสจาก E. aerogenes ใน 
E. coli BL21  

ช)อง M คือ สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
ช)อง 1 และ 2 คือ ส)วนใสท่ีเกิดจากการทําลายเซลล� E. coli BL21 ท่ีบรรจุริคอมบิแนนท�พลาสมิด เมื่อ

เหน่ียวนําการแสดงออกด0วย IPTG ความเข0มข0น 1 มิลลิโมลาร� และไม)มีการเหน่ียวนํา ตามลําดับ 
ช)อง 3 และ 4 คือ ส)วนใสท่ีเกิดจากการทําลายเซลล� E. coli BL21 เม่ือเหน่ียวนําการแสดงออกด0วย IPTG 

ความเข0มข0น 1 มิลลิโมลาร� และไม)มีการเหน่ียวนํา ตามลําดับ 
ช)อง 5 และ 6 คือ เศษเซลล�ที่ได0จากการทําลายเซลล� E. coli BL21 ท่ีบรรจุริคอมบิแนนท�พลาสมิด เมื่อ

เหน่ียวนําการแสดงออกด0วย IPTG ความเข0มข0น 1 มิลลิโมลาร� และไม)มีการเหน่ียวนํา ตามลําดับ 
ช)อง 7 และ 8 คือ เศษเซลล�ท่ีได0จากการทําลายเซลล� E. coli BL21 เม่ือเหน่ียวนําการแสดงออกด0วย IPTG 

ความเข0มข0น 1 มิลลิโมลาร� และไม)มีการเหน่ียวนํา ตามลําดับ 
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การวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนอนุรักษ� 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได0พบความคล0ายคลึงสูงถึง
ร0อยละ 99 กับ Bacillus cereus หลายสายพันธุ� ได0แก) B. cereus VITPRS (เลข accession KP006600),  
B. cereus SVK1 (เลข accession KF612021), B. cereus SBTBC008 (เลข accession KF601957), B. cereus 
L-3 (เลข accession KJ572277), B. cereus 03BB102 (เลข accession CP009318), และ B. cereus IHB 
B6826 (เลข accession KF668460) และยังพบความเหมือนที่ระดับเดียวกัน (ความเหมือนร0อยละ 99) กับ 
Bacillus อีกหลายชนิด ได0แก) Bacillus sp. CH-L11 (เลข accession KP325097), Bacillus sp. BAB-3813 
(เลข accession KJ832082), และ Bacillus sp. B-13 (เลข accession KF479603) เมื่อวิเคราะห�ความใกล0เคียง
ทางวงศ�วานวิวัฒนาการและสร0างเป?นแผนภาพต0นไม0แบบ neighbor-joining พบว)าแบคทีเรียใต0ทะเลที่คัดแยกได0
อยู)ในกลุ)มของ B. cereus (ภาพท่ี 7) เม่ือรวมผลวิเคราะห�กับคุณสมบัติทางชีวเคมีจึงสามารถระบุชนิดของ
แบคทีเรียได0เป?น B. cereus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 7 แผนภาพวงศ�วานวิวัฒนาการแบบ Neighbor-joining ของ Bacillus sp. เทียบกับแบคทีเรียที่คัดแยกได0 
ตัวเลขที่จุดแตกก่ิงคือระดับความเช่ือมั่นซึ่งแสดงออกเป?นร0อยละและจะแสดงเฉพาะที่มีค)าสูงกว)าร0อยละ 70 เมื่อทํา
การวิเคราะห�ฐานรากจํานวน 1000 ซํ้า คํานวณความห)างของวิวัฒนาการโดยใช0วิธี Kimura 2-parameter และ
แสดงในหน)วยของเบสต)อจุดท่ีพบความแตกต)าง 

 Bacillus cereus SVK1 (KF612021)

 Bacillus cereus SVK1 (KF612021)

 Bacillus cereus SBTBC-008 (KF601957)

 Isolate 7

 Bacillus weiheustephanensis (AB021199)

 Bacillus psychrosaccharolyticus (AB021195)

 Bacillus aryabhattai IHB B 6821 (KF668459)

 Bacillus megaterium S20510 (KF956591)

 Bacillus subtilis C14-1 (EU257452)

 Bacillus lentus (AB021189)

 Bacillus coagulans JCM2257 (D78313)

 Bacillus azotoformans DSM1046 (D78309)

 Bacillus atrophaeus (AB021181)

 Bacillus vallismortis (AB021198)

 Bacillus halodurans C-125 (NR_074984)

 Bacillus alcalophilus (AJ277904)

 Aeromonas hydrophila (M59148)

 Enterobacter aerogenes EBB1 (GU903317)

 Escherichia coli RRECI (AF527827)99

100

100

100

74

100

95

0.05
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4.3 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียใตFทะเลท่ีคัดแยกไดF 

เมื่อติดตามการเจริญของ B. cereus ในอาหารเหลวเกลือตํ่าท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นร0อยละ 0.05 
(นํ้าหนักต)อปริมาตร) เป?นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว)า B. cereus เจริญได0อย)างรวดเร็วและเข0าสู)ระยะคงที่ (stationary 
phase) เมื่อทําการเล้ียงผ)านไป 12 ช่ัวโมง และมีอัตราการเจริญท่ีคงท่ีนานถึง 30 ช่ัวโมง โดยไม)พบการ
เปล่ียนแปลงของค)าพีเอชในอาหารเล้ียงตลอดการศึกษา หลังจากน้ันอัตราการเจริญของเช้ือก็จะลดลง (ภาพที่ 8ก) 
แบคทีเรียสามารถเจริญได0ในสภาวะที่มีค)าพีเอชระหว)าง 6.0 ถึง 10.0 โดยเจริญได0ดีท่ีค)าพีเอช 6.0-9.0 (ภาพที่ 8ข) 
แต)เม่ือค)าพีเอชตํ่ากว)า 5.0 หรือสูงกว)า 10.0 น้ันแบคทีเรียไม)สามารถเจริญได0 สําหรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
เจริญของแบคทีเรียจะอยู)ท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 8ค) และพบการเจริญลดลงท่ีอุณหภูมิตํ่ากว)า 
25 องศาเซลเซียส หรือสูงกว)า 30 องศาเซลเซียส เมื่อเพิ่มความเข0มข0นของอะคริลาไมด�ในอาหารเล้ียงพบว)า ความ
เข0มข0นของอะคริลาไมด�ท่ีสูงข้ึนจะส)งผลต)อการเจริญของแบคทีเรีย และแบคทีเรียไม)สามารถเจริญได0ในสภาวะที่
มีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นสูงกว)าร0อยละ 1.5 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ดังแสดงในภาพท่ี 8ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8 (ก) การติดตามการเจริญของ B. cereus ในอาหารเหลวเกลือตํ่าที่มีค)าพีเอชเท)ากับ 7.0 และมีอะคริลา
ไมด�ความเข0มข0นร0อยละ 0.05 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) เป?นแหล)งพลังงานเดียว (ข) ผลของค)าพีเอชเริ่มต0นของอาหาร
เล้ียง (ค) อุณหภูมิท่ีใช0ในการเล้ียง และ (ง) อัตราการเจริญในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นต)างกัน 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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4.4 การศึกษาประสิทธิภาพในการสลายอะคริลาไมด�ของแบคทีเรียใตFทะเลท่ีคัดแยกไดF  

เมื่อติดตามการสลายอะคริลาไมด�ของ B. cereus จากการติดตามผลิตภัณฑ�อะคริลิกและแอมโมเนียมที่
เกิดข้ึนในอาหารเล้ียงขณะเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�เป?นแหล)งพลังงานเดียวเป?นเวลา 60 ช่ัวโมง พบว)า B. 
cereus จะใช0อะคริลาไมด�ในการเจริญและผลิตมวลเซลล�ในลักษณะท่ีข้ึนกับเวลาเป?นเวลา 36 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 9) 
โดยตรวจพบอัตราการสลายอะคริลาไมด�สูงที่สุดท่ีเวลา 9 ช่ัวโมงของการเล้ียงซึ่งสามารถตรวจพบปริมาณอะคริลิก
สูงเท)ากับ 0.82 มิลลิโมลาร� หลังจากน้ันปริมาณของอะคริลิกจะลดลงเล็กน0อย ผลการทดลองแสดงในลักษณะ
เดียวกันกับปริมาณแอมโมเนียมซึ่งเป?นผลิตภัณฑ�ร)วมจากการสลายอะคริลาไมด�ที่เกิดข้ึนที่สามารถตรวจพบปริมาณ
แอมโมเนียมได0สูงท่ีสุดประมาณ 240 ไมโครกรัมไนโตรเจนของแอมโมเนียต)อลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมงของการเล้ียง
หลังจากน้ันปริมาณแอมโมเนียมจะลดลง ขณะที่การผลิตมวลชีวภาพของเช้ือข้ึนสูงสุดท่ี 36 ช่ัวโมงของการเล้ียง
แล0วจึงลดลงอย)างรวดเร็ว พร0อมๆ กับปริมาณอะคริลาไมด�คงเหลือที่คงที่ 

ภาพท่ี 9 การติดตามการสลายอะคริลาไมด�ในอาหารเล้ียงของ B. cereus เมื่อเล้ียงเจริญเป?นระยะเวลา 60 ช่ัวโมง 
จากการตรวจสอบการลดลงของอะคริลาไมด� มวลชีวภาพ การเพิ่มข้ึนของกรดอะคริลิกและแอมโมเนียมท่ีพบใน
อาหารเล้ียง เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญในอาหารเหลวเกลือตํ่า (ค)าพีเอช 7.0) ท่ีมีแหล)งพลังงานคืออะคริลาไมด�ความ
เข0มข0นร0อยละ 0.05 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด0วยการเขย)าอย)างต)อเน่ืองที่ความเร็ว 250 
รอบต)อนาที  
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บทท่ี 5 
 

อภิปรายและวจิารณ�ผลการวจิยั 
 

ความสนใจในการแก0ป=ญหาส่ิงแวดล0อมท่ีสืบเน่ืองมาจากการปนเป&'อนของสารเคมีเป?นส่ิงที่กําลังได0รับความ
นิยมเพิ่มสูงข้ึนและนําไปสู)การค0นหากระบวนการควบคุมแบบย่ังยืนที่ไม)ส)งผลเสียต)อส่ิงแวดล0อม การสลายทาง
ชีวภาพเป?นหน่ึงในวิธีท่ีนิยมใช0ในการกําจัดสารอินทรีย�ปนเป&'อนท่ีไม)พึงประสงค�ให0อยู)ในระดับความเข0มข0นที่ไม)
สามารถตรวจสอบได0หรือตํ่ากว)าค)าอันตรายท่ีกําหนด แต)ก็ยังมีหลักที่จะต0องพิจารณาคือศักยภาพในการสลายและ
การค0นหาส่ิงมีชีวิตที่มีประสิทธิภาพที่จะนํามาใช0ในการสลายได0 

อะคริลาไมด�เป?นสารเคมีในรูปผลึกของแข็งท่ีไม)มีสีไม)มีกล่ินที่มีการใช0อย)างแพร)หลายในอุตสาหกรรมและมี
กําลังการผลิตต)อป2สูงถึงประมาณสองแสนตัน (Nagasawa and Yamada, 1989) จากการใช0อย)างแพร)หลายนํามา
สู)การปนเป&'อนในส่ิงแวดล0อมที่มาจากสองช)องทางหลักคือ จากผลิตภัณฑ�อาหารท่ีผ)านการปรุงแต)งท่ีอุณหภูมิสูง
มากกว)า 120 องศาเซลเซียส และเป?นของเสียตกค0างในระดับอุตสาหกรรม (Charoenpanich, 2013) ซ่ึงเคยพบ
รายงานการปนเป&'อนของอะคริลาไมด�ในส่ิงแวดล0อมสูงถึง 200-500 ppm (Charoenpanich, 2013) และ
เน่ืองจากมีรายงานยืนยันว)าอะคริลาไมด�เป?นสารพิษท่ีส)งผลต)อระบบประสาทและมีแนวโน0มสูงที่จะเป?นสารก)อ
มะเร็งในคน การสลายทางชีวภาพของสารอะคริลาไมด�เป?นสารท่ีมีอันตรายน0อยลงจึงเป?นส่ิงที่กําลังพิจารณามาใช0
ในการลดป=ญหาส่ิงแวดล0อมที่เกิดข้ึนจากสารชนิดน้ี (International Agency for Research on Cancer, 1994) 

ส่ิงแวดล0อมทางทะเลเป?นแหล)งผลิตจุลินทรีย�ที่มีลักษณะพิเศษในการเปล่ียนแปลงตัวเองเพื่อการดํารงชีวิต
และเจริญในสภาวะส่ิงแวดล0อมที่มีการเปล่ียนแปลง ซึ่งกําลังได0รับความสนใจในการนํามาใช0เป?นแหล)งผลิตจุลินทรีย�
ที่มีศักยภาพในการประยุกต�ใช0ทางเทคโนโลยีชีวภาพ ซ่ึงเคยมีรายงานถึงการใช0ประโยชน�สารอินทรีย�หลายชนิดโดย
จุลินทรีย�ในทะเล แต)ท้ังน้ียังไม)เคยมีรายงานถึงการสลายสารพิษจากจุลินทรีย�ในทะเล ในโครงการวิจัยน้ีคณะผู0วิจัย
ได0ค0นพบ Bacillus cereus ซ่ึงแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ชนิดใหม)ท่ีคัดแยกได0จากตะกอนทะเลจากเกาะจาน 
แสมสาร ท่ีระดับความลึก 18 เมตร  

การติดตามการเจริญของ B. cereus ในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�พบว)า B. cereus สามารถใช0อะคริลาไมด�เป?น
แหล)งพลังงานในการเจริญและผลิตมวลชีวภาพ โดยสามารถเจริญได0ดีในช)วงค)าพีเอชระหว)าง 6.0-9.0 ซ่ึงให0ผลการ
ทดลองในลักษณะเดียวกันกับการเจริญของแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ที่เคยมีรายงานมาก)อนหน0า ยกตัวอย)างเช)น 
Rhodococcus sp. และ Pseudomonas sp. MCI3434 ท่ีมีค)าพีเอชท่ีเหมาะสมในการเจริญเท)ากับ 7.0 (Nawaz 
et al., 1998) หรือ Bacillus cereus DRY135 ที่เจริญได0ดีในค)าพีเอช 6.0-7.0 (Shukor et al., 2009) ซึ่ง
เหมือนกับของ Kluyvera georgiana (Thanyacharoen et al., 2012) หรือค)าพีเอชที่เหมาะสมต)อการเจริญของ 
Enterobacter aerogenes ท่ีค)าพีเอชเท)ากับ 6.0 (Buranasilp and Charoenpanich, 2011) เป?นต0น สําหรับ
การที่ B. cereus ไม)สามารถเจริญได0ในสภาวะที่มีค)าพีเอชน0อยกว)า 5.0 หรือมากกว)า 10.0 น้ัน อาจเน่ืองมาจากที่
ค)าพีเอชน้ีไปลดความเสถียรของพลาสม)าเมมเบรน (plasma membrane) รวมทั้งยับย้ังการทํางานของเอนไซม�ที่
เมมเบรนและโปรตีนที่เก่ียวข0องกับการขนส)งก็ได0 (Booth, 1985) สําหรับการชอบเจริญในสภาวะอุณหภูมิ 25 และ 
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30 องศาเซลเซียสของ B. cereus น้ีแสดงให0เห็นถึงศักยภาพของแบคทีเรียใต0ทะเลชนิดน้ีท่ีสามารถนําไปประยุกต�
ใช)ในระบบบําบัดนํ้าท้ิงได0 (Charoenpanich, 2013) การเพิ่มข้ึนของความเข0มข0นอะคริลาไมด�ท่ีส)งผลลดอัตราการ
เจริญของเช้ือน้ันอาจเน่ืองมาจากผลของอะคริลาไมด�ท่ียับย้ังการทํางานของโปรตีนที่มีหมู)ไทออล (thiol) (Cavins 
and Friedman, 1968) ซึ่งเคยมีการรายงานในลักษณะเดียวกันก)อนหน0าว)าความเข0มข0นของอะคริลาไมด�ประมาณ
ร0อยละ 0.05 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ได0 (Shukor et al., 2009; 
Wang and Lee, 2001) 

เมื่อติดตามการสลายของอะคริลาไมด�แล0วพบว)า B. cereus สามารถใช0อะคริลาไมด�เป?นแหล)งพลังงานในการ
เจริญ เพิ่มจํานวนมวลชีวภาพ และผลิตกรดอะคริลิกและแอมโมเนียมออกมาเป?นผลิตภัณฑ�ที่ตรวจสอบได0ในอาหาร
เล้ียงเช้ือ ผลการทดลองท่ีได0บ)งบอกถึงกระบวนการสลายอะคริลาไมด�ท่ีเกิดข้ึนในเซลล�เป?นกระบวนการทางชีวภาพ
ที่เกิดข้ึนจริง และการลดลงของปริมาณกรดอะคริลิกภายหลังการเล้ียงเป?นเวลา 9 ช่ัวโมง อาจเน่ืองมาจากเกิดการ
สลายต)อของกรดอะคริลิกภายในเซลล�เป?นผลิตภัณฑ�อ่ืนท่ีมีความเป?นพิษน0อยกว)า (Charoenpanich, 2013)  
ดังน้ันอาจเป?นไปได0ว)า B. cereus ใช0อะคริลาไมด�เป?นแหล)งคาร�บอนเริ่มต0นในการเจริญ จนเมื่อเซลล�เข0าสู)ระยะคงที่
จะใช0ผลิตภัณฑ�กรดอะคริลิกเป?นแหล)งพลังงานถัดไป ซึ่งเป?นไปตามทฤษฏี quorum sensing ท่ีแสนอว)าเม่ือความ
หนาแน)นของเซลล�เข0าสู)ระยะคงที่จะเหน่ียวนําให0เกิดการแสดงออกของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�เฉพาะที่
เก่ียวข0องกับกระบวนการสลายอย)างสมบูรณ�ต)อไป (Swift et al., 1996) ผลการทดลองที่ได0แสดงให0เห็นถึงความ
น)าสนใจของแบคทีเรียใต0ทะเลท่ีจะเป?นแหล)งผลิตส่ิงมีชีวิตที่สามารถสลายอะคริลาไมด�แหล)งใหม)ได0 
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บทท่ี 6 
 

สรุปผลการวจิัย 
 

โครงการวิจัยน้ีค0นพบแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�ชนิดใหม)ท่ีคัดแยกได0จากตะกอนทะเลจากเกาะจาน 
แสมสาร ที่ระดับความลึก 18 เมตร และได0ระบุชนิดจากคุณสมบัติทางชีวเคมีและลําดับนิวคลีโอไทด�ในบริเวณ
อนุรักษ�ของช้ินยีน 16S rRNA เป?น Bacillus cereus ซึ่งสามารถเจริญได0ดีในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0นสูง
ถึงร0อยละ 0.8 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) ในสภาวะที่มีค)าพีเอชช)วงกว0าง ระหว)าง 6.0-9.0 และอุณหภูมิ 25-30 องศา-
เซลเซียส โดยสามารถตรวจพบการสลายของอะคริลาไมด�เป?นกรดอะคริลิกภายหลังการเล้ียงแบคทีเรียเป?นเวลา 3 
ช่ัวโมง และตรวจพบการสลายสูงที่สุดท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง ผลการทดลองท่ีได0แสดงให0เห็นถึงความน)าสนใจของ
แบคทีเรียใต0ทะเลที่จะเป?นแหล)งผลิตส่ิงมีชีวิตที่สามารถสลายอะคริลาไมด�แหล)งใหม)ได0 
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