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งานวิจัยน้ีศึกษายีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) ท่ีคัดแยกไดจากบริเวณท่ีมีการท้ิงกากถั่ว
เหลืองในจังหวัดขอนแกน ประเทศไทย โดยออกแบบคูไพรเมอรท่ีจําเพาะตอปลายดาน 5’ และ 3’  ของยีนแมน
นาเนสจากแบคทีเรียสายพันธุใกลเคียงท่ีมีการรายงานลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank เพ่ือนํามาเพ่ิม
ปริมาณยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและใชจีโนมิกดีเอ็นเอเปนดีเอ็นเอแมแบบ จากการศึกษาพบวายีนแมน
นาเนสมีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส เมื่อแปลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโน และวิเคราะหผลดวย
โปรแกรม ProtParam พบวาแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) ชนิดน้ีมีมวลโมเลกุลเทากับ 42.08 กิโลดาล
ตัน และมีคา pI เทากับ 6.04 และจากการวิเคราะหโครงสรางของเอนไซมดวยโปรแกรม PROSITE และ 
InterPro พบวารีคอมบิแนนทแมนนาเนสน้ีจัดอยูในกลุม glycosyl hydrolases สกุล 26 (GH26) ซ่ึงมีสมบัติเปน 
mannan endo-1,4-beta-mannosidase ท่ีสามารถไฮโดรไลซ (14)-beta-D-mannosidic linkages ในแมนแนน
และกาแลคโตแมนแนนได 
  
คําสําคัญ:  Bacillus sp. ยีนแมนนาเนส Glycosyl hydrolases 26 
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ABSTRACT 

We studied a mannanase gene from Bacillus sp. GA2(1) isolated from soybean meal in 
Khon Kaen province, Thailand. A pair of primers was designed from 5’ and 3’ end of mannanase 
genes of closely related species in which the nucleotide sequences were available in the GenBank 
database. The polymerase chain reaction was then carried out using genomic DNA as a template. 
The PCR product with the size of approximately 1,100 base pairs was obtained and submitted for 
sequencing. Using ProtParam program, the predicted Mw of the mannanase from Bacillus sp. 
GA2(1) was 42.08 kDa with the pI value of 6.04. Structural prediction by PROSITE and InterPro 
program suggested that this mannanase belonged to glycosyl hydrolases family 26 (GH26). The 
members of this enzyme family possessed mannan endo-1,4-beta-mannosidase activity in that they 
were able to hydrolyze (14)-beta-D-mannosidic linkages in mannans and galactomannans. 
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บทนํา 
ปจจุบันเอนไซมมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมชีวภาพครอบคลุมต้ังแตอุตสาหกรรมระดับพ้ืนฐานจนถึง

อุตสาหกรรมชีวภาพขั้นสูง มีการใชเอนไซมประเภทตางๆ ในอุตสาหกรรมท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจและงานวิจัย
ทางเทคโนโลยีชีวภาพ  เบตา-แมนนาเนส (Endo-1,4-beta-D-mannanase; EC 3.2.1.78) เปนเฮมิเซลลูเลสท่ี
สําคัญทําหนาท่ียอยสลายพันธะเบตา-1,4 ท่ีเช่ือมระหวางโมเลกุลของนํ้าตาลแมนโนสในสายโครงสรางหลักของ
สารประกอบแมนแนน เชน แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และกาแลคโตกลูโคแมนแนน [1] ใน
ลักษณะแบบสุมโดยจะไฮโดรไลซจากบริเวณภายในโมเลกุลโครงสราง (endo-acting)  [2] และไดผลผลิตเปน
นํ้าตาลแมนโนโอลิโกแซกคาไรดซ่ึงเปนโอลิโกแซกคาไรดท่ีสําคัญโดยเฉพาะอยางยิ่งในอุตสาหกรรมอาหารสัตว 
เน่ืองจากนํ้าตาลแมนโนโอลิโกแซกคาไรดมีสมบัติความเปนสารพรีไบโอติกจึงสามารถนําไปใชเปนสารเสริมใน
ผลิตภัณฑอาหารสัตวไดเพ่ือลดปริมาณการใชสารแอนติไบโอติกท่ีกอปญหาในเรื่องของการด้ือยาของเช้ือกอโรค [3] 
ประสิทธิภาพการทํางานของแมนนาเนสขึ้นอยูกับจํานวนการแทนท่ีของนํ้าตาลชนิดอ่ืนท่ีไมใชนํ้าตาลแมนโนส น่ันคือ
ในกรณีของสารประกอบกาแลคโตแมนแนนและกลูโคแมนแนนประสิทธิภาพการยอยสลายของแมนนาเนสขึ้นอยู
กับปริมาณนํ้าตาลกาแลคโตสและกลูโคสในโมเลกุล [4] ดังน้ันเบตา-แมนนาเนสจึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญ และ
สามารถนําไปประยุกตใชไดในงานอุตสาหกรรมอยางกวางขวาง เชน เอนไซมท่ีใชเพ่ือการพัฒนาผลิตภัณฑ เอนไซม
ในอาหาร และเอนไซมในอาหารสัตวเปนตน  

เบตา-แมนนาเนสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิดท้ังแบคทีเรีย ยีสต รา และแอคติโนมัยซีส [5] 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง Bacillus sp. เปนแหลงผลิตเฮมิเซลลูเลสท่ีสําคัญ เน่ืองจากเปนแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต
เอนไซมไดหลากหลาย และมีหลายสายพันธุ จึงนิยมนําเอนไซมท่ีผลิตไดไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายดาน 
จากการศึกษากอนหนาพบวาแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus sp. GA2(1) ท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางดินบริเวณท่ีมี
กากถั่วเหลือง จังหวัดขอนแกนสามารถผลิตแมนนาเนสได อยางไรก็ตาม Bacillus sp. GA2(1) แสดงกิจกรรม
แมนนาเนสเทากับ 0.44 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อเพาะเลี้ยงท่ีพีเอช 6.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส [6]  ซ่ึงยังจัด
วาเปนปริมาณท่ีไมสูงมากนัก การโคลนยีน (gene cloning) หรือเทคโนโลยีการสรางดีเอ็นเอลูกผสม 
(recombinant DNA technology) เปนเทคโนโลยีการตัดตอยีนท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมเปนอยางมาก โดยเกิด
จากกระบวนการเคลื่อนยายยีนท่ีกําหนดรหัสเอนไซมจากสิ่งมีชีวิตเดิมในธรรมชาติท่ีมักผลิตเอนไซมในปริมาณไมสูง
มากเขาไปยังดีเอ็นเอพาหะหรือเวกเตอร (vector) ซ่ึงเปนสารพันธุกรรมท่ีสามารถจําลองตัวเองได (self-
replicating genetic element) และทําใหยีนท่ีถายเขาไปน้ันสามารถกระจาย (propagate) ไปกับเซลลเจาบาน 
(host cell) โดยสามารถควบคุมการแสดงออกของยีนได ปจจุบันการพัฒนาและปรับปรุงการโคลนยีนมี
ความกาวหนาและมีประสิทธิภาพมากขึ้น ทําใหไดรีคอมบิแนนทเอนไซม ท่ีมีคุณสมบัติตามตองการมากขึ้น 
นอกจากน้ันเมื่อเปรียบเทียบการผลิตแมนนาเนสจากสายพันธุจุลินทรียตามธรรมชาติกับการผลิตรีคอมบิแนนทแมน
นาเนส การผลิตรีคอมบิแนนทแมนนาเนสสามารถผลิตไดงาย ใชเวลาไมนานและองคประกอบท่ีใชในอาหาร
เพาะเลี้ยงมีราคาไมแพง อีกท้ังยังไดเอนไซมในปริมาณมากขึ้นอีกดวย                               
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งานวิจัยน้ีไดออกแบบไพรเมอรเพ่ือนําไปใชเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) และ
สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีมียีนแมนนาเนสชนิดน้ีแทรกอยู เพ่ือนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดและ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดรวมถึงลําดับกรดอะมิโนกับฐานขอมูล รวมถึงคาดการณโครงสรางและหนาท่ีของยีน 
ทางผูวิจัยวางแผนจะนํารีคอมบิแนนทแมนนาเนสท่ีผลิตใน Escherichia coli expression system น้ีไปทําให
บริสุทธ์ิเพ่ือศึกษาหนาท่ีและสมบัติของเอนไซมตอไป 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. GA2(1) 
เลี้ยง Bacillus sp. GA2(1) ในอาหารเหลว NB (Nutrient Broth) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง จากน้ันปนเหว่ียงเพ่ือเก็บเซลลท่ี
ความเร็ว 6000 รอบตอนาที นาน 10 นาที แบงเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนํามา
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอดวย TIANamp Bacteria DNA Kit (TIANGEN, China) โดยเติม GA buffer 400 
ไมโครลิตร Lysozyme 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ RNase 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร วางไวท่ีอุณหภูมิหอง   
5 นาที ตอมาเติม Proteinase K 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ GB buffer 220 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากน้ันเติมเอทิลแอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต 220 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขา
กันและวางไวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 10 นาที นําสารละลายท้ังหมดใสคอลัมน CB3 แลวปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ตอมาเติม GD buffer 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน CB3 ปนเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม PW buffer 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน CB3 ปนเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม PW buffer 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายท้ิงแลวปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เพ่ือใหคอลัมน
แหง จากน้ันนําคอลัมน CB3 ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม TE buffer 30 ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน วางไว
ท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที แลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที 5 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
การออกแบบไพรเมอรและการเพิ่มปริมาณยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) 

รวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. ในฐานขอมูล GenBank นําลําดับนิ
วคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, QIAGEN, USA) 
เพ่ือตรวจสอบการอนุรักษไวของลําดับนิวคลีโอไทด โดยจะออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีเริ่มจากโคดอนเริ่มตนการ
สังเคราะหโปรตีน (start codon) และรีเวิรดไพรเมอรท่ีครอบคลุมถึงโคดอนหยุดการสังเคราะหโปรตีน (stop 
codon) ตอมาตรวจสอบความเหมาะสมในการนําไพรเมอรมาเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสจากการคํานวณคาตางๆ 
ไดแก Tm (Melting Temperature), %GC และ primer dimer โดยใชโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 
(Integrated DNA Technologies, Inc, USA) นําไพรเมอรท่ีไดจากการออกแบบมาเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเน
สดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยเติมสวนประกอบในปฏิกิริยาดังน้ี จีโน
มิกดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. GA2(1) (100 นาโนกรัม) บัฟเฟอร (1X) dNTP (0.2 มิลลิโมลาร) MgCl2         
(2 มิลลิโมลาร) คูไพรเมอร NcoI-man-F2 และ XhoI-man-R2 (อยางละ 0.2 ไมโครโมลาร) และ TaKaRa Ex 
Taq™ DNA polymerase (TaKaRa Bio, Japan) 5 ยูนิต ปรับปริมาตรเปน 100 ไมโครลิตรดวยนํ้าปราศจาก
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ไอออน กําหนดสภาวะในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังน้ีคือ เริ่มตนการ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที จากน้ันเขาสู 2 วัฎจักร โดยวัฎจักรท่ี 1 จํานวน 5 รอบ ประกอบดวย denaturation 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที annealing 45 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน   
1 นาที หลังจากน้ันตามดวยวัฎจักรท่ี 2 จํานวน 30 รอบ ประกอบดวย denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน      
30 วินาที annealing 58 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที หลังจาก
น้ันทํา extension รอบสุดทายท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบน
เจลอะกาโรสความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (นํ้าหนักโดยปริมาตร) ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต ตอมานําผลผลิต
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปทําใหบริสุทธ์ิดวย QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, USA) โดยนํา
ผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาเติม PB buffer ในปริมาณ 1: 5 เทา ผสมสารใหเขากันแลวใสลงในคอลัมน 
QIAquick spin ปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน 
ปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทสารละลายท้ิง แลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือใหคอลัมนแหง เติมนํ้าปราศจากไอออน 40 ไมโครลิตร ท้ิงไว 5 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที 
นาน 3 นาที เก็บผลิตภัณฑท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 
การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีมียีนแมนนาเนส (pET28a-man) 
การสกัดพลาสมิด pET28a  

เลี้ยง Escherichia coli DH5α ท่ีมีพลาสมิด pET28a ในอาหารเหลว LB (Luria-Bertani) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีเติมกานามัยซิน 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน    
12-16 ช่ัวโมง ปนเหว่ียงเพ่ือเก็บเซลลในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ
นาที นาน 10 นาที แลวสกัดพลาสมิดดวย QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA) โดยเติม P1 
buffer 250 ไมโครลิตร P2 buffer 250 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา 3-4 ครั้ง เติม N3 buffer 350 ไมโครลิตร 
พลิกหลอดไปมา 4-6 ครั้ง จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสท่ีไดใสใน
คอลัมน QiAprep Spin Miniprep ปนเหว่ียงคอลัมนท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม PB buffer 500 
ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาทีนาน 1 นาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ี     
12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายในหลอดท้ิงแลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือใหคอลัมนแหง ตอมายายคอลัมนมาใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมนํ้าปราศจากไอออน 30-50 
ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เก็บพลาสมิดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  
การตัดผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและพลาสมิด pET28a ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

นําผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิและ pET28a มาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ XhoI (Promega, USA) และ NcoI (Promega, USA) โดยปฏิกิริยาการตัดผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสประกอบดวย D buffer (1X) BSA (5 µg/µl) ผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (30 µl) XhoI    
(0.6 µg/µl)  และ NcoI (0.6 µg/µl) ปรับปริมาตรเปน 50 ไมโครลิตร ดวยนํ้าปราศจากไอออน สวนปฏิกิริยา
การตัด pET28a ประกอบดวย D buffer (1X) BSA (4 µg/µl) pET28a (125 ng/µl) XhoI (0.625 µg/µl) 
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และ NcoI (0.625 µg/µl) ปรับปริมาตรเปน 40 ไมโครลิตรดวยนํ้าปราศจากไอออน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 ช่ัวโมง แลวหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นําผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีได
ไปแยกตามขนาดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต และตัดแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดท่ีตองการ
ภายใตแสงยูวี จากน้ันทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิดวย QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, USA) โดยนํา
เจลอะกาโรสท่ีมีดีเอ็นเอมาเติม PB buffer 500 ไมโครลิตร ตอ 0.3 กรัมของเจลอะกาโรส จากน้ันนําไปแชนํ้าท่ี
อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส จนเจลอะกาโรสละลายหมด ดูดสารละลายใสลงในคอลัมน QIAquick spin ปน
เหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ปนเหว่ียงท่ี       
12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทสารละลายท้ิง แลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เพ่ือให
คอลัมนแหง เติมนํ้าปราศจากไอออน 40 ไมโครลิตร ท้ิงไว 5 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน     
3 นาที เก็บผลิตภัณฑท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเช่ือมตอและการทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α  

นําผลผลิตปฏิกิริยาจากลูกโซพอลิเมอเรสมาเช่ือมเขากับ pET28a ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยใช 
T4 DNA ligase (Fermentas, Canada) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ช่ัวโมง จากน้ันท
รานสฟอรมผลิตภัณฑจากการเช่ือมดวยวิธี heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที เขาสูเซลล 
E. coli DH5α ท่ีผานการทําใหเปนคอมพีเทนตดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรด 0.1 มิลลิโมลาร ตอมาคัดเลือก
โคโลนีเด่ียวท่ีไดรับ pET28a บนอาหารแข็ง LB ท่ีเติมกานามัยซิน 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจสอบ
โคโลนีท่ีไดรับรีคอมบิแนนทพลาสมิดซ่ึงมียีนแมนนาเนสแทรกอยูดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร (Colony PCR) โดยเติม
สวนประกอบในปฏิกิริยาดังน้ี บัฟเฟอร (1X)  dNTP (0.2 มิลลิโมลาร) MgCl2 (2 มิลลิโมลาร) ไพรเมอร NcoI-
man-F2 และ XhoI-man-R2 (อยางละ 0.2 ไมโครโมลาร) Taq DNA Polymerase (Vivantis, Malaysia) 
(1.5 ยูนิต) และ E. coli 1 โคโลนี ปรับปริมาตรเปน 25 ไมโครลิตรดวยนํ้าปราศจากไอออน กําหนดสภาวะในการ
ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังน้ีคือ เริ่มตนการ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากน้ัน
เขาสูวัฏจักรจํานวน 35 รอบ ประกอบดวย denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที annealing 55 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที หลังจากน้ันทํา extension รอบสุดทาย
ท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ ท่ี ไดดวยวิธี อิเล็กโตรโฟรี ซิสบนเจลอะกาโรส             
1.5 เปอรเซ็นต จากน้ันเลือกโคโลนีท่ีไดรับรีคอมบิแนนทพลาสมิดมาเลี้ยงเพ่ือสกัดพลาสมิดและสงวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดตอไป 

 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนแมนนาเนส 

สงพลาสมิดท่ีสกัดไดไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี โดยใชคูไพร
เมอรโปรโมเตอร T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3’) และเทอมิเนเตอร  T7 (5’-GCTAGT 
TATTGCTCAGCGG-3’) ซ่ึงคูไพรเมอรน้ีสามารถจับไดกับลําดับนิวคลีโอไทดบนพลาสมิด pET28a และ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดผานช้ินสวนของดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูในพลาสมิด ตอมานําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการ
สงวิเคราะหมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูล Genbank โดยใชโปรแกรม BLASTn [7] 
จากน้ันแปลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, 
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QIAGEN, USA) แลวนํามาเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนอ่ืนๆ ในฐานขอมูล Genbank โดยใชโปรแกรม 
BLASTp [8] เพ่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความใกลเคียงกัน ตอมานําลําดับกรดอะ
มิโนท่ีไดมาสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) กับลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเน
สจาก Bacillus ชนิดอ่ืนๆ ในฐานขอมูล GenBank ดวยหลักการ Maximum Likelihood โดยใชโปรแกรม Mega 
7 [9] คํานวณมวลโมเลกุลและคา pI (Isoelectric Point) ของลําดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม ProtParam 
[10] วิเคราะหโครงสรางของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม PROSITE [11] InterPro [12] และ SignalP 4.1 
[13] เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนท่ีไดกับลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 ดวย
โปรแกรม CLUSTAL OMEGA [14] และทํานายโครงสรางทุติยภูมิของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม 
MINNOU [15]   

 
ผลการทดลอง 

การออกแบบไพรเมอรและการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิ่มปริมาณยีนแมนนาเนส 
จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ Bacillus sp. GA2(1) เปรียบเทียบกับ

ลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูล GenBank พบวา Bacillus sp. GA2(1) มีความสัมพันธใกลเคียงกับ B. 
subtilis ดังน้ันในการออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) จึงไดออกแบบ
ไพรเมอรจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก B. subtilis 7 สายพันธุ ซ่ึงคัดเลือกมาจาก
ฐานขอมูล GenBank ไดแก B. subtilis BEST7613 (AP012495.1), B. subtilis BAB-1 (CP004405.1), B. 
subtilis RO-NN-1 (CP002906.1), B. subtilis XF-1 (CP004019.1), B. subtilis MUSc-1 
(GU982918.1), B. subtilis CICC 10076 (GQ859464.1), B. subtilis YB-1519 (KT001238.1) และ  
B. subtilis GQJK2 (CP020367.1) ผลจากการเปรียบเทียบแสดงดังรูปท่ี 1 โดยออกแบบฟอรเวิรดและรีเวิรด
ไพรเมอรจากสวนตน (5’) และสวนปลาย (3’) ของยีน เพ่ือใหไดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีครอบคลุม
ท้ังยีน ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 1  
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 (ก) 

 
(ข) 

 
รูปท่ี 1  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก B. subtilis จํานวน 7 สายพันธุ โดยใช

โปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, QIAGEN, USA) โดยบริเวณกรอบสีดําคือ (ก) 
สวนตนของยีน และ (ข) สวนปลายของยีน ท่ีใชในการออกแบบไพรเมอร 

 
ตารางท่ี 1 ไพรเมอรสําหรับเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนส 

ช่ือไพรเมอร ไพรเมอร ขนาด Tm (°C) %CG 
NcoI-man-F2 5’-CATGCCATGGCCTTTAAG 

AAACATACGATCTCTTTGCTC-3’ 
39 63.8 43.6 

XhoI-man-R2 5’-CGGCTCGAGTTCAACGATTG 
GCGTTAAAGAATCGCC-3’ 

36 66.7 52.8  

หมายเหตุ  บริเวณ ATG ท่ีขีดเสนใต คือตําแหนงโคดอนเริ่มตนของการสังเคราะหโปรตีน 
 

ในการเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจะใชจีโนมิกดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. 
GA2(1) เปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชคูไพรเมอรท่ีไดจากการออกแบบ (NcoI-man-F2 และ XhoI-man-R2) ใน
การเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนส สําหรับการสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดใช TaKaRa Ex Taq™ DNA 
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Polymerase (TaKaRa Bio, Japan) ซ่ึงมีสมบัติ 3’5’ exonuclease ท่ีสามารถตรวจสอบและแกไขลําดับนิวคลี
โอไทดท่ีผิดพลาดได ผลจากการตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบน
เจลอะกาโรส 1.5 เปอรเซ็นต แสดงดังรูปท่ี 2 พบวาผลิตภัณฑท่ีไดมีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส จึงนําผลิตภัณฑ
จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไดมาทําใหบริสุทธ์ิและโคลนเขาสู pET28a ตอไป 

 

 
รูปท่ี 2  การตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส; แถว 1: 

VC 100bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia); แถว 2: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสท่ีเติมจีโนมิกสดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. GA2(1) เปนดีเอ็นเอแมแบบ; แถว 3: ผลิตภัณฑจาก
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไมเติมดีเอ็นเอแมแบบ (ตัวควบคุมเชิงลบ) 

 

การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีมียีนแมนนาเนส (pET28a-man) 
นําพลาสมิด pET28a ท่ีสกัดไดจาก E. coli DH5α (pET28a) และผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอ

ลิเมอเรสท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ XhoI จากน้ันนํามาเช่ือมตอกันดวยดีเอ็น
เอไลเกสเพ่ือสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และทรานสฟอรมผลิตภัณฑจากการเช่ือมตอเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. 
coli DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณรีคอมบิแนนทพลาสมิด จากน้ันคัดเลือกโคโลนีท่ีไดรับรีคอมบิแนนทพลาสมิดบน
อาหารแข็ง LB ท่ีมีสวนประกอบของกานามัยซิน โคโลนีท่ีไดรับพลาสมิดท่ีไมมีช้ินดีเอ็นเอแทรกอยูจะมีสีนํ้าเงิน 
สวนโคโลนีท่ีไดรับพลาสมิดท่ีมีช้ินดีเอ็นเอแทรกอยูจะมีสีขาวจากน้ันยืนยันการแทรกของช้ินยีนอีกครั้งดวยการทํา
โคโลนีพีซีอาร โดยผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไดจะมีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส ผลท่ีไดแสดงดัง
รูปท่ี 3 พบวาจากโคโลนีสีขาวท่ีสุมมา 5 โคโลนีมีเพียงโคโลนีท่ี 5 ท่ีใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,100 คูเบส 
แสดงใหเห็นวาโคโลนีท่ี 5 น้ีมีช้ินดีเอ็นเอของยีนแมนนาเนสแทรกอยูในพลาสมิด ดังน้ันจึงนําโคโลนีท่ี 5 ไปเลี้ยง
เพ่ือเพ่ิมปริมาณในอาหาร LB ท่ีประกอบดวยกานามัยซินแลวสกัดพลาสมิด เพ่ือนําสงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดของช้ินดีเอ็นเอท่ีแทรกในพลาสมิดตอไป 
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รูปท่ี 3  การทําโคโลนีพีซีอารเพ่ือตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีแทรกในเวกเตอร; แถว 1:  VC 100bp Plus DNA 

Ladder (Vivantis, Malaysia); แถว 2-6: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีใชโคโลนี 1-5 
เปนดีเอ็นเอแมแบบตามลําดับ; แถว 7: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไมเติมดีเอ็นเอ
แมแบบ (ตัวควบคุมเชิงลบ) 

 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนส 
ผลการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) พบวา ช้ิน ดี

เอ็นเอท่ีแทรกอยูในพลาสมิด pET28a ถูกโคลนใหติดอยูกับลําดับนิวคลีโอไทดของแท็กฮิสทิดีนท่ีปลาย 3’-ไฮด
รอกซิลของยีน โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีโคลนไดมีความยาวเทากับ 1,089 คูเบส เมื่อรวมกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของแท็กฮิสทิดีนจะมีความยาวเทากับ 1,116 คูเบส เมื่อนํายีนแมนนาเนสท่ีไดมาตัดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชใน
การออกแบบไพรเมอรออกแลวเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูล GenBank พบวามีความ
เหมือนกันสูงสุดกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก B. subtilis SRCM101392 (CP021921), B. 
subtilis WB800N (CP032310) และ B. subtilis NCIB 3610 (CP020102) เทากับ 99 เปอรเซ็นต แสดง
ใหเห็นวาช้ินดีเอ็นเอท่ีโคลนไดจาก Bacillus sp. GA2(1) คือยีนแมนนาเนส เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
กับยีนแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ัง 3 สายพันธุดังกลาวดวยโปรแกรม Clustal Omega ผลท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 4 
ซ่ึงพบวายีนแมนนาเนสท่ีนํามาเปรียบเทียบมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกันท้ังหมด 13 ตําแหนง  
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รูปท่ี 4  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1), B. subtilis 

SRCM101392, B. subtilis NCIB 3610 และ B. subtilis WB800N ดวยโปรแกรม Clustal 
Omega โดยตัดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการออกแบบไพรเมอรออก โดย ‘*’ หมายถึง นิวคลีโอไทดท่ีมี
ความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต และ ชองวางหมายถึง นิวคลีโอไทดตางชนิดกัน 
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การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนส 

เมื่อแปลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโนพบวาแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) 
มีความยาว 363 กรดอะมิโน เมื่อรวมกับแท็กฮิสทิดีนจะมีความยาวเทากับ 371 กรดอะมิโน เมื่อตัดลําดับกรดอะมิ
โนบริเวณท่ีใชในการออกแบบไพรเมอรออกแลวนํามาเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank พบวามีความเหมือน
สูงสุดกับลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก B. subtilis SC-8 (EHA29041), B. subtilis QH-1 
(EXF52326), Bacillus sp. YP1 (CP010014), B. subtilis TD7 (AWO72253), B. subtilis 168 
(CAB12407) และ Bacillus sp. MK-2(2016) (ANG59296) เทากับ 96 เปอรเซ็นต แสดงดังแผนภูมิ
ความสัมพันธ รูปท่ี 5 จากการนําลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสมาคํานวณคา pI และมวลโมเลกุลดวยโปรแกรม 
ProtParam พบวา แมนนาเนสมีมวลโมเลกุลเทากับ 41.02 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 5.80 เมื่อรวมแท็ก
ฮิสทิดีนจะมีมวลโมเลกุลเทากับ 42.08 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 6.04 จากการวิเคราะหโครงสรางของแมน
นาเนสดวยโปรแกรม PROSITE และ InterPro พบวาบริเวณลําดับกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 39-350 คือ โดเมน 
GH26 (glycosyl hydrolases family 26) ซ่ึงมีสมบัติเปน mannan endo-1,4-beta-mannosidase สามารถ
ไฮโดรไลซ(14)-beta-D-mannosidic linkages ในแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนได โดยภายในโดเมน
ดังกลาวมีกรดอะมิโน 2 ตําแหนงท่ีทําหนาท่ีเปน active site ของเอนไซม ไดแกกรดอะมิโนกลูตาเมทตําแหนงท่ี 
194 ซ่ึงทําหนาท่ีเปน proton donor และกรดอะมิโนกลูตาเมทตําแหนงท่ี 293 ซ่ึงทําหนาท่ีเปน nucleophile จาก
การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม SignalP 4.1 พบวาลําดับกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 1-22 คือ บริเวณเปป
ไทดสงสัญญาณ (signal peptide) ซ่ึงทําหนาท่ีเปนสัญญาณในการหลั่งแมนนาเนสออกสูภายนอกเซลล และคาดวา
ลําดับกรดอะมิโนบริเวณน้ีจะถูกตัดออกระหวางกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 22 และ 23 หลังจากทําหนาท่ีในการขนสง
เอนไซมเสร็จสิ้น  
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รูปท่ี 5  แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการซ่ึงวิเคราะหจากลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสดวยวิธี Maximum 
Likelihood และกําหนดคาการทํา bootstrap เทากับ 1,000 รอบ โดยใชโปรแกรม MEGA 7 

 
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) กับฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม BLASTp โดยรวมกรดอะมิโนบริเวณไพรเมอรดวย พบวามีความเหมือนกันกับลําดับ
กรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 อยู 98 เปอรเซ็นต เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
ของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) กับ B. subtilis MUSc-1 ดวยโปรแกรม Clustal Omega ผลท่ีได
แสดงดังรูปท่ี 6 พบวาแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ังสองสายพันธุมีกรดอะมิโนแตกตางกันท้ังหมด 6 ตําแหนง 
ไดแกกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 2, 23, 115, 161, 239 และ 315 โดยใน Bacillus sp. GA2(1) เปนกรดอะมิโนอะ
ลานีน ไลซีน ไกลซีน วาลีน ไอโซลิวซีน และอารจีนีนตามลําดับ สวนใน B. subtilis MUSc-1 เปน Gap กลูตา
มีน เซอรีน อะลานีน ลิวซีน และ ไลซีน ตามลําดับ จากการทํานายโครงสรางทุติยภูมิของแมนนาเนสจาก Bacillus 
sp. GA2(1) และ B. subtilis MUSc-1 ดวยโปรแกรม MINNOU ผลท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 7 พบวา ลําดับกรดอะมิ
โนของแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ังสองสายพันธุมีความคลายคลึงกัน โดยโครงสรางทุติยภูมิของแมนนาเนสจาก 
Bacillus sp. GA2(1) ประกอบดวย Random coil 52.89 เปอรเซ็นต beta-strand หรือ beta-bridge 13.77 
เปอรเซ็นต และ alpha helix 33.33 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 ประกอบดวย 
Random coil 53.31 เปอรเซ็นต Beta-strand หรือ Beta-bridge 14.64 เปอรเซ็นต และ Alpha helix 32.04 
เปอรเซ็นต 
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รูปท่ี 6  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) และ B. subtilis MUSc-1 
ดวยโปรแกรม Clustal Omega โดย ‘*’ หมายถึง กรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต,     
‘:’ หมายถึง กรดอะมิโนตางชนิดกันแตมีสมบัติท่ีคลายคลึงกันมาก และ ‘.’ หมายถึง กรดอะมิโนตางชนิด
กันแตมีสมบัติท่ีคลายคลึงกันเล็กนอย และ ชองวางหมายถึงกรดอะมิโนตางชนิดซ่ึงมีสมบัติแตกตางกัน 

 
 
 (ก)                                                                   (ข) 

     
 
รูปท่ี 7  การทํานายโครงสรางทุติยภูมิของแมนนาเนสจาก (ก) Bacillus sp. GA2(1) และ (ข) B. subtillis 

MUSc-1 ดวยโปรแกรม MINNOU โดย   แสดง Random coil   แสดง Beta-strand 
หรือ Beta-bridge และ    แสดง Alpha helix  
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สรุปและวิจารณผลการลอง 
งานวิจัยน้ีไดโคลนยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) เขาสู pET28a โดยปลาย 3’-ของยีน

แมนนาเนสเช่ือมอยูกับลําดับนิวคลีโอไทดของแท็กฮิสทิดีน ซ่ึงแท็กฮิสทิดีนน้ีจะเปนประโยชนในการทํารีคอม
บิแนนทแมนนาเนสใหบริสุทธ์ิดวยนิกเกิลเมทัลแอฟฟนิตีโครมาโทกราฟในอนาคต จากน้ันสงรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ท่ีสรางขึ้นไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนส และพบวายีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. 
GA2(1) มีขนาด 1089 คูเบส จากผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับยีนแมนนาเนสจาก Bacillus สาย
พันธุอ่ืน ๆ ท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกันไดแกB. subtilis SRCM101392 (CP021921), B. subtilis WB800N 
(CP032310) และ B. subtilis NCIB 3610 (CP020102) พบวายีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) มี
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางจาก Bacillus สายพันธุอ่ืน ๆ ท่ีนํามาเปรียบเทียบท้ังหมด 13 ตําแหนง เมื่อพิจารณา
ท่ีระดับโปรตีนพบวาแมนนาเนสชนิดน้ีมีขนาด 363 กรดอะมิโน จากการวิเคราะหดวยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ
พบวาแมนนาเนสน้ีจัดอยูในสกุล GH26 เอนไซมในกลุมน้ีสามารถไฮโดรไลซ (14)-beta-D-mannosidic 
linkages ท่ีพบในแมนแนนได และคาดการณวาเอนไซมชนิดน้ีมีมวลโมเลกุลเทากับ 41.02 กิโลดาลตัน และมีคา 
pI เทากับ 5.80 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเอนไซมแมนนาเนสสวนใหญจาก Bacillus เชน B. subtilis MUSc-1 
(ADZ54787) [16], B. subtilis Z-2 (ABB91433) [17], B. subtilis WL-3 (AAZ95239) [18] ซ่ึงมีมวล
โมเลกุลเทากับ 40.92,  40.95 และ 40.27 กิโลดาลตัน ตามลําดับ และมีคา pI เทากับ 5.68, 5.80 และ 5.36 
ตามลําดับ และใกลเคียงกับแมนนาเนสในราบางชนิด เชน Aspergillus aculeatus (AAA67426) [19] ซ่ึงมี
มวลโมเลกุลเทากับ 41.08 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 4.88 เปนตน อยางไรก็ตามยังมีแมนนาเนสจาก
แบคทีเรียและราหลายชนิดท่ีมีมวลโมเลกุลมากกวา Bacillus sp. GA2(1) เชน B. stearothermophilus CH-4 
[20] และ A. niger BK01 [21] ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 74 และ 53 กิโลดาลตัน ตามลําดับ  

จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสกับฐานขอมูล GenBank พบวาแมนนาเนสจาก 
Bacillus sp.GA2(1) มีความเหมือนกันกับแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 อยู 98 เปอรเซ็นต จากลําดับ
กรดอะมิโนท่ีมีความอนุรักษสูงน้ีอาจสงผลใหแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) มีสมบัติท่ีคลายคลึงกับแมน
นาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 แตอยางไรก็ตามแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ังสองสายพันธุยังมีกรดอะมิโนตาง
ชนิดกันอยูบางตําแหนงซ่ึงสงผลตอความตางกันเล็กนอยของโครงสรางระดับทุติยภูมิ และหากบริเวณท่ีตางกันน้ันมี
อิทธิพลตอการทํางานของเอนไซม ก็อาจทําใหเอนไซมท้ังสองชนิดน้ีมีจุดเดนท่ีตางกัน มีการรายงานกอนหนาวาแมน
นาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิสูง มีความชอบนํ้า (hydrophilic) 
สูง สามารถทํางานไดดีท่ีสุดท่ีพีเอชเทากับ 7.0 และอุณหภูมิเทากับ 60 องศาเซลเซียส มีความคงตัวในชวงพีเอชระ
หวาง 5-11.5 ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส ในเวลา 30 นาที จึงเหมาะกับการนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร
และอาหารสัตว และยังมีรายงานวารีคอมบิแนนทแมนนาเนสท่ีไดจากการโคลนยีนและผลิตเอนไซมใน E. coli มี
ปริมาณมากกวาแมนนาเนสท่ีผลิตจาก B. subtilis MUSc-1 ถึง 33 เทา [16] ซ่ึงหากแมนนาเนสจาก Bacillus 
sp.GA2(1) ท่ีกําลังจะนําไปผลิตเปนรีคอมบิแนนทโปรตีนใน E. coli น้ี มีสมบัติท่ีโดดเดน หรือมีความเหมาะสม
กับการนําไปประยุกตในอุตสาหกรรมบางประเภทก็จะเปนประโยชนอยางมากในอนาคต  
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