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บทคัดยอ

 เอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสทําหนาทีเ่รงปฏิกริยิาออกซิเดชันหรือรดีกัชันทาํใหเกดิการเปล่ียนแปลง

ระหวางแอลกอฮอลและแอลดีไฮดหรือคีโตน สามารถจําแนกเอนไซมกลุมนี้ตามชนิดของตัวรับอิเล็กตรอนไดเปน 

3 กลุม คือ แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดท่ีขึ้นกับ NAD(P)+ แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ไมขึ้นกับ NAD(P)+ 

และแอลกอฮอลออกซิเดสชนิดที่ขึ้นกับ FAD มีการศึกษาพบวาเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรียมี

หลากหลายชนิดซึ่งมีความแตกตางกันหลายประการ เชน ลําดับนิวคลีโอไทด ลําดับกรดอะมิโน โครงสรางสามมิติ

ของโปรตีน คุณสมบัติทางจลนศาสตรการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ตําแหนงที่พบเอนไซมในเซลล  ตลอดจนกลไก

การควบคุมการแสดงออกระดับยีน ในบทความนี้กลาวถึงองคความรูทางชีวเคมีพื้นฐานที่เกี่ยวของกับเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งในดานการออกซิเดชันของแอลกอฮอล

Abstract

 Alcohol dehydrogenases (ADHs) catalyze the oxidative and reductive conversion of alcohols and 

aldehydes or ketones. They can be divided into three major categories; The NAD(P)+- dependent 

alcoholdehydrogenases, NAD(P)+ - independent alcohol dehydrogenases and FAD-dependent alcohol oxidases. 

There are several varieties of alcohol dehydrogenases found in bacteria each of which may exist in several variants, 

e.g., molecular properties, catalytic properties, localization as well as gene expression and regulation. This article 

describes the basic knowledge of biochemistry that is related to bacterial alcohol dehydrogenases, especially in 

oxidation of alcohols.
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1. บทนํา

แอลกอฮอลเปนสารประกอบอินทรียที่มีหมู

ไฮดรอกซลิ (hydroxyl group, -OH) ตออยูกบัอะตอมของ

คารบอน โดยท่ีเมทานอล (methanol) เปนแอลกอฮอลทีม่ี

จํานวนอะตอมคารบอนนอยท่ีสุดคือมีจํานวน 1 อะตอม  

(C1) แอลกอฮอลโมเลกุลขนาดเล็กระหวาง C1-C3 

สามารถละลายน้ําไดดแีละคุณสมบัตกิารละลายน้ําจะลด

ลงเม่ือจํานวนอะตอมคารบอนมากข้ึน ในปฏิกิริยาเคมี

ทั่วไปการออกซิเดชันของแอลกอฮอลปฐมภูมิ (primary 

alcohol) จะไดผลิตภัณฑเปนแอลดีไฮด (aldehyde) 

ซึ่งจะสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันตอไปเปนกรด

คารบอกซลิกิ (carboxylic acid) สวนการออกซเิดชนัของ

แอลกอฮอลทุตติยภูมิ (secondary alcohol) จะไดคีโตน  

(ketone) ในขณะที่การออกซิเดชันของแอลกอฮอล

ตติยภูมิ (tertiary alcohol) จะเกิดข้ึนไดยาก 

ในระบบชีวภาพกระบวนการเมแทบอลิซึม

ของแอลกอฮอลผานกระบวนการออกซิเดชันมีความ

สําคัญตอสิ่งมีชีวิตหลายชนิดโดยอาจมีวัตถุประสงค

แตกตางกันไป  สําหรับในมนุษยแอลกอฮอลชนิด

เอทานอล (ethanol) ที่รับประทานเขาไปจะถูกทําลาย

ที่ตับโดยเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol 

dehydrogenase,  ADH) เกิด เปนอะซีทาลดีไฮด  

(acetaldehyde) และเปลีย่นแปลงเปนกรดแอซติกิ (acetic 

acid) โดยเอนไซมแอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (aldehyde 

dehydrogenase, ALDH) แมวาเมแทบอลซิมึของเอทานอล

ในทายท่ีสุดแลวจะใหพลังงานแกรางกายแตไมจัดเปน

การบริโภคสารอาหารเพราะถือวาเปนกลไกกําจัดสาร

พิษของร่างกาย (detoxification)(1,2) ในขณะท่ีระบบ

เมแทบอลิซึมของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดมีความตองการ

นํ้าตาลกลูโคส ซึ่งทําหนาที่เปนสารประกอบหลักใน

กระบวนการเมแทบอลิซึมที่มีวิถีการสลายสารประกอบ

เพื่อใหไดพลังงาน แตสําหรับจุลินทรียบางชนิดพบวา

ในสภาวะที่ขาดแคลนอาหารจุลินทรียไดแสดงความ

สามารถในการใชแอลกอฮอลชนดิตางๆ เปนแหลงอาหาร

เพื่อการสัง เคราะหพลังงานและการเจริญเติบโต

ไดเปนอยางดีไดแก Methylobacterium extorquens(3), 

Comamonas testo steroni (4), Pseudomonas aeruginosa(5) 

และ Pseudomonas putida(6) เปนตน คุณสมบัติที่โดดเดน

ของจุลินทรีย เหลาน้ีทําใหสามารถนํามาศึกษาและ

ประยุกตใชใหเกิดประโยชนไดทั้งในเทคโนโลยีชีวภาพ

ดานตางๆ รวมถึงการบําบัดสารมลพิษที่ปนเปอนใน

สิ่งแวดลอมดวยจุลินทรีย เชน พอลิไวนิลแอลกอฮอล 

(polyvinyl alcohol) และสารประกอบไฮโดรคารบอน

ตางๆ(7, 8)

สารประกอบแอลกอฮอลในระบบเมแทบอลิซมึ

ของจุลินทรียอาจไดมาจากกระบวนการหมักสารอาหาร

ประเภทคารโบไฮเดรตหรืออาจมาจากกระบวนการ

เมแทบอลิซึมของสารประกอบไฮโดรคารบอน ซึ่งเปน

ผลิตภัณฑจากอุตสาหกรรมปโตรเลียมท่ีปนเปอนใน

สิ่งแวดลอม ปจจัยสําคัญในการเกิดปฏิกิริยาการยอย

สลายสารอินทรียเหลานี้คือเอนไซมชนิดตางๆ ในแตละ

ขั้นตอนของลําดับปฏิกิริยา  ดังนั้นเฉพาะจุลินทรียที่มี

รหัสพันธุกรรมสําหรับกําหนดรหัสใหเอนไซมอยาง

จําเพาะตอซับสเตรต (substrate) ชนิดหนึ่งๆ เทานั้น

จึงจะมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ

เหลาน้ีได แมวาจะเปนเอนไซมทีเ่รงปฏิกริยิาชนิดเดียวกัน

ในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน ก็ยังพบความแตกตางกันในเชิง

อณูชีววิทยาของเอนไซม เชน ตําแหนงที่พบในเซลล 

โครงสรางสามมติ ิคณุสมบตัทิางจลนศาสตรของเอนไซม 

ลําดับกรดอะมิโน ลําดับนิวคลีโอไทดและกลไกการ

ควบคุมการแสดงออกระดับยีนการศึกษาในเชิงลึกระดับ

อณูชวีวิทยาจะทําใหเกดิองคความรูในธรรมชาติของส่ิงมี

ชีวิตน้ันๆ อันจะเปนพื้นฐานสําคัญในการประยุกตสูการ

ใชประโยชนดานตางๆ ใหเกดิประสิทธภิาพสูงสดุ รวมถึง

เพื่อการดัดแปลงพันธุกรรมใหสอดคลองกับความ

ตองการใชเฉพาะดาน

บทความน้ีจะกลาวถึงความรูพื้นฐานและ

วิธีการศึกษาวิจัยเบื้องตนทางชีวเคมีที่ของเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรียเพ่ือเปนแนวทาง

ในการศึกษาวิจัยทางชีวเคมีขั้นสูงตอไป

1.  เอนไซมทีเ่กีย่วของในการออกซเิดชนัของ

แอลกอฮอลและการรีดักชันของแอลดีไฮดในแบคทีเรีย

แหลงที่มาของแอลกอฮอลในแบคทีเรียกอน

ที่จะเขาสูกระบวนการออกซิเดชันอาจมีสารตั้งตน
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ชนิดอื่นที่ไมใชแอลกอฮอลแตถูกเปลี่ยนแปลงโดย

เอนไซมที่ จํ า เพาะตอซับสเตรตทําหนาที่ เติมหมู

ไฮดรอกซิลใหกลาย เปนแอลกอฮอลซึ่ ง เรี ยกว า

กระบวนการไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) โดย

เอนไซมกลุมนี้มีชื่อเรียกทั่วไปคือเอนไซมไฮดรอกซิเลส 

(hydroxylase) หรอืโมโนออกซิเจนเนส (monooxygenase)

ในปฏิกิริยาจะมีการรีดิวซโมเลกุลออกซิเจน (O
2
) ใหแก

หมูไฮดรอกซลิและโมเลกลุของนํา้อยางละ 1 อะตอม โดย

ปฏิกิริยาเกิดขึ้นรวมกับการออกซิเดชันของโคเอนไซม 

(coenzyme) เชน NAD(P)H (nicotinamide adenine 

dinucleotide (phosphate) เม่ือพิจารณาโครงสรางโมเลกลุ

ของแอลกอฮอลปฐมภมูจิะพบวาโครงสรางของโมเลกลุที่

เปนสารตั้งตน (precursor) กอนท่ีจะเกิดเปนแอลกอฮอล

คือสารประกอบแอลเคน (alkane) ดังนั้นเอนไซมที่ทํา

หนาที่เติมหมูไฮดรอกซิลใหแกโมเลกุลแอลเคนจึงเรียก

วาเอนไซมแอลเคนไฮดรอกซเิลสหรอืแอลเคนโมโนออก

ซเิจนเนส ดงัปฏิกริยิาในรปูที ่1 นอกจากน้ันยงัมกีารเรยีก

ชื่อเอนไซมเหลานี้ตามชนิดของซับสเตรตที่จําเพาะโดย

เรียกช่ือของซับสเตรต เชน มีเทน โพรเพนหรือ บิวเทน 

แลวตอดวยคําวาโมโนออกซิเจนเนส ในกรณีที่เอนไซม

มีความจําเพาะตอซับสเตรตอยางกวางขวางเปนกลุม

ใหญ อาจมีการเรียกชื่อเอนไซมดวยกลุมของซับสเตรต 

เชนแอลเคนโซสั้น (short chain alkane) แอลเคนโซยาว

ปานกลาง (medium chain alkane) และแอลเคนโซยาว 

(long chain alkane) และตอดวยคําวาโมโนออกซิเจนเนส  

รูปท่ี 1 กระบวนการเมแทบอลิซมึของสารประกอบแอลเคน (ตวัอยางคอืบวิเทน)ใน Pseudomonas spp. โดยเอนไซม

แอลเคนโมโนออกซิเจนเนสเกิดแอลกอฮอลเปนสารมัธยันตร (intermediate หรือ metabolite) แอลกอฮอล

เปล่ียนเปนแอลดีไฮดโดยเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส และเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันตอเน่ืองจนได

พลังงานสําหรับเซลล (รูปดัดแปลงจาก Rojo F. (9)

เอนไซมในลําดับตอจากกระบวนการเติมหมู

ไฮดรอกซิลใหแกโมเลกุลแอลเคนคือเอนไซมแอลกอฮอล

ดไีฮโดรจเีนสซึง่มบีทบาทชดัเจนในกระบวนการออกซเิดชนั

ของแอลกอฮอลเอนไซมกลุมนีม้แีนวทางการเรยีกชือ่ใน

ทํานองเดียวกับเอนไซมแอลเคนโมโนออกซิเจนเนสคือ

ขึน้ตนดวยชือ่กลุมหรือชือ่เฉพาะของซับสเตรตแตลงทาย

ดวยคําวาดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) ซึ่งมีความ

หมายถึงการออกซิไดซโมเลกุลซับสเตรตโดยปฏิกิริยา

รีดักชันซ่ึงถายทอดไอออนประจุลบของไฮโดรเจน 

(hydride, H-) ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนประเภทโคเอนไซม

เชน NAD+ หรอืไพโรโลควโินลนีควโินน (pyrroloquinoline 

quinone, PQQ) เปนตน ตัวอยางของโมเลกุลแอลกอฮอล

ถกูออกซิไดซเปนแอลดีไฮดในแบคทีเรยี ไดแก เมทานอล

ถูกออกซิไดซเปนฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde) โดย

เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสที่เรียกวาเมทานอล

ดไีฮโดรจเีนส (methanol dehydrogenase, MDH) ในขณะที่

เอทานอลถูกออกซิไดซเปนอะซีทาลดีไฮด โดยเอนไซม

แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสท่ีเรยีกวาเอทานอลดีไฮโดรจีเนส 

(ethanol dehydrogenase, EDH) เปนตน
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เอนไซมที่สําคัญในลําดับตอจากนี้คือเอนไซม

แอลดีไฮดดี ไฮโดรจี เนสซ่ึงจะออกซิไดซโมเลกุล

แอลดีไฮดใหเปนกรดคารบอกซิลิกซึ่งมีคุณสมบัติเปน

กรดออน กรดคารบอกซิลิกท่ีเกิดข้ึนมีชื่อเรียกตาม

จํานวนคารบอนไดแก กรดแอซีติก (acetic acid, C2) 

กรดโพรพิโอนิก (propionic acid, C3) เปนตน กรณีที่

โซคารบอนของโมเลกุลกรดคารบอกซิลกิมคีวามยาวมาก

ขึน้จะมคีณุสมบตักิารละลายน้ําลดลง ไดแก กรดบวิทริกิ 

(butyric acid, C4) กรดออกทาโนอิก (octanoic acid, C8) 

และเม่ือมคีวามยาวมากข้ึนกวานีจ้ะจดัเปนกรดไขมัน หมู

คารบอกซิลของกรดอินทรยีหรอืกรดไขมันจะถกูเชือ่มตอ

ดวยโมเลกลุ โคเอนไซมเอ (coenzyme A, CoA) ดวยพนัธะ

ไทโอเอสเทอร (thioester) โดยเอนไซมในกลุมไลเกส 

(ligase) คือเอนไซมเอซิลโคเอซินเธเทส (acyl CoA 

synthetase) ไดผลิตภัณฑเปนแฟตตีเอซิลโคเอนไซมเอ 

(fatty acyl coenzyme A) ซึ่งพรอมจะเขาสูการสลายกรด

ไขมันดวยกระบวนการเบตาออกซิเดชัน (β-oxidation)

ซึง่จะมีการตัดคารบอนออกคร้ังละ 2 อะตอมจากโมเลกุล

ของแฟตตีเอซิลโคเอนไซมเอไดผลิตภัณฑเปนอะซิติล

โคเอนไซมเอ (acetyl coenzyme A) และเขาสูวัฏจักร

กรดซิตริก (citric acid cycle) ไดผลิตภัณฑสุดทายเปน

คารบอนไดออกไซดและ NADH ซึง่ NADH จะเขาสูหวง

โซการถายทอดอิเล็กตรอน (electron transport chain)  

เพื่อผลิตสารประกอบพลังงานสูง คือ ATP (adenosine 

triphosphate)

อยางไรก็ตามจุลินทรียบางชนิดที่มีความเปน

เอกลักษณเฉพาะตัวอาจจะมีกระบวนการเมแทบอลิซึม

ที่ตรงขามการยอยสลาย ซึ่งหมายถึงการสังเคราะห

แอลกอฮอลจากสารอาหารดังรูปที่ 2 แบคทีเรียที่พบ

วิถี เมแทบอลิซึมในลักษณะนี้ ไดแก  Clostridium 

acetobutylicum ที่สามารถผลิตบิวทานอลไดจากการ

ยอยสลายน้ําตาลกลูโคสในกระบวนการไกลโคไล

ซิส (glycolysis) ไดผลิตภัณฑเปนไพรูเวท (pyruvate) 

และเกิดปฏิกิริยาตอไปเปนอะซิติลโคเอนไซมเอ จนกระทั้ง

เปนบิวทิรัลดีไฮด (butyraldehyde) และถูกเอนไซมบิว

ทานอลดีไฮโดรจีเนส (butanol dehydrogenase, BDH) 

เปลี่ยนใหกลายเปนบิวทานอลในที่สุด ในกรณีนี้จะเห็น

วาปฏิกิริยาสุดทายที่เรงโดยเอนไซมบิวทานอลดีไฮโดร

จีเนสเปนการผันกลับจากสารประกอบแอลดีไฮดกลาย

เปนแอลกอฮอลซึ่งจัดเปนปฏิกิริยารีดักชัน

รูปท่ี 2 วถิเีมแทบอลซิมึใน Clostridium acetobutylicum ทีม่กีารสงัเคราะหแอลกอฮอลจากสารอาหาร โดยเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (EDH และ BDH) ทําหนาที่เปลี่ยนแอลดีไฮดใหเปนแอลกอฮอล  (รูปดัดแปลง

จาก Lutke-Eversloh T. และคณะ (10) และ Cooksley C. M. และคณะ (11)
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2.  การจํ า แนกประ เภทของ เ อนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรีย

การศึกษา เกี่ ยวกับ เอนไซมแอลกอฮอล

ดไีฮโดรจีเนสมีรายงานคร้ังแรกในป ค.ศ. 1937 เริม่จากการ

คนพบและทําเอนไซมใหบรสิทุธ์ิจากยีสต Saccharomyces 

cerevisiae  และกลาวไดวานบัตัง้แตป ค.ศ. 1950  เปนตนมา 

ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส

อยางแพรหลายและเร่ิมมผีลงานวิจยัออกมาอยางตอเน่ือง

ในป ค.ศ. 1961 มีรายงานเก่ียวกับกลไลการเรงปฏิกิริยา

ของแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสที่สกัดจากตับมา (horse 

liver alcohol dehydrogenase)(12) และในชวงเวลา

เดียวกันก็มีการศึกษาแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสในแมลง

สกุลแมลงหวี่  หรือ  Drosophila(13) ซึ่งเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสจากยีสต มา และแมลงหว่ี 

นับไดวาเปนตนแบบการวิจัยและใชอางอิงเปรียบเทียบ

ของการศกึษาแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนสในยคุตอๆ มา(14) 

จากการที่องคความรูดานชีวเคมีและขอมูล

ชีวภาพมีมากขึ้นในการประชุมวิชาการชีวเคมีนานาชาติ 

(3rd International Congress of Biochemistry) ระหวาง

วนัท่ี 1-6 สงิหาคม ป ค.ศ. 1955 ณ เมอืงบรสัเซลล (Brussels) 

ประเทศเบลเยียม มีการพิจารณาการจัดหมวดหมูของ

เอนไซมและกําหนดใหมีระบบเลขรหัสของเอนไซม 

(Enzyme Commission number, EC number) โดยประกาศ

ใชคร้ังแรกในป ค.ศ. 1961 จนกระทัง่ในป ค.ศ. 1992 สมาคม

ชวีเคมแีละอณชูวีวทิยานานาชาต ิ(International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology) ไดมกีารปรับปรุง 

EC number เปนคร้ังที่ 6 และใชจนถึงปจจุบัน  ตัวเลข

ของ EC number จะมี 4 ชุด  (EC x.x.x.x) ตัวเลขชุดแรก

ใชระบุชั้น (class) ของเอนไซมซึ่งมีเพียง 6 ชั้น ตัวเลขชุด

ที่ 2-4 ใชระบุ subclasssub-subclass และ serial number 

ตามลําดับตัวอยางเอนไซมเรงปฏิกิริยาชีวเคมีชนิดที่มี

การเคลื่อนยายอิเล็กตรอนจากโมเลกุลหนึ่งซึ่งเรียกวาตัว

ใหอิเล็กตรอน (electron donor) ไปยังอีกโมเลกุลหนึ่ง

ซึ่งเปนตัวรับอิเล็กตรอน (electron acceptor) มีการจัด

หมวดหมูเอนไซมทีม่ปีฏกิริยิาลกัษณะน้ีอยูในชัน้ (class) 

ออกซิโดรีดักเทส (oxidoreductase) กําหนดใหตัวเลข 

class ของ EC number เปน EC 1 หากเอนไซมทาํปฏิกริยิา

บนหมูไฮดรอกซิลจะมีการกําหนดตัวเลข subclass ของ 

EC number เปน EC 1.1 และหากเอนไซมแตละชนิดอาจ

มีตัวรับอิเล็กตรอนท่ีจําเพาะ เชน NAD(P)+ ไซโตโครม 

(cytochrome) ควิโนน (quinone) หรือคอปเปอรโปรตีน 

(copper protein) เปนตนจะกําหนดตัวเลข sub-subclass 

ของ EC number เปน EC 1.1.1  EC 1.1.2  EC 1.1.5 หรือ 

EC 1.1.9 ตามลําดับเปนตน และในกรณีของเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสท่ีเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลง

แบบผันกลับไดระหวางแอลกอฮอลและแอลดีไฮดโดยมี 

NAD+/NADH เปนตัวรบัสงอเิลก็ตรอน จะกาํหนดตวัเลข 

serial number ของ EC number เปน EC 1.1.1.1

ในสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันแมวาจะมีเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสทําหนาที่เรงปฏิกิริยาชนิด

เดียวกันแตพบวามีความแตกตางกันตั้งแตลําดับของ

นิวคลีโอไทด (nucleotide sequence) ชนิดของตัวรับ

อิเล็กตรอน จนกระท้ังมีความแตกตางกันในดานความ

จําเพาะตอซับสเตรตแมวาจะมีการจัดหมวดหมูและ

ระบบเรียกช่ือเอนไซม เพือ่ใหสามารถศึกษาเขาใจในภาพ

รวมของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสจึงจัดจําแนก

ตามชนิดของตัวรับอิเล็กตรอนไดเปน 3 กลุมดังนี้ 

  2.1 แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ขึ้น

กับ NAD(P)+ (NAD(P)+-dependent ADH)

 แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ขึ้นกับ  

NAD+ หรือ NADP+ พบไดในส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด

เชน สัตว พืช จุลินทรีย สามารถเขียนเปนสมการของ

ปฏิกิริยาไดดังนี้ 

 ในแบคทีเรียจะพบวาเอนไซมกลุมนี้เปน

เอนไซมชนิดละลายนํ้า (soluble enzyme) พบในสวน

ไซโทพลาซึมของเซลล (15) โครงสรางปฐมภูมิของ

เอนไซมกลุมนี้พบวามีไทโรซีน (tyrosine residue) ใน

บริเวณเรง (active site) และลําดับกรดอะมิโนที่มีไกลซีน

มาก (glycine-rich sequence) ซึง่มลีาํดบัเปน GGXXGXG(16)  

หรอื GXGXXG หรอื GXXGXXG(17) สาํหรับขึน้รปูเปน

โครงสราง 3 มิติของโปรตีนแบบ β sheet-turn- α helix 
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เพ่ือใชเปนบริเวณยึดจบั (binding site) โมเลกุล NAD+หรอื 

NADP+(18,19) นอกจากน้ียังสามารถจําแนก NAD(P) +-

dependent ADH ออกเปน 3 กลุมยอยไดดังนี้

  2.1.1 แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสชนิด

ขึ้นกับสังกะสี (zinc-dependent ADH) หรืออาจเรียก

วากลุมที่ 1 ซึ่งโมเลกุลของเอนไซมจะมีอะตอมสังกะสี

อยูในภายในทําหนาเปนโคแฟคเตอรในการเรงปฏิกิริยา 

ดงันัน้จงึมลีาํดบักรดอะมิโนทีเ่ปนสวนอนรุกัษ (conserve 

region) สาํหรบัจบัอะตอมสังกะสี (catalytic zinc binding 

motif) คือ GHEXXGXVXXXGXXV(20) ดังรูปที่ 3 ซึ่ง

แสดงถึงการมีวิวัฒนาการรวมกันของส่ิงมีชีวิตตั้งแต

แบคทีเรียไปจนถึงสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เอนไซมกลุมนี้มี

ความยาวของกรดอะมิโนโดยเฉล่ีย 350 อะมิโนตอหนวย

โปรตนีจงึมีชือ่เรยีกวาแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนสชนดิสาย

ยาว (long chain alcohol dehydrogenase) หรอือาจเรยีกวา

แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสชนดิสายยาวปานกลาง (medium 

chain alcohol dehydrogenase) เนื่องจากมีความยาวของ

กรดอะมิโนโดยเฉลี่ยยาวกวาแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส

ชนดิไมขึน้กับสงักะสี แตสัน้กวาแอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนส

ชนิดไอรอนแอคทิเวเท็ตเพียงเล็กนอย

  2.1.2 แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสชนิด

ไมขึ้นกับสังกะสี (zinc-independent ADH) หรือกลุมที่ 

2 เมื่อพิจารณาตารางท่ี 1จะสังเกตไดวามีความยาวของ

กรดอะมิโนสั้นกวากลุมที่ 1 โดยมีกรดอะมิโนประมาณ 

250 อะมิโนตอหนวยโปรตีนและไมมีอะตอมสังกะสี

ภายในโมเลกุลเอนไซม ซึ่งจะพบลําดับกรดอะมิโน

อนุรักษสําหรับยึดจับโมเลกุล NAD(P)+ แตไมพบลํา

ดับกรดอะมิโนอนุรักษสําหรับยึดจับกับอะตอมสังกะสี 

ดงัน้ันจงึมชีือ่เรยีกอกีอยางหนึง่วาแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนส

ชนิดสายสั้นและไมมีโลหะ (metal-free short-chain 

alcohol dehydrogenase) ในอดีตเอนไซมกลุมนี้มีการ

ศึกษากันครั้งแรกในแมลงสกุล Drosophila และนิยมใช

แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสของ D. melanogaster  (แมลงหว่ี) 

เปนตัวแทนในการกลาวถึงเอนไซมกลุมนี้

  2.1.3 แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสชนิด

ไอรอนแอคทิเวเท็ต (iron activated ADH) หรือกลุมที่ 3 

เอนไซมกลุมน้ีพบมากในแบคทเีรยีและรา โมเลกลุเอนไซม

มีจํานวนกรดอะมิโนประมาณ 380 อะมิโนตอหนวย

โปรตีน และบางชนิดอาจพบวามีความยาวถึง 900 อะมิ

โนตอหนวยโปรตีน ภายในโมเลกุลของเอนไซมมีเหล็ก

เปนองคประกอบ ซึง่โครงสรางปฐมภูมขิองโปรตีนจะพบ

ลําดับกรดอะมิโนอนุรักษสําหรับใชยึดจับอะตอมเหล็ก 

รูปท่ี 3 การจัดวางแนวลําดับกรดอะมิโน (amino acid alignment) ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่

ขึ้นกับ NAD(P)+ กลุมที่ 1 จากส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ เชน Saccharomyces cerevisiae (P00330), Acetobacter 

pasteurianus (AEN03783), Bacillus cereus (ZP04296089), Pseudomonas putida (YP003617171), Equus 

caballus (NP001075414) และ Clostridium beijerinckii (P25984) ในกรอบสี่เหลี่ยมคือลําดับกรดอะมิโน

สวนอนุรักษที่พบในส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน ขอมูลลําดับกรดอะมิโนและรหัส accession number สืบคนจาก

ฐานขอมูล GenBank
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(iron-binding motif, GXXHXXAHXXGXXXXXPHG)

(21) มรีายงานการคนพบเอนไซมนีค้รัง้แรกในแบคทเีรีย 

Zymomonas mobilis(22)  ดังนั้นจึงนิยมใชเปนตัวแทน

อางถึงเอนไซมในกลุมนี้

ตารางที่ 1 แสดงลักษณะขอมูลทางโครงสรางของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ขึ้นกับ NAD(P)+ 

ทั้ง 3 กลุม ที่พบในส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ

กลุม สิ่งมีชีวิต
ชื่อเอนไซม (ตัวยอ)/

Accession No.

จํานวน subunit 

(โครงสราง

จตุรภูมิ)

จํานวนกรด

อะมิโนตอ 

subunit

อางอิง

Group I

Zinc-dependent 

ADHs

Equus caballus 

(มา)

Horse liver alcohol 

dehydrogenase

(HLADH) / 

NP001075414

2

(homodimer)
374 (23, 24)

Saccharomyces 

cerevisiae

(ยีสต)

alcohol dehydrogenase I 

(SADH I) / 

P00330

4

(homotetramer)
348 (25, 26)

Clostridium 

beijerinckii

alcohol dehydrogenase

(CBADH) / 

P25984

4

(homotetramer)
351 (27, 28)

Acetobacter 

pasteurianus 

SKU1108

alcohol dehydrogenase

(ADH I) /

AEN03783

3

(homotrimer)
342 (29, 30)

Group II

Zinc-independent 

ADHs

Drosophila 

melanogaster

(แมลงหวี่)

alcohol dehydrogenase

(DmADH) / P00334

2

(homodimer)
256 (14)

Geobacillus 

thermoleovorans

alcohol dehydrogenase

(Bt-ADH) /

BAA94092

- 249 (16)

Thermus 

thermophilus

alcohol dehydrogenase

(ADH
Tt

) / YP005594

4

(homotetramer)
256 (31, 32)

Lactobacillus 

brevis

alcohol dehydrogenase  

(LB-RADH)/ YP794310

4

(homotetramer)
257 (33, 34)

Group III

iron activated 

ADHs

Zymomonas 

mobilis

alcohol dehydrogenase   

(ZADH-2)/ 3OWOA

4

(homotetramer)
383 (22, 35)

Escherichia coli

L-lactaldehyde and L-1,2-

propanediol dehydrogense

(FucO) / P0A9S1

2

(homodimer)
383 (36)

Bacillus 

methanolicus

Methanol dehydrogenase 

(MDH) / AAA22593

10

(homodecamer)
381 (37)

Clostridium 

acetobutylicum

Butanol dehydrogenase A 

(BDH I) / AAK81232

2

(homodimer)
389 (38-40)
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 2.2 แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ไม

ขึ้นกับ NAD(P)+ (NAD(P) +-independent ADH) 

 เปนเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส

ชนิดท่ีไมขึ้นกับ NAD(P)+ พบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด

เชน สัตว พืช จุลินทรียสามารถเขียนเปนสมการของ

ปฏิกิริยาไดดังน้ี 

 เมื่อ 2X
(ox) 

และ 2X
(red)

คือ รูปแบบท่ี

ถูกออกซิไดสและถูกรีดิวซของตัวรับอิเล็กตรอน (X) 

ตามลําดับ เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดน้ี

พบมากในแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) 

โดยโมเลกุลเอนไซมจะมีหมูพรอสเธติก (prosthetic group) 

เปนสารประกอบไพโรโลควโินลนีควโินน (pyrroloquino-

line quinone, PQQ) หรอืเปนโคเอนไซม F
420

 (8-hydroxy-

5-deazafl avin) ซึ่งทําหนาท่ีเปนตัวรับอิเล็กตรอน

 เอนไซมที่มี PQQเปนหมูพรอสเธติก

จะมีชื่อเรียกโดยรวมวา ควิโนโปรตีน (quinoprotein) 

หรืออาจเรียกวาเอนไซมที่ขึ้นกับ PQQ (PQQ-dependent 

enzyme)ซึ่ง PQQ ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1964 

โดย J.G. Hauge(41) โดยพบวาเปนหมูพรอสเธติกของ

เอนไซมกลูโคสดีไฮโดรจีเนส (glucose dehydrogenase) 

ของแบคทีเรยีและตอมาในป ค.ศ.1967 มรีายงานวา PQQ 

เปนหมูพรอสเธติกของเอนไซมเมทานอลดีไฮโดรจีเนส

ในแบคทีเรีย Pseudomonas sp. M27 โดยเรียก PQQ วา 

methoxatin(42) ซึ่งนับวาเปนรายงานครั้งแรกของ

เอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนสชนดิท่ีมหีมูพรอสเธตกิ

เปน PQQ และภายหลังมีการศึกษาอยางละเอียดถึง

โครงสรางระดับโมเลกุลในแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ควิโน

โปรตีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (quinoprotein alcohol 

dehydrogenase, QADH) สามารถจําแนกไดเปน 3 

ประเภทตามคุณสมบัติทางอณูชีววิทยา การเรงปฏิกิริยา

และรวมไปถึงตําแหนงในเซลลที่พบเอนไซม (43) ไดแก 

ADH-I  ADH-II และ ADH-III ดังแสดงในตารางท่ี 2

  2.2.1 ADH-I เปนเอนไซมชนิดท่ี

ละลายนํา้พบอยูในสวนของเพรพิลาซมึ (periplasm) ซึง่อยู

ระหวางเยื่อเซลลชั้นนอกและช้ันใน ลักษณะโครงสราง

ของเอนไซมประกอบดวยหนวยยอย 2 หนวย ทีเ่หมือนกัน 

(homodimeric enzyme) แตละหนวยมีขนาดประมาณ 

60-65 กิโลดาลตัน (kDa) และมี PQQ เปนหมูพรอสเธติก

เพียงอยางเดียว โดยมีรายงานวาพบใน P. aeruginosa 

P. butanovora และ P. putida (6, 23) เปนตน ตวัอยาง ไดแก

เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่มีความชอบ 

(affinity) ต่อเอทานอลสูงกว่าแอลกอฮอล์ชนิดอื่นๆ 

จะมีชื่อวาควิโนโปรตีนเอทานอลดีไฮโดรจีเนส (QEDH) 

นักวิจัยบางกลุมไดรวมเอนไซมควิโนโปรตีนเมทานอล

ดีไฮโดรจีเนส (QMDH) ซึ่งมีความชอบตอเมทานอล

เทานั้นไวในกลุม ADH-I เนื่องจากโครงสรางทางอณู

ชีววิทยาของเอนไซมทั้งสองมีความคลายคลึงมาก(44) 

อยางไรก็ตามมีนักวิจัยบางกลุมเห็นวา QMDH มีความ

จาํเพาะตอซบัสเตรตทีเ่ปนเมทานอลเทานัน้และสามารถ

เรงปฏิกิริยาที่มีเมทานอลเปนซับสเตรตไดดีกวา ADH-I 

ชนิดอื่นๆถึง 104 เทาจึงควรจัดกลุมแยกออกจาก ADH-I 

(43, 45, 46)

  2.2.2 ADH-II เปนเอนไซมชนิดที่

ละลายนํา้พบอยูในสวนของเพรพิลาซมึของเซลล  ลกัษณะ

โครงสรางของเอนไซมประกอบดวยหนวยยอย 1 หนวย 

(monomeric enzyme) มขีนาดประมาณ 70-75  kDa มหีมู

พรอสเธติก 2 ชนิดคือ PQQ และ ฮีม (heme) จึงมีการ

เรียกช่ือโปรตีนชนิดนี้วาควิโนฮีโมโปรตีนแอลกอฮอล

ดีไฮโดรจีเนส (quinohemoprotein alcohol dehydrogenase, 

qhADH) มีรายงานการคนพบไดแกควิโนฮีโมโปรตีน

เอทานอลดีไฮโดรจีเนสใน Comamonas testosteroni(47) 

และควิโนฮีโมโปรตีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิด B 

และ G (ADH-IIB และ ADH-IIG) ใน P. putida HK5  

โดยพบวา ADH-IIB มีความจําเพาะตอซับสเตรต ไดแก 

แอลกอฮอลปฐมภูมิสายยาวปานกลาง และแอลกอฮอล

ทุติยภูมิ  ในขณะท่ี  ADH-IIG มีความจําเพาะตอ

ซับสเตรตประเภทไดออล (diol) เทานั้น(6)

  2.2.3 ADH-III เปนเอนไซมชนิดที่

ตรงึอยูบนเยือ่เซลล (membrane bound enzyme) พบบนเยือ่

เซลลดานไซโทพลาซึม เอนไซม ADH-III จะเรงปฏิกริยิา

ออกซิเดชันแอลกอฮอลที่ไมสามารถผันกับได โดยมี
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ความจําเพาะตอแอลกอฮฮลปฐมภูมิยกเวนเมทานอล

โมเลกุลของเอนไซมประกอบดวย 3 หนวยยอยสําคัญ คอื 

หนวยยอยท่ี  1 มีขนาด 80 kDa จะมีบริเวณเรงปฏิกิริยา 

(catalytic site) ที่เกี่ยวของกับ PQQ ซึ่งทําหนาที่เปน

โคแฟคเตอรหลกัและมีฮมี ซ ี(heme c) 1 โมเลกุล ทาํหนารบั

อิเล็กตรอนตอจาก PQQ หนวยยอยที่ 2 หรือ หนวย

ไทรฮีมไซโตโครม ซี (triheme cytochrome c subunit) 

มีขนาด 50 kDa เกี่ยวของกับการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน

ของยูบิควิโนน (ubiquinone) ซึ่ง อยูบนเยื่อหุมเซลลโดย

ยูบิควิโนนรับอิเล็กตรอนตอจากฮีมซี และหนวยยอยที่ 3 

มขีนาด 20 kDa ซึง่ไมมโีคแฟคเตอรและยังไมทราบหนาที่

ชัดเจน มีรายงานวาพบเอนไซม ADH-III ในแบคทีเรีย

ชนิดที่ผลิตกรดแอซิติก เชน Gluconobacter suboxydans  

และ Acetobacter pasteurianus(48-50)

ตารางที่ 2 แสดงตาํแหนงในเซลลทีพ่บเอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนสชนดิทีข่ึน้กบั PQQ กลุมตางๆ ในแบคทเีรยี

เอนไซม                                                            ตําแหนงที่พบในเซลล*         แบคทีเรียที่พบ

ควิโนโปรตีนท่ีสามารถออกซิไดซเมทานอล

(หมูพรอสเธติก PQQ)

      Methanol dehydrogenase (MDH) S Methylotrophs

ควิโนโปรตีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส-I 

(ADH-I) (หมูพรอสเธติก PQQ)

      Ethanol dehydrogenase (QEDH) S Pseudomonas aeruginosa

     Alcohol dehydrogenase (ADH-I) S Pseudomomas putida

     1-Butanol dehydrogenase (BOH) S Pseudomonas butanovora

ควิโนฮีโมโปรตีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส– II 

(ADH-II) (หมูพรอสเธติก PQQ และ heme c)

    Ethanol dehydrogenase (qhEDH) S Comamonas testosteroni

      Alcohol dehydrogenase (ADH IIB) S Pseudomonas putida

      Alcohol dehydrogenase (ADH IIG) S Pseudomonas putida

      1-Butanol dehydrogenase (BDH) S Pseudomonas butanovora

ควิโนฮีโมโปรตีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส– III 

(ADH-III) (หมูพรอสเธติก PQQ และ heme c)

     Alcohol dehydrogenase M Acetobacter aceti

     Alcohol dehydrogenase M  Acetobacter pasteurianus

     Alcohol dehydrogenase M Acidomonas methanolicus

     Alcohol dehydrogenase M Gluconobacter suboxydans

* S, soluble enzyme พบใน periplasm 

M, membrane bound enzyme พบบนเย่ือเซลลดานไซโทพลาซึม  

;ตารางดัดแปลงจาก Toyama H. และคณะ(45)
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 2.3 แอลกอฮอลออกซิเดสชนิดที่ขึ้นกับ 

FAD (FAD-dependent alcohol oxidases, ALOD)

 แอลกอฮอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่จัด

อยูในระบบออกซิเดชันของแอลกอฮอลแตมีความแตก

ตางจากแอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสคือเปนการเรงปฏิกริยิา

ที่ไมสามารถผันกลับได ซึ่งเอนไซมจะทําหนาที่เปลี่ยน

แอลกอฮอลใหเปนแอลดีไฮดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

สามารถเขียนเปนสมการของปฏิกิริยาไดดังนี้

 แอลกอฮอล ออก ซิ เ ดส ซ่ึ งมี  F A D 

(fl avin  adenine dinucleotide) เปนโคแฟกเตอร มกีารคนพบ

ครั้งแรกในราเสนใย (fi lamentous fungi) และยีสตบางสาย

พนัธุทีม่รีะบบออกซเิดชนัของเมทานอล (methylotrophic 

yeast) เชน Hansenula polymotpha, Pichia pastoris และ 

Candida boidinii เปนตน ซึ่งพบวาเอนไซมกลุมนี้จะ

มีนํ้าหนักโมเลกุลระหวาง 72-83 kDa (51, 54) ตัวอยาง

เอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดสที่พบใน H. polymotpha 

จะมีลักษณะโครงสรางเปน 8 หนวยยอยท่ีเหมือนกัน 

(homooctomeric enzyme) แตละหนวยมีขนาด  83 kDa 

และมี FAD หนวยละ 1 โมเลกุล คุณสมบัติของเอนไซม

พบวามีความชอบตอเมทานอลสูง แตความชอบตอ

ซับสเตรตจะลดลงในกรณีที่คารบอนของแอลกอฮอล

ยาวมากขึ้น

3.  การศกึษาคุณสมบตัขิองเอนไซมแอลกอฮอล

ดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรียดวยเทคนิคทางชีวเคมี

ในการศึกษาวิจัยทางดานเอนไซมในแบคทีเรีย

นอกจากจะตองใชทักษะการวิจัยทางชีวเคมีแลวยังตอง

ใชทักษะทางวิทยาศาสตรแขนงอื่นๆ ที่สัมพันธกันโดย

เฉพาะอยางย่ิงเทคนิคทางจุลชีววิทยา สําหรับกรณีการ

ศึกษาเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรียจะ

มขีัน้ตอนพืน้ฐานการเลีย้งเซลลแบคทเีรยีทีค่ลายคลงึกนั 

ในขณะท่ีเปาหมายการศึกษาวิจัยท่ีแตกตางหลากหลาย

จะทําใหตองเลือกใชเทคนิควิธีวิ เคราะหที่แตกตาง

กันไป ตัวอยางขั้นตอนการศึกษาเอนไซมแอลกอฮอล

ดีไฮโดรจีเนสในแบคทีเรียมีดังนี้

 3.1  การเตรียมแบคทีเรียเพ่ือสกัดแยก

เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส

 ในการเพาะเลี้ยงแบคที เรีย เพื่อสกัด

เอนไซมนยิมใชอาหารเล้ียงเช้ือพืน้ฐาน (minimal medium 

หรือ basal medium) ที่ประกอบดวยสารอาหารประเภท

แรธาตุอาหารหลัก  เชน  NaNO
3
,  (NH

4
)

2
SO

4
,  K

2
HPO

4
,  

KH
2
PO

4
, MgSO

4
, CaCl

2
และสารสกัดจากยีสต  อีกทั้ง

มีการเติมแรธาตุอาหารรอง (trace element) เชน H
3
BO

3
, 

ZnSO
4
, Ni

2
SO

4
, (NH

4
)

6
Mo

7
O

24
, CuSO

4
, MnSO

4
, CoCl

2

และ FeCl
3
ในขณะที่แหลงคารบอนที่จะเติมลงในอา

หารจะใชแอลกอฮอลที่สนใจศึกษาท่ีความเขมขนตา

งๆ เพื่อเปนการเหน่ียวนําใหเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส  ความเขมขนของแอลกอฮอล

ที่ เ ติมจะอยู ในชวง  0 .2-1 .0  % โดยปริมาตรตอ

ปริมาตร(6,55) ซึ่งจะทําการเล้ียงเซลลภายใตสภาวะที่

มีออกซิเจนโดยการเขยาที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 30-37◦C ตามแตชนิดของสายพันธุแบคทีเรีย

และจะทําการเก็บเชื้อเมื่อไดระยะเวลาที่เหมาะสมเชน 

6-24 ชั่วโมงภายหลังการเติมแอลกอฮอลหรือเมื่อวัดคา

ความขุน (OD
620

) ไดคาที่เหมาะสมโดยผูวิจัยตองทดลอง

เก็บเซลลที่ระยะตางๆ เพื่อหาระยะเวลาที่มีการผลิต

เอนไซมไดสูงสุด 

 ภายหลงัจากทีเ่ซลลแบคทเีรยีเจรญิเตบิโต

จนไดคาความขุนที่เหมาะสมจะทําการปนเก็บเซลลดวย

เทคนิคเซนทริฟวเกชัน (centrifugation) โดยใชแรงเหว่ียง

สมัพทัธ (relative centrifugal force, RCF) ที ่3,000 g-8,000 g  

และอณุหภมูติํา่ (4 ◦C) ประมาณ 15 นาท ีแลวลางเซลลดวย

สารละลายบัพเฟอรทีม่คีวามเขมขนและคา pH เหมาะสม 

สาํหรับเอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสนิยมใชบพัเฟอร

ที่ความเขมขน 10-50 mM เชนบัฟเฟอรฟอสเฟต 

(phosphate buffer) สาํหรบัชวง pH 7.0-7.5 หรอื บฟัเฟอร

ทรสิไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl buffer) สาํหรบัชวง pH 8.0-

9.0 และกระจายเซลลในสารละลายบัพเฟอรที่เหมาะสม

กบัการทํางานของเอนไซมและสามารถรักษาเสถียรภาพ

ของเอนไซมได ซึ่งอาจเติม phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF) เพื่อทําหน้าที่เป็นตัวยับยั้งเอนไซม์

โปรตีเอส (protease inhibitor) และเติมสารรีดิวซ 
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(reducing agent) เชน dithiothreitol (DTT) เพื่อปองกัน

การเกิดพันธะไดซัลไฟด (disulfi de) ระหวางโมเลกุลของ

โปรตีนที่อาจเกิดขึ้นไดจากกรดอะมิ โนซีสเทอีน 

(cysteine residue)

 การทําใหเซลลแตก (cell disruption) เพื่อ

ศึกษาเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสมีวิธีการที่นิยม

ใชคือเทคนิคโฮโมจีไนเซชัน (homogenization) ซึ่งเปน

วธิกีารใชความดันสงูทําใหเซลลแตก (7,000-10,000 psi) 

โดยใชอุปกรณที่เรียกวา French pressure cell press 

(French press) การทําใหเซลลแตกวิธีนี้จะทําใหเยื่อหุม

เซลลของแบคทีเรียแตกออกเปนชิ้นเล็กๆ และเกิดเปน

ถุงเล็กๆ ที่กลับดาน (inside-out membrane vesicle) โดย

เอาเยือ่หุมเซลลดานทีเ่คยอยูตดิกบัไซโทพลาซมึหนัออกสู

สิง่แวดลอม ซึง่จะเปนลกัษณะทีเ่หมาะสมสําหรับการนํา

ไปวิเคราะหทางชีวเคมีในหลอดทดลอง (in vitro) ตอไป 

ในกรณีเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสใน P. pitida 

HK5 พบวาสามารถใชคลอโรฟอรม (chloroform) ใน

การทําใหเซลลแตกได โดยการเติม คลอโรฟอรมลงใน

สารละลายบัฟเฟอรที่มีเซลลแขวนลอยอยูและทําการ

เขยาอยางแรง (vortex) แลวจึงแยกเอาช้ันที่เปนบัฟเฟอร

ออกมา โดยที่แอกทิวิตีของเอนไซม ADH-I ยังไม

เปลี่ยนแปลง

 3.2 การวิเคราะหแอกทิวิตีของเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส

 ในการศึกษาดานเอนไซมสิง่สาํคญัอยางย่ิง

คือการวัดคาแอกทิวิตีของเอนไซม เพราะจะทําใหผูวิจัย

ทราบไดวาเอนไซมที่กําลังศึกษาอยูนี้มีหนาที่ตรงตาม

สมมติฐานท่ีตัง้ไวหรอืไม หรอืเพือ่พสิจูนวาการสกัดและ

การทําใหบริสทุธ์ินัน้ประสบผลสําเร็จหรือไม นอกจากน้ี

การวัดแอกทิวิตีของเอนไซมยังใชในการอธิบายคุณสมบัติ

ทางจลนศาสตรของเอนไซม (enzyme kinetics) เชน 

ความเร็วของการเรงปฏกิริยิา (velocity) ความจาํเพาะตอ

ซับสเตรต (substrate specifi city) การอธิบายกลไกการ

เรงปฏิกิริยา (mechanism) และกลไกการยับยั้งเอนไซม 

(inhibition mechanism) แบบตางๆ เปนตน หลักการวัด

คาแอกทิวิตีของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสมีดังนี้

  3.2.1 การวัดแอกทิวิตีของเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ขึ้นกับ NAD(P) +

  การวัดแอกทิวิตีของเอนไซมชนิดนี้

สามารถใชไดกับเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิด

ที่ขึ้นกับ NAD(P+) ทั้ง 3 กลุมคือ Zn-dependent ADH   

Zn-independent ADH และ iron activated ADH ซึง่อาศัย

หลักการตรวจวัดปริมาณ β-NADH หรือ β-NADPH 

(reduced form) ทีเ่พิม่ขึน้เมือ่ปฏกิริยิาดาํเนนิไป(56) ดงันี้

  β-NAD(P)+ มีคาการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลตไดสูงสุดที่ความยาวคลื่น 260 nm และ

มีคา extinction coeffi cient (ε) เปน 16,900 M-1.cm-1 ใน

ขณะที ่β-NAD(P)H มคีาการดดูกลนืแสงอลัตราไวโอเลต

ไดสูงสุดที่ความยาวคล่ืน  340  nm  และมีคา ε เปน 

62,200 M-1.cm-1 ความแตกตางของการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่นแสงสูงสุดของโมเลกุลนี้ในรูปถูกออก

ซิไดสและรูปถูกรีดิวซสามารถนํามาใชตรวจวัดการ

ดาํเนินไปของปฏิกริยิาไดดวยเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี 

(spectrophotometry)โดยการวัดคาการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 340 nm ที่เพิ่มขึ้นตอหนวยเวลา ซึ่ง

สามารถนําคา ε ของ β-NAD(P)H มาใชในการคํานวณ

ปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและใชคํานวณคาแอกทิวิตี

ของเอนไซมได

  3.2.2 การวัดแอกทิวิตีของเอนไซม

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสชนิดที่ไมขึ้นกับ NAD(P)+

  การ วั ดแอกทิ วิ ตี ข อ ง เ อน ไซม

แอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนสชนิดนีใ้ชหลกัการตรวจวัดทาง

ออม โดยการเติมสารตัวรบัอเิลก็ตรอน (artifi cial electron 

acceptor) ลงไปในปฏิกิริยาแลวติดตามการเปลี่ยนแปลง

ของสารน้ันที่เกิดขึ้นในรูปถูกรีดิวซซึ่งเรียกวารีดักเทส

แอกทิวิตี (reductase activity)(57) ตัวอยางเชนเอนไซม 

ADH-I ใน P. putida HK5 ซึ่งในโมเลกุลมี PQQ เปน

ตัวรับอิเล็กตรอน สําหรับในปฏิกิริยาการวัดแอกทิวิตี

ของเอนไซมจะเติมฟนาซีนเมโทรซัลเฟต (phenazine 
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methosulfate, PMS) และ 2,6 dichlorophenol indophenol 

(DCPIP) เปนตัวรับอิเล็กตรอนซ่ึงเม่ือเกิดปฏิกิริยาข้ึน 

PMS จะรับอิเล็กตรอนจาก PQQ หลังจากนั้นมีการ

สงอิเล็กตรอนจาก PMS ไปยัง DCPIP ซึ่งมีสีนํ้าเงิน

เกดิเปน DCPIP ในรปูถูกรดีวิซซึง่ไมมสี ีดงันัน้จึงสามารถ

ตดิตามปฏกิริยิาโดยการวดัสีนํา้เงนิทีจ่างหายไปและอาน

คาการดดูกลนืแสงทีล่ดลงทีค่วามยาวคลืน่ 600 nm (คา ε 
ของ DCPIP คอื 21,000 M-1.cm-1 ที ่ pH 9.0) อยางไรกต็าม

พบวาวิธีการวิเคราะหดังกลาวไมเหมาะสมในการใช

สารละลายบัพเฟอรที่มีคา pH ตํ่ากวา 6.0 เน่ืองจากมีการ

เปลี่ยนแปลงของสีและคา ε ของ DCPIP ไปตามคา pH 

ดังน้ันจึงตองระมัดระวังการเลือกใชระบบบัฟเฟอรที่

เหมาะสม

  ในกรณีของเอนไซม ADH-II ใน 

P. putida HK5 ซึ่งมีหมูพรอสเธติก 2 หมู คือ PQQ และ

ฮีม จะใชเทคนิคการวัดทางออมเรียกวาการวัดแอก

ทิวิตีของเฟอรริกไซยาไนดรีดักเทส (ferricyanide

reductase) ซึ่งในปฏิกิริยาจะมีการถายทอดอิเล็กตรอน

จาก PQQ ไปยังหมูฮีมและจากนั้นเฟอรริกไซยาไนด

จะทําหนาที่รับอิเล็กตรอนจากหมูฮีมเกิดเปนเฟอรริก

ไซยาไนดทีอ่ยูในรูปถูกรดีวิซ ซึง่จะมคีาการดดูกลนืแสงที่

ความยาวคล่ืน 420 nm ลดลง (คา ε ของเฟอรรกิไซยาไนด
คอื 1,040 M-1.cm-1) การใชเฟอรรกิไซยาไนดในปฏิกริยิาน้ี

สามารถใชระบบบัฟเฟอรที่มีคา pH เปนชวงกวางตั้งแต 

3-9 ไดและในกรณีของเอนไซม ADH-III สามารถใชวิธี

การตรวจวัดแอกทิวิตีเชนเดียวกับเอนไซม ADH-II แตมี

ความแตกตางกันในขั้นตอนการเตรียมตัวอยางเอนไซม 

เนือ่งจากเอนไซม ADH-III เปนเอนไซมชนิดทีต่รงึอยูบน

เยือ่เซลล ดงันัน้ภายหลังจากการทําใหเซลลแตกดวยเทคนิค

โฮโมจไินเซชนัโดยใชเครือ่ง French press แลว จาํเปนตอง

ปนแยกเอาเศษเซลลออกดวยความเร็วตํ่า จากน้ันจึงปน

เหวี่ยงดวยความเร็วสูงดวยแรงเหวี่ยงสัมพัทธประมาณ 

68,000 g เปนเวลา 1 ชั่วโมง จะไดสวนตะกอน (pellet) 

ซึ่งเปนโปรตีนท่ีอยูบนเย่ือหุมเซลล (membrane-bound 

protein fraction) ซึ่งสามารถทําการกระจายกลับคืน 

(resuspended) ดวยบัพเฟอรที่เหมาะสมกอนนําไปวัดคา

แอกทิวิตีและวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน

  3.2.3 การวัดแอกทิวิตีของเอนไซม

แอลกอฮอลออกซิเดสชนิดที่ขึ้นกับ FAD

  การวัดแอกทิวิตีของเอนไซมชนิดนี้

อาศยัหลกัการเกดิปฏกิริยิาคูควบกบัเอนไซมเปอรออกซเิดส 

(peroxidase-coupled assay system)  ซึ่งในข้ันแรก

ปฏิกิริยาที่เรงโดยเอนไซมแอลกอฮอลออกซิเดสจะให

ผลิตภัณฑเปนแอลดีไฮดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นจะสามารถใชเปนสาร

ตัง้ตนสาํหรบัการทาํปฏกิริยิากบัเอนไซมเปอรออกซเิดส

และสารที่เกิดสี (chromogenic substrate) ทําใหสามารถ

ติดตามการเกิดปฏิกิริยาโดยออมผานการวัดสีที่เกิดขึ้น

ดวยเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี

  ตัวอยางสารที่เกิดสีที่นิยมใชไดแก 

ABTS (2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 

acid) เมือ่อยูในรปูถกูออกซไิดสจะกลายเปนสารละลายสี

เขยีวทีม่คีาการดดูกลนืแสงสงูสดูทีค่วามยาวคลืน่ 420 nm 

(คา ε ของ ABTS คือ 36,000 M-1.cm-1)

  การคํานวณคาแอกทิวติขีองเอนไซม

จะไดผลลัพธเปนตัวเลขท่ีเรียกวาหนวยของเอนไซม

หรือยูนิต (Unit) ซึ่งจะมีการใหคํานิยามของคายูนิต 

ดังนี้ 1 ยูนิตของเอนไซมคือปริมาณเอนไซมที่สามารถ

เปลี่ยนแปลงซับสเตรต (ในกรณีนี้คือ DCPIP หรือ 

เฟอรริกไซยาไนด หรือ ABTS) ใหเกิดเปนผลิตภัณฑ 

(เชน อยูในรูปถูกรีดิวซ หรือรูปถูกออกซิไดส) ไดจํานวน 

1 μmole ภายใน 1 หนวยเวลา (เชน 1 นาที) ภายใตสภาวะ 

pH และอุณหภูมิที่กําหนด ดังนั้นยูนิตของเอนไซมจึงมี

หนวยเปนโมลตอเวลา เชน μmole.min-1 เอนไซมที่ผาน

กระบวนการทําใหบริสุทธิ์จะพบวามีปริมาณโปรตีน

ทัง้หมด (total protein) ลดลงทุกๆ ขัน้ตอน และเมือ่ตรวจ

วัดแอกทิวิตีของเอนไซมอาจพบวาไดคาแอกทิวิตีลดตํ่า

ลงเนื่องจากการเสียสภาพของเอนไซมและการสูญเสีย

โมเลกุลเอนไซมระหวางกระบวนการ อยางไรก็ตามเมื่อ

นําคาแอกทิวิตีของเอนไซมทั้งหมดหารดวยนํ้าหนักเปน
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มิลลิกรัมของโปรตีนทั้งหมดจะไดคาแอกทิวิตีจําเพาะ 

(specific activity) มีหน่วยเป็นไมโครโมลต่อนาทีต่อ

มิลลิกรัมโปรตีน (μmol.min-1.mg-1) ซึ่งจะเปนคาที่สูง

ขึ้นเม่ือเทียบกับคาแอกทิวิตีของเอนไซมสกัดหยาบและ

คาแอกทิวิตีจําเพาะนี้สามารถใชเปรียบเทียบความ

บริสุทธิ์ที่เพ่ิมขึ้นของกระบวนการสกัดแตละข้ันตอนได

และยงัสามารถใชเปรยีบเทยีบผลการทดลองในแตละครัง้

หรือแตละสภาวะการทดลองได

 3.3  การใชเทคนิค Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (PAGE) เพือ่ศกึษาเอนไซมแอลกอฮอล

ดีไฮโดรจีเนส

 การใหโปรตีนเคลื่อนที่ผานตัวกลาง เชน

เจลพอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide gel) ภายใตสนาม

ไฟฟาเรียกวาเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 

ซึ่งนิยมใชวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่

กําลังศึกษา โดยจะทําใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติ 

(denaturation) ดวยการใหความรอนพรอมกับการเติม

สารลดแรงตึงผิวประจุลบ (anionic detergent) เชน 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) 

และสารรีดิวซ (reducing agent) เชน บีตา-เมอแคปโต

เอทานอล (β–mercaptoethanol) เพื่อทําลายพันธะ

ไดซัลไฟด (disulfi de) ภายในสายโปรตีนโปรตีนที่ไดจะมี

ลกัษณะเปนสายยาวของพอลิเพปไทดทีต่ลอดโมเลกุลอิม่

ตวัไปดวยประจลุบและสามารถเคลือ่นทีผ่านตวักลางบน

สนามไฟฟาไดจากข้ัวลบไปยังขั้วบวกโดยอัตราเร็วการ

เคลือ่นท่ีจะขึน้กบันํา้หนกัโมเลกลุเทานัน้ เทคนคิดงักลาว

จงึเรยีกวา Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis หรือ SDS-PAGE และนิยมยอมสีโปรตีน

บนแผนเจลดวยส ีCoomassie brilliant blue R-250 ซึง่เปน

สีที่จับกับโปรตีนไดดี

 นอกจากนี้ยังมีเทคนิคที่ใหโปรตีนคง

สภาพธรรมชาติ (native) เคล่ือนท่ีผานตัวกลางภายใต

สนามไฟฟาเรยีกวาเทคนคิ native-PAGE (รปูที ่4ก.) โดยที่

โปรตนีหรอืเอนไซมยงัมคีณุสมบตัทิางชวีภาพอยู ภายใน

ระบบอิเล็กโตรโฟรีซิสจะไมมีการเติม SDS และมีการ

ควบคมุอณุหภมูใิหตํา่ตลอดเวลา การเคลือ่นทีข่องโปรตนี

จะเคลือ่นทีด่วยอตัราเรว็ทีข่ึน้กบัสดัสวนประจุตอมวลของ

โปรตีนน้ันๆ การศึกษาเอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจีเนส

ดวยเทคนิคนีส้ามารถนําหลกัการวัดรดีกัเทสแอกทิวติมีา

ใชเพื่อระบุตําแหนงของเอนไซมบนแผนเจลไดเรียกวา

การยอมแอกทิวิตี (activity staining) โดยไดดัดแปลง

วิธีการมาจากการยอมแอกทิวิตีของเอนไซมกลุม

ออกซิโดรีดักเทสที่ใชสําหรับศึกษาหวงโซการถายทอด

อิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรีย (mitochondrial electron 

transport chain complexes) ซึ่งเมื่อโมเลกุลของเอนไซม

เคล่ือนท่ีแยกออกจากโปรตีนชนิดอื่นๆ บนแผนเจลจะ

เสมอืนวาเอนไซมถกูทาํใหบรสิทุธิอ์ยูในตาํแหนงหนึง่บน

แผนเจล หลงัจากน้ันจงึนาํแผนเจลมาทําปฏิกริยิาโดยการ

เตมิซบัสเตรต เชน แอลกอฮอล บฟัเฟอร โคแฟกเตอรและ

มกีารเตมิตัวรบัอเิลต็รอน เชน PMS และไนโตรบลเูตตระ

โซเลยีม (nitro blue tetrazolium, NBT) บนแผนเจลทีเ่ปน

ตาํแหนงของเอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนสทีเ่คลือ่นที่

ไปถึงจะเกิดปฏิกิริยา จากนั้น PMS จะรับอิเล็กตรอนตอ

จากโคแฟกเตอรและเมือ่ NBT รบัอเิลก็ตรอนตอจาก PMS 

แลวจะทาํให NBT อยูในรปูถูกรีดวิซซึง่เปนสารประกอบ

ทีต่กตะกอนมสีนีํา้เงนิ-มวงเรยีกวาฟอรมาซาน (formazan) 

(รูปที่ 4ข.) ซึ่งเปนการยืนยันผลการศึกษาวาเอนไซม

ที่สกัดไดมาเปนเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสจริง

และอาจมีการยืนยันอีกครั้งดวยเทคนิคเวสเทิรนบลอท 

(Western blotting หรือ Immunoblotting) ซึ่งใชหลักการ

ติดฉลากบนโมเลกุลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน

เปาหมายในการตรวจสอบ
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2. สรุป

จากความรูขั้นพ้ืนฐานตั้งแตเรื่องโครงสราง

และสมบัติของสารชีวโมเลกุล เมแทบอลิซึมของสาร

อินทรีย และพ้ืนฐานจุลชีววิทยาเปนสิ่งสําคัญที่ทําให

สามารถบูรณาการกับเทคนิควิธีการทางชีวเคมีเพื่อตอยอด

สูงานวิจัยเชิงลึกของเอนไซมได ตัวอยางของการใชความรู

และเทคนคิทางชวีเคมใีนการศกึษาแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนส

ในแบคทีเรียไดแก การศึกษาแบคทีเรีย P. putida HK5 

โดยการเล้ียงเซลลภายใตสภาวะอาหารท่ีมีแอลกอฮอล

ตางชนิดกัน จากน้ันจึงสกัดเอนไซมและทําเอนไซมให

บริสุทธิ์บางสวนเอนไซมที่ไดถูกนําไปผานกระบวนการ

อิเล็กโตรโฟรีซิสและยอมแอกทิวิตี ผลลัพธที่ไดจะพบ

แถบตะกอนสีมวงของฟอรมาซานซ่ึงเปนตําแหนงของ

เอนไซมแอลกอฮอลดไีฮโดรจเีนสชนดิตางๆ  ซึง่สามารถ

อธิบายไดดังน้ีคือ ในสภาวะอาหารท่ีมีกลูโคสเซลลจะ

ไมมีการผลิตเอนไซมสําหรับยอยสลายแอลกอฮอลจึงไม

พบแถบตะกอนบนแผนเจล ในขณะท่ีเม่ือใชเอทานอล 

บิวทานอลและ1,2 โพรเพนไดออลเปนแหลงอาหาร 

จะพบแถบตะกอนบนแผนเจลซึ่งแสดงถึงตําแหนงของ

เอนไซม ADH-I ADH-IIB และADH-IIG ตามลําดับ 

เอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ไดมีการศึกษาในระดับอณูชีววิทยา

แลวพบวามคีณุลกัษณะตางกนัทัง้ในดานของลาํดบัชนดิ

กรดอะมิโนและจํานวนกรดอะมิโน (58-60) จึงมีผลตอ

การเคลื่อนที่บนสนามไฟฟาไดไมเทากัน และจากผล

การศึกษาทางจลนศาสตรของเอนไซมกอนหนานี้โดย

ใชเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ที่ทําใหบริสุทธ์ิแลวจะพบวามี

ความแตกตางกันในสวนของความจําเพาะตอซับสเตรต 

ที่เปนแอลกอฮอลชนิดตางๆ รวมทั้งคา K
m
และ V

max 
ตอ

ซับสเตรตชนิดตางๆ (6) จากองคความรูนี้สามารถนํา

เทคนิคตางๆ ไปพัฒนาและประยุกตเขากับงานวิจัยเพ่ือ

ศึกษาลักษณะการแสดงออกของโปรตีนในแบคทีเรีย

ชนิดนี้ระหวางสายพันธุดั้งเดิม (wild type) และสาย

พันธุกลาย (mutant) (61,62) นอกจากน้ีสาเหตุที่ทําให 

P. putida HK5 ผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส

ไดตางชนิดกันเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ตางกันนั้น สามารถ

อธิบายไดในระดับการควบคุมยีน (gene regulation) 

และการแสดงออกของยีน (gene expression) ซึ่งเปน

ความรูทางชีวเคมีขั้นสูง โดยจะกลาวถึงในโอกาสตอไป

ในเร่ืองเก่ียวกับอณูชวีวิทยาของเอนไซมชนดินีโ้ดยเฉพาะ

รูปท่ี 4 (ก) การใชเทคนิค Native-PAGE และการยอมแอกทิวิตีของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสที่สกัดจาก 

Pseudomonas putida HK5 เมือ่เลีย้งดวยอาหาร basal medium และเติมแหลงคารบอนเปน กลโูคส  เอทานอล 

บิวทานอล หรือ 1,2 โพรเพนไดออล ตามลําดับ  ความเขมขนของอะคริลาไมดใน separating gel คือ 8.5%  

การยอมแอกตวิติขีองเอนไซมใชซบัสเตรตผสมในสารละลายบฟัเฟอร 50 mM Tris-HCl  pH 8.0 ทีป่ระกอบ

ดวย 1 mM ethanol, 1 mM  butanol, 1 mM 1,2-propanediol,  0.2  mM PMS, 50 mM ethylamine และใสผลึก 

NBT 4-5 เกร็ด บมท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C ในท่ีมืดเปนเวลา 30 นาที (รูปโดย วรวัฒน พรหมเดน) (ข) แสดงแผนผัง

การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสและการเกิดตะกอนนํ้าเงิน-สีมวงของฟอรมาซาน
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