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รุ่งทิวา เปียมทองคำ : การแสดงออกของไลเพสจาก C A N D I D A  R U G O S A  เพ่ือการใช้ 
ประโยชน์ในอุตสาหกรรม (OVEREXPRESSION OF LIPASES FROM C A N D ID A  R U G O S A  

FOR INDUSTRIAL APPLICATIONS) อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : รองศาสตราจารย์ ดร. 
วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล, อ. ท่ี'ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: Professor Alain Marty, 155 หน้า.

ไลเพสมีความสามารถท่ีหลากหลายในการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาโดยเฉพาะไลเพสจาก C a n d id a  r u g o s a  

ในงานวิจัยน้ีได้ทำการศึกษาไลเพสจาก C a n d id a  r u g o s a  สายพันธุด้ังเดิม และ c. r u g o s a  สายพันธุท่ี 
แสดงออกบนยีนลั Lip1, Lip3 และ Lip4 ไลเพสท้ัง 4 ชนิดมีความจำเพาะในการเร่งปฏิกิริยาต่อสารด้ังต้นท่ี 
ต่างกัน การศึกษาข้ันแรกเป็นการศึกษาการแสดงออกของไลเพสยีนส์โดยใช้ยีสต์ Y a r ro w ia  l ip o ly t ic a  สาย 
พันธุ JMY1212 เป็นเจ้าบ้านในการแสดงออกของไสเพสจาก c. r u g o s a  ท้ังสามยีนลั (Lip1, Lip3 และ 
Lip4) จากการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะพบว่า Lip1 และ Lip3 มีความจำเพาะต่อสารด้ังต้นกรดไขมันท่ีมีความ 
ยาวอะตอมคาร์บอนขนาดกลาง (C8-C12) ในขณะท่ี Lip4 มีความจำเพาะต่อกรดไขมันท่ีมีความยาว 
อะตอมคาร์บอน C18:1 และเป็นคร้ังแรกท่ีมีการนำไลเพสท้ังสามชนิดมาทำปฏิกิริยาในการลังเคราะห์กรด 
ไขมันสายยาวไม่อิมตัวชนิดโอเมก้า-3 (c/s-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaenoic acid (EPA) และ c/s-4, 7, 
10, 13, 16, 19-docosahexaenoic acid (DHA)) ซ่ึงมีคุณค่าทางโภชนาการ ผลการศึกษาพบว่าไลเพสท้ัง 
สามชนิดสามารถแยก DHA ได้ความบริสุทธ้ิมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์จากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส (97, 100 และ 
93 % สำหรับ Lip1, Lip3 และ Lip4 ตามสำตับ) และเพ่ิมความเข้นข้นของ DHA ให้มากกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ 
จากความเข้นฃ้นเร่ิมต้นท่ี 25 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ี Lip4 ยังสามารถแยก EPA จากเอสเทอร์ฃอง EPA ได้ 
60 เปอร์เซ็นต์ (13 และ 16 เปอร์เซ็นต์สำหรับ LiP1 และ Lip3) ส่วนท่ีสองเป็นการพัฒนาความสามารถใน 
การไฮโดรลิซิสสารผสมของเอสเทอร์ชนิด {R , ร ) - 2-bromo aryl acetic acid โดยใช้ไลเพสจาก c .  r u g o s a  

พบว่า Lip1 และ Lip3 มีความจำเพาะในการทำปฏิกิริยากับสารด้ังต้น เอสเทอร์ชนิด ร {E >  300) ในขณะท่ี 
Lip4 มีความจำเพาะในการทำปฏิกิริยากับสารด้ังต้นเอสเทอร์ชนิด R  ( E = 15) ซ่ึงจากการศึกษาในเซิงลึกและ 
โมเดลสามมิติพบว่าการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีตำแหน่ง 296 บนยีนลั Lip1 และ Lip4 เป็นตำแหน่งท่ี 
สำคัญต่อความจำเพาะของการเร่งปฏิกิริยา และการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากไลเพสตรึงรูป พบว่า การ 
ใช้'วัสดุค้ํา'จุน NKA-9 ในการผลิตไลเพสตรึงรูปจาก c. r u g o s a  ทำปฏิกิริยาทรานลัเอสเทอริทิแคข้ัน'โดย'ใช้ 
อัตราส่วนน้ีามันต่อเมทานอล 1:4 และทำปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถลังเคราะห์เมทิล 
เอสเทอรได้ 75 เปอร์เซ็นต์
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K E Y W O R D S  : L i p a s e ,  C andida rugosa ,  e x p r e s s i o n  s y s t e m ,  m u t a g e n e s i s ,  m o l e c u l a r  

m o d é l i s a t i o n ,  r e s o l u t i o n  o f  r a c e m i c  m i x t u r e ,  p u r i f i c a t i o n  o f  D H A ,  b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n

R U N G T I W A  P I A M T O N G K A M  : O V E R E X P R E S S I O N  O F  L I P A S E S  F R O M

C A N D ID A  R U G O S A  F O R  I N D U S T R I A L  A P P L I C A T I O N S .  T H E S I S

A D V I S O R :  A S S O C .  P R O F .  W A R A W U T  C H U L A L A K S A N A N U K U L ,  P h . D .

T H E S I S  C O - A V I S O R :  P R O F .  A L A I N  M A R T Y ,  1 5 5  p p .

L i p a s e s  a r e  t h e  m o s t  s t u d i e d  e n z y m e s  a n d  t h e  m o s t  u s e d  i n  i n d u s t r y .  I n  t h i s  w o r k ,  w e  

w e r e  i n t e r e s t e d  i n  f o u r  l i p a s e s  o f  i n d u s t r i a l  i n t e r e s t .  T h e r e  a r e  b e l o n g i n g  t o  t h e  l i p a s e  

f a m i l y  o f  Candida rugosa  ( w i l d  t y p e ,  L i p l ,  L i p 3  a n d  L i p 4 ) .  W e  f i r s t  t e s t e d  a  n e w  

e x p r e s s i o n  s y s t e m ,  a  s p e c i f i c  s t r a i n  o f  Y arrow ia  lip o ly tica ,  f o r  e x p r e s s i o n  o f  c. rugosa. 
T h i s  s t r a i n  J M Y 1 2 1 2  e n a b l e s  i n t e g r a t i o n  t o  b e  t a r g e t e d  t o  a  s p e c i a l  l o c u s  o f  t h e  Y. 
lip o ly tica  g e n o m e .  W e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i t  i s  t h e  f i r s t  e x p r e s s i o n  s y s t e m  i n  w h i c h  i t  i s  

p o s s i b l e  t o  c o m p a r e  s t a t i s t i c a l l y  v a r i a n t  a c t i v i t i e s  d i r e c t l y  f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  t h e  

c u l t u r e .  T h r e e  l i p a s e s  o f  c. rugosa  w e r e  c l o n e d  s u c c e s s f u l l y  i n  t h i s  s t r a i n  a n d  t h e i r  

a c t i v i t i e s  a n d  s p e c i f i c i t i e s  w i t h  r e s p e c t  t o  f a t t y  a c i d  c h a i n  l e n g t h s  w e r e  s t u d i e d .  L i p l  a n d  

L i p 3  h a v e  s p e c i f i c i t y  f o r  t h e  f a t t y - a c i d s  o f  m e d i u m  c h a i n  ( C 8 - C 1 2 )  w h e r e a s  L i p 4  p r e f e r s  

C l 8 :  1 .  M o r e o v e r ,  f o r  t h e  f i r s t  t i m e ,  p u r i f i c a t i o n ,  f r o m  a  m i x t u r e  o f  e t h y l  e s t e r s  i s s u e d  

f r o m  f i s h  o i l ,  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  ( P U F A s ) ;  c is- 5 ,  8 ,  1 1 ,  1 4 ,  1 7 - e i c o s a p e n t a e n o i c  

a c i d  ( E P A )  a n d  d , v - 4 .  7 ,  1 0 ,  1 3 ,  1 6 ,  1 9 - d o c o s a h e x a e n o i c  a c i d  ( D H A ) ,  m o l e c u l e s  w i t h  

h e a l t h  b e n e f i t s ,  w a s  r e a l i s e d  w i t h  t h e  t h r e e  c. rugosa  l i p a s e s ,  s e p a r a t e l y .  W h a t e v e r  t h e  

e n z y m e  t h e  r e c o v e r y  o f  D H A  i s  s u p e r i o r  t o  9 0  %  ( 9 7 ,  1 0 0  a n d  9 3  %  f o r  L i p l ,  L i p 3  a n d  

L i p 4  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  m a x i m a l  D H A  p u r i t y  ~ 6 0  %  w a s  o b t a i n e d  w i t h  L i p 3  a n d  L i p 4 ,  

w i t h  a n  i n i t i a l  e t h y l  e s t e r  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  2 5 %  D H A .  A  r e m a r k a b l e  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h e s e  e n z y m e s  l i e s  i n  t h e  f a c t  t h a t  L i p 4  i s  a b l e  t o  b e t t e r  h y d r o l y s e  t h e  E P A  

e s t e r s  ( 6 0 %  a g a i n s t  1 3 %  a n d  1 6 %  r e s p e c t i v e l y  f o r  L i p l  a n d  L i p 3 ) .  L i p 4  i s  a l s o  a b l e  t o  

h y d r o l y s e  D H A  ( 7 %  a g a i n s t  3  a n d  0  %  f o r  L i p l  a n d  L i p 3  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  s e c o n d  p a r t  

o f  t h i s  w o r k  w a s  d e v o t e d  t o  t h e  i m p r o v e m e n t  o f  t h e  e n a n t i o s e l e c t i v i t y  o f  t h e  t w o  

e n z y m e s  s t u d i e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r e s o l u t i o n  o f  a  r a c e m i c  m i x t u r e  o f  p h a r m a c e u t i c a l  

i n d u s t r y ,  t h e  R ,  ร  e s t e r s  o f  2 - b r o m o  a r y l  a c e t i c  a c i d .  T h e  3  l i p a s e s  o f  c. rugosa  p r o v e d  t o  

b e  r e m a r k a b l e  f r o m  t h e  p o i n t  o f  v i e w  o f  e n a n t i o s e l e c t i v i t y .  I n  s p i t e  o f  t h e i r  h i g h  

h o m o l o g y ,  t h e i r  s p e c i f i c i t y  i s  d i f f e r e n t .  L i p l  a n d  L i p 3  a r e  c o m p l e t e l y  s p e c i f i c  f o r  t h e  ร  
e n a n t i o m e r  ( E > 3 0 0 ) ,  w h e r e a s  L i p 4  i s  R s p e c i f i c  ( E = 1 5 ) .  T h e  m o l e c u l a r  d o c k i n g  o f  t h e  ร  
a n d  R e n a n t i o m e r s  i n  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  L i p l  a n d  L i p 4  l i p a s e s  e n a b l e s  t h e  o b s e r v e d  

d i f f e r e n c e s  i n  s p e c i f i c i t y  t o  b e  b e t t e r  u n d e r s t o o d  a n d  t a r g e t s  f o r  s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  

t o  b e  p r o p o s e d !  W e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  a m i n o  a c i d  p r e s e n t  i n  p o s i t i o n  

2 9 6  i s  c r u c i a l  f o r  t h e  d i s c r i m i n a t i o n  o f  t h e s e  e n z y m e s .  T h e  t h i r d  p a r t  o f  r e a c t i o n  w a s  

b i o d i e s e l  p r o d u c t i o n  f r o m  i m m o b i l i z e d  c. rugosa  l i p a s e .  O p t i m u m  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  

f o l l o w ;  s u b s t r a t e  m o l a r  r a t i o  w a s  P a l m  o i l  t o  m e t h a n o l ;  1 : 4 ,  L i p a s e  w a s  i m m o b i l i z e d  o n  

m a c r o p o r o u s  r e s i n  n a m e l y ,  N K A - 9 .  O p t i m u m  t e m p e r a t u r e  w a s  3 0  °c f o r  

t r a n s e s t e r i f i c a t i o n .  T h e  r e s u l t  o b t a i n e d  7 5  %  o f  m e t h y l  e s t e r  p r o d u c t i o n .

F i e l d  o f  S t u d y  : .......................B i o t e c h n o l o g y

S t u d e n t ’ s  S i g n a t u r e  

A d v i s o r ’ s  S i g n a t u r e
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I  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  m y  d e e p e s t  g r a t i t u d e  a n d  a p p r e c i a t i o n  t o  m y  a d v i s e r  

A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  D r .  W a r a w u t  C h u l a l a k s a n a n u k u l  f o r  h i s  g r e a t  a d v i c e ,  

e n c o u r a g e m e n t  a n d  h i s  k i n d  s u p p o r t ,  s u g g e s t i o n  a n d  h e l p  t h r o u g h o u t  m y  s t u d y .

I  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  m y  d e e p e s t  a p p r e c i a t i o n  a n d  g r a t i t u d e  t o  m y  c o - a d v i s e r  

P r o f e s s o r  A l a i n  M a r t y  f o r  h i s  i n v a l u a b l e  g u i d a n c e  a d v i c e ,  s u g g e s t i o n ,  c o r r e c t i o n ,  

c o m m e n t ,  e n c o u r a g e m e n t ,  m o r a l e  s u p p o r t  a n d  m e r c y  t h r o u g h o u t  t h e  p r o c e s s  o f  t h i s  

r e s e a r c h .

I  a l s o  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  g r a t i t u d e  e x t e n d e d  t o  A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  D r .  

P r e e d a  B o o n - l o n g ,  A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  D r .  S i r i r a t  R e n g p i p a t ,  A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  D r .  

O r a t h a i  C h a v a l p a r i t  a n d  A s s i s t a n t  P r o f e s s o r  D r .  S u p h a n g  C h u l a l a k s a n a n u k u l ,  a s  a  

c h a i r m a n  a n d  m e m b e r s  o f  t h e s i s  c o m m i t t e e ,  r e s p e c t i v e l y .  A l l  o f  w h o m  h a v e  m a d e  
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