
บฑท่ี 2

วฮการทตลอง

2.1  เอรองมอ
- เอรองวัตการตูตกลืนแส์ง (Spectrophotom eter) แบบ S pectron ic 20D 

และ S pectron ic 2000 บริษัท Bausch k Lomb, บ .s . A.
-  เอรองาตความเป็นกรต-อ่าง (pH meter) บริษัท Radiometer 

Copenhagen, Denmark
- เตรองปีนแบบตังโต๊ะ (Bench top cen tr ifu g e ) บริษัท Kokusan 

Enshinki C o., L td ., Japan
- เอรองปีนแรงu n รง๙งท่ีอุท!หภมต๋ัา (R efr igera ted  c e n tr ifu g e ) บริษัท 

Beckman Instrument I n c .,  Ü.S.A.
- เตรองIธอ่าตาบตุมอุทเหภูม (Shaking water bath) บริษัท Heto Lab 

Equipment, Denmark และ Gyrotary water bath shaker บริษัท Brunswick 
S c ie n t i f i c  C o., Inc, Edison, U.S.A.

-  เอรองตาบคุมอุท!หภูมิ (Water bath) บริษัท Charles Hearson C o., 
L td ., England

- อู้ตาบคุมอุทแ,เภูมิ (Incubator) บริษัท Heraeus, Germany
-  เครึ๋องอบฆ่าเ^อ (A utoclave) บริษัท Hirayama Manufacturing 

C oorperation, Japan
- เอรอง High Performance Liquid chromatography บริษัท 

shimadzu, Japan
- เอรองเกบแรกส์วน (F raction  c o l le c to r )  บริษัท LKB-Productor 

AB, Sweden
- เตร่ีองปีมแนบเพอริสัตอลตัก ( P e r is t a l t ic  pump) บริษัท LKB- 

Productor AB, Sweden
- D ia flo  U lt r a f i l t e r  แบบ s t ir r e d  u l t r a f i l t r a t io n  C ell 8050
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บริษัท Amicon W.R. Grace C oorperation, บ .s . A.
- ถังหมัก (Fermenter) ชนาต 5 ลิตร Model MD-300 บริษัท L.E.

M arubishi, Japan
- ถังปฎิกริราแบบกวนควบดุมอุผหภุมัได้ ชนาด 80 มัลลิลิตร

2 .2  เตมัภัทรท

Standard a - , 0- , tf-cyc lod extr in  (CD) และ S olu b le  starch  บริษัท 
Fluka A.G. Buchs s .G .,  Sw itzerland

Solub le starch  (p otato) และ D iethylam inoethyl C e llu lo se  
บริษัท Sigma Chemical Company, U .s.A .

Solub le sta rch  และ T r ich loroeth y len e  (TCE) บริษัท BDH 
Laboratory Chemical D iv is io n , England

A c e to n itr i le  (HPLC grade) บริษัท J .T . Baker Chemical, U .s.A .

สำรเคมัฑวไป!(นิดอน  ๆ เป็นเกรดริเคราะหทั้งหมดจากบริษัท Sigma Chemical 
Company, U .s .A ., บริษัท BDH, England และ บริษัท D ifco  L ab oratories, 
U .s.A . สํวนแจ้งจ้าวเจ้า (ตราจ้างสำมเสืรร) แจ้งจ้าวโพด (ตราไมริน่า)
แจ้งมันสำปะหลัง (ตราปลามังกร) เป็นแจ้งริงาจ้ในการประกอบอาหารเอจากร้านค้าทั่วไป

2 .3  แบคทเริยที่ใจ้ในกา?ทดลอง
Bacillus A ll เป็นสำรพันธุที่แรกได้จากดินในบริเวทแอเจ้รตะวันออกเฉีรงใต ้

(Pongsawasdi และ Yagisawa, 1987) สํวน Bacillus circulars ATCC 21783 
เป็นบาริลลัสํสำฮพันธุมาตรฐานท่ีเอจาก American type c o l le c t io n  ประเทสํ
สํหรัฐอเมริกา

2 .4  การเตริรมอาหารเลํ้รงแฮแบคทเริฮ

019659
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2 . 4 . 1  อาหารเล ํ ้องเtfa Medium I
ในฟ้ารละลาa 1 ลิตร ประกอบด้วย
Beef  e x t r a c t 5 กรัม
Peptone 10 กรัม
N a d 2 กรัม
Yeast  e x t r a c t 2 กรัม
S o l u b l e  s t a r c h  (Fluka) 10 กรัม
ปรับ pH ให้ เป็น 7 . 2  ด้วยฟ้ารละลาฮโชเดัยมไชดรอกไชด้  

ถ้าเป็นอาหารเลยงเ^อชนิดแปีงเตม Bacto agar 15 กรัมต่อลิตร
2 . 4 . 2  อาหารเล ํ ้ รง เ Î[อ Medium II

ในฟ้ารละลาย 1 ลิตร ประกอบด้วย
Corn s t e e p  l i q u o r 50 กรัม
S o l u b l e  s t a r c h  (BDH) 10 กรัม

M P 0 4 1 กรัม
MgS04 -7H20 0 .2 กรัม
ปรับ pH ให้เป็น 9 .0  ด้วยฟ้ารละลายโชเด้อมไชดรอกไชด้

2 . 4 . 3  อาหารเลํ ้องเ^อ Horikoshi  (ดัดแปลงจาก H o r ik o s h i ,  
ในฟ้ารละลาร 1 ลิตร ประกอบด้วย
Starch 10 กรัม
Peptone 5 กรัม
Yeast  e x t r a c t 5 กรัม
KeHP04 1 กรัม
MgS04 -7H20 0 .2 กรัม
Na CO, 7 .5 กรัม
pH เริ ่มด้น 10.1

2 .5  การเตรัยมฟ้ารละลาย
2 . 5 . 1  ฟ้ารละลายส์าหรับหาแอดสิวิด้aองเอน'ไชม CGTase

1 .0  โมลาริ ่

1 .0  โมลาริ ่  
1971)
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2 . 5 . 1 . 1  สำรละลาฮแปีงมาตรฐาน
ละลายแ1เงมันสำปะหลัง ( p o t a t o  s o l u b l e  s t a r c h )  0 . 2  

หรอ 2 .0  กรัมใน ฟ่อสํเฟ่ตบัฟเฟ่อริ 0 . 2  โมลาร pH 6 .0  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำไปต้ม 
จนเดอด

2 . 5 . 1 . 2  สำรละลาอไอโอต้น ( I o d i n e  re a g e n t )
ละลารไอโอต้น 0 . 2  กรัม และโปนตสํ เสิรมไอโอไตต้  2 กรัม 

ในนากลั ่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บสำรละลายใน!!วดสิชา เมอต้องการใช้ ให้ เจอจางสำร 
ละลารต้วฮนากลั ่น'ในอัตราสํวน 1:10

2 . 5 . 2  สำรละลารฝาหรับหาโปรต้น
ละลาร Coomassie B r i l l i a n t  Blue G-250 100 มิลลิกรัม

เอทานอล 95 เปอริ เชนต้  50 มีลลิลิตร และกรตฟ่อสํฟ่อริก 85 เปอริ เชนต้  (พ/V ) 100 
มิลลิลิตร ในนากลั ่นปริมาตร 1 ลิตร

2 . 5 . 3  สำรละลาธ สำหรับหา DNA
2 . 5 . 3 . 1  สำรละลายไตสินิลเอมีน (Diphenylamine r ea g en t )

ละลารไดสินิลเอมีน 2 กรัม ในกรดอะสิต้คเอ้มธ้น 100
มิลลิลิตร เก็บใน!!วดสิชา

2 . 5 . 3 . 2  สำรละลายอะสิตัลต้ไสํด (aqueous a c e ta ld e h y d e )
ปีเปตอะสิตัลต้ไฮค 0 .0 1  มีลลิลิตร ลงในนากลั ่น 5 มีลลิลิตร 

โดยเตริยมในต้ดวันและแอ้นำแปีงตลอดเวลา
2 . 5 . 3 . 3  สำรละลาย DNA มาตรฐาน

ละลาย c a l f  thymus DNA 0 .1  กรัม ใน 10 เปอริ เชนต้  
P e r c h l o r i c  a c i d  (PCA) 100 มีลลิลิตร

2 .6  การเก็บรักบาจุลินทริยที ่ 'ใช้'ในการทดลอง
2 . 6 . 1  การเก็บรักษาระยะสิน

เก็บรักษาแบคที เริยที ่ ใช้ ในการทคลองไว้ในอาหารเลํ ้ยงเ![อ Medium I 
ชนิดแป็งโดยหลังจากการเปิยเ^อจะบ่มเ$ อไว้ในต้ควบคุมอุท!หภูมท่ี 37°ช เป็นเวลา 1 วัน
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แล้วฮ้าฮไปเก็บจุสินทรีฮที ่  4°ช และทาการถ่ายแอทุกเดือน
2 . 6 . 2  การเก็บรักษาระฮะฮาว

แฮงแบคท่ เรีฮให้ เจริกุ !เต็มที ่ ใน s l a n t  (Medium I) แล้วเท l i q u i d  
p a r a f i l m  ที ่ผ่านการฆ่าแอแล้ว 2 ลรัง สิงบน s l a n t  จนท่วมปีนมาประมากุเ 1 เชนสิ เมตร 
ปีดฝาหลอดและพัน p a r a f i lm  ให้แน่น เก็บท่ีถุทเหภุม -7 0 °ช  นานประมาท! 1 ปึ

2 .7  ก าร แยงแอแสิะสิกษาการเจริ กุ!ปีa งจุลินทรีย
2 . 7 . 1  การเตรีฮมแอตั ้ งต้น ( S t a r t  inoculum)

เป ีฮ แ อ  1 l o o p f u l l  จาก agar p l a t e  ใช่สิงใน อาหารเหลวแ ฮง 
แ อ  Medium I ปริมาตร 20 มิสิสิสิตร สิงบรรจุอยู่ในปีวดชมพู่ปีนาด 125 มลสิสิตร เปีฮ่าที่ 
อุทเหภุม 37°ช จนสำมารกวัดความอุ ่นปีองอาหารเหสิวที ่ดวามฮาวดสิน 420 นาโนเมตร ได้  
ประมาท! 0 . 3 - 0 . 5

2 . 7 . 2  การเพาะและสิลลามการเจริญปีองจุสินทรีฮในปีวลเปีฮ่ารุปชมพู ่
ใช่แอตังต้นปริมฺาท! 1 เปอรี เชนต็  สิงใน Medium II หรีอ

H o r i k o s h i ’ s medium ปริมาตร 40 มิลสิสิตร สิงบรรจุอยู ่ในปีวดชมพู่ปีนาด 250 มิสิสิสิตร 
เปีฮ่าท่ีอุท!หภุมิ 37°ช สิตตามการเจริญปีองจุสินฑรีฮ โดฮล ูลน ั ้ าแฮงแอออกมา 5 มสิสิสิตร 
ช่แด้วอเคร็ฮงช่นแบบตั ้งโต๊ะ (Top bench c e n t r i f u g e )  ที ่ความเร็ว 3 ,000  รอบต่อนาท่ 
เป็นเวสิา 10 นาท่ ท่ีอุท!หภุม 4°ช แล้วแฮกเชสิสิแสิะช่วนนั ้าใสํออกจากกัน น่าตะกอนเชสิสิไป 
หา DNA ช่วนนาใสํน่าไปหาแอคสิวต๊ปีองเอนไชม CGTase

2 .8  การปรับสํตรอาหารให้ เหมาะสํมต่อการผสิตเอนไชม CGTase ในปริมาท!สํง
เปรีฮบเท่ฮบสํตรอาหาร Medium II และ H o r i k o s h i ’ s medium ใ น ก า ร แ ฮ ง  

Bacillus A l l  เพอผสิตเอนไชม CGTase หลังจากนั ้นทดลองใสิวัตถุสิบทางการเกษตรใน
ประเทสํ  คอแห้งปีาวเจ้าเป็นแหล่งด้นตอคารีบอนแทน s o l u b l e  s t a r c h  (BDH) ในอาหาร 
แฮงแอและปรับปริมาท! Na2CO3 ใน H o r i k o s h i ’ s medium ต้ังแต่ 0 . 5 - 1 . 0เปอรี เชนต็  
โลฮเตรีฮมแอตังต้นตามวรีปีอ 2 . 7 . แเสิะเพาะแฮงแบคท่ เร ีฮตามวธีอ้อ 2 . 7 . 2
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2 .9  กา?เพาะและคิดตา»กา?เจ?ท!ปีองจุลนทริอในถังพโกปีนาด 5 สิตร
เตริฮมเ^อตั ้งต้นลามวธช้อ 2 . 7 . 1ให้ทีปริมาทนล็น 5 เป0 ? เชนตปีองปริมาท!อาหาร 

ไนถังหมักปีนาค 5 เต? แล้วทำการสิกษาชภาวะที ่ เหมาะชม โลรการหาอัต?าการกวน 
( a g i t a t i o n )  และกา?ให้อากา๙ ( a e r a t i o n )  ที ่ เหมาะชมต่อการผเตเอนไชม CGTase 
ในถังหมักดังรปที่  2 .1  โคอนำนำเล อง เ!fa m วลาต่าง  ๆ มาท้นแอกเชลล็และส่วน!ทใชตามช้อ
2 . 7 . 2

2 .1 0  ทา?วัดแอคุตริดี ปีองเอนไชม CGTase
2 . 1 0 . 1  D e x t r i n i z i n g  a c t i v i t y  ( I o d i n e  method)

คัดแปลงเล็กน้ออจากริสปีอง Fuwa (1954)
เติมส์ารละลาa เอน'ไชม 10 ไมโต?เต? (กรทิร f r e e  CGTase)

หรอคัวคาที ่ตรงเอน'ไชมแล้ว 5 มัลเกรัม (นำหนักเท้ฮก) ( กรณี im m obi l ized  CGTase)
ลงในชา?ละลาฮแท้งมันสำปะหลัง (p o t a t o  s o l u b l e  s t a r c h )  0 . 2  เปอรเชนต ใน 
ฟอชเฟตบัฟ๗ อริ 0 . 2  โมลาร pH 6 .0  ปริมาตร 0 . 3  ม ัลแต? เปีอ่าให้ เช้าถัน บ่มท่ีคุท!หภูที 
40°ช เล็นเวลา 10 นาที หอุดปฎิกริฮาโดฮเติมกรดไชโค?คลอริก 0 . 2  โมลา? 4 ม ัลแต?  
เปิอ่ าให้ เช้ าถันแล้วเตม i o d i n e  reagent  ลงไป 0 . 5  ม ัลแตร หลังจากนั้นเติมนากลั่น'ให้ 
ปริมาตรชุดท้ารเล็น 10 ม ัลแต? วัคการดคกลนแชงที ่ความอาวลล็น 600 นาโนเมตร

หลอลควบคุม ( c o n t r o l )  ให้ใส่ เอนไชมหลังการเติมกรลไฮโดรคลอริก 
กำหนคให้ 1 หน่วอเอนไชม (enzyme u n i t )  คอปริมาทแอน'ไชมที่ง

ทำให้ความเช้มช้นปีองสินาเงินปีองส์ารประกอบแท้ง-ไอโอดีนลดลง 10 เปอริ เชนต้ ที ่ความอาว 
คล็น 600 นาโนเมตร ภาอในเวลา 1 นาที ภารใต้ชภาวะที ่ทำการทดลอง

2 . 1 0 . 2  C y c l o d e x t r i n - t r i c h l o r o e t h y l e n e  as say  (CD-TCE assa y )
คัดแปลงจากวฮปีอง Nomoto และคลเะ (1986)  เล็นการวัคปริมาทเชาร

ไชโคลเดกช้ทรินที ่ เกดจากการทำงานปีองเอนไชม CGTase โลอให้ เกลตะกอนกับชา?
ไตรคลอโรเอธสิน

เจอจางชา?ละลาอเอนไชมในอัตราส่วนต่าง  ๆ ( 1 : 2 , 1 : 4 , 1 : 8 , . . . )  
โคฮใช้ฟ่อชน!เตบัฟเฟอริ  0 . 2  โมลาริ  pH 6 .0  โคฮให้แต่ละหลอคมัปริมาตร 1 .0  ม ัลแตร
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รุปท 2 .1  การผลิตIอนไชม CGTase ในถังหมักปีนาต 5 ลิตร
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แล้วเติมฟ้ารละลายแบัง 2 .0  เปอรเชนต ในจ้อ 2 . 5 . 1 . 1  ปริมาตร 5 นิลลิลิตร เขย่าให้  
เจ้ ากัน น่มก่ีอุท!หภนิ 40°ช เป็นเวลา 24 ช้วโมง แล้วเติมฟ้ารละลายไตรคลอโรเอธิล้น 
( T r i c h l o r o e t h y l e n e )  1 นิลลิลิตร เขย่าอย่างแรง แล้วตั้งทํ้งไว้กี่ อุท!หภนิห้องในกี่มดด้าง 
ล้น บันทกผลการเกิดตะกอน c y c l o d e x t r i n - t r i c h l o r o e t h y l e n e  complex เป็นค่า 
d i l u t i o n  l i m i t  <1 :2” )

กำหนดให้ d i l u t i o n  l i m i t  ( 1 : 2 ” ) ล้อ 1 : 2 ,  1 : 4 , 1 : 8 , . . . 1 : 2 ” 
เป็นค่ากี ่ ฟ้ารละลายเอนาชมเจอจางมากกี ่ ฟ้ดกี ่ยั งล้งเกตเห็นตะกอนขาวกี ่ เกิดขั ้นระหว่างช้นแบัง 
และฟ้ารไตรดลอโรเอธิล้นได้

2 . 1 0 . 3  การริ เคราะห็ผลิตภัท!ฑาชโคลเลกช้ทริน โดยริธิ  High Performance  
Liq u id  chromatography (HPLC)

ในกรณีของไชโคลเดกช้ทรินกี ่ได้จากการตกตะกอนด้วยฟ้ารไตรคลอโรเอธิ  
ล้น น่าตะกอนไปละลารในนำกลั ่นปริมาตรเล็กน้อa  ล้มในน่าเดอดจนตะกอนละลา8 หมด วัด 
ปริมาตรของฟ้ารละลาย แล้วน่าฟ้ารละลาaไปกรองด้วฮกระดาษกรอง m i l l i p o r e  (0 .4 5  
/บท) แล้วน่าไปริ เคราะหแยกชนิดและปริมาท!ไชโคลเดกชทรินด้วยเทคนิค HPLC โ ค 8ใช้  
Supelco-NHz column ขนาด 4 .6  mm ID. X 25 cm ชะด้วa ฟ้ารละลายผฟ้ม 
a c e t o n i t r i l e  : water  75:25  (โดยปริมาตร) ด้วยอัตราการไหล 1 นิลลิลิตรต่อนาท 
ใช้  R e f r a c t i v e  index  d e t e c t o r  และฉีดฟ้ารตัวอย่างปริมาตร 20 ไมโดรลิตร เปรียบ 
เทรบกับสำรละลายมาตรฐานผฟ้มของ «- ,ท- ,4 -าชโคลเดกชทร ิน  ความเข้มข้นชน่ดละ 5 
นิลลิกรัมต่อนิลลิลิตร

ในกรณีไชโคลเลกชทรินกี ่ผลิตในกังปฏิกิริยาจากเอนไชมกี ่ถูกตริง ไม่ใช้วธิ  
มาตกตะกอนด้วยฟ้ารไตรคลอโรเอธิล้นแต่น่าฟ้ารละลายตัวอย่างมากรองต่วนนาใฟ้ด้วยกระดาษ 
กรอง m i l l i p o r e  ( 0 . 4 5  urn) แล้วน่าไปริ เคราะห็แยกชน่ดและปริมาท!ไชโคลเดกช้ฑรินด้วย 
เทคน่ร HPLC ตังกี ่ ได้กล่าวไว้จ้างด้น

ริ เคราะห็ชน่ลปีองไชโคลเดกช้ทรินในฟ้ารละลายตัวอย่างโดยเปรียบเทรบ 
เวลากี ่อย่ในคอลัมนิ ( r e t e n t i o n  t ime)  กับฟ้ารละลายไชโคลเดกช้ทรินมาตรฐานและหา 
ปริมาท!ไชโคลเดกช้ฑรินได้ โดยอ่านค่าปริมาท!ไชโคลเลกชทรินแต่ละชนิดในฟ้ารละลายตัวอย่าง 
จากกราฟมาตรฐานของฟ้ารละลายไชโคลเลกช้ทรินมาตรฐานแต่ละชนิด
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2 .1 1  กา?วัตปริมาณโปรตีนโคยวตี  Bradford.
ทำลามวิธ1ของ Bradford (1976)
ใช้สำหรับ'วัตปริมาณ'โปรตีน 10-100 ไมโตรกรัม
นำสำรละลายเอนไชมตัวอย่าง 0 .1  มิลลิลิตร ผสํมกับสำรละลายโปรตีน

( P r o t e i n  r e a g e n t )  5 มลลิลิตร เขย่าให้ เข้ากันแล้วตั ้งทํ ้งไว้  5 นาที แล้วนำไปวัดการดูด 
กลนแสํงด้วยเดรึ ๋ฮง S p e c t r o n i c  20 D ที ่ความฮาวคล็น 595 นาโนเมตร อ่านค่าปริมาณ 
โปรตีนในส์ารละลายตัวอย่างจากกราฟมาตรฐานของสำรละลายโปรตีนมาตรฐาน bo vine
serum albumin f r a c t i o n  V

2 .12  การวัดปริมาณ DNA
ทำตามวิธของ Richard (1974)
ล้างตะกอนเชลลด้วยสำรละลายโชเดธมดลอไรด 0 .8 5  เปอรเชนตี  (Normal

s a l i n e )  2 ครั้ง แล้วละลายตะกอนด้วยกรดเปอรคลอริก 0 . 2  นอรมอล ปริมาตร 1 .5  
มิลลิลิตร นำไปต้มในนาเลอค 20 นาที ทำให้ เย็นในนาแปิง แล้วจงนำไปปีนแยกส่วนนาาสํด้วย 
ความเร็ว 2 ,000  รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นำส่วนนาใสํมา 1 มลลิลิตร ผสํมกับสำร 
ละลายไคตีนิลเอมนปริมาตร 2 มลลิลิตร และสำรละลายอะข้ตัลตีไฮตี 0 . 1  มลลิลิตร เขย่าให้  
เข้ ากันตีแล้วต้มในนำเดอดเป็นเวลา 10 นาที ทํ ้ งให้เย็นแล้ววัดการดูดกลินแสํงด้วยเคร็อง
S p e c t r o n i c  20 D ที ่ความยาวคลน 595 นาโนเมตร อ่านค่าปริมาณ DNA ในสำรละลาย 
ตัวอย่างจากกราฟมาตรฐานของสำรละลาย c a l f  thymus DNA มาตรฐาน

2 .1 3  การทำให้ เอนไชม CGTase บริสํทg บางส่วน ( P a r t i a l  p u r i f i c a t i o n )
ตัดแปลงเล็กน้อยจากวิธีการของ Kato และ Hor ikosh i  (1983)
นำนาเล ํ ้ยงเ tfอมาปีนแยกเชลลออกล้วยเคร็องปีน Beckman J-21C ความเร็ว

4 ,0 0 0  รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องสำเชลเข้ยส์  เป็นเวลา 20 นาที เย็บส่วนนาใสํตีอสำร 
ละลายเอนไชมมาทำให้บริสํทธีต่อไป ขนตอนแรกใช้วิธีการดูลข้บด้วยแปีง โดยเติมแปีงข้าวโพด 
ปริมาณ 5  กรัมเปอร็ เชนตีของปริมาณสำรละลายเอนไชม (แปีงข้าวโพดที ่ ,ใช้ผ่ านการอบม่าแอ 
ในดู้อบอุณหภูมิ 120 องสำเชลเข้ยสํ  เป็นเวลา 30 นาที ทํ ้งให้เย็นก่อนใช้) คนเบา  ๆ ด้วย
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เค ร ี่อ ง กวนแท ่งแม ่เหan ( m a g n e t ic  s t i r r e r )  ที่อุทรหภมี 4 °ช เป ็น เว ล า 3 สิวโมง กรอง 

แรกตะกอนแป็ง แล ้วนำมาล ้างค ้วร 10 mM ฑริช-ไฮโดรคลอไรตบ ัฟ ่เฟ ่อร ิ pH 8 .5  สิงมี 10 

mM แตลเส ิรมคลอไรค 2 ครั้ง หลังจากนั้นชะเอนไชมีออกจากตะกอนแห้งค้วรการกวนใน

บัฟ ่เฟ ่อรเต ิมส ิงม ี 0 .2  โมลาร มอลโตส์ โตรกวนฑอุผหภมี 4°ช  2 ครั้ง ครั้งละ 30 นาที 

กรองแรกส ่วนน ั้าใชแล้วนำไปกรองต้วร U l t r a f i l t e r  YM 10 ทีอุ่ทรหภมี 4°ช  น ำชารละลาร 

ส่วนที่ไม่ผ่านกระตาษกรองไป d i a l y z e  ใน 10 mM ทริช-ไฮโดรคลอไรตบ ัฟ ่เฟ ่อร ิ pH 8 .5  

สิงมี 10 mM แคลเส ิรมคลอไรต ท่ีอุทรหภมี 4°ช  โตรเปลี่รนบ ัฟ ่เฟ ่อร ิ 2 ครั้ง สิงปีนตอนการทำ 

เอนไชมีให้บริชุฑรไค้ชรุปไว้ในรปที่ 2 .2

2 .1 4  การตรงเอน ไชม (Enzym e i m m o b i l i z a t i o n )  * 100

2 .1 4 .1  ก าร เต ร ิรม  D E A E -c e l lu lo s e

ล ้าง D E A E -c e l lu lo s e  ต้วร 0 .5  นอรมอล กรดไฮโดรคลอริกปริมาตร

100 มีลติลิตร คนเนา  ๆ ประมาทร 1 สิวโมง แล้วล ้างต ้วรน ั้ากล ั่น 3 ครั้ง แล ้วล ้างต ้วธ 0 .5  

นอริมอล โชเตรมไฮตรอกไชดปริมาตร 100 มีลลิลิตร คนเบา  ๆ ประมาทร 1 สิวโมง แล้ว 

ล ้างต ้วรน ั้ากล ั่น  3 ครั้ง ล ้างต ้วร 100 mM, 50 mM และ 10 mM ทริช-ไฮโดรคลอไรต

บัฟ่เฟ่อริ pH 8 .5  สิงมี 5 mM แคลเส ิรมคลอไรต ออ ่างละ 2 ครั้ง

2 .1 4 . 2  การตรงเอน ไชม ี

ผชมชารละลารเอนไชม ี 22 มีลลิลิตร (3 5 0  u /m l)  กับ DEAE- 

c e l l u l o s e  ท ี่เตร ิรมไค ้จากป ีอ 2 .1 4 .1  จำนวน 50 กรัม เป ีอ ่าค ้วธ เครอ งเธอ ่าค วบ ค ุม

อุทรหภุมีท่ี 30°ช  เป ็น เวล า 6 สิวโมง หลังจากน ั้นแรกเรส ินออกมาเก ็บใน 100 mM ทริช- 

ไฮโดรคลอไรตบ ัฟ ่เฟ ่อริ pH 8 .5  สิงมี 5 mM แคลเส ิรมคลอไรต ท่ีอุทรหภมี 4°ช

2 .1 5  การผลิตไชโคลเดกชกรินในถังปฎกริราแบบกวน ( s t i r r e d  t a n k )  แบบไม่ต่อเนอง

ถังปฎติริราท ี่ใช ้ทำค้วรภาชนะแก้วรปทรงกระบอก 2 สิน ม ีเล ้นผ ่าช ุนรกลางป ีอง 

แก้วสินใน 3 .7  เชน ต ิเมตร ชุง 8 เชน ต ิเมตร ปริมาตรประมาทร 80 มีลลิลิตร ภาชนะแก้ว 

สินนอกมีท่อส่าหรับต่อนำควบคุมอุทรหภูมี (รปที่ 2 .3 )  ควบคุมอุทรหภุมโตรห้มนั้าจากเครองเปีอ่า 

ควบคุมอุทรหภมี ทำการกวนชารในถ ังปฎต ิร ิราโตฮแท ่งแม ่เหล ็ก บนเครองกวนแท่งแม่เหล ็กค ้วร



C r u d e  ' e n z y m e

f แปึงร้าวโนด 5% (.นา«นัก/ปริรทดร

Starch cake Supernatant À

ร้างตะกธนล้าa 10 ali ทร์ฟ-ไฮโดรดลอไรด์ 
บัฟเฟอร์ pH ร.5 + 10 m.M แคลเร์?ร«ดลอไรล์

Starch cake Supernatant B

ฮรดั'วaบัฟเฟอร์เดมร่งน 0.2 H Maltose

Starch cake Enzyme suspension c

u ltra filtra tio n  

Partial purified enzyme

าปท่ี 2 .2  แผนภาพรั้นตอนการทำเอนไชมใพ ้บร ิ^ทรบา^วน
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7 ปท่ี 2 .3  แสํดงถังปฎกิริราแบบกวนธนาด 80 มิลลลตร
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ความ เร ็วท ี่ท ำให ้ต ัวต ำ«ก ารก รรจายอร ่างช ม าIส ํม อ

ใส่เอนไชมที่ถ ุกตริงบน D E A E -c e l lu lo s e  หนัก 12 กรัม ผชมกับ s o l u b l e

s t a r c h  ท ี่มความเอ ้มอ ้น 2 .5  เปอรเชนล ใน 10 mM ทริช-ไฮโดรคลอไรคบ ัฟเฟอริ pH

8 .5  รู่งม 5 mM แคลเช ้รมคลอไรด ปริมาณ 36 น ิลเลตร ลงๆนถังปฎลิริราตามรูปที่ 2 .4  ท่ี 

ฮุณหภูม 40 °ช  วัคปริมาณไชโคลเดกชทรินที่เล ิครู่นในถังปฎิล ิร ิฮาๆน ช ่ว ง เว ล าต ่าง   ๆ โดฮนำ 

ตัวอร่างมาประมาณ 1 มลลิลิตร กรองตามวธทำอ้อ โดฮริธ ี 2 . 1 0 .3  แล ้วนำไปร ิเคราะหด ้วร 

เทคนิค HPLC

2 .1 6  การผลิตไชโคลเดกชทรินในถังปฏิก ิร ิยาแบบกวน ( s t i r r e d  t a n k )  แบนต่อเนอง

2 . 1 6 . 1  การหาความเอ ้มอ ้นรองก ับชเตรทท ี่เหมาะชมต ่อการผล ิตไชโคลเดกชทริน 

แบบต่อเนอง

ใช้เอนไชมที่ภ ูกตริงบน D E A E -c e l lu lo s e  หนัก 12 กรัม ผส์มกับ

s o l u b l e  s t a r c h  ท ี่ม ีความเอ้มอ้นตั้งแต่ 1 .2 5  กง 5 .0  เปอร ิเชนต ใน 10 fflM ทริช- 

ไฮโดรคลอไรลบ ัฟ ่๗ อริ pH 8 .5  ร ู่งม ี 5 fflM แคลเอ ้รมคลอไรด ปริมาณ 36 มลลิลิตร 

อ ัตราการป ้อนก ับชเตรทเอ ้าส ่ถ ังปฏ ิก ิร ิรา 3 น ิลลิล ิตรต่อรู่วโผง วัคปริมาณไชโคลเดกรู่ทรินที่ 

เก ิดร ู่น ใน ถ ังป ฏ ิก ิร ิราใน ช ่วงเวลาต ่าง  ๆ โดรริธ ี HPLC เช ่นเดฮวถ ับอ้อ 2 .1 5

2 . 1 6 . 2  การหาอัตราการป ้อนกับชเตรทที่เหมาะชมต่อการผลิตไชโคลเดกชฑรินแบบ

ต่อเนอง

ใช้เอนไชมที่ภ ูกตริงบน D E A E -c e l lu lo s e  หนัก 12 กรัม ผสํมกับ

s o l u b l e  s t a r c h  ท ี่น ิความเอ้มอ้น 2 .5  เปอร ิเชนต ใน 10 fflM ทร ิช-ไฮโดรคลอไรค 

บ ัฟเฝอริ pH 8 .5  ร ู่งม 5 mM แคลเอ ้รมคลอไรล ปริมาณ 36 นิลลิลิตร อ ัตราการป้อน 

ก ับส ์เตรทเอ ้าส ่ถ ังปฏ ิก ิร ิยาต ั้งแต ่ 2 กง 4 .5  นิลลิล ิตรต่อรู่วโผง วัดปริมาณไชโคลเดกรู่ทรินที่ 

เก ิดร ู่น ใน ถ ังป ฏ ิก ิร ิยาใน ช ่วงเวลาต ่าง  ๆ โดรวิส HPLC เช ่นเล ีฮวก ับอ ้อ 2 .1 5
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รุปกี่ 2 .4  การผลิตไรn ดลเดกชฑรินานถังปฎกริฮาแบบกวน
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