
บทท่ี 3

ผลการทดลอง

3 .1  ผลการศ'กษาล ํภาวะท ี่เห»าะล ํมในการผล ิตเอนไชม CGTase จอง B a c i l lu s  A l l  ไน 

ฟ ิว ูด เจร ่า

3 . 1 . 1  «ลการเปร็รบเทรบชนิดธองอาหารเลรงแ[อ

เล ร ง  B a c i l lu s  A l l  ใ น อ า ห า ร เล ย ง แ อ  2 ชนิด «อ Medium I I  

และ H o r i k o s h i ’ s  m edium  โดฮาอ ้ s o l u b l e  s t a r c h  ดวามเอ ้มอ ้น 1 % เป็นลํวน 

ประกอบ เธ ร ่าท ี่ด ว าม เร ็ว  2 0 0 -2 5 0  รอบต่อนา?! ในอ่างดวบดุมอุท!หภผีที่ 37 ° ช เป ็น เวล า 

72 อ้วโมง ผลการทดลองแลํดงานรุปที่ 3 .1  พบว่า เม อ เล ํ้ร ง  B a c i l lu s  A l l  ใน 

H o r i k o s h i ’ s  m edium  แบคฑเร็รจะผลดเอน'ไชม CGTase ไ ด ้ด ้ก ว ่า เม อ เล ํ้รงใน  Medium 

I I  ไม ่ว ่าจะว ัดแอดดวดด ้วรว ิธ D e x t r i n i z i n g  หรอ C D -fo rm in g  a s s a y  อืกฑังเมอ 

เลรงแบ ด?!เร ็รใน  H o r i k o s h i ’ s  m edium  แล้ว เวลาใน การผล ิต เอน ไชม ่ CGTase ลํงลํด 

จ ะ เร ็ว ก ว ่าใน  Medium I I  โดรใน H o r i k o s h i ’ s  m edium  จะผี D e x t r i n i z i n g

a c t i v i t y  หร็อ C D -fo rm in g  a c t i v i t y  ๙งล ํด เม อ เวล าป ระม าas 48 และ 60 อ้วโมง 

ตามลำดับ ลํวนาน Medium I I  จะผี D e x t r i n i z i n g  a c t i v i t y  หร็อ C D -fo rm in g  

a c t i v i t y  ล ํงล ํด เมอเวลาประมาท! 60 และ 66 อ ้วโมงตามลำดับ

3 . 1 . 2  «ลการเปรีรบเทauifนิดธองนอ้ง

ห ล ังจากได ้อาห ารเล ํ้รงเ!?อท ี่เห มาะล ํมต ่อการผล ิต เอน ไชม CGTase ด้อ 

H o r i k o s h i ’ s  m edium  แล้ว ได ้ท ดล องใช ้แอ ้งอ ้าว เจ ้าใล ํใน อาห ารเล ํ้รง เ![อแท น  s o l u b l e  

s t a r c h  โดรส ิบ เน องมาจากงาน ว ิจ ัรชอง ว ัลรา เต!iช้ฮกุล (2 5 3 4 )  ร ่งพ บ ว ่าแ อ ้งอ ้าว เจ ้า  

ลำมารถทดแทน s o l u b l e  s t a r c h  ได ด้้านก า ร เล ํ้ร ง  B a c i l lu s  A l l  ใน Medium I I  ใน 

งาน ว ิจ ้รน ํ้ได ้เล ํ้รง  B a c i l lu s  Al 1*1น H o r i k o s h i ’ s  medium โดรใอ ้ s o l u b l e  s t a r c h  

แ ล ะ แ อ ้งอ ้าว เจ ้า  ดวามเอ ้มอ ้น 1 % เป ็นลํวนประกอบและเปร็รบเทรบ D e x t r i n i z i n g

a c t i v i t y  หร็อ C D -fo rm in g  a c t i v i t y  ห ล ังจาก เล ํ้รงใน ล ํภาวะเด ้รวก ับ อ ้อ  3 . 1 .1

จากผลการทดลองในรป 3 .2  จะเห ็นว ่า แอ ้งอ ้าวเจ ้าลำมารถใอ ้ทดแทน  

s o l u b l e  s t a r c h  ใน อ าห าร เล ํ้ธ ง เ!เอ ได ้เป ็น อ ร ่างด ้ โดร D e x t r i n i z i n g  และ
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รุปท่ี 3 .1  เป ร ีa บเท ี8บ D e x t r i n i z i n g  และ C D -fo rm in g  a c t i v i t y  ธอง 

B a c i l lu s  A l l  เพ อ แ ฮ ง 'ใน  Medium I I  และ H o r i k o s h i ’ s 
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Time (hr)
Rice Starch ' ' * Soiuble starch

รุปท 3 .2  เปรรบเทรบ D ex tr in iz in g  แรร CD-forming a c t iv i t y  ธอง 
Bacillus A ll เมอเลํ้รงใน H orik osh i’ s medium ก่ีม 1 % 
แปีงธ้าวเจ้าและ so lu b le  starch  เส์นส่วนประกอบ ทอท!หภูม 37°ช
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CD-forming a c t iv i t y  ปีอง เอนไชม CGTase ในอาหารเลํ้รงเธ?อฑื่มีแปีงอ้าวเจ้าจะมีค่า 
ชูงกว่าอาหารเลรงเ^อฑม so lu b le  starch  เห็นสํวนประกอบ และเ มอใช้แห้งอ้าวเจ้าจะมี 
แอคสิริดีชูงชู«เร็วกว่าเมอใช้ so lu b le  starch

3 .1 .3  ผลธอง«วามเอ้มอ้น*องโชเดีฮม«าร็บอเนตที่เสํริมในอาหารเลธงเ$อ
เม อ เล ํ้ร ง  B a c i l lu s  A l l  ใน H o r i k o s h i ’ s  m edium  ท ี่ม ีแห ้งอ ้าวเจ ้า 

1 % ท่ีอุท!หภมั 37°ช  โดรแปรผ ันความเอ ้มอ ้นป ีองโชเด ีรมคาร ็บอเนตท ี่ใช ้ต ั้งแต ่ 0 . 5 - 1 . 0  % 

ผลการทดลองแสํดงดังในรูปที่ 3 .3  พบว่า B a c i l lu s  A l l  จะผลตเอนไชม CGTase ได้ดี 

เม อ เล ํ้ธ งใน  H o r i k o s h i ’ s  m edium ท ี่ม ีโชเด ีรมคาร ็บอเนตเอ ้มอ ้น  0 .7 5  % และเมอเพ ิ่ม  

หร ิอลดความเอ ้มอ ้นป ีองโชเด ีธมคาร ็บอเนตแล ้ว B a c i l lu s  A l l  จะผลตเอนไชม CGTase 

ม ีแอ«สิร ิด ีตาลง แต ่จะเห ็น ว ่าเม อใช ้โช เด ีธม คาร ็บ อเน ตเอ ้มอ ้น  0 .5  % เอนไชมี CGTase จะ 

ม ีแอคส ิวด ีด ีกว ่าเมอใช ้โชเด ีธมคาร ็บอเนตเอ ้มอ ้น  1 .0  %

จากผลการดีกษาสํภาวะที่เหมาะสํมในการผลิตเอนไชมี CGTase ปีอง
Bacillus A ll ในระดับปีวคเปีร่าสำมารถสํรุปผลได้ดังรวบรวมไว้ในตารางที่ 3 .1
3 .2  ผลการดีกษาสํภาวะทีเหมาะสํมในกา?เจริญและการผลิตเอนไชมี CGTase ปีอง

Bacillus A ll ในทังหมักปีนาด 5 ลิต?
3 .2 .1  ผลธองอัตราการห้อนอากาสํ (A eration  ra te )

การผลิตเอนไชมีในถังหมักจะทำให้ผลิตเอนไชมีได้ในปริมาท!ชูง ฐ่งจะต้อง 
หาสํภาวะที่เหมาะสํมต่อการผลิตโดฮห้จจัธหนงที่น่าสํนใจคออัตราการห้อนอากาสํ โดธเมอเจริญ 
Bacillus A ll ใน H orik osh i’ s medium ท่ีมี 1% แห้งอ้าวเจ้าและ 0.75% 
โชเดีรมคาร็บอเนต เห็นสํวนประกอบ โดธ pH เร่ิมด้นเห็น 10.1 และควบคุมอุท!หภุมิท่ี 37°ช 
เห็นเวลา 3 วัน โดราช้อัตราเร็วในการกวน 400 รอบต่อนาที แล้วแปรอัตราการห้อนอากาสํ 
ต้ังแต่ 1-3 ลิตรต่อนาที ตดตามการเจริญและการผลิตเอนไชมี CGTase ตามริธอ้อ 2 .9  
และ 2 .10 ตามลำดับ ผลการทดลองแสํดงดังตารางที่ 3 .2  พบว่า เมอเพิ่มอัตราการห้อน 
อากาสํมากปีน lag phase ปีอง Bacillus A ll จะล้นลงอร่างเห็นได้ช้ด (la g  phase 
ดีอช้วงเวลาก่อนที่แบคทีเริธจะเจริญ) แต่ลำหรับการผลิตเอนไชมี CGTase แล้ว Bacillus 
A ll จะผลิตเอนไชมี CGTase มีแอคสิริดีจำเพาะชูงชูดเมอให้อัตราการห้อนอากาสํ 2
ลิตรต่อนาที โดฮเมอให้อัตราการห้อนฮากาสํเห็น 1 หริอ 3 ลิตรต่อนาที แอคสิริดีจำเพาะปีอง
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Time (hr)
Na2COg Concentration 

—  0.5% -0.75% --1 .0 %

3 .3  เปรรบเriรบ D ex tr in iz in g  แระ CD-forming a c t iv i t y  
ชอง Bacillus A ll เมอเ!รงใน H orik osh i’ s medium 
กี่เสํรมต้วรโใfเดืรมเทรบa เนตเธ้มช้นต้ังนต่ 0 .5 -1 .0  % ก่ีอ{แหภมิ 
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Maximum a c t iv i t y  obtained

D extr in iz in g CD-TCE

Medium A c tiv ity S p e c if ic (d ilu t io n  l im it )
a c t iv i t y

(บ /» !) (U/mg)

Horikoshi 20 40 2°
Medium II 15 12 23

Horikoshi
r ic e  starch 30 60 27
so lu b le  starch 20 40 2e

H orikoshi ( r ic e  starch )
0.5% NaaC03 31 67 2s
0.75% Na2CO3 36 78 2a
1.0% Na2C03 30 60 2 7

ตารางที่ 3 .1  ชรุปผลการสิกษาส์ภาวะท่ีเหมาะชมต่อการผลิตเอนไชม CGTase
ปีอง Bacillus A ll
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Maximum a c t iv i t y  obtained

Aeration Lag D ex tr in iz in g CD-TCE
rate phase

A c t iv ity S p e c if ic (d ilu t io n  l im it)
(1/min) (hr) a c t iv i t y

(U/ml) (U/mg)

1 36 45 73 72
2 21 58 112 2s
3 14 51 92 ร2

ตา?างที่ 3 .2  ผลปีองอัตราการห้อนอากาtfต่อการเจริญและการผลิตเอน'ไชม 
CGTase ปีอง Bacillus A ll เมฮเลรงในถังหมักปีนาด 5 
ลิตร ใน H orik osh i’ s medium ท่ีอุทรหภุมั 37°ชเรนเวลา 
3 วัน โดฮให้อัตราเร็วในการกวนเรน 400 รอบต่อนาท



เอน'โชม CGTase จะตากว่า ส่วน CD-forming a c t iv i t y  จะมีอ่าเท่ากันเพี่อให้อัตราการ 
ห้อนอากาHเป็น 2 และ 3 ลิตรอ่อนาฑ

3 .2 .2  ผลป ีองอ»ราเร ็วใน การกวน  ( A g i t a t i o n  s p e e d )

อกห้จจัฮหน่ิงท่ีมีผลต่อการผลิตในถังหมักเส่นกันคอ อัตราเร็วในการกวน
นิ่งเพี่อเจริญ Bacillus A ll ในโรภาวะเตรวกับที่ใช้'ใน3อ 3 .2 .1  โตรมีอัตราการห้อน 
อากาศ■ เป็น 2 ลิตรอ่อนามี แล้วแปรเปลี่รนอัตราเร็ว,ในการกวนเป็น 200, 300 และ 400 
รอบอ่อนามี ติดดา«การเจริญและการผลิตเอนไชมี CGTase ตา«ริธช้อ 2 .9  และ 2.10 ตา« 
ส่าตับ ผลการทดลองแส์ดงตังตารางที่ 3 .3  พบว่าที่อัตราเร็วในการกวนทั้ง 3 อ่า Bacillus 
A ll จะมี lag phase ใกล้เครงกัน«าก แอ่ที่อัตราเร็วในการกวน 300 รอบอ่อนามี 
Bacillus A ll จะผลิตเอนไชมี CGTase มีแอคติริติชุงชุคท้ัง D ex tr in iz in g  และ CD- 
forming a c t iv i t y  และจะตังเกตุเหนว่า Bacillus A ll จะผลิตเอนไช«ไต้ต้ที่อัตรา 
การกวนอ่อนช้างตาเพราะเพี่อให้อัตราการกวนเป็น 400 รอบอ่อนามี จะทำให้แอคติวตปีอง 
เอนไชมี CGTase«อ่าต๋ําชุด

3 .2 .3  รุปแบบการเปลรน pH การเจร ิญ น ละการผล«เอน ไช มี CGTase

จากช้อ 3 .2 .1  และ 3 .2 .2  จะเห็นว่าชภาวะที่เห«าะช«ต่อการ 
ผลิตเอนไชมี CGTase ปีอง Bacillus A ll ในกังหมักปีนาค 5 ลิตร เพี่อเลํ้รงาน
H orik osh i’ s medium ท่ีมี 1% แห้งช้าวเจ้าและ 0.75% โชเดร«คาร็บอเนตเป็นส่วน 
ประกอบ ท่ีอุผหภุมี 37°ช เป็นเวลา 3 วัน โคอ«อัตราการห้อนอากา# 2 ลิตรต่อนามี และ 
อัตราเร็วในการกวน 300 รอบอ่อนามี จากผลการทคลองรุปท่ี 3 .4  พบว่า เพี่อเลํ้รง
Bacillus A ll โครไ«ควบคุม pH แล้ว แบคมีเริรจะเริ่«เจริญเพี่อ pH ป ีองนาเล ํ้รงเÎ[อ 
ลดลงประ«าทร 1 .5  หน่วฮ pH และ'ในธผะเครากันห็จะเร็«ผลิตเอน'ไชมี CGTase และหลัง 
จากน้ัน pH จะเริ่«ชุงปีนเร็อร  ๆ เส่นเดีรวกับแอคติริตปีองเอนไชมีนละการผลิตเอนไชมีจะชุง 
ชุดเพ่ีอ pH ชุงปีนจนตากว่า pH เร็«ต้น 0 .6  หน่วร นิ่งเป็นส่วงการเจริญระระคงที่ 
(s ta t io n a r y  phase)

3 .2 .4  ผลการต ิเกษาและเปร ็รบ เม ีรบการเจร ิญ และการผล«เอนไชม ี CG Tase ธอง 

Bacillus A l l  และ Bacillus circnlans ATCC 21783 ในถังหมักธนา« 5 ล«ร

Bacillus circulans ATCC 21783 เป็นแบคมีเริรชารพันชุหน่ิงท่ีใช้ใน
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Maximum a c t iv i t y  obtained

A gita tion Lag D ex tr in iz in g CD-TCE
speed phase

A c t iv ity S p e c if ic (d ilu t io n  l im it)
(rpm) (hr) a c t iv i t y

(บ/ท!!) (U/mg)

200 25 72 190 2°
300 23 •155. 300 210
400 21 58 112 2s

ตา?างกี่ 3 .3  ผลปีองอัตราเร็วในการกวนต่อการเจริฤเและการผลิตเอนไชบ 
CGTase ปีอง Bacillus A ll เกี่อเจรญในส์ภาวะเตรวกับ 
ตารางกี่ 3 .2  โดรให้อัตราการห้อนอากาfü ก่ีน 2 ลิตรต่อนาท
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รุปก่ี 3 .4  รูปแบบการเจริฤเและการผลิตเอนใฟ! CGTase ปีอง Bacillus A ll 
เม ี่อเจริfyใน H orik osh i’ s medium ในถังหมักปีพาด 5 ลิตร ก่ีอุก!หภูมั 
37°๙ เกี่นเวลา 3 วัน โดรม ัอ ัตราการถ ัอนอากา2 ลิตรต่อนาท และ 
อัตราเร็วในการกวน 300 รอบต่อนาที
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อุตฟ้าหกรรมการผลิตไชโคลเดกชทริน ตังนั้นจังไต้นำมาติก!ทการเจริญและการผลิตเอนไชมี
CGTase เปริฮบเทีรบกับ Bacillus A ll โดรเจริญแบคทีเริรทั้งฟ้องชนิดในฟ้ภาวะเดฮวกับ 
33 3 .2 .3  สิงไต้ผลตามตารางท 3 .4  พบว่า lag  phase ธองแบตทีเริรท้ังฟ้อง!(นิดใกล้ 
เครงกัน และเสินเต้ฮวกับการผลิตเอนไชมี CGTase พบว่า ท้ัง D ex tr in iz in g  และ CD- 
forming a c t iv i t y  ปีองแบคทีเริฮทั้งฟ้องชนิดมีค่าใกล้เครงกัน

นอกจากนํ้เมอพจารผารูปแบบการเจริญปีอง Bacillus circulans
ATCC 21783 ตังรูปก่ี 3 .5  จะพบว่าคล้าฮกับปีอง Bacillus A ll ต้วร โดฮแบคทีเริรจะ 
เริ่มเจริญเมอ pH ลดลง พร้อมกับการผลิตเอนไชม โดร pH จะลดลงประมาผ 1 .6  พน่วรpH 
หลังจากน้ันจะค่อรๆเพ่ิมปีนและเอนไชมีจะมีค่าแอคติริต้ฟ้งฟ้ดในสิวง s ta tio n a r y  phase 
เมอ pH ปีองนั้าเลํ้ฮงเ^อมค่าตากว่า pH เร่ิมต้น 0 .7  หน่วร

3 .3  การทำให้เอนไชม CGTase จาก Bacillus A ll บริฟ้ฑรบางทํวน
หลังจากผล ิตเอนาชม ีไต ้แล ้ว นำเอนไชมีน ั้มาทำให้บริฟ ้ทรบางฟ้วนก่อนเพิ่อทำจัด

โปรต้นตัวอนออกไปบ้างโดรนำฟ ้ารละลาฮเอนไชม ี (crude enzyme) ไปผ่านปีนตอนต่าง  ๆ
กี่อผหภุมี 4°ช  ลามรูปกี่ 2 .2  (ริรทดลองปีอ 2.13) ส ิงไต ้ผลการทดลองต ังตารางก ี่ 3 .5  
สิงจะพบว่าในการทำให้เอนไชมีบริฟ ้ฑรนั้น เอนไชมีจะฟ้ญเติรแอคติริต ้านธั้นตอนการดดสิบต้วร 

แบ ้งและการล ้างตะกอนต้วฮ 10 mû ทริฟ ้-ไฮโดรคลอไรดบัฟ ่เฟ ่อริ่ pH 8 .5  สิงมี 10 mM 

แคลเส ิรมคลอไรด ประมาผ 10.5 % และเมอชะเอนไชม ีออกจากแบ้งต ้วฮบ ัฟ ่เฟ ่อร ิ่เต ิม  สิงมี

0 .2  H มอลโตฟ้ พบว่าแอคติร ิต ้ป ีองเอนไชมีก ี่ชะออกมาอฮุ่านบัฟ ่เฟ ่อริ่แล ้ว จะมีนอคติริต้

จ ำ เพ า ะ  3,170 Unit mg_1p ro te in  สิงม ีความบริฟ ้กรมากกว่าเอนไชมีต ั้งต ้น 14 เท ่า  

และเมอนำเอนไชม ีก ี่ไต ้มาผ ่าน  U lt r a f i l t r a t io n  จะมี«วามบริฟ ้ทรเพ ิ่มป ีนเบ ้น 15.7 เท ่า  

จากผลกี่ไต ้จะพบว่าเอนไชมีม ีความบริฟ ้ฑรเพ ีฮงพอกี่จะนำมาตริงแล้ว

3 .4  การตริงเอน'ไชมี CGTase
3 .4 .1  พลปีองนคลเสิรมคลอไร «ต่อการตริง เอนไชมี

หลังจากเปลรนฟ้ตรอาหารทำหรับเลํ้รง Bacillus A ll เบ้น
H orik osh i’ s medium แล้ว จังไต้ทดลองตริงเอนาชมี CGTase ก่ีทำๆห้บริฟ้ทรบางฟ้วนแล้ว
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Maximum a c t iv i t y  obtained

B a c illu s Lag D extr in iz in g CD-TCE
phase

s tr a in A c t iv ity S p e c if ic (d ilu t io n  l im it )
(hr) a c t iv i t y

(บ/ท]!) (U/mg)

Bacillus A ll 23 136 269 1 o2
ATCC 21783 29 156 240 210

ตารางที่ 3 .4  เปรฮบเทฮบการเจ'รญและการผลิตเอน'ไชม CGTase ธอง 
Bacillus A ll และ B.circulans ATCC 21783 
เที่อเลํ้ฮงๆนถังหมักธนาล 5 ลิตร ร*ภาวะเส่นเตรากับรูป
3 .4
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Step Volume

(ml)

Total
Dext. act. 

(units)

Total
protein

(mg)

Specif ic 
activity  

c u/mg)

Recovery

แร)

Purification
fold

Crude enzyme 1,000 85,000 380 223 100 1
Supernatant
(A + B) 900 9,000 360 20 - -
Enzyme
suspension(C) 280 76,000 24 3,170 39 14.2
.part ial
purified enzyme 100 70,000 20 3,500 82 15.7

ฅารางท่ี 3.5 ส่รปผลการทำให้เอนฯชม CGTase บริฬทธิฆางส่วนคามปีนคอนต่าง  ๆ
ดามรปท่ี 2.2



ตามวิธของวัลฮา เต ฮ ก ุล  (2534) พบว่าเอนไชมีนั้ชามารถตรังบน DEA E-cellulose ไต ้
ด แล่แคลเติอมคลอไรลติงทำหน้าที่เป็นตัวเพิ่มความเชถอร3องเอนไชมีจะมีผลล่อการตรังเอน 
ไชมี โด a เอนาชมีจะหลุดจากตัวคาไต้ง่าafu ตังนั้นจังไต้ทำการติกษาผลaองแคลเติฮมคลอไรค 
เพิ่ฮหาความเข้มอ้นที่เหมาะชมล่อการตรังเอนไชมีล่อไป

เตรืฮม DEAE-cellulose ตามวิธอ้อ 2 .1 4 .1  โตฮแปรผันความเอ้มอ้น 
ของแคลเติอมคลอไรคตั้งแต่ 0-10 mM หลังจากน้ันนำ D EA E-cellulose ไนบัฟ่เฟ่อรท่ีมี 
แคลเติอมคลอไรดแล่ละความเอ้มอ้นหนัก 10 กรัม ผส์มกับเอนไชมี CGTase ท่ีทำให้บรัชุทธ 
จากอ้อ 2.13 (เอนไชมีมีแอคติว่ตั 3 ,553 Unit และมีโปรติน 5 .9  มิลลกรัม)เอฮ่าท่ีอุ{นหภูมิ 
30°ช ในเครองควบคุมอุทเหภูมิเป็นเวลา 24 ช้วโมง หลังจากน้ันวัคแอคติวิติaองเอนไชมีท่ีถก 
ตรง ไต้ผลตังตารางที่ 3 .5  พบว่าความเข้มอ้นของแคลเติอมคลอไรดมีผลล่อการตรังเอนไชมี 
CGTase โด a เอนไชมี CGTase จะชามารถตรังบนตัวล่าไต้ติถ้าในบัฟ่เฟ่อรที่ใช้ไม่มีหรัอมีแคล 
เติฮมคลอไรคน้ออมาก (0-1 mM CaCl2) แล่เมอเพิ่มความเข้มอ้นaองแคลเติอมคลอไรลเป็น 
5 mM แล้ว เอนาชมีจะติดบนตัวคาไต้น้ออลงและอิ่งน้ออลงเมอแคลเติอมคลอไรดมีความเอ้มอ้น 
10 mM แล้ว เอนไชมีจะตรังไต้เพองประมาทเครงหนง

3 . 4 . 2  ผลของแคลเต ิอมคลอไรดล ่อความเชม ีอรของของเอนไชม ี CGTase

จากผลการทดลองในตารางท ี่ 3 .5  จะเห ็นว ่าถ ้าแคลเต ิอมคลอไรดม ีความ 

เอ้มอ้นชง เอนไชมีจะตรังบน D E A E -c e l lu lo s e  ไม่ติ แล ่ออ ่างไรก ็ตามแคลเต ิอมคลอไรดม ี 

ความสำคัญล ่อความ เชถอรa องเอนไชม ี ต ังน ั้นจ ังต ้องเลอกความเข ้มอ ้นของแคลเต ิอมคลอไรค 

ตาช ุด เท ่าท ี่จะเป ็น ไต ้ โดฮเอนไชม ีอ ังชามารถตรังบนต ัวคาไต ้ต ิ ในการทดลองน ั้จงเลอกความ 

เอ้มอ้น 5 mM จ ังต ้องทำการต ิกษาต ้วอว ่าอ ังเต ิองพ อท ี่จะช ่วยเต ิมความเส ์ถ ีอรให ้แก ่เอน ไชม ีไต ้ 

หรอไม่ โคฮนำเอนไชมีท ี่บรัช ุทธบางช่วนมา d i a l y s e  2 ครัง ครังละ 4 ช้วโมง ด ้วย10 mM 

ทรัช-ไฮโดรคลอไรดบ ัฟ ่เฟ ่อร pH 8 .5  ต ิงปราชจากแคลเต ิอมคลอไรล เพ ิ่อกำจ ัดแคลเต ิอม 

คลอไรดออกจากเอนไชมี หลังจากนั้นนำเอนไชมี CGTase จากอ้อ 2 .1 3  และที่ผ ่านการ 

d i a l y s e  แล้วไปบ่มท่ีอทเหภูมิ 30 และ 40 °ช  เป ็น เวล า 24 ช้วโมง ไต ้ผลการทดลองดังรูปที่

3 .6  จะพบว่า เมอเอนไชม ี CGTase อยู่ใน 10 mM ทร ั ช - ไ ย โครคลอไรลบัฟ ๗่ อร pH 8 .5  

ติงมี 5 mM แคลเต ิอมคลอไรล เอน 'ไชม ีจะม ีความเชถฮรต ิaนท้ังท่ีอุทเหภูมิ 30 และ 40°ช  

และแคลเต ิอมคลอไรดจะม ีชวนช่วอเพ ิ่มความเชถ ้อรต ่อเอน'ไชม ี,ไต้มาก เมอเอน'ไชมีอยู่ที่อุทเหภูมิ



[ C a d , , ]

( b M)

Enzyme

b o u n d  (%) f  r e e <%)

a c t i v i t y p r o t e i n a c t i v i t y p r o t e i n

0 9 8 .5 60 0 39

1 9 7 .0 60 2 . 0 38

5 8 7 .0 57 1 2 . 0 40

1 0 6 5 .0 48 3 5 .0 54

ตารางท ี่ 3 .6  ผล3องflวามเร ้ผข ้นป ีองแคลเส ือมดลอไรดต ่อการตรงเอใ*'Itf3J 

CGTase บน D E A E -c e l lu lo s e

(กำหนดให้แอดติวิต ิ 3 ,5 5 3  U n i t  และ p r o t e i n  5 .9  mg = 100%)
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4 0 -

2 0  -
ji.

. . .  '■

°0  2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (hr)

30°C, + CaCI2 30cC,-CaC!2 40°c , +CaCI2 40°C,-CaCI2

รุปท่ี 3 .6  ผล2องแคลเ!เฮมคลอไรดต่อความเสัถื0ร1เองเอน'ไร/ม CGTase โดร 
เปรaบเทีรบระหว่างเฮน'ไชมีที่อรู่ใน 10 mM ทริล-ไฮโดรคลอไรด 
บัฟ่เฟอรpH 8 .5  ร่งมี 5 mM แดลเมีรมคลอไรค และเอน'ไชมใน 
บัฟเฟอรเดิมแต่ไม่มีแคลเโ?ฮมคลอไรคท่ีอุทน,!ภูมี 30 และ 40°ช



40°ธโคฮถ้าไม่มแคลเสีรมคลอไรคในบัฟเฟอร์ แอคติวติปิองเอนไชมจชลคลงถง 40 % เมอบ่ม 
ท่ีanเหภูมิ 40°ช เป็นเวลา 1 วัน ตังนันจงเลิอกแคลเสียมคลอไรคความเข้มข้น 5 mM สำหรับ 
ตรังเอนไชม CGTase ต่อไป

3 .4 .3  พลการสิก»าปรัมาท!เอนไชม CGTase ที่เหมาะชมสำหรับการ«รังบนDEAE- 
e e l lu lo s e

เตรัฮม D EA E -cellu lose ตาผว้สีข้อ 2 .1 4 .1  โคฮใช้แคลเสีรมคลอไรด 
ความเอ้«ชัน 5 mM หลังจากน้ันช้ง มา 0 .5  กรัม ใสำนปีวครูปชมพู่ปีนาค 25 ม่ลลัลิตร าสํ 
เอนไชม CGTase ลงไปานแต่ละปีวค โดฮแปรปรัมาทแเอคติรัติปีองเอนไชมต้ังแต่ 0 สิง 500 
u n i t s  แล้วปรับปรัมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร ไล้ผลตังรปท่ี 3 .7  รังจะพบว่า DEAE- 
c e l lu lo s e  หนัก 1 กรัม สำมารถตรังเอนไชม CGTase ไต้ 350 u n i t s  (0 .32  มลลิกรัม)

3 .5  กา?สิกษาเปรัรบเที่ยบสํมบัติป็องเอนไชม CGTase อสํระและท่ีถกตรัง
เพอสิกษาสํมบัติปีองเอนไชม CGTase หลังจากตรังบน D EA E-cellu lose โดย 

เปรัฮบเที่รบกับเอนไชมอิส์ระ จรเไล้สิก»าผลปีอง pH และอุทเหภูมต่อเอนไชม CGTase
3 .5 .1  ผลปีอง pH ต่อความเสํที่ฮรปีองเอนาชม CGTase อสํระและท่ีถูก«รัง

บ่มเอนไชมอสํระและที่ถูกตรังในสำรละลายบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ท่ี 
มค่า pH แตกต่างกันต้ังแต่ pH 7 .5 -1 1 .0  (pH 7 .5  ใข้สำรละลาฮฟอสํเฟตบัฟเฟอร์, pH
8 .0 -9 .0  ใช้สำรละลายทรัสํไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร์และ pH 1 0 .0 -1 1 .0  ใช้สำรละลารคาร์ 
บอเนตบัฟเฟอร์) ท่ีอุทเหภูม 40°ช เป็นเวลา 30 นาท่ี วัดแอคติวติปีองเอนไชม CGTase ตาม 
วสีข้อ 2 .1 0 .1  ไล้ผลตังรูปท่ี 3 .8  พบว่าเอนไชมที่ถูกตรังมความเสํที่รรต่อ pH ช่วงกว้างกว่า 
เอนไชมอิสํระ โตรท่ี pH สํงกว่า 9 .0  เอน'ไชมอิสํระจะมีความเสํถ้รรตั๋ากว่าเอน'ไชมที่ถูกตรัง 
มาก

3 .5 .2  พลปีอง pH ต่อแอคติวิติปีองเอนไชม CGTase อสํระและท่ีถก«รัง
นำเอนไชม CGTase อสํระและท่ีถูกตรังไปวัดแอคติวติโดรวสีข้อ 2 .1 0 .1  

ในสำรละลารบัฟเฟอร์ท่ีมีค่า pH แตกต่างกันในช่วง 7 .5 -1 1 .0  (pH 7 .5  ใช้สำรละลายฟอสํ 
เฟตบัฟเฟอร์, pH 8 .0 -9 .0  ใช้สำรละลารทรัสํ-ไฮโดรคลอไรคบัฟเฟอร์ และ pH 10 .0 -
11.0 ใช้สำรละลารคาร์บอเนตบัฟเฟอร์)ไล้ผลการทดลองตังรูปที่ 3 .9  จะพบว่าเอนไชมอสํระ
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รุ!]ท 3 .7  ความสำมารถไนการตรงเอนไสํม CGTase ปีอง D EA E-eellulose
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โ \\
80 r  • \
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pH

Free enzyme Immobilized enzyme

รุปท่ี 3 .8  ผลปีอง pH ต่อความเส์ทีรรปีองเอนไชมิ CGTase อส์ระและ:ฑทกตรง 
เมิอบ่มเอนไชมิในบัฟ่เฟ่อร ฑมิ pH ต่างกันต้ังแต่ 7 .5 -1 1  ท่ึอุทเหภมิ 
40°ช เป็นเวลา 30 นาที ก่อนนำไปวัคแอคตวัตี
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และเอนไชมิที่ถูกตริงจะฟ้ามารถเร่งปฎิกริอาไต้ติที่ pH 7 .5  เหมอนกัน และจากผลการทตลอง 
จะเห็นว่าผลปีอง pH ล่อแอคติวิติปิองเอนไชมิอฟ้ระและเอนไชมิท่ีถูกตริงจะคล้าอคลงกัน

3 .5 .3  ผลปีองอุณหภูมิต่อ«วามเฟ้สือรปีองเอน'ไชม CGTase อฟ้ระและท่ีถก«ริง 
การสิกษาผลปีองอุณหภูมิต่อความเฟ้ถอรปีฮงเอนไชมิ CGTase อฟ้ระและท่ี

ถูกตรงทำไต้โตอการบ่มเอนไชม CGTase ท้ังท่ีอฟ้ระและท่ีถูกตริงๆน 10 mM ทริฟ้-ไ!{โตร«ลอ 
ไรดบัพ่เพ่อร pH 8 .5  สืงมิ 5 mM แ«ลเสือม«ลอไรต้ ท่ีอุณหภูมิแตกล่างกันในช่วงต้ังแต่
25-90°ช เป็นเวลา 20 นาท แล้ววัตแอคติวิติปีองเอนไชมิอสํระและท่ีถกตริง โตอวิธี
D ex tr in iz in g  a c t iv i t y  ตามวิธีอ้อ 2 .1 0 .1  พบว่าเอนไชมิทั้งฟ้องส่ภาวะมิความเฟ้ถอร 
«ล้าอ«ล้งกัน คอมิความเฟ้ถอรจนถงอุณหภูมิ 55 “ช (รูปท่ี 3 .10) ล่อจากน้ันความเฟ้สือรจะ 
ลดลงตามลำตับและฟ้ถฺ!เสือแอคติวิติท้ังหมดท่ีอุณหภูมิ 85-90°ช ออ่างไรก็ตามเอนไชมิที่
ถูกตริงจะมิความทนทานล่ออุณหภูมิฟ้งมากกว่าเอนไชมิลิฟ้ระเล็กนัออ

3 .5 .4  ผลปีองอุณหภูมิต่อแอคติวิติปิองเอนไชมิ CGTase อฟ้ระและท่ีถูกตริง
นาเอนไชมิ CGTase ลิฟ้ระและท่ีถูกตริงไปบ่มกับแปึงท่ีอุณหภูมิแตกล่างกันๆน 

ช่วง 20-90°ช เป็นเวลา 10 นาที แล้ววัตแอคติวิติตามวิธีอ้อ 2 .1 0 .1  ไต้ผลตังรูปท่ี 3.11 
พบว่าเอนไชมิทังฟ้องฟ้ภาวะจะทำงานไต้ตัท่ีอุณหภูมิ 60-70°ช เหมิอนกัน แล่เมอพิจารณาท้ัง 
ช่วงอุณหภูมิท่ีทำการวัดแอคติวิติ (20 -9 0 “ช) จะล้งเกตเห็นว่าเอนไชมิอฟ้ระจะทำงานในช่วง 
อุณหภูมิตากว่า 50°ช และสํงกว่า 70°ช ไต้ติกว่าเอนไชมิที่ถูกตรง

3 .6  ผลการสิกษาการผลิตไชโคลเดกชทรินปีองเอนไชมิ CGTase ท่ีถกตริงๆนกังปฎิกริฮาแบบ
l i E  5

3 .6 .1  ผลการสิกษาการผลิตไชโคลเดกชทรินในถังปฎิลิริอาแบบไม่ต่อเนอง
สิกษาช่วงเวลาที่ผลิตไชโคลเลกชฑรินมิความเอ้มอ้นฟ้งฟ้ลโครทำการผลิตไช 

โคลเดกชทรินในกังปฎิกริราตามวิธีในอ้อ 2 .15 ผฟ้มเอนไชมิ CGTase ท่ีถูกตริง (150 u /g  
r e s in ) กับ 2.5% (w/v) so lu b le  starch  ใน !0 mM ทริฟ้-ไ!{โครคลอไรดบัฟ่เพ่อร pH
8 .5  สืงมิ 5 mM แคลเสือมคลอไรด ท่ีอุณหภูมิ 40°ช เป็นเวลา 24 สืวโมง วัดปริมาณไชโคล 
เลกชทรินที่เลิตปีน'ในช่วงเวลาล่าง  ๆ โตอวิธ HPLC ผลการทตลองตังรูปท่ี 3.12 พบว่า 
เอนไชมิจะฟ้ามารถผลิตไชโคลเตกชทรินไต้ฟ้งฟ้ลเมอเวลาผ่านไป 9 if วโมง โตอจะมิ
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pH

Free enzyme Immobilized enzym e

รฺปท่ี 3 .9  ผลปีอง pH ต่อแอคติวัติปีองเอนไชม CGTase อิส์ระและท่ีถกตรง เท่ีอ 
วัตแอคติวัติปีองเอนไชมในบัฟเฟ่อรท่ีมค่า pH แตกต่างกันต้ังแต่ 
pH 7 .5 -1 1 .0  ตามวัติอ้อ 2 .1 0 .1
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รุปท่ี 3 .10  ผลปีองอุทเหภ«ต่อควา«เส์ถอรปีองเอนไช»! CGTase อส์ระและท่ีถูกตรง 
เที่อบ่»!เอนไช«ใน 10 mM กริช-ไสโตรคลอไร«บัฟเฟอร์ pH 8 .5  ร่ง 
น 5 mM แคลเรเฮ«ตลอไรด ท่ีอุเนหภู«แตกต่างกัน เป็นเวลา 20 นาที 
ก่อนนำไปวัตแอคติวติ
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Temperature (°C)
*  Free enzyme -*■  Immobilized enzyme

รปท่ี 3 .11 ผลซองอุณVIภ«ต่อแอ«สิว«Hองเอน'1ชม CGTase อฟ้ระและฑถกตรงซ------------ 1 ซ 1
4  พ __   ̂ «ฟร>» «4 ^ I Vเมอวัตแอคต่วต่ธองเอนไiï«ตา}m a อ 2 .1 0 .1  ฑอุแพภุมแตกต่างกัน

1 0 0



% conversion  (อัตราการเปลี่รใ*ลับสํเตรทแป็งเป็นผลิตภัณ,ท คูภาคผนวก) เท่ากับ 76 % 
และเอนไชมีจะผลิต P-CD เป็นผลิตภัท!ทสำคัณฺ ("/(conversion เท่ากับ 40%)

3 .6 .2  ผลการสิกษาความเสํถีฮรจองเอนไชมี CGTase กี่ถูกตริงเมอนำมาผลิตไชโคล 
เตกชฑรินโ?าหลาฮ  ๆ «รั้ง
เพอสิกษาว่าเอนไชมีกี่ถูกตริงจะสำมารถนำไปใช้ผลิตไชโคลเลกชทรินในถังปฎิกริ 

ฮาแบบไม่ล่อเนองไล้กี่ครั้ง จงท่าการทตลองล่อไป โลรนำเอน'ไชมีก่ีถูกตริง'ไปบ่มกับ 2 .5  % 
so lu b le  starch  าน 10 mM ทริสํ-ไสํโตรคลอไรตบัฟ่เฟ่อริ pH 8 .5  ร้ังมี 5 mM แคล 
เช้ฮมคลอไรล ก่ีอุท!หภมี 40°ช เป็นเวลา 9 รั้วโมง (ข้อ 2 .15) วัลปริมาท!ไชโคลเลกชทริน 
กี่เกดปีนและวัลแอคติวัติจองเอนไชมี หลังจากนันนำเอนไชมีมาล้างล้วฮ 10 mM ทริสํ-ไสํโลร 
คลอไรล้บัฟ่เฟ่อริ pH 8 .5  ร้ังมี 5 mM แคลเโ}ฮมคลอไรล 3 คร้ัง แล้วผลิตไชโคลเตกรั้ทริน 
อีกในส์ภาวะเติม ท่าเช่นน้ํโ?าถันทังหมล 6 คร้ัง ไล้ผลดังรูปกี่ 3 .13 พบว่าเอนไชมีมีแอคติวัติ 
ลลลงหลังการใช้งาน โดรครั้งกี่ 2-5 จะมีแอคติวัติเหลอประมาท! 80 % หลังจากการใช้งาน 
ครังก่ี 6 เอน'ไชมีจะมีแอคติวัติเหลอประมาท! 60 % ปีองเอนไชมีตั้งล้น แล่ปริมาท!ไชโคลเลกช 
ทรินกี่ผลิตไล้ใกล้เติฮงกันตลอดการใช้งานทั้ง 6 คร้ัง

3 .7  ผลการสิกษาการผลิตไชโคลเลกชทรินปีองเอนไชมีCGTase ก่ีถุกตริง'ในกังปฎก?8าแบบล่อ 
เนอง

3 .7 .1  ผลจองความเข้มข้นจองลับส์เตรทต่อการผลิตไชโคลเตกชฑรินจองเอนไชม ี
CGTase ในถังปฎิลิริฮาแบนต่อเนอง

การตริงเอนไชมีจะท่าให้สำมารถผลิตไชโคลเลกชทรินไล้อร่างล่อเนอง ดัง 
นันจงไล้ท่าการสิกษาสํภาวะกี่เหมาะสํมล่อการผลิตนํ้ โตฮปิจจัรหน่ิงร้ังมีความสำคักุ!คอ ความ 
เข้มข้นปีองลับส์เตรท ดังนั้นจงท่าการสิกษาการผลิตไชโคลเดกรั้ทรินในถังปฎิกริฮาแบบต่อเนอง 
ตามวัสีๆนข้อ 2 .1 6 .1  แล่แปรผันความเข้มข้นปีองลับสํเตรท (s o lu b le  starch ) กี่ใช้ 
ต้ังแต่ 1 .2 5 -5 .0  % (W/V)  มีอัตราการป็อนลับสํเตรท 3 มีลลิลิตรล่อร้ัวโมง ควบคุมอุท!หคูพก่ี 
40°ช วัตปริมาท!ไชโคลเดกรั้ฑรินกี่เกดปีนในช่วงเวลาล่าง  ๆ และหา % conversion  จอง 
ไชโคลเลกชทรินกี่เกัคปีน จากรูปก่ี 3.14 จะพบว่าเมอใช้ลับสํเตรทความเข้มข้น 1.25 % 
เอนไชมี CGTase กี่ถูกตริงจะผลิตไชโคลเตกชทรินสํงสํลคอ ให้ % conversion  85 % และ
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รฺปบ่ี 3.12 ผลการผลิตไชโตลเตก^ทรินร]องเอนไชม่ CGTase ท่ีถุกตริง ในทัง 
ปรกริราแบบไม่ต่อเนอง โตรใช้ 2 .5  % so lu b le  sta rch  เป็น 
ทับโ( เตรท บ่มทับเอนไชม่ CGTase ท่ีอทmภร 40°ช
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เมอใช้สืบลเตรทความเอ้มอ้นลุงปีน %  co n v e r s io n  ปีองไชโคลเดกชฑรินท่ีได้จะลดตำ
3 .7 .2  ผลปิองอัตราเร็วในการป้อนสืบลเต รทต่อการผลิตไชโคล เดกชฑรินปีองเอน

ไชม CGTase ท่ีถูกตริง
จากผลการทตลองในอ้อ 3 .7 .1  แม้ว่าเมอความเอ้มอ้นปีองสืบลเตรทเท่า 

กับ 1.25 % จะให้ % conversion  ลุงลุต แต่ผลผลิตที่ไค้เมอให้ความเอ้มอ้นสืบส์เตรทเท่า 
กับ 2 .5  % (สิงท่าให้ % conversion  ตากว่าที่ความเอ้มอ้น 1.25 % เพยงประมาแเ 10%) 
จะลุงเกัอบเป้น 2 เท่าปีองความเอ้มอ้น 1.25 % ลังนั้นจงเลือกใช้ความเอ้มอ้นสืบส์เตรทเท่า 
กับ 2 .5  % ในการผลิตไชโคลเดกชทรินแบบต่อเนิ่องต่อไป ป้จจัฮท่ีมีผลต่อการผลิตไชโคล
เลกชทรินอีกปิจจัยหน่ิงคอ อัตราการป้อนสืบลเตรท จงท่าการผลิตไชโคลเลกชฑรินในกัง
ปฎิกริยาตามอ้อ 2.12 แต่แปรผันอัตราเร็วในการป้อนสืบลเตรทตั้งแต่ 2, 3 และ 4 .5
มิลลิลิตรต่อช้วโมง โดฮใช้ 2 .5  % so lu b le  starch  เป้นสืบชเตรท ควบคุมอุผฬภูมิท่ี 40°ช 
วัดปริมาแเไชโคลเดกชทรินที่เกดปีนในช้วงเวลาต่าง  ๆ และหา % conversion  ปิอง 
ไชโคลเดกชทรินที่เลิดปีน จากรูปท่ี 3.15 พบว่าอัตราเร็วในการป้อนสืบลเลรทที่เหมาะลมต่อ 
การผลิตไชโคลเลกชฑรินคอ'3 มลลิลิตรต่อนาที โคยจะไค้ % conversion  ลุงลุลเท่ากับ 
72 %

3 .7 .3  ผลการสิก»าความเลสีฮรปีองเอนไชมี CGTase ท่ีถูกตริง เมอผลิตไชโคล 
เดกชฑรินแนบต่อเนิ่องตดต่อกันเป้นเวลานาน

3 .7 .3 .1  ผลการสิกษาความเลกยรปีองเอนไชมี CGTase ท่ีถูกตริง ต่อ 
การผลิตไชโคลเลกชทริน โด รไม ่เลริมยาปฎิสีวนะ

หลังจากที่ไค้ลภาวะที่เหมาะลมต่อการผลิตไชโคลเลกชทรินแบบต่อ 
เนองแล้ว จงไค้ท่าการทดลองว่าเอนไชม้ CGTase ที่ถูกตริงม้อาอุการใช้งานไค้ที่วัน โดฮท่า 
การผลิตไชโคลเลกช้ฑรินด้วยเอนไชม้ CGTase ท่ีถูกตริงในกังปฎิลิริยาแบบต่อเนิ่องตามวสี
อ้อ 2 .16 เป้นเวลา 7 วัน ใช ้ 2 .5  % so lu b le  starch  ใน 10 mM ทริล-ไฮโดร 
คลอไรตบัฟ่เฟอร pH 8 .5  สิงมี 5 mM แคลเสียมคลอไรค้ เป้นสืบส์เตรท มีอัตราการป้อน 
สืบลเตรทเป้น 3 มิลลิลิตรต่อช้วโมง ควบคุมa(นหภุมท่ี 40°ช ไค้ผลการทดลองลังรูปท่ี 3 .16  
พบว่าเอนไชมี CGTase ที่ถูกตริงลามารถผลิตไชโคลเลกชทรินแบบต่อเนิ่องโดยปริมาแเปีอง
ไชโคลเลกสีทรินที่เลิดปีนจะไม่เปลี่ยนแปลงเป้นเวลา 3 วัน แต่หลังจากนันปริมาถเไชโคล
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รุปก่ี 3 .14  ผลการผลตไชโคลเดกชกรินชองเอนไชม CGTase กี่ทุกตริงในกัง 
ปอิกัริฮาแบบต่อเนอง เมอแปรผันความเช้มช้นชอง so lu b le
sta rch  ต้ังแต่ 1 .2 5 -5 .0  % ใน 10 mM กริช-ไฮโดรคลอ 
ไรดบัฟเฝอริ pH 8 .5  ร่งมื 5 mM แคลเสิฮมคลอไรด ทอแเหภม 
40°ช
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3 .15  พล3องอัตราเร็ว'ในการปี a นสืบส์เตรทท่อการผล «1-1T fiai ตก^ทริน!เอง 
เอนไฟ้ม CGTase ท่ีถุกตริง เมอไtf 2.5 % so lu b le  starch  
เปนสืฆส์เตรท และตวซตุมร์*ภาวะการทำงานน?นเดีรวกับรุปท่ี 3 .14
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เลกชท'รินทเกิดปีนก็'จะลดล'งเร่ิอย  ๆ จนกงวันท่ี 6 ปริผาณไช'โคลเลกชทรินจะเหลือน3รง 75% 
ชองปริมาทเไชโคลเลกชทริน และนับต้ังแต่วันท่ี 3 จะเริ่มมีฟ่องอากาสํเติลชํ้นในลังปฎิติริฮา

3 .7 .3 .2  ผลการสิกษาความ๗ ถฮรชองเอน'ไชมี CGTase ท่ีกกตริงต่อการ 
ผลิตไชโคลเลกชทรินแบบต่อเนองโลฮเสํริมราปฎอ้วนะ

จากผลการทลลองอ้อ 3 .7 .3 .1  จะเห็นว่าเอนไชมี CGTase ท่ี 
กกตริงมีอายุการทำงานลัน i  งอาจเนองจากเกลการปนเรอนชน ลังน้ันจงได้ทลลองใช่ฮาปฎิ 
อ้วนะในระบบด้วฮ กล่าวคอผลิตไชโคลเลกชฑรินโลฮใช้ชภาวะเลัฮวลับอ้อ 3 .7 .3 .1  แต่เติม 
streptom ycin  su lp h ate  50 1นg/ml ลงไปใน 2 .5  % so lu b le  starch  ด้วฮ และ 
เตรีฮมลับส์เตรทท่ีมีฮาปฎิอ้วนะน้ํในปริมาท!ท่ีพอใช้วันต่อวันเท่านัน เมื่อทำการผลิตไชโคลเลกช 
ทรินแบบล่อเนองก็จะได้ผลการทลลองลังรปท่ี 3.17 พบว่า streptom ycin  su lp h ate
ทำให้เอนไชมีจะสำมารถผลิตไชโคลเลกชทรินได้ในปริมาท!ค่อนอ้างคงท่ี เป็นเวลา 10 วัน
หลังจากน้ันปริมาท!ไชโคลเลกชทรินจงลลลงอฮ่างมีนัรช่าลัณฺ
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รฺปท่ี 3 .16  ผลการสิกษาความเส์ทอร:ชองเอนไฟ้ม CGTase ทกกตริงต่อการผลิต 
ไชโคลเตก^ทรินในถังปฎิลิริอาแบบต่อเนองท่ีควบคุมอุท!ฬภุมิท่ี 40°ช
โคอใธ' 2 .5  % so lu b le  sta rch  เป็นสิบส์เตรฑและอัตราการปีอน 
เป็น 3 มลลิลิตรต่อifวโมง
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รุปท่ี 3 .17  ผลการสิกษาดวามเส์ถื8ร1เองเอนไร?ม CGTase ท่ีถูกตรงต่อการ
ผลิตไร?โตลเดกชกรนแบบต่อเนองโดa ll/สํภาวะเด8วกับรปที่ 3 .16  
แต่เติม Streptom ycin su lp hate 50 ,ag/ml ลงในกับชเตรก
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