
ชรปและวิจาร(นผลการทดลอง

จากงานวิจัยรองวัลฮา เลฬ^รกุล (2534) จังได้สืกษาการผลิตเอนไชม CGTase 
โกย Bacillus A ll ในระดับรวดเปีย่า รวมทังสืกษาชมบัตต่าง  ๆ รองเอนไชม CGTase 
ท่ีผลิตได้ งานวิจัยน้ัเป็นผลงานต่อเน่ืองโตฮนำ Bacillus A ll มาสืกษารปแบบการเจริญและ 
การผลิตเอนไชม CGTase ในถังViมักปีนาด 5 ลิตร และนำเอนไชม CGTase ท่ีผลิตได้น้ันมา 
ตริงบนดัวคำด้วยพันสะไอออนิก พร้อมทังสืกษาชมบัติและการผลิตไชโคลเลกชทรินรองเอนไชม 
CGTase ท่ีถกตรง

ในช่วงแรกรองงานวิจัยได้นำ Bacillus A ll มาเลํ้ยงในส์ภาวะเดียวกับที่เคยใช้ 
ในงานวิจัยรองวัลฮา เตชช้ธกุล (2534) โคฮเจริญ Bacillus A ll ในชลรอาหาร 
Medium II ปรากฎว่า ความชามารถในการผลิตเอนไชม CGTase ลดลงมาก ไม่ว่าจะวัต 
d e x tr in iz in g  หรอ CD-TCE a c t iv i t y  โตยพบว่าแอคลวิดีจำเพาะลตลงจากที่เคย
รายงานไว้ถัง 14 เท่า และ 32 เท่า ตามลำดับ ทั้งนั้อาจเนื่องจาก Bacillus A ll น้ัถก 
เก็บไว้นาน ชภาวะการเก็บไม่เหมาะชม หรอผ่านการถ่ายi f อ (su b cu ltu re) มาหลายครัง. 
ท่าให้เกดการกลายพันสุได้ ดังนั้นจังได้ลองหาชตรอาหารอนที่เหมาะชมต่อการผลิตเอนไชผ
CGTase เช่น H orik osh i’ s medium จัง H orik osh i(1971) ชามารถใช้เจริญแบคทัเริย 
เพอผลิตเอนไชม CGTase ได้ดี (Makela, 1990) ดังนันจังได้ทดลองเจริญ Bacillus
A ll และเปริยบเทัฮบความชามารถในการผลิตเอนไชม CGTase รอง Bacillus A ll
ระหว่าง Medium II และ H orik osh i’ s medium ในราดเอย่าที่กุณหภมั 37 °ช พบว่า 
Bacillus A ll ที่เจริญใน H orik osh i’ s medium จะชามารถผลิตเอนไชม CGTase ได้ 
ชงกว่าเมฮเจริญใน Medium II โตฮ CD-TCE a c t iv i t y  ชงกว่าถัง 8 เท่า (รปท่ี 3 .1 )  
ดังน้ันจังใช้ H orik osh i’ s medium เป็นชูตรอาหารเลํ้ยง Bacillus A ll เพอผลิต
เอนไชม CGTase ลลอดการวิจัย

จากการรายงานรอง Bender (1986) และวัลฮา เตชช้อกุล (2534) พบว่า
แบคฑเริฮท่ีผลิตเอนไชม่ CGTase รวมท้ัง Bacillus A ll จะผลิตเอน'ไชm a มอเลองใน 
อาหารเลยงเf อท่ีมีแป้งเป็นช่วนประกอบ จังโดยปกลในชลรอาหารทั่วไปมักจะใช้ so lu b le  
starch  เป็นช่วแประกอบ แต่เนื่องจากประเทชไทยเป็นประเทชเกษตรกรรม จังมัผลิตผลทาง
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การเกษตรมากมารและจากราองานปิองวัลรา เลปิ'ร’อกุล ( 2334) พบว่าแรงอ้าวเจ้าสิงหาเอ 
ได้ตามท้องตลาดทั่วไปสำมารถนำมาใช้ทดแทน so lu b le  starch  ไน Medium II ได้อี 
ลังนั้นงานวิจัยนํ้ได้ทดลองไอ้แท้งอ้าวเจ้าแทน so lu b le  starch  ในการเล ี่ยง Bacillus 
A ll ใน H orikosh i’ s medium สิงพบว่า Bacillus A ll สำมารถผลิตเอนไชมั CGTase 
มัแอคลวิอีสํงกว่าเมอใอ้ so lu b le  starch  เป็นสํวนประกอบอย่างเห็นได้ปี'ค (รปท่ี 3 .2 )  
ลังนันเพอเป็นการประหยัดและสำมารถผลิตเอนไชมัท่ีมัแอคตวิอีสํง จงไอ้แท้งอ้าวเจ้าเป็นสํวน 
ประกอบปีอง H orik osh i’ s medium นอกจากนํ้ยังได้มัรายงานถ้งการใช้แท้งชนิดอนในการ 
ผลิตเอนไชม CGTase โดย Prema และดถ!ะ (1990) พบว่าแท้งมันสำปะหลังก็เป็นแหล่ง 
อาหารคารีบอนที่อีในการผลิตเอนไชมั CGTase จาก Bacillus i s o la t e  c l  อีกด้วย

โชเอียมดารบอเนตใน H orik osh i’ s medium จะทำหน้าท่ีเสํมัอนเป็นตัวควบดุม 
pH สิงเมฮเตัมโชเอีฮมคารีบอเนตแล้วจะทำให้อาหารเลี่ยงเลี่อมั pH ประมาท! 10 สิงสํง 
กว่าใน Medium II ท่ีมั pH 9 .0  และจากผลการทดลองในรปที่ 3 .3  จะเห็นว่าเมอโชเอียม 
ดารบอเนตมัดวามเอ้มอ้นสํง เอนไชมัจะมัแอดตวิอีลดลงและการผลิตเอนไชมัก็จะอ้ากว่าเมอให ้
โชเคอมดารบอเนตความเอ้มอ้นตา สิงการที่ผลเป็นเช่นน้อาจเป็นเพราะเมอเลี่ยง Bacillus 
A ll จะไม่มัการควบดุม pH โดยจะปล่อยไห้ pH ปีองอาหารเลี่ยงเลี่อปีนลงอย่างอีสํระ สิง 
ตามรายงานปีอง Mauri และคท!ะในปี 1990 พบว่า ถ้าเจริญแบคทีเรียในอาหารเลี่ยงเลี่อที่มั 
การควบดุม pH ให้คงที่ตลอดเวลา แบคทีเรียจะผลิตเอนไชมั CGTase ไม่อีหรีออาจจะไม่ผลิต 
เลย ลังนั้นเมอให้โชเอียมคารีบอเนตความเอ้มอ้นสํง (1.0%) จะทำไห้การเปลี่ยนแปลง pH 
ปีองอาหารเลี่ยงเลี่อเกิดปีนน้อย ทำให้การผลิตเอนไชมัลดลงในปีท!ะเอีฮวกันถ้าให้โชเอียม 
คารีบอเนตความเอ้มอ้นตาเกนไป (0.5%) pH ปีองอาหารเลี่ยงเลี่อจะมัการเปลี่ยนแปลงมาก 
เกินไป สิงอาจมัผลทำให้แบคทีเรียผลิตเอนไชมัได้ไม่อีเท่าที่ควรเช่นกัน จากผลการทคลองน้ํ 
จงเลือก H orikosh i’ s medium ท่ีมั 1% แท้งอ้าวเจ้า และ 0 .75 % โชเอีธมคารีบฮเนต 
เป็นอาหารเลี่ยง Bacillus A ll เพอผลิตเอนไชมั CGTase ต่อไป

หลังจากปรับสํภาวะให้เหมาะสํมในการผลิตเอนไชมั CGTase ในปีวดเปีย่าแล้ว 
จงได้ธยายการผลิตมาเลี่ยง B a c i l l u s  A ll ในกังหมักปีนาค 5 ลิตรต่อไป เพอท่ีจะสำมารถ 
ผลิตเอนไชมัได้ในปริมาท!มากและมัแอคตวิตสํงปีน โดยใอ้สํภาวะเอียวกับเมอเลี่ยงในปีวดเปีย่า 
คอ เล่ียงแบคทีเรียท่ีอุท!หภมั 37°ช เป็นเวลา 3 วัน และเพอที่จะสำมารถผลิตเอนไชมัได้
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แอคฅริดีชุงชุดจงต้องหาชภาวะที่นหมาะชมานการเพา»เทอง Bacillus A ll ในทังหมักล้วอ 
โลอท่ัวไปปิจจัอท่ีมีการสืกษาทัน'ในระทันทังหมักดือ อัตราการห้อนอากาชและอัตราการกวน ร่ง 
จากลารางที่ 3 .2  จะพบว่าอัตราการห้อนอากาน่มีผลต่อการเจริญชอง Bacillus A ll มาก 
โดฮเมื่อเพิ่มอัตราการห้อนอากาชผากธํ้นแบคทีเรือจะม lag  phase ลดสิงอฮ่างเห็น'ได้อัด แต่ 
การผลิตเอนไชม CGTase จะมีแอคดีริดีชุงชุคเมื่อให้อัตราการห้อนอากาดเป็น 2 ลิตรต่อนาที 
ดังน้ันถ้าให้ฮากาด’มากเกิน'ไป แบคทีเรือก็อาจจะเจริญไล้เร็วแต่จะผลิตเอนไชมื่ไล้น้อฮ

ด่วนการเพ่ิมหรือลดอัตราการกไนนันจะมีผลต่อการเจริญน้ออมาก โดอดไล้จาก 
ตารางที่ 3 .3  จะพบว่า เมอเพิ่มอัตราการกวนมากชน lag phase ชองแบคทีเรือจะลดลงไม่ 
มากนัก แต่ชท!ะเดีอวกัน อัตราการกวนจะมีผลต่อการผลิตเอนไชมื่ CGTase ออ่างมาก โลอ 
Bacillus A ll จะผลิตเอนไช« CGTase ไล้ดีท่ีชุด เมื่อให้อัตราการกวน 300 รอบต่อนาที 
แต่เมื่อเพิ่มหรือลดอัตราการกวนลง การผลิตเอนไชมื่ก็จะลดตาลงล้วอ จากผลท่ีผ่านมาจะเห็น 
ว่าอัตราการห้อนอากาดมีผลต่อการเจริญ ในชทเะท่ีการผลิตเอน'ไช« CGTase จะชนกับอัตรา 
การกวน โดอชภาวะที่เหมาะช«ต่อการผลิตเอนไชมื่ CGTase ชอง Bacillus A ll ใน 
กังหมักชนาล 5 ลิตรดีอ เมื่อมัอัตราการห้อนอากาช 2 ลิตรต่อนาที และ«อัตราการกวน 300 
รอบต่อนาที และ Bacillus A ll ชา«ารถผลิตเอนไช« CGTase ในกังหมักอนาค 5 ลิตร มี 
แอดลิวตชุงกว่าเมื่อเลํ้องในชวดเปีอ่ามาก

เมื่อสิกษารูปแนบการเจริญและการผลิตเอน'ไชม CGTase ชอง Bacillus A ll 
ในกังหมักปีนาด 5 ลิตร (รูปท่ี 3 .4 ) พบว่าแบคทีเรือจะมี lag phase ค่อนช้างอาว และ 
pH ชองนาเลํ้องเแอจะคงที่ระฮะหนง หลังจากพัน'จะลดลงประมา(น 1 .5  หน่วอ pH และ 
แบคทีเรือจะเริ่มมีการเจริญพร้อมกับผลิตเอนไชมื่โดรจะพบทั้ง d e x tr in iz in g  และ CD- 
forming a c t iv i t y  และจะมีแอดดีริดีจำเพาะชุงชุคเมื่อแบคทีเรือออ่ในช่วง s ta tio n a ry  
phase และจะคงท่ีอฮ่ประมาท! 12 มัวโมงก็จะลดลง ร่งรูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไชมื่ 
ชอง Bacillus A ll น้ํคล้าอกับท่ี Makela ไล้ราองานในที 1990 โคอการสืกษาการผลิต 
เอนไชม่ื CGTase ชอง Bacillus circulans var. alkalophilus (ATCC 21783) 
ในกังหมักปีนาด 10 ลิตร พบว่า ATCC 21783 น้ํจะมี lag  phase ค่อนช้างอาวเช่นกันและ 
แบดทีเรือจะเริ่มมีการเจริญเมื่อ pH ชองน่าเลองเ!เอลดลง นอกจากนั Makela ไล้วัดปริมาท! 
reducing sugar ชองนำเลํ้องเ!เอ และนบว่ามี reducing sugar เกดชนในช่วงเวลา



lu   ๆ ลังอr u ป็นเนราะแบคท่เรอจะส’ลายแห้เงไปเป็น reducing sugar โตร?bu'ใ!ฒุ่จะ 
เป็นกลโตส' หลังจากน้ัน reducing sugar จะถกเปลี่auเป็นกรล ทำให ้ pH ลดลง และ 
แบดกl i a จะใสักรดท่ีถกผลิตปีนมา pH ฐองนั้าเลยงจงสงปีน

ในการทดลองแนอกจากจะลักษาการผลตเอน'ใสมี CGTase ปีอง Bacillus A ll 
แล้ว ฮังได้สืกษา Bacillus circulans var. alkalophilus (ATCC 21783) โดย 
เปรยบเทียบรูปแบบการเจริผุและการผลตเอน'ไช«CGTaseBองแบคฑเรืยก้ังสองสนด โดยใช้
สภาวะ'ทเหมาะสมฝาหรับ Bacillus A ll จากผลท่ีได้นบว่าแบคทเรัยท้ังสองสายพันธุจะมีรป 
แบบการเจริกเใกล้เคยงกัน (รูปท่ี 3 .5 ) โดย ATCC 21783 จะม lag  phase และ log  
phase ยาวกว่า Bacillus A l l เล็กน้ออ และแอคดีวิตอองเอนไชมี CGTase จะใกล้
เคยงกัน (ตารางที่ 3 .4 ) แต่ ATCC 21783 จะผลิตเอน'ไชมีมีแอดรทดีค่อนอ้างคงท่ีๆ!ฟวง 
sta tio n a r y  phase และจะลดลงเลกน้อยเมอกัง d ec lin ed  phase แต่ Vandamme และ 
ค(นะ (1984) ไล้รายงานว่า หลังจากที่แอคดีวิดีปีองเอนไชมีปีนสูงสูดแล้ว เอนไชมยังคงม
แอคดีวิตีคงท่ีอยู่ประมาณ 2-3 วัน และเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานออง Hakela ธงเลยง 
ATCC 21783 ในสูตรอาหารเดียวกันแต่ใช้โชเ ' ด ียมคารบอ เนตความเอ้มอ้น 1 .0  % พบว่าจะมี 
รูปแบบการเจริก!และการผลัดเอนไชมีคล้ายกันแต่แอคดีวิดีปีองเอนไชมีตั๋ากว่างานวิจัยนํ้ 5 เท่า 

การตรีงเอนไชมีบนตัวคาจะท่าให้สามารถผลิตไชโคลเดกช้ทรินได้ในปริผาแ!มาก 2 ง 
ประลัทธิภาพปีองการตรีงจะสูงปีนถ้าเอนไชมีมีความบรีสูทธิ จังนำเอน'ไชมีท่ี'ไล้'ไปท่าให้บรีสูทธิ 
บางส่วนก่อน โคยวิธิ starch  adsorption  ลังการทำให้บริสูทธิด้วยวิสนั้นอกจากจะอาลัย 
แรงดูดลับปีองเอนไชมีกับแห้งแล้ว ยังปีนกับความจำเพาะปีองการจับกันอฮงเอนไชมีและ
ลับสเตรทแห้งด้วย (Pongsawasdi และ Yagisawa, 1988) และย่ิงแห้งมีพ้ํนที่ผิวผากเท่า 
ใดก็จะมีผลดีต่อการ ดูดลับมากปีนเท่าน้ัน (Makela และค(นะ, 1988) ผลการทดลองพบว่า 
เมื่อชะเอนไชมีออกจากแห้งแล้วเอนไชมีที่ได้จะมีความบรีสูทธิเพิ่มปีนจากเดีมกง 14 เท่า
(ตารางที่ 3 .5 ) แต่การชะเอนไชมีออกจากแห้ง ถ้าใช้บัฟ่เฟอริปริมาตรน้อยเลันไปและเวลา 
ไม่นานพอจะท่าให้มีเอนไชมีเหลอเกาะอยู่บนแห้ง ดังนันจังด้องใช้บัฟ่เฟ่อรีปริมาตรมากพอท่ีจะ 
ชะเอนไชมีออกผาให้มากที่สูด ดังนันจังนำเอน’ไชมีใโมาผ่าน u l t r a f i l t r a t io n  membrane 
เพิ่อลดปริมาตรปีองเอนไชมีลงหลังการท่า u l t r a f i l t r a t io n  พบว่าเอน'ไชมีบริสุทธิปีนเป็น 
16 เท่าจากเอนไชมีตั้งด้น และสามารถแยกโปรดีนอนออกได้กง 95 % วัลยา เตชลัยกล



> 2534) แระ Lloyed และคทระ ( 1984) ได้รายงานว่าวิธีดูด#บด้วยแห้งนํ้สำมารททำให ้
เอนไชม CGTase บรีสํทธิ3นมากเช่นกัน

งานวิจัย{เได้ทำการตรีงเอนไชมี CGTase บนตัวคาด้วaพันธะไอออนก โดยใช้
DEAE-cellulose ช้งเปน anion-exchange เป็นตัวตำ โดร DEA E-cellulose จะมี 
ประจุบวก (มีหมู่ -CH2-CH£N(CaHs ) 2 เป็นหมู่พํเงกปิ,น) และ เอนไชมี CGTase ท่ีผลตจาก 
Bacillus A ll มีค่า pi ประมาทร 4 .8 5 -5 .0  (จราพร โรจนทํนกร งานท่ีอัง'ไม่คืพมพ) 
ดังนันท่ี pH 8 .5  เอนไชมนวิงมีประจุเป็นลบ และสำมารถตรงบนดัวค่าใโได้โดยควรตรง 
เอนไชมีในpH ช่วง 7-9 (ผลการทคลองท่ีไม1ได้รายงานไว้ในงานวิทยาน่พนสนพบว่าเอนไชมีที ่
ถกตรีงจะหลุดจากตัวคำเมอออ่ที่ pH 6 .0 ) การตรงเอนไชมีโดยวิธีนํ้มีช้อดคือ สํภาวะท่ี,ใช้'ไม่ 
รุนแรง สำมารถทำได้ง่าย ตรงเอนไชมีบนตัวคาได้คื สำมารถ regen erate เอนไชมีได้ง่าย 
และมีราคาถก อย่างไรก็ตามวิธีนํ้มีอ้อควรระวังคือ ต้องควบคุม pH ปิองระบบให้คงท่ี และ 
io n ic  stren g th  ต้องไม่สํงมากเพราะจะทำให้เอนไชมีหลุดจากตัวคำได้ง่าย (Scragg, 
1988) โดยปกติเอนไชมีนต้องอาดัยแคลเธียมคลอไรดช่วยเพิ่มความเสํถฮร (ร!]ท่ี 3 .6 )
(ว ัลฮา, 2534; H orikoshi, 1984) เนองจากเอนไชมีนมี Ca2 + เกาะอฮ่ 2 ตำแหน่ง 
การใส่แลลเธียมคลอไรดวิงเป็นการช่วยไม่ให้ Ca2+ ปีองเอนไชมีหลุดออกมาเพราะมี Ca2+ 
ในระบบมากพอ (K lein  และ Schulz, 1990) ตังนันในระบบการเตรียมเอนไชมีให้บรีสํฑธ ี
วิงโเยมเติม 10 ffiM แคลเธียมคลอไรดลงไปด้วย (Bender, 1986) ในการทดลองเพิ่อตรง 
เอนไชมี CGTase บน DEAE-cellulose ในครั้งแรก  ๆ วิงใช้เอนไชมีในบัฟ๗ อรีท่ีมี 10 
mM แคลเธียมคลอไรล พบว่าเอนไชมีไม่เกาะติดกับ DEA E-cellulose ท้ังน้ํฮาจมีสำ เหตุจาก 
io n ic  stren gth  สํง ดังนันวิงได้ทำการวิจัยหาสํภาวะที่เอนไชมีส์ามารถตรงบน DEAE-
c e l lu lo s e  ได้คืนละยังมีความเสํถอรพอสํมควร พบว่าความเอ้มอ้นปิองแคลเธียมคลอไรดที่
เหมาะสํมควรเป็น 5 mM (ตารางที่ 3 .6 ) เพราะเอนไชมียังสำมารถตรงบนตัวคาได้ค่อน
อ้างคืและมีแคลเธียมคลอไรด,มากพอที่จะช่วยเพิ่มความเสํคืยรได้คื เช่นเคืฮวกับที่ Kato และ 
H orikoshi (1984) ได้ตรงเอนไชมี CGTase จาก ATCC 21783 บน sy n th e tic
adsorption  r e s in  DIAION HP-20 ใน 5 mM ทรีสํ-ไฮโดรคลอไรดบัฟเพเอรี ท่ี pH 8 .5  
โดยมี 10 mM แคลเมียมคลอไรด อยู่ด้วย

เมฮทำการตรีงเอนไชมี CGTase บน D EA E-cellulose ใน 10mM ทรีสํ-
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ไฮโครคลอไรลบัฟเฟอร็ น่ิง'มี 5tnM แคลเสือมคลอไรด pH 8 .5  พบว่า DEAE-cellulose  
1 กรัม มีความสำมารถในการตรังเอนไชมี CGTase ไต้ 350 u n its  (0 .32  มีลล้กรัม) 
(รูปท่ี 3 .7 ) สํงกว่าการทคลองปีอง Nakamura และ Horikoshi (1977) นิ่งไต้ราaงาน 
กงการตรงเอน'ไชมี CGTase บน v in y lp y r id in e  polymer รังเปน anion-exchange  
r e s in  เช่นกัน พบว่าตัวคาน 1 กรัม สำมารถตรังเอนไชมีไต้ 30 u n its  แต่ถ้านำเอนไชม 
มาเตมหมู่ su cc in y l แล้ว ความสำมารถในการตรงจะลลลง โคอตัวคา 1 กรัม สำมารถ 
ตรังเอนไชมีไล้ 70 u n its

จากการเปรัอบเทฮบสํมบัดBองเอน'ไชมก่อนและหลังตรง พบว่าเอนไชมอิสํระและ
เอน'ไชมท่ีถกตรังจะมีความเสํถฮรดท่ี pH 7-9 เหมอนกัน และท่ีpH มากกว่า 9 เอนไชมีท่ีถูก 
ตรังจะมีความเสํถ้อรกว่าเอนไชมีอิสํระ (รูปท่ี 3 .8 ) ส่วนผลกระทบปีอง pH ต่อแอคติวติปิอง 
เอนไชมีอิสํระและที่ถูกตรังจะคล้ายคลงกัน (รูปท่ี 3 .9 ) โคฮจะมีแอคติรัลีดในช่วง pH 7 .5 -
8 .5

ปิจจัอสำคัญท่ีมีผลต่อการทำงานปีองเอนไชมีอกปิจจัรหน่ิง คอ อุทรหภมี การวจัฮรจง 
ไล้สืกษาถ้งผลปีองอุท!หภมิต่อความเสํถ้อรปีองเอนไชมี อส์ระและท่ีถูกตรังพบว่า เอนไชมีท้ังสํอง 
ส์ภาวะมีความเสํถีฮรจนถ้งอุก!หภมี 55°ช และเมฮอุท!หภมีสํงปีน เอนไชมีที่ถูกตรังมีความเสํถีอร 
ต้กว่าเอนไชมีอสํระเล็กน้อย' (รูปท่ี 3 .10) อาจเป็นไต้ว่าการตรังเอนไชมอาจจะทำให้โครง 
สํร้างสำมมติปีองเอน'ไชมีมีความแปิงแรงมากปีน สำหรับอุก!หภมีท่ีเหมาะสํมต่อการทำงานปีอง
เอน'ไชมทั้งสํองส์ภาวะไม่แตกต่างกันคอจะออ่ในช่วง 60-70°ช (รูปท่ี 3 .1 1 ) ถ้าอุทรหภมีสํง 
หรัอตั้ากว่านํ้ แอคติวติปีองเอนไชมีจะลคลงออ่างรวดเร็ว การทำงานปีองเอนไชมีอสํระจะมี
ช่วงอุก!หภมิกว้างกว่าเอนไชมีท่ีถูกตรัง นิ่งอาจเป็นผลจากการตรังทำให้โครงสํร้างปีองเอนไชม ี
เปล่ียนไป Kato และ H orikoshi (1984) ราฮงาน,ว่าการตรังเอน'ไชมีท่ีผลิตจาก ATCC 
21783 บน sy n th e t ic  adsorption  r e s in  DIAION HP-20 ไม่ทำให้สํมปิติปีองเอนไชมี 
ต่อ pH และอุท!หภมิเปล่ียน'ไป ในปีทระท่ี Nakamura และ H orikoshi (1977) น่ิงตรัง
เอนไชมีจากแบคทเรัอตัวเลอวกันบน v in y lp y r id in e  polymer พบว่าการตรังเอน'ไชมีมีผล 
ให้เอน'ไชมีทำงาน'ไต้ต้ท่ีอุท!หภูมิสํงปีน-จาก 50 เป็น 55°ช ส่วนสํมปิตอน  ๆ คงเติม การเลือก 
ตัวคาสำหรับการตรังเอนไชมีจงน่าจะเป็นปิจจัอที่จะต้องคำนงถ้ง

การผลตไชโคลเลกชทรันโลอเอนไชมีที่ถูกตรังส่วนใหญ่จะทำในลอลัมนแก้ว ท่ีมีการควบคุม



อุ!นหภูมิ (Kato และ H orikoshi, 1984; Chin-Ping Yang และ Chein-Shyang รน, 
1989' แต่เนองาากการทำในคอลัมนต้องไช้เ าลานาน'ในการเดรอมคอลัพนลังแต่การบรรจุและ 
e q u ilib r a te  คอลัมนื่และนอกจากน้ํอาจจะเกิดการอุดลันปีนไล้และราคาปิองคอลัมนื่อังสํงล้วอ 
ลังน้ันในงานริจ้อน้ัจงไล้ทดลองใช้ถังปฎกิริอาแบซกวน สิงเป็นภาชนะแก้ว 2 สินรูปทรงกระบอก 
ปีนาค 80 มิลลิลิตร โคaสินนอกมีไว้สำหรับควบคุมอุแรหภูมล้วอการหมุนเวฮนปีองน้ัาท่ีอุ{เรหภูม
40°ช ส่วนสินในบรรจุเอนไชม CGTase ท่ีถูกตรงและน้ัาแปีง ใส่แท่งแม่เหล็กเพอกวนล้วอ
เดรองกวนแม่เหล็ก อ้อดปีองถังปฎกิริอาแบบกวนคือ ม่โครงส์ร้างง่าa สำมารถสํร้างไล้โดยใช  ้
อุปกรamมออ่ในห้องปฎบัติการ ม่ราคากก สำมารถควบคุมสํภาวะต่าง  ๆ เช่น อุท!หภูมิ pH ภาอ 
ในถังปฎกิริอาให้คงที่ไล้ง่าอ ปีนตอนในการเตริอมปฏิกิริยาไม่รุ่งอาก เอนไชมท่ีถูกตรงม่การ 
กระจาอออ่างสํมีาเสํมอ (H artm eier, 1986)

กระบวนการผลิตผลิตภัเาเท'ในถังปฎกิริอา'ในระลับอุตสำหกรรมม่ 2 แบบคือ การผลิต 
แบบต่อเนองและไม่ต่อเนอง โดฮภารผลิตทังสํองประเภทจะมีอ้อลและอ้อเสือต่างกันไป การท่ี 
จะเสือกการผลิตแบบใดจงต้องพิจาร{นาปีจจัอหลาอออ่าง งานริจ้อนจงไล้สิกษาการผลิตทังส์อง 
ประเภท สำหรับการผลิตไชโคล่เดกชทรินแบบต่อเน่ืองนั้น ปีจจ้อสำคัญท่ีมีผลต่อการผลิตมีสํอง
ออ่างคือ ความเอ้มอ้นปีองคับสํเลรทและอัตราการปีอนกับสํเตรท สิงพบว่าการเปลอนแปีงเป็น 
ไชโคลเดกชทรินโคอการเร่งปฏิกิริยาปีองเอนไชมี CGTase เลิคไล้คื (85 ^conversion) 
ในถังปฏิกิริอาแบบต่อเนื่องเมื่อนั้าแปีงมีความเอ้มอ้น 1.25 % (รูปท่ี 3 .14) ท่ีอุ{นหภูมี 40°ช 
pH 8 .5  อัตราการปีอนถับสํเตรท 3 มีลลิลิตรต่อสิวโมง เมื่อเพิ่มความเอ้มอ้นปีองสืบสํเตรทจะ 
ทำให้ ^conversion  ลดต๋ัาลง (Bergsma และค!•นะ, 1988) สิงอาจเนื่องจากเกดปอิกิริอา 
d isp ro p o rtio n a tio n  มาก ทำให้การเกิดไชโคลเดกชทรินน้ออลงไล้ (S ta rn es, 1990) 
และนอกจากนเมื่อเพิ่มความเอ้มอ้นปีองถับสํเตรทมากปีนโคอเฉพาะ 5% จะเกิดปีถุ!หาต่อการทำ 
ปฏิกิริฮา เพราะแปีงมีความหนลมาก ทำให้การกระจาอปิองอองผสํมไม่คื โอกาส์ที่เอนไชมีจะ 
ถัมผัสํกับกับสํเลรทจะฮากปีน จากรูปท่ี 3.14 ความเอ้มอ้นปิองถับสํเตรทท่ี 2 .5  % แม้ว่าจะไม ่
ไล้ให้ค่า %conversion สํงสํด แต่การผลิตในระลับอุตสำหกรรมจะต้องพิจาร{นาปีจจ้อท่ีเหมาะ 
สํมต่อการผลิตหลาอออ่างประกอบกัน สิงเม่ือพิจาร{เทผลการทดลอง พบว่าเม่ือคับสํเตรทมี
ความเอ้มอ้น 2.5% จะให้ผลผลิตไชโคลเลกชทรินสํงกว่าเมื่อมีความเอ้มอ้น 1.25 % ประมา{น 
2 เท่า ในเวลาเท ่าก ัน (งานไม่ไล้น.สํคงผลในริทอานพนมีน) จากรปท่ี 3.12 เมอผลิตไชโคล
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เลกชทรินแบบไม่ต่อเนอง โดรใ ช้ ความเอ้มปีน 2 .5  % พบว่าเอนไชมีผลิตไชโดสิเลกชทรินไต ้
ชุงชุล (76% con version ) เมอเวลาผ่านไป 9 ช้วโมง Yang และ รน (1989) ไต้ 
ราฮงานถงการตริงเอนไชม CGTase a lk a lin e  Bacillus sp . บน ch itosan  และพบ 
ว่าชามารถเปลรน 46 % ปีฮงแป้ง (2.5% W/V) ไปเป็นไชโคลเดกช์ทริน

ป้จจัรอกประการท่ีมีผลต่อการผลิตไชโคลเลกชทรินแบบต่อเนองดืออัตราการป้อนสืบช 
เตรท รน และ Yang ( 1990) ไต้รารงานการตริ'นอนไชม่บน ch ito sa n  และผลตไชโดล 
เตกชทรินแนบต่อเนองไต้ 70 % conversion  เมอใช้แป้ง l% (v/v) และรังไต้เชนอว่าจะ 
เพิม % conversion  ไต้ เมอสืมสิ'เตรทมีดวามเช้มอ้นชง โลฮเพิ่มปีนาดปีองกังปฎกริฮา หริอ 
ลดอัตราการป้อนสืบส์เตรทลง จากงานวจัฮนพบว่าเอนไชมี CGTase ท่ีถกตริง ผลตไชโดล 
เลกชทรินไต้ผลผลิตชงชุด (72 % conversion) เมื่อให้อัตราการป้อนสืบชเตรท 3 มีลลิลิตร 
ต่อร่'วโมง (รูปท่ี 3 .15 ) ช่วนอัตราการป้อนสืบสํเตรทท่ีต๋ําลงจะมีผสิให้ปริมาท!ไชโคลเดกชฑริน 
น้อรลง เพราะจะเป็นการเพิ่มเวลาในการทำปฏิลิริฮา (rea c tio n  tim e) ร่งอาจจะทำให ้
เกลการชลาฮไชโคลเดกชทรินปีนไต้ (Sakai และคล!ะ, 1991) Armbruster และ 
Jacaway (1972) ไต้ราฮงานถงการตกตะกอนเพิ่อแรกไชโคลเลกชทรินในระหว่างปฎิลิริรา 
ต้วธ so lv en t complexant ÏI งจะเป็นผลดีดือไชโคลเลกช้ทรินไม่สกชลาอและจะเกดปฎิลิริฮา 
e y c l iz a t io n  มากปีนต้วฮ แต่อย่างไรกดีการใช้ so lv en t complexant จะต้องคำนงถง 
การนำไปใช้งานต้วฮ โดฮเฉพาะท้าจะนำไปไชโคลเลกชทรินไปใช้ในอุตส์าหกรรมฮาและ 
อาหารแล้วจะต้องเลือก so lv e n t complexant ท่ีไม่เป็นอันตรารต่อผู้บริโภค

จากผลการทลลองที่ผ่านมาจะเห็นว่าการผลิตไชโคลเตกชทรินโลฮเอนไชมี CGTase 
ท่ีถกตริงน้ัจะให้ g- ไ ชโคลเดกชทรินเป็นผลิตผลหลัก โดฮมีอัตราช่วแชอง « : g : ï-CDs 
เป็น 1 : 8 .5:2 ธ1งผสิการทลลองนั้ต่างจากการราฮงานปีองวัลฮา (2534) ฐ่งพ1ท ่า  
เอนไชมี CGTase ท่ีผลิตจาก Bacillus A ll จะผลิตแต่ g-ไช โคลเลกชฑรินเท่านั้น ท้ังน้ั 
อาจเป็นเพราะในงานวจัฮปีองวัสิรา (2534) นั้นจะวเคราะห็ชนลและปริมาท!ปิองไชโคลเลกช 
ทรินที่ไต้จากการตกตะกอนต้วฮชารไตรคลอโรเอธิลืน ร่งวธนจะชามารถตกตะกอน g-ไชโคล 
เลกชทรินไต้ดีกว่าไชโคลเลกชฑรินชนลอน ช่วนงานวจัฮนํ้จะนำชารละลารที่ไต้จากการเปลรน 
แป้งไปเป็นไชโดลเลกช้ฑรินไปวเคราะห็โดรตรง จงท่าให้ชามารถตรวจพบไชโคลเลกชทรินทั้ง 
3 ชนล ลังนันผลที่ไต้จากงานวารทั้งชองจงต่างกันแม้จะวเคราะห็ต้วรเทคนค HPLC เหมอนกัน



การตรังเอนไชม็จะมืประโยชนั่สํงชุดเมอชามารถนำกลับมาใช้ใหม่ไล้หรือใช้ได้เป็น 
เวลานาน โดยเมอเอนไชม CGTase ท่ีถูกตรงบน DEAE-cellulose แบบน พบว่าชามารถ 
นำมาใช้ผลิตไชโคลเดกชทรัโฝ้าไล้ถง 6 ครัง (รูปท่ี 3 .13) และปริมาณ'ไช'โคลเดกชทรันท่ี'ได้ 
ยังคงท่ี แต่อย่างไรม็ติเมอนำเอนไชม็ CGTase ท่ีถูกตรงมาวัค d e x tr in iz in g  a c t iv i t y  
หลังการใช้แต่ละครังจะพบว่าหลังการใช้งานครังที่ 2 แอคติวัติป็องเอนไชม็ CGTase ท่ีถกตรง 
จะลคลงเหลือเพีฮง 83 % ปิองแอคติวัติตังต้น และเมอใช้ถง 6 คร้ัง แอคติวัติจะเหลอเพียง 
60 % ออ.งแอคติวัติต้ังต้น การที่d e x tr in iz in g  a c t iv i t y  ปีองเอน'ไชมลลลงแต่ปริมาณการ 
ผลัตไชโคลเดกช้ทรนยังคงท่ีน้ัน อาจเป็นเพราะบรัเวทแร่งปีองเอนไชม็ส่วนที่ไชโดรไลชพันสะ 
a -1 ,4 -g lu c o s id ic  ปีองแบ้ง สิงวัดไล้โดย d e x tr in iz in g  a c t iv i t y  (Nakamura 
และ H orikoshi, 1976) ชณฺเติฮแอคติวัติไปเนองจากการตรังเอนไชม เพราะบรัเวท!เร่ง 
ส่วนน้ํจะมืกรลกถูตามืกและแอชปาติกเป็นส่วนประกอบสำคัถฺ! (K lein  และ Schulz, 1984) 
โดยในชภาวะที่ใช้ในการตรังเอนไชม็ที่ pH 8 .5  น บรัเวทรน้ํจะมืประจุลบ ตังน้ันบรัเวท!น้ัจง
อาจจะมส่วนในการตรังเอนไชมนั้บน DEAE-cellulose ทำให้เอนไชมชกฺ!เติยแอคติวัติไปบ้าง 
แต่บรัเวทแร่งส่วนท่ีทำหน้าท่ี c y c l iz a t io n  ยังคงทำงานไล้เหมือน'เติม นั่นอาจเป็นเพราะ
บรัเวท!น้ัมืสิส'ติตินเป็นส่วนประกอบสำคัญ สิงจะไม่มืส่วนเที่ยวช้องในการตรังเอนไชมืที่ pH ใช้ 
งาน (Bender, 1990) เมอเปรืยบเทฮบกับผลที่รายงานโดย Nakamura และ Horikoshi 
( 1977) สิงพบว่าเอน'ไชม์ CGTase ท่ีถูกตรังบน v in y lp y r id in e  copolymer ชามารถนำ 
มาใช้สิาได้ถง 4 คร้ัง ครั้งละ 6 สิวโมง เมอทำแบบไม่ต่อเนอง โดยไม่ชญเสือแอคติวัติเลย

การผลิตไชโคลเดกชฑรันแบบต่อเนั่องจะให้ผลติเมอชามารถผลิตต่อเนองเป็นเวลา 
นาน ดังน้ันในงานวัจัฮนจงได้สืกษาประลิทสภาพปีองเอนไชม็ CGTase ท่ีถูกตรัง ในการผลต 
ไชโคลเลกช์ทรันแบบต่อเนั่องเผอให้ลับชเตรทความเ ช้มปีน 2.5% และอัตราการบ้อนลับชเลรท 
3 มืลลิลิตรต่อสิวโมง พบว่าเอนไชม็สำมารถผลิตไชโคลเดกชทรันได้ปรัมาท!คงที่เป็นเวลา ' 3 
วัน (รูปท่ี 3 .16 ) หลังจากน้ันปรัมาท!ไชโคลเลกชทรันจะลดลงเรอย  ๆ ชาเหตุท่ีทำให้ปรัมาท! 
ไชโคลเดกชทรันลดลงได้ อาจเนั่องจากเกดการปนเป็ฮนโดยจุลินทรือปีนในกังปฎกรัยา ลังเกตุ 
ได้จากการที่มืฟองและกลนเหม็นในระหว่างการผลิต ตังน้ันจงได้ทดลองใส่ยาปฏสิวนะ
stre p to m y c in  s u lp h a te  50x(g/ml ลงในลับส์เฅรทด้วย พบว่าเอนไชม็ CGTase ท่ีถูก 
ตรังชามารถทำงานได้ติปีนโดยจะผลิตไชโคลเลกสิทรันได้ปรัมาท!คงที่เป็นเวลา 4 วัน และ
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ปริ»ท»ท่ีผล«ล«ลงเพอง 10 % ใ»ฟวง 10 วัน (รูปท่ี 3 .17) โลฮไม่มีอาการการปนเ!เอน 
ปีฮงเ^อจุลันทริฮ หลังจากนันปริมาทเไชโคลเลกชทรินจะลดลง ที่งอาจเป็นเพราะ g-CD ท่ีทก 
ผลัลปี»ฌามีผลฮับฮั้งปฎิกัริฮาการผลัตไชโคลเลกท่ีฑรินปีองเอนไชมีไล้ โลฮการอับรั้งเป็นแบฃ
non com p etitive (Lee และ Kim, 1992) ริ?งแนวฑางการแก้ปิณุหานืวิสหนงลอการเลม 
organic so lv en ts  เช่น isopropanol หริอ te r t ia r y  butanol ท่ีงพบว่าชามารถสิล 
การอับอังปอิกัริฮาปีอง g-CD ไล้ ฑังน organic; so lv en t นื อาจทำให้ไชโคลเลกที่ฑริน 
ตกตะกอนหริอมโครงชร้างเปล่ีรนไป และนอกจากนฮังช่วฮป็องกันการชลาฮไชโคลเลกชทริน
โดฮเอนไชมี CGTase ไล้อกล้วฮ

เนอง'จาก s trep to m y c in  s u lp h a te  มีราคาแพงและมีอาฮุการใช้งานไม่นาแจง 
น่าจะทลลอง'ใช้ชารเคมีอนท่ีมีฤทธฮับร้ังการเจริญอองจุลนทริฮ เช่น โชเคฮผเอไชล แต่
โชเล้ฮมเอไชล้จะต้องไม่มีผลต่อการทำงานปีองเอนไชมี CGTase ล้วฮ จงทำการทลลองต่อไป 
พบว่าโชเคฮ}นอไชล์ท่ีควา»นปีมปีน 0.02 % ไม่มีผลต่อแอคต่วัล้ปีองเอน'ไชมี CGTase อชระ 
(ภาคผนวกท่ี 9) การวิจัฮ»1เจงเชนอว่าอาจจะใช้โชเล้ฮผเอไชค ที่งมีราคาถกกว่าฮาปฎิช้วนะ 
ใช้ในปริมาทเน้อฮกว่าและมีอาฮุการใช้งานนานกว่า เท่ีนตัวปีองกันการเจริกุ!ปีองเท่ีอจุลนฑริฮใน 
กังปฎิกริฮาต่อไป แต่อร่างไรก็ตามลวรสืกษาผลป็องโชเล้ฮผเอไชลต่อการตริงเอนไชมีและการ 
ทำงานอองเอน,ไชมีานกังปฎกัริฮาก่อน จงจะมีปีอผลเนีฮงพอสำหรับการพิจารผา'ใช้ชารตัวน้ํต่อ 
ไปไล้
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สั?ปผลการทดลอง
1 . Bacillus A ll สำมารถผลิตเอนไชม CGTase ได้สํง เม ี่อแฮงใน  

H orik osh i’ s medium อ้งมั 1% แซงอ้าวเจ้า และ 0 .7 5% N'aCO3 เป็นสํวนประกอบด้วย
2 .  สํภาวะท่ีเหมาะส่มต่อการผลิตเอนไชม CGTase ออง Bacillus A ll ในถัง 

หมักปีนาด 5 ลิตร ดือเจรัทเ Bacillus A ll ใน H orikoshi’ s medium ท่ีอุท!หภมั 37°ช 
โดฮมัอัตราการป็อนอากา๙ 2 1/min และอัตราการกวน 300 rpm โดอ Bacillus A ll 
จะสำมารถผลิตเอนไชมให้แอดตวตจำเพาะสํงสํดประมาทเ 300 หน่วยต่อมัลลิกรัมโปรดืน

3 .  รปแบนการเจรัถฺ!และการผลิตเอนไชม CGTase ปีอง Bacillus A l^ .นถังหมัก 
จะคล้าอดลิงกับ Bacillus circulas} ATCC 21783 โดยแบคทเรัยจะเริ่มเจรัถฺแมอ pH 
ปีองอาหารแยงแอเร ิ่มลดลง พร้อมก้ังจะเร่ิมมัการผลิตเอนไชมและจะผลิตเอนไชม CGTase 
มัแอคตรัดืสํงสํลเมอเชลล้อฮ่ในช่วง sta tio n a ry  phase

4 .  เอนไชม CGTase สำมารถตรังบน'DEAE-cellulose ใน 10 mM ทรัสํ- 
ไสํโดรคลอไรล้บัฟ๗ อร่ิ pH 8 .5  - 5 mM แดลเอ้ยมดลอไรล้ และพบว่า DEAE-cellulose  
1 กรัม สำมารถตรังเอนไชม CGTase ไค้ 350 u n its  (0 .32  มัลลิกรัม)

5 .  เอนไชมท่ีถูกตรังจะมั pH และอุทเหภมัท่ีเหมาะสํมต่อการเร่งปฎิลิรัยาเป็น 7 .5  
และ60-70°ช ตามลำดับ อ้งไม่แตกต่างจากเอนไชมอส์ระ

6 .  เอนไชม CGTase ท่ีถูกตรังจะมัดวามเสํดืฮรต่อ pH ไม่แตกต่างจากเอนไชม 
อสํระเมอฮยุ่ในช่วง pH 7-9 แต่ท่ี pH ส์งกว่า 9 .0  เอนไชมที่ถูกตรังจะมัดวามเสํถยรดืกว่า 
เอนไชมลิสํระ และก้ังเอนไชมฮสํระและเอนไชมท่ีถูกลรังจะมัดวามเส์ถฮรต่ออุท!หภมัสํงลิง55°ช

7 .  ในการผลิตไชโคลเลกชทรันในถังปฎกรัฮาแบบกวนแบบไม่ต่อเนอง พบว่าเอนไชม
CGTase ท่ีถูกตรังจะผลิตไชโคลเลกชทรันเพ่ิมปีนตามเวลาจนลิงค่าสํงสํล โดยมัอัตราการ
เปลี่ยนแฝ็งไปเป็นไชโคลเลกอ้ทรันสํงลิง 76 % เมอเวลาผ่านไป 9 อ้วโมง จากน้ันปรัมาณ
ไชโคลเดกชทรันจะค่อย  ๆ ลดลง เอนไชม CGTase ที่ถูกตรังสำมารถน่ามาผลิตไชโคลเดกช 
ทรัแแบบไม่ต่อเนองได้ลิง 6 คร้ัง โดยได้ปรัมาท!ไชโคลเดกชทรันคงท่ี

8 .  สํภาวะท่ีเหมาะส์มต่อการผลิคไชโคลเลกอ้ทรันแบบต่อเนองดือ ล้บสํเตรทมัความ
เอ้มอ้น 2 .5  % โดยมัอัตราการมัอนถับสํเตรท 3 ml/hr ทำปรกรัฮาท่ีอุทรหภมั 40°ช pH 8 .5  
โคยมัอัตราการเปลี่ยนแถังไปเป็นไชโคลเลกชฑรันเป็น 72 % และสำมารถผลิตไชโคลเดกช
ทรันแบบต่อเนองไค้ปรัมาทเต่อนอ้างคงท่ีประมาท! 10 วัน เมอมัยาปรอ้วนะช่วฮป็องกันการปน
เป็อนปีองแอจุลินทรัย


	บทที่ 4 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

