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รุปท่ี 1 โครงส์ร้าง''[โทคลเครชทรินtfนิล a - ,  P- และ Ï -  คามล่าลับ

( S t a r n e s ,  1 9 9 0 )
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ตารางที ่  1 แฟ้ลงฟ้มบัติปีอง C D s  ที ่ได้จากการสืกษาฟ้มบัติทางเคมี-การภาพ

( p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t y )  โตรเทคนิคต่างๆ เว้น uv s p e c t r o s c o p y ,  NMR, 

X - r a y  c r y s t a l l o g r a p h y ,  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  ฯลฯ โมเลกุลปิอง C D s  มีลักษณะ 

เป็นวงแหวนมีโพรงตรงกลางคังแฟ้ดงไว้ ในร ุปที ่  1 จากโครงฟ้ร้ างทางเคมีนบว่า C D s  จะ

หันหม่ - O H  ปิองกลูโคส, ร่งมีค ุ ณฟ้มบัติ h y d r o p h i l i c  เว้าหานำ ฟ้วนหมู่ C - H  และ หมู ่

C - 0 - C  ร่งมีฟ้มบัติ h . y d r o p h o l i c  จะหันเว้าด้านในรู ่งเป็นโพรงปีองโมเลกุล ดังแน

C D s  จงฟ้ามารถละลารได้ ในนำหร้อสำรละลารโพลาร และด้วรฟ้มบัติปีอง C D s  โ?งมี'โพรง

ไฮโดรโฟบก จังท่าให้ โมเลกุลปีองฟ้ารประเภทไฮโลรโฟ่นิกที ่มีป็นาดพอเหมาะกับโพรงไน

C D s  ฟ้ามารถจับกับ C D s  ได้ด้วรพันสะไฮโดรเจน, แรงวานเลอรืวาลลิ ่  ( V a n  d e r  W a a l s )  

และ H y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  เกดเปน i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  ได้ด้วฮอัตราฟ้วน 

1:1 ( K o œ i y a m a  และ B e n d e r ,  1 9 8 4 )  ท ่ า ให้คุณฟ้มบัติทางเคมี และ/หรือ ทางการภาพ 

ปีองฟ้ารนั้นเปลี่รน'ไป จ ั ง ฟ้ามารถนำ C D s  มาประรุกลใว้ ให้ เกิดประโรปีนิ ในด้านต่างๆ

มากมารเว้น ว้วยห้องกันการเมีรฟ้ภาพปิองฟ้ารต่างๆโลอปฎกิรืฮาออกนิเลรัน ( o x i d a t i o n

r e a c t i o n )  จากแ ฟ ้ ง  U V ,  การเพิ ่มความฟ ้ า มารถในการละลาฮ ป ี องฟ ้ า ร ประกอบประเภท

ไฮโดรโฟ่นิกไนฟ้ารละลารโพลาร ื ห ร ื อนำ, ว้วรท่าให้ฟ้ารระเหร ( v o l a t i l e  c o m p o u n d s )  

ประเภทต่างๆมีดวามเฟ้กรรมากปีนในรปปิองแปิง, ฟ้ามารถเปลิ ่รนปฎิกิริราทางเคมีปีองฟ้าร

ประเภทต่างๆ, ว้วฮเปลิ ่รนรปปิองปิองเหลวไปอฮุ ่ ในรุปผง ( p o w d e r s )  และร ั ง ฟ้ามารถ

ว้วรปรันปรุงกลิ ่นและรฟ้ปีาดปิองอาหารประเภทต่างๆได้ด้วร ฯลฯ นอกจากนํ้อังฟ้ามารถ 

ฟ้ร้าง C D s  ให้อฮ่ในรป s t e r e o s p e c i f i c  c o m p l e x e s  เพิ ่อใว้ประโรปีนิ'ในการแรก

e n a n t i o m e r s  ปีองฟ้ารฟ้นิดต่างๆออกจากกันได้ C D s  และอนุพันสปีอง C D s  มีความเป็น

พิษ ( t o x i c i t y )  ตา ร่งเป็นค ุ ณฟ้มบัติที่ เหมาะฟ้มในการนำ C D s  มาใว้งานทางด้านอาหาร 

จังมีผ้นำ C D s  ไปใว้ ในอตสำหกรรมต่างๆหลาอประเภทเว้น คุตฟ้าหกรรมรา ,และอา
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ต า ร า ง ท ี ่  1  ๙ ม บ ั ต ร ! อ ง ไ ช โ ต ส ิ I ต ก ช ฑ ร ิ น  ( S z e j t l i ,  1 9 8 8 )

a p 9

N o .  o f  g l u c o s e  u n i t s 6 7 8

M o l e c u l a r  w e i g h t 9 7 2 1 1 3 5 1 2 9 7

S o l u b i l i t y  i n  w a t e r  g / 1 0 0 m l

a t  a m b i e n t  t e m p . 1 4 . 5 1 . 8 5 2 3 . 2

C a v i t y  d i a m e t e r  A 4 . 7 - 5 . 3 6 . 0 - 6 . 5 7 . 5 - 8 . 3

H e i g h t  o f  t o r u s  A 7 . 9 + 0 . 1 7 . 9 + 0 . 1 7 . 9  +  0 . 1

D i a .  o f  p e r i p h e r y  A 1 4 . 6 + 0 . 4 1 5 . 4 + 0 . 4 1 7 . 5 + 0 . 4
3

V o l .  o f  c a v i t y  ( a p p r o x . )  A 1 7 4 2 6 2 4 7 2

C a v i t y  v o l .  ( a p p r o x . )  ;

p e r  m o l  C D .  m i s 1 0 4 1 5 7 2 5 6

p e r  1  g  C D .  m i s 0 . 1 0 . 1 4 0 . 2 0

C r y s t a l  f o r m s  ( f r o m  w a t e r ) h e x a g o n o l m o n o c l i n i c q u a d r a t i c

p l a t e s p a r a l e l l o - p r i s m s

g r a m

C r y t a l l o g r a p h i c  p a r a m s .

c * - <> 4 - c 4 . a n g l e 0 1 1 9 . 0 1 1 7 . 7 1 1 2 . 6

* / y ° 1 1 6 / —1 6 9 1 6 9 / - 1 7 2 1 6 5 / - 1 6 9
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ตารางฑ 1 (ต่อ)

a p if

0 A . . . 0 4 ,  d i s t a n c e  A 4 . 2 3 4 . 3 9 4 . 4 8

0 2 __ 0 3 ,  d i s t a n c e  A 3 . 0 0 2 . 8 6 2 . 8 1

C r y s t a l  w a t e r  w t  % 1 0 . 2 1 3 . 2 - 1 4 . 5 8 . 1 3 - 1 7 . 7

D i f f u s i o n  c o n s t .  4 0  ° c 3 , 4 4 3 3 , 2 2 4 3 , 0 0 0

H y d r o l y s i s  b y  A . o r y z a e

o r- a m y l a s e n e g l i g i b l e s l o w r a p i d

v m a x  v a l u e  m i n  1 2 5 . 8 1 6 6 2 , 3 0 0

R e l a t i v e  p e r m i t t i v i t y  #  ;

1 . 4 7 . 5 5 2 . 2 7 0 . 0

2 . - 2 9 . 5 3 9 . 5

p K  ( b y  p o t e n t i o m e t r y )  ® 2 5  ° c 1 2 , 3 1 2 1 2 , 2 0 2 1 2 , 0 8 1

P a r t i a l  m o l a r  v o l u m e s  i n

s o l u b i l i t y 6 1 1 . 4 7 0 3 . 8 8 0 1 . 2

1 .  O n  i n c o r p o r a t i n g  t h e  t o l u i d i n y l  g r o u p  o f  6 - p - t o l u i d y n i l - n a p h t h a  

l e n e - 2 - s u l p h o n a t e  a t  p H = 5 . 3  a n d  2 5  ° c

2 .  O n  i n c o r p o r a t i n g  t h e  n a p h t h a l e n e  g r o u p
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อุตสำหกรรมอาหาร, อุตสำห กรรมเตร ี ่ องสำอาง ,  การปีจัดนำเส ืยจากโรงงานอุตสำห กรรม 

และบ้านเรี ่ อน, อ ุตสำหกรรมฮาน่าแมลง, เคมีว ิ เคราะห และการวินิจฉัฮโรต ( S a e n g e r ,  

1980;  S z e j t l i ,  19 81 ;  F ro m ing ,  1981 ;  S z e j t l i ,  1988 และ Schmid,  1989)  

ตังแสํตงในตารางที ่  2 ,  3 และ 4

ใ น จ ำ น ว น  C D s  ก ั ้ ง ส ำ ม ส ํ น ิ ด ท ี ่ เ ก ิ ด ใ น ส ร ร ม ส ำ ล  พ บ ว ่ า  C D  ท ี ่ ม ด ว า ม เ ส ํ ถ ี ฮ ร ม า ก ท ี ่ ส ํ ล  

ต อ  P - C D  เ พ ร า ะ ห ม ่  - 0 H  ป ี อ ง  C 2 ป ี อ ง แต่ล ะ  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  ส ำ ม า ร ถ ท ี ่ จ ะ ส ํ ร ้ า ง  

พ ั น ส ะ ไ ส ํ โ ด ร เ จ น  ก ั บหม ู ่  - 0 H  ป ี อ ง  C 3 ป ี อ ง  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  ท ี ่ อ ฮ ่ ต ล ก ั น ' ไ ด ้  เ ก ั ต

ล ั ก ษ ก ! ะ ท ี ่ เ ร ้ ฮ ก ว ่ า  s e c o n d a r y  b e l t  ป ็ อ ง พ ั น ส ะ ไ ฮ โ ด ร เ จ น  ท ั ง  7  พ ั น ส ะ  ส ิ ง ท ำ ใ ห ้ โ ม เ ล ก ุ ล

ป ี อ ง  P - C D  เ ส ํ ถ ฮ ร ย ิ ่ ง ส ิ น  ใ น ป ี แ ร ะ ท ี ่ ' โ ม เ ล ก ุ ล ป ิ อ ง  « - C D  มี  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  ห น ิ ง

ห น ่ ว ฮ อ อ ่ ใ น ต ่ า แ ห น ่ ง ท ี ่ บ ้ ด ง อ  ( d i s t o r t e d  p o s i t i o n )  จ ง เ ป น ส ำ เ ห ต ุ ท ี ่ ท ำ ใ ห ้ เ ก ิ ด พ ั น ส ะ

ไ ฮ โ ด ร เ จ น ไ ด ้ เ พ ั อ ง  4  พ ั น ส ะ  จ า ก ท ั ง ห ม ด ท ี ่ ค ว ร จ ะ เ ป ็ น  6 พ ั น ส ะ  ส ํ ว น ' ใ น ก ร t u a อ ง  a - C D

พ บ ว ่ า ม ี ป ี น า ด ป ิ อ ง โ พ ร ง ใ ห ญ ่ ป ี น ท ำ ใ ห ้ โ ม เ ล ก ุ ล ป ี อ ง น ำ เ อ ้ า ไ ป ภ า ย ใ น โ พ ร ง ม า ก ส ิ น  ต ั ง น ั น จ ง ม ี ค ว า ม  

ย ล ห ย ุ ่ น ม า ก ป ี น  จ า ก เ ห ต ุ ผ ล อ ้ า ง ด ้ น จ ะ เ ห ์ น ไ ด ้ ว ่ า  P - C D  ม ี ด ว า ม เ ส ํ ม ี ร ร ม า ก ท ี ่ ส ํ ค  แ ล ะ ก ั ง

เ ป ็ น เ ห ต ุ ผ ล ท ี ่ ใ ส ํ อ ส บ า ย ไ ด ้ ว ่ า  0- C D  ล ะ ล า ย น ำ ไ ด ้ น ้ อ ย ท ี ่ ส ํ ค ใ น  C D s  ท ั ง ส ำ ม ส ํ น ิ ล  ( S z e j t l i  ,

1988) ก า ร เ ต ร ้ ย ม  i n c l u s i o n  c o m p l e x  จ า ก  0- C D  ส ำ ม า ร ถ เ ต ร ี ย ม ไ ด ้ ง ่ า ย แ ล ะ ม ี ต ว า ม  

เ ส ํ ก ิ 3 1 ม า ก  ล ั ง น ั ้ น  P - C D  จ ั ง เ ป ็ น ผ ล ิ ต ภ ั ผ ท ี ่ ท ี ่ น ิ ย ม น ำ ม า ใ ส ำ น อ ต ส ำ ห ก ร ร ม ด ้ า น ต ่ า ง ๆ ม า ก ท ี ่ ส ํ ด
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ต า ? า ง ท ี ่  2  ก า ร น ำ ผ ล ิ ต ภ ั ท เ ฑ ไ ช โ ค ล เ ต ร ^ ท ร ิ น ไ ป ใ Ï( ใ น ก ุ ต ส ำ ห ก ร ร ม ป ร ะ เ ภ ท ต ่ า ง ๆ  ใ น ป ร ะ เ ท ๙

ญี ่ ป๋ น ต ั ้ ง แ ต ่ ป ี  ค 1 9 8 4 - 1 9 8 7  ( ห น ำ ร เ ป ็ น ต ั น )  ( H a s h i m o t o ,  1 9 8 8 )

Y e a r M a n u f a c

t u r i n g

p r o c e s s

F o o d s P h a r m a

c e u t i -

c a l s

C o s m e

t i c s

G e n e r a l

i n d u s ­

t r i e s

O t h e r s T o t a l

1 9 8 4 3 1 6 3 3 2 1 5 7 7 6

1 9 8 5 1 0 3 5 1 8 2 4 1 3 1 0 9

1 9 8 6 2 0 2 0 3 1 1 1 5 0 8 1 4 5

1 9 8 7 1 5 1 7 1 8 1 0 3 5 4 9 9

t o t a l 4 8 8 8 1 0 5 2 5 1 4 1 2 2 4 2 9



พารางท 3 Method and patent for cyclodextrin production. (Szejtli, 1 988 )

Patent strach cone. Prehydrolysis Complexing agent Recovery of form CD Major product Comments

Armbruster et al, 1969 potato, 3ox

Armbruster et al 1 1970

Hitaka et al, 1971 potato, 5X

Armbruster et al, 1972 potato, 30X

amylase toluene

amylase

anion excheanger 
Diaion S-200

a-amylase 1-decanol, 1-butanol

remaining starch after P-CD
evap. toluene hydrolysed, 

a-amylase

mixture contained a-CD
45X a-,  55* -CD, sepn, 

by cyclohexane

CD absorbed on ion exch. 
eluted by aq. NaOH or HC1

a-CD- trichloroethylene p-CD
other appropriate complex



ตารางที่ 3 (fia)

Patent strach cone. Prehydrolysis Complexing agent Recovery of form CO Major product Comments

Hayashibara et al, 1 973 1 0* soluble trichloroethylene ppt. with bromobenzene p-CO
starch or 
maize

Sato et al, 1974 5-30* amylase or trichloroethylene
oxalic acid

mixture yield improved 
by pullulanase 
addition

Hoiikoshi et al, 1974 potato, 10* in NaOH

Suzuki et al, 1975

Yoritomi and Yoshida, potato, 5*

ppt. with CHC13

crystali zati on

mixture

P-CD

CD1975
hydrolysis by amylase 
sepn. by anion exchanger



Patent

Suzuki et al, 1977

Kawano et al, 1977

Kobayashi et al, 1977

Holikoshi et al 1 1978

Holikoshi et al, 1979

Vakaliu et al 1 1979

strach cone. Prehydrolysis

maize, 3*

potato, 23* CGT

potato,.5*

maize, 1*

potato, 4* CGT

potato, 33* a-amylase

Complexing agent Recovery of form CD

hydrolysis by 
glucoamylase

hydrolysis by 
glucoamylase

Na lauryl sulphate ppt. by acetone 

spray drying

glucoamylase

toluene as toluene complex

Major product

P-CD

P-CD

a-CD

mixture

P-CD

Comments'

70* yield on 
add pullulanase



f i r m  ri 3 («อ)

Patent strach cone. Prehydrolysis Complexing agent Recovery of form CO Major product Comments

Kenkyushu et al, 1980 potato, 4* CGT hydrolysis by (X-, ft -, tf-CD chromatographic
glucoamylase CD adsorbed sepn. at low
on ion exchanger column concentration

Toyo Jozo, 1980 potato, 25* Cj.g aliphatic mixture
or C2_^C:0

Kobayashi et al, 1980 maize, 20* cry ta 11i sat ion mixture
at 3-5 °c overnight

Tagi et al, 1980 trichloroethylene as trichloroethylene 0-CO
complex

conversion Kith 
Micrococcus
varians CGT



«ๆรางริ! 3 (ต่อ)

Patent

Japan maize,

Avebe, 1981

Hori kosh i et

Hin,Agr,For,F

F1ashche1 et

strach cone, Prehydrolysis Complexing agent Recovery of form CD Major product

1980 15X0-CD+
6* glucose

potato, 20* jet cooker 
at 150 Qc

al, 1982 potato, 20* CGT

ish, 1982 potato, 10*

hydrolysis of 0+8‘CD a-CD
by amylase, r-CD ppt. 
by tetrachloroethane

conversion performed p-CO
in menbrane reactor 
with continuous UF

UF, reverse osmosis mixture

UF, reverse osmosis mixture

al, 1982; decanol «-CD

Comments

P-CD + glucose 
treate with 
CGT

1984 ro



รทรางข่ี 3 (ต่3)

Patent strach cone, Prehydrolysis Complex!ng agent Recovery of form CD Major product Comments

utilise two diff. CGT enzymes, B.macerans + ร. No. 38-2
better yield

«-CD+
ช-CD

prep, Cl containg starch gel

Seres et al, 1983 maize, 33* a-amylase

Norin et al 1 1983

Japan maize, 1984 potato, 25* CGT

Bender et a l , 1984 potato, 15*

Morin ร, Shokuhin,
1984

MEK + anionic ppt, by cyclohexane
surfactant
MEK + a-naphtol

bromobenzene

alkaline earth fil trate treated by COj 
metal OH ppts, 
acyclic dextrins

tf-CD K le b s ie l la  pneumoniae CGT

for sepn. of 
CDs from
dextrin พ
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ต า ร า ง ท ี ่  4  แ ส ์ ต ง ป ร ิ ) ท « ก า ร ไ #  C D s  ไ น ต ล า ต โ ล ก  ( S c h m i d ,  1 9 8 9 )

M a r k e t  ( t o n  y e a r  1 )

A p p l i c a t i o n E x p e c t e d  f o r  

1 9 8 9  1 9 9 5

P h a r m a c e u t i c s 5 0 2 0 0 0

F o o d 7 0 0 2 5 0 0

C o s m e t i c s 5 0 5 0 0

A g r i c u l t u r e 1 0 1 0 0

C h e m i c a l  i n d u s t r y  ( b i o t r a n s f o r m a t i o n s ,

s e p a r a t i o n  a n d  c a t a l y s i s ) 3 0 3 0 0

O t h e r  p u r p o s e  ( e . g .  d i a g n o s t i c s ) 1 0 2 0 0
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เ อ นาช ม ท ี ่ ท ำ ห น ้ า ท ี ่ เ ป ล ี ่ ร น แ ห ้ ง เ ป ็ น  C D s  ค อ  เ อ นาชมาช โ ค ล เ ค ก ช ท ร ิ น ก ล ู ค า โนท ร า ช  

เ ฟ อ เ ร ช  ( C y c l o d e x t r i n  g l u c a n o t r a n s f e r a s e  ะ C G T a s e ,  a - 1 ,  4 - g l u c a n - 4 -  

g l y c o s y l - t r a n s f e r a s e  ;  E .c. 2 . 4 . 1 . 1 9 )  จ า ก ก า ร ส ิ ก ! ท โ ค ร ง ช ร ้ า ง แ ล ะ บ ร ิ เ ว เ »  

เ ร ่ ง ป ี อ ง โ ม เ ล ก ุ ล เ อ นาช ม  ท ำ ใ ห ้ แ น ่ ง ก ล า ก ก า ร ท ำ ง า น ป ี อ ง เ อ นาชม C G T a s e  อ อ ก เ ป ็ น  3  แ บ บ  

ค อ  c y c l i z a t i o n ,  c o u p l i n g  แ ล ะ  d i s p r o p o r t i o n a t i o n  ( B e n d e r ,  1 9 8 1 )  โ ค ร ม ี  

ป ฎ ิ ก ั ร ิ อ า  c y c l i z a t i o n  เ ป ็ น ป ฎ ก ั ร ิ ร า ท ี ่ ม ค ว า ม ล ่ า ค ั โ เ ต ่ อ ก า ร ส ิ ง เ ค ร า ะ ห ้  C D s  ค ง แ ช ค ง ใ น  

ป ฎ ก ั ร ิ ร า  ( ก )  แ ล ะ  ( ธ )

c y c l i z a t i o n

G n G ( n - x )  + c G x ( ก )

c o u p l i n g

d i s p r o p o r t i o n a t i o n

Gm + G n  — = = = = =   - -  =  = —  G ( ® - y )  + G ( n + y )  ( ป ี )

G f i ,  G n  =  a - 1 ,  4 - D - g l u c o p y r a n o s y l  c h a i n s  
H I , ท , y  =  a - D - g l u c o p y r a n o s y l  r e s i d u e s

c G x  =  c y c l o d e x t r i n  ( x  =  6 ,  7  o r  8 )

จ า ก ก ล า ก ก า ร ท ำ ง า น ธ อ ง เ อ น า ช ม ค ั ง ก ล ่ า ว ธ ้ า ง ต ้ น  ช า ม า ร ท ช ร ป า ต ้ ค ั ง แ ช ค ง ใ น ค า ร า ง

ท่ี 5

ก า ร ส ิ ก ! ท ก า ร เ ร ่ ง ป ฎ ก ั ร ิ ร า ธ อ ง เ อ น า ช ม C G T a s e  จ า ก  K le b s ie l la  pneuBoniae 

พ บ ว ่ า เ อ นาช ม จ ะ เ ร ่ ง ป â ก ั ร ิ ร า  c y c l i z a t i o n  าต้คท ี ่ ช ุ ค เ ม อ ส ิ บ ช เ ค ร ค เ ป น โ ม เ ล ก ุ ล ล ู ก โ น ่ ป ิ อ ง  

ก ล โ ค ช  1 6 - 8 0  ห น ่ ว 0 โ ค ฮ เ อ น า ช ม  C G T a s e  จ ะ เ ป ี า จ ั บ ก ั บ ส ิ บ ส ์ เ ค ร ค ท า ง ต ้ า น ป ล า ร  n o n -

0 1 8 8 2 2



16

ตารางท่ี 5 สํรุปกลไกการทำงานaองเอนไชม CGTase (Okada และ Kitahata, 1975)

Reaction Action

cy cliza tion starch ----------------- --  cyclodextrins

coupling cyclodextrin  + glucose -------- oligosaccharide
terminated at the reducing end by the added 
glucose

disproportionation (o ligosacch arid e)m + (oligosaccharide) -----*-
various oligosaccharides
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reducing แต่ถ้าสืบร!เตร ด เป็นลุกโช่ที ่ ราวมากกว่า 100 หน่วยปีนไป จะเป็นสืบร!เตรตที่ไม่ก 

สำหรับการเกิดปฏิกิริรา c y c l i z a t i o n  ทังนํ ้ น่าจะเป็นเพราะรปร่างปีองสืบร!เตรดที ่ มีความ

ราวมากปีนจะมรปร่างเป็นเกกิฮว (Bender,  1981 ; Bender,  1985) ในสํภาวะเด้นนํ ้

จะเกิดปฏิกิริรา d i s p r o p o r t i o n a t i o n  แทน ด้งปฏิกิริราน่คล้าฮกับปฏิกิริราในการร่อฮแทัง 

ปิองเอนไชมี oc-amylase นั ่นเอง จากน้นจงเกิดปอกิริรา c y c l i z a t i o n  ต่อไป เม๋ึอ

สืบล,เดรดมีดวามราวสืนลง (Lloyed และ Nelson ,  1984) ถ้าสืบสํ เตร ด มีดวามราวแอร 

กว่า 14 หน่วร จะไม่เกิดปฏิกิริยา c y c l i z a t i o n  แต่ เอนไชมีจะเร่งปฏิกิริรา c o u p l in g  

ได้ผลตภัท!ทที่ เป็นร!ารลุกโด้ที่ราวปีนก่อน เนอไห้เหมาะที ่จะเป็นสืบร!เดรลปิองปฏิกิริฮา c y c l i  

z a t i o n  ต่อไป ( S z e j t l i ,  1988)

มีการสืกษาการเกิดปฏิกิริยาปีอง disproportionation พบว่า maltose ไม่ 
ร!ามารถได้เป็นสืบน่เตรดได้ maltopentaose เป็นโมเลกุล!!ารสืนท่ี?!ดท่ีได้เป็นสืบ?!เดรดได้ 
พบว่าปฏิกิริยา disproportionation จะเกิดได้คเมอสืบ!!เตรดมีดวามยาวมากกว่า 100 
หน่วยด้นไป ส่วน malto-oligomer ร!ารสืน เๆป็นตัวรับรังแบบแช่งปีน (com petitive
in h ib itor) ต่อปฏิกิริยา cy c liza tio n  โดยดวามแรงปีองการเป็นตัวรับรังจะเพ่ิมปีนจาก 
maltose, m altotriose และ m altotetraose ตามลาดับ และจะลดลงดามความ
ราวปีองลุกโช่ท่ีเพ่ิมด้น D-glucose ไม่มีผลต่อปฏิกิริยา cy c liza tio n  แต่จะท่าหน้าท่ีเป็น 
ตัวรับ (acceptor) สำหรับปฏิกิริฮา disproportionation ( S z e j t l i ,  1988 I

ร ! ร ปุการเร่งปฏิกิร ิราป ีอง CGTase กับสืบ!!เตรดป ี'มีดต่างๆไนตารางท ี่ 6
ในมี ค!!.1988 Bender ได้เ ร์!นอแบบจาลอง'.model ) จองกลไกการเกิดปฏิกิริยา 

cy c liza tio n  จอง a-CGTase จาก Klebsiella ox.ytoca M5al (Klebsiella  

pneumoniae M5al> โดยเ?!นอว่าบริเวทแร่งปฏิกิริยาสำหรับปฏิกิริรา cy c liza tio n
จะประกอบไปด้วย 8-10 บริเวท! หริออาจจะมีมากกว่าน่ โดรแต่ละบริเวทแริยกว่า
su b site  และในการเด้าท่าปฏิกริ ิราเอนไชมี CGTase จะเด้าจับกับสืบล เตรดทางด้านปลาธ 
non-reducing แบบ exo-attack กับ กลโด?! 8-10 หน่วฮ (หริออาจมากกว่าน) แล้ว
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พ า ร า ง ท ี ่  6  ส ์ ร ุ ป ค ว า ม ก ั ม พ ั น ธ ร ะ ห ว ่ า ง พ ว า ม อ า ว ล ุ ก โ ช ่ ป ี ฮ ง ก ั บ ส ์ เ ต ร พ ก ั บ ก า ร เ ร ่ ง ป ฎ ิ ก ั ร ิ a า ท ี ่ เ ก ิ ต ป ี น  

ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม  C G T a s e  ( S z e j t l i ,  1 9 8 8 )

S u b s t r a t e  c h a i n  l e n g t h s  

( r e s i d u e s )

E f f e c t s

1 ( D - g l u c o s e ) -

2 - 4 - i n h i b i t  i n i t i a l  r e a c t i o n  o f  

c y c l i z a t i o n

- s u b s t r a t e  f o r  c o u p l i n g  r e a c t i o n

5 - 1 4 - g o o d  s u b s t r a t e  f o r  c o u p l i n g  r e a c t i o n  

- p o o r  s u b s t r a t e  f o r  d i s p r o p o r t i o n a ­

t i o n  r e a c t i o n

1 6 - 8 0 - g o o d  s u b s t r a t e  f o r  c y c l i z a t i o n  

r e a c t i o n

> 1 0 0 - g o o d  s u b s t r a t e  f o r  d i s p r o p o r t i o n a ­

t i o n  r e a c t i o n
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เ อ น ไ ช ม จ ะ ต ั ด ล ู ก โ ช ่ป อี ง ล ้ บ ส ํ เ ต ร ต ร ะ ห ว ่ า ง บ ร ิ เ ว ณ  s u b s i t e  ท่ี 2 แ ล ะ  3 ( ร ุ ป ท่ี 2 )  ร ง จ ะ  

ไ ด ้  m a l t o h e x a o s e  อ อ ก ม า เ ป ็ น ส ำ ร ล ั ว ก ล า ง  ( i n t e r m e d i a t e )  โ ด ย ป ล า ย  r e d u c i n g  จ ั บ  

ก ั บ a s p a r t y l  g r o u p  ป ิ อ ง เ อ น ไ ช ม ด ้ ว ย พ ั น ธ ะ เ อ ส ํ เ ท อ ร ิ  ( e s t e r  b o n d )  ใ น ป ี 0!ะ เ ล ย ว ก ั น ท ี ่  

ป ล า ย  n o n - r e d u c i n g  ป ี อ ง  m a l t o h e x a o s e  จ ะ เ ป ิ า ม า จ ั บ ก ั บ บ ร ิ เ ว ณ  s u b s i t e  ท่ี 2  แ ล ้ ว  

ส ํ ร ้ า ง พ ั น ธ ะ  o c - 1 ,  4 - g l y c o s i d i c  ป ี น ร ะ ห ว ่ า ง ก ล โ ค ส ํ ต ั ว ท ี ่  1 แ ล ะ  6  ป ิ อ ง  m a l t o h e x a o s e  

เ ก ด เ ป ็ น  a-CD ป ี น ม า  เ น อ ง จ า ก  a c t i v e  s i t e  อ อ ง เ อ น ไ ช ม ไ ม ่ ผ ด ว า ม จ ำ เ พ า ะ อ ย ่ า ง  

ส ํ ม บ ุ ร ณ  ( a b s o l u t e  s p e c i f i c i t y )  ต ่ อ ค ว า ม ร า ว ป ิ อ ง ล ู ก โ ช ่ ส ํ บ ส ํ เ ต ร ด  ค ั ง น ั น เ อ น ไ ช ม์ 

o c - C G T a s e  จ ั ง ส ำ ม า ร ถ ใ ห ้ ผ ล ิ ต ภ ั ณ ฑ เ ป ็ น  P -  แ ล ะ  a -  CD ไ ด ้ เ ช ่ น ก ั น  ( B e n d e r ,  1 9 8 8  ;  

Schimd,  1 9 8 9 )

การสิกษาล่ าลับอองกรดอะมโนบริ เวณ N - t e r m i n a l  จองเอนไชม CGTase เมอ 

เที ่ยบกับเอนไชม a - a m y l a s e  พบว่ ามบริ เวณที ่คล้ายกัน 3 บริ เวณ ร่ง Kimura และคณะได้  

เสํนอว่ าน่ าจะเป็นบริ เวณที ่ เที ่ยวจ้องกับการย่อยแป็ง ส่วนทางด้ านปลาย c - t e r m i n a l  ดาด 

ว่ าทำหน้าที ่ ในส่วนปีองปรกริยา c y c l i z a t i o n  (Kimura และคณะ, 1989)

เอนไชม CGTa.se เปน i n d u c i b l e  enzyme โดยผืแทังเปนตัวรกน้า( i n d u c e r )  

แบคฑเริฮที ่ผลิตเอนไชม CGTase ส่วน'ใหญ่เป็นแบคที เริยในสำอพันธุบาช ล ลัสํ ( B e n d e r ,  

1981;  Schmid, 1989 ) แบคที เร ิยานแล่ล ะ สำยพันธุที ่ผลิตเอน'ไชม์ CGTase จะให้ผลิตภัณที่  

CDs ทังสำมชน้ดในลัดส่วนที ่แตกต่างกันเช่น Bacillus macerans, A l k a l o p h i l i c  

Bacillus  s p .  N o . 3 8 - 2  (ATCC 21783» และ Bacillus megateriนพ จ ะ ให้  a - ,  

p-  และ ช- CD ในอัตราส่วน 2 . 7 : 1 . 0 : 1 . 0 ,  1 . 0 : 1 1 . 0 : 1 . 5  และ 1 . 0 : 2 . 4 : 1 . 0  

ตามส่าลับ C H o r ik o sh i ,  1988 ; S z e j t l i ,  1988)  จั งแบ่งกลุ ่มแบคทั เริยออกเป็น 3 

กล่มตามสํน้ลจอง CDs ที ่ แบคที เริฮผลิตออกมาเป็นส่วนใหญ่  คอ กลุ่มท่ี 1 กลุ่ม a-CD ได้แก่  

Klebsiella oxytoca M5al ,  Bacillus macerans และ Bacillus stearo 

thermophilus ,  กลุ่มท่ี 2 กลุ่ม e-CD ได้แก่  Bacillus circulars, Bacillus 

aegaterium, A l k a l o p h i l i c  Bacillus  s p .  No. 3 8 - 2  และ A l k a l o p h i l i c
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ร ุ ปก ี ่  2  แ บ บ จ ำ ล อ ง ก ล ไ ก ก า ร ท ำ ง า น ป ี อ ง เ อ น ไ ช ) !  a - C G T a s e  จ า ก

B a c i l l u s  o x z y t o c a  M 5 a l  ( B e n d e r ,  1 9 8 8 )



และกล ุ่มท ี่ 3 กลุ่ม Ï-C D  ได ้แก ่ B a c i l l u s  s u b i i l i sB a c i l l u s  s p .  N o . 1 7 -1

N o .  3 1 3  แ ล ะ  A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  2 9 0 - 3  ( S c h m i d ,  1 9 8 9 ) น อ ก จ า ก น

แ บ ค ม ี เ ร ิ ย ช า ย พ ั น ธ ุ ต ่ า ง ๆ จ ะ ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ี  C G T a s e  ท ี ่ ม ี ช ม บ ั ต ิ ท า ง ก า ย ภ า พ แ ล ะ อ ้ ว เ ค ม ี ต ่ า ง ก ั น เ ช ่ น

A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  s p . N o . 38-2 T?ง เป็นแ บ ค ฑ ี เ ร อ ช า ย พันธุหน ง ท ี ่ ใ ช ้ ' ใ น อ ุ ต สำหก ร ร ม  

ช า ม า ร ถ ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ี ท ี ่ ม ี ช ่ ว ง  p H  ป ี อ ง ก า ร ท ำ ง า น ไ ด ้ ก ว ้ า ง ค อ ท ำ ง า น ไ ด ้ ด ท ี ่  p H  4 . 6 ,  7 . 0  แ ล ะ

8.5 ต า ม ล ’ า ด ้ บ  ส ่ ว น  B .  œ a c e r a n s  แ ล ะ  B .  m e g a t e r iu m  ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ี ท ี ่ ท ำ ง า น ไ ด ้ ด ้ ใ น  

ช ่ ว ง  p H  5.0-5.7  ( H o r i k o s h i  แ ล ะ ค ท ! ะ ,  1981) ค ุ ท ! ช ม บ ั ต ิ ต ่ า ง ๆ ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ี  C G T a s e  

ท ี ่ ส ํ ร ้ า ง จ า ก ช า ย พ ั น ส ุ ต ่ า ง ๆ ไ ด ้ ส ํ ร ุ ป แ ช ด ง ไ ว ้ ใ น ต า ร า ง ท ี ่  7

ใ น ป ึ  ค ช . 1987 P o n g s a w a s d i  แ ล ะ  Y a g i s a v a  ท ำ ก า ร ต ร ว จ ช อ บ ห า ส ์ า ร พ ั น ส ุ  

แ บ ค ท เ ร ิ ร ท ี ่ ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ี  C G T a s e  จ า ก แ บ ค ท เ ร ้ ย ท ี ่ แ ย ก จ า ก ค น ' ใ น แ ถ บ เ อ เ อ ้ ย อ า ค เ น ย ท ั ้ ง ห ม ด  14 

ช า ย พ ั น ส ุ  พ บ ว ่ า ช า ย พ ั น ส ุ  B a c i l l u s  A 1 1 ช า ม า ร ถ « ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ไ ด ้ ใ น ป ร ิ ม า ท ! ช ง ใ ห ้ ผ ล ิ ต ภ ั ท ! ท  

ส ่ ว น ใ ห ญ ่ เ ป ็ น  P - C D  แ ล ะ ม ี  « - C D  เ ล ก น ้ อ ย  ( P o n g s a w a s d i  แ ล ะ  Y a g i s a w a ,  1987)  

ต ่ อ ม า ว ั ล ร า  ( พ ช .  2534)  ไ ด ้ ส ื ก ษ า ก า ร เ จ ร ิ ญ แ ล ะ ก า ร ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ี  C G T a s e  ป ี อ ง  B a c i l l u s  

A 1 1 ใ น อ า ห า ร เ ล ํ ้ ฮ ง เ ^ อ ท ี ่ ม ี แ ป ้ ง  1 - 5  ก ร ั ม เ ป อ ร ้ เ ช น ต  ว ั ล ย า พ บ ว ่ า แ ป ้ ง อ ้ า ว เ จ ้ า ,  แ ป ้ ง อ ้ า ว โ พ ด  

แ ล ะ  s o l u b l e  s t a r c h  เ ห น ี ่ ย ว น ำ ใ ห ้ ช ร ้ า ง เ อ น ไ ช ม ี  C G T a s e  ไ ด ้ ด ก ว ่ า  แ ป ้ ง อ ้ า ว เ ห น ั ย ว  ,  

แ ป ้ ง ม ั น ส ่ า ป ะ ห ล ั ง  แ ล ะ  แ ป ้ ง อ ้ า ว ส ำ ล ี  p H  แ ล ะ อ ุ ท ! ห ภ ุ ม ี ท ี ่ เ ห ม า ะ ช ม ต ่ อ ก า ร ท ำ ง า น ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ี  

C G T a s e  ค อ  6 . 0  แ ล ะ  4 0 - 5 0  ° ช  ต า ม ส ่ า ด ั บ  แ ล ะ ส ำ ม า ร ถ เ พ ิ ่ ม ค ว า ม เ ส ํ ท อ ร ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ี  

โ ด ย ก า ร เ ต ิ ม แ ค ล เ น ี ่ อ ม ค ล อ ไ ร ด  1 0  ม ั ล ล ิ โ ม ล า ร ิ  จ า ก ก า ร ท ำ เ อ ช ด เ อ ช - โ พ ล ี อ ะ ไ ค ร ล า ไ ม ด เ จ ล  

อ เ ล ค โ ต ร โ ฟ ร ิ อ ้ ส ํ พ บ ว ่ า เ อ น ไ ช ม ี  C G T a s e  เ ป ็ น เ อ น ไ ช ม ี ท ี ่ ม ี น ี ่ า ห น ั ก โ ม เ ล ก ุ ล ป ร ะ ม า ท !  7 2 , 0 0 0  

ด า ล ด ั น  เ ม อ ร ิ เ ค ร า ะ ห ช า ร ไ ช โ ค ล เ ด ร ช ท ร ิ น ท ี ่ เ ป ็ น ผ ล ิ ต ภ ั ท เ ท ี ่ โ ด ย ร ิ ส  T L C  ( T h i n  L a y e r  

C h r o m a t o g r a p h y )  แ ล ะ  H P L C  ( H i g h  P e r f o r m a n c e  L i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y )  

พ บ ว ่ า เ ป ็ น ช น ิ ด  p - C D  ( ว ั ล ฮ า ,  2534)



เ ท ร า ง ท ี ่  7  แ ๙ ต ง m i i 'ฟ้ 'รเนตn อ ง  I อ น ไ t f น C G T a s e  ท ี ่ ส ' ร า ง จ า ก แ ม ค ท ี เ ร ี อ ส า HWแ ส ุ ต ่ า ง ๆ  ( S z e . i t . l i ,  1 9 8 8 )

Optimum pH Optimum temp.
°c

Hoi, weight Isoel. point stable pH Stable temp.
°c

fl. macerans IFO 3490 -5.0-5.7 55 65000 4.6 8.0-10.0 60
0. macerans IHA 1243 6.0 60 1 4500 5.5-9.5 50
fl, macerans ATCC 8514 6.2 139300
0. macerans CHINOIN 5.9 60 72000 4.45-4.65 5.0-8.0 60
0. megatherium 5.0-5.7 55 66000 6.07-6.80 7.0-10.0 55
fl. stearothermophilus 5.0-5,5 5.5-8.8 70
fl, cr icu lans 6.0-6.5 7.5-9.0 60
K le b s ie l la  pneumoniae 5.2 5.0-7.5 50
Alkalophilic bac. No. 38-2 4.5-9.0 45-50 85-88000 5.4 6.0-10.0 65
Alkalophilic bac. No. 17-1 5.0-9.0 6.5-10.0
fl. ohbensis 5.5

50-60 *5Micrococcus varians H 849 6.0
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ใ น บ ั จ จ ุ บ ั น ท ั ้ ง ๆ ท ี ่  C D s  ม ี ต ั ก ร ภ า พ ส ํ ง ใ น ก า ร น ำ ไ ป ป ร ะ ร ุ ก ด ใ ร ั ใ ห ้ เ ก ด ป ร ะ โ ฮ ช น ใ น ท า ง  

ร ุ ต ส ำ ห ก ร ร ม ก ้ า น ต ่ า ง ๆ แ ต ่ ร ั ง พ บ ว ่ า ต ล า ด ก า ร ใ ช ้  C D s  ร ั ง อ ร ่ ใ น ว ง จ ำ ก ั ด  เ น อ ง ม า จ า ก บ ั ฤ เ ห า น ำ ด ั ถ ฺ เ  

ส ํ อ ง ป ร ะ ก า ร « a  ป ร ะ ก า ร แ ร ก  C D s  ม ี ร า ด า น ห ง  แ ล ะ ป ร ะ ก า ร ท ี ่ ส ํ อ ง  « -  แ ล ะ  a -  C D  ท ี ่ ผล ิ ต

ไ ด ้ ใ น บ ั จ จ ุ บ ั น ร ั ง ม ี ป ร ิ ม า ท ! ต า ม า ก  ส ำ ห ร ั บ บ ั ญ ห า เ ร อ ง ร า ด า ท ี ่ ส ์ ง น ั ้ น ส ำ ม า ร ถ แ ก 1  a l  ก ้ โ ด ร ก า ร เ พ ิ ่ ม

ป ร ะ ล ิ ท ธ ิ ภ า พ ใ น ก า ร ผ ล ิ ต ใ ห ้ ส ํ ง ป ี น I พ อ ล ด ก ้ น ท ุ น ใ น ก า ร ผ ล ิ ต  ร ั ง ก า ร เ พ ิ ่ ม ป ร ะ ล ิ ท ธ ิ ภ า พ ใ น ก า ร ผ ล ิ ต

ส ำ ม า ร ถ ท ำ ไ ด ้ ห ล า ฮ ร ิ ธ ิ  แ ต ่ ว ธ ิ ก า ร ห น ิ ่ ง ร ั ง ม ี ต ั ก ฮ ภ า พ ส ํ ง แ ล ะ เ ห ็ น ท ี ่ น ิ ร ม ท ำ ก ั น ใ น บ ั จ จ ุ บ ั น ด อ  ก า ร

อ ฮ า ร ร ี น  ( g en e  c l o n i n g )

ในร่วงระฮะเวลาไม่ที ่ห็มานิไก้มีการตี ่นตัวในการโดลน CGTase g e n e  ชนิดต่างๆ 

กันอร่ างกว้ างปีวาง โดรเฉพาะในประเทสํถ ิทเนและเฮ0 รมัน ร ังจะเห็นไก ้อร ่ างร ัดเจนจาก

ตารางที ่  8 ที ่ ไก้รวบรวมปีอมลเกี ่ ฮวกับชนิดปีองแบดทเริฮที ่สำมารถผลิตเอนไชผ CGTase

และการปีราร CGTase g e n e  จากแบดทํ เร ิรเหล่ านํ ้  รูปท่ี 3 - 1 0  แสํดงถง r e s t r i c t i o n  

-map ปีองรีดอมบแนนทั่พลาสํมิดที ่ ทุกสํร้างปีน

เ พ ิ ่ อ เ พ ิ ่ ม ป ร ะ ล ิ ท ธ ิ ภ า พ ใ น ก า ร ผ ล ิ ต  C G T a s e  ก ล ุ ่ ม ป ิ อ ง  B i n d e r  แ ล ะ  S c h m i d  ท่ี 

ม ห า ว ้ ท ฮ า ล ั ฮ ม ิ ว น ิ ด  ป ร ะ เ ท ส ํ เ ร อ ร ม ั น  ไ ก ้ ส ื ก ! ท ร ่ ว ม ก ั น ' โ ด อ น ำ  a - C G T a s e  แ ล ะ  p - C G T a s e

g e n e  ท ี ่ ไ ก ้ จ า ก  K . o x y t o c a  M 5 a l  ( f o r m e r l y  K .  p n e u m o n ia e  M 5 a l )  แ ล ะ  

A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  1 - 1  ม า ต ่ อ ก ั บ  t a c  p r o m o t o r  ร ั ง เ ห ็ น  s t r o n g  p r o m o t o r  

แ ล ะ น ำ ส ํ ง เ ช ้ า ไ ป ใ น เ ช ล ล ิ เ จ ้ า เ ร ิ อ น  E . c o l i  ร ั ง ท ุ ก ท ำ ใ ห ้ ก ล า ฮ พ ั น ส ุ  เ พ ิ ่ อ ใ ห ้ ฑ ร า น ส ํ ฟ ่ อ ร แ ม น ท  

ท ี ่ ไ ก ้ ป ี บ เ อ น ไ ช ม  C G T a s e  อ อ ก น อ ก เ ช ล ล ิ แ ท น ท ี ่ จ ะ อ ร ่ ท ี ่  p e r i p l a s m i c  s p a c e  เ ห ม อ น ใ น  

E .  c o l i  ท ั ่ ว ไ ป  B i n d e r  แ ล ะ  S c h m i d  พ บ ว ่ า ฑ ร า น ส ํ ฟ ่ อ ร แ ม น ท ั ่ ท ี ่ ไ ด ้ ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม เ พ ิ ่ ม อ ํ ้ น  

2 0 - 2 5  เ ท ่ า  เ ม อ เ ท ร บ ก ั บ  K .  o x y t o c a  M 5 a l  แ ล ะ  A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  1 - 1  

ใ น ป ี ท ! ะ เ ด ื ฮ ว ก ั น น ั ก ว จ ั ร ป ี อ ง ส ์ ถ า บ ั น  B i o t e c h n i c a  แ ห ่ ง ม ห า ว ้ ท ร า ล ั ร ม า น ิ ด  ก ็ ไ ก ้ น ำ เ อ า  « -

C G T a s e  แ ล ะ  p - C G T a s e  g e n e  ป ี อ ง ก ล ุ ่ ม  B i n d e r  แ ล ะ  S c h m i d  เ ช ้ า า ป ป ี ฮ า ฮ ใ น  

B a c i l l u s  s u b t i l i s  พ บ ว ่ า ป ร ิ ม า ท ! เ อ น ไ ช ม  P - C G T a s e  เ พ ิ ่ ม ป ี น ท ง  3 0 0  เ ท ่ า เ ม อ เ ท ร บ ก ั บ  

A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  1 - 1  ต ั ง แ ส ํ ด ง ใ น ต า ร า ง ท ี ่  9  ( S c h m i d ,  1 9 8 9 )



ตารางท ู ่ 8 Molecular cloning of CGTase gene

Organism CGTase-type Host cell Constructed
plasmid

ORF
(bp)

Restriction map of 
constructed plasmid

Reference

K l e b s i e l l a (X 0. c o l i  strain RR28 pCMIOO 1365 รู'ปฑ่ื 3 Bindemaะ«ผะ, 1986
p n e u mo n i ae  M5a1
B a c i l l u s  m a c e ra n s a 0. s u b t i l i s pDSIO 2061 รุปท่ี 4 Takanoitasfแนะ, 1986
Alkalophilic p E. c o l i  strain HB101 pCMMIO 2109 รูปฑ 5
B a c i l l u s  1-1 Schmidม,ระคณ-, 1988
Alkalophilic p 0. c o l i  strain HB101 pCS8 2136 รุฟ! 6 Kaneko และดผะ, 1988
B a c i l l u s  sp,No.38-2 - PÏUE202

0. c o l i  strain HB101 PÏUE217 2139 รุปภ่ี 7 Kimurauaï fl ผะ, 1989
B a c i l l u s  sp, * 1011 p ' PÏUB703

0. s u b t i l i s . PTUB766
Alkalophilic p 0. c o l i  strain HB101 pUCPI - รุ'ฟ! 8 Kanekou,asfl ผะ, 1989
B a c i l l u s  sp.No.17-1
0. c i r c u l a n s  No.8 p 0. c o l i  strain HB101 PBC22 - รุฟ! 9 Nitschkeua ะ«ท«ะ, 1990
0. s u b t i l i s  No.313 0. c o l i  strain HB10! PMT2 - รุปท่ี 10 Kato และ Horikoshi1 1986
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Ik b

รปท่ี 3 R e s t r i c t i o n  map ปิอง3นดเอนเอaองโดรโมโชมจาก K l e b s i e l l a

p n e i w o n i a e  M5al ปีองรคอพM นนฑพลาส์มิล pCMIOO ใเงแทรกในตำแหน่ง 

P stI  ปิองดเอ็นเอพาหะ pHE3 แท่งร?ปีาวแสํดงถงธอบเปิดปิอง CGTase 

gene ฟ้ร้างโดร Binde นละด{นะ ( 1986;
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รปท่ี 4 R e s t r i c t i o n  map ปิองรคอมบิแนนฑพลาส์มด pDSlO ฐ่งประกอบคัวธ?น 

คั เอ็นเอปิองโครโมโชม จาก B a c i l l u s  m a c e r a n s  ปีนาค 2 .3  kb (— ) 

ที ่แทรกอธ่ในตำแหน่ง BamHI/Sau3AI กง BamHI ปีองคั เอ็นเอพาหะpUBllO 

( -----) สํร้างโคธ Takano และคณะ ( 1986)
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ORF

E H B X N S A N P A  H

7ปri5 R e s t r i c t i o n  map ชองรีคอมบแนแกพลาลํมิด pCMlllO ร่งประกอบด้วรร้น 

ลี เอ ็นเอชองโครโมโ,๔มจาก A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  1 - 1 ชน'าค 3 .4  kb 

( ..I. . . . ;เ ทแทรกในตำแหน่งชอง H in d i II ชองลี เอ็นเอพาหะ PÜC18 ส่วน 

กี ่ เหลีอลีอ ลี เอ็นเอพาหะ pUBHO ทแกรกในตำแหน่งชอง EcoRI ชอง 

ลี เอ็นเอพาหะpUCie ; ตำแหน่งชอง r e s t r i c t i o n  s i t e  กำหนดดังนํ้  

A ( A v a i l ) ,  B ( B g l I ) ,  D ( D d e l ) ,  E (EcoRI) ,  H ( H i n d l I I ) ,  N 

( N e i l ) ,  P ( P s t I ) ,  ร ( S a u l ) ,  และ X (Xhol) ลามลำดับ (Schmid

และดทเะ, 1988)
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รปท่ี6 R e s t r i c t i o n  map ปีองรีรอมบแนนทนลาส์มต pCS8 ร่งประกอบร้วปีสิน

ตเอนเอปีองโรรโมโชมจาก A l k a l o p h i l i c  B a c i l l u s  sp .  s t r a i n  No. 

38-2 ปีนาต 5 .3  kb ( —— ■ — ) และไร้แส์รงกงบรี เวก!ที ่ถอรรหัร์ทห้

เอนไชม p-CGTase (—— ) ส์ร้างโตฮ Kaneko และรก!ะ (1988)
na

mi
n' 

/S
aบ

ใA
T
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รปท่ี 7 เปร1รบเทรบ3นาค และ r e s t i c t i o n  s i t e s  ชองดี เอ็นเอชองโตรโมโชม 

จาก B a c i l l u s  sp.  s t r a i n  N o .38-2 (i -เ) ทแทรกในดี เอนเอพาหะ 

pBR322 ( E .  c o l i  plasmid;  รู ่งประกอบดัวรรออมนิแนนฑพลาส'มิค

PTUE202 (a) และ PÎUE217 (b) และที ่แทรกานดี เอ็นเอพาหะ pUBUO

( B .  s u b t i l i s  p l a s m i d ; ____ ) โ?งประกอบล้ารรตอมบิแนนฑพลาส์มิค

PTUB703 ( C) และ PTUB766 (d) ตำแหน่งชอง r e s t r i c t i o n  s i t e

กำหนดดังน์ E ( EcoRI ) ,  H c Hind.1 I I ) ,  B (BamHI), Bg ( Bg I I I )

และ ร ( S a i l )  ตามลำดับ (Kimura และคณะ, 1987)
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รปท่ี 8 R e s t r ic t io n  map ปีองรีคอมบแนนฑพลาส์มิค pUCPl ฐ่งประกอบค้ารมิน

ดเอ็นเอปีองโครโมโชมลาก A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  sp . s t r a i n  No. 

17-1 ปีนาค 5.5 kb ( I NI -  ) และไค้แส์คงกงบรีเวณท่ีถอครหัร์ทห้

เอนไชมิ 0-CGTase (.■ ■ ■ ) ชรางโคฮ Kaneko และคณะ ( 1989)
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รุปท่ี 9 R e s t r ic t io n  map ปีฮงริน«เอ็นเอปีองโครโมโชมจาก B a c i l l u s

c i r c u i a n s  s t r a i n  No. 8 ปีองริคอมบิแนนท่ีพลาส์มค PBC22 ร่งแทรก

ในตำแหน่ง S a li  ปีอง«เอ็นเอพาหะ PTZ18R และไค้แส์คงถงบริเวณท่ีทอค 

รหัชให้ s ig n a l  p e p tid  (| . . . j ) และ เอนไชม 0-CGTase ( c o s )  ; 

ตำแหน่งปีอง r e s t r i c t i o n  s i t e  กาหน««•งน้ํ A (A ccI), H(H in d iI I ) ,  

ร (S a i l )  และ X (X bal) ตามลำคับ (N itsch ke  และคณะ, 1990)
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0.15

0.05

รปท่ี10 R e s t r ic t io n  map ปีองรืคอมบแนนฑพลาโ(MR pMT2 ร่งประกอบด้วรรัน

ลีเอ็นเอปีองโครโมโชมจาก B .  s u b t i l i s  No. 313 ปีนาค 2 .8  kb (m m )

ท่ีแทรกอย่ในตำแหน่ง BamHI/Sau3AI ปีองลีเอ็นเอพาหะ PBR322 (-------)

ตำแหน่งปีอง r e s t r i c t i o n  s i t e s  กำหนคดังน้ํ A I(A atl) , A ll 

( A a t l l ) ,  B(BamHI), E(EcoRI), H c (H in c II) , H d (H in d lll) ,  

P s ( P s t l ) ,  P v (P v u II) , SI I ( S a c I I ) และ B/S(BamHI/Sau3AI) 

ตามล่า’าคับ (Kato และ H o rik o sh i, 1986)
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ตารางท 9 เปรฮบเทีรบปริมาทiปีองเอนไชม CGTase ท่ีผลตไต้จาก tf i ld - ty p e  คอ

K l e b s i e l l a  o x y t o c a  (a-CGTase) และ: A lk a lo p h i l ic  B a c i l l u s  

1 - 1  ( e-CGTase) กับรีคอมบิแนนฑโคลนท่ีใช้’ E .  c o l i  และ B .  s u b t i l i s  

เป็นเชลลเจ้าเรีอน (Schmid, 1989)

Y ie ld  (mg p ro te in  / I  fe rm e n ta tio n  b ro th )

Recombinant Recombinant

Enzyme W ild-ty p e E. c o l i B. s u b t i l i s

a-CGTase 18-20 400-500 800-1000

p-CGTase 20-22 400-500 6000-7000
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B a c i l l u s  sp . s t r a i n  N o.38-2 (ATCC21783) สิงค้นพบโตร Yamamoto และตท!ะ 

(Yamamoto และคท!ะ, 1972) เพราะแบคทัเริรชนิดนํ้สำมารทสํร้างเอนไชม p-CGTase 

กี่เสํทฮรและสำมารถทำงานไค้คีกี่ a lk a l in e  pH (Nakamura และ H o rik o sh i, 1976) 

ในนิดสํ.1987 Kaneko และตท!ะ ไค้โดลนริน p-CGTase จาก A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  

sp . s t r a i n  No. 38-2 สิงต่อมาในนิดสํ.1991 G eorganta และคท!ะ ไค้นำมาสืกษาต่อ 

โตฮการนำรินไปตัลต่อเอ้ากับ t a c  prom otorTน e x p re ss io n  v e c to r  สำหรับ E .  c o l i  

และ s h u t t l e  v e c to r  สิงสำมารถใช้เป็นตเอ็นเอพาหะไค้สำหรับทัง E .  c o l i  และ B .  

s u b t i l i s  ในการทตลองดรั้งนํ้พบว่าเมอใช้ B .  s u b t i l i s  เป็นเชลลเจ้าIร้อนสำหรับ 

s h u t t l e  v e c to r  จะพบแอดติวค้aองเอน า ชม p-CGTase น้อรมากแต่ถ้าใช้ E .  c o l i  

เป็นเชลลเจ้าเร้อนสำหรับ e x p re ss io n  v e c to r  ก่ีม t a c  prom otor จะไค้แอดติริตีปีอง 

เอน า ชม p-CGTase สํงมาก นอกจากน้ํรังไค้สืกษาถ้งบริเวท!ก่ีอร่ปีองเอนไชมว่าอร่สํวนไหน 

ปีองเชลลั่ค้วรผลแสํตงในตารางกี่ 10 สิงสํรุปไค้ว่าใน A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  sp . 

N o.38-2 เอน า ชม CGT as e จะหล่ังออกมาอยู่นอกเชลล่ัท้ังหมค ในปีทเะกี่เชลลเจ้าเริอน  E .  

c o l i  ก่ีไค้รับ e x p re ss io n  p lasm id  จะหล่ังเอนไชม CGTase ออกมานอกเชลล่ัประมาท! 

70 เปอร้เชนต่ ต่อมาในนิ ค๙. 1992 Paloheim o และคท!ะ กาค้นำ CGTase gene จาก 

B a c i l l u s  ส์ารพันธุตังกล่าวมาตักษาต่ออกดร้ัง เพราะค้องการพั«นาเพฮนำไปใช้ในระบบ 

อุตสำหกรรม โตรเล่อกกี่จะใช้ B .  s u b t i l i s  เป ็นเชลลั่เจ ้าเร ิอนเพราะว่า B .  s u b t i l i s  

สำมารถสํร้างโปรตนในปริมาท!มาก และสำมารถหลั่งออกนอกเชลลั่าค้ (V asantha และ 

Thompson, 1986 ; s ib ak o v , 1986) Paloheim o และดท!ะ จ้งไค้นำ p-CGTase 

gene มาลัตต่อเอ้ากับ prom otor ปีอง a-am ylase  จาก B .  a s s y l o l i q u e f a c i a n s  

แล้วนำส์งเอ้าไปใน B .  s u b t i l i s  พบว่าไค้ปริมาท!ปิองเอนไชม CGTase เพมอ้ํน 14 

และ 33 เท่าใน shake f l a s k  และในกังหมัก (fe rm en to r) ตามลำตับ เมอเทัรบกับ 

p a r e n ta l  s t r a i n  ดอ A lk a lo p h i l ic  B a c i l l u s  sp . N o.38-2
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ดารางที่ 10 แส์ดงปริมาณปีอง!.อนไชม p-CGTase จาก A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  sp . 

N o.38-2 ในบริเวณต่างๆปีองเชลลเจ้าเรอน (h o s t c e l l )  ฟ้นิดต่าง  ๆ

(G eorganta และคณะ, 1991)

S tra in s

CGTase a c t i v i t y ( u /m l)

in t-ra

c e l l u l a r

p e r i

p lasm ic

e x tr a

c e l l u l a r

t o t a l

A lk a lo p h ilic 0 0 300 300

B a c i l l u s  N o.38-2 (0%) (0%) (100%) (100%)

E .  c o l i  HB101 w ith 90 150 15 255

c lo n in g  vector-CG Tase (35%) (59%) (6%) (100%)

E .  c o l i  HB101 u i th 50 100 350 500

e x p re ss io n  vector-CG Tase (10%) (20%) (70%) (100%)

B .  s u M i l i s  w ith  

s h u t t l e  vector-CG Tase

<0.1 - <0.1 <0.1

I \ ฯ'I  A ใ  A  ° \ <1
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งานวัจัฮนํ้มีเป้าหมายที่จะโคลน CGTase gene จาก B a c i l l u s  \ 11 โตรใช้ 

ระบบ H o s t-v e c to r  ปีอง E .  c o l i  และสืกษา r e s t r i c t i o n  map ปีอง CGTase gene 

เนอเป็นพนฐานน่าไปล่การสิกษาffรรมปี'าตปีองรนต่อ'ไป ธ้อมลท่ีไต้จะนำมาใ๙ในการปรับปรุง 

พพนาประลิฑรภาพในการผลิตไชโคลเตรกชทรนต่อไป ทังแประเทศไทยร่งกาลังจะเป็นประเทศ 

ดุตศาหกรรมใหม่และมัผลผลิตทางการเกษตร เช่น แป้งมันล่าปะหลัง, แป้งอ้าวจ้าว, แป้ง 

อ้าวเหนยว และ แป้งอ้าวโพต เป็นต้น ท่ีใช้เป็นวัดทดบไต้อร่างคล่าหรับการผลิต CDs และ 

รังเป็นการเพิ่มดุลเด่าทางเศรษฐกจ (v a lu e  added) ต้วธ คาดว่าจะเป็นประโยชนต่อการ 
พัพนาเศรษฐกจปีองประเทศไทยต่อไปในอนาคต
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