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ป็การด ิกษา 2 5 2 9

บทคัดย์อ

จ า กก า รด ิก ษา สภา วะ ท ี ่ เห มา ะส มสา หร ับ กา รส ร ้ าง  3CC»15p-di h y d r o x y  - 5 p -

c h o l a n i c  a c i d  (3(X,15p-DHC)  จ า ก ก ร ด ล ิ โ ท โ ค ล ิๆ โ ด ย  เข้อ A b s i d i a  s p .  BA 16

โน ข วด แก ้ว ทร งก รวย พ บวำ อา หา ร  เ ล ย ง  เข้อที ่  เหมาะสมสาหร ับการ เล ย ง  เข้อ เพี ่อสร้ าง 

ผลิตภัณก้ด ิออาหารเลยงเข ้อที ่ประกอบด้วยแป้งม ันสาปะหลิงปร ิมาณ 4 0  กร ัม/ล ิตร  เข้นแหล,ง 

คาร ์บอนและโชเด ิยมไนเตรทปร ึมาถ!  5 กร ัม/ล ิตร เข ้นนหล ่งไนโตรเจน เย ึ ๋ อด ิกษาสภาวะ

ท ี ่ เหมาะสมสาหร ับการ เจริญฃอง เข้อพบว่ า อ ุณหภูม ิท ี ่ เหมาะสมสาหร ับการเจร ิญเม ึ ๋อ เลยง  

เ ข ้อ ใน อ า ห า ร  เหลวสาหรับการสร้ างผลิตภัณข้ดิอที ่อุณหภูมิ  3 0 ° ช .  ส,วนอุณหภูมิที ่ เหมาะสม 

สาหร ับการสร ้ างผล ิตภ ัฌข้อภ ูระหว่ าง 3 0 ° - 4 5 ° ช .  ความ เข ้นกรดด่ างท ี ่ เหมาะสมสาหร ับ  

การสร ้ างผล ิตภ ัณข ้ เม ึ ๋ อด ิกษาโดยใช ้ เซลระยะพ ักค ็อท ี ่พ ี เอช 8 . 5  และต ัวทาละลายอ ินทร ึย ์  

ที ่ชวย เพี ่มประล ิทธิภาพในการสร้ างผล ิตภัณข้ที ่ เหมาะสมที ่ส ุดค็อไดออกเชนในปริมาณ 

ร ้อยละ 1 (ป ร ิบ า ด ร /ป ร ิม า ด ร )

หมักพบวา เข ้อส าม ารถ เจร ิญได้ด ิ ในการหมักที ่ควบสุมสภาวะความ เข้นกรดด่างที ่พี  เอช  6 . 0 -  

8 . 0  การหม ักโดยไม,ควบสุมความ เข ้นกรดด ่ าง เข้อจ ะสามารถเจร ิญได ้ด ิ ใกล ้ เค ็ยงก ับการหม ัก  

โดยการควบค ุมความเข ้นกรดด ่ างท ี ่พ ี  เอช  8 . 0  แต ่ปร ิมาณเซลจะด ่ ากว ่ าโดยด ิด เข ้นร ้อยละ 89  

ของการหม ักโดยการควบส ุมความเข ้นกรดต ่ างท ี ่พ ี เอช  8 . 0  ส,วนการหมักโดยการควบค ุม  

ความเข ้นกรดต่ างท ี ่พ ี  เอช 8 . 5  ก า ร เ จ ร ิญ ข อ ง I  ข้อจ ะด ่ า โดยค ิดเข ้นร ้อยละ 3 8  ข อ ง ก า ร เจ ร ิญ  
ในการห ม ัก โดยก ารคว บค ุมคว าม เข้นกรดคางที ่พี  เอช 8 . 0  จ า ก ก า ร  เปรึยม เท ิยบการสรางผล ิตก ัณท

ลาหร ับการ  เจร ิญและภารสร ้ างผล ิตภ ัณข้ของเข ้อ A b s i d i a  s p .  BA 16 ในก ั ง



ระหว ่ างกา รห ม ัก โดย การ คว บค ุมคว าม เป ็นกรดด่ างที ่พ ี เอช 8 e 0 และการหม ักโดยไม ่ควบค ุม  

ความ เป ็นกรดด่ างพบว่ า การหม ักโดยไม ่ควบค ุมความ เป ็นกรดด ่ างม ีแนวโน ้มว ่ าสามารถทาให ้สร ้ าง  

ผลิตภ ัฌห้ส ู งกว ่ าการหมักโดยการควบคุมความเป็นกรดด่ างที ๋พี  เอช 8 . 0  ประมาณร ้อยละ 8 แด่จะ 

ให้ผลิตภัณฑ์สู งสูดช้ ากว่ าประมาณ 12  ชม.

ในการหม ักโดยไม ่ควบค ุมความ เป ็นกรดด ่ าง, เละไม ่ เต ิม LCA ระหว ่ างการหม ักพบว ่ า  

สามารถสร้ างผลิตภัฌห้ ไห้  0 . 5 4  กร ัม /ล ิตร (ค ิดเป ็นร ้อยละ 5 4  ของปร ิมาณ LCA) ใ น ช ม .

ท๋ี 6 6 - 7 8  ของการหม ัก เมึ ๋ อเติม LCA ปริมาณ 0 . 8 0 ก ร ัม / ล ิต ร  ลงไปในสงหม ักในชม.ท ี ๋  5 6  

ของการหมักพบว ่ า สามารถสร้ างผลิตภัณฑ์ไห้สู งสูด 1 ,2 0 ก ร ัม / ล ิต ร  (ค ิดเป ็นร ้อยละ 65  ของ  

ปริมาณ LCA) ใ น ช ม .  ท๋ึ 9 0  ของการหม ัก ก า ร เต ิม  LCA ปริมาณ 1 . 2  กร ัม/ล ิตร  ร่วมกับ 

ไดออกเซนปร ิมาณร ้อยละ 1 (ป ร ิม า ต ร /ป ร ิมา ตร )  ใน ช ม .  ท่ี 56  ข องการหม ักทาให ้ส ร ้ าง  

ผลิตภัณฑ์สูงสูดไห้  1 . 8 0  กร ัม /ล ิตร (ค ิดเป ็นร ้อยละ 82  ของปริมาณ LCA) ใน ช ม .  ท่ี 7 8 - 9 6  

ของการหม ัก แ ล ะ ก า ร เ ต ิม  LCA ในระหว ่ างการหม ัก  3 ครั ้ ง โดยครั ้ งที ่  1 เติม LCA ปริมาณ 

1 . 2 2  กร ัม/ล ิตร ร ่ วมก ับไดออกเซนปร ิมาณร ้อยละ 1 (ป ร ิมา ตร /ปร ิมา ตร)  ใ น ช ม .  ท่ี 5 6  

ของการหม ัก ส’วนครั ้ งที ่  2 และ 3 เติม LCA ปร ิมาณ 1 . 0 1  และ 1 , 4 6  กร ัม /ล ิตร ใน ช ม .

ท่ี 72  และ  8 4  ของการหมัทตามลาด ับ สามารถสร้ างผลิตภัณฑ์สู งสูดไห้  2 , 8 7  กร ัม/ล ิตร  

(ค ิดเป ็นร ้อยละ 62  ของปร ิมาณ LCA) ใน ช ม .  ท่ี 80  ของการหมัก อม ่ า งไรก ็ตามห ล ังจาก  

ช ม .  ท่ี 9 0  ของการหมักพบว่ าปร ิมาณของผลิตภัณฑ์ลดลงอย่ างรวดเร ็วและตรวจพบว่ ามีผล ิตภัณฑ์  

อึ ๋นเก ิดขึ ้นในซม. ท่ี 9 6  ของการหม ัก

จากก ารค ิกษ าทา งอ '4กรมว ิธานของ เขึ ้อ Ab s i  d i  a s p .  BA 16  พบว่ามีลักษณะ 

ใก ล ้ เ ค ิยงภ ับ เข ึ ้ อ  A b s i d i a  c o r y m b i f e r a  I FO 4 0 0 9  และ A b s i d i a  b u t !  e r i  

( G o n g r c m e l l a  b u t l e r i ) IFO 8 0 8 0  แด่ก ็ม ีล ักษณะบางประการแตกด่ างก ัน เซ่น ลักษณะ 

ของอับสปอร์  ขนาดและร ูปร ่ างของสปอร ์  เป็นต้น จ ึ งคาดว ่ า  A b s i d i a  s p . BA 16 อาจ เป ็น  

เข ึ ้ อ ร า ช น ิด ใ ห ม ่ ใ น ส ค ุล " A b s i d i a "



T h e s i s  T i t l e Th e  Optimum C o n d i t i o n s  f o r  t h e  H y d r o x y l a t i o n  o f  

L i t h o c h o l i c  A c i d  by  A b s i d i a  s p .  BA 16

Name

T h e s i s  A d v i s o r s

D e p a r t m e n t  

A c a d e m i c  Y e a r

M i s s  S u n u n t a  C a j e s a n u n

A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  N o l i n e  N i l u b o l  P h . D .

A s s o c i a t e  P r o f e s s o r  S o n g s r i  K u l p r e c h a  P h . D .

M i c r o b i o l o g y

1 9 8 6

A b s t r a c t

Th e  o p t i m u m ; c o n d i t i o n s  f o r  t h e  h y d r o x y l a t i o n  o f  LCA t o  30£,

1 5p -  d i h y d r o x y  -  5{3 -  c h o l a n i c  a c i d  (30C, '5P-DH C)  by  A b s i d i a  s p .  BA 16  

w e r e  d e t e r m i n e d .  Th e  m edium c o n t a i n i n g  4 0  g / 1  c a s a v a  s t a r c h  an d  5 g / l  

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

T h e  o p t i m u m  t e m p e r a t u r e  f o r  t h e  c e l l  g r o w t h  wa s  3 0 ° c  w h i l e  t h e  o p t i m u m  

t e m p e r a t u r e  f o r  t h e  h y d r o x y l a t i o n  wa s  i n  t h e  r a n g e  o f  3 0 °  -  4 5 ° c .

Th e  maximum a c t i v i t y  o f  1 5 p  -  h y d r o x y l a t i o n  by  r e s t i n g  c e l l s  w a s  a t  

pH 8 . 5 .  D i o x a n e  w a s  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  s o l v e n t  w i t h  t h e  

o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  1% ( v / v )  f o r  e n h a n c i n g  1 5 - p  h y d r o x y l a t i o n .

When A b s i d i a  s p .  BA 16 w a s  c u l t i v a t e d  i n  a 5 -  L f e r m e n t o r ,  t h e  

o p t i m u m  pH f o r  t h e  c e l l  g r o w t h  w a s  i n  t h e  r a n g e  o f  6 . 0  -  8 . 0  w h i l e  a t  

pH 8 . 5  t h e  c e l l  g r o w t h  wa s  r e d u c e d  t o  38%1 C u l t i v a t i o n  u n d e r  u n c o n t r o l l e d  

pH y i e l d e d  a p p r o x i m a t e l y  89% o f  t h e  c e l l  m a s s  a s  c o m p a r e d  t o  t h a t  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  c u l t i v a t i o n  a t  pH 8 . 0  b u t  t h e  a m o u n t  o f  t h e  p r o d u c t  

w a s  a b o u t  8% h i g h e r .  H o w e v e r ,  t h e  p r o d u c t  f o r m a t i o n  r e a c h e d  t h e  

maximum a b o u t  1 2  h o u r s  s l o w e r  t h a n  t h a t  f~om t h e  c o n t r o l l e d  pH.



A t t h e  o p t i m u m  c o n d i t i o n s ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  3ÛÇ, 15  p-DHC in  a j a r  

f e r m e n t o r  y i e l d e d  0 . 5 4  g / l  (54% c o n v e r s i o n )  a t  5 5  -  7 2  h o u r  o f  

c u l t i v a t i o n .  F e e d i n g  o f  LCA ( 0 . 8  g / l )  t o  t h e  c u l t u r e  medium a t  55  

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

0 . 5 4  g / l  t o  1 . 2 0  g / l  a t  9 0  h o u r  o f  c u l t i v a t i o n  (65% c o n v e r s i o n ) .

When LCA ( ไ . 2 0  g / l )  was  a d d e d  w i t h  1% d i c x a n e  ( v / v )  a t  56 h o u r  o f  

c u l t i v a t i o n , t h e  p r o d u c t  f o r m a t i o n  was  e n h a n c e d  t o  1 . 8 0  g / l  (82% 

c o n v e r s i o n )  d u r i n g  7 8  -  9 6  h o u r  o f  c u l t i v a t i o n .  I f  LCA was  f u r t h e r  

a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  medium a t  7 2  h o u r  ( ไ . 01 g / l )  and 8 4  h o u r  ( 1 . 4 6  g / l )  

a f t e r  t h e  f i r s t  a d d i t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i o x a n e ,  t h e  p r o d u c t  

i n c r e a s e d  t o  2 . 8 7  g / l  (62% c o n v e r s i o n )  a t  9 0  h o u r .  H o w e v e r ,  t h e  s h a r p  

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

o b s e r v e d  a t  9 6  h o u r  o f  c u l t i v a t i o n .

T h e  m o r p h o l o g i c a l  an d  c u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  A b s i d i a  s p .
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T h o ug h s o m e m o r p h o l o g i c a l  an d  c u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  s t r a i n  BA 16  

w e r e  r e s e m b l e d  t o  t h e s e  r e f e r e n c e  s t r a i n s , o t h e r  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r i s t i c s  

w e r e  a l s o  o b s e r v e d .  T h e r e f o r e  A b s i d i a  s p .  BA 16 m i g h t  b e  a new s p e c i e s  

o f  t h e  g e n u s  " A b s i d i a " .
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ก ั ง ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  ท ี ่ พ ี เ อ ช  6 . 0  7 . 0  8 . 0  แ ล ะ  8 . 5  เ ม ื ่ อ เ ส ื อ ม ิ อ า ย ุ

s o  ช ม .............................................................................................................. 0 .  4 4

1 1 .  เ ป ร ี ย บ  เ ท ี ย บ ร ู ป แ บ บ ก า ร เ จ ร ิ ญ ข อ ง  เ ส ื อ  A b s i d i a  s p .  B A  ใ 6 โ น ก ั ง ห ม ั ก  

ข น า ด  5  ล ิ ต ร  ท ี ่ ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ด ่ า ง ท ี ่ พ ี เ อ ช  8 . 0  แ ล ะ ไ ม ่ ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม

. . .  เ ป ็ น ก ร ด ต ่ า ง  แ ล ะ ร ู ป แ บ บ ข อ ง ก า ร เ ป ล ี ่ ย น แ ป ล ง ค ่ า ท ี  เ อ ช ร ะ ห ว ่ า ง ก า ร ห ม ั ก

ใ น ก า ร ท ด ล อ ง ท ี ่ ไ บ ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ต ่ า ง .  . . . . . . . . . .  4 5



ท

ห น ้ า

1 2 .  ก า ร ส ร ้ า ง  3 C Ç , 1 5 p - D H C  จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6 ใ น ถ ั ง

ห ม ั ด ข น า ด  5  ล ิ ต ร  โ ด ย ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ต ่ า ง ท ี ่ พ ี เ อ ช  8 . 0  .  .  .  .  4 7

1 3 .  ก า ร ส ร ้ า ง  3 OC, 1 5 p —DHC จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6  ใ น ถ ั ง

ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  โ ด ย ไ ม ’ ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ต ่ า ง .  . . . . . . .  4 8

1 4 .  ก า ร ส ร ้ า ง  3 ( X , 1 5 p - D H C  จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6 ใ น ถ ั ง  

ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  โ ด ย ไ ม ' ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ด ่ า ง  แ ล ะ เ ต ิ ม  L C A  ใ น ช ม ,

ที่  5 6  ข อ ง ก า ร ห ม ั ก  .................................................................................  . . . . . . .  5 0

1 5 .  ก า ร ส ร ้ า ง  30C,  1 5 p ~ D H C  จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6  ใ น ถ ั ง  

ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  โ ด ย ไ ม , ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ด ่ า ง  โ ด ย  เ ต ิ ม  L C A  ร, ว ม ก ั บ

ไ ค อ อ ก เ ช น ใ น ช ม .  ที ่  5 6  ข อ ง ก า ร ห ม ั ก  ................................................................................  5 2

1 6 .  ก า ร ส ร ้ า ง  3 û £ , 1 5 p - D H C  จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6 * 1 น ง  

ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  ท ี ่ ค ว บ ด ุ ม ค ว า ม  เ ป ็ น ก ร ด ด ่ า ง ท ี ่ พ ี เ อ ช  8 . 0  โ ด ย เ ต ิ ม  L C A

ร ่ ว ม ก ั บ ไ ด อ อ ก เ ช น ใ น ช ม .  ที่  5 6  ข อ ง ก า ร ห ม ั ก ...........................................................  5 3

1 7 .  ก า ร ส ร ้ า ง  30C,  1 5 p —DHC จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6 ใ น ถ ั ง  

ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  โ ด ย ไ ม ่ ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ด ด ่ า ง  แ ล ะ เ ต ิ ม  L C A  ร ่ ว ม ก ั บ

ไ ด อ อ ก เ ซ น ใ น ช ม .  ที่  5 6  เ ต ิ ม  L C A  อ ี ก ค ร ั ้ ง ห น ึ ๋ ง ใ น ซ ม .  ที่  7 2  ข อ ง ก า ร ห ม ั ก  5 5

1 8 .  ก า ร ส ร ้ า ง  3 û C , 1 5 p - D H C  จ า ก  L C A  โ ด ย  A b s i d i a  s p .  B A  1 6 ใ น ถ ั ง

ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  โ ด ย ไ ม ่ ค ว บ ค ุ ม ค ว า ม  เ ป ็ น ก ร ด ด ่ า ง  เ ต ิ ม  L C A  ร ่ ว ม ก ั บ  

ไ ด อ อ ก เ ช น ใ น ซ ม ,  ที่  5 6  แ ล ะ เ ต ิ ม  L C A  อ ี ก  2  ค ร ั ้ ง  ใ น ช ม .  ที่  7 2

สารบ ัญ ร ูปกราฟ(ต ่อ)

แ ล ะ  8 4  ข อ ง ก า ร ห ม ั ก 5 7



พ

ค า ย , อ

L C A

CA

C D C A

U D C A

D CA

3 OC 5 1 5 P - D H C  =

DMF

DMSO

H F I P

ก ร ด ล ิ โ ท โ ค ล ิ ก  ( l i t h o c h o l i c  a c i d )

ก ร ด โ ค ล ิ ก  ( c h o l i c  a c i d )

ก ร ด ค ี โ น ด ี อ อ ก ซ โ ค ล ิ ก  ( c h e n o d e o x y c h o l  i c  a c i d )

ก ร ด ค ู โ ช ด ี อ อ ก ส ิ โ ค ล ิ ก ( u r s o d e o x y c h o l i c  a c i d )

ก ร ด ด ี อ อ ก ส ิ โ ค ล ิ ก  ( d e o x y c h o l i c  a c i d )

3 0 C 5 1 5 | 3  d i  h y d r o x y - 5 | 3 - c h o l  a n i c  a c i d  

ไ ด  เ ม ท ิ ล ฟ อ ร ์ ม า ร ด  ( d i m e t h y l f o ^ m a m i d e )

ไ ด  เ ม ท ิ ล ส ิ ล ฟ อ ก ไ ซ ด ์  ( d i  m e t h y l ร น ไ f o x i d e )

เ อ ก ซ ะ ฟ ล ู อ อ ไ ร ไ อ โ ซ โ พ ร พ า น อ ล  ( 1 , 1 , 1 , 3 , 3 - h e x a f l u o r o

- 2 -  p r o p a n o l  )

T F A  =  ก ร ด ไ ต ร ฟ ล ู อ อ ไ ร อ ะ ส ิ ด ิ ก  แ อ น ไ อ ด ร า ย ด ์  ( t r i f l u o r o a c e t i c

a c i d  a n h y d r i d e )

° ช .  =  อ ง ศ า  เ ซ ล เ ส ิ ย ส

ม ล .

ช ม .

ม ก .

ก ก .

ซ ม .

ม .

น . น .

— ม ล ล ล ต ‘ร 

=  ' ส ์ ว โ ม ง  

= ม ิ ล ล ิ ก ร ั ม  

a  ก ิ โ ล ก ร ั ม  

= เ ซ น ต ิ  เ ม ต ร  

=  เ ม ต ร  

=  น า ห น ั ก
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