
บทท่ี 2

อุปกรณ เคมีภัณท และวิธีการทลลอง

อุปกรai
1. เดรี่องเจอ ่า (S h a k e r) รุ่น G-10 แบบ R otary  ปีองบริษัท New Brunswick 

S c i e n t i f i c  Co. ประเทฟ้ส์หรัฐอเมริกา
2. เคร่ีอง'ฮ่นเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ (R e f r ig e ra te d  C e n tr ifu g e )  รุ่น F2-21 

โตอใธี R o ter แบบ FA-14 ปีองบริษัท Beckman ประเทฟ้๙หรัฐอเมริกา
3. เครี่องปีนเหวี่ฮง (M ic ro c e n tr ifu g e ) รุ่น KM-15200 ธองบริษัท Kubota 

ประเทฟ้ฟ้หรัฐอเมริกา
4. เครองวัดร่าการตูดกลนแฟ้ง (S p ec tro p h o to m ete r) รุ่น S p e c tro n ic  

21 ปีองบริษัท Bausch &. Lomb ประเทฟ้ฟ้หรัฐอเมริกา
5. เครองวัดค่านเอปี (pH m eter) รุ่น d> 70 ปีองบริษัท Beckman ประเท#

ฟ้หรัฐอเมริกา
6. อ่างปรับอุณหภูมิ (W ater b a th ) รุ่น ¥760 ปีองบริษัท Memmert ประเท#

เออรมันน

เคมีภัฒๆ
1. ฟ้ารประกอบดีบุกอินทรอและฟ้ารท่ารา

1 .1  ฟ้ารประกอบดีบุกอินฑริฮ
- ฟ้ารประกอบดีบุกอินทริฮจากภาควิชาเคมี คณะวิทอาฟ้าฟ้ลร จุฟ้าลงกรณ 

มหาวิทยาล้อ ไค้แก่
ทิฟ้ไตรทิวทิลทินออกไชด (ทิบทิโอ) ( B i s t r i b u ty l t in o x id e ;  T .B .T .O .) 
ไตรทิวทิลทินอะธีเตต ( T r ib u ty l t i n  a c e ta te )
ไตรเฟ้นิลทินอะ5 เตต (T r ip h e n y lt in  a c e ta te )
ไตรทิวทิลทินมีเทนษัลป็เนต ( T r ib u ty l t in  m e th a n e s u lf in a te )
ไตรทิวทิลทินมีเทนรํ?ลโฟ่เนต ( T r ib u ty l t in  m e th an esu lfo n a te )
ไตรทิวทิลทินฟ้ลูออไรด ( T r ib u ty l t in  f lu o r id e )

- ฟ้ารประกอบดีบุกอินทริอปีองบริษัท Acima Chemical I n d u s t r i e s  L td . In c . 
ประเฑฟ้ฟ้วิตเชอรแลนดี ไค้แก่

เมทาทิน 70-40 (ทบทิโอ) (M eta tin  70-40; T .B .T .O ;)
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เมท,าทิน 58-10 /101 (M eta tin  58-10/101)
เมทาทิน 76-38 (ฑบีทิเอป) (M eta tin  76-38; T .B .T .F .)

1 .2  สำรฆ่ารา
- สำรฆ่ารา ปิองบริษัท Merck &. C o ., I n c .ประเทสํสํหรัฐอเมริกา ได้แก่ 

เทตทาเมอร 38 'พาวดเดอร (Tektam er 38 Poifder)
เมลาโชล ท ิเค -!00 (M etasol TK-100)

ส์ตรโครงสํร้างและเปอรเช็นต a c t iv e  in g ra d ie n t  แสํดงลังตารางท 6

เคมภัฒาสำพรับ 2 3 4
2. อาพารเล ํ้a งแ อ

กลูโคสํ (G lucose) ปีองบริษัท D ifco  L a b o ra to r ie s  ประเทสํสํหรัฐอเมริกา 
โนลัเปปโตน (P o lypep tone) ปิองบริษัท D ifco  L a b o ra to r ie  ประเทสํส์หรัฐอเมริกา 
ผงสํกัลรสํต (Y east e n t r a c t )  ปีองบริษัท D ifco L a b o ra to r ie s  ประเทคสํ)1 รัฐอเมริก 
แอลปา-เชลลโลสํ ( a - c e l lu lo s e  f i b e r ,  99.5% p ure) ปีองบริษัท sigm a 

ประเทสํสํหรัฐอเมริกา
คารบอก? เมทธิลเชลลโลสํ ( Carboxym ethyl C e llu lo se ,so d iu m  s a l t ,

Low v is c o s i ty )  ปีองบริษัท sigma ประเทสํสํหรัฐอเมริกา
3. เคมภัทเทิสำหรับตรวจสํอบแอคติวติจองเอนไชม

เอน'ไชมเชลลเลสํ (C e llu la s e )  จาก Trichoderma. r e e s e i
และเอนไชมบีตา-กลูโค?เลสํ จาก A sp e rg illu s  n ig e r  ปีองบริษัท Novo 
I n d u s t r ie s  ประเฑสํเดนมารค

แอลปา-เชลลโลสํ ( a - c e l lu lo s e  f i b e r ,  99.5% pure) ปีองบริษัท sigma 
ประเทสํสํหรัฐอเมริกา

คารบอก?เมทธลเชลลโลสํ (Carboxym ethyl C e llu lo se ,so d iu m
s a l t ,  Low v is c o s i ty )  ปีองบริษัท sigma ประเทสํสํหรัฐอเมริกา 

อะวเชล ( A v ic e l ,C r y s ta l l in e  C e llu lo se )  ปิองบริษัท sigma ประเทสํสํหรัฐอเมริก 
แอ'โร§ล -200 (A e ro s il-2 0 0 ) ปีองบริษัท sigm a ประเทสํสํหรัฐอเมริกา 
ชาสิ?น (S a l ic in )  ปีองบริษัท sigm a ประเทสํสํหรัฐอเมริกา

4. เคมภัทรทิสำหรับวเคราะหปริมาทเนาตาลริติว^
กรดไคไน'โตรชาสิไชลก ( 3 ,5 - d i n i t r o - s a l i c y l i c  a c id ) ปีองบริษัท 

F luka AG Buchs ประเฑสํสํวตเชอรแลนล 
โชเตอม?ลไฟ่ล (S o d iu m su lf ite )  ปีองบริษัท M a llin c k ro u t In c .

ประเทสํสํหรัฐอเมริกา
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โปลัปเมัฮมโชเสียมตาริเลรต (Potassium Sodium ta r tr a te )  อองบริษัท 
Fluka, AG Buch ประเทปปริตเชอรแลนดี

โชเดีฮมไฮดรอกไชดี (Sodium hydroxide) ปีองบริษัท E.Merck ประเทปเยอรมันนี
5. เคมัภัทเทแา»รับริเคราะ»กลุโคชามัน

กลโคชามันไฮโดรคลอไรล (Glucosamine hydrochloride) ปีองบริษัท sigma 
ประเทปป»รัฐอเมริกา

อะเชทิลอะมัโตน (A cetyl acetone) ปิองบริษัท Fluka FG Buchs 
ประเทปปริตเชอรแลนดี

ไดเมธิลอะมัโนเบนษัลดีไฮล ( 4-dimethylamino benzaldehyde) ปีองบริษัท 
Fluka AG Buchs ประเทปปริตเชอรแลนดี

เอธานอล (A bsolute Ethanal) ออบริษัท E .Merck ประเทปเยอรมันน
โชเดียมคารบอเนต (Sodium carbonate) ปีฮงบริษัท E .Merck ประเทปเยอรมันน
กรดไฮโลรคลอริก (H ydrochloric acid) ปีองบริษัท BDH Laboratory 

Chemicals Ltd. ประเทปอังกฤษ
6. ปารดีเทอ?เจนท (D etergent)

ทวน 80 (Tween 80) ปีองบริษัท E .Merck ประเทปเฮอรมันนี
ไตรตอน เอ ก ช -!00 (T riton X-100) ปิองบริษัท E .Merck ประเทปเยอรมันน
?ทิลไนริดีเนฮม คลอไรล (C etylpyridinium  C hloride) ปีองบริษัท 

Sigma ประเทปป»รัฐอเมริกา
โชเดีฮม โคดี?ล ษัลเปต (Sodium dodecyl s u lf a t e )  อองบริษัท 

Sigma ประเทปป»รัฐอเมริกา
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ตารางที่ 6 ชนดปีองสำรประกอบดีบุกอินทรีอและสารฆ่าราท่ีนำมาใ?ทลสํอบ
สดรโครงสร้าง a c t iv e  in grad ien t และแหล่ง sf งIตราะห

%active
สาร สูตรโครงสร้าง ingra- แหล่งสืงเคราะห'.

d ien t

สารประกอบดีบกอินทรีร 
ทิสไตรทิวทิลทินออกไชดี Bu Bu ไ ไBu-Sn-0-Sn-Bu 

Bu Bu

1.0 ภาควิชาเคมีคณะวิทอาสาสตรี
( B is - t r ib u ty l t in จุฟ้าลงกรณมหาวิทอาลัฮ
o x id e , T .B .T .O .) 
ไตรบวทิลทินอะ5 เตต 0.224 ภาควิชาเคมีคณะวิฑอาสาสตรีBu CH 1 JBu-Sn-0-C=0

Z

(T r ib u ty lt in จุฟ้าลงกรณมหาวิทฮาลัอ
a ce ta te )
ไตรฟ่นิลทินอะ5 เตต ? 1.0 ภาควิชาเคมีคณะวิทอาสาสตรี
(T rip h en yltin <9>-Sn~0-C=0l

<s>

จุฟ้าลงกรณมหาวิทอาลัอ
a ce ta te )
ไตรทิวทิลทินมีเทน#ลทิเนต Bu ÇH3 1.0 ภาควิชาเคมีคณะวิทอาสาสตรี
(T r ib u ty lt in Bu-Sn-0-S=0

L

จุฟ้าลงกรณมหาวิฑฮาลัฮ
m ethanesulf in a te )
ไตรทิวทิลทินมีเทน#ลโฟ้ Bu 1.0 ภาควิชาเคมีคณะวิทยาสาสตรี
เนต (T r ib u ty lt in Bu-Sn-Bu

0-S=0
Ô-ch3

จุฟ้าลงกรณมหาวิทอาลัอ
m ethanesulfonate)

ไตรทิวทิลทิน'ฟลออไรดี Bu 1 .0 ภาควิชาเคมีคณะวิทอาสาสตรี
(T r ib u ty lt in Bu-Sn-F

L

จุฟ้าลงกรณมหาวิทฮาลัร
flu o r id e  T .B .T .F .)
เมทาทิล 7 0 -4 0 (ทิบทิโอ) Bu Bu 

Bu-Sn-O-Sn-Bu
92.8 Acima Chemical In d u str ies

(T r ib u ty lt in  oxide) Ltd. Inc. Sw itzerland
Bu Bu
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ตารางที่ 6 (ต่อ)

ส์าร ชุตรโดรงชร้าง
“/.a c tiv e
ingra­
d ien t

แหล่งสืงเคราะห

เมทาทิน 58-10/101  
(m etatin  58-10 /101)

Acima In d u str ies  L td .Inc.

เมทาทิน 76-38 (TBTF)
( t r ib u ty l t in
f lu o r id e )
ชารข่ารา

(n-C4H9) 3รทF 97.52 Acima In d u str ies  L td .Inc.

เฑดทาเมอร 38 
นาวดเดอร้ (Tektamer 
38 Powder)

CH2Br
Nc-C-CH -CH -CN I e 2  Br

98.0 Merck &. C o., Inc.USA.

เมตาโชล ท เด -100 
(M etasol TK-100)

20.0 Merck &. C o., Inc.USA.

Bu หมารถง C4 H9
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วิgการทดลอง
1] การแยกและค ัด เล ีอกราทีส ัามารถสํร ้างเอนไชมเชลล เลสํจากคัวอย่างไม้

ยางนารา
1 .1  การแยกและการจัดจำแนกตรวจสํอนชนิดปีองราจากคัวอย่างไม้ยาง 

นารา
ใช้าม้นันสำลีท่ีผ่านการน่ิงน่าแอจุ่มในน้ัากล่ัน ท่ีผ่านการน่ิง

น่าแอแล้วม้าย (swab) บนแผ่นคัวอย่างไม้ยางนาราบริเวทเทนบการปนแอนปิองรา จาก 

น้ันนำมาม้ายลงบนจานอาหารเลยงแอ Potato dextrose  agar (PDA) ให้ท่ัวผวหน้า 

อาหารบ่มท่ีอุแเหภูมิห้องจนสำอใฮราปีน แยกโดโลนิเด่ียวมาทำให้บริส์ทฮบนอาหารเลยงแอ 

แปีงเอยงชนิดเดิม บ่มไว้จนเห็นสัายใยราเจริโ!)เต็มท่ี นำราท่ีแยกไล้มาทำการตรวจสัอบ 

ชนิดโดยใช้วิธีเลยงบนสํไลด่ี ( s l i d e  cul ture  technique) โดยวางส์ไลลเลยงแอ 

และกระจกปีลส์ไลด่ีบนแท่งแก้วรูปคัววิ (V) ในจานเพาะแอท่ีม้ดฝาจานแล้วนำไปน่ิงน่า 

แอ จากน้ันคัลวุ้นเลยงแอ (PDA) ปีนาด 0.5 X 0.5 ชม. วางบนสัไลด่ีในจานเนาะ 

แอ ใช้เข็มเปียแอ เปียเล้นใอป็องราลงบนเนวุ้นแล้วใช้กระจกม้ดสํไลลวางทับบนเนวุ้น 

ใส่ก้อนสำลีชุบน้ัาท่ีผ่านการน่าแอลงในจานเนาะแอ เมอราเจริถฺเลีแล้วนำมาลีกษาลักษลเะ 

ทางลัทรฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรสัน่ิชนิลเลนลีประกอบ ทำการตรวจสัอบชนิดและจัด

หมวดหมู่โดยใช้วิธีปีอง Barnettl iaะHunter (57) และGillman (58)

1 .2  กา?คัคเล ีอกราท ี่สำมารถสํร ้างเอนไชมเชลล ุเลสํไล ้ส ํงจากรากลุ่ม 
ด่าง ๆ ที่แยกไล้

นำราที่แยกไล้ไปเลยงบนจานอาหารเลยงแอ PDA บ่มท่ีอุแรหภูมิ 
ห้องเห็นเวลา 2 วัน จากนั้นนำไปทดสํอบความสำมารถในการผลิตเอนไชมเชลลเลสํโดย 
ใช้วิธีทลสัอบท่ีคัดแปลงมาจากวิธีปิอง Teacher และ Wood (59) โดยใช้ biscuit 

cutter ปีนาลเล้นผ่าสันยกลาง 0.5 ชม. เจาะวุ้นบริเวทรท่ีมีปลาฮเล้นใยปีองราบน PDA 

นำไปวางบนจานอาหารวุ้นคาร้บอกลีเมธีลเชลลูโลสํ (CMC agar) บ่มท่ีอุแเหภูมิห้องเ ห็น 
เวลา 3 วัน แล้วนำมาวัดปินาดโคโลนิจากนั้นเทราดด้วย 0.1% สัารละลายคฮงโก เรค 
(Congo red) ท้ํงไว้ประมาแร 10-15 นาท เทส์ารละลายคองโกเรลออกแล้วเทราดด้วย 
สัารละลาย 1 โมลาร โชเลียมคลอไรดี่ จะเห็นบริเวทรใสั (Clear zone) ปีองการ 
ย่อรส์ลาฮที่เกิดเนิ่องจากเอนไชมเชลลูเลส์ไปทำลายการรวมคัวปีอง Congo red กับ CMC 

ท่ีตำแหน่ง ท-1,4-D-glucan การประเมินค่าความสำมารถในการผลิตเอนไชมเชลลเลสํ 
ทำโดยค่านวทรค่าอัตราส่วนระหว่างเล้นผ ่าสันยกลางวงใสํด่อเล้นผ่าสันยกลางปีองโคโลนิรา 
ทำการคัดเลีอกราที่มืความสำมารถผลิตเอนไชมเชลลเลสํสํงสํคจากแด่ละกลุ่มไปลีกษาปีนต่อไป
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1 .3  การเก็บรักษาราที่นลดเอน'ไชมเชลลุIลฝี'
นำราฟ้า3พันธุต่างๆ ที่คัดเลีอกจากอ้อ 1 .2  ไปเลยงบนอาหาร 

เลยงเสือแอ็งเอยง (PDA s la n t)  บ่มท่ีอุณหภูมิห้องครบ 5 วัน ปิดทับจุกสำลีด้วยแผ่น 
นารานิลีม เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องสำเชลเอ้อช เมอต้องการใช้ในการทดลองนำเสือมาเลยง 
บน PDA s la n t  ใหม่จนอารุครบ 5 วัน แล้วจงนำไปใช้

1 .4  การชร้างเอน'ไชมเชลล ุเลสํปีองราที่คัดเลีอก'ในอาหารเลยงเสือเหลว 
( l iq u id  media)

1 .4 .1  การเตริยมเอนไชมเชลลเลชจากราที่คัดเลอก
นำ 1 มล. ปีองชปอริแปีวนลอยท่ีเตริยมตามวิธีการอ้อ 3.1 

ใสํลงาน 50 มล. ปีองอาหารเลยงเสือเหลว (Czapeks dox media) ตามส์ตร 

อาหารปีอง MandeIs และ Sternberg (60) อ้งบรรจุในปีวดแก้วทรงกรวย

(Erlenmeyer flask) ปีนาด 250 มล. บ่มบนเครองเปีย่าแบบ rotary ท่ีอัตราเร็ว 

200 รอบต่อนาที ณ อุณหภูมิห้องเก็นเวลา 15 วัน โดยแต่ละวันจะทำการเก็บเสือโดยนำ 

มาทำการทันแยกเชลลีออกจากอาหารเลยงเสือโดยเคร็องทันเหว่ียง J2-21 และใช้

roter ชนิด JA-14 ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเก็นเวลา 30 นาที แยกส่วนนา 

เลองเสือใชอ้งเก็น crude enzyme มาตรวจส์อบความชามารถานการทำงานปีอง

เอนไชม (enzyme a c tiv itie s ) ส่วนตะกอนนำไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องสำ

เชลเอ้ยสํเก็นเวลา 48 ชม. สำหรับนำไปวัดปริมาณกลูโคชามินเนอตดตามการเจริญปีองรา

1 .4 .2  การตรวจชอบความสำมา?ถานการทำงานธองเอนไชม
1 .4 .2 .1  การตรวจชอบความชามา?ถานการทำงานจองเชล

ล ุเลชรวม (C e llu la se  a c t iv i t y )
โดยวิธีปีอง Wood และ Mc.Crae (61) พชม

0 .2  มล. ปิองชารละลายเอนไชมกับส์ารละลายล้บชเตรฑที่ประกอบด้วย 0 .4  มล. ปีอง 
ชารละลาย 5 เปอร็เช็นต แอลฟ่า-เชลลูโลส์ ใน 0.05 โมลาร็ อ้เตรทบัฟ่เฟ่อริ pH
4 .8  และ 1 .4  มล. 0 .05  โมลาริอ้เตรทบัฟ่เฟ่อริ pH 4 .8  โดยบ่มส์ารละลายล้บชเตรท 
ก่อนท่ีอุณหภูมิ 37 องสำเชลเอ้ยชเก็นเวลา 5 นาที แล้วจงเตมชารละลายเอนไชมนชม 
ให้เอ้ากันด้วยเดรองทันผชม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องสำเชลเอ้อช เมินเวลา 2 ชม. หรุด 
ปaกริยาโดยการต้มในอ่างนาเลีอดเก็นเวลา 5 นาที นำไปทันโดยใช้เครอง m icro­
c e n tr ifu g e  รุ่น KM-15200 ที่ความเร็ว 5 ,000 รอบ ต่อนาที เมินเวลา 10 นาที นำ 
ส่วนใชมาวัดปริมาณนาตาลริดวลีโดยวิธีกรดไดไนโลรชาลีไชลีก (DNSA) ลามวิธีการอ้อ
1.4.3
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กำหนลให้ 1 หน่วร (U nit) ปิองเชลลูเลช หผาย 
ถง ปริมาท!เอนไชผที่ฮ่ออชลาฮแอลฟ่า-เชลลูโลช แล้ว'ไต้นาตาลริติวส์เฑฮ*นIท่านาตาลกลู 
โคช 1 ไผโครกรัผต่อ ชม.ภายใต้ชภาวะที่ใช้ทดลอง

1 .4 .2 .2  การตรุวาชอนความ๙าผารถในการทำงานปีอง

เอคโชกลคาเนช (Exoglucanase; Ci ; P-1 ,4 -  
g lu ca n ce llo b io h y d ro la se )
โดยวิธีปีอง Wood (62) ผชม 0 .5  ผล. ปีองชาร 

ละลายเอน'ไชม์กับ 1 มล. ปีองชารละลายสืบชเตรทท่ีประกอบด้วย 1 เปอริเf นต อะริ 

เชลและ 0 .25  เปอริเชนต แอโร?ล 200 ใน 0.05 โผลาร ิ ? เตรทM i l ปอร ิ pH 4 .8  
(ผส์มชารละลายสืบชเตรทให้เช้ากันโดยการคน ( s t i r )  อย่างต่อเนองเท่ีนเวลา 1 ชม. 

ก่อนนำมาใช้ ) โดยบ่มชารละลายสืบชเตรทก่อนท่ีอุท!หภูมิ 37 องชาเชลเ?ธช เท่ีนเวลา 

5 นาทํ แล้ว'จงเติมชารละลายเอน'ไชมผส์มให้เช้ากันด้วยเคริองซ่นผชมบ่มทอท!หภุม 37 
องชาเชลเ?ยชเท่ีนเวลา 30 นาที หยุดปฎิกริยาโดยการต้มในอ่างนาเคอดเท่ีนเวลา 5 
นาทีนำไปซ่นท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เท่ีนเวลา 10 นาที นำส่วนใชมาวัด 

ปริมาท!นาตาลรติวส่ท่ีเกิดโดยวิธีกรดไคไนโลรชาลิไชลิกลามวิธีการช้อ 1 .4 .3
กำหนดให้ 1 หน่วย (U n it)ปีองเอคโชกลคาเนส ํ

หมายถง ปริมาท!เอนไชมที่ย่อยชลาฮอะวิเชลแล้วไต้นาตาลรติวชเทียบเท่านาตาลกลโคส์ 1 
ไผโครโมลต่อนาที ภายใต้ชภาวะที่ทดลอง

1 .4 .2 .3  การตรวจชอบความชามารถในการทำงานป็องเอนโค 
กลุคาเนช (Endoglucanase; ; P - 1  ,4  -  
glucanglucanohydrolase)
โดยวิธีปีอง Ryu และ Mandel (29) ผสํม 0 .5  

มล. ปีองส์ารละลายเอนไชมกับ 1 .0  มล. ปีองชารละลาย 1 เปอริเช็นต้คาริบอก?- 
เมทธีลเชลลโลส์ใน0.05 โผลาริ?เตรทบัฟ่เฟ่อริ pH 4 .8  ท่ีผ่านการบ่มท่ีอุท!หภูมิ 37 
องชาเชลเ?ฮส์ เที่นเวลา 5 นาที แล้วจงเติมฟ้ารละลายเอนไชมพชมให้เช้ากันด้วย 
เคร็องช่นผชมแล้วบ่มท่ีอุท!หภูมิ 37 องชาเชลเ?ยช เที่นเวลา 30 นาทีหยุดปฎกริยาโดย 
การต้มในอ่างนาเดอดเที่นเวลา 5 นาที นำไปวัดปริมาท!นาตาลธีติวชท่ีเกิดโดยวิธี:
กรดไคไนโตรชาลิไชลิกตามวิธีการช้อ 1.4.3

กำหนดให้ 1 หน่วย (U nit) ปีองเอนโคกลูคาเนช 

หมาฮถง ปริมาท!เอน'ไช«ท่ีย่อยชลายคาริบอก?เมทธีลเชลลุโลชแล้ว'ไต้นาตาลรติวชเทียบ

เท่านาตาลกลุโคช 1 ไมโครโมลต่อนาทีภายใต้สํภาวะท่ีทดลอง
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1 .4 .2 .4  การตรวจสํอบความสำมารถในการทำงานปีองบตา- 
ก ลุโค§ เด๙ <p -g lu co sid a se)
โดยวิธีปิอง Ryu และ Mande1 (29) ผสํม 0.5 

มล. ..อองสำรละลายเอนไชม์กับ 1.0 มล. ป็องสำรละลาร 1 เปอริเชนต่■ชาลิต้น ใน 

0.05 โมลาริต้เตรทบัฟ่เฟ่อริ pH 4.8 ท่ีพ่านการบ่มท่ีอุท!หภูมิ 37 องสำเชลเต้ยสํ เย็น 

เวลา 5 นาที แล้วจงเติมสำรละลายเอนไชมผสํมใต้เจ้ากันด้วยเคริองช่นผสํมแล้วบ่มท่ี 

อุท!หภูมิ 37 องสำเชลเต้ยสํเย็นเวลา 30 นาที หยุดปฎิกริยาโดยการต้มในอ่างนาเดีอด 

เย็นเวลา 5 นาที นำไปวัคปริมาท!นาตาลริติวล่ัท่ีเกิดโดยวิธีกรดไคไนโตรชาลิไชลิก 

ตามวิธีการจ้อ 1.4.3

กำหนดใต้ 1 หน่วย (U nit) ปีอง บีตา-กลโครเดสํ 
หมายถง ปริมาท!เอนไชมที่ย่อยสํลายชาลิต้นแล้วไต้นาตาลริติวสํเทียบเท่านาตาลกลุโคสํ 1 
ไมโครโมล ต่อนาทีภายใต้สํภาวะท่ีทดลอง

1 .4 .3  การวิเคราะพปริมาทเนาตาลริติวสํ
โตยวิธีปีอง M iller  (63) นำตัวอย่างที่ต้องการ

วิเคราะหปริมาท!นาตาลริติวลั่ 1 มล. เติมสำรละลายกรดไดไนโตรชาลิไชลิก (DNSA) 
(วิธีเตริฮมในภาคผนวก อ) 1 มล. ผสํมใต้เจ้ากันตัวยเครองช่นผสํมแล้วต้มในอ่างนา 
เด ีอคเย็นเวลา 15 นาที ทำใต้เย็นทันทีโดยแต้ในอ่างนาเย็นจัด เติมนากล่ัน 10 มล. 
ผสํมใต้เจ้ากันนำไปวัดค่าการตดกลนแส์งที่ความยาวคลั่น 540 นาโนเมตร กราฟ่
มาตรฐานใต้นาตาลกลูโคสํที่ความเจ้มจ้น 100-600 ไมโครกรัมต่อ มล.

2] การติกษาหาผลจองสำรประกอบดีบุกอินทริยต่อความสำมารถในการทำงาน 
จองเอนไชมเชลลุเลสํ
ส์ารประกอบดีบุกอินทริย็และสำรม่ารา (fu n g ic id e ) ท่ีนำมาติกษาแสํตง 

4ตังตารางทํ 6
2 .1  ผลจองสำรประกอบดีบุกอินทริยต่อความสำมารถในการทำงานปีอง 

เอนไชมเชลลุเลสํบริสํทธผลิตโดยบริษัทโนโว (เอนไชมเชลลุเลสํที่
ปีายทางการค้าผลิตโดยบริษัทโนโว)
2 .1 .1  การหาความเจ้มจ้นที่เหมาะสํมต่อความสำมารถในการทำงาน 

อองสำรละลายเอนไชมก่อนนำมาทดสํอบกับสำรประกอบดีบุก 
อินทริย็

2 .1 .1 .1  การหาความเจ้มจ้นที่เหมาะสํมต่อการทำงานปีอง 
สำรละลายเอนไชมเอคโชกลุคาเนสํ (Cj)

เจอจางสำรละลายเอนไชม C e llu c la s t
(C e llu la se  จาก Trichoderma r e e s e i)  ในสำรละลาย 0 .05  โมลาริต้เตรท
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บัฟ่เฝอร pH 4.8 าห้ได้ความเจ้มจ้น 5 X 10-a , 10~a 1 5 X 10- % และ 10~3

เท่า ชองสำรละลาa เอน'ไชมตัวด้น แล้วนำไปทตสํอบความสำมารถานการท่างานปีอง

เอคโชกลุคาเนสํ ตามาตีการจ้อ 1.4.2.2

2.1.1.2 การหาความเจ้มจ้นท่ีเหมาะสํมต่อการท่างานจอง 

สำรละลายเอนไชมเอนโตกลตาเนสํ ( C 1' )

เจอจางสำรละลายเอนไชม Celluclast

(เชลลูเลสํจาก Trichoderma reesei) ในสำรละลาย 0.05 โมลารีสิเตรทบัฟ่เฟ่อรี 

pH 4.8 ให้ได้ความเจ้มปีน 10~3 5 5 X 10-Æ 9 10"Aและ 5 X 10-5 เท่าปีองสำร 

ละลายเอนไชมต้ังด้น แล้วนำไปทดสํอบความสำมารถในการท่างานปีองเอนโตกลคาเนสํ

ตามวตีการจ้อ 1.4.2.3

2.1.1.3 การหาความเจ้มจ้นท่ีเหมาะสํมต่อการท่างานปีอง 

สำรละลายเอนไชม บตา-กลโคสิเตสั

เจอจางสำรละลายเอนไชม เบตา-กลูโคสิเลส์ 

(จาก Aspergillus nigerH นสัารละลาย 0.05 โมลารีสิเตรทบัฟ่เฟ่อรี pH 4.8 ให้ 

ได้ความเจ้มปีน 10“ 3 , 10“ 4 และ 10 5 เท่า ปิองสำรละลายต้ังด้น แล้วนำไป 

ฑดส์อบความสำมารถในการท่างานจอง บตา-กลโคสิเตสํ ตามวตีการจ้อ 1.4.2.4.

2.1.2 ผลจองสำรประกอบตีบุกอินทรีอเจ้มจ้น 100 ppm ในระบบกา? 

ท่างานจองเอนไชมต่อความสำมารถในการท่างานปีองเอนไชม 

ผสํมส์ารละลายเอนไชมท่ีเจอจางได้ความเจ้มปีนเหมาะ 

สํมแล้วจากการทตลองท่ี 2.1.1 กับสำรประกอบตีบุกอินทรีอโตรให้ความเปีมจ้นส์ตท้าย

จองสำรประกอบตีบุกอินทรีอานสำรละลายผสํมเท่ีน 300 ppm บ่มสำรละลายผสํมท่ี 37 

องสำเชลเสิยสํ เท่ีนเวลา 5 นาท แล้วนำมาตรวจสํอบความสำมารถานการท่างานจอง 

เอนาชมตามาตีการจ้อ 1.4.2 (โดยจะนบว่าความเปิมจ้นสํดท้าออองสำรประกอบตีบุก

อินทรีย ในระบบการท่างานปีองเอนไชมเท่ีน 100 ppm) เปรีบบเท้อบความสำมารถาน 

การท่างานปีองเอน'ไชมานระบบท่ีมีสำรประกอบตีบุกอินทรีอกับระบบควบคุมท่ีใจ้สำรละลาย 

เอนไชมผสํมกับสำรละลาย 0.05 โมลารีสิเตรทบัฟ่เฟ่อร pH 4.8 แทนสำรประกอบตี 

บกอินทรีอ นำผลท่ีได้มาคำนวณหาเปอรีเช็นตีการยับย้ังความสำมารถในการท่างานปีอง
’ T _  ■
เอนไชโดยาชสํมการ

การยับย้ังความสำมารถานการท่างานปีองเอนไชม (%)

ปรีมาณนาตาลรีตีวล้ - ปรีมาณนาตาลรีตีวล้ท่ีเกิด

ท่ีเกิลานระบบควบคุม ในระบบท่ีมีสำรประกอบตีบุก

____________________________________อินทรีอเจ้มจ้น 100 ppm X 100

ปรีมาผนาตาลรีตีว thwระบบควบคุม
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2.1.3 การแปรผันความเอ้มปีนปีองสารประกอบลนกอินท?gและระยะ 

เวลาท่ีใช้บ่มชารละลายเอนไชมกับชารประกอบลีบุกอินทรียต่อ

ความชามารถในการทำงานปีองเอนไชบ

ทำการทดลองตามวิธการอ้อ 2.1.2 โตยแปรผัน

ให้ความเอ้มอ้นชุดท้ายชารประกอบลีบุกอินทรีย ในระบบการทำงานปีองเอนไชมเป็น 0.01 ,

1.0 และ 100 ppm ตามลำลับและแปรผันระยะเวลาบ่มเอนไชมกับชารประกอบลีบุกอินทรีย 

เป็น 2 , 5 และ 10 นาที ลามลำดับก่อนนำมาทตชอบค.วามชามารถในการทำงานปีองเอนไชม 

ลามวิธการอ้อ 1.4.2

2.1.4 ผลปีองชารประกอบลีบุกอินทรียท่ีความเอ้มอ้น และระยะเวลา 

ท่ีบ่มชารประกอบลีบุกอินทรียกับชารละลายเอนไชมแล้วให้ผล 

ยับย้ังความชามารถในการทำงานปีองเอนไชมชุงชุด ลากการ 

ทคลองท่ี 2.1.3 ต่อความชามารถในการทำงานปีองเอนไชม 

โดยแปรผันระยะเวลาท่ีบ่มเอนไชมกับล้บชเตรท

ทำการทคลองตามวิธการอ้อ 2.1.2 โลฮใช้ความเอ้มอ้น 

ปิองชารประกอบลีบุกอินทรียและระยะเวลาท่ีใช้บ่มชารละลายเอนไช«กับชารประกอบลีบุกอินทรีย 

แล้วให้ผลยับย้ัง'ความชามารถในการทำงานปิองเอนไชมชงชุลจากการทดลองท่ี 2.1.3 วิเคราะห้ 

ปรีมาถ!นาตาลรีลีวลีท่ีเกัดในระบบการทำงานปิองเอนไชมท่ีเวลา 10 , 20 , 30 , 40, 60 , 

90 และ 120 นาที ตามลำลับเปรียบเทียบความชามารถในการทำงานปีองเอนไชมในระบบท่ีมี 

ชารประกอบลีบุกอินทรียกับระบบควบคุม

2.1.5 ผลปีองชารประกอบลีบกอินทรียเอ้มอ้น 100 ppm ต่อความ
• 1 / 4 ๘ 1

ชามารถในการทำงานปีองเอนไชมทํชภาวะความเบนกรคคาง

4.0-8.0

ทำการทคลองลามวิธการอ้อ 2.1.2 โดยแปรผันค่า

ความเป็นกรลล่างปิองชารละลายบันํเฟ่อรีท่ี,ใช้'ในการทคลองเป็น 4.0 , 4.8 , 6.0 ,

7.0 และ 8.0 ลามลำลับ โดยท่ี pH 4.0-6.0 ใช้ชารละลาย 0.05 โมลารี ช้เตรท 

บันํเฟ่อรี และท่ี pH 7.0-8.0 ใช้ชารละลาย 0.05 โมลารีฟ่อช๗ลบัฟ่เฟ่อรี

2.2 ผลปีองชารประกอบลีบุทอินทรียุบช'ไตรบวทีลทินออก,ไชค (T.B.T.O. )

เอ้มอ้น 100 ppm ต่อความชามารถในการทำงานปีอง•เอน,ไชมเชลลุเลช 

ท่ีชร้างจากลัวแทนราท่ีคัคเลีอก

นำชารละลายเอนไชมท่ีเตรียมไล้จากวิธีการอ้อ 1.4.1 โคยเลีอก 

ใช้ส์ารละลายเอนไชมท่ีชร้างจากวันท่ีเลฮงเปี,,อแล้วตรวจนบว่าให้ปรีมาถแอนไชมชงชุล ผชม 

กับชารประกอบลีบุกอินทรียบิชไตรบ่วทีลทีนออกไชลี (T.B.T.O.) โดยให้ความเอ้มอ้นชุด
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ท้าอปิอง T.B.T.O. ในสำรละลาฮผสํมเป็น 300 ppm บ่มสำรละลาอผสํมท่ี 37 อง๙า 

เชลเสียสํเป็นเวลา 5 นาที แล้วนำมาตรวจสํอบความสำมารถในการทำงานจองเอนไชม 

ลามวสีการปีอ 1.4.2 (จะนบว่าความเอ้มปีนชุดท้ายชองสำรประกอบดีบุกอินทรีa T.B.T.0 

ในระบบการทำงานปีองเอนไชมเป็น 100 ppm) เปรรบเทีรบกับความชามารถในการทำ 

งานปิองเอน'ไชพานระบบควบคุมท่ีใจ้สำรละลาอเอน’ไชมผสํมกับสำรละลาร 0.05 โมลาร 

สีเตรทบัฝ๗อรี pH 4.8 แทนส์ารประกอบดบุกอินทรอ T.B.T.O.

9

3] ทตสํอบประอิทธิภานและคัคเล้อกสำรประกอบดีบุกอินทรอท่ีมีป?ะส่ฑสภานสํงสํดต่อ 

การอับย้ังการงอกปีองสํปอรตัวแทนราท่ีคัดเลอก

3.1 การเตรียมสํปอรแจวนลอรต้ังตัน

นำราที่เก็บรักษาตามวิสีการจ้อ 1 .3  มาเลํ้องบนอาหารเลยงเสือแจง 
ชนิดเออง (PDA s la n t)  บ่มเสือที่anเหภุมห้องจนครบ 5 วัน ใส่นากลั่นท่ีผ่านการนงข่า 
เสือแล้วลงในหลอดเลํ้องเสือ ใจ้ลูปเจ่ีอสํปอรีให้หลุดออกมาแปีวนลออในนิ่า กรองสํปอรี 
แจวนลออผ่านนท่ีกรองส์ปอรี ( f i l t e r  tube วิสีเตรีอมในภาคผนวก ค) ท่ีผ่านการน่ิงข่า 
เสือแล้ว เนิ่อแอกส่วนปีองสำอใยราออก นำสํปอรีท่ีกรองไล้มาแปิวนลออในนาและนับส์ปอรี 
เร่ิมตันให้อยู่ในส่วง 3 X 107 สํปอรี/มล. โดฮใจ้ Haemacytometer (วิสีใจ้แสํดงใน 
ภาคผนวก ค)

3.2 ปริมาฒทสํดปีองสำรประกอบดีบุกอินทรีอท่ีให้ผลอับย้ังการงอกปีองสํปอรี 

แบบล่ัวคราว (Static effect)

นำสํปอรีแปีวนลออท่ีเลรีอมตามวิสีการจ้อ 3.1 ปริมาตร 5 มล. ใส่ 

ลงใน 45 มล. อาหารเลองเสือเหลว PDB ท่ีผสํมสำรประกอบลบกอินทรีอโลฮแปรผันให้
’ « /  ยู น ิ’ .

ความเจ้มจ้นสํดท้ายปีองส์ารประกอบดีบุกอินทรีฮในอาหารเลยงเชอเบน 1, 5, 10 และ

15...ppm ลามลำดับ (เน่ิมความเจ้มปีนคร้ังละ 5 ppm) แล้วนำไปบ่มบนเครอง!■ธร่า; 

แบบ rotary อัตราเร็ว 200 รอบล่อนาที ท่ีอุณหภมิห้อง เป็น เวลา 10 วัน โคอฑุกวัน 

นำมาตรวจสํอบผล ปิองสำรประกอบดบุกอินฑรฮล่อลํบ่รรตั'3.น

3.2.1 ตรวจสํอบลักษณะปีองส์ปอรีภาฮใต้กล้องจุลทรรสํน่ิแล้วไม,นบการ 

เปล่ัอนแปลงปีนาลป็องสํปอรี และไม่นบการสํร้าง germtube ตลอดระยะเวลา 10 วัน 

ท่ีบ่มสํปอรีในอาหารเหลวผสํมสำรประกอบดีบุกอินทรีย

3.2.2 ตรวจสํอบความสำมารถในการมีสีวิตจองสํปอรี

นำ 1 มล. ปิองสํปอรีแปิวนลออในอาหารเลองเ สือผส์ม 

สำรประกอบดีบุกอินทรีอ ปีนล้างสํปอรีโดยเคร่ิอง microcentrifuge รุ่น KM-15200 

ตัวอน่ิากล่ันท่ีผ่านการน่ิงข่าเสือแล้ว ท่ีความเร็ว 5000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที 3 คร้ัง
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โดยใ อ้ ปริมาตรปีองนากล่ันต่อปริมาตรอองสํปอรแขวนลออเท่ากับ 10ะ1 จากน้ันนำส์ป8รท่ี 

ล้างแล้วไปเกล่ียบนจานอาหารเล่ียงเล่ีอ (PDA plate) และเล่ียงใน 50 มล. อาหาร 

เล่ียงเล่ีอเหลว (PDB) ท่ีบรรจุในปิวดแก้วทรงกรวยเปิอ่าบนเคร็องเปิอ่าแบบ rotary 

ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาทื อุณหภูมิห้อง อังเกตการเจริญปีองเล่ีอเท่ีนเวลา 30 วัน

การรายงานผลการทดลอง รายงานความเอ้มอ้นตาสัค 

ปีองสัารประกอบดบุกอินทรีย (ppm) ท่ีผสัมในอาหารเหลว PDB แล้วให้ผลยับย้ังการงอก 

ปีองสัปอร็ในอาหารเล่ียงเล่ีอเหลวผสัมสัารประกอบดีบุกอินทรีย ตลอดระยะเวลา 10 วัน 

แต่สัามารถนบการเจริญปีองเล่ีอ เมอย้ายสัปอร็ท่ีล้างแล้วไปเล่ียงในอาหารเล่ียงเล่ีอใหม่

3.3 ปริมาทเตาสัดปีองสัารประกอบดีบุกอินทรียท่ีให้ผลยับย้ังการงอกปีองสัปอร็ 

แบบก้งฉ่า (Sub Lethal Effect)

ทำการทดลองตามวิธีการอ้อ 3.2 โดยเน่ิมความเอ้มอ้นปีอง 

สัารประกอบดีบุกอินทรีฮในอาหารเล่ียงเล่ีอเหลว (PDB) ท่ีใอ้บ่มสัปอร็ จนนบความเอ้มอ้น 

ตาสัดปีองสัารประกอบดีบุกอินทรีย (ppm) และระยะเวลา (วัน) ท่ีบ่มส์ปอร็ในอาหาร 

เล่ียงเล่ีอเหลวผสัมสัารประกอบดีบุกอินทรียแล้วให้ผลยับย้ังการงอกปิองสํปอร็ เมอตรวจ

สัอบภายใต้กล้องจุลทรรสัน และเมอตรวจส์อบความสัามารถในการมธีวิตปีองสัปอร็ตามวิธี 

การอ้อ 3.2.2 ไม่นบการเจริญปิองเล่ีอ

3.4 ระยะเวลา (วัน) ท่ีใอ้บ่มสัปอรีในอาหารเล่ียงเล่ีอเหลว (PDB) ผสัม 

สัา?ประกอบดีบุกอินทรียเอ้มอ้น 15 ppm แล้วให้ผลยับย้ังการงอกแบบ 

ก้งฉ่า (Sub Lethal Effect)

นำสัปอรีแปิวนลอยท่ีเตรียมตามวิธีการอ้อ 3.1 5 มล. ใต่ลง

ใน 45 มล. อาหารเล่ียงเล่ีอเหลว (PDB) ท่ีผส์มส์ารประกอบดีบุกอินทรียโดยให้ความ 

เอ้มอ้นสัดท้ายปิองสัารประกอบดีบุกอินทรียในอาหารเล่ียงเล่ีอเหลวเท่ีน 15 ppm แล้วนำ 

ไปบ่มบนเคร็องเออ่า (rotary shaker) อัตราเร็ว 200 รอบต่อนาท ท่ีอทเหภมห้องเท่ีน 

เวลา 45 วัน โดยทุกวันนำมาตรวจสัอบความสัามารถในการมธีวิตปิฮงสัปอรีตามวิธีการอ้อ

3.2.2 แล้วไม่นบการเจริญปิองเล่ีอ รายงานจำนวนวันท่ีบ่มสัปอรีในอาหารเล่ียงเล่ีอเหลว 

ผสัมสัารประกอบดีบุกอินทรีย (organotin incubation time) แล้วตรวจนบการยับยัง 

การงอกปิองสัปอร็แบบก่ิงฉ่า (Sub Lethal Effect)
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4] การหาจ้อมลเบ้ํองต้นปีองการยับย้ังกา?งอกปีองสํปอ?จากตัวแทนราท่ีคัดเลือกโต a 

สำ?ป?ะกอบดีบุกอินท?ยบิสํ'โต?บาทิลทินออก'ไชล (T.B.T.O.)

4.1 ผลจองสำ?กลุ่มดีเทอ?เจนท่ีด่อสํปอ?ท่ีอุกยับย้ังการงอกแบบก่ิงน่า (Sub 

Lethal Effect) โดยสำรประกอบดีบุกอินท?ท่ีบัสํไตรบัวทิลทินออกไสํด 

(T.B.T.O.)

สำ?ดีเทอรเจนท่ีท่ีนามาทตลองไต้แก่

Non-ionic detergent ; ทวน 80 (Tween 80) ไตรดอน

X-100 (Triton X-100)

สำรกลุ่มแคฑไอฮอนิกดีเทอรเจนท่ี ; บับัลไนรดีเนิฮมคลอไรด 

(cetylpyridinium chloride)

สำ?กลุ่มแอนไอออนิกดีเทอรเจนท่ี ; โโแดีอมโลดีบัลโเล๗ต 

(Sodiumdodecyl sulfate ; SDS)

4.1.1 ผลปีองสำ?กลุ่มดีเทอรเจนท่ีต่อสํปอ?ท่ีอุกยับย้ังการงอก 

แบบก่ิงน่า โดอ T.B.T.O. ไนระบบการยับย้ังการงอก 

ปีองสัปอรท่ีมคัวกลางเนินอาหารเหลว (PDB)

นำสํปอรแปิวนลออท่ีเลรอมตามวิธีการจ้อ 3.1

1 มล. ผสํมลงใน 9 มล. จองอาหา?เหลวผสํม T.B.T.O. ท่ีนิดวามเจ้มจ้นสํดท้าอ 

ในสำ?ละลายผสํมเท่ากับความเปีมจ้นท่ี,ให้ผลการยับย้ังการงอกปีฮงสํปอ?แบบก่ิงน่าแล้วบ่มท่ี 

อุ(นหภมห้องเนินเวลาเท่ากับระยะเวลาบ่มสํปอ?แล้วนบผลการยับย้ังแบบก่ิงน่า (T.B.T.O. 

incubation time) จากผลการทดลองท่ี 3.3 จากน้ันนำมาทดลองดังต่อไปน้ํ

4.1.1.1 ตรวจสํอบความสำมารถในการมธีวิตปีองสํปอร

ท่าการทดลองตามวิธการจ้อ 3.2.2 เน่ึฮ 

เนินระบบควบคุมท่ีแสํดงว่าท่ีระยะเวลาบ่มสํปอรถงจ้วงเวลาน้ัแล้ว นบผลการยับย้ังการงอก 

ปีองสํปอ?แบบก่ิงน่า

4.1.1.2 พาสํนิดและปริมาณตาสํดปีองสำ?ดีเทอรเจนท่ี 

ท่ีมผลต่อการ Reverse Germination ปีอง 

สํปอ?ท่ีถ่กยับย้ังการงอกแบบก่ิงน่า

เลมสำรดีเทอ?เจนท่ีลง1ในระบบการยับย้ัง 

การงอกปิองส์ปฮรท่ีสํภาวะท่ีนบว่าเกิดการยับย้ังการงอกปีองสํปอ?แบบก่ิงน่า โดยแปรผัน

ปรมาทเดเทอรเจนท่ีให้มความเจ้มจ้นส์ดท้ายในระบบการยับย้ังการงอกปิองสํปอ?เนิน 0.01 , 

0.05 , 0.1 5 0.5 , 1.0 , 2.0 และ 3.0 เปอรเซ็นด ผสํมให้เจ้ากันแล้วบ่มต่อ 

ท่ีอุท!หภมห้องเนินเวลา 10 วัน โดยทุกวันหลังจากเตมสำ?ดีเทอรเจนท่ี ท่าการตรวจสํอบ 

ความสำมารถในการมธีวิลปิองสํปอรตามวิธีการจ้อ 3.2.2 บันท้กสํนิด ความเจ้มจ้นปิอง
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สำรสีเทอรเจน'ท และระยะเวลาที่บ่มสํปอรในระบบการอับรั้งการงอกปีองสํปอรผสํม 
สำรคืเทอร็เจนที แล้วนบการเจริญaอ งแอ

4 .1 .2  ผลปีองสำรกลุ,มดเทอรเจนทีต่อสํปอรฑถุทอับg งแบบกง 
ฆ่าโดย T.B.T.O. โนระบบการยับยั้งการงอกปีฝิง 
สํปอร็ท่ีมีตัวกลางเป็นนำกล่ัน ( D is t i l l e d  water) 

ทำการทดลองตามวิธีการล้อ 4 .1 .1  โดยใล้นา 
กล่ันท่ีผ่านการนิ่งฆ่าIเอแทนอาหารเหลว PDB และทำการทดลองเนิ่มจากการทดลองที่
4 .1 .1  คือ เมอนบว่าสํปอร็ถกยับย้ังการงอกแบบกิ่งฆ่าแล้ว นำสํปฮรทบ่มในระบบการยับย้ัง 
การงอกจองสํปอร (นากล่ันผสํมสำรประกอบคืบุกอนทรีอ) มาปีนล้างสํปอรด้วยนากล่ัน 
ทผ่านการนิ่งฆ่าแอแล้ว ที่ความเร็ว 5000 รอบต่อนาทํ นาน 2 นาที 3 คร้ัง แล้วนำ 
มาทคลองต่อดังน่ิ

4 .1 .2 .1  บ่มสํปอร็ในอาหารเลํ้ยงแอเหลว (PDB) 
นาน 24 สํม. แล้วเติมทวิน 80 ให้มีความเล้มล้นสํคท้ายในอาหารเลองแอเท่ากับ 3 
เปอรเซ็นต ผสํมให้เล้ากันแล้วบ่มต่อนาน 10 วัน โดยทุกวันนำมาตรวจสํอบความสำมารถ 
ในการมีธีวิตจองสํปอร็ตามวิธีการล้อ 3 .2 .2

4 .1 .2 .2  บ่ม๙’ปอร็ในอาหารเลองแอเหลว PDB ท่ี 
ผสํม 3 เปอร็เช็นต่ ทวิน 80 เทีนเวลา 10 วัน โลอทุกวันทำการตรวจสํอบความสำมารถ 
ในการมีล้วิตจองสํปีอร็ตามวิธีการล้อ 3 .2 .2

4 .2  ผลจองสำรประกอบคืบุกอนุท?ยปีสํไตรบวทีลทีนออกไชต (T .B .T .O .)
ต่อสํปอรจอง Trichoderma sp. P o l.

จากการทคลองที่ 3 .3  นบว่าความเล้มล้นตาสํลปีองสำรประ 
กอบคืบุกอินทรอ T.B.T.O. 5 ppm และระยะเวลาลั่าสํลที่บ่มสํปอร็ในอาหารเลยงแอ 
เหลวผสํมส์ารประกอบคืบุกอินฑรยเท่ากับ 24 ชม. สำมารถตรวจนบผลการยับยั้งการงอก 
จองสํปอร็แบบก่ิงฆ่า และจากผลการทดลองที่ 4 .1 .2 .2  นบว่า 0.01 เปอร็เช็นุต Tween 
80 สำมารถทำให้สํปอร็ที่ถกยับยั้งการงอกแบบกิ่งฆ่าในระบบการยับยั้งการงอกจองสํปอร็ที ่
ตัวกลางเทีนอาหารเหลว สำมารถงอกและเจริญ'ได้ (reverse  germ ination)

> b  2  9  b
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4 .2 .1  ผลปีอง Tween 80 ต่อความสำมารถในการรับรั้งการงอกจอง 
aiเอรแบบกิ่งจ่าจอง T.B.T.O.

4 .2 .1 .1  ผลจอง Tween 60 ต่อการรับยั้งกา?งอกปีอง 
สํปอร็ในระบนที่ตัวกลางเป็นอาหารเหลว (PDB)

นำสํปอร็แปิวนลออจอง Trichoderma sp .
P o l, ที่เตรอมตามวิธีการจ้อ 3 .1  1 มล. ผสํมลงใน 9 มล. ปีองอาหารเหลวที่ม
T.B.T.O. เจ้มจ้น 5 ppm และ Tween 80 1 เปอร็เป็นตั บ่มท่ีอุทเหภูมิห้องเป็นเวลา
10 วัน โตอทุกวันนำมาตรวจสํอบความสำมารถในการมีธีวิตปีองสํปอร็ลามวิธีการจ้อ 3 .2 .2

4 .2 .1 .2  ผลปีอง Tween 80 ต่อการอับองการงอกจอง 
สํปอ?ในระบบท่ีตัวกลางเป็นน้ัากล่ัน

4 .2 .1 .2 .1  ทำการทตลองตามวิธีการจ้อ
4 .2 .1 .1  โตอเติมนากลั่นแทนอาหารเหลว

4 .2 .1 .2 .2  ผสํม Tween 80 และ 
T.B.T.O. ใน 9 มล. นำกลั่นที่ผ่านการนิ่งฆ่าแอแล้ว โดรแปรผันให้ความเจ้มจ้นสํลท้าอ 
ปีอง Tween 80 เป็น 0 .01  และ 1 .0  เปอรเป็นต และ T.B.T.O. เป็น 5 และ 10 
ppm บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 สํม. จากน้ันเติม 1 มล. จองสํปอร็แปีวนลออท่ีเตรอม 
ตามวิธีการจ้อ 3 .1  ผสํมให้เจ้ากันแล้วบ่มต่อท่ีอุทเหภูมิห้องเป็นเวลา 24 สํม. นำมาตรวจ 
สํอบความสำมารถในการมีธีวิตปิองสํปอร็ตามวิธีการจ้อ 3 .2 .2

4 .2 .2  ผลการรับอังการงอกจองสํปอรโคอสำรประกอบตับกอินทรอ
_ _ ”  -------------------- --------■ - ^ — ะ-----------------
T.B.T.O. และการลตผลการรับรังโดอ Tween 80 อร่าง 
ค,อเนิ่อง

นำสํปอร Trichoderma sp . P o lj แปีวนลออ 
ที่เตรอมตามวิธีการจ้อ 3 .1  10 มล. ผสํมลงใน 90 มล. ปีองอาหารเหลว PDB ท่ีมิ
T.B.T.O. เปีมปีน 5 ppm ผสํมให้เจ้ากัน บ่มท่ีอุถเหภูมิห้อง ที่เวลา 24 และ 48 สํม.
นำไปตรวจส์อบความสำมารถในการมิธีวิตตามวิธีการจ้อ 3.2.2 และเติม Tween 80 ลง 

ในระบบการรับร้ังการงอกปิองส์ปอร็ให้มีความเจ้มจน 1 เปอร็เป็นตั บ่มต่อ 48 สํผ. แล้ว 

นำไปปีนล้างสํปอร็ต้วอน้ัากล่ันท่ีผ่านการน่ิงฆ่าแอท่ีความเร็ว 5000 รอบต่อนาท นาน 2 

นาที 3 ครัง ต่วนหน่ิงนำไปตรวจส์อบความสำมารถในการมีธีวิตตามวิธีการจ้อ 3.2.2 

และนำส์ปอร็ท่ีล้างแล้วมาแจวนลออในน้ัากล่ัน นับให้มีความเจ้มอ้นต้ังต้นประมาผ 3 X 107 

สํปอร็ต่อ มล. แล้วนำ 1 มล. ส์ปอร็แปีวนลออผสํมลงใน 9 มล. อาหารเลองแอเหลว 

ท่ีมี T.B.T.O. เจ้มปีน 5 ppm ผสํมให้เจ้ากันแล้วบ่มท่ีอุทเหภูมิห้องนาน 24 และ 48 สํม.

นำ 1 มล. ปีองสำรละลาอผสํมท่ีบ่มครบ 24 และ 48 สํม. ไปตรวจสํอบความสำมารถใน 
การมีธีวิตปีองสํปอร็ตามวิธีการจ้อ 3 .2 .2  และเติม Tween 80 ลงในระบบการรับรั้ง
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การงอกปีอง๗ อร,ให้3ความเข้มชัน 1 เปฮรเร๎?นต บ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้อง(,ป็นเวลา 10 วัน 
โตฮทก 2 วันนำ'โปลรวจสัอบความ๙ามารถในการมิธีวิล!เอง๗ อรตามวิธการ30 3 .2 .2

, “ 7 ยู ยู่
4 .2 .3  ระยะเวลาตำสัดปีองการบ่มสัปอ?ในอาพารเลยงเธอเพลว 

PDB ผสัมสัารประกอบดับกอินทรีย T.B.T.O. เข้มปีน 5 
ppm ท่ีให้ผลน่าสัปอร Trichoderma sp . P o l .

นำ 20 ผล. ปีองสัปอร Trichoderma sp . Polj 
แปีวนลอยทเตรียมลามวิธการข้อ 3 .1  ผส์ผลงใน 180 ผล. อาหารเหลว PDB ml 
T.B.T.O. เข้มข้น 5 ppm ผส์มให้เข้ากันแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเมินเวลา 120 Ifม. โดย 
ทำการทตลอง 3 ธ้า และทุก 12 ปม. นับแด่บ่มครบ 24 ธม. ดูด 1 มล. ธองสัปอร 
แปีวนลอยในระบบการยับย้ัง ไปตรวจส์อบความสัามารถในการมิธีวลปีองส์ปอรลามวิธีการ 
ข้อ 3 .2 .2  และดูด 10 มล. ส์ปอรีแปีวนลอยจากระบบการยับยั้งข้างต้นใส่ในหลอดทดลอง 
ทผ่านการนิ่งฆ่าแอแล้ว ผสัม Tween 80 ให้มิความเข้มข้น 1 เปอรีเธ็นต ผสัม'ให้เข้ากัน 
บ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้อง เมินเวลา 10 วัน โดยทุกวันนำไปตรวจสัอบความสัามารถานการมิธีวิต 
ปิองส์ปอรลามวิธีการข้อ 3 .2 .2  เก็บแอที่สัามารถเจรถฺ!ภาฮหลังเลม Tween 80
(reverta n t) ตามวิธีการข้อ 1 .3  เน่ิอนำาปสืกษาคุณสัมบัดัปิองแอต่อไป

คำนวณเปอรเมินตการเกัด revertan t ปีองแด่ละระยะ 
การบ่มสัปอรในระบบการยับยั้งการงอกอองสัปอร (organ otin -in cu b ât ion tim e)
โดยคำนวณจากจำนวนธ้าท่ีตรวจ'นบการเจรณฺภายหลังเลม Tween 80 เทียบกับจำนวใฝ้า 
ท่ีทำการทดลองยับย้ังการงอกปิองส์ปอร

4 .2 .4  ความเข้มข้นตั้าสัดธองสัารประกอบดับุกอินทรีย T .B .T .O .ใน 
ระบบการยับย้ังการงอกปีองสัปอรีท่ี'ให้ผลม่าสัปอร
Trichoderma sp . P o ll

นำ 5 มล. สัปอร Trichoderma sp . Pol.1 แอวนลอย 
ที่เลรอมตามวิธีการข้อ 3 .1  ผสัมลงาน 45 มล. อาหารเหลว PDB ท่ีมิสัารประกอบดับุกอินทรีย 
T.B.T.O. เข้มข้น 5 , 10 , 15 , 20 , 25 , 30 , 40 , 60 , 70 , 80 , 90 ,
100 , 150 และ 200 ppm ตามส่าดับ ผสัมให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิห้องและท่ีเวลา 48 และ 

60 ธม. ปีองการบ่มแอ นำไปตรวจสัอบความส์ามารถานการมิธีวิตตามวิธีการข้อ 3.2.2

- และดูดสัปอรีแปีวนลอยปีองแต่ละความเข้มข้นปีอง T.B.T.O. ปรีมาตร 10 มล.(ทำการทดลอง 

3 ธ้า) เตม Tween 80 ให้มิความเข้มข้น 1% ผส์มให้เข้ากันแล้วบ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้องจนครบ 10 วัน 

นำไปตรวจสัอบความสัามารถในการมิธีวิตตามวิธีการข้อ 3.2.2
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4 .2 .5  การตรวจสัอบ fl ni si มบัติปีอง Trichoderma sp . P o l,, ที่เกัด 
จากการทำให้งอกใหม่โดร Tween 80 ภารหลังการทกยับร้ัง 
การงอกปีอง๙ปอรแบบก่ิงฝา โดย T.B.T.O. (R evertant) 
เปรรบเทียบกับคุณ๙»บัติจอง Trichoderma sp . P o l.
ปรกติ (co n tro l)

4 .2 .5 .1  การเตรีรม๗ อร Trichoderma sp . P o l,
4 .2 .5 .1 .1  Revertant

นำเสือที่ตรวจนบการเจรญภารหลัง 
จากเติม 1% Tween 80 ไนระบบการรับยั้งการงอกปีอง๗ อรีแบบกงฆ่า จากการทดลองท่ี
4 .2 .3  เลอกใจ้เสือที่ผ่านการบ่มในระบบการรับยั้งการงอกปีอง๗ อรีไน อาหารเหลว PDB 

ท่ีมี T.B.T.O. เจ้มปีน 5 ppm เที่นเวลา 60 ๙ม. และผ่านการบ่มต่อภารหลังเติม
Tween 80 เที่นเวลา 6 วัน และ เก็บรักษาไว้ตามวิธีการจ้อ 1 .3

4 .2 .5 .1 .2  ๙ปอรีท่ีผ่านการบ่มไนอาหาร 
เหลว PDB ท่ีม Tween 80 
เจุ้มจุ้น 1 เปอรีเใเนต่

นำ 1 มล. ส์ปอรี Trichoderma 
sp . Pol 1 แปีวนลอรที่เตรีรมตามวิธีการจ้อ 3.1 ผส์มลงใน 9 มล. อาหารเลองเสือ 
เหลวท่ีมิ Tween 80 เปีมปีน 1 เปอรีเช็นตผส์มให้เจ้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเมินเวลา 6 
วัน นำไปปินล้าง๗ อรีดัวรนากลั่นที่ผ่านการนงฆ่าเสือแล้วที่ดวามเร็ว 5000 รอบต่อนาท 
นาน 2 นาที 3 ดร้ัง จากนั้นนำไปเกลี่อบนอาหารเลองเสือแปีง (PDA p la te )  บ่มท่ี 
อุร»หภูมิห้อง เมินเวลา 5 วัน เก็บรักษาเสือดามวิธีการจ้อ 1.3

4 .2 .5 .2  ตรวจaอบลักษร»ะการเจรีรแจองเสือบนอาหารแจ็ง 
(PDA)

นำเสือปกติ revertan t และเสือที่ส์ร้าง 
จากสํปอรีท่ีผ่านการบ่มไน Tween 80 มา strea k  บนอาหารเลรงเสือแปีง!(นิดเอรง 
(PDA S lan t) บ่มท่ีอุร»หภูมิห้องเมินเวลา 5 วัน นำมาติ1กษาลักษร»ะการส์ร้าง๗ อรีและ 
การส์ร้างสิ (pigment) ลงในอาหารแปีง

4 .2 .5 .3  การตรวจdอนจนาดปีอง๙ปอรี
นำเสืออาฮ 5 วันที่เตรีอมในวิธีการจ้อ

< ' „ ]4 .2 .5 .2  มาเตรีรมส์ปอรีแจวนลออตามวิธีการจ้อ 3 .1  จากนนดดส์ปอรแปีวนลอรมาสิมวัด
ปีนาดภารใต้กล้องจุลทรร((นิโดอใจ้ ocu lar micrometer (วิธีวัดตามภาดผนวก ด)
โดอสิมวัดปีนาดปี*!ง๗ อรีจ‘านวน 100 ส์ปอรี แล้วราองานด่าเฉล่ีอปีนาดร์(ปอรีแต่ละ!(นิด
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ไลฮสาการทดลอง 3 ช้า
4 .2 .5 .4  การงanปีองลปอร*!นอาหารเลยงแอเหลว PDB

นำ 1 พล. ส์ปอรีแปีวนลออท่ีเตรียม 
ตามวิธีการปิอ 3 .1  ผส์มลงใน 50 มล. อาหารเลยงแอเหลว PDB ท่ีบรรจุในปีวด 
แก้วทรงกรวยปีนาค 250 มล. นำไปบ่มบนเครี่องเปีย่าแบบ rotary ที่ความเร็ว 200 
รอบล่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง โคอทุกเวโมงคดลปอรีแปีวนลออมาตรวจนับปริมาณลปอรีท่ีนบ
การลร้าง germtube เทียบกับปริมาณลปอรีท้ังหมดโดยใช้ Haemacytometer 
แล้วคำนวณเปอรีเช็นตการงอกปีองลปอรีที่เวลาใด  ๆ คามลมการคังน้ํ

การงอกป ีองลปอร็ (%) = จำนวนล ปอรีท่ีลร้าง germtube X 100
จำนวน๙ปอรีท้ังหมค

โดยทำการทดลอง 3 ชา และติดตามการงอกปีองลปอรีจนพบการงอก 100 เปอรีเช็นต 
(ประมาณ 12 ช’ม.)

4 .2 .5 .5  การลร้างลปอรีในอาหารเลยงแอเหลว PDB
ทำการทดลองตามวิธีกาปิอ 4 .2 .5 .4  โดฮ 

เมอบ่มแอครบ 15 ชม. คลอาหารเลองแอเหลวในระบบการเลองแอมาตรวจนับปริมาณ 
ลปอรีภายใต้กล้องจุลทรรสันโดยใช้ Haemacytometer และตรวจวัดปริมาณส์ปอร็ทุก 2 ช'ม. 
ปีองการบ่มแอจนครบ 40 ชม. คำนวณปริมาณ๗ อร็ท่ีล'ร้างล่อ มล. ที่เวลาใค ๆ

4 .2 .5 .6  การตรวจวิเคราะหการเจริญจองแอ (Growth)
4 .2 .5 .6 .1  โตรการติดตามนำหนักแห้งธองเชลล์ 

(dry weight)
นำ 1 มล. ลปอร็แปีวนลอยท่ี 

เตรียมตามวิธีการปีฮ 3 .1  ผลมลงใน 50 มล. บนอาหารเหลว PDB ท่ีบรรจุในปีวดแก้ว 
ทรงกรวยปีนาด 250 มล. บ่มเชอบนเครีองเจย่าแบบ rotary ทีความเรว 200 รอบล่อ 
นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เวลา 6 ,1 2 ,1 8 ,2 4 , 3 0 ,4 8 ,9 6 ,1 4 4 , 192 และ240 ชม.ปีองการเลยง 
แ อ  นำมาหานาหนักแห้งโดยกรองผ่านกระดาษกรองเบอร็ 1 แล้วอบแห้งท่ี 80 องสัาเชล 
เธีอล นาน 48 ชม. ช้งหานาหนักแห้งแล้วคำนวณหานำหนักแห้งล่อปริมาตรอาหารเลยงแอ

4 .2 .5 .6 .2  โดยการติดตามปริมาณกลุโคชามิน 
ไต้สืกษาการเจริญเติบโตปีอง

Revertant และแอปกติในอาหารเหลว Czapek’ s dox media ท่ีมิ 1 เปอร็เชนล์
แอลนำ-เชลลโลล เท่ีนลารต้นตอคารีบอน โคยอาสืฮปริมาณกลโคชามีน (glucosam ine)
ในผนังเชลล์เที่นคัชนั ตามวิธีการปิอง Cochran และ V er c e llo ti (64)

การลกัลกลโคชามีนออกจากอาหารเลยงแอ 
------------มิไ}----------------------------ริ------ริ—นำตะกอนทปินแยกออกจากอาหารเลยงเธอจากวิธีการจ้อ 1 .4 .1  ไปอบ
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แห้งท่ีอุทรหภมี 80 องชาเชลเธ ีร๙ เที่นเวลา 48 ใ/ม. น่าตะกอนท่ีอบแล้ว ว .2 กรัม 
ไปร่อยเนอส์กัดกลุโคชามีนด้วยกรดเกล้อเอ้มอ้นจำนวน 5 มล. บ่มในนาเดอต 2 ใ/ม. 
แล้วทงให้เย็น จากน้ันน่าไปปีนแยกตะกอนฑง โคยเครองปีนเหวี่ยง J2-21 และ'ใใ/
Rotor แบบ JA14 ที่ความเร็ว 10000 รอบต่อนาท นาน 15 นาท น่าต่วนใช 
(supernatant) ไปปรับค่า pH ให้เย็นกลางด้วยโชเลรมไ?/ครอกไชดที่มีความเอ้มอ้น 
30 เปอร็เช็นต แล้วน่าไปปีนแยกตะกอนท้ํงท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาท นาน 15 นาท 
น่าต่วนใชมาปรับให้ไค้ปริมาตรครบ 10 มล. แล้วน่าไปวิเคราะห้หาปริมาตรกลุโคชามีน

กำหนตให้ การเจริฤ!เติบโตชองราในอาหารเหลวเย็นมีลติกรัมกลโคชามีนต่อ
Ï

กรัมน่าหนักตะกอนแห้ง
การวิเคราะพปริมาทเกลุโคชามีน
วิเคราะห้ปริมาทเกลุโคชามีน ตามวิธีการปิอง Morgan และ Elson ท่ีปรับ 

ปรุงแล้ว โดร Johnson (65)
ลุดชารละลาฮกลุโคชามีน (25-200 ไมโครกรัม) ปริมาตร 1 มล. ผชมกับ 

1 มล. ชองชารละลา80ะเชทิลอะรโตน (ประกอบค้วอ อะสิทิลอะ5โตนเอ้มอ้น 4% ใน 
ชารละลาย 1.25 โมลาร็โชเดรมคาร็บอเนต) บ่มในน้ัาเดอด 20 นาท ทํ้งไว้าห้เรน 
แล้วเติม 10 มล. เอธานอลและ 1 มล. เออร็ติกธีเอเจนต (Erhlich’ s reagent 

ประกอบด้วยนาราไคเมธลอะมีโนเบนปีลติไ?/ด เอ้มอ้น 2.67 เปอร็เช็นดในชารละลาย 
กรคเกล้อเอ้มอ้น และเอธานอลอัตราต่วน 1:1) ท้ํงไว้ท่ีอุทเหภูมีห้องนาน 30 นาท ปีนแยก 
ตะกอนทงที่ความเร็ว 10000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที น่าต่วนใส์ไปวัดค่าการลุคกล้น 
แชงที่ความราวคลน 530 นาโนเมตร ค่าท่ีวัคไค้น่าไปเทียบกับกราน่มาตรฐานชองกลุ
โคชามีนไ?/โดรคลอไรค์

4 .2 .5 .7  การชร้างเอน'ไชมีเชลลฺเลชจอง R evertant เทียบ 
กับเ^อปกติ

น่า revertan t ที่เตรยมตามวิธีการอ้อ
4 .2 .5 .1 .1  และเ^อปกติมาตรวจชอบความชามารถในการชร้างเอนไชมีเชลลุเลชตามวิธ ี
การอ้อ 1 .4  51

51 ผลจองชารประกอบคบกอนท?รบช'ไตรบวทีarmออกไชด (T .B .T .O .) ต่อการ 
รับยงการเจริเyชองชายใยตัวแทนราที่คัคเล้อกเมอเลยงในอาหารเลํ้ยงเใ[อ 
เหลว PDB

เ^อท่ีน่ามาสืกษา คอ Syncephalastrum sp . YA7 
A sp erg illu s sp . CXe
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P én ic illiu m  sp . YAe 
Trichoderma sp . P olj

5 .1  ปริมาณพ,าปุดออง T.B.T.O. เมอเติมลงในระบบการเลยงเป้อที่เวลา 
12 18 24 และ 30 ปม. จองกา?เลยงเป้อแล้ใ'ให้ผลยับยั้งการเจริญ 
แบบ?'วคราว (S ta t ic  e f f e c t )

โคอทำการทดบองเป็น 5 ชุด คอ
ชุดท่ี 1 เติมสำรประกอบดบกอินฑริฮ T.B.T.O. ที่เวลา 12 ปม. อองการเลองเป้อ
ชุดท่ี 2 เติมปารประกอบดบุกอินทริอ T.B.T.O. ที่เวลา 18 ปม. ปีองการเลองเป้อ
ชุดท่ี 3 เติมปารประกอบดีบุกอินฑริอ T.B.T.O. ที่เวลา 24 ปม. ปีองการเลองเป้อ
ชุดท่ี 4 เติมปารประกอบดีบุกอินฑริอ T.B.T.O. ที่เวลา 30 ปม. 3องการเลองเป้อ
ชุดท่ี 5 เป็นชุดควบคุมไม่มการเติมส์ารประกอบดีบุกอินฑริฮ 
แด่ละชุดทำ 3 ป้า

นำ 1 มล. ปปอร่ิแจวนลออท่ีเตริอมตามวิธการข้อ 3.1  ใส่ 
ลงใน 50 มล.อาหารเพลว PDB แล้วนำไปบ่มบนเครองเธอ่าแบบ rotary ที่ความเร็ว 
200 รอบต่อนาท ท่ีอุผหภูมิห้อง เมอบ่มครบ 12 18 24 30 ปม. เติมปารประกอบดีบุก 
อินทริอ T.B.T.O. ในระบบการเลองเป้อชุดด่าง  ๆ โดอแปรผันหาความเข้มข้นธอง 
ปารประกอบดีบุกอินทริอ T.B.T.O. ในระบบการเลองเป้อให้ไล้ความเข้มข้นตาปุดออง 
T.B.T.O. ที่ให้ผลอับอั้งการเจริญอองปาอใอทุกชุดอองการทดลอง เมอเทีอบกับชุดควบ 
คุม โลอเร็มจากความเข้มข้น 5 ppm แล้วเพิ่มความเข้มข้นครั้งละ 5 ppm จนนบความ 
เข้มข้นตาปุดออง T.B.T.O. ท่ี,ให้ผลอับอั้งการเจริญปีองปาอใฮ แล้วนำมาทดลองล้งน

5 .1 .1  ติดตามกา?เจริญอองปาอใอ
โดอติดตามนาหนักแห้งอองเปลลเป็นเวลา 10 วัน นับ 

ตั้งแต่เริ่มบ่ผเป้อในอาหารเหลว จากทุกชุดปีองการทดลอง ตามวิธการข้อ 4 .2 .5 .6 .1
5 .1 .2  ความปามารถในการมข้วิตปีองปาอใอ

โดอเมอเลองเป้อครบ 10 วัน คุด 1 มล. ปีองปาอ 
ใอจากการทดลองปุดด่าง  ๆ ช่นล้างสำอใอล้วอนากลั่นที่ผ่านการนิ่งฆ่าเป้อที่ลวามเร็ว

• «4 พ ้^  I 1 ^ รน 1 I ^5000 รอบต่อนาท นาน 2 นาท 3 ครัง (อัตราส่วนระหว่างปริมาตรนำกลันต่อปริมาตร 
เป้อ เท่ากับ 10 ต่อ 1) แล้วนำไปเกลอบนจานอาหารเลํ้องเป้อ (PDA P la te ) บ่มท่ี 
อุผหภูมิห้อง ติดตามการเจริญเป็นเวลา 30 วัน

5 .1 .3  ความปามารถในการปร้างปปอ?
โดอนับปริมาทเสํปอร็ในอาหารเหลวก่อนเติม T.B.T.O.

เทอบกับปริมาทเสํปอริ่ในอาหารเหลวเมอน่มเป้อครบ 10 วัน
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5 .2  ปริinnเตา๙ตจอง T.B.T.O. เมอเต ิมลงในระบบการเลยงแอเมอแอ  
เจริญถุง m id-log phase แล้วให้ผลอับยั้งการเจริญจองสำรใยแบบกิ่ง 
ฆ่า (Sub le th a l  e f f e c t )

จากการทดลองท่ี 5 .1  นบว่าระยะเวลาที่เลฮงแอ
แล้วเจริญถุง mid log  phase ดังน

A sp erg illu s  sp . CXe ระระ mid log  phase คอ i วโมงท่ี 18 
P é n ic illiu m  sp . YAe ระระ mid log  phase คอ ?วโมงที่ 24 
Syncephalustrum sp . YA7 ระระ mid log  phase คอ อัวโมง

ท่ี 18
Trichoderma sp . P o ^  ระระ mid log  phase คอ อัวโมงที่ 18 

นำ 1 มล. ๗ อรแชวนลอรที่เตริรมตามริสีการชัอ
3.1  ไล้ลงใน 50 มล. อาหารเลยงแอเหลว PDB แล้วนำไปบ่มบนเคร็องเจร่าแบบ 
rotary ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุท!หภูมิห้องจนครบเวลาที่แอมการเจริญถุง Mid 
log  phase เติมสำรประกอบติบกอินทธีร T.B.T.O. โดรแปรผันเพิ่มความเชัมปีนครังละ

«4 รน พ ,, < '  *ร, »5 ppm เริมจากความเชัมชันตำสํดฑให้ผลอับยงการเจริญปีองสำรใรแบบ?วคราว จากผล 
การทดลองตามวิธีการชัอ 5 .1  แล้วนำไปบ่มต่อที่ส์ภาวะเติมเที่นเวลา 10 วัน โดยทุกวัน 
หลังจากการเติม T.B.T.O. ดูดส์ารใยราไปตรวจสํอบความสำมารถในการมธีวิตตามวิธี 
การชัอ 5 .1 .2  บันทีกความเชัมชันติาสํดจอง T.B.T.O. และระยะเวลาที่บ ่มแอในอา 
หารเหลวภารหลังเติม T.B.T.O. (T.B.T.O. incubation  tim e) แล้วนบว่าให ้
ผลอับยั้งการเจริญแบบกิ่งฆ่า คอ ไม่นบการเจริญปิองแอเมอนำไปตรวจสํอบความสำมารถ 
ในการมิธีวิต 63

63 การหาชัอมฺลเบองต้นจองการอับยั้งการเจริญจองสำรใยตัวแทนราที่คัดเลอทโดย 
สำ?ประกอบติทุกอินทธียนสํไดรบัวทีลทินออกไชติ (T .B .T .O .)

6 .1  ผลจองสำรกลุ1มติเทอร็เจนที่ต่อสำรใรราที่ถุกอับยั้งการเจริญแบบกิ่งฆ่า 
(Sub le th a l  e f f e c t )  โดยสำรประกอบติทุกอินทธีร T.B.T.O.

ทำการทดลองตามวิธีการจ้อ 5 .2  โดยใชัสํภาวะการอับยั้ง
การเจริญแบบกิ่งฆ่าจองสำรใรราที่เจริญในระยะ mid log จากผลการทดลองตามวิธ ี
การจ้อ 5 .2  และเมอนบว่าสำรายจองแอถกยับยั้งการเจริญแบบกิ่งฆ่าแล้ว เติมส์าร 
ติเฑอริเจนท โดยแปรผันให้มิความเปีมชันสํคท้ายในระบบการอับยั้งการเจริญเที่น 0 .1  » 
0 . 5 ,  1 .0 ,  2 .0  และ 3 .0  เปอริแนติ จากน้ันนำไปบ่มต่อบนเคร็องเจร่าแบบ rotary  
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุท!หภูมิห้องเท่ีนเวลา 10 วัน โดยทุกวันหลังจากการเติม 
ติเทอริเจนที่ ดูดสำรใรราไปตรวจส์อบความสำมารถในการมธีวิตตามวิธีการจ้อ 5 .1 .2
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บัน ทีกสํนิRและปริมาท(ตำสํลปิรงด้เทอรเจนท และระaะเวลาที่บ่มเ^อในลเทอรเจนท
(d etergen t incubation  tim e) แล้วสำมารถตรวจนบการเจริญปีองเîfอได้

6 .2  ระระเวลาตั้าสํคท่ีบ่มสำยาร Trichoderma sp . P o l , ระระ Hid 
log  านระบบการรับรั้งการเจริญที่ม T.B.T.O. เช้มปีน 40 ppm แล้ว 
นบผลบ่าสำรใรรา (C idal e f f e c t )

นำ 1 มล. สํปอร็แธวนลอรที่เดรีรมตามวิธีการจ้อ 3 .1  
ใส่ลงาน 50 มล. อาหารเลยงเ^อเหลว PDB แล้วนำไปบ่มบนเตรองเปีร่าแบบ
rotary ทความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุแเหภุมห้อง เมอบ่มเใเอครบ 18 ๘ม. เติม 
สำรประกอบตีบุกอินทรีร T.B.T.O. าห้มความเช้มช้นสํดท้ารานระบบการรับรั้งเทีน 40
ppm บ่มต่อที่สํภาวะเติมเทีนเวลา 20 วัน โครทุก 2 วันต้ังแต่บ่มเ^อในระบบท่ีม T.B. 
T.O. ครบ 4 วัน นำมาเติม Tween 80 าห้มีความเช้มช้นสํลท้ารานระบบการรับรั้ง 
การเจริญเท่ากับ 3 เปอร็เช็นต ผสํมาห้เช้ากัน บ่มเสือต่อที่สํภาวะเติมเทีนเวลา 10 วัน 
นำสำอายมาตรวจสํอบความสำมารถานการมีธีวิตตามวิธีการจ้อ 5 .1 .2  บันทีกระระ
เวลาตั้าสํค (วัน) ท่ีบ่ม lîf อานสำระประกอบลบกอินทรีร T.B.T.O. แล้วไม่นบการ
เจริญปีองเธอภารหลังเติม Tween 80

6 .3  ความเจ้มจ้นต้ัาสํคปีองสำประกอบคบฺกอนทรีร T.B.T.O. านระบบการ 
รับรั้งกา?เจริญจองสำราย Tricboderma sp . P o l. ระระ Hid 
log  แลา้าห ้ผลบ่าสำราร (Cidal e f f e c t )

ทำการทคลองตามวิธีการจ้อ 6 .2  โค รเม อ เf อเจริญถง
mid log phase (18 tfม .) เติมสำรประกอบลบุกอนทรี T.B.T.O. โลอแปรผันาห้ม 
ความเจ้มจ้นสํลท้ารานระบบการรับรั้งการเจริญปีองสำรารเทีน 40 , 50,60 ,7 0 ,8 0 ,9 0 ,  
100 , 120 , 150 ,  200 ppm ผสํมาห้เจ้ากันบ่มต่อที่สํภาวะเติมเทีนเวลา 4 วัน แล้วเติม 
Tween 80 าห้มความเจ้มจ้นสํดท้าอานระบบการรับรั้งการเจริญเที่น 3 เปอร็เช็นต 
ผส์มาห้เช้ากัน แล้วบ่มต่อที่สํภาวะเติมเทีนเวลา 10 วันนำสำธารมาตรวจสํอบความ
สำมารถานการมธีวิตตามวิธีการจ้อ 5 .1 .2  บันทีกความเช้มปีนต้ัาสํลธอง T.B.T.O.
(ppm) ที่ให้ผลบ่าสำยาร (c id a l e f f e c t )  ในระบบการรับรังการเจริญปีองสำรารรา 
ไม่นบการเจริญภารหลังเติม Tween 80
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