
บทท่ี 2

อุปกร» เคมภั«ท่ี และวษัดำเนินงานวจัอ

อุปภ?«ท่ๆี  ษัในทารวิจัร

1. เครองแเร ่า  (Shaker) รุ่น G-10 แบบ Rotary บริษัท New Brunswick 
S c ie n tif ic  Co., INC., EDISON, N.J. USA

2. เครองเปีร่าคาบคุมอุ»หภุม่ (Controlled Environment Incubator shaker) 
รุ่น G-27 บริษัท New Brunswick S c ie n tif ic  Co., INC., EDISON, N.J. USA

3. เครองวัคการคุดกลณ๙ ง (UV-visible Spectrophotom eter)รุ่น UV-160A 
บริษัท shimadzu Corporation, Japan

4. เครองวัคความเป็นกรคค่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA
5. เครองนงม่าเflfaคุลนฑริร (Autoclave) รุ่น H-88L4 บริษัท Kokusan,

Japan
6. ค ุ้เ 3811i a แบบ Laminar Flow ISSC0 รุ่น BV-124, USA
7. เครองร๙ มส'าร (Vortex-Genie 2) รุ่น G-560 E บริษัท S c ie n tif ic  

Industries INC., USA
8. หลอคนสงอุลตราไวโอเลต (U ltrav io le t lamp) ความราวคลน 254 

นาโนเมตร TL20W/08 F20 T12 BLB บริษัท P h ill ip s , Holland
9. อ่างนาควบคุมอุ«พภุม (Water bath) รุ่น Temppet T-80 บริษัท Tokyo 

Rikakikai Co., LTD, Japan
10. เคร่ีองกวนแท่งแม่เหล็ก (Magnetic s t i r r e r )  รุ่น Franz MORAT KG 

บริษัท GmbH Co., Germany
11. เครองษัง รุ่น L2200P และ A200S บริษัท S a rto riu s , USA
12. กล้องคุลฑรรศ'น (Microscope) รุ่น UNILUX-12 บริษัท Kyowa, Tokyo

J apan
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13. กระดาษ■ กรอง Whatman เบอร 1 บรีษัก Whatman In te rna tio na l L td .,
England

14. กล่องโลหะปีนาด 20 X 30 เชนตเมตร
15. กระกุมปิม ปีนาดเชันผ่าลูนรกลาง 3 เชนตเมตร

เดมณั Vท

1. เดกช้แกรนHย!ภาพอุตส์าหกรรม นาหนักโ!!เลกุล 3 - 5 0  X 10e Sigma 
Chemical Co., USA

2. เดกชนทรน T-2000 นาหนักโมเลกุล 2 X 10e Pharmacia , Sweden
3. ไนโตรโชกวานิดัน (N-methyl-N’-n itro -N -nitrosoguan id ine , NTG) 

Sigma Chemical Co., USA
4. Tween-80 BDH Chemical L td ., England
5. โบวนช้รัมอลบมน (Bovine Serum Albumin) sigma Chemical Co.,

USA
6. โปดัลเช้ธมโมโนไฮโดรเจนน)อลเนเต (KeHPOi[1) E. Merck, Germany
7. โปตัลเช้รมดลอไรด (KC1) E. Merck, Germany
8. โชเดธมไนเตรก (NaN03) E. Merck, Germany
9. ลารลกัดจากรลต (Yeast Extract) Difco L aboratories, USA

เ^อจุลนกรร การเก็บ และการเลรงเ^อจุลนกรีรทใช้ในการกดลอง

1. เ!เอจุลินทรีรก่ีใช้ในการกดลอง

เ^อรา P é n i c i l l i u m  s p .ลาฮพันกุ 61 เป็นเ!เอราลารพันกุดังต้น ดัดนอกจาก 
ดัน โดร เอก แลงวเช้ธร (2531)
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2. การเก็บรักษาเซอราท ี่ๆช้'ในการฑดล9ง

2.1 การเกบรัก!ทเน่ิอในระระ!น
เปิธฟ้ปอร้ปิองเใ[อรา P é n i c i l l i u m  sp. ฟ้ารพันธุ 61 ลงชนอาหารแรง 

เอยง (s lan t agar) ปรับปรุงจาก Fukuflioto และ«ก!ะ (ภา«ผนวก ก) ก่ีมิเดกชแทรน 
«วา«เอ้มอ้น 1 % บ่«ก่ีอุกเพ/)«ช้องเป็นเวลา 7 วัน จนฟ้ปอรเจรัญเต็มก่ี เก็บไว้ก่ีอุก!พภูม 4 °ช 
จนกว่าจะนำมาใช้

2.2 การเก็บรักษาเน่ิฮในระยะยาว
เก็บฟ้ปอร้ปีองเน่ิอราโดยวัอ้ Lyophïlization

3. การเลํ้ยงเfa ราใน!เวรแก้วกรงกรวย

เต« 0.1 % รอง Tween-80 ก่ีผ่านการน่ิงน่าแ[อแล้ว (ก่ีดวา«ดัน 15 ปอนด 
ต่อตารางน้ํว อุกเพภูม 121 องฟ้าเชลเอ้ยฟ้ เป็นเวลา 15 นาที) ลงในหลอดเก็บเน่ิฮราจาก 
อ้อ 2.1 ใช้ลปเปีธฟ้ปอร้ใช้หลุดออกมาลอยอยู่ในน่ิา นับฟ้ปอรใช้อยู่ในช้าง 2x10^ ส์ปอรต่อมล. 
โดยใช้ Haeœacytoœeter ก่ายฟ้ปอรแรวนลอย 2 มล. ลงใน 100 มล.รองอาพารเล้ฮงเÎ[อ 
ปรับปรุงจาก Fukumoto และดก!ะ น่ิงบรรจุอยู่ในรวดแก้วกรงกรวยรนาด 500 มล. บ่มมน
เดรองเปิย่าแบบ ro tary  shaker อัตราการเปิย่า 200 รอบต่อนาท เล้ยงเน่ิอก่ีอุทเพภูมิพ้อง 
(30-35 ' 'ช) เป็นเวลา 10 วัน เก็บต่วอย่างรดยดดอาหารแธงเ![อเหลวออกมา 5 มล. 
กรองผ่านกระดาษกรอง Whatman เมอร 1 นำไปพาน่ิาหนักเชลล้แช้ง ฟ้วนใฟ้นำมาวัเดราะห 
หาแอดตวัดรองเอนไชมเดกชแกรนเนฟ้ และปรมากเโปรตนดำนวกเด่าแอดตวัทีจำเพาะ

การตรวจฟ้อบการฟ้ร้างเอนไชมเดกชแกรนเนฟ้จากเน่ิอรา

1 . ก า ร ต ัด เล ้อ ก เîfอราก ี่ฟ ้ร ้างเอนไชมเดกชแกรน เน ฟ ้ ใน อ าห าร เล ํ้ยง เ![อ แ ร ง

นำเร[อราก ี่ต ้องการทดฟ ้อมมาจ ุด ( s p o t )  บ น อ าห าร เล อ ง เ$ อแรงกี่ม ิเดกนิ่แกรน 

1 % ปรับปรุงจาก F ukum oto  และดกเะ (ภา«ผนวก ก.) บ่มไว้กี่อุท!หภูมิช้อง เป ็น เวล า 7 วัน



21

นำมาตรวจฟ ้อบ«วามฟ ้ามารถานการร ่อ8 เด ก ช แท รน ธอ งเ^อ รา โคอการเทราดต ้วอเอธาน อส ิ

95 % ใ» พ ท ม อ าห าร เล อ งเ01อ ท ํ้งโว ้เป ็น เวส ิา  6 ร ัวโมง ท่ีอุน!หภูมิ»ร้อง เนองจาก

เดกชแทรพเป ็นโพสิเมอริ ที่มิหน่วอa องกลูโคฟ้ต่อกันมากกว่า 50 ฬน่วรปีนใป เมอท่าปฏิกัร ิอา 

กับนอลกอฟ้อสิ เท่น เอบานอสิ จะเกดการดกตะกอน ท่าใ»ร้เ»ร้นเป็นต้0าวธุ่น แต่หาก 

เดกชนทรนถูกร่อ8ด ้ว8 เอนไช«เดกชนทรนเนฟ้ท ี่ปส ิอ8 อ อ ก ม าจาก เ^อ รา กส ิา8 เป็นห»ท8ร่ออสิง 

ก็จะไม่ถกตกตะกอนต้วอแอสิกอฟ้อล ท ่าให ้เกดเป ็นบริเวน!าฟ ้ ( c l e a r  z o n e )  ริน ฟ้ามารถ

คดแ9ภเใเอราท ี่ฟ ้ร ้างเอนโชม ่เดกชแทรนเนฟ ้โต ้

2. การตรวจฟ้อบแอดต้ริต้aองเอนโชมเดกชแทรนเนฟ้ ในอาหารเลํ้องเ0เอเหสิว

การตรวจฟ้อบแอดต้ริต้aองเอนโชพเดกชแทรนเนฟ้ท่าตามริบการ0อง Fukunoto 
แสิะดน!ะ (1971) ดังน้ํ นำฟ้ารละสิาอ 0.625 % เดกชแฑรน T-2000 ใน 0.05 โมลาริ 
อะว่1.ตทบัฟ่เฟ่อริ ดวามเป็นกรดด่าง 5.5 ปริมาตร 0.4 มสิ. มสิมกับ 0.05 โมสิาริ อะริเดท 
บัฟ่เฟอร ความเป็นกรดด่าง 5.5 ปริมาตร 0.5 มสิ. บ่มท่ีอน!หภูมิ 55 องฟ้าเชสิเริอฟ้
เป็นเวลา 5 นาท่ จากนันจงเต้ม 0.1 มสิ. ธองนำเสิรงเ^อท่ีผ่านการกรองแรกเชสิออกแล้ว 
ผฟ้มให้เร้ากัน บ่มท่ีรุนเหภูมิ 55 ช เป็นเวลา 15 นาท เก็บตัวอร่างท่ีเวลา 0 และ 15 นาท 
หอดปฎกริอาโดอต้มในอ่างนำเดอดนาน 5 นาท่ นำโปตรวจหานาตาลริดวชท่ีภูกปสิ,ออออกมา
โดอริบ3อง Somogyi (1952)

[ 1 หน่วร (un it) ธองเอนโชม่เดกชแฑรนเนฟ้ หมารกง ปริมาน!เอนไชม่ท่ีร่ออ 
ฟ้สิา8เดกชแทรน T-2000 ไต้นาตาสิริต้วชเทอบเท่านาตาลกสิโคฟ้ 1 ไมโครโมสิต่อนาท

Z  .ภาอไดฟ้ภาวะท่ทดฟ้อม ]

การเตริอมสิมฟ้เตรท โดอริงเดกชแทรน T-2000 0.625 กรัม ละสิารใน 0.05 
โมลาริ อะริเตทบัฟ่เฟ่อริ pH 5.5 และปรับปริมาตรให้เป็น 100 มสิ. ใพธวดเตริอมฟ้าร
(Volumetric flask )
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ก าร ต ร าจ -ท Rร าะ ๗ รมาท!นาm a ริดวช'โดอริธจอง Som ogyi < 1952)

น ำต ัวอร ่างท ี่ร ้อ งก ารร ิเต ราะ»ป ร ิม าต ร 1 ผ ล .เต ิม  A l k a l i n e  c o p p e r  r e a g e n t  

(ภา«ผนวก ปี) ปริมาตร 1 ผล. ผลมให ้เจ ้าก ัน  น ำไป ต ้ม ใน อ ่างน ำเดอดเป ็น เวลา 15 นาท 

ท ำให ้เอ ็น ล งอ อ ่างรวด เร ิว  แล ้วเตม N e ls o n  r e a g e n t  (ภา«ผนวก ปี) ปริมาตร 1 มล. 

ผลมให ้เจ ้าก ัน  ตังไว้ท ี่อ ุ«หภุมห้องประมาre 30 นาท เตมนำปลอดประจุ ( d e i o n i z e d  w a te r )  

ปริมาตร 5 ม ล .ผ ล ม ให ้เจ ้ากัน นำไปวัดด ่า ดูดกล ้นแลงด ้วอ เดร ี่อง s p e c t r o p h o t o m e t e r  ท่ี 

«วามราว«ลน  520 นาโนเมตร

Iปริอบเทอบด่าปริมาท!นาตาลริต ิวชตากกราน!มาตรฐานที่ใช ้นำตาลกลูโดล«วามเป ีมป ีน 

0 -  200 ไมโดรกรัมต่อมล.

การวเ«ราะ»ปร ิมาท!โปรต ิน  โดอริสจอง Lowry (1 9 5 1 )

นำตัาอร่างท่ีร้องการริเดราะ»ปริมาตร 1.0 มล. เตมลารละลารพลม Lowry C 
(ภา«ผนวก ปี) ปริมาตร 5.0 มล. ผลมให้เช้ากันด้วอเดร่ีองปินผลม ต้ังก้ํงไว้ท่ีอท!»ภุมห้อง 
เป็นเวลา 15 นาท ตงเติมลารละลาธผลม Lowry D (ภา«ผนวก ปี) ปริมาตร 0.5 มล.
ผลมให้เจ้ากัน ต้ังท่ีงไว้ประมาท! 30 นาท นำไปวัดด่าดูดกล้นแลงท่ี«วามอาวดล่ีน 660
นาโนเมตร เปริอบเทอบด่าปีองโปรตินตากกราน!มาตรฐานท่ีใช้ Bovine Serum Albumin
(BSA) «วามเอ้มปีน 0 - 200 ไมโดรกรัมต่อมล.

การด่านวท!ด่าแอดติริติตำเพาะ ทำได้โดอนำด่าแอดติริติจองเอนไชมเดกชแทรนเนล 
(พน่วอต่อมล.) หารร้วธปริมาท!โปรติน (มก.ต่อมล.) ด่าแอดติริติตำเพาะม»น่วอเป็น »นํวร 
(un it) จองเอนไชมต่อ มก.โปรติน

ก ารด รวต ร ิเ«ราะ»ก ารเต ร ิฤ )ป ีอ ง เช ล ล  (G ro w th )

ทำโดอริธ ี»านา»น ักแห ้ง ( d r y  w e ig h t )  ป ีองเชลล ้ โดอน ำเชลลท ี่อร ่ใน น ํ้าเล ํ้อง

เ^อที่ทราบปริมาตรแน่นอน กรองผ ่านกระดาษกรอง W hatman เบอร ิ 1 ที่ทราบนา»นัก«งที่
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อบนห้งที่อุ»หภูม 80 องศฯเชส ิเว ิ?รช เป ็น เว ล า 24 ร ัวโมง จนนำหนักตงที่ รังหานำหนักเชสิสิ 

แห้ง คำนว»หานำหนักแห้งปีองเ ชสิสิต'อชรัมาตร

การกสิากพัน g เส ื อ ุราต ัว8ชาร?กน ำให ้เกต ุการกลากห ัน กุ

1 . การกส ิารพ ันธ ุเส ือรา P é n i c i l l i u m  s p .  ชารหันกุ 61 ต ัวอแชงอส ิตราไวโอเส ิต 

(ปรับปรุงจาก M i l l e r ,  1972 ; H offm an  a n d  Wood, 19 8 5 )

1 .1  น ำชารส ิะส ิา8แอวนสิอกปีองชปอร ใน 0 .1  % T w een -8 0  ที่ผ ่านการน่า

เส ือแล้ว มความหนาแน่น 1 .8 X 1 0 3 ๗ อรต่อมสิ. เต พ ส ิงใน จาน เ»รงเส ือ ป ระม า» 10 มสิ.

นำไปผ ่านการฉากแชงอ ุส ิตราไวโอเส ิต ตวามราว«ส ิน  254 น าโน เมตร ระกะห ่างจากแชง 

30 เชน ต ่เมตร โตกพการกวนตสิอตเวส ิา เป ็น เวส ิา  0 -1 0  นาก เกบตัวอกางชปอรทุก 1 นาก

1 .2  กระจาร 0 .2  มสิ. ป ีองชปอรที่ผ ่านการฉากแชงแล้ว สิงชนอาหารนปีง 

ปรับปรุงจาก F u k u œ o to  นสิะ«ท!ะ บ่มในที่มด ที่อุ»หภูมห้อง เป ็น เวส ิา  3 วัน

1 .3  นับจำนวนโคโสินํที่เจรัเแ <๙ปอรที่รอต) «ส ิะคำนวทแปอรเชน«การรอ«ป ีอง

1 . 4  เ ป ิ ร ช ป อ ร ป ี อ ง เ ส ื อ ร า ท ี ่ ร อ ต  ส ิ ง บ น อ า ห า ร แ ป ี ง เ อ ร ง  ป ร ั บ ป ร ุ ง จ า ก  

F u k u m o t o  แส ิ ะ«กระ บ่ มที ่อ ุทเหภู มห้อง เ ป ็ น เ ว ส ิ า  7  ว ัน จ า ก น ั ้ น จ ง น ำ ม า ด ั ด เ ส ิ อ ก เ ส ื อ ร า ท ี ่ ผ ส ิ ต  

เ อ น ไ ช ม เ ด ก ช แ ท ร น เ น ช เ พ ิ ่ ม ป ี น

2 .  ก า ร ก ส ิ า ร พ ั น ธ ุ เ ส ื อ ร า  Pénicillium s p .  ต ั ว ธ ช า ร เ ค ม  NTG < N - œ e t h y l - N ’ -  

n i t r o - N - n i t r o s o g u a n i d i n e )  ( ป ร ั บ ป ร ุ ง จ า ก  B r o w n  e t  a l . ,  1 9 8 9 )

2 . 1  น ำ ช า ร ส ิ ะ ส ิ า ก แ ฮ ว น ส ิ อ ก ป ี อ ง ส ิ ' ป อ ร  ใ น  0 . 0 5  โ ม ส ิ า ร  ฟ อ ช เ ฝ ต บ ั ฟ ๗ อ ร  

p H  6 . 0  ท ี ่ ผ ่ า น ก า ร ฆ ่ า เ ส ื อ แ ล ้ ว  ม ค ว า ม ห น า แ น ่ น  1 x 1 0 e  ช ป อ ร ต ่ อ ม ส ิ .  เ ต ม ล ง ใ น ห ส ิ อ ด ฝ า เ ก ส ิ ร ว  

ท ี ่ ฆ ่ า เ ส ื อ แ ล ้ ว ช ร ั ม า ต ร  1 มส ิ .
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2 .2  ละa n รสัาร NTG ใน 0 .0 5  โมลาร ฝฮสัเฟตบั«แ«เอร pH 8 .0  เตมลงๆน 
หลอดที่มสัารแรวนลอSUSงสัปอรอรู่ โดธให้มดวามเปีมปีนสัดท้ารปีอง NTG เท ่าก ับ 0 .1  , 0 .2  

และ 0 .3  มก.ต ่อมล. นำโปบ่มท่ีอุก!หภุกิ 37 อ ง ด ำ เช ล เร ัร ส ั เป ็น เว ล า 0 -7 0  นาท เก็บ

ตาอธ่างสัชอรทุกๆ 10 นาท

2 .3  นำส ัปอรท ี่เก ็บมาl i a จ าง เป ็น  100 เท ่า  ด้วธ 0 .0 5  โมลาร «เอสัเฟ่ต 

บัฝเบเอร pH 8 .0

2 .4  กระจาก 0 .1  มล. ป ีองส ัปอรทเจอจางแล ้ว ลงบนอาหารแจ็งตามสัตร 

อาหารร ่งปร ับปรุงจาก F ukum oto  และดท!ะ บ่มที่อุก!หภุมห้องเป็นเวลา 3 วัน

2 .5  นับจำนวนโดโลนที่เจรัญ (สัปอรที่รอด) และดำนวกแปอรเซ'นตการรอดธฮง 

สัปอร เล ้อกส ัภาวะ ท่ีเหมาะสัมต่อการกลาธพัน!I I I [อรา P é n i c i l l i u m  s p .

2 .6  เป ีรส ัปอรป ีองเแอราท ี่รอด ลงมน อาห ารแป ีงเอธง บ่มที่อุกพภุมห้อง เป็น 

เว ล า  7 วัน จากน ั้นจ ํงนำมาด ัดเล ้อกเ!เอราท ี่ผล ิต เอนโชพเดกชแทรนเนส ัเพ ิ่มป ีน

การด ัดเล ้อกเ!เอราท ี่มการผล ิตเอนโชมเดกชนทรนเนส ัเพ ิ่มป ีน

1 . การดัดเล้อกปีนปฐมภุม ( P r im a r y  s c r e e n i n g )

1 . 1  ก า ร ด ั ด เ ล ้ อ ก ป ี น ป ฐ ม ภ ุ ม ใ น ก ล ่ อ ง โ ล ห ะ

1 . 1 . 1  เ ป ี ธ ส ั ป อ ร ป ี อ ง เ ไ เ อ ร า ท ี ่ ต ้ อ ง ก า ร ท ด ส ั อ บ ล ง บ น ฝ า ก ร ะ ด ุ ม ใ น ก ล ่ อ ง โ ล ห ะ

( ภ า ด ผ น ว ก  ด )  ท ี ่ ม อ า ห า ร เ ล ้ ร ง เ ! ] เ อ แ ป ี ง ต า ม ส ั ต ร อ า ห า ร ร ั ง ป ร ั บ ป ร ุ ง จ า ก  F u k u m o t o  แ ล ะ ด ก ! ะ  

โ ด  a I อ ี ่ ฮ ส ์ ป อ ร เ พ ร ง  1 เแอต่อ 1 ฝ า  ใ ช ้ เ ท ป ก า ว พ ั น ฝ า ก ล ่ อ ง ใ ห ้ ส ั น ั ฑ  นำ โปบ ่ มท ี ่ อ ุ ก!หภ ุ ก ิ ห ้ อง

เ ป ็ น เ ว ล า  3 วั น

1 . 1 . 2  ถ ่ า ฮ แ ] เ อ ท ี ่ บ ่ ม แ ล ้ ว ล ง ใ น ก ล ่ อ ง โ ล ห ะ อ ก ใ บ พ น ง  เ พ อ ท ่ า ก า ร ท ด ส ์ อ บ ใ น  

รุ ่น ( g e n e r a t i o n )  ท่ี 2 โ ด ร ถ ่ า อ เ 1เ อ จ า ก ก ล ่ อ ง ท ี ่  1 โ ป ร ั ง  ก ล ่ อ งท ี ่  2  ให ้ม ห ม า ฮ เ ล ปีปีอ ง ฝ า  

ก ร ะ ด ุ ม ต ร ง ก ั น  น ำ โ ป บ ่ ม เ ล ้ อ ง ท ี ่ อ ุ ก ! ห ภ ุ ม ห ้ อ ง เ ป ็ น เ ว ล า  3 ว ั น เ ช ่ น เ ด ร ว ก ั น

1.1.3  ก ล ่ อ ง ท ี ่ ถ ่ า ธ เ ! เอโปแ ล ้ ว  น ำ ม า ฑ ด ส ั อ บ ก า ร เ ก ิ ด บ ร ั เ ว ก ! ใสั เพ ิ ่ อ

ด ั ด เ ล ้ อ ก I อ [ อ ร า ท ี ่ ม ก า ร ส ั ร ้ า ง เ อ น 1 ช ม เ ด ก ช แ ท ร น เ น ส ั  โ ด 8 เ ท ร า ด ด ้ ว ร เ อ ส า น อ ล  9 5 %  ฑ ํ ้ ง ไ ว ้ เ ป ็ น  

เ ว ล า  6  ร ั ว โ ม ง  ที ่ อ ุ ก!หภุมห้ อง ว ั ด ด ่ า ผ ล ต ่ า ง ร ะ ห ว ่ า ง เ ส ั น ผ ่ า ส ั น ร ก ล า ง ป ิ อ ง บ ร ั เ ว ก ! ๆ ส ั
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1 .2  การคัดเล้อกอั้นปฐมภูม ิในรานเพาะเลํ้รงi f a
1 .2 .1  เปีธสิปอร็ปิองเทั้อราที่ผ่านการคัคเล้อกอันปฐมภูมิในกล่องโลหะ สิง 

ใน ราน เพ าะเลธงเท ั้อ  ที่มิอาหารแปีงปรับปรุงราก Fukuaoto และ«ท!ะ นำไปข่มท่ีอุท!หภูมิ 
ห้อง เป ็น เวลา 3 วัน

1 .2 .2  ล ่า ธ เf อท ี่บ ่มแล ้วลงในจานเพาะเล ํ้องเf อใหม่ เพอทคสิอบเifอรา
ในการปลุกล่ารเทั้อครั้งท ี่ 2 นำไปข่มที่อุท!หภูมิห้องเป็นเวลา 3 วันเล่นเด้ธวกัน

1 .2 .3  น ำ เtfรท่ีข่มแล้ว นาทดสิอบการเกดบร้เวทเาสิ โดรเทราดร ้วรร ้วร  
เร!ทนรล 95% ท ั้งไว ้เป ็น เวลา 6 รัวโมง ท่ีอุท!หภูมิห้อง วัดค่าผลค่างระหว่างเล้นผ่าสันรกลาง 
อรงบร เวทรใสิกัขเล้นผ่าสันรกลางปีองโคโลน

1 .2 .4  คัด เล้อกโคโลนีที่ให้มร้ เวก!ใสิมากกว่า l f a « งร้นในการปลุกล่าร i f a
ท้ัง 2 ครั้ง นำไปเลํ้รงานอวดแก้วทรงกรวร ใ?งมิอาหารเหลวปรับปรุงราก Fukuaoto และ 
คก!ะ ที่มิเดกชแทรน 1% เป ็นสิารรักนำการสิร ้างเรนไใ!ม่ บ่มเปีร่าท่ีอท!หภูมิห้อง อ ัตราเร ็ว
200 รรบค่อนาทั เป ็น เวลา 3 วัน รากนันนำมาเลรงบนอาหารแปิง และฑดสิรบการเก้ด
บร้เวท!ใสัในรานเพาะ i f  ธงเ f  ออกครั้งหนิ่ง ค ัคเล ้อกเ f  อราที่ให้ความกว้างปิองบร้เวทเใสิ
ค่อนอ้างคงที่ เก็บ i f อราที่ค้ดเล้อกได้เพลนำไปทดสิอบในอั้นทุคฮภูมิต่อไป

2 . การคัดเล้อกปีนทุดรภูมิ (Secondary s c r e e n in g )

2 .1  เล ํ้รงเท ั้อราท ี่ค ัดเล ้อกได ้ ในอาหารเหลวปรับปรุงราก Fukuaoto และ
คท!ะ ส ิภาวะการเลรง i f  อดามว้ฮการเลรง i f  อราานอวดแก้วทรงกรวร เก็บคัวอร่างทุกวน
นำมาว ้เคราะห ้การเรร ้ญ  วัดแอคดวัตปิองเอนไใ!มิเดกชแฑรนเนสิ และวัเคราะหปร้มาท!โปรดน 
เพอนำไปค่านวก!ค่าแอดคว้ด้รำเพาะอองเอนไใ!มิ

กับเส ินผ่าส ันรกลางป ีองโคโลน กำการทดส ิอบบร้เวท!ใส ิป ีองเf อราท ี่ป ล ุก ล ่าร เf อทัง 2 ครัง

1 . 1 . 4  ค ัดเล ้อกโคโลนที่าห ้บร้เวก!ใส ิมากกว่า i f  อค ังร ้นในการปลุกล ่าธเ f a

ท้ัง 2 ครั้ง นำไปทดสิอบการเกคบร้เวท!ใสํอกครั้งหนิ่ง โดรท คส ิอบ ใน ราน เพ าะเลรงเท ั้อ
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2 .2  คัดเลอกแอราที่ให ้แอคติว ัต ิจองเอนไชมเดกชแทรนเนส ชูงกว่าสารพันธุ
ตั้งต้นมากท่ีสุค เปรัรบเทีธบการเจรฦ! ปรมา»เอนไชมเดกชแทรนเนส และค่าแอคติวัต ิจำเพาะ 
จองแอราที่ค ัคเลอกไคู้ก ับแอราสารพ ันธุต ังต ้น

การติกบาเปรัรบเทรบแอราที่ไคู้จากการกลารพันธุสปอรจอง P é n i c i l l i u m  sp .

1. การทรสอบความเสกรรจองแอรากลารพันธุ

1 .1  เลํ้รงสปอรจอง Itfaรากลารพันธุฑคัดเลอกไต้ ชนอาพารแจงเอรงคามชูตร 
อาหารร่งปรับปรุงจาก Fukuœoto และคท!ะ บ่มท่ีอุก!หภุมห้อง เท ี่น เวลา 7 วัน ล่ารสปอรที่ไคู้ 
ลงบนอาหารแจงเอรงหลอคใหม่ โครกอเส ์นแอราท ี่ทำการปล ูกล ่าธแอคร ั้งท ี่ 2

1 .2  นำสปอรจองแอราในการปล ูกล ่ารแอคร ั้งท ี่ 1 เลรงในอาหารเหลว
ปรับปรุงจาก Fukuœoto และค»ะ ส ภ าว ะ ก าร เล ํ้ร งแ อ เช ่น เค ร ว ก ับ ก าร เล ํ้รงแ อ ร าใน
จวดแก้วทรงกรวร วัดแอคติวัติจองเอนไชมเคกชนทรนเนส และวัเคราะห้ชรมา»โปรติน
เพอนำไปคานว»ค่านอคติวัติจำเพาะจองเอนไชม

1 .3  เล ํ้รงแอรานละทำการทคสอบเช่นเติรวกันนํ้ ใน การป ล ูกล ่ารแอเปน
จำนวน 20 ครั้ง เปรัรบเทรบประติทธิกาพการพลคเอนไชมเคกชแทรนเนส และค่าแอคติวัติ
จำเพาะจองเอนไชมในแค ่ละครังจองการปลกล่ารแอ เพอครวจสอบความเสกรรจองสารพันffท่ี 
คัคเลอกไค้

2. การเปรัรบเทรบลักบ'»ะทางติ»ฐานวัทอา จองแอรากลาอพันสุและสารพันธุตั้งต้น

2 .1  การเปรรบเทีรบลักบ»ะจองโคโลน
นำแอราที่ต้องการติกบา จุดลงมนอาหารแจงปรับปรุงจาก Fulnjœoto

และค»ะ บ่มท่ีอุ»หภุมห้อง เ^นเวลา 7 วัน นำมาเปรัรบเทรบลักบ»ะจองโคโลนํ ติธองสปอร 
และความกว้างจองบรเว»ใส เป ร ัรบ เกรบ ระห ว ่างแอรากลา8พันธุและสารพันธุต้ังต้น
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2 .2  การเ ปริรบเก็ธบลักช■ «ะชองลปอริ่จากกล้องจุลกรรค'น
การติกษาลปอริ่ชองเรัอรา โ 80ทำการเล ้องเร ัอราบนแผ่นลไล« ( s l i d e  

c u ltu r e )  นำอาหารแชงกมีดวามหนาประผา« 0 .5  เชนตเมตร ดัตเ ป็นรันล่ี เหลี่รมธนาด
1x1 เชนติเมตร วางบนแผ่นร์ทลดกผ่านการม่าเร[อแล้ว แตะเรัอกต้องการติกชาลงบนต้านข้าง 
ชองรันวุ้น ปีลควรกระจกปีลสํไลด นำไปวางบนจานแรงเร ัอก ี่ผ ่านการม ่าเร ัอแล ้ว บ่มท่ีอุทร»»ภุมี 
ห้องประมาtu 4 วัน เปีฮรันวุ้นออก นำแผ่นลไลดมาหฮดด้วรติรอม L a cto -p h en o l c o tto n
b lu e  นำไปช่องดต้วรกล้องจุลกรรสัน กำลังชราอ 400 เก ่า  ติกช■ าลักช■ «ะชองก้านชูล'ปอร่ิ
( c o n id ia) และลัก!«นะชองล'ปอร เปรรบเกีฮบระหว่างเรัอรากลารพันธุและสำรพันธุตั้งต้น

การติภช-าผลชองปืจจัรทางการภาพบางประการต่อการเลรงเรัอุรากลารพันธุ

1 . อุ«หภุมกี่เหมาะลมต่อการแรงเรัอรากลารพันธุเพ ี่อผลตเอนไชมีเดกชแกรนเนล'
เล ํ้รงเร ัอรากลารพ ันธ ุ ในอาหารเหลวปรับปรุงจาก Fukumoto และด{นะ ก่ีมี

1 % เดกชนกรน เป็นแหล่งคาริ่บอนและล ารลักนำการล ร้างเอน'ไชม ดวามเป็นกรดด่างเริ่มต้น 
6 .0  บ่มเชร,าล ี่ความเร ็ว 200 รอบต่อนาท โดฮแปรผันอุก!หภูมิกี่'ใช้เลํ้ฮงเรัอเป็น 25 “ช 
30 ๐ช อุ{พหภุมห้อง (3 0 -3 5  °ช) และ 40 “ช เก็บตัวอร่างทุกวัน นำมาวิเดราะ»»การเจริญ  
วัดแอดติวิดชองเอนไชมีเดกชแกรนเนล' และวิเคราะ»»ปริมา{นโปรตีน เพี่อนำไปด่านว{นค่า
แอดติวิต ีจำเนาะชองเอนไชม

2. ดวามเป็นกรดด่างกี่เหมาะลมต่อการแรงเรัอรากลารพันธุ เพี่อผลตเอนไชม
เดกชแทรนเนล

แฮงเร ัอรากลารพ ันธ ุ ในอาหารเหลวปรับปรุงจาก Fukuaoto และค{«ะ
ก่ีมี 1 % เดกชนกรน เป็นแหล่งคาริ่บอนและลารลักนำการลร้างเอนไชมี กี่อุผ»»ภุมิเหมาะ ล'ม
บ่มเชธ่าก ี่ความเร ็ว 200 รอบต่อนาก โดธแปรผันดวามเป็นกรดต่างเริ่มต้นชองอา»»ารแฮงเรัอ 
เป็น 3 . 0 -8 .0  เก็บตัวอร่างทุกวัน น ำม าว ิเค ราะ»»การเจริญ วัดนอคติวิตีปีองเอนไชม
เลกชนกรนเนล และว ิเค ราะ»»ปริมา«โปรตีน เพี่อนำไปด่านว«ค่าแฮคติวิต ีจำเพาะชองเอนไชม
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3 .  ปริมาทนรกชแทรนที ่ เหมาะสํมต่รการเลํ ้ รงเสัฮรากลาธพันธุ  เนอผล่คเอนไชม่
I«กชนทรนเแสํ

เ ล ธ ง เ $ 0 ร า ก ล า ร พ ั น ธ ุ แ ล ะ ส ่ า ร พ ั น ธ ุ ต ั ้ ' 3 ต ั น ใ น อ า ห า ร n i a ว ป ร ั ข ป ร ุ ง จ า ก  F u k i i œ o t o  

แ ล ะ ค ก ! ะ  ท ี ่ ม เ ด ก ช แ ท ร น ช น ิ ด ร ุ ต ส ำ ห ก ร ร พ  แ ล ะ น ำ ต า ล ก ร ู โ ค ส ํ เ ป ็ น แ ห ล ่ ง ค า ร ิ บอน แ ร ะ ส ำ ร ร ’ภนำ 

ท า ร ส ํ ร ้ า ง เ อ น ํ ไ ช ม ่  โ ค ฮ แ ป ร ผ ั น ค ว า ม เ อ ้ ม ธ ้ น ธอ ง เ ค ก ช น ทร น ต ่ อ น า ต า ล ก ร ู โ ค ส ํ เ ป ็ น  0 ะ1.0 ,
0.25:0.75 ,  0.50:0.50 ,  0.75:0.25 แ ล ะ  1.0:0 เ ป อ ร ิ เ ช น ต  ต า ม ร ำ ต ั บ  อกุ!หภม่

แ ร ะ ค ว า ม เ ป ็ น ก ร ค ต ่ า ง เ ร ิ ่ ม ล ้ น ท ี ่ เ ห ม า ะ ส ํ ม  บ ่ ม เ ธ ร ่ า ท ี ่ ค ว า ม เ ร ็ ว  2 0 0  ร อ บ ต ่ อ น า ท  เ ก บ ต ั ว อ ร ่ า ง  

ทุ กต ั น น ำ ม า ว ั เ ค ร า ะ ห ก า ร เ จ ร ิ ฤ เ  ว ั ค แ อ ค ต ว ั ต ั ป ิ อ ง เ อ น ไ ช ม เ ด ก ช แ ฑ ร น เ น ส ํ  แ ล ะ ว ั เ ค ร า ะ ห ้

ป ร ิ ม า น รโ ป รต ั น  เ พ อ น ำ ไ ป ค ำ น วก!ค ่ า แ อ ค ต ั ว ั ต ั จ ำ เ พ า ะ ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ่  เ ป ร ิ ร ม เ ท ร บ ร ะ ห ว ่ า ง เ แ [ อ ร า  

ก ล า ฮ พ ั น ท ุ น ล ะ ส ำ ธ พ ั น ส ุ ต ั ้ ง ต ้ น

4. ปริมาทแคกชนกรนท่ีเหมาะสํมต่อการกระตุ้นการสํร้างเอนไชม่เคกชแกรนเนสํ

4.1 เลรงเ^อรากลาฮพันธุและสำรพันสุตังต้น ในอาหารเหลวปรับปรุงจาก
Fukumoto และคก!ะ แต่ใช้นาตาลกรูโคสํ 1 % เป็นแหล่งคาริบอนแทนการใช้เคกชแกรน
เล้ํรงเ^อราในสํภาวะท่ีเหมาะสํม มการท่าธเลํ้ฮงเIfaจำนวน 5 คร้ัง เนอให้เ^อรามความ
สำมารถในการผล่ตเอนไชม่เรกชแทรนเพสํต๋ําท่ีสํร เนองจากไม่ไค้รับสำรกระตุ้นการสํร้าง
เอนไชม่เป็นเวลานาน

4.2 นำเ^อราท่ีไค้ มากระตุ้นการสํร้างเอนไช!นคกชแทรนเนสํ โครเล้ํรงใน
อาหารเหลวปรับปรุงจาก Fukuœoto และคก!ะ ท่ีมเคกชแกรนเป็นสำรกระตุ้นการสํร้างเอนไชม 
โคธนปรผันความเอ้มอ้นปีองเคกชแทรนต่อนาตาลกรูโคสํเป็น 0.25:0.75 , 0.50:0.50 ,
0.75:0.25 และ 1.0:0 เปอริเชนตั ตามรำตับ อุก!หภมและความเป็นกรคต่างเร่ิมค้นท่ี
เหมาะสํม บ่มเปิร่าท่ีความเริว 200 รอบต่อนาท เก็บตัวอร่างทุกวัน นำพาาเคราะห้การเจริญ 
วัคแอคตัวัตัปิองเอนไชม่เคกชแฑรนเนสํและวัเคราะหปริมาก!โปรตัน เพอนำไปคำนวก!ค่าแอคตัวัตั 
จำเพาะปีองเอนไชม่ เปริรบเทรบระหว่าง lïf อรากลาฮพันธุและสำธพันธุต้ังค้น
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การ fl1กm  BflssfMชัสิ B อ ง เ awไชมเฅกชแทุรนเนชทไร้จาก เ^อรากลารพันธุ

1 . อุทเฬภุมทเหมาะชมด่8การทำงานธa งเอน 1ชม
ทำการสิกษา โร mเปรผันอุแรหภุมท่ีใช้เป็น 40 45 50 55 60 และ 65

องฟ ่าเชลเธ ีรฟ ้ บ ่มเอนโชมเป็นเวลา 15 นาท วัดแอดสิวิสิชองเอนไชม ตามวิธีการตรวจชอบ 
นอตสิวิตชองเอนไชมเดกชแทรนเนช

2 . ดวามเป็นกรดร่างนละชนดชองชัฟ่เฟ่อรที่เหมาะชมต่อการทำงานชองเอนไชม

ทำการสิกษา โดรแปรผันตวามเป็นกรดร่างธองชารผชมในปฎกรรา ในช่วงต่างๆ 
กัน โดธใช้ 0 .0 5  โมลาร ชองมัฟ่เฟ่อรชนิรต่างกัน ตอ

ไกลธีแ-ไ!(โตรดลอไรดบัฟ่เฟ่อร ในช่วงตวามเป็นกรรด่าง 2 .5  -  3 .5
อะธีเตทนัฟ่เฟ่อร ในช่วงรวามเป็นกรดร่าง 3 .5  -  6 .0
ฟ่อส'เฟ่ตชัฟ่เฟอร ในช่วงรวามเป็นกรดร่าง 6 .0  -  8 .0
บ่มเอนไชมเป็นเวลา 15 นาท วัดแอดตวิตชองเอนไชม ดามวิธีการตรวจชอบ

แอตตวิตชองเอนไชมเดกชแฑรนเนช

3. ดวามเธ้มช้นชองบัฟ่เฟ่อรที่เพมาะชมร่อการทำงานชองเอนไชม

ทำการสิก!ท โดธแปรผันดวามเช้มช้นชองขัฟ่เฟ่อรทใช้เป็น 0 -  0 .5  โมลาร
บ่มเอนไชมเป็นเวลา 15 นาท วัรแอดสิวิสิชองเอนไชม ตามวิธีการตรวจชอบแอดตวิตชอง 
เอนไชมเดกชแทรนเนช ร่านวแรดวามเ ช้มปีนชุดท้ารชองบัฟ่เฟ่อรในการทำปฎกัวิรา

4 . ดวามเชถรรชองเอนไชมต่ออุ{แพภุม

ทำการสิกษา โรธบ่มเอนไชมให้เจอจางใน 0 .0 5  โมลาร อะธีเตกขัฟเฟ่อร
ดวามเป็นกรดด่าง 5 .5  ท่ีอุแรหภุมิ 40 45 50 55 60 และ 65 องชาเชลเธ ีรช  เป็น
เวลา 30 นาที วัดแอรสิวิสิชองเอน.ไชม ตามวิธีการตรวจชอบแอดสิวิสิชองเอนไชม
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เดกชแทรนเนช โดรใช้เอนไชมท่ีไม่ผ่านการข่มเป็นตัวเปรรบเท่ีรบ

5. ความเส์ถฮรขaงเอนไชมต่อกวามเป็นกรดค่างและชนคจรงบัพแฟaร

ข่าการสิกษา โดรข่มเอนไชมาห้เจอจางานมัพแพเอรความเปีมปีน 0.05 โมลาร 
ท่ีความเป็นกรดด่างต่างๆกัน คอ

ไกล?น-ไอโดรคลอไรคบัฝเพเอร ในช่วงความเป็นกรดค่าง 2.5 - 3.5 
อะ?เตฑชัพแพเอร ในช่วงความเป็นกรดด่าง 3.5 - 6.0 
พเอชเพเตมัพแพเอร ในช่วงความเป็นกรดด่าง 6.0 - 8.0 
ข่มเอนไชมเป็นเวลา 30 นาท่ี ท่ีอุ(Bหภม 4 ‘’ช วัคแอคติวัตปีองเอนไชม ตาม 

วัช้การตรวจชอมน8คดวัต3องเอนไชมเดกชแทรนเนส' โคฮาช้เอนไชมท่ีไม่ผ่านการบ่นเป็นตัว
เปรฮบเท่ีธบ

6 . ความเชที่รรปีองเอนไชมต่อความเอ้มอ้นปิองบัฟ่เพเอร

ข่าการสิกษา โครข่มเอนไชมให้เจอจางาน อะ?เตทบัพแฟ่อร ความเช้มชัน
0 -  0 .5  โมลาร ความเป็นกรดด่าง 5 .5  เป ็น เวลา 30 นาที่ ท่ีอุ»หภม่ 4 °ช วัดแอคดวัต 
ปีองเอนไชม ตามวัธการตรวจชอบแอคติวัตปีองเอนไชมเดกชแทรนเนช โคธาช้เอนไชมที่ไม่ผ่าน 
การข่มเป ็นตัวเปรชบเที8่ บ ด่านว»ความเปีมปีนชุดท ้ารปีองบัพแพเอรานการกำปฏกัรธา

7 . การหาค่า K111 ปีองเอนไชม

แปรผันความเอ้มอ้นปีองกับชเตรท ตั้งแต่ 0 .0 1  -  5 .0  % อองเดกช้แทรน
T-2000 ข่มเอนไชมกับกับส์เตรฑที่ความเอ้มอ้นต่างๆ กัน เป ็น เวลา 15 นาท่ี วัดแอคติวัตีปีอง 
เอนไชม ตามวั?การตรวจชอบแอคติวัตัปีองเอนไชมเดกชแทรนเนช นำค่าที่ได้ไปเอรนกราฟ่
ในรปปิองไลน-วเวอรเบ ิรก ระหว่าง 1 /V และ 1 / [ ร ]  หาด่าจุดตัดแกน X นำไปด่านว»ด่า
Km ปีองเอน'ไชมเดกชแทรนเนช
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ก า? เป ร B in ri ยแค»;ล»มสิปี a งเอน1ช มเดก,till ฑรนเนล กี่ได ้จากเ f a  ราทลายพันปีและ ลารพันธุฅ้ังค้น

นำคุ(Ëล«บัHต่างๆ ป ีองเอนไช«เดกชแทรนเนลกี่ได ้จากเf a รากลารพันธุ สิงได้«การ 
สิกษาในการวจัธครั้งนํ้ เปรีธบเทฮนกันคุ«เล«บัสิธองเอน'ไช«เดกชแฑรนเนล กี่ได้จาก i f  อรา
P é n i c i l l i u m  s p . ลา8พันธุ 61 ส ิงเป ็นชาaพันธุตังต้น และทำการสิกษาโคร เอก แลงวเส ิรร 
(2531)
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