
อ ุ ป ก ร ! ' น  เ ค ม ้ ภ ั ! บ ท  แ ล ะ ร ิ ธ ก า ร ท ด ล อ ง

อ ุ ป ก ร ณ

1. เครองเฉอ่า (Rotary shaker) รุ่น G10 Gyrotory shaker ปีอง 
บริษัท New Brunswick S c i e n t i f i c  C o . , I n c .  EDISON, NJ,USA.

2. เดรองเพวี ่ รงแรงสํง (R e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e . ' รุ่น J2-21  
ปีองบริษัท Beckman, USA.

3. เครึ ๋องคลนเฝaงลํง ( S o n i c a t o r ) รุ่น พ-385 ปีองบริษัท Heat 
S y s t e m s - U l t r a s o n i c s ,  New York,USA

4. เดรองวัดด่านเอโร (pH meter) รุ่น 70 ปีองบริษัท Beckman USA.
5. หม้ออบข่าเ$ อล้วฮไอนา (a u to c la v e )  รุ่น HA - 3D ปีองบริษัท 

Hirayama Manufacturing c o r p e r a t io n ,  Japan.
6 . เดรองระเหิดแห้ง ( L y o p h i l i z e r )  รุ่น FD-1 ปีองบริษัท Tokyo 

R ik a k ik a i ,  Japan
7.  เดรองเก็บลำดับฝาน (F r a c t io n  c o l l e c t o r )  รุ่น Frac-100 ปีอง 

บริษัท Pharmacia Fine  Chemical'S, Sweden.
8 . เดรองวัดค่าลดกลนแลํง (S p e c tro p h o to m eter ) รุ่น s p e c t r o n i c  21 

ปีองบริษัท Bausch and Lomb, USA.
9. เดรองวัดค่าลคกลนลำนลํงค่  (double beam sp e c tr o p h o to m e te r '1 

รุ่น 200-20 ปีองบริษัท H i t a c h i ,  Japan.
10. เดรองทำอเลคโทรโปริริลํ ( e l e c t r o p h o r e s i s )  ปีองบริษัท Hoefer  

S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t s , San Francisco,USA.
11. เดรอง French Pressure  Ce l l  Press  ปีองบริษัท American 

Instrument Company,USA.
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เคมีภัณฅทใร1'ไนการทคลอง

1 . เคมภัณทสำหรับอาพารเลํ ้aงเธอ 
แบคโตเปปโตน (B ac to-peptone)  ปีอง D i f c o  L a b o ra to r ie s

ผงสํกัครสํต (Yeast  e x t r a c t )  ปิอง D i f c o  L ab orator ie s

ผงสํกัคมอลท (Malt e x t r a c t )  ปีอง D i f c o  L aborator ies

กลโคสํ (Glucose )  ปีอง E. Merck Darmstadt,Germany 
โปลัสํ เใ?อมไชอาไนค (KCN) ปีอง E. Merck Darmstadt,

2 . เคมีภัเา๓ สำหรับวัตนอตตวิตปิองเอน'ไชม 
ลินามาริน (Linamarin) ปีอง sigma Chemical Company,

St .Lou is ,USA.
คลอรามีนฑ (Chloramin T) ปีอง BDH B ioch em ica l s  

L t d . ,  Poo le ,England
3 - เมทธล-1-มีนล-ร-ไนราโชโลน ( 3 -M eth y l -1 -p h en y1-5 -  

pyrazo lone)  ปิอง BDH Biochemica ls  L t d . ,  Poole  England
บิสํไนราโชโลน (B ispyrazo lone )  ปีอง BDH B iochem ica ls  

L t d . ,  Poo le ,England
ไนริตน (P y r id in e )  ปีอง E. Merck Darmstadt ,  Germany 

โชเคอมไฮลรอกไชค (Sodium hydroxide)  ปิอง E .Merck,
Germany

เอนไชมลินามาเรสํ  (Linamarase) ปีอง sigma Chemical 
Company,St.Louis,USA.

นาราไนโตรมีนล-เบล้า-ค กลโคชาอค ( p - N i t r o p h e n y l - 0 -D- 
g l u c o s i d e )  ปีอง sigma Chemical Company,St .Louis,USA.

3. เคมีภัผทสำหรับวัคปริมาณโปรตน
มีนอลริ เอเจนต ( F o l i n - C i o c a l t e u ’ s phenol  r e a g e n t ) 3 S ง

USA.

USA.

USA.

Germany

E.Merck,Darmstadt ,  Germany



19

Germany.
คอปเปอริสิลเปล (Copper s u l f a t e  5 -hydrate )  ปีอง E.Merck,  

โชเลรมไฮลรอกไชค (Sodium hydroxide)  ปิอง E .Merck,
Germany.

โชเครมโปตัสํ เ5 รมลารเตรท (Sodium potassium t a r t r a t e )  
ปีอง Fluka AG. Buchs, S w i tzer la n d .

อัลบมิน ( F r a c t i o n Y  ,96-99% a lbumin ,bov ine)  ปีอง
Sigma,USA.

4. เคมีภัท*ทสำพรับการทำโครมาโตกรามี
คอเออ-โตโรเนริล 650 เอ็ม (DEAE-Toyopearl 650 M)

โตโรเพร ิลเอชคับเบลร-ร5 และ 40 (Toyopearl  แพ-รร,HV-40> ปีอง TOSOH, 
Japan

อะคริลาไมค (Acrylamide)  ปีอง sigma,  S t .Louis ,USA.
บสํ (N,N-Methylene b i s  acrylamide)  ปีอง Sigma,USA.
ทริสํ ' (Tris (hydroxymethyl)aminomethane)Bอง sigma,USA.  
TEMED (N ,N ,N,N -Tetram ethyle thy lenediaœine)  ปีอง

Sigma,USA.
แอมโมเนรมเปอรสิลเปต (Ammonium p e r s u l f a t e )  ปีอง BDH 

Laboratory Chemical
ไรโบฝลาวน ( R i b o f l a v i n )  ปีอง sigma,  USA.
ไกลสิน (Glyc ine)  ปีอง E.Merck,Germany
กรคอะสิตก (A c e t ic  a c id )  ปีอง E. Merck, Germany
เม!ทนอล (Methanol) ปีอง May &. Baker L t d . , Dagenham,

England
สืโคแมสํสิ บล สิ -250(Coomassie  b r i l l i a n t  b lue  G-250)

ปีอง Fluka AG. Buchs, Sw i tzer lan d .
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ว ื ธ ก า ร ท ล ล อ ง

1. แรกเ!?อฮชตจากมันสำปะหลังหมัก

ใจ้มันสำปะหลังชด (Manihot e s c u l e n t a  Crantz) 2 îfนด fis 
ช’นตหวาน และชนิดปีม ลับเป็นร่นปินาดประมาท! 3 ชม.X2 ชม.X2 ชม. หมักในโหลแก้ว 
ในชภาวะกิ ่ งไร้อากาช เอ็นเวลา 3 วัน เก็บตัวอร่างทุกวันโดรนำ?นมันหมัก มาใสํในนา 
กลั ่นปลอดIÎ[อ แร่ประมาทร 20 นาท แล้วนำมาแรกบนอาหารวุ ้น'วารเอ็ม (YM)
(ภาดผนวก ก จ้อ!) บ่มไว้ที่ อุท!หภมห้องจนนิโคโลนิปีองเ^อปรากฎปีน แรกโดโลนิบริชุฑส 
ปีองเ^อรชลี  แล้วเก็บไว้ ในอาหารแปีงวุ ้นเอรง YM

2. การตัดเลีอกเ$อรชดที ่ผลัลเอนไชมเบล้า-กลุ โค?เดช( g - g l u c o s i d a s e )  
การทดลองไล้ปรับปรุงริธปีอง Okafor และ E j i o f o r  (1986)

เดร้รม 1% นาราไนโดรนินิล -  เบล้า- ลี กลโดชารด หรัอ นิเอ็นนิจ
( p - n i t r o p h e n y l - g - D - g l u c o s i d e  หร้อ PNPG) ปริมาตร 0 .2  มล.เกลั ่รให้ทัวบน 
อาหารวุ ้นเอ็นเอ (N u tr ie n t  agar) (ภาดผนวก ก จ้อร) ในจานเลรงเ![อ ตั้งทํ้งไว้ 
ให้วุ ้นลุดสำรจน?มท ั ่ ว ผ ิ ว หน้าอาหารและรอให้แห้ง นำเ^อที ่ล้องการทดชอบปีดเอ็นรป
กากบาทปีนาด 0 .5  ชม. บนผิวอาหารวุ ้น บ่มไว้ที่ อุท!หภมห้องเอ็นเวลา 24 ลั ่วโมง 
เ f อท่ี ชามารถผลัดเอนไชมเบล้า-กลุ โดไชเดช จะให้ลี เหลีองปีองชารนาราานไดรนินอล 
ที ่ถกเอนไชม์ เบล้า-กลุ โคไชเดช ไฮโดรไลชออกมารอบโคโลนิ

3. การตัลเลีอกเ^อรชดที ่ชามารถผลัดเอนไชมลันามาเรช

เนองจากเอนไชมลันามาเรส์  เอ็นเบล้า -  กลุโด?เดชชนิดหนิ่ง ตังน้ัน
เอนไชมเบล้า-กลโดไชเดชที ่ ไล้จากแอบางตัวอาจไม่ ใร่ลันามาเรชก็ไล้  นิรารงาน
นบว่าการชร้างเอนไชมลันาผาเรชในจุลร่นจะล้องมการกระลุ ้นล้วรลันามาริน 
(Okafor,  1985; I k e d i o b i ,  1985) ตังนั ้นจงทำการทดลองตัดเลีอกเ^อรส์ดที ่ นิ
การชร้างเอนไชมลันามาเรชในอาหารเหลวที ่นิลันามาริน เอ็นตัวกระลุ้น

ในการตัค เลีอกเ ifอรส์คที่นิการผลัด เอนไชมลันามา เรส์จะใจ้ลันาผารินที ่ 'กำให้ 
บริชุฑธปินที่ เตริรมได้จาก ภาดผนวก ด จ้อ 2 เอ็นลับชเตรทในการวัดแอดติวลีปีองเอนไชม

3.1  เลรงรชตแต่ละไอโช'เลทที่ไล้จากจ้อ 2 ในอาหารเหลว 
ชาเนดดอกช(ภาคผนวก ก จ้อ 2) ที่ นิลันาผารินสํกัด 0.05% ( เตริรมไล้ตามวร่ ใน



ภาคผนวก ค รอ l )  เป็น?h กระตุ้น เสืฮบ<ฯบานฮาพารเหลวที่ไม่3สินามารินแaงบนเคริอง 
เปีร่ าต้วรความเร็ว 200 รอบต่อนาท ทอุ(ไเหภูมห้อ'นป็นเวลา 48 ชม. เนองจากสินามาเรสํ  
ที ่ไต้จากรสํต้ที ่ทำการสิกษาเป็นเอนไชม์ที ่อฮ่ภารในเชล จงต้องทำการสํกัดเอนไชมออกจาก 
เชลรสํต้ลามวิธในอ้อ 4 และนำไปวัดแอคติวิลีปีองเอนไชมลนามาเรสํลามวิธในอ้อ 5

3 .2  ทดสํอบความสำมารทปีอง a ชล'ในการผลิตเอน'ไชมตินามาเร สํใ น 
อาหารเหลวที่ไม่มีตินามารินเป็นตัวกระตุ ้น เนองจากลนามารนเป็นสำรที ่ม่ราคานนงและ 
สํกัลออกมาใช้ไต้ราก ตังนั ้นจงต้องการตัดเล้อกเ!เอที ่ไม่ต้องอาตัรตินามารินกระตุ ้นในการ 
สํร้างเอนไชมเนอช้วรลดค่าใช้จ่ารในส่วนนํ ้

โลอนำสำรพันธุรสํลทังหมดที ่ มืการสํร้างเอนไชมตินามาเรสํไต้  ในอาหาร 
ที่ไม่ม่ตินามาริน จากอ้อ 3 .1  มาเล้รงในอาหารเหลว 2 ชนํล เปริรบเทํรบกัน คอ 
ชาเนคดอกช้และ YM เลรงบนเคร็องเปีร่า 200 รอบล่อนาทํ 48 ช้าโมง ท่ีอุ01'หภุม
ห้อง นำมาวัดแอคติวิ ต้ปีองเอนไชมลามวิธในอ้อ 3 .1  ตัดเล้อกสำฮพันธุร่สํลที่ให้แอดติวิค 
ปีองเอนไชมสํงสุด เนรงสำรพันธุ เลรว เนอนำไปสิกษาล่อไป

4. การสํกัคเอนไชมออกจากเชลฮีส์ล์ เนอวัดแอคติวิลปีองเอนไชม์ตินามาเรสํ

จากการทคลองตัดเลอกเ$อรสํลที ่ผลลเอน'ไชมลนามาเรสํ  นบว่า เอนไชม 
ตินามาเรสํที ่ไต้จากฮสํต้ที ่ทำการทดลองเป็นเอนไชมที ่อร'ภารในเชล ( I n t r a c e l l u l a r  
enzyme) ตังนั ้นจงต้องทำการสํกัดเอนไชมออกจากเชลรืสํต้  โดรแรกเชลรสํต้ออกจาก
อาหารเลรงเ^อ โลฮเชนตริพัวจที ่ความเร็ว 5000 X g เป็นเวลา 10 นาท ล้างเชล 
ต้วรนั้ากลั่น 2 ครั้ง ช้งนั้าหนักเชลเปีรกที่ไต้ น่าเชลรสํลไปแปีวนลอรใน (suspend'!
20 มล.ปีอง 0 .1  M โ ช เ ด ร มปอสํเฟ่ตบัปเนอริ p H  6.0 จากนันทำให้ เชลนรกโดร ใช้เคร็อง 
คลนเล้ฮงสํง ( S o n ic a t o r )  สิงตังระบบการทำงานปีองเลริอง (Output c o n t r o l )
เท่ากับ 9 และม่การทำงาน 50% ภารใน 1 นาท (50% duty c y c l e )  เป็นเวลา 
15 นาทํ ภารใต้ความเป็น แล้วนำไปป่นแรกเสํษเชลที่ อุแเหภุม 4 องสำเชลเสิรสํ  ต้วร 
ความเร็ว 5000 X g เป็นเวลา 10 นาทํ นำส่วนนั้าใสํที ่ไต้ไปตรวจสํอบหาแอคติวิลปีอง 
เอนไชมลามวิธานอ้อ 5

5. การตรวจสํอบแอคติวิลปีองเอนไชมตินามาเรส์ลามวิธีปิองCooke(1979>

เตริรมสำรละลารเอนไชมที ่ม่ความเอ้มอ้นนอเหมาะจ่านาน 0 .1  มล. ท่า 
ปฎิกัริฮากับสำรละลารตินามารินเอ้มอ้น 5 ม่ลติโมลาร็ (ภาคผนวก ปี อ้อ 1) ใน 0.1  
โมลาร็ฟ่อสํ เปตบัปเปอร็  pH 6 .0  0 .5  มล. ปีดปากหลอลต้วรลกแก้ว บ่มท่ีอุผหภมิ 30



22

องฟ้าเชลเตีฮฟ้  30 นาฑื แล้วเติม 0 .2  โมลาริโชเตีฮมไชตรอกไชตี  0 .6  มล.เนอหรุด 
ปฎก้ริฮา

ร ิ เ ค ร า ะ ห ้ ห า ป ร ิ ม า ก ! ไ ช ฮ า ไ น ต ี โ ต ฮ เ ต ม  0 . ไ โ ม ล า ร ิ  โ ช เ ต ี ฮ ม น อ ส ์ เ น ต บ ั น เ น อ ร ิ  

p H  6 . 0  2 . 8  ม ล .  แ ล ะ  ฟ ้ า ร ล ะ ล า ร ค ล อ ร า ม น - f ! ( ภ า ค ผ น ว ก  ป ี  ป ี อ ! ) 0 . 2  ม ล . ! เ ต ห ล อ ต

ต ้ ว ฮ ล ู ก แ ก ้ ว  เ ป ี ร ่ า เ บ า  ๆ  ใ ห ้ เ ร ้ า ก ั น  แ ล ้ ว น ำ ไ ป แ ช ใ น อ ่ า ง น า แ ป ี ง น า น  5  น า ท  เ ต ิ ม ส ' า ร  

ล ะ ล า ฮ ไ น ร ิ ต ี น - ไ น ร า โ ช โ ล น  ร ิ เ อ เ ว น ต ี  ( ภ า ค ผ น ว ก  ป ี  ป ิ อ  1 )  0 . 8  ม ล . เ ป ี ร ่ า เ บ า ๆ ใ ห ้  

เ ร ้ า ก ั น  ต ั ้ ง ท ํ ้ ง ไ ว ้ ท ี ่ อ ุ ก ! ห ภ ม ิ ห ้ อ ง เ ท ี ่ น ; เ ว ล า  9 0  น า ท  ฟ ้ า ร ล ะ ล า ฮ จ ะ ผ ก า ร เ ป ล ี ่ ฮ น ต ี จ า ก ช ม ล ู

เ ป ็ น ม ่ ว ง  แ ล ะ น า เ ง น ต า ม ล ำ ต ั บ  ว ั ต ค ่ า ก า ร ล ู ล ค ล น แ ฟ ้ ง ท  6 2 0  น า โ น เ ม ต ร  น ำ ค ่ า ท ี ่ ไ ต ้

เ ป ร ิ ร บ เ ท ฮ บ ก ั บ ก ร า น ม า ต ร ฐ า น  โ ป ต ั ฟ ้ เ ต ี ร ม ไ ช ฮ า ไ น ต ี  แ ล ้ ว ค ำ น , ว ก ! แ อ ค ต ร ิ ต ี ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม

กำหนดให้ 1 หน่วฮปีองเอนไชมสินามาเรฟ้ คอปริมาก!ปีองเอนไชมที่ทำ
ปฏิก้ริฮากับล้บฟ้เตรทสินามาริน และ มการปลตปล่อฮ 1 ไมโครโมล ปีองกรตาชโตร
ไชฮานิค (HCN) ออกมาภาฮใน 1 นาท ภาฮใต้ฟ้ภาวะที ่ทำการทคลอง

6. การสิกษาฟ้ภาวะที ่ เหมาะฟ้มานการเลฮงแอเนอให้ผสิตเอนไชมสินามาเรฟ้

ในการทตลองต่อาปนํ้จะใช้สินามารินบริฟ้ทธปีองบริษัท Sigma เที่นล้บเส์ตรท 
ในการวัดแอคตริตีปีองเอนไชมสินามาเรฟ้จนสินฟ้ลการฑตลอง

การเตริฮมหัวแอ ( inoculum)

ปีลแอ B-1-14  ที ่คัตเลอกแล้วว่ามการฟ้ร้างเอนไชมสินามาเรฟ้าต้ฟ้งกว่า 
ฟ้าฮนันฮุอนจาก YM s l a n t  1 ลูป ลงในอาหารเหลว YM 50 มล. นำาปเลฮงบน 
เครองเปีร่ าที ่ความเร็ว 200 รอบต่อนาทื ท่ีอุก!หภมห้อง เที ่นเวลา 24 ช้าโมงก่อนนำไป 
สิกษาความฟ้ามารถในการผสิตเอนไชมสินามาเรฟ้

6 .1  ชนํตและความเร้มร้นปิองแหล่งคาริบอนที่ เหมาะฟ้ม
าล่หัวแอฮฟ้ตีฟ้าฮนันสุ B-1-14  อายุ 24 ชม.1 ผล. ลงในอาหารเหลว 

YM(ภาคผนวก ก ร้อ 1)ที ่ผการแปรผันชนคปีองแหล่งคาริบอนเปีมร้น 1% ตังน้ํคอ มอลโลส์ , 
ชโครฟ้, เชลโลไบโอฟ้ , กลูโคฟ้, ปรุกโลฟ้, แลคโลฟ้ และกาแลคโตฟ้  เฑีฮบกับเมอไม่ 
เลมแหล่งคาริบอน เลฮงบนเคริองเปีร่าต้วฮความเร็ว 200 รอบต่อนาท ท่ีอุก!หภมิห้อง เท่ีน 
เวลา 36 ชม. ฟ้กัลเอนไชมออกจากเชลรส์ตีตามริธีการทตลองในร้อ 4 และ วัตแอคตริตี 
ปีองเอนาชมคามริ บุการทดลอง ในร้อ 5
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จากการทลลองนบว่ากรุโคส' เส์นแหล่งปีองคารบอนท'ให้แอคดวัต3อง !.อน'ไข่'ม 
สังสัด จงนำมาแปรผันความเอ้มอ้นชองกรุโคสัในอาหารเหลว YM ต้ังแต่ 0 -  5 %
แ ล ะ เล ย ง เ$ อในสัภาวะเคียวกัน เนอเปรียบเทฮบแอคติรีดชองเอนไชม

6 .2  ชนิดและความเอ้มอ้นชองแหล่งไนโตรเจนที ่ เหมาะสัม
าล่หัวแ'[อยีสัลสัายผันสุ B-1-14  อาย 24 ชม. 1 มล.ลงในอาหารเหลว YM 

ท่ีนีกรุโคสั 0.5% แปรผันชนิดและความเอ้มอ้นชองแหล่งไนโตรเจนดังรายละเอยดอ้างล่าง 
และเลยงานสัภาวะเคียวกันกับช้อ 6 .1

ส์ารไนโตรเจนอินทรียี  (Organic N 1,) ได้แก่ 0-1% 8 เรีย แบคโต-
เปปโตน และ แอมโมเนียมช้ เครด

สัารไนโตรเจนอนินฑรียี  ( Inorgan ic  Ne ) ได้แก่ 0-1%
แอมโมเนียมไนเตรท,แอมโมเนียมช้ล๗ ต, และโชเคียมไนเตรท 

และวัตแอคลวิคี ปีองเอน’ไชมลนามาเรส์

6 .3  ความเอ้มข้นที่ เหมาะสัมชองผงสักัดรสัค (Yeast  e x t r a c t )
าล่หัวเ^อยสัต B-1-14  ในอาหารเหลว สัครเคียวกันกับอ้อ 6 .2  โคยใช้  

แบคโต-เปปโคน 0.5% และ แปรผันความเอ้มอ้นชองผงสักัคยีสัต ที ่ความเอ้มอ้น
0 , 0 . 1 , 0 . 3 , 0 . 5 , 0 . 7  และ 1.0% านสัภาวะเคียวกับอ้อ 6 .1  แล้ววัดแอคติวิคี3อง 
เอน'ไชมสินามาเรสั

6 .4  ความเอ้มอ้นที่ เหมาะส์มชองผงส์กัดมอลที่  (Malt e x t r a c t )
เตรียมอาหารเหลว สัตรเคียวกับอ้อ 6 .3  โดยใช้ผงสักัคยีสัต 0.3% และ

แปรผันความเอ้มอ้น3องผงสักัดมอลที่ที่  0 , 0 . 1 , 0 . 3 , 0 . 5 , 0 . 7  และ 1.0% เ ล ย ง เ Îเอ 
B-1-1 4  ในสัภาวะเคียวกับอ้อ 6 .1  แล้ววัดแอคติวัตยองเอน'ไชมลนามาเรสั

6 .5  ชนิดและปรีมาแ!ชองเกลอแร,ชนิดอน
เตรียมอาหารเหลว ส์ตรเคียวกับอ้อ 6 .4  โดยใช้ผงสักัดมอลที่  0.3%

“ ย ู’  ยู่ v  “
เติมเกลอแร่บางชนิดลงในอาหารเลยงเชอ ได้แก่ 0.001% และ 0.005% FeSo^,
0.1% และ 0.5%, KeHP0 4 , 0.05% และ 0.1% MgS04 , 0.05% และ 0.1% KC1 
เทรบกับเมอไม,มการเติมแหล่งชองเกลอแร่ ใดๆ และ เค ียงIÎเอ  B-1-14  านสัภาวะ
เคียวกับอ้อ 6 .1  แล้ววัคแอคติรีตชองเอนไชม์ลนามาเรสั
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6 . 6  ผ ล ธ อ ง  p H  ต ่ อ ก า ร ผ ส ิ ต เ อ น ' ไ ช H

เ ต ร ี a ม อ า ห า ร เ ห ล ว ช ล ร เ ล ฮ ว ก ั บ ฉ ้ อ  6 . 5  โ ด  a ไ ผ ่ ต ้ อ ง เ ต ิ ม เ ก ล อ แ ร ่ ๆ ต ๆ น ล ะ  

ป ร ั บ  p H  เ ร ิ ่ ม ต ้ น ป ี อ ง อ า ห า ร เ ล ํ ้ ฮ ง แ อ ล ่ า ง  ๆ  ก ั น  ต ั ้ ง แ ต ่  4 - 9  เ ล ํ ้ ฮ ง I ^ a  B - 1 - 1 4  

ใ น ส ์ ภ า ว ะ เ ต ฮ า ก ั บ จ ้ อ  6 . 1  แ ล ้ ว ว ั ต แ อ ค ต ิ ว ั ล ป ี อ ง เ อ น า ช ม ี ล ิ น า ม า เ ร ช

6 . 7  ผ ล ป ี อ ง อ ุ ก เ ห ภ ุ ม ี ต ่ อ ก า ร ผ ล ้ ต เ อ น ' ไ ช ม

เ ล ํ ้ ฮ ง แ อ  B - 1 - 1 4  ใ น อ า ห า ร ช ล ร เ ต ฮ ว ก ั บ จ ้ อ  6 . 6  ท ี ่ ม ี  p H  ต ั ้ ง ต ้ น ป ี อ ง  

อ า ห า ร เ ล ฮ ง แ อ เ ท ี ่ น  6 . 0  แ ต ่ น ำ ไ ป เ ป ี ร ่ า บ น เ ด ร ิ ่ อ ง เ ป ี ร ่ า  2 0 0  ร อ บ ต ่ อ น า ท ี  ฑ อ ุ ณ ห ภ ผ ิ ต ่ า ง า  

ก ั น ค อ  2 5 , 3 0 , อ ุ a m ภ ุ ม ห ้ อ ง ( 3 2 U )  , 3 5  แ ล ะ  4 0  อ ง ช า เ ช ล เ 5 ร ช  ว ั ต แ อ ค ต ิ ว ั ต ป ี อ ง เ อ น า ช ม ี  

ล ิ น า ม า เ ร ช

6 . 8  ค ว า ม เ ร ็ ว ร อ บ ป ิ อ ง เ ค ร ิ ่ อ ง เ ป ิ ร ่ า ต ่ อ ก า ร ผ ล ิ ต เ อ น า ช ม

เ ล ฮ ง แ อ  B - 1 - 1 4  ใ น อ า ห า ร ช ล ร เ ส ิ ร า ก ั บ  จ ้ อ  6 . 7  ท ี ่ อ ุ ผ ห ภ ุ ม ห ้ อ ง  แ ต ่ ป ร ั บ  

ค ว า ม เ ร ็ ว ร อ บ ป ี อ ง เ ค ร ิ ่ อ ง เ ป ิ ร ่ า ต ่ า ง ก ั น ค อ  1 0 0 , 1 5 0 , 2 0 0  แ ล ะ  2 5 0  ร อ บ ต ่ อ น า ท ี  เ น อ  

ส ิ ก ษ า ผ ล ป ี อ ง ก า ร ใ ห ้ อ า ก า ช ต ่ อ ก า ร ผ ล ิ ต เ อ น า ช ม ี ล ิ น า ม า เ ร ส ์  แ ล ้ ว ว ั ต แ อ ค ส ิ ว ั ล ป ิ อ ง เ อ น ' ไ ช ม

6 . 9  ผ ล ป ี อ ง ช า ร บ า ง ช น ํ ต ต ่ อ ก า ร ผ ล ิ ต เ อ น ไ ช ม ี ล ิ น า ม า เ ร ช

6 . 9 . 1  โ ป ต ั ส ์ เ ส ิ ร ม ไ ช ร า ไ น ค

เ ล ํ ้ ร ง เ î f a  B - 1 - 1 4  ใ น อ า ห า ร เ ล อ ง แ อ  ช ล ร เ ต ร า ก ั บ จ ้ อ  6 . 6  โ ต ร เ ต ม
/  V  รน I v  I ^ l i > l  ^

โ ป ล ั ช เ ส ิ ธ ม ไ ช ฮ า ไ น ค  ค ว า ม เ จ ้ ม ป ี น ต ่ า ง ๆ ก ั น  ต ั ง แ ล , 1 0 - 2 5 0  ส ่ ว น ใ น ล ้ า น ส ่ ว น  ( p p m ) เ ล ร ง  

บ น เ ค ร ิ ่ อ ง เ อ ร ่ า ท ี ่ ค ว า ม เ ร ็ ว  2 0 0  ร อ บ ต ่ อ น า ท ี  อ ร น ห ภ ุ ม ห ้ อ ง เ ท ี ่ น เ ว ล า  4 8  ช ม .  ว ั ต แ อ ค ต ิ ว ั ต  

ป ี อ ง เ อ น า ช ม

6 . 9 . 2  ช า ร ล ต แ ร ง ส ิ ง ผ ิ ว

ใ ส ่ ห ั ว แ อ  B - 1 - 1 4  1  ม ล .  ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ร ง แ อ ช ต ร เ ล ฮ ว ก ั บ จ ้ อ  6 . 6  

แ ล ะ เ ล ย ง ใ น ช ภ า ว ะ เ ต ฮ า ก ั บ จ ้ อ  6 . 1  แ ต ่ แ บ ่ ง ก า ร ท ค ล อ ง อ อ ก เ ท ี ่ น  2  ช ล

ช ต ท ี ่  1  ม ี ก า ร เ ต ิ ม  T W E E N - 8 0  ค ว า ม เ จ ้ ม จ ้ น ต ่ า ง ๆ  ต ั ้ ง แ ต ่  0 - 1 %  ล ง ไ ป  

ใ น อ า ห า ร เ ล ํ ้ ร ง แ อ

ช ุ ต ท ี ่  2  เ ต ิ ม  T R I T O N  X  - 1 0 0  ค ว า ม เ จ ้ ม ป ี น  0 - 5 %  ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ย ง แ อ  

แ ล ้ ว ว ั ด ุ แ อ ค ต ิ ว ั ต ป ิ อ ง  เ  อ น ไ ช ม ี ล ิ น า ม า เ ร ช า น ป ี ' ว โ ม ง ท ี ่  4 8

J
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7 .  ก า ร ส ื ก ษ า ค ว า ม ช ม พ ั น ธ ร ะ ห ว ่ า ง ก า ร ช ร ้ า ง เ อ น ไ ช ม ่ แ ล ะ ก า ร เ จ ร ิ ญ ร อ ง แ อ

ฮีส์ต B-1-14

ใ ส ่ ห ั ว แ อ  B - 1 - 1 4  อ า ร ุ  2 4  ช ม .  1  ผ ล .  ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว ท ี ่ ม ก า ร ป ร ั บ แ ล ้ ว  

ว ่ า ใ ห ้ แ อ ด ส ิ ว ต ช ุ ง ช ุ ด  บ น เ ด ร อ ง เ ป ิ อ ่ า ท ี ่ ค ว า ม เ ร ็ ว  1 5 0  ร อ บ ล ่ อ น า ท  อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  3 0  อ ง ช า เ ช ล  

เ ใ ? อ ช  ว ั ค ก า ร เ จ ร ิ ถ ฺ ! ร อ ง แ อ ท ี ่ เ ว ล า ล ่ า ง ๆ  โ ด ร ก า ร ว ั ค ค ว า ม ร ุ ่ น ท ี ่ เ น ิ ่ ม ป ิ น  ท ี ่ ล ่ า ก า ร ค ด ก ล ื น แ ช ง  

5 6 0  น า โ น เ ม ต ร  พ ร ้ อ ม ท ั ้ ง ต ร ว จ ช อ บ แ อ ค ส ิ จ ั ต ี ร อ ง เ อ น ไ ช ม ่ ล น า ม า เ ร ช  แ ล ะ ก า ร เ ป ล ร น แ ป ล ง  

ร อ ง  p H  ใ น ร ะ ห ว ่ า ง ก า ร เ ล ฮ ง แ อ

8 .  ก า ร ท ำ ใ ห ้ เ อ น ไ ช ม ์ บ ร ิ ช ุ ท ส โ ค อ ค อ ล ั ม น ้  D E A E - T O Y O P E A R L  6 5 0  M

เ ท ช า ร แ ร ว น ล อ ร  D E A E - T O Y O P E A R L  ล ง ใ น ใ ] ก เ ก อ ร ป ร ะ ม า แ ร  2 0 0  ม ล .  ต ั ง ท ี ง  

ไ ว ้ ใ ห ้ ต ก ต ะ ก อ น  เ ท ส ่ ว น น า ใ ส ์ ท ั ้ ง  แ ล ะ เ ต ิ ม  1  โ ผ ล า ร  โ ช เ ค อ ม ค ล อ ไ ร ค  5 0 0  ม ล .  ล ง  

ไ ป  โ ค ร ก ว น เ ท ี ่ น ค ร ั ้ ง ค ร า ว เ น ้ น เ ว ล า  3 0  น า ท ี  เ น อ ก ำ จ ั ด อ อ ฮ น บ า ง ช น ิ ด ท ี ่ ป น เ ท ั ้ อ น อ ร ู ่ ' ใ น  

เ จ ล  เ ท ส ่ ว น น ั ้ า า ช พ ร ้ อ ม เ จ ล ล ะ เ อ อ ค บ น ผ ว ห น ้ า ท ั ้ ง  ล ้ า ง ล ้ ว ร น า ก ล ั ่ น ห ล า ร  ๆ  ค ร ั ้ ง  จ น ไ ม ่

ม โ ช เ ค อ ม ค ล อ ไ ร ค เ ห ล ื อ อ ร '  ต ร ว จ ช อ บ โ ค ร น ำ น ั ้ า ท ี ่ ล ้ า ง ม า ท ำ ป ฎ ก ิ ร ิ อ า ก ั บ ช า ร ล ะ ล า อ 3 ล
1f ซ | ๘ I  ̂  ̂ น

เ ว อ ร ไ น เ ล ร ล  ( A g N O 3 )  จ ะ ไ ม ่ เ ห น ล ะ ก อ น ร ุ ่ น ร า ว ร อ ง 5 ล เ ว อ ร ค ล อ ไ ร ล ่  ( A g C l )  เ ก ิ ด ป ี น  

จ า ก น ั ้ น เ ส ิ ม  0 . 0 1  โ ม ล า ร ้ โ ช เ ล ื อ ม ป อ ช ๗ ล บ ั ฟ ่ เ ป อ ร  p H  6  5 0 0  ม ล .  ล ง ใ น เ จ ล ท ี ่ เ ต ร ้ ร ม  

ไ ว ้  เ น ้ น เ ว ล า  1  ล ั ่ ว โ ม ง  เ น อ ท ำ ใ ห ้ ช ม ค ุ ล ค ้ ว อ ก า ร อ ม ต ั ว  ( e q u i l i b r a t e )  แ ล ้ ว น ำ ไ ป

บ ร ร จ ล ง ใ น ค อ ล ั ม น ้ แ ก ้ ว ร อ ง  P h a r m a c i a  ร น า ค  7 0  X 1 . 6  ช ม . ใ ห ้ ม ค ว า ม ช ง ป ร ะ ผ า ณ  

5 8  ช ม .  ผ ่ า น ฟ ่ อ ช ๗ ต บ ั ป ๗ อ ร  ช น ้ ล เ ล อ ว ก ั น ร ้ า ม ค น จ น เ จ ล อ อ ใ น ช ภ า พ ช ม ล ุ ล ท อ ั ต ร า ก า ร  

ไ ห ล  2 8  ม ล / ช ม .  ค ' อ อ  ๆ  ใ ส ่ เ อ น ไ ช ม ่ ท ี ่ ต ้ อ ง ก า ร ท ำ ใ ห ้ บ ร ิ ช ุ ท ธ  ( ห ล ั ง จ า ก ต ก ต ะ ก อ น ค ว ร  

แ อ ม โ ม เ น ้ อ ม ล ั ่ ล เ ป ล  3 0 - 6 0 %  ม า แ ล ้ ว )  ล ง บ น ผ ว ห น ้ า ร อ ง เ จ ล แ ล ้ ว ช ะ โ ป ร ต ี น ส ่ ว น ท ี ่ ไ ม ่ ถ ู ก  

จ ั บ ค ั ว อ อ อ อ น บ น เ ม ็ ด เ จ ล อ อ ก ใ ห ้ ห ม ด  ด ้ ว ย ป อ ส ์ เ ป ล บ ั ป เ ป อ ร  0 . 0 1  โ ม ล า ร ้  p H  6  ต ร ว จ ช อ บ  

โ ด อ ว ั ค ค ่ า ก า ร ล ด ก ล ื น แ ช ง ใ น ห ล อ ด ล ่ า ง  ๆ  จ ะ ไ ด ้ ล ่ า  0 D e e 0  เ ร ้ า ใ ก ล ้  0  จ า ก น ั น จ ั ง ช ะ  

โ ป ร ต ี น ท ี ่ ถ ก จ ั บ อ อ ก ั บ เ จ ล อ อ ก ค ั ว ร  0 - 0 . 5  โ ม ล า ร โ ช เ ต ี อ ม ค ล อ ไ ร ค แ ก ร เ ต ี อ น ท ี ่  เ ก ็ บ ช า ร

ล ะ ล า อ โ ป ร ต ี น ห ล อ ค ล ะ  7  ม ล .  ต ร ว จ ว ั ค โ ป ร ต ี น  ท ี ่ ถ ู ก ช ะ ร อ ก ม า ด ้ ว อ ล ่ า ก า ร ล ด ก ล ื น แ ช ง ท ี ่  

2 8 0  น า โ น เ ม ต ร  แ ล ะ  ว ั ค แ อ ค ส ิ ร ิ ต ี ร อ ง เ อ น ไ ช ม ็ ล ิ น า ม า เ ร ช ใ น แ ล ่ ล ะ ห ล อ ค ด ้ ว อ  จ า ก น ั ้ น

ร ว ม ห ล อ ด ท ี ่ ม ี แ อ ค ล ร ิ ต ี ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ็ ล น า ม า เ ร ช ช ุ ง เ ร ้ า ด ้ ว อ ก ั น  ว ั ค ป ร ิ ม า ต ร ท ี ่ ไ ด ้  พ ร ้ อ ม ท ั ้ ง ว ั ค  

แ อ ค ส ิ ร ิ ต ี ร อ ง เ อ น ' ไ ช ม แ ล ะ ป ร ิ ม า ณ ' โ ป ร ต ี น ' โ ค อ ร ิ ธ ี ร อ ง  L o w r y  ( 1 9 5 1 )  ต า ม ร ิ ธ ใ น  

ภ า ค ผ น ว ก  ง . ร ้ อ  2
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9 .  ก า ร ท ่ า ใ ห ้ ซ ! ส ุ ท ส ิ โ ต ย ใ ส ิ ' ค อ ส ิ , ม น ี เ จ ล ป ิ ล เ ล ร ช ่ น  T o y o p e a r l  H W - 5 5

เ ท เ จ ล  H W - 5 5  5 0 0  ม ล . ล ง ใ น ป ี ก เ ก อ ร  ต ั ้ ง ท ั ้ ง ไ ว ้ ' ใ ห ้ ต ก ต ะ ก อ น  เ ท ส ่ ว น น า ใ ส  

น ร ้ อ ม เ จ ล ล ะ เ อ ร ต ซ น ผ ิ ว ห น ้ า ท ั ้ ง เ ต ิ ม  0 . 0 1  โ ม ล า ร น อ ส เ น ต ป ั น เ ฟ ่ อ ร  p H  6 . 0  ป ร ิ ม า ต ร  

5 0 0  ม ล .  ล ง ไ ป ก ว น เ ป ี น ค ร ั ้ ง ค ร า ว  เ ป ็ น เ ว ล า  1  ช ม .  เ ท ส ่ ว น น า ใ ส ท ั ้ ง  น ำ ไ ป บ ร ร จ ุ ใ น  

ค อ ล ั ม น แ ก ้ ว  a  น า ค  7 0  X 2 . 5  ช ม .  แ ล ้ ว ผ ่ า น น อ ส ์ เ น ต ป ั น น เ อ ร ต ั ง ก ล ่ า ว ร า ม ค น จ น เ จ ล  

อ ย ู ่ ใ น ส ภ า น ส ํ ม ต ุ ล อ ิ ่ ม ต ั ว  ( e q u i l i b r a t e )  ท ี ่ อ ั ต ร า ก า ร ไ ห ล  1 2  ม ล / ธ ' ม .  น ำ ส า ร ล ะ ล า a  

เ อ น ไ ช ม ิ ท ี ่ ไ ด ้ จ า ก ก า ร ผ ่ า น ค อ ล ั ม น ี  D E A E  แ ล ะ  ท ำ ใ ห ้ แ ห ้ ง โ ค ธ เ ค ร อ ง ร ะ เ ห ิ ต แ ห ้ ง ( L y o p h i l i z e r )  

ม า ล ะ ล า ย ใ น ฟ ่ อ ส เ น ต ป ั น เ น อ ร  p H  6 . 0  ป ร ิ ม า ต ร  5  ม ล .  ( น ้ อ ย ก ว ่ า  3 %  ร อ ง ป ร ิ ม า ต ร เ จ ล  

ท ั ้ ง ห ม ด ใ น ค อ ล ั ม น ้ )  แ ล ้ ว ค ่ อ ย ๆ เ ต ิ ม ล ง ใ น ค อ ล ั ม น ี เ จ ล น ี ล เ ต ร ส ิ น  เ ก ็ บ ส า ร ล ะ ล า ย โ ป ร ต ี น จ า ก  

ค อ ล ั ม น ้ ล ำ ต ั บ ส ่ ว น ล ะ  3  ม ล .  ว ั ต ป ร ิ ม า ๙ โ ป ร ล น ท ี ่  O D 2 S 0  แ ล ้ ว ว ั ต แ อ ค ต ิ ว ต ร อ ง เ อ น ไ ช ม

1 0 .  ก า ร ต ก ต ะ ก อ น โ ป ร ต ี น ด ้ ว ย แ อ ม โ ม เ น ี ย ม ส ิ ล เ น ต อ ิ ่ ม ต ั ว  3 0 - 6 0  %

เ ต ิ ม ผ ง แ อ ม โ ม เ น ี ย ม ส ิ ล เ ป ล ท ี ่ ค ่ า น ว แ แ เ ล ้ ว ว ่ า ม ค ว า ม เ อ ั ม ป ี น เ ป ี น  3 0 %  ร อ ง ป ร ิ ม า ต ร  

ท ั ้ ง ห ม ล ล ง ' ใ น เ อ น ' ไ ช ม ิ ส ก ั ต  โ ด ย ก ว น ล ล อ ต เ ว ล า ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  8  อ ง ส า เ ช ล เ ส ิ ย ส  ท ั ้ ง ไ ว ้ เ ป ี น เ ว ล า  

4  ช ม .  น ำ ไ ป ป ั น ต ก ต ะ ก อ น โ ป ร ล น ท ี ่  1 0 , 0 0 0  ร อ บ ล ่ อ น า ป ี  เ ป ี น เ ว ล า  1  ช ม .  ที ่  0  อ ง ส า  

เ ช ล เ ป ี ย ส  น ำ ส ่ ว น น า ใ ส ท ี ่ ไ ด ้ ม า ต ก ต ะ ก อ น โ ป ร ต ี น ต ่ อ โ ด ย เ ต ิ ม ผ ง แ อ ม โ ม เ น ี ย ม ส ิ ล เ น ต ล ง ไ ป จ น ม ิ  

ค ว า ม เ ร ้ ม ป ี น เ ป ี น  6 0  %  ร อ ง ป ร ิ ม า ต ร ท ั ้ ง ห ม ล ร อ ง เ อ น ไ ช ม ิ ส ก ั ต  แ ล ะ ก ว น ค ล อ ล เ ว ล า เ ส ิ น เ ต ี ย ว  

ก ั บ ต อ น ต ้ น  ห ล ั ง จ า ก น ำ ไ ป ป ั น ต ก ต ะ ก อ น โ ป ร ต ี น ท ี ่  1 0 , 0 0 0  ร อ บ ล ่ อ น า ป ี แ ล ้ ว  น ำ ต ะ ก อ น ม า ล ะ ล า ย  

ใ น  0 . 1  โ ม ล า ร น อ ส เ น ต ป ั น เ น อ ร  p H  6 . 0  ป ร ิ ม า ต ร น ้ อ ย ท ี ่ ส ุ ต ท ี ่ จ ะ ท ำ ใ ห ้ ต ะ ก อ น ล ะ ล า ย ไ ด ้ ห ม ต  

น ำ ส า ร ล ะ ล า ย โ ป ร ต ี น ท ี ่ ไ ด ้ ไ ป ไ ต อ ะ ไ ล ช ใ น ป ั น เ น อ ร ช น ี ต เ ต ี ย ว ก ั น  เ น อ ก ำ จ ั ด แ อ ม โ ม เ น ี ย ม ส ิ ล เ น ต  

ว ั ด แ อ ค ต ิ ว ิ ต ี ป ิ อ ง เ อ น ไ ช ม ิ ล ้ น า ม า เ ร ส ต ' ไ ม ว ิ ธ ใ น ร อ  5  แ ล ะ ว ั ด ป ร ิ ม า ณ โ ป ร ต ี น ค า ม ว ิ ธ ใ น ภ า ค ผ น ว ก  

ง  ร อ  2

1 1 .  ก า ร ท ำ โ น ล ้ อ ะ ค ร ิ ล า ไ ม ล เ จ ล อ เ ล ต โ ล ร โ น ร ิ ส ิ ส ์ ช น ี ล แ ท ่ ง  

( D i s c . p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e t r o p h o r e s i s )  ต า ม ว ิ ธ ร อ ง  W i l l i a m s  แ ล ะ  

R e i s f œ l d  ( 1 9 6 4 )

โ ล ฮ บ ร ร จ ุ ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม  7  เ ป อ ร เ ช ็ น ต เ ช น า เ ร ต ิ ง เ จ ล  ( S e p a r a t i n g  

g e l ,  ภ า ค ผ น ว ก  ปี  ร ้ อ  3 . 1 )  ใ น ห ล อ ล แ ก ้ ว ร น า ด  0 . 5  X  8  ช ม .  ใ ห ้ ม ิ ค ว า ม ส ง  7  ช ม .  

ป ี ต ฑ ั บ ห น ้ า เ จ ล ด ้ ว ย น า ส ง  0 . 5  ช ม .  เ น อ ใ ห ้ ผ ิ ว ห น ้ า เ จ ล เ ร ิ ย ซ  ห ล ั ง จ า ก เ จ ล แ ร ็ ง ต ั ว แ ล ้ ว

ด ล น า ที ่ผวเ จ ล ท ั ้ ง  เ ท ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม ร อ ง ส แ ต ก ก ั ง เ จ ล  ( S t a c k i n g  g e l ,  ภ า ค ผ น ว ก  ร
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ป ี อ  3 . 2 )  ใ ห ้ ม ศ ว า ม ช ง ป ร ะ ม ๆ ณ  0 . 5  ช ) ) .  ป ิ ด อ ั บ ห น ้ า ด ้ ว ร น ้ า เ ช น ก ั น ด ้ ง ท ํ ้ ง ไ ว ้ ภ า 3 ใ ต ้ แ ช ง

ฟ ่ ล อ อ เ ร ช เ ช น ล  จ น ก ร ะ ท ั ่ ง เ จ ล แ ป ี ง ต ั ว  ผ ่ า น ช า ร ล ะ ล า  a  เ อ น ' ไ ช น ์ ฑ ื ่ ล ้ อ ' ) ก า ร ต ร ว จ ช อ บ ฅ ว ๆ ม  
l  t  ■ ^ ” ”

บ ร ิ ช ุ ท ธ ิ  2 0  ไ ม โ ด ร ล ี ล ร  ( ป ร ิ ม า £« โ ม ่ ร ต ้ น  5 0 - 1 0 0  ไ ม โ ด ร ก ร ั ม )  ใ น  4 0  ไ ม โ ด ร ล ี ล ร  

ก ล ี เ ช อ ร อ ล  แ ล ะ  1 0  ' ไ ม โ ค ร ส ิ ต ร ป ิ อ ง  0 . 0 0 5 7  ซ ร อ ม ต ้ น อ ล ช ล  ล ง ใ น แ ท ่ ง เ จ ล  แ ล ะ ท ่ า

อ เ ล ค โ ด ร โ น ร ิ ต ้ ช  โ ล ฮ ใ ช ้ ช า ร ล ะ ล า ร ท ร ิ ส ํ ไ ก ล ต ้ น  p H  8 . 3  ( ภ า ด ผ น ว ก  3  อ ้ อ  3 . 3 ) เ ป ็ น  

บ ั ฝ เ ฝ อ ร  ผ ่ า น ก ร ะ แ ช ไ ฝ น ้ า  6 . 0  ม ล ล ี แ อ ม แ ป ร ล ่ อ แ ท ่ ง เ จ ล จ น ก ร ะ ท ั ่ ง ล ี ฐ อ ง บ ร อ ม น ้ น อ ล บ ล  

เ ด ล อ น ล ง ม า เ ก อ บ ล ี , ง ป ล า 3 ช ุ ด ธ อ - ง เ จ ล  น ำ เ จ ล อ อ ก จ า ก แ ท ่ ง แ ก ้ ว แ ล ะ แ ช ใ น น ้ า ร า ร อ ม ล ี โ ป ร ต ้ น  

( S t a i n i n g  s o l u t i o n ,  ภ า ด ผ น ว ก  3  อ ้ อ  3 . 4 )  เ ป ็ น เ ว ล า  1  ช ม .  ล ้ า ง ล ี ล ี ว น 1, ก ั น อ อ ก  

โ ด ร ใ ช ้ น ำ ร า ล ้ า ง ล ี  ( d e s t a i n i n g  s o l u t i o n , ภ า ด ผ น ว ก  3  อ ้ อ  3 . 5 . 1  ห ล า ร  ๆ  ด ร ั ง  

จ น เ ห ็ น แ ถ บ อ อ ง โ ป ร ต ้ น ช ้ ล เ จ น  ต ร ว จ ช อ บ แ อ ด ต ้ ว ต ้ อ อ ง เ อ น ไ ช ม ์ บ น แ ท ่ ง เ จ ล  โ ด ร ใ ช ้ แ ท ่ ง เ จ ล  

ท ี ่ ท ่ า อ เ ล ค โ ท ร โ ฝ ร ิ ต ้ ช แ ต , ไ ม , ไ ด ้ ผ ่ า น ก า ร อ ้ อ ม ล ี ม า ด ั ด เ ป ็ น ช ้ น ป ี น า ด  2  ม ม . ห ล า ร ๆ ต ้ น โ ค ร เ ป ร ิ ร บ  

เ ท อ บ ก ั บ แ ท ่ ง เ จ ล ท ั ่ ผ ่ า น ก า ร อ ้ อ ม ล ี  ช ะ โ ป ร ต ้ น อ อ ก ม า โ ด ร แ ช ใ น  0 . 1  โ ม ล า ร ิ ฝ อ ช เ ฟ ่ ล บ ั ฝ เ ฝ อ ร ิ  

p H 6 . 0  เ ป ็ น เ ว ล า  6  ช ม .  แ ล ้ ว น ำ ม า ว ั ด แ อ ด ต ้ ว ต ้ ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม

1 2 .  ก า ร ล ี ก ษ า ช ม บ ั ด บ า ง ป ร ะ ก า ร ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ล ี น า ม า เ ร ช

1 2 . 1  น ้ า ห น ั ก โ ม เ ล ก ล

จ า ก ก า ร ป ร ะ ม า ท เ ด ่ า น ำ ห น ั ก โ ม เ ล ก ุ ล ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม  โ ด ร ก า ร ท ่ า เ จ ล ป ๋ ล เ ด ร ป ี น  

ผ ่ า น ค อ ล ั ม น  T O Y O P E A R L  H W - 5 5  เ ป ร ร บ เ ท อ บ ด ่ า  K a v  ( P a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t )

ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ็ ล ี น า ม า เ ร ช ก ั บ โ ป ร ต ้ น ม า ต ร ฐ า น ท ี ่ ผ ่ า น ค อ ล ั ม น ้ เ ต ้ ร ว ก ั น ท ี ่ อ ั ต ร า ก า ร ไ ห ล  1 2  ม ล . ล ่ อ ช ม .  

เ ก ็ บ ต ั ว อ ย ่ า ง ห ล อ ด ล ะ  3  ม ล .  ว ั ด ด ่ า ก า ร ด ุ ด ก ล ี น แ ช ง โ ป ร ต ้ น ท ี ่ ค ว า ม ร า ว ค ล น  2 8 0  น า โ น เ ม ต ร  

( ย ก เ ว ้ น ไ ช โ ต โ ค ร ม ต ้  จ ะ ว ั ค ท ี ่ ค ว า ม ร า ว ค ล น  4 1 0  น า ' โ น เ ม ต ร ) ด ้ ว ร  u v .  S p e c t r o p h o t o m e t e r  

น ำ ค ่ า ท ี ่ ไ ด ้ ไ ป เ ป ี ร น ก ร า ฟ ่ แ ล ะ ด ่ า น ว ท ! ห า ด ่ า  K a v  จ า ก ช ล ร  ( A n d r e w ,  1 9 6 4 )

เ ม อ  . V a  ต ้ อ ป ร ิ ม า ต ร ป ี อ ง บ ั ฝ เ ฝ อ ร ์  ท ี ่ ใ ช ้ ใ น ก า ร ช ะ เ อ น ไ ช ม ็ ห ร ิ อ โ ป ร ต ้ น ม า ต ร ฐ า น ไ ด ้ ช ุ ง ช ุ ด  

V 0  ต ้ อ ป ร ิ ม า ต ร ป ี อ ง ช อ ง ว ่ า ง  ร ะ ห ว ่ า ง เ ม ็ ด เ จ ล

V  ต ้ อ ป ร ิ ม า ต ร ภ า ร า น ค อ ล ั ม น ้  ' โ
“  น ุ^

ช ร ้ า ง ก ร า ฝ ม า ต ร ฐ า น ร ะ ห ว ่ า ง ค ่ า ล อ ก า ร ิ ท ่ ม ป ี อ ง น ำ ห น ั ก โ ม เ ล ก ุ ล 3 อ ง โ ป ร ต ้ น  

ม า ต ร ฐ า น  ก ั บ ค ่ า  K
a V
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โ ป ร ต น ม า ด ร ฐ า น ' ท ใ ช ้ ไ ด ้ แ ก ่

ไ ช โ ด โ ค ร ม ช ้ น า ห น ั ก โ ม เ ล ก ุ ล 1 2 , 5 0 0

ช ้ ร ั ม อ ั ล บ ุ ม ิ น 11
6 7 , 0 0 0

0 ล โ ค เ  ล ช 11
1 5 8 , 0 0 0

ค ะ ต ะ เ ล ช V
2 4 0 , 0 0 0

1 2 . 2  ก า ร ห า ค ่ า K _  ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม ต ่ อ ด ั บ ช เ ต ร ท

ด า ล ด ั น

1 2 . 2 . 1  ก า ร ห า ค ่ า  K J  เ ม อ ใ ช ้ ล ้ น า ม า ร ิ น เ น ิ น ด ั บ ช เ ต ร ท  

น ำ เ อ น ไ ช « ส ิ น า ม า เ ร ด ั ด ว า ม เ ป ี ม ป ี น พ อ เ ห ม า ะ  ท ำ ป ฎ ิ ก ั ร ิ อ า ก ั บ ช า ร ล ะ ล า ย ล ้ น า ม า ร ิ น  

ด ว า ม เ อ ้ ม ป ี น ค ่ า ง ก ั น ด ั ง แ ค ่  0 . 1 - 1 . 4  ม ก . / ม ล .  แ ล ะ ว ั ด แ อ ค ด ว ด ้ ป ิ อ ง เ อ น ไ ช ม ท ี ่ เ ว ล า ต ่ า ง ก ั น  

ต ั ้ ง แ ต ่  0 - 4 0  น า ท  น ำ ค ่ า ท ี ่ ไ ด ้ ไ ป เ ป ิ อ น ก ร า ฟ ่ ใ น ร ป ป ี อ ง  ไ ล น - ว เ ว อ ร เ บ ร ก  ร ะ ห ว ่ า ง  1 / V  

แ ล ะ  1 / โ ร  ไ

1 2 . 2 . 2  โ ท ร ห า ค ่ า  K 111 เ ม อ ใ ช ้  P N P G  เ น ิ น ด ั บ ช เ ต ร ท  

น ำ เ อ น ไ ช ม ล น า ม า เ ร ด ั ด ว า ม เ อ ้ ม ป ี น น อ เ ห ม า ะ  0 . 1  ม ล .  ท ำ ป ฎ ิ ก ิ ร ิ อ า ก ั บ ช า ร  

ล ะ ล า อ  P N P G  1  ม ล .  ท ี ่ ค ว า ม เ อ ้ ม อ ้ น ต ั ้ ง แ ต ่  0 - 0 . 4 1  ม ิ ล ล ้ โ ม ล า ร  ห ย ุ ด ป ฎ ก ิ ร ิ ย า ล ้ ว ฮ โ ช เ ด ้ อ ม  

บ อ เ ร ต บ ั ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร  p H  9 . 8  2  ม ล .  เ ล ้ ม น า ก ล ั ่ น ,จ น เ น ิ น  4  ม ล .  น ำ ไ ป ว ั ด ค า ก า ร ด ด ก ล น แ ช ง  

ท ี ่ ค ว า ม อ า ว ค ล น  4 0 0  น า โ น เ ม ต ร  ( ป ร ั น ป ร ุ ง จ า ก ว ฮ ก า ร ป ี อ ง  I k e d i o b i  แ ล ะ ( น า ร ะ ,  1 9 8 0  

แ ล ะ  N a s h i d a  แ ล ะ ค ล ! ะ ,  1 9 8 7 )  น ำ ค ่ า ท ี ่ ' ไ ด ้ ' ไ ป เ ป ี อ น ก ร า ฟ ่ ไ ล น - ว เ ว อ ร เ บ ร ก  ร ะ ห ว ่ า ง

1 / V  แ ล ะ  1 / โ ร ]

1 2 . 3  ก า ร ห า  p H  ท ี ่ เ ห ม า ะ ด ั ม ต ่ อ ก า ร ท ำ ง า น ป ิ อ ง เ อ น ไ ช ม

น ำ เ อ น ไ ช ม ล น า ม า เ ร ช  0 . 1  ม ล .  ฑ ำ ป อ ิ ก ิ ร ิ ฮ า ก ั บ ช า ร ล ะ ล า ย ล ้ น า ม า ร ิ น ท ี ่ ล ะ ล า ย  

อ ย ู ่ ใ น บ ั ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร ช น ิ ค ต ่ า ง ๆ  ร ่ ง ม ี ช ้ ว ง ป ี อ ง  p H  ต ่ า ง ก ั น  ต ั ้ ง แ ต ่  4 . 0 - 9 . 5  บ ม่ ท ีอ่ !ุ ไ ! ห ภ มู ิ 3 0  อ ง ช า  

เ ช ล เ ใ ? อ ช  น า น  3 0  น า ท  แ ล ้ ว ว ั ด แ อ ด ด ้ ว ด ้ ป ี อ ง เ อ น ' ไ ช ม

บ ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร ท ี ่ ใ ช ้ ไ ด ้ แ ก ่  0 . 1 -  โ ม ล า ร อ ะ ช ้ เ ต ด บ ั ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร  p H  4 . 0 - 5 . 5

0 . 1  โ ม ล า ร โ เ ด ้ อ ม ฟ ่ อ ส ั เ ฟ ่ ล บ ั ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร  p H  5 . 5 - 8 . 0

0 . 1  โ ม ล า ร ท ร ิ ช บ ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร  p H  8 . 0 - 9 . 5

1 2 . 4  ก า ร ห า อ ุ ! ) ! 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

น ำ ช า ร ล ะ ล า อ เ อ น ไ ช ม ค ว า ม เ อ ้ ม อ ้ น น อ เ ห ม า ะ  0 . 1  ม ล .  ท ำ ป ฎ ก ร ิ ร า ก ั บ ช า ร  

ล ะ ล า ย ล ้ น า ม า ร ิ น ใ น  0 . 1  โ ม ล า ร  ฟ ่ อ ช เ ฟ ่ ต บ ั ฟ ่ เ ฟ ่ อ ร  p H  6 . 5  บ ่ ม ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ต ่ า ง ๆ  ด ั ง แ ต ่  

2 0 - 6 0  อ ง ช า เ ช ล เ ช ้ ร ช  เ น ิ น เ ว ล า  3 0  น า ท  ว ั ค แ อ ค ด ร ิ ด ้ ป ี อ ง เ อ น ไ ช ม
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12.5 ความเชล้อรปีองเอนไชมต่อความร้อน 
บ่มเอนไชมทีอุท!หภุมัต่างๆ ต้ังแต่ 20-60 องชาเชลเใ?รช เป็นเวลๆ 30 นาที 

แล้วนำมาทำปฎกัริรากับชารละลายลินามารินใน 0 .1  โมลาริ ่นํอช๗ ตบันํเน อ่ร pH 6 .5  
เนอวัคแอคคริล้ ทีเหล้อเทียบกับเอนไชมเริ ่มล้นก่อนนำไปบ่ม

13. การจำแนกชนิดปีองเ^อยชต B - l - 1 4 ( I d e n t i f i c a t i o n  of  Yeast)

โดยสืกษาลักษท!ะเฉนาะล้าทางลัก!ฐานริทยา (Morphological  c h a r a c t e r i s t i c s )  
และส์ริรริฑรา ( P h y s i o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s )  ปิองเ^อยชล้  B-1-14  นร้อมทังใช้ 
Key เนอจำแนกช!'ไล (Genus) และชนด ( S p e c i e s )  ทรารงานโคร Lodder (1970)

13.1 การลิกษาทางลัก!ฐานริทยา (Morphologica l  S t u d ie s )

1 3 . 1 . 1  เลํ ้รงฮชต B-1-14 1 ลปในอาหารเหลว YM
ตั้งทงไว้ทีอุท!หภุมห้อง 48 ช้วโมง เนอคุว่าเช้อทีห้า ( p e l l i c l e )  เกัดปีนฑผวหน้าหริอไม่ 
และนำเชลยชตมาตรวจภารใล้กล้องจุลทรร till เนอคุลักษก!ะรปร่างเชล,ลักษท!ะการแตกหน่อ, 
และวัคปีนาลปิองเชล

1 3 . 1 . 2  ตรวจคุการปิยารนันฮุแบบใช้ เนช (Sexual  
Reproduct i o n ) โดยการเลยงเชลในอาหารแปิงวุ ้นเอยงโปแตชเใ?รมอะช้ เตค(ภาคผนวก 
ก ปิอ 4 . 6 )  และโกรอคคาวา (ภาคผนวก ก ปิอ 4 .5 )  บ่มไว้ที 25 องชาเชลเใ?รช 
เป็นเวลา 7-14  วัน นำมาตรวจคุแอชล้ช และแอชโคชปอริ ่ ปิองยชตภารใต้กล้องจุลทรรชนิ 
ทีกำลังปียารทั้งหมค 1000 เท่า

13 .2  การทดชอบทางชริรริทยา ( P h y s i o l o g i c a l  t e s t s )

การเคร ิรมเf a ยชต B-1-14 ต้ังล้น ( s t a r t i n g  c u l t u r e )
แตะเ$อฮีสํต B-1-14 อารุ 24 ชม. จากอาหารแปิงวุ ้นเอรง YM 

ลงในนากลั่นปราชจากเโ■ [อ 10 มล.ให้ทีจำนวนเชลประมาท! 10e เชล/'มล. เนี ่อนำไป
ทดชอบในอาหารต่างๆ โดยจะเตม 0 .05  มล. ปิองเ^อตั ้งล้นน ลงในอาหารทีจะ 
ทดชอบทุกชนค

1 3 . 2 . 1  ทดชอบการหมักนาตาลชนิดต่าง  ๆ
เตม 0 .05  มล. ปีองเชลยชตตั้งล้น B-1-14 ต้ังล้น ลงในอาหาร 

เหลวทีจะทดชอบ (ภาคผนวก ก ปีอ 4 .1 ;  Fermentation medium) บ่มไว้ทีอุก!หภุม
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25 องส์าเชลเโ?อชตรวจลการเกิลแก๊ส,ในหลอดลุแรม ในรนที่  1 , 2 , 7 , 1 4  และ 21
1 3 . 2 . 2  ตรวจคูการใช้คาริแลนซนคต่างๆ เนอการเจริญเสิบโด

ในชภานที ่ !ใลากาช
เลม 0 .05  มล. ปิองรชต้ตั้งต้น B-1-14 ลงในอาหารเหลว 

(ภาคผนวก ก อ้อ 4 . 3 ,  Carbon a s s i m i l a t i o n  medium) บ่มท่ี 25 องชาเชลเช้อช 
ตรวจผลการเจริญปีองเîfล ในวันท่ี 2 , 7 , 1 4  และ 21

1 3 . 2 . 3  ตรวจคูการใช้แหล่งปิองไนโตรเจนในชภาวะที ่ม่อากาช 
เตม 0 .05  มล. ปีองอชต้ตั้งต้น B-1-14 ลงในลาหารเหลว

ตามภาคผนวก ก อ้อ 4 .2  (Nitrogen a s s i m i l a t i o n  medium) บ่มไว้ท่ี 25 องศ’า 
เชลเช้อช ตรวจคูการเจริญใ น วันท่ี 1 , 2 , 7 , 1 4  และ 21

1 3 . 2 . 4  ตรวจคูการเจริญในอาหารเหลวที ่ไม่มแหล่งปีลงวัลามน 
เลม 0 .05  มล. ปีองฮืชต้ตั้งต้น B-1-14  ลงในอาหารเหลว

ตามภาคผนวก ก อ้อ 4 .4  (Vitamin - f r e e  medium) บ่มท่ี 25 อง((าเชลเช้อสั  
ตรวจคูการเจริญในวันที ่  1 , 2 , 7 , 1 4  และ 21
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