
บทท 3 

พลการวิจัย

1. พลการแยกและรัดเลอกราท่ีสำมารทสํร้างเอนไชมิเชลลุเลสํจากรัวอย่างไม้ยางนารา

จาก ก ารแ ยก ร าจ ากรัวอ ย ่างไม้ย าง น าร า ท่ีม้ปิร่นห าจากเส ือราน บ ว ่า สำมารทแยกรา 
บนอาหารวุ้นแปีงตามวิธการ'ในบทที่ 2 จ้อ 1.1 ได้ 12 สำยนันธ เมอตรวจสํอบชนิดปีองรา 
โคฮสืกษาลักษณะทางลัรไ!ฐานวิทยาสำมารถจัดจัาแนกได้เที่น 6 กลุ่ม คอ A s p e r g i l l u s  s p p ,
5 ส์าฮพันธุ P én ic illiu m  sp . Trichoderma sp . Rhizopus sp . Syncephalustrum sp- 
กลุ่มละ 1 สำฮพันธุและกลุ่มทไม่สำมารถจัดจำแนก (เนองจากเทีนราที่ไม่สํร้างสํปอรี) 3 สำฮพันธุ 

เมอนำราแต่ละสำรพันธุ มาตรวจส์อบความสำมารถในการสํร้างเอนไชมิเชลลเลส ํ
บนอาหารวุ้นคาร้บอก?เมธลเชลลูโลสํโลฮวิธี Congo red Test รังบทท่ี 2 จ้อ 1 .2  
นบว่าราทุกสำฮพันธุสำมารถสํร้างเอนไชม้เชลลูเลสํได้ และจากการประเมินค่าความสำมารถ 
ในการสํร้างเอนไชมิเชลลเลสํบนอาหารแปีง โดยเปรียบเทียบอัตราสํวนระหว่างปีนาค
เสํนผ่าสํนฮกลางปิองวงใสํที่เกิดเนองจากเอนไชมิเชลลุเลส์ ไปทาลายการรวมรัวปิอง Congo 
red กับคารีบอก5 เมธิลเชลลูโลสํ ท่ีตำแหน่ง P-1 , 4 - D - glucan ต่อปินาคเลันผ่าคันยกลาง 

ปีองโคโลนืรา นบว่าราแต่ละสำฮพันธุ ม้ค่าความสำมารถในการสํร้างเอนไชมิต่างกัน คัดเลัอก 
ราสำฮพันธุที่ให้บรีเวณใสํรอบโคโลนิกว้างจากราแต่ละกลุ่ม เนอเทีนรัวแทนสำหรับการทดสํอบปีนต่อไป 
ดังตารางที่ 7

2. กา?สํรางเอนไชมิ เชลลุ เลสํจองราที ่คัดเลอกในอาหารเหลว

นำรัวแทนราท่ีคัดเลอกไว อันได้แก่ Syncephalustrum sp.YA7 Aspergillus sp. 

Pénicillium sp.YAe และ Trichoderma sp.Pol., (ลารางท่ี 7) มาตรวจสํอบความ สำมารถ 

ในการสํร้างเอนไชมิเชลลูเลสํ ฐ่งประกอบด้วยเชลลเลสํรวม เอดโชกลคาเนสํ เอนโลกลูคาเนสํ 

และ ทีตา-กลโคช้เคสํ โดยเลยงในอาหารเหลว Czapek’ s dox media ท่ีม 1% «-cellulose 

เท่ีนสำรต้นตอคารีบอน ใช้สํตรอาหารปีอง Mandel และ Sternberg ตามวิธการในบทท่ี 2 

จ้อ 1 . 4  โดยตดตามการสํร้างเอนไชมิแบบต่าง  ๆ ปิองราเมอเลยงเสือเทีนเวลา 15 วัน 

ดังแสํคงในรปท่ี 10 5 11 , 12 5 13 ตามลำดับ สำหรับความสำมารถสํงสํลในการสํร้างเอนไชมิ 

แบบต่าง  ๆ ปีองราแต่ละสำฮพันธุตลอดระยะเวลาท่ีเลยงเสือนนแส์ลงไว้ในตารางท่ี 8 รีเงเมอ 

เปรียบเทียบความสำมารถสํงสํล ในการผลตเอนไชมิปีองเสือต่าง  ๆ นบว่า Trichoderma sp.
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สำมารถผลิตเอนไชม้เชลลูเลสํรวม เอคโชกลูคาเนสํและเอนโดกลุคาเนสํส์งสํด ในปีเพะท่ีผลิต 

บีตา-กลูโค5เดช,ในปริมาณ,ใกล้เคยงกับ Aspergillus sp. CXE

ตา?างท่ี 7 ผลการแอกและตรวจสํอบความสำมารถในการ๙ร้างเอนไชม์

เชลลูเลสํบนอาหารแจงCMC ปีองราจากตัวอย่างไม้ยางนารา

ชนิดจองรา หมายเลจ 

ISOLATE

อัตราสํวนระหว่างเสํนผ่าสํนอกลางวงใสํ 

ต่อเม้นผ่าสํนอกลางโคโลน

Rhizopus sp. Ya/ 1.0

Syncephalustrum sp. ya/ 1.0

Aspergillus spp. ya/ 1.21

YA3W 1.39

ya5 1.12

cx 1 1.39cC 1.53

Pénicillium sp. ya/ 1.66

Trichoderma sp. P o l/ 2.0

Unidentif ied ya2 1.22

CON1 1.0

CON, 0.6

* สำฮนันสุท่ีคัดเลิอกสำหรับทดสํอบปีนต่อไป
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เวลา (วัน)

ฟุทื่ 10 การลร้างเอนไซม์เซลลูเลลรวม เอฅโชกลุค'นนฟ้ <c1) เอนโดกลคาเนล < Ck)

๚ดา-กลโคซิเดล โดร รyncepha lustrum sp. YA? เมิอเลือฺงf นอาหารเหลว 

ตามลตรอาหารของ Mande 1ร และ Sternberg โดยบ่มเขอทีอฺผห)ามิห้ชง เม์น 

เวลา 15 วัน ภายใต้การเขย่า 200 รอบต่อนาที

หมายกง เซลลเลล 

หมายกง เอฅt ซกลดาเนล 

หมายกง เอนโตกลูดาเนล 

หมายกง บึตา-ทลโดซิเดล
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รุบีทื t l  การล-ร้างIอน'ไช ม เซลรุเลล'รวม เอคโชกลุดาเนฝ็ เอนโดกลุคาเนส บีตา-

กลุโคชิเตฟ้ โดย Aspergi1 lus sp. cx^ กายไต้สกาวะการทดลองเช่นเดียว

กับรุปฑ่ื to

หมาอถง 

Q - Ü  หมาฮถีง

]— I- หมายดีง

9 -----------a

เซลลุเลล 

เ อด!'ชกลุคา เ นฟ้ 

เอนโคกลุคาเนล 

บีตา-กลุโค'ชิเดลหมายกง
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เวลา (วัน)

รปทื 12 การลร้างเอนใชมเซลลุเลสรวม เอคโซกลุคานล เอนโตกลุคาเนล และ บตา-

กลุโตชิเตล โดอ Pénicillium sp. YA * กายใต้ลกาวะการทคลองเช่นเคียวก้ม 

รุปฑ 10

A - A หมาอ ถัง เ ชลลเ ลฟ้

Q - - □ หมายถัง เอคt ซกล«าเนล

4 - — h หมายถัง เอนโตกราคาเนล

a — — a หมายถัง มตา-กลโคชิเตล
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ตารางที่  8 ความสำมารถส์งสํดในการสํร้างเอนไชมเชลลุเลสํรวม เอคโชกลคาเนสํ 
( C j ) เอน'โลกลูคาเนสํ (CX) และ บีตา-กุลโคสิเดสํจาก Syncephalustrum sp.  YA7 
A sperg i l lu s  sp.CXE P én ic i l l iu m  sp.  YAe และ Trichoderma s p . P o ^
เมอเลรงในอาหารเหลวตามส ํตรชอง M a n d e ls  และ S t e r n b e r g  ท่ีอทเหภมหอง.
ภาร'ใต้การ12ร่า 200 รอบด่อนาท่ี C ตัวเลอทนวงเล็บฑ้ๆฮปริมาณเอนฯ^มแสํดงวันฑทห้
ปริมาทแอนไชมสํงสํด )

ราสำรพันธุ
ปริมาทแอนไชมสํงสํด หน่วร ต่อ มล.(**)

เชลลเลส์  
รวม

เอคโชกล 
คาเนสํ C1

เอนโดกล 
คาเนสํ CX

บีตา-กล 
โคสิเดสํ

Syncephalustrum sp.  YA„ 292.86(10) 0 .032(8) 0 .059(5) 0 .035(10)

A sperg i l lu s  sp.  cx„ 42.86(14) 0 .028(1) 0 .091(3) 0 .182(4)

Pén ic i l l iu m  sp.  YA„ 122.62(6) 0 .022(6) 0 .050(2) 0 .075(8)

Trichoder ma sp.  Pol , 427.0 (3) 0 .091(4) 0 .356(3) 0 .174(11)
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3. ผ3ปี3งฟ้ารประก3บด้บุกอินทรัยต่3ความฟ้ามารทไนการทำงานจ3งเ3นไชมเชaatatf

จากผลการทดลองหัวปีอ 2 นบว่าราทุกฟ้าฮนันสุท่ีแอกได้จากตัวอย่างไม้ยางนารา 

ฟ้ามารถฟ้ร้างเอนไชมเชลลุเลฟ้ได้ เมอได้ทดฟ้อบความฟ้ามารถป็องฟ้ารประกอบด้บุกอินทร้ย 

ชนคต่าง  ๆ ตังตารางท่ี G ต่อการอับย้ังการทำงานอองเอนไชม์เชลลเลฟ้ ท่ีผลิตอาอทาง

การค้า และเอนไชม์เชลลูเลฟ้ท่ีฟ้ร้างจากตัวแทนราท่ีตัดเลิฮกไว้นบว่า

3.1 ผลอองฟ้ารประกอบด้บุกอินทร้ยต่อความฟ้ามารถในการทำงานปีองเอนไชม 

เชลลฺเลฟ้ท่ีผลิตทางนาถเชย

3.1.1 การหาความเอ้มอ้นท่ีเหมาะฟ้มต่อดวามฟ้ามารถไนการทำงานจอง 

ฟ้า7ละลายเอนไชมก่อนนำมาทดฟ้อบกับฟ้ารประกอบดีบุกอินทร้ย

ผลการตรวจฟ้อบหาความเอ้มอ้น ท่ีเหมาะฟ้มต่อการทำงานอองเอนาชม้ประเภท 

ต่าง  ๆ โดยใช้ว้ธการตามอ้อ 2.1 นบว่าความเอ้มอ้นท่ีเหมาะฟ้มต่อการทำงานปีองเอคโช 

กลุคาเนฟ้คอ 5 x i c f z l อนโดกล ุ คาเนฟ้ คอ l x i c f *  และ รตา-กลุโคช้เดฟ้ คอ î x i c f 3  

ตังผลการทคลองในรูปท่ี 14,15,16 จงเลอกใช้ค่าความเอ้มอ้นปีองเอนไชม้ท่ีได้น้ํสำหรับใน 

การทดลองปีนต่อไป
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รบ่ทื 14 ผลกๆรแปรผันความเข้มข้นของลารล«ลายเอนไซมIชดโซกลดาIนลฑ่ืผลิตทาง-พาธเชอ

ต่ยความลามารถในการทำงานของเชนไซม

3 ---------* หมายลิง เอคโชกลดาเนลเข้มข้น LxlO~3 4 เท่าของเอนไซม์ต้ังต้น

4 ----------h หมารถง เอคโซกลุคาเนลเข้มข้น 5x1 o '3 เท่าของเอนไซม์ต้ังต้น

* --------̂  หมาฮลิง เอคโซกลดาเนลเข้มข้น lx 10 2 เท่าของเอนไซม์ต้ังต้น

□ -------□  หมายลิง เอคโซกลูคาเนฟ้เข้มข้น 5x10 ~2 เท่าของเอนไซม์ต้ังต้น
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00*5*40

รน่ท่ี 15 ยลการนใเรผันความเข้มข้นของฟ้ารฟ้»ฟ้ายเอนไซม์เอนโดกรุคาเนฟ้ท่ีผลิตทางนาผิซย

ต่อความฟ้ามารถในการทำงานของเอนไซม์

■---------* หมายสิง เอนโดกรุคาเนฟ้เข้มข้น

+----------h หมารสิง เอนโตกรุคาเนฟ้เข้มข้น

-*--------หมายสิง เอนโดกรุคาเนฟ้เข้มข้น

Q — Q  หมายสิง เอนโดกรุคาเนฟ้เข้มข้น

5 x l( fa เท่าของเอนไซมตูงต้น 

1X 1G- * เท่าของเอนไซม์ด้ังต้น 

5 x l( fA เท่าของเอนไซม์ด้ังต้น 

lx io '3 เท่าของเอนไซม์ด้ังต้น
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เวลา (นาที)

รุม่ท่ื 16 ผลการ■แช่รผันความเ ซัมข้นของลารละลายเอนไซข 

นา«เชยต่อค-วามลามารถ,โนการทำงานของเอนไซม์

7เ<--------tK หมายถีง มตา-กลโคซิเดลเข้มข้น

3-----------■ หมายกง บตา-กลุโคซิเดลเข้มข้น

---------H หมายกง บตา-กล่โคซิเตลเข้มข้น

บตา-กลุโตชิเดสิฑ่ืผลิตทาง

lx 10"3 เท่าของเอนไซม์ตังต้น 

ix io -4 เท่าของเอนไซม์ตงต้น 

lx lü "3 เท่าของเอนไซม์ตงต้น



55

3 .1 .2  ทารคัดเลิอกสำรประกอบลิบุกอินทรี8ต่อความสำมารถในการทำงาน 
จองเอคโชกคุคาเนสํที่ผลิต C9งนาณิga

3 .1 .2 .1  การคัดIลิอกสำรประกอบลิบกอินทรีรที่มีประลิทธิภานสํง 
1 "พ ู้ ----- -----------------ะ----- ---------------—

ต่อการอับรังความล,ามารถไนการทำงานจองเอคโชกคุ 
คาเนสํ

ทำการทคลองใล้ส์ารประกอบลิบกอินทรีรและสำรข่ารา ตามไนตารางที่ 6 มา
„ t  , . ' _ทคส์อบการอับอังความสำมารถในการทำงานจองเอคโชกลุคาเนส์ โดรใล ้ระระเวลาบ ่ม

สำรละลารเอนไชม กับส์ารประกอบลิบุกอินทรีaนาน 5 นาท แล้วจงนำสำรละลารผสํมมา
ทำปฎิกรีรา กับสำรละลาฮล้บสํเตรท และใล้ความเจัมจันจองสำรประกอบลิบุกอินทรีอ ใน
ระบบการทำงานจองเอนไชม 100 ppm. ตามรีธิการทคลองจ้อ 2 .1 .2  นบว่าไตรฟนิลทิน
อะธิเตต ให้ผลอับรั้งความสำมารถในการทำงานจองเอคโชกลุคาเนสํสํงสํด คอ 20.59%
ลังแสํคงใน ตารางท 9 จงคัคเลิอกไตรเนํน ิลทินฮะธิเตคเทินตัวแทนสำรประกอบลิบุกอินทรีร
ในการลิกษาปีนต่อไป

3 .1 .2 .2  ผลจองกา?แปรผันความเจัมจันจองสำรประกอบลิบุก 
อินทรี8และระระเวลาท ี่ใล ้บ ่มสำรละลา8 เอน'ไชมกับ 
สำรประกอบลิบุกอินทรี8ต่อการรับรั้งความสำมารถใน 
การทำงานจองเอคโชกคุคาเนสํ

ลิกษาผลอองไตร๗ นิลทินอะล้เตตที่เจมจัน 0 .0 1 ,  1 .0  และ 100 ppm. โครแปร 
ผันระระเวลาบ่มสำรละลารเอนไชม กับไตรเป้นิลทินอะล ิเตต เทิน 2 , 5  และ 10 นาทีก่อน 
นำมาทำปฎกรีรากับสำรละลา8ล้บสํเตรท ตามรีธิการทดลองจ้อ 2 .1 .3  นบว่าที่สํภาวะความ 
เจัมจันจองไดรเป้นิลทินอะลิเตต 100 ppm.และระระเวลาบ่มเอนไชมกับไตร เป้นิลทินอะธิเตต 
นาน 10 นาที ให้ผลรับรั้งความสำมารถในการทำงานจองเอคโชกลุคาเนสํส ํงสํคลังแสํดงาน  
รปท่ี 17 จงคัดเลิอกสํภาวะการทดลองนํ้สำหรับการทดลองต่อ  ๆ ไป

3 .1 .2 .3  ผลจองไตรเป้นิล่ทินอะล้เตตต่อการอับรั้งการทำ 
งานจองเอนไชมเอคโชกคุคาเนสํ

เมอนำไตรเป้นิลทินอะลิเตดที่ความเจัมจัน 100 ppm. มาบ่มกับเอนไชมเอคโช 
กลุคาเนสํ นาน 10 นาที แล้วติดตามการเกัลนาตาลรีลิวลิ ในระบบการทำงานจองเอน
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ไชมท่ี ระเวลาต ่าง  ๆ ตามวิสีการทคลองปิอ 2 .1 .4  นบว่าไตร๗ ร,ลทินอะใÎเตตไม่วิ!ผลรับ
รังการทำงานป็องเอน'ไชมโลรปลดปล่อ3ระตับปีองนาตาลรีคิว^ใกล้เลีฮงกันกับระบบควบตม 

4 ! (รูปท 18)

3 .1 .2 .4  ผลปีองชารประกอบดีบุกอินทรีaและชารฉ่าราต่อการ
รับรั้งความชามารถในการทำงานปีองเอคโชกลุคาเนช 
ที่ชภาวะความเป็นกรดต่าง 4 .0 - 8 .0

เมอทคชอบผลปิองส์ารประกอบลีบุกอินทรีรและชารฆ่าราต่อการทำงานปีองเอคโช 
กลุคาเนส์ โดฮใช้ความเช้มป็นปีองส์ารที่จะทดชอบเท่ากับ 100 ppm. นบว่า การรับรั้ง 
ความชามารถในการทำงานปีองเอคโชกลูคาเนชค่อนช้างตั้า ท pH 4 .8  ดังตารางที่ 9 
และเมอทดลองแปรผันค่าความเป็นกรดค่างในระบบการรับรั้งการทำงานปีองเอนไชมในช้วง 
pH 4 .0 - 8 .0  ลามวสีการทดลองช้อ 2 .1 .5  นบว่าการแปรผันค่าความเป็นกรดค่างไม่มผล 
ต่อการเนิ่มความชามารถปีองส์าร ที่นำมาฑดชอบเช้มช้น 100 ppm. ในการรับรั้งการทำ 
งานปีองเอคโชกลดาเนช ดังแชคงในตารางที่ 10
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ตารางที่ 9 ผล3องสำรประกอบดีบุกอินทรี8และสำรฆ่ารา ล ่อการรับรั้งการทำงาน3อง
เอคโชกลคาเนสํ

การรับรั้งความสำมารถ
สำร ในการทำงานป ีองเอคโช

กลคาเนส ํ( เปอรเชนดี)

สำรประกอบดีบกอินฑรร
กิสํไตรกิวกิลกินออกไชดี (T .B .T .O ) 16 .37
ไตรกิวกิลกินอะรเตต 15 .9 8
ไตรฟกิลกินอะอิเตต 20 .5 9
ไตรกิวกิลกินมีเทนรัลกิเนต 0 .0
ไตรกิวกิลกินมีเทนฟ้ลโฟ่เนต 11 .3 8
ไตรกิวกิลกินฟ่ลออรไรดี (T .B .T .F ) 12 .5 0
เมทากิน 7 0 -40  (T .B .T .O ) 14 .8 0
เมทากิน 5 8 -1 0 /1 0 1 6 .7 8
เมทากิน 7 6 -38  (T .B .T .F ) 1 3 .1 0

ส์ารฆ่ารา
เทคทาเมอร 38 นาวดีเตอร 4 .0 9
เมตาโชล ท เ ค -  100 17 .5 2

ความเอ้มอ้นปีองสำรที่ใï/ทตส์อบเท่ากับ 100 ppm. ระระเวลาบ่มเอนไชมกับ 
สำรประกอบดีบุกอินฑรืรนาน 5 นาท และเอน'ไชมที่ใรัทตส์อบเที่นเอน'ไชมทื่ผลิตทางนาผิซย



58

0D«54O

เวลา (นาที)

รปฑ่ื 17 ผลการแปรผันความเข้มข้นไดรฝนิลทินอะซิเตตและระยะเวลาที่ใข้บ่มสารละลาย
เอนไซมกับไตรฝนิลทินอะซิเตตต่อการยับยงความสามารถในการทำงานของ 
เ อคโซกลุคาเ นล

■-------* นมารถง ระบบควบคม
H------ -4- มมารถง ระบบฑื่บ่มกํ๋บไตรฝนิสทินอะซิเตตเข้มข้น ข .01 ppm
-*------*- หมายถีง ระบบทื่บ่มกับไตรฝนิลทินอะซิเตตเข้มข้น 1 .0  ppm
Q -----โ ]  หมาฮถง ระบบฑบ่มกับไตรฝนิลทินอะซิเตตเข้มข้น 100 ppm
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รปที 18 ผลของไตรฝนิลทินอ«รเิตตเข้มข้น1(too ppm นล«ระ9ะทลาท ีบ่.'«ทบรทรละลาย
เ อนไชมนาน 1 0  นาที ต่อการยับร ง ความลามารถในการทำงาน!เฮ*I อฅโซกล ุคาIใเส์

»------• หมายถัง ระบบคาใ!คม
-)------- h หมายกีง ระบบทีบ่มกบไตรฟนิลทิน«ะชิเตตเข้มขัน 100 ppm
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ตารางที่ 10 ผลปีองชารประกอบสืบกอนทรี8และชารฆ่าราเป็มปีน 100 ppm. ต่อการรับ 
รั้งความชามารถ ในการทำงานปีองเอคโชกลุคาเนส์ ท่ีพลตทางนาพิชร 
ที่ชภาวะความเที่นกรลค่าง 4 .0 - 8 .0

การรับรั้งความชามารถในการทำงานปีอง
เอคโชกล ุคาเนช( เปอรีเช็นต)

ชาร
ความเที่นกรคต่าง (pH)

4 .0 4 .8 6 .0 7 .0 8 .0

ส์ารประกอบคบกอนกรีa 
บชไตรบวกิลกินออกไชค 12 .26 16 .3 7
(T .B .T .O )
ไตรบวกิลทินอะชเตต 12 .2 6 15 .98 12 .1 6 - -
โต รเปนิลทินอะ5 เตต - 20 .5 9 - - -
ไตรบวกิลกินมีเกนชลป็เนต - - 14 .86 -
ไตรบวกิลกินมีเทนชลโฟ่เนต 17 .2 3 11 .38 - - -
ไตรบวกิลกินฝลุออโรด์ 9 .3 0 1 2 .50 6 .5 1 - -
(T .B .T .F )
เมกากิน 7 0 -4 0  (T .B .T .O ) 6 .5 8 1 4 .80 - - -
เมทากิน 5 8 -1 0 /1 0 1 22 .5 2 6 .7 8 14 .5 9 - -
เมทากิน 76-38  (T .B .T .F ) 7 .8 1 1 3 .10 11 .58 - -
ช ารฆ่ารา
เทคทาเมอรี 38 นาวคเคอรี - 4 .0 9 13 .5 1 - -
เนตาโชล ท เค - !00 12 .2 6 17 .52 - - -

เตรองหมาร -  แชคงไม,นบการรับรั้งการทำงานปีฮงเอคโชกลุคาเนส์
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3 .1 .3  ผลปีองฟ้ารประกอบลีบุกอินทรียต่อความฟ้ามารถานการทำงานปีอง 
เอน'โตกลุคาเน๙

3 . 1 .3 .1  การดัดเลีอกฟ้ารประกอบลีบกอินทรีฮที่มีประสิทธิภาผสัง
---------------7 ะ ------------— ’ ----------- ------------------*ฟ้ดต่อการยับยังความฟ้ามารถในกา?ทำงานปีองเอนโด
กลคาเนฟ้

เมอนำฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีaและฟ้ารฆ่าราชนิดต่าง  ๆ ตามตารางท่ี 6 มาทต 

ฟ้อบความฟ้ามารทานการยับท้ังการทำงานปีองเอนโดกลคาเนฟ้ โด8ใ จ้ระ8ะเวลาบ่มฟ้าร 

ละลา8กับฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีa นาน 5 นาท ก่อนนำมาทำปฎิกรีฮากับสิบฟ้เตรท ดามรีธิ 

การทดลองจ้อ 2.1.2 นบว่าบฟ้ไตรทิวทิลทินออกไชด ไตรทิวทิลทํนอะธิเตตและ,ไตรฟนิลทิน 

อะธิเตตท่ีความเปีมปีน 100 ppm. ให้ผลยับท้ังความฟ้ามารถในการทำงานปีองเอนโดกล 

คาเนสํเท่ากับ 13.14 8.58 และ 8.3 เปอรีเชนตตามลำดับ ร่งมากกว่าฟ้ารอนท่ีนำมา

ฑดสํอบ (ตารางท่ี 11) จงได้ดัดเลีอกฟ้ารประกอบลีบกอินทรีaท้ังฟ้ามตัวไปสิกษาในการ 

ทดลองปีนต่อไป

3.1.3.2 ผลการแป?ผันความเปีมจ้นปีองฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีย 

ท่ีดัดเลีอกและระยะเวลาท่ี'ใช้บ่มฟ้ารละลา8เอน'ไชมกับ 

ฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีaต่อการยับท้ังความฟ้ามารถใน 

การทำงานจองเอน'โดกลฺคาเนฟ้

ทำการแปรผันความเจ้มปีน ปีองทิฟ้ไตรทิวทิลทินออกไชดไตรทิวทิลทินอะธิเตต และ 

ไตรเฝนิลทินอะธิเตต ให้มีความเจ้มปีน 0.01, 1.0 และ 100 ppm.และแปรผันระระเวลา 

บ่มฟ้ารละลารเอนไชม กับฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีอท่ีฑลฟ้อบเท่ีน 2,5 และ 10 นาที ก่อน 

มาท่าปฎิกรีฮากับฟ้ารละลายสิบฟ้เตรท ตามรีธิการทดลองจ้อ 2.1.3 นบว่าความฟ้ามารถาน 

การยับท้ังการทำงานปีองฟ้ารประกอบลีบุกอินทรียท้ังฟ้ามท่ีความเจ้มจ้น 100 ppm. มากกว่า 

0.01 ppm. มากกว่า 1.0 ppm. านป็ผะท่ีการแปรผันระระเวลาท่ีใจ้บ่มฟ้ารละลายเอน 

ไชมกับฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีย!ม่«ผลพ่อการยับท้ังความฟ้ามารถในการทำงานปีองเอนไชม.

ดังแฟ้ดงในรูปที่ 1 9 ,2 0  และ 21



62

3.1.3.3 ผลจอง สำรประกอบดบุกอินทรีมีนละสำรฉ่าราเปี»ปีน

100 ppm. ต่อการ รับร้ังความสำมารถในทา?ทำงาน 

จองเอนโลกลุคาเนสํท่ีสํภาวะความเมีนกรลค่าง4.0-8.0

จากการฑลสํอบผลจองส์ารประกอบดีบุกอินทรีร และสำรฆ่าราต่อการทำงานจอง 

เอน'โลกลุคาเนสํ นบว่าการรับร้ังความสำผารถในการทำงานจองเอนโลกลุคาเนสํค่อนจ้าง' 

ต้ัา โลฮอาจมีสำเหตุจากค่าความเท่ีนกรดค่างท่ีใจ้ในการทลลองคอ pH 4.8 ไม่เหมาะสํม 

ต่อการรับร้ังการทำงานจองเอนไชมีโลรสำรประกอบดีบุกอินทรีมีและสำรฆ่ารา ลังแสํลงใน 

ตารางท่ี 6 จงไล้ทำการทลลองแปรผันค่าความเท่ีนกรลค่าง ในระบบการรับร้ังการทำงาน 

จองเอนไชมีตามวธการทลลองจ้อ 2 . 1 . 5  นบว่าการแปรผันค่าความเท่ีนกรลค่างมีผลต่อการ 

เปล่ีรนแปลงความสำมารถจองสำร ท่ีนำมาฑลสํอบเจ้มจ้น 100 ppm. ในการรับร้ังการทำ 

งานจองเอนโลกลุคาเนส์ค่อนจ้างต๋ัา ลังแสํลงในตารางท่ี 12



ตารางท่ี 11 ผลปีองชารประกอบดีบุกอินทรีอและส์ารข่าราเปีมซ้น 100 ppmi และระฮะ 

เวลาบ่มเอนไชมีกับชารประกอบดีบุกอินทรีรีนาน 5 นาท่ี ต่อการรับอ้ังความ 

ชามารถานการทำงานปิองเอนโตกลุตาเนส์ท่ีผลิต ทางนาท)ชa

การรับ EN ความชามารถ

ชาร ในการทำงานปีองเอนโด

กลคาเนช(เปอรีเช็นต่)

สำรประกอบตบกอินทรีอ

บสํไตรบิวท่ีลท่ีนออกไชล (T.B.T.O) 13.14

ไตรบิวท่ีลท่ีนอะ?เตต 8.58

ไตร๗ นลที่นอะ?เตล 8.30

ไตรบวฑลทนมีเทน?ลปิเนต 6.17

ไตรบวท่ีลท่ีนมีเทน?ล‘น)เนต 1.34

ไตรบิวฑลท่ีนนลออรีไรด (T.B.T.F) 7.12

เมทาท่ีน 70-40 (T.B.T.O) 6.83

เมทาท่ีน 58-10/101 1.07

เมทาท่ีน 76-38 (T.B.T.F) 6.85

ชารฆ่ารา

เทคทาเมอรี 38 นาวดเตอรี 0.0

เมตาโชล ท่ี เด -  100 0.0
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เวลา (นาที)

รใเท่ื 19 ผลการแปรผันความเข้มข้นบิลไตรบิวทิลทินลอกไชด (T.B.T.O.) แล«ร«ย«เวลาท่ื

ไข้บ่มลารละลายเลนไชมกับบิล!ตรบิวทิลทินลอกไชด ต่อการยับย้ังความลามารกใน 

การทำงานใเอง เลนโดกลคาเ นล

°------ ■  ห ม ายกง ระบบควบคุม
4--------1- หมายกง ระบบทุบ่มกบบิลไตรบิวทิลทินออกไชตเข้มข้น 0.01 ppm

^  หมายกง ระบบที)บ่มกับบิล!ตรบิวทิลทินออกไชคุเข้มข้น 1.0 ppm

Q —0  ห ม ายกง ระบบท ื่บ ่มก ับบ ิลไตรบ ิวท ิลท ินออกไชดเข ้มข ้น  100 ppm
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Lวลา <นาฑี>

รใ]ที 20 ผลการนปรผันความเข้มข้นบิลไตรบิวทีลทีนอ«ชิเตตนล»ระยะเวลาฑื่ใข้บ่มสารละลาย
เอนไชมกับบิลไตรบิวทีลทีนอะชิเตต ต่อการยับยงความลามารถในการทำงานของ
เอนโตกลุคาเนส

■------ ■  หมายกึง ระบบควใ)ตม
H----- เ- หมายกึง ระบบทื่บ่มกบบิลไตรบิวทีลทีนซะชิเตตเข้มข้น 0 .0 1  ppm
-วเ< นมายกง ระบบฑื่บ่มกับบิลไตรบิวทีลทีนอะชิเตตเข้มข้น 1 .0  PPÏÏ1
C H U  หมายกึง ระบบทบ่มกับบิลไตรบิวทีลทีนอะชิเตตเข้มข้น 100 ppm
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0Ds4O

ท ล า (นาที)

ปฑ่ื 21 ผลการแปรผันความเข้มข้นไตรฟนิลทินยะชินาฅและระยะเวลากื่ใข้บ่มลารละลาย
เยนไชมกับไตรป็นิลทินอะชิ เตตต่ยการยับรงศวามลามารนไนการทำงานของ 
เ อน,โดกลคา เ นล

*— — หมายกั ง ระบบควบดุม
ร-------1- หมายถ'.! ระบบทุบ่มกบไตรฝนิลทินอะชิเตตเข้มข้น 0 .0  L ppm
■ &— -^- หมายกัง ระบบท่ืบ่มกับไตรaiนิลทินอะชิเตตเข้มข้น 1 .0  ppm 
0 - 0  หมายกัง ระบบทีบ่มกับไตรฝนิลทินอะชิเตตเข้มข้น 100 ppm
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รารางท ี่ 12 ผล3องสำรประกอบสีบุกสินทรี8 และสำรฆ่าราเอ้มอ้น 100 ppm. ต่อการ
รับรั้งความสำมารถในการทำงานปิองเอนโดกลคาเนสํที่ผลิตทางนารชร 
ที่สํภาวะการเที่นกรดด่าง 4 .0 - 8 .0

การรับร้ังความสำมารถในการทำงานปีอง

เอน'โตกลุคาเนสํ( เปอรีเช็นต์)

สำร

ความเท่ีนกรดด่าง (pH)

4.0 4.8 6.0 7.0 8.0

สำรประกอบสืบกอินทรีร 

บสํไตรทิวทิลทินออกไชด 11.5 13.14 10.74 16.49

(T.B.T.O)

ไตรทิวทิลทินอะอ้เตต 4.97 8.58 11.12 13.40 18.18

ไตร๗นิลทินอะอ้เดต 6.02 8.30 11.99 19.59 -

ไตรทิวทิลทินมีเทนอ้ลทิเนต 2.88 6.17 4.84 - 11.82

ไตรทิวทิลทินมีเทนอ้ลโฟ่เนต - 1.34 5.50 - 7.27

ไตรทิวทิลทินฟ่ลุออไรค 7.32 7.12 8.31 3.15 -

(T.B.T.F)

เมทาทิน 70-40 (T.B.T.O) 4.32 6.83 3.51 4.35 -

เมทาทิน 58-10/101 - 1.07 7.16 13.92 -

เมทาทิน 76-38 (T.B.T.F) 3.37 6.85 2.49 1.57 -

สำรฆ่ารา

เทคทาเมอรี 38 นาวด่เดอรี 0.05 - - - -

เมตาโชล ท ิเค-!00 - - 0.39 7.22 -

เครองหมาร -  แสํลง ไม่มีผลการรับรั้งการทำงานปิองเอนโดกลคาเนสํ
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3 .1 .4  ผลปีองชารประกอบสีบุกอินทรีรต่อความชามาร»ไนการฆ่างานปีอง 
บ ีตา-กลุไคสิเดช 'ฑผลตทางนาณิtfa ที่ชภาวะความเบีนก?ต

ด่าง 4 .0 - 8 .0

เมอฑคชอบความชามารถปีองชา?ประกอบดบกอินทรีอ และชารฆ่าราที่ความเปีมปีน
1 ๖  . « 1 , 4  *  i100 ppm. ต่อการรับรังการฆ่างานปีอง บีตา-กลุโคสิเดช ทผลิต ทางนาทเชร โตรแปร

พันที่ชภาวะความเบีนกรดต่าง 4 .0 - 8 .0  ตามว้ฮืการทดลองปีอ 2 .1 .5  นบว่าภารใต้ชภาวะ 
การทดลองนั้ชารประกอบสีบุกอินทรีอและฟ้ารฆ่ารา มผลต่อการรับยั้งการฆ่างาน ปีอง บีตา- 
กลุโคส ิเดฬ ่าด ังแฟ ้ดงไนตารางท ี่ 13

3.2 ผลจองชา?ประกอบสีบุกอินทรีรนชไตรบาทลฑินออกไชด (T.B.T.O)เจ้มจุ้น 100 
PP». ต่อพวามชามารทไนการฆ่างานจองเอนไชมเชลลุเลชท่ีชร้างจากตัวแทนราท่ี 
ดัดเลอก

ลิบเนองจากผลการทดลองปีางต้นนบว่า จากกลุ่มชารประกอบดบุกอินทรีรท่ีทดชอบ 

น้ัน T.B.T.O.ไห้ผลต่อการรับย้ังการฆ่างานปีองเอนไชมต่าง  ๆ ค่อนจ้างสีเมอเทือบกับตัว 

อน  ๆ ดังน้ันจงฆ่าการทดชอบผลปิอง T.B.T.O ต่อการฆ่างานชองเอคโชกลุคาเนช เอน 

โคกลุคาเนช และ บีตา-กลุโคสิเดช ท่ีชร้างจากตัวแทนราบางกลุ่ม ท่ีคัดเลิอกไว้อันได้แก่ 

Syncephalustrum sp.YA7 Aspergillus sp.CXe Pénicillium sp.YAe และ 

Trichoderma sp.Po^ ตามว้ลิการทดลองจ้อ 2.2 โดรใจ้ความเจ้มจ้นปีอง T.B.T.O. 

100 ppm.'พบว่า T.B.T.O. มผลต่อการรับย้ังการฆ่างานปีองเอนไชบตำ ดั'3Tป 22 . 23, 

24 และ 25 ลามลำดับ



69

ตารางท่ี 13 ผล30งฟ้ารประกอบดบกอินกรีท่ี และสำรข่าราเอ้มอ้น 100 ppm. ต่อการ
-------- -------- ” ร ิ’ ’ a  " '

รับอังตวามสำมารถในการทำงานชอง บีตากลูโครเดสํ ท่ีผลตทางนาฐtfท่ี

ท่ีสํภาวะความเท่ีนกรดต่าง 4.0-8.0

การรับร้ังความสำมารถในการทำงานปีอง

: บีตา-กลุโครเดสํ (เปอรีเสันต)

สำร

ความเบีนกรดต่าง (pH)

4.0 4.8 6.0 7.0 8.0

สำรประกอบดบกอินทรีท่ี 

ทิสํไตรทิวทิลทินออกไชด 4.95 8.04

(T.B.T.O)

ไตรทิวฑลทินอะรเตต - 3.73 2.23 - -

ไตรเ,ม่นิลทินอะรเตต - 1.54 7.55 - 5.36

ไตรทิวทิลทินมเทนอ้ลทิเนต - - 5.69 - -

ไตรทิวทิลทินมเทนอ้ลโปเนต - 0.77 2.23 - 2.68

ไตรทิวทิลทินฟ่ลูออไรด - 0.30 3.18 - -

(T.B.T.F)

เมทาทิน 70-40 (T.B.T.O) - 0.51 5.41 0.08 3.41

เมทาทิน 58-10/101 - - 0.97 - -

เมทาทิน 76-38 (T.B.T.F) - - 2.15 - -

สำรข่ารา

เทดฑาเมอร 38 นาวดเดอรี - - 4.21 - -

เมตาโชล ที่เด-100 - 0.39 3.47 - -

เดรองฬมาฮ - แสํดงไม่นบผลรับร้ังการทำงานปีอง บีตา-กลูโครเดสํ
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บร้มาฒทตาสร้ตวส์ (มก./มล.)

เวลา (นาที)

รุมีที 22 ผล'ของสารประกรมดีใ.Jกอินทรียนิลไตรมิวทีลฑนออกไซด์ (T.B.T.O.) เข้มขัน

100 p p m  ต่อความลามารถในการทำงานของเอคโซกลุตานล เอนโต- 

กลุคาเนล และ บีตา-กลุโดชิเตล ทลร้างจาก รyncephalustrum sp. YA7

Q — □  หมายถง เอตโ'ซกลุคาเ นล 

Q - - Q  หมาอถง เอฅโซกลุคาเนล + T.B.T.O.

-+------------4 หมายกง เอนโคกลุคานเล

4 -----------(- หมายกิง เอนโตกลุคาเนล + T.B.T.O.

°-----------* หมายกง บีตา-กลุโค'ชิเตล

*----------3 หมายกง มีตา-กลุโฅชิเตล + T.B.Ï.O.
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บรํมาผน้ําคาเทคิวล (มก./มล . )

เวลา <นาที)

รุมีฑื 23 ผลของลารมีร«กอใเฅีลุกอินทรีรมิลไตรมิวฑิลทินออกไซด (T .B .T .O . ) เข้มข้น
100 ppm ต่อความลามารถในการทำงานของเอคโซทลุ«'ทนล เอนโด- 
กลุอาเนล และ ม ีตา-กล ุโคช ิเดล ฑลร้างจาก Asper g i l l u s  sp , YAâ

O — a  

D - - a

4 -------- 4
a-----------■»;

> ---------a

หมายถง เอคโซกลุคาเนล
หมายถง เอคโซกลุคๆเนล -  T .B .T .O .
หมายถีง เอนโคกลุคาเนล
หมายคง เอนโคกลุคาเนล + T .B .T .O .
หมายอิง ม ีตา-กล ุโค1ชิเดส
หมายอิง ม ีคา-กลุโคช ิเดล + T .B .T .O .
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นริมฯผนํ้•ไราลริ«วล (ม ท ./ม ล .)

เวลา (นาfบ

รใเฑ่ิ 24 ผลของลารประกอนดืบุกอินทรีฮมิลไตรนิวฑิลทินออกไชต (T .B .T .O .)  เข้มข้น
100 ppm ต่อความลามารถในการทำงานของเอคโซก•ลุคาเนล เอนโต- 
ก-ลุคาเนล และ ฃ ึตา-กล ุโคช ิเดล ทสร้างจาก P é n ic i l l iu m  sp . cx%

D — □ หมารถง เ อคโ'ซกลคา เ นล
D — - □ หมายถัง เอคโซกลคาเนล + T .B .T .O .
4----------— 1- หมายถัง เอนโดกลุคาเนล
■ +--------— H- หมารถง เอนโดกลคาเนล + T .B .T .O .
g----------- 1 หมารถัง ใ]ตา-กลโคซิเดล
เ9------- -V f หมายถัง ใ]ตา-กลโคซิเตล + T .B .T .O .ไ!
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'นวม•าfljเนา«•'เลวควร (ม ก ./ม ล . )

เวลา (นๆที)

ร!]ที 25 ผลของลารใ!ระกอใ!ดืมุกอินทรีย์นิลไตรบิวฑิลทีนออกไซด์ (T .B .T .O .)  เข้มขัน
100 ppm ต่อความลามารถในการทำงๆนของเอคโซกลุคาเนล เอนโต- 
กลคๆเนล และ.บ ีตา-กลโคช ิเคล ทลร้างจาก Trichoderm a sp . Pol 1

A - - A โ«มารถง เซลลเลล
A - - - A หมายถง เซลลเลล + T .B .T .O .
□ A หมายฅ้ง เอคโชกลคาเนล

- □ หมายถิง เฮคโซกลดาเนล + T .B .T .O .
4-------------H หมายถง เอนโดกลคาเนล
-H..... .....4- หมาฮถีง เอนโตกลคาเนล + T .B .T .O .
a----- — ■* หมายถง บีตา-กลโคซิเดล
1..... หมายถีง บ ีตา-กลโตซิเดล + T .B .T .O .
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4 . แลการท ดฟ้ a บประสิฑรัภานและ ฟ้ดเสีอกฟ้า รูประก a บดับุก!นทไfarillประสีกสิภานฟ้ง๙ดล่ a 
การรับร้ังการงอกอองฟ้ปอรีจากลัวแทนราฑดัลเลอก

จากการดักษาผลอองฟ้ารประกอบดบุกอินทรีฮ และฟ้ารฆ่าราต่อการรับเงการงอก
i  V จ %> / I ๘

3องฟ้ปอร ทำให้ฟ้ามารถจำแนกลักษณะการรับองการงอก3องฟ้ปอรแบ่งเบน 3 ระดับ คอ 

การรับรังการงอก3องฟ้ปอรแบบรัวคราว (s ta tic  effect) การรับรังการงอกอองฟ้ปอร 

แบบกงฆ่า (sub lethal effect) การรับรังการงอกอองฟ้ปอรและให้ผลฆ่าฟ้ปอร (c i-  

dal effect) โดยกำหนคให้มลักษท!ะการยับร้ังแต่ละฟ้ใไดดังน

การรับร้ังการงอกอองฟ้ปอรแบบรัวคราว (static effect)
หมารถง การยับร้ังการงอกอองฟ้ปอรีในอาหารเหลวผฟ้มฟ้ารประกอบคบุกอินทรีย 

หรีอฟ้ารฆ่ารา เท่ีนเวลาอย่างน้อย 10 วัน แต่เมอลัางเอาฟ้ารรับร้ังออกและอ้ารไปเลอง 
ในอาหารใหม่ ฟ้ปอรีจะเจรีบุ!ไค้

การรับร้ังการงอกอองฟ้ปอรีแบนก่ิงฆ่า (sub lethal effect)
หมารถง' การท่ีนบการรับรังการงอกอองฟ้ปอรี . ในอาหารเหลวผฟ้มฟ้ารประ 

กอบดบุกอินทรีอหรีอฟ้ารฆ่ารา และเมอล้างฟ้ปอรีแล้วนำไปแองอาหารใหม่ จะไม่นบการ
เจรีบุ!อองฟ้ปอรี แต่หากเดิมฟ้ารดเทอรีเจนท่ีฟ้น้คและความเอ้มอนท่ีเหมาะส์ม จะนบการงอก 
อองฟ้ปอรีท่ีเคอถูกรับรังไค้ (reverse spore germination)

การรับร้ังการงอกอองฟ้ปอรีและให้ผลฆ่าฟ้ปอรี (cidal effect)
หมายถง นบผลอองฟ้ารประกอบดีบุกอินทรีอ้ต่อฟ้ปอรีเรันเลียวกับ sub lethal 

effect แต่ลีเทอรีเจนท่ีไม่ฟ้ามารฟวฮให้งอกใหม่ไค้

ลารางท่ี 14 แฟ้ลงผลการฑลฟ้อบหาปรีมาท!ตาสํลปีองฟ้ารประกอบลีบุกอินทรีย และ 
■ ฟ้ารฆ่าราท่ีให้ผลรับร้ังการงอกอองฟ้ปอรีจากตัวแทนอองรา ท่ีคัลเล้อกไว้แบบรัวคราว(static 
effect)' ตามรีสีการทดลองอ้อ 3.2 และเมอเนมปรีมาท!อองฟ้ารประกอบดับุกอินทรีอและ
ฟ้ารฆ่ารา ลามรีธการทดลองอ้อ 3.3 ฟ้ารเหล่านจะรับยังการงอกอองฟ้ปอรีแบบกิงฆ่า (sub 
lethal effect) โดยนบว่าปรีมาท!ตาฟ้ค และจำนวนวันท่ีบ่มฟ้ปอรีในระบบการรับร้ังการ"  . . . . .  y

งอกอองฟ้ปอรีแล้วทำให้เกิดการยับยังดังกล่าวอองราแต่ละฟ้นดแตกต่างกันดังแฟ้ดงในตารางท!5
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จากการทดลองหาระระเวลา (วัน) ท่ีใล้บ่มลปอรีในอาหารเลยงเย้ัอเหลว 
ผล«สำรประกอบสีบุกอินทรอหรอฟ้ารฆ่าราเอ้«ปีน 15 ppm. แล้วให้ผลอับย้ังการงอกปีอง 
ลปอรแบบก่ิงฆ่า ลามวิธิการทดลองปิอ 3.4 นบระยะเวลาท่ีแน่นอนท่ีบ่มลปอรีในระบบการอับ 
อังการงอกปิองส์ปอรี ท่ีผลผลารประกอบดบุกอินทรีย และ ลารฆ่ารา แตกต่างกันลังแลลง 
ในลารางท่ี 16

เมอนิ'จารณาเปรีอบเฑีฮบประสิทธิภานปิองลารท่ีน่ามาทลลอบต่อการอับย้ังการงอก 
ปีองลปอรแบบต่าง  ๆ จากผลการทดลองท่ีแลคงในตารางท่ี 14,15,16 นบว่า T.B.T.O. 
ท่ีลังเคราะห้โดยภาควิลาเคม้คณะวิทยาลาลลรี ฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย เท่ีนลารท่ีม้ประ 
ลัทธิภานลงลดในการยับย้ังการงอกปิองฟ้ปอรราและเนองจาก T.B.T.0 เท่ีนส์ารล้นแบบหรือ 
ใล้เท่ีนลัวนประกอบในการปรับปรุงลูตรโครงลร้าง ปิองลารประกอบดีบุกอินทรียลน่ลอนๆ (45) 
จงเลอก T.B.T.0 เท่ีนตัวแทน ในการลักษาผลปีองลารประกอบดีบุกอินทรียต่อตัวแทนราท่ี 
แยกจากไม้ยางนาราในการทดลองปีนต่อไป



ฅารางท่ี 14 ปริมาณค้ัาฬดธองฬารประกอบดีบกอินฑรีฮ และสำฟารา'ในระบบการรับaงการงอกÎ13ง๗ 3 ร ท่ีให้ผลฮับยงการงอกของส์'!เอรนนบ^วคราว (S ta tic  e ffe c t)"

ส์าร
«วามเขับอันฅ้ัาส์ดฃฉงฬารประกอบ«บกอใ1ฑรีฮและฬารข่ารา (ppm.) ท่ีให้ผลอบยงการงอกของifปอร

ราฬาฮห้นธ

Rhi20pus sp.YA,. s.yncephalustrum sp.YA., Aspergillus sp.YA„ Aspergillus sp.cx„. Pénicillium sp.YA,, Trichodernia sp.Pol 1

สัารประกอบ«บก
ลน!กรร
บส'{«รบิวทิลฑินอ อก- 5 5 5 5 5 2

Itffl(T.B.T.O)
ตรบิวทิลฑินอะ̂ เ«ค 5 5 5 1<X<5 5 5

'(«ร 1 ฟ่นลฑนอะ̂ 1 «ต 5 5 5 1<X<5 5 1<X< 5
ไตรใเวทิลทน:มี1ทน- 10 10 15 10 15 10

âv) เ ใเฅ
'เตรบิวทิลกน ill ทน- 5 5 5 1<X<5 5 5

fla ไ'ใ-)เนต

* การรับร้ังการงลกโเอง๗ อรUUฝ่าดราว (sta tic  effect) พทรกง การอทย้ังการงอกของสํปอร์ใuaาหารเหลวผสํมสำรปร«กอมดีบกอนทรีอหรอสำรฟาราเท่ีนเวลา— 
ออ่างนอย 10 ใน นค่เท่ีอลัา'5นาส์ารยัขaงaอกและยัาร'เปเลรง1ในอาVทรใหม่ ๗ ฝ็ร์จะเาริญ1ฅ้



ตารางท 14 (ต่อ:*



ฅารางท 15 ปร!แาท!«าสํ(แรงสำรประกอบค้บุก3น'ทรืร«ละสำรข่ารา1ในระบบการรับร้ังการงรกของส์ปอร์ ฑใหัผลอับร้ังการงอกขaงฬฟอรนษบกงฆ่า (sub leth a l e ffe c t)

สำร
ความเข้}เร้นดาสํต?แองสำรประกลบคีบกaนทรีรนละสำรข่ารา (ppm.) ท่ี,ใบ้ผลรับย้ังการงaกซองสํป3ร์

ราสำ8พันธุ

Rhizopus sp.YA, Syncephalustrum sp.YA„ Aspergillus sp.YA, Aspergillus sp.cx„ Pénicillium sp.YA„ Trichoderma sp .Pol1

สำรประกaบคีบก
«, *4 <3นฑรร่
บิส์ใต รบิวฑิลฑินอ อก- 10!3)*# 20(8) 15(2) 10(1) 15(1) 5(1)
1ฝ (T.B.T.O.)
ไตรบา?ล?นระ?เตต 20(6) 20(10) 20(6) 5(4) 15(10) 10(7)
ไตร๗นิล?นระ?เตต 15(4) 70(2) 15(1) 5(1) 15(1) 5(1)
ไตรบา?ล?น?เบน- 20(4) 30(8) 30(10) 20(2) 25(4) 15(6)

ใ?ลใไเนต
ไตรบา?ล?น?เบน- 20(6) 50(10) 15(10) 5(7) 15(6) 10(8)

ใ?ลโV)เนต

4 การยับรงการงอกของฬปอรนบบกง?ท (sub lethal effect) หมายถง การรับรงการงอก!13งสํปรร์ในอาหารเฬลาผสํมสำรประก3ขดีบุกaนทรีรหรaสำรข่ารา -  
นละเมอล้าง๗ อรนลัวน้า'ฒเลฮงในอาหารใหม่ จะไม่พบการเจริญธอ'งฬ!เอร์ นล่หากเสิมส'ารดเทอรเจนฑชนคนละความเธัมขันฑเหมาะสํม จะพบการงอกของ๗ aร- 
ท่ีเคยทกรับรงไค้

** ตัวเลขใน 0  แสํคง'จ่านวน'วันท่ีบ่มส์ปอรใน'ระบบการรับยงทารงอกปิaงสํปaรนลัวแบผลการรับรงการงอดของส์ปอรนบบกงข่า



ตารางท 15 (03)

สำร
ความเข้มทันล1'าสํดรองสํ'ารประก3บคัมภอินฑรอนละสำรข่ารา (ppm. ) ท่ีให้ผลรับย้ังการงอกปีองส์ปอร

ราสำรพันธุ

Rhizopus sp.YA,1 Syncephalustrum sp.YA„ Aspergillus sp.YA, Aspergillus sp.cx„ Pénicillium sp.YA„ Trichodernia sp.Pol.

ใครบวทิลฑน1ฟลูaa- 10(8) 40(3) 10(3) 10(8) 10(8) 10(8)
ไร«(T.B.T.FJ

เมฑาทิน 70-40 15(10) 20(5) 15(10) 15(10) 15(10) 15(10)
(T.B.T.O)

เมฑาทิน58-10/101 15(6) 55(10) 35(2) 10(6) 10(9) 10(3)
เมฑาทิน 76-38 10(6) 50(10) 15(2) 5(6) 15(2) 5(3)

(T.B.T.F.>
สำร'?!ารา
ทาคทา เมอร์ 38 30(3) 40(10) 30(4) 20(8) 25(8) 20(9)

พาวเคอร
แ1ตาโชลโแ0-100 35(4) 80(5) 40(3) 30(5) 45(3)

ท คัวเลชใน ( ) นสํดงจำนวนวันฑบ่31๙ปaร์ในระบบการยับย้ังการงaกของส์ฟอรนล้วนบผลการยับรงการงอคธองสํ'liaร์แบษกงข่า



ฅารางท่ี 16 ระยะเวลา(วัน:' ท่ีบ่มส!เอรๆ นระขบการยับรงการงอกธองสํปอรฑผส์มส์'ารประกอบ«บกอนไารี8หรอสำร?ร่ารา เท้เขัน 15 ppm.นล้วใหัผลรับร้ังการงอกของสับอรนฆบ 
ก'เน่า (sub lethal effect)

สำร
ระยะ เวลา(วัน)

ราสำรพันธุ

Rhizopus sp.YA, Syncephalustrum sp.YA„ Aspergillus sp.YA„ Aspergillus sp.cx„ Pénicillium sp.YA„ Trichoderma sp.Pol

สำรประก3แค้บก
สินฑรฮ
แสํไ«รบิาน่ลฑินออก- 1 40 2 1 1 11
ไ ฝ  (T.B.T.O.)
ไพรบว?พ?นอะ!!เพพ ร) ร) ร) 4 10 1
ไตรฟนลฑินอะiîเลต 4 45 1 1 10 1
ไพรบิวฑิลทินค้แาน- 10 45 40 10 30 6

îfaîllนพ
ฯตรบิวฑิลทินมเทน- 40 45 10 1 6 1

สัลโฝเนต
ไตรบวฑลทินVJลูฮอ 1 45 1 1 1 1

ไรด(T.B.T.F.)

ร) นฬดงฯม่พบผลการยับflงการงอกธองสํปอร์นบบกงข่าเมอบ่มในระบบการรับยงการง3กปี3งส์ป3รดรบ 45 วัน
% .ห)ทอกง นมผลชองสำรประกอมดบุกอนฑรอต่อสํปอรน!นเดอากบ sub lethal effect แต่ดีเฑอรเจนมไม่สำ)ทรถ!!')รให้งอกใกม่ไค้



ตารา')!! 16 (ต่อ)-

C©
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5 . กา?หาช ้3มลเบองต้นปีองการยับยั้งการงaกจองสํปอรีจากตัวแทนราที่ตัดเลือกโดฮสำร 
ประกอบตับกaนทรียฆิฬ'ไตรบวทิลทิน33กไชด(T .B .T .O .)

จากการทลลองเปรรบเฑฮบประดัทสภาน ปีองสำรประกอบดีบุกอนทรีฮและสำรบ่า 
รา นบว่าสำรประกอบดีบุกอินทรียบิสํไตรบวทิลทินออกไชค (T.B.T.O.) ท ี่ต ัง เคราะห โดร  
ภาคว ิช า เคมีคเ'นะวิทยาสำสํตรี จุ'ฝืาลงกรณ์มหาวิฑยาลัร มีประสิทธิภานสํงช ุดในการยับยั้งการ 
งอกปิองสํปอรีป ิองตัวแทนรา ท ี่ค ัด เล ือกจากกล ุ่มราท ี่แยกจากไม ้รางนารา จงใช ้สำรประกอบ  
ดีบุกอินทรีย T.B.T.O.เนิ่นตัวแทน'ในการหาช้อมูลเบองต้นปีองการย ับย ั้งการงอกป ิองส ํปอร ี

5 .1  แลจa งสำ?กลุ่มดีเฑ3 7 เจนฑต่aสํปอรีที่ทกยับยั้งการงอกแบบกิ่งฉ่า(sub  l e t t a l  
e f f e c t )  โดยสัารประกอบดีบุกอินทรียทิสํไตรทิวทิลทินออกไชดี (T .B .T .O .)

เนองจากการยับย้ังการงอกปิองสํปฮรีแบบก่ิงฆ่า อาจเกดเนองจาก T.B.T.O. 

จับรอบผิวสํปอรีทำให้อาหารจากภายนอกเช้าในสํปอรีไม่ได้ ดังน้ัน ถ้า,ใช้ดีเทอรีเจนท่ีตัวท่ี

เหมาะสํมเติมในระบบการยับย้ังการงอกปิองส์ปอรีอาจดัง T.B.T.O. ออกจากผิวสํปอรีทำ 

ให้สํปอรี germinate ใหม่ไค้ จงได้ทดลองใช้สำรดีเฑอรีเจนท่ีท้ัง 3 กลุ่ม ได้แก่ 1.Non

ionic detergentด้แก่ tween 80 tr ito n  x-100 2.กลุ่ม Cationic detergent 

ได้แก่ cetylpyridinium chloride และ 3.กลุ่ม Anionic detergent ได้แก่

S. D.S. มาฑดสํอบผลปิองสำรดีเฑอรีเจนท่ี ด่อสํปอรีท่ีถกยับย้ังแบบก่ิงฆ่า อน่ิงการจับปิอง

T. B.T.O. น้ันหากไม่มีสำรอาหารอยู่การจับปิอง T.B.T.O. น่าจะจับกับผิวสํปอรี จงทำ 

การดักษาในระบบท่ีมีแต่น้ัาเท่าน้ัน เนอดักษาผลปิองอาหารเล้ํยงเย้ัอ ต่อการยับย้ังการงอก 

ปิองส์ปอรีด้วย จงทดสํอบผลปิองดีเท่อรีเจนท่ี ต่อการยับย้ังการงอกปิองสํปอรีแบบก่ิงฆ่าในระ 

บบการยับยังท่ีตัวกลางเน่ินอาหารเหลว PDB และ ในระบบการยับย้ังท่ีตัวกลางเน่ินน้ัา 

(D is tille d  water)

5.1.1 ผลปีองสำรกลุ่มดีเทอรีเจนท่ีต่อสํปอรีท่ีถฺกยับย้ังแบบก่ิงฆ่าโดย 

สำรประกอบดีบุกอินทรียบสํไตรทิลทิลทินออกไชด T.B.T.O.
พ̂ / (2

ในระบบการยับยังการงอกปีองสํปอ?ทมีตัวกลางเปนอาหารเหลว 

ทำการทดลองใช้ดีเทอรีเจนท่ีดังกล่าวช้างต้นเติม ในระบบการยับย้ังการงอกปิอง 

ส์ปอรีท่ีนบว่ามีการยับย้ังการงอกปีองสํปอรีแบบก่ิงฆ่าแล้ว โดยแปรผันหาความเช้มปีนตาชุด

ปิองดีเฑอรีเจนท่ีท่ีสำมารถทำให้เก่คการงอกปิองสํปอรีท่ีถกยับย้ังไต้ ( reverse spore 

germination) ตามวิธีการทดลองจ้อ 4.1.1 นบสำรดีเทอรีเจนตบางตัวสำมารถ ทำให้ 

เกัดการงอกปีองส์ปอรีท่ีถกยับย้ังแบบก่ิงฆ่าไต้ดังแสํลงในตารางท่ี 17



83

5.1.2 ผลaaงสำรกลุ่มดีเทอรเจนท่ีต่อสํปอริท่ีทกรับร้ังการงอกแบบก่ิงฉ่า

โดรสำรประกaบดีบุกอินฑริททิสํไดรทิวทิลทินออกไชดี(T.B.T.O.)

ในระบบการรับรังการงอก3องสํปอ?ท่ีมีตัวกลางเปนนำกล่ัน

จากการทดลองตามริสีท่ี 4.1.2 นบว่าสำรดีเทอรเจนท่ีไม่สำมารถทำให้ 

เกิต reverse spore germination ในระบบการรับร้ังการงอก3องส์ปอรท่ีมีตัวกลาง 

เท่ีนนากล่ัน

ตารางท 17 ปริมาญต้ัาชุดaองสำรดีเทอรเจนท ท่ีทำให้เกิดการงอกBองสํปอร์ท่ีถกรับร้ัง 

การงอกแบบก่ิงฉ่า (sub lethal effect) โตร T.B.T.O. ในระบบ 

การรับร้ัง ท่ีตัวกลางเท่ีนอาหารเลยงk§อเหลว (PDB)

ราสำรนันธ 
ใ

ปริมาท!ต้ัาส์ด B องสำรดีเทอรเจนท่ีท่ีทำให้เกิดการงอก 
ปีองสํปอร(%)

สำรดีเทอร์เจนท่ี

TWEEN 80 TRITON
X-100

CETYLPYRI-
DINIUMCHLO-

RIDE
SDS

Syncephalustrum sp.YÂ 2 (2) 3(6) - -

Aspergillus sp.cx„ 2 (7) - - -

Pénicillium sp.YA„ 2 (7) - - -
Trichoderma sp. Pol, 0.01(2) - - -

ตัวเลaใน () แสํตงจำนวนวันท่ีตรวจนบการงอกaองสํปอร์ภารหลังเตม 

สำรดีเทอรเจนท ในระบบการรับร้ังการงอกaองส์ปอร 

(detergent-incubation time)

เตรองหมาร - แสํตงไม่นบการงอกaองสํปอร ภารหลังเตมสำรดีเทอร 

เจนmaมร้น 0.01-3.0% ตลอดระระเวลา 10 วัน

ท่ีบ่มเ ïf อในระบบท่ีมดีเทอรเจนท่ี
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5 . 2  ผ 9 ป ี8 ง ส ำร ูป ร ะ ก a บดบุกอินทรีa S ส ํไตรบวฑลîm a a n T r tÉ K T .B .T .O .) ต ู่a ส ํปa?
จaง Trichoderma sp. Pol 1

เนอสืกษาอ้อมลเบองต้น ชองการรับร้ังการงอกปีองสํปอรีโลอส์ารประกอบ

ดบุกอินทรีอ์โดอใช้โ.B.T.O. เห็นต้วแทนชองสำรประกอบดบุกอินทรีaและ,ใช้ Trichoderma 

sp.Pol 1 เห็นตัวแทน,ราท่ี'ใif'ในการฑดลอง เนองจากเห็นราท่ีมีดวามสำมารถ ในการสํร้าง 

เอนไชมีเชลลเลสํสํงสํด เมอเปรีอบเทอบกับราสำอพันธุอนท่ีแอกจากไมีอางนาราตังแสํดง

ในผลการทตลองตารางท 7 และ 8 นอกจากน้ํ Trichoderma sp. รังเห็นราท่ีมักนบว่า 

เห็นสำเหตุชองการทำลาอเน้ํอไม้ (19,20) ใช้ Tween 80 เห็นตัวแทนสำรต้เฑอรีเจนท่ี 

ในการสืกษาการ reverse effect ชอง T.B.T.O. ต่อสํปอรีนบว่าผลการทดลองปีนต่าง 

แสํดงตังต่อไปน้ํ

5.2.1 การรับร้ังการงอกชองสํปอรีแบบรัวดราว (Static effect)

ทาการทดสํอบรับร้ังการงอกชองสํปอรี Trichoderma sp.PoljโดST.B.T.O. 
นบว่า T.B.T.O. เปีมปีน 2 ppm. ให้ผลรับร้ังการงอกชองสํปอรีแบบรัวดราวตังแสํดงใน 
ผลการทดลองตารางท่ี 14

จากผลการทดลองนบว่าสํปอรีถกรับร้ังการงอก ในระบบการรับองอทระท่ีนบการ 
เจรีโ!!ไต้ เมออ้าอไปแองในอาหารเลองแอใหม่อาจเกัลจากโมเลกุลชองอาหารในระบบ 
การรับร้ังถกจับต้วอ T.B.T.O. ทำให้สํปอรีไม่สำมารถนำไปใช้ในการเจรีญไต้และปรีมาทร 
T.B.T.O. ในระบบการรับร้ังไม่เนองนอต่อการทำให้เกัดผลน่าสํปอรี

5.2.2 การรับร้ังการงอกจองสํปอรีแนบกงน่า (Sub lethal effect)

นบว่าเนอดวามเปีมปีนชอง T.B.T.O. ในระบบการรับร้ังการงอกชองสํปอรี 
ให้มัดวามเปีมปีน5  ppm.และใช้ระอะเวลาบ่มสํปอรีในระบบการรับร้ังนาน 24ชม. สำมารถ 
นบผลการรับร้ังแบบก่ิงน่า ตังแสํดงในตารางท่ี 15

จากผลการทดลองนบว่าสํปอรีถุกรับร้ังการงอกท้ังในระบบการรับร้ังและนบผล 
การรับร้ังภาอหลังล้างสํปอรีและแองในอาหารแองแอใหม่แสํลงให้เห็นว่า การรับร้ังการ 
งอกชองสํปอรีแบบก่ิงน่า T.B.T.O. จะต้องม้ผลโดอตรง กับสํปอรีต้วอโดออาจเกัดจาก 
การท่ี T.B.T.O. จับกับ binding site บนผิวสํปอรี ทำให้ม้ผลต่อระบบการนำสำร



อาหารเช้าส่ส์ปอริ หรอ T.B.T.O. 

สํปอริหริออาจเกิดโดรท้ังสํองกลไก

เช้าไปภาธในสํปอริและมีผลต่อเมตาโบลิสํมจอง

5.2.3 ผลจอง Tween 80 ต่อ๙ปอรูปีอง Trichoderma sp.Pol. ท่ีถุกุ 

รับร้ังการงอกแนบก่ิงฆ่าโดย บฝัไสรบวบิลทินออกไชด(T.B.T.O.)

เนอทดฟ้อบสํมมต่ฐานการรับร้ังการงอกปีองสํปอร เกิดจากการท T.B.T.O.จับ” ะ _ _ _ “ ’ 7
กับสำรอาหารในระบบการรับรังและ T.B.T.O. จับกับ binding s ite  บนผิวสํปอรโดร 

ถ้า T.B.T.O. มีการสํร้างพันธะกับสำรอาหารหรอผิาสํปอรจริงส์ารดีเทอรเจนทอาจทำให้ 

T.B.T.O. ท่ีปีดปีวางการนำสำรอาหารเช้าส่สํปอริหลุดออกได้ เมอสำรอาหารเช้าต่สํปอริ 

ได้ส์ปอริก็จะ germinate

จากผลการทดลองท่ี 5.1 นบว่า Tween 80 เช้มช้น 0.01% สำมารถทำให้ 
สํปอริท่ีถุกรับร้ังการงอกแบบก่ิงข่า ในระบบท่ีตัวกลางเห็นอาหารเหลวงอกได้ (reverse 
spore germination) ภารหลังจากบ่มสํปอริในระบบท่ีเดม Tween 80 แล้ว 2 วัน 
ปีทเะท่ีไม่นบการ reverse spore germination) ปีองสํปอริท่ีถุกรับร้ังการงอกแบบก่ิง 
ฆ่าในระบบท่ีตัวกลางเห็นนา อาจเนองจากการรับร้ังการงอกป็องสํปอริในระบบท่ีมีตัวกลาง
เห็นอาหารเหลว T.B.T.O. ไม่ได้จับกับ binding site บนผิวสํปอริโดรดรง แล,จับกับ 
ร้ันปีองโมเลกุลอาหาร ท่ีจับรอบผิวสํปอริ และการ reverse germination เกิดจาก
Tween 80 ไปถ้งร้ันจองอาหารเหลาและ T.B.T.O. ออกจากผิวสํปอริ ปีท!ะท่ีการรับร้ัง 
การงอกจองสํปอริในระบบท่ีตัวกลางเห็นนากล่ัน T.B.T.O. สำมารถจับโดรดรงกับ bind
ing site บ น ผิวสํปอริด้วรพ ัน สะท่ีแจงแรง Tween 80 ไม,สำมารถถ้ง T.B.T.O. ออกจาก 
ผิวสํปอริได้แสํดงให้เห็นว่ามีการจับระหว่าง T.B.T.O. ก ับ โมเลกุลอาหารเลยงเร้ัอและ
สํปอริจริง หริฮอาจเห็นไปได้ว่าการรับร้ังการงอกจองสํปอริในนากล่ันมี T.B.T.O. เช้าไป 
สํะสํมในสํปอริด้วร

5.2.4 ผลจองTween 80 ต่อความสำมารถในการรับร้ังการงอกปีองสํปอริ 

แบบก่ิงฆ่าโดร บสํไดรบวฑิอทนออกไ-!(ดี(T.B.T.O. )

เนอสืกษาถ้งรายละเอรดจองการท่ี Tween 80 มีผลต่อการทำให้สํปอริท่ีถุกรับ

ร้ังการงอกแบบก่ิงฆ่าโดยในระบบการรับร้ังท่ีเห็นอาหารเหลวสำมารถงอกและเจริฤเได้ปีท!ะท่ี 

ระบบท่ีตัวกลางเห็นนาไม่นบการ reverse germination โดยทดลองตามริสการทดลอง 

ช้อ 4.2.1 นบผลการทดลองแสํดงตังน้ํ
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5.2.4.1 ผลจอง Tween 80 ต่อการรับรงการงอกปีอง๗อรใน 
ระบบการรับร้ังท่ีตัวกลางเห็นอาหารเหลว

จากการทดลองท 4.2.1.1 นบว่า เมอบ่ม๗อรในระบบการรับร้ังการ
งอกปีอง๗อรท่ีประกอบด้วร T.B.T.O. 5 ppm. และ Tween 80 เจ้มอ้น แปอรเ%นต 
สํปอรสำมารถงอกและเจริฤเได้ป็ผะท่ีสํปอรท่ีบ่มในระบบควบดุมไม่ผสํม Tween 80 ถูกรับร้ัง 
การงอกแบบก่ิงฆ่า

จากผลการทดลองแสํดงให้เห็นว่า Tween 80 ทำให้การรับร้ังการงอกปีอง
สํปอร์ โดอ T.B.T.O.ไม่เกิดปีน ก่ิงอาจเกิดเนองจาก Tween 80 ม่วฮให้ T.B.T.O. 
ละลารได้ดีปีน (66) ทำให้การจับระหว่าง T.B.T.O. กับผิวสํปอรและโมเลกุลจองส์าร 
อาหารเกิดได้น้อร หรอ Tween 80 อาจไปลงม่วน binding site ปีอง T.B.T.O. 
บนผิวสํปอรออกหรอทำให้ binding site เปลรนแปลงไปรังผลให้ T.B.T.O.ไม่สำมารถ 
จับผิวสํปอรได้

5.2.4.2 ผลจอง Tween 80 ต่อการรับร้ังการงอกจองสํปอรใน 
ระบบท่ีตัากลางเห็น,นากล่ัน

เนองจากผลการทดลองท่ี 5.1.2 นบว่า Tween 80 ไม,สำมารถดีง T.B.T.O. 
ออกจากผิวสํปอร์ท่ีถูกรับร้ังการงอกแบบก่ิงฆ่าในระบบการรับร้ังท่ีตัวกลางเห็นนากล่ันได้จังทำ 
การทดลองจักษาผลออง Tween80 ต่อการรับร้ังการงอกจองสํปอรในระบบท่ีตัวกลางเห็นนา 
กล่ัน โดร

5.2.4.2.1 เมอบ่มสํปอรานระบบการรับร้ังการงอกปิองสํปอรท่ีประ 
กอบด้วร T.B.T.O. เจ้มปีน 5 ppm. และ 1 เปอรเก่ินต Tween 80 ตามวธีการทด- 
ลองจ้อ 4.2.1.2.1 นบว่าสํปอรสำมารถงอก และเจรฤเได้ปีผะท่ีสํปอรท่ีบ่มในระบบควบคม 
ไม่ผสํม Tween 80 สํปอรถูกรับรังการงอกแบบกิงฆ่า

จากผลการทดลอง แสํคงาห้เห็นว่า Tween 80 ทำให้การรับร้ังการงอกปีอง 
สํปอร์แบบก่ิงฆ่าไม่เกิดปีนเม่นเดีฮวกับผลการทดลองท่ี 5.2.4.1

5.2.4.2.2 จากการทดลองท่ี 4.2.1.2.2 เมอนำสํปอรบ่มใน 
สำรละลาธผสํม T.B.T.O. เจ้มปีน 5 หรอ 10 ppm กับ Tween 80 เอ้มอ้น 0.01 
หรอ 1.0% ผ่านการบ่มท่ีอุผหภมห้อง 24 สํม. ก่อนเตมสํปอรแจวนลsa นบว่าสํปอรท่ีผ่าน
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การบ่มในสำรละลายช้างต้นสำมารถงอกและเจริญไต้ปีฌะที ่สํปอริที ่ผ่ านการบ่มในระบบควบคม4 1  ’ ^ นู่ 4 1  ’
ทิไม่ผสํม Tween 80 ส์ปอรถูกยับยังการงอกแบบกงท่า

จากผลการทดลองสำมารถนิสํจนให้ เห็นว่ า Tween 80 มีผลช้วฮลดผล
( e f f e c t )  ปิอง T . B . T . O .  ต่อการยับยั ้ งการงอกปิองสํปอรจริง

5 . 2 . 5  ผลการยับยังการงอกปีองสํปอร โดยสำรประกอบดบุกอินทริยบสํไตรทิวทิลทิน
ออกไชR ( T . B . T . O . )และการลดผลการย ับย ั ้ งโลอ Tween 80 อย ่ างต่อเนอง

จากสํมมติฐานการยับยั ้ งการงอกปิองสํปอรแบบกิ ่ งท่า เกิดจากการที ่  T .B .T .O .
จับบน b i n d i n g  s i t e  บริ เวณผิวส์ปอรและ Tween 80 สำมารถ r e v e r s e  ผลการยับ 
ยั ้งการงอกปิองสํปอรไต้  กรณที ่ดัวกลางปิองระบบการยับยั ้ งเป็นอาหารเหลว ดังน้ัน ในการ  
ยับยั ้ งการงอกปิองส์ปอรในอาหารเหลวทุกๆ ครั ้ง Tween 80 จะต้องสำมารถ r e v e r s e  ผล

บ 4 V   ̂ 4  ^  ̂ 1̂
การยับยังการงอกปิองสํปอรไต้  จังทำการทดลองเนอนิสํจนส์มมติฐานตามริสการทดลองช้อ
4 . 2 . 2

นบว่าเมอนำสํปอริ  ที ่ผ่ านการยับยั ้ งการงอกแบบกิ ่ งท่า ครั ้งที่  1 และผ่ านการ 
r e v e r s e  s p o r e  g e r m i n a t i o n  โดย Tween 80 ครังที่  1 ไปบ่มต่อในระบบการยับยัง 
การงอกปิองสํปอริ  ครั้งที่  2 แล้วเติม Tween 80 ลงในระบบการยับยั ้ งเมอนบว่าสํปอริถูก 
ยับยั ้ งการงอกแบบกิ ่งท่าแล้วนบว่ าการเติม Tween 80 ในระบบการยับยั ้ งครั ้ งที ่ 2ไม่สำมารถ 
r e v e r s e  s p o r e  g e r m i n a t i o n  ไต้นันคอนบผลการท่าสํปอริ  ( c i d a l  e f f e c t )

จากผลการทดลองแสํดงให้ เห็นว่ าในการท่าส์ปอริจะต้องเกิดจากการที ่ม ี  T . B . T . O .  
เช้ าไปภายในส์ปอริต้วอ

5 . 2 . 6  ก า ร ต ร ว จ ส ํ อ บ ศุณสํมบัติป ีอง  T r i c h o d e r m a  SP .P o l . ท ี ่ เ ก ิ ด จ า ก  

ก า ร ท ำ ใ ห ้ ง อ ก ใ ห ม ่  โ ด ย  T w e e n  8 0  ภ า ย ห ล ั ง ก า ร ทุก ย ั บ ย ั ้ ง ก า ร ง อ ก  

ป ี อ ง ส ํ ป อ ร ิ แ บ บ ก ิ ่ ง ท ่ า โ ด ย ส ำ ร ป ร ะ ก อ บ ด บ ก อ ิ น ท ร ิ ย ท ิ ส ํ ไ ต ร ท ิ ว ท ิ ล ท ิ น อ อ ก  

ไ ช ด  T . B . T . O .  ( r e v e r t a n t )  เ ป ร ิ ย ุ บ เ ท ี ย บ ก ั บ คุณสํมบัต ิป ีอง  

T r i c h o d e r m a  s p .  P o l 4 ป ร ก ต ิ  ( C o n t r o l )

จากผลการทคลองที ่  5 .2 .5  นบแนวโน้มในการยับยั ้งการงอกปีองสํปอริแบบ
ท่า ( c id a l  e f f e c t )  เกิดจากการมี  T . B . T . O . ภายในสํปอริ ดังนั้นเนอเป็นการนิสํจน้ 
ว่ามีการนำ T . B . T . O . เช ้ าส์ปอริจริง จังไต้ทำการสืณทคุณสํมบัติทาง morphology และ 
p hy sio lo gy  ปิองเ^อที ่ เกิดจากสํปอริที ่ เคยถูกยับยั ้งการงอกแบบกิ ่งท่าแล้วทำให้งอกใหม่
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โดร Tween 80 (rev er ta n t) เสือปรกสิ (co n tro l) และ เสือที่เกิดจากส์ปอร้ท่ีผ่าน 
การบ่มในสำรละลาa Tween 80 (tween) ตามวิสีการทดลองจ้อ 4 .2 .5  โด aพบผลการ 
ทดลองดังน้ํ

5 . 2 .6 .1  ตรวจสํอนลัก mu ะการเจริญจอง i f อบนอาหารแปีง(PDA)

จากการตรวจสํอบลักษผะจอง เสือปรกสิ เสือท่ีผ่านการบ่มใน Tween และ
revertan t ตามวธการทดลองท่ี 4 . 2 . 5 . 2 นบว่าเสือทั้งสำมประเภทสำมารถเจริฤ! และ 
ส์ร้างส์ปอรบนอาหารเสืaงเสือ PDA'lด้ดังแสํดงในรปท่ี 26 และเมอตรวจสํอบตวามสำมารถ 
ในการสํร้างสี (pigment) ลงในอาหารแจง PDA นบว่าเสือปรกสิและเสือที่ผ่านการบ่มใน 
Tween 8 0  สำมารถสํร้าง pigment สีล้มแลงลงในอาหารเสืaงเสือ ปีผะท่ี revertan t 
ไม่สำมารถสํร้าง pigment ดังแสํดงานรูปท่ี 27 และ นบว่าการจาดคุผสํมบัสิการสํร้าง
pigment สำมารถนบได้ใน revertan t รุ่นต่อไปด้วa(นบว่าเที่นลักษผะที่สำมารถถ่าBทอด 
ได้)

5 .2 .6 .2  การตรวจสํอบจนาดจองสํปอร้

จากการวัดปีนาดสํปอร้ปีองเสือ ท้ัง 3 ประเภท ภา8ใด้กล้องจุลทรรคนสํนิล
เลนสีประกอบตามวิสีการทดลองจ้อ 4 .2 .5 .3  นบว่าปีนาดเฉล8จองสํปอรท้ัง 3 ประเภท 
ใก ล ้เด aงกันคอ Control จนาดเท่ากับ Tween คอ 3 .7  ไมโครเมตร และสํปอร้ปีอง 
revertan t เท่ากับ 3 .3  ไมโครเมตร

จากการค'กษาลักษผะจองสํปอรภา8าด้กล้องจุลทรรคนสํนิดเลนสีประกอบนบลักษผะ 
จองสํปอรไม่แตกต่างกันดับแสํดงในรูปท่ี 28-30

5 .2 .6 .3  การงอกจองสํปอร1ในอาหารเลํ้aงเสือเหลว PDB

จากการตดตามเปอรเ#นตการงอกจองสํปอร์ ท ี่เล8งในอาหารเล8งเสือเหลว 
ตามวิสีการทดลองจ้อ 4 .2 .5 .4  นบว่าอัตราการงอกจองสํปอรจากเสือที่ผ่านการบ่มในสำร 
ละลาa Tween 80 สํงกว่าอัตราการงอกจองสํปอรปรกสิ และ revertan t ท่ีงมอัตรา
ใก ล ้เค aงกันดังแสํดงานรูปท่ี 31
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5 . 2 . 6 . 4  การล ํร ้ างล ํปอร ิ ในอาหารเลยงเส ือ เหลว PDB

จากการติดตามการลํร ้ างล ํปอริจองเส ือ ท้ัง 3 ประเภท เมอเลยงๆนฮาหาร  
เหลว PDB ตามวิธการทดลองที ่  4 . 2 . 5 . 5  นบอัตราการลํร้ างลํปอริจองเสือทั ้ ง 3 ประเภท 
ใกล้ เตียงกันลังแลํดงในรูปที ่  32

5 . 2 . 6 . 5  ทา?ตรวจวิ  เคราะห้การ เจริญจองเสือ

จากการติดตามการเจร ิญจองเส ือทั ้ ง 3 ประเภท โ a ยติดตามนาหนักแห้งจอง
เชลล และติดตามปริมาทเกลู โดชามน ตามวิธการทดลองจ้อ 4 . 2 . 5 . 6  นบผลการติดตาม 
การเจริญ'โดยการวัดนาหนักแห้งจอง ๗ ลล ้ท ี ่ ระยะต ่ างๆจองการเลองเส ือ นบว่าอัตรา
การเจริญจองเสือปรกติล ํ งกว่ าเสือที ่ผ่ านการบ่มใน Tween 80 และนบว่าลํงกว่า r e v e r t a n t  
ตามลำดับ ลังแลํลงในรูปที ่  33 และจากการติดตามการเจริญ'โดยวัดปริมาฒาลโคชามีนที ่ ระยะ 
ต่าง  ๆ จองการเสืยงเส ือนบว ่ า เสือปรกติมีการเจริญลํงกว่า r e v e r t a n t  ดังแลํลงในรูปที ่  34

5 . 2 . 6 . 6  กา?ล ํร ้ างแอนไชม ี เชลล ู เลลํจองเสือปรกติ เทยุบกับ 
r e v e r t a n t

จากการต ิดตามความลำมารถในการล ํร ้ างเอนไชมี  จองเสือปรกติ  และ r e v e r t a n t
ตามวิธการทดลองจ้อ 4 . 2 . 5 . 7  โดยต ิดตามการล ํร ้ างเอนไชมี เชลลเลล ํรวม เอคโชกลคาเนล ํ

1 * ^ "  ม ี '  มีเอนโดกลคาเนล ํ  และบตากลโคจ ้ เดล ํ  นบว ่ าเจอปรกติมีความลำมารถในการลํร ้ างเอนไชม
ลํงกว่ า r e v e r t a n t  ดังแลํคงในรูปที ่  4 , 35 และ 36

จากการตรวจลํอบลักษณะต่างๆจองเสือลำมารถนิลํจนไล้ว ่ า T . B . T . O .  เจ ้ าภาย  
ในลํปอรจริงโดยนบว่าทำให้ลักษณะบางอย่ างจอง T r ich o d erm a s p . P o ^  รุ ่นต่อมาเปลี ่ยน 
แปลงไป
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รุปท่ี 26 ลักษผะการเจริฤเและการสํร้างส์ปอร้ปีองเ![อปรกต (control) เ^อท่ีผ่านการ 
บ่มใน Tween 80 (+ tween) และ revertant ซนอาหารแปีง PDA

รุปท่ี 27 ลักษผะการ๙ร้างสิลงในอาหารแปีง PDA ปีองเ![อปรกตเ^อท่ีผ่านการบ่มใน
Tween 80 (+tween) และ revertant
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รุปท 26 ลักษผะส์ปอรจอง Tricboderma sp. Po^ ปรกติภารใต้กล้องจุลทรรtfti 
ก่าลังฮฮาฮ 1,00๐เฑ่ๆ

รปท่ี 29 ลัก»ผะส์ปอร้ปีอง Trichoderma sp. Pol 1 ฑส์ร้างจาก๙ปอร้ท่ีผ่าน
การบ่มในส์ารละลาร Tveen 80 ภารใต้กล้องจุลทรรfftiกาลังปีราร 1,000เฑํๆ
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จุกํfl 30 ลักษ{นะส์ปอร Trichoderma sp. Polj (revertant) ภารใต้กล้องจุลทรรส์น์ 
กำลังปิราร 1,000 เท่า
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เบอร Iเนตการงอกชองสบอร

เวลา  (ชั ่วโมง)

รูปท่ี 31 เปร ีอบเทอบเปอร้แนตการงอกชองคุปอร้  T r i ch o d erm a  s p .  P o l j
ในใ[ตควบคุม ( c o n t r o l )  คุปอร้ชองเชอที ่ เกิดจากคุปอร้ที ่ผ่ านกา'รบ่ม 
ใน Tween 80 และคุปอรทคุรางจาก r e v e r t a n t  เมอเสํอง  
ในอาหารเหลว PDB

■ ------- •  หมาอถง การงอกชอง๗ อรในชุดควบคุม
— ^  หมาฮถง การงอกชองคุปอรชองเ$อที ่ เก ิลจากคุปอร้ที ่ผ่ าน 

การบ่มใน Tween 80
-i--------h  หมาอถง การงอกชองคุปอรที ่ค ุ ร ้ างจาก r e v e r t a n t
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งร์มา(แสงอร้ (สงอรx i o 6 ต่อ ม ล .)

รูปท 32 เปรฮบเทรบปริมาณการสร้างส์ปอร้ปิอง Tr i cho d erm a s p .  P o ^
ใน!(ลดวบคุม ( c o n t r o l )  เปี,อที ่ เกลจาก๙ปอรที ่ผ่ านการบ่มใน Tween 80 
แล»เ^อฑเก ิดจาก r e v e r t a n t  เมอเล ีรงในอาหารเหรท PDB

I-------» หมาอถง การสร้าง!(ปอรใน!(ลควบคุม
^ ----- หมาฮถง การสร้ างสปอร้ปิองแอที ่ เก ิดจากสปอร้ฑผ่าน

การบ่มใน Tween 80
-J------- h  หมาฮถง การสร ้ างส ์ปอร ้ ! เองแอท ี ่ เก ิดจาก r e v e r t a n t
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I,ว'ฟ้า (ช ั ่วโมง)

รปท่ี 33 เปร ียบเทียบการเจร ิญโดยการติดตามนาหนักitfสิสิแห้งปิอง T r i c h o d e r m a  s p .  P o l j  
ใฬุดควบคุม ( c o n t r o l )  เ^อท ี ่ เก ิดจาก๙ปอร์ที ่ผ่ านการบ่มใน Tween 80 แ ละ แ อ ท ี ่  
เก ิดจาก r e v e r t a n t  เมอเล ํ ้ องในอาหารเหลว PDB

■ -------«  หมายลง การเจร ิญป ีองแอใฬ ุดควบค ุม
^ — ^  หมายลง การเจริญปีองเนอที ่ เกิดจากส์ปอรีที ่ผ่ านการบ่ม 

ใน Tween 80
-}------ +  หมายลง การเจร ิญป ีองแอท ี ่ เก ิดจาก r e v e r t a n t
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ร!]ท่ี 34 เปรยบเทีรบการเจริก!โดยติดตามป'รพาผกลโดชาmillอง T r i c h o d e r m a  s p . P o ^  
ใ น ÿ ลควบคุม แ ล ะ แอที ่ เกิดจาก r e v e r t a n t  เพี ่ อเล ีฮงในอาหารเหลว ตามสํลร 
อาหารปีอง Mandels  และ S t e r n b e r g

X*------X หมาฮถง การเจร ิญป ีองแอใฬ ุดควบด ุม
^ — 0  หมาอลง การเจร ิญป ิองแอท ี ่ เก ิดจาก r e v e r t a n t
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ทลา (วัน)

ร!เท 35 การลร้างเอนไซม์เซลลุเลลรวม เอค'โซกลุตาเนล <C1) เอนโตกลุคาเนล (Cx)
และ บีตา-กลุโฅซิเคล โดย Trichaderm a sp . Pol 1 r e v e r ta n t  เมิอ 
เลี้ยงในอาหารเหลวตามลุตรอาหารของ Mande 15 และ S te rn b e rg  โตยม่มเชื้อ 
ทีอุเนหรเมิห้ลงเใเนเวลา 15 วัน รทยใต้การเขย่า 200 รอมต่อนาที

/ V - A หมายนง 1 ชลล เ ลล
Q - - a หมายนง เอคf ชกลคาเนล
- h - — h หมายนง เอนโตกลดาเนล

i----— fl หมาฮถิง บีตา-กลโคซิเตล
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เวลา <วัน)

รปท่ื 36 เปรียบเทือบความลามารถในการลร้างเอนไชมเซลลุเลลรวม เอดโชกลคาเนล
เอนโตกลคาเนล และ บตา-กลโคชิเดล ของ TpichodepTna sp . P o l t 
ปรกติกับ re v e r s a n t  ภายใต้ล!าาะการทคลองเช่นเดียวกับรปทื 35

/ V - A หมาอถง เซลลเลล จากเซิอปรกติ
A - A หมาอถง เซลลเลล จาก re v e rs a n t
0 - 0 หมาย!ไง เอตt ซกลคาเนล จากเซีอปรกติ
D - D หมายถีง เอคโซกรุคาเนล จาก p ev ep tan t
ล---- -4- 

... +
หมายถีง 
หมาอกัง

เลนโคกลคาเนฟ้ จากเซอปรกติ 
เลนโตกลคาเนล จาก p ev ep tan t

■----- ---■»-... 1
หมาอถีง 
หมาอถง

บีตา-กลุโคซิเคล จากเซอปรกติ 
บีตา-กลโตซิเตล จาก re v e p ta n i«
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5 .2 .7  waaaงระยะเวลาที่ปมสํปอรีใน สำรประกaบดับฺก!นทรีafon ตรจวฟิล 
กินออกไชด (T .B .T .O .) ต่อการฆ่าสํปaรี

เมอฑดลองแชรผันเวลา aองการบ่ม๙ปaรต่อการฆ่าสํปอรีฐอง
Trichoderm a s p .P o ^ โดอสำรประกอบดบกอนทรียบสํ'ไตรกิวกิลกินออกไชล (T .B .T .O .)

5 ppm.นบว่าหากบ่มชปอรร่วมกับ T .B .T .O . นาน 72 ชม. แล้วสํปฮรีจะถกฆ่าโดยท่ี 
Tween 80 ไม่สำมารถ r e v e s e  ไล้ ดังดารางที่ 18 นอกจากน้ํนบว่าเวลาท่ีใข้บ่มสํปอรีร่วม 
กับ T .B .T .O . นันหากลดลงจาก 72 ชม. แล้วผลจะล้ท่ี 72 ชม.ไม่ได้ถงแม้จะเพ่ิมปริมาทเ 
aอง T .B .T .O . ก็ลามดังตารางที่ 19

ดารางที ่  18 ผลของระยะเวลาที ่ ใข้บ่มสํปอร่ ในระบบการรับยั ้ งการงอกชองส์ปอร่ที ่ประกอบ
ด้วยสำรประกอบดีบุกอินทรียบสํไตรกิวกิลกินออกไชล้(T .B .T .O .) เข้มข้น 5 ppm. 
ในการเกิด r e v e r ta n t  (%) ภายหลังเติม 1% Tween 80 a องสํปอรี 
T richoderm a s p .P o ^

ระยะเวลาที ่บ่มสํปอรี ,ในระบบการ 
ยับยั ้งการงอกของสํปอรี  (ชม .)

การเก ิด r e v e r t a n t  ( เปอร ี เช ็นต)

24 100
36 6 6 . 6 7
48 6 6 . 6 7
60 3 3 . 3 3
72 0 . 0
84 0 . 0
96 0 . 0

108 0 . 0
120 0 . 0
240 0 . 0
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ตาราง?! 19 ผลปีองการแปรผันตวาม13«ปีนปีอง บิส์ไตรบิวทิลทินอBกไชด (T . . B .T .O .)
ไนระบบการร ับ!'งการงอทด่อโทรฆ่า๗ อร ( t r u e  c i d a l  e f f e c t ) ? ! ? » ระ 
เวลาบ ่«๙ป0 ร่ 'ในระบบการรับรั ้งนาน 48 และ 60 ชม.

ดวามเอ้มอ้นปีอง T .B .T .O . 
ในระบบการรับรั้งการงอกปีอง 
ส์ปอร (ppm)

ผลการฆ่าสํปอร (c id a l  e f f e c t )

ระยะเวลา?พมส์ปอรในระบบการรับรั้งการ 
งอกปีอง๗ อร ( ม.)

48 60

5 — —

10 - -

15 - -

20 + +
25 + -

30 - +
40 + +
60 - +
70 - -
80 - +
90 - -

100 - -
150 - -
200 + -

เตรองหผาร -  แส์ดง นบว่าชปอรรังม??วิต
+ แสํดง นบว่ า๗ อรถกฆ่า
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6 . ผลจ3งชๆรูป?ะกอบดีบุกสินกรูยบชไต?ทิวทิลทินaaกไชดี (T .B .T .O .) ตู่aการa u !ง 
การเจริญจ3งชารใยด้วนกนราที่ด้ดเล3กเ»3เลยงใน3าหารเหลว PDB

เ ม อ น ำ ! . B . T . O . ที ่ ล ั งเคราะหโดยภาควิชาเคมี  ค!!!ะวิทยาชาสํตรฬุาลงกร!นมหาวิทยาลัย 
ยั ้ งนบว่ ามีประสิทธิภานส์งในการยับยั ้ งการงอกอองส์ปอร มาทลชอบการยับยั ้ งการเจริญออง 
ชายใยราที ่ค ัคเลอกโดยจากผลการทคลองนบว่าการย ับย ั ้ งการเจร ิญอองชายใยแบ่งเที ่น 3 ระดับ 
เอ ้นเดียวกับการยับยังการงอทฐฐงชปฐ7ดีฐ ;

การยับย ั ้ งการเจร ิญแบบยั ้ วคราว( S t a t i c  e f f e c t )
หมาฮถง ผลการยับย ั ้ งการเจร ิญอองชายใยโดยการติดตามนาหนักแห้งอองเชลล  

ต ่อปร ิมาตรอาหารเลฮงแอท ี ่อ ้วง เวลาต ่ าง  ๆ 3องการเล ํ ้ฮงแอแล้วนบว่ าค ่ านาหนักแห้ง  
เฉลยปิองเชลล้ลงที ่  แต ่ เมอนำชายใฮท ี ่ถ ูกย ับย ั ้ งการเจร ิญไปแฮงในอาหารใหม่นบว ่ าชายโย  

ชามารถเจร ิญไล้

การยับยั ้งกา?เจริญแบบกิ ่งน่า (Sub l e t h a l  e f f e c t )
หมาฮถ้ง ผลการยับย ั ้ งการเจร ิญปิองชายใย และพบว่าเมอนำชายใฮที ่ถกยับยั ้ ง 

การเจร ิญไปเลยงในอาหารใหม ่  ชายใยไม ่ชามารถเจร ิญไล ้  แต่ถ้ าเติมชารดี เทอรเจนที ่ชนิด 
และปริมา!นที ่ เหมาะชมในระบบการยับยั ้ งเมอนบผลการยับยังอ้างค้นนบว่า ชายใยสำมารถ
เจริญไล้

การย ับย ั ้ งการเจร ิญและน่าชายใย ( C i d a l  e f f e c t )
หมายถ้ง ผลการยับย ั ้ งการเจร ิญอองชายใยเอ ้แเด ียวก ับการยับย ั ้ งการเจร ิญแบบ  

กิ ่งน่า แต่นบว่ าสำรดี เทอรเจนที ่  ไม่ชามารถทำให้ เก ัลการเจริญใหม่ปิองชายใฮที ่ถ ูกยับยั ้ ง
การเจร ิญไล ้

6 .1  ปริพา!นตรชฺตจaงชารประก3บดีบุกสินก?aทิชไตรบวทิลทิน33กไชดี (T .B .T . 0 . )
เพa เต»ในระบบการเลยงแ3ท ี่เวลา!2 , 18 3 24 และ 30 ยั้วโพงจ3ง:
ก าร แ 8 งแ aแล้วให้แลการยับยั้งการเจริญแบบยั้วคราว ( S ta t i c  e f f e c t )

การทดลองหาความเอ้มอ้นตาชุดปิอง T . B . T . O .  ท ี ่ เต ิม ในระบบกา ร เลยงแอ  
ที ่ ระยะเวลาต ่ างๆ ป ิองการเลยงแอแล ้วให ้ผลย ับย ังการเจร ิญอองแอแบบย ั ้ วคราว โดย
ใอ้ว ิธตามวิธิการทดลอง 5.1  นบว่าจะให้ผลแตกต่างกันในราแต่ละชายนันยุ  ดั งแชคงใน
ตารางที ่  20 และให ้ผลน ่าชายใฮเมอเต ิมใน'ระบบการเล ํ ้ ยงแอ เมอชารใยมีอาย ุ  12 ชม.
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และนอกจากนํ ้อังมผลอับรั ้ งการล่ร ้ างชองล่ปอริดั งแล่ดงในตารางที ่  21 แล»รปที ่  37 จากการ  
ตดลามนำหนักแห้งชองเชลต่อระ8ะเวลาเ  l a  ง เ  ïf อ นบลักษณะการอับรั ้ งการเจริญชองตัวแทน 
ราที ่ ระระการเจร ิญฝวงต่ าง ๆ แล่คงตังรูป 38 , 39 , 4 0  แ ล ะ 41 ปีณ»ท T . B . T . O . เชัมชัน 
5 ppm.รั ้งเที ่นความเชัมชันตาล่ลที ่ 'ให้ผลอับรั ้ งการงอกชองล่ปอร้  T r i ch o d erm a  s p . P o l ,
แบบกิ ่ งฆ่ าไม่ล่ ามารถอับรั ้ งการเจริญชองล่ าaใฮและการล่ร ้ างล ่ปอร ิ  T r i ch o d erm a s p .
P o l ,  ได้ตั งแล่ดงในรูปที ่  42

6 .2  ปริมาณดรล่ดจองล่ารประกอบด้บุกอินทรีaบิล่าดรนวทิลทินออกไชด้ (T .B .T .O .)
เมอเต»ในระบบกา?เล3ง เ^ อ เม อ เîfaเจริญถุง mid log phase แล้วให้พลอับร้ัง 
กา?เจริญชองล่า3ใ8แนบกิ่งฆ่า(รนb l e t h a l  e f f e c t )

จากผลการทลลองที ่  6 . 1  นบความเอ้มชัมตาล่ดปีอง T . B . T . O .  ที ่ ให้ผลอับรั ้ง 
การเจร ิญชองล่ า3ใยราแบบร ั ้ วคราว จงได้ทำการทดลองเนิ ่มความเชัมชันชอง T . B . T . O .
ตามวธีการทดลองชัอ 5 . 2  นบความเชัมชันตํ ๋ าล่ดชอง T . B . T . O . ที ่ 'ให้ผลอับรั ้งการเจริญแบบ 
กิ ่งฆ่ าชองตัวแทนราล่ าaพันธุต่างๆ ที ่นำมาทดล่อบแล่ลงตังลารางที ่  22

ตารางที ่  20 ปริมาณลาล่ลชองล่ ารประกอบคบุกอินทรีรทิล่ไตรทิวทิลทินออกไชด้ ( T . B . T . O . )
ในระบบการเจร ิญชองล ่ ายใa ราที ่ ให้ผลอับรั ้ งการเจริญชองล่ าaใ 3 อาธุ  12 , 18 
24 ,  30 ชม. แบบรั ้วคราว ( S t a t i c  e f f e c t )

ราล่ายนนธุ ปริมาณ T.B .T.O .(ppm ) ในระบบการเลอง 
เชอท่ีให้ผลอับอังการเจริญแบบรั้วคราว

Syncephalustrum  sp . YA„ 15
A sp e rg illu s  sp . CXc 15
P é n ic i l l iu m  sp . Y k a 15
Trichoderm a sp . P o l, 10



ตารางที ่  21 เปรียบเทือบปริมาณ๗ อรที ่ส ํร ้ างปีผะเแฮงแ,อที ่ เวลา 12 , 18 , 24 , 30 ฬÏ1.
ก่อนเติมสำรประกอบติบกอนทรีอนสํไตรบวทิลทินออกไชด ( T . B . T . O . ) และปรีมาผสํปอรี

^  11 ^  SJ 1 ^  ^ทสํร้ างภายหลังเติม T . B . T . O .  ทความเช้มปินตาสํคฑให้ผลยับยังการเจรญปีองรา 
เ ม อ เ ล ย ง เ $ อนาน 10 วัน

ปรีมาผสํปอรี (สํปอรี /ม. 1 . ) ในการทดลองชุดต่าง ๆ

ชุดควบคุม 12 ชม. 18 ชม. 24 ชม. 30 ชม.
<4 1b พ ย U JJ ท 1 II

ราสำยพันธุ 10 วัน ก่อน หลัง ก่อน หลัง ก่อน หลัง ก่อน หลัง
เติม เติม เติม เติม เติม เติม เติม เติม
T .B . T .B . T . B . T .B . T .B . T .B . T .B . T .B .
T.O. T.O. T.O. T.O. T.O. T.O. T.O. T.O.

S y n c e p h a l u s t r u m  sp.YA^ 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 .0 0 .0 0 .0 0 .0
A s p e r g i l l u s  s p . c x „ 3 .8 X 107 0 .0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 5x10* 3x10* 4 . 2 x 1 0 s 3 . 9 x 1 0 s
P é n i c i l l i u m  sp.YA„ 7.8x10® 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 .0 0 .0 0 .0 0 .0 0 .0
T r i c h o d e r m a  s p . P o l , 2 . 9 x 1 0 s 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 .0 0 .0 0 .0 6 . 7 x 1 0 s 7 . 0 x 1 0 s

หมาอเหตุ  S y n c e p h a l u s t r u m  s p .Y A 7 ไม,ส ํร ้ างส ํปอร ี านอาหารเลองเ^อเหลว °ÜJ



104

รุ!Iri 37 ผลปิองบิส์ ไตรบิวทิลกินออกไชต์ ( T . B . T . 0 . ) เอ้มอ้น lOppm.ต่อการอับรั ้งการ 
ฟ้ร้าง๙ปอรชอง T r ich o d erm a s p .P o l j ,  เม อ เตมในร ะบ บก าร เล ํ ้ ร ง เ ïfอใน 
อาหารเพลว PDB ฑเวลา 12 * 1 8 , 2 4  และ 30 tf». ป ีอ งการเลรงเ^อ  
เกิรบกับระบบตาบคุม (C)



1 0 5

น ํ ้ า พ น ั ก เ ซ ล ล แ ห ้ ง  ( ม ก .  ต ่ อ  ม ล . )

เวลา (วัน)

รปทิ 38 ผลของบิลไตรบิวทิลทินออกไชค (T .B .T .O .) เข้มข้น 15 ppm ต่อการเจริญของ
รyncephalustrum  sp . YA7 เมีอเติมในระบบการเลียงเช็อในอาหารเหลว 
PDB ทิเวลา 1 2 , 1 8 , 24 และ 30 ชั่วโมงใ!องการเลี้ยงเชื้อ

• ------ ■  หมายถง ระบบควบคุม
H--------h หมาอลีง เติม T.B .T .O . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 12 ช่ัวโมง
^ ----- %  หมายถืง เติม T.B .T .O . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 18 ช่ัวโมง
□ ----- □  หมายลีง เติม T.B .T .O . เมีอเลียงเชีอครบ 24 ช่ัวโมง
*  ------ *  หมายถง เติม T .B .T.O . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 30 ช่ัวโมง



1 0 6

น า ห น ั ก I ซ ล ล แ ห ้ ง  ( ม ก .  ต ่ อ  ม ล . )

เวลา เว้น)

รใเท่ื 39 «ลของบิลไตรบิวทิลทินออกไซด์ (T .B .T .G .) เข้มข้น 15 ppm ต่อการเจริเไเของ
A sp s rg i1 lu s  sp . cx_ เมื่อเติมในระบบการเลี้ยงเชอในอาหารเหลว PDB 
ทเวลา 1 2 , 1 3 , 2 4  และ 30 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชอ

8----- ° หมายลิง ระบบควบคม
H------1- หมายลิง เติม T .8 .T .O . เมื่อเลี้ยงเชูอครบ 12 ช่ัวโมง

— ^  หมายลิง เติม T .B .T .Û . เมื่อเลี้ยงเชอครบ 18 ช่ัวโมง
D - Q  หมายลิง เติม T .B .T .O . เมื่อเลี้ยงเชอครบ 24 ช่ัวโมง
-X  " X  หมายลิง เติม T .8 .T .O . เมื่อเลี้ยงเชิ้อครบ 30 ช่ัวโมง
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นาหนักI ซลลแห้ง (มก. ต่อ ม ล .)

รใเท่ื 40 ผลของบิลไตรบิวทิลทินออกไซต 1 (T .e .T .O .)  I,ข้มขู้น 15 ppm ต่อการเจริ (ชูของ
Pe n i c i I l i u m  s p .  YAa เพ ื ่ อ เ ต ิม ใน ร ะ ม ม ก า ร แ ฮ ง แ ฮ ใน อ า ห า ร เ ห ล ว  PDB 
ทิ เวลา  12 , 18 , 2 4  และ 30 ช ั ่วโมงของการเล ี ้ยงเช ื ้ อ

■------- * หมายกีง ระไท!ควใเต.ม
H--------- h  หมายกง เติม T.B.’t .O.  เม ีอเล ียงเช ็อครบ 12 ชั ่วโมง
^ ------ ^  หมายกง เติม T . B . T . O .  เพ ื ่ อ เล ี ้ ยงแอครม 18 ชั ่ วโมง

0 ------- □  หมายกง เติม T . B . T . O .  เพื ่อเล ี ้ยงเชอดรม 24 ชั ่วโมง
^ -------*  หมายกง เติม T . B . T . O .  เพื ่อเลี ้ยงเชื ้ อดรบ 30 ชั ่ วโมง
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นํ้าหนักเซลล์แห้ง (มก- ต่0 ม

เวลา  (วัน)

รใเท่ี 41 ผลของบิลไตรบิวทิลทินออกไชต ( T . B . T . O . ) เข้มข้น to ppm ต่อการเจริญของ
T r ic ho der ma s p .  Pol  1 เช ื ้ อเต ิมในระบบการเล ี ้ ยงเช ื ้ อในอาหารเหลว PDB 
ฑื เวลา 1 2 ,  18 9 2 4  และ 30 ช ั ่ วโมงของการเล ี ้ยงเช ื ้อ

*■ --------8 หมายลิง ระใ]บดวนคุม
-I---------h  หมาฮลิง เติม T . B . T . O .  เชื ้อเลี ้ยงเชื ้ อฅรบ 12 ชั ่วโมง
^ -หมายลิง เติม T . B . T . O .  เชื ้อเลี ้ ยงเชื ้อฅรน 18 ชั ่วโมง
□ ------- □  หมายลิง เติม T . B . T . O .  เชื ้อเลี ้ยงเชื ้อครน 24 ชั ่วโมง
-7*----- X -  หมายลิง เติม T . B . T . O .  เชื ้ อเลี ้ยงเชื ้อครบ 30 ชั ่วโมง
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นํ้าหนักt ๆ)ลแแห้ง (มก. ต่อ ม ล .)

เวลา (วัน)

ฟ ุท ี 42 ผลของบิลไตรบิวทิลทินออกไชค (T .B .T .O .) เข้มข้น 5 ppm ต่อการเจริญของ
Trichoderm a sp . Pol 1 เมื่อเติมในระบบการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว PDB 
ทีเวลา 1 2 , 18 ,2 4  และ 30 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ

■ ------•* หมายก้ัง ระไทเตว,ชคม
H------ h- หมายก้ัง เติม T .B .T .Ü . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 12 ช่ัวโมง
&— หมายกั ้ ง เติม T .B .T .O . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 16 ช่ัวโมง 

U — □  หมายก้ัง เติม T .B .T .O . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ. 24 ช่ัวโมง 
----*  หมายก้ัง เติม T .B .T .O . เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 30 ช่ัวโมง
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ตารางที่ 22 ปริมาณต้ัาชุดปีองทิชไตรทิวทิลทินอรกไชs (T .B .T .O .) ไนระบบการเจริญ 
ป็องชาอใรราที่าห้ผลอับรั้งการเจริญปีองชารใรระระ mid, log llบบก่ิงฆ่า 
(S u b le th a l  e f f e c t )

ราชาฮนันสุ ปริมาณ T .B .T .O . (ppmHนระบบการ 
เลองเสือที่ให้ผลอับรั้งการเจริญแบบกิ่งฆ่า

Syncephalustrum  sp.YA7 60 (1)
A s p e rg i llu s  sp . CX2 50 (1)
P e n ic i l lu im  sp . YA6 45 (1)
Trichoderm a sp . P o li 40 (4)

ตัวเลปีใน () แชตงจำนวนวันที่บ่มเสือในระบบการเลองเสือภารหลัง 
เติม T .B .T .O . เอ้มปีนตังกล่าวแล้วตรวจนบผลการอับรั้งการเจริญ 
ป็องชาราบแบบก่ิงฆ่า

7 .  การห าอ ้อมลเนองต ้นจองการอ ับร ั้งการเจร ิญ ทองชารใรต ัวแทนราท ี่ต ัต เลอกโตร 
ชารประกอบต้บุกอนทริรทิชไตรบาทิลทินออกไชต้ ( T .B .T .O . )

7 .1  ผลปีองชารกลุ่มต ้เทอริเจนทูต‘อชารใรราท ี่ท ุกอ ับร ั้งการเจร ิญ แบบก ิ่งจ ่า (S u b  
l e t h a l  e f f e c t )  โตร ทิชไตรทิวทิลทินออกไชต (T .B .T .O .)

ทตลองาอ้ชารดเทอริเจนที่กลุ่มต่าง  ๆ ได้แก่ N onionic d e te rg e n t  โตราอ้ 
Tween 80 T r i to n  x-100 กลุ่ม C a tia n ic  d e te rg e n t  ได้แก่ C e ty lp y rid in iu m  
c h lo r id e  กลุ่ม A nionic d e te rg e n t  ได้แก่ SDS เติมในระบบหารอับอังการเจริญ 
ปีองชาอารทเจริญในระระ mid log  แบบก่ิงฆ่า โตรแปรผันให้มดวามเอ้มอ้นต่าง  ๆ ตาม 
วรการทตลองอ้อ 6 .1  นบว่า Tween 80 ท่ีดวามเอ้มอ้น 1%-2% ชามารถทำให้ชารใฮปีอง 
ราทุกตัวท่ีฑตสํอบ ร่งถูกรับรั้งการเจริญโตร T .B .T .O . กลับมาเจริญ'ได้'ในปีทระท T r i to n  
X-100 ทดวามเอ้มอ้น 1% ชามารถอ้วราอ้ A s p e rg illu s  sp.CX2 กลับมาเจริญได้เนรง 
ตัวเดรวเทำนั้น ตังแชตงานตารางท 23



I l l

ดารางที ่  23 ปริมาทรตั ๋ าฟ้ดปีองดี เฑอริ เจนที ่ที ่ทำให้ เกิดการเจริญซองฟ้าฮใยที ่  
ถูกรับรั ้ งการเจริญแบบกิ ่ งฆ่า ( s u b  l e t h a l  e f f e c t )  โดอ 
บ ฟ ้ ไ ล ร ร ว ก ิล ก ิน อ อ ก ไ ( T .B .T .O )

ราฟ้ายนันธุ

ปริมาทเลั ้ าฟ้ดปีองสำรดี เทอริ เจนที ่ที ่ทำให้ เกิดการเจริญซองฟ้ายใย(%)

ฟ้ารดี เทอริ เจนที ่

TWEEN 80 TRITONX-100 CETYLPYRIDINIUM
CHLORIDE

SDS

S y n c e p h a lu s t r u m  s p .Y A , 1 . 0  (4) - - -
A s p e r g i l l u s  s p .  cx„ 1 . 0  (6) 1 . 0  (5) - -
P é n i c i l l i u m  s p .  YA„ 2 . 0  (10 ) - - -
T r i c h o d e r m a  s p . P o l . 1 . 0  (7 ) - - -

ตัวเลปี 'ใน ( ) แฟ้ดงจำนวนวันภายหลังเติมฟ้ารดี เทอริ เจนที ่ ในระบบการยับยั ้ งการ
เจริญซองฟ้ารใย ที ่ตรวจนบการเจริญซองฟ้ายใย 
(d e te r g e n t - in c u b â t ion tim e)

เดรองหมาย -  แฟ้ดงไม่นบการเจริญซองฟ้ารใย ภายหลังเติมดี เทอรเจนที ่ เซ้มซ้น
0 . 1 - 3 . 0  % ตลอดระยะเวลา 10 วัน ที ่ บ่มแ?อในระบบที ่ มี  
ดี เทอรเจนที ่
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7 .2  ระยะเวลาดั้าชุดที่บ่»ชายใย Trichoderm a SP .Pol 1fiบูชารประกอบ 
ดีบุกอนุท?aทิชไดรทิาทิลทินออกไชล(T .B .T .O .) เร้»จัน 40 ppm.
แล้วให้ผลการจ่าชายใaราแบบC idal e f f e c t

จากผลการทตลองที ่  6 . 1  นบว่ าเนอบ่มชายใย T r ich o d erm a  s p . p o l j  ที ่ เจริญ 
ในระยะ mid l o g  ในระบบที ่ มี  T . B . T . O .  เร้มอ้น 40 ppm. นาน 4 วัน จะนบการรับ 
รังการเจริญอองสำฮ*1ฮแบบกงจ่ า และนบว่าชามารถรับองการชร้ างชปอร ป็องเสือด้วอ ฐ่ง 
^ให้ เห็นว่ า น่าจะมีการนำ T . B . T . O .  เร ้ าในเชลและจากผลการทดลองที ่  5 . 2 . 7 .  นบว่า 
ระยะเวลาที ่บ ่มชปอร้ ใน T . B . T . O .  มีผลต่อการจ่าชปอร้  จงทำการทดลองเพ ิ ่มระยะเวลา  
บ่มชายใยราในระบบการยับยั ้ งการเจริญที ่ม ี  T . B . T . O .  เร้มร้น 40 p p m . เนอติดลามผล 
กา รจ ่ าชายใย  ( C i d a l  e f f e c t )

จากวิธการทคลองที ่  6 . 2  นบว่ าหากบ่มชายใย T r i c h o d e r m a  s p . P o l j  นาน 
เห็น 15 วัน แล้วการยับยั ้ งการเจริญจะเห็นแบบ C i d a l  e f f e c t

7 .3  ดวา»เร้»ร้นดาชุดจองชา?ประกอบดีบุกอนุทธียทิชได?ทิวทิลทินออกไชดี 
(T .B .T .O .) ที่ให้ผลจ่าชายใยแบบ c id a l  e f f e c t

เมอทดลองตามวิธี  6 . 3  นบว่าหากเพิ ่มความเร้มร้นจอง T . B . T . O .  ที ่ เติมลงใน 
ชายใยจอง T r ich o d erm a  s p .  P o ^  ที ่ เจริญในระยะ mid l o g  จาก 4 0 p p m .เห็น 
70 ppm. แล ้วการย ับย ั ้ งการเจร ิญจองชายใย จะเปลี ่ยนจากแบบ su b  l e t h a l  เห็น 
c i d a l  e f f e c t  ได้
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