
วัสดุอุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดำเนินการวิจัย

บทท่ี 3

วัสดุอุปกรณ์

1. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น NovaSpec 4049 ของบริษัท LKB 
Biochrom, England

2. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแลง (spectrophotometer) รุ่น 8453 ของบริษัท Hewlett Packard
3. เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุ่น G 25 บริษัท Scientific Co. Inc.
4. เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) ของบริษัท Lab-Line
5. หม้อนึ่งความดัน!อนํ้า (Steam Sterilizer/ Autoclave) ของบริษัท Ta Chang Medical 

Instrument Factory, Taiching, Taiwan
6. เคร่ืองปันเหว่ียง (centrifuge) Model universal 16 ของบริษัท Hettich, Germany
7. อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) model SS40-2 Ambient ของบริษัท Grant 

Instruments (Cambridge) Ltd. England
8. เครื่องปันเหว่ียงปรับความเย็น Servait refrigerated-automatic ของบริษัท Ivan Servall, INC. 

Norwalk, Connecticut บ.S.A.
9. เครื่องกระจายเยื่อ Mavis engineering Co.Ltd.
10. เครือง pressure รุ่น Model-73 03-01
11. เครื่องวัดความขาวสว่างของเยื่อ Elrepho 2000 ของบริษัท Datacolor Ltd. Switzerland
12. ตู้อบความร้อนสูง (Hot Air Oven) รุ่น บ50 790,387 ของบริษัท Memmert
13. เคร่ืองช่ัง 2 ตำแหน่ง รุ่น บ4600P ของบริษัท Scientific Promotion Co. Ltd.
14. เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น ion analyzer 255 ของ บริษัท Corning, USA

เคมีภัณฑ์

เคมีภัณฑ์ส์าหร้บเตรีขมอาหารเลี้องเลี้อ
1. นำตาลไซโลล ( D-xylose ) (Fluka)
2. ผงสกัดยีสต์(yeast extract) (Difco)
3. วุ้นผง (agar) (Difco)
4. peptone (Difco)
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5. ผงสกัดมอลท์ ( Malt extract ) (Scharlau )
6. ยีสต์ในโตรเจนเบส ( Yeast Nitrogen Base ) ( Difco )
7. แอสพาราจีน ( L-Asparagine Monohydrate )
8. แอมโมเนียมซ'ลเฟต ( Ammonium sulfate ) (Scharlau)
9. โปตัสเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ( KH2P04 ) (Scharlau)

เคมีภัณฑ์ท่ีใช้สำหร้บวัดค่าแอคติวิติของเอนไซม์
1. โซเดียมคาร์บอนเนต (Na2C03) (Carlo Erba)
2. โซเดียมโปตัสเชียมทาร์เทต C00K(CH0H)2C00Na.4H20) (Rochelle salt)
3. โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCOj) (Carlo Erba)
4. โซเดียมชัลเฟต (Na2SO4) (Carlo Erba)
5. คอปเปอร์ซัลเฟต (CuS04) (Carlo Erba)
6. กรดชัลฟูรกเข้มข้น (cone. H2S04) (AnalaR)
7. แอมโมเนียมโมลิบเดท ( (NH4)6M o 70 24.4H20) (Mallinckrodt)
8. โซเดียมไฮโดรเจนไดโซเดียมอาชีเนท (Na2HAs04.7H20) (M&B)
9. ไชแลน (Sigma)

เศษวัสดุทางการเกษตร
จากอำ๓ อกระทุ่มแบน จังหวัดสมุทรสาคร
1. รำละเอียด
2. รำหยาบ 
ร-แกลบ
4.ฟางข้าว

เคมีภัณฑ์ที่ใช้สำหวันเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์
1. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2P04.2H20) (Fluka)
2. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (Na2HP04.2H20) (Carlo erba)
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เชื้อที่ใช้ในการวิจัย

1. เช้ือ A u r e o b a s id i u m  p u l l u l a n s  สายพันธุ NRRL 6992 ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. 
T.D. Leathers (Learther และคณะ, 1988)

2. เช้ือ A .  p u l l u l a n s  สายพันธุ ATCC 42023 ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. T.P.West 
(West และ Hamer, 1991)

วิธึดำเนินการวิจัย

1. การเก็บรกษาเชื้อ A .  p u l lu la n s

นำ A .  p u l l u l a n s  มาลากลงบนอาหารแข็งเอียงชนิด YMX (ภาคผนวก ก) นำไปบ่มที, 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 2 วัน นำไปเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส

2. สืกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ A .  p u l lu la n s

เล้ียง A .  p u l l u l a n s  ทั้งสองสายพันธุ้ในอาหารเหลวสูตรเพื่อการเจริญ (ภาคผนวก ก) โดย 
เตรียมเชลล์ตั้งต้นเป็นเซลล์แขวนลอย(cell suspension) มีปริมาณเซลล์ประมาณ 107 เชลล์ต่อ 
มิลลิลิตร ใช้เชลล์ตั้งต้น 5 เปอร์เซ็นต์ บ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 150 รอบ 
ต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทุกๆ 6 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างมาหาปริมาณของเช้ือทั้ง 2 สาย 
พันธุ้โดยการนำอาหารเหลวจากการเลี้ยงเชื้อมา spread plate บนจานอาหารแข็ง PDA (ภาค 
ผนวก ก) เพื่อนับจำนวนโคโลนีที่เกิดชื้นนำข้อมูลที่ได้มาเขียนกราฟการเจริญเติบโต

3. การเตรียมเชลล์ตั้งต้นของ A .  p u l lu la n s

นำ A .  p u l l u l a n s  จากอาหารแข็งเอียงชนิด YMX มาเล้ียงในอาหารเหลวสูตรเพื่อการเจริญ 
ของเช้ือ (ภาคผนวก ก) บ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อทำเป็นเชลล์แขวนลอยมีปร็มาณเชลล์ 
ประมาณ 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร นับโดยใช้ Hemacytometer แต่ละการทดลองใช้เชลล์ตั้งต้น 5 
เปอร์เซ็นต์ของปร็มาณอาหารเลี้ยงเช้ือ



ฑยÎTÎJศกm i  สทาบน)ทยบรการ 
«ท าล าก า^ม ห 'ท ท ยาล 'ย 21

4. สิกษาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ A .  p u l lu la n s  เพี่อผลิตไชแลนเนส

4.1 การคืกษาระดับ pH เร่ิมต้นของอาหารท่ีเหมาะลม
เล้ียงเช้ือรา A .  p u l l u l a n s  ในอาหารเหลวสูตร production (ภาคผนวก ก) ปรับค่า 

pH เร่ิมต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย 1 N HCL หรือ 1 N NaOH ให้มีค่า pH เร่ิมต้นเท่ากับ 4.0 5.0 
และ 6.0 ทำการทดลอง 3 ซ้ํา จากนั้นบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 150 รอบ 
ต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา 4 วัน นำไปวิเคราะห์บ่เมาณ 
เอนไซม์ไซแลนเนส (ภาคผนวก ข)

4.2 การคืกษาอุณหภูมิที่เหมาะลม
เล้ียงเช้ือรา A .  p u l l u l a n s  ในอาหารเหลวสูตร production ปรับค่า pH เร่ิมต้นของ 

อาหารเลี้ยงเชื้อด้วย 1 N HCL หรือ 1 N NaOH ให้มีค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.0 ทำการทดลอง 3 ซ้ํา 
จากนั้นบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที คืกษๆอุณหภูมิที่ใชใน 
การบ่ม 4 ระดับคือ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา 4 วัน นำไป 
วิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์ไซแลเนล (ภาคผนวก ข)

4.3 การคืกษาชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน
เล้ียงเช้ือรา A .  p u l l u l a n s  ในอาหารเหลวสูตร production แต่เปลี่ยนแปลงชนิด 

ของแหล่งคาร์บอนเป็น รำละเอียด รำหยาบ แกลบข้าว และ ฟางข้าว ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นแหล่งคาร์บอนปรับค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ให้มีค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.0 ทำการ 
ทดลอง 3 ช้ืา จากนั้นปมบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
รอบ 150รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา4 วัน นำไปวิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์ไชแลนเนล 
(ภาคผนวก ข)

เล้ียงเช้ือรา A .  p u l l u l a n s  ลายพันธุ ATCClนอกหารเหลวสูตร production ท่ีมี 
แหล่งคาร์บอนเป็นรำละเอียด ส่วนสายพันธุ NRRL เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร production ท่ีมีแหล่ง 
คาร์บอนเป็นฟางข้าว มาหาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะลม ปรับค่า pH เร่ิมต้นของ 
อาหารเล้ียงเช้ือ ให้มีค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.0 ทำการทดลอง 3 ช้ํา จากนั้นบ่มบนเครื่องเขย่าควบ 
คุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกวันเป็น 
เวลา 4 วัน นำไปวิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์ไชแลนเนล (ภาคผนวก ข)
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5. การเตรียมไชแลนเนสในภาวะที่เหมาะสม
เล้ียง A .  p u l l u l a n s  สายพันธุ ATCC ในอาหารเหลวสูตร production ที,มีแหล่งคาร์บอน 

เป็น รำละเอียด 3 เปอร์เซ็นต์ ล่วนสายพันธุ NRRL เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร production ท่ีมีนหล่ง 
คาร์บอนเป็นฟางข้าว 4 เปอร์เซ็นต์ ปรับค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ให้มีค่า pH เร่ิมต้นเท่า 
กับ 5.0 จากนั้นบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 และ 3 วันตามลำดับ จากนั้นนำอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไต้มากรองผ่านผ้าขาว 
บาง กำดัดเซลล์ของ A .  p u l l u l a n s  โดยการป่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาทีตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซ็ลเฟตในล่วนของเหลวที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียม- 
ซัลเฟตระหว่าง 3 0 -5 0  เปอร์เซ็นต์เก็บตะกอนโปรตีนโดยการป่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 10000 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที dialysis กับโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 50 มิลล์โมลาร์ pH 6.8 
เพี่อเอาเกลือออกจากตะกอนโปรตีน นำไปวิเคราะห์ปริมาณเอนไชมํใชแลนเนส (ภาคผนวก ข)

6. การฟ,อกเยื่อกระดาษด้วยไชแลนเนส
ชั่งเยื่อกระดาษยูคาลิปดัลที่ยังไม่ผ่านกระบวนการฟอกจำนวน 30 กรัม(นา,หนักแห้ง) ใล่ใน 

ลุงพลาสติกขนาด 9 X14 น้ิว เติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 6.8 ท่ีผสมไซ 
แลนเนลความเข้มข้น 5 25 และ 50 เบต่อนั้าหบักของเยื่อกระดาษ 1 กรัม ลงไปในลุงให้ความข้น 
ของเย่ือลดลงเหลือ 3 เปอร์เซ็นต์ นำมาบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ทุกครึ่งชั่วโมง จะทำการบีบนวดเยื่อเพี่อให้เอนไซม์ทำงานได้ดีชื้น นำเยื่อท่ีได้มา 
วัดค่าความขาวสว่างและค่าดัปปาบัมเบอร์ของเยื่อ (ภาคผนวก ค) ล่วนของนั้าฟอกเยื่อท่ีได้นำไป 
วัดด้วยเครื่องวัดความเข้มแสง spectrophotometer ความยาวคล่ืน 190-350 นาโนเมตร 7

7. การวิเคราะห์เอนไชม์ด้วยการวัดปริมาณนํ้าตาลริดิวช์ที่เกิดชึ๋น
วิเคราะห์หาปริมาณของเอนไซม์ไซแลนเนส โดยใช้ไซแลน 1 เปอร์เซ็นต์ 0.25 มิลลิสิตรเป็น 

สับสเตรต เติมไชแลนเนสที่เจือจางด้วยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น 50 มิลสิโมลาร์ pH 6.8 
จนมีความเข้มข้นเหมาะสมปริมาตร 0.25 มิลสิลิตร นำล่วนผสมทั้งหมดนิ้ไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา10 นาที จากนั้นจึงนำไปหาปริมาณนั้าตาลร็ดิวซ์ที่เกิดชื้น โดยวิธีการของ 
Somogi (1952) และ Nelson (1944) (ภาคผนวก ข)
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