
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีทดล'อง 

เคร่ืองมี'อท่ีใช้ในการท ดลอง

1. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker) รุ่น G- 
25R ของ New Brunswick Scientific Co., Inc. บ.S.A.

2. เครื่องปันเหวี่ยงปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุ่น T-42K ของ Kontron 
Instrument, Italy.

3. เครื่องปันเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุ่น KM-15200 ของ Kubota, Japan.
4. เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (Digital pH meter) รุ่น Cyberscan 2000 ของ Eutech 

Cybernetics, Singapore.
5. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic®401 ของ Milton 

Roy, U.S.A.
6. เครื่องชั่งรุ่น L2200P และ A200S ของ Sartorius, U.S.A.
7. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan. 

และรุ่น HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan.
8. ตู้เข่ียเชื้อแบบ laminar flow รุ่น J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A.
9. ตู้แซ่แข็ง (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของ Sanyo 

Electronic Co., Ltd., Japan.
10. อ่างนำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ของ Memmert, Germany.
11. เครื่องกวนแม่เหล็ก (Magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 บริษัท PMC, U.S.A.
12. เคริองผสมสาร (Vortex-Genie2) รุ่น G560E บริษัท Scientific Industries Inc., 

U.S.A.
13. เคริองโครมาโทกราทีเ (Low Pressure Liguid Chromatography) รุ่น Econo ของ 

BioRad, U.S.A.
14. เคริองอิเลคโทรโฟ่รัซิลแบบแผ่น (Slap gel electrophoresis equipment) รุ่น Mini- 

Protein II Dual ของ BioRad, U.S.A.

บทท่ี 2
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2.2 เคมีภัณฑ์ท่ีใช้ไ.นการทดลอง

1. พารา-ไนโตรylนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside) 
ของ Sigma, U.S.A.

2. ออร!ธ-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (o-nitrophenyi P-D-xylopyranoside) 
ของ Sigma, U.S.A.

3. พารา-ไนโตรอีเนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนไซด์ (p-nitrophenyl a-L-
arabinofuranoside) ของ Sigma, U.S.A.

4. พารา-ไนโตรVเนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A.
5. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, U.S.A.
6. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของ Bio-Rad, U.S.A.
7. เซฟาเด็กซ์ จี-200 (Sephadex G-200) ของ Aldrich Chemical Company, Inc., 

U.S.A.
8. ไซแลนจากไม้เบิร์ช (Xylan from birchwood) ของ Sigma, U.S.A.
9. อะครลาไมด์ (Acrylamide) ของ Sigma, U.S.A.
10. N,N’-เมธิลีนบิสอะครลาไมด์ (N,N’-Methylene bis acrylamide) ของ Sigma, 

U.S.A.
11. N,N,N’,N’-เททระเมธิลีนไดอามีน (N,N,N’,N'-Tetramethylenediamine, TEMED) 

ของ Sigma, U.S.A.
12. แอมโมเนียมเพอร์ชลเฟต (Ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A.
13. ลีคูแมลซี บรลเลียนท์ บลู จี-200 ( Coomassie Brilliant Blue G-250) ของ Fluka, 

Switzerland.
14. โซเดียมโดเดซิลซีลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, รอร) ของ BDH, England.
15. แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulfate) ของ BDH, England.
16. 2-เมอร์แคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของ Sigma, U.S.A.
17. ชุดโปรตีนมาตรฐานนํ้าหนักโมเลกุลสูง ของ Sigma, U.S.A.
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2.3 วิธีดำเนินการวิจัย

2.3.1 การเพาะเลี้ยง S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 และการเตรียมปิตา-ไซโลสิเดส

2.3.1.1 การเตรียมสปอร์ S trep tom yces  sp. CH7

ปลูกเช้ือ S trep tom yces  sp. CH7 ในอาหารแข็งเอียงชนิด MS (ภาคผนวก ก หมายเลข
1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-14 วัน จึงนำมาขูดสปอร์ออกโดยเทคนิคปลอด 
เช้ือ โดยใช้น้ํากล่ันปลอดเช้ือเป็นตัวแขวนลอย ดูดสปอร์แขวนลอยท่ีได้ มากรองผ่านชุดกรอง 
สปอร์ (ภาคผนวก จ หมายเลข 1) นำสปอร์แขวนลอยท่ีกรองได้มาปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 รอบ 
ต่อนาที นาน 10 นาที จึงเทส่วนน้ําใสท้ิง ล้างสปอร์ด้วยน้ํา 2 คร้ัง จากน้ันแขวนลอยใน 20 
เปอร์เซ็นต์ กลีเชอรอล ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว 2 คร้ัง โดยเจือจางให้ใด้ความเข้มข้นของสปอร์เท่า 
กับ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร แบ่งเก็บเป็นปรมาตรน้อย  ๆ (a liq uots) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะนำมาใช้

2.3.1.2 การเพาะเล้ียง S trep tom yces  sp. CH7

ถ่ายสปอร์แขวนลอยของเช้ือ S trep tom yces  sp. CH7 ปรมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 
อาหารเลียงเซือไซแลน คอมเพล็กซ์ (Xylan complex medium) pH 7.0 ปริมาตร 30 มิลลิลิตรใน 
ขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ช่ึงมีขดลวดสปริงอยู่ภายใน บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุม 
อุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง กรอง 
เซลล์ S trep tom yces  sp. CH7 ท่ีเลียงได้ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 ล้างเซลล์ด้วยน้ัา 
หลาย คๆร้ัง จากน้ันนำเชลล์ท่ีได้มาเตรียม บีตา-ไซโลลิเดล ตามวิธีท่ีตัดแปลงมาจากวิธีการของ 
Nakanishi และคณะ (1987) โดยนำเซลล์ท่ีได้มาทำให้แตกโดยบดรวมกับผงอะลูมินาในโกร่ง ด้วย 
อัตราส่วนน้ัาหนักเซลล์เปียกต่อผงอะลูมินาเท่ากับ 1 ต่อ 1 จากน้ันเติม 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท 
บัฟเฟอร์ pH 6.5 เพ่ือเป็นตัวทำละลาย นำส่วนผสมท่ีไดไปปันเหว่ียง โดยใช้เคร่ืองปันเหว่ียงปรับ 
ความเย็น ท่ีความเร็ว 10,000รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15นาที นำส่วนน้ําใสท่ีได้ไปวิเคราะห์แอคติวิ 
ตีของบีตา-ไซโลลิเดส และปริมาณโปรตีนเพ่ือใช้ในการทดลองข้ันต่อไป
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2.3.2 การตรวจสอบแอคติวิตีฃองบึตา-ไซโลสิเดส

การตรวจสอบแอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลสิเดสเป็นวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Nakanishi และคณะ 
(1987) โดยสารละลายในปฎิกัรียาประกอบด้วย 10 มิลสิโมลาร์ พารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพ 
ราโนไซด์ (p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside) ปรีมาตร 0.5 มิลสิลิตร ทีละลายอยู่ใน 100 มิลสิ 
โมลาร์ อะซิเตฑ บัฟเฟอร์ pH 6.5 และสารละลายบีตา-ไซโลสิเดส ความเข้มข้นท่ีเหมาะลม 
ปรีมาตร 0.5 มิลลิลิตร นำส่วนผลมน้ีไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที แล้ว 
เติม 500 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคาร์บอเนต ปรีมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปเพ่ือหยุดปฏิกิรียา ผสมส่วน 
ผสมท้ังหมดให้เข้ากันด้วยเครองปันผสม (vortex mixer) นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร

กราฟมาตรฐานใช้ พารา-ไนโตรทีเนอล (p-nitrophenol) ความเข้มข้นในช่วง 0-50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

1 หน่วยของบีตา-ไซโลสิเดส เท่ากับ ปรีมาณเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย พารา-ไนโตรทีเนิล บีตา- 
ด-ไซโลไพราโนไซด์ แล้วให้ พารา-ไนโตรทีเนอล ปรีมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้ 
ลภาวะข้างต้น

2.3.3 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951)

วิเคราะห์ปรีมาณโปรตีนโดยนำสารละลายตัวอย่าง 1.0 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม 
C (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.3) 5.0 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นาที เติม 
สารละลาย อ (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.4) 0.5 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที แล้วนำ 
ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร

คำนวณปรีมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum
albumin) ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
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2.3.4.1 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเหมาะสมในการตกตะกอนบีตา-ไซโลสิเดส

นำสารละลายเอนไซม์ท่ีเตรยมได้มาตกตะกอนด้วยผงแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวท่ีบด 
ละเอียดอย่างช้า  ๆ พร้อมท้ังกวนเบา  ๆ ด้วยเครองกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) โดยเพ่ิมความ 
เข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นลำดับส่วนคือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60 และ 
60-70 เปอร์เซ็นต์ แต่ละลำดับส่วนกวนสารแขวนลอยเอนไซม์ประมาณ 1-2 ช่ัวโมง นำไปปันแยก 
ส่วนตะกอนและน้ําใสออกจากกัน ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ละลาย 
ตะกอนโปรตีนท่ีได้ของแต่ละลำดับส่วนด้วย 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 โดยใช้ 
ปรมาตรน้อยท่ีสุดท่ีละลายตะกอนได้หมด ไดอะไลส์ข้ามคืนในบัฟเฟอร์ดังกล่าว หลังจากน้ันนำไป 
ปันเหว่ียงแยกตะกอนออกวัดปรมาตร ปรมาณโปรตีนและแอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลสิเดส

2.3.4.2 การทำบีตา-ไซโลสิเดลให้บรสุทธ้ิโดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต

นำสารละลายเอนไซม์ท่ีเตริยมได้มาตกตะกอนด้วยผงแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวท่ีทราบ 
ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองในข้อ 2.3.4.1 พร้อมท้ังกวนเบา  ๆ ด้วยเคร่ืองกวนแม่ 
เหล็ก กวนสารแขวนลอยเอนไซม์ประมาณ 1-2 ช่ัวโมง นำไปปันแยกส่วนตะกอนและน้ําใสออก 
จากกัน ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันละลายตะกอนโปรตีนท่ีได้ใน 
บัฟเฟอร์ท่ีเหมาะลมลำหรับการทำโปรตีนให้บริสุทธโดยคอลัมน์แลกเปล่ียนอิออนลบ คือ 50 มิลสิ 
โมลาร์ทรส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ท่ีผสม 15 มิลสิโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล ไนปร็มาตรน้อยท่ีสุด 
ท่ีละลายตะกอนโปรตีนได้หมด ไดอะไลลัข้ามคืนในบัฟเฟอร์เดิม คร้ังสุดท้ายไดอะไลสํใน 50 มิลลิ 
โมลาร์ ทรส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ท่ีผสม 15 มิลสิโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล และ 30 เปอร์เซ็นต์ 
กลีเซอรอล หลังจากน้ันนำไปปันเหว่ียงแยกตะกอนออก วัดปรมาตร ปริมาณโปรตีน และ แอคติวิตี 
ของไซโลสิเดส

2.3.4 การพำบีตา-ไซโลสิเดสให้มริสุทธ
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2.3.4.3 การทำเอนไซม์ให้บรสุทธ้ิโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราทีเ

2.3.4.3.1 ผลของความเข้มข้นและซนิดของเกลือต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

นำบีตา-ไซโลสิเดสท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในข้อ 2.3.4.2 บ่!'มาณ 
เท่าๆ กัน บ่มกับลับสเตรทและโซเดียมคลอไรด์หรอโพแทสเซียมคลอไรด์ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 
ในช่วง 0-500 มิลลืโมลาร์นำไปหาแอคติวิดีของบีตา-ไซโลสิเดสตามวิธีการในข้อ 2.3.2

2.3.4.3.2 ผลของเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ (N-ethylmaleimide) ในการยับย้ังการทำงานของ 
บีตา- ไซโลสิเดล

บ่มบีตา-ไซโลสิเดสท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตในข้อ 2.3.4.2 บ่!มาณ 
เท่าๆ กัน ในเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น0 -5 มิลสิโมลาร์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วนำมาหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสท่ีเหลืออยู่ตามวิธีการในข้อ
2.3.2

2.3.4.3.3 ผลของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ในการกลับคีนแอคติวิตี 
ของบีตา-ไซโลสิเดลท่ีผ่านการบ่มด้วยเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ (N-ethylmaleimide)

บ่มบีตา-ไซโลสิเดสท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตในข้อ 2.3.4.2 ป!มาณ 
เท่าๆ กัน ในเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น0 .2 มิลสิโมลาร์ที่อุณหภูมิ4 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา15 นาที จากน้ันเติม 2-เมอร์แคบโตเอธานอลให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-8 
มิลสิโมลาร์ และบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นำมาหาแอคติวิดีฃองบีตา- 
ไซโลสิเดลท่ีเหลืออยู่ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดลท่ีไม่ผ่านการบ่มในเอ็น-เอธิล 
มาลีอิไมด์และ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลเป็นตัวเปรียบเทียบ
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2.3.4.3.4 ผลของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลต่อแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส

บ่มบีตา-ไซโลสิเดลในปริมาณเท่าๆกันใน 2-เมอร์แคบโตเอธานอลให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 
เป็น 0-20 มิลลิโมลาร์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 15 นาที นำมาหาแอคติวิตีฃองบีตา- 
ไซโลสิเดสตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสท่ีไม่ผ่านการบ่มใน 2-เมอร์แคบโต
เอธานอลเป็นตัวเปรียบเทียบ

2.3.4.3.5 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้ปริสุทธ้ิโดยคอลัมน์ดือีเออี ไบโอ-เจล เอ

ล้างสารแขวนลอยดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ด้วยน้ํากล่ัน โดยใช้แท่งแก้วคนเบา  ๆ แล้วปล่อยให้ 
เจลนอนก้น เทส่วนน้ําใลพร้อมกับเจลละเอียด (fine p artic les) ท่ียังลอยอยู่ด้านบนท้ิงไป ทำเช่นน้ี 
หลายๆคร้ังจนไม่มีเม็ดเจลละเอียดแขวนลอยอยู่ คร้ังสุดท้ายแช่เจลใน 50 มิลสิโมลาร์ ทรส บ่'ฟ 
เพ่อร์ pH 7.5 นำเจล คอลัมน์ และสารละลายบ่พ่เพ่อร์ท่ีจะใข้ไปกำจ้ดพ่องอากาศออกโดยวิธี 
so n ica tio n  ภายใต้สุญญากาศประมาณ 15-30 นาที แล้วบรรจุเจลลงในคอลัมน์ขนาดเล้นผ่าน 
ศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 27 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 48 มิลสิลิตร ผ่านลารละลายบัฟเฟอร์ท่ี 
ประกอบด้วย 50 มิลลัโมลาร์ ท่ริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 และ 15 มิลลิโมลาร์2-เมอร์แคบโตเอธานอล 
ลงในคอลัมน์ ปริมาตร 2-3 เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 30 มิลสิลิตรต่อ'ช่ัวโมง ค่อยๆ  
ใส่สารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเพ่ตอ่ิมตัว 40-70 เปอร์เซ็นต์ ลงบน 
ผิวหน้าเจลเบาๆซะโปรตีนท่ีไม่ถูกจับกับดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์เดิม ติด 
ตามโปรตีนโดยการวัดค่าการดูดกลืนแลงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร จนมีค่าใกล้ศูนย์ จึงซะ 
โปรตีนท่ีจับอยู่กับเจลออกโดยใช้ 300-1000 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรต์เกรเตียนทํใน 50 มิล 
สิโมลาร์ ท่ริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ท่ีมี15 มิลลัโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล เก็บลำตับส่วนละ 2 
มิลลิลิตร นำไปวัดค่าการดูดกลืนแลงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีในแต่ละ 
ลำตับส่วน จากน้ันรวบรวมลำตับส่วนท่ีมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงเข้าด้วยกัน ลดปริมาตร 
ตัวอย่างโดยวิธี co n c en tr a tin g  centrifugation  ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที ด้วย con cen trator  

tu b e  ซ่ึงมีเมมเบรนท่ีมีการตัดขนาดโมเลกุล (m o lecu lar  w e ig h t cut-off) 10,000 ดาลตัน จากน้ัน 
นำไปไดอะไลส์ใน 100 มิลลัโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 15 มิลลิโมลาร์ 2-เมอร์แคบโต 
เอธานอล 2 คร้ัง คร้ังแรก 4-6 ช่ัวโมง คร้ังท่ี 2 ไดอะไลลัข้ามคืน สุดท้ายนำไปไดอะไลส์ใน100 มิลลิ 
โมลาร์ อะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 15 มิลลิโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล และ 30 เปอร์เซ็นต์ 
กลีเชอรอล 6-8 ช่ัวโมง วัดปริมาตรของสารละลายท่ีได้ แอคติวิตี และ'ปริมาณโปรตีน



29

แซ่เซฟาเด็กซ์ จ ี-200 ในนํ้ากลั่นปริมาตรมากเกินพอ โดยค่อยๆโปรยผงเจลลงในนํ้ากลั่น ใช้ 
แท่งแก้วกวนเบาๆให้เจลแขวนลอยเป็นเนื้อเดียวกัน นำไปต้มในอ่างนื้าเดือดเป็นเวลา 5 ช่ัวโมง 
เพ่ีอให้เจลพองตัวเต็มท่ี ปล่อยให้เย็น เทส่วนน้ําใล พร้อมเจลละเอียด (fine particles) ท้ิง ทำเซ่นนี้ 
หลายๆครั้ง ครั้งสุดท้ายแซ่เจลใน 100 มิลสิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 50 มิลลัโมลาร์ 
โพแทสเซียมคลอไรด์ ผสมอยู่ นำเจล คอลัมน์ และสารละลายบัฟเฟอร์ที่จะใช้ไปกำจัดฟอง
อากาศออกโดยวิธี sonication ภายใต้สุญญากาศประมาณ 15-30 นาที แล้วบรรจุเจลลงใน 
คอลัมน์ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 46 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 81.3 มิลสิลิตร 
ผ่านสารละลาย 100 มิลสิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 50 มิลลัโมลาร์ โพแทสเซียมคลอ 
ไรด์ และ 15 มิลลัโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล ผสมอยู่ลงในคอลัมน์ประมาณ 2-3 เท่าของ 
ปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 9 มิลลิลิตรต่อ'ช่ัวโมง นำบีตา-ไซโลลิเดสที่ไต้จากข้อ 2.3.4.3.5 มา 
ใส่ลงลนผิวหน้าเจลเบาๆ ซะโปรตีนด้วยบัฟเฟอร์เดิม เก็บลำดับส่วนละ 0.6 มิลลิลิตร วัดค่าการดูด 
กลืนแสงที่ความยาวคลี่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิดีในแต่ละลำดับส่วน รวบรวมลำดับส่วน 
ที่มีแอคติวิดีสูงเข้าด้วยกัน นำไปไดอะไลสํใน 100 มิลลืโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 15 
มิลลืโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล และ 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอลผสมอยู่ ประมาณ 6-8 ช่ัวโมง 
วัดปริมาตรของสารละลายที่ได้ แอคติวิดี และปริมาณโปรตีน

2.3.4.3.6 การทำบีตา-ไซโลลิเดสบรสุทธ้ิโดยคอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-200
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2.3.5 การตรวจส'อบความบรสิทุธฃองบีตา-ไชโสสิเดส โดยวิธีพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลค 
โทรโฟริริเส (Native polyacrylamide gel electrophoresis) ดเดแปลงจากว ิธ ีการของ 
Laemmli (1970)

ประกบแผ่นแก้วขนาด 8.3 X 10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 X  10.2 เข้าด้วยกัน โดยมี 
แผ่นพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร ลอดอยู่ที่ขอบด้านข้างทั้งลอง ประกอบแผ่นแก้วนี้เข้า 
กับชุดหล่อเจล เทสารละลายผลมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 2.7) ลงในแผ่นแก้วให้มีความสูง 5 เซนติเมตร เติมนํ้ากลั่นลงบนผิวหน้า 
เจลให้มีความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ้งไว้จนเจลแข็งตัว ซับนํ้าออก เทลารละลายผสมลแตกกิง 
เจล (stacking gel) ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.8) ให้ท่วมซ่องว่างที่ 
เหลือในแผ่นแก้ว วางแผ่นพลาสติกสำหรับเตรียมซ่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่น 
แก้ว ตั้งทิ้งไว้จนกระทั่งเจลแข็งตัว แล้วจึงดึงแผ่นพลาสติกออก ล้างซ่องใส่ตัวอย่างด้วยอีเลคโทรด 
บัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.1) นำแผ่นเจลที่เตรียมได้มาประกอบเข้ากับชุดทำอีเลคโทร 
โฬรซิล เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ลงในชุดทำอีเลคโทรโฟรีซิลจนเต็ม นำโปรตีนที่จะวิเคราะห์และ 
โปรตีนมาตรฐานมาเจือจางในบัฟเฟอร์สำหรับโปรตีนที่จะใช้วิเคราะห์ (sample buffer) (ภาค 
ผนวก ข หมายเลข 2.5 ) เตรียมให้ได้ความเข้มข้นของทุกตัวอย่างเท่ากัน หยอดตัวอย่าง 20 
ไมโครลิตร ลงในซ่องใส่ตัวอย่างแล้วทำการอีเลคโทรโฟรซิีสท่ี 200 โวลท์ จนลืของบรอมทีเนอลบลู 
เคลื่อนที่ลงมาใกล้ถึงปลายสุดของแผ่นเจล นำเจลออกจากแผ่นแก้ว และย้อมลืโปรตีน (Dye 
staining) โดยใช้ลืคูแมสซี บลู โดยนำเจลไปแซ่ในนํ้ายาย้อมลื (staining solution) เป็นเวลา 30 
นาที แล้วล้างลืส่วนเกินออกด้วยสารละลายล้างลื (destaging solution) จนเห็นแถบโปรตีนซัด 
เจน สำหรับการย้อมแอคติวิตี (activity staining) ทำโดยแซ่เจลใน พารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโล 
ไพราโนไซด์ ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์บ่มที่ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบแถบ 
ลืเหลืองของพารา-ไนโตรทีเนอลท่ีเกิดขึ้น
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2.3.6 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส

2.3.6.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทำเจลทีเลเตรชันผ่านคอลัมน์ 
เซฟาเด็กช์จี-200

ผ่านสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ได้แก่ คะตะเลส โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน และ ไซโทโครม ซี 
ซ่ึงมีน้ีาหนักโมเลกุลเท่ากับ 232,000, 66,000 และ 13,237 ดาลตัน ตามลำดับ ลงในคอลัมน์เซฟา 
เด็กจ์ จี-200 ในภาวะเดียวกับท่ีใข้ทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บริลุทธ้ีในข้อ 2.2.4.3.6 นำแต่ละลำดับ 
ส่วนมาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้มาเซียนกราฟมาตรฐาน 
ระหว่างค่าลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอร์ท่ีใข้ซะ 
โปรตีน

2.3.6.2 การหานํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดล โดยการทำอีเลคโทรโฟรีซิสบนโซเดียมโด 
เดซิลชัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis) ตัดแปลงจากวิธีการของ Laemmli (1970)

นำบีตา-ไซโลสิเดลที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ้โดยวิธีพอสิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิลและ 
ติดตามด้วยการย้อมแอคติวิตีแล้วแยกออกจากเจล และสารละลายโปรตีนมาตรฐาน มาทำอีเลค 
โทรโฬรีซิสบนโซเดียมโดเดซิลชัลเฟตพอสิอะค่รีลาไมด์เจล โดยประกบแผ่นแก้วขนาด 8.3 X 10.2 
เซนติเมตร และขนาด 7.3 X 10.2 เข้าด้วยกัน โดยมีแผ่นพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอด 
อยู่ที่ขอบด้านข้างทั้งสอง ประกอบแผ่นแก้วนี้เข้ากับชุดหล่อเจล เทสารละลายผสมของเซพาเรติง 
เจล (separating gel) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.4) ลงในแผ่นแก้ว 
ให้มีความสูง 5 เซนติเมตร เติมนํ้ากลั่นลงบนผิวหน้าเจลให้มีความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ้งไว้ 
จนเจลแข็งตัว ชับนํ้าออก เทสารละลายผสมลแตกกิงเจล (stacking gel) ความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.6) ให้ท่วมช่องว่างที่เหลือในแผ่นแก้ว วางแผ่นพลาสติก 
สำหรับเตริยมช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่นแก้ว ตั้งทิ้งไว้จนกระทั้งเจลแข็งตัว แล้ว 
จึงดึงแผ่นพลาสติกออก ล้างช่องใส่ตัวอย่างด้วยอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.1) 
นำแผ่นเจลที่เตริยมได้มาประกอบเข้ากับชุดทำอีเลคโทรโฟรีซิล เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ลงในชุดทำ 
อีเลคโทรโฟรีริลจนเต็ม นำโปรตีนที่จะวิเคราะห์และโปรตีนมาตรฐานมาเจือจางในบัฟเฟอร์สำหรับ 
โปรตีนที่จะใช้วิเคราะห์ (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.3 ) หยอดตัวอย่าง 20 
ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตัวอย่างแล้วทำการอีเลคโทรโฟรีซ ิส ท ี่ 200 โวล ท ์ จนสิฃองบรอมทีเนอลบลู
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เคลื่อนที่ลงมาใกล้ถึงปลายสุดของแผ่นเจล นำเจลออกจากแผ่นแก้ว และย้อมสิโปรตีน (Dye 
staining) โดยใช้สืคูแมลซี บลู โดยนำเจลไปแช่ในนํ้ายาย้อมสิ (staining solution) เป็นเวลา 30 
นาที แล้วล้างสิส่วนเกินออก ด้วยสารละลายล้างสิ (destaging solution) จนเห็นแถบโปรตีน 
ชัดเจน ประมาณนํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยพิจารณาการเคลื่อนที่ของบีตา-ไซโลสิเดส 
เทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน

2.3.7 การสิกษาสมบัต ิของบีตา-ไชโลส ิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7

2.3.7.1 อุณหภูมิที่เหมาะลมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

นำบีตา-ไซโลสิเดสที่ผ่านการทำให้บริสุทธี้แล้วในปริมาณเท่าๆกันมาวิเคราะห์แอคติวิตี 
ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยแปรอุณหภูมิที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาตั้งแต่ 30-80 องศาเซลเซียส

2.3.7.2 ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

นำบีตา-ไซโลสิเดสที่ผ่านการทำให้บริสุฑธี้แล้วในปริมาณเท่าๆกันมาวิเคราะห์แอคติวิตี 
ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยแปรความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์ที่ใช้ให้อยู่ในช่วงความเป็นกรดด่าง 
ต่างๆดังนี้

า00 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ ในช่วง pH 4.0-6.5
100 มิลลิโมลาร์ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ ในช่วง pH 6.0-8.5
า00 มิลลิโมลาร์ท่ริส บัฟเฟอร์ ในช่วง pH 8.0-9.0

2.3.7.3 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสต่ออุณหภูมิ

บ่มบีตา-'โชโลสิเดสท่ีผ่านการทำ'ให้'ปริสุ'ทธีแล้ว'ใน 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH
6.5 ที่อุณหภูมิในช่วง 35-80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วนำมาหาแอคติวิตีฃองบีตา- 
ไซโลสิเดลที่เหลืออยู่ ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสที่ไม่ผ่านการบ่มเป็นตัวเปรียบ
เทยบ
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2.37.4 ความเสถียรรองบีตา-ไซโลสิเดสต่อความเป็นกรดด่าง

บ่มบีตา-ไซโลสิเดลที่ผ่านการทำให้ปริสุทธึ๋แล้ว ท่ี pH 4.0-9.0 ในบัฟเฟอร์ซนิดต่างๆดัง 
ระบุในข้อ 3 เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนำมาหาแอคติวิตีของบีตา- 
ไซโลสิเดลที่เหลืออยู่ ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสที่ไม่ผ่านการบ่มเป็นตัวเปรยบ 
เทียบ

2.37.5 การหาค่าความจำเพาะต่อสับสเตรท ( K J  ของบีตา-ไซโลสิเดส

นำบีตา-ไซโลสิเดสที่ผ่านการทำให้บรสุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆกัน มาผสมกับสับลเตรท
คือ พารา- หรอ ออร์โธ-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายขณะทำ 
ปฎิกริยาอยู่ในซ่วง 0.5-10.0 มิลสิโมลาร์ นำไปหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส ตามวิธีการในข้อ
2.3.2

2.37.6 ผลของไซโลลในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

นำบีตา-ไซโลสิเดลที่ผ่านการทำให้บ่ริสุทธี้แล้วในปริมาณเท่าๆกัน มาวิเคราะห์แอคติวิดี
ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยเติมไซโลลลงไปด้วยให้ใด้ความเข้มข้นสุดท้ายของไซโลลอยู่ในช่วง 
0-500 มิลสิโมลาร์

2.3.77 ผลของอะราบิโนลในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

นำบีตา-ไซโลสิเดลที่ผ่านการทำให้ปริสุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆกัน มาวิเคราะห์แอคติวิตี 
ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยเติมอะราบิโนสลงไปด้วยให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของอะราบิโนสอยู่ 
ในช่วง 0-500 มิลลืโมลาร์
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2.37.8 ผลของอิออนโลหะต่อการทำงานของบีตา-ไซโลลิเดล

นำบีตา-ไซโลลิเดลที่ผ่านการทำให้บรลุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆกันมาวิเคราะห์แอคติวิตื 
ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 โดยเติมอิออนของโลหะชนิดต่างๆลงในสารผสมของปฏิกิริยา ท่ีความเข้ม 
ข ้น 0.1-10มิลลิโมลาร์ ดังน้ี

แคลเซียมคลอ'ไรด์ (CaCI2.2H20)
โคบอลคลอไรด์ (CoCI2.6H20)
คอปเปอริซลเพ่ต (CuS04.5H20)
เพ่อรัสชัลเฟต (FeS04.7H20)
เมอริคิวรคลอไรด์ (HgCi2)
แมกนีเซียมชัลเพ่ต (MgS04.7H20)
แมงกานีสซัลเพ่ต (MnS04.H20)
นิเกิลคลอไรด์ (NiCI2.6H20)
ซิงค์ชัลเพ่ต (ZnS04.7H20)
โดยมีบีตา-ไซโลลิเดลในปฏิกิริยาที่ไม่เติมอิออนโลหะเป็นตัวเปรยบเทียบ

2.37.9 การตรวจสอบความจำเพาะต่อสับลเตรท (substrate specificity) ของบีตา-ไซโล 
สิเดส

นำบีตา-ไซโลลิเดลที่ผ่านการทำให้บรสุทธี้แล้วในปริมาณเท่าๆกัน มาตรวจสอบความ
จำเพาะต่อสับลเตรท (substrate specificity) โดยใช้สารประกอบชนิดต่างๆดังต่อไปนี้ 

p-nitrophenyl (3-D-xylopyrarioside (p-NPX), 5 มิลลิโมลาร์ 
o-nitrophenyl p-D-xylopyranoside (o-NPX), 5 มิลลิโมลาร์ 
p-nitrophenyl a-L-arabinofuranoside (p-NPAF), 1 มิลสิโมลาร์ 
ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ต (Oat spelt xylan), 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ไซแลนจากไม้ฒิร์ช (Birchwood xylan), 10 มิลสิกรัมต่อมิลสิลิตร

ลำหรับ p-NPX, o-NPX และ p-NPAF วิเคราะห์ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
ตามวิธีการในข้อ 2.3.2

ลิวนไซแลนใช้เป็นสับสเตรทในการวิเคราะห์แอคติวิตีของไซแลเนสของบีตา-ไซโลลิเดส 
โดยการวัดปริมาณนํ้าตาลไซโลสที่เกิดจากการย่อยสลายไซแลน ในปฏิกิริยาที่ดัดแปลงมาจากวิธี 
ของ Nakajima และคณะ (1984) ซึ่งมีลิวนผสมของปฏิกิริยาคือ
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0.1 มล.ของสารละลายไซแลนความเข้มข้น 10 มก.ต่อมล. ซึ่งละลายใน 100 มิลลิโมลาร์ 
อะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 5.5

0.8 มล. ของ 100 มิลลิโมลาร์อะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 6.5
0.1 มล. ของสารละลายเอนไซม์ความเข้มข้นที่เหมาะสม
บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยต้มในอ่างนั้าเดือด 

10 นาที วิเคราะห์นั้าตาลรีติวซ์ที่เกิดขึ้นโดยวิธี Somogyi (1951) และ Nelson (1944) โดยนำตัว 
อย่างที่จะวิเคราะห์ปริมาตร 1 มล. เติมสารละลายอัลคาไลด์คอปเปอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข
4.1) 1 มล. ผสมให้เข้ากันแล้วต้มในอ่างนํ้าเดือด 15 นาที แล้วแช่ในอ่างนํ้าเย็นทันที จากนั้นเติม 
สารละลายเนลตัน (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.2) 1 มล. ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 
นาที เติมน้ํา 5 มล. แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร คำนวณ 
ปริมาณนั้าตาลรติวซ์จากกราฟมาตรฐานของนํ้าตาลไซโลส ความเข้มข้น 0-200 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลืลิตร และกำหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์คือปริมาณเอนไซม์ที่ย่อยสลายไซแลนแล้วได้นั้าตาล 
รติวซ์เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีทดสอบ

2.3.7.10 การตรวจลอบแอคติวิตีของเซลสู»ลสฃองบีตา-ไซโลลืเดล

นำบตีา-ไซโลลเืดลทีผ่า่นการทำใหป้ริสทุธิแ้ลว้มาตรวจสอบแอคตวิติขีองเซลลเูลลโดยวดั 
ปริมาณนัา้ตาลกลโูคสทีเ่กดิขึน้จากการยอ่ยสลายคาร์บอกซเีมธลีเซลลโูลส ซ่ึงในปฏกิิริยาประกอบ 
ด้วย 0.5 มล. ของสารละลายเอนไซมค์วามเขม้ขน้ทีเ่หมาะสม 0.5 มล. ของสารละลายคาร์บอกซี 
เมธีลเซลลโูลสความเขม้ขน้ 10 มก.ต่อมล. ละลายใน 100 มลิลโิมลาร ์อะซเิตทบฟัเฟอร ์pH 6.5 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที แลว้นำไปหานัา้ตาลรติวซ์โดยวธิใีชก้รดไดโนโตรซา 
ลไิซลกื (Miller, 1959) โดยนำสารละลายตวัอยา่ง 1 มล. ผสมกบัสารละลายไดไนโตรซาลไิซลกิ 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 4.3) 1 มล. ตม้ในอ่างน้ําเดือด 5 นาที นำไปแชใ่นอา่งนัา้แขง็แลว้เตมินํา้ 
กล่ัน 10 มล. นำไปวดัคา่การดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร คำนวณปริมาณน้ัาตาล 
รีตวิขจ์ากกราฟมาตรฐานของนัา้ตาลกลโูคสความเขม้ขน้ 0-1 มลิลกิรัมตอ่มลิลลิติร และกำหนดให ้
1 หน่วยเอนไซมคื์อ ปริมาณเอนไซมท์ีย่อ่ยสลายคาร์บอกซเีมธลีเซลลโูลสแลว้ไดน้ัา้ตาลรีตวิซเ์กดิ 
ขึน้ 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะทีท่ดสอบ

1 2 0 6 ๐
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2.3.7.11 การตรวจสอบแอคติวิตีฃองกลูโคสไอโซเมอเรสของบีตา-ไซโลสิเดส

นำบตีา-ไซโลสเิดสทีผ่า่นการทำใหป้ริสทุธีแ้ลว้มาตรวจสอบแอคตวิิตฃีองกลโูคสไอโซเมอ 
เรลโดยนำเอนไซมม์า 0.5 มล. เติมส่วนผสม'ของปฏิกึรขา'ซ่ึงประกอบด้วย

0.6 มล. ของ 0.5 โมลารฟ์อสเฟตบฟัเฟอร ์pH 7.0
0.1 มล. ของ 0.1 โมลาร ์แมกนีเซียมซัลเฟต
0.2 มล. ของ 0.001 โมลารโ์คบอลทค์ลอไรด์
0.5 มล. ของ 2.0 โมลาร ์กลูโคส
เติม'น้ํากล่ัน ให้ไล้ปเริม,าณสุดท้ายเป็น 2.0 มล. นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เก็บ 

สารละลายที่เวลา 0, 10, 20 และ 30 นาที นำมาเจือจาง 300 เท่า ด้วยนํ้ากลั่น นำสารละลายนี้
0.5 มล. ไปหาปริมาณนํ้าตาลฟรักโทสโดยวิธีการของ Marshall และ Kooi (1957) ซึ่งดัดแปลงมา 
จากวิธีการของ Dische และ Borenfreund (1951) โดยนำสารละลายที่ต้องการ่วิเคราะห์มาเติม 3 
มล. ของ 70 เปอร์เซ็นต์ กรด1ซัลฬุรัก 0.1 มล. ของ 1.5 เปอร์เซ็นต์ cysteine.HCI แล้วเติม 0.1 มล. 
ของ 0.12 เปอร์เซ็นต์ alcoholic carbazole ทันที ผสมให้เข้ากัน และบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 10 นาที จากนั้นนำไปแซ่ในอ่างนํ้าเย็นเป็นเวลา 5 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร คำนวณปริมาณนั้าตาลฟรักโทสจากกราฟมาตรฐานของนํ้าตาล 
ฟรักโทสความเข้มข้น 0-50 ไมโครกรัมต่อมิลสิลิตร กำหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์เท่ากับปรมาณ 
ของเอนไซม์ที่สามารถเปลี่ยนกลูโคสไปเป็นฟรักโทส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ี
ทดสอบ
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