
อุปกรณ เคมีภ ัณฑ ์และวิธ ีการดำเน ินการวิจ ้ย

เครื่องมือที่ใช้ในทารทดลอง

1. เค่รื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (controlled environmental incubator shaker) ของ New 

Brunswick Co., บ.S.A.

2. เครืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer, Spectronic 21) ของ Bausch and 

Lomb, U.S.A.

3. เครืองวัดคาการดูดกลืนแลง ( UV/visible recording spectrophotometer ) รุน UV-160A 

ของ Shimadzu corporation, Japan.

4. เครื่องวัดคาความเป็นกรดด่าง (digital pH meter) รุ่น 240 ของ Corning, U.S.A.

5. เครื่องชั่งรุ่น L2200P และ A200S ของ Sartorius, U.S.A.

6. เครื่องนึ่งซบฆาเชื้อ (autoclave) รุ่น SS-325 ของ'Tomy Seiko Co., LTD., Japan.

7. เครืองปันเหวียงปรบความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 Beckman.U.S.A.

8. อางนำควบคุมอุณหภูม ิ (water bath) ของ Memmert, Germany.

9. ดู้เขี่ยเชื้อแบบ laminar Flow ของ ISSCO รุ่น J2-21 U.S.A.

10. ดู[แช่แข็ง (Deep Freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของ Sanyo 

electronic Co.,Ltd., Japan.

11. เครืองโครมาโตรกราฟึ (Low Pressure Liquid chromatography) รุน Econo ของ Bio- 

Rad,U.S.A.

12. อุปกรณ์อัลตราฟิลเตรชัน (ultrafiltration cell) ของ Amicon, U.S.A.

13. เครองอิเลคโตรโฟริชิส (electrophoresis) ของ Hoefler Scientific Instrument, San 

Francisco, U.S.A.

14. เครองอิเลคโตรโ'ฬรชสแบบแผน (slab gel electrophoresis equipment) รุน Mini-

Protein II Dual ของ Bio-Rad, U.S.A.



เคมีภัณฑ์ที่ใช้ไนการทดลอง

1. ไชแลนจากเปลือกขาวโอต (xylan from oat spelts) ของ Sigma, บ.S.A,

2. พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A.

3. ออร์โธ-ไนโตรฟืนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (๐-ทitrophenyl p-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A.

4. พารา-ไนโตรฟึนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A.

5. อะลูม ินา (alumina) ของ Sigma, U.S.A.

6. ดีอีเออี-ไบโอเจล อกาโรล (DEAE-Biogel Agarose) ของ Bio-Rad, U.S.A.

7. เซฟาเด็กซ์ จี-200 (Sephadex G-200) ของ Pharmacia Fine Chemicals, Sweden.

8. อะครลาใมด (acrylamide) ของ Sigma, U.S.A.

9. บิส (N,N-methylene bis acrylamide) ของ Sigma, U.S.A.

10. ทริส (Tris 2-amino-2 (hydroxymethyl) propane-1-3 diol) ของ Sigma, U.S.A.

11. TEMED (N,N,N‘,N\- Tetramethylethylenediamine) ของ Sigma, U.S.A.

12. ลืโคแมลชี บลู จิ-250 (Comassie brilliant blue G-250) ของ Fluka, Switzerland.

13. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A.

14. ไดไธโอธริอีทอล (dithiothreitol) ของ Sigma, U.S.A.

15. เอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ (N-ethlymaleimide) ของ Sigma, U.S.A.

16. แอมโมเนียมชลเฟต (ammonium sulfate) ของ Sigma, U.S.A.
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วิธ ีดำเนินการวิจ ัย

การเพาะเลี้ยง Streptomvces sp.43-4 และการเตรียมบีตา-ไซโลชิเดส

การเตรียมสปอร์ Streptomvces sp.43-4

ปลูกเชื้อ Streptomyces sp. 43-4 ในอาหารแข็งเอียงชนิด MS (ภาคผนวก ก หมายเลข 
1 ) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียล เป็นเวลา 7-10 วัน จึงนำมาเดสปอร์ออกโดยเทคนิคปลอด 
เชื้อ โดยใช้นํ้ากลั่นปลอดเชื้อเป็นตัวทำละลาย ดูดลารละลายแขวนลอยของสปอร์ที่ได้มากรอง 
ผ่านชุดกรองสปอร์ (ภาคผนวก จ หมายเลข 1) นำสารแขวนลอยสปอร์ที่กรองได้มาปันเหวี่ยงที่ 
ความเร็ว 3000 รอบตอนาที นาน 10 นาที จึงเทส่วนนํ้าใลทิ้ง ทำเช่นนี้ 2 คร้ัง จากนั้นใช้ 
20 เปอร์เชนต์ กลีเชอรอล ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแล้ว 2 คร้ัง เป็นตัวทำละลายและเจือจางให้ได้ 
ความเข้มช้นของสปอร์เทากับ 10 8 สปอร์ตอมิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเช ียล จนกวา 
จะนำมาใช้

การเพาะเลี้ยง S t r e p t o m y c e s  sp.43-4

นำสปอร์แขวนลอยที่เตรียมได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริพติค 

ซอย บรอท (Tryptic soy broth) pH 7.0 ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิล ิตร ซึ่งมีขดลวดสปริง 

อยูภายใน นำไปบ,มบนเค่รื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิชนิด rotary shaker ด้วยความเร็ว 180 รอบต่อ 

นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียล จึงนำมาเป็นหัวเชื้อ (inoculum) ถ่ายหัวเชื้อ 

ปริมาตร 10 เปอร์เซนต์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไซแลน คอมเพล็กซ์ ม ีเด ียม (ภาคผนวก ก หมายเลข 

2) ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร และมีขดลวดสปริงอยูเช่นกัน นำไปบ่มเขยาบนเครื่อง 

เขย่าควบคุมอุณหภูมิแบบ rotary shaker ด้วยความเร็ว 180 รอบตอนาทีที่อ ุณหภูมิ 25 องศา- 

เซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง กรองเซลล์ S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ที่เลี้ยงได้ด้วยกระดาษกรอง 

Whatman เบอร์ 4 ล้างเซลล์ด้วยนํ้าและ 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท ปัฟเฟอร์ pH 6.5 จากน้ันนำ 

เซลล์มาเตรียมบีตา-ไซโลชิเดสตามวิธีการที่ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Nakanishi และคณะ (1987) 

โดยนำเซลล์ที่ได้มาทำให้แตกโดยบดรวมกับผงอะลูมินา (alumina) ในโกร่งด้วยอัตราส่วนนํ้าหนัก 

เซลล์เปียกตอผงอะลูม ินาเป็น 1 ตอ 1 จากนั้นเติม 100 มิลลิโมลาร์ อะชิเตท บฟเฟอร์ pH 6.5 

เพื่อเป็นตัวทำละลายนำส่วนผสมที,ได้ไปปันเหวี่ยงที,ความเร็ว 8000 รอบตอนาที เป็นเวลา
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10 นาที นำส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดสและปริมาณโปรตีนเพื่อใช้ในการ 

ทดลองขั้นต่อไป

การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไชโลชิเดส

การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดลเป็นวิธีที'ดัดแปลงมาจาก Nakanishi และคณะ 

(1987) ซึ่งในปฏิกิริยาประกอบด้วย 0.5 มิลลิลิตรของ 10 มิลลิ'โมลารพารา-ไน'โตร#นิล บีตา-ตี- 

ไซโลไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside) ที่ละลายอยู่ใน 100 มิลลิโมลาร์ อะชิเตท 

บัฟเฟอร์ pH 6.5 และสารละลายบีตา-ไซโลซิเดสความเข้มข้นที่เหมาะสม ปริมาตร 0.5 มิลลิล ิตร 

นำส่วนผสมนี้ไปบมที่อ ุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จ ึงเต ิม 500 มิลลิโมลาร์ 

โซเดียมคาร์บอเนต ปริมาตร 5 มิลลิล ิตร ลงไปเพื่อหยุดปฏิกิริยา ผสมส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน 

ด ้วยเครื่องบันผสม (vortex mixer) นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร

กราฟมาตรฐานใช้ พาราไนโตรฟึนอล (p-nitrophenyl) ความเข้มข้นในช่วง 0-50 ไมโครกรัม 

ตอมลลลตร

1 หน่วยของบีตา-ไซโลซิเดสเทากับ ปริมาณเอนไซม์ที่ย่อยสลาย พารา-ไนโตรฟึนิล บ ีตา­

ด-ไซโลไพราโนไซด์ แล้วให้พารา-ไนโตรฟึนอลปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาทีภายใต้ภาวะที, 

ทดสอบแอคติวิตี ดังกล่าวข้างด้น

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยคำนวณจากคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280

นาโนเมตร ตามวิธีการของ Layne และคณะ (1957) โดยนำโปรตีนดัวอยางความเข้มข้นที'

เหมาะลมมาตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 และ 260 นาโนเมตร

1 มิลลิกรัม'โปรตีนต่อมิลลิลิตร เทากับ 1.55X ค่าการดูดกลืนแลงทีความยาวคลื่น280 

นาโนเมตร - 0.76 X คาการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร
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การทำบีตา-ไซโลซิเดสให้บริส;ทธิ้

1. การหาความเข้มขนของแอมโมเนียมชัลเฟตที'เหมาะสมในการตกตะกอนบีตา- 

ไซโลชิเดส

นำสารละลายเอนไซม์ที่เตรียมได้มาตกตะกอนด้วยผงแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว ที่บด

ละเอียดอย่างช้าๆ พร้อมทั้งกวนเบาๆ ด้วยเครื่องกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) โดยเพิ่ม

ความเข้มข้นของเกลีอแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นลำตับส่วนคือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 

60-70 และ 70-80 เปอร์เซนต์ แต่ละลำตับส่วนกวนสารแขวนลอยเอนไซม์ประมาณ 1-2 ชั่วโมง นำ 

ไปปันแยกสวนตะกอนและนํ้าใสออกจากตัน ด้วยความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที 

ละลายตะกอนโปรตีนที่ได้ของแต่ละลำตับส่วนด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทรีส ป ัฟเฟอร์ pH 7.5 ใน 

ปริมาตรน้อยที่ลุดที่ละลายตะกอนได้หมด ไดอะไลล์ข้ามคืนในบัฟเฟอร์ตังกล่าว หลังจากนั้นนำ 

ไปปันเหวี่ยงแยกตะกอนออก ตัดปริมาตร ปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีของไซโลชิเดส

2. การทำบีตา-ไซโลชิเดสให้ปริสุทธิ้โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต

นำสารละลายเอนไซม์ที,เตรียมได้มาตกตะกอนด้วยผงแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวที่ทราบ 
ความเข้มข้นแน่นอนในการตกตะกอนบีตา-ไซโลซิเดส พร้อมทั้งกวนเบาๆ ด้วยเครื่องกวนแม
เหล็ก (magnetic stirrer) กวนสารแขวนลอยเอนไซม์ประมาณ 1-2 ช่ัวโมง นำไปปันแยกส่วน 
ตะกอนและน้าใสออกจากตัน ด้วยความเร็ว 8000 รอบตอนาที เป ็นเวลา 30 นาที ละลายตะกอน 
โปรตีนที่ได้ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ที่ผสม 2 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอลใน 
ปริมาตรน้อยที่สุดที่ละลายตะกอนได้หมด ไดอะไลล์ข้ามคืนใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH
7.5 ที่ผสม 5 มิลลัโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอล ครั้งสุดท้ายไดอะไลส์ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริล บัฟเฟอร์ 
pH 7.5 ที่ผสม 10 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอลและ 50 เปอร์เซนต์ กลีเชอรอล หลังจากนั้นนำไป 
บ ัน เหวี่ยงแยกตะกอนออก ตัดปริมาตร ปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีฃองไซโลชิเดล
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3, การทำเอนไซม์ไหับริสุทธีโดยวิธีคอลัมน์โครมาโดรกราฟึ

3.1 ความเข้มข้นและชนิดของเกลือต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

นำบีตา-ไซโลซิเดสที'ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชลเฟตในข้อ 2

บรมาณเทาๆกัน มาผสมกับซับลเตรทและแปรโซเดียมคลอไรด์หรือโพแทสเซียมคลอไรด์ให้ได้

ความเข้มข้นสุดท้ายของเกลือในซวง 0-500 มิลลิโมลาร์ นำไปหาแอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลซิเดส 

ตามวิธีการในหน้า 32

3.2 ผลของเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ (N-ethylmaieimide) ในการยับยั้งการทำงานของ

บีตา-ไซโลซิเดส

บมบีตา-ไซโลซิเดสที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในข้อ 2

ปริมาณเทาๆกัน ในเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-40 มิลลิโมลาร์ ท่ี 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วนำมาหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดลที่เหลืออผ ู

ตามวิธีการในหน้า 32

3.3 ผลซองไดไรโอธริอีทอล (dithiothreitol) ในการกลับคืนแอคติวิดีของบีตา- 

ไซโลซิเดสที่ ผานการบมด้วยเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ (N-ethylmaleimide) .

บ,มบีตา-ไซโลซิเดสที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในข้อ 2 

ปริมาณเท่าๆกัน ในm H'อธิดม''ไลือไมด์ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 15 และ 25 มิลลิโมลาร์ ท่ี 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนำมาเติมไดไรโอธริอีทอล ให้ได้ความเข้ม 

ข้นสุดท้ายเป็น 0-30 มิลลิโมลาร์และบ่มต่อที่อ ุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อีกเป็นเวลา 15 นาที 

นำมาหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดลที,เหลืออผูตามวิธีการในหน้า 32 โดยมีบีตา-ไซโลซิเดลที, 

ไมผานการบมใน เอ็น-เอธิลมาลือิไมด์และไดไรโอธริอีทอลเป็นตัวเปรียบเทียบ
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3.4 การทำให้เอนไซม์บูรสุทธิ้โดยคอลัมน์ดีอีเออี ใบโอเจล-อกาใรส

เทสารแขวนลอยดีอีเออี ไบูโอเจด-อกาโรส ลงในนํ้ากลั่น ปลอยให้เจลนอนก้น 

เทส่วนนํ้าใลพร้อมกับเจลละเอียดทิ้งทำเชนนี้หลายๆครั้ง ครั้งสุดท้ายแชใน 50 มิลลิโมลาร้ ทริด 

บัฟเฟอร์ pH 7.5 นำเจลไปกำจัดฟองอากาศออกโดยการดูดอากาศออกประมาณ 20-30 นาที 

แล้วบรรจุลงในคอลัมน์ขนาด เส้นผานศูนย์กลาง 1.6 เซนติเมตร ยาว 50 เซนติเมตร ปริมาตร 85 

มิลลิล ิตร ผานสารละลายบัฟเฟอร์ทีประกอบด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บ ัฟเฟอร์ pH 7.5 และ 10 

มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอล ลงในคอลัมน์ ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ทีอัตราการไหล 48 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใส่สารละลายเอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนยมอัลเฟด

อิ่มตัว 40-80 เบ่อร์เชนต์ ลงบนผิวหน้าเจลเบาๆ ซะโปรตีนที่,ไม่ถูกจับกับตีอีเออี-ใบโอเจล อกาโรล 

ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์เด ิม ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น

280 นาโนเมตร จนมีคาใกล้ศ ูนย์ จึงซะโปรตีนทีถูกจับด้วยเจลออกโดยใช้ 0-500 มิลลิโมลาร์ 

โพแทสเซียมคลอไรด์เกรเตียนท์ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ที่มี 10 มิลลิโมลาร์ 

ได'ใธโอธริอีทอล เก ็บลำดับสวนละ 5 มิลลิลิตร นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที,ความยาวคลื่น 280 

นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีในแต่ละลำดับส่วนภายหลังจากการไดอะไลส์เพื่อกำจัดโพแทสเซียม 

คลอไรต่ออกแล้ว จากนั้นรวบรวมลำดับส่วนที่มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเลสสูงเข้าด้วยกัน กำจัด 

เกลือและทำให้เข้มข้นโดยวิธีอัลตราฟิลเตรชัน (ultrafiltration) วัดปริมาตรของสารละลายที่ได้ 

แอคติวิตีและปริมาณโปรตีน

3.5 การทำให้บีตา-ไซโลซิเดสบริสุทธ้ิโดยคอลัมน์เซฟาเด็กซ จี-200

แซ่เซฟาเด็กซ์ จี-200 ในนํ้ากลั่นปริมาตรมากเทินพอ นำไปต้มในอ่างนํ้า 
ปรบอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 ช่ัวโมง ปลอยให้เย็น เทสวนนํ้าใล พร้อมเจล 
ละเอียดทิ้ง ทำเซนนี้หลายๆครั้ง ครั้งสุดท้ายแชใน 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ทีมี 
50 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ ผลมอผู นำเจลไปดูดอากาศออกประมาณ 20-30 นาที 
แล้วบรรจุลงในคอลัมน์ขนาดเส้นผานศูนย์กลาง 1.6 เซนติเมตร ยาว 50 เซนติเมตร ผานสาร 
ดะลาย 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ที่ม ี 50 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์และ 
10 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอล ผลมอผูลงในคอลัมน์ประมาณ 3 เทาของปริมาตรเจล ด้วยอัตรา 
การไหล 6 มิลลิลิตรต่อ'ชั่วโมง นำบีตา-ไซโลซิเดสทีได้จากการผ่านคอลัมน์ตีอีเออี ไบโอเจล- 
อกาโรล และทำให เขมข้นโดยวิธีอัลตราฟิลเตรชัน มาใสลงบนผิวหน้าเจลเบาๆ ชะโปรตีนด้วย 100

i n o u z H
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มิลลิโมลาร์ อะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 50 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ และ 10 
มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอล ผสมอยูด้วยอัตราเร็ว 6 มิลลิลิตรต่อ'ช่ัวโมง เก็บลำดับส่วนละ 1 
มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที'ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของบีตา- 
ไซโลซิเดส จากนั้นรวมหลอดทีมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดสสูงเข้าด้วยดัน วัดปริมาตร แอคติวิตี 
และปริมาณโปรตีน

การตีทษาสมปติของบีตา-ไซโลซิเดสจาก S t r e p t o m y œ s  sp.43-4

1. ความจำเพาะของบีตา-ไซโลซิเดสดอ พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด

นำบีตา-ไซโลซิเดสท่ีผานการทำให้บริสุทธ้ิแล้วในปริมาณเท่าๆดันมาผสมดับซับสเตรท 
พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl (3-D-xylopyranoside) หรือ ออร์โธ- 
ไนโตรทีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (o-nitrophenyl p-D-xylopyranosideAMได้ความเข้มข้นสุดท้าย 
ของ ซับลเตรทขณะทำปฏิกริยาอยูในซวง 0-15 มลลิโมลาร์และ0-20 มิลลโมลาร์ตามลำดับ นำไป 
หาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดส ตามวิธีการในหน้า 32

2. อุณหภูมิที'เหมาะสมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลซิเดส

วิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดลที่ผานการทำให้บริสุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆดัน 
ตามวิธีการในหน้า 32 ยกเว้นแปรดันอุณหภูมิท่ีใข้ในการบ,มในซวง 30-70 องศาเซลเซียส

3. ความเป็นกรดดางที่เหมาะสมในการทำงานของบีตา-ไซโลซิเดส

หาแอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลซิเดสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธิ้แล้วตามวิธีการในหน้า 32 
ยกเว้นแปรดันความเป็นกรดต่างของบัฟเฟอร์ที่ใข้ในการทำงานความเข้มข้ม 100 มิลลิโมลาร์ ให้ 
อยูในช่วงความเป็นกรดต่างต่างๆ ดังน้ี

อะซิเตท บัฟเฟอร์ (acetate buffer) ในชวง pH 4.0-6.5
ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ (phosphate buffer) ในชวง pH 6.0-8.5 
ทริส ไฮโดรคลอไรด (Tris-hydrochloride) ในซวง pH 8.0-9.0
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4. ความเข้มข้นของอะชิเตท บัฟเฟอร์ (acetate buffer) pH 6.5 ที่เหมาะสมในการทำงาน 
ของบีตา-ไซโลชิเดส

หาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดลที่ผ่านการทำให้บริสุทธึ๋แล้วตามวิธีการในหน้า 32 ยกเว้น 
แปรผันความเข้มข้นของอะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายในสารผลมปฏิกิริยา 
อยูในซวง 20-200 มิลลิโมลาร์

5. ผลของไซโลส(xylose) ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

ผสมบีตา-ไซโลชิเดลที่ผ่านการทำให้บริสุทธี้ในปริมาณเทาๆกัน กับ พารา-ไนโตรฟึนิล 
บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ ที่ความเข้มข้นตางๆดังระบุในผลการทดลองและเติมไซโลลให้ได้ความ 
เข้มข้นสุดท้ายของไซโลล อยู'ใน'ช1วง 0-500 มิลลิโมลาร์ แล้วนำไปหาแอคติวิดีของบีตา-ไซโลชิเดล 
ตามวิธีการในหน้า 32

6. ผลของอะราบิโนล (arabinose) ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไชโลชิเดล

ผสมบีตา-ไซโลชิเดสในปริมาณเทาๆกัน กับ พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ 
ที่ความเข้มข้นตางๆดังระบุในผลการทดลองและเติมอะราบิโนสให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ 
อะราบิโนลอผูในซวง 0-500 มิลลิโมลาร์ แล้วนำไปหาแอคติวิดีฃองบีตา-ไซโลชิเดล ตามวิธีการใน 
หน้า 32

7. ผลของอิออนโลหะตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

ใช้บีตา-ไซโลชิเดสในปริมาณเทาๆกัน บมกับซับสเตรทคือ พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี- 
ไซโลไพราโนไซด์ ใหได้ความเข้มข้นสุดท้ายของซับลเตรVใขณะทำปฏิกิริยาเทากับ 10 มิลลิโมลาร์ 
และมีเกลือแรความเข้มข้น 10-2 - 10*6 โมลาร์ ชนิดตางๆ ดังน้ี 

ชิงด์ซัลเฟต (ZnS04.7H20)
เพ่อรัสซัลเฟต (FeS04.7H20)
โคบอลคลอไรด์ (CoCI2.6H20)
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgS04.7H20)
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แคลเซียมซัลเฟต (CaCl2.2H20)
คอปเปอร์ซัลเฟต (CuS04.5H20)
สแตนนัสคลอไรด์ (SnCI2.2H20)
ซิลเวอร์ไนเตรท (AgN03>
นิเกิลคลอไรด์ (NiCI2.2H20)
โดยมีบีตา-ไช[ลชิเดลในปฏิกิริยาที,ไม,เติมเกลือแร่เป็นตัวเปรียบเทียบ

8. ความเสถียรของบีตา-ไซัโลชิเดสต'ออุณหภูมิ

บ'มบีตา-ไซโลชิเดลท่ีผานการทำให้บริลุทธ้ิใน 100 มิลลิโมลาร์ อะฃิเตท บัฟเฟอร์ 
(acetate buffer) pH 6.5 ที,อุณหภูมิในช่วง 30-90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วนำมาหา 
แอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดสที'เหลืออผู ตามวิธีการในหน้า 32 และมีบีตา-ไซโลชิเดสท่ีไม,ผ่านการ 
บ่มเป็นตัวเปรยบเทียบ

9. ความเสถียรของบีตา-ไซโลชิเดสด1อุความเป็นกรดด่าง

บมบีตา-ไซโลชิเดสท่ี pH 4.0-9.0 ในบัฟเฟอร์ชนิดตางๆ ตังระบุในข้อ 3 ความเข้มข้น 
100 มิลลืโมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนำมาหาแอคติวิตีฃอง 
บีตา-ไซโลชิเดสที,เหลืออยู ตามวิธีการในหน้า 32 โดยมีบีตา-ไซโลชิเดสท่ีไมผานการบ,มเป็นตัว 
เปรียบเทียบ

การตรวจสอบความบ?สุทธีของบีตา-ไซโลชิเดสท่ีผานการทำให้บริสทธ

1. การทำโพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลคโต?โฟริชิสชนิดแทง (disc polyacrylamide gel 
electrophoresis) ตามวิธีของ Williams และ Reisfeld (1964)

บรรจุสารละลายผสม 7 เปอร์เซนต์ เซพาเรติงเจล (seperating gel) (ภาคผนวก ข หมาย 
เลข 1.9 ) ในหลอดแก้วขนาด 0.5 X 8 เซ็นติเมตร ให้มีความสูง 6.5 เซนติเมตร ระวิ'งอยาให้เกิด 
ฟองอากาศ ปิดทับหน้าเจลด้วยน้ากลั่นให้มีความสูงประมาณ 0.5 มิลลิเมตร เพื่อให้หน้าเจลเรียบ 
ต้ังท้ิงไว้จนกระทั่งเจลแข็งตัวท่ีอุณหภูมิห้อง เมือเจลแข็งตัวแล้ว ซับน้าที,ผิวหน้าเจลให้แห้ง เทสาร
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ละลายผลมลแตกกิงเจล (stacking gel) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.10) ให้มีความสูง 0.5 
เซ็นติเมตร ปิดทับหน้าเจลด้วยนํ้า ตั้งทิ้งไว้ภายใต้แสงฟลูออเรลเซนต์ จนกระทั่งเจลแข็งตัว ซับน้า 
ท่ีผิวหน้าให้แห้ง จากนั้นนำหลอดแก้วที่มีเจลอยู่ บรรจุเข้ากับชุดทำอิเลคโตรโฟริซิส เตรียมลาร 
ละลายโปรตีนท่ีจะทดสอบโดยผสมกับสารละลาย 0.005 เปอร์เซนต์ บรอมฟืนอล บลู ใน 50 
เปอร์เซนต์ กลีเชอรอล ให้ได้ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หยอดตัวอย่างที่จะทดสอบ 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ซ่ึงเตรียมตังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 1) ลงบนผิวหน้าเจล แล้วทำ 
อิเลคโตรโฟริชิลในบัฟเฟอร์ ทัริส-ไกลชีน pH 9.5 (ภาคผนวก ข หมายเลข 1.8) ผานกระแสไฟฟ้า
5.0 มิลลิแอมแปร์ต่อแท่งเจล จนกระท่ังลีของ บรอมฟึนอล บลู เคลื่อนลงมาเกือบถึงปลายสุดของ 
เจล นำเจลออกจากแทงแก้วจากนั้นนำเจล แช่ในน้ายาย้อมสีโปรตีน (ภาคผนวก ข หมายเลข
1.11 ) นาน 30 นาที แล้วจึงล้างลีส่วนที่เกินออกโดยใช้น้ายาล้างลี (destaining solution) (ภาค 
ผนวก ข หมายเลข 1.12) หลายๆ คร้ังจนเห็นแถบลีโปรตีนซัดเจน สำหรัการย้อมลีเพื่อตรวจลอบ 
แถบโปรตีนของบีตา-ไซโลซิเดส โดยการนำเจลออก จากแท่งแก้ว แล้วนำมาแช,ในพารา-
ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพรา-โนไซด์ ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ นำไปบมที่อุณหภูมิ 45 องศา 
เซลเซียส นาน 15 นาที ตรวจลอบแถบลีของพารา-ไนโตรฟึนอลท่ีเกิดข้ึน นำมาคำนวณหาคา Rf 
จากสูตร

Rf = ระยะทางที'สารเคล่ือนท่ี / ระยะทางที'ลีเคลื่อนท่ี

2. การทำอิเลคโตรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลโพลิอะค่ริลาไมด์เจลชนิดแผน (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ตามวิธีการของ Laemmli (1970)

ประกบแผ่นแก้วขนาด 7.3 X 10.3 เซนติเมตรและ 8.3 X 10.3 เซนติเมตร เข้าด้วยกัน โดย 
ให้มีแผ่นพลาสติก (spacer) หนา 2 มิลลิเมตร ที'ขอบด้านข้างท้ัง 2 ข้าง ประกอบเข้ากับชุดหล่อ 
เจลเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (seperating gel) ความเข้มข้น 10 เปอร์เชนด์ (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 2.8 ) ลงในแผ่นแก้วให้มีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ากลั่นลงบนผิวหน้าเจลให้มี 
ความสูง 0.5 เซนติเมตร ต้ังท้ิงไว้จนกระท่ังเจลแข็งตัว ซับน้าออกแล้ววางแผ่นพลาสติกสำหริบ 
เตรียมช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่นแก้ว เทสารผลมลแตกกิงเจล (stacking gel) 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 2.9 ) ต้ังท้ิงไว้จนกระท่ังเจลแข็งตัว ดึงแผ่นพลาสติกออก ล้างซองใส่ 
ตัวอย่างด้วยอิเลคโตรดบัฟเฟอร์ นำแผนเจลที่เตรียมได้มาประกอบเข้ากับชุดทำอิเลคโตรโฟริซีล 
เติมอิเลคโทรดบัฟเฟอร์ลงในชุดทำอิเลคโตรโฟริซิสจนเต็ม นำโปรตีนท่ีจะวิเคราะห์และโปรตีน
มาตรฐาน ละลายในบัฟเฟอร์สำหรับโปรตีนท่ีจะใช้วิเคราะห์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.6 ) ต้มให้
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เดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นหยอดตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร (เตรียม 
ตังแสดงในภาคผนวก ค หมายเลข 2) ลงในชองใสตัวอย่างในซองใสตัวอยางในแผนเจลทำการ 
อิเลคโตรโฟริซิสท่ี 60 มิลลิแอมแปร์ จนกระท่ังสีของ บรอมฟึนอล บลู เคลื่อนมาถึงปลายสุดของ 
แผ่นเจล นำเจลออกจากแผ่นแก้วและแซในนํ้ายาย้อมสี (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.10 ) เป็นเวลา 
30 นาที ล้างสีส่วนที่เกินออกด้วยสารละลายล้างสี (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.11) จนเห็นแถบ 
โปรตีนชัดเจน

การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลซิเดส

1 ■ การหาห้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลซิเดสโดยการทำเจลฟิลเดรชันผ่านคอลัมน์ 
เซฟาเด็กช์ จี-200

ผานสารละลายโปรตีนมาตรฐานได้แก, คะตะเลส นํ้าหนักโมเลกุล 240,000 ดาลตัน 
โบวีน ซีรัม อัลภูมิน นํ้าหนักโมเลกุล 68,000 ดาลตัน และ ไซโตโครม ซี นั้าหนักโมเลกุล 12,000 
ดาลตัน ลงในคอลัมน์เซฟาเด็กซ์ จี-200 ในภาวะเดียวกับท่ีใช้ทำบีตา-ไซโลซิเดลให้บริสุทธ้ี นำ 
แต่ละลำตับส่วนมากัดค่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 280 และ 410 นาโนเมตร ตรวจสอบ 
แอคติวิตีของคะตะเลส โดยพิจารณาจากความสามารถในการย่อยสลายไฮโดรเจนเจนเปอร์
ออกไซด์ นำคาที่ได้มาเขียนกราฟมาตรฐานระหว่างคาลอการิทึมของนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีน 
มาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอร์ที่ใช้ชะคอลัมน์

2. การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไชโสซิเดสโดยการทำอิเลคโตรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด 
ซิลโพลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน

โดยการทำอิเลคโตรโฟริซิลของสารละลายบีตา-ไซโลซิเดลที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ้แล้ว 
และสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ภาวะเดียวกับการตรวจสอบความบริสุ'ทธื้ ประมาณนํ้าหนัก 
โมเลกุลของบีตา-ไซโลซิเดสโดยพิจารณาการเคลื่อนที่ของบีตา-ไซโลซิเดสเทียบกับการเคลื่อนที่ 
ของโปรตีนมาตรฐาน
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