
ผลการวิจ ้ย

การเพาะเลี้ยง S t r e p t o m v c e s  sp. 43-4 และการเตรียมบีตา-ไซโลชิเดส

จากการเพาะเลี้ยง S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อผลิตบีตา- 
ไซโลซิเดล ตามวิธีการในหน้า 3า รวมทั้งการตรวจลอบแอคติวิตีของเอนไซม์ตามวิธีการในหน้า 32 
พบว่า S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 สามารถผลิตบีตา-ไซโลซิเดลได้ 0.84 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน

การทำบีตาไซโลซิเดสให้ปริลุทธ้ิ

1. การหาความเข้มชนของแอมโมเนียมซัลเฟุตที'เหมาะสมในการตกตะกอนบีตา- 
ไซโลซิเดล

นำบีตา-ไซโลซิเดสที,เตรียมได้มาตกตะกอนลำดับส่วนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต โดย
แปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซิ'ลเฟุตตามลำดับคือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70 
และ 70-80 เปอร์เซนต์ นำแตละลำดับส่วนไปวิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดล พบว่ามี 
แอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดสครอบคลุมอยูในช่วงลำดับส่วนท่ี 40-50, 50-60, 60-70 และ 70-80 
เปอร์เชนต์ ดังผลการทดลองในตารางที่ 7 ดังน้ันในการทำให้บริลุทธ้ิข้ันตอไปจึงใช้แอมโมเนียม 
ซัลเฟตเข้มข้น 40-80 เปอร์เซนต์ ในการตกตะกอนบีตา-ไซโลซิเดล
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ตารางที่ 7 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมชัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอน 
บีตา-ไซโลซิเดส

ลำดับส่วนของ แอคติวิตี ปริมาณ แอคติวิตี เปอร์เซนต์
แอมโมเนียม- ท้ังหมด โปรตีน จำเพาะ แอคติวิตี

ซ้ลเฟต (หนวย) ท้ังหมด (หน่วย/มก. (เปอร์เชนต์)
(มก.) โปรตีน)

สารสกัด 178.37 860.25 0.21 100.00
เอนไซม์
0-20 % 0.56 2.54 0.22 0.32

20-30 % 0.36 1.89 0.19 0.18
30-40 % 0.90 4.55 0.20 0.50
40-50 % 4.24 10.37 0.41 2.38
50-60 % 55.44 55.00 1.01 31.08
60-70 % 28.95 60.95 0.48 16.23
70-80 % 4.61 29.38 0.16 2.58
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2. การทำบีตา-ไชโลซิเดสให้บุรีส;ทธิ้โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชลเฟต

สกัดแยกและเตรียมบีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ตามวิธีการในหน้า 3า 
ได้แอคติวิตีรวมท้ังหมด 1244.00 หน่วย โดยมีปริมาณโปรตีนท้ังหมด 1476.00 มิลลิกริม และมีคา 
แอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ 0.84 หนวยตอมิลลิกริม,โปรตีน นำเอนไซม์ที่เตรียมได้นี้มาตกตะกอนด้วย 
แอมโมเนียมชัลเฟตอิ่มตัว 40-80 เปอร์เซนต์ พบวามีคาแอคติวิตีจำเพาะเพิ่มขึ้นเป็น 1.23 เท่า เม่ือ 
เทียบกับแอคติวิตีจำเพาะในสารลกัดเอนไซม์เรมด้นและยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่ประมาณ 53.96 
เปอร์เชนต์

3. การทำเอนไซม์ให้บุรีสุทธ้ิโดยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราที

3.1 ผลชองความเข้มข้นและชนิดของเกลือตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

ในการทำโปรตีนให้ปริสุทธีโดยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราที โดยใช้ตัวกลางแลกเปลี่ยน 
ประจุภาคนั้น การชะโปรตีนออกจากคอลัมน์ ทำโดยใช้สารละลายของเกลือที่มีความเข้มข้น ต่างๆ 
กัน สารละลายที่นิยมใช้ซะโปรตีนออกจากคอลัมน์ ได้แก โซเดียมคลอไรด์หรีอโพแทสเซียม 
คลอไรด์ ตังนั้นในการทดลองนี้จะศึกษาผลของความเข้มข้นของเกลือทั้ง 2 ชนิดตอแอคติวิตีของ 
บีตา-ไซโลชิเดส

จากการใช้บีตา-ไซโลซิเดส ที'ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 40- 
80 เปอร์เซนต์ ปริมาณเท่าๆกันคือ 4.80 หนวย บมกับซับสเตรทและโซเดียมคลอไรด์หรอ 
โพแทสเซียมคลอไรด้ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายในซวง 0-500 มิลลิโมลาร์ พบว่าโซเดียมคลอไรด์ 
และโพแทสเซียมคลอไรด์ลามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ โดยความเข้มข้นที่สูงขึ้นลามารถ 
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ได้มากขึ้น ที'ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์และ 
โพแทสเซียมคลอไรด์ สามารถยับยั้งแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดลได้ประมาณ 75 และ 65 
เปอร์เซนต์ ตามลำตับ และนอกจากนี้ยังพบวาโซเดียมคลอไรด์ลามารถยับยั้งการทำงานของบีตา 
ไซโลซิเดสได้มากกวาโพแทสเซียมคลอไรด์ ตังผลการทดลองในรูปท่ี 5 ตังนั้นในการทำให้บีตา- 
ไซโลชิเดสบริสุทธีดวยดีอีเออี ไบโอเจล-อกาโรส จึงเลือกใช้โพแทสเซียมคลอไรด์เกรเตียนชะโปรตีน 
ที่ตับกับเจล
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ความเข้มข้นของโพแทสเซียมคลอไรด์หรือโซเดียมคลอไรด์ (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 5 ผลของความเข้มข้นและชนิดของเกลือตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส ตรวจหา 
แอคติวิตีโดยบ่มบีตา-ไซโลชิเดสกับซับลเตรทและโซเดียมคลอไรด'หรือโพแทสเซียม 
คลอไรด์ ดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 34

-X- โพแทสเซียมคลอไรด์ 
โซเดียมคลอไรด์
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3.2 ผลของ เอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

ในการทดลองเบ้ืองด้นของการทำบีตา-ไซโลซิเดสให้บริลุทธิ้ ประลบปัญหาเกี่ยวกับ 
ความไมเสถียรของเอนไซม์ระหวางการทำให้บริสุทธิ้ ซึ่งคาดวาเอนไซม์ดังกลาว อาจมีหรุ} active 
site ประกอบด้วยหยูไธออล (thiol, -SH group) ซึ่งจะสูญเสียประสิทธิภาพได้ง่ายโดยการถูก 
ออกซิไดซ์ด้วยอากาศ การทดลองนี้เพื่อทดลอบว่า เอนไซม์ดังกล่าวมีหผู่ไธออล เป็น active site 
หรือไม จึงได้นำเอนไซม์มาบ่มกับสารประกอบ sulfhydryl agent คือ เอ็น-เอธิลมาสีอิไมด์ (N- 
ethylmaleimide) ซึ่งทำหน้าที่เอธิลเลท (ethylate) หรุ]ไธออล (Voet and Voet, 1990) ผลการทดลอง 
โดยการนำบีตา-ไซโลซิเดลในปัรมาณเท่าๆกันคือ 3.24 หน่วย บ่มในเอ็น-เอธิลมาสีอิไมด์ ให้ได้ 
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-40 มิลลิโมลาร์และนำมาหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดลที่เหลืออผู ดัง 
วิธีการทดลองในหน้า 33 พบว่า เอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ลามารถยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลซิ-เดล 
ได้ โดยความเข้มข้นของเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ที่เพิ่มขึ้น ลามารถยับยั้งการทำงานของบีตา-
ไซโลซิเดสได้มากข้ึนด้วย และเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์ที่ความเข้มข้น 25 มิลสิโมลาร์ สามารถยับยั้ง 
การทำงานของบีตา-ไซโลซิเดล ได้ 100 เบ่อร์เซนต์ ดังผลการทดลองในเปที่ 6
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ความเข้มข้นของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 6 ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมต่ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส โดยบ่มบีตา- 
ไซโลซิเดสในเอ็น-เอธิลมาสีอิไมด์ความเข้มข้นต่างๆ ดังระบุใต้รูป นาน 15 นาที ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังบรรยายในบทท่ี 2 หน้า 34
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3.3 ผลของของไดไธโอธริอีทอลในการกลับคืนแอคติวิดีของบีตา-ไชโลชิเดสท่ีผ่านการบ'ม 
ด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์

เพ่ือยืนยันวาบีตา-ไซโลชิเดสมีหยูไธออลเป็น active site จริง จึงได้นำเอนไซม์ท่ีผาน 
การบ่มด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์มาเติมไดไธโอธริอีทอลที่ความเข้มข้นต่างๆ เพื่อทดลอบความ
สามารถในการกลับคืนของหยู่ไธออล ผลการทดลองโดยการใช้บีตา-ไซโลชิเดสท่ีได้จากการตก
ตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตเข้มข้น 40-80 ฝอร์เซนต์ ในปริมาณเท่าๆกันคือ 1.25 หน่วย บ่ม 
ในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมต่ความเข้มข้น 15 และ25 มิลลิโมลาร์ จากน้ันเติมไดไธโอธริอีทอลให้ได้ความ 
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-30 มิลลิโมลาร์ ดังวิธีการทดลองในหน้า 34 พบว่าไดไธโอธริอีทอล ลามารถ 
กลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดสที่ผานการบมด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ได้ โดยลามารถกลับคืน 
แอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดลที่ผ่านการบ่มในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ ได้ 
มากกวาเมื่อบ่มที่ 25 มิลลิโมลาร์ และเม่ือใข้ไดไธโอธริอีทอลความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
ลามารถกลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดลได้มากที่สุดถึง 103.87 เปอร์เซนต์ เมื่อเทียบกับบีตา 
-ไชโลซิเดลท่ีไม่ผ่านการบ่มในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ ดังรูปท่ี 7

ดังน้ัน จากผลการทดลองข้างด้น ในการทดลองข้ันตอไปจึงจะเติมไดไธโอธริอีทอลใน 
บัฟเฟอร์ท่ีแขวนลอยเอนไซม์ สำหรับการชะโปรตีนออกจากคอลัมน์ตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุ
ภาคจะเลือกใช้สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์
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ความเข้มข้นของไดไธโอธรอีทอล (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 7 ความลามารถของไดไธโอธริอีทอล ในการกลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลซิเดสท่ีผ่านการ 
บมด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์โดยบ่มบีตา-ไชโลซิเดลในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ เข้มข้น 15 
และ 25 ม ิลล ิโมลาร์นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม
ไดไธโอธริอีทอลความเข้มข้นต่างๆดังระบุใต้รูป บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที จึง นำ'ไปหาแอคติวิตีท่ีเหลือ ดังบรรยายในบทท่ี 2 หน้า 34

—  บมใน 15 มิลลิโมลาร์ เอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ 
บมใน 25 มิลลิโมลาร์ เอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์
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3.4 โครมาโตรกราฟึบนตีอีเออี ใบโอเจล-อกาโรส

นำโปรตีน!]ริมาณ 651.00 มิลลิกรัม ขึงได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม 
ฃัลเฟตเข้มข้น 40-80 เปอร์เซนต์ ละลายอยู่,ใน 5 0 มิลลิโมลารทริล บัฟเฟอร์pH 7.5 ท่ีมี า0 
มิลลิโมลาร์ dithiothreitol และผานการทำให้เข้มข้นด้วยการกรองแบบอัลตราฟิลเตรชัน
(ultrafiltration) มาทำให้บริสุทธ้ิโดยวิธีโครมาโตรกราฟึบนดีอีเออี ใบโอเจล-อกาโรล ฃึ่งเป็นตัวกลาง 
แลกเปลี่ยนประจุภาคลบ (anion exchanger) ตังวิธีการในบทท่ี 2 หน้า 35 พบว่าเอนไซม์จับกับ 
ตัวกลางนี้ ตังนั้นจึงลามารถกำจัดโปรตีนอื่นที่มีประจุตรงข้ามกับเอนไซม์ออกไปและยังลามารถ
กำจัดโปรตีนที่มีประจุต่างกับเอนไฃม์มากๆออกโดยการชะด้วยเกรเตียนท์ของโพแทสเซียมคลอไรด์ 
ที่ความเข้มข้น 0-500 มิลลิโมลาร์ ผลการทดลองในรูปท่ี 8 พบว่าบีตา-ไซโลชิเดสถูกชะออกมาใน 
ลำตับส่วนท่ี 130-145 ซึ่งมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมคลอไรด์ 240-280 มิลลิโมลาร์ เม่ือรวบรวม 
ลำตับสวนท่ี 130-145 เข้าด้วยกันกำจัดโพแทสเซียมคลอไรด์ออกพร้อมทั้งทำให้เอนไซม์เข้มข้นโดย 
การกรองแบบยัลตราฟิลเตรชัน โดยชะด้วย 5 เทาของสารละลาย 100 มิลลิ-โมลาร์ อะชิเตท 
บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีมี 10 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธริอีทอล และสุดท้ายให้ได้ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร 
กัดแอคติวิตีรวมของบีตา-ไซโลชิเดสได้เทากับ 250.00 หนวย ปริมาณโปรตีนท้ังหมด 37.80 
มิลลิกรัม แอคติวิตีจำเพาะ 7.11 หนวยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มีความปริลุทธิ้เพิ่มขึ้น 8.46 เทา และ 
ยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่ประมาณ 20.82 เปอร์เซนต์

3.5 โครมาโตรกราฟึบนเซฟาเด็กช์ จี-200

การทำบีตา-ไซโลชิเดสให้ปริสุทธ้ิในข้ันตอนน้ี อาตัยหลักการแยกโปรตีนที่มีขนาดแตก 
ตางกันออกโดยนำมาผ่านคอลัมน์ เซฟาเดีกซ์ จี-200 ตังวิธีการในบทท่ี 2 หน้า 34 นำโปรตีนท่ีได้ 
จากการทำโครมาโตกราฟึบนตีอีเออี ไบโอเจล-อกาโรล มาทำให้ปริลุทธิ้โดยผ่านลงบนคอลัมน์ 
เซฟาเดีกซ์ จี-200 ได้ผลตังรูปท่ี 9 พบวาบีตา-ไซโลชิเดลถูกซะออกมาในลำตับส่วนท่ี 35-60 และ 
เมื่อรวมลำตับส่วนเหส่าน้ีเข้าด้วยกันวัดแอคติวิตีรวมของบีตา-ไซโลชิเดลได้ 123.60 หน่วยปริมาณ 
โปรตีน 14.56 มิลลิกรัม แอคติวิตีจำเพาะ 8.01 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความปริลุทธิ้เพิ่มขึ้น 
9.54 เท่าและยังคงมีแอคติวิตีเหลืออผูประมาณ 9.94 เปอร์เซนต์

ตารางท่ี 8 ได้แสดงสรุปข้ันตอนท้ังหมดในการทำบีตา-ไซโลซิเดสให้ปริสุทธ้ี
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รูปท่ี 8 การทำบีตา-ไซโลชิเดสให้บริสุทธิ้โดยคอลัมน์ ดีอีเอดี ไบโอเจล-อกาโรล ขนาด 1.6 X 50 
เซนติเมตรชะโปรตีนด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริล บัฟเฟอร์ pH 7.5 ที่ผสม 10 มิลลิโมลาร์ 
ไดไธโอธริอีทอลและ 0-500 มิลลิโมลาร์โพแทสเซียมคลอไรด์เกรเตียน .น 50 มิลลืโมลาร์ 
ทริล บัฟเฟอร์ pH 7.5 ท่ีมี 10 มิลลิโมลาร์ไดไธโอธริอีทอลผสมอยู่ ด้วยอัตราการไหล 48 
มิลลิลิตรต่อ,ช่ัวโมง เก็บลำดับส่วนละ 5 มิลลิลิตร ดังบรรยายในบทที่2 หน้า 34

“°-  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
-+- แอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลชิเดส

ความเข้มข้นของโพแทสเซียมคลอไรด์
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รูปท่ี 9 การทำบีตา-ไซโลชิเดสให้ปริลุทธิ้โดยคอลัมน์ เซฟาเด็กซ์ จี-200 โดยใช้โปรตีนท่ีผ่านการ 
ทำให้บริลุทธิ้โดยคอลัมน์ดีอีเออี ใบโอเจล-อกาโรส ผ่านลงในคอลัมน์ขนาด 1.6 X 50 
เซนติเมตร ซะโปรตีนด้วย 50 มิลลิโมลาร์ โพแทสเซียมคลอใรด้ ใน 100 มิลลิโมลาร์ 
อะซิเตท บ ัฟเฟอร์ท ี่ม ี 10 มิลลิโมลาร์ ไดไธโอธรอีทอล ผสมอยู่ ด้วยอัตราการไหล 6 
มิลลิลิตรตอช่ัวโมง เก็บลำดับส่วนละ 1 มิลลิลิตร ดังบรรยายในบทท่ี 2 หน้า 34

-°- คาการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
-I-  แอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดส



ตารางที่ 8 สรุปขั้นตอนการทำบีตา-ไซโลซิเดลให้ปริลุทธ

ลำดับข้ันตอนการทำ 
ให้ปริลุทธิ้

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร)

แอคติวิตี 
ท้ังหมด 
(หน่วย)

โปรตีน 
ท้ังหมด 

(มก.)

แอคติวิตี 
จำเพาะ 

(หน่วย/มก. 
โปรตีน)

เปอร์เชนต์ 
แอคติวิตี 
(เปอร์เซนด้)

ความบริลุทธี้ 
(เทา)

1. ลารลกัดเอนไซม์ 200.00 1244.00 1476.00 0.84 100.00 1.00

2. ตกตะกอนด้วย 7.00 671.30 651.00 1.03 53.96
40-80 เปอร์เซนต์ 1.23

แอมโมเนียมชัลเฟต

3. ดีอีเออี ใบโอเจล 4.00 259.00 37.80 7.11 20.82 8,46
อกาโรส

4. เซฟาเดีกซ์ จี 200 14.00 123.60 14.56 8.01 9.94 9.54
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การศึกษาสมปติของบีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp.43-4

นำเอนไซม์ที่ผ่านการทำให้บริลุทธิ้แล้วดังกล่าวข้างต้น มาศึกษาลมบัติตางๆ ดังตอไปน้ี

1. ความจำเพาะตอซับสเตรท

การทดลองนี้ไต้ทำการศึกษาเพ ื่อตรวจลอบความจำเพาะของบีตา-ไซโลชิเดสจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ต่อซับลเตรท ไซโลไพราโนไซด์สังเคราะห์ท่ีเช่ือมดับพารา-ไนโตรฟึนอล 
หรือออร์โธ-ไนโตรฟึนอลช่ืงทำหน้าท่ีเป็นตัวแทนของไซโลไบโอล ท่ีมีองค์ประกอบเป็นไซโลลท่ีเช่ือม 
ดันด้วยพันธะ บีตา-า,4 ท่ีไมมีโซ่ก่ิงท่ีตำแหนงคาร์บอน-2 และมีโซกิ่งท่ีตำแหน่งคาร์บอน-2 ตาม 
ลำดับ

จากการแปรผันความเข้มข้นของซับลเตรทและตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ แล้วนำมา 
เขียนกราฟแบบไลน่วเวอร์-เบิร์ก (Lineweaver-Burk plot) ดังแสดงในรูปที, 10 ก และรูปท่ี 10 ข พบ 
ว่า บีตา-ไซโลชิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 มีค่า Km สำหรับพารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโล 
ไพราโนไซด์ เท่าดับ 2.04 มิลลิโมลาร์และมีค่า Km ลำหรับออร์โธ-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโน 
ไซด์ เท่าดับ 4.54 มิลลิโมลาร์ แสดงว่าเอนไซม์มีความจำเพาะต่อพารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโล 
ไพราโนไซด์ สูงกว่าออร์โธ-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ ดังนั้นในการศึกษาลมปติอื่นๆ 
ของเอนไซม์ในการทดลองตอไปจะใข้พารา-ไนโตรบีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์เป็นซับลเตรท

2. อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

จากการนำบีตา-ไซโลชิเดสที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆดันคือ 0.89
หน่วย มาหาแอคติวิตีโดยการแปรอุณหภูมิที่ใข้ในการทำปฏิกิริยาตั้งแต่ 30-70 องศาเซลเซียส 
ดังวิธีการทดลองในหน้าท่ี 36 พบวาเอนไซม์แสดงแอคติวิตีสูงลุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส
ดังรูปท่ี 11 อย่างไรก็ตามที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ยังคงแสดงแอคติวิตีประมาณ 80 
เปอร์เชนด์ของแอคติวิดีสูงสุด ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงใช้อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสในการ 
บ่มปฏิกิริยาของเอนไซม์
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า/ความเข้มข้นของซับสเตรท (ใ/มิลลิโมลาร์)
รูปท่ี ใ0 ก การหาค่าความจำเพาะต่อซับลเตรท (Km) ของบีตา-ไซโลซิเดลตอพารา-ไนโตรฟึนิล 

บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ หาค่า Km โดยเขียนกราฟแบบไลน์วีเวอร์-เบิร์ก

ใ/ความเข้มข้นของซับลเตรท (ใ/มิลลิโมลาร์)
รูปท่ี 10 ข การหาคาความจำเพาะต่อซับลเตรท (Km) ของบีตา-ไซโลซิเดสตอออร์โธ-ไนโตรฟนิล

บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ หาคา Km โดยเขียนกราฟแบบไลน์วีเวอร์-เบิร์ก



55

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

รูปท่ี 1 า ผลของอุณหภูมิต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสตรวจหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดล 
โดยแปรอุณหภูมิต่างๆที่ใช้ในการบ่มปฏิกิริยา ด้งบรรยายในบทที่ 2 หน้า 36
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3. ความเป็นกรดดางที่เหมาะสมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

จากการนำบีตา-ไซโลชิเดลที่ผ่านการทำให้บ่ริลุทธี้แล้วในปริมาณเท่าๆกันคือ 0.48
หนวย มาหาแอคติวิตีในสภาพความเป็นกรดต่างในช่วงต่างๆ ต้ังแต่ 4.0-9.0 กังวิธีการทดลองใน 
หน้าท่ี 36 ผลการVาดลองในรูปท่ี 12 พบวาความเป็นกรดดางที่เหมาะลมในการเกิดปฏิกิริยาคือ 
เม่ือบมใน อะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 กังน้ันในการทดลองต่อไปจึงใช้ อะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 
ในการทำปฏิกิริยาของเอนไซม์

4. ความเขมขนที่เหมาะสมของอะชิเตท บัฟเฟอร (acetate buffre) pH 6.5 ที่เหมาะลมใน 
การทำงานของบีตา-ไซโลชิเดล

เมื่อนำบีตา-ไซโลชิเดลท่ีผ่านการทำให้ปริลุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆกันคือ 0.62 หน่วย มา 
หาแอคติวิตี โดยแปรความเข้มข้นของ อะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ต้ังแต่ 20-200 มิลลิโมลาร์ กังวิธี 
การทดลองในหน้าท่ี 37 พบวาความเข้มข้นของอะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ที่เหมาะลมในการ 
ทำงานของบีตา-ไซโลชิเดล คือ 100 มิลลิโมลาร์ กังรูปท่ี 13 กังน้ันจึงใช้ 100 มิลลิโมลาร์ อะชิเตท 
บัฟเฟอร์ pH 6.5 ในการวิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดสตอไป
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ความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์

รูปท่ี 12 ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส ตรวจหาแอคติวิตีของ 
บีตา-ไซโลชิเดสที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแปรผันความเป็นกรด 
ด่างต่างๆ ที,ใช้ในการบ,มปฎิกิ!'ยา ดังบรรยายในบทท่ี 2 หน้า 36

อะชิเตท บัฟเฟอร์ 
- h  ฟอสเฟต บัฟเฟอร์

ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ บัฟเฟอร์
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ความเข้มข้นของอะชิเตท บัฟเฟอร์ (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 13 ผลของความเข้มข้นของอะซิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส 
ตรวจหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดล ภายใต้ความเข้มข้นของอะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 
ดังบรรยายในบทที ่ 2 หน้า 37



5. ผลของไซโลส(xylose) ตอการทำงานของบีตา-ไชโลซิเดส

เน่ืองจากไซโลสเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาการยอยลลายไซโลไบโอลโดยบีตา-ไซโล 
ชิเดส การทดลองนี้จึงจะศึกษาว่า ไซโลลท่ีเกิดขึ้นจะมีผลในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์นี้ 
หริอไม, โดยนำบีตา-ไซโลชิเดลท่ีผานการทำให้บริลุท'ธแล้วในปริมาณเทาๆภันคือ 2.05 หนวย มา 
บ่มกับขับสเตรทโดยมีไชโลส ที่ความเข้มฃ้นลุดท้ายตางๆกันในช่วง 0-500 มิลลิโมลาร์ ผสมอยู่ 
ดังวิธีการทดลองในหน้า 37 พบว่าความเข้มข้นของไซโลลท่ีสูงกวา 100 มิลลิโมลาร์ ลามารถ 
ยับยั้งการทำงานของบีต'Vไซโลชิเดสได้ โดยที่ความเข้มข้น 350 และ 500 มิลลิโมลาร์ สามารถ 
ยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสได้ 66 และ 80 เปอร์เซนต์ ตามลำดับ ดังรูปที 14

การทดลองต่อไปจึงศึกษาจลน์ศาสตร์ของไชโลสในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิ- 
เดลเพื่อหาคาคงที่ในการยับยั้ง (inhibitor constant, Ki) ตามวิธีการในข้อ 5 หน้าท่ี 36 จากการ 
เขียนกราฟไลน์วีเวอร์-เบิร์ก ดังแสดงในรูปท่ี 15 พบวาไซโลสเป็นสารยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ 
ในลักษณะแช่งขัน (competitive inhibitor) โดยมีค่า Ki ซึ่งคำนวณดังรายละเอียดแสดงใน 
ภาคผนวก ง เท่ากับ 180 มิลลิโมลาร์

6. ผลของอะราบิโนส (arabinose) ต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

การทดลองนี้จะศึกษาผลของอะราบิโนสต,อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดลจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ทั้งนี้เพราะอะราบิโนลเป็นน้าตาล 5 คาร์บอนเชนเดียวกับไซโลสและยัง 
เป็นองค์ประกอบส่วนหน่ึงของไซแลน โดยเกาะเป็นพันธะก่ิงของโมเลกุลไซแลน

จากการทดลองที่ทำโดยนำบีตา-ไซโลชิเดสที่ผานการทำให้บริสุทธิ้แล้วปริมาณเทาๆกัน 
คือ 2.33 หน่วย บ่มกับขับลเตรทและมีอะราบิโนส ที่ความเข้มข้นสุดท้ายของอะราบิโนลในช่วง 
0-500 มิลลิโมลาร์ผสมอยู่ในปฏิกิริยา ผลการทดลองในรูปท่ี 16 พบว่าอะราบิโนสไม่มีผลยับยั้ง 
การทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส
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ความเข้มข้นของไซโลส (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 14 ผลของความเข้มข้นของไซโลลตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสตรวจหาแอคติวิตีของ 
บีตา-ไซโลชิเดส โดยมีไซโลลความเข้มข้นต่างๆ ดังระบุในรูปเป็นส่วนผสมในหลอด 
ปฏิกิร ิยา ดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 37



ใ/ความเข้มฃ้นฃองซับสเตรท (ใ/มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 15 การหาค่าคงที่ในการยับยั้งการทำงาน (Ki) ของบีตา-ไซโลซิเดลโดยไซโลส หาคา Ki 
เขียนกราฟไลน์วีเวอร์-เบิร์ก

*  มีไซโลส 300 มิลลิโมลาร์ 
+  มีไซโลส 500 มิลลิโมลาร์ 
» ไม,มีไซโลส
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ความเข้มข้นของอะราบิโนส (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 16 ผลของความเข้มข้นของอะราบิโนลต่อการทำงานของบีตา-ไซโลซิเดส ตรวจหาแอคติวิตี 
ของบีตา-ไซโลซิเดล โดยมีอะราบิโนสความเข้มข้นตางๆ ดังระบุในรูปเป็นล่วนผลมใน 
หลอดปฏิกรยา ดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 37
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7. ผลของอิออนโลหะตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส

การทดลองนี้ได้คืกษาผลของอิออนโลหะชนิดต่างๆต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดล 
จาก Streptomyces sp. 43-4 โดยนำบีตา-ไซโลชิเดสที่ผ่านการทำให้บริลุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆ 
กันคือ 2.75 หน่วย มาบ,มกับซับสเตรทโดยในปฏิกิริยาเติมอิออนโลหะชนิดต่างๆ ได้แก่ อิออนของ 
สังกะสี (Zn2+), เหล็ก (Fe2+), โคบอลท์ (C o 2 + ), เฒกนีเซียม (Mg2+), แมงกานีส (Mn2+), 

แคลเซียม (C a2 + ), ทองแดง (C u 2 + ) ,ดีบุก ( ร ท 2 -,') ,  เงิน (Ag2+) และ น ิเก ิล(Ni+) ท ี่แปรความเข้มข้น 
ตางๆกัน ผลการทดลองในตารางที่ พบวาอิออนของทองแดงและเงิน ท ี่ความเข้มข้น 10-5 เม ล ๆf  

ยังยั้งแอคติวิตีของเอนไซม์ได้อยางสมบุรณ์ สำหร้บ Zn2+ ยับยั้งแอคติวิดีของเอนไซม์ได้ลมบุรณ์ที่ 
ความเข้มข้น 10'3 โมลาร์ อิออนของนิเกิลและดีบุก ที่ความเข้มข้น ใ0"2 โมลาร์ ยับยั้งแอคติวิดี 
ของเอนไซม์ได้ประมาณ 95 และ 85 เปอร์เชนต์ ตามลำดับ ส่วน อิออนของเหล็ก, โคบอลท์, 
เฌกนีเซียม, แมงกานีล และ แคลเซียม มีผลเล็กน้อยในการยับยั้นเอคติวิตีของเอนไซม์
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ตารางที่ 9 ผลของอิออนโลหะหนักตอการทำงานชองบีตา-ไซโลซิเดส

ชนิดของเกลือแร
ความลามารถในการยับยั้ง (เปอร์เชนต์)

ความเข้มข้นของเกลือแร (โมลาร์)
10‘2 10ง 10^ 10'5 10*

ZnS04.7H20 า00.0 100.0 83.2 17.4 0
FeS04.7H20 * * 44.6 0 0
CoCI2.6H20 * 31.39 7.4 0 0
MgS04.7H20 30.0 15.0 0 0 0
MnS04.7H20 * 3.43 0 0 0
CaCI2.2H20 24.0 11.21 2.25 0 0
CuS04.5H20 * 100.0 100.0 100.0 44.85
SnCI2.2H20 84.98 58.18 25.78 5.88 0
AgNOg 100.0 100.0 100.0 100.0 81.28
NiCI2.6H20 95.28 78.59 38.34 0 0

* หมายถึง ไม,ลามารถวัดผลได้เนื่องจากเกิดการตกตะกอนของอิออนเป็นโลหะ
คาร์บอเนตในขั้นตอนการหยุดปฏิก ิร ิยาด ้วยโซเดียมคาร์บอเนตและเกิดสีรบกวนเน ื่องจากความ 
เข้มข้นสูงของลารทดลอบ
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8. ความเสถียรของบีตา-ไซโลชิเดสต'ออุณหภูมิ

เมื่อนำบีตา-ไซโลชิเดส ที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ้แล้วในปริมาณเท่าๆกัน คือ 0.48 หนวย 
มาบ่มที่อ ุณหภูมิ 30-90 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนำไปหาแอคติวิตีที่เหลืออยู่ ดังวิธี 
การทดลองในหน้าที่ 38 พบวาบีตา-ไซโลชิเดลเสถียรที่อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส และ 
ความเสถียรลดลงที,อุณหภูมิสูงกว่า 35 องศาเซลเซียส จนสูญเสียแอคติวิตีอย่างลิ้นเชิงที'อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 17

9. ความเสถียรของบีตา-ไซโลชิเดสต'อุความเป็นกรดด่าง

เมื่อนำบีตา-ไซโลชิเดลที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ้แล้วใน!เริมาณเท่าๆกันคือ 1.44 หนวย บม 
ในบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ ที่มีความเป็นกรดดางในชวง 4.0-9.0 นาน 30 นาทีจากนั้นนำไปหา 
แอคติวิตีที่เหลือภายใต้ภาวะที่เหมาะลม ดังวิธีการทดลองในหน้าที่ 38 พบวาบีตา-ไซโลชิเดสมี 
ความเสถียรตอความเป็นกรดดางในซวงกว้างตั้งแด 5.5-8.5 แด่ท ี่ความเป็นกรดดางตํ่ากว่า 5.5 
หรือสูงกว่า 8.5 เอนไซม์จะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็ว ดังรูปที่ 18
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30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
อุณหภูมิ (องศาเซลเชียล)

รูปท่ี 17 ความเสถียรของบีตา-ไซโลซิเดสต่ออุณหภูมิ โดยบ,มบีตา-ไซโลซิเดสใน 100 มิลลิโมลาร์ 
อะซิเตท บ ัฟ เฟอร ์ pH 6.5 ที่อ ุณหภูม ิต ่างๆ นาน 30 นาที จ ึงนำมาตรวจหาแอคติว ิต ีท ี่ 
เหลืออยู่ ดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 38
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4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9
ความเป็นกรดดางของบัฟเฟอร์

รูปที่ 18 ความเสถียรของบีตา-ไซโลชิเดสต'อความเป็นกรดด่าง โดยบ่มบีตา-ไซโลชิเดลในบัฟเฟอร์ 
ชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จึงนำ 
มาตรวจหาแอคติวิตีที่เหลืออยู่ ดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 37

—  อะชิเตท บัฟเฟอร์ 
-1- ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ 
-X- ทริล-ไฮโดรคลอไรด์ บัฟเฟอร์
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การตรวจสอบความบริสุทธของบีตา-ไชโลชิเดสท่ีผานการทำไห้บริสุทธิ้

1. การทำโพลิอะครุลาไมดเจลอิเลคโตรโฬรซิสชนิดแทง

นำเอนไซม์ที่ผานการทำให้บริลุทธิ้ในขั้นตอนตางๆ มาวิเคราะห์ความบริลุทธิ้ โดยการ 
ทำอิเลคโตรโฟริชิลบนเจลชนิดแทงในบัฟเฟอร์ ทริล-ไกลซีน pH 9.5 โดยผานกระแสไฟฟ้า 5.0 
มิลลิแอมแปร์ต่อแท่งเจล ดังวิธีการในหน้า ผลการทดลองในรูปที่ 19 พบวาเอนไซม์ที่ผานการทำ 
ให้บริลุทธิ้ในแตละขั้นตอน มีจำนวนแถบโปรตีนที่ย้อมด้วยสี โคแมลซี บลู ลดลงเรื่อยๆ แสดงวา 
บีตา-ไซโลชิเดลที่ผานการทำให้บริลุทธิ้ในแต่ละขั้นตอนนั้นมีความปริลุทธิ้เพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้ 
ยังได้ตรวจลอบแถบโปรตีนที่เป็นแถบของบีตา-ไซโลชิเดล โดยการย้อมแอคติวิตีด้วยพารา-
ไนโตรฟึนิล บีตา-ตี-ไซโลไพราโนไซด์ ดังวิธีการในหน้า 38 ผลการทดลองในรูปที่ 20 พบวาแถบ 
โปรตีนของบีตา-ไซโลชิเดส มีคา Rf เทากับ 0.45 จากนั้นดัดแทงเจลที่ไมได้ผานการย้อมด้วย 
พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ในตำแหนงเดียวกับที่ปรากฏแถบบีตา-ไซโลชิเดสมาซะ 
โปรตีนออกดังวิธีการในหน้า 38 เพื่อนำมาตรวจลอบความปริลุทธิ้ในขั้นตอนต่อไปโดยการ
ทำอิเลค-โตรโฟริชิสบนโซเดียมโดเดชิลชัลเฟตชนิดแผน

2. การทำอิเลคโตรโฟริชิสบนโซเดียมโดเดชิลโพลิอะคริลาไมด์เจลชนิดแผน

นำแถบโปรตีนที่วิเคราะห์วาเป็นบีตา-ไซโลชิเดล โดยวิธีการย้อมแอคติวิตีบน
โพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริชิสดังกลาวในหน้า 38 มาตรวจลอบความบริสุทธิ้โดยการ
ทำโซเดียมโดเดชิลโพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริชิล ผลการทดลอง ดังแสดงในรูปท่ี 21 และ 
23 ปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ ที่น้ําหบักโมเลกุล เทากับ 90,000, 82,000 และ 54,000 ดาลดัน 
ตามลำดับ
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รูปท่ี 19 การทำโพลิอะคริลาไมดใจลอิเลคโตรโฟริชิสชนิดแท่งของโปรตีนที่ผ่านการทำให้ 
บริสุทธิ้,โน'ขั้นตอนตางๆ ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 38
1. สารสกัดของเอนไซม์
2. ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชลเฟต 

ความเข้มข้น 40-80 เปอร์เซนต์
3. ผานขั้นตอนที่ 2 และคอลัมน์ตีอีเออี 

ไบโอเจล-อกาโรส
4. ผานขั้นตอนที่ 2, 3 และผ่านคอลัมน์

(ปริมาณโปรตีน 267 ไมโครกรัม) 
(ปริมาณโปรตีน 232 ไมโครกรัม)

(ปริมาณโปรตีน 236 ไมโครกรัม)

(ปริมาณโปรตีน 215ไมโครกรัม)
เซฟาเด็กซ์ จี-200
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รูปท่ี 20 การทำโพลิอะค่ริลาไมดใจลอิเลคโตรโฟริชิสชนิดแทง ของโปรตีนที่ผ่านการทำให้บริสุทธี้ 
ปริมาณโปรตีน 330 ไมโครกรัม ย้อมเจลด้วยพาราไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ 
ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 38

ลูกศรแสดงแถบโปรตีนของบีตา-ไซโลซิเดส



71

น้าหนักโมเลกุล
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- CNJ—

18.5 kd
E E -

เลนที 1 2 3 4 5 6

นำหนักโมเลกุล

— -94 kd 
-----67 kd

—  43 kd
—  30 kd
—  20.1 kd

รูปท่ี 21 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของ บีตา-ไซโลชิเดล โดยการทำอิเลคโตรโฟริซิลบนโซเดียม 
โดเดชิลโพลิอะคริลาไมด์เจลซนิดแผน ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 38 
โดยมี โปรตีนมาตรฐาน ได้แก
เลนที่ 1-2 โบวีน ซี!ม อัลบูมิน (bovine serum albumin) น้าหนักโมเลกุล 68,000 ดาลดัน 
เลนที่ 3 และเลนที่ 6 โปรตีนมาตรฐานน้าหนักโมเลกุลสูงและตำตามลำดับ ได้แก'

นำหนักโมเลกุลสูง
ไธโรโกล'Lเดิน (Thyroglobulin) 330 kd
เฟอ์ริ'ทิน (Ferritin) 220 kd
อัลy มิน (Albumin) 67 kd
คะตะเลส (Catalase) 60 kd

แลคเตท ดีไฮโดรจีเนล 36 kd
(Lactate dehydrogenase)
เฟอริทิน (Ferritin) 18.5 kd

นำหนักโมเลกุลตำ
ฟอสโปริเรลบ (phosphorylase b) 94 kd
อ้ลLJมิน (albumin) 67 kd
โอวิล!ïเมิน ( ovalbumin) 43 kd
คาร์บอนิค แอนไฮเดรล 30 kd
(carbonic anhydrase)
ทริพชิน อินฮิบิเตอร์ 20.1 kd
(trypsin inhibitor)
แอลฟา-แลคตาลบุมิน 14.4 kd
(a-lactalbumin)

เลนที่ 4-5 บีตา-ไซโลซิเดสที่ชะออกจากเจลที่ผานการทำอิเลคโตรโฟริชิสชนิดแทง 
ปริมาณโปรตีน 50 ไมโครกรัม
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นํ้าหนักโมเลกุล (ดาลดัน)

รูปท่ี 22 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของ บีตา-ไซโลชิเดส โดยการทำอิเลคโตรโฟริชิลบนโซเดียม 
โดเดชิลโพลิอะคริลาไมดใจลชนิดแผ่น ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า39โดยมี 
โปรตีนมาตรฐาน ได้แก่

■ น้าหนักโมเลกุลสูง +  น้าหนักโมเลกุลตำ
ไธโรโกลใรูลิน (Thyroglobulin) 330 kd ฟอสโฟริเรสบี (phosphorylase b) 94 kd
เฟอริทิน (Ferritin) 220 kd อัณ5เมิน (albumin) 67 kd
อัล]5]มีน (Albumin) 67 kd โอวัลใ5]มีน ( ovalbumin) 43 kd
คะตะเลส (Catalase) 60 kd คาร์บอนิค แอนไฮเดรส 30 kd

(carbonic anhydrase)
แลคเตท ดีไฮโดรจีเนส 36 kd ทริพชิน อินฮิบิเตอร์ 20.1 kd
(Lactate dehydrogenase) (trypsin inhibitor)
เพ่อริทิน (Ferritin) 18.5 kd แอลฟา-แลคตาล15]มีน 14.4 kd

(a-lactalbumin)
และลูกศรแสดงตำแหนงโปรตีนของบีตา-ไซโลชิเดส



การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลชิเดส

การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลชิเดสทำได้โดย 2 วิธีรวมกัน คือโดยการหานํ้าหนัก 
โมเลกุลของบีตา-ไซโลชิเดล ในรูปโมเลกุลโปรตีนท้ังหมด (native protein) โดยการทำเจลฟิลเตร 
ชันผ่านคอลัมน์เซฟาเดีกซ์ จี-200 และการหาน้ําหนักโมเลกุลหน่วยย่อยของโปรตีน โดยวิธีโซเดียม 
โดเดชิลชัลเฟตโพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริชิล

1 ■ การหานํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลชิเดสโดยการทำเจลฟิลเตรชันผานคอลัมน์ 
เซฟาเด็กซ์ จี-200

การทดลองน้ีได้หาน้ีาหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลชิเดสโดยวิธีเจลฟิลเตรชัน โดยผาน 
โปรตีนมาตรฐานบริลุทธ้ิท่ีทราบน้ีาหนักโมเลกุลที,แน่นอน ได้แก คะตะเลส, โบวีน ซีรัม อ'ล!5]มิน 
และ ไชโตโครม ชี ลงบนคอลัมน์เซฟาเด็กซ์ จี-200 ซึ่งเป็นคอลัมน์เดียวกันและภายใต้ภาวะเดียว 
กันกับท่ีใซ้ในการทำบีตา-ไซโลชิเดสให์บริสุทธ้ิ ติดตามลำดับส่วนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมน์ 
โดยกัดค่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 280 และ 410 นาโนเมตร ซึ่งเป็นค่าการดูดกลืนแสง 
โปรตีน และค่าการดูดกลืนแลงจำเพาะของ ไชโตโครม ชี ตามลำดับ เขียนกราฟมาตรฐาน 
ระหวางค่าลอการิทึมของนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอร์ที่โปรตีน 
เหล่านี้ถูกซะออกจากคอลัมน์ กราฟท่ีไต้ดังแสดงในรูปท่ี 23 พบว่าบีตา-ไซโลชิเดลจาก
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 270,000 ดาลดัน
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น้ําหนักโมเลกุล

ปรมาตรฃองปัฟเพ่อร์ท่ีใช้ชะโปรตีน (มิลลิลิตร)

รุปท่ี 23 การวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลของ บีตา-ไซโลซิเดล โดยการทำเจลฟิลเตรชัน ผานคอลัมน์ 
เซพ่าเด็กซ์ จี-200 ทำการทดลองดังบรรยายในบทที่ 2 หน้า 40 โดยมีโปรตีนมาตรุฐาน 
ได้แก

1. คะตะเลส (catalase) น้าหนักโมเลกุล 240,000 ดาลตัน
2. โบวีน ซีรม ลัลบูมิน (bovine serum albumin) นำหนักโมเลกุล 68,000 ดาลตัน

และ 3. ไซโตโครม ซี (cytochrome C) น้าหนักโมเลกุล 12,000 ดาลตัน
ลูกศร แสดงตำแหนงแถบโปรตีนของบีตา-ไซโลซิเดล



2 . การทำอิเลคโตรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดชิลโพลิอะคริลาไมดใจลชนิดแผ่น

จากการนำบีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ท่ีผ่านการทำ'ให้ปริสุ,ทธี้และผ่าน 
การตรวจลอบความปริสุทธิ้ โดยวิธีการโพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริชิลด้วยการย้อม
แอคติวิดี มาทำอิเลคโตรโฬรชิลบนโซเดียมโดเดชิลโพลิอะคริลาไมด่เจลชนิดแผนเปรียบเทียบกับ 
โปรตีนมาตรฐาน ผลการทดลองในรูปท่ี 21 และ รูปท่ี 23 พบว่า บีตา-ไซโลชิเดสจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 มีแถบโปรตีนปรากฏ 3 แถบ ท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุล เท่ากับ 90,000,
82.000 และ 54,000 ดาลกัน ตามลำกับ โดยมีแถบที' 54,000 ดาลกัน ปรากฏเด่นซัดที,สุด

จากการประเมินข้อผูลที,'ได้รวมกับ'วิธีเจลฟิลเตรซัน จึงคาดว่าบีตา-ไซโลชิเดสจาก
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 อาจประกอบด้วยหน่วยยอย 4 หน่วยย่อย โดยหน่วยย,อยที่ 1 มีน้ําหนัก 
โมเลกุล 90,000 ดาลกัน หน่วยย่อยที, 2 มีนํ้าหนักโมเลกุล 82,000 ดาลกัน หน่วยย่อยที, 3 และ 4 
มีนํ้าหนักโเลกุลเทากัน 54,000 ดาลกัน ซึ่งจะทำให้นํ้าหนักโมเลกุลรวมของเอนไซม์ประมาณ
280.000 ดาลกัน ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการวิเคราะห์ด้วยวิธีเจลฟิลเตรซัน คือ 270,000 ดาลกัน


	บทที่ 3 ผลการวิจัย

