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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อ

1, แมนนิทอล ซอยปีน อการ์ ม ีเด ียม (Mannitol Soybean Agar Medium, MS medium)

เฒนนิทอล (Manitol) 20.0 กรัม

ถั่วเขียวบดละเอียด 20.0 กรัม

วุ้นผง (Agar) 18.0 กรัม

นำกลัน (Distilled water) 500.0 มิลลิลิตร

นํ้าประปา (Tap water) 500.0 มิลลิลิตร

ปรับระดับความเป็นกรดด่างเทากับ 7.0

อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน

2. ไซแลน คอมเพล็กซ์ มีเดียม (xylan complex medium)

ไซแลน (xylan) 10.0 กรัม

คอรนสตีพ ลิเคอร (cornsteep liquor) 5.0 กรัม

พอลิเพปโตน (polypeptone) 5.0 กรัม

สารสกัดจากยีลต (yeast extract) 1.0 กรัม

ไดโปแทสเขียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HP04) 4.0 กรัม

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCI) 0.2 กรัม

แมกนีเซียมช'ลเฟต (MgS04.7H20) 1.0 กรัม

เฟอรัสชัลเฟต (FeS04.7H20) 0.02 กรัม

ปรับระดับความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0

อบฆ่าเชื้อแบบมาตรฐาน
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ภาคผนวก ข

สารเคมี

ใ. สารละลายที่ใช้ในการทำโพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลคโตรโฟริซีส (Williams and Reisfeld, 1964)

1.1 สารละลาย เอ (solution A)

กรดเกลือเข้มข้น 1 นอร์มอล 48.00 มลลลตร

ท'รส (Tris (hydroxymethyl)aminomethane) 36.30 มิลลิล ิตร

TEMED (N,N,N',N',-Tetramethlyenediamine) 0.23 มิลลิล ิตร

เติมนํ้าให้ครบ 100.00 มลลลตร

1.2 สารละลาย บี (solution B)

กรดเกลือเข้มข้น 1 นอร์มอล 48.00 มิลลลิตร

ท"รส ( Tris (hydroxymethyl)aminomethane) 5.98 มลลลตร

TEMED (N,N,N',N',-Tetramethlyenediamine) 0.46 มิลลิล ิตร

เติมนํ้า'ให้ครบ 100.00 มลลลฅร

1.3 สารละลาย ซี (solution 0

อะคริลาไมด์ 28.00 กรัม

BIS (N,N,-Methylene bis acrylamide) 0.735 กรัม

ละลายในนํ้ากลั่น 100.00 มิลลิลิตร

1.4 สารละลาย ดี (solution ว)

อะคริลาไมด์ 10.00 กรัม

BIS (N,N,-Methylene bis acrylamide) 2.50 กรัม

ละลายในนํ้ากลั่น 100.00 มิลลิลิตร
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1.5 สารละลาย อี (solution E )

ไรโบเฟลวิน 4.00 มิลลิกรัม

ละลายในนํ้ากลั่น 100.00 มลลลตร

1.6 สารละลาย จี (solution G)

แอมโมเนียมเปอร์ซ้ลเฟต 0.14 กรัม

ละลายในนํ้ากลั่น 100.00 มิลลิลิตร

1.7 สารละลาย เอฟ (solution F)

รุ}โครส 40.00 กรัม

ละลายในนํ้ากลั่น 100.00 มลลลตร

1.8 สารละลายบัฟเฟอร์'ที่ใช้ (running buffer)

ทริส 6.00 กรัม

ไกลชีน (glycine) 28.80 มลลลตร

ละลายในนํ้ากลั่น 1000.00 มิลลิลิตร

1.9 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel)

สารละลาย เอ 1 ส่วน

สารละลาย ชี 2 ส่วน

สารละลาย จี 4 ส่วน

นํ้ากลั่น 1 ส่วน

1.10 สารละลายผสมของลแตกกิงเจล (stacking gel)

สารละลาย บี 1 ส่วน

สารละลาย ดี 2 ส่วน

สารละลาย อี 1 ส่วน

สารละลาย เอฟ 1 ส่วน

นํ้ากลั่น 4 ส่วน
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1.11 สารละลายสำหรับย้อมสี (staining solution)

0.25 เปอร์เซนต์ โคแมสซี บ่ริลเลียน บลู จี-250 (comassie brilliant blue)

10 เปอร์เชนต์ กรดอะซิติค

50 ฝอร์เซนต์ เมธานอล

1.12 สารละลายสำหรับล้างลี

7 เปอร์เซนต์ กรดอะชิติค

7 เปอร์เซนต์ เมธานอล

2. สารละลายที,ไชในการทำโพลิอะคริลาไมดชนิดแผน

2.1 สารละลายทรสไกลซีนอิเลคโทรดบัฟเฟอร์ (เข้มข้น 5 เท่า)

ทริส 9.00 กรัม

ไกลซีน 43.20 มลลลตร

โซเดียมโดเดชิลซัลเฟต 3.00 กรัม

ปรับความเป็นกรดด่าง 8.30

เติมนํ้ากล้นจนได้ปริมาตร 600.00 มลลลตร

.2 สารละลายท่ริส pH 6.8

ทริส 6.00 กรัม

ปริปความเป็นกรดด่าง 6.80

เติมนํ้ากล้นจนได้ปริมาตร 100.00 มิลลิลิตร

3 สารละลายทริส pH 8.8

ทริล 6.00 กรัม

ปรับความเป็นกรดดาง 6.80

เติมนํ้ากลั่นจนได้ปริมาตร 100.00 มิลลิลิตร
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2.4 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS stock)

โซเดียมโดเดชิลชัลเฟต 10.00 กริม

เติมนํ้ากลั่นจนได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

2.5 สารละลายอะคริลาไมด์

อะคริลาไมด์ 87.60 กริม

BIS (N,N,-Methylene bis acrylamide) 2.40 กริม

ละลายในนํ้าทลั่น 300 มิลลิลิตร

2.6 บัฟเฟอร์ที่ใช้กับโปรตีนที่จะวิเคราะห์ (sample buffer)

นํ้ากลั่น 4.00 มลลลตร

สารละลายท่ริส pH 6.8 1.00 มลลลตร

กลีเซอรอล 0.80 มลลลตร

สารละลายโซเดียมโดเดชิลชัลเฟต 1.6 มิลลิลิตร

2-ปึตา-เมอแคบโตเอธานอล 0.4 มลลลตร

สารละลาย 0.05 ฟอร์เชนต์ บรอมฟินอล บลู 0.2 มลลลตร

2.7 สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 0.10 กริม

ละลายในนํ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร

2.8 สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 

นํ้ากลั่น 6.70 มิลลิลิตร

สารละลายทริส pH 8.8 5.00 มิลลิลิตร

สารละลายโซเดียมโดเดซิลชัลเฟต 200.00 ไมโครลิตร

สารละลายอะคริลาไมด์ 8 มลลลตร

TEMED 10 ไมโครลิตร

สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 100 ไมโครลิคร
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2.9 สารละลายแสตกกิงเจล

นากลัน 6.10 มลลลตร

สารละลายทริล pH 6.8 2.50 มลลลตร

สารละลายโซเดียมโดเดซิลชัลเฟต 100.00 ไมโครลิตร

สารละลายอะคริลาไมด์ 1.30 มิลลิลิตร

TEMED 10.00 ไมโครลิตร

สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต 50.00 ไมโครลิตร

2.10 สารละลายสำหรับย้อมสี (staining solution)

0.10 เปอร์เชนต์ โคแมสซี บริลเลียน บลู จี-250 (comassie brilliant blue G-250) 

10 เปอร์เชนต์ กรดอะชิติค

50 เปอร์เซนต์ เมธานอล

2.11 สารละลายสำหรับล้างสี

7 เปอร์เชนต์ กรดอะซิติค

30 ฟอร์เชนต์ เมธานอล
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ภาคผนวก ค

า . การเตรียมตัวอย่างโปรตีนสำหรับทำโพลิอะคริลาไมดไ,จลอิเลคโตรโฟริชิลแบบแท่ง

นำโปรตีนที่จะทดสอบมาเจือจางด้วยลารละลาย 0.005 เปอร์เซนต์ บรอมฟึนอล บลู ใน 
50 เปอร์เชนต์ กลีเชอรอล ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของโปรตีน ประมาณ 0.5 มิลลิกรัมตอ 
มิลลิลิตร หยอดตัวอย่างที่เตรียมได้ 50 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าเจล

2. การเตรียมตัวอยางโปรตีนสำหรับทำโซเดียมโดเดซิลโพลิอะคริลาไมด์เจล 
อิเลคโตรโฬรัชิสแบบแผน

นำโปรตีนที่จะวิเคราะห์และโปรตีนมาตรฐาน ละลายในบัฟเฟอร์ที่ใข้กับโปรตีนที่จะ
วิเคราะห ์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 2.6) ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของโปรตีน ประมาณ 0.5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นำมาต้มในน้าเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยอด 
ตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร ลงในช่องตัวอยางบนเจล



ภาคผนวก ง

1. การหาคาคงที่ในการยับยั้งการทำงาน (Ki) ของบีตา-ไซโลชิเดส โดยไซโลล 
จากกราฟ ไลน์วีเวอร์-เบิร์ก

จากรูปที่ 15 ความชันของเส้นกราฟ = Vmax [ 1+ [ I ] /  Ki ]

เมื่อ Km = ความจำเพาะตอชับสเตรทของบีตา-ไซโลชิเดลตอ
พารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (โมลาร์)

Vmax = ความเร็ว (ไมโครโมลของพารา-ในโตรฟึนอลตอนาที)

[ I ] = ความเข้มข้นของไซโลส (โมลาร์)
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ภาคผนวก จ

1. ชุดกรองสปอรของ Streptomyces sp. 43-4 (Hopwood et. al., 1985)
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2. ลักษณะการวางขดลวดสปริงที่ก้นขวดสำหรับเลี้ยง Streptomyces sp.
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