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บทท่ี 3
วิธืดำเนินการวิจ้อ

3.1 แบคทีเรีย

3.1.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
3.1.1.1 LB medium

yeast extract 5 กรัม
tryptone 10 กรัม
NaCI 10 กรัม

เติมน้ํากลั่นลงไป 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮ 
ดรอกไซด์ 1.0 โมลาร์ ปรับปรมาตรสุดท้ายไห้เป็น 1 ลิตร หลังจากนั้นนำไปอบฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที ถ้าเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ 
ชนิดวุ้นแข็งให้เติม agar ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อปรมาณ 17 กรัมต่อลิตรก่อนนำไปอบฆ่าเชื้อ

3.1.1.2 chitin medium
yeast extract 0.5 กรัม
(NH4)2S04 1 กรัม
MgS04.7H20 0.3 กรัม
kh2po4 6 กรัม
k2h p o 4 10 กรัม
Colloidal chitin 0.2 เปอร์เซ็นต์ (พ/v)

เติมน้ํากลั่นลงไป 900 มิลลิลิตร หลังจากน้ันนำไปปรับ pH ให้เป็น 7.0 ด้วยสาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์1.0โมลาร์ นำมาเติมนั้ากลั่นให้เป็น 1 ลิตรนำไปอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที ถ้าเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ 
ชนิดวุ้นแข็งให้เติม agar ลงไป 17 กรัมต่อลิตรก่อนนำไปอบฆ่าเชื้อ

3.1.2 การเตรียมเชื้อตั้งต ้น

นำ slant มาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ประมาณ 18 ช่ัวโมง) เข่ียเช้ือจาก 
slant 1 ลูพ (loop) ใลิลงใน LB medium ป!'มาตร 20 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดชมพู่ขนาด 50 
มิลลิลิตร เขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที จนสามารถวัดความขุ่น 
ของเชื้อที่ความยาวคลื่น420นาโนเมตร ไดีในช่วง0.2-0.3หน่วย (ประมาณ1-2ช่ัวโมง)
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3.1.3 การเก็บรักษาเชื้อ
3.1.3.1 การเก็บในระยะสั้น
เก็บรักษาเชื้อที่ใช้ในการทดลองไว้ใน LB medium ซนิดวุ้นแข็ง ซึ่งบรรจุอยู่ใน 

หลอดแก้วฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ในลักษณะลาดเอียง โดยเข่ียเช้ือ 1 โคโลนีจากจานเลี้ยง 
เช้ือใปขีด (streak) ลงบนอาหารวุ้นเอียง บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเชียล จนกระท่ังเช้ือเจริญเต็ม 
ท่ี ปิดฝาจุกให้แน่น พันพาราปิลม์นำไปเก็บใว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน'โม่เกิน 1 เดือน หลัง 
จากนั้นต้องนำเชื้อมาเตรียมเก็บในระยะลั้นอีกครั้ง เมื่อต้องการใช้เช้ือในการทดลองให้นำไปบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ประมาณ 18ช่ัวโมง) ตามวิธีในข้อ 3.1.2

3.1.3.2 การเก็บในระยะยาว
3.1.3.2.1 การเก็บเชื้อในกลีเชอรอล
เล้ียงเช้ือใน LB medium จนเชื้อเจริญถึงระยะทวีคูณ (log phase) แล้ว 

เก็บเช้ือในหลอด eppendrof ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกลีเชอรอลท่ีปลอดเช้ือให้ได้ความเข้มข้น 
สุดท้ายของกลีเซอรอลเป็น 50 เปอร์เซ็นต์ เขย่าให้เข้าก้น ปิดฝาจุกให้แน่น พันพาราหิเลม์ นำไปเก็บ 
ไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีอายุการเก็บประมาณ 1 ปี

3.1.3.2.2 การเก็บเชื้อด้วยวิธีไลโอหิเไลเซชัน (Lyophilization)
เล้ียงเช้ือใน LB medium จนเชื้อเจริญถึงระยะทวีคูณ (log phase) นำไป 

บรรจุลงใน ampule แล้วนำ ampule ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสโดยให้ ampule อยู่ 
ในลักษณะเอียงประมาณ 30 องศาทิ้งไว้ประมาณ 5 ช่ัวโมง นำ ampule ซ่ึงบรรจุเชื้อไปต่อเข้ากับ 
ต้วเคร่ือง (freeze-dryer) ซึ่งมีอุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส จากนั้นเปิดปัมสูญญากาศจ'พาายนอก 
ของ ampule อุ่นชื้นจนเท่าอุณหภูมิห้อง ซึ่งแสดงว่ากระบวนการเสร็จสิ้น ทำการปิดปากหลอด 
ampule ด้วยความร้อน นำหลอด ampule ซ่ึงบรรจุเช้ือท่ีแห้งแล้ว'ไปเก็บ1ไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา 
เซลเซียส เก็บได้เป็นระยะเวลานาน เมื่อจะนำเชื้อมาใช้ไห้นำเชื้อไปเขี่ยลงใน LB medium แล้วนำ 
ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

3.1.4 การเพาะเลี้ยงเชื้อเพี่อติดตามการเจริญของเชื้อน,ละเวลาที่เหมาะสมในการ 
ผลิตไคทิเนส

ดูดเชื้อต้ังต้น 10 มิลลิลิตร (ข้อ 3.1.2) ใส่ลงใน chitin medium (ข้อ 3.1.1.2) pH 7.0 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร นำไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ทำการดูดเช้ือออกมาทำ serial dilution ทุก 8 ช่ัวโมง 
เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ใช้ sterile normal saline เป็นตัวเจือจาง จากน้ันใช้ปิเปตปลอดเชื้อขนาด 1 
มิลลิลิตร ดูดสารละลายท่ีระดับความเข้มข้นต่าง  ๆ ใส่ใน LB plate ท่ีปลอดเชื้อจานละ 0.1 
มิลลิลิตร โดยดูดจากความเข้มข้นตํ่ามายังความเข้มข้นสูง ใช้แท่งแก้วรูปตัว L กระจายเชื้อใน LB
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plate นำไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเชียล เป็นเวลา 6-8 ช่ัวโมง บันทึกผลโดยการนับจำนวนจุลินทรีย่ใน 
จานที่มีโคโลนีอยู่ในช่วง 30-300 โคโลนี นำไปคำนวณจำนวนโคโลนีต่อ 1 มิลลิลิตร ทำการตรวจ 
สอบแอคติวิตีฃองไคทิเนสและปริมาณโปรตีนทุก 8 ช่ัวโมง โดยดูดเช้ือจากหลอดแก้วท่ีปลอดเช้ือท่ี 
เหลือใส่ลงในหลอด eppendrof ขนาด 1.5มิลลิลิตรนำไปปันในที่เย็นที่ 10,000 รอบต่อนาทีเป็น 
เวลา 5 นาที เก็บส่วนใสท่ีได้เพื่อนำไปวัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์และปริมาณโปรตีนต่อไป

3.2 การวัดแอคติวิต ิของไคทิเนสด้วยวิธิวัดสิ (Colorimetric method)
ทำตามวิธีของมณีรัตน์มีพลอย (2542) ซ่ึงดัดแปลงเล็กน้อยจากวิธีของ เทาoto และ 

Yagishita (1971) ซึ่งเป็นการวัดสมบัตรดิวซ์ของผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากไคทิเนลย่อยไคทินโดยผลิต 
ภัณฑ์ท่ีเกิดชื้นจะไปริดิวช์เฟอริริกไชยาไนด้ซึ่งมีสีเหลืองให้เป็นเฟอร์โรไซยาไนด์ซึ่งไม่มีลี

เติมสารละลายเอนไซม์ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และคอลลอยดัลไคทินเข้มข้น 0.2 
เปอร์เซ็นต์ (พ/v) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ pH
5.0 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 1.1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้าก้น นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส พร้อมท้ังเขย่าเบา  ๆ เป็นเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยต้มในนํ้าเดือด 30 นาที เติมสาร 
ละลายโพแทสเซียมเพ่อริกไซยาไนด์(ภาคผนวกที่ 2 ข้อ 1.3) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรลงไป เขย่าให้ 
เข้าก้น ปิดหลอดด้วยลูกแก้ว นำไปต้มในนํ้าเดือดเป็นเวลา 15นาที นำไปแช่ในนํ้าแข็ง(ประมาณ5 
นาที) นำไปปันที่ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ค่อย  ๆ ดูดส่วนใสออกมา 2 มิลลิลิตร 
ด้วยปิเปตอัตโนมิติใส่ลงในหลอดทดลอง นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร 
เทียบก้บนํ้ากล่ัน

หลอดควบคุม (control) ใส่คอลลอยดัลไคทินภายหลังการต้มเอนไซม์ก้บบัฟเฟอร์ในนํ้า 
เดือดแล้ว เพ่ือทำให้เอนไซม์เลียสภาพ

หลอด blank ให้ใส่บัฟเฟอร์แทนเอนไซม์และคอลลอยดัลไคทินซ่ึงใช้เป็นลับลเตรท

กำหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ (enzyme unit) คือ ปริมาณเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเกิด N- 
acetylglucosamine 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีทำการทดลอง

แอคติวิตีจำเพาะของเอนไซม์ (specific activity) คือ จำนวนหน่วยเอนไซม์ต่อปริมาณ 
โปรตีน 1 มิลลิกรัม
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3.3 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford
ทำตามวิธี microprotein assay ของ Bradford (1976) ใช้สำหรับวัดปรมาณโปรตีน 1-10 

ไมโครกรัม
นำสารละลายตัวอย่าง 100 ไมโครลิตรมาผลมกับลารละลาย Bradford (Bradford 

working solution) (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 2.2) 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เช้ากัน ทิ้งไว้ 9 นาที แล้วนำไปวัด 
การดูดกลืนแลงด้วยเคร่ือง Jenway ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร หาปริมาณโปรตีนโดยเปรียบ 
เทียบจากกราฟมาตรฐานของลารละลายโปรตีน Bovine serum albumin (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 2.3) 
ความเข้มข้น1-10ไมโครกรัมต่อ 100ไมโครลิตร

3.4 การเตรียมไคทิเนสที่ได ้จาก B. cereus ให้มริส ุทธีบางส่วน
ทุกข้ันตอนทำท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยกเว้นท่ีระบุไว้
เริ่มต้นจากการเตรียมสารละลายเอนไซมํไนปริมาณมาก โดยการเลี้ยงเชื้อบาซิลลัสใน LB 

medium แล้วทำการถ่ายเช้ือตั้งต้น (ข้อ 3.1.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงใน chitin medium 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร เขย่าในเครื่องเขย่าท่ีควบคุม 
อุณหภูมิได้ ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36-38 ช่ัวโมง แล้วจึง 
นำไปแยกเอนไซม์โดยการปันแยกเซลล์และไคทินออกด้วยเครื่องปันแรงเหวี่ยงสูง Beckman L- 
21C ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสคือ 
สารละลายเอนไซม์อย่างหยาบท่ีได้ไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

3.4.1 การทำให้เข้มข้นโดยวิธีอุลทราทิเลเตรซัน
กรอง crude enzyme ผ่านอุลทราหิเลเตรชันยูนิตซ่ึงไข้แผ่นกรอง (membrane) เบอร์ 

YM10 ซ่ึงกรองโมเลกุลที่มีฃนาด 10,000 ดาลตันช้ืนไป โดยมีแก๊สไนโตรเจนช่วยตันที่ความตัน 30 
psi เก็บสารละลายเอนไซม์เข้มข้นท่ีได้น้ีไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือนำไปทำให้บริลุทธ๋ึต่อไป

3.4.2 การทำโครมาโตกราทีเแบบการแลกเปลี่ยนประจุโดยใข้ตีอึเออึเซลลูโลส
(DEAE-cellulose)

3.4.2.1 การเตรียมคอลัมน์ตีอึเออึเซลลูโลส
ล้างดีอีเออีเซลลูโลสปริมาณ 40 กรัมด้วยทริล-คลอ'ไรด์บัฟเฟอร์ 400 มิลลิโมลาร์ 

pH 7.4 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 3.1) ปริมาตร 700 มิลลิลิตรพร้อมท้ังกวนเบา  ๆ ด้วยแท่งกวนแม่เหล็ก 
ประมาณ 30 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้ดีอีเออีเซลลูโลสตกตะกอน หลังจากนั้นเทส่วนน้ําใลและเศษผงที่ 
ลอยอยู่ออก ล้างด้วยทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 3.2) 
ปริมาตร 700 มิลลิลิตร 2 คร้ัง นำไปกรอง หลังจากนั้นนำไป suspend ด้วยทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 
10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำมาบรรจุลงไปไนคอลัมน์ขนาด
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2.3x20 เซนติเมตร ผ่านสารละลายทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ปริมาตร 200 
มิลลิลิตรด้วยอัตราการไหล 60 มิลลิลิตรต่อ,ช่ัวโมง เพื่อให้คอลัมน์อยู่ในสภาพสมดุลย์

3.4.2.2 การแยกเอนไซม์ด้วยคอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส
นำสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการกรองชนิดอุลทราแล้วจากข้อ 3.4.1 เติมลงใน 

คอลัมน์ดีอีเออีเซลลูโลส แล้ว'ซะด้วยสารละลายทริส-คลอ1ใรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 
ประมาณ 400 มิลลิลิตรจนไม่มีโปรตีนออกมาจากคอลัมน์ (วัดค่า OD280 เท่ากับ 0) จึงเปล่ียนมา 
ซะด้วย linear salt gradient 0.1-0.5 M ซึ่งเตรียมจาก 0.1 โมลาร์โซเดียมคลอ1ใรดโนสาร 
ละลายทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 3.4) ปริมตร 100 
มิลลิลิตรกับ 0.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ ในสารละลายทริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH
7.4 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 3.5) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตามด้วยการซะด้วย 0.5 โมลาร์โซเดียมคลอไรด์ 
ในสารละลายทริส-คลอ'ใรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร สุดท้ายชะ 
ด้วย 1.0โมลาริโซเดียมคลอไรด็ในสารละลายท่ริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 (ภาค 
ผนวกท่ี 2 ข้อ 3.6) จนไม่มีโปรตีนออกมาจากคอลัมน์ (วัดค่า O□ 280 เท่ากับ 0) โดยเก็บแยกส่วน 
สารละลายที่ออกจากคอลัมน์หลอดละ 5 มิลลิลิตรติดต่อกันด้วยเครื่องเก็บแยกส่วน นำมาวัด 
ปริมาณโปรตีนโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร วัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์ 
และติดตามความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรดัเดยการวัดความนำไฟฟ้าของโซเดียมคลอไรด์ 
ไนสารละลาย นำแฟรคชันที่มีแอคติวิตีฃองเอนไซม์มารวมกัน จากนั้นทำให้ปริมาตรลดลงโดยไข้ 
เครื่องกรองชนิดอุลทราเพื่อทำให้สารละลายเข้มข้นขึ้น วัดปริมาตร ตรวจวัดปริมาณโปรตีนและ 
แอคติวิตีเพื่อที่จะนำไปทำให้ปริสุทธ้ิขึ้นโดยคอลัมน์ริเจนเนอเรทเทดไคทินต่อไป

3.4.3 การทำโครมาโตกราทีเแบบลัมพรรคภาพด้วยรีเจนเนอเรทเทดไคทิน
(Regenerated chitin affinity)

3.4.3.1 การเตรียมคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคทิน
นำรีเจนเนอเรทเทดไคทินไปบรรจุลงในคอลัมน์ขนาด 10.5x1.9 เซนติเมตร ให้ได้ 

ความสูงเป็น 7 เซนติเมตร ผ่านสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 (ภาค 
ผนวกท่ี 2 ข้อ 4.1) ลงในคอลัมน์ที่บรรจุรีเจนเนอเรทเทดไคทินปริมาตร 4-5 เท่าของปริมาตรของ 
คอลัมน์ ด้วยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เพื่อให้คอลัมน์อยู่ในสภาพที่ลมดุลย์

3.4.3.2 การแยกเอนไซม์ด ้วยคอลัมน์รีเจนเนอเรทเทดไคทิน
ทำตามวิธีของมณีรัตน์ มีพลอย (2542) ซึ่งทำการดัดแปลงจากวิธีของ

Watanabe และคณะ (1997)
นำสารละลายเอนไซม์ส่วนที่ไม่ลับกับคอลัมน์ DEAE-cellulose ท่ีมีแอคติวิตีฃอง 

ไคทิเนล (ข้อ 3.4.2.2) ที่ทำให้เข้มข้นแล้วด้วยการกรองชนิดอัลทรา (MW cut off ของเมมเบรน
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10,000 ดาลตัน) ป!'มาตรไม่เกิน 10 มิลลิลิตร1ไป1ไดอะไลซ์ (dialyse) ในสารละลายโซเดียม 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 ป!มาตร 100 เท่าของป!มาตรสารละลายเอนไซม์ 3 คร้ัง 
คร้ังละ 4 ช่ัวโมง จากนั้นนำสารละลายที่ได้ไปเติมลงไนคอลัมน!เจนเนอเรทเทดไคทินที่อยู่ใน 
สภาพที่ลมดุลย์แล้ว ชะด้วยสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์2 0 มิลล้โมลาร์ pH 7.4 ป!มาตร 
4 เท่าของคอลัมน์ อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที แล้วเปลี่ยนมาชะด้วยสารละลายโซเดียม 
อะซิเตทบัฟเฟอร์ 20 มิลลัโมลาร์ pH 5.5 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 4.2) ป!มาตร 4 เท่าของคอลัมน์จาก 
นั้นจึงซะด้วย linear pH gradient 5.5-3.1 โดยเตรียมจากสารละลายโซเดียมอะชิเตทบัฟเฟอร์ 20 
มิลลัโมลาร์ pH 5.5 ป!มาตร 50 มิลลิลิตร กับ กรดอะซิติก 20 มิลลัโมลาร์ pH 3.1 (ภาคผนวกท่ี 2 
ข้อ 4.3) ป!มาตร 50 มิลลิลิตร ซะด้วยกรดอะชิดิก 20 มิลลิโมลาร์ pH 3.1 เป็นลำตับสุดท้าย 
ตรวจสอบจนไม่มีโปรตีนออกมาจากคอลัมน์อีก (วัด Ajg0 ได้เท่ากับ 0) เก็บแยกส่วนสารละลายท่ี 
ออกจากคอลัมน์หลอดละ 2 มิลลิลิตรด้วยเครื่องเก็บแยกส่วน นำสารละลายแต่ละหลอดมาวัดค่า 
การดูดกลืนแลงท่ีความยาวคลื่นท่ี 280 นาโนฌตร วัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์ และวัดค่า pH ของสาร 
ละลาย นำหลอดท่ีมีแอคติวิตีฃองไคทิเนสมารวมกัน นำไปไดอะไลซํในทรีส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิล 
ลิโมลาร์ pH 7.4 ทำให้ป!มาตรลดลงโดยใข้อุลทราฟิลเตรซ'น วัดป!มาตรรวม แอคติวิตีรวม และ 
ปริมาณโปรตีนรวมของเอนไซม์ก่อนที่จะนำไปทำบรีสุทธิ้ในขั้นต่อไป

3.4.4 การทำเอนไซม์ไ ห ้บ ร ีส ุท ธโดยใช้คอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200
3.4.4.1 การเตรียมคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200
นำคอลัมน์เซฟาเด็กซํจี-200 ขนาด 2.0x90 เซนติเมตรซึ่งบรรจุเจลสูง 75 

เซนติเมตร มาผ่านสารละลายทรีล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 อีกประมาณ 3-4 
เท่าของป!มาตรของคอลัมน์ด้วยอัตราการไหล 15 มิลลิลิตรต่อ'ช่ัวโมง เพ่ือให้เม็ดเจลเรียงตัวอยู่ 
ในสภาพลมดุลย์

3.4.4.2 การแยกเอนไซม์ด้วยคอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-200
ผ่านสารละลายเอนไซม์จากข้อ3.4.3.2 ลงในคอลัมน์ (ป!มาตร ไม่เกิน2 เปอร์เชนต์ 

ของป!มาตรคอลัมน์) แล้วซะด้วยทรีล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลัโมลาร์ pH 7.4 (ภาคผนวกที่ 
2 ข้อ 5.1) เก็บแยกส่วนสารละลายที่ออกจากคอลัมน์หลอดละ 1 มิลลิลิตรติดต่อกันด้วยเครื่อง 
เก็บแยกส่วน นำสารละลายมาวัดป!มาณโปรตีนโดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นา 
โนเมตรและวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ นำหลอดที่มีแอคติวิตีฃองไคทิเนสมารวมกัน ทำให้ป!มาตร 
ของเอนไซม์ลดลงโดยใช้ aqua sorb ดึงน้ัาออกแล้วนำไปไดอะไลช์วัดป!มาตรรวม แอคติวิตีรวม 
และป!มาณ โปรตีนรวมของเอนไซม์ก่อนที่จะนำไปสืกษาต่อไป
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3.5 การตรวจสอบความบรีสุทธฃองไคทิเนสโดยการทำดิสค์-พอลี,อะครีลาไมต์เจลอิเล็ก 
โทรฟอรีซ ็ส (Disc-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

3.5.1 การเตรียมพอลีอะคริลาไมด์เจล 7.5 เปอร์เซ ็นต์
เตรียม separating gel โดยผลมสารละลายอะครีลาไมด์ (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.4) 2.5 

มิลลิลิตร สารละลายทรีล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ pH 8.8 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.2) 2.5 มิลลิลิตร และ 
นํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร เขย่าเบา  ๆให้เข้ากัน แล้วเติมสารละลายแอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต (ภาคผนวก 
ท่ี 2 ข้อ 6.5) 50 ไมโครลิตร และ TEMED 10 ไมโครลิตร เขย่าเบา  ๆ ให้เข้ากัน นำสารละลายไป 
บรรจุลงในแบบเจล (gel mold) ซึ่งเป็นแผ่นแก้วลี่เหลี่ยมขนาด 8.3x10 เซนติเมตร วางขนานกัน 
ห่างกัน 1.0 มิลลิเมตร ซ่ึงมี spacer ขั้นไว้จนได้สารละลายที่มีความสูงห่างจากขอบบนประมาณ
2.8 เซนติเมตร ค่อย  ๆ หยอดนํ้ากลั่นลงบนผิวหน้าเจลอย่างรวดเร็วเพื่อให้ได้หน้าเจลที่เรียบ ต้ังท้ิง 
ไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 60 นาที เพื่อให้เจลแข็งตัวโดยเมื่อเจลแข็งตัวแล้วจะสังเกตเห็นรอย 
ต่อระหว่างเจลและนํ้ากลั่นอย่างซัดเจนจึงเทนํ้ากลั่นออกจากผิวหน้าของเจล

เตรียม stacking gel 5 เปอร์เซ็นต์ โดยผสมสารละลายอะครีลาไมด์ 670 ไมโครลิตร สาร 
ละลายทรีล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ pH 6.8 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.3) 1 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 2.3 
มิลลิลิตร เขย่าเบา  ๆ ให้เข้ากัน เติมสารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 30 ไมโครลิตร และ 
TEMED 5 ไมโครลิตร เขย่าเบา  ๆ แล้วใช้ปิเปตพลาสติกดูดสารละลายแล้วนำไปหยอดลงบน 
ผิวหน้าเจลของส่วน separating gel ให้ระดับสารละลายตํ่ากว่าขอบบนประมาณ 2 มิลลิเมตร 
หลังจากนั้นค่อย  ๆ ใส่หวี (comb) ลงไป ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 60 นาที เม่ือสังเกตเห็น 
เจลแข็งแล้วจึงค่อย  ๆ ดึงหวีออก แล้วนำไปใข้ในการทดลอง

3.5.2 การเตรียมสารละลายโปรตีน
นำสารละลายจากข้ันตอนต่าง  ๆ ของการทำบรีลุทธ้ิซึ่งมีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 3 นาโน 

กรัม-110 ไมโครกรัม มาเติมสารละลายบัฟเฟอร์สำหรับสารตัวอย่าง (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.6) ใน 
อัตราส่วน 4:1 โดยปริมาตร โดยให้ปริมาตรรวมไม่เกิน 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เตรียมนำไป 
หยอดลงในหลุมเจลในขั้นตอนการทำอิเล็กโทรฟอรีซิลต่อไป

3.5.3 การทำอิเล็กโทรฟอรีช ึส
บรรจุแผ่นเจลลงในอ่างบัฟเฟอร์โนแนวตั้ง ใส่สารละลายทรีล-ไกลซีนอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ 

pH 8.3 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.1) ลงในอ่างบัฟเฟอร์ขั้นบนให้ท่วมปลายทั้ง 2 ข้างของแผ่นเจล และ 
ขั้นล่างให้ท่วมแผ่นกระจกที่บรรจุเจลอยู่เพื่อให้กระแสไฟฟ้าไหลต่อเนื่องในแผ่นเจลให้ครบวงจร 
หยอดสารละลายโปรตีนที่เตรียมจากข้อ 3.5.2 ลงบนหลุมเจล หลังจากนั้นผ่านกระแสไฟฟ้า
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ขนาด 20 มิลลิแอมแปร์ ความต่างสักยํใฟฟ้า 100 โวล์ตต่อแผ่นเจล เป็นเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง 
จนกระท่ังแถบสี (tracking dye) เคลื่อนท่ีไปอยู่ขอบเจลด้านล่างจึงปิดกระแสไฟฟ้า

3.5.4 การติดตามแถบโปรตึน
ย้อมโปรตีนโดยทำ silver stain ตามวิธีของ Wedrychowski และคณะ (1986)
หลังจากการทำอิเล็กโทรฟอรีซิลแล้ว ถ่ายเจลจากข้อ 3.5.3 ออกจากแผ่นแก้ว แล้วนำไป 

แซ่ใน 50% methanol/10% acetic acid (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.7) เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ช่ัวโมง 
โดยเปล่ียนสารละลายอย่างน้อย 2-3 คร้ังเพ่ือตรึงเจล ต่อจากน้ันจึงนำแผ่นเจลไปล้างด้วยน้ําอย่าง 
น้อย 3 ครั้งภายในเวลา 30 นาทีเพ่ือล้าง 50% methanol/10% acetic acid ออก หลังจากน้ันนำ 
เจลไปแซ่ในนํ้ายาย้อมสีโปรตีน (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.8) 15 นาทีพร้อมท้ังเขย่าเบา  ๆ ล้างด้วยน้ําท่ี 
กำจัดไอออนออกแล้ว (deionized water) 2 คร้ัง แล้วเปลี่ยนน้ัาแซ่ท้ิงไว้ 2 นาทีพร้อมท้ังเขย่าเบา 
 ๆ หลังจากนั้นนำมา develop ใน developing solution (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.9) จากน้ันแถบสีน้ํา 

ตาลดำของโปรตีนจะค่อย  ๆ ปรากฏข้ึนกายในเวลา 10 นาที เม่ือแถบสีโปรตีนปรากฏชัดเจนเพียง 
พอแล้วให้นำเจลไปแซ่ใน 1 %  acetic acid (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 6.10) เพ่ือเป็นการหยุดปฏิกิริยา 
ต่อจากนั้นล้างเจลด้วยน้ําอย่างน้อย 1 ช่ัวโมง โดยเปลี่ยนนํ้าอย่างน้อย 3 คร้ัง เก็บเจลไว้ในน้ําหรือ 
นำไปทำให้แห้ง

3.5.5 การติดตามแอคติวิต ิฃองไคทิเนส่ไนแผ่นพอลีอะคริลาไมด์เจล
ทำตามวิธีของมณีรัตน์ มีพลอย (2542) ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Trudel และ Asselin

(1989)
ทำเหมือนข้อ 3.5.1 แต่เติมไกลคอลไคทินเฉพาะใน separating gel ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร หลังจากทำอิเล็กโทรฟอรีซีลเสร็จแล้ว ถ่ายเจลออกจากแผ่นแก้ว นำไปแซ่ลงในสาร 
ละลายโซเดียม-อะซิเตทบัฟเฟอร์0.1 โมลาร์ pH 5.0 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 8.1) เป็นเวลาประมาณ 
18 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมเขย่าเบา  ๆ เป็นคร้ังคราวเพ่ือให้เอนไซม์ย่อยไกล 
คอลไคทินในแผ่นเจล หลังจากนั้นเทสารละลายโซเดียม-อะซิเตทบัฟเฟอร์ออก นำเจลมาแซ่ในสาร 
ละลายฟลูออเรสเซนซ์(ภาคผนวกที่ 2 ข้อ 8.3) เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นจึงเทสาร 
ละลายฟลูออเรลเชนซ์ออกแล้วล้างเจลด้วยนั้ากลั่นที่อุณหภูมิห้องหลาย  ๆ คร้ัง จนเห็นแถบแอคติวิ 
ตีของไคทีเนลเป็นแถบดำบนพ้ืนเจลสีฟ้า เม่ือนำเจลไปส่องดูภายใต้แลงอุลทราไวโอเลท

3.6 การศึกษาหา•นาหนัก'โมเลกุลของเอนไซม์'โดย'วิธ ีอ ิเล ็กโทร'โฟริซ ิส เอสดีเอส-พอลี 
อะคริลาไมด์เจล (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

ทำตามวิธีของมณีรัตน์มีพลอย (2542)
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3.6.1 การเตรียมเอสดีเอส-พอลึอะครีลาไมต์เจล 12.5 เปอร์เซ ็นต์
เตรียม separating gel โดยผลมสารละลายอะคริลาไมด์ (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 7.4) 4.17 

มิลลิลิตร สารละลายทริล-เอสดีเอส pH 8.8 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 7.2) 2.5 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 
3.33 มิลลิลิตร เขย่าเบา  ๆ ให้เข้ากันแล้วเติมสารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ภาคผนวกท่ี 2 
ข้อ 7.5) 50 ไมโครลิตร และ TEMED 5 ไมโครลิตร เขย่าเบา  ๆไห้เข้ากัน นำสารละลายเจลไปบรรจุ 
ลงในแบบเจล จนกระท่ังสารละลายอยู่ต่ําจากขอบกระจกด้านบนประมาณ 2.8 เซนติเมตร ค่อย  ๆ
หยอดน้ํากล่ันลงบนผิวหน้าเจลอย่างรวดเร็ว ตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 60 นาที เม่ือเจลแข็ง 
ตัวแล้วจะสังเกตเห็นรอยต่อระหว่างเจลกับนํ้ากลั่นอย่างชัดเจน เทน้ํากล่ันออกจากผิวหน้าเจล

เตรียม stacking gel โดยผสมลารละลายอะครีลาไมด์ 670 ไมโครลิตร สารละลายทริล- 
เอสดีเอลบัฟเฟอร์ pH 6.8 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 7.3) 1 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 2.3 มิลลิลิตร เขย่าให้ 
เข้ากันก่อนเติมสารละลายแอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 7.5) 30 ไมโครลิตร และ 
TEMED 5 ไมโครลิตร เขย่าเบา  ๆ ให้เข้ากันแล้วนำไปหยอดลงในแบบเจลซึ่งได้เตรียม 
seperating gel ไว้แล้ว ให้ระตับสารละลายตํ่ากว่าขอบบนประมาณ 2 มิลลิเมตร ค่อย  ๆ ใส่หวี 
ลงไป ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 60 นาที เมื่อสังเกตเห็นเจลแข็งแล้วจึงค่อย  ๆ ดึงหวีออก 
แล้วนำไปใช้ในการทดลองต่อไป

3.6.2 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ต้องการ 
วิเคราะห์

โปรตีน มาตรฐาน'ท่ีใช้ คือ สาร ละลาย ผสม ของ แอลฟา-แล ค ตา บูมิน (CC-
Lactabumin) ซอยบีน ทริปชิน อินฮิบิเตอร์ (Soybean trypsin inhibitor) คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 
(Carbonic anhydrase) โอ1วัลบูมิน (Ovalbumin) และฟอลฟอริลเลล บี (Phosphorylase b) นำ 
หนักโมเลกุล 14,400 20,100 30,000 45,000 และ 97,000 ดาลตัน ตามลำตับ ละลายโปรตีน 
มาตรฐานในบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย ทริล-คลอ1ไรด์'บัฟเฟอร์ 0.0625 โมลาร์ 2 
เปอร์เซ็นต์SDS และ 10 เปอร์เซ็นต์glycerol

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานและเอนไซม์ที่ต้องการวิเคราะห์โดยให้มี 
ปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอย่างให้อยู่ในช่วง 3 นาโนกรัม-110 ไมโครกรัมต่อตัวอย่าง หลัง 
จากนั้นนำตัวอย่างไปผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ลำหรับสารตัวอย่าง (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 7.6) ใน 
อัตราส่วน 4:1 โดยปร็มาตร ใส่ใน eppendrof ปิดฝาหลอดแล้วนำไปต้มท่ีอุณหภูมิ —100 องศา 
เซลเชียล เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นจนมีอุณหภูมิเท่าอุณหภูมิห้องก่อนนำไปหยอดลงในหลุม 
เจลที่เตรียม1ไว้
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3.6.3 การทำอิเล็ก'โทร'พ่อ'รี?ส
ทำเหมือนข้อ 3.5.3 แต่ใช้สารละลายทริส-เอลดีเอลอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ

7.1 ) แทนสารละลายทรส-ไกลซีนอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์

3.6.4 การติดตามแถบโปรตีน
ถ่ายเจลจากข้อ 3.6.3 ออกจากแผ่นเจล นำมาย้อมลีโปรตีนตามวิธีข้อ 3.5.4

3.6.5 การคำนวณหา‘นาหนักโมเลกุลของเอนไซม์
วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบลีน้ําตาลของโปรตีนท่ีใด้จากการย้อมด้วย silver และ 

ระยะทางที่แถบลีตามรอยเคลื่อนที่ในแผ่นเจล นำมาคำนวณหาอัตราการเคลื่อนที่ ดังน้ี

อัตราการเคลื่อนที่ = ระยะทางท่ีแถบลีโปรตีนเคล่ือนท่ี 
ระยะทางที่แถบลีตามรอยเคลื่อนท่ี

หานํ้าหนักโมเลกุลโดยเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนที่กับนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนจาก 
กราฟมาตรฐาน

3.6.6 การตามแอคติวิต ีของไคทิเนสในแผ่นเอสดีเอส-พอลีอะครีลาไมด์เจล
ทำเหมือนข้อ 3.6.1 แต่เติมใกลคอลไคทินเฉพาะใน separating gel ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร หลังจากทำอิเล็กโทรฟอรีซิสเสร็จแล้ว ถ่ายเจลออกจากแผ่นแก้ว นำไปแช่ในสารละลาย 
Triton X-100 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 9.2) เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมท้ัง 
เขย่าเบา  ๆ เพ่ือให้ Triton X-100 ในสารละลายไปดึงเอสดีเอลออกจากแผ่นเจลเพื่อทำให้เอนไซม์ 
เกิดการรีเนเจอร์ และลามารถย่อยไกลคอลไคทินในแผ่นเจลได้ นำเจลออกมาแช่ในสารละลายฟลู 
ออเรสเซนซ์ (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 9.4) ประมาณ 15 นาที ล้างเจลด้วยนํ้ากลั่นหลาย  ๆ คร้ังท่ี 
อุณหภูมิห้องจนเห็นแถบแอคติวิตีฃองไคทิเนสเป็นแถบลีนํ้าเงินเข้มบนพื้นเจลลีฟ้าเมื่อนำเจลไป 
ส่องดูภายใต้แสงอุลทราไวโอเลท

3.7 การศึกษาสมบัติทางกายภาพและทิวเคมึบางประการของเอนไซม์บรีสุทธบางส่วนที่
เตรียมได ้

3.7.1 การศึกษานํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซม์โดยใช ้คอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-200
หา void volume และ total bed volume โดยการผ่านสารละลายบลูเด็กซ์แทรน 5 

มิลลิกรัม และโปแตสเชียมไดโครเมต 3 มิลลิกรัม ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรลงในคอลัมน์ซะด้วย
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ทริส-คลอ'ไ.รด'บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 วัดพีคฃองบลูเด็กซ์แทรนโดยวัดค่าการดูดกลืนแลง 
ที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร และวัดพีคของโปแตสเชียมไดโครเมตโดยวัดค่าการดูดกลืนแลงท่ี 
ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร หลังจากนั้นผ่านสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงได้แก่ ไชโตโครม 
ชี (cytochrome C) น้ัาหนักโมเลกุล 12,500 ดาลตัน โอวัลบูมิน (Ovalbumin) น้ําหนักโมเลกุล
43,000 ดาลตัน โบไวชีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) นั้าหนักโมเลกุล 68,000 ดาลตัน 
และคาตาเลส (Catalase) น้ําหนักโมเลกุล 232,000 ดาลตัน ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน์ แล้วซะด้วยสารละลายทริล-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิล 
ลิ,โมลาร์ pH 7.4 เก็บสารละลายท่ีออกจากคอลัมน์หลอดละ 1 มิลลิลิตร ติดต่อกันด้วยเครองเก็บแยก 
ส่วน วัดปรัมาตรของสารละลายเมื่อโปรตีนแต่ละตัวออกจากคอลัมน์ และวัดปริมาณโปรตีนโดยวัด 
ค่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร แล้วนำไปคำนวณหาค่า Kav ตังน้ี

Kav= ve-v0
V fV 0

เม่ือ ve คือ elution volume ของคอลัมน์ วัดได้จากปริมาตรของสารละลายเมื่อโปรตีน 
หรือเอนไซม์ผ่านออกมา

V0 คือ void volume ของคอลัมน์ วัดได้จากปริมาตรที่สารละลายบลูเด็กช์แทรน
ผ่านออกมา

V, คือ ปริมาตรทั้งหมดของคอลัมน์ในส่วนเจลที่บรรจุอยู่ (total bed volume) วัด 
ได้จากปริมาตรที่สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมทผ่านออกจากคอลัมน์

ผ่านสารละลายเอนไซม์ลงในคอลัมน์ แล้วหา elution volume ของเอนไซม์เดยการวัด 
แอคติวิตีและปริมาณโปรตีน คำนวณค่า Kav แล้วเทียบหานั้าหนักโมเลกุลจากกราฟมาตรฐานท่ี 
เตรียมได้จากสารละลายโปรตีนมาตรฐานตังกล่าวข้างต้น

3.7.2 การสืกษาผลของ pH และอุณหภูมิต่อแอคติวิต ิฃองเอนไซม์
วัดแอคติวิตีฃองเอนไซม์ที่บริสุทธิ้แล้วตามวิธีข้อ 3.2 ทำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่ 

เปลี่ยนภาวะการทดลองจาก pH 5.0 เป็น pH 3.0-9.0 (ภาคผนวกท่ี 2 ข้อ 10.1-10.6) หลังจากน้ัน 
ให้นำ pH ที่ได้ใปทำการหาอุณหภูมิที่เหมาะลมต่อแอคติวิตีฃองเอนไซม์โดยเปลี่ยนอุณหภูมิที่ใข้ใน 
การทดลองจาก 37 องศาเซลเซียส เป็น 30-70 องศาเซลเซียส

z , î  1 C\
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3.7.3 การศึกษาผลของเวลาในการบ่มเอนไซม์ต่อแอคติวิตึฃองเอนไซม์
เม่ือได้ pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะลมแล้วจากข้อ 3.7.2 ทำการหาช่วงเวลาท่ีเหมาะลมท่ีใข้ 

ในการบ่มเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะลมด้งกล่าว โดยการบ่มสารละลายเอนไซม์ท่ีเวลา 
ต่าง  ๆ ต้ังแต่ 0-120 นาที แล้ววัดปริมาณผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึน นำผลท่ีได้ไปพลอตกราฟระหว่างเวลา 
ท่ีใข้ในการบ่มและผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนเพ่ีอหาช่วงเวลาท่ีกราฟมีความสัมพันธ์เป็นเล้นตรงเพ่ือนำ 
สภาวะท่ีได้ไปใข้ในการทดลองต่อ  ๆไป

3.7.4 การศึกษาถึงความเสถียรของไคทิเนสที่ pH และอุณหภูมิต่าง ๆ
นำสารละลายเอนไซม์ท่ีบริลุทธ้ิแล้วมาบ่มในสารละลายบัฟเฟอร์pH 3-12 (ภาคผนวกท่ี 2 

ข้อ 10.1-10.8) ในอัตราส่วน 1:2 ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากน้ันดูดสาร 
ละลายออกมา 1 ส่วนมาปรับ pH เป็น 6 ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ pH 6.0 
ในอัตราส่วน 3:7 แล้วนำมาวัดแอคติวิตีฃองไคทีเนลท่ีเหลือตามวิธีข้อ 3.2 เปรียบเทียบภับแอคติวิตี 
ต้ังต้นของเอนไซม์ (ท่ีเวลา 0 นาที pH 6.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและวัดแอคติวิตีตามข้อ 3.2)

นำสารละลายเอนไซม์ท่ีปริลุทธ้ิ 0.1 มิลลิลิตร มาบ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine
0.1 โมลาร์ pH 6.0 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25-90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที แล้วนำมาวัดแอคติวิตีฃองไคทิเนสตามวิธีข้อ 3.2 โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีหาได้จากข้อ 
3.7.2-3.7.3 เปรียบเทียบภับแอคติวิตีท่ี pH ท่ีมีแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซม์ซ่ึงให้เท่ากับ 100 
เปอร์เซ็นต์

3.7.5 การศึกษาส้บสเตรทของไคทิเนส
นำสารละลายเอนไซม์ท่ีบริสุทธ้ิแล้วไปบ่มกับไคทินและอนุพันธ์ของไคทินชนิดต่าง  ๆได้แก่ 

คอลลอยด้ลไคทิน ไคทินผงปริลุทธ้ีรีเจนเนอเรทเทดไคทิน ไกลคอลไคทิน ไกลคอลไคโตแซน ไคทิน 
ผง (ไม่ปริสุทธ้ิ'ขนาด 35-mesh) ไคโตแซน (~90%deacetylation) (ความเข้มข้นของสับลเตรทแต่ 
ละชนิดเท่ากับ 0.2 เปอร์เซ็นต์ (พ/V)) เป็นเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้ววัดแอคติ 
วิตีของเอนไซม์ตามวิธีข้อ3.2ในสภาวะท่ีเหมาะลมท่ีหาได้จากข้อ37.2-3.7.3

3.7.6 การตรวจสอบชนิดของไคทิเนสโดยวิธีการใช้สบสเตรทท่ีมิสี (Chromogenic 
method)

ท่าตามวิธีของมณีรัตน์ มีพลอย (2542) ซ่ึงด้ดแปลงเล็กน้อยจากวิธีของ Roberts และ 
Selitrennikoff (1988)

เติมสารละลายเอนไซม์ 100 ไมโครลิตร และสารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ 
pH 6.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย p-nitrophenyl-chitooligosaccharides ชนิด 
ต่าง  ๆเข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ 60
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องศาเซลเชียล เป็นเวลา 30 นาที หยุดปฏิกัรยา'โดยการต้ม'ใน'น้ําเดือด 30 นาที รอให้เย็น เติมลาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์ ใ]รมาตร 600 ไมโครลิตร เซย่าให้เข้ากัน นำไปกัดค่าการดูด 
กลืนแลงท่ีความยาวคล่ืน 4า0 นาโนเมตร เทียบกับ blank

หลอดควบคุม (control) ให้ต้มสารละลายเอนไซม์ไนน้ําเดือดก่อน เป็นเวลา 30 นาทีแล้ว 
จึงเติมสารละลายบัฟเฟอร์และสารละลายสับสเตรท

หลอด blank ทำเหมือนตัวอย่างแต่ไข้สารละลายบัฟเฟอร์แทนสารละลายเอนไซม์ 
กำหนดให้ า หน่วยเอนไซม์ (enzyme unit) คือปริมาณเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเกิด p- 

nitrophenol 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะท่ีทำการทดลอง

3.7.7 การสิกษาผลของไอออนบางชนิดต่อการทำงานของเอนไซม์บริสุท ธ
บ่มสารละลายเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตรกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น0.1 โม 

ลาร์ pH 6.0 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ท่ีมืความเข้มข้นสุดท้ายของสารชนิดใดชนิดหน่ึงต่อไปน้ี คือ 
CaCI2 ZnS04 MnCI2 MgCI2 FeCI2 CuS04 หรือ HgCI2 ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 30 
นาทีท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเชียล แล้วจึงนำไปกัดแอคติวิตีตามข้อ 3 .2  ในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีหา 
ได้จากข้อ 37.2-3.7.3 เปรียบเทียบแอคติวิตีกับภาวะท่ีไม่มี CaCI2 ZnS04 MnCI2 MgCI2 FeCI2 
CuS04 หรือ HgCI2
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