
อ ุป ก ร ณ ์ เค ม ีภ ัณ ฑ ์ แล ะว ิธ ีท ด ล อ ง

เค ร ื่อ ง ม ือ ท ี่ใ ช ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

1. เครืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker) รุ่น 
GYROMAXIM 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., บ.S.A.

2. เคร่ืองปันเหวียงปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุ่น Avanti Centrifuge J-30I 
บริษัท Beckman, Germany

3. เคร่ืองปันเหวียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุ่น KM-15200 ของ Kubota, Japan
4. เคร่ืองวัดความเป็นกรดด่าง (Digital pH meter) รุ่น Cyberscan 1000 รุ่น Cyberscan 

200 บริษัท Eutech Cybernetics, สิงคโปร์, รุ่น Professional Meter PP-50 บริษัท 
Sartorius AG, Gottingen, Germany

5. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic® 401 ของ Milton 
Roy, U.S.A. และ รุ่น Perkin Elmer instruments Lamda 25 UVA/IS Spectrometer 
บริษัทเพอร์กิน แอลเมอร์จำกัด

6. เคร่ืองช่ังรุ่น PG2002-S และรุ่น AG285 บริษัท Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์
7. เคร่ืองน่ึงอบฆ่าเช้ือ (Autoclave) รุ่น SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan. 

และรุ่น HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan.
8. ตู้เข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A.
9. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของ Sanyo Electronic Co., Ltd., Japan.
10. อ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น พ760 บริษัท Memmert, เยอรมนี
11. เคร่ืองผสมสาร (Vortex-Genie2) รุ่น G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.s.A.
12. เคร่ืองกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) รุ่น 502-P บริษัท PMC, U.S.A.
13. เคร่ืองโครมาโทกราทีเ รุ่น Bio-Logic LP ของ BioRad, U.S.A.
14. เคร่ืองอีเลคโทรโฟริซิสแบบแผ่น (Slab gel electrophoresis equipment) รุ่น Mini- 

Protein II Dual ของ BioRad, U.s.A.

บ ท ท ี่ 3
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3.2 เค ม ีภ ัณ ฑ ์ท ื่ใ ช ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

1. ไซแลนจากไม้ฒิร์ช (xylan from birchwood) ของ Sigma, บ.S.A.
2. ไชแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ต (oat spelt xylan) ของ Sigma, U.S.A.
3. พารา-ไนโตรฟืนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟิวราโนไซด์ (p-nitrophenyl OC-L- 

arabinofuranoside) ของ Sigma, U.s.A.
4. พารา-ไนโตรฟินิล อะซีเตท (p-nitrophenyl acetate) ของ Sigma, U.S.A.
5. พารา-ไนโตรฟืนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A.
6. แมคโคร-เพรบ ดีอีเออี (Macro-Prep DEAE) ของ BioRad, U.S.A.
7. เซฟาคริล เอส-200 เอซอาร์ (Sephacryl ร-200 HR) ของ Amersham Pharmacia
8. ไฮดรอกชีอะปาไทด์ (Hydroxyapatite) ของ BioRad, U.S.A.
9. บิวทิล ไฮโดรโฟบิค อินเตอร์แอคซ้น (Butyl hydrophobic interaction) ของ BioRad,

U.S.A.
10. แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) ของ Merck, Germany
11. อะคริลาไมด์ (Acrylamide) ของ Sigma, U.S.A.
12. ผ,ผ,ผ’,ผ'-เตตระเมธิลืนไดอามีน (N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine, TEMED) ของ 

Sigma, U.S.A.
13. N.N’-เมธิลืนบิสอะคริลา'ไมด์ (N,N’-Methylene bis acrylamide) ของ Sigma, U.S.A.
14. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (Ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A.
15. ลืคูแมสซี บริลเลียนท์บลู จี-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250) ของ Fluka, 

Switzerland.
16. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, รอร) ของ Sigma, U.S.A.
17. ชุดโปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุล ของ BioRad, U.S.A.
18. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, U.S.A
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3.3 ว ิธ ีด ำ เ น ิน ก า ร ว ิจ ัย

3.3.1 ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง  Strep tom yces  sp. P C 2 2  แ ล ะ ก า ร เต ร ีย ม อ ะ ช ้ท ิล เอ ส เท อ เ ร ส

3.3.1.1 การเตรียมสปอร์ Streptomyces sp. PC22

ปลูกเช้ือ S trep tom yces  sp. PC22 ในอาหารแข็งเอียงข้าวไรย์ (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 5  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7  วัน จนสายใยเจริญเต็มท่ี และนำมาไว้ท่ี 
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 วัน จนสปอร์แก่เป็นสีเทา จึงนำมาขูดสปอร์ออกโดยเทคนิคปลอด 
เซือ โดยใช้นำกล่ันปลอดเชือเป็นตัวแขวนลอย ดูดสปอร์แขวนลอยท่ีได้มากรองผ่านชุดกรองสปอร์ 
นำสปอร์แขวนลอยท่ีกรองได้มาปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วน 
น้ําใสท้ิง แล้วล้างสปอร์ท่ีได้ด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือ 2 คร้ัง จากน้ันแขวนลอยใน 30 เปอร์เซ็นต์ 
กลีเซอรอลท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว 2 คร้ัง โดยเจือจางให้ได้ความเข้มข้นของสปอร์เท่ากับ 2X108 
สปอร์ต ่อมิลลิลิตร แบ่งเก็บเป็นปริมาตรน้อย  ๆ (aliquots) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่า 
จะนำมาใช้

3.3.1.2 การเพาะเลียง Streptomyces sp. PC22

1. ถ่ายสปอร์แขวนลอยของเช้ือ Streptomyces sp. PC22 ความเข้มข้น 2 
X108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวทริพติคซอยบรอท 
(Tryptic soy broth, TSB) pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร 
ช่ึงมีขดลวดสปริงอยู่ภายใน บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ช่ัวโมง

2. ถ่ายเช้ือจากหัวเช้ือ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือไซแลน คอมเพลิกช์ 
มีเดียม (Xylan complex medium) สำหรับผลิตอะซีทิลเอสเทอเรส (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) pH 
9 ปรมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีขดลวดสปริงอยู่ภายใน บ่ม 
เช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 วัน
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3. น ำต ัวอ ย ่า งม าป ัน เห ว ี่ย งแ ย ก ไม ซ ีเล ีย ม แ ล ะก าก อ าห ารท ี่เห ล ือ อ อ ก จ าก น ํ้า  

เล ี้ย ง เช ื้อท ี่ค วาม เร ็ว  8 ,000  รอบ ต ่อน าท ี อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวล า 15 นาท ี น ำส ่วน น ํ้า ใส  

ท ี่ได ้ไป ว ิเค ราะห ์แอคต ิว ิต ีของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรส  แล ะป ร ิม าณ โป รต ีน เพ ื่อ ใช ้ใน ก ารท ด ล อ งข ั้น ต ่อ ไป

3.3.2 ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์แ อ ค ต ิว ิต ิข อ ง อ ะ ซ ็ท ิล เอ ส เท อ เ ร ส

ก ารต รวจ ส อ บ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ งอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส เป ็น ว ิธ ีท ี่ต ัด แ ป ล งม าจ าก  K o rm e lin k  

แ ล ะค ณ ะ  (1993) โ ด ย ส า รล ะล าย ใน ป ฏ ิก ิร ิย าป ระก อ บ ด ้ว ย

0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ของสารละลายพ ารา-ไนโตรท ีเน ิล  อะซ ีเตท  (p -n itropheny l aceta te) 

ค วาม เข ้ม ข ้น  10 ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์ท ี่ล ะล าย ใน  50 เปอ ร ์เซ ็นต ์ เมธานอล

0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ของ 0.5 โม ล าร ์โซ เด ีย ม ฟ อ ส เฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.5

0.3 ม ิล ล ิล ิต รข อ งน ํ้า ก ล ั่น

0.5 ม ิล ล ิล ิต ร  ข อ งส ารล ะล าย เอ น ไซ ม ์ค วาม เข ้ม ข ้น ท ี่เห ม าะส ม

บ ่ม ป ฏ ิก ิร ิย าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 50 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวล า 10 นาท ี ห ย ุด ป ฏ ิก ิร ิย าโด ย แ ช ่ใน  

น ํ้าแ ข ็งน าน  10 นาท ี น ำไปว ัด ป ร ิม าณ พ ารา-ไนโต รท ีเนอล  (p -n itro p h e n o l)  ท ี่ถ ูก ปล ่อ ยออกม าท ี่ 

ค ว าม ย า วค ล ื่น  405  น าโน เม ต ร

ก ราฟ ม าต รฐ าน ใช ้ พารา-ไนโตรท ีเนอล (p -n itro p h e n o l)  ค วาม เข ้มข ้น ใน ช ่ว ง  0-50 

ไม โค รก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (ภ าค ผ นวก  ค ห มาย เลข  3)

1 ห น ่วยของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรส  เท ่าต ับ ป ร ิม าณ เอน ไซ ม ์ท ี่ย ่อ ย ส ล าย  พารา-ไนโตรพ ีเน ิล 

อะซ ีเตท แล ้วให ้ พารา-ไนโตรท ีเนอล ป ร ิม า ณ  1 ไมโครโมล ภ าย ใน เวล า  1 นาท ี ภายใต ้ภาวะท ี่ท ำ 

การท ดลอง

3.3.3 ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์แ อ ค ต ิ'ว ิต ีข อ ง 'ไ ช แ ล เน ส

การต รวจส อ บ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ งไซ แ ล เนส ต ัด แ ป ล งม าจาก ว ิธ ีข อ ง  N a k a j i m a  แ ล ะค ณ ะ  

(1984) โด ยก ารว ัด ป ร ิม าณ น ํ้าต าล ไซ โล ส ท ี่เก ิด จ าก ก ารย ่อ ยส ล ายไซ แ ล น  ซ ึ่ง ใน ป ฏ ิก ิร ิย าม ีส ่ว น ผ ส ม  

ต ังน ี้

0 .1  ม ิล ล ลิ ิต ร  ของส า ร ล ะล ายไช แ ล น จ า ก เ ป ล ือ ก ข ้าวโอ ๊ต  (oat sp e lt xy lan) ค ว า ม  

เข ้ม ข ้น  1 0  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร ซ ึ ่ง ล ะ ล า ย ใ น  1 0 0  ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์โ ซ เ ด ีย ม อ ะ ซ ี เ ต ท  บ ัฟ เ ฟ อ ร ์  p H  5 . 5



33

0.8 ม ิล ล ิล ิต ร  ของ 100 ม ิล ล ิโม ล าร ์โซ เด ียมอ ะซ ีเต ท  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  5.5

0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ข อ งส ารล ะล าย เอ น ไซ ม ์ค วาม เข ้ม ข ้น ท ี่เห ม าะส ม

น ำส ่วน ผ ส ม น ี้ไป บ ่ม ท ี่ 60 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวล า 10 นาท ี แ ล ้วห ย ุด ปฏ ิก ิร ิย าโด ยต ้ม  

ใน อ ่า งน ํ้า เด ือ ด  น า น  10 นาท ี แ ล ้วน ำไป ห าป ร ิม าณ น ํ้าต าล ร ีด ิวซ ํโด ยว ิธ ีข อ ง  Som ogy i และ N e lson  

(1952) แ ล ะก ำห น ด ให ้ 1 ห น ่วย เอ น ไซ ม ์ ค ือ ป ร ิม าณ เอนไซ ม ์ท ี่ย ่อ ยสล ายไซ แล นแล ้วได ้น ํ้าต าล  

ร ีด ิวซ ์เก ิด ข ึ้น  1 ไมโครโมล ภ าย ใน เวล า  1 นาท ี ภ าย ใต ้ภ าว ะท ี่ท ด ล อ ง

3.3.4 ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เซ ล ล ูเล ส

ก ารว ิเค รา ะห ์แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เซ ล ล ูเล ส โด ย ว ัด ป ร ิม าณ น ํ้าต าล ก ล ูโค ส ท ี่เก ิด จ าก ก ารย ่อ ย  

สลายโซ เด ียมคาร ์บอกซ ีเมธ ิล เซ ลล ูโลส  ( S o d iu m c a rb o x y m e th y l c e l lu lo s e )  ซ ึงในป ฏ ิก ิร ิย า  

ป ร ะก อ บ ด ้ว ย  0.5 ม ิล ล ิล ิต ร  ของสารล ะล ายโซ เด ียมคาร ์บ อกซ ีเม ธ ิล เซ ล ล ูโลส  ค วาม เข ้ม ข ้น  10 

ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ท ี่ล ะล าย ใน  100 ม ิล ล ิโม ล า ร ์ โซ เด ียมอะซ ีเตท  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  5 .5  และ 0.5 

ม ิล ล ิล ิต ร  ข อ งส ารล ะล าย เอ น ไซ ม ์ค วาม เข ้ม ข ้น ท ี่เห ม าะล ม  บ ่ม ป ฏ ิก ิร ิย าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 60 องศา 

เซลเซ ียส เป ็น เวล า 10 นาท ี แล ้วน ำไป ห าป ร ิม าณ น ํ้าต าล ร ีด ิวซ ํโด ย ว ิธ ีข อ ง  Som ogy i แล ะ N e lson  

( 1 9 5 2 )  แล ะก ำห น ด ให ้ 1 ห น ่วย เอ น ไซ ม ์ ค ือป ร ิม าณ เอน ไซ ม ์ท ี่ย ่อ ยสล ายโซ เด ียม ค าร ์บ อกซ ีเม ธ ิล  

เซ ลล ูโลสแล ้วได ้น ำตาลร ีด ิวซ ์เก ิดข ึ้น  1 ไมโครโมล ภ าย ใน เวล า  1 นาท ี ภ าย ใต ้ภ าว ะท ี่ท ด ล อ ง

3.3.5 ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ต า ม ว ิธ ีข อ ง  S om ogy i แ ล ะ  N e lson  (1952)

น ำส า รต ัว อ ย ่า ง ท ี่จ ะ ว ิเค ร า ะห ์ป ร ิม า ต ร  1.0 ม ิล ล ิล ิต ร  เต ิม ส า รล ะล าย อ ัล ค าไล น ์ คอป 

เป อ ร ์ (a lka line c o p p e r  reagent) (ภ าค ผ น ว ก ข  ห มาย เลข  1.1) ป ร ิม า ต ร  1 .0 ม ิล ล ิล ิต ร  ผสมให ้เข ้า 

ก ัน  น ำไป ต ้ม ใน อ ่า งน ํ้า เด ือ ด น าน  15 นาท ี แ ล ้วแ ซ ่ในอ ่างน ํ้าแข ็งท ัน ท ีเพ ื่อ ห ย ุด ป ฏ ิก ิร ิย า  เต ิม ส าร 

ล ะล าย เน ล ส ัน  (N e lson ’s  reagent) (ภ าค ผ น วก  ข ห มาย เลข  1.2) ป ร ิม า ต ร  1.0 ม ิล ล ิล ิต ร  ผสมให ้ 

เข ้าก ัน  ต ังท ิงไว ้ท ีอ ุณ หภ ูม ิห ้อ ง  30 นาท ี เติมนำ 5.0 ม ิล ล ิล ิต ร  ผ ส ม ให ้เข ้าก ัน ด ้วย เค ร ื่อ งป ่น ผ ส ม  

(vortex m ixer) แล ้วน ำไป ว ัด ป ร ิม าณ น ํ้า ต าล ร ีด ิวซ ํโ ด ย ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค ว าม ย าวค ล ื่น  520 

น าโน เม ต ร

ค ำน วณ ป ร ิม าณ น ำต าล ร ีด ิวช ์จ าก ก ราฟ ม าต รฐ าน ข อ งน ํ้า ต าล ไซ โล ส ห ร ือ ก ล โค ส  ค วามฬ่ ■ป
เข ้มข ้น  0 -200 ไม โค รก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (ภ าค ผ นวก  ค ห มาย เลข  1.1 แล ะ 1.2)
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3.3.6 ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน  (Low ry แ ล ะ ค ณ ะ ,  1951)

ว ิเค รา ะห ์ป ร ิม าณ โ ป รต ีน โ ด ย น ำ ส า รล ะล าย ต ัวอ ย ่า ง  1.0 ม ิล ล ิล ิต ร  ม า เต ิม ส า รล ะล าย  

ผสม C  (ภ าคผ นวก  ข ห มาย เลข  2.3) 5.0 ม ิล ล ิล ิต ร  ผ สมให ้เข ้าก ัน  ต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อ ง  20 นาท ี 

เต ิม ส ารล ะล าย  อ  (ภ าค ผ นวก  ข ห มาย เลข  2.4) 0 .5 ม ิล ล ิล ิต ร  ต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อ ง  30 นาท ี แล ้ว 

น ำไป ก ัด ค ่าก า รด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค ว าม ย าวค ล ื่น  660 น าโน เม ต ร

ค ำน วณ ป ร ิม าณ โป รต ีน จ าก ก ราฟ ม าต รฐ าน ข อ งโบ ไว 'น ํซ ีร ัม อ ัล บ ูม ิน  (B o v in e  s e ru m  

a lbum in) ค วาม เข ้ม ข ้น  0 -200  ไม โค รก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (ภ าค ผ นวก  ค ห มาย เลข  2)

3.3.7 ก า ร ท ำ อ ะ ? ท ิล เอ ส เท อ เ ร ส ใ ห ้บ ร ิส ุท ธ

3.3.7.1 ก ารห าค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งแ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต ท ี่เห ม าะส ม ใน ก ารต ก ต ะก อ น อ ะซ ีท ิล  

เอสเทอเรส

น ำส ่วน น ํ้า ใส เอ น ไซ ม ์ม าต ก ต ะก อ น ด ้วย ผ งแ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต ท ี่บ ด ล ะเอ ีย ด อ ย ่า ง  

ช ้า ๆ พ ร ้อ ม ท ั้ง ก วน เบ า  ๆ ด ้วย เค ร ื่อ งก วน แ ม ่เห ล ็ก  (m agn e tic  stirrer) โด ย เพ ิ่ม ค วาม เข ้ม ข ้นของ  

เก ล ือ แ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต เป ็น ล ำด ับ ส ่วน  ค ือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 

แล ะ 80-90  เป อ ร ์เซ ็น ต ์ ก วน แ ต ่ล ะล ำด ับ ส ่วน ข อ งส า รแ ข วน ล อ ย เอ น ไซ ม ์ป ระม าณ  1-2 ช ั่วโมง นำไป  

ป ่น เห ว ี่ย ง เพ ื่อ แ ย ก ต ะก อ น โป รต ีน อ อ ก จ าก ส ่วน น ํ้า ใส ด ้ว ย ค วาม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  รอบ ต ่อน าท ี เป ็น เวลา 

3 0 น าท ีล ะล าย ต ะก อ น โป รต ีน ท ี่ไ ด ้ด ้ว ย  1 0 0 ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์โ ซ เด ีย ม ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6 . 5 โดยใช ้ 

ป ร ิม าต รน ้อ ย ท ี่ส ุด ท ี่ล ะล าย ต ะก อ น ได ้ห ม ด  ได อ ะไล ส ่ข าม ค ืน ใน บ ัฟ เฟ อ ร ์ช น ิด เด ิม  ห ล ังจ าก น ั้น น ำไป  

ป ่น เห ว ี่ย งแ ย ก ต ะก อ น อ อ ก  น ำส ่วน น ํ้า ใส ท ี่ไ ด ้ไป ก ัด ป ร ิม าต ร ว ิเค ร า ะห ์ป ร ิม าณ โ ป รต ีน  แล ะแ อค ต ิว ิต ี 

ของอะซ ีท ิล เอสเทอเรส
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3 .3 7 .2  ก ารท ำอ ะซ ีท ิล เอส เท อ เรส ให ้บ ร ิส ุท ธ ี้โด ยการต กต ะกอนด ้วย แอม โม เน ีย มซ ัล เฟ ต

น ำส ารล ะล าย เอ น ไซ ม ์ท ี่เต ร ีย ม ได ้ม าต ก ต ะก อ น ด ้วย ผ งแ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต อ ิ่ม ต ัวท ี่ 

ท ราบ ค วาม เข ้ม ข ้น ท ี่เห ม าะส ม ท ี่ไ ด ้จ าก ก ารท ด ล อ งใน ข ้อ  3.3.7.1 พ ร ้อ ม ท ั้ง ก วน เบ า  ๆ ด ้วย เค ร ื่อ ง  

ก วนแ ม ่เห ล ็ก  (M a g n e t ic  stirrer) ก วน ส า รแ ข วน ล อ ย เอ น ไซ ม ์ป ระม าณ  1-2 ช ั่วโมง น ำไป ป ่น แยก  

ต ะก อ น อ อ ก จ าก ส ่ว น น ํ้า ใส ด ้ว ย ค วา ม เร ็ว  10,000 รอบ ต ่อน าท ี เป ็น เวล า 30 นาท ี จ าก น ั้น ล ะล าย  

ต ะกอนโป รต ีนท ี่ได ้ใน  50 ม ิล ล ็โ ม ล า ร ์ท ร ิส  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  7.5 ซ ึ่ง เป ็น บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่เห ม าะส ม ส ำห ร ับ ก าร  

ท ำโป รต ีน ให ้ป ร ิสุทธ ิโ้ ด ย ค อ ล ัม น ์แ ล ก เป ล ี่ย น อ ิอ อ น ลบ โดยใช ้ป ร ิม าต รน ้อ ย ท ี่ส ุด ท ี่ล ะล าย ต ะก อ น ได ้ 

ห มด  ได อ ะไล ล ัข ้าม ค ืน ใน บ ัฟ เฟ อ ร ์ช น ิด เด ิม  ค ร ั้งส ุดท ้ายไดอะไลส ่ใน  30 เป อ ร ์เซ ็นต ์ กล ีเซอรอล ท่ี 

ล ะล าย ใน  50 ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์ ทร ิส  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  7.5 เป ็น เวลา 4-5  ช ั่วโมง ห ล ังจ าก น ั้น น ำไป ป ่น เห ว ี่ย ง  

แ ย ก ต ะก อ น อ อ ก  ว ัด ป ร ิม า ต ร  ว ิเค รา ะห ์ป ร ิม า ณ โ ป รต ีน  แล ะแอคต ิว ิต ีของอะช ีท ิล เอส เท อ เรส

3 .3 7 .3  ผ ล ขอ งเอ ็น -เอ ธ ิล ม าล ีอ ิไม ต ์ (N -e thy im ale im ide) ใน ก ารย ับ ย ั้ง ก า รท ำง าน ข อ งอ ะ  

ซ ีท ิลเอสเทอเรส

บ ่ม อ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ท ี่ได ้จ าก ก ารต ก ต ะก อ น ด ้วยแ อ ม โม เน ียม ช ัล เฟ ต ใน ข ้อ

3 .3 7 .2  ป ร ิม าณ เท ่า  ๆ ก ัน  ใน เอ ็น -เอ ธ ิล ม าล ีอ ิไม ด ไห ้ได ้ค วาม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้าย เป ็น  0-5 ม ิล ล ิโม ล าร ์ ท่ี 

อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส  เป ็น เวล า 15 นาท ี น ำไป ห าแ อ ค ต ิว ิต ีข อ งอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ต าม ว ิธ ีก าร  

ในข ้อ  3.3.2

3 .3 7 .4  ผ ล ของค วาม เข ้ม ข ้นของโซ เด ียมค ลอไรด ์ต ่อก ารท ำงานของเอนไซ ม ์

น ำอ ะช ีท ิล เอ ส เท อ เรส ท ี่ได ้จ าก ก ารต ก ต ะก อ นด ้วยแ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต ใน ข ้อ

3 .3 7 .2  ป !ม า ณ เท ่า  ๆ ก ัน  บ ่มก ับ ล ับ ล เต รท แล ะโซ เด ีย มค ล อไรด ํให ้ได ้ค วาม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้าย ใน ช ่ว ง  

0-700  ม ิล ล ิโม ล าร ์น ำไป ห าแ อ ค ต ิว ิต ีข อ งอ ะซ ีท ิล เอ ส เท อ เรส ต าม ว ิธ ีก า รใน ข ้อ  3.3.2

I พ า 0 5 M \ 1
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3.3.7.5 การท ำเอนไซ ม ์ให ้ป ร ิส ุท ธ ี้โดยว ิธ ีคอล ัมน ์โค รมาโท กราพ ีเ

3.3.7.5.1 การท ำเอนไซ ม ์ให ้บ รส ุท ธ ิ้โด ยคอล ัมน ์แมคโค ร-เพ รบ  ด ีอ ีเออ ี (M acro - 

P rep  D EAE)

ล ้างส ารแ ข วน ล อ ย แ ม ค โค ร-เพ รบ  ด ีอ ีเออ ี ด ้วยน ํ้ากล ั่น โด ยใช ้แท ่งแก ้วคน  

เบา ๆ แล ้วป ล ่อ ย ให ้เจล น อ น ก ้น  เท ล ่วน น ํ้า ใส ท ิ้งพ ร ้อ ม ก ับ เจล ล ะเอ ีย ด ท ี่ย ังล อ ยอ ย ู่ด ้าน บ นท ิ้ง ไป  ทำ 

เช ่นน ี้หลาย  ๆ คร ั้ง จ น ไม ่ม ีเจ ล ล ะเอ ีย ด แ ข วน ล อ ย อ ย ู่ แช ่เจลใน  50 ม ิล ล ัโม ล า ร ์ ทร ิส บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH

7.5 น ำ เจล ไป ก ำจ ัด ฟ อ งอ าก าศ อ อ ก โด ย ว ิธ ี s o n ic a t io n  ภ า ย ใต ้ส ุญ ญ า ก า ศ ป ร ะม า ณ  20-30 นาท ี 

แ ล ้วบ รรจ ุเจ ล ล งใน ค อ ล ัม น ์ข น าด เล ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล าง  1.5 เซ น ต ิเม ต รส ูง  28  เซ น ต ิเม ต รป เม าต ร เจ ล  

50 ม ิล ล ิล ิต ร  ผ ่า น ส ารล ะล าย  50 ม ิล ล ิโม ล าร ์ ทร ิส บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  7.5 ล งใน ค อ ล ัม น ์ ป ร ิม าต ร  2-3 

เท ่าของป ร ิม าต รเจล  ด ้วยอ ัต ราก ารไห ล  30 ม ิล ล ิล ิต รต ่อ 1ช ั่วโมง ค ่อย ๆ ใส ่ส า รล ะล าย เอน ไซ ม ์ท ี่ผ ่าน  

ก ารต ก ต ะก อ น ด ้วย แ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต อ ิ่ม ต ัว  30-90 เปอ ร ์เซ ็นต ์ ล งบ น ผ ิวห น ้า เจล  ซะโปรต ีนท ี่ไม ่ 

ถ ูก จ ับ ก ับ แ ม ค โค ร-เพ รบ  ด ีอ ีเออ ี อ อ ก ด ้ว ย ส า รล ะล าย บ ัฟ เฟ อ ร ์เด ิม  ต ิด ต าม โป รต ีน โด ย ก า รว ัด ค ่าก า ร  

ด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค วาม ย าวค ล ื่น  280  น าโน เม ต ร จ น ม ีค ่า ใก ล ้ศ ูน ย ์ จ าก น ั้น จ ึงซ ะโป รต ีน ท ี่จ ับ อ ย ู่ก ับ เจล  

ออกโดยใช ้ 0 -1000  ม ิล ล ิโม ล า ร ์ โซ เด ียมค ลอไรด ์เก รเด ียนท ํใน  50 ม ิล ล ัโม ล าร ์ ทร ิส  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH

7 . 5  เก ็บ ส า รล ะล าย ท ี่ผ ่า น ค อ ล ัม น ์ล ำด ับ ส ่วน ล ะ  2.0 ม ิล ล ิล ิต ร  ต ิด ต าม โป รต ีน โด ย ก า รว ัด ค ่าก า ร  

ด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค วาม ย าวค ล ื่น  280  น าโน เม ต ร แล ะว ัดแอคต ิว ิต ีของอะซ ีท ิล เอส เท อ เรสและไช แล เนส  

ใน แ ต ่ล ะล ำ ด ับ ส ่วน  จ าก น ั้น ร วม เอ าล ำด ับ ส ่วน ท ี่พ บ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ งอ ะช ีท ีล เอ ส เท อ เรส เข ้าด ้วย ก ัน  ทำ 

ให ้ต ัวอย ่าง เข ้มข ้น ข ึ้น โด ยว ิธ ี c o n c e n tra t in g  cen tr ifu g a t io n  ค วาม เร ็ว  7 ,000  รอบ ต ่อน าท ี ด ้วย 

concen tra to r tube  ซ ึงม ีฒ ม เบ รน ท ีม ีก า รค ัด ข น าด โม เล ก ุล  (M o le cu la r w e igh t cu t off) 10,000 

ด าล ด ัน  จ าก น ั้น น ำต ัวอ ย ่า งไป ได อ ะไล ล ํใน  50 ม ิล ล ัโม ล า ร ์ โซ เด ียมฟ อสเฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 เป ็น  

เวล าข ้าม ค ืน  ส ุดท ้ายน ำไปได อะไลส ์ใน  30 เป อ ร ์เซ ็นต ์ กล ีเซอรอล ท ี่ล ะล าย ใน  50 ม ิล ล ิโม ล าร ์ 

โซ เด ียมฟ อสเฟต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 เป ็น เวล า 4-5 ช ั่วโมง ว ัด ป ร ิม าต รข อ งส า รล ะล าย ท ี่ไ ด ้ ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ป ร ิม าณ โป รต ีน  แล ะแอคต ิว ิต ีของอะซ ึท ิล เอส เท อ เรส
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3.3.7 .5 .2  ก ารท ำเอนไซ ม ็ให ้บ ร ิส ุท ธโดยคอล ัมน ์บ ิวท ิล  ไฮโดร'โฟบ ิค อ ิน เตอ ร ์แอค ช ัน  

(Butyl h yd ro p h o b ic  in te raction)

ล ้างส ารแ ข วน ล อ ย บ ิวท ิล  ไฮโดร'โฟบิค อ ิน เต อ ร ์แ อค ช ัน  ด ้วยน ํ้ากล ั่น ใช ้แท ่ง  

แก ้วคน เบ า ๆ แ ล ้วป ล ่อ ย ให ้เจล น อ น ก ้น  เท ล ่วน น ํ้า ใส พ ร ้อ ม ก ับ เจล ล ะเอ ีย ด ท ี่ล อยอย ู่ด ้าน บ นท ิ้ง ไป  

ท ำเซ ่นน ี้ห ล าย  ๆ คร ั้ง จน ไม ่ม ีเจ ล ล ะเอ ีย ด แ ข วน ล อ ย อ ย ู่ ค ร ั้งส ุดท ้ายแซ ่เจล ใน  50 ม ิล ล ิโม ล าร ์ 

โซ เด ียมฟ อสเฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 ก ำจ ัด ฟ อ งอ าก าศ อ อ ก โด ย ก ารด ูด อ าก าศ อ อ ก ป ระม าณ  20-30 

นาท ี แ ล ้วบ รรจ ุเจ ล ล งใน ค อ ล ัม น ์ข น าด เล ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล าง  0.7 เซ นต ิเมต ร สูง 9 เซ นต ิเมต ร ป ร ิม าต ร  

เจล 3.5 ม ิล ล ิล ิต ร  ผ ่า น ส า รล ะล าย  1.7 โ ม ล า ร ์ แ อม โม เน ียม ช ัล เฟ ต ท ี่ล ะล าย ใน  50 ม ิล ล ิโม ล าร ์ 

โซ เด ียมฟ อสเฟต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 ล ง ใน ค อ ล ัม น ์ป ร ะม า ณ  2-3 เท ่าของป ร ิม าต รเจล  ด ้วย อ ัต ราก าร  

ไหล 30 ม ิลล ิล ิต รต ่อ 'ช ั่วโมง น ำผ งแ อม โม เน ียม ช ัล เฟ ต ม าล ะล าย ก ับ ต ัวอ ย ่า ง เอ น ไซ ม ์ท ี่ได ้จ าก ข ้อ

3.3.7.5.1 ให ้ได ้ค วาม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้าย เท ่าก ับ  1.7 โ ม ล า ร ์ แ ล ้วน ำม าใล ่ล งบ นผ ิวห น ้าข อ งเจล  ช ะ 

โป รต ีน ท ี่ไ ม ่จ ับ ก ับ ต ัวก ล างด ้วย บ ัฟ เฟ อ ร ์ช น ิด เด ิม  จ าก น ั้น จ ึงซ ะโป รต ีน ท ี่จ ับ อ ย ู่ก ับ ต ัว ก ล างใน ค อ ล ัม น ์ 

ออกโดยใช ้ 1.7-0 โ ม ล า ร ์ แอม โม เน ียม ช ัล เฟ ต เก รเด ียนท ํใน  50 ม ิล ล ิโม ล า ร ์ โซ เด ียมฟ อสเฟต 

บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 เก ็บ ล ำด ับ ล ่ว น ล ะ  1.0 ม ิล ล ิล ิต ร  ต ิด ต าม โป รต ีน โด ย ว ัด ค ่าก ารด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค ว าม  

ย า วค ล ื่น  280  น าโน เม ต ร  แ ล ะว ัด แ อ ค ต ิว ิด ีใน แ ต ่ล ะล ำด ับ ล ่ว น  จ าก น ั้น ร วม ล ำด ับ ล ่ว น ท ี่พ บ แ อ ค ต ิว ิต ี 

ข อ งอ ะซ ีท ีล เอส เท อ เรส เข ้าด ้วยก ัน  ล ด ป ร ิม าต รต ัวอ ย ่า ง โด ย ว ิธ ี c o n c e n t r a t in g  c e n t r ifu g a t io n  

ค วาม เร ็ว  7 ,0 0 0  รอ บ ต ่อ น าท ี ด ้วย  c o n c e n t r a to r  tu b e  ซ ึ่งม ีเม ม เบ รน ท ี่ม ีก า รด ัด ข น าด โม เล ก ุล  

(M o le cu la r w e igh t cu t off) 10,000  ด าล ต ัน  จากน ั้นนำ 'ไป 'ไดอะไลล ัใน  20 ม ิล ล ัโม ล าร ์ โซเด ียม 

ฟ อส เฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ p H  6 .8  น าน ข ้า ม ค ืน  แ ล ะ ,นำ'ไป'ใดอะไลล ัต ่อ1ใน  30 เป อ ร ์เซ ็น ต ์ กล ีเชอรอลท ี่ 

ล ะล าย ใน  20 ม ิล ล ิโม ล า ร ์ โซ เด ียมฟ อสเฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ p H  6 .8  น าน  4-5  ช ั่วโมง ว ัด ป ร ิม า ต ร  

ว ิเค รา ะห ์ป ร ิม าณ โป รต ีน แ ล ะแ อ ค ต ิว ิต ีฃ อ ง เอ น ไซ ม ์
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3 .3 7 .5 .3  ก ารท ำเอนไซ ม ์ให ้บ ัร ิส ุท ธ ิ้โด ยคอล ัม น ์ไฮด รอกซ ีอ ะป าไท ด ์ (H ydroxyapatite )

แช ่ไฮดรอกช ีอ ะปาไท ด ัใน  20 ม ิล ล ัโม ล าร ์ โซ เด ียมฟ อส เฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ p H

6.8 ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  น า น  12 ช ั่วโมง เท ส ่วนน ํ้า ใสพ ร ้อ ม เจล ล ะเอ ียด ท ิ้ง  ท ำ เช ่นน ี้ห ล าย  ๆ คร ั้ง จนไม ่ 

ม ีเจ ส ล ะเอ ีย ด แ ข วน ล อ ย อ ย ู่ น ำ เจ ล ไป ด ูด อ าก าศ อ อ ก ป ระม าณ  20-30 นาท ี บ รรจ ุเจ ล ล งใน ค อ ล ัม น ์ 

ข น าด เล ัน ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล าง  0.7 เซ นต ิเมต ร สูง 9 .5 เซนต ิเมตร ป ร ิม าต ร เจ ล  3.7 ม ิล ล ิล ิต ร  ผ ่าน  

ส า รล ะล าย  20  ม ิล ล ิโม ล า ร ์ โซ เด ียมฟ อสเฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 ด ้วยอ ัต ราก ารไห ล  15 ม ิล ล ิล ิต รต ่อ  

ช ั่วโมง น ำ เอ น ไซ ม ์ท ี่ได ้จ าก ก ารผ ่าน ค อ ล ัม น ์บ ิวท ิล  ไฮโดรโฟบ ิค อ ิน เต อ ร ์แ อ ค ช ัน  ในข ้อ  3 .3 7 .5 .2  

ม าผ ่า น ล ง ค อ ล ัม น ์ ช ะโป รต ีน ท ี่ไ ม ่จ ับ ค อ ล ัม น ์ด ้ว ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ช น ิด เด ิม  จ าก น ั้น จ ึงซ ะโป รต ีน ท ี่ถ ูก จ ับ  

ด ้วยไฮด รอก ช ีอ ะป าไท ด ์อ อ ก จาก ค อ ล ัม 'น โด ยก ารเพ ิ่ม ค วาม เข ้ม ข ้น จาก  20-500  ม ิล ล ัโม ล าร ์ ของ 

โซ เด ียมฟ อสเฟ ต  บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  6.8 เก ็บ ส า รล ะล าย ท ี่ผ ่าน ค อ ล ัม น ์ล ำด ับ ส ่วน ล ะ  1.0 ม ิล ล ิล ิต ร ว ัด ค ่า  

ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค ว าม ย า วค ล ื่น  280  น าโน เม ต ร แล ะว ัด แอค ต ิว ิต ีข อ งอ ะซ ีท ิล เอส เท อ เรส ในแ ต ่ล ะ 

ล ำด ับ ส ่ว น  จ าก น ั้น รวม ล ำด ับ ส ่วน ท ี่พ บ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไซ ม ์เข ้าด ้วย ก ัน  ท ำให ้เข ้ม ข ้น ข ึ้น ด ้วย ว ิธ ี 

concen tra ting  cen trifuga tion  ค วาม เร ็ว  7 ,000 รอบ ต ่อน าท ี ว ัด ป ร ิม า ต ร  ว ิเค ร า ะห ์ป ร ิม าณ โ ป รต ีน  

แล ะแ อคต ิว ิต ีข อ ง เอนไซ ม ์
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3.3.8 การตรวจสอบความบริสุทธของอะข้ทิลเอสเทอเรส โดยวิธีพอสิอะคริลาไมด์ 
เจลอึเลคโทรโฟริซัส (Native polyacrylamide gel electrophoresis) ด้ดแปลงจากวิธีการ 
ของ Laemmli (1970)

ประกบแผ่นแก้วขนาด 8.3X10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3X10.2 เข้าด้วยก้น โดยมี 
แผ่นพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยู่ท่ีขอบด้านข้างท้ังสอง ประกอบแผ่นแก้วน้ีเข้า 
กับชุดหล่อเจล เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 3.8) ลงในซ่องว่างระหว่างแผ่นแก้วให้มีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ํากล่ัน 
ลงบนผิวหน้าเจลให้เต็มแผ่น ต้ังท้ิงไว้จนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกจนหมด เทสารละลายผสมสแตกกิง 
เจล (stacking gel) ความเข้มข้น 4  เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.9) ให้ท่วมซ่องว่างท่ี 
เหลือในแผ่นแก้ว เสียบแผ่นพลาสติกสำหรับเตรียมซ่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่น 
แก้ว ต้ังท้ิงไว้จนเจลแข็งตัวแล้วจึงดึงแผ่นพลาสติกออก นำแผ่นเจลท่ีเตรียมได้มาประกอบเข้ากับ 
ชุดทำอีเลคโทรโฟรีซีส ล้างซ่องใส่ตัวอย่างด้วยอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.1) 
เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ลงในชุดทำอีเลคโทรโฟรีซิสจนเต็ม นำโปรตีนท่ีจะวิเคราะห์มาเจือจางใน
บัฟเฟอร์ท่ีจะใช้วิเคราะห์ (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.6) จากน้ันหยอดสารละลาย 
โปรตีน 20 ไมโครลิตร ในซ่องใส่ตัวอย่างบนแผ่นเจล ทำการอีเลคโทรโฟรีซิสท่ี 200 โวลท์ จนสี 
ของบรอมทีเนอลบลูเคล่ือนท่ีลงมาใกล้ถึงปลายสุดของแผ่นเจล นำเจลออกจากแผ่นแก้ว แซ่เจลใน 
สารละลายย้อมโปรตีน (staining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.10) เป็นเวลา 30 นาที แล้ว 
ล้างสีส่วนเกินออกด้วยสารละลายล้างสี (destaining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3.11) จน 
เห็นแถบโปรตีนซัดเจน สำหรับการย้อมแอคติวิตี (activity staining) ของอะซีทิลเอสเทอเรสทำโดย 
แซ่เจลในสารละลาย 0.1 โมลาร์โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 นาน 15 นาที แล้วนำไปแซ่ต่อ 
ใน พารา-ไนโตรทีเนิล อะซีเตท ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
ตรวจสอบแถบสีเหลืองของพารา-ไนโตรทีเนอลท่ีเกิดข้ึน



4 0

3.3.9 การวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรส

3.3.9.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรส โดยการทำเจลทิเลเตรชันผ่าน 
คอลัมน์เซฟาคริล เอส-200 เอชอาร

ล้างสารแขวนลอยเซฟาคริล เอส-200 เอชอาร์ (Sephacryl ร-200 HR) ด้วยน์า 
กล่ันโดยใช้แท่งแก้วคนเบา  ๆ แล้วปล่อยให้เจลนอนก้น เทล่วนน้ําใสท้ิงไป ทำเช่นน้ีหลาย  ๆ คร้ัง 
คร้ังสุดท้ายแช่เจลใน 50 มิลลัโมลาร์โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 กำจัดฟองอากาศออกโดย 
วิธี sonication ภายใต้สุญญากาศประมาณ 20-30 นาที แล้วบรรจุเจลลงในคอลัมน์ขนาดเล้นผ่าน 
ศูนย์กลาง 1.0 เซนติเมตรสูง49 เซนติเมตรปริมาตรเจล 4 0 มิลลิลิตรผ่านสารละลาย 50 มิลลิโม 
ลาร์ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 ประมาณ 2-3 เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 7.2 
มิลลิลิตรต่อ,ช่ัวโมง นำอะชีทิลเอสเทอเรสท่ีได้จากข้ันตอนการผ่านคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปาไทด์มา 
ใล่ลงบนผิวหน้าเจลเบา ๆชะโปรตีนด้วยบัฟเฟอร์ซนิดเดิม เก็บลำดับส่วนละ 1.0มิลลิลิตรติดตาม 
โปรตีนโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีฃองอะซีทิลเอส 
เทอเรสในแต่ละลำดับส่วน

จากน้ันใช้สารละลายโปรตีนมาตรฐานได้แก่ โกลบูลิน (globulin) โบไวน์ซีรัมอัลบู 
มิน (bovine serum albumin) โอ1วัลบูมิน (ovalbumin) และไซโตโครม ซี (cytochrome c) นำหนัก 
โมเลกุลเท่ากับ 150,000, 66,000, 45,000 และ 13,237 ดาลดัน ตามลำดับ ผ่านลงในคอลัมน์ 
เซฟาคริล เอส-200 เอชอาร์ โดยภาวะเดียวกันกับเอนไซน์ข้างต้น นำแต่ละลำดับส่วนมาวัดค่าการ 
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร สำหรับไซโตโครม ซี ติดตามโดยการวัดค่าการ 
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้มาเขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่า 
ลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอร์ท่ีใช้ชะคอลัมน์
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3.3.9.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของอะซีทิลเอสเทอเรส โดยการทำอีเลคโทรโฟริซิสบน 
โซเดียมโดเดซิลโพลีอะคริลาไมด์เจลชนิดแผ่น (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis) ตามวิธีการของ Laemmli (1970)

นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีได้จากข้ันตอนการผ่านคอลัมน์ไฮดรอกซีอะปาไทด์ มาทำ 
ให้บริสุทธ้ีโดยวิธีพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิส และติดตามด้วยการย้อมแอคติวิตีและตัด 
แถบลีเหลืองท่ีเกิดข้ึนแล้วแยกโปรตีนออกจากเจล นำอะซีทิลเอสเทอเรสและสารละลายโปรตีน
มาตรฐานมาทำอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดชิลชัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล โดยประกบแผ่น 
แก้วขนาด 8.3X10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3X10.2 เข้าด้วยกัน โดยมีแผ่นพลาสติก (spacer) 
หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยู่ท่ีขอบท้ังสองข้าง ประกอบแผ่นแก้วน้ีเข้ากับจุดหล่อเจล เทสารละลาย 
ผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข หมายเลข
4.10) ลงในช่องว่างระหว่างแผ่นแก้วให้มีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ํากล่ันลงบนผิวหน้าเจลให้มี 
ความสูงเต็มแผ่นกระจก ต้ังท้ิงไว้จนเจลแข็งตัว ซับน้ําออกจนหมด เทสารละลายสแตกกิงเจล 
(stacking gel) ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์(ภาคผนวก ข หมายเลข 4.11) ให้ท่วมช่องว่างท่ีเหลือ 
ในแผ่นแก้ว วางแผ่นพลาสติกสำหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่นแก้ว ต้ัง 
ท้ิงไว้จนกระท่ังเจลแข็งตัว แล้วจึงดึงแผ่นพลาสติกออก นำแผ่นเจลท่ีเตรียมได้มาประกอบเข้ากับ 
ชุดทำอีเลคโทรโฟริซิส ล้างช่องใส่ตัวอย่างด้วยอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.1) 
เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอร์ลงในช่องชุดทำอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นำโปรตีนท่ีจะวิเคราะห์มาเจือจาง 
ในบัฟเฟอร์สำหรับโปรตีนท่ีจะวิเคราะห์ (sample buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 4.8) ต้มในน้ํา 

เดือด 5 นาที หยอดสารละลายโปรตีนน้ี 20 ไมโครลิตร และโปรตีนมาตรฐานซ่ึงเป็น Prestained 
SDS-PAGE standard 7.5 ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตัวอย่างแล้วทำการอีเลคโทรโฟรีซิสท่ี 200 
โวลท์ จนลีฃองบรอมทีเนอลบลูเคล่ือนท่ีลงมาใกล้ถึงปลายสุดของแผ่นเจล นำเจลออกจากแผ่นแก้ว 
และย้อมลีโปรตีน (dye staining) โดยใช้ลีคูแมสซี บลู โดยนำเจลไปแช่ในน้ํายาย้อมลี (staining 
solution) เป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างลีส่วนเกินออก ด้วยสารละลายล้างลี (destaging solution) 
จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ประมาณค่าน้ําหนักโมเลกุลของอะชีทิลเอสเทอเรสโดยพิจารณาการ
เคล่ือนท่ีของอะซีทีลเอสเทอเรสเทียบกับการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐาน63



3.3.10 สมบ้ติฃองอะ?ทิลเอสเทอเรสจาก S trep to m yces  sp. PC22

3.3.10.1 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้ปริสุทธ้ิแล้วในปริมาณเท่า  ๆ กัน มา 
วิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธีการในข้อ 3.3.2 โดยแปรอุณหภูมิท่ีใข้ในการทำปฏิกิริยาต้ังแต่ 35-75 
องศาเซลเซียส

3.3.10.2 ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธิใเล้วในปริมาณเท่า  ๆ กัน มา 
วิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธีการในข้อ 3.3.2 โดยแปรความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์ท่ีใช้ให้อยู่ในช่วง 
ความเป็นกรดด่างต่าง  ๆ ดังน้ี

500 มิลลิโมลาร์โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร์ ในช่วง pH 4.0-6.5
500 มิลลิโมลาร์โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ ในช่วง pH 6.0-8.0
500 มิลล้โมลาร์ทริส บัฟเฟอร์ ในช่วง pH 8.0-9.0

3.3.10.3 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสต่ออุณหภูมิ

บ่มอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ิแล้วใน 100 มิลล้โมลาร์ โซเดียม 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 ท่ีอุณหภูมิต่าง  ๆ ในช่วง 35-75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้ว 
นำมาหาแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีเหลืออยู่ ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 โดยมีอะซีทิลเอสเทอ 
เรสท่ีไม่ผ่านการบ่มเป็นตัวเปรียบเทียบ

3.3.10.4 ความเสถียรของอะซีทิลเอสเทอเรสต่อความเป็นกรดด่าง

บ่มอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ีแล้วในบัฟเฟอร์ ท่ีมีค่าความเป็น 
กรดด่างในช่วง 4.0-9.0 ดังระบุในข้อ 3.3.10.2 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
จากน้ันนำมาหาแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีเหลืออยู่ ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 โดยมีอะซีทิล 
เอสเทอเรสท่ีไม่ผ่านการบ่มเป็นตัวเปรียบเทียบ
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3.3.10.5 การหาค่าความจำเพาะต่อสับสเตรท (KJ ของอะซีทิลเอสเทอเรส

นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้ปริสุทธิใเล้วในปริมาณเท่า  ๆ กัน มาผสม 
กับสับสเตรท คือ พารา-ไนโตรทีเนิล อะซีเตท ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายขณะทำปฏิกิริยาอยู่ในช่วง
0.2-1.0มิลลิโมลาร์นำไปหาแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ตามวิธีการในข้อ 3.3.2

3.3.10.6 ผลของอิออนโลหะต่อการทำงานของอะซิทิลเอสเทอเรส

นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธแล้วในปริมาณเท่า  ๆ กัน มา 
วิเคราะห์แอคติวิตีของอะชีทิลเอสเทอเรส ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 โดยเติมอิออนของโลหะชนิด 
ต่าง  ๆลงในสารผสมปฏิกิริยาท่ีความเข้มข้น0.1-10มิลลิโมลาร์ ดังน้ี

แคลเซียมคลอ1ไรด์ (CaCI2-5H20)
โคบอลต์คลอไรด์ (CoCI2-6H20)
คอปเปอร์ซัลเฟต (CuS04-5H20)
เฟอรัสซัลเฟต (FeS04-7H20)
เมอคิวรัสคลอไรต์ (Hgcy
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgS04-7H20)
แมงกานีสซัลเฟต (MnS04-H2(ว)
ชิงค์ชัลเฟต (ZnS04-7H20)

3.3.10.7 ผลของอีดีทีเอ (EDTA) ต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

นำอะซีทิลเอสเทอเรลท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ๋ึแล้วในปริมาณเท่า  ๆ กัน มา 
วิเคราะห์แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 โดยเติมอีดีทีเอลงในสารผสม 
ปฏิกิริยาท่ีความเข้มข้น 0.1-3.0 มิลลิโมลาร์ นำไปหาแอคติวิตีของอะชีทิลเอสเทอเรส ตามวิธีการ 
ในข้อ 3.3.2
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3.3.10.8 ผลของสารดัดแปลงกรดอะมิโนต่อการทำงานของอะซีทิลเอสเทอเรส

บ่มแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธิใเล้วในปริมาณเท่า  ๆ
กัน ในสารดัดแปลงกรดอะมิโนลงไปโดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-10 มิลล้โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นำมาหาแอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส ตามวิธีการในข้อ 3.3.2 
โดยมีอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีไม่ผ่านการบ่มในสารดัดแปลงกรดอะมิโนเป็นตัวเปรียบเทียบ โดยสาร 
ดัดแปลงกรดอะมิโนท่ีใข้ในการทดลองมีดังน้ี

Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) 
lodoacetamide (IAM)
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)

3.3.10.9 การตรวจสอบแอคติวิตีข้างเคียง (side activity) ต่อสับสเตรทต่าง ๆ

นำอะซีทิลเอสเทอเรสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธิ"แล้วในปริมาณเท่า  ๆ กัน มาตรวจ 
สอบแอคติวิตีข้างเคียงต่าง  ๆ โดยแสดงเป็นค่าความจำเพาะต่อสับสเตรท (substrate specificity) 
โดยใช้สับสเตรทชนิดต่าง  ๆ และวิเคราะห์แอคติวิตี ดังต่อไปน้ี

- แอคติวิตีของอะซีทิลเอสเทอเรส (acetyl esterase) ใช้ p-nitrophenyl acetate (p-NPA) 
ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์วิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธีการทดลองในข้อ 3.3.2

- แอคติวิตีของแอลฟา-แอล-อะราบิโนทิเวราโนสิเดส (OC-L-arabinofuranosidase) ใช้ p- 
nitrophenyl CC-L-arabinofuranoside ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ การวิเคราะห์แอคติวิตีของ 
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟิวราโนสิเดส ตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Manin และคณะ (1994) โดย 
สารละลายปฏิกิริยาประกอบด้วย 10 มิลลิโมลาร์ พารา-ไนโตรทีเนิล แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟิวรา 
โนไซด์ปริมาตร 0.025 มิลลิลิตร ท่ีละลายอยู่ใน 100 มิลลิโมลาร์ โซเดียม ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH
6.0 และสารละลายเอนไซม์ปริมาตร 0.025 มิลลิลิตร นำส่วนผสมน้ีไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม 500 มิลสิ,โมลาร์โซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลง 
ไปเพ่ือหยุดปฏิกิริยา ผสมส่วนผสมท้ังหมดให้เข้ากันด้วยเคร่ืองปันผสม (vortex mixer) นำไปวัด 
พารา-ไนโตรทีเนอล (p-nitrophenol) ท่ีเกิดข้ึนโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นา 
โนเมตร
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- แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส ((3-xylosidase) ใช้ p-nitrophenyl (3-D-xylopyranoside 
ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์วิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธีการทดลองในข้อ 3.3.11.3

- แอคติวิตีของไชแลเนส (xylanase) ใช้ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ต และไซแลนจากไม้เบิร์ซ 
ความเข้มข้น 1 มิลสิกรัมต่อมิลลิลิตรวิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธีการทดลองในข้อ 3.3.3

- แอคติวิตีของเซลลูเลส (cellulase) ใช้ sodiumcarboxymethyl cellulose ความเข้มข้น 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรวิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธีการทดลองในข้อ 3.3.4

3.3.10.10 การวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนปลายสายเอ็น (NH2-terminal) ของอะชีทิลเอส
เทอเรส

นำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ีจากการย้อมแอคติวิตีโดยวิธีพอลิอะคริลา 
ไมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิส และแยกโปรตีนออกจากเจล ทำให้เข้มข้นข้ึนโดยวิธี concentrating  
centrifugation ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ด้วย concentrator tube ซ่ึงมีเมมเบรนท่ีมีการคัด 
ขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 ดาลตัน วัดปริมาตร วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 และ 260 นาโนเมตร แล้ววิเคราะห์ลำดับกรดอะมิ 
โนปลายสายเอ็น ด้วยความอนุเคราะห์ของ ดร. จันทรกานต์ พิภพมงคล สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ 
และผู้ช่วยศาตราจารย์ ดร. พลกกุษณ์ แสงวณิช ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหา 
วิทยาลัย
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3.3.11 การทำงานร่วมกันของอะ?ทิลเอสเทอเรส บีตา-ไซโลสิเดส และไซแลเนส

3.3.11.1 การเพาะเล้ียง Streptomyces sp. CH7 และการเตรียมบีตา-ไซโลสิเดส

3.3.11.1.1 การเตรียมสปอร์ Streptomyces sp. CH7

ปลูกเช้ือ Streptomyces sp. CH7 ในอาหารแข็งเอียงข้าวไรย์ (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน และนำมาไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
10-15 วัน จนสปอร์แก่ จึงนำมาขูดสปอร์ออกโดยเทคนิคปลอดเช้ือ โดยใช้น้ํากล่ันปลอดเช้ือเป็นตัว 
แขวนลอย ดูดสปอร์แขวนลอยท่ีได้มากรองผ่านชุดกรองสปอร์ นำสปอร์แขวนลอยท่ีกรองได้มาปัน 
เหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนน้ําใสท้ิงแล้วล้างสปอร์ท่ีได้ด้วยน้ํา 
กล่ันปลอดเช้ือ 2 รอบ จากน้ันแขวนลอยใน 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอลท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว 2 
คร้ัง โดยเจือจางให้ได้ความเข้มข้นของสปอร์เท่ากับ 2X108 สปอร์ต่อมิลสิลิตร แบ่งเก็บเป็น 
ปริมาตรน้อย  ๆ (aliquots) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมาใช้

3.3.11.1.2 การเพาะเลียง Streptomyces sp. CH7

1. ถ่ายสปอร์แขวนลอยของเช้ือ Streptomyces sp. CH7 ความเข้มข้น 2X108 
สปอร์ต่อมิลสิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวทริพติคซอยบรอท (Tryptic 
soy broth, TSB) pH 7 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมี 
ขดลวดสปริงอยู่ภายใน บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ช่ัวโมง

2. ถ่ายเช้ือจากหัวเช้ือ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือไชแลน คอมเพล็กซ์ 
มีเดียม (Xylan complex medium) สำหรับผลิตบีตา-ไซโลลิเดส (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 7 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีฃดลวดสปริงอยู่ภายใน บ่ม 
เช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง
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3. กรองแยกเซลล์และส่วนน้ําใสด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 ล้าง 
เซลล์ด้วยน้ําหลาย  ๆ คร้ัง จากน้ันนำเซลล์ท่ีได้มาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก 
วิธีการของ Nakanishi และคณะ (1987) โดยนำเซลล์ท่ีได้มาทำให้แตกโดยบดรวมกับผงอะลูมินา 
ในโกร่งด้วยอัตราส่วนน้ําหนักเชลล์เปียกต่อผงอะลูมินาเท่ากับ 1 ต่อ 1 จากน้ันเติม 100 มิลสิโม 
ลาร์โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 เพ่ือเป็นตัวทำละลาย นำส่วนผสมท่ีได้ไปปันเหว่ียง โดยใช้ 
เคร่ืองปันเหว่ียงปรับความเย็นท่ีความเร็ว 10,000รอบต่อนาที เป็นเวลา 15นาที

4. นำส่วนนํ้าใสที่ได้ไปไดอะไลล์ใน 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอลใน 100 มิลล์โม 

ลาร์ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 เป็นเวลา 4-5 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มความเข้มข้นโปรตีน นำ 

ตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส และปริมาณโปรตีนเพื่อใช้ในการทดลองขั้น 

ต่อไป

3.3.11.1.3 การวิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส

วิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Nakanishi 
และคณะ (1984) โดยส่วนผสมในปฏิกิริยาประกอบด้วย 50 มิลลิโมลาร์ พารา-ไนโตรที!นิล บีตา ดี- 
ไซโลไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl (3-D-xylopyranoside) ปริมาตร 0.025 มิลลิลิตร ท่ีละลายอยู่ใน 
100 มิลล์โมลาร์ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 และสารละลายเอนไซม์ท่ีความเข้มข้นท่ี 
เหมาะสมปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร นำส่วนผสมไปบ่มท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้ว 
หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 500 มิลลิโมลาร์โซเดียมคาร์บอเนต ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร นำส่วนผสม 
ท้ังหมดไปปันให้เข้ากันด้วยเคร่ืองปันผสมนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโน
เมตร
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3.3.11.2 การเพาะเล้ียง Streptomyces sp. PC22 และการเตรียมไซแลเนส

3.3.11.2.1 การเพาะเล้ียง Streptomyces sp. PC22

1. เตรียมหัวเช้ือ S tre p to m y c e s  sp. PC22 โดยถ่ายสปอร์แขวนลอยเช้ือความ 
เข้มข้น 2X108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวทรีพติค 
ซอยบรอท pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีขดลวด 
สปริงอยู่ภายใน บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ช่ัวโมง

2. ถ่ายเช้ือจากหัวเช้ือ 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือไซแลน คอมเพล็กซ์ มี 
เดียม (Xylan complex medium) (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) pH 9 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวด 
แก้วทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีฃดลวดสปริงอยู่ภายใน บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าควบคุม 
อุณหภูมิด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน

3. แยกเอาเซลล์และกากอาหารท่ีเหลือออกจากน้ําเล้ียงเช้ือ โดยนำไปปัน 
เหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที นำส่วนน้ําใสไปวิเคราะห์แอคติวิตีของไซ 
แลเนสและปริมาณโปรตีนเพ่ือใช้ในการทดลองข้ันต่อไป

3.3.11.2.2 การทำไชแลเนสจาก S tre p to m y c e s  sp. PC22 ให้บริสุทธ้ิ

1. การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต

ตกตะกอนส่วนน้ําใสด้วยผงแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีบดละเอียดอย่างช้า ๆ
พร้อมท้ังกวนเบา  ๆ ด้วยเคร่ืองกวนแม่เหล็ก โดยเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมชัลเฟตจน 
ได้ 80 เปอร์เซ็นต์ กวนสารแขวนลอยเอนไซม์ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง นำไปปันเหว่ียงเพ่ือแยกตะกอน 
โปรตีนออกจากส่วนน้ําใสด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันละลายตะ 
กอนโปรตีนท่ีได้ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5ปริมาตรท่ีน้อยท่ีสุดท่ีละลายตะกอนได้ 
หมด ไดอะไลล์ข้ามคืนในบัฟเฟอร์เดิม คร้ังสุดท้ายไดอะไลส่ใน 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอลท่ีละลาย 
ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 เป็นเวลา 4-5 ช่ัวโมง แล้วนำไปปันเหว่ียงแยกตะกอน 
ออก วัดปริมาตรวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอคติวิตีฃองไซแลเนส ตามวิธีการในข้อ 3.3.3
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2. การทำเอนไซม!ห้บริสุทธิช่ัดยคอลัมน์โครมาโทกราฟบน แมคโคร-เพรบ ดีอี 
เออี (Macro-Prep DEAE)

ล้างสารแขวนลอยแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ด้วยน้ํากล่ันโดยใช้แท่งแก้วคน 
เบา  ๆ แล้วปล่อยให้เจลนอนก้น เทล่วนน้ําใสท้ิงพร้อมกับเจลละเอียดท่ียังลอยอยู่ด้านบนท้ิงไป ทำ 
เซ่นน้ีหลาย  ๆ คร้ัง จนไม่มีเจลละเอียดแขวนลอยอยู่ แซ่เจลใน 50 มิลล้โมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH
7.5 นำเจลไปกำจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใต้สุญญากาศประมาณ 20-30 นาที 
แล้วบรรจุเจลลงในคอลัมน์ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 28 เซนติเมตรปริมาตรเจล 
50 มิลลิลิตร ผ่านสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH 7.5 ลงในคอลัมน์ ปริมาตร 2-3 
เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 30 มิลลิลิตรต่อ1ช่ัวโมง ค่อย  ๆ ใล่สารละลายเอนไซม์ท่ีผ่าน 
การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 0-80 เปอร์เซ็นต์ ลงบนผิวหน้าเจลชะโปรตีนท่ีไม่ถูก 
จับกับแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์เดิม ติดตามโปรตีนโดยการวัดค่าการ 
ดูดกลืนแลงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร จนมีค่าใกล้ศูนย์ จากน้ันจึงชะโปรตีนท่ีจับอยู่กับเจล 
ออกโดยใช้ 0-1000 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์เกรเดียนท่ใน 50 มิลลัโมลาร์ ทริส บัฟเฟอร์ pH
7.5 เก็บสารละลายท่ีผ่านคอลัมน์ลำดับส่วนละ 2.0 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของไชแลเนสในแต่ละลำดับส่วน 
จากน้ันรวมเอาลำดับส่วนท่ีพบแอคติวิตีไซแลเนสเช้าด้วยกัน ทำให้ตัวอย่างเข้มข้นข้ึนโดยวิธี
concentrating centrifugation ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ด้วย concentrator tube ซึงมีเมม 
เบรนท่ีมีการดัดขนาดโมเลกุล (Molecular weight cut off) 10,000 ดาลตัน จากน้ันนำตัวอย่างไป 
ไดอะไลส่ใน 50 มิลลัโมลาร์โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH 6.5 ,เป็นเวลาข้ามคืน สุดท้ายนำไป 
ไดอะไลส์ใน 30 เปอร์เซ็นต์ กลีเชอรอล ท่ีละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร์ pH
6.5 เป็นเวลา 4-5 ช่ัวโมง วัดปริมาตรของสารละลายท่ีได้ วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน และแอคติวิตี 
ของไซแลเนส
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3.3.11.3 การวิเคราะห์การทำงานร่วมกันของแอคติวิตีอะชีทิลเอสเทอเรส บีตา-ไชโลสิเดส 
และไซแลเนส

ทำการทดลองเซ่นเดียวกับวิธีการในข้อ 3.3.3 โดยให้ไซแลนจากไม้ฌิร์ช (birchwood 
xylan) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสับสเตรท และกำหนดปริมาณของไซแลเนส 
เท่ากับ 0.01 หน่วย จากน้ันเปรียบเทียบการเติมและไม่เติมบีตา-ไซโลลิเดสและอะซีทิลเอสเทอเรส 
ในปฏิกิริยา โดยเอนไซม์เตรียมได้จาก

อะซีทีลเอสเทอเรส จากเช้ือ Streptomyces sp. PC22 ท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ิ 
ในข้ันตอนคอสัมน่โครมาโทกราพีเบนไฮดรอกซีอะปาไทด์จากข้อ 3.3.7.5.3 ปริมาณ 0.3 หน่วย

บีตา-ไซโลลิเดส จากเช้ือ Streptomyces sp. CH7 ท่ีเตรียมได้จากข้อ
3.3.11.1.3 ปริมาณ 0.2 หน่วย

ไซแลเนส จากเช้ือ Streptomyces sp. PC22 ท่ีผ่านการทำให้บริลุทธ๋ึบางส่วน 
จากคอสัมน่โครมาโทกราทีเบนแมคโคร-เพรบ ดีอีเออี ปริมาณ 0.01 หน่วย

โดยบ่มปฏิกิริยาท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใน 100 มิลลิโมลาร์โซเดียม 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.5 วิเคราะห์การย่อยไซแลน โดยวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวช์ท่ีเกิดข้ึน

คำนวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์จากกราฟมาตรฐานของน้ําตาลไซโลส ความเข้มข้น 0- 
200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1.1)
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