
ใภา■ ท 3

พลการวจิ ้อ

i .  ค ัว,แร งท ีเห ม าะลมในกา?ต ร ง ร ูป Iคุกชนท'รนm a

Iรอโช้คารบอนกัมค ันค ทราอ และเม ็คแก ้ว  เป ็น ค ัวน ย ุงใน ก ารต ร ังรป
เคกชแทรนเนล ภ ายใค ้ภ าว ะ ก ารต ร ังรป เต ิยว ก ัน ต าม ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ัย ข ้อ  3 . ว ิ. 3 และ
3 . 5 . 4  กล ่าวค ิอใช ้ 1% APTS แล» 1% CMBr Iข ้น รารกระค ัน  และ 2 .5%  ก ร ุต าร ั ล ํต ีไ3ค  
เป ็นสารลร ้างน ันธะร ่วม «ล การท คล องแลค งใน ตารางท ี่ 5 น ม ว ่าแ อ ค ต ิว ิค ีข อ งเค กช ­
นฑรน เ นลครีงรป!]นคัวนยุง แค่ละ ชนิคท ี่นำมาใข ้ ม ีความ แ ต ก ค ่างก ัน ภ ายใค ัลภ าวะท ี่ท ำก าร
ทคลองโคอในลภาวะน ิ เม ีอค ิค จาก เป อ ร ์เซ ็น ต แ อค ต ิว ิต ิท ีก ักไว ้(% a c t i v i t y  r e t a i n e d )  
และแอคต ิว ิต ิจำเนาะท ี่ไค ้จากการว ิเคราะหแอคต ิว ิต ิท ี่อ ุ{นหภม ิ 40 อ ง ค า เช ล เช ีย ล  และpH 
ว ิ. 5 นัน คาร์บอนก้มม ันฅนลคงแอคติว ิต ิลงกว่าค ัวนยุงชน ิคอ ีน อ ย ่างไรก ต าม  ข้อมลทีไค้นี 
ไม ่ลามารถส ร ุป ไค ้ช ัค เจน ว ่าค ัวน ย ุงชน ิคใคเห มาะลมก ับ เอน ไชมน ิท ังน ี้เน ราะท กป ัจจ ัยท ี่ค ิกษ า 
น ันเป ็นคัวแปรที่'ข ้นกับชนิคของคัวนยุงและชนิคใ]องเอนไชม์ค ้วย ช ิงงาน ว ิจ ัยน ีไม ่ไค ้ค ิกษ าถ ง 
รายล ะ Iอ ียค ใน แ ง ่น ี จ ีงไค ้เล ิอกคารมอนก ัมม ัน ค ์เป ันค ัวนย ุง เน ิอ ใช ้เป ็น แน วท างล ำ!!ร ับ ก าร 
ค ิกษ าการฅร ังร ุป  เ คกชแทรนเ นล และคาร์บอนก้มม ันตน ี้ย ังเ ป ็นค ัวนยุงธรรมชาต ิ ท ีไค ้จาก  
การน ำกะล าม ะน ร ้าวม าผ ่าน ก ระม วน การค ่างๆ  (ภาคผนวก ง - 2) ท ัง ย ัง !!าไ ค ้ง ่าย ใ น
ป ระเท ค เกษ ต รก รรม  และเหมาะลมในกระบวนการแแปรรุป«ล ิตภ ัท!'ทอาหาร แค ่ท ั้งนไมไค ้ 
ใ!มายความว ่า ทรายและเป ็คแก ัวเป ็น ค ัวนย ุงท ี่ค ้อยกว ่าคาร ์บอนก ้มม ันต ค ้า!!ากม ีการท ค ลอง 
แป รภาวะการตร ังรป ท ี่เห มาะสมต ่อไป  ก ํ่อาจจะใ!!ผลท ี่ต ิกว ่าน ิไค ้
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ภา-โางฑื 5 เปริฮขเก3ขการค-รทปเดกขน'ท'รนนสบนคัวฬุงชนีคค่างๆ ไนภาวะกิ่ใช ํ
ส ารส «สาa 15 APTS แสะ 15 CNBr เสินรารกร«ดุ้น แส«ไช ์ 2 .5 5  

กร ุคาร้สติไร«นสินสารสร้างขัน®«ร่วขในปเกิริ8าการตริงรป โค a เคกซ์แกรน- 
เนสอิสร«ที'ใช้ในการคร้งรไ1ข็นอคตีวิตีจำเ'พา» 50 แน่วรต่อขก.โปรตีน

*แอคตีวิตีท ั้งแขค " โ ป ร ต ีน  นอคตีวิตีกี่ก้กไว’ แ อ ค ต ิว ิต ิจ ำ เข าะ
สาร ส ารส ร ้าง คัว,พฮง ( t o t a l  a c t i v i t y ) ท ั้งแขค (5  a c t i v i t y (แน ่ว8ต ่อ ข ก .

กร«ค ุ้น ข ันธ«รัวข (แน ่วa ) ( ข ก .) r e t a i n e d ) โปรต ิน)

15 2 .5 5 ดารขอน 252 3 .8 5 3 .3 59
APTS ก ร ุต า- ก ร า a 184 3 .8 3 7 .5 56

ร้ลต ิไรค เข ์คแก ้ว 13 0 . 9 2 .8 14

15 2 .5 5 คารขอน 306 3 .7 5 2 .4 33
CNBr ก ร ุค า- ก ราร 205 3 . 2 4 1 .8 54

ร ้ร ต ีไ 3ค เขคแก ้ว 27 1 .3 5 .5 21 „

แน ่วa ของแอคต ีว ิต ีท ั้งแขค แขายทง แน ่วa ต่อ 9 ก ร ้ข น น .เ^รก ข อ งIค ก ช แ ก รน เน ส ต ร ิงร ุป  
โปรคีนทั้งแขค แ ข ารถ ิง  ปริขา»โปรตีนต่อ 9 กร้ขนน. เ ใ!รกของ เค ก ช แก รน เ นสคริงรุป
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2* ท ารไท ภาวะTUBม'าะรม'ในการค? งรปเคุกชนกรนเนฟึบนคารํ๋บอนกัมมันต่

2 .1  ศ ว า ม เข ้ 3Jชัน,นองสาร a  « จ า ร  APTS และทลตารู้'ลต ิไ3 คู่’ท ี่13 มา ะรม
ร ำน ร ับ ก าร เศ ร ิยม เค ก ซ น ก รน เน รต ร ีง รุป

จาก ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ัยข ้อ  3 . 3 . 1  เค ร ิอ ม เค ก ช แ ก รน เน รต ร ีงร ุป  
โคอวางแพ น การกคลองแบ บ แร ่คตอเร ิอล3x3 ( F a c t o r i a l  c o m p le t e ly  r a n d o m iz e d  
d e s i g n )  ซ ึงแม ่รพนควาJJเข ้JJข ้น ช อ งรารร«ราร  APTS 3 ร«คับ ต ิ3 IX 2% และ 3%. 
โครป ร ิJJาต ร แ ล ะค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งรารล ะล ายกร ุต าร ัล ต ิไรค  3 ร«คับ ติอ IX 2 .5 X
นละ 5X โคอปริJJาต ร โคอให ้ความเข ้มข ้น ของเคกชแกรน เน ลคงท ี่ต ิอ  50*น ่วอต ่DJjf). 
โปรตีน แ ล ้วว ัคแอ คต ิว ิต ิขอ งเคกซ น กรน เน ล ตร ีงรป ท ี่เศร ิอม ไค ัจากภ าวะต ่างๆ ค ังกร ่าว
พ ร ก าร ก ค ร อ งแ รค งค ังต ารางก ี่ 7

พลการว ิเคราะห ์ความแปรป รวน ของข ้อมลท ี่ไค ัแบบ ร ุ่มตลอค(ตาราง 
ฑี 8 ) น บ ว ่าค วาม เข ้ม ข ้น ข องรารละล าย APTS ม ีพลต ่อนอคต ิว ิต ิของเคกซแกรนเนร
ตร ีงรปอย ่างม ีน ัรรำค ัท ุเกางส ืก ัต ิท ี่ระค ับความเช ื่อม ัน  99% แ ล ะค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งรารล ะราย 
ก รตาร ัล ต ีไรค  ม ีผลต ่อแอคต ิว ิต ิของเคกชน กรนเนรตร ีงรปอย ่างม ีน ัอรำค ั๓ 'ท งรก ัต ิท ี่ระค ับ
ค วาม เช ื่อ ม ั่น  99% และพ รร ่วมของระค ับ ความเข ้ม ข ้น ของรารละลาย APTS แ ล ะ ราร
ละลายก ลต าร ัลค ีไรค  ม ีพลต ่อแอคต ิว ิต ิของเคกช ื่แกรนเนรตร ิงร ุปอย ่างม ีน ัฮรำค ัท ุเทางรฉ ิต ิท ี่ 
ระค ับ ความเช ื่อม ั่น  99%

เม ีอว ิเค ราะห ์ข ้อ ม ลค ัวย D u n c a n 's  New M u l t i p l e  R an g e  
T e s t (ค า ร าง ท ี่ 9 ) นบว่า ก ารศ ร ีงรป ท ี่ใข ้ร ารล ะ ล าย  APTS 2% โคอปริมาตร แ ล ะ ราร  
ล ะล ายก ร ุต าร ัล ค ีไรค  2 .5 X  โคฐปริมาตร จะให ้เคกซแกรน เน รตร ีงรป ท ี่ม ีแอคต ิว ิต ิร ุงร ุค  
โคฮม ีความ แตกต ่างจากค ่าอ ํ่น ๆ  อย ่างม ีน ัยรำค ัภ ฺ!ท ี่ความเช ื่อม ั่น  95% ช ื่งให ้แอคต ิว ิต ิ
จ ำ เน า ะ  75 พน ่วอต่อมก.โปรตีน และมี เ ปอร์ เซํ่นฅ์แอคติวิติที่ก ักไ ว้ (% a c t i v i t y
r e t a i n e d )  กัง 62% ค ังน ั้น จ ังค ัค เล ีอกภาวะน ีเม ีอน ำไป ใช ้ใน การกคลองต ่อไป  และจะ 
ใช้ร้ก ฺเผฺล ัก Wtt A2 G2 แกนภาวะที่ไค ัน ี้
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ฅ า ง ฑ ึ 7 «อ ข อ งค ว า« เข ํ« ข ํน ข อ งอ าร อ # อ า8 APTS แล#กร ุตาร ึ»ต ิไรคก ื่ร#ค ับ ต ่างๆ
ต ่อแอคต ิว ิต ีของเคกซแกรนเนอตริงรโ!บนคารบอนก ัa irนค ใคร เ คกชแกรน - 
เน อ อ ีอ ร#ก ื่ใว ้ใน การค ร ึงรป น ีแ อ ค ต ิว ิต ีจำเโท # 50 โ?น่วรต่อa ก .โป รต ีน

ค ว าa เข้นข้น ควา a  เข้;34ร่โน ‘ แอคตีวิตี ' ‘ โปรตีน แอคต ิว ิต ีจำเน า # แ อ ค ต ิว ิต ี-
ภ าว # ของ APTS ของกร ุคาร ึอต ิไอค กังโ?นค กั๊งโ?a ค (โ?น่วอต่อ ก ื่ก ักไว ้

(X) (X) (โ?น่วร) ( a n .  ) a n . โปรตีน) (X)

A ร 1 1 88 2 .8 31 1 8 .0
A G1 2. . ร 1 2 .5 181 3 .5 52 4 0 .8
At G 3 1 5 138 3 .3 42 2 8 .  1
A G 2 1 201 3 .5 57 4 1 .0
A G2 2 . 5 2 2 .5 299 4 .0 75 5 1 .8

A 2 Gร 2 5 189 3 .5 53 3 8 .5
A3 g 3 1 133 3 .1 43 2 7 .1
A G3 2 . 5 3 2 .5 152 3 .2 48 3 1 .0
A G  3 3 5 140 2 .9 48 2 8 .5

โ?น่วฮของนอคติวิตี-กังห«ค โ?a ารถิง โ?น่วรต่อ 9 กรึ«นน.เปีรกของเคกชแฑรนเนอตรึงรุป 
โปรตีนโางโ?นค โ?a ารถีง ปรินา0เโปรตีนต่อ 9 กรึ«นน.เป ิรกของเคกชแกรนเนอครึงรป
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ค า ร า ง ก ิ 3 ก าร ว ิIค ร า« น 'ค ว าiiu ita ih rวน ของน อดค ิว ิค ีชองเคกชน ,กรน เฬ ดร ึงร ุบ ่?น คร ีอJJ 
โดอใช ํ«วางนช ์งงข ้นของลารa « a าฮ  APTS แ ล «ล าวล «ล าอ ก ล ด า7 3 ดีโอด ใน  
ร«ค ับค ่างๆก ัน

SOV d f รร MS F .ร ่านวa F ด าร าง

A=APTS 2 0 .1 5 1 9 0 .0 8 1 0 1 ,1 2 5 .0 0 * * 5 .0 1
a=กล ุดาร ัลด ีโอด 2 0 .0 5 9 9 0 .0 3 0 0 4 1 5 .5 7 * * 5 .0 1
AB 4 0 .0 3 3 0 8 . 2 5 x l 0 ~ s 1 1 4 .5 8 * * 4 .5 8
E r r o r 18 1 .3 x lO ’ 3 7 . 2 x l 0 " “
T a t a  I 25 0 .2 5 6 1

แตกค ่างออ ่างบ ีน ัอรำค ัก ุm ร«ค ับ«วางน:เอม ัน  99%



ต าร าง ห  9 การว!ค รา»น ่ข ํอ น ุล ค ํว3ว ิธ ึ D u n c a n 's  Mew M u l t i p l e  g a n g s  T e s t  
ข อ งแรคต ิว ิต ี'ของเคกชน ท 'รน เฬ ตร ิงร ุป  m ก ร ีa นโค8ใช ้«วานIข ํนข ํนของ 
ร า ร ร ะ ล า a APTS แระร า ร ร ะ ร า a กรคาร ี'รค ีไอค ในระตับต่างๆกัน

รภ าวะ OD3 2 ๐

A G2 2 . ร 0 .5 1 8 0 ■ l

Aa S t 0 .3 4 8 0 b

A G 0 .3 2 7 3 O

A GL 2 .5 0 .2 8 0 3 ๗

A G3 2 .5 0 .2 6 3 3 พ

A3 G5 0 .2 4 1 7 r

At G3 0 .2 3 9 0 r

AA 0 .2 3 0 7 r

At G 1 0 . 1523 Si

a - g  ค ัวอ ักษรฑ ื่ไน ่Iนน ํอนกัขในแต่ละระตับของตัวแปร นนาa ก งแ ต ก ต ่างอ ร ่าง  
ช ีน ัอราฒ ุ้ฑ ื่ระค ับควาน เช ึ่อน ั่น  95น
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2 . 2 ศ ว า ม เ ข ้ ม  จ น ข อ ง ฟ ึ า ร ล « ล า  g  CNBr แ ล « ก ล ุ ค า ร ั ล ค น ท ่ท ีเ ห ม า « ล ม

ร ำ ห ร ั บ ก า ร เ ค ร ิ อ ม เ ค ก ช แ ท ร น เ น ฟ ื ค ร ิ ง ร ุ ป

จ าก ว ิธ ีค ำ เน ิน ก าร ว ิจ ้อ ,?อ 3 . 3 . 2  เคร ิธม เคกชแท รน ;น ล ค ร ีง ร ุป 
โคยวางแผน การท คลองแบ บ แน ่คท อเร ิอล3x3 ( F a c t o r i a l  c o m p l e t e l y  r a n d o m iz e d  
d e s i g n )  ช ิงแป รผ ัน ความเข ้มข ้น ของลารล«ลาอ CNBr 3 ร«คับ ค้อ I X  2% แล}* 3 %  

โคอปริมาทร แ ล «ความ เข ้ม ข ้น ของลารล«ลารกล ุคาร ัลค ีไอค  3 ร«คับ ค้อ 1% 2 .5%
แล« 5% โคอปริมาทร โคอให ้ความเข ้มข ้น ของเคกชแท รน เน ลคงท ี่ ค้อ 50 หน่วอท่อมก. 
โปรคีน แล ้วว ัคแอคต ิว ิค ีของเคกซ ็แท รน ;น ส ์ท ร ิงร ุป ท ี่เคร ือม ไค ้จากกาว« ท ่า งๆค ังกล ่าว  
ผล การท ค ลองแลคงค ังท ารางท ี่ 10

ผลการว ิเครา«ห ความแป รปรวน ของข ้อม ุลท ี่ไค ้แบบล ุ่มคลอค(ทาราง 
ที 11) ■ พบ-ว่าความเข้มข้นของลารล«ลาย CNBr ม ีผลท ่อแอคต ิว ิต ิของเดกซ ็แทรนเนล 
ตริงร ุปอย่างม ีน ัอลำf«ขูทางสถิต ิท ี่ร«ค ับความเชอมั่น 99% แ ล «ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งล า?ล «ล าย  
กล ุคาร ัลค ีไอค ม ีผลท ่อแอคต ิว ิค ีของเดกชแฑ รนเนลตริงรปอย ่างม ีน ัรลำค ัถ ุ!ทางลถ ิต ิท ี่ร«ค ับ
ค ว าม เช อ ม ัน  99 % แล«ผลร ่วมของร«ค ับ ความเข ้มข ้น ของลารล«ลาอ CNBr แ ล «ล าร  
ล «ล าอกล ุคาร ัล ค ีไรค  ม ีผลท ่อแอคต ิว ิต ิของเดกชแทรนเนลตริงรปอย่างม ีน ัยลำค ัก ุเทางลถ ิต ิท ี่ 
ร«ค ับ ความ เช ื่อม ั่น  99%

เม ีอว ิเครา«ห ข ้อม ล ค ้วอ  D uncan 's New M u ltip le  R an g e  
T est (ค า ร าง ท ี่ 12) ล บ ว ่าก ารค ร ิงร ุป ท ี่ใข ้ล ารล «ล าย CNBr 3% โคอนน .ท่อปริมาค? 
แ ล «ล า?ล «ล าอ ก ล ุค าร ัล ด ีไรค ์ 2 .5%  โตอปริมาตร จ«ให ้เดกซ ็แฑ รน เนลคร ิงร ุปท ี่ม ีแอคติว ิต ิ 
ล ุงล ุค  โคอม ีความแตกค ่างจากค ่าอ ื่น ๆ  อย ่างม ีน ัอลำฒ ุ้เฑ ีความเช ีอม ัน  95% ช ิง ,ให ้แอคต ิ:วิติ 
จ ำ เ ล า « 113 หน ่วยท่อมก.โปรตีน แล«ม ี;ปอรเซ ็นคแอคต ิว ิต ิท ี่ก ักไว ้ (% a c t i v i t y
r e ta in e d )  ถีง 78% คังนํ้น จ ีงค ัด เล ีอ กกาว«น ี้เล อน ำไป ใช ้ใน การท คล องท ่อไป  แล«
จ«ใข้ลัลุพ-ลักษa  C3G2 5 แทนกาว«ที่ไค ้น ี้
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ค า ? า ง ท ึ 18 « ร ข อ งศ ว าม เช ้ม ช ้น ข อ งรา?ระ ราฮ  CNBr แระกร ุตา?รต ิไฐด ่ท ี?ะด ัใ]ต ่างๆ
ต ่อแอดต ีว ิต ีของIดกชแท?นเนรตริง?ปบนคาร์บอนกัง]ร ัน ตโด B Iคกซนท?นเนร 
อ ิรระ ท ีใช ้ใน ก า?ต ?ง?ป ม ีแ อ ค ต ิว ิต ีจำ เน าะ  50 หน ่ว3ต ่อมก.โป?ต ีน

ศ ว าม l ข้มข์น ศ ว า ม 1ช้มช้น *แอดติวิติ **โป?ต ีน นอคต ิว ิต ีจำเนาะ: นอคต ิว ิต ี-
ทาวะ ของ CNBr ของกร ุ«าร ัรต ีไอด ทั้งหมด ทั้งหมด (หนว่รต่อ ทิ่ก ักไว ํ

(X) (X) (หน่วฮ) ( ม ก . ) มก.โปรต ีน) (X)

c t Gl 1 1 132 2 .5 53 2 5 .9
c Gi. 2 .5 1 2 .5 234 2 . 7 87 5 7 .7

C t Gร 1 5 223 2 .3 81 4 6 .4

C2 G t 2 1 224 2 .  6 86 4 5 .7
c G2 2 .5 2 2 .5 268 2 .3 95 5 4 .6
C G2 5 2 5 2 7 2 3 .0 91 5 5 .4
CA 3 1 321 3 . 2 100 6 5 .4
C G3 2 .5 3 2 .5 333 3 .4 113 7 7 .8
Ca Ga 3 5 356 3 .3 108 7 2 .6

หน่ว3ของแอคติว ิต ีท ั้งหมด หมาa ถึง หน่วรต่อ 9 ก ร ัม น น .เป ีรก ข อ งเด ก ช แ ท รน เน รค ?ง?ป  
โป?ตีนทั้งหมด หมารถ ึง ป?มา«โป?ตีนต ่อ 9 ก ร ัม น น .เป ีรก ข อ งเดก ช แ ท รน เน ส ค ?งร ุป
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คารางคึ่ 11 กๆาโวีเครา»ร้ควา:เแใเรปรวนของแอคติวิคัของIคกซ์แฑรนนaคร้งรุปฑื่เตร้ฮข 
ใครไร้«วา:นร้ขร้นของaารa»aT3 CNBr แa»aารa«aารกคุตารัaติโรค ใน  
ร»คับค่างๆกัน

SOV df รร MS F .ค ัา t m Fเท ร า ง

A=CNBr 2 0 .3 3 2 4 0 .1 6 6 2 2 ,7 2 0 .1 3 * * 6 .0 1
B=กคุตารัaติโรค 2 0 .0 7 5 6 0 .0 3 7 8 5 1 8 .6 6 * * 5 .0 1
AB 4 0 .0 1 2 8 3 . 2x 10 ~ 3 5 2 .3 7 * * 4 .5 8
E rror 18 1 . l x i o " 3 5 . I l x l 0 " “
T o ta l 2ธ 0 .4 2 1 9

แตกค่างอร่างH a â าคั«ที่ร»คับควา:นชํ่อฃั่น 99%
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ค า ? า ง ค  12 ก า ?ว ิเค ?า» ข ่ข ้อ ร ุร ค ัว ร ว ิธ ึ D u n c a n 's  Haw M u l t i p i g  R ange  T e s t  
ข อ งแ อ ค ต ิว ิต ิข อ งเด ก ช แค ?น เน รค ?ง?ป  คเค?อง]ใครใช ์ควาง]เข ้ง]ข ้นของ 
ร า ? ล ะ ร า ฮ  CNBr แ ร » ร า ? ร » ล าฮ ก ร ุค า ?ร ต ิไ ร ค  ใน?»ติใ]ค ่างๆกัน

รงทว» OD52๐

c G2 2 . es 0 .5 5 4 0 m

C G 0 .5 1 7 0 ๒

Ca G 1 0 .5 5 7 3 G

c G2 ร 0 .4 7 2 3 <4

C G2 2 .5 0 .4 5 4 7 <4

C GL 2 .5 0 .4 0 6 0 พ

C t Gร 0 .3 9 6 3 พ r

C G 0 .3 8 8 0 r

C l Gl 0 .2 3 0 7 «

B - g  ค ัวอ ักษ?ฑ ื่ไง]เข2 อนก ันในแค ่ร»?«ค ับของค ัวแป? ขงท อถ ิงแตกค ่างอร ่าง  
2น ัอร ิาค ัท ฺค ื่?«ค ับควาง]เชอช ั่น  95X
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2 .3  ควานIข ้นข ้นไ)ป ีงเคกซแทรนเนa m 3 นารอน ราไท ับ การครงรปไเฮงภาวะ

จ าก ว ีฐ ีค ำ เน ิน ก ารว ิจ ัรข ้อ  3 . 3 . 3  เค ร ิรน เคกซ แท รน เน อตร ิงร ุป  
คาน ภาว»ท ีเอ ิอกใน ข ้อ  2 .1  คอ ใข ้ควานเข ้นข ้นไ!อง«ทรอ«อาฐ APTS 2% ใครป ร ิน าตร 
ร ่วนก ับกอ ุคาร ิอต ีไฮค 2 .5%  ใครปร ินาตร แอ«ข้อ 2 . 2  «อ ใข ้«ว าน เข ้น ข ้น ข อ งรารอ »อ าร 

CNBr 3% โครนน .ต ่อปร ินาคร ร ่วนก ับกอ ุคาร ัลต ีไรค 2 .5%  ใครปร ินาคร ใค รแ ป ร«ว าน  
เข ้นข ้นของโปรต ีน เคกชแทรนเนอ ต ั้งแต่ 4 -2 0  น ก .ใน ป ร ิน าa เอนไชน 20 น อ .( 1 0 - 5 0  
รน ่ว รต ่อ น อ .) ว ้คแอ«ต ิว ิต ีแอ»ปร ินาa โปรต ีนของเอนไซน ์ตร ิงรป แอ«คำนวm า เป อ ร เซ ็น ต  
แอ«ต ิว ิต ีท ี่ก ักไว ้ (% a c t i v i t y  r e t a i n e d )  พ ล การกคอองแอคงต ังคารางท ี่ 13 แ อ » 14 
คานอำคัน

นบว ่า«วานเข ้นข ้นของโปรต ีน เอนไซน ์ท ี่เน ิ่ขข ํ่นจาก 4 -2 0  น ก .ใน  
ปรินา(นเอนไซน์ 20 น อ .( 1 0 - 5 0  นน ่วรต ่อนอ.) น ี้นนีผลทำใข้ปรินา01โปรต ีนแอ»แอ«ต ิว ิต ี 
ของเคกซ ็แท รน เน อตร ิงร ุป เน ิ่น ข ํ่น  แต ่Iน ํ่อต ิค เท ีรบ เซ ็น เปอ'ร ิ, เซ ็นต ั้แอ ํ,ว % ปรินาà โปรตีน 
ท ี่ก ักไว ้แล» %แอ«ต ิว ิต ีท ี่ก ักไว ้ จ«อ ุงข ี้นคาน«วานเข ้นข ้นของเคกชแทรนเนอท ีเน ินป ีนจน!)ง 
ภาว«น น ิ่งแล ้วจ«อคอง แอ«ควาน เข ้มข ้น ของโป รต ีน เอน ไซน ์อ ุงอ ุคท ีจ«อาน ารถก ักไว ้ไค ้
ตีอ 10 น ก .(2 5  3 น ่วรต ่อน อ.) ต ั้งใน ภาว» AJ1G2 3 แล» C3G2 3 คังนัน จ»นำ 
ภาว«ท ี่ไค ้เไ?อ ่าน ี้ไปใช ้ในการทคอองต ่อไป
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คารางที 13 ผลของความเขํมขํนใเองเอนไชมทีมึค่อนออทีวิทีใ)ฐงทใ!
จาวะ A2G

ปริมาa โปรทีน * * ปริมาทเโปรทีน รปริมาทเโปรทีน นอคฅิวิที *แอคคิวิที ขนอคคิวิคี แอคทีว ิค ึ
ท เข ทังนมค ฑิ่กักไว้ ช่ฤ Vฑไข์ ทังแมค ท่ํท"กไว’ จ ำ เพ า ะ

( ม ก . ) (ม ก . ) (แน ่วย) (แน ่วย)
4 1 .1 2 7 .5 200 58 3 4 .8 52
8 2 .6 3 2 .5 400 169 5 1 .1 65

10 4 .0 4 0 .0 500 301 6 3 .2 75
16 4 .9 3 0 .6 800 362 4 8 .3 74
20 5 .8 2 9 .0  1 ,0 0 0 423 4 8 .9 73

แน่วรของนอคทีวิทีทังแมค แมารถิง หน่วยท่อ 9 กรัมนน. เปียกของเอกชแฑรนเนสือ ร ิงรุป 
โปรคืน'ทังนมอ แมายกง ปริมาทเโปรทีนค่อ 9 กรัมนน. เปียกของเอกชแฑรนเนสิอริงรป
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ค าร างท ี 14 ผลของความท ้มข ันของเอนไซมท ื่ม ีค ่อแอคต ิว ิต ิของเคกชแฑ รนเ นลครีงรุปฑิ่
ภาวะ C3 G2

ปร ิมา«โปรต ิน , *ปริมา«โปรติน %ปริมา«โปรติน แอคติวิติ 'แอคต ิว ิต ิ %แอคติวิติ แอคติว ิต ิ
alfl นท ีเช rm V K ทีกักไว้ Cf ̂  Vทีไขั ฑั้งหมอ ที่ก ักไว้ จ ำ เน า ะ

(ม ก . ) ( ม ก . ) (หน ่วย) (หน ่วย)
4 0 .9 2 0 .0 200 72 3 8 .4 80
8 2 .2 2 7 .5 400 216 5 6 .5 99

10 3 .5 3 6 .0 500 412 7 4 .8 114
16 4 .5 2 8 .1 800 478 6 1 .5 106
20 5 .2 2 6 .5 1 ,0 0 0 511 5 1 .8 98

หน่วยของนอตติวิต ิท ังหมค หผายถ ึง หน่วยค่อ 9 กรัมนน. เป ียกของIคกซแฑ รน เน ลคร ังร ุป  
โปรตินทังหมค หมายถ ึง ปริมา« โปรตินค่อ 9 กรัมนน. เป ียกขอ งเอกซ แท รน เน ลคร ึงรป
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2 . 4 คว า)JI ม่ืนกรคค่า งท ีเหมาะรมลำหริบ ก า ? เ ตริยม I ดกช้แทรนเ นรพร ิ งรป
จองภ าวะ A_G2 แระ C 1 G_

จากวิธีดำเนินการวิจัยจ้อ 3 .8 .4  เตรียมเดกช้แทรนเนรตริงรป 
ทังภาวะ A2G2. 3 แระ G3G2 ร ดา«รุป,ท่ี 8 โดฐแปรผันตวาภเจนกรดค่างรอง
รารละรายทีนำมาใช้ในข้ันตอนต่างๆของการเตรียมเดกช้แทรนเนรตริงรุป ในช่วง 4.0 
กึง 8.0

ผลการทดลองนบว่าในภาวะ A2G2 5 เม่ือแปรความเม่ืนกรคค่าง 
ของรารละรายจาก pH 4.0 กึง 8.0 นัน ช่วง pH 4.0 กึง 5.5 แอคติวิตีรอง 
เดกช้แทรนเนรคริงรุปมีแนวโน้มเน่ิมข้ันเล่ํกน้อย คามค่าความน่3นกรดค่างของรารละราย 
ทีเริมจีน แต่เมีอค่า pH ต้ํงแต่ 5.0 ขีนไป นบวท่เดกช้แทรนเนสิตริงรปท่ีไค้กลับมีแอคติวิติ 
ลดลง และท่ี pH 5.5 ใช้ค่าแอคติวิดืเท่ากับ 78 หน่วยต่อมิลริกริมโปรตีน ดังแลคงใน 
รปท่ี 9

ในทำนองเคียวกันท่ีภาวะ C3G2 5 เมีอแปรความเบนกรดค่าง 
ของรารละลายจาก pH 4.0 กึง 8.0 น้ัน ช่วง pH 4.0 กึง 5.0 แอคติวิติของ
เดกช้แทรนเนรตริงรปมีแนวโน้มIน่ิมข้ัน ตามค่าความเม่ืนกรดค่างของรารละลายที่เน่ิมข้ัน 
แค่เม่ือค่า pH ต๋ํงแค่ 5.5 ข้ันไป นบว่าเดกชแทรนเนลตริงรุปท่ีไค้กลับมีแอคติวิตีลคลง 
และท่ี pH 5.5 และ 6.0 ใช้ค่าแอคติวิตีจำเนาะเท่ากับ 103 และ 105 หน่วยค่อมก. 
โปรตีน คามลำดับ ดังแรคงในรุปท่ี 9

จะ เห ํ่น ไค ้ว ่าก าร เต ร ีย ม เด ก ช น ท รน เน รต ร ิงรป ข อ งภ าว ะ  A•2 ธ 2> g 
และ C3 G2 5 น้ัน เม ื่อใช ้บ ัฟ ่เฟ ่อรท ี่ม ีค ่าความ เ ม ื่น ก รด ค ่างต ่างๆ ก ัน เม ื่น ค ัวท ำล ะล ายของ 
APTS หริอ CNBr และกลคาริลด ีไฮค ์น ั้น  ไม ่ม ีผลทำใช ้แฮคติว ิต ีจำ เน าะ ข อ งเด ก ช ้แ ท รน เน ส  
ต ร ิงรป เน ิ่ม ข ั้น แต ่อย ่างใด  เม ื่อ เท ียบ ก ับ ก ารเต ร ียม ใน ภ าวะป ก ต ิ ท ี่ใช ้น ํ้าป ลอดป ระจ ุเม ื่น
ค ัวท ำล ะล าย ช งม ีค ่าความ เม ื่น กรด ค ่างท ี่ 6 .0  ด ังน ั้นการทคลองต่อไป จ ิง เต ร ิอม
เดกช ้แฑ รน เน รตร ิงรป ของภาวะ A2 G2 5 และ C3G2 3 ในภาวะปกติ เช ่น เด ีย ว ก ับ  
ว ิธ ีด ำ เน ิน ก ารว ิจ ัย  จ้อ 3 . 5 . 3  และ 3 . 5 . 4  ตามลำด ับ
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7 ไ]ที 9 พ ร ค ว าม เพ * ค ค ่างท ี่ม ีค ่อ ก าร Iต ร ิร ม Iด ก ช น ก ร น เน ร ค ร ิงร ุใ ] โครนใ]รพ้น
ความเใเน กรคค ่างของส ืารล«ราฮท ี่น ำม าใช ้ใน ข ั๊น ตอน ค ่างๆ  ของการตร ิงร ุใ] 
เคกชนกรนเนส ื ค ังวิธ ีในบกที่ 2 ข้อ 1 0 .4  

-A -  เคกชน กรน เน รตร ิงร ุใ]ท ี่ไค ้จากรท าว« A.1G1 
เคกชน กรน เน รคร ิงร ุใ]ท ี่ไค ้จากรท าว« C3Ga
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2.5 เวลาฑืเหนาะลนในแคละบ้ันคอนชองการ',,ครืยนเคกช่ัแกรนเนลตรึงรูป 
ไ!ปีงทาวะ Â Ĝ  และ C3ระ1

การเครึรนเตกช่ัแกรนเนลตรึงรปในงานวิจัรน้ี ประกอบต้วร 3 
ขันตอน ตังก่ีกล่าวข้างต้น ไต้แก่

1. กระคุ้นคัวพยุงโคยลารกระคุ้น (APTS ไ»รึอ CNBr)
2. รร้างคันธะร่วนโครกลคารัลคีไรค*
3. ตรึงรุปเคกช่ัแกรนเนล

บ้ันคอนfi 1

เอ ื่อ แ ป รค ัน เวล าก ี่ใช ้ช อ งก ารกระค ุ้น ค ัวพ ย ุงโค รล ารก ระ คุ้น 
(APTS และ CNBr) ในช ่วง 0 . 5 - 5  ชั่วโนง และกำหนดเวลาในบ ั้นตอนอื่นๆไร้แน ่นอน 
คีอ 2 ข ัวโน งล ำห ร ับ เวล าช อ งการล ร ้างค ัน ธะร ่วน โค รก ล ุต าร ัล ต ิไรค  และ 2 ชั่วโนง 
ลำห ร ับ ก ารต ร ึงรป เอ น ไซ น ค าน ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ัรข ้อ  3 . 8 . 5  พ บ ว ่าก า ร เต รึยน
เคกช ั่แกรน เน ส ืท ั้งว ิธ ีก ี่ใช ้ APTS และ CNBr เกี่นค ัวกระคุ้นบ ั้น ร ะ ย ะ เว ล า เน ก ี่ล ุค ก ี่ใ ห ้
แอคต ิว ิค ีของเคกช ั่แกรน เน ลตร ึงร ุป ค ื ค็อกี่ 3 ช ั่วโนง ต ังแลคงในรุปก ี่ 10

บั้นคอนกี่ 2

เน อแป รค ัน เวล าก ี่ใช ้ข อ งก ารล ร ้างค ัน ธะร ่วน  โคฮกล ุตาร ัลค ีไรค 
ในช ่วง 0 . 5 - 5  ช้วโนง ร ่วนก ับลารกระค ุ้น (APTS และ CNBr) และกำหนตเวลาข ันตอน 
อื่นๆไร้แน่นอน คีอ 3 ช ั่วโนงลำหร ับการกระค ุ้นค ัว,พ ย ุงโคยลารกระค ุ้น  และ 2 ชั่วโนง
ลำห ร ับ การตร ึงร ุป เอน ไช น  ต าน ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ัยข ้อ  3 . 8 . 5  พ บ ว ่าก า ร เต ร็ยน
เตกช ั่แกรน เน ส ืค ร ึงรป ท ั้งว ิธ ีก ี่ใช ้ APTS และ CNBr เก ี่น ลารกระค ุ้นร ่วนก ับกล ุคาร ัลต ิไรค 
บ้ัน ระยะเวลาล ั้น ก ี่ส ิคก ี่ให ้แอคต ิว ิต ิข องเคกช ั่น กรน เน รตร ึงรป ค ี คีอกี่ 2  ช ั่วโนง ต ังแรตง 
ในรุปกี่ 11
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ขั้นตอนกี่ 3

เม่ือแปรผันเวลาก่ีใช้ของการตรีงรปเคกซนทรนเนสในช่วง 0 .5 -  5 
ชัวโมง แระกำหนคเวลาข้ันตอนม่ืนๆไว้แน่นอน คีอ 3 ช่ัวโมงรำหรับการกระคุ้นคัวนฮุง
โคฮสารกระคุ้น แสะ 2 ช่ัวโมงสำหรับการสร้าง'ฝันอะร่วมโคอกลตารัลคีไรค คามวิธี 
คำเนินการวิจ้อข้อ 3 .8 .5  นบว่า การเตรีอมเคกช่ัแฑรนเนสตรีงรปโคฮวิธีใช้ APTS และ 
CNBr ร่วมกับกลคารัลคืไรค์ฑ๊ัง 2วิธีข้ัน เวลาก่ีเนก่ีสุครำหรับข้ันคอนตรีงรุปเคกซแทร น เนส 
ทีให้นอคติวิติของเคกซแฑรนเนสครีงรปคื ตีอก่ี 3 ชัวโมง ตังแสคงในรปก่ี 12

จ าก ต ารางท ี่ 15 กล ่าวโคอสร ุปไค ํว ่า เว ล าก ี่เห ม าะ ส ม ใน ก าร  
เตร ียม เคกซ แท รน เน ส ตร ีงร ุป  แต่ละขั้นตอนเชั่นตังนิ ลีอ

ขั้นตอนกี่ 1 กระคุ้นต ัวนองโคอสารกระค ุ้น (APTS หรีอ CNBr) ไ ข ้เว ล า  
3 ชัวโมง

ขั้นดอนกี่ 2 สร ้างน ันฐะร ่วมโครกลตาร ัลค ีไรค ใ ช ้เว ล า  2 ช ัวโมง
ขั้นตอนกี่ 3 ตร ีงร ุป เคกซแทรน เนส ใ ช ้เว ล า  3 ช ้วโมง

แ ต ่อ ย ่างไรก ็ต าม ก าร เต ร ียม เค ก ซ แ ท รน เน ส ต ร ีงร ุป จาก อ าว ะน ิเม ีอ เท ียบ ก ับ อ าวะท ีได ั 
จ าก ค าร าง ท ี 7 และ 10 ไม ่ไต ัท ำให ้แอ ค ต ิว ิต ีจำเน าะ เน ิม ข ีน เท ่าไรน ัก  ก ล ่า ว ค ีอ เนิมข้น
จ าก  7 5 เป็น 80 หน ่วยต ่อมก.โปรต ีนในอาวะ A2 G2 3  และจาก 113 เช ั่น  118 หน่วย 
ต ่อมถ.โป รต ีน ใน อาวะ C3G2 5 ตังขั้น ก าร ท ค ล อ งค ร ังต ่อ ไ ป จ ะ ใช ้อ าว ะ ก าร เค ร ีอมดัง 
รุปกี่ 8 ตีอ 3 ช ั่วโมงรำหร ับการกระค ุ้นต ัวนอง 2 ช ัวโม งรำห ร ับ การสร ้างน ัน ธะร ่วม
และ 2 ช ั่วโมงสำหรับตร ีงร ุป เอนไชม
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7 ฟ่ที 10 ผรของเวลาท ี่ม ็ค ่อการIฅร ็ฮมเดกชน ฑ รใน น ส ืค:ร ึ«ร ุปใไเข ั๊นคอนการกร»ค ้น
เมทร ิกซโครส ืารกร»ด ุ้น  โดฮแป รผ ัน เวล าค ํ้งแค ่ 0 . 5 - 5  ช ั่วโมง ดามว ิธ ี 
ในบทฑ่ํ 2 ข้อ 1 0 .5

- A -  แ อ ด ต ีว ิด ีจำเน า»ข อ งเด ก ช ั่แ ท รน เน รต ร ึงร ุป ท ื่ไค ้จาก รภ าว» A^G 3 
- • -  แอดต ีว ิต ีจำเน า»ข องเด กช ั่แ ฑ รน เน รต ร ึงร ุป ท ี่ไค ้จาก ลภ าว» C3ธ 31 
-Û- ป ร ิมา«โป รต ีน ของเดกช ั่แท รน เน ลตร ึงร ุป ท ี่ไค ้จากลภาว» Aa G.1 
- o  ป ร ิมา«โปรต ีน ของเดกช ั่แท รนเ นฝ ึตร ึงร ุปท ี่ไค ้จากลภาว» Ca G2

•Uft) 
ษrtH

tuniétfi^
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ร ปท่ี 1 1  « ร ข อ ง  เ ว ร า ที่ม ีค ่อ ก า ร เ ค ร ีร ม เ ค ก ช แ m น เน ลค ร งิ ร ุป ใ น ข ั๊ข ต อ น ก า ร ส ร ์า ง ผ ัน ธ »

ร ่ว ม โ ค ร ก ล ต า ร ัล ต ีไ อ ค  โ ค ร น ใ ] ร ผ ัน เว ล า ต ัง แ ค ่ 0 . 5 - 5  ข ัว โ ม ง  ค า ม ว ิร ี 

ในใทาท ี่ 2  ข ้อ  1 0 . 5

แ อ ต ต ีว ิต ีจ ำ เฬ า« ข อ ง เ ค ก ช พ } น เ ข สตร็งรุปทีไ่ ค ้จ า ก ส}ทว »  Aa Qî1 9 

- • -  แ อ ค ค ิว ิต ีจ ำ เ,พ า»ของเคกชแทรนเนลคร ็งร ุปท ไี ค ้จ าก ล ภ าว »  C.1G2 8 
-A- ปร ิมา«โปรต ีน ของเคกชแฑ รน เนสคร ิงรปท ี่ไค ้จากลภาว »  Aa G2 8  
-O- ปร ิมา«โปรต ีนของเคกชแฑ รนเนส ืคร ิงรปท ีไ่ ค ้จ าก ส ภ าว »  C , G 1 . 1,

•lift) liftât unwt.|i£
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l ว»า<ช ั่วโม ง)

รุปฑ่ื 12 «รของIว»าฑิ่มีล่อการIครีรมเคกชั่แทรนเน»ตรีงรุปในขํ๋นคอนการตรีง,!ป
เคกซนทรนเน» ใครแปร-ผันเวลาคํ้งแล่ 0 .5 -5  ชั่วโมง ตามวิธีใไเบทฑ่ิ2 
ข้อ 10.5

-A- น อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เ น า « ข อ ง เ ค ก ช ั่แ ฑ ร น เน » ต ร ีง ร ป ฑ ิ่ไ ค ้จ า ก » ภ า ว «  A a 3 1 1 1  

- • -  แ อ ค ต ิว ิต ึจ ำ เน า « ข อ ง เ ค ก ซ แ ฑ ร น เน » ต ร ีง ร ุป ท ํ่ไ ค ้จ า ก » ภ า ว« C 3 G 1 B 

-A - ป ร ิม า « โ ป ร ต ีน ข อ ง เค ก ช ั่แ ฑ ร น เน » ก ร ีง ร ป ท ีไ ค ้จ า ก » ภ า ว ะ  A a G 

- ๐ -  ป ร ิม า « โ ป ร ต ีน ข อ ง เค ก ช ั่แ ฑ ร น น » ต ร ีง ร ป ท ี่ไ ค ้จ า ก » ภ า ว ะ  C a G 1 8

•Uft) wmunwifi^



ค าร างท ื 15 มลของการแปรผ ัน Iวราใน แค ่ล«ข ัน คอน ของท ารเคร ืรม เคกช ั่แทรน เน ลคร ้งรไ1
ของภาวะ A1 G2 . ร  ‘พ « C G3 2 .5

แอคคิวิค ีท ี่ก ักไร้ โปรค้น'ทั้ง!?มค แ อ ค ต ิว ิฅ ีจ ำเพ าะ
(%) (ม ก . ) (นน ่วรต ่อมก.โป รต ิน)

A2G2 c G.5  3 2 .5 A2G2 C G. 5 3 2 . A G5 2 2 .5 C G3 2 .5
ภ า ว ะ ก า ร 1ครีรมปกติ 5 1 .8 7 7 .3 4 .0 3 .6 75 113
แป รผ ัน เวลาท ี่ใช ้ใน การกระค ้น
ค ัวพ อ ุงโครลารกระค ้น

0 .5  ช ั่วโมง 1 2 .5 2 9 .6 2 .5 2 .9 25 51
1 .0 3 2 .3 4 8 .0 3 .3 3 .2 49 75
2 .0 4 8 .6 6 6 .0 3 .8 3 .4 64 97
3 .0 6 0 .6 7 8 .9 3 .9 3 .4 74 116

X๐นวํ 5 6 .3 7 0 .7 4 .0 3 .1 71 114
แ ป รผ ัน เวล าท ี่ใช ้ใน ก ารส ิร ้าง
พ ัน ระร ่วมโครกลคาร ้ลค ืไรค

0 .5  ช ั่วโมง 3 6 .3 3 6 .6 3 .3 3 . 1 55 59
1 .0 5 1 .8 6 4 .6 3 .7 3 .2 70 101
2 .0 5 9 .0 7 7 .9 3 .9 3 .3 72 118

LO ๐ ร 5 6 .0 8 3 .5 4 .0 3 .6 70 115

บา O X 5 7 .6 8 5 .9 4 .0 3 .8 72 113
แ ป รผ ัน เวล าใน ก ารต ร ีงรป
เคกซแทรนเนล

0 .5  ช ั่วโมง 2 5 .6 3 5 .4 3 .2 2 .9 40 61
1 .0 4 2 .0 5 1 .8 3 .5 3 .2 60 81
2 .0 5 6 .2 7 6 .2 3 .8 3 .4 74 112
3 .0 6 2 .4 8 5 .0 3 .9 3 .6 80 1-18

ะ๐นวํ 5 6 .8 8 3 .6 4 .0 3 .8 71 n o

ห ุม ุา เแ !ค ุ แต ่ล«การทคลองน ั๊น  แรกทำทัน1ในแต่ละภาวะที่กำหนค
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2 .5  สิกษาการหลคของเคก^แทรนเนล( lea ch in g )จากคารบอนกัมมันพของ 
" ' 5 j

เคกซน)ใ?นเนลพริง? ปฑังทีภาวะ A.G . และ C3 G,1

จาก ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิล ัฮข ้อ  1 0 .5  โคอการว ัคนอคพ ิว ิค ็ของ
เคกซนฑ รนเนลก ่อนและหล ังจากก ี่นอกเอาเคกซแในนเนอออกจากอา?«อมปร ุ]ก ิร ิฮา พบว่า 
เคกชแใารน เน ส ืคร ิงรปก ี่เพ ร ิฮมจากภาวะ A.2G2 5 น ั้นหล ังจากก ี่แอกเคกชแฑรนเนอ
ฅริงร ุ!]ออก แอคค ิว ิค ีอ ังคงก ี่ฅ ่อไป ห ล ังจากเวลาผ ่าน ไ!] 15 นาที ค ่างจ าก เค ก ซ แ ฑ รน เน อ  
พ ร ิงร ุป ก ี่เพ ?อม จากภาวะ C3 G1 3 ซ ั๋ง เม ี่อแอก เอาเคกซ แฑ รน เน อ พ ร ิงร ุป ออก อ ังพบว่าม ี 
แอคติว ิต ิเพ ิ่มข ี้น ซ ิ่งแอคต ิว ิพ ีก ี่เพ ิ่มข ํ่นน ี้เก ิค เน ิ่องจากเอนไชมท ีเกาะออ ุ่บนคา?บอนก ัมม ันพน ัน  
หล ุคออกมาในลา?«ลมปรุ]ก ิร ิอาล ัวอ ล ังแลคงในรุปที 13
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รูฑิริอาฑ่ืIทิดปรูกืใร'ใแล้ว 15 นาท็ แระข่รก่ออ็ก 15 นาฑํ
—*— แอคคิวิคีของนกซพ!ขนรศ?งรุปรภาวะ A^G2 11ก่อนแฮกนนโซชค?งรุปออก 
- • — แอศกีวิศีของนกซน!!รนนรศ?งรุปอภาวะ C3G1 5ก่อนแรกIจนไชมครงร!]ออก 
--A-- แอคศิวีศ็ชองนกซพรนนร นร ังจากแฮกนานก’พ รนนรศ?งร ุปอภาวะ  

AA . 5 ออก
แอกศิว ิค ีของนกพรนเนอ นรังจากแรกเอาเกกชน!!รนเนอก?งรุปอภาวะ
C3G1 5 ออก



3. การคีกษาคกเสมบัติขจงเคท^แท^นi นฟึตรงร ุใ!เใ!TH บ1ฑีรบกั บเค n j แทรนเนลอีลระ
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3.1 เใ!รียบเทีรบช่วงความเใ]นกรคค่างท่ีเอนไจมแฟึคงแอคติวิคี (pH
a c t i v i t y  p r o f i l e )  จองเคทจแทรนเนฟึพรึงรุใ!และเอนไชม
จิสร ะ

จากวิธีคำเนินการวิจัรข้อ 11.1 โคฮการวัคนจคคิวิฅีของ
เคกชแทรนเนลตรึงรุใ!และแอคติวิติของเอนไจมอํสืระ ท่ีอุถเห;ทมิ 40 องศาเซลเจีฮร ใคร 
แปรความเใ]นกรคค่างจองสารผสมใ!!]กิรีราในช่วง 4 .0  กง 8.0

ผลการทคลอง แสฅงคํงรุ!]ท่ี 14 สบว่ากราฟ่แสคงแอคติวิติของ 
เอนไจงงครีงรุไ!ท่ีงไาวะ A2G2 3 และ C3G2 5 ในช่วง pH 4 .0  กง 8 .0
มิลักพ)เะคล้าอคลิงกัน แค่เคกชแทรนเนสครึงรุปท่ีภาวะ A2G2 5 จะแลคงแอคติวิติลุงลุคท่ี 
pH 5 .0  ในขทเะท่ีเคกจแทรนเนสครึงรุปท่ีภาวะ C3G2 3 จะแลคงแอคติวิติลุงลุคท่ี
pH 5 .5  เช่นเคียวกับเอนไจงงจิลระ

นอกจากน้ีมิควาง]แคกค่า งระหว่า ง เ อนไชมพรึงรุปกับ เ อนไชมอิสระ 
คีอเอนไจมครึงรปจะมิการลุกฺ!เสียแอคติวิคีคากว่าเอนไจงงอิสระ ในเก็อบทกค่า pH (เม ิอ  
เทียบกับแอคติวิติลุงลุค) และการลุกุแสีรแอคติวิติจองเอนไจงงอิสระนํ้นอ่ิงเฬิ่มมากจีนในช่วง 
กังแค่ pH ธ .5 จ้ีนไใ!



(X) รฺแAffeuttfttGTi

7!

pH

รุปุf |_ M  ผลของความเส ์น กรคค ่างท ี่ม ืค ่อการท ่างาน ของเคกชเน ารน เน รคร ึงร ุป น ล»
Iอนไชมอิสระ โคฮทำการ?)รวจสอบแฮคค ิว ิค ีของเคกชนฑ รนเนสครึงร ุป 
เท ีรบกับเอนไชมอิสระท ี่อ ุa หภุมิ 40 อ ง ศ า เซ ล เช ีร ล  และแปรความเท ี่น  
กรคค ่างต ั้งแค ่ 4 .0  ถ ึง B .0  

-À- เคกชแฑ รนเนสครึงร ุปท ี่ไค ้จากสภาวะ A.1G2
โคอแอคคิว ิค ีส ัมพ ัาธท ี่ 100% เท่ ากับ 81 หน ่วอค่อมก.โปรค ีน 

*  เคกชแฑ รนเนสครึงร ุปท ี่ไค ้จากสภาวะ C3 G3
โคอแอคคิว ิต ีส ัมพ ัใธที่ 100% เท ่าก ับ 110 นน่วรค่อมก.โปรฑ ีน 

- ร -  เคกชแฑรนเนสอิสระ
โคอแอคคิวิคํส ัมพัทธที่ 100% เท ่าก ับ  50 แน ่วอค ่อมก.โปรค ีน
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3 .2  ฟ ร ีอ บ เท ือ บ ช ่ว ง อุg ขอุม ีท ี่เอนไซมแลคงแอคติว ิต ิ ( t e m p é r a t u r e
a c t i v i t y  p r o f i l e )  ของเคท ซ แท รน เน ลคร ีงร ุปกับเอนไซมอิลระ

จากว ิธ ีค ำเน ิน การว ิจ ้อข ้อ  1 1 .2  ทำการว ัคนอคค ิว ิค ีของ
เคกซนทรนเนส ืคร ีงร ุปอาวะ A.1G 2 5 ท่ี pH 5 และแอคต ิว ิต ิของเคกชแท รน เน รคร ิงร ุป  
อาวะ 0 3 ธ2 B และเอนไซมอิลระท ี่ pH 5 .5  ใครแปรพันอุถเนอุ2 ท ี่ใซ ้ใน การเก ิค ป ฐ ิก ิร ิรา 
ในช ่วง 3 0 -7 0  อ งศ าเซ ล เซ ํอ ล

ผลการทคลองแลคงคังฟุที่ 15 ‘พบว,าทํ้งเคกชแฑรนเนลตรีงรุป 
และเอนไซมอิลระ ใบ้ค่าแอคคิวิติลุงสืคท่ีอุ0เหภมีเคีรวกัน คิอ 55 องศาเซลเซีอล
เคกชแฑรนเนสืคริงรุปที่อาวะ A_1G2 B ใบ้แอคติวิติลัมทัทฐมากกว่า 80% ในช่วงอุเนนภมิ
40 กง60 องศาเซลเซียล และท่ีอุกเนภุมิ 65 และ 70 องศาเซลเซีอร เคกชแฑรนเนล
คริงรุปท่ีภาวะ C3G2 5 และเอนไซมอิสืระน้ันจะลุถฺแลีฮแอคติวิติไปกง 80% และ 85%
กามลำคับ ในขทเะท่ีเคกชแฑรนเนสืครีงรุปท่ีภาวะ A2G2 5 อังคงมีแอคติวิติรงกว่า 50% 
ทือุทเหอรทังสองคังกล่าว
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อุ«ทอุมิ (องคาเช»เชํรนิ)

รุปท่ี 15 «ลของอุ«ทอุมิท่ืมีต่อการทำงานของเคกชแทรนเนสตริงรุปและเอนไชมอิสระ โคร 
ทำการตรวจสอบแอคติวิตีของเคทชแฑรนเนสตริงรุปภาวะA2G2 ri pH 5 และ
เคกช์แฑรนเนสตริงรุปภาวะ C3G2 s กับเอนไซมอิสระ' ท ี่ pH 5.5 ใครแปร 
อุทเทอุมิต้ังแต่ 30 ทีง 70 องคาเซลเชีรร

เคกซแทรนเนสตริงรปฑีไค้จากสภาวะ A2G2 
โครนอคติวิติสัมพัใธท่ี 100% เทำกับ 149 ทน่วรต่อมก.โปรตีน 

9 เคกซนฑรนเนสตริงรุปฑีไค้จากสภาวะ C3G2
โครนอคติวิติสัมนิทร Tl 100% เท่ากับ 218 ทน่วรต่อมก.โปรตีน 
เคกซแทรนเนสอิสระ
โครนอคติวิติสัมนิฑธท่ื 100% เท่ากับ 98 ทน่วรต่อมก.โปรตีน
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3 .3  เป ร ิย ุบ เท ีรแ ค ว าม เส ถ ืร รต ่อ ค ว าม เน ิน ก รค ค ่าง (pH s t a f a i  l i t y  
p r o f i l e )  ของเคกช ่แทรนเนสตร ิงร ุปก ับ เอนไชมอ ิสระ

จ าก ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ้รข ้อ  3 . 9 . 3  ค ำก ารว ัค แ อ ค ต ิว ิฅ ีช อ งIศ ก ช - 
นทรใแนสตรงรปกับเอนไช3Jอิสระทื่อ»,«กฃิ 55 อ ง ค า เซ ล เช ีร ส  ใค รแ ป รค วาม เบ น ก รค ค ่าง  
ของสารผสมป}]ก ิร ิราในช ่วง 4 .0  กง 3 .0

พลการทคลองแสคงดังรปทื่ 16 พบ วาท ั้งเคกซแท รน เน สตร ิงร ุป  
และเอน ไชมอ ิส ระม ีความ เสถ ียรต ่อความ เท ื่น กรคต ่างได ัค ีใน ช ่วง pH 5 . 5 - 7 . 0  และความ 
เส ถ ียรจะล ค ล งเม ีอ  pH ตากว ่า 5 .5  และสงกว ่า 7 ขิ๊นไบ่

3 .4  เป ร ิฮ ุบ เท ียบ ค ว าม เส ถ ียรต ่อ อุ»นภุมี ( t e m p é r a t u r e  s t a b i l i t y  
p r o f i l e )  ของเคกชแทรนเนสตร ิงร ุปก ับ เอนไจมอ ิสระ

จาก ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ้อ ข ้อ  3 . 9 . 4  ค ำก ารว ัด น อ ค ต ิว ิต ิข อ ง เค ก ซ - 
นฑ รนเนลตริงรปกาวะ A2G2 5 ท่ื pH 5 และแอคต ิว ิต ิของเคกช ์แท รน เน ลตร ิงรป ภาวะ 
Ca G2 . ร USH เอ น ไ ^ อ ิส ร ะ ท ื่ pH 5 .5  ใครแป รพ ัน อ ุ»ห ภ ุม ิท ื่ใข ้ใน การเก ิค ป เก ิร ิยาใน ช ่วง 
ท ั้งแต่ 40 กง 70 อ ง ศ า เช ล เช ีฐ ส  เ3 น เว ล า  60 นาที

ผลการทคลองแสคงดังร ุปท ื่ 17 พ บ ว ่าเอน ไชม ตร ิงร ุป ท ังภาวะ
Aï G2 b usb  C3 G2 ร ร ังคงม ีแอคต ิว ิต ิ 100% ทีอุ»นภมี 55 อ ง ศ า เช ล เช ีฮ ส
ใน ข»ะท ื่เอน ไชมอ ิส ระส »เล ียแอคต ิว ิต ิถ ีง  35% ท ื่อ ุ»นภม ิเค ียวก ัน
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4 5  5  5 5  6  6 5  7  7 5  8
pH

รุปที_ 1 6  « ฉ ค ว าบ Ia n s รต ่อควาบ Iส ิน กรคต ่างของIคกช ์แาารน I นa ตร ังร ุป แคะ Iอนไซบอิคระ
ที pH ต ่างๆ  อังนต่ 4 .0  ถึง B .0  ใครทำการตรวจคอบน อคต ิว ิต ิของ
เคกชนฑ รน เนคตร ังร ุป เท ีอขก ับ เอนไชบอ ิคระ ฑ่ือุนนภุบ 55 อ ง ค า Iช a เช ีธ a  เส ิน 
Iส ิน ท ค า  60 นาที

เคกชน ฑ รน เน คตร ังรป ก ื่ไค ้จากคภาวะ \ s 20 E 
โครนอคติว ิต ิค ับพ ัาธท ี่ 100% Iทำก ับ 182 นน ่วอต ่อบก.โปรต ิน 

- • -  เคกชแฑ รน เน คตร ังรป ท ี่ไค ้จากคภาวะ C3 G31
โครนอคติวิติรับพัฑธที่ 100% ทว่า1วับ 240  นน่ว3 ต ่อบ ก.โป รต ีน  

HBH เคกชแท รน เน คอ ิรระ
โครนอคติว ิต ิคบพัาธ์ท ี่ 100% ท ่า ก ับ  105 นน ่วรต ่อบก.โปรต ีน
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รปที 17 ความเส ืถ ีอรต ่ออ ุ{พภ ุม ิโเองเตกชแทรนเนรตร ีงร ุป  และเอนไชมอ ิสระ ทื่อเแนภุมิ
ต ่างๆ  ต ํ้งแต ่ 40 ถีง 70 อ ง ศ า เช ล เช ีอ ร  ใ น ร « ร « เว ล า  60 นาที โคร 
ตรวจรอบแอคต ิว ิต ีโเองเตกชแแรนเนสตร ีงร ุปภาวะ A^G2 _B ที pH 5 และ 
Iตก'ชนท-รนเนรตรีงรใ]ภาวะ C31G2 B ก ับเอนไชมอิสระ ทีpH 5 .5  อ ุภ เห ภม ิ5 5 °  C 

เตกชแแรนเนสตร ีงรปท ื่ไค ้จากสภาวะ A31G3 6 
โตอแอคติวิตีสัมรัฑธทื่ 100% เท ่าก ับ  218 แน ่วอต ่อมก.โปรต ีน  

- « -  เตกชแแรนเนสตร ีงร ุปท ื่ไค ้จากสภาวะ Ca ร 1
โตอแอคติวิตีล้มลัแธทื่ 100% เท ่าก ับ  265 แน ่วอต ่อมก.โปรต ีน  

- I ต ก ช แ แ ร น เ น ส อ ิส ร ะ
โคฮแอคติวิต ีลัมมัแธทื่ 100% เท ่าก ับ  116 แน ่วอต ่อมก.โปรต ีน
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3 .5  เบ ่ร ีย บ เก ืย บ เส ถ ี3 ร ,ท ;ท ะ ห ว ่างก "? เท บ ข อ ง เค ก ช ้แ ก ร น  เนสตรี ง ร ุป 
ท'บ,. ปีไร้ไจa อิสระ

จ าก ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ั3ข ้อ  3 . 9 . 5  .โคa ก าร เก ็บ เค ก ซ พ ร น เน ส
ตร ีงรป ใน ส ารละลารบ ัฟ ่๗ อร pH 5 . 5 ,  6 , ร . 5 , 7 นระ 7 .5  กี่อุ«หอุนิห้อง ( 2 8 - 3 0  
อ งค าเซ ล เซ ีธ ส  และทีอุณหอ2 4 อ ง ศ า เซ ร เซ ืร ส  แร ้วว ัคแอคต ิว ิต ิของเอนไซนตร ีงร ุป
เป ร ียบ เก ีรบ ก ับ เอน ไซ น อ ิส ระก ี่เก ็บ ใน ส อาน ร ังไร ้ผ ่าน การท ำให ้บ ร สิ ุก น้ี ( c r u d e  e n z y m e) 
ก ีร ะ ย ะ เว ล า ก า ร เก ็บ ต ่าง ๆ

«สการทคลองแสคงก ังร ุป ท ี!3 แ ล ะ 19 สำหรับอาวะกี่เก ็บกี่อ ุสเหอุน ิ 
4 อ งศ าเซ ล เซ ืร ส  และรุใ]ที่20 และ21 สำหรับอาวะกี่เก ็ใ]ท ื่อ«เนอ2 ร้อง เน อ เป ร ีรฃ เฑ ีฮบ  
ภาวะการเก ็บ ก ็อ ุ«หอน ิห ้องและก ี่ 4 อ งศ าเซ ล เซ ืรส แ ร ้วน ัน  น บ ว ่าการเก ็บ ไว ัก ี่อ ุ«ห อน ิ
4 อ งศ าเซ ล เซ ีอ ล  จ ะ ช ่ว a ร ัก ษ าเส ถ ียรอาน ข อ งเอน ไซ ร ้,ไค ํค ีกว ่าการเก ็บไว ้ในอรเหภ ุน ิห ้อง 
แ ล ะ ก ารส «เล ียแ อ ค ต ิว ิต ีจะ ย ิ่ง เน ิ่น ข ี้น เม ื่อ ระ ระ เว ล าก าร เก ็บ น าน ข ิ้น  โคยในอาวะก ี่อ ุ«หอ ุน ิ 
ห ้อง เคกซน.ฑรนเนสตรีงรปกี่ไค ํ'จากภาวะ C3 G2 5 จะส ุท ฺแล ีรแอคต ิว ิต ีท ังหนคภายในระยะ 
เว ล า  2 0 -2 5  วัน ในขรเะก ี่เคกซแทรนเนสตรีงร ุป 'ก ี่'ไร ้จากภาวะ AZG2 5ใ ข ้เว ล า  30 วัน 
และเอนไซร้,อิสระ ใ ช ้เว ล า  35 วัน

ส่วนในอาวะกี่อ ุ«หอนิ 4 อ งศ าเซ ล เซ ีอ ส  เคกซแกรนเนสอ ิสระ
จะร ังคงร ักษาแอคต ิว ิต ิ'ไล ้ต ิ โคยร ักษาแอคต ิว ิต ิไค ้ถ ีง 95% ใน ข«ะก ีเคกซ แกรน เน ส ตร ีงรป  
จะส ุ«เล ียแอค ต ิว ิต ิไป น ากกว ่า และเอน ไซ น ตร ีงรป ก ี่ไค ้จากอาวะ C3G2 s จ ะ ส ุ« เส ีย
แอคต ิว ิต ินากกว ่าภาวะ A2G  ̂ 5ใน ร ะ ย ะ เว ล าข อ งก าร เก ็บ เค ีย ว ก ัน  แ ล ะร ังน บ ว ่าก าร
เก ็บ เค กซ แกรน เน ส ืตร ีงรป ก่ี pH 7 น ั้น จะคงเห ล ีอแอคต ิว ิต ีส ุงกว ่าการเก ็บ ก ี pH อินๆ ทัๆง
ภาวะ A2 G2 5 และ C3 G  ̂ 6 ก ังน ั้น การห าค ่าคร ึ่งช ีว ิตของเตกซ แกรน เน ส ตร ีงรุปจะ
อ ่าน จาก ภ าว ะ ก าร เก ็บ ก ี่ pH 7 น้ี
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ร ุ]!!น ! เรถ ีaร}ทนของเศก,!(นทรนนรตริงรุป}]าวะ A1 Ga 11 ค่อระaะเวราในการIก็บ
ไนรา7รพลาอ mil ฟ่อ'} pH 5 . 5 ( ..H— ) pH ธ( ) pH ธ. 5 ( - B -  )

pH 7(  X - ) pH 7 .5 ( ~ 0 ~  ) 1ที3ใjm n อนไช}!อิรระ ( ——  )ฑ่ิ1ก็บใน ^
ร}]านฑ่ิอังไม่ผ่านการทำใน้บริรทธิ ท่ิอถเห}]2 4 องศาเซรเ.ซีa s  1ก็น1วรา45วัน
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5  1 0  1 5  2 0  2 5  3 0  3 5  4 0  4 5

ร ะ ร บ ท ล า ใ น ก า ร เก ็บ  (ว ัน )

ร ุใ!ที 19 เลถ ีอรภาน ของเคกชแท รน เน ลคร ิงร ุไ]ภาวะ C3 G1 0 ค ่อ ร ะ ย ะ เว ล าใ น ก าร เก ็บ  
ใน ล ารล ะล ายบ ัฟ ่เฟ ่อร pH ธ . 5 ( — I—  ) pH 6< —3K— J pH 6 .5 (  B — ) 

pH 7 ( -X — ) pH 7 .S C  —e — ) เท ียบ ก ับ เอน ไชมอ ิลระ( — — - ) ฑเก ็บใน u'
ลภานท ื่ร ังไม ่ผ ่านการทำใน ้บร ิลทธ ฑื่อุผนภุมิ 4 อ ง ค า เซ ล เช ีย ล  เ^ น เว ล า 4 5 ว ัน

+ 
*
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yfij —  เส ืถ ีรรภาพองเคกชนฑรนเนaครีงรุ!]ภาวะ A^Ga 0 ต ่อระระเวราในการเก ็บ  
ในรารระราอบัฟ ่เฟ ่อร pH 5 . 5 ( — 1— ) pH 6< - * -  ) pH ธ . 5 ( - ร - )  

pH 7 ( —X— ) pH 7 . 5( - 0 - )  เทรบกับเอนไชภอิรระ( — — ) ทึ่1ก็บใน ”
รภาบฑื่รังไผ่ผ่านการทำให้บริรุทธํ่ ท่ีอุภเหภุภิห้อง เส ์น เวรา 45 วัน
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y f r - -—  IสืถํรรทานของLคกชนทรนเน»ตริงรุปทาว» c aG 1 B ต ่อร»อ»ท ราใน การเก ็บ
ใน»าร»ะ»าฮบ ัปเฟ ่อร pH ธ.5< ) pH 6 (-^ )e -  ) pH ธ. 5( —B — )

pH 7( —X -  ) pH 7 .5 (  ~ 0 .. นท ีฮบก ับเอนไชบอิ»ร»(——  ) ท ื่เก ็บใน
รทานทื่อ ังไพ ่พ ่านการทำให ้บริ»ทธิ๋ ทื่อนหทนิห้อง เท ื่น เว » า  45 วัน



3 .6  ไทครงไรวิ?) ( h a l f  l i f e )  ของเคกซแท รน เน ส ตร ึงร ุปกับ 
I จนไซชิ,อิสระ

จ าก ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ัยข ้อ  3 . 9 . 6  อ ่าน ค ่าครงช ีว ิตของเอน ไซ 34
ต ร ึงรป ท ีเก ็บ ใน ส ารล«ลายบ ัฟ ่เฟ ่อร pH 7 แล»เอนไชน ์อ ิสร«ก ็เก ็บ ในสภาลก ็ร ังไน ่พ ่าน  
การหำให้บริล ุทธิ๋ก ็อ ุ»หภุน ิ 4 อ ง ศ า เช ล เช ีย ส  จากกราฟ ่ควาน ส ัน -พ ัน รร«ห ว ่างร«ย«เวลา 
ของการเก ็บก ับแอคต ิว ิต ิส ัมส ัทธก ็ 50 %  (ร ุปก ็ 18 แล« 19)

ค ่าค ร ิ่งช ีว ิต ข อ งเอ น ไช 34ต ร ึงร ุป แ ล »เอ น ไช 34อิสร» ก ็อ ่าน ไค ้จาก
กราฟ่ นบว่า เอนไชนอ ิสร«จ«บ ีค ่าคร ิ่งช ีว ิตนากกว ่า 45 วัน ส ่วนเอนไช34ตร ึงร ุป ก ็ไค ้จาก  
ภ าว» A2 G 215 บ ีค ่าคร ิ่งช ีว ิตน ากกว ่า 45 ว ันเช ่นก ัน แ ต ่แอค ต ิว ิต ิก ็เห ล ีอตากว ่า เอน ไช 34 
อิสร» ใน ข »«ก ็ภาว» C3 G2 5 บ ีค ่าคร ี่งช ีว ิต 37 วัน เน ิ่อ เก ็บ ใน ภ าว « เค ีย ว ก ัน

3 .7  หาค่า K_ ของเคกช์แทรนเนสตรึงร ุปแล«เอนไช34อิสร«ต่อเคกชแทรน 
ที 2 0 0 0

จากวิธีคำเนินการวิจัยข้อ 3 .9 .7  โคยการวัคแอคติวิตีของ
เคกชแทรนเนสตรึงรุปนล»เอนไช34อิสร» ก็แปรควานเข้นข้นของเคกชแทรน ท ี-2000
ตังแต่ 0 -5 .0  % ในอ«ชิเตทบัฟ่Iฟ่อร์ 0 .05  โนลาร pH 5 .5  ทีอุ»หภบี 40 องศา 
เชสIชีอส

พลการทคลองแลคงต ังร ุปก ็ 2 2  เก ็น ก าร เป ร ึอ บ เท ียบ ก ราฟ ่
ไ ล น ว ิเว อ ร -เบ ิร ก  <L in e w e a v e r - B u r k  P l a t )  ลบ ว ่าค ่า ข อ งเอ น ไช 34อ ิส ร«เท ่าก ับ
1 . 6 x l0 ~ e M. แล«ค ่า ของเคกชแท รน เน สตร ึงรป ก ็ภาว» A2G2 5  แล«ภาว»
C3G2 5 เท ่าก ับ  9 . 1 x l 0 ' 7 M. แล» 1 . 1 6 x 1 0 ~ ธ M. ตานลำตับ
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รุปทุ_ 2 2  พลของการพาค่า โคอว ิธ ีไลนว ็เวอร-เฃ ิรก < LInew eaver-Burk P lo t )
ของเคกชแทรนเนสืฅริงร!] และเอนไช มอิลระ เม ีอม ีเคกชแฑรน ที 2 0 0 0  เใ]น 
ลัยสืเฅรท เคยวัคแอคติวิติที pH 5 .5  อุ{แพภมี 40 องศาเชลเชืฐล 

- A -  เคกชแทรนเนลคริงรุ!]ที่ไต้จากลภาวะ AJ1G2 
- • -  เกกชแทรนเนสืครงรุ!]ที่ไต้จากลภาวะ 0 3ปิ2 

เคกชนฑรนเนสอิลระ


	บทที่ 3 ผลการวิจัย

