
ร าย ก าร อ างอ ง
ภาษาไทย
มณีรัตน์มีพลอย. การเตรียมให้ปริสุทธิใม่าง^วนและสมบัติของไคทิเนสจาก Bac illus cereus.

วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย, 2542

ภาษาอังกฤษ
Van Aalten, D.M., Komander, D., Synstad, ธ., Gaseidnes, ร., Peter, M.G.,and Eijsink, 

V.G. 2001. Structural insights into the catalytic mechanism of a family 18 exo- 
chitinase. Proc, Natl. Acad. Sci. บ. ร. A. 98: 8979-8984.

Basha, ร. and Ulaganathan, K. 2002. Antagonism of Bacillus  species (strain BC121) 
towards Curvularia lunata. Cur, Sci, 82: 1457-1463.

Bhushan B. 2000. Production and characterization of a thermostable chitinase from a 
new alkalophilic Bac illus  sp. BG-11. J. Appl. Microbiol. 88: 800-808.

Boiler, t., and Muach, F. 1988. Colormetric assay for chitinase. เท Methods in 
Enzymology Vol 161, pp. 430-435. New York: Academic Press.

Brameld, K.A., and Goddard, and พ .A. 3rd. 1998. The role of enzyme distortion in the 
single displacement mechanism of family 19 chitinases. Proc. Natl. Acad. Sci. บ. 
ร. A. 95: 4276-4281.

Cabib, E. 1988. Assay for chitinase using tritiated chitin. เท Methods in Enzymology Vol 
161, pp. 424-426. New York: Academic Press.

Frandberg, E., and Schnurer, J. 1994. Evaluation of a chromogenic chito- 
oligosaccharide analogue, p-nitrophenyl-beta-D-N,N'-diacetylchitobiose, for the 
measurement of the chitinolytic activity of bacteria. J. Appl, Bacteriol, 76: 259- 
263.

Frandberg, E., and Schnurer, J. 1994. Chitinolytic properties of Bac illus p ab u li K1. ช. 
Appl. Bacteriol. 76:361-367.

Frankowski, ช.,Lorito, M., Scala, F., Schmid, R., Berg, G. and Bahl, H. 2001. Purification 
and properties of two chitinolytic enzymes of Serra tia  p lym u th ica  PIRO-C48. 
Arch. Microbiol. 176:421-426.

Plashimoto, M., Ikegami, T., Seino, ร., Ohuchi, N., Fukada, H., Sugiyama, ช., Shirakawa, 
M., and Watanabe, T. 2000. Expression and characterization of the chitin­



70

binding domain of chitinase A1 from Bac illus c ircu lans  WL-12. J. Bacteriol. 
182:3045-3054.

Henrissat, B., and Bairoch, A. 1993. New families in the classification of glycosyl 
hydrolases based on amino acid sequence similarities. Biochem. J. 293: 781- 
788.

Hu, B., Trinh, K., Figueira, W.F., and Price, P.A. 1996. Isolation and sequence of a novel 
human chondrocyte protein related to mammalian members of the chitinase 
protein family. J. Biol. Chem. 271: 19415-19420.

Imoto, T., and Yagishita, K. 1971. A simple activity measurement of lysozyme. Agr. Biol. 
Chem. 35: 1154-1156.

Jeuniaux, c. 1966. Chitinases. เท Methods in Enzymology Vol 8, pp. 644-650. New York: 
Academic Press.

Koga, D.,Mitsutomi, M., Kono, M. and Matsumiya, M. 1999. Biochemistry of chitinases. 
EXS. 87: 111-123.

Liu, M., Cai, Q.X., Liu, H.Z., Zhang, B.H., Yan, J.P., and Yuan, Z.M. 2002. Chitinolytic 
activities in Bac illus thuring iensis  and their synergistic effects on larvicidal 
activity. J. Appl. Microbiol. 93: 374-379.

Mabuchi, N., Hashizume, I., and Araki, Y. 2000. Characterization of chitinases excreted 
by Bac illus cereus  CH. Can. J. Microbiol. 46: 370-375.

Maeda, H., and Ishida, N. 1967. Specificity of binding of hexopyranosyl polysaccharides 
with fluorescent brightener. J. Biochem. 62: 276-278.

Molano, J., Polacheck, I., Duran, A., and Cabib, E. 1979. An endochitinase from wheat 
germ. J. Biol. Chem. 254: 4901-4907.

Ohtakara, A. 1988. Viscosimetric assay for chitinase. เท Methods in Enzymology. Vol. 
161(49), pp. 426-430. New York: Academic Press.

O'Brien, M., and Colwell, R.R. 1987. A rapid test for chitinase activity that uses 4- 
methylumberiferyl-N-acetyl-(3-D-glucosaminide. Appl. Environ. Microbiol. 53: 
1718-1720.

Pleban, ร., Chemin. L., and Chet, I. 1997. Chitinolytic activity of an endophytic strain of 
Bacillus cereus. Lett. Appl. Microbiol. 25: 284-288.



71

Pinto, A.de ร., Barreto, c.c. Schrank, A., Ulhoa, C.J. and Vainstein, M.H. 1997. 
Purification and characterization of an extracellular chitinase from the 
entopathogen M ethrh iz ium  anisop liae . Can. J. Microbiol. 43: 322-327.

Ramos, H.C., Hoffmann, ■ โ., Marino, M., Marino, M., Nedjari, Presecan-Siedel, p., 
Dreesen, o., and glaser, p. 2000. Fermentative metabolism of Bac illus subtitis'. 

Physiology and regulation of gene expression. J. Bacterio. 182 : 3072-3080.
Ravi Kumar,M.N.V. 2000. A review of chitin and chitosan applications. Polymer. 46: 1-27
Regev, A., Keller, M., strizhov, N., Sneh, B., Prudovsky, E., Chet, I., Ginzberg, I,, Koncz- 

Kalman, Z., Koncz, c., Schell, J., and Zilberstein, A. 1996. Synergistic activity of 
a Bac illus thu ring iens is  delta-endotoxin and a bacterial endochitinase against 
Spodoptera littoralis larvae. Appl. Environ. Microbiol. 62: 3581-3586.

Roberts, R.L.,and Cabib, E. 1982. Serra tia  m arcescens  chitinase: one-step purification 
and use for the determination of chitin. Anal. Biochem. 127: 402-412

Roberts, W.K., and Selitrennikoff, c.p. 1988. Plants and bacterial chitinase differ in 
antifungal activity. J. Gen. Microbiol. 134: 169-176.

Sakai, K., Narihara, M., Kasama, Y., Wakayama, M., and Moriguchi, M. 1994. Purification 
and characterization of thermostable beta-N-acetylhexosaminidase of Bacillus  

s tea ro therm oph ilus  CH-4 isolated from chitin-containing compost. Appl. Environ. 
Microbiol. 60: 2911-2915.

Sakai, K, Yokota, A, Kurokawa, H, Wakayama, M, and Moriguchi M. 1998. Purification 
and characterization of three thermostable endochitinases of a noble Bacillus  

strain, MH-1, isolated from chitin-containing compost. Appl. Environ. Microbiol. 
64: 3397-3402.

Sakurada, M., Morgavi, D.P., Komatani, K., Tomita, Y., and Onodera, R. 1997. 
Purification and characteristics of an autolytic chitinase of P irom yces comm unis  

OTS1 from culture medium. Curr, Microbiol. 35: 48-51.
Sasaki, c., Yokoyama, A., Itoh, Y., Hashimoto, M., Watanabe, T., and Fukamizo, T. 2002. 

Comparative study of the reaction mechanism of family 18 chitinases from plants 
and microbes. J. Biochem. (Tokyo) 131: 557-564.

Schales, o., and Schales, ร.ร. 1945. A simple method for the determination of glucose 
in blood. Arc, Biochem. 8: 285-292.



72

Takayanagi, T., Ajisaka, K., Takiguchi, Y., and Shimahara, K 1991. Isolation and 
characterization of thermostable chitinases from Bac illus lichen ifo rm is  X-7u. 
Biochim. Biophys. Acta. 1078: 404-410.

Thamthiankul, ร., Suan-Ngay, ร., Tantimavanich, ร., and Panbangred พ. 2001. 
Chitinase from Bac illus thuring iens is  subsp. Pakistani. Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 56: 395-401.

Trachuk, L.A.,Revina, L.P., Shemyakina, T.M., Chestukhina, G.G. and Stepanov, V.M. 
1996. Chitinases of Bac illus lichen ifo rm is  B-6839 isolation and properties. Can. 
J. Microbiol. 42:307-315.

Tronsmo, A., and Harman, G.E. 1993. Detection and quantification of N-acetyl-(3-D- 
glucosaminidase, chitobiosidase, and endochitinase in solution on gel. Anal. 
Biochem. 208: 74-79.

Trudel, J., and Asselin, A. 1988. Dectection of chitinase activity after polyacrylamide gel 
electrophoresis. Anal. Biochem. 178: 362-366.

Uchiyama, T., Katouno, F., Nikaidou, N., Nonaka, T., Sugiyama, J, and Watanabe T. 
2001. Roles of the exposed aromatic residues in crystalline chitin hydrolysis by 
chitinase A from Serra tia  m arcescens  2170. J. Biol. Chem. 276: 41343-41349. 

Watanabe, T., Kanai, R., Kawase, T., Tanabe, T., Mitsutomi, M., Sakuda, ร., and 
Miyashita, K. 1999. Family 19 chitinases of Strep tom yces  species: 
characterization and distribution. Microbiology. 145:3353-3363.

Watanabe, T., Oyanagi, พ., Suzuki, K., and Tanaka, H. 1990. Chitinase system of 
Bac illus c ircu lans  WL-12 and importance of chitinase A1 in chitin degradation. J, 
Bacteriol, 172: 4017-4022.

Wang, S.L., and Chang, W.T. 1997. Purification and characterization of two bifunctional 
chitinases/lysozymes extracellularly produced by Pseudom onas aerug inosa  K- 
187 in a shrimp and crab shell powder medium. Appl. Environ. Microbiol. 
63:380-386

Wang, S.L., Shih, I.L., Liang, T.W., and Wang, C.H. 2002. Purification and 
characterization of two antifungal chitinases extracellularly produced by Bacillus  
am ylo lique fac iens  V656 in a shrimp and crab shell powder medium. J. Agric.
Food Chem. 50: 2241-2248.



73

Wen, c., Tseng, c., Cheng, c., and น, Y. 2002. Purification, characterization and 
cloning of a chitinase from Bacillus  sp. NCTU2. Biotechnol. Appl. Biochem. 35: 
213-219.

Wedrychowski, A.R., Olinski, and Hnilica, L.s. 1986. Modified method of silver staining 
of proteins in polyacrylamide gels. Anal. Biochem. 159: 323-328.

Wiwat, C., Siwayaprahm, p., and Bhumiratana, A. 1999. Purification and characterization 
of chitinase from Bac illus c ircu lans  No.4.1. Curr. Microbiol. 39: 134-140.

Xia, G., Jin, c., Zhou, J., Yang, ร., Zhang, ร., and Jin c. 2001 A novel chitinase having a 
unique mode of action from Asperg illus fum iga tus  YJ-407. Eur, J, Biochem. 268: 
4079-4085.



74

ภ าค ผ น วก



75

ภาคผนวกท่ี 1 การเตรียมคอลลอยคัลไคทิน (Colloidal chitin)

ทำตามวิธีของมณีรัตน์ มีพลอย (2542) ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Shimahara และ 
Takiguchi (1988)

นำไคทินจากเปลือกปูที่ผ่านการคัดขนาดท่ี 42-mesh จำนวน 5 กรัม ค่อย  ๆ เติม 
ลงในกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส พร้อม 
กับกวนอย่างแรงด้วยเครื่องกวนแท่งแม่เหล็ก เมื่อผสมไคทินเป็นเน้ือเดียวกันแล้วค่อย  ๆ เพ่ิม 
อุณหภูมิของสารผสมเป็น 37-40 องศาเซลเซียส พร้อมกับปรับเคร่ืองกวนแท่งแม่เหล็กให้มี 
ความเร็วปานกลาง จะสังเกตเห็นว่าความหนืดของสารผสมจะเพิ่มขึ้น จากนั้นประมาณ 2-3 นาที 
ความหนืดจะเริ่มลดลงและใสขึ้น ทำการกรองสารผสมท่ีได้ด้วยใยแก้ว (glass wool) เพ่ือกำจัด 
เศษไคทินที่ไม่ถูกไฮโดรไลช์ออกไป ผ่านส่วนที่กรองได้ลงในนื้าที่กำจัดไอออนแล้ว (deionized 
water) ปริมาตร 4 ลิตร ที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียสพร้อมกับกวนด้วยความเร็วปานกลาง 
ภายในเวลาประมาณ 10-15 นาที สารจะขุ่นขึ้นเนื่องจากไคทินเกิดการตกตะกอนอีกครั้ง หยุดกวน 
หลังจาก 30 นาที ตั้งท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากน้ันดูดส่วนใสข้าง 
บนท้ิงไป ล้างตะกอนที่ได้ด้วยนํ้าที่กำจัดไอออนแล้ว โดยนำไปปันล้างท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 15 นาที หลาย  ๆ คร้ังจนกระท่ัง pH ใกล้เคียงกับนื้าที่กำจัดไอออนแล้ว จากน้ันนำ 
ตะกอนทั่งหมดมากระจาย (resuspend) ในนํ้าที่กำจัดไอออนแล้วปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยการ 
กวนด้วยความเร็วปานกลางอีกครั้ง เมื่อตะกอนกระจายทั่วแล้วดูดคอลลอยคัลไคทินออกมา
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน eppendrof เพื่อหานำไปหาน้ําหนักแห้งโดยนำไปอบท่ีดู้อบอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เมื่อแห้งแล้วนำไปคำนวณเปอร์เซ็นคอลลอยคัลไคทินที่ได้ (ผลผลิตท่ีได้ประมาณ 
80 เปอร์เซ็นต์) เก็บคอลลอยคัลไคทินที่เหลือในขวดลีซาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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ภาคผนวกท่ี 2 การเตรียมสารละลาย

1. สารละลายสำหรับหาแอคติวตีฃองเอนไชมไนสารละลาย
1.1 สารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ pH 5.0
ละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HP04) 1.46 กรัม และกรดซิตรีกโมโน 

ไฮเดรท (C6H80 7.แ20 ) 1.02 กรัมในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

1.2 สารละลายเอ็น-อะ?ทิลกลูโคชามีนมาตรฐาน
ละลายเอ็น-อะซิทิลกลูโค'ซามีน1 มิลลิกรัมในนํ้ากลั่นปริมาตร1 มิลลิลิตร
1.3 สารละลายโพแทสเ?ยมเฟอริกไซยาไนด์
ละลายโพแทสเซียมเฟอริกไซยาไนด์ (l<3Fe(CN)6 ) 0.5 กรัม ในสารละลาย 

โซเดียมคาร์บอเนต (Na2C03) 0.5โมลาร์ ปริมาตร1 ลิตรเก็บในขวดสีชา

2. สารละลายสำหรับหาปริมาณโปรตีน
2.1 Bradford stock solution
ละลาย Coomassie Brilliant Blue G 350 มิลลิกรัม ในกรดฟอสฟอริก 85 

เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำไปกวน 
ด้วยเครื่องกวนแท่งแม่เหล็กข้ามคืนเพื่อให้ Coomassie Brilliant Blue G ละลายหมด หลังจากนั้น 
นำมาเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

2.2 Bradford working solution
ผสม Bradford stock solution ปริมาตร 30 มิลลิลิตร กรดฟอสฟอริก 85 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์15 มิลลิลิตร เติมน้ัากลั่นจนได้ปริมาตร 
เป็น 500 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 1 เก็บในขวดสีชา ห่อด้วยฟอยต์ 
อีกช้ันหน่ึง เก็บได้นานหลายลัปดาห่ในที่เย็น

2.3 สารละลาย BSA มาตรฐาน
ละลาย BSA 1 มิลลิกรัม ในนํ้ากลั่น 10 มิลลิลิตร นำไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 20

องศาเซลเซียส

3. สารละลายสำหรับการทำเอนไซมไห้บริสุทธบางส่วนด้วยดีอีเออีคอลัมน์

3.1 สารละลายทรีส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 400 มีลลิโมลาร์ pH 7.4
ละลาย ทริล 24.228 กรัม ในนํ้าปริมาตร 470 มิลลิลิตร นำไปปรับ pH ให้เป็น 7.4 

หลังจากนั้นเติมนํ้าให้ได้ปริมาตร 500 มิลลิลิตร
3.2 สารละลายทรีส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4
นำสารละลายในข้อ 3.1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาเติมน้ําให้เป็น 4 ลิตร
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3.3 โซเดียมคลอไรด์2 โมลาร์ในสารละลายทรีส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิล
ลิโมลาร์ pH 7.4

ละลาย NaCI 11.688 g ในสารละลายทริล-คลอ1ใรด์'บัฟเฟอร์10 มิลลิโมลาร์ pH
7.4 จากข้อ 3.2 ปรมาตร 100 มิลลิลิตร

3.4โซเดียมคลอไรด์0.1 โมลาร์ ในสารละลายทริส-คลอ'โรดีบัฟเฟอร์ 10 
มิลลิโมลาร์ pH 7.4

นำสารละลายในข้อ 3.3 ใ]รมาตร 5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายในข้อ 3.2 ให้มี 
ใ]รมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร

3.5 โซเดียมคลอไรด์ 0.5โมลาร์ ในสารละลายทริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 
มิลลิโมลาร์ pH 7.4

นำสารละลายในข้อ 3.3 ใ]รมาตร 25 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายในข้อ 3.2 ให้มี 
ใ]!มาตรเป็น 100 มิลลิลิตร

3.6 โซเดียมคลอไรด์ 1 โมลาร์ ในสารละลายทริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10
มิลลิโมลาร์ pH 7.4

นำสารละลายในข้อ 3.3 ใ]!มาตร 50 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายในข้อ 3.2 ให้มี 
ใ]!มาตรเป็น 100 มิลลิลิตร

4. สารละลายสำหรับการทำเอนไซมํให้นรีสุทธด้วยรีเจนเนอเรทเทดไคทิน
4.1 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์20โมลาร์ pH 7.4
ช่ัง Na2HP04.2H20  2.28 กรัม และ NaH2P04.H2(ว 0.58 กรัม มาเติมน้ํากลั่น 

970 มิลลิลิตร หลิงจากนั้นนำใปปรับ pH ให้เป็น 7.4 แล้วนำมาเติมนํ้ากลั่นให้เป็น 1 ลิตร
4.2 สารละลายอะทิเตทบัฟเฟอร์ 20 มิลลิโมลาร์ pH 5.5
ช่ัง CH3C00Na.3H20  2.72 กรัม เติม'นากล่ัน 950 มิลลิลิตร หลังจากน้ันนำมา 

ปรับ pH ให้เป็น 5.5 ด้วยกรดอะซิติก 20 มิลลัโมลาร์ เติมน้ํากลั่นให้เป็น 1 ลิตร
4.3 กรดอะทิดิก 20 มิลลิโมลาร์
นำกรดอะชิดิกเข้มข้นมา 1.14 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นให้เป็น 1 ลิตร

5. สารละลายสำหรับทำคอลัมน์เซฟาเด็กซ์ จี-200
5.1 สารละลายทรีส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4
ทำเหมือนข้อ 3.2
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6. สารละลายฟ้าหรับการทำดิสค์-พอลิอะครีลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรี?ส
6.1 สารละลายทรีส-ไกล?นอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ pH 8.3
ช่ัง Tris 3 กรัม และ glycine 14.14 กรัม นำมาละลายในนํ้ากลั่น!]รมาตร 950 

มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปปรับ pH ให้เป็น 8.3 นำมาเติมนั้ากลั่น,ให้มีปริมาตรเป็น 1 ลิตร
6.2 สารละลายทรีส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ pH 8.8
ช่ัง Tris 18.2 กรัม นำมาละลายในนั้ากลั่นปริมาตร 95 มิลลิลิตร นำไปปรับ pH 

ให้เป็น 8.8 หลังจากนั้นนำมาเติมนํ้าให้เป็น 100 มิลลิลิตร
6.3 สารละลายทรีส-คลอไรค์บัฟเฟอร์ pH 6.8
ช่ัง Tris 6 กรัม เติมน้ัากลั่น 80 มิลลิลิตร นำไปปรับ pH ให้เป็น 6.8 หลังจากน้ัน 

นำมาเติมน้ําให้เป็น 100 มิลลิลิตร
6.4 สารละลายอะครีลาไมด์
ชั่งอะคริลาไมต์ 30 กรัม และบิล-อะคริลาไมด์ 0.8 กรัม มาเติมน้ัากลั่นให้มี 

ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร กรองสารละลายผ่านกระดาษกรอง แล้วเก็บในขวดลีชา นำไปห่อ 
ด้วยฟอยด็อีกช่ันหน่ึง นำไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

6.5 สารละลายแอมโมเนึยมเปอร์ซัลเฟต
ชั่งแอมโมเนียมเปอร์ซ็ลเฟตมา 0.1 กรัม นำละลาย'ใน'น้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร ห่อ 

ด้วยฟอยด์นำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
6.6 สารละลายบัฟเฟอร์ฟ้าหรับตัวอย่าง
ช่ังโบรโมทีเนอลบลู 10 มิลลิกรัม และซูโครส 15 กรัม เติมลงในสารละลายข้อ 6.3 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร
6.7 50% methanol/ 10 %  acetic acid
ผสม absolute methanol 50 มิลลิลิตร กรดอะซิดิกเข้ม'ข้น 10 มิลลิลิตร และน้ํา 

กล่ัน 40 มิลลิลิตรเข้าด้วยกัน
6.8 น้ํายาย้อมสิ'โปรตึน
ช่ัง silver nitrate 0.4 กรัมมาเติม‘นากล่ัน 2 มิลลิลิตร หลังจากน้ันนำไปเติมลงใน 

สารละลายซึ่งประกอบด้วย 0.36 เปอร์เซ็นต์ NaOH ปริมาตร 10 มิลลิลิตรผสมกับแอมโมเนีย 0.84 
มิลลิลิตร โดยค่อย  ๆ หยดลงไปและเขย่าเบา  ๆ จนลีนํ้าตาลที่เกิด,ขืน'ใส เติมนำเป็น 50 มิลลิลิตร 
ให้ใช้หลังจากเตรียมเสร็จภายใน 15 นาที

6.9 developing solution
ผลมกรดซิต่ริก 1 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรกับ 38 เปอร์เซ็นต์ 

formaldehyde ปริมาตร 50 ไมโครลิตรเข้าด้วยกัน เติมน้ําให้มี!]ริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร สาร 
ละลายที่ใข้ต้องเตรียมเสร็จใหม่  ๆ แล้วใช้ทันที



6.10 1 %  acetic acid
นำกรดอะชิดิกเข้มข้น1 มิลลิลิตรผสมกับนํ้ากลั่น99 มิลลิลิตร
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7. สารละลายสำหรับทำเอสดีเอส-พอลีอะครีลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอรี?ส
7.1 สารละลายทรีส-เอสดีเอสอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ pH 8.3
เตรียมเหมือนข้อ 6.1 แต่ให้เดิม SDS 1 กรัมเพ่ิมลงไปในสารละลาย
7.2 สารละลายทรีส-เอสดีเอสบัฟเฟอร์ pH 8.8
เตรียมเหมือนข้อ 6.2 แต่ให้เดิม SDS 0.4 กรัมเพ่ิมลงไปในลารละลาย
7.3 สารละลายทรีส-เอสดีเอสบัฟเฟอร์ pH 6.8
เตรียมเหมือนข้อ 6.3 แต่ให้เดิม SDS 0.4 กรัมเพ่ิมลงไปในสารละลาย
7.4 สารละลายอะครีลาไมด์
เตรียมเหมือนข้อ 6.4
7.5 สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ชัลเฟต
เตรียมเหมือนข้อ 6.5
7.6 สารละลายบัฟเฟอร์สำหรับสารตัวอย่าง
ช่ังโบรโมทีเนอลบลู 10 มิลลิกรัม ซูโครส 15 กรัม SDS 2.5 กรัมและ 2- 

mercaptoethanol 2 มิลลิลิตร ละลายในสารละลายข้อ 7.3 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร
7.7 50% methanol/10 %  acetic acid
ผสม absolute methanol 50 มิลลิลิตร กรดอะซิดิกเข้มข้น 10 มิลลิลิตร และน้ํา 

กล่ัน 40 มิลลิลิตรเข้าด้วยกัน
7.8 นํ้ายาย้อมสีโปรตีน
ช่ัง silver nitrate 0.4 กรัมมาเดิมน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปเติมลงใน 

สารละลายซึ่งประกอบด้วย 0.36 เปอร์เซ็นต์ NaOH ปริมาตร 10 มิลลิลิตรผสมกับแอมโมเนีย 0.84 
มิลลิลิตร โดยค่อย  ๆ หยดลงไปและเขย่าเบา  ๆ จนลีน้ําตาลที่เกิดขึ้นใส เติมน้ําเป็น 50 มิลลิลิตร 
ให้ใช้หลังจากเตรียมเสร็จภายใน 15 นาที

7.9 developing solution
ผสมกรดชิตริก 1 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรกับ 38 เปอร์เซ็นต์ 

formaldehyde ปริมาตร 50 ไมโครลิตรเข้าด้วยกัน เดิมน้ําให้มืปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร สาร 
ละลายที่ใข้ต้องเตรียมเสร็จใหม่  ๆ แล้วใช้ทันที

8. สารละลายสำหรับติดตามแอคติวิตีฃองเอนไซมในแผ่นพอสีอะครีลาไมด์เจล
8.1 สารละลายอะ?เตทบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 5.0
ช่ัง CH3C00Na.3H20  0.953 กรัมมาละลายในนํ้ากลั่น 80 มิลลิลิตร หลังจากน้ัน 

นำไปปรับ pH เป ็น5.0 ด้วยกรดอะชิดิกเข้มข้น0.1 โมลาร์ เดิมน้ํากลั่นให้เป็น 100มิลลิลิตร
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8.2 สารละลายทริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 0.5 โมลาร์ pH 8.9
ช่ัง Tris 30.29 กรัมนำมาละลายด้วยนํ้ากลั่นปริมาตร 450 มิลลิลิตร หลังจากนั้น 

นำไปปรับ pH ให้เป็น 8.9 นำไปเติมนํ้ากลั่นให้มีปริมาตร 500 มิลลิลิตร
8.3 สารละลายฟลูออเรสเชนซ์ 0.01 เปอร์เซ็นต์ (Fluorescence brightener

28 solution)
ช่ัง Fluorescence brightener 28 5 มิลลิกรัม เติมสารละลายในข้อ 8.2 ปริมาตร

50 มิลลิลิตร

9. สารละลายสำหรับติดตามแอคติวิตีของเอนไชมีไนแผ่นเอสดีเอส-พอลีอะคริลา

ไมต์เจล
9.1 สารละลายอะซ็เตทบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 5.0
ทำเหมือนข้อ 8.1
9.2 สารละลาย Triton X-100 1.0 เปอร์เซ็นต์
นำ Triton X-100 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายในข้อ 9.1 ปริมาตร

100 มิลลิลิตร
9.3 สารละลายทริส-คลอไรต์บัฟเฟอร์ 0.5 โมลาร์ pH 8.9
ทำเหมือนข้อ 8.3
9.4 สารละลายฟลูออเรสเชนช์ 0.01 เปอร์เซ็นต์
ทำเหมือนข้อ 8.4

10. สารละลายบัฟเฟอร์ต่าง  ๆที่ใช้ในการ optimum pH
10.1 สารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ pH 3.0
ช่ัง Na2HP04 0.58 กรัม และ C6H80 7.H20  1.67 กรัม นำมาละลายในนํ้ากลั่น 

ปริมาตร 95 มิลลิลิตร หลังจากน้ันนำไปปรับ pH ให้เป็น 3.0 แล้วนำมาเติมน้ํากลั่นให้เป็น 100
มิลลิลิตร

10.2 สารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ pH 4.0
ช่ัง Na2HP04 1.09 กรัม และ C6H80 7.H2(ว 1.29 กรัม นำมาละลายในน้ํากลั่น

ปริมาตร 95 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปปรับ pH ให้เป็น 4.0 แล้วนำมาเติมน้ํากลั่นให้เป็น 100
มลลลตร

10.3 สารละลายบัฟเฟอร์ Mcllvaine 0.1 โมลาร์ pH 5.0
ช่ัง Na2HP04 1.46 กรัม และ C6H80 7.H2(ว 1.02 กรัม นำมาละลายในน้ํากลั่นร' if 1

ปริมาตร 95 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปปรับ pH ให้เป็น 5.0 แล้วนำมาเติมน้ัากลันให้เป็น 100
มลลลตร
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10.4 สารละลายโซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 6.0
ช่ัง Na2HP04 0.19 กรัม และ NaH2P04 1.36 กรัม นำมาละลายในน้ํากลั่น 

ปริมาตร 95 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปปรับ pH ให้เป็น 6.0 แล้วนำมาเติมน้ัากลั่นให้เป็น 100 
มิลลิลิตร

10.5 สารละลายโซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 7.0
ช่ัง Na2HP04 0.85 กรัม และ NaH2P04 0.62 กรัม นำมาละลายในน้ํากลั่น 

ปริมาตร 95 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำไปปรับ pH ให้เป็น 7.0 แล้วนำมาเติมน้ัากลั่นให้เป็น 100 
มิลลิลิตร

10.6 สารละลายทริส-คลอไรด์บัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 8.0 และ pH 9.0
ช่ัง Tris 1.21 กรัม มาละลายนํ้ากลั่นปริมาตร9 0 มิลลิลิตรหลังจากนั้นนำมาปรับ 

pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริกให้เป็น 8.0 และ 9.0 หลังจากนั้นเติมน้ัากลั่นให้มีปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร

10.7 สารละลายไกล?น-โซเดียมไฮดรอกไซด์บัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 10.0
ชั่งไกลชีน 0.19 กรัม นำมาละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 95 มิลลิลิตร หลังจากน้ัน 

ปรับ pH ด้วย NaOH ให้เป็น 10.0 นำมาเติมนั้ากลั่นให้ได้ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร
10.8 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ pH 11.0 และ pH 12.0
ช่ัง Na2HP04 0.36 กรัม มาละลายในนํ้ากลั่น ปรับ pH ให้เป็น 11.0 และ 12.0 

ด้วย NaOH หลังจากนั้นนำมาเติมนํ้ากลั่นให้ได้ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร
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ภาคผนวกที่ 3 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford (1976) ใช้ความเข้ม 
ข้นของ BSA เป็นโปรตีนมาตรฐานในช่วง 0-10 ใมโครกรัม วิ'ดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร

ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัม)
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ภาคผนวกที่ 4 กราฟมาตรฐานสำหรับการหาปริมาณ NAG โดยวิธีของ เทาoto และ Yagishita 
(1971) โดยใช้ความเข้มข้น NAG 0-120 ไมโครกรัมโดยวัดค่าการดูดกลืนแลงที่ 420 นาโนฌตร

0  2 0  4 0  6 0  8 0  1 0 0  1 2 0  1 4 0

ปริมาณ NAG (ไมโครกรัม)



84

ภาคผนวกท่ี 5 กราฟมาตรฐานลำหรับวิเคราะห์ความเข้มข้นของโซเดียมคลอ!รด!นช่วง 0-1 โม 
ลาร์ในสารละลายทรส-คลอใรด์บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมลาร์ pH 7.4 โดยการวัดค่าการนำ!ฟฟ้า
(conductivity)

0  0 .2  0 .4  0 .6  0 .8  1 1.2

cone, of NaCI (M)



M
W

 (
x1

0 
) d

al
to

n

85

ภาคผนวกท่ี 6 ความสัมพันธ์ระหว่าง Kau และ log ของนํ้าหน้กโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานใน 
การสืกษานํ้าหนักโมเลกุลของไคทิเนลโดยคอลัมน์เซฟาเด็กช์จี-200 (ขนาด 2.0x90 เซนติเมตร) 
ตามวิธีในข้อ 3.7.1 โปรตีนที่ใข้เป็น marker ได้แก่ ไซโตโครม ซี (cytochrome C) โอ1วิ'ลบูมิน 
(Ovalbumin) โบไวซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) และคาตาเลส (Catalase) ซึงมีนำหนัก 
โมเลกุลเท่ากับ 12.5, 43, 68 และ 232 กิโลดาลตัน ตามลำดับ

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Kav
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ภาคผนวกที่ 7 กราฟแสดงการหา void volume และ total volume ของคอลัมน์เซฟาเด็กซ็จี-200
(ขนาด 2.0x90 เซนติเมตร) ตามวิธีในข้อ 3.7.1

0 50 1๓ 150 200 250 3๓ 350 4๓

Frac. no.
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ภาคผนวกที่ 8 กราฟแสดงการหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานในการสืกษานํ้าหนัก
โมเลกุลของใคทิเนลโดยคอลัมน์เซฟาเดิกชํจี-200 (ขนาด 2.0x90 เซนติเมตร) ตามวิธีในข้อ 3.7.1 
โปรตีน'ท่ีใช้เป็น marker ได้แก่ โอ1วัลบูมิน (Ovalbumin) และคาตาเลล (Catalase) ซ่ึงมี'นาหนัก 
โมเลกุลเท่ากับ 43 และ 232 กิโลดาลตัน ตามลำดับ

0 50 100 13ว ZD 2รว 3C0 3ธว 400

Frac.no.
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ภาคผนวกท่ี 9 กราฟแลดงการหานํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานในการสืกษานํ้าหนัก
โมเลกุลของใคทิเนลโดยคอลัมน์เซฟาเด็กชีจี-200 (ขนาด 2.0x90 เซนติเมตร) ตามวิธีในข้อ 3.7.1 
โปรตีนที่ใช้เป็น marker ได้แก่ ไชโตโครม ชี (cytochrome C) และ โบไวชีรัมอลบูมิน (Bovine 
serum albumin) ซึ่งมีนํ้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 12.5 และ 68 กิโลดาลตัน ตามลำตับ
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ภาคผนวกท่ี 10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง relative mobility และ log ของน้ําหนัก 
โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานในการสืกษานํ้าหนักโมเลกุลของใคทิเนลโดยวิธีเอสดีเอล-พอลิอะคริ 
ลาใมด์เจลอิเล็กโทรฟอรีชิส ตามวิธีทำในข้อ 3.6 โปรตีนมาตราฐานที่ใช้ได้แก่ ลารละลายผสมของ 
แอลฟา-แลคตาบูมิน (Ol-Lactabumin) ซอยบีน ทริปชิน อินฮิบิเตอร์ (Soybean trypsin inhibitor) 
คาร์บอนิกแอนไฮเดรล (Carbonic anhydrase) โอวัลบูมิน (Ovalbumin) และฟอลฟอรลเลล บี 
(Phosphorylase b) ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 14.4, 20.1, 30, 45 และ 97 กิโลดาลตัน ตาม 
ลำดับ
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ภาคผนวกที่ 11 กราฟมาตรฐานลำหรับการหาปริมาณ p-nitrophenol ตามวิธีของ 
Roberts และ Selitrennikoff (1988) ใช้ความเข้มข้นของ p-nitrophenol ปริมาณ 
ไมโครกรัม วัดการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนฒตร

p-nitrophenol (ไมโครกรัม)
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