
บฑทิ 2

วัสดุอุปกรa  Iครภัร'ท แ ส ะว ิร ีค ำIนินทารวจิัฮ

1 . ว ัสด ุอ ุปกรร

1 .1  เค ร ีอ ง เข ย ่า  ( S h a k e r )  ร่น G -10 นบบ R o ta r y  ของบริษัท New
B ru n s w ic k  S c i e n t i f i c  C o . ,  U . s . A.

1 .2  เครองว ัคค ่าการอ ุคกล ีน แสง ( S p e c t r o p h o t o m e t e r )  ร่น 340 ของบริษัท 
S e q u o i a - T u r n e r  C o . , บ . ร . A.

1 .3  เค ร ีอ งว ัค ค ่าค ว าบ เ!!น ก รด ค ่าง  (pH m e t e r ) ร่น $ 70 ของบริษัท B eck m an ,
บ . ร . A.

1 .4  อ ่างนำปรับอุรหภุบ ิ (W a te r  b a t h )  ร่น พ 760  ของบริษัท M em m ert,
G erm an y

1 .5  เครีองปนผ(น) ( V o r te x )  ร่น V o r t e x - G e n ie  2 ของบริษัท S c i e n t i f i c  
I n d u s t r i e s ,  I n c . ,  บ . s . A.

1 .5  คารบอนกับบันต์ ( A c t i v a t e d  c a r b o n )  ของบริษัท A quachem  C o . ,  
T h a i l a n d  (บาคผนวก ง - ! )

1 .7  ทรายนบ่นำ ( R i v e r - b e d  s a n d ) (บาคผนวก ง - ! )
1 .8  เบ ํ่คแก ัว ( G l a s s  b e a d )  (บาคผนวก ง - น
1 .9  คะแกรงร ่อน แบบ L a b o r a t o r y  t e s t  s i e v e  m esh  N o .8 -2 0  ของบริษัท 

E n d e c o t t s  L t d . 1 E n g la n d
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2 . เคม ีฒ ัเซ ่

2 .1  เดกซ ์แทรนชนิดอ ุตราหกรรม ( D e x t r a n  i n d u s t r i a l  G ra d e )  •ป้องบริษัท 
ร i gma 1 ' S t . L au i ร , ข '.s . A.

2 .2  เดกชนทรน ที 2000  ( D e x t r a n  T 2 0 0 0 )  ของนริษัท P h a m a c ia  F i n e  
C h e m ic a l s ,  S w ed en

2 .3  โซ ราโน เจน โข รไน ค  (C y a n o g e n  b r o m id e )  ของขร ิพ า F lu k a  AG. 
B u c h s ,  S w i t z e r l a n d

2 .4  3-อะม ีโน โพ รพ ิรไทรเอทท อกซ ีไซเรน  ( 3 - A m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i  l a n e )  
ของบริษัท S ig m a , S t . L o u i s ,  ข . s .A .

2 .5  กรตาร ัลด ีไอค ( G lu t a r a I d e h y d e  50X i n  w a t e r )  ของบริษัท F lu k a  
AG. B u c h s , S w i t z e r l a n d

2 .5  โม ่ร ิน ป ีน อรร ิเอ เจน ท  ( F o l i n  p h e n o l  r e a g e n t )  ของบริษัท s . M e rc k , 
D a r m s ta d t ,  G erm any

2 .7  ค อ ป เป อ รช ัร เม ่ต  (C o p p e r  s u l f a t e  5 - h y d r a t a )  ของบริษัท s . M e rc k , 
D a r m s ta d t ,  G erm any

2 . B โซ เด ียม ไรค รอ กไซ ค  (S o d iu m  h y d r o x id e )  ของบริษัท 2 . M e rc k , 
D a r m s ta d t ,  G erm an y

2 .9  โ ซ เด ีย ม โ ป ต ัร เซ ีร ม ต าร เค ร ท  (S o d iu m  p o t a s s i u m  t a r t r a t e )  ของ 
บริษัท F lu k a  AG. B u c h s ,  S w i t z e r l a n d

2 .1 0  อัรบมีน ( F r a c t i o n  V, 9 6 -9 9  % a lb u m in  1 b o v in e )  ของบริษัท 
S ig m a , S t . L o u i s ,  U .S .A .

2 .1 1  ทวีน 80 (T w een  BO) ของบริษัท BDH C h e m ic a l s  L t d . ,  P o o l e ,
E n g la n d
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3 .วิธีค้าเนินการวิจัร

3 .1  ก า ร เค ร ิg i n  คกช ์นท?ไนนลจากเช ื้อรา P é n i c i l l i u m  s p . สาย’‘ฟันรุ 51

ใน ก าร ว ิจ ัอ น ีใช ้เช ื้อ ร า  P é n i c i l l i u m  s p . ลาอนันร์ 61 ช ิ่ง เฐ ีน เช ื้อ ท ี่ 
ท ำก าร ค ัค เล ีอ ก ใค ร  เอ ก  แ ล ง ว ิเช ืร ร  (8 )  น ืควาน ลาน ารท «ล ิค เคกซ แท รน เน ลไค ้ล ุงล ุค  

คีอ 25 ห น ่ว ร ค ่อ น ล .น ำ เล ีย ง เช ือ  ปรินาณ'ใปรคีน 0 .5  น ก .ค ่อ น ล .น ํ้า เล อ ง เช ื้อ  แอคคิวิคี 
จ ำ เ ,พาะ 50 หน ่'วร/นก.โปรต ีน

ก าร เค ร ิร น เค ก ซ แ ฑ ร น เน ส น ัน เร ิน โ ค ร ก าร เล ีอ ง เช ื้อ ร า  P é n i c i l l i u m  s p .  
ซ ีงทำไค ้โคอ เคริรนสปอร์แขวนลอฮในนำ ( s p a r e  s u s p e n s i o n )  โคยใล ่นำกล ันปลอค 
เช้อฑีผสน 0 .1  % ของทวิน 80 ในห ลอคเก ํ่บ เช ีอ  ( s t o c k  c u l t u r e )  อาอ ุป ระน า»
5 - 7  วัน ใช ้ล ุป ( l o o p ) เช ื้อสปอร์ให ้หลุคออกนาออ่ในนํ้า น ับสปอร์เร ิ่นค ้นให ้ไค ้ประนา» 
2 x l 0 7 สปอร์ค่อนล. โค ย ใช ้!น าไซ โค น ิเค อ ร ์ ( H a e m a c y to m e te r )  (ภาคผนวก ค) 
ถ ่าอ 1 น ล.ของสป อร ์แขวนลอยลงใน 50 น ล .ข อ งอ าห าร เล ี้ร ง เช ้อ ค าน ล ุต ร อ าห าร ข อ ง  
F u k u m o to  และค»ะ ( 2 2 )  (ภาคผนวก ก - น  ช ิ่งบรรจ ุออ ่ใน ขวดแก ้วทรงกรวฮขนาค 
250  นล. บ ่น บ น เคร ื่องเขอ ่าแบ บ  r o t a r y  s h a k e r  ค ว าน เร ื่ว  200 รอบค่อนาที ท่ี 
อ ุ»หภ ุน ิห ้องเ,ใ น เว ล า  ธ วัน เร ื่อ ให ้เช ื้อ เจร ิ»แ ล ะ ผ ล ิต เค ก ช น ท รน เน ส  แอกเซลลออกจาก 
อ า ห า ร เล ิอ ง เช ื้อ  โคอกรองผ ่าน กระตาษกรอง W hatm an  เบ อ ร ์ 1 ห ร ิออาจป ัน เห ว ื่รงใน  
เค ร ิอ งป ัน เห ว ื่รงแ บ บ ค ํ้งโต ๊ะ ค ้วอ ค วาน เร ็ว  2 ,0 0 0  รอบต่อวินาท ี เใ น เว ล า  5 นาที 
ส ่วนน ํ้าใลท ี่ไค ้ จะน ีเดกซแทรนเนสท ี่ย ังไผ ่ผ ่านการทำให ้บร ิล ุฑ ร ํ่ ( c r u d e  d e x t r a n a s e )  
ออ่ค้วอ นำส่วนน ี้นาตรวจลอบแอลคิว ิค ืคานวิธ ีในช้อ 4 และนำไปใช ้สำหร ับการคร ีงร ุป
เอนไซน์ต่อไป โดรเก ํ่บ เลกชแท รน เน ลใน ส ภาน แช ่แขง ( f r o z e n  s t a t e )  เน ีอต ้องก าร 
ใช ้น ำน าล ะล าฮ  ( t h a w i n g )  ช ิ่งว ิธ ีน ี้จะล ุ» เส ีอแอคต ิว ิค ีของเดกซ แท รน เน ส เน ืองเลกน ้อร 
โค ฮ ก ารท ำแ ค ่ล ะ ค เง เอ น ไซ น ์จะ น ีน อ ค ค ิว ิค ีจ ำเน าะ ใก ล ้เค ีฮ งก ัน
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3 .2  ก ารว ิเค ราะ ห ้แ อ ุค ค ิว ิค ีข อ งเต ก ซ ่แ ท ุรน เน ล จ าก เช ้อ รา

ใช ้ว ิร ีของ F u ku m o to  และคผะ ( 2 2 )  ใครใช ้ล ่วนผลผของปอ ุก ิร ิราปร ิผาพร 
1 ผ ล . ซ ึงประกอใ]ค้วย 0 .4  ชล. ของล ารละลารเคกซ ์แท รน  ที 2000  ค ว าผ เช ้ผ ข ํน
0 .5 2 5 %  ใครนาหนักต ่อปริผาพร อะช ิเพทบ ัฟ ่เฟ ่อร 0 .0 5  ใผ ล าร  pH 5 .5
น ำเล ีรง เช ิอ ช ิงผ ่าน ก ารแ รก เซ ล ล อ อ ก ไป แ ล ้ว  0 .1  ช ล . และอะชิเพทนัฟ ่เฟ ่อร 0 . 5  ผ ล . 
บ่ผลับลเครทกับบัฟ ่เฟ ่อรก่อนจนอุแเหอุผิไค้ 40 อ ง ค า เซ ล เช ิร ล  ช ิ่งใช ้เวล าป ระผ าธ เ 5 นาที 
แล ้วจ ีง เพ ิผ เอ น ไซ ผ ล งไป  ผลผให ้เช ้าก ัน ค ้วฮเคร ิองน ัน ผลผ บ ่ผ ท ี่อ ุเ) เห อ ุผ ิ40 องพา
เซ ล เซ ีฮ ล  เอ ็น เว ล า  15 นาที ห ร ุพ ป อ ุก ิร ิราใค รการค ัผ ใน อ ่างน ํ้า เค ีอต  5 นาที แล้ว 
ว ิเค ราะห ป ร ิผ าผ น ำพ าล ร ิค ิวซ  ใครว ิธ ีของ S o m o ÿ y i- N e l s o n  ( 5 5 ,5 5 )

1 หน่วฮ ( u n i t )  ของเคกซแฑรนเนล ห ผายถ ึง ป ร ิผาผ เอน ไชผท ี่ย ่อรลลาอ 

เพกชิ่แทรน ที 2 0 0 0  แ ล ้วไค ้น ำต าล ร ิค ิวช ิ่เท ีรบ เท ่าน ำต าลกล ุใค ล  1 ไผใครโผลต ่อนาท ี 
ภารใต ้ภาวะท คลอบ

3 .3  ก าร ว ิเค ร าะ ห ่,ปริผาผนำพาลร ิค ิวซ( S o m o g y i-N e ls c m  )

น ำค ัวอ ย ่างท ีจะว ิเค ราะห ป ร ิผ าพ ร 1 ผ ล .เค ีผ ฝ ็ารล ะ ล ายอ ัล ค าไล น ค อ ป เป อ ร  
ร ิเอ เจ น ท  (ภาคผนวก ก - 2 ) 1 ผล . ผล ผให ้เช ้าก ัน แล ้วน ำไป ต ้ม ใน อ ่างน ํ้า เค ีอค เส ิน
เว ล า  15 นาที ท ่าให ้เอ ็น ท ัน ท ีใค รแ ซ ่ใน อ ่างน ํ้า เย ็น จ ัค แล ้ว เค ิผ เน ล ล ัน ร ิเอ เจน ท  (ภ าค  
ผนวก ก - 2) 1 ผล . ผลผให ้เช ้าก ัน  ต ั๊งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุล เหอ ุผ ิห ้องเอ ็น เวลา 30 นาที เค ิผน ํ้า  
5 ช ล .ผ ส ืผ ให ้; ช ้ากัน น ำไป ว ัคน ํ้าตาลร ิค ิวชโดยว ัคค ่าการคคกล ้นแลงท ีความยาวคล ํ่น  520  
น าใน เผ พ ร ค ้ว ย Iค รอ งล เป ค ใต รใฟ ่โต ผ ิเพ อ ร  นำค ่าการค ุคกล ้นแลงท ี่ไค ้เท ียบก ับกราฟ ่
ผ าพ รราน

ล ร ้างก ราฟ ่ช าพ รราน  ใค ยใช ้ล ารล ะล ายน ำพ าล ก ล ุใค ล ผ าพ รราน เช ้ผ ช ้น
0 ถึง 2 0 0  ไผ 'ใครกร ้ผต ่อมล. และใช ้น ํ้าป ลอค ป ระจเอ ็น ค ัว เป ร ียบ เท ียบ ( b l a n k )  ด ำ เน ิน  
ก ารIซ ่น เค ียวก ับ ท ี่ก ล ่าว ช ้างค ัน  (ใช ้ล ารล ะ ล ายก ล ุโค ล แ ท น ส ืารล ะ ล ายค ัว อ ย ่าง)ล ร ้างก ราฟ ่ 
ระห ว ่างค ่าการคดกล ้นแลงก ับ ปร ิมาผน ํ้าพ าลกลใคส ื
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3 .4  ทารว ิเคราะห ้ปร ิมา(นโป?ค ืน

คา!]วิธีการ■ ของ L aw ry นระค(นะ (5 7 )  น ำล าร ล ะ ล าร ท ีต ัอ งก าร ว ิเค ร าะ ห ์ 
ม าเต ิม ล ารล ะล ายผ ล ม  L ow ry C (ภาคผนวก ก -ร )  5 มล .ผลม ให ้เข ้าก ัน ด ั้งไว ้ท ี่อ ุ»ห ล ุฃ ิ 
ห้อง 1 5 -2 0  นาที เต ิม ล า?ระล ายผ ล ม  L aw ry  D (ภาคผนวก ก - 3 ) 0 .5  ม ล .ด ั้งฑ ิ้งไ ว ้ 
ทีอุ»หลุมิห้อง 30 นาที แล ้วนำร ่วนผลมน ีไปว ัคค ่าการอ ุคกล ีนแลง ท ี่ความa าวคล ิ่น  660 
น าโน เม ค ? ห าปร ิมา»ของโป?ค ืน  โค ย เท ียบ จ าก ก ราน ่ม าต รราน  ท ี่ล รำงข ี้น จ าก โบ ว ีน ช รี ัม 
ฮัลบุมิน (B o v in e  s e ru m  a lb u m in )  ความ เข ้มข ้น  0 ลิง 200  ไมโครกร ัมต ่อมล.

3 .5  ก าร เต ร ียม เด ก ช แ ฑ รน เ นลครีงรูป

ก ารต ร ีงรป เค ก ช ์แ ก รน เน ล ใน งาน ว ิจ ัย น้ี เ â น การเช ิ่อม เอน ไซ ]]ก ับ ต ัว«ย ุง
ค ้วย•พ ันธะโควาเลนก ช ิ่งในการกคลองประกอบต ัวย 3 ขั้นตอน คือ

1 .  กระต ุ้น ต ัว«ย ุงโคฮลารกระค ุ้น  โ ค a ก ำก าร เป ร ีย บ เท ีร บ ร ะ ห ว ่างล าร ก ร ะ ต ุ้น
2  ชนิค คือ 3 อะม ิโน โ«ร«ล ไกรเอ ก ก อ กช ืไช เล น  ( 3 - a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e ,  
APTS) และ ไช ยาโน เจน โบ รไม ค  ( c y a n o g e n  b ro m id e  , CNBr)

2 .  ลรำง'พ ันธะร ่วมโคยกล ุคาร ัลค ืไรค
3 .  ตร ีงรป เคกช ิ่แกรน เน ล โดยใช ้เดกซแกรน เน ลท ี่ย ังไม ่ผ ่าน การกำให ้บ ร ิล ุฑ ธ ิ๋ 

( c r u d e  d e x t r a n a s e )

วิธ ี เ ครึยม

3 . 5 . 1  ก า ร เค ร ีย ม ต ัว « ยุง

ก าร เค ร ีร ม ต ัว « ย ุง เพ ี่อ ใ ช ้ใ น ฺก า ร ค ร ีง ร ป เค ก ช ิแ่กรน เน ล ใน งาน วิจ ัอน ี้
Iล ีอ ก ใช ้ต ัว«ย ุง  3 ซนิค คือ

1 . คาร์บอนกัมมันต ขนาค 8 -1 5  เมช
2 .  ก ร าย  ขนาด 1 5 -2 0  เมช
3 . เม ํ่ดแก ัว ขนาด เล ้น ผ ่าศน ยกลาง 3 ม ิลล ิเมตร
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ก ่อนนาไปใช้ นำคัว1พรงแต่ละชนดด้มกับกรดไนครก ลวาม เข ้ม ข ้น
10 % โดยปร ิมาตร เส ิน เว ร า  1 ชั่วโมง เท ี่อกำจ ัดลารอ ินทร ีฮท ี่ปนเน ี้อนมา ร ้า ง กรด 

ออกด้วยนำปลอดใ]ระจุ นำไปอบแห้งที่;นุ)เหมุมิ 100 อ ง ศ า เซ ล เซ 3 ล  เส ิน เว ล า  24 ช ั่วโมง 
เก ็ใ]ไว ้ในขวดแกํวละอาดใ!ดฝาลน ิท

3 . 5 . 2  ก าร เต ร ียม ล าร ล ะ ล าย ข อ งล า?ก ระ ต ุ้น แ ล ะ ฟ ืารล ะ ล าย ก ล ด าร ัล ค ีไรด

3 . 5 . 2 . 1  ล ารล ะ ล าย  3-อะม ิโน โ*เรน ิลไท รเอท ท อกช ืไช เลน ( APTSว

เล ร ิยม ส ืารล ะ ล าย 3-อะม ิโนโ*]รน ิลไทรเอททอกช ี'ไซเลน1ในนา 
ปลอดประจ ุให ้ม ิความเข ้มข ้น เส ิน  1% โดยปริมาดร ร าร ล ะ ล าย  3 - อะมิ'โน'Tvรน ิลไท รเอท 
ทอกซ ีไซเลนน ีจะทำหนำท ี่Iส ินลารกระต ุ้นต ัว*!ย ุง ใน ก ารIค ร ิยม เด กซ แฑ รน เน ล ต ร ีงร ุป

3 . 5 . 2 . 2  ส ืารละลายไซฮาโน เจน โใ]รไมค ( CNBr}

เตร ียมส ารละลายไซ ยาโน เจน โใ]รไมดใน น ำป ลอดป ระจ ุ ให้มี 
ค วาม เข ้ม ข ้น เส ิน  1% โตอนี้าหนักต่อปริมาตร ลารละลายไชยาโน เจน โบรไมดน ีจะทำหนำท่ี 
เ ก ็นลารกระตุ้นต ัว*]ยุง ใน ก ารเค ร ิฮม เด ก ช ั่แ ท รน เน ล ต ร ีงร ุป

3 . 5 . 2 . 3  ล ารละลายกลตาร ัลด ืไรด

เต :ร ีอมลารละลายกลดาร ัลด ้ไรคในน ํ้าปลอดประจ ุ ให ้ม ิความ
เข ้มข ้นท ี่ใข ้ คีอ 2 .5%  โดยป ร ิมาตร ลารละลายน ี้จะท ำห น ำท ี่เส ิน ล ารล ร ิางน ัน ธะร ่วม  
ใน ก าร เต ร ียม เด ก ซ แ ฑ รน เน ล ต ร ีงร ุป
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3 . 5 . 3  ก า ร ! ; ภ ร  ย  ม เ ด ก ช ิ ้ น ' r r ร  ง ฺ แ น ส ิ  ต ร ง ร ! ] ' โ ด ร ใ ซ ้  A P T S  ร ู ่ ว : ! ก ู ้  u n  ส ิ  ต า ร ั  a w l  ร ด ํ

บรรจ ุต ัวพ ย ุงท ีจ«ใซ ้ใน การตร ิงร ุป  5 กรัม โตยนํ้าหนักแห้ง ส ิงใน 
ขวคแก ้วทรงกรวย Iคีม 20 ม ส ิ.ข อ งส ิารส ิ«ล ายส ิารก ร«ต ัน  APTS I % โ ด ยปริมาตร 
pH 5 ในอ ัตราส ิวน ต ัวVISงะ APTS 1 :4  โดยนานนักแห ้งต ่อปริมาตร นำไปท]อ ่าไ]น 
I ตริองเใ]อ่านใ]ไ] r o t a r y  s h a k e r  ค ว า ม เร ํ่ว  150 รอนต่อนาที ทีอุฎIVใภมิร่?3ง
เส ิน เว ล า  3 ช ั่วโมง ล ้างต ัวพรุง-ท ี่ผ ่านการกร«ต ันแล ้วต ัวฮน ํ้าปลอดปร«จ ุ 4 ตรง เต ิม  
ส ิารส ิ«ส ิารกส ิตาร ัส ิต ีไรค ท ีจ«Iส ินส ิารส ิ'ร ้างต ันa «ร ่วม  2 .5%  โตรปร ิมาตร pH 5 นำ 
ไ ป เข อ ่าท ีก าว « เต ิม  เไ เน เว ล า 2 ช ัวโมง ล ้างต ัวพย ุงต ัวฮน ํ้าปลอดประจ ุ 4 คร ั้ง  จากข ั้น  
เต ิม  20 มส ิ.ของเดกชแกรน เน ส ิท ี่ร ังไม ่ม ่าน การกำให ้บ ร ิส ิท ร ( c r u d e  d e x t r a n a s e )  
ท ีม ีแอคติ'ว ิต ิ-จำเมาะ 50 หน่วยต่อมิสิสิกรัมโปรตีน น ำ ไ ป เข อ ่าท ี่ภ า ว « เต ิม เส ิน เว ส ิา  2 
ช ั่วโมง ล ้างต ัวพ ย ุงด ้วยส ิารส ิ«ส ิายอ «ซ ิเฒ าบ ัน ่๗ อรั้ 0 .1  โมส ิาร ั้ pH 5 .5  4 คร ัง
หร ิอจนกร«ท ั่งพ บว ่าในน ํ้าล ้างไม ่ม ีแอคต ิว ิต ีของเดกซนกรนเนส ิเหส ิออย ุ่ ข ั้นตอนต่างๆ แสิคง 
ต ัวยภาพดังร ุปท ี่ 8 จากข ั้นนำเดกซนกรน เนส ิตร ิงรปท ี่ได ้ไป ว ิเครา«ห ห านอคต ิว ิต ีของ
เดกชนกนเนสิแส ิ«ปริมานเโปรตีนตริง ค าม ว ิธ ีด ำเน ิน ก ารว ิจ ัยข อ  3 .5  และ 3 .7  คามลำด ับ 
นส ิ«คำนวนแปอรั้เช ็นต ์แอคต ิว ิต ีท ี่ก ักไว ้ (% a c t i v i t y  r e t a i n e d )  โด ยน ำส ิารส ิ«ล าย  
เอน ไซม ์ท ี่เห ลอภายห ส ิงการตร ิงรป รวมก ับ ข ั้าล ้างมาห าน อคต ิว ิต ี แล ้วนำมาห ักออกจาก
นอคต ิว ิต ีของเดกชนกรนเนส ิอ ิส ิระ

เปอร้ัเชึนตนอคติวิตีทีกักไ ว้ = AD ก่อนใซ้ตริงรุป - (AD หลังตริงรป+นำล้าง) xioo 
(% a c t i v i t y  r e ta in e d )  AD ก่อนใชคริงรป

หมายเหตุ AD ตีอ นอคติวิตีของเตกซแกรนเนสิอิสิระ
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3 . 5 . 4  การ'.ตริรมเคกซนทรโนนสตริ■ ทบโดรใช ้ CMBr รวมกับกล ุตาร ัสพไอคํ

บรรจ ุค ัวน อ ุงท ี่จะใช ้ใน การตร ิงรป 5 กรัช โครนํ้าใ»นักแใ?ง ร งใน  
ขวคแก ้วทรงกรวฮ เต ิม  20 ช ล .ข อ งส ารล ะ ส ารส ารก ระค ุ้น  CNBr 1 % โคฮนั้าใ»นักต่อ
ปร ิชาคร pH ธ ในอ ัคราส ่วน คัวนรุงะ CNBr 1ะ4 โคฮนํ้าใ»นักนใ?งค่อปริชาคร นำไป 
Iขร ่าไ]น Iคร ึอง I ไ]อ่านบบ r o t a r y  s h a k e r  ค ว าช Iร ํ่ว  150 รอใ]ต่อนาที ทีอุ{นใ»กชิล้อง 
เท ี่น เว ล า  3 ช ัวโชง ล ้างค ัวนองท ี่ผ ่านการกระค ุ้นแล ้วค ์วฮน ํ้าปสอ«ประจ ุ 4 ค !ง  เต ิม  
สารละส ารกล ุตาร ัส ค ืไรค ท ี่จะIช ั่น สารสร ้างน ัน ธะร ่วช 2 .5%  โครปร ิชาคร pH ธ นำ 
ไ ป เข ร ่าท ีก าว ะ เค ิช  เข น เว ล า  2 ช ั่วโชง ล ้างค ัวนรงค ์'วอนำปลอคประจุ 4 ค !ง  จ า ก น้ัน 

เต ิช  20 ชล.ของเดกซแทรนเนสท ี่ฮ ังไม ่ผ ่านการทำใใ?บร ิส ุทธ ํ่ ( c r u d e  d e x t r a n a s e )  
ท ีช ีแอค ต ิว ิต ีจำเน าะ 50 ใ»น่วรต่อมิลลิกรัมโปรตีน น ำ ไ ป เข ร ่า ท ี่ก า ว ะ Iต ิช เป น เว ล า  2 
ช ้วโชง ล ้างค ัวน รงค ัวยส ารละลายอะช ิเฅ ท บ ัฟ ่เฟ ่อร 0 .1  โชส าร pH 5 .5  4 ค !ง
ใ»ริอจนกระท ังนใ]ว่าในนำล้างไช ่ม ีแอคติว ิต ิของ เคกช ั่แทรนเนสเใ»ล ิออร ุ่ น ั้นคอนต่างๆ แสคง 
ค ัวรกานคังร ุปท ี่ 3 จากน้ันนำ เดกช ั่แทรนเ นสตริงร ุปท ี่ไค ัไปวิเคราะใ»ใ»าแอคต ิว ิต ีของ
เตกช ั่แทนเนสแสะปริมาtaโปรตีนตริง ต าม ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ัรข ้อ  3 . ธ และ 3 .7  ลามลำค ัใ] 
และคำนว[นเปอรเช ็นตนอคติว ิต ิท ี่ก ักไว้ (% a c t i v i t y  r e t a  i n e d ) î  คฮน ํ'าสารละสาร 
เอนไชมท ี่Iใ»ล ิอการใ»ล ังการตริงรปรวมก ับน ั้าล ้างมาใ»าแอคต ิว ิต ิ แล ้วนำมาใ»กออกจาก
แอคต ิว ิต ิของเคกช ั่แฑรนเนสอิสระ

เป อร ์เช ็่นตแอคต ิว ิต ิท ี่กักไ ว้ = AD ก่อน'ใช้ตริงรุป -  ( AD ใ»ลังตริง-รป + น ำล ้าง) X100 
(% a c t i v i t y  r e t a i n e d )  AD ก ่อนใชตรงรป

ใ»มารน»ตุ AD คีอ แอคต ิว ิต ิของเคกช ั่แฑรนเนสอ ิสระ

ใ 1 & 0 7 9 9 1 X
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APTS ( CNBr)1-3% , pH 5 ,20  มล.

V

1ตัว'«ฮุง 5 กรัช

เข อ ่าIช ั่น เวลา 3 ช่ัวโชง

ร้างด้วฮใทปลอดประจุ 4 ครั้ง

กลต ารัลตีไอค ( G) 1-5% , pH 5 , 20 มล. 
ตัวแฮง-APTS (ตัว'พรุง-CNBr*)

V
. เขร่าเบ ึนเวลา 2 ช่ัวโชง

ร้างด้วยนำปลอดประจุ 4 ดรัง

แ พ ^ :  .V.

-----เดกชั่แทรนเนล 50 แน่วฮค่อชก.โปรตีน 20 มล.
_ ตัวแรง-APTS-G (ต ัวพรุง-CNBr-G)

V
เขย่าเน ็นเวลา 2 ชั่วโช’;

ร้างด้วยลารละลายบัผัเน่อร 4 คร้ัง

V
เดกชนทรนเนลตรีงรป

ร ุปที 8 แพนผังแลดงชั่นตรนการเตรีฐ;แดกชั่แทรนเนรตรีงรุป 
แนบเ ชอชด้วยผันระโควาเ ลนท
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3 .5  การว ิ I คราะหนอคตีว ิค ้ข ุรงเดกชนท'รนเ นส ิตร ิงร ุป

โครใช ้'ว ิธ ีท ีค ้คนป•ลงจากว ิธ ีการหาแอคทว ิค ้ของIคก1ชนท'รนเนลอิสระเล ํ่กน ้อร 
โคฮบ่ม 0 .5  มล. ใเองอ«ช ิเตๆบ ัฟ ่๗ อร 0 .0 5  โมลาร pH 5 .5  และ 0 . 4  ม ล .ข อ ง  
ลารล »ล าอ เค ก ช ั่แ ท รน  ที 2 0 00  ความเข ้มข ้น  0 .5 2 5  % โ ค a น ํ้าหน ักค ่อปร ิมาครท ื่ล»ราa 
ในอ»ซ ีเตทบ ัฟ ่เฟ ่อร 0 .0 5  โม ลาร pH 5 .5  จนไค้อุผหอุมิท 40 อ ง ค า เซ ล เซ ีอ ล
ช งไ ข ้เว ล าบ ่ร ะ ม า01 5 นาๆ ช ั่ง เคกช ั่แท รน เน ลตร ิงรป 100 ม ก .ใล ่ล งไป ใน ล ารล »ล าอ ๆ  
บ่มไว้ เข อ ่าค ้วอ เค ร ิอ งป ่น ผ ล ม ไข ้เข ้าก ัน  บ่มฑ่ือุฝ็เหกุมิ 40 อ งค า เซ ล เซ ีอ ล  เป ีน เว ล า  15 
นาที ร»ห ว ่างท ื่บ ่มคออเขอ ่าออ ่เส ิมอ  ห อ ุค ป อ ุก ิร ิอ าโค ฮ ก ารค ้ม ใน อ ่างน ํ้า เค ้อ ด เป ่น เว ล า
5 นาที ท ีเป ตลารล»ลาอลวน ไส ิน ำไป ว ิเคราะห ์ป ร ิมาผน ํ้าตาลร ิค ิวซ โคอว ิธ ีของ S o m o f y i -  
N e1 s o n  ( 5 5 ,5 5 )  ซงลารล»ลาฮล ่วน ไส ิน ี้จ»ค ้องป ร ับ ความเข ้มข ้น ของลารละลาอน ํ้าตาล 
ไข ้เห ม า»ลม ก ่อ น น ำไป ว ิเครา»ห

3 .7  การว ิเคราะห ์ป ร ิม าผโป รต ีน ของเค กซ แท รน เ นสิตริงรุป

ไข ้ว ิธ ีการว ิเคราะห ์ป ร ิม า»โป รต ีน แบ บ ว ิธ ีท างอ ้อม < I n d i r e c t ,  M e th o d l î f lg  
ว ิเค ร า » ห  จากผลต ่างของป ร ิม า»โป รต ีน ของเดกซแท รน เ นลอ ิส ิร»ท ีเร ิมค ้นก ่อนทำปฐิก ิร ิอา 
กับปริมาทเโปรตีนของ เ ดกซ์นทรนเ นลท ื่ไม ่ไค ้เก ิคปฐ ิก ิร ิอารวมก ับน ํ้าล ้า ง โคอว ิ เ ค รา»ห ตาม  
ว ิธ ีของ Low ry แล»คผะ (6 7 )  เซ ่น เค ิรวก ับ ว ิธ ีค ำเน ิน ก ารว ิจ ้อ ข ้อ  3 .4



3 . ร การหาสถาวะท ีเหมาะสมในการตร ีงร ุป เดกช ้แทรนเนสบนคาร ์บอนก้มข ันค,

ส ีฃเน ึองจากการท ีพบว่าคารรเอนก้มข ันต เส์นตัวพยุงที่ม ีค ุa สมบัติท ี่เอนไชม
ส าม ารถย ีคต ิคได ้เท  มา ะสม ที่สุด และให้แอคติวิตีจำ เพ าะท ี่ร ุง  ใน ก ระบ วน ก ารเต ร ียม
เตกช ้แทรนเนสตรีงร ุป  ตังนั้น จ ํงท ำการศ ึกษ าห าส ถาวะท ี่เห ม าะส ม ใน การตร ีงร ุป
เดกชนทรนเนสกับคาร์บอนก้มขันตค้งต่อไป

3 . 8 . 1  ทดสอบหาความเข ้มข ้นของสารละราย APTS แระ ก ล ตาร ัลต ืไอค 
ท ี่เห ม าะส ม ส ำห ร ับ การเตร ียม เดกช น ท ุรน เน ส ตร ีงรุป
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เตร ียม เดกช แท รน เน ส ตร ีงรป  ต า ม ว ิธ ีต ำ เน ิน ก าร ว ิจ ัย ข ้อ ร .5 .3  โตย 
วางแผนการทคลองแบบแน ่คตอเร ือล 3x3 ( 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 รระต ับ ความเข ้มข ้น ของส ารระราย APTS 3 ระตับ คีอ 1% , 2% 
และ 3% โดยปร ิมาตร และค วาม เข ้ม ข ้น ของส ารละลายกร ุคาร ัลด ีไฐด  3 ระตับ ศึอ 
1% 1 2 .5%  และ 5 % โดยปร ิมาตร โดยให ้ความเข ้มข ้นของเดกชนทรนเนสท ีใช ้คงท ี 
ศึอ 50 หน ่วยต ่อมก.โปรต ีน ว ัดแอคต ิว ิต ีและโปรต ีนของเดกชแท รนเน สตร ีงรปท ี่เตร ียมไค ้ 
ค าม ว ิธ ีดำเน ิน การว ิจ ัยข ้อ  3 .5  และ 3 .7  ตามสำตับ เส ีอ กค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งส ารระล าย 
APTS และส ารละลายกร ุตาร ัลค ีไฮคท ี่เห ม าะส ม ส ำห ร ับ การตร ีงร ุป เดกชแท รน เน ส โดยการ 
วิเคราะหความแปรปรวนของข้อม ูลท ี่ไค ้แบบลุ่มตลอดและทำ D u n c a n ’ s New M u l t i p l e  
R an g e  T e s t  ท ี่ระต ับความเข ีอข ัน  95%
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3 . B, 2 ทดลอบหา.ความเข ้มข ้นของลารละลาย CNBr และ ๆล ุตาร ัลต ีไรคท ื่ 
Iห มาะลม ลำห ร ับ การIคร ึ ยม เดกชแทรนเนลตริงรุป

เต ร ียม เล ก ซ แาารน เน ล ต ร ิงร ุป ต าม ว ิร ีต ำเน ิน ก ารว ิจ ัยข ้อ 3 . 5 . 4  โคย 
วางแผนการทคลองนบบนviค ต อ Iร ิรล  3x3 ( 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 รร«ค ับ ศวาม เข ้ม ข ้น ข องลารล»ล าa CNBr 3 ระดับ คีอ IX , 2X 
และ 3X โดยปร ิมาตร และค วาม เข ้มข ้น ของส ืารละลายกล ุคาร ัลค ีไรค 3 ระดับ คอ
1% , 2.5%  และ 5 X ใครป ร ิมาตร โดยให ้ความ เข ้มข ้นของเดกชแฑ รนเน ลท ี่ใช ้คงท ื่
คอ 50 หน ่วรค ่อมก.โปรตีน ว ัคแอคต ิว ิต ีและโป รต ีน ของเดกชแทรน เน ลตร ิงร ุป ท ี่เตร ียมไต ้ 
ต าม ว ิร ีต ำเน ิน ก ารว ิจ ัยข ้อ  3 .5  และ 3 .7  ตามลำดับ เล ีอ ก ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งล ารล ะ ล าย  
CNBr และล ารล ะล ายกล ตาร ัล ค ีไรค ท ี่เห ม าะลม  ล ำห ร ับ ก ารต ร ิงรป เค กช แท รน เน ล โด ยก าร 
วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อม ุลท ี่ไต ้แบบลุ่มตลอดและทำ D u n c a n 's  New M u l t i p l e  
R an g e  T e s t  ท ืระด ับความเชอม ั่น  95%

3 . 8 . 3  ทดลอบความเข ้ม ข ้น ของเดกชแท รน เน ลท ี่เห มาะลม 'ใน กา?ตร ิงรป 
เดกชแท รน เน ฟ ึโดยใช ้ภาวะท ี่ม ีลารละลาย APTS 2% ร่วมกับ 
ล า ? ล ะ ล าย ก ลตาร ัลด ีไอด 2.5%  และภ าวะท ี่ม ีล ารล ะล ายCNBr 
3% ร่วมกับกลคาร ัลค ืไอด 2.5%

เตร ียม เดกช แฑ รน เน ลตร ิงรป ท ั้งใน ภาวะท ี่ใช ้ส ารล ะล าย APTS 
แ ละล ารล ะล าย CNBr เซ ็น ลารกระต ุ้น  โดยแปรความเข ้มข ้นของโปรต ีน เอนไชม ั่ท ี่ใช ้ท ั้งแต ่
4 - 2 0  มก.ในปริมาทแอนไซมั่ 20  ม ล .( 1 0 - 5 0  หน ่วยต ่อมล.) ว ัคแอคต ิว ิต ีและโปรต ีน 
ของเดกชแท รน เน ลตร ิงรป  แล ้วคำนวนหาIปอรเซ ็นตแอคติว ิต ีฑ ื่ก ักไว ั ( % a c t i v i t y
r e t a i n e d )  โดยน ำลารละล าย เอ น ไช ม ั่ท ี่เห ล ีอภ ายห ล ังก ารต ร ิงร ุป รวม ก ับ ไท ล ้างม าห า
แอคติวิต ี แล ้วนำมาห ักออกจากแอคต ิว ิฅ ีของเดกชแทรนเน ลอ ิลระ ด ังลมการ

เปอรเซ ็นตแอคต ิว ิต ิท ี่ก ักไว ้ = AD ก่อนใช้ตริงรป -  (AD ห ล ังตร ิงร ุป + น ำล ้าง )X100 
(% a c t i v i t y  r e t a i n e d )  AD ก ่อนใชฅริงรป

หมายเหต AD คีอแอคติวิติของเดกช์แทรนเนลอิลระ
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1 รอกความ I ข้มข้นของ I คกชํแกรนI นรก Iในทะรมคอการ I ครึอม 
เคกช์แกรนเนรตรึงรุไ]ทังราวะทีมีรารระลาย APTS 2% ร่วมกับรารละรายกรุคารึ ลคีไ รติ 
2.5% และราวะกีมีสืารละราย CNBr 3% ร่วมกับรารระรายกรุตารึรคืไอค 2.5%
ใ ค ร น ิจ า ร รทจ า ก ค ว า ม ล้มท ัน ร ์ร ะ ห ว ่างค ว าม I ข ้มข ้น ของI ค ก ช แกรน เนร กับ %โไ]รต ินก่ีกักไว้ 
%แอคต ิว ิค ีฑ ีก ักไว ้ แ ระแอ ค ต ิวิติจำท4าะโ)อ งเอน ไช ม ค ร ึงร ุไ ]

3 .3 .4  กฅรอบหาความIบนกรคค่างกี่เหมาะรมในการครึง?ปเคุกชแฑรนเนร
โคยใช้ภาวะกี่มีรารระราย APTS 2% ร่วมกับรา?ระรายกรุคารัรติไรค 
2.5% แระราวะกีมีรา?ละลาย CNBr 3% ร่วมกับกรุคารึรติไรพ 2.5%

จากวิธีคำI,นินการวิจัยข้อ 3 .3 .1 - 3 .3 .3  จะไคํราวะความเข้มข้น 
ของรารกระคุ้น ลารรร้างทันธะร่วมแระความเข้มข้นของเคกชแกรนเนรกี่เหมาะลมในการ 
เตรียมเคกชแฑรนเนสิครึงรุไ] นำราวะกี่ไค้มาใช้ในการเตรียมเอนไชมตรึงรไ] คามรุไ]ก่ี B 
โคยใช้บัทัฟอรความเข้มข้น 0 .1  โมรารกี่ความเไเนกรคค่างค่างๆกัน คิอ

อะซืเคกบัน่เทัอร ในช่วง pH 4 .0 -5 .5  
ช ิเครก-ทัอร๗ ตบัน่เทัอร์ ในช่วง pH 5 .5 -7 .0  
ทัอรเน่คบัน่เทัอร์ ในช่วง pH 7 .0 -8 .0

เไ]นตัวทำละลายของ APTS หรึอ CNBr และกรุคารึรค้ไรค รวมก้ังแกนน้ําไ]ลอคป'ระจุภาค 
ทีใช้ลำงในแค่ละข้ันคอนค้วอ วัคแอคติวิติของเคกชแฑรนเนรตรึงรุไ]ก่ีไค้ คามวิธีคำเนินการ 
วิจัยข้อ 3 .6

เรีอกราวะของความIไ!นกรคด่างทีเหมาะรม ค่อการเครึยม
เคกช์แกรนเนรครึงรุไ]ทั้งราวะกี่มีสืารละลายAPTS 2% ร่วมกับรารละลายกรุคารึลติไอต
2.5% และราวะกี่มีรารละลาย CNBr 3% ร่วมกับลารละลายกรุคารึลคีไฐด 2.5%
จากกราฟ่แลคงความล้มทันธระหว่าง pH กับแอคติวิคีจำเนาะ
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3 . 3 . 5  ก ค รอ บ ไท เว a ' า ฑ ื่Iโนทะรม ใน แต ่ระขน ตอน ของการเตร ิยม
Iคกซ ่นท รนเนรตร ิงร ุป

การเต ร ิยม Iค กซ ่แท รน เน รต ร ิงร ุป ใน งาน ว ิจ ัยน ี้ ประกอบคํวย
3 ชันตอน คีอ

ก . กระค ุ้นค ัวใ')ย ุงโครลารกระค ุ้น (APTS หริอ CNBr)
ใ). รร ้างพ ้น ระร ่วม โคฮกล ุคาร ัรค ีโฮค 
ค . ตร ิงร ุปIดกชนกรนเนส ิ

เต ร ียม เค ก ช ่แ ท รน เน รต ร ิงร ุป  ตามรุปที่ ร โ ค ฮ น ป ร เว ร าข อ ง  
แตระชันตอนในช่วง 0 . 5 - 5  ชั่วโมง ว ัคนอคต ิว ิต ีนระโปรต ินของเคกช ั่แกรนเนรตร ิงรปท ี่โต ั 
ด าม ว ิร ีค ำ เน ิน ก ารว ิจ ัยข ้อ  3 . ธ นระ 3 .7  ดามรำค ัน

เร ือ ก เว ล าท ี่เห ม าะ ร ม  ใน แต ่ละช ัน ตอน ของการเตร ียม เดกซ น กรน เน ร 
ต ร ิงรป ท ังภ าว ะท ีม ีรารระ ราย  APTS 2% ร ่วม ก ัน รารล ะรายกร ุค าร ัรค ัไรค  2 .5%  และ 
ก าวะ ท ี่ม ึรารล ะ ล าย  CNBr 3% ร ่วมก ับ รารละลายกลตาร ัลด ีโฮด 2 .5%  จาก กราน ่แ ล ด ง 
ความล ้มพ ้นธระหว ่างเวลาก ันนอคต ิว ิต ีนละปริมารเโปรต ีนของเคกช ั่แกรนเ นรตริงรป
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3 . 3 . 6  ส ิกษ าก าร*อุคของเอนไชนิ': l e a c h i n g ) จากคารี'บปี'เน่า3J3Jนตข34 
Iฅกซแฑรm u a พริงรปฑ ํ๋งท ี่ป ีาวะ A_1ร 1 a C ,1G3

วิเคราะ**าแอคติวิตีของเฌ าซแฑรนเ uaตรงีรป ฑ้ํง 2 วิธีตานวิธี 
_ , " 1’_  .  ร ํ,  ’ "  ไ คำเนินการวิจัรข้อ 3.6 กอ่าวตีอใàaารผคนป!]กิริอาง่ใงพครวน'ทงเคกชแทรนเนอตรีงรปที

ไคํฃ่นทื่อุ»*:ทนิ 40 อ ง ศ า เซ a เซ ีฮ a  I l i u เว a า 15 นาที * a งจากน ํ๋น แรกเคกชน ฑ รน เu a
ตรีงรุปออก แ3ะบ่นa rรผฬน!ป̂ ก ิร ิฮ าต่อไปอีกเ âuna*า 15 นาที ตรอคป̂ ก ิร ิaานำaาร
a»ฉารคํวนใaของปเกิริราทุกๆ  5 นาที น าว ิเค ราะ*ปรินา»ไทตาaรีติวซโครวิธีของ
S o m a g y i- N e ls o n  ( 5 5 ,5 6 )

ศกษาดการ*อุคของเอนไซน'จากตัว,พรุง'จากกราน่ควานa นนันธระ*ว่าง- 
แอคติวิตีของ เ คกซนฑรนเ uaqa« เ ว3าของป])กิริรา
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3 .9  ก ารศ ก ษ าอุg สมบ ัต ิของเดกซนท ุรนเนสตรงร ุป เปร ิ;)บ เท ีอบก ับเดกซนท ุรนเนลอลระ

3 .9 .1 '  เป ร ีอ บ เท ีอ บ ศ ว าม เ1ปีนกรดค่างท ีเอนไซม์นอคงนอศติว ิต ี : pH a c t i v i t y  
p r o f i l e )  ของเดกซ ์น ท ุรน เน อตร ิงร ุปกับเอนไซม์ออระ

บ ่ม เดกซ ์แท ุรน เนสตร ิงร ุปปร ิมา» 100 แ ก . แอ»เดกซนฑ รนเนอ 
อิสระ 0 .5  หน ่วอค ่อมอ.ในอารพสมของปฏ ิก ิร ิa าท ี่ค วาม เใ!น ก รค ค ่างใน ช ่วงต ่างๆ  โ ค ร ใข ้ 
0 .0 5  โมสารของ

อ»ช ีเพทบ ัฟ ่เฟ ่อรในช ่วง pH 4 . 0 - 5 . 5
ช ีเตรท -ฟ ่อ อ เฟ ่ตบ ัฟ ่เฟ ่อรใน ช ่วง pH 5 . 5 - 7 . 0
ฟ ่ออเฟ ่ตบ ัฟ ่เฟ ่อร pH 7 .0 - B .0

ทีอุg หภุมิ 40 อ ง ศ า เซ a i ช ีa a  เส ์น เว อ า 15 นาที แล ้วว ัดแอคต ิว ิต ีตาม ว ิธ ีการดำเน ิน
การว ิจ ้อต าม ข ้อ  8

Iป ร ิa u เท ีฮใ!ช ่วงความIป ีน กรคค ่างท ีเดกซน ท รน เน อตร ิงรป แอะ 
เอนไซม ์อ ิสร» นอดงนอคติว ิต ีโคอใช ้กราฟ ่ความอัมน ันรระหว่างแอคต ิว ิต ีอ ัมอ ัท ุธ ์ก ับ pH
ของอารพอมของปฏ ิก ิร ิรา (โดอแอคติวิตีอ ัมนัทธที่ 100% ค ิด เท ีฮบจากแอคต ิว ิต ีอ ุงอ ุคของ 
แค ่อะการทดออง)

3 . 9 . 2  เป ร ีร บ เท ีร บ ช ่ว งอรเหภมิท ีเอนไซม์นอคงนอคติ1วิตี ( t e m p e r a t u r e  
a c t i v i t y  p r o f i 1e ) ของเดกซน ท ุรน เน อตร ิงรป ก ับ เอน ไซม ์รอร»

บ ่ม เดกซนท ุรนเนอตร ิงร ุปปร ิมา» 100 ม ก .แ ล » เด ก ซ แ ท รน เน อ  
อิสระ 0 .5  หน ่วยค ่อมอ.ก ับสารผอมของปฏ ิก ิร ิยาท ี่ pH 5 .5  สำหร ับ เดกซนท ุรนเนออ ิอร» 
แล»เดกซ น ท ุรน เน อตร ิงรป ภาว» C3 G2 5 และที pH 5 สำหรับภาวะ A2G215  ใน
อ่างน ํ้าปรับอุ»หภุม ิท ี่ 3 0 , 3 5 , 4 0 , 4 5 , 5 0 , 5 5 , 5 0 , 6 5  แอ»70 อ ง ศ า เซ อ า เช ีย อ  เใ}น เวลา 
15 นาที แล ้วว ัคแอคติว ิต ี ต าม ว ิธ ีด ำเน ิน การว ิจ ้อข ้อ  3 . ธ
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I ปริ SIท r ia บซ่วงอุถเหภุ2ฑIคกช้แกรนเนสตรีงรปแสะ 13 นโซข่อสระ 
แลคงแอคติว ิต ี โดยใช ้กราฟ ่ควานส ันล ันธระหว่างแอคต ิว ิต ีส ันล ักธก ัฃอ ุ»หภนิก ี่ใช ้ใน ก าร เก ิด  
ปฐ ิก ิร ิฮา (โครแอคติว ิต ีส ันล ักรท ี 100% ค ิด เท ียบ จากแอคต ิว ิต ีส ุงล ุคของแค ่ละการกคลอง)

%

3 . 9 . 3  เป ร ียบ เท ีร ุบ ค วาน เส ถ ียรต ่อ ค วาน เใน ก รด ค ่าง  (pH s t a b i l i t y  
p r o f i l e )  จองเดกซแกรนเนสคร ีงร ุปและเอนโซน อ ิสระ

บ ่นเดกซแฑรนเนสตรีงรปปรินา» 100 น ก .แล ะเด กซ แก รน เน ส  
อิสระ 0 .5  ห น ่วยค ่อน ล .ใน ส าร«ส น ป ฐ ิก ิร ิยาก ี่ควาน เใน กรดค ่างใน ช ่วงค ่าง โคอใช ้ 0 .0 5  
โนสารของ

อะซ ีเตกบ ัฟ ่เฟ ่อรในช ่วง pH 4 . 0 - 5 . 5
ซ ีเตรก-ฟ ่อส เฟ ่ตบ ัฟ ่เฟ ่อรใน ช ่วง pH 5 . 5 - 7 . 0
ฟ ่อสเฟ ่ตบ ัฟ ่เฟ ่อร pH 7 . 0 - 8 . 0

กี่อุฝ็เหภนิ 55 อ ง ค า เซ ล เซ ีร ส  Iใ น เว ล า  60 นาที แล ้วว ัคแอคต ิว ิต ิตาน ว ิธ ีการคำเน ิน
การว ิจ ัยต าน ช ้อ  3 . ธ

เ ปรีฮใ] Iท ีรใ]ควาน Iลถ ียรต ่อควาน I ในกรดค่า งของ เ ดกชแกรนเนส 
ตร ีงรปก ับเอนโชนอ ิสระ โคอ.ใช ้กราฟ ่ควานส ันล ันธระหว ่างแอคต ิว ิต ีส ันล ักธ ีก ับควานเใน
ก ร ด ค ่างก ี่ใช ้ใน ก าร เก ิด ป ฐ ิก ิร ิร ุา  (โดยแอคติว ิต ีส ันลักรท ี 100% ค ิดเก ียใ)จากแอคต ิว ิต ีสงส ุด 
ของแค ่ละการกดลอง)

3 . 9 . 4  เป ร ียบ เท ีร ุบ ค วาน เส ถ ียรต ่อ อุ»หอุนิ ( t e m p e r a t u r e  s t a b i l i t y  
p r o f i l e )  ข อ งเด ก ซ แ ก ?น เน ส ต ร ีง? ปและเอนโชนอิสระ

บ ่นเดกซแทรนเนสตร ีงรปปร ิมา» 100 ม ก .แ ล ะ เด ก ซ แ ก รน เน ส  
อิสระ 0 .5  หน่วยค่อนล. ในสาร«สนของปง็]ก ิร ิยาท ี pH 5 .5  สำหรับเคกชแฑรนเนสอ ิสระ 
แ ละเด กช แกรน เน ส ต ร ีงร ุป ภาวะ C3G2 3 และที pH 5 สำหรับภาวะ A2 G2 5 ใน
อ ่างน ํ้าปรับอ ุ»หภน ิก ี่ 3 0 , 3 5 , 4 0 , 4 5 , 5 0 , 5 5 , 6 0 , 6 5  และ70 อ งค า เซ ล เซ ีย ส  เใ น เว ล า  
15 นาที แล ้วว ัดแอคติวิตี ตานว ิธ ีค ำ เน ิน การวิจ ัยข ้อ 3 .5
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เปรีรบ Iทีรบความเลกัรรค่อณุแหกมีของเคกชแทุรนเนลตริงรปกับ 
เอนไซม์อิลระ โคยใข้กราน่ความลัมนันอ!«หว่างแอคติวิติลัมห้ทธกับอุ{นหกุมิทีใข้ในการเกิค 
ปฐิกิริรา (โครแอคติวิติลม้ล้ทุอที 100% คิคเทีรบจากนอคติวิติสุงสุดของแต่ล«การทุคลอง)

3 .9 .5  IปริรบIทีรบIลกัรรภา,พร«หว่า งการIกบของIคุกซแทรนเนลตริงรป 
กับเอนไซม์อลระ

เก็บเดกซแฑรนเนสืตริทป ในลารล«ลารบั,ฝเปอร pH 5 .5  
กัง 7 .5  ท่ีอุ{แหกุมิห้อง<28-30 องคาเซลเชีฮล) แล«ท่ีอุ{แหกุมิ 4 องคาเซลเซียร แล้ววัค 
แอคติวิติฃองเอนไซม์ตริงรุป เทรบกับเอนไซม์อิลร«ที่เก็บในสือา,พทุรังไม่ผ่านการทำให้
บริสุทุอิ ( c r u d e  enzy m e) ในช่วงเวลาของการเก็บ 0-45 วัน โคุรวัคทุกวันในสืบ1คาห 
แรก แล«ทุก 2 วันในสิปคาไ?ท่ี 2 ไ?ลังจากนันวัคทุก 5 วันจนครบร«ย«เวลา 45 วัน

เปรียบเทีรบเลกัยรกานร«หว่างการเก็บของเคุกซแทรนเนล 
ตริงรปกับเอนไซม์ฮิลร«โคยใข้กราน่ความลัมนันอระหว่างแอคติวิติลัมนัทอกับระยะเวลาของ

I l  1การเทิบ !นกาว«คางๆ

3 .9 . ธ หาคริ่งชีวิคของเคุกซ่แทรนเนลตริงรปและเอนุไซม์อิลระ

อ่านค่าคริ่งซีวิตขอ งเ คุกซ่แทุรนเนลตริงรป เ ปรียบ เทียบกับI อนไซม์ 
อิลร«ที่เก็บไว้ในกาว«ที่เหมา«ลม จากกราผ่ความลัมนันอในข้อ 3 .9 .5  ทีให้ค่าแอคติวิคี
สืมนัทอ 50%



3 . 9 . 7  ห าร ่า  ของเคกซแก?นเนสตร ีงร ุปแสะเอน ไซนอ ิสระ
ร่ปีแดกชนฑรน ที 2000

บ ่นเคกชแฑรนเนสตรีงรปปรินา0เ 100 นก.แสะเอน ไซน อ ิสระ
0 . 5  หน่วรต่อนส. ก ับสาร«สนของปฏิก ิร ิยา โครแปรควานเข ้นข ้นของเคกซแฑ รน ที 2 0 0 0  
0 - 5 . 0  %  ใน ส ารละส า3 3 ะชิเคาๆifป ๗ อร pH 5 . 5  ควาน เข ้มข ้น  0 . 0 5  โน สาร ท่ี
อุณหภุนิ 40 อ งศ าเซ ส เซ ีร ส  ว ัคนอคต ิว ิต ีเอนไซนแสะนำ«สท ื่ไค ้นาเข ียนกราฟ ่ ให ้ออ ุ่ในรป 
ข อ งไ ส น ว ีเว อ ร -เบ ร ก  (L in e w e a v e r -B u r ic  P l o t )  ระห ว ่าง  1 /v  แสะ l / C s ü  จะไค ้ 
ร ่า  จากกรา•ฝ

เป ร ียบ เท ียบ ร ่า  K11 ของเคกชนกรนเนสตร ีงร ุปแสะเอนไซนอ ิสระ
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