
บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ

1. จุลินทรียท่ีใชเปนแหลงของไลเปส
      Bacillus sp. UN16a เปนเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปส ซึ่งแยกไดจาก
บริเวณบอดักไขมันจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ยูนิปาลมอินดัสทรีจํากัด จังหวัดสุราษฎร
ธานี โดยคุณจุรีรัตน แซแต (2541) และเก็บเชื้อไวในอาหารเหลว nutrient broth ที่เติม     
กลีเซอรอล (glycerol) ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50 เปอรเซ็นต เก็บไวที่อุณหภูมิ –80 
องศาเซลเซียส  สวนเชื้อที่นํามาทดลองจะเลี้ยงไวในอาหาร Lipase Medium ซึ่งเปนอาหาร
แข็งสูตรพื้นฐานที่ใชสําหรับคัดเลือกแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงที่ผลิตไลเปส (กิตติเดช 
สุวรรณสนธิชัย, 2532) (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
โดยทําการถายเชื้อทุก 2 สัปดาห

2. จุลินทรียท่ีใชเปนตัวรับดีเอ็นเอเปาหมาย (host cell)
      Eschericia coli JM109 [(F/ traD36 lacq ∆(lacZ)M15 proA+B+ / rpsL(Strr) thr leu thi 
lacY galK galT ara fhuA dam dcm supE44∆(lac-proAB)] ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.
ดร. ระวี  เถียรไพศาล ภาควิชาโอษฐวิทยา คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา
นครินทร

3.  อาหารเลี้ยงเชื้อ
3.1 อาหารสูตรพื้นฐานที่มีสวนผสมของน้ํามันปาลมเพื่อใชในการคัดเลือก

แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงที่ผลิตไลเปส  (Lipase Medium) ซึ่งเปน selective medium 
สําหรับแบคทีเรียที่ยอยไขมัน (กิตติเดช สุวรรณสนธิชัย, 2532) (ภาคผนวก ก)



3.2  Yeast extract (Difco, USA)
3.3   Luria-Bertani medium (LB medium) (Difco, USA) (ภาคผนวก ก)
3.4  น้ํามันปาลม (plam oil) ยี่หอแวว
3.5  Tributyrin oil (Sigma)

4. DNA พาหะ (Vector)
      พลาสมิด pUC18 ขนาด 2.9 kb ประกอบไปดวยยีนดื้อยา ampicillin (Apr) และ lacZ
เปน marker

5. น้ําหนักโมเลกุลมาตรฐานดีเอ็นเอ และโปรตีน
      λDNA (GIBCO BRL, USA) ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII
       Standard proteins marker ชนิด Low molecular weight (LMW) (Pharmacia)

6. เอนไซม
      HindIII (GIBCO BRL, USA)
       BamHI (GIBCO BRL, USA)
       Sau3AI (GIBCO BRL, USA)
       T4 DNA ligase (GIBCO BRL, USA)
        Proteinase K (GIBCO BRL, USA)
        Lysozyme (GIBCO BRL, USA)
        RNase (GIBCO BRL, USA)

7. สารเคมี
      สารเคมีที่ใชในการทดลองเปนชนิด Molecular biology grade และ analytical grade

ชื่อสารเคมี M.W. บริษัทผูผลิต
Acrylamide 71.10 Bio Rad
Agarose   - GIBCO BRL



ชื่อสารเคมี M.W. บริษัทผูผลิต
Ammonium persulfate, (NH4)2S2O8           228.20 Sigma
Ammonium sulfate, (NH4)2SO4           132.14 Fluka
Ammonium acetate, CH3COOHNH4  77.08 Merck
Ampicillin   - Sigma
Acetic acid, CH3COOH 60.05 Merck
Bovine serum albumin (BSA)           67,000 Sigma
Bromophenol blue, C19H9Br8NaO5S           691.97 Merck
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-galactoside (X-gal)   -  GIBCO BRL
Calcium chloride, CaCl2           110.99 Fluka
Chloroform, CHCl3           119.38 Merck
Citric acid, C6H8O 7H2O                       210.14             Fluka
Coomassie brilliant blue R250   - Fluka
Dibasic sodium phosphate, Na2HPO4 2H2O 178.0 Fluka
Diethylaminoethyl sepharose, (DEAE-sepharose)   - Pharmacia
Dimethyl formamide,  C3H7NO 73.10 Sigma
Dipotassium hydrogenphosphate, K2HPO4           174.18 Merck
Ethanol, CH3CH2OH             46.07 Merck
Ethidium bromide, C21H20BrN3           394.33 Merck
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)           292.25 Merck
Ficoll 400   - Fluka
Folin-Ciocalteau’s phenol reagent   - Merck
Glycerol, C3H8O3             92.09 BDH
Glycine, C2H5NO2             75.07 Bio Rad
Gum arabic   - Sigma
Hydrochloric acid, HCl 36.46 J.T.Baker
Isopropanol, (CH3)2CHOH             60.10 Sigma



ชื่อสารเคมี M.W. บริษัทผูผลิต
Isopropylthio-β-galactoside (IPTG)   - GIBCO BRL
Magnesium chloride, MgCl2 .6H2O           203.31 Merck
Magnesium sulfate heptahydrate, MgSO4 .7H2O      246.48 Merck
Methanol, CH3OH             32.04 Fluka
Monobasic sodium phosphate, NaH2PO4 .2H2O 156.0 Fluka
2- Mercaptoethanol, C2H6OS                         78.18 Merck
p-Nitrophenyl palmitate   - Merck
Phenol,C6H5OH 94.11 Merck
Phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF) 174.2 Sigma
Potassium dihydrogenphosphate, KH2PO4           136.09 Merck
2-Propanol, CH3CH2CH2OH 60.10 J.T.Baker
Sephardex G-100   - Pharmacia
Sodium acetate, CH3COONa 82.04 Merck
Sodium carbonate, Na2CO3                       105.99 Merck
Sodium chloride, NaCl   29.2 Fluka
Sodium deoxycholate, C24H39NaO4           414.57 Merck
Sodium dodecyl sulphate (SDS), C12H25NaO4S 288.4 Sigma
Sodium hydroxide, NaOH     40.0 Merck
Sodium potassium tartrate,   - Fluka
Sucrose, C12H22O11           342.30 Merck
Tris[hydroxymethyl]aminomethane           121.11 Sigma
TritonX-100   - Merck



อุปกรณ

1. Refigerated centrifuge Type SCR 20 : Hitachi KOKI, Co,. LTD., Japan.
2. pH meter Model 320 : Mettler Teledo, Co,. LTD., Germany.
3. Homogenizer Golder 2F mill : APV Gautin Inc., Germany.
4. Spectrophotometer U-2000 : Hitachi KOKI, Co,. LTD., Japan.
5. Water bath  Eyela : Tokyo Rikakikai Co,. LTD., Japan.
6. Peristatic pump : Bio-Rad Laboratoies., USA.
7. Fraction collector : Bio-Rad Laboratoies., USA.
8. Eppendorf centrifuge : Brinkmann Instruments Inc., Wesbury, N.Y., USA.
9. Bench-top centrifuge : Kokusan Enshinki Co., Tokyo, Japan.
10. Autoclaves : Tomy Seiko Co., Nerima-ku, Tokyo, Japan.
11. Enviromental incubator shaker : Lab-Line Instruments, Inc., Melrose Park, Illinois, 

USA.
12. Electrophoresis power supply : Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, USA.
13. Electrophoresis Mini-Protein II-Bio-Rad Laboratories : Richmond, California, USA.
14. Hot air oven : Heraeus GmbH, Postfach, Hanau, Fernschreiber, Germany.
15. Incubator : Heraeus GmbH, Postfach, Hanau, Fernschreiber, Germany.
16. Laminar air flow : Gelman Science Pty. Ltd., Lane Cove, Sydney, New South Wales, 

Australia.
17. Micropipette : Socorex Issa. S.A., Lausanne Suisse, Switzerland.
18. Rotary evaporator  Eyela SB-651 : Kokusan Enshinki Co., Tokyo, Japan.
19. Sonicator : Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, USA.
20. Sorvall superspeed centrifuge : Du pont Company, Welmington, Delaware, USA.
21. Stirring hot plate : Thermolyne Barnstead Thermolyne Corporation, Dubuque, Iowa, 

USA.
22. Vortex mixer : Scientific Industries Inc., Bohemia, New York, USA.



วิธีวิเคราะห
1. การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย

วัดคาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660
นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร

2.   การวิเคราะหกิจกรรมของไลเปส
      วิเคราะหกิจกรรมของไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีของ Hoshino และคณะ (1992) โดย
ใช p-Nitrophenyl palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท โดยคา extinction coefficient เทากับ 
15 L.mmol-1.cm-1 (ภาคผนวก ข)
      กําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการ
ยอยสลายสับสเตรทใหกรดพลามิติกอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส สวนคากิจกรรมสัมพัทธ (relative activity) ของเอนไซม หมายถึง กิจกรรม
ของเอนไซมที่ไดหารดวยคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด ในสภาวะที่กําหนด คูณดวย 100

3.   การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน
วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry และคณะ(1951) เปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) (ภาคผนวก ข)

4.   การศึกษาความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีโพลิอะคริลาไมดเจลอิ
เล็กโทรฟอรีซิส (Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE)

      4.1 การศึกษาความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ
แปลงสภาพ (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) 
โดยดัดแปลงวิธีของ Laemmli (1970) (ตารางภาคผนวก จ1)
      4.2 การศึกษาความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไม
แปลงสภาพ (Nondenaturing Polyacrlamide Gel Electrophoresis, Native-PAGE) โดยดัด
แปลงวิธีของ Davis (1964) (ตารางภาคผนวก จ2)



วิธีการ

1. การเพาะเลี้ยง และตรวจสอบกิจกรรมของไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
      นําตัวอยางเชื้อบริสุทธิ์ของ Bacillus sp. UN16a ซึ่งเก็บรักษาไวที่ –80 องศาเซลเซียส
มาแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยวๆ และตรวจสอบการผลิตไลเปส โดยวิธีการเขี่ยเชื้อ (streak 
plate method) บนอาหารสูตรพื้นฐานสําหรับการแยก และการเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิ
สูง (กิตติเดช สุวรรณสนธิชัย, 2532) (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง (รูปที่ 7) และคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เกิดวงใสรอบโคโลนี เพื่อนําไปเพาะ
เลี้ยงสําหรับใชในการสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอ

2. การโคลนยีนไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
2.1 สกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. UN16a

            ทําการสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอของ Bacillus sp. UN16a ดัดแปลงจากวิธีของ 
Meade และคณะ (1982) โดยเลี้ยง Bacillus sp. UN16a ใน Nutrient broth ที่มี yeast extract
ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง ปนแยกเซลลที่ 8,000 รอบตอนาที 
(5,000 x g) เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําตะกอนเซลลมาผสมกับสาร
ละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันตั้งทิ้งไวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปนแยกเซลลที่ 8,000 รอบตอ
นาที (5,000 x g) เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกตะกอนเซลล เติม TES 
buffer (ภาคผนวก ค) ที่แชเย็น ปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําไปปนแยกตะกอนเซลลที่ 8,000 
รอบตอนาที (5,000 x g) เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกเอาตะกอน
เซลลมา เติม TE buffer (ภาคผนวก ค) ที่แชเย็น ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายไล
โซไซม (lysozyme) ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ของ TE buffer ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เติม 
Sodium lauryl sulfate-proteinase K (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามา สกัดดวยสารละลายฟนอลอิมตัว (saturated 



phenol solution) (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 1 ครั้ง และสกัดดวยคลอโรฟอรม 
(chloroform) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แยกเอาสวนใสมาเติมแอมโมเนียมอะซิเตท ความเขม
ขน 0.3 โมลาร ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสารละลาย และเติมไอโซโพรพานอล 
(isopropanol) ปริมาตร 0.54 เทา ของปริมาตรของสารละลาย นําดีเอ็นเอที่ไดมาลางดวย เอ
ทธิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) ความเขมขน 70 เปอรเซ็นต  แลวปนแยกตะกอนที่ 12,000
รอบตอนาที (10,000 x g) เปนเวลา 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอมาเติม DNA buffer (ภาค
ผนวก ค) ที่ผสมกับ RNAse (ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ผานการตมเดือดเปน
เวลา 10 นาที) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส
      2.2   การยอยเพียงบางสวน (partial digestion) ของโครโมโซมัลดีเอ็นเอดวย Sau3AI
              นําดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 2.1 มายอยเพียงบางสวนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI 
ดัดแปลงจากวิธีของ Priefer และคณะ(1984) โดยเตรียมหลอดทั้งหมด 6 หลอด โดยหลอด
ที่หนึ่งใชดีเอ็นเอปริมาตร 40 ไมโครลิตร สวนหลอดที่เหลือใชดีเอ็นเอหลอดละ 20 
ไมโครลิตร นําหลอดที่หนึ่งมาเติมบัฟเฟอรของเอนไซมความเขมขน 10 เทา (10X) ใหมี
ความเขมขนเปน 1 เทา (1X) และเติม Sau3AI ใหไดความเขมขนเปน 1 ยูนิต และหลังจาก
นั้นถายจากหลอดที่ 1 ไปยังหลอดที่สองดวยปริมาตร 20 ไมโครลิตร ถายสวนผสมจาก
หลอดที่ 2 ไปยังหลอดที่ 3 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  และทําเชนนี้ตอไปจนครบทุกหลอด 
นําทั้งหกหลอดไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที และหยุดปฏิกิริยาโดย
ใชความรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และนํามาวิเคราะหขนาดของดี
เอ็นเอโดย agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ค) เพื่อคัดเลือกหลอดที่มีดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 2-6 กิโลเบส
      2.3  การเตรียมคอมพีเทนตเซลลของ E. coli JM109
             ทําการเตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยเขี่ยเชื้อ E. coli JM109 (อายุ 16-18 ชั่วโมง) ลง
ในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) (ภาคผนวก 
ก) ที่มีปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  บนเครื่องเขยาความเร็ว 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง และนํามาปนแยกตะกอนเซลลความเร็วที่ 5,000 รอบ
ตอนาที (2,000 x g) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แยกเอาตะกอนเซลลมา



เติมแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ที่แชเย็น ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ 
กลีเซอรอล (glycerol) ความเขมขน 30 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาแบงใส
หลอดๆละ 200 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส
      2.4  การสกัดเวคเตอร
             สกัดเวคเตอร pUC 18 ที่อยูใน E. coli JM109 ตามวิธีของ Holmes และ Quigley 
(1981) โดยนํา E. coli JM109 ที่มีพลาสมิด pUC18 ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง Luria-
Bertani (LB agar) (ภาคผนวก ก) ที่เติม ampicillin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เลือกโคโลนีเดี่ยวของ E. coli JM109 1 ลูป ถายลงในอาหารเหลว Luria-Bertani (LB 
broth) ที่มี ampicilin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
นําไปปนแยกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที (2,000 x g) เปนเวลา 15 นาที ที่
อุณหภูมิหอง นําตะกอนเซลลที่แยกไดละลายกับ STET (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และเติมสารละลาย STET ที่มีไลโซไซม ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน นําหลอดทดลองไปแชลง
ในน้ําเดือดเปนเวลา 60 วินาที ปนแยกเศษเซลลที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที (10,000 x 
g) เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง แยกเอาเฉพาะสวนใส เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 
350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
และนํามาปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที (10,000 x g) เปนเวลา 15 นาทีแยกเอาเฉพาะ
ตะกอน ลางตะกอนดวยเอทธิลแอลกอฮอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ประมาณ 2 ครั้ง 
โดยปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที (10,000 x g) เปนเวลา 3-5 นาที นํามาทําใหแหง
โดยการใสในโถดูดความชื้น (dessicator) เปนเวลา 2-5 นาที นํามาเติมดีเอ็นเอบัฟเฟอร ที่มี 
RNAse ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส
      2.5  การตัด pUC18 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI
            นํา pUC18 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI โดยใช pUC18 ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากลั่นที่กําจัดไอออน (deionize water) ปริมาตร 6 ไมโครลิตร, บัฟ
เฟอรของเอนไซมความเขมขน 10 เทา (10X) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และเอนไซม BamHI 



(5 ยูนิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาโดยบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
แลวแชบนน้ําแข็ง
      2.6  การเชื่อมตอระหวางดีเอ็นเอกับเวคเตอรดวยเอนไซมไลเกส
            นําดีเอ็นเอ และเวคเตอร (pUC18) ที่เตรียมไดจากขอ 2.2 และขอ 2.5 ปริมาตร 10 
และ 5 ไมโครลิตร ตามลําดับ นํามาบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลว
ผสมรวมกัน นํามาบมตอที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนํามาแชใน
น้ําแข็งทันที เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมบัฟเฟอรของเอนไซมความเขมขน 5 เทา (5X) ใหได
ความเขมขนสุดทายเปน 1 เทา (1X) และเติมเอนไซมไลเกส (T4 DNA ligase) 5-10   ยูนิต 
นํามาบมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง (อาจเก็บ ligation mix นี้ไวที่ 
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส กอนนํามาใชงาน)
      2.7  การถายโอนดีเอ็นเอโดยวิธีทรานฟอรเมชั่น (Transformation)

 ถายโอนดีเอ็นเอโดยวิธีทรานฟอรเมชั่นตามวิธีของ O’Connell (1984) โดยนําคอม
พีเทนตเซลลของ E. coli JM109 ที่เตรียมจากขอ 2.3 มาแชในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที นํา
มาถายใสหลอดที่มีดีเอ็นเอเชื่อมตอกับเวคเตอรที่เตรียมไดจากขอ 2.6 แชในน้ําแข็งเปน
เวลา 60 นาที และนํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ดูดเซลลทั้งหมด
ลงไปในอาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) ที่มีปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ดูด 20, 50 และ 100 ไมโครลิตร ของสวน
ผสมลงบนอาหารแข็ง (LB agar) ที่มี ampicillin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
และ tributyrin oil ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยวิธี spread plate ที่มีการ spread สาร
ละลายผสมของ  IPTG ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 4 ไมโครลิตร 
ที่ผสมกับน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 50 ไมโครลิตร และ x-gal (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
      2.8  การทดสอบการโคลนยีนไลเปสใน E. coli JM109

 เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวที่เกิดวงใสรอบโคโลนี (clear zone) ที่เจริญบนอาหาร
แข็ง LB agar ที่ผสม tributyrin oil ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต และแอมพิซิลิน (ampicillin) 
ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และมีการ spread สารละลายผสมระหวาง IPTG 



และ x-gal ซึ่งแสดงวามีดีเอ็นเอสอดแทรกเขาไปในพลาสมิดเวคเตอร สวนโคโลนีสีฟาเปน
โคโลนีที่ไมมีดีเอ็นเอสอดแทรก

3. การทําบริสุทธิ์ไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus sp. UN16a
      3.1  การเตรียมเชื้อเริ่มตน
             เพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. UN16a 1 ลูป ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับแยก และเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง (กิตติเดช สุวรรณ
สนธิชัย, 2532) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวปรับความเขมขนของเชื้อให
มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากับ 1.0 กอนนําไปใช

3.2  การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปส
  ทําการเลี้ยง Bacillus sp. UN16a โดยใชเชื้อเริ่มตนจากขอ 3.1 ปริมาณ 10% ของ

ปริมาตรอาหารเหลวทั้งหมด และทําการเลี้ยงเปนเวลา 60 ชั่วโมง ในสภาวะเดียวกับการ
เตรียมเชื้อเริ่มตน โดยทําการเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48 และ 60 ชั่วโมง โดยเก็บ
ชุดการทดลองละ 3 ซ้ํา นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และ
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที (5,000 x g) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที  นําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม และทําการคัดเลือกระยะเวลาที่
เหมาะสมที่ใหกิจกรรมของไลเปสสูงที่สุดมาใชในการผลิตไลเปสในขั้นตอนถัดไป
      3.3  ผลของอุณหภูมิ และระยะเวลาในการเก็บรักษาตอกิจกรรมของไลเปส

 ทําการเพาะเลี้ยง Bacillus sp. UN16a ในสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสที่ได
จากขอ 3.2 และนําน้ําเลี้ยงเชื้อมาปนแยกตะกอนเซลลที่ 8,000 รอบตอนาที  (5,000 x g)
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสที่ไดเก็บไวที่อุณหภูมิ 37, 4 และ     
–20 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ซึ่งเก็บไวเปนระยะเวลา 4 วัน โดยทําการวิเคราะหกิจกรรม
ของไลเปสที่เวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 วัน ตามลําดับ โดยคํานวนกิจกรรมของเอนไซมเปนกิจ
กรรมสัมพัทธ (relative activity)



      3.4  การทําสารละลายเอนไซมใหเขมขนดวยการระเหย
             นําสวนใสที่ไดจากขอ 3.2 มาทําใหเขมขนขึ้นดวยการระเหยที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียสดวยเครื่องระเหยแบบสูญญากาศ เปนเวลา 2 ชั่วโมง ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 
0.1 เทา ของปริมาตรเดิม และแบงสารละลายที่ไดบางสวนมาหากิจกรรมของเอนไซม และ
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และคณะ (1951) เทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA (รูปภาค
ผนวก ข1) สวนสารละลายที่เหลือนําไปทําบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต
      3.5 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

นําสารละลายที่ไดจากขอ 3.4 มาทําการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตโดยแบงระดับความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชตกตะกอนโปรตีนตั้ง
แต 0-20%, 20-40%, 40-60% และ 60-80% ตามลําดับ (ตารางภาคผนวก ข1) โดยคอยๆเติม
ผงเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตทีละนอยอยางชาๆพรอมกับการกวนที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนไดความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 20% และนําสารละลายทั้ง
หมดมาปนแยกตะกอนโปรตีนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที (8,000 x g) ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําสวนตะกอนที่ไดมาละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 และนําสวนใสที่ไดหลังจากการ
แยกตะกอนโปรตีนมาทําการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตตอใหไดความอิ่มตัวของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตเปน 40, 60 และ 80% พรอมกับปนแยกตะกอนโปรตีนในแตละชวง
ตามลําดับ
      3.6 การกําจัดเกลือโดยการไดอะไลซิส
            นําสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.5 มาทําการกําจัดเกลือออกโดยบรรจุลงในถุง
ไดอะไลซิส (dialysis bag) ที่มีขนาดรูพรุน 12,000 (Molecular weight cut off 12,000 Da)
และนําไปแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 โดยใช
สัดสวนของสารละลายในถุงตอสารละลายบัฟเฟอร 1:50 สวน โดยมีการกวนตลอดเวลาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยเปลี่ยนสารละลายบัฟเฟอรใหมใน 4 ชั่ว
โมงแรก นําสารละลายในถุงไดอะไลซีสมาปนแยกตะกอนอื่นๆที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ



นาที (8,000 x g) เปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนใสที่ไดมาวิเคราะหคากิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม
      3.7 การทําบริสุทธิ์ไลเปสโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน (Ion exchange
            chromatography)

นําสารละลายเอนไซมเฉพาะสวนที่มีกิจกรรมของเอนไซมที่สูงที่ไดจากขอ 3.6 มา
ผานเรซินแบบแลกเปลี่ยนไอออนชนิด DEAE-Sepharose CL-6B ซึ่งเปน anion exchanger 
ซึ่งเตรียมโดยนํา DEAE-Sepharose CL-6B มาลางดวยน้ํากลั่น แลวลางตอดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 บรรจุลงในคอลัมนขนาด 1.2 x
10 เซนติเมตร มีปริมาตรของเรซินในคอลัมนเปน 10 มิลลิลิตร แลวชะคอลัมนดวยสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ปริมาตร 5 เทาของเรซิน 
(bed volume) และนําสารละลายเอนไซมผานลงในคอลัมน แลวชะคอลัมนดวย สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0  ปริมาตร 5 เทาของเรซิน ดวย
อัตราการไหล 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมาหลอดละ 2.5 มิลลิลิตร 
จนกระทั้งไมมีโปรตีนออกมา จากนั้นชะคอลัมนดวย linear gradient elution ของโซเดียม
คลอไรด ความขมขน 0-1 โมลาร ที่ละลายในฟอสเฟตบัฟเเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโม
ลาร พีอช 8.0 จนไมมีโปรตีนถูกชะออกมา นําสารละลายแตละหลอดมาหาปริมาณโปรตีน
โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม และนําเอาสวนของสารละลายที่มีกิจกรรมของเอนไซมมารวมกัน และทําการ
กําจัดเกลือออกโดยการไดอะไลซิส ตามขอ 3.3 และนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze 
dry) และละลายกลับดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 
8.0 กอนนําไปทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนถัดไป

3.8 การทําบริสุทธิ์ไลเปสโดยวิธีโครมาโตกราฟแบบเจลฟวเตชั่น (gel filtration
      chromatography)

นําสารละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.7 มาทําใหบริสุทธิ์ข้ึนโดยนํามาผานคอลัมนที่
มีเจล Sephadex G-100 บรรจุอยู ซึ่งเตรียมโดยนําเจล Sephadex G-100 มาแชใหพองตัว
ดวยน้ํากลั่น เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวแชตอในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 
50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 อีก 5 ชั่วโมง กอนนํามาบรรจุลงในคอลัมนขนาด 1.0 x 45 



เซนติเมตร มีปริมาตรเรซินในคอลัมนเปน 36 มิลลิลิตร ลางคอลัมนดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรเรซิน
ในคอลัมน และปรับสมดุลยของคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียวกับที่ใชลางคอลัมน นําสาร
ละลายเอนไซมที่ไดจากขอ 3.7 มาเติมลงในคอลัมน และชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียว
กับที่ใชปรับสมดุลยโดยใชอัตราการไหลของตัวชะเทากับ 10 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสาร
ละลายเอนไซมหลอดละ 1.5 มิลลิลิตร นําสารละลายเอนไซมที่เก็บไดแตละหลอดมาหา
ปริมาณโปรตีน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม

3.9 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลของไลเปสโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรี
       ซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)

 นําสารละลายเอนไซมที่ไดจากแตละขั้นตอนของการทําบริสุทธิ์มาศึกษาโดยวิธี 
SDS-PAGE  ตามวิธีของ Laemmli (1970) ใชแผนเจลชั้นบน (stacking gel) และ แผนเจล
ชั้นลาง (separating gel) ความเขมขน 4% และ 12% ตามลําดับ (ตารางภาคผนวก จ1) 
สภาวะการทดลองจะใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 50 โวลต ประมาณ 45 นาที แลว
เปลี่ยนความตางศักยไฟฟาเปน 150 โวลต ประมาณ 45 นาที หลังจากทําอิเล็กโทรฟอรีซีส 
วัดแถบสีโบรโมฟนอลบลู และติดตามการเคลื่อนที่ของโปรตีนตัวอยาง และโปรตีนมาตร
ฐานในแผนเจล โดยนําแผนเจลมายอมโปรตีนดวยสีคูมาซีบิลเลียนบลู (Coomassie 
brilliant Blue R-250 (ภาคผนวก จ) เพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ และ น้ําหนักโมเลกุลของ
เอนไซม  โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ชุด Low Molecular Weight (LMW) 
Calibration Kit ของบริษัท Pharmacia  ซึ่งใชสําหรับโปรตีนในชวงน้ําหนักโมเลกุล 
14,400-94,000 ดาลตัน ประกอบไปดวยโปรตีน 6 ชนิด คือ แอลฟาแลคตัลบูมิน (α-

lactalbumin), ซอยบีนทริปซินอินฮิบิเตอร (soybean inhibitor), คารโบนิคแอนไฮเดรส 
(carnonic anhydrase), โอวัลบูมิน (ovalbumin), โบวีนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum 
albumin, BSA), ฟอสฟอรรีเลสบี (phosphorylase b) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 14,400, 
20,100, 30,000, 43,000, 67,000 และ 94,000 ดาลตัน ตามลําดับ และหาคา Rf ซึ่งเปนคา
ระยะทางของโปรตีนตอระยะทางของสีจากความสัมพันธ



การเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) = ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
      ระยะทางการเคลื่อนที่ของสีโบรโมฟนอลบลู

  จากนั้นนํามาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) กับ log 
ของน้ําหนักโมเลกุลในกระดาษกราฟ เปรียบเทียบคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของเอนไซมกับ
กราฟมาตรฐานเพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม

3.10  การตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลของไลเปสโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรี
              ซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)

  นําสารละลายเอนไซมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาทําการตรวจ
สอบความบริสุทธิ์ และน้ําหนักโมเลกุลโดยประยุกตวิธีของ Davis (1968) โดยเตรียม     
โพลิอะคริลาไมดเจลความเขมขน 4 เปอรเซ็นต สําหรับเจลชั้นบน (stacking gel) และ 10-
15 เปอรเซ็นต สําหรับเจลชั้นลาง (separating gel) โดยสวนประกอบของแผนเจลแสดงดัง
ตารางภาคผนวก จ2) สภาวะการทดลองจะใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 50 โวลต เปน
เวลา 180 นาที หลังจากทําอิเล็กโทรฟอรีซีส วัดแถบสีโบรโมฟนอลบลู และติดตามการ
เคลื่อนที่ของโปรตีนตัวอยาง และโปรตีนมาตรฐานในแผนเจล โดยนําแผนเจลมายอม
โปรตีนดวยสีคูมาซีบิลเลียนบลู (Coomassie brilliant Blue R-250) วัดระยะทางการเคลื่อน
ที่ของแถบโปรตีนตัวอยาง และแถบโปรตีนมาตรฐาน คํานวนหาการเคลื่อนที่สัมพัทธของ
โปรตีนตัวอยาง และโปรตีนมาตรฐาน

นํามาเขียนกราฟมาตรฐานระหวาง log ของนําหนักโมเลกุลกับคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐานชุด Low Molecular Weight (LMW) ซึ่งใชสําหรับโปรตีนใน
ชวงน้ําหนักโมเลกุล 14,400-94,000 ดาลตัน (Da) ซึ่งประกอบไปดวยโปรตีน 6 ชนิด ไดแก 
แอลฟาแลคตัลบูมิน (α-lactalbumin), ซอยบีนทริปซินอินฮิบิเตอร (soybean inhibitor), คาร
โบนิคแอนไฮเดรส (carnonic anhydrase), โอวัลบูมิน (ovalbumin), โบวีนซีรัมอัลบูมิน 
(bovine serum albumin, BSA), ฟอสฟอรรีเลสบี (phosphorylase b) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 14,400, 20,100, 30,000, 43,000, 67,000 และ 94,000 ดาลตัน ตามลําดับ นําคาการ
เคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลในสภาพ
ธรรมชาติของเอนไซม



4.  การศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของไลเปส
     4.1  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของไลเปส

นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาเจือจางใหไดความ
เขมขนที่เหมาะสม แลวตรวจหากิจกรรมของเอนไซม  โดยบมเอนไซมในอางน้ําควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมิตาง ๆ ไดแก 35, 45, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที และนําไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม โดยคํานวณกิจกรรมของเอนไซมในรูป
กิจกรรมสัมพัทธ (relative activity)  
     4.2  พีเอชท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของไลเปส
            นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาเจือจางใหไดความ
เขมขนที่เหมาะสม แลวตรวจหากิจกรรมของเอนไซมในสารละลายบัฟเฟอรตางชนิดกัน ที่
ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่พีเอชตาง ๆ คือ (sodium citrate buffer, pH 4.0-6.0), 
(phosphate buffer, pH 7.0-8.0), (Tris-HCl buffer, pH 9.0) และ (glycine-NaOH buffer, pH
10.0-11.0) โดยบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมที่ไดจากขอ 4.1 คํานวณ
กิจกรรมของเอนไซมในรูปกิจกรรมสัมพัทธ
     4.3  ความคงตัวของไลเปสที่พีเอชตางๆ
            นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาไดอะไลซิสในน้ํา
กลั่นเปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเก็บสารละลายเอนไซมไวในสารละลายบัฟเฟอรความเขม
ขน 50 มิลลิโมลาร ที่พีเอชตางๆกันคือ 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง กอนมาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม โดย
คํานวณกิจกรรมที่ไดในรูปกิจกรรมสัมพัทธ
     4.4  ความคงตัวของไลเปสที่อุณหภูมิตาง ๆ
            นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาเจือจางใหไดความ
เขมขนที่เหมาะสมในสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอความคงตัวของเอนไซมที่ไดจาก
ขอ 4.3 และบมสารละลายเอนไซมในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน คือ 35, 
45, 55, 60, 65, 70, 75 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่กําหนด นํา
สารละลายเอนไซมมาทําใหเย็นโดยแชในถาดน้ําแข็ง จากนั้นนํามาวิเคราะหหากิจกรรม



ของเอนไซมที่อุณหภูมิ และพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ไดจากขอ 4.1 
และ 4.2 คํานวณกิจกรรมของเอนไซมในรูปกิจกรรมสัมพัทธ

4.5  ผลของตัวทําละลายอินทรียตอกิจกรรมของไลเปส
                   นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาเจือจางใหได
ความเขมขนที่เหมาะสมในสารละลายบัฟเฟอรที่มีพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม นําสารละลายเอนไซมผสมกับสับสเตรท และตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ได
แก chloroform, isooctane, hexane, benzene, acetone, butanol, ethanol และ methanol ให
มีความเขมขนของตัวทําละลายอินทรียเปน 10% (v/v) กอนนําไปวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม โดยคํานวณกิจกรรมของเอนไซมในรูปกิจกรรมสัมพัทธ

4.6  ผลของตัวทําละลายอินทรียตอความคงตัวของไลเปส
       นําสารละลายไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาผสมกับตัวทํา

ละลายอินทรียชนิดตางๆ (ขอ 4.5) ในสัดสวน 1:1 และนําไปเขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น ดูด
สวนใสที่มีสารละลายเอนไซมละลายอยูนําไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซม โดย
คํานวณกิจกรรมของเอนไซมในรูปกิจกรรมสัมพัทธ

4.7  ผลของไอออนโลหะที่มีตอกิจกรรมของไลเปส
       นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาเจือจางใหได

ความเขมขนที่เหมาะสมในสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจาก
ขอ 4.2 และนํามาเติมสารละลายไอออนโลหะตางๆ ไดแก NaCl, KCl, CaCl2, BaCl2, 
MgCl2, ZnCl2 และ FeCl3 ที่ระดับความเขมขน 1 และ 10 มิลลิโมลาร นําไปวิเคราะหกิจ
กรรมของเอนไซมโดยบมสารละลายทั้งหมดไวที่อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมจากขอ 4.1 เปนเวลา 15 นาที คํานวณกิจกรรมของเอนไซมในรูปกิจกรรมสัมพัทธ

4.8  ผลของสารเคมีท่ีมีตอกิจกรรมของไลเปส
       นําสารละลายเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทายมาเจือจางใหได

ความเขมขนที่เหมาะสมในสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมจาก
ขอ 4.2 และศึกษาผลของสารเคมีชนิดตางๆที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม ไดแก 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Phenylmethyl sulfonylfluoride (PMSF), 2-



Mercaptoethanol และ Sodium dodecyl sulphate (SDS) โดยทําการศึกษาเชนเดียวกับการ
ศึกษาผลของไอออนโลหะที่มีตอกิจกรรมของเอนไซม จากขอ 4.7 โดยใชสารเคมีที่ระดับ
ความเขมขน 0.1 และ 1 มิลลิโมลาร กอนนําไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม โดยคํานวณ
กิจกรรมของเอนไซมในรูปกิจกรรมสัมพัทธ




