
ภาคผนวก ข
สารเคมี วิธีการตรวจสอบกิจกรรมของไลเปส วิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีน และตาราง
ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต และเปอรเซ็นตท่ีใชในการตกตะกอนโปรตีน

1. การวิเคราะหกิจกรรมของไลเปส ตามวิธีของ Hoshino และคณะ(1992)
สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห

1. สารละลาย A : ละลาย p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 30 มิลลิกรัม ใน 2- 
propanol ใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร

2. สารละลาย B : ละลาย sodium deoxycholate (NaDOC) 207 มิลลิกรัม กัมอรา
บิค 100 มิลลิกรัม ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร 
พีเอช 8.0 ใหไดปริมาตรเปน 90 มิลลิลิตร

3. สารละลาย C : ละลาย sodium carbonate 211.8 มิลลิกรัมละลายในน้ํากลั่นใหมี
ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร

วิธีการวิเคราะห
โดยนําสารละลายเอนไซมที่เจือจางอยางเหมาะสมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับ

สารละลาย D ( สารละลาย D เตรียมโดย ผสมสารละลาย A ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับสาร
ละลาย B ปริมาตร 90 มิลลิลิตร) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (เตรียมใหมกอนใช) นําไปบมที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการเติมสารละลายโซเดียม
คารบอเนต (sodium carbonate) ความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร คํานวณคากิจกรรมของเอนไซมโดยใช extinction 
coefficient เทากับ 15 L.mmol-1.cm-1

วิธีการคํานวณกิจกรรมของไลเปส
คํานวณความเขมขนของ  p-nitrophenol จากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่นที่ 410 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Winkler and 
Stuckmann, 1979)

จาก Beer’s law C = A
Eb



C = ความเขมขน
A = คาการดูดกลืนแสง
E = extinction coefficient
b = ระยะทางที่แสงผาน cuvette

เมื่อ E = 15 L.mmol-1.cm-1

b = 1 cm

คํานวณความเขมขนของ p-nitrophenol (C) ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรจากสมการ

C =  A410

E410b
=     A410

(15 L.mmol-1.cm-1)(1 cm)
= A410 mmol

     15 L
= A410 µmol.ml-1

       15
การคํานวณกิจกรรมของไลเปสเมื่อ เอนไซมที่ใชในปฏิกิริยา   0.1 มิลลิลิตร

       ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา   5.0 มิลลิลิตร
       ระยะเวลาที่ใชในการบม   15.0  นาที

กิจกรรมของไลเปส (ยูนิตตอมิลลิลิตร) = A410 x 5 x 10 x 1
15 15

= 0.222 A410



กําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอย
สลายสับสเตรทใหกรดพลามิติกอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส

2. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน ตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951)
สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห

1. สารละลาย A : 1% (w/v) คอปเปอร ซัลเฟต (CuSO4  5H2O)
2. สารละลาย B : 2% (w/v) โซเดียม โปแตสเซียม ทารเทรต (Sodium potassium 

tartrate)
3. สารละลาย C : 0.2 M โซเดียม ไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)
4. สารละลาย D : 4% (w/v) โซเดียม คารบอเนต (Sodium carbonate)
5. Folin-Ciocalteu’s phenol reagent

วิธีการวิเคราะห
2.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน
      เตรียมโบวีนซีรั่มอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin, BSA) ใหไดความเขมขน 1 

กรัมตอมิลลิลิตร นํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 50, 100, 150, 200, 250 และ 
300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  นําสารละลายโปรตีนแตละความเขมขนปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายอัลคาไลนคอปเปอร (alkaline copper solution) (โดยผสม
สารละลาย C ปริมาตร 49 มิลลิลิตร กับสารละลาย D ปริมาตร 49 มิลลิลิตร แลวเติมสาร
ละลาย A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 10 นาที เติมสารโฟลิน-ฟนอล (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) (โดยเจือจาง 
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent ในอัตราสวน 1:1 ดวยน้ํากลั่น) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร โดยใหน้ํากลั่นเปน   แบล็งค นําคาที่ไดมาพลอตกราฟมาตร
ฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตรกับความเขมขนของโบวีนซีรัมอัลบูมิน



     รูปภาคผนวก ข1  กราฟมาตรฐานโปรตีนโบวีนซีรัมอัลบูมิน

2.2 การหาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอยาง
      นําสารละลายโปรตีนตัวอยางมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร

0.5 มิลลิลิตร นํามาทดลองตามวิธีเดียวกับขอ 4.1 นํามาวัดคาการ ดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร และนํามาหาปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานโบ
วีนซีรัมอัลบูมิน

y = 0.0014x + 0.0085
R2 = 0.996
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ตารางภาคผนวก ข1 ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการตกตะกอนโปรตีนที่
                                 เปอรเซ็นตความอิ่มตัวตางๆ

ที่มา : Scopes (1978)




