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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ

1. ตับออนของกุงกุลาดํ า
สวนของตับออนของกุงกุลาดํ าที่ใชในการทดลองจํ านวน 2 ชนิด ไดแก กุงกุลาดํ าทะเล 

(Seawater black tiger shrimp) และกุงกุลาดํ าเลี้ยง (Cultured black tiger shrimp) ไดรับ
ความเอื้อเฟอจากบริษัทหองเย็นโชติวัฒน หาดใหญ จํ ากัด อ.หาดใหญ จ. สงขลา

2. สารเคมี
สารเคมีท้ังหมดที่ใชในการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส, เอนไซมไลเปส, 

เอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส, เอนไซมแคทาเลส, เอนไซมเปอรออกซิเดส, เอนไซมอัลคาไลนฟอส
ฟาเตส, เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส, เอนไซมไฮยาลูโรนิเดส และเอนไซมไคติเนส รวมทั้งการ
หาปริมาณโปรตีน และการทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์ เปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade)

อุปกรณ

เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ยี่หอ Hitachi รุน U-2000 ประเทศญี่ปุน
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (UV-VIS spectrophotometer) ยี่หอ Jasco รุน V-530
ประเทศญี่ปุน
เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) ยี่หอ Hitachi รุน 
SCR-20B ประเทศญี่ปุน
เครื่องโฮโมจิไนเซอร (Homogenizer) ยี่หอ KIKA labortechnik รุน IKA ประเทศ        
มาเลเซีย
อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ยี่หอ Memmert รุน W350 ประเทศเยอรมัน
เครื่องปนผสม (Vortex Mixer) ยี่หอ KIKA labortechnik รุน MS1 ประเทศสหรัฐอเมริกา
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เครื่องกวนผสม (Magnetic stirrer) ยี่หอ KIKA labortechnik รุน RO5 power ประเทศ
เยอรมัน
เครื่องชั่งไฟฟา 4 ตํ าแหนง ยี่หอ Sartorius รุน BP 210S ประเทศเยอรมัน
เครื่องชั่งไฟฟา 2 ตํ าแหนง ยี่หอ Sartorius รุน BP 2100S ประเทศเยอรมัน
เครื่องวัดพีเอช (pH meter) ยี่หอ Schott รุน CG 825 ประเทศเยอรมัน
ปม (Peristaltic pump) ยี่หอ Isamotec รุน Reglo Analog 2 channels MS-2/8
ประเทศสวิตเซอรแลนด
ตัวกรองแบบละเอียด (Ultrafiltration Vivacell 70 Concentrator) ขนาด 10 kDa 
MWCO. PES ยี่หอ Vivascience รุน VS 6001 ประเทศสหรัฐอเมริกา
เครื่องเก็บแยกสวนอัตโนมัติ (Automatic fraction collector) ยี่หอ LKB รุน LKB 2212   
Herirac ประเทศสหรัฐอเมริกา
ชุดอิเล็กโทรฟอรีซิส (Electrophoresis apparatus) ยี่หอ Bio-Rad รุน Mini-Protein II
ประเทศสหรัฐอเมริกา

วิธีการศึกษา

1. การเปรียบเทียบกจิกรรมเอนไซมของตบัออนของกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยง
1.1 การสกัดเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ า

เก็บตัวอยางกุงกุลาดํ าทะเลและกุงกุลาดํ าเลี้ยงจากโรงงาน บันทึกจํ านวนตัวตอกิโลกรัม
ของกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด แลวนํ ามาดึงเอาหัวออก หลังจากนั้นนํ าเอาสวนของหัวที่ได มาชั่งนํ้ า
หนักหาสัดสวนของตับออนของกุงกุลาดํ าตอน้ํ าหนักตัวกุง และรอยละของนํ้ าหนักตับออนของ
กุงกุลาดํ า และเก็บตัวอยางที่ไดท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

การสกัดเอนไซมจากตับออนกุงกุลาดํ าที่ไดดวยวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก Chuang และ 
Shin (1990) และ Chen และคณะ (1997) โดยนํ าตัวอยางตับออนจากกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด น้ํ า
หนักตัวอยางละ 50 กรัม มาสกัดดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 
มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ท่ีเติม Tween 80 ความเขมขนรอยละ 0.2 และโซเดียมคลอไรด ความ
เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร [อัตราสวนของตับออนกุงกุลาดํ าตอสารละลาย        
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บัฟเฟอรเทากับ 1:3 (น้ํ าหนักตอปริมาตร)] นํ าไปปนผสมดวยเครื่องโฮโมจิไนเซอร โดยใช
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลวนํ าไปสกัดตอโดยการ
กวนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นนํ าไปเหวี่ยงแยกดวยเครื่อง  
หมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที
(12,735xg) นาน 30 นาทีจะไดสารละลายเอนไซมสกัด 2 สวน คือ สวนสกัดสารละลาย 
(supernatant) และสวนสกัดอิมัลช่ัน (emulsion)

1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนและกิจกรรมเอนไซม
นํ าเอนไซมสกัดที่ไดท้ัง 2 สวนของกุงกุลาดํ าทั้ง 2 ชนิด มาวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่

ละลายได โดยวิธีการของ Lowry และคณะ (1951) โดยใชโบวินซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum 
albumin, BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ก2) และตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม        
โปรติเอส เอนไซมไลเปส เอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส เอนไซมแคทาเลส เอนไซมเปอรออกซิเดส 
เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส เอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส เอนไซมไคติเนส และเอนไซม       
ไฮยาลูโรนิเดส ตามวิธีการในขอ 1.2.1-1.2.9 ตามลํ าดับ หลังจากนั้นจึงเลือกทํ าใหบริสุทธิ์เฉพาะ
เอนไซมท่ีมีคากิจกรรมสูงสุดและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมชนิดนั้นในขั้นตอนตอไป

1.2.1 กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Hagihara และคณะ 

(1958) ดังนี้
นํ าสารละลายเอนไซมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายสับสเตรต (สารละลาย  

เคซีน ความเขมขน รอยละ 1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํ าไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที เติมบัฟเฟอรท่ีใชหยุดปฏิกิริยา (ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ
หองนาน 30 นาที นํ าไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
นาน 10 นาที นํ าสวนใสที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร นํ าคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของไทโรซีน (ภาพภาคผนวก ก1)

หลอดควบคุม เตรียมโดยเติมบัฟเฟอรท่ีใชในการหยุดปฏิกิริยา 2 มิลลิลิตร ลงใน    
สารละลายสับสเตรต 1 มิลลิลิตร แลวเติมเอนไซม 1 มิลลิลิตร นํ าไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที
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กจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของเอนไซมในการ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรตได กรดอะมิโนไทโรซีน 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาที ภายใต
สภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส =       มิลลิกรัมของไทโรซีน x 1000 x จํ านวนเทาการเจือจางสารละลายเอนไซม
         (ยูนิตตอมิลลิลิตร)               นํ้ าหนักโมเลกุลของไทโรซีน x ระยะเวลาที่บม x ปริมาตรสารละลายเอนไซม

  (กรัมตอโมล)    (นาที)     (มิลลิลิตร)

กิจกรรมจํ าเพาะของเอนไซม (ยูนิตตอมิลลิกรัม)   =   กิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส(ยูนิตตอมิลลิลิตร)
       ความเขมขนของโปรตีน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)

กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซม (relative activity)    =   กิจกรรมของเอนไซม x 100
(รอยละ)        กิจกรรมสูงสุดของเอนไซม

1.2.2 กจิกรรมของเอนไซมไลเปส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงวิธีการของ Winkler และ Stuckmann 

(1979) ดังนี้
นํ าสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสับสเตรต [ผสม p-nitrophenol 

palmitate 30 มิลลิกรัม ท่ีละลายใน 2-propanol 10 มิลลิลิตร กับ sodium deoxycholate   
(Na-DOC) 207 มิลลิกรัม และ arabic gum 100 มิลลิกรัมใน 90 มิลลิลิตรของสารละลาย     
บัฟเฟอร] ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยา
โดยการเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร นํ าไป
เหวี่ยงแยกดวยความเร็ว 3,500 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นํ าสวน
ใสท่ีไดมาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นํ าไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร เอนไซมไลเปสมีคาสัมประสิทธิ์การดูด
กลืนแสงตอโมลาร (molar extinction coefficient) เทากับ 15.0 M-1cm-1 (Winkler and 
Stuckmann,  1979)
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กจิกรรมของเอนไซมไลเปส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของเอนไซมท่ีสามารถ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรตได p-nitrophenol 1 ไมโครโมลในเวลา 1 นาที ภายใต
สภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส                 =                    A410nm x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา(มิลลิลิตร)

(ยูนิตตอมิลลิลิตร)                        ระยะเวลาที่บม x extinction coefficient x ปริมาตรสารละลายเอนไซม
                     (นาที) (มิลลิลิตร)

เมื่อ  A = คาการดูดกลืนแสง (absorbance)

1.2.3 กิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส โดยดัดแปลงวิธีการของ Wilson และ 

Ingledew (1982)
นํ าสารละลายเอนไซม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสับสเตรต (สารละลายแปง ความ

เขมขนรอยละ 0.2) (ภาคผนวก ข7.1) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที หลังจากนั้นทํ าการเติมสารละลายแปง ความเขมขนรอยละ 0.2 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวดูดสารละลายที่ได ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นํ ามาเติมสารละลาย
ไอโอดีน (ภาคผนวก ข7.2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร

 กิจกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของ
เอนไซมในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาทีภายใตสภาวะที่
กํ าหนด

การคํ านวณ
กจิกรรมของเอนไซมแอลฟา-อะมัยเลส = (ผลตางของคาการดูดกลืนแสงของควบคุมกับหลอดทดสอบ)x40D          

หลอดควบคุม

เมื่อ  D = dilution factor ;  40 = แปง 4 มิลลิลิตรที่เขาทํ าปฏิกิริยา ใน 10 นาที
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1.2.4 กิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส โดยดัดแปลงวิธีการของ Hildedrandt และ 

Roots (1975), Hicks (1995) และ Koga (1999)
นํ าสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

เติมลงในสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0
ปริมาตร 2.84 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร บมท่ี อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ปฏิกิริยาจะเริ่มเมื่อมีการเติมสารละลายเอนไซมลงไป โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีลดลงที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเมตร ดวย UV-VIS spectrophotometer ภายในเวลา 1 นาที
เอนไซมแคทาเลสมีคาสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงตอโมลาร (molar extinction coefficient) 
เทากับ 43.6 M-1cm-1 (Hildebrandt and Roots, 1975; Hicks, 1995; Koga et al., 1999)

กจิกรรมของเอนไซมแคทาเลส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของเอนไซมในการ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต (ไฮโดรเจนเปอรออกไซด) ความเขมขน 1 ไมโครโมล ใน
เวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมแคทาเลส     =      dAbs240nm/นาที x 1000 x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร)
        (ยูนิตตอมิลลิลิตร)                          extinction coefficient x ปริมาตรสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร)

เมื่อ dAbs = ผลตางของคาการดูดกลืนแสงสุดทายกับคาการดูดกลืนแสงเริ่มตน

1.2.5 กจิกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส ตามวิธีการของ Shannon และคณะ

(1966)
นํ าสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมอะซิเตต    

บัฟเฟอร  ความเขมขน 50  มิลลิโมลาร  พีเอช 5.4   ปริมาตร   2.84    มลิลิลิตร     และสาร
ละลาย o-dianisidine ความเขมขนรอยละ 0.5 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันหลังจาก
น้ันเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันอีกครั้ง วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร บันทึกคาทุก 15 วินาที 
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จนครบ 3 นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวย UV-VIS spectrophotometer ปฏิกิริยาจะเริ่ม
เมื่อมีการเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในสวนผสม ในการวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมจะมีชุดควบคุมซ่ึงเติมสารละลายตางๆ เชนเดียวกันแตไมเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด เอนไซมเปอรออกซิเดสมีคาสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงตอโมลาร (molar extinction 
coefficient) เทากับ 11,300 M-1 cm-1 (Mliki and Zimmermann, 1992)

กจิกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของเอนไซมใน
การเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต (o-dianisidine) ความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 
นาทีภายใตสภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมเปอรออกซิเดส    =     dAbs460nm/นาที x 1000 x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร)
        (ยูนิตตอมิลลิลิตร)                              extinction coefficient x ปริมาตรสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร)

เมื่อ dAbs = ผลตางของคาการดูดกลืนแสงสุดทายกับคาการดูดกลืนแสงเริ่มตน

1.2.6 กจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส โดยดัดแปลงวิธีการของ Malamy  

และ Horecker (1966) และ Ericksson และคณะ (2001)
นํ าสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ผสมกับสับสเตรต คือ สารละลาย           

p-nitrophenyl phosphate (pNPP) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.01 
มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายผสมของสารละลาย ammediol บัฟเฟอร ความเขมขน 50        
มิลลิโมลาร พีเอช 9.8 และแมกนีเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร (ในอัตราสวน  97.9 : 
2.1, ปริมาตร/ปริมาตร) แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเพื่อหยุดปฏิกิริยา นํ าไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร เอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตสมีคาสัมประสิทธิ์
การดูดกลืนแสงตอโมลาร (molar extinction coefficient) เทากับ 18,500 M-1 cm-1 (Ericksson 
et al., 2001)
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กจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของ
เอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต (pNPP) ความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 
นาทีภายใตสภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กจิกรรมของเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเตส   =  A405nm x 1000 x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร)
               (ยูนิตตอมิลลิลิตร)                       ระยะเวลาที่บมx extinction coefficientxปริมาตรสารละลายเอนไซม

     (นาที)              (มิลลิลิตร)

เมื่อ  A = คาการดูดกลืนแสง (absorbance)

1.2.7 กจิกรรมของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส ตามวิธีการของ Chen และคณะ 

(1991)
นํ าสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.04 มิลลิลิตร ผสมกับสับสเตรตคือ สารละลาย DL-

DOPA (DL-β-3,4-dihydroxyphenylalanine) ความเขมขน 10 มิลลิโมลารในสารละลาย   
ทริส-ไฮโดรคลอไรด ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 0.56 มิลลิลิตร แลวบมท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 
นาโนเมตร เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสมีคาสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงตอโมลาร (molar 
extinction coefficient) เทากับ 3,600 M-1cm-1 (Chen et al., 1991)

กจิกรรมของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของ
เอนไซมในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต (DL-DOPA) ความเขมขน1 ไมโครโมล ใน
เวลา 1 นาทีภายใตสภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส =             A475nm x 1000 x ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา (มิลลิลิตร)
               (ยูนิตตอมิลลิลิตร)                       ระยะเวลาที่บมx extinction coefficientxปริมาตรสารละลายเอนไซม

     (นาที)              (มิลลิลิตร)

เมื่อ  A = คาการดูดกลืนแสง (absorbance)
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1.2.8 กจิกรรมของเอนไซมไคติเนส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส โดยดัดแปลงวิธีการของ Tsujibo และคณะ 

(1991)
ทํ าการบมสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.20 มิลลิลิตร กับสับสเตรตคือ สารละลาย

colloidal chitin ความเขมขนรอยละ 10 (ภาคผนวก ข8.1) ปริมาตร 0.20 มิลลิลิตร ในสาร
ละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 7.60 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที หลังจากนั้นนํ าไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 
8,000 rpm  เปนเวลา 15 นาที นํ าสวนใส ปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร หาปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซตาม
วิธีการของ Somogyi-Nelson (ภาคผนวก ก3) ในการทดลองแตละครั้งจะมีหลอดควบคุม 2 
หลอดคือ หลอดที่ 1 เติมสารละลายบัฟเฟอรแทนสารละลายเอนไซม และหลอดที่ 2 มีสาร
ละลายเชนเดียวกับหลอดปฏิกิริยา แตนํ าไปตมทันทีนาน 10 นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
สารละลายนํ้ าตาล N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) (ภาพภาคผนวก ก3)

กจิกรรมของเอนไซมไคติเนส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของเอนไซมในการเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต (colloidal chitin) ความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที
ภายใตสภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมไคติเนส   =    มิลลิกรัมของ GlcNAc x 1000 x จํ านวนเทาการเจือจางสารละลายเอนไซม
         (ยูนิตตอมิลลิลิตร)               นํ้ าหนักโมเลกุลของ GlcNAc x ระยะเวลาที่บม x ปริมาตรสารละลายเอนไซม

  (กรัมตอโมล)    (นาที)     (มิลลิลิตร)

1.2.9 กจิกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส ตามวิธีการของ Krishnapillai และคณะ

(1999a)
นํ าสารละลายเอนไซม ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ผสมกับสับสเตรตคือ สารละลายโซเดียม

ไฮยาลูโรเนต (sodium hyaluronate) ความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย
โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 5.4 ท่ีประกอบดวย สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 
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0.15 โมลาร ปริมาตร 0.40 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลว
เติมสารละลายโปแตสเซียมเตตราบอเรต ความเขมขน 0.8 โมลาร ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากัน นํ าไปตมในนํ้ าเดือดนาน 3 นาที และทํ าใหเย็นทันทีโดยแชในนํ้ าเย็นแลวเติม สาร
ละลาย p-DMAB (p-dimethylamino-benzaldehyde) (ภาคผนวก ข9) ความเขมขน 10 มิลลิ
โมลาร  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ทํ าให
เย็นในทันที แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 584 นาโนเมตร นํ าคาการดูดกลืนแสงที่
ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของนํ้ าตาล N-acetyl-glucosaminidase (GlcNAc)       
(ภาพภาคผนวก ก4) นํ าคาที่ไดมาคํ านวณหากิจกรรมของเอนไซม

กจิกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส 1 ยูนิต หมายถึง ความสามารถของเอนไซมใน
การเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรต ความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาทีภายใต
สภาวะที่กํ าหนด

การคํ านวณ
กิจกรรมของเอนไซมไฮยาลูโรนิเดส    =   มิลลิกรัมของGlcNAc x 1000 xจํ านวนเทาการเจือจางสารละลายเอนไซม
         (ยูนิตตอมิลลิลิตร)                      นํ้ าหนักโมเลกุลของGlcNAc x ระยะเวลาที่บม x ปริมาตรสารละลายเอนไซม

          (กรัมตอโมล)          (นาที)              (มิลลิลิตร)

2. การทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์จากตับออนกุงกุลาดํ า
2.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและการทํ าไดอะไลซิส

นํ าตัวอยางเอนไซมสกัดไดมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว
ตางๆ เมื่อทดสอบหาชวงความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมตอการตกตะกอน
เอนไซมท่ีตองการเตรียม (โดยคัดเลือกชวงความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใหคา     
กิจกรรมของเอนไซมน้ันๆ สูงสุด) แลวจึงทํ าการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในชวง
ความอิ่มตัวที่เหมาะสมโดยคอยๆ เติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตทีละนอยอยางชาๆ พรอมท้ังทํ า
การกวนดวยเครื่องกวนผสมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง จนเกลือแอมโมเนียม  
ซัลเฟตละลายหมด นํ าสารละลายที่ไดมาเหวี่ยงแยกเพื่อตะกอนโปรตีน ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที (12,735xg) นาน 20 นาที เก็บตะกอน
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ท่ีไดมาละลายดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช
7.0 จนตะกอนละลายหมด แลววัดปริมาตร

นํ าสารละลายเอนไซมท่ีแยกไดบรรจุลงในถุงไดอะไลซิส (dialysis tubing) ซ่ึงมีขนาด
ของรูกํ าจัดโปรตีนที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลเทากับหรือตํ่ ากวา 8,000 ดาลตัน ผูกถุงใหแนน แชในสาร
ละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ในอัตราสวนสารละลายในถุง 1 สวนตอสาร
ละลายบัฟเฟอร 50 สวน โดยมีการกวนสารละลายบัฟเฟอรตลอดเวลาดวยเครื่องกวนที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวทํ าการเปลี่ยนสารละลายบัฟเฟอรภายหลังเวลาผาน
ไป 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง นํ าสารละลายในถุงไดอะไลซิสมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที (12,735xg) เปนเวลา 15 นาที แลวนํ าสวนใสวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมและปริมาณ
โปรตีนที่ละลายได

2.2 การทํ าโครมาโทกราฟชนิดแลกเปลี่ยนอิออน (Ion-exchange chromatography)
เตรียมเรซินแบบแลกเปลี่ยนอิออนชนิด DEAE-Toyopearl 650M ซ่ึงเปนตัวแลกเปลี่ยน

แอนอิออน (anion exchange) แลวบรรจุลงในคอลัมนแกวขนาด 1.4x20 เซนติเมตร (ปริมาตร 
30.79 มิลลิลิตร) ซ่ึงผานการปรับสมดุล (equilibrate) ดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรด     
บัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 4 เทาของปริมาตรเจล โดยมีอัตราการ
ไหลคงที่เทากับ 18 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง จากนั้นนํ าสารละลายเอนไซมจากขอ 2.2 ผานลงใน
คอลัมน แลวชะดวยสารละลายบัฟเฟอรท่ีใชในการปรับสมดุล เก็บแยกสวนสารละลายที่ออกมา
จากคอลัมนในหลอดทดลองปริมาตร 3.0 มิลลิลิตรตอหลอด ดวยเครื่องเก็บตัวอยางอัตโนมัติ
(automatic fraction collector) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั่งไดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีคาใกลศูนยหรือไมมีโปรตีนถูกชะออกมาอีก แลวจึงเริ่มชะ
โปรตีนที่เกาะกับเรซินดวยเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ท่ีมีความเขมขนตอเนื่องจาก 0-0.35       
โมลาร ในสารละลายบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน ในอัตราการไหลเทาเดิม ทํ าการติดตามปริมาณ
โปรตีนของสารละลายที่ถูกชะออกจากคอลัมนโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตรและตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม นํ าเฉพาะสวนที่มีคากิจกรรมของเอนไซมสูงมา
รวมกันแลวทํ าใหเขมขนโดยวิธีอุลตราฟวเตรชั่น ดวยเมมเบรน Vivacell 70 concentrator 
(ขนาด molecular weight cut off เทากับ 10,000 ดาลตัน) แลวจึงนํ าสารละลายที่ไดไป



48

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมและปริมาณโปรตีน กอนจะนํ าเอนไซมไปทํ าใหบริสุทธิ์มากขึ้นใน
ข้ันตอนตอไป

2.3 การทํ าโครมาโทกราฟชนิดเจลฟวเตรชัน (Gel filtration chromatography)
นํ าสารละลายสวนที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่รวมไดจากคอลัมน DEAE-Toyopearl 

650M และผานการทํ าใหมีความเขมขนเพิ่มข้ึนแลว มาทํ าใหบริสุทธิ์สูงขึ้นอีกโดยการผานลงใน
คอลัมนเจลฟวเตรชั่น โดยใชเรซินชนิด Sephadex G-100 ทํ าการบรรจุเรซินลงในคอลัมนแกว
ขนาด 1.4x25 เซนติเมตร (ปริมาตร 38.48 มิลลิลิตร) ซ่ึงผานการปรับใหคอลัมนใหสมดุลแลว
ดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 5 
เทาของปริมาตรเจล แลวนํ าสารละลายสวนที่ทํ าใหเขมขนขึ้นแลวดวยวิธีอุลตราฟวเตรชั่น ผาน
ลงในคอลัมน Sephadex G-100 ทํ าการชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียวกันกับท่ีใชในการปรับ
ใหสมดุล ดวยอัตราการไหล 18 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง เก็บสารละลายในหลอดทดลองหลอดละ    3 
มิลลิลิตร ดวยเครื่องเก็บแยกสวนอัตโนมัติ ติดตามคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นา
โนเมตรของสารละลายแตละหลอดจนกระทั่งไมมีโปรตีนถูกชะออกมาโดยสังเกตจากคาการดูด
กลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรมีคาเขาใกลศูนย นํ าสารละลายที่เก็บไดไปวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม
แลวทํ าการรวมสารละลายของหลอดที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงเขาดวยกัน นํ ามาทํ าใหเขมขน
ข้ึนโดยวิธี  อุลตราฟวเตรชั่น ดวยเมมเบรน Vivacell 70 concentrator  ซ่ึงมีขนาด molecular 
weight cut off เทากับ 10,000 ดาลตัน นํ าสารละลายที่ไดไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมและ
ปริมาณโปรตีน

นอกจากนี้ยังสามารถหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมท่ีแยกไดโดยการหานํ้ าหนักโมเลกุล
โดยวิธีโครมาโทกราฟชนิดเจลฟวเตรชัน ในขอ 2.4

2.4 การหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมที่แยกไดโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบเจล-
     ฟวเตรชัน (Gel filtration chromatography)

การหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีเจลฟวเตรชันโครมาโทกราฟ โดยใชคอลัมน 
Sephadex G-100 นํ าเอนไซมท่ีผานการแยกโปรตีนชนิดอื่นๆ ออกไปจนบริสุทธิ์ในขั้นตอน
คอลัมน DEAE-Toyopearl 650M ผานลงในคอลัมน Sephadex G-100 ขนาด 1.4x25 
เซนติเมตร แลวทํ าการชะคอลัมนดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 
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มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 ในอัตราเร็วคงที่เทากับ 15 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง เก็บสารละลายที่ชะออกมา
ในหลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตร โดยเครื่องเก็บแยกสวนอัตโนมัติ วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร พรอมท้ังวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมในหลอดที่มีโปรตีน 
แลววัดปริมาตรบัฟเฟอรท่ีใชในการชะเอนไซมออกมา (elution volume, Ve) เปรียบเทียบกับ
ปริมาตรบัฟเฟอรท่ีไดในการชะโปรตีนมาตรฐานที่ทราบนํ้ าหนักโมเลกุลท่ีมีขนาดตางๆ กัน
จํ านวน 4 ชนิด คือ โบวินซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin, Mr 67,000 ดาลตัน) โอวัลบูมิน
(ovalbumin, Mr 43,000)  ไคโมทริปซิโนเจน เอ (chymotrypsinogen A, Mr 25,000) และ       
ไรโบนิวคลีเอส เอ (ribonuclease A, Mr 13,700) ซ่ึงบรรจุลงในคอลัมนเดียวกันทีละชนิดโดย
โปรตีนมาตรฐานแตละชนิดมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวชะดวยสารละลาย   
ทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ดวยอัตราการชะเชนเทากับการชะตัวอยางเอนไซมขาง
ตนออกจากคอลัมน ปริมาตรชะของโปรตีนมาตรฐานเหลานี้ หาไดโดยติดตามการดูดกลืนแสง
ของโปรตีนที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตร สวนในกรณีของบลูเด็กซแตรน (blue dextran, Mr

2,000,000 ดาลตัน) ท่ีใชในการหาปริมาตรนอกเม็ดเจลหรือปริมาตรวอยด (void volume, Vo) 
ของคอลัมนทํ าโดยการนํ าบลูเด็กซแตรนผานคอลัมนและชะคอลัมนดวยสารละลายทริส-ไฮโดร
คลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0  ดวยอัตราเร็วเดียวกัน วัดคาการดูด
กลืนแสงของบลูเด็กซแตรนที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร สวนปริมาตรทั้งหมด (total 
volume, Vt) ของคอลัมนหาไดจากการวัดขนาดเสนผาศูนยกลางและความสูงของคอลัมน นํ ามา
คํ านวณหาคาสัมประสิทธิ์การกระจาย (distribution coefficient, Kav) ของโปรตีนแตละชนิด ได
จากสมการ

สัมประสิทธิ์การกระจาย (Kav) =   ปริมาตรชะของเอนไซม-ปริมาตรนอกเม็ดเจล
                                                                   ปริมาตรทั้งหมด-ปริมาตรนอกเม็ดเจล

แลวนํ ามาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคา log ของนํ้ าหนักโมเลกุลกับคา Kav ของ
โปรตีนมาตรฐาน สามารถคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซมท่ีทํ าใหบริสุทธิ์แลวได โดยนํ า
คา Kav เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน การศึกษานี้จะใชคอลัมนเดียวกันตลอดการทดลอง โดย
นํ าสารผานคอลัมนทีละชนิดและปรับอัตราการไหลใหคงที่เพื่อไมใหความหนาแนนของ 
Sephadex ในคอลัมนมีการเปลี่ยนแปลง
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2.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และการวิเคราะหหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม   
     โดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิส (Electrophoresis)

2.5.1 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE:   
       Nondenatured polyacrylamide gel - electrophoresis)
นํ าสารละลายเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์จากแตละขั้นตอนมาศึกษาแบบแผนของ

โปรตีน โดยใชวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE) ตามวิธีการของ Davis 
(1964) (ภาคผนวก ก6) โดยใช stacking gel เทากับ รอยละ 4 และ separating gel เทากับ 
รอยละ 10 และทํ าการยอมแถบโปรตีนที่ไดบนแผนวุนดวย Coomassie Brilliant Blue R-250

2.5.2 การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซีสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE: SDS –
        polyacrylamide gel electrophoresis)
นํ าสารละลายของเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์จากแตละขั้นตอนมาทํ าการตรวจ

สอบความบริสุทธิ์ดวยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE) ตามวิธีการของ 
Laemmli (1970) (ภาคผนวก ก5) ใช stacking gel เทากับ รอยละ 4  และ separating gel เทา
กับ รอยละ 10 ยอมสีแถบโปรตีนที่ไดบนแผนวุนดวย Coomassie Brilliant Blue R-250 เพื่อ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์และวิเคราะหน้ํ าหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยใชอิเล็กโทรฟอรีซิสชนิด 
SDS-PAGE เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานชุด Low Molecular Weight (LMW) Calibration 
Kit ของบริษัท Bio-rad ซ่ึงใชสํ าหรับโปรตีนในชวงนํ้ าหนักโมเลกุล 14,400-94,000 ดาลตัน 
ประกอบดวยโปรตีน 6 ชนิด คือ  ฟอสฟอรีเลส บี(phosphorylase b) โบวินซีรัมอัลบูมิน (bovine 
serum albumin)  โอวัลบูมิน (ovalbumin) คารบอนิก แอนไฮเดรส (carbonic anhydrase) 
ซอยบีน ทริปซิน อินฮิบิเตอร (soybean trypsin inhibitor) และไลโซไซม (lysozyme) ซ่ึงมีน้ํ า
หนักโมเลกุลเทากับ 97,400, 66,200, 45,000, 31,000, 21,500 และ 14,400 ดาลตัน ตาม
ลํ าดับ และหาคาระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีนในสารละลายตัวอยางหรือโปรตีนมาตร
ฐานตอระยะทางของสีโบรโมฟนอลบลู แลวนํ ามาคํ านวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative 
mobility, Rf) จากนั้นจึงนํ ามาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf กับ คา log
ของนํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานทั้ง 6 ชนิด นํ าคา Rf ของโปรตีนตัวอยางที่ไดมาเปรียบ
เทียบกับกราฟ  มาตรฐานเพื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม
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การเคลื่อนที่สัมพันธ (Rf)   =           ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน
                                               ระยะทางการเคลื่อนที่ของโบรโมฟนอลบลู

2.6 การหาแถบของกิจกรรมของเอนไซมที่สกัดจากแผนเจลภายหลังการแยกโปรตีน
ดวยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (Native-PAGE)
นํ าตัวอยางเอนไซมท่ีผานคอลัมน Sephadex G-100 มาทํ าการแยกดวยวิธีอิเล็กโทร  

ฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ โดยใสตัวอยางเอนไซมลงไปในชองที่ 1, 3, 5, 6 และ 7 สวนในชองที่ 
8 เปนสารละลายบัฟเฟอรแทนตัวอยาง (ชุดควบคุม) เมื่อทํ าการแยกโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบไมแปลงสภาพเรียบรอยแลว จึงทํ าการตัดเจลในชองที่ 1 ไปยอมแถบโปรตีนดวย 
Coomassie brilliant blue R-250  สวนชองที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 จะไมยอมแถบโปรตีน เปรียบ
เทียบตํ าแหนงแถบโปรตีนในเจลของชองที่ 5, 6, 7 และ 8 กับแถบโปรตีนที่ยอมไดในชองที่ 1
แลวทํ าการตัดเจลของชองที่ 5, 6, 7 และ 8 ซ่ึงตรงกับแถบโปรตีนที่ยอมไดในชองที่ 1 (Figure 3) 
นํ าเจลที่ตัดไดไปบดใหละเอียดในหลอดทดลองที่มีสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร 
ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 นํ าไปเหวี่ยงแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8000xg นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นํ าสารละลายสวนใสที่ไดจากการสกัดเจล
แตละชิ้นไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม (แคทาเลส) ท่ีทํ าบริสุทธิ์ สวนชองที่ 3 เมื่อทํ าการ
เปรียบเทียบตํ าแหนงกับแผนเจลที่ยอมแถบโปรตีนแลวจึงหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด (H2O2) ความเขมขน 0.1 โมลาร ลงตรงตํ าแหนงที่ตรงกับแถบโปรตีน หากปรากฎฟอง
ฟูข้ึนก็แสดงวาแถบโปรตีนตรงนั้นนาจะเปนเอนไซม (แคทาเลส) ท่ีทํ าบริสุทธิ์

2.7 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมแคทาเลสในแผนเจลภายหลังการแยกโปรตีน
     โดยอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE

นํ าตัวอยางเอนไซมชนิดเดียวกันกับท่ีใชในการทดสอบในขอ 2.6 มาทดสอบกิจกรรม
ของเอนไซมบนเจลแบบ SDS-PAGE โดยใสตัวอยางเอนไซมลงไปในชองที่ 1, 3, 5, 6 และ 7 
สวนในชองที่ 8 เปนสารละลายบัฟเฟอรแทนตัวอยาง เมื่อทํ าการแยกโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบแปลงสภาพเรียบรอยแลว จึงทํ าการตัดเจลในชองที่ 1 ไปยอมแถบโปรตีนดวย Coomassie 
brilliant blue R-250 สวนชองที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 จะไมยอมแถบโปรตีน เปรียบเทียบตํ าแหนง
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            แถบโปรตีนที่ยอมดวย
       Coomassie brilliant blue R-250

Figure 3  Study plan for evaluation of enzyme activity using Native-PAGE

                แถบโปรตีนที่ยอมดวย
       Coomassie brilliant blue R-250

Figure 4  Study plan for evaluation of enzyme activity using SDS-PAGE
0.6 cm.
0.6 cm.

0.6 cm.
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แถบโปรตีนในเจลของชองที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 กับแถบโปรตีนที่ยอมไดในชองที่ 1  แลวทํ าการตัด
เจลของชองที่ 3, 5, 6, 7 และ 8 ซ่ึงตรงกับแถบโปรตีนที่ยอมไดในชองที่ 1 (Figure 4) หลังจาก
น้ันทํ าการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม (แคทาเลส) ท่ีทํ าบริสุทธิ์ โดยการหยดสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 0.10 โมลาร ลงไปตรงแถบที่ตัดเจลไว หากปรากฎ
ฟองฟูท่ีแถบโปรตีนก็แสดงวาแถบโปรตีนบริเวณนั้นนาจะเปนเอนไซม (แคทาเลส) ท่ีทํ าบริสุทธิ์

3. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์
3.1 พีเอชที่เหมาะสม (Optimum pH)

ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมสกัดเริ่มตนและเอนไซมท่ีผานการทํ าให
บริสุทธิ์แลว (ผานคอลัมน Sephadex G-100)    โดยนํ าสารละลายเอนไซมใสลงในสารละลาย
ซิเตรต-ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีพีเอช 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟ
เฟอร ท่ีมีพีเอช 7.0, 8.0 และ 9.0 และสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร ท่ีมีพีเอช 
9.0, 10.0 และ 11.0 แลวตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม

3.2  ความคงตัวตอพีเอช (pH stability)
ศึกษาความคงตัวตอพีเอชของเอนไซมท่ีพีเอชตางๆ โดยการผสมสารละลายเอนไซมสกัด

เริ่มตนและเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลว (ผานคอลัมน Sephadex G-100) ในสารละลาย
ซิเตรต-ฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีพีเอช 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 สารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟ
เฟอร ท่ีมีพีเอช 7.0, 8.0 และ 9.0 และสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร ท่ีมีพีเอช 
9.0, 10.0 และ 11.0 บมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที 
แลวนํ ามาตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม

  3.3  อุณหภูมิที่เหมาะสม (Optimum temperature)
ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซม โดยการนํ าสารละลายเอนไซมสกัด

เริ่มตนและเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลว (ผานคอลัมน Sephadex G-100) เติมลงในสาร
ละลายบัฟเฟอรท่ีมีพีเอชที่เหมาะสม (ผลจากขอ 3.1) ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม โดยการบม
เอนไซมท่ีอุณหภูมิตางๆ กันคือ 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส
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3.4  ความคงตัวตออุณหภูมิ (Temperature stability)
ศึกษาความคงตัวตออุณหภูมิของเอนไซม โดยการบมสารละลายเอนไซมสกัดเริ่มตน

และเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลว (ผานคอลัมน Sephadex G-100) ทํ าการบมเอนไซมใน
สารละลายบัฟเฟอรท่ีมีพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซม ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 
70 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0, 15, 30, 45, 60, 90 และ 120 นาที ตามลํ าดับแลวนํ ามา
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม

  3.5  ผลของอิออนโลหะและสารเคมีบางชนิดตอกิจกรรมของเอนไซม
นํ าสารละลายเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลว (ผานคอลัมน Sephadex G-100) มา

ผสมกับสารละลายบัฟเฟอรท่ีมีอิออนของโลหะตางๆ ละลายอยูในอัตราสวนสารละลายเอนไซม
ตอสารละลายบัฟเฟอร 1:1) เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเทาที่ตองการ (Table 3) ทํ าการบมท่ี
อุณหภูมิหอง (28-30 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาที แลวจึงตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม

 3.6  การศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมแคทาเลส
นํ าเอนไซมท่ีผานการทํ าบริสุทธิ์แลว (ผานคอลัมน Sephadex G-100) บมในสารละลาย

สับเสตรต เพื่อทดสอบหาคา Km ของสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) โดยใช
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ท่ีระดับความเขมขนตางๆ กัน คือ 10, 15, 20, 30, 40, 50 และ 60     
มิลลิโมลาร  นํ ามาตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม โดยใชพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (ผลการ
ทดลองจากขอ 3.1 และขอ 3.3) คา Km และคา Vmax หาไดจากการเขียนกราฟแบบ 
Lineweaver-Burk โดยเปนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง สวนกลับของกิจกรรมหรือ
ความเร็วในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม [1/V] กับ สวนกลับของความเขมขนของสับเสตรต
[1/S]
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Table 3 Ions and some chemicals at various concentration

Ions and chemicals Concentration
KCl

NaCl
CaCl2
MgCl2
ZnSO4

CuSO4

EDTA
NaN3

Ethanol
Methanol

SDS

10-2 M
10-2 M
10-2 M
10-2 M
10-2 M
10-2 M
10-2 M
10-6 M
2.0  %
2.0  %
0.5  %

SDS = Sodium dodecyl sulfate
EDTA = Ethylenediaminetetra acetic acid
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