
ภาคผนวก ค
การเตรียมคอลัมนโครมาโทกราฟและการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต

1. การเตรียมคอลัมนโครมาโทกราฟ  (column chromatography)
1.1 การใชเรซิน DEAE-Toyopearl 650M (Ion-exchange column chromatography)

เตรียมโดยนํ า DEAE-Toyopearl 650M มาลางดวยนํ้ ากลั่น แลวนํ ามาลางตอดวยสาร
ละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 โดยแชท้ิงคางคืนไว 
แลวลางตอดวยบัฟเฟอรเดิมอีกประมาณ 2-3 ครั้ง กอนจะนํ าไปบรรจุลงคอลัมน เก็บเรซินที่ไดท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

1.2 การใชเรซิน Sephadex G-100 (Gel-filtration chromatography)
เตรียมโดยการดัดแปลงวิธีการของ Cooper (1977 อางโดย สมรักษ พันธผล, 2537) โดยใช

เจลชนิด Sephadex G-100 โดยนํ ามาแชน้ํ ากลั่นนาน 30 นาที ดูดเอาอนุภาคขนาดเล็กที่
แขวนลอยในนํ้ าออก แลวทํ าการลางตอดวยสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร ความเขม
ขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0 โดยแชท้ิงไวคางคืนแลวนํ ามาลางตอดวยบัฟเฟอรเดิมอีก 2-3 ครั้ง 
กอนนํ าไปบรรจุลงคอลัมน เก็บเรซินที่ไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2. การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
คํ านวณการใชปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและเปอรเซ็นตท่ีใชในการตกตะกอนโปรตีน 
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ท่ีมา : Scopes (1978)


