
วิธ ีการทดลอง

3 .1  การเก ็บร ักษาเธ ีอแบกฑ เร ิยท ี่ใ!?ใน การทดลอง

3 . 1 . 1  การ เก ็บ เธ ีอระยะส ั้น

เก็บบน n u t r i e n t  a g a r  (NiA) s l a n t  น ิดฝาเกล ียว เก็บไว้ที่อุ(ไรมามิ 4 °ช 

น ำเธ ีอ ม าเล ย งบ น  NA s l a n t  ใหม่ท ุกๆ 15 วัน และเม ื่อต ้องการใธ ีเธ ีอ ใน การท ดลองให ้น ำม า  

เล ียงบน NA s l a n t  ใหม่

3 . 1 . 2  ก าร เก ็บ เธ ีอ ร ะ ย ะ ย าว

ผลม เช ลล ีท ี่เลยงใน อาห ารเห ลว NB ใน ระยะการเจ ร ิญ เต ิบ โ(ฟ วง lo g  p h a se  

ก ับกล ีเชอรอลท ี่ผ ่านการฆ ่าเธ ีณ เลวในอ ัตราส ่วน 1 :1  โดยปริมาตร เก ็บในขวดจุกเกล ียวท ี่ 

อแเทกูมิ - 7 0 ° ช  ว ิธ ีน ี่ส ่ามารกเ ก็บไค้ เ ป็นปี

3 .2  ก าร เล ย ง เธ ีอ แ ล ะ ก าร เค ร ิย ม ส ่า?ล ะ ล าย  c r u d e  en zym e)จ ิโรจนกลกัจ, 2 5 3 2 1

3 . 2 . 1  ก าร เต ร ิย ม อ าห าร เล ย ง เธ ีอ

N u t r ie n t  b r o th  (NB)

ใน ส ่ารละลาย 1 ลิตรประกอบด้วย

N u t r ie n t  b r o th  8 กรัม

N a d  5 กรัม

ปรับ pH ใ ห ้Iป็น 6 .0  ด ้วยกรดไฮโดรคลอริก 0 .2 5  โม ล /ล ิต ร  ถ ้าเป ็น  

อาหารชนิดแข็ง เติม B a c to  a g a r  15 กรัมต่อลิตร นำไป a u t o c la v e  

อาหารสูตรปรับคา (minimum s a l t  m edium 1 

ส ่ารละลาย A KH2POa 4 .4  กรัม

Na2HP04 4 .8  กรัม

MgS0A.7H 20  0 .5  กรัม

0 1 7 3 0 1
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ละลาย'ใน'นากลั่น ปรับ pH ใบ ้เบ ั่น 6 .0  เตมนํ้า'ใบ้มีปริมาตรสุดท้าย 1 ลิตร 

นำไป a u to c lav e
สารละลาย B C ad 2 . 2HZ0 0 .0 5 กรัม

FeSOi5. 7H20 0 .04 กรัม
ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 100 มล.นำไป au toclave  
สารละลาย C เตรียม 10 กรัมIปอรีเชนตของสารละลายต้นกอท่ีต้องการติกษา 

เชีน กรดกลูตามิค กลูใคส นำไป au toclave
ในการเตรียมอาหารสูตรปรับตาทำได้โดยผสม 100 มล.ของสา?ละลาย A 

1 .0  มล. ของสารละลาย B และ 1 .0  มล.ของสารละลาย
3 .2 .2  การเตรียมเชีอตั้งต้น(Starter inoculum>

เขี่ยเชีอใน อาโทรวุ้น CNA s la n t)  1 loop ใส ล่งใใ เอาหารเสืองเรอ 
N utrient broth ต้ังท่ีงไว้ค้างคืนท่ีอุแmภูมิ 3 0 ‘ช จากนั้นนำมาเขย่าในเครื่องเขย่าที่ควบคุม 
อุณหภูมิ 30 ‘ช จนวัดความขุ่นของนํ้าเลองเชีอที่ความยาวคกน 420 นาโนเมตรไค้ประมาท! 
0 .3 -0 .5  หน่วย

3 .2 .3  การเตรียม crude เอนไชมิเผื่อไปทำใบ้บ?สุฑธี
ถ่ายเช ีอต ั้งต ้น ,ในข้อ 3 . 2 . 2  ปริมาณ 10% ลงใน อาโท รเล ยงเรอ ส ูต รป ร ับ ต าใน  

ขวดชมบู่ธนาด 1 ลิตรจำนวน 4 ขวด (ใส ่น ํ้า เลยงเช ีอข วด ละ 37 5  ม ล .)  น ำม าเข ย ่าท ี ่

อณุ ห ภมู  ิ 3 0 °  ช I บ่ันเว ล า  2 4  ชม. นำไ ป บ่ันท ี่ความเร ็ว 7 ,0 0 0  รอบ/นาท ี ท่ี 4 'ช นาน 

30 นาที แยกเก ็บส ่วนโทใส  น ำมาเต ิมแคลเช ียมคลอไรด 2 ม ิลล ิโมล/ล ิตรและปรับ pH เบั่โI  

7 ด้วย 2 .5  โม ล /ล ิต รโช เค ือม ไฮ ด รอกไช ด ้ เร ียกสารละลายน ว ่า c r u d e  e n z y m e  นำไป  

เก ็บไว ้ที่อุณหภูมิ 7 c ช เผ ื่อจะนำไปติกษาและทำใบ้บริส ุโโฮต่อไป

3 .3  การวัคแอคติวิ'ฅจองt อนุไชมิโปรตีเอสุโดยใธเถชีนเบั่นส่บสเตรท (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Richardson และ Te w h a it i, 1978)
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0 .3 .1  การ เตรียมสารละลายลาหรับหาเ อนุไ'ฟJแอคดรัตี
ลารละลายกริลบ้ปเปอริ 0 .2  โมล/กิครุ pH 7 .6
ละลายทริล(ไฮครอกทีเมทีลอะมโนมีเทน) 24.23 กรัมในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ปรับ 

pH ให้เป็น 7 .6  ด้วยกรดไฮใดรคลอรัก
ลารละลาย 0 .5  เปอริเชแติ1คทีน
ละลายเค'สิน (ca se in  hammarsten) 0 .5  กรัม ใน 0 .2  โมล/ลิตร ทรัล 

Îh-Ui-Jอรั pH 7 .6
ลารละลายกรด'ไตรคลอโรอะ$ติก( 10 เปอริเชนติ)
ละลายกรดไตรคลอโรอะทีติก 100 กรัมในนากล่ัน 1 ลิตร เก็บ'ในแวดสีชา

3 .3 .2  วธกา?วัคแอคติรักจองเอนุไ'ชมใปรตืเอล
อินลิวเบต 0 .1  มล.จองลารละลายเอนไชมีกับ 1 .0  มล. ซอง 0 .5  เปยรั 

เชนต เ คสินใน 0 .2  โมล/ลิตรกริลบ้ปเปอริ pH 7 .6  และ 0 .9  มล. ชอง 0 .2  โมล/ลิดร 
ฑรัลบ้า-]เปอรั pH 7 .6  ท่ีอุณหภูมิ 45 'ช เป็นเวลา 20 นาก หยุคปฏิกิริยาโดยการเติม 
10 เปอริเชนตกรดไตรคลอโรอะทีติก 2 มล. 1ทไปบ้แ 3500 rpm เป็นเวลา 10 นาที
น๎าล่วนนํ้าใลมาวัคการดูดกลืนนลงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมถร

1 หน่วยจองเอนไชม ลือ ปริมาทแนปไทดหรือกรดอะมิโนท่ีเกิดจากการย่อย 
เคทีน 0 .5  เปอริเชนติ ท่ี 4 5 "ช ในเวลา 1 นาที ในลภาวะที่ทำการทดลอง โดย
I ปริยบเทียบเป็นไมโครโมลจองไทโรทีน

3 .4  การวัคปริมาท)โปรตีนโคยวธีแบรดปอริค (Bradford, 1976)
3 .4 .1  การเครืยมลารละลายลาหรับหาปริมาญโปรตีน 

ลารละลายโปรตีนริ เ อ เ จน.ติ
ละลาย Coomassie b r i l l i a n t  b lu e G-250 100 มก.ใน 95 7

เอกลแอลกอฮอล 50 มล. เติม 85 เปอ ร ิเชนติกรดปอลปอริก 100 มล. เติมน้ํากล่ัน'ใ.'ทมี

ปริมาตรครบ 1 ลิตร
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สารละลายโปรตีนมาครุฐานเ2ม ก ./ม ล .)
ละลาย Bovine serum albumin 200 มก.ในนำกลั่น 100 มล. เก็บไว้ท

อุท!นภูมิ - 2 0  ‘ช

3 .4 .2  วิธีการวัคปรุมาท'โปรตีน
ใข้สารละลายคัวอย่างที่คองการวัดปรุมาท!โปรตีน 0. 1 มล.ผสมกับลารุละลาย 

โปรตีนรีเอเจนตี 1 มล.เขย ่า และตั้งนงไว้ 5 นาที นำไปวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
595 นาโนเมครุ อ่างเด่าปรุมาท!โปรตีนในสารละลายต'วอย่างเปรียบเทียบกับสารละลายโปรตีน 
มาดรฐานท่ีมปรีมาท1โปรตีน 0-10 ไมโครกรัม

3.5' ปีนคอนการทา เ อนุไชมุนิวกรุลโปรุตีเ อสุ'ให้บุรีสุฑธี
ปีนคอนการท่าเอนไชมให้บรีสุทธเริ่มจาก crude enzyme ที่เฅรีฮมได้จากข้อ 3 .2 .3
3 .5 .1  การุตกฅะกอนโปรตีนด้วยแอมโม1นียมธล1ปด

เด ิมผงแอมโมเน ียมข ้ลเปดธ ่งบดละเอ ือดลงใน c r u d e  enzym e อย ่างข ้าๆ  

นรอมท ั้งคนเบาๆจนสารละลายมดวามอิ่มค ัวของเกล ือแอมโมเน ียมข ้ลเปฅ 0 -4 0  เปอรี I ชนตี 

หลังจากนั้นคนด่อไปอก 30 นาที นำไปป็นเก ็บตะกอนที่เก ิดธนด้วยความเร ็ว 7 ,0 0 0  รอบ/นาท  ี

เป ็น เว ล า  45 นาที นำส ่วนน ํ้าใส ุไปเด ิมผงแอมโมเน ียมข ้ลเปฅ ท่ีมีความอิ่มคัว 4 0 - 7 0 เปอรีเชนต ี 

นำไปคนต่อที่อุท!นภูมิ 4 °ช  เป ็น เว ล า 10 ชม.จ ังน ำไปช ่น เก ็บดะกอน ด ้วยความเร ็วและเวลา  

[ท ่า เด ิม  ละลายตะกอนโปรตีนท ี่ได ้ด ้วยอ ิม ิดาโชลบ ัฝเปอรี pH 6 .5  ว ัดปรุมาตรสารละลาย

หาปรุมาก!โปรตีน และแอคด ิว ิต ีของโปรต ีเ อสุ

3 .5 .2  การขจัดเกลอออกจาก crude enzyme โดยวิธีไคอะไลธีส
นำสารละลาย เ อนไชมท่ีได้จากการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโม เนียมธล เ ปตจาก 

ข้อร.5 .1  บรรจุลง,ในกงไดอะไลทีส นำไปไดอะไลชในอมิดาโชลบัปเปอรี pH 6 .5  ปรีมาครุ 
2 กิตรุ ท่า 2 ครั้งเป ็นเวลา 4 และ 10 ธ'วโมงดามส่าคับ หลังจากน้ันนำสารละลาย
เอนไชมมาฮ่แต้วอความเร็ว ร ,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที นำส่วนท่ีเป็นสารละลาย 
มาวัคปรุมาตร ปรีมาท!โปรตีน และแอคดิวิตีของโปรุตีเอสุ
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9 .5 .3  การทำเ อนุไชมน■ วกรัลโปรตี เ อสุให้บริสุทธด้วยการผ่านคอลัมน์สิ เ อ็ม- เ ชลลโลส 
(C M -cellu lose)

การเตรียมคอลัมน
แส่สิเอ็ม-เซลลูโลส เรสิน 15 กรัม'ในโ(ารกะกาย 0 .2  โมล/สิตร โชเดียม 

โฮตรอกไชด์ปริมาท! 500 มล. ดั้งทั้งไว้เป็นเวลา 30 นาสิ เทส่วนใสนร้อมทั้งเรสินเล็กๆที่ 
แขวนลอยอยู่กง ล้างคัวยแากลั่น 3-4 ครั้ง จากนั้นนำมาแส่ในสารละลาย 0 .2  โมล/ลิตรกรด 
ไฮโดรคลอริกปริมาณ 500 มล. ดั้งกงไว้เป ็นเวลา 30 นาสิ ล้างด้วยน้ัากล่ันจนมี pH 
ประ;มาณ 7 แล้วนำมาบรรจุลงในคอลัมน์ขนาด 1 .7  X 30 เชนติเมตรให้ได้เรสินสูง 20 
เชนติเมตร ผ่านอิมิดาโชลบัปเปอริ pH 6 .5  ลงในคอลัมน์จนแรสินอยู่ในสภานสมดลย วัด pH 
ของสารละลายท่ีออกมาจากคอลัมน์จนกระทั่งได้ pH 6 .5

การใ ส ่ คอลัมน์
ใส่สารละลายเอนไชมจากธัอ 3 .5 .2  ปริมาตรประมาณ 40 มล. ลงใน 

คอลัมน์ สิเอ ็ม-!ชลลูโลส ชะด้วยอิมีดา,โชลฆันเฟ่อ'ริ pH 6 .5  เล็บแยกส่านสารละลายที่ออก 
มาจากคอลัมน์หลอดละ 5 มล. ติดต่อกันจนไมมโปรตีนออกจากคอลัมน์ เ ปล่ียนเป็นชะด้วย
lin e a r  sa lt, gradient. <250 มล.ของอิมิดาโชลบัปเปอริ pH 6 .5  และ 250 มล.ของ 
อิมิคาโชลบปเปอริ pH 6 .5  ท่ีมี 0 .2  โมล/ลิตรโชเตียมคลอไรด) เล็บแยกส่วนสารละลาย 
ท่ีออกจากคอลัมน์หลอดละ 5 .0  มล. นำสารละลายหลอดเว้นหลอดมาวัดการดูดกลินแสงท่ี
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีของโปรตีเอส แล้วนำหลอดกสิแอดทวิตีของ
เอนไชมมารวมกัน วัดปริมาตร ปริมาณโปรตีน และแอคติ'วิตีของเอนไชม

การวัคปริมาณ1โชเ ตียมไอออน'Na+ )
วัดปริมาณโชเตียมไอออน ในสารละลายกออกจากคอลัมน์หลังจากชะด้วย

Linear sa lt, g rad ien t ด้วยเครือง BECKMAN System E4A™
3 . 5 . 4  ก า ? ท ำ เ อ น ุ ไชมนวกร ั ล โ ป ร ต ี เ อ ส ุ 1ใ ห ้ บ ร ิ สกธ เ นมขนด ้ ว ย เ ชป า  I ด ก ช  จ ี - 7 5  

เ จลน์ลเ ต?สินคอลัมน์< S e p h a d e x  G - 7 5  G e l  f i l t r a t i o n *
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การเตรียมคอลัมน ์

แ ร ัเช น าเด ็ก ป ็ จ ี-? ธ  ปริมาณ 25 กร ัมใน 10 ม ิลล ิโมล/ล ิตร อ ิม ิคาโชล 

บันเนอริที่มิ pH 6 . 5  ปริมาตร 1 ลิตร นๆไปต้มใน w a te r  h a th  เป ็น เวล า 3 ร ัว ,โรเง 

เน ื่อ ให ้เม ็ด เจลน องต ัว เค ็มท ี่ น ่ามาบรรจุลงในคอลัมน์ป ีนาค 1 .7  X 90 เป ็น ต ิเมตรให ้ไต ้เจล  

สูง 85 เป ็นติเมตร ผ ่านลารลนลายอม ิดาโชลบ ันเนอร ิ pH 6 .5  อกปรนมาณ 15 ร ัว ,โมง ด้วย 

อ ัตราการไหล 20 ม ล ./ร ัว โม งเน อให ้เม ็ด เจ ล เร ียงต ัวอย ู่ใน ส ภ าน ส ม ด ุลย  ทดสอบปรนสิทธิ.กาน 

ปีองคอลัมน์ด ้วยสารละลายบลูเด ็กชนทรน 2 ม ก ./ม ล .แล ะโป แฅ ส เป ็ย ม ไค โด รเม ท  1 ม ก ./ม ล .

การใร ัคอล ัมน ์

น ่าสารละลายเอน ไชมจากข ้อ  3 . 5 . 3  น ่าให ้เข ้มข้นปีนโดยกรองผ่าน Amicon 

YM-10 membrane ด ้วย เครองอ ุลฅ ร ้าบ ัล เต รร ัใ๓ ายใต ้ความต ันป ีองก ๊าชไนโตรเจน 2 ก ก . /  

ตาราง-นว ให ้เหล ือปร ิมาตร 3 มล. ผ ่าน ลงใน คอล ัมน ์เชน าเด ็กป ็จ ี-?5 รันออกด้ายอมิดา,โ'ชล 

บันเนอริ pH 6 .5  เก็บแยกส่วน.สารลนลายที่ออกจากคอลัมน์หลอดละ 1 .5  มล. น่าแต่ละหลอด 

มาวัดการดูดกลืนนสงที่กวามยาวคลน 280 น าโน เม ตร และวัด»อคติริดป ็องเอนไชม

หม ายเห ตุ: ในสารละลายอมิดาโชลบันเนอริที่ใข้ทกเท■ ‘ตอน มิความเข้มข้น 10 

มิลถ'โมล/ลิตร pH 6 .5  และม ิสารร ัวยให ้เอน ไชม ิเสล ืยร คือ 2 ม ิลล ิโมล/ล ิตร แคลเซยม  

คลอไรค์ผสมอยู่

3 . 6  วธแยกโปรต ินด ้วยโนล ือะไครลาไมค เ จลอ เ ล ุกโตรโนรีช ิส (P o ly a e r y 1amid e  

G el E l e c t r o p h o r e s i s •«ตามริธป ียง D a v is ,  1 9 6 4 เ

3 . 6 .1  ก า ร เ ตร ียมสารละลายส ่าหร ับโนล ือะไครลาไมน ์เจลอ ิ เ ล ูกใครโนรีไเส

สารละลายอะไคร ุลาไม ค <28 เปอร ิเชน ต ิอะไครลาไมค, 0 .7 4  Iปฮริเชนต  

บ ัส-อะไตรลาไมคI

น ่าอะไครลาไมด 28 กร ัมและบ ัส-อะไครลาไมค 0 .7 4  กรัม มาละลายนากลั่น  

ให้ม ิปริมาตรครบ 100 มล. เก ็บ1ในขวดล ืร ัา ท่ีอุณหภูมิ 4°ช
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สารละลายฑ ร ิสไฮโดรคลอไรด ี-TEMED บ ัน เvia'ริ pH 8 .9  

ลั่งฑริส 2 6 .6  กรัม ละลายในน ํ้ากล ั่น  90  มล. เติม 1 โม ล /ล ิต ร  กรดไฮโดร  

คลอริก 48 มล. และ 0 .2 3  มล. TEMED ปรับ pH ให ้เป ็น  8 . 9  เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตร 

100 มล. เก็บที่อุณหภูมิ 4 “ช

สารละลายทร ิส-ไกลร ินบ ัน เนอร ิ pH 8 .3

ละลายฑริส 0 . 6  กรัม และไกลร ิน  2 .8 8  กรัม โน'นากสั่น 90 0  มล.ปรับ pH 

เป็น 8 . 3  เติม'นํ้ากลั่น'ให้ครบ 1 ลิตร

สารละลายแอม1โม เน ยม เป อร ิช ล เน ต (1 0  เปอร ิเชนต)

ร ่งแอม โม เน ียม เปอร ิชลเน ต 0 .1  กรัม ละลายด้วยน ํ้ากลั่นโน ้มปริมาตร 1 มล. 

สารละลายน ํด ้ฮงเตร ิยมท ุกคร ั้งท ี่ใร ิ

•สารละลายบ ัน เน อร ิสำหร ับต ัวอย ่าง( s a m p le - b u f f e r )

เต ิมกล ิเชอรอล 10 ม ล .ล งใน ส ารละลายท ร ิส ไฮ โด รค ล อไรด -TEMED บันเนอร  ิ

pH 8 .9  ปริมาตร 25 มล. เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตร 50 มล.

ส ารละลายล ิตาม รอย( t r a c k in g  d y e )

ช่ง b rom oph en ol b lu e  25 มก. ละลายใน'นากลั่นจนมีปริมาตร 10 มล. 

นำยาย ้อมล ิโปรต ิน( s t a i n i n g  s o l u t i o n )

ผสม 0 .2 5  เปอร ิเชนต C o o m a ssie  b r i l l i a n t  b lu e  R 2 5 0 : เมฑิลแอล 

กอฮอล ิ:กรดอะริต ิก ในอ ัตราส ่วน 4 : 5 : 1  โดยปริมาตร

นำยาล้างลิย้อมโปรติในd esta in in g  so lu t io n )
ผสมกรดอะริติก 75 มล.ก ับเมท ิลแอลกอฮอล ิ 50  มล. เต ิมนํ้ากลั่นให้ม ีปริมาตร

ครบ 1 ลิตร

3 .6 .2  การ เ ตริยมโ'ผลิอะไครุลาไมค เ จลชนดแท่ง
เตร ิยม เจลโดยผสม สารละลายฑ ร ิสไฮโดรคลอไรด-TEMED บันเนอริ pH 8 .9  

ปริมาณ 5 มล. ส ารละลาย 28 เปอร ิเชนตอะไครลาไมด 10 มล. และนํ้ากล ั่น 25 มล. 

ผสมให ้สารละลายเป ็น เน ือเด ียวก ัน  เต ิมสารละลาย 10 เป อร ิเชน ตแอม โมเน ียมเปอร ิร ิล เน ต



300 ไมโครลิตร เปิย่าเบาๆแล้วนามาบรรจุในหลอดแก้วขนาด 0 .5 0  X 11 ชม.ท่ีป็ดปลาย 
ช้างโtนงด้วยโทราใใล่มจนสารละลายในหลอดแก้วมีความสูง 10 ชม. ค่อยๆหยอด!ทกล่ันลงชมผิ'ว 
เจล ต้ังทิงไว้ท่ีอุลชโภูมิห้อง เมื่อสืงเกดเห็นรอยต่อระหว่าง เ จลและโทกลั่นอย่างช้ดเจนจง เท 
โทกลั่นออกจากหน้าเจล

3 . 6 . 3  การ เ คร ึยม ส ารละลายเ อนุไชมิ

น ้าสารละลายเอนไชม ิไดอะไลล ่ในฑ ริส ุไฮโดรคลอไรดบ ัน!นอร ิ pH ย . 9 แล้ว 

ทำให้เข้มข้นปีน ด ้วยเคร ื่องอ ุลตร ้าน ิลเตรล ั่น เหม ือนในข ้อ 3 . 5 . 4  บางกรณีต้องกรองผ่านโโลอด 

YM-10 M ic r o c o n c e n tr a to r  โดยการปีน'จนมีปริมาตรประมาญ 1 .0  มก.อีกปีนดอนโโนง 

Iม ื่อท ำให ้!อน ไชม ิ! ช้มข้โเมากปีน

3 . 6 .4  การท ำอ เลค โฅ รโน ร ิล ิส

บรรจุแท่ง เ จลลงในอ ่างบ ันเ นอร ิใโเแนวต ั้ง ใส่โาริสุ-ไกลลินบันI นอริ pH 8 . 3 

ล ง ใน อ ่าง บันเนอริท ั้งบนและล่างจนท ่วมปลายแท ่งเจลท ั้งสองช ้าง ปรับm เโโภูมิปีองอ่างบันเนอร ิ

ให ้ได ้ 4 ‘ช น ้าส ารละลาย I อนไช ม ิท ี่เ ตรียมในข้อ 3 . 6 . 3  ไป ‘หยอดลงบนผิวโโน้าเ จล < ปริมาณ 

โปรตีนต ่อเจลประมาณ 1 0 -1 0 0  ไมโครกร ัม  และปริมาตร'ที่หยอดประมาณ 10-100ไม โค รล ิฅ ร'’ 

แล้วผ่านกระแสไร)ห ้าธโเาค 3 ม ิลล ิแอม แปร ิ/เจล โดยกาหนด'ให้ขั้วลบอยู่ด้าใ{บน จนกระทั่งแถบ 

ล ิตามรอยเคลอนลงไปจนถงระยะอ ีก 1 เชนต ีเมตรจากปลายล ่างของ!เท ่งเจลจงหยดกระแสไนห ้า

3 . 6 . 5  วธืยัอมลิโปรตีนในแท่งโใ■ เลอะไครลาไมคเจล

แกะเจลจากโโลอดแก้วแล ้วน ้าไปแส ่ในน ํ้ายาย ้อมล ิโปรต ีนท ั้งไว ้อย ่างน ้อย 1 ชม. 

จากนั้นนำแท่ง เ จลไปล ้างล ิส ่วนเก ิโเออกด ้วยน ํ้ายาล ้างล ิย ้อมโปรต ีน จนกระทั่ง เ จลใสและได้แถบ  

ล ิโท เง ิน ช อ ง,โปรตีนปรากฏอยู่อย ่างลิดเจ'น เก็บเจลทั้ได ้ไว้ใน'นายาล้างลิย ้อม'โป'รตีน

3 .7  การลิกษาสมบัตีปีองนิวฑรัลโปรด เ อสุท่ีนริสุทรบางส่วน
3 .7 .1  การหาโทโโนักโม เ ลกฺลของ เ อนุไชมิโคยวธ เ จลนิล เ ครุชัน เ เ ชนา เ ผกช จ-75 ’ 

ผ่านสารละลายโปรตีโเมาตรุฐาน Bovine serum albumin (BSA) โทโโนัก 
โมเลกล 66,000 ดาลคัน,Ovalbumin โทหนักโมเลกุล 45,000  ดาลคัน, นิวฑรัลโปรุตี!อสุ



I. Thermo l y s  i l l )  นํ้าหนัก,โม เล ก ุล  3 4 ,0 0 0  ดาลตัน และ M y og lob in  น ํ้าหน ักโมเลก ุล

1 7 ,5 0 0  ดาลตัน ในปริมาญ 2 ม ก ./ม ล . ลงในคอลัมน์ทีละตัว 'ใจ ้คอล ัมน ์เค ียวก ับการทดลอง  

ในจ ้อ 3 . 5 . 4  .) ชะด ้วยอมดาโชลบ ัปเปอรี pH 6 .5  ท่ีที 0 . 2  โม ลาร ีแคลเท ียมคลอไรด  ์

เก ็บสารละลายท ีงแยกได ้จากคอลัมน ์หลอดละ 1 .5  มล. ค ิดต่อกัน'โดย'ใจ้เครื่องเก็บแยกส่วน  

วัดการดูดกลืนนสงที่ความอาวคลื่น 280  น าโน เม คร และวัดปริมาตรที่สารละลายโปรคินพ่าน  

ออกมาจากคอลัมน์ นำไปคานวใ4ค ่า Kav ดังน

K = v_ -  V /V  -  Va v  ©  O  t ,  O

\ e  คอ e l u t i o n  vo lu m e จองโปรตีนที่ผ ่านออกมาจากคอลัมน  ์

V0 ลือ v o id  vo lu m e จองคอลัมน์ วัดได้'จากปริมาตรที่สารละลายบลูเด ็กชแห'รใฟาน

ออกมา

\ \  ลือปริมาตรทั้งหมดจองคอลัมน์ฝวน.ที่เจลบรรจุอยู่'.t o t a l  bed vo lu m e) ว ัดได ้จาก  

ปร ิมาตรท ี่สารละลายโปแฅสเท ี่ยมไดโคร เมฑพ่านออกจากคอลัมน์

หลังจากนั้นผ่าน.สารละลายเ อนไชมนัวฑรัลโปรตี เ อส ที่ต้องการทราบนํ้าใหนัก

โมเลก ุลลงในคอล ัมน ์ แล้วหา- e l u t i o n  vo lu m e จองเอนไชมโดยการว ัดแอคต ิว ิต ี คานวนค่า 

Kav แล ้วเท ียบหา!ท'เณ ักโมเลก ุลจากกราปมาตรฐานท ี่เตร ียมได ้จากสารละลายโปรต ีนมาตรฐาน

3 . 7 . 2  กา?หาน ํ้าหน ักโมเ ลก ุลและหน่วยย่อยจองเ อนุไชม โดยว ิธ  เ อสลื เ อส ุ-โนล ื

อะได รลาไม ด เจลอเลคโต ร ุโป ร ีท ีส  ' S P S -P o l y a c r y la n iid e  G el E le c t r o p h o r e s i s )  

(ตามวิธ ีจอง L aem m li, 1970)

ก าร เต ร ีย ม ส ารล ะล าย ส ่าห ร ับ เอ ส ล ืเอ ส ุ-โน ล ือ ะไค ร ล าไม ค ่เจ ล อ ิเล ค โ01โปรีท ีส  

ส ารละลายอะไค ร ุลาไงเด ( 3 0 เป อร ีเช น ต อะไค รลาไม ด ,0 . 8 เปอร ีเชนด B IS ' 

นำอะไครลาไมด 30  กรัม และ BIS 0 .8  กรัมมาละลายนั้ากลั่นในทีปริมาตร 

ครบ 100 มล. เก็บในปิวดลืชาที่อแทนาม 4 'ช



24

ส าร ล ะล าย ท ร ิส -เอ ส ด ีเอ ส  pH 8 .8

ลั่งทริส 1 1 .8 2  กรัม SDS 0 .2  กร ัมละลายในน ํ้ากล ั่น 90  ผล.ปรับ pH เป็น

8 .8  เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาดร 100 มล.

ส ารละลาย ,ท ร ิส -เอส ด ีเอ ส  pH 6 .8

ปี'งทริส 3 .9 4  กรัม SDS 0 .2  กรัม ละลายในนากลั่น  90 มล.ปรับ pH เป็น

6 .8  เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตร 100 มล.

สารละลายฑริส-ไกลส ิน อเลกโทรคน ัปเปอร ิ pH 8 . 3  

ลั่งฑริส 1 5 .1 5  กรัม SDS 5 กรัม และไกลชีน 72  กรัม ละลายในนากลั่น

4 .5  สิดร ปรับ pH เป็น 8 . 3  เติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาดร 5 สิคร 

ส ารละลายแอม ใม เม ียม เป อร ิส ิล เป ด

ส ิงแอมโมเน ียมเปอร ิส ิล เปด 0 .1  กรัม เติม 2 -M e r c a p to e th a n o l 5 มล. 

และ 1 Iปอริเชนติ B rom ophenol b lu e  0 .1  มล. เติมนากลั่นจนมีปริมาดร 50  มล.

สารละลายบ ัปเปอร ิส ์านร ับค ัวอย ่าง

ผสมสารละลายฑริสบ ัปเปอ,ริ pH 6 .8  กับ 1 เปอเชนต ิ SDS และ 1 เปอร ิเชนต  ิ

2 - เมอร ิแคปโดเอทานอล

ก าร เฅ ร ิย ม เอ ส ด ีเอ ส -โน ล ีอ ะไค รล าไม ต ิ เจล ชนิดแผ่น 

เตร ียม r e s o l v i n g  g e l  โดยผสมสารละลาย ท ร ิส -เอ ส ด ีเฮ ส  pH 8 .8  

ปริมาตร 15 ม ล .ส ารล ะล าย  30 เปอร ิเชนต ิอะไตรลาไมต ิ 9 .9  มล.นากลั่น 5 .1  ม ล .TEMED 

9ไมโครส ิฅรและแอมโมเน ียมเปอร ิส ิล เปด 0 .7 5  มล. และเตร ียม  s t a c k in g  g e l  โดยผสม  

ส ารละลายฑ ร ิส -เฮส ด ีเอ ส  pH 6 . 8  5 ม ล .ส ารละลายอะไครลาไม ต ิ 1 มล. น้ากลั่น 4 มล. 

TEMED 6 ไมโครส ิตร และแอมโมเน ียมเปอริไนลเปฅ 0 .5  มล.

โปรด ีนมาดรราใเท ี่โป ้ได ้แก ่ BSA น ํ้าใ'เน ักโมเลกุล 6 6 ,0 0 0  ดาลคัน O v a l­

bumin น ้าทน ักโมเลก ุล 4 5 ,0 0 0  ด า ล ค ัน T h e r m o ly s in  น ้าหน ักโมเลก ุล 3 4 ,0 0 0  ดาลคัน 

c h y m o tr y p s in o g e n  A นํ้าหนัก'โมเลกุล 2 5 ,0 0 0  ตาลดัน และ C ytochrom e-C  น้าหนัก 

โม เล ก ุล  1 2 ,2 7 0  ดาลตัน เตร ียมโปรด ีนมาตรฐานเหล ่าน ีให ัม ีความเอ ้มอ ้นอย ่างละ 1 ม ก ./ม



การเตร ียมสารละลายโป รต ีน และเอน ไชม ิท ี่ต ้องการว ิ(คราะห ้

ผสมสารละลายบ ัฟ ่เฟ ่อร ีสำใท ับต ัวอย ่าง ข้อ 3 . 7 . 2  ก ับสารละลายโปรตนที่ 

ต ้อ งก าร ว ิเด ร าะห  อัตราส่วนโดยปริมาตร 1:1 ในหลอดปีนาดเล ็ก  (ดวาม เข ้ม ข้นปีองโปรต้น 

อยู่ในข้วง 0 . 5 - 1 . 0  ม ก ./ม ล .)  นำไปต้มในน ํ้า เด ือ ด เป ็น เว ล า  3 นาที ฑงไว้ให้เย็น ท่ี

อุณหภูมิห้อง

ก าร ท ำย เ ล ุกโฅรโปร ีร ีส

ท ำใน ,ทำนองเดียวกันกับข้อ 3 . 6 . 4  แต ่เปล ี่ยนสารละลายทริส-ไกลธนบ ัปเปอร  ี

ข้อ 3 . 6 . 1  เป ็น ส ารละลายฑ ร ิส -ไกลร ีน อ เลค โท รด  บัฝเฟ่อรีข้อ 3 . 7 . 2  เปลี่ยนกระแสไปห้า 

ท ี่ผ ่าน เจลเป ็น  30 ม ิลส ิแอมแปรี/แผ ่นเจล และปริมาณโปรต้นที่ใข้ 1 -2 0  ไมโครกรัม/หลุม

การคำนวณรทใ n i  ฟ ัก1โม เ ลกุลจอง เ อนุไชมิ

ทำไต ้โดยว ัตระยะทางท ี่แกบโปรต ้นเคลื่อนท ี่ และระยะทางที่แถบสิตามรอย

เคล ื่อนท ี่ในแผ ่นเจล แล้วคำนวณหา m o b i l i t y  ดังนื๊

M o b i l i t y  = ระยะทางที่แทบโปรต้นเคลื่อนที่ /  ระยะทางที่แกบสืคามรอยเคลื่อนที่

คำนวณค่า m o b i l i t y  ธองเอนไชม ิน ิวทร ัลโปรต ้เอส แล้วเทียบใทนํ้าหนัก

โม เ ลก ุลจากกราปมาตรฐานป ีองโปรต ้น

3 . 7 . 3  การส ิกษา pH ท ี่เหมาะสมในการทำ'ปสิก ิร ิยาป ีองเอนไชม ิ

ว ัดแอดต้ว ิต ้ชองเ อนไชมิน ิวฑรัลโปรฅีเอสตามวิธในข้อ 3 . 3 . 2  โดยเอนคุ-วIบด 

สารละลายเอนไชม ิก ับส ่บสเตรทในสารละลายบ ันเปอร ีฑมค ่า pH 4 . 5  -  5 .5  ( 0 . 2  โมล

/ส ิค ร อ ะร ีเต ฑ บ ัป เฟ ่อ ร ี) ,5 . 5 - 7 . 5  ( 0 .2  โม ล/ส ิตรคา'โคใด เลตบ ัฟ ่เฟ ่อ ,ร ี.) ,7 . 0 - 9 . 0  < 0 .2  

โม ล/ส ิฅ รท ร ิส -กรดไฮโดรคลอร ิกบ ัฟ ่เฟ ่อร ี)และ 9 . 0 - 1 0 . 0  ( 0 . 2โม ล/ส ิตรคาร ีบ อเน ตบ ัป เป อร ี)

3 . 7 . 4  การค ุก'!ทอุณหภูม ิท ี่เหมาะสมในการทำปน ิก ิร ิยาธอง เ อนุไชมิ

ว ัดแอดต้ว ิต ้ป ีองเอนไชมิคามวิธ ีในข้อ 3 . 3 . 2  ที่อุณหภูมิต่างๆ ตั้งแต่ 2 5 -7 0

2 5

องสาเชลเรียส
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3 . 7 . 5  การค ิกพา อุ{พนามิท่ี เ หมาะ?(มในกา? เก ็บ เ อนุไชมิ

โดยการน ำเอน ไชม ิน ิวทร ัลโปรต ิเอก (ความเข ้มข ้น 0 .0 6  ม ก ./ม ก .)ไ ป เก ็บ  

ไว้ฑอุณหภูม - 2 0  และ 4 'ช เป ็น เวล า 1 , 2 , 5 , 9 , 1 5 , 30 แกะ 60 วัน แล ้วจงนำมา  

วัดแอดติริต ิป ้องเ อนไชมิที่เทลือ

3 . 7 . 6  การคิกษาผกป้องโปรตีนวับกเครทต่อแอคติร ิต ิป ีองเอน ุไชม

วัดแ อคติวติป้อง เ อนุไชม์ตามข้อ 3 . 3 . 2  โดยติกษาผลธองการ'ไ.îf โปรตีน

ว ับ ก เต ,รฑช่นิดอนุเทียบกับเค^น วับกเฅรทแต่ละชนิดเฅรียมที่ความเข ้มข้นต่างๆ และทาค ่า Ki n

และ V ป้องวับกเตรทแต่ละชนิดโคยอาวัยการนลอตแบบ L in ew ea v er  Burk p l o tm a x

3 . 7 . 7  การค ิกบาผกป ้องวับกเฅรทเอกเทอริต ่อแอคต ิร ิต ิป ้องเอน.ไชม ิ 

โค ย โข ้ N -B e n z o y l-L -T y r o s in e  E th y l E s t e r  (BTEE) เนินวับกเฅรท

อน ุค ิวเบตการกะลาย BTEE 1 .0  ม ล.(ความ เข ้ม ข ้น  0 . 2 - 0 . 6  ม ิลล ิโมล/ล ิตร  

ใน  0 .1  โม ก /ล ิต ร  ทริกบัปเปอริ pH 7 . 0 ,  10 เป อ ร ิเชนติเอทานอล.» 5 นาท ท่ี 4 5 “ช ใน  

10 มม. กวอทติค ิวเวตในเครื่องสเปฅโดรโปโดมิเดยริท ี่ควบคุมอุ!ไทเภ ูม ิได (Shim adzu I n ­

v i s i b l e  S p e c tr o p h o to m e te r )  ปรับเครื่องให ้ว ัดการด ูดกล ืนแกงท ี่ 256 น าโน เม ตร  

เป็นกูนย เต ิมสารละลายเอน ไชม ิ 0 .0 5  มก. แล้วบ ันท ีกการด ูดกลืนแกงเป ็นเวลา 5 นาที

1 ทน่วยป้องเอน'ไชมิลือปริมาท!ป้องเอน’ไชมิ'ที่ฟ้า'ให้ค่า A„__ เนมปีนเท่ากับZoo
1 .0  ใน เว ล า  1 นาที

3 . 7 . 8  การศกษาผลจองไอออนป้องโกทะ และค ัวย ับย ั้งโปรต ิเอก  

การคิกบาผลป้องไอออนุป ีองโคทะ

อ ิน ต ิวเบดการละลายเอนไชม ิ 0 .1  มก. กับ 0 . 2  โมก/ล ิดรทร ิกบ ัป เปอร ิ pH

7 .0  ปริมาตร 0 . 9  มล. ที่ม ีความเข้มข้นกุดท้ายป้องการชนิดทนงชนิดใดต่อไปนี กอ MgCl 2 

. 6H2อ , C a d 2 .2H 20 ,  MnCl2 .4H zO, ZnCl2 , F e C l2 หรือ C oC l2 .6H 20  อย ่างละ  

1 ม ิลล ิโมล/ล ิตร เป ็น เว ล า  15 นาที ท่ีอุ!ไ)ทภูมิ 45 ช นำไปทาแอคติร ิต ิป ีองเอนไชมิตามวธี 

ในข้อ 3 . 3 . 2



การส ืกษาผลของต ัายบยั้งโปรต ิ เ อกั
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อินคิวเบดสารละ;ลายเอน'ไชม 0 .1  มก. กับ 0 . 2  โมล/สิครท'ริกับัเ-นฟ้อริ pH

7 . 0  ปรมาดร 0 . 9  มอ. ท ี่มความเข ้มขันกัดท ้ายของกัารต่อไปนื้ทอ ูโนระหว่าง 1 -1 0  มอลิ 

โม อ /ล ิต ร  คือ PMSF, 1 ,1 0  P h e n a n th r o l in e ,  p -C h lo r o m e r c u r ib e n z o ic  a c i d ,  

EDTA,Io d o a c e ta m id e  แอะ N -E th y lm a le im id e  เป ็น เว ล า 15 นาที ท่ีอณหกมิ 4 5 'ช 

ต่าไปหาแอคต ิว ิต ิท ี่เหค ือของเอนไชมตามวิธในข ้อ 3 . 3 . 2

3 . 7 . 9  การติกษาความล้าค ุก!จอง Zn++ต่อนอคติติถออง 1 อใ‘ไชม

การไทปรุมาก' Zn * * นอะความอมโเนธกับแ อคติริฅปีอง 1 อนุไชม 

ไทปรุมาญของ 2ท+ * ใ.น'โมเอกอ ใคยนาก ัารละลายเอนไชมมาต ้มก ับกรด  

ไใเตรก'ทเข้มปีน โน อ ัตราล ิวใเ 1 :1  โดยปรมาตร จนกัารละอายระเหยหมด นามากะอาย

ไหม ่ใใเอมดาโชอนปเฟ ้อร ิ pH 6 .5  โห ม ป ร ิม าตรเท ่าเต ิม  หล ังจากนนจงลิงต ัวอย ่างไปหา

ปริมาณของ 2ท++ ที่คูนยเด'รองมือ'วิจัย,วิทยากัากั'ตริแอะเทค'โน'โอย จุฟ ้าลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

โดยว ิธ  A tom ic a b s o r p t io n  s p e c tr o p h o to m e tr y  และสืกษาฅวามกัากัท!ของ Zn++

ต่อแอคติ’วิดของเอน'ใชม โดยไดโ!:'ไอกัเอนไชมิใ!เฮมิดาโชอบัฟ้เฟ้อริ pH 6 .5  ทีม EDTA
ความเข้มข้น 10 มอลิ'โมอาริ และแคอเริ}ยมคลอไรด 2 มิออ'โมอาริ แล้วตรวจกัอบแอคติวิคื 
ท่ีเหคือและปริมาณของ Zn++ ไ น เอนไชม หลังจากนนนาไปไดอะไลกัใน.{ท-)เฟ้อริเติมท่ีไม่ที
EDTA นริอในนัฟ้เฟ้อริ ท่ีทีปริมาณ Zn++ที่ความเข้มข้น 0 .5 -2 .0  มิอลิ'โมอาริ แล้วนาไป
ตรวจกัลนแอคติวิติและปริมาณ Zu++ อีกครั้ง ในทกขั้นตอนปีองการไดอะไลส์ ท่า 2 ครั้ง
โคยใข ัเวลา 4 และ 6 ชม. ตามล้าตัน

การแทนที่ Zn+4 คายไควาเลนท่ไอออนุชน-คอน

นากัารละลายเอน'ไชม ท่ีความเข้มปีน 0 .0 6  มก./มอ. อินคิวเบตกับ EDTA 
ความ!ขมขน 1 มอิอโมอาร ิ ใน.กักราลิวน 1:1 โดยปริมาตร ท่ี 4°ช เป็นเวอา 20 นาที นา 
ไปวัด!เอคติวิสืท่ีกูก in a c t iv a te  แล้วเดิมไตวาเอนทีไอออนชนคต่างๆ ■ คือ Ca+ + ,Co+ + ,Mg’1 ใ  
Mn*’ + ,F e ++ และ Zn++ท่ีความเข้มข้น 1 มิอล้โมอา,ริ ในปริมาตรที่ท่าไนัดวามเข้มขันของเอนไชม 
เจอจางอง 20 เท่า อินคิวIไเกท่ี 4°ช เป็นเวลา 20 นาที นาไปวัดแอกติร ิดอกครั้ง
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3 . 7 . 1 0  การหาความ'จา เน าะ ป ีอง เ อนุไช.มนวทรัลโปรติเ อ??ต่อ เ ปปไทดกัง เค ร า ะห ์

การค ิกพ าผลธองการไฮโดรไลส ิI ปบไทOf?ง เ คราะห์ที่มีสิ ( ch ro m o g en ic  

p e p t i d e  s u b s t r a t e )  เคยว ิธ ีไคเนต ิคส ิ

อ ินค ิวเบตเปบไฑดกังเคราะห ์ท ี่ม ีส ีความเข ้มป ีน 0 .5  มลลิ'โมล/สิต'ร'ใน 0 .1  

โม ล /ส ิต ร  ทรีล บ ัปเฟ ่ อร pH 7 . 0  และ 10 เปอรเชนต D im e th y lsu  I f  o x id e  ใน ค ิว เวค  

ข อ งเค ร ื่อ งส ํเป ค โm โปโตมิเตอร์ท ี่ปรับอุทพภูมิได้ท ี่ 50  “ช นาน 5 นาท เร ิ่มป ฏ ิก ิร ิยาโดยเค ิม  

ลารละล าย เอ น ไช ม  (ความเข ้มป ีน  10 ไม โค รโม ล /ส ิต ร ) ว ัคความเข้มปีองสิที่เค ิดปีนที่ 

ความยาวคลน 40 5  น าใน เม ต ร เป ็น เว ล า  5 นาทโดย r e c o r d e r

ก าร ค ิก พ าก ว าม จ ๎า เน าะจ อ งเ อนุ,ไชมฅ่อ เ ปบไทคลังเ.คราะห์โค ุย เทคมิค T h in  

L a y er  ch ro m a to g ra p h y  (TLC)

ก าร เต ร ีย ม  TLC p l a t e

น ้าแผ่นกระจกปีนาด 20 X 20  ชม. 5 แผ่นเรียงกันบน,ร าง  ( a l i g n i n g  

t r a y )  ค ิดห ัวท ้ายด้วยกระจกปีนาด 5 X 20 ชม. ผลม อ ิส ิกาเจล-จ ี 25 กรัม กับนา 50  มล. 

ในป ิวดรูปกรวย ค ิด จ ุก แ ล ะ เข ย ่าแ ร ง ๆ ให ัเข ้าก ัน เป ็น เว ล า  3 0 -4 5  วินาที แ ล ้ว เท ใส ่ใน

S p r e a d e r  ท ี่ด ั้งความหนาป ีองแผ ่น เจลให ้เท ่าก ับ  0 .2 5  มม. ลาก s p r e a d e r  ผ่านแผ่น 

กระจ ก ท ี่ว างไว ้ ป ล ่อยอ ิส ิกาเจล-จ ีแห ้ง  นำไปยบที่ 105 °ช เป ็น เวล า 30 นาที 

การ เตรียมลา?ละลายน'นไซตรีน.(ท in h y d r  in  r e a g e n t)

ล า?ล ะ ล าย  1 ละลายน้นไฮดวน 0 .1  กรัม ใน  a n h yd ro u s e t h a n o l  50  

มล. เติม g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  10 มล. และ 2 , 4 , 6 - c o l l i d i n e  2 มล.

ล า?ล ะ ล าย  2 ละลาย Cu (N0 3 >2 . 3H„0 0 . 5  กร ัมใน a n h yd ro u s

e t h a n o l  50  มล.
ผลม 50  ส ่วนป ีองลารละลาย 1 กับ 3 ส ่วนปีองลารละลาย 2 ก ่อนน้าไปใข  ้

ก าร เต ร ีย ม ล า? ต ัว อ ย ่าง

กะลายเป ป ไท ด ์ก ัง เคราะห ์ท ี่เข ้ม ข ้น  2 ม ิลส ิโมล/ส ิตร ใน  0 .0 5  โม ล/ส ิต ร  

ฑรีลบปเใ•เอร์ pH 7 . 0  เติม D im eth y l form am ide Lui ปบไฑคกังเคราะห์ท ีไมมสิ
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D irn e th y lsu  I f  o x id e  ใน เปบไทด ้สงเคราะหท ี่ม ืส ื โดย'ให ้มความเปีมขั1เสดท้ายเป็น 10 

เปอรเชนต น ้าไปอินคิวเบฅที่ 3 7 ° ช นาน 5 นาท เค ิม สารละลายเอน ไชม  0 .1  ม ล .(ค ว าม  

เปีมปีน 40 ไม โค ร โม ล /ล ิต ร  ) อินคิวเบฅอีก 9 ชม.ท ี่ 3 7 °ช หยุดปฏิกิริยา'โดย,น้า'ไปแช’ใ'น 

อ ่างน ํ้าแซ ็ง แล ้วน ้าไป เป าด ้วยก ๊าช ไน โค รเวน  ให ้มความเป ีมข้นเท ี่มช ั้น 5 เท ่า  วากนั้นน้าไป 

จด( s p o t ) ลงบนแผ่น TLC ท ี่เตร ียม ไว ้

ก าร  run TLC

น้าแผ่น TLC ท ี่จ ุดสารต ัวอย ่างแล ้วใส ่ลงในแทงค ่ท ี่ e q u i l i b r a t e  แล้ว 2 ชม. 

โดยใสอ ักราส ่วนป ีอง s o l v e n t  คือ 11- b u t a n o l  ะ a c e t i c  a c i d  ะ .ใท  = 4 : 1 ะ1 (มือ 

สงเกดว่าสารละลาย?มปีนไปจนบ่างจากชอบบนป็องแผ่นประมาณ 2 ชม. จงน้าแผ่น TLC ออก 

จากแทงคิ

การตรวจว ัคผลการ run TLC

การ sp r a y

น้าแผ่น TLC ออกจากแทงคิ ปล่อยให้แห้ง จากนั้นน้ามาอบที่ 1 1 0 ''ช เที่น 

เว ล า  10 นาท น ้าไปสเปรอีในต ู้คว ันด ้วย ทin h y d r in  r e a g e n t  น้าไปอบที่ 110 "ช อีก 

วาดจุดที่เก ิดปีน

ก าร V ท ค ่า Rr

น้าแผ่น TLC ไปหาระยะทางระหว ่างกรดอะม ิโนสารเปปไทด ใ,เรือ s o l v e n t  

f r o n t  กับจุด sp o t. เร ิ่มด ้นชองสารต ัวอย ่าง ด ้วย เค ร ือง H igh  S p eed  TLC S ca n n er  น้า 

ระยะทางท ี่ได ้มาคำนวณหาค่า Rf. โด ย 1ใ?ส ูตรดังน ี

R = ร ะ ย ะ ทางท ี่กรดอะมืโนหรือสายเปปไทดเคลื่อนท ี่ /  ร ะ ย ะ ทางที่ 

s o l v e n t  f r o n t  เคคือนท
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