31

311
3111 LB medium
yeast extract
tryptone
NaCl

900
10

121 15
agar
3.1.1.2 chitin medium
yeast extract
(NH42504
MgSO047HD
khdo4
kxhpod
Colloidal chitin
900
1.0
121 15

agar 17
312

Slant 37
LB medium !

37

420

slant 1 (loop)

10
10

15
17

20
200
0203 |

1-2

7.0

50

25



313
3131
LB medium
15 1
(Streak) 37
4 ! 1
37 ( 18 ) 312
3132
31321
LB medium (log phase)
eppendrof 15
50
-20 1
31322 (Lyophilization)
LB medium (log phase)
ampule ampule -80 ampule
30 5 ampule
(freeze-dryer) -50 '
ampule
ampule ampule o1 -20
LB medium
31
314 ,
10 ( 312 chitin medum ( 3.1.1.2) pH
200 500
200 serial dilution 8
12 sterile normal saline
LB plate
L

26

7.0
3

01
LB



plate 37 6-8

30-300 1
8
eppendrof 1.5 10,000
5
3.2 (Colorimetric method)
(2542) oto
Yagishita (1971)
300 0.2
(V) 300 Mclivaine 0.1 pH
50 ( 2 11 400 37
60 30
( 2 13 15
15 ( 5
) 3,000 10 2
420
(control)
blank
1 (enzyme unit) N-
acetylglucosamine 1 1

(specific activity)

27
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3.3 Bradford

microprotein assay ~ Bradford (1976) 1-10
100 Bradford (Bradford
working solution) ( 2 221 9
Jenway 595
Bovine serum albumin ( 2 23
1-10 100
34 B. Cereus
4
1B
medium (312 10 chitin medium
200 500
200 37 36-38
Beckman L-
21C 10,000 15 4
4
341
crude enzyme (membrane)
YM10 10,000 30
psi -20
34.2
(DEAE-cellulose)
3421
40 - 400
pH 7.4 ( 2 3] 700
30
10 pH 74 2 32
700 2 suspend

10 oH 7.4 200



29

2.3x20 - 10 pH 7.4 200

60 ,
3422
341
' -1 10 pH 74
400 (  OD& 0)
linear salt gradient 0.1-0.5 M 0.1 1
- 10 pH 74 ( 2 34 100
0.5 - 10 pH
74 ( 2 35 100 0.5
! 10 pH 74 100
1.0 - 10 pH 7.4 (
2 30 ( O&A 0)
5
280
34.3
(Regenerated chitin affinity)
3431
10.5x1.9
7 20 pH 7.4 (
2 4] 4-5
0.5
3432
(2542)
Watanabe (1997)

DEAE-cellulose
(3422 (MW cut off



10,000 )b 10

20 pH74 |
4
4 0.5
20 pH 5.5 (
linear pH gradient 5.5-3.1
pH55 I 50
43) | 50
2
280
pH 7.4 !
344
3441
-200
!
34.4.2
! )
2 5]

agua sorb

30

11 (dlialyse)
100 ! 3

20 oH 74 |

20
2 oH 31 ( 2
20 oH 31

10

200
200
2.0490 75
10 oH 74 34

200
3432 (! 2
10 oH 7.4 (

280



3

35
(Disc-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

35.1 75
separating gel ( 2 64) 25
pH 8.8 ( 2 6225
5 (
2 65)50 TEMED 10
(0el mold) 8.3x10

1.0 spacer

2.8
60
stacking gel 5 670
pH 6.8 { 2 631 2.3
30
TEMED 5
separating gel 2
(comb) 60
35.2
3
110 ( 2 66
41 25

353

pH 8.3 ( 2 6l 2

352



20 100
(tracking dye)

354

silver stain Wedrychowski (1986)

35.3
50% methanol/10% acetic acid ( 2 67
2-3
3 30 50% methanol/10% acetic acid
( 2 68) 15
(deionized water) 2 2
develop  developing solution ( 2 69
10
1% acetic acid ( 2 6.10)
1 3

355
(2542) Trudel
(1989)
35.1 separating gel

01  pH50( 2 8
18 37

3.6 . ' b '
(SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

(2542)

32

Asselin

200



36.1
separating gel

pH 8.8 (
3.33
1.5) 50 TEMED 5
stacking gel
pH 6.8 ( 2 131
(
TEMED 5
seperating gel
60
3.6.2
Lactabumin)

(Carbonic anhydrase) 1 (Ovalbumin)
14,400 20,100 30,000 45,000
200
DS 10 glycerol

41 eppendrof

(Soybean trypsin inhibitor)

33

125
( 2 T4 417
72) 25
( 2
28
60
670
23
2 15
2
(e

(Phosphorylase h)

1 0.0625 2



36.3 b

3.5.3
1)
3.6.4
3.6.3
3.6.5 ‘
3.6.6
36.1
Triton X-100 ( 2 92 18
Triton X-100
( 2 94 15
3.7
37.1
void volume total bed volume

3

0.25

354

separating gel

3

silver

-200

34

200



35

SR oH 74

640
410
(cytochrome C) 12,500 (Ovalbumin)
43,000 (Bovine serum  albumin) 68,000
(Catalase) 232,000 10
0.5 - 10
,  pH74 1
280 Kav
Kas vevl
VivQ

ve elution volume

V0 void volume

V, (total bed volume)

elution volume

Kav
3.7.2 pH
3.2 37
pH50  pH3.09.0 ( 2 10.1-10.6)
pH
37 30-70



3.1.3

36

PH 372
pH
0120
374 pH
PH312 ( 2
10.1-108) 12 0 3
1 H 6 Mclvaine 0.1 PH60
37 32
(0 pH60 60 32
01 Mcllvaine
01 pH 60 06 259 15
32
3712313 H 100
375
( " 5mesh) (~90%«deacetylation) (
02 (N) K| 60
3.2 31.2-31.3
3.7.6 (Chromogenic
method)
(542) Roberts
Selitrennikoff (1988)
100 Mcllvaine 01
H 6.0 200 p-nitrophenyl-chitooligosaccharides
03 100 60



37

m I 1 m

1 ] 600
40 blank
(control) 3
blank
(enzyme unt) p
nitrophenal 1 1
3T
01 01
H 6.0 06
CaCIi2ZnS0AMNCI2MyCI2FeC2CuS04 — HyCi2 10 3
60 3.2
31.2-3.13 CaCi2ZnS04 MCi2 MgCi2 FeQ2

US4 HyCl2



	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 แบคทีเรีย
	3.2 การวัดแอคติวิตีของไคทิเนสด้วยวิธีวัดสี (Colorimetric method)
	3.3 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford
	3.4 การเตรียมไคทิเนสที่ได้จาก B. cereus ให้บริสุทธิ์
	3.5 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของไคทิเนสโดยการทำดิสค์-พอลีอะคริลาไมต์เจลอิเล็กโทรฟอรีซีส (Disc-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
	3.6 การศึกษาหาน้ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์โดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส เอสดีเอส-พอลีอะคริลาไมด์เจล (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
	3.7 การศึกษาสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีบางประการของเอนไซม์บรีสุทธิ์บางส่วนที่เตรียมได้


