1
PAGE  
7

บทปฏิบัติการที่ 1

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไกลโคเจน (Hydrolyzations of Glycogen)
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ไกลโคเจน (Glycogen) หรือ บางทีเรียกว่า แป้งสัตว์ เป็นสารเคมีชนิด polymer ของ glucose ที่จัดอยู่ในประเภท homopolysaccharide โดยสัตว์สามารถสะสมไกลโคเจนไว้ในร่างกาย เหมือนกับพวกแป้ง (starch) ซึ่ง ใน glycogen โมเลกุล glucose มีการเชื่อมต่อกันด้วยพันธะเคมีที่เรียกว่า( (1,4) glycosidic bonds) ในการเกิดโซ่สายยาว และ ( (1,4) glycosidic bonds จุดเชื่อมต่อเป็นกิ่งก้านในลักษณะคล้ายแป้ง แต่มีกิ่งก้านมากกว่า นอกจากนี้ยังพบว่าคาร์บอนอะตอมที่หนึ่งของกลูโคสโมเลกุลแรกเชื่อมกับคาร์บอนอะตอมที่สี่ของกลูโคสโมเลกุลถัดไป ทำให้สูญเสียความสามารถในการรีดิวซ์ (reducing power)  ดังนั้นโครงสร้างโมเลกุลของสายไกลโคเจนจึงประกอบด้วยปลายด้านด้านรีดิวซ์ (reducing end) และปลายสายด้านไม่รีดิวซ์ (non-reducing end) [Ahern, 2019] ดังรูปที่ 1.1
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รูป 1.1 โครงสร้างของไกลโคเจนแสดง ( (1, 4), ( (1, 6) glycosidic linkage, และ reducing end

(ดัดแปลงจาก www.center.osaka-wu.ac.jp/~ymakino/0712241-2.jpg)

ไกลโคเจนสามารถพบในสัตว์โดยเฉพาะในตับ และกล้ามเนื้อสัตว์ ไม่พบในพืช ไกลโคเจนมีคุณสมบัติ  ไม่มีรสหวาน ละลายน้ำได้เล็กน้อยและสามารถสะสมไว้ในร่างกายของสัตว์ได้  การใช้ประโยชน์ของไกลโคเจนพบว่า ในสภาวะที่ร่างกายมีการใช้พลังงานมากมีปริมาณน้ำตาลในเส้นเลือดลดลง หรือร่างกายขาดสารอาหาร ตับที่เป็นแหล่งเก็บสะสมไกลโคเจนทำการตอบสนองสภาวะดังกล่าวโดยมีขบวนการเปลี่ยนไกลโคเจนให้กลายเป็นกลูโคสเพื่อให้พลังงานแก่ร่างกายต่อไป ซึ่ง 1 โมเลกุลสามารถให้ปริมาณกลูโคสประมาณ 10,000-30,000 โมเลกุล[พิมพ์เพ็ญ, 2562 ]  นอกจากนี้ในทางอุตสาหกรรม ปี คศ.1922 นาย  ริอิจิ เอซากิ ได้พัฒนานำไกลโคเจนที่ได้จากหอยนางรม ที่ชาวประมงมักเทน้ำต้มหอยนางรมทิ้งนำใส่ลงในคาราเมลจนเกิดเป็นผลิตภัณท์ กูลิโกะ ซึ่งคำว่า กูลิโกะ เป็นคำย่อจากคำว่า ไกลโคเจน  [ธีระวัฒน์, 2562] อย่างไรก็ตามในงานวิจัยในปัจจุบันพืชบางชนิดเช่น ข้าวโพดหวาน สามารถมีโครงสร้างไกลโคเจนสะสมในตัวพืชได้ในรูปที่เรียกว่า ไพโตไกลโคเจน (phytoglycogen) ที่มีคุณสมบัติเกี่ยวกับความนุ่มของเมล็ดข้าวโพดหวาน [Simla, 2012]
สัตว์ที่มีไกลโคเจนมาก คือตัวอ่อนผึ้ง [Crailsheim and Panzenbock, 1997] และหอย(mollusca) ชนิดต่าง ๆ  โดยเฉพาะสัตว์ประเภทหอย[Li et al., 2017] มีการเก็บสะสมคาร์โบไฮเดรตในรูปของไกลโคเจนไว้มากและหาได้สะดวก จึงเหมาะแก่การที่จะแยกเอาไกลโคเจนมาศึกษา การแยกไกลโคเจนออกจากสารโมเลกุลใหญ่อื่น ๆ เช่น กรดนิวคลีอิก และโปรตีนที่อยู่ร่วมกันในเนื้อเยื่อ สามารถทำได้โดยอาศัยคุณสมบัติการละลายของมันแตกต่างกัน เช่น กรดไทรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid; TCA) สามารถละลายไกลโคเจนได้ [Roe et al., 1961] ส่วนกรดนิวคลีอิกและโปรตีนจะตกตะกอน จากนั้นนำไกลโคเจนที่ได้ไปตกตะกอนด้วยเอทานอล [Kerly, 1930]ในขั้นตอนนี้โมเลกุลอื่น ๆ รวมทั้งคาร์โบไฮเดรตที่มีน้ำหนักโมเลกุลน้อยจะถูกแยกออกไป เมื่อละลายน้ำและตกตะกอนด้วยเอทานอลอีกครั้งหนึ่งก็จะได้ไกลโคเจนที่บริสุทธิ์พอจะนำไปศึกษาปฏิกิริยาต่าง ๆ ในขั้นต่อไปได้
   เมื่อไฮโดรไลซ์ไกลโคเจนด้วยกรดหรือเอนไซม์จะเกิดการสลาย glycosidic linkage ทำให้มี reducing power เพิ่มขึ้น ซึ่งจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับลักษณะของไกลโคเจนที่ถูกไฮโดรไลซ์ โดยกรดจะสามารถไฮโดรไลซ์ทั้ง ( (1, 4) และ ( (1, 6) linkage แล้วให้ mono และ oligosaccharides ขนาดต่าง ๆ กัน ในขณะที่เอนไซม์ (-amylase จากน้ำลาย จะไฮโดรไลซ์เฉพาะ((1, 4) linkage เท่านั้น ไม่สามารถไฮโดรไลซ์ ( (1, 6) linkage ได้เลย การจะทดสอบว่าโมเลกุลไกลโคเจนที่ถูกไฮโดรไลซ์แล้วยังมีขนาดใหญ่อยู่หรือไม่ทำได้หลายวิธีดังต่อไปนี้ [นรากร, 2562]
1. ทดสอบการเกิดสีกับไอโอดีน (I2) ถ้าเป็นโมเลกุลใหญ่ของไกลโคเจนจะให้สีน้ำตาลแดง แต่หากเป็นโมเลกุลใหญ่ของแป้งจะให้สีน้ำเงิน (ม่วงดำ)
2. ทดสอบการเกิดสีตะกอนแดงอิฐถ้าโมเลกุลไกลโคเจนถูกไฮโดรไลซ์กลายเป็นโมเลกุลเล็ก (กลูโคส) เป็นวิธีการหาปริมาณ reducing power โดยไกลโคเจนยิ่งถูกไฮโดรไลซ์มาก reducing end ของกลูโคสก็เพิ่มมากขึ้น
3. วัดความหนืด (viscosity) ถ้าถูกไฮโดรไลซ์มากความหนืดจะลดลง
วิธีการทดลอง
1. การแยกไกลโคเจนจากเนื้อหอยแครง
สารเคมี
· 30% Trichloroacetic acid (TCA)

· 5% TCA

· 95% Ethanol

 1.1.การแยกไกลโคเจน (Glycogen separation) จากเนื้อหอยแครง
1). ลวกหอยแครงด้วยน้ำเดือดเพื่อให้สามารถแกะเนื้อหอยออกจากเปลือกได้ง่าย แยกเอาเนื้อหอยเฉพาะบริเวณที่ไม่เปื้อนโคลนหนัก 20.00 กรัม ล้างน้ำให้สะอาดเติมน้ำกลั่น 20.00 มิลลิลิตร แล้วปั่นบดละเอียด (homogenize) ในเครื่องปั่น (blender) ด้วยความเร็วสูงสุดนาน 5 นาที (โดยปั่น 1 นาที หยุด 1 นาที สลับกันจนครบ 5 นาที) 
2). เทของผสมเนื้อเดียว (homogenate) ใส่กระบอกตวง จดปริมาตรที่ได้ เติม 30% TCA ลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรของผสม คนให้เข้ากัน นำไปปั่นตกตะกอนที่ 6,000 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 5 นาที รินสารละลายใส (supernatant) ใส่กระบอกตวง ส่วนตะกอน (precipitate) ที่ได้นำไปตกตะกอนซ้ำด้วย 5% TCA 10 มิลลิลิตร และปั่นตกตะกอนที่ 6,000 rpm นาน 5 นาที รินน้ำใสลงในกระบอกตวงรวมกับที่เก็บไว้ครั้งแรก จดปริมาตรแล้วถ่ายลงในบีกเกอร์ เติม 95% เอทานอลลงไปปริมาตรเป็นสองเท่าของสารละลายในบีกเกอร์ คนให้เข้ากันจนเห็นตะกอนขาวของไกลโคเจนค่อย ๆ ตกลงมา (ทิ้งไว้ให้ตกตะกอน 1 คืน) 
3). เมื่อตะกอนของไกลโคเจนตกจนสมบูรณ์แล้ว ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้ตะกอนนอนก้น รินสารละลายใสทิ้งให้มากที่สุด ล้างตะกอนด้วย 95% เอทานอลจนสะอาด ถ่ายตะกอนทั้งหมดลงบนกระจกนาฬิกาขนาดเล็กที่รู้น้ำหนักแล้ว อบแห้งที่ 60 (C ข้ามคืน (overnight) ชั่งน้ำหนักแห้งของตะกอนไกลโคเจน คำนวณหาเปอร์เซ็นต์ไกลโคเจนในเนื้อหอยแครงลวก เก็บตะกอนไกลโคเจนใส่โถดูดความชื้นก่อนนำไปทดลองในขั้นต่อไป
1.2. การเตรียมสารละลายไกลโคเจน (Preparation of glycogen stock solution)

สำหรับการทดลองต่อจากนี้จะใช้ไกลโคเจนที่สกัดได้จากขั้นตอนที่ 1 ชั่งไกลโคเจนที่เตรียมได้จากหอยแครงในข้อ 1.3 หนัก 40.00 มิลลิกรัม ละลายด้วยน้ำกลั่นจำนวน 10.00 มิลลิลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 4.000 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร (stock solution) เพื่อใช้ในการทดลองต่างๆ
2. การหาปริมาณไกลโคเจน ด้วยวิธี Anthrone
    การทดสอบด้วยสารละลาย Anthrone เป็นวิธีการหนึ่งในการศึกษาลักษณะทั่วไปของคาร์โบไฮเดรต ซึ่งในการทดสอบนี้คาร์โบไฮเดรตจะมีการย่อยสลาย หรือมีกระบวนการดึงน้ำออกจากโมเลกุล (dehydration) ด้วยกรดซัลฟูริก (H2SO4) เข้มข้น เพื่อให้เกิดโครงสร้างเฟอฟูราล (furfural) ซึ่งโครงสร้างนี้สามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับ anthrone ได้สารละลายสีเขียวแกมน้ำเงิน [Karki, 2019] ดังสมการ (1) 
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(1)
สารเคมี
· สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เข้มข้น 0.5000 mg/ml

· Anthrone reagent

· สารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)
วิธีการทดลอง
1). เตรียมสารละลายไกลโคเจนเจือจาง 20 เท่า ปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร โดยปิเปตสารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)  0.25 มิลลิลิตร ผสมน้ำกลั่น 4.75 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน
2). เตรียมหลอดทดลอง 7 หลอด ใส่สารละลายไกลโคเจนเจือจาง สารละลายกลูโคส
มาตรฐาน น้ำกลั่น และน้ำยาแอนโทรนดังตาราง
	25Bหลอดที่
สารเคมี (มล.)
	สารละลายไกลโคเจน
	สารละลายกลูโคสมาตรฐาน

	0Bไกลโคเจนเจือจางจาก 1.2 (หรือกลูโคสมาตรฐาน)
	0.30
	0.50
	0.70
	0
	0.30
	0.50
	1.00

	1Bน้ำกลั่น
	0.70
	0.50
	0.30
	1.00
	0.70
	0.50
	00

	2Bน้ำยาแอนโทรน (แช่เย็น)
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5 นาที

	3BA620
	
	
	
	0
	
	
	


3). เขียนกราฟมาตรฐานของกลูโคสระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร (แกน y)กับความเข้มข้นของน้ำตาลกลูโคสในแต่ละหลอด (แกน x) เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายไกลโคเจนเจือจางกับช่วงเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน คำนวณหาความเข้มข้นของสารละลายไกลโคเจน แล้วคูณด้วย 162/180 เพราะอนุพันธ์ของกลูโคสในไกลโคเจนมีน้ำหนักโมเลกุล 162 แต่กลูโคสอิสระมีน้ำหนักโมเลกุล 180 

4). พิจารณาความเข้มข้นของไกลโคเจนที่หาได้ด้วยวิธีการนี้คำนวณกลับไปหาความเข้มข้นที่แท้จริงว่าปริมาณที่คำนวณได้ใกล้เคียงกับค่าเริ่มต้นของความเข้มข้นไกลโคเจนที่เตรียมไว้คือ 4.000 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร คำนวณความคลาดเคลื่อนคิดเป็นกี่เปอร์เซนต์
3. การปริมาณไกลโคเจน ด้วยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) และศึกษาสมบัติของไกลโคเจน
3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของกลูโคส ด้วยวิธี DNS
กลูโคสเป็นน้ำตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) สามารถรีดิวซ์ 3, 5-dinitrosalicylic acid ให้เป็น 3-amino-5-nitrosalicylic acid ซึ่งมีสีน้ำตาลแดง [Smith and Cheng, 1978] ดังสมการ (2)
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3, 5-dinitrosalicylic acid
3-amino-5-nitrosalicylic acid
  (สารละลายสีเหลือง)                 (สารละลายสีน้าตาลแดง)
จึงสามารถหาปริมาณน้ำตาลแดงได้โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร เทียบกับสารละลายกลูโคสที่รู้ความเข้มข้น
สารเคมี
- สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เข้มข้น 4.000 mg/ml


- 1.00 % DNS reagent

วิธีการทดลอง
1). เจือจางสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (standard glucose solution) แบบอนุกรม (2 fold serial dilution) ให้ได้ 6 หลอด โดยมีขั้นตอนดังนี้
1.1) ทำการเตรียมหลอดทดลองไว้ 6  หลอดเขียนหมายเลขหลอดที่ 1 ถึง 6 
1.2) ตั้งแต่หลอดที่ 2 ถึง 6 ให้แต่ละหลอดใส่น้ำไว้ 1.0  มล.  
1.3) นำสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ทางห้องปฏิบัติการได้เตรียมไว้ (เข้มข้น 4.000 mg/ml) 2.00  มล.  ใส่ในหลอดที่ 1 
1.4) ดึงสารละลายในหลอดที่ 1 จำนวน  1.0  มล.  ไปใส่ในหลอดที่ 2 แล้วทำการผสมด้วยเครื่องเขย่าสาร  Vortex  จากนั้น ทำการดึงสารที่เขย่าได้ จำนวน 1.0  มล.   ไปยังหลอดที่ 3 ทำขั้นตอนเหมือนเดิมเช่นนี้ไปเรื่อยๆ จนถึงหลอดที่ 6 
2). เตรียมหลอดทดลองอีก 7 หลอด ใส่กลูโคสที่เจือจางไว้จากข้อ1.4 หลอดละ 0.2 มล. แล้วเติมสารต่าง ๆ ดังตารางต่อไปนี้
	หลอดที่
สารเคมี(มิลลิลิตร) 
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	สารละลายกลูโคสมาตรฐาน
(ที่เจือจางแล้วตามข้อ 1.4)
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0

	น้ำกลั่น
	0.80
	0.80
	0.80
	0.80
	0.80
	0.80
	1.00

	1.00% DNS reagent
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5 นาที

	น้ำกลั่น
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50

	A540
	
	
	
	
	
	
	0


3). วัดค่าการดูดกลืนแสง โดยมีหลอดที่ 7 เป็น blank

4). เขียนกราฟมาตรฐานของกลูโคสระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรกับความเข้มข้นของน้ำตาลกลูโคสในแต่ละหลอด
3.2  การหาปริมาณกลูโคสด้วยวิธี DNS หลังย่อยไกลโคเจนด้วยกรด
สารเคมี
· 1.2 M NaOH

· 2.0 M HCl

· 1.00% DNS reagent

· สารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)

วิธีการทดลอง
1). ปิเปตสารละลายไกลโคเจนที่เตรียมได้ (stock solution) ใส่หลอดทดลอง 7 หลอด ๆ ละ 0.20 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่นหลอดละ 0.50 มิลลิลิตร ส่วนหลอดที่ 8 ซึ่งใช้เป็น blank เติมน้ำกลั่น 0.70 มิลลิลิตร
2). เติม 2 M HCl ลงในทั้ง 8 หลอด ๆ ละ 0.30 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปต้ม ยกเว้นหลอดที่1 ไม่ต้องนำไปต้ม ส่วนหลอดอื่น ๆ ไปต้มในน้ำเดือดนาน 3.00, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00 และ 30.00 นาที ตามลำดับ ทันทีที่ครบตามเวลายกหลอดออกจากอ่างน้ำเดือดเติม 1.2 M NaOH 0.5 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อทำให้เป็นกลางและการไฮโดรไลซ์สิ้นสุด ส่วนหลอดที่ 8 ให้ยกออกพร้อมกับหลอดที่ 7

3). เติม DNS reagent 0.50 มิลลิลิตร ลงในหลอดทั้ง 8 แล้วนำไปต้มอีก 5.00 นาที เมื่อยก
ออกจากอ่างน้ำเดือด เติมน้ำกลั่นหลอดละ 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน นำไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

แสดงขั้นตอนการย่อยไกลโคเจนด้วยกรดดังตารางต่อไปนี้

	26Bหลอดที่
สารเคมี (มล.)
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	4Bสารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0

	น้ำกลั่น
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.70

	2.0 M HCl
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน (นาที)
	0
	3.00
	5.00
	10.00
	15.00
	20.00
	30.00
	30.00

	1.2 M NaOH
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	DNS reagent
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5.00 นาที

	น้ำกลั่น
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00

	A540
	
	
	
	
	
	
	
	0


4). นำค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคส คำนวณความเข้มข้นของน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดจากการไฮโดรไลซ์ด้วยกรดที่เวลาต่าง ๆ เขียนกราฟระหว่างปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น (แกน y) กับเวลาในการไฮโดรไลซ์ (แกน x)
3.3 การทดสอบไกลโคเจนในการเกิดสารเชิงซ้อนกับไอโอดีน
เพื่อศึกษาความแตกต่างระหว่างการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของไกลโคเจน และไกลโคเจนที่ถูกย่อยด้วยกรดกับสารละลายทดสอบไอโอดีน
สารเคมี
· 2.0 M HCl

· Lugol’s reagent 
      (Iodine 5.00 g, potassium iodide 10.00 g ละลายในน้ำกลั่น 100.00 ml)

วิธีการทดลอง
ปิเปตสารต่าง ๆ ดังตารางต่อไปนี้ 
	27Bหลอดที่
สารเคมี (มล.)
	1
	2

	5Bสารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)
	1.00
	1.00

	6Bน้ำกลั่น
	1.00
	0.40

	7B2.0 M HCl
	0
	0.60

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5 นาที

	8BLugol’s reagent (หยด)
	2
	2


เปรียบเทียบสีที่เกิดขึ้นในแต่ละหลอด บันทึกผล และสรุปเกี่ยวกับการเกิดสารประกอบของไกลโคเจน และไกลโคเจนที่ถูกไฮโดรไลซ์กับไอโอดีน
บันทึกผลการทดลองบทที่ 1
เรื่อง ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไกลโคเจน (Hydrolyzations of Glycogen)
กลุ่มปฏิบัติการที่  ...................  Section…………..วันที่ทำปฏิบัติการ...............................
เริ่มปฏิบัติการเวลา......................เสร็จสิ้นปฏิบัติการเวลา................
1).การแยกไกลโคเจน (Glycogen separation) จากเนื้อหอยแครง
     ให้ทำการสังเกตกล้ามเนื้อหอยแครงที่ผ่านขบวนการแยกไกลโคเจนว่ามีลักษณะอย่างไร และลักษณะที่เกิดขึ้นนั้นสามารถอธิบายทางการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาชีวเคมีอย่างไร
	ขั้นตอน
	ลักษณะที่สังเกตได้
	อธิบายทางชีวเคมี

	1.1). เนื้อหอยแครง
	
	

	เนื้อหอยแครงสดเริ่มทดลอง
	
	

	เนื้อหอยแครงผ่านการต้ม
	
	

	เนื้อหอยแครงผ่านการบด
	
	

	1.2) การปั่นตกตะกอน
	
	

	สารละลายใส ครั้งที่ 1 
	
	

	ส่วนตะกอน ครั้งที่ 2
	
	

	สารละลายใส ครั้งที่ 1
	
	

	ส่วนตะกอน ครั้งที่ 2
	
	

	สารละลายใส ครั้งที่ 1+2 เติม95% เอทานอล
	
	

	สารละลายใส 
	
	

	ส่วนตะกอน 
	
	

	1.3). ตะกอนผ่านการล้างเข้าสู่การอบแห้ง 60 (C ข้ามคืน
	
	

	ตะกอนก่อนอบ
	
	

	ตะกอนหลังอบ
	
	


2. กิจกรรมการหาปริมาณไกลโคเจน ด้วยวิธี Anthrone
- ขั้นตอนการบันทึกผล
	28Bหลอดที่
สารเคมี (มล.)
	สารละลายไกลโคเจน
	สารละลายกลูโคสมาตรฐาน

	9Bไกลโคเจนเจือจางจาก 1.2
10B=X. X X X mg/ml  (หรือกลูโคสมาตรฐาน 0.5000 mg/ml)
	0.30
	0.50
	0.70
	0
	0.30
	0.50
	1.00

	11Bน้ำกลั่น
	0.70
	0.50
	0.30
	1.00
	0.70
	0.50
	00

	12Bสภาพการเจือจางสารละลาย
	3/10
	1/2
	7/10
	blank
	3/10
	1/2
	1

	13Bความเข้มข้น (mg/ml)
	
	
	
	0
	
	
	

	14Bน้ำยาแอนโทรน (แช่เย็น)
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00
	5.00

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5 นาที

	15Bบันทึกค่า A620
	
	
	
	0
	
	
	

	
	
	
	
	สร้างกราฟมาตราฐาน

	16Bความเข้มข้นไกลโคเจน ที่คำนวนจากสมการในกราฟมาตราฐาน (mg/ml)
	
	
	
	
	
	
	

	17Bความเข้มข้นไกลโคเจนที่แท้จริงในแต่ละหลอด(mg/ml)
	
	
	
	
	
	
	

	18Bความเข้มข้นไกลโคเจนที่แท้จริงเฉลี่ย (mg/ml)
	
	
	
	
	


- ขั้นตอนการจัดทำกราฟมาตรฐานของกลูโคสระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร (แกน y)กับความเข้มข้นของน้ำตาลกลูโคสในแต่ละหลอด (แกน x)
- ขั้นตอนแสดงการคำนวณเข้มข้นของไกลโคเจนที่หาได้ ด้วยวิธี Anthrone และคำนวนเปอร์เซนต์ความคลาดเคลื่อน
3. การปริมาณไกลโคเจน ด้วยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) และศึกษาสมบัติของไกลโคเจน
3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของกลูโคส ด้วยวิธี DNS
- ขั้นตอนการบันทึกผล
	หลอดที่
สารเคมี(มิลลิลิตร) 
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	สารละลายกลูโคสมาตรฐาน
ที่เจือจางแล้วตามข้อ 1.4 (สัดส่วนเจือจางอนุกรม)
	0.20

(1)
	0.20
(1/2)
	0.20
(1/4)
	0.20
(1/8)
	0.20
(1/16)
	0.20
(1/32)
	0

	ความเข้มข้นสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (mg/ml)
	
	
	
	
	
	
	0

	น้ำกลั่น
	0.80
	0.80
	0.80
	0.80
	0.80
	0.80
	1.00

	1.00% DNS reagent
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5 นาที

	น้ำกลั่น
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50
	10.50

	A540
	
	
	
	
	
	
	0


- ขั้นตอนการสร้างกราฟมาตรฐาน สร้างสมการเส้นตรง y = Ax +B และหาค่าความสัมพันธ์เส้นตรง (R2)
3.2  การหาปริมาณกลูโคสด้วยวิธี DNS หลังย่อยไกลโคเจนด้วยกรด
- ขั้นตอนการบันทึกผล
	29Bหลอดที่
สารเคมี (มล.)
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	19Bสารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0.20
	0

	น้ำกลั่น
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.70

	2.0 M HCl
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30
	0.30

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน (นาที)
	0
	3.00
	5.00
	10.00
	15.00
	20.00
	30.00
	30.00

	1.2 M NaOH
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	DNS reagent
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50
	0.50

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5.00 นาที

	น้ำกลั่น
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00
	10.00

	A540
	
	
	
	
	
	
	
	0

	คำนวณความเข้มข้นจากสมการกราฟมาตราฐานของกลูโคส ด้วยวิธี DNS (mg/ml) 
	
	
	
	
	
	
	
	0


- ขั้นตอนการสร้างกราฟระหว่างปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้น (แกน y) กับเวลาในการไฮโดรไลซ์ (แกน x) โดยเป็นกราฟเส้นตรงลากเชื่อมระหว่างจุด

3.3 การทดสอบไกลโคเจนในการเกิดสารเชิงซ้อนกับไอโอดีน
	
30Bหลอดที่
สารเคมี (มล.)
	1
	2

	20Bสารละลายไกลโคเจนที่เตรียมไว้ (stock solution)
	1.00
	1.00

	21Bน้ำกลั่น
	1.00
	0.40

	22B2.0 M HCl
	0
	0.60

	จุ่มในอ่างน้ำเดือดนาน 5 นาที

	23BLugol’s reagent (หยด)
	2
	2

	24Bลักษณะสีสารละลาย
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