
ภาคผนวก ก
วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1.  De Man Rogosa and Sharpe (MRS)  ประกอบดวย
Proteose peptone 10.0 กรัม
Beef  extract 10.0 กรัม
Yeast  extract 5.0 กรัม
Dextrose 20.0 กรัม
Tween  80 1.0 มิลลิลิตร
Ammonium citrate 2.0 กรัม
Sodium acetate 5.0 กรัม
Magnesium sulfate 0.1 กรัม
Manganese  sulfate 0.05 กรัม
Dipotassium phosphate 2.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
Distilled  water 1,000 มิลลิลิตร

วิธีเตรียม
ละลายสวนประกอบขางตนในน้ํากลั่น ปรับใหมีพีเอช 6.5  ดวย 6 N NaOH และ 

6 N HCl  นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

2.  Nutrient Agar (NA)  ประกอบดวย
Peptone 5.0 กรัม
Beef  extract 3.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
Distilled  water 1,000 มิลลิลิตร



วิธีเตรียม
ละลายสวนประกอบขางตนในน้ํากลั่น (ยกเวน agar) ปรับใหมีพีเอช  7.0  ดวย   

6 N NaOH และ 6 N HCl จึงใสวุนลงไป  หลอมละลายดวยความรอน  นําไปฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

3.  Trypticase Soy Broth (TSB)  ประกอบดวย
Tryptone 5 กรัม
Soytone 5 กรัม
Sodium chlorine 5 กรัม
Distilled  water 1,000 มิลลิลิตร

วิธีเตรียม
ละลายสวนประกอบขางตนในน้ํากลั่น  ปรับใหมีพีเอช 7.3  ดวย 6 N NaOH และ 

6 N HCl  นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที



ภาคผนวก ข
การเตรียมสารเคมีและวิธีวิเคราะห

1. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  โดยวิธี  Lowry’s method
สารเคมีท่ีใชในการทดลอง

1. สารละลาย   A  :  1% (w/v) CuSO4.5H2O  ในน้ํากลั่น
2. สารละลาย   B  :  1%  (w/v)  Sodium Potassium  tartarate.4H2O
3. สารละลาย   C  :  2 %  (w/v)  Na2CO3  ใน  0.1 M  NaOH
4. สารละลาย   D  :  ผสม  A  และ  B  ในอัตราสวน 1  :  1  (w/v) สวน  แลวเติม

สาร C  98  สวน
5. เจือจาง   Folin-Ciocalteau  reagent  ดวยน้ําในอัตราสวน  1  :  1  (w/v)

วิธีการวิเคราะห
1. ใชสารตัวอยางที่ตองการหาปริมาณโปรตีน  0.2  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย

D   2  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันทิ้งไวนาน  10  นาที
2. ใสสารละลาย  Folin  เจือจาง  0.2  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันแลวทิ้งไวนาน

30  นาที
3. วัดคาการดูดกลืนแสงที่  750  นาโนเมตร  โดยใชน้ํากลั่นที่เตรียมเหมือนตัว

อยางเปน  Blank
4. เตรียมกราฟโปรตีนมาตรฐาน โดยใชโบวินซีรัมอัลบูมิน  (BSA)  เปน

โปรตีนมาตรฐาน
5. นําขอมูลมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางการดูดกลืนแสงกับปริมาณโปรตีน

(BSA)  ดังแสดงในภาพประกอบที่



การเตรียมกราฟมาตรฐานโปรตีน
1. ละลายโบวินซีรัมอัลบูมิน  0.1  กรัม  ในน้ํากลั่น  10  มิลลิลิตร  จะไดเปน

Stock  solution  ความเขมขน  1,000  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
2. เจือจางสารละลายโบวินซีรัมอัลบูมินใหไดความเขมขน  0  50   100   150

200  และ  250  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  โดยนํา  Stock solution ปริมาตร  0   0.5   1.0   1.5
2.0  และ  2.5  มิลลิลิตร  ตามลําดับ  แลวปรับปริมาตรเปน  10  มิลลิลิตร  ดวยน้ํากลั่น

3. หาปริมาณโปรตีนของแตละความเขมขนตามวิธีการขางตน
4. เขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของโปรตีนโบวินซีรัมอัลบูมินกับ

คาการดูดกลืนแสงที่  750  นาโนเมตร

ภาพที่ 14 กราฟมาตรฐานโปรตีน
Figure 14 Protein  standard curve
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2. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  50  mM  พีเอช  6.5
สารเคมี
สารละลาย  A  : สารละลายโมโนโซเดียมฟอสเฟต  ความเขมขน  50  mM

(NaH2PO4.2H2O  6.899  กรัม  ในน้ํากลั่น  1  ลิตร)
สารละลาย  B  :  สารละลายไดโซเดียมฟอสเฟต  ความเขมขน  50  mM

(Na2HPO4.2H2O  8.902  กรัม  ในน้ํากลั่น  1  ลิตร)

วิธีการเตรียม
โดยผสมสารละลาย  A  และ  B  ใหไดพีเอช  6.5  โดยการวัดดวยเครื่องวัดพีเอช

3.  การเตรียมสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.2  M  พีเอช  3.0
สารเคมี
สารละลาย  A  :  สารละลายกรดอะซิติก   ความเขมขน  0.2  M

(กรดอะซิติก  11.51 มิลลิลิตร  ละลายในน้ํากลั่น  1  ลิตร)
สารละลาย  B  :  ละลาย  C2H3O2Na  16.4  กรัม  (ความเขมขน  0.2 M) ในน้ํากลั่น

1  ลิตร

วิธีการเตรียม
โดยผสมสารละลาย  A  และ  B  ใหไดพีเอช  3.0  โดยการวัดดวยเครื่องวัดพีเอช

4.    การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล  โดยวิธี  Lane และ Eynon (ดัดแปลงจาก A.O.A.C.,
2000)



สารเคมีท่ีใชในการทดลอง
1. สารละลายเฟลิง     A :  ชั่งคอปเปอรซัลเฟตจํานวน 69.28 กรัม ละลายใน

น้ํากลั่น แลวเติมน้ํากลั่นลงไปจนปริมาตรครบ 1000 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง
เบอร 4

2. สารละลายเฟลิง B : ชั่งโพแทสเซียมโซเดียมทาเทรตเตตราไฮเดรต 
จํานวน 346 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด จํานวน 100 กรัมแลวละลายในน้ํากลั่น
จํานวนเล็กนอย แลวเติมน้ํากลั่นลงไปจนปริมาตรครบ 1000 มิลลิลิตร

3. สารละลายเดกซโทรส : ชั่งเดกซโทรสบริสุทธิ์ใหไดน้ําหนักที่แนนอน 
3.0 กรัม  ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร

4. เมทิลีนบลู ความเขมขนรอยละ 1 : ชั่งเมทิลีนบลู 1.0 กรัมละลายในน้ํา
กลั่น แลวเติมน้ํากลั่นลงไปจนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร

5. สารละลายนิวทรัลเลดอะซิเตตความเขมขนรอยละ 10 :  ชั่งนิวทรัลเลด 
อะซิเตต 50 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวเติมน้ํากลั่นลงไปจนปริมาตรครบ  500 มิลลิลิตร

6. สารละลายโปแตสเซียมออกซาเลตความเขมขนรอยละ 10 : ชั่ง                   
โปแตสเซียมออกซาเลต จํานวนหนัก 50 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวเติมน้ํากลั่นจน
ปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร

7. กรดไฮโดรคลอริกเขมขน
8. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 10  : ชั่งโซเดียมไฮดรอก

ไซด จํานวน 10 กรัมละลายในน้ํากลั่น แลวเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร

วิธีการทดลอง
การหาคามาตรฐาน ของสารละลายเฟลิง

 ก. การไตเตรตหาคามาตรฐานเบื้องตน (Preliminary determination)
1. ปเปตสารละลายเฟลิงเอและบี อยางละ 5 มิลลิลิตร ใสรวมกันในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร
2. เติมสารละลายเดกซโทรสจากบิวเรตลงไปประมาณ 15 มิลลิลิตร  เขยาให

เขากัน



3. ตมใหเดือดอยางรวดเร็ว เมื่อเดือดนานประมาณ 15 วินาที  เติมสารละลาย
เมทิลีนบลูลงไป 2-3 หยด ซึ่งจะสามารถสังเกตการเกิดสีน้ําเงินชัดเจน (ถาไมเกิดสีน้ําเงิน
แสดงวาใชเดกซโทรสหรือตัวอยางน้ําตาลมากเกินไป ใหทําใหมโดยลดปริมาณของ 
เดกซโทรสหรือตัวอยางน้ําตาลลงจากเดิม)

4. ไตเตรตจนสีน้ําเงินของเมทิลีนบลูเปลี่ยนไปเปนสีแดงอิฐ (ณ จุดยุติ) ใน
ระหวางการไตเตรตนี้จะตองไตเตรทขณะสารละลายในขวดรูปชมพูเดือดอยูตลอดเวลา

5. บันทึกปริมาตรของสารละลายเดกซโทรสที่ใชในการไตเตรตตั้งแตเริ่มตน
จนถึงจุดยุติ

ข. การไตเตรตหาคามาตรฐานที่แนนอน (Accurate determination)
1. ทําเชนเดียวกับวิธีกับการไตเตรตเบื้องตน แตเติมสารละลายเดกซโทรส

ลงไปในขวดรูปชมพูจนเกือบจะถึงจุดยุติ (ใหนอยกวาจุดยุติของการหาคามาตรฐานเบื้อง
ตนประมาณ 1 มิลลิลิตร)

2. ตั้งไฟตมใหเดือดโดยเร็วจากนั้นปลอยใหเดือดอยางสม่ําเสมอนาน 2 นาที
3. เติมสารละลายเมทิลีนบลูลงไป 2–5 หยด
4. ไตเตรตโดยเติมสารละลายเดกซโทรสครั้งละ 2–3 หยด จนกระทั่งถึงจุด

ยุติการ    ไตเตรตนี้ตองใหเสร็จภายใน 1 นาที หลังจากเติมเมทิลีนบลูและตองใหสาร
ละลายในขวดรูปชมพูเดือดตลอดเวลาพรอมทั้งเขยาใหเขากันเสมอ

5. บันทึกปริมาตรของสารละลายเดกซโทรสที่ใชในการไตเตรตและคํานวณ
คาเฟคเตอรของสารละลายเฟลิงไดดังนี้

    แฟคเตอร (F) = ปริมาตรของตัวไตเตอร (มล.) x น้ําหนักเดกซโทรส (กรัม)ใน 10 มล.



การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลอินเวิรทในน้ําตาลโตนด
1. ชั่งน้ําหนักน้ําตาลโตนดใหไดคาที่แนนอน (ประมาณ 120 กรัม) แลวเทใส

ขวดวัดปริมาตร ขนาด 250 มิลลิลิตร ละลายดวยน้ํากลั่นเล็กนอย
2. เติมสารละลายนิวทรัลเลดอะซิเตตเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

แลวเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ 250 มิลลิลิตร
3. เขยาใหเขากันแลวกรอง ดูดสวนที่กรองได 100 มิลลิลิตร ใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 250 มิลลิลิตร
4. เติมสารละลายโปแตสเซียมออกซาเลตความเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร และเติมน้ํากลั่นเพื่อปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 250 มิลลิลิตร
5. เขยาใหเขากันแลวกรองแบงสวนที่กรองได ออกเปนสองสวน โดยสวนที่

หนึ่งประมาณ 150 มิลลิลิตร เก็บไวสําหรับไตเตรตตามวิธีในขอ ก. สวนที่สองใชสําหรับ
หาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ดังนี้

 5.1  ปเปตสวนที่กรองไดปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 250
มิลลิลิตร

5.2  เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขนปริมาตร 5 มิลลิลิตร
5.3  นําสารละลายนี้ไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส

นาน 15 นาที เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
5.4  ทําใหเย็นลงและทําใหเปนกลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

ความเขมขนรอยละ 10 แลวเติมน้ํากลั่นใหปริมาตรครบ 250 มิลลิลิตร
5.5  นําสารละลายจากขอ 5.4  มาไตเตรตกับสารละลายเฟลิง ตามวิธีในขอ 

ก. (ปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใชในการไตเตรตนี้ ตองอยูในชวง 15–50 มิลลิลิตร 
จึงจะใชได ถาต่ําหรือสูงกวานี้ตองเพิ่มน้ําหนักน้ําตาลสดที่ใชหรือตองเจือจางสารละลาย
น้ําตาลที่ใชไตเตรตนั้นใหมใหไดความเขมขนพอเหมาะ)

การคํานวณ

น้ําตาลรีดิวซ (รอยละ)   =
  F x 100 x 250 x 250
          w x 100 x v



              
น้ําตาลทั้งหมด (รอยละ)    =

เมื่อ F = แฟคเตอรของสารละลายเฟลิง
w = น้ําหนักน้ําตาลโตนด (กรัม)
v          = ปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใชในการไตเตรต  

(มิลลิลิตร)
5.    การวิเคราะหปริมาณเกลือ  (A.O.A.C., 2000)

ใชสารละลายมาตรฐาน silver nitrate ที่มากเกินพอ ตกตะกอน chloride ion ใน
ตัวอยางในตัวกลางที่เปนกรดของ nitric acid เคลือบตะกอนที่เกิดขึ้นนี้ไวดวย 
nitrobenzene แลว titrate หาปริมาณ silver nitrate ที่เหลือจากปฏิกิริยาดวยสารละลาย 
ammonium thiocyanate โดยมี ferric ammonium sulfate TS เปน indicator ตัดสินจุดยุติ
โดยการดูการเกิดสีแดงของ ferric thiocyanate

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง
1.  0.1  N  ammonium  thiocyanate
2.  Conc.  Nitric acid
3.  Ferric ammoniumsulfate TS
4.  Silver  nitrate

วิธีการทดลอง
1.  ปเปตตัวอยางปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ใสฟลาสกขนาด 250  มิลลิลิตร   เติม

สารละลาย 0.1 N Silver nitrate  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เติมน้ําลงไปปริมาตร 40   
มิลลิลิตร ในการเตรียม  Blank  ใชน้ํากลั่นแทนสารละลายตัวอยางปริมาตร  50  มิลลิลิตร

2   เติม   Nitric acid  เขมขน ปริมาตร   3  มิลลิลิตร  และ  Ferric ammonium 
sulfate TS  ปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงไป

F x 100 x 250 x 250 x 250
w x 100 x 20 x v



3. ไตเตรดดวยสารละลาย  0.1  N  ammonium thiocyanate จนสารละลายเริ่มมีสี
น้ําตาลแดง

4.  ทําการเขยา   ถาสียังคงตัวแสดงวาถึงจุดยุติ

6.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธีการทําเจลอิเล็กโทรโฟลิซีสดัดแปลง
จากวิธีของ  Laemmli (1970)
                 เตรียมสารละลายเปน  stock solution  ดังนี้
                 1.  Acrylamide-bis  (30 เปอรเซ็นต T, 2.67 เปอรเซ็นต C)
                      Acrylamide  29.2  กรัม  และ N’N-bis-methylene-acrylamide  0.8  กรัม
ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร  100  มิลลิลิตร  กรองสารละลายผานกระดาษกรอง
(Whatman No.1) เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เก็บไวใชไดภายใน  1
เดือนหลังจากการเตรียม
                 2.  Tris-HCl ความเขมขน  1.5  โมลาร  พีเอช  8.8
                      ละลาย Tris-base 18.17 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับ
พีเอชใหไดเปน  8.8  ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  (HCl)  ความเขมขน  1.0  นอร
มอล  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได  100  มิลลิลิตร  และเก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส
                 3.  Tris-HCl ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.8
                      ละลาย Tris-base 6.06 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับพีเอชให
ไดเปน  6.8  ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  (HCl)  ความเขมขน  1.0  นอรมอล  ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได  100  มิลลิลิตร  และเก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส
                 4.  โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  ความเขมขนรอยละ  10
                      ละลายโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  10  กรัมในน้ํากลั่นแลวกวนเบาๆ  ปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได  100  มิลลิลิตร
                 5.  Stock sample buffer
                      เตรียมโดยผสมสารตางๆ  ในอัตราสวนดังนี้

น้ํากลั่น 4.8  มิลลิลิตร



Tris-HCl ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.8 1.2  มิลลิลิตร
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  2.0  มิลลิลิตร
Glycerol 1.0  มิลลิลิตร
Bromophenol blue  เขมขนรอยละ  0.5  (w/v) 0.5  มิลลิลิตร

                 6.  SDS  reducing buffer
                      เตรียมโดยผสม  2-mercaptoethanol  ปริมาตร  50  ไมโครลิตร  ใน  stock
sample  buffer  ที่มีปริมาตร  0.95  มิลลิลิตร  กอนที่จะใช
                 7.  5X-electrode  (Running) buffer  พีเอช  8.3
                      ประกอบดวย

Tris-base 9  กรัม
Glycine 43.2 กรัม
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  3 กรัม

                      เจือจางใหไดปริมาตร  600  มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น  จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ  4
องศาเซลเซียส  ถามีตะกอนเกิดขึ้นใหอุนที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส
                 8.  Catalyst
                      เตรียมแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต  (APS) เขมขนรอยละ  10  กอนที่จะนํามา
ใช  และ TEMED  (N,N,N’-tetramethyl ethylenediamine)  ใช  โดยตงโดยไมตองทําให
เจือจางกอน
                 9.  การยอมสีโปรตีนในเจลโดยวิธี  Coomassie  Brilliant Blue R-250
                      เตรียมสารละลายสียอม  (Staining solution)  คือ  Coomassie  Brilliant
Blue R-250 เขมขนรอยละ  0.1  (น้ําหนักตอปริมาตร)  ในเมทธานอลเขมขนรอยละ  40
และกรดอะซิติก  เขมขนรอยละ  0.1  (น้ําหนักตอปริมาตร)  แลวนําสารละลายสียอมมาก
รองดวยกระดาษกรอง  สารละลายนี้สามารถนํากลับมาใชไดอีก
                      เตรียม  Destain  โดยประกอบดวย เมทธานอลเขมขนรอยละ  40  และกรด
อะซิติก  เขมขนรอยละ  0.1  (น้ําหนักตอปริมาตร)



การเตรียมเจลเปนชนิด  slab  gel
                 ประกอบชุดแผนแกวสําหรับทํา  slab gel  เตรียมสารละลายของ  separating
gel  17  เปอรเซ็นต  ซึ่งประกอบดวยน้ํากลั่น  152.5  ไมโครลิตร  Tris-HCl ความเขมขน
1.5  โมลาร  พีเอช  8.8  ปริมาตร  1.44  มิลลิลิตร    โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  ความเขมขน
รอยละ  10  ปริมาตร  42.5  ไมโครลิตร  และ  Acrylamide-bis  ความเขมขน  30
เปอรเซ็นต  แลวนํามาเติมแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต  (APS) เขมขนรอยละ  10  ปริมาตร
10  ไมโครลิตร  และ  TEMED  ปริมาตร  5  ไมโครลิตร
                 เทสารละลายเจลลงระหวางแผนแกวที่เตรียมไว  แลวคอยๆ  หยอดน้ําใหคลุม
ผิวเจล  ทิ้งเจลไวใหแข็ง  และเตรียม  stacking  gel  เขมขนรอยละ  4  โดยประกอบดวย
น้ํากลั่น  152.5  ไมโครลิตร  Tris-HCl ความเขมขน  1.5  โมลาร  พีเอช  6.8  ปริมาตร
144  ไมโครลิตร โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  ความเขมขนรอยละ  10  ปริมาตร  15
ไมโครลิตร  และ  Acrylamide-bis  ความเขมขน  30 เปอรเซ็นต  แลวนํามาเติม
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต  (APS) เขมขนรอยละ  10  ปริมาตร  10  ไมโครลิตร  และ
TEMED  ปริมาตร  5  ไมโครลิตร  ในสวนของ  separating  gel  เทน้ํากลั่นที่คลุมผิว
เจลออกแลวซับใหแหงดวยกระดาษกรอง  สอด  comb  ลงในแผนกระจก  เท  stacking
gel  ที่เตรียมไวใหมีความสูงประมาณ  2  เซนติเมตร  เหนือ  separating  gel  ทิ้งไวให
เจลแข็งตัว  คอยๆ  ดึง  comb  ออกระวังอยาใหมีฟองอากาศเกิดขึ้น

การเตรียมตัวอยาง
                 เตรียม SDS-reducing buffer ตามปริมาณที่ตองการใช โดยใช 2-mercapto-
ethanol  ปริมาตร  50  ไมโครลิตร ตอ  stock  sample  buffer  ปริมาตร  0.95  มิลลิลิตร
จากนั้นผสมตัวอยางกับ  SDS-reducing buffer  ในอัตราสวน  1  ตอ  1  ตมสารละลายที่
อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  4  นาที  กอนนําไปใสในชองบนเจล ตอชุด อิเล็ก
โทรโฟลิซีส  เติมบัฟเฟอรโดยทําการเจือจาง  5X-electrode buffer  ปริมาตร  60
มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นปริมาตร  240  มิลลิลิตร  เติมบัฟเฟอรปริมาตร  150  มิลลิลิตร  ลง
ใน  chamber  บน  ใหคลุมผิวเจล  และเติมบัฟเฟอรที่เหลือลงใน  chamber  ลาง  ใสสาร
ตัวอยางในชองเจลโดยคอยๆ  หยอดผานบัฟเฟอรลงไป  แลวตอกระแสไฟฟาโดยใช



กระแสไฟฟา  200  โวลท  เมื่อตัวอยางเคลื่อนที่มาถึงปลายลางของ  separating  gel  ปด
กระแสไฟฟา  นําแผนแกวออกจาก  chamber  และนําแผนเจลที่อยูระหวางแผนแกวออก
มาใสในถาดที่มีสารละลายสียอม  (staining  solution) ทิ้งไวขามคืน ที่อุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส ลางสียอมดวย  destain  หลายๆ  ครั้งจนเห็นแถบสีน้ําเงินของโปรตีนอยางชัด
เจน
                 ในกรณีของการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารแบคเทอริโอซินสามารถหา
ไดโดยเปรียบเทียบ  Mobilities  ของโปรตีนนั้นๆ  กับ Mobilities  ของโปรตีนมาตรฐาน
ที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่ทําอิเล็กโทรโฟลิซีสไปพรอมกัน
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ภาพที่  15 แสดงกราฟมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธี
SDS-PAGE

Figure 15 Protein standard curve by SDS-PAGE method
1  =  Ovalbumin 2 = Carbonic anhydrase
3 =  Trypsin inhibitor 4 = Lysozyme
5 =  Aprotinin 6 = Isulin (b) chain
7 = Isulin (a) chain
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