
บทท 4
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์และวิธีการดำเนินงานวิจัย

อุปกรณ์
1. เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่ง ( 4 -  digits balance ) ของบริษัท Mettler-Toledo,

Switzerland.
2. เคร่ืองกวนแม่เหล็กพร้อมเตาให้ความร้อน( magnetic stirrer / hot plate ) ของ 

บริษัท Ika Labortechnik, Germany.
3. เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น MP 220 ของบริษัท Mcttlcr 

Tolcdo, Switzerland.
4. เครืองหมุนเหวียง (centrifuge) รุ่น Kubota 5100 ของบริษัท Kubota corporation, 

Japan.
5. เครองวัดค่าการดูดกลนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spcctronic 20 Genesys ของ 

บริษัท Spcctronic Instrument, USA.
6. อ่างเขย่าและควบคุมอุณหภูมิ (water bath shaker) รุ่น XY-80 ของบริษัท Itochu '  

corporation, Japan.
7. ปิมรีด( peristaltic pump) รุ่น 505 บ ของบริษัท Watson-Marlow Limited.

England.

เคมีภัณฑ์
1. กรดไฮโดรคลอริก 37 เปอร์เซ็นต์โดยน้ําหนักต่อปริมาตร( HC1 ) ของใ!ริษัท BDH 

Laboratory, England.
2. กรดฟ่อสฟ่อริก(H,P04) ของบริษัท Lipton Manufacturing Chemists, England.
3. กรดไตรคอลโรอะซีดิก(TCA) ของบริษัท Merck, Germany.
4. โซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH) ของบริษัท Merck, Germany.
5. โบวีนซีรัมอัลบูมิน(BSA) ของบริษัท Fluka, Switzerland.
6. พอลีเอทิลีนไกลคอล นำหนักโมเลกุลเฉล่ีย 1000(PEG 1000) ของบริษัท Dow 

Chemical, U.S.A
7. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HP04) ของบริษัทYoung Jin Chemical 

Limited, Korea
8. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2PO4) ของบริษัทYoung Jin Chemical 

Limited, Korea
9. เอโซเคชน(azocasine) ของบรษัท Sigma, Germany.



'พ ๙!!พกB1« ๕a n tin 'H tïîlïfiTfl 
. รฺพาท«ศร!ทพพฑพฐาเนํa ร

10. โคมาเซ บิเลียนบลู จี 250(comasie billent blue G 250) ของบริษัท Ajax, Australia.
ซ่ึงสารเคมีท้ังหมดมีความบริสุทธิระดับห้องปฏิบัติการยกเว้น พอลีเอทิลีนไกลคอล 1000,
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ซ่ึงมีความ 
บริสุทธิ"ระดับการค้า

4.3 วิธีการดำเนินงานวิจัย
วิธีการหาภาวะท่ีเหมาะของการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสจาก B a c i l lu s  s u b t i l is  

TISTR 25 ในหอสกัดชนิดโอลชูรัชดันขนาด 5.7 ลิตรมีวิธีการดำเนินงานวิจัย โดยแบ่งออกเป็น 
ปิจจัยต่าง  ๆดังนี้

4.3.1 การศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสกัดเอมไซน์แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัด
โอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิดร

4.3.1.1 การหาค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซน์ท่ีความเข้มข้นต่างๆของนํ้าหมักใน 
กังป้อนก่อนเข้าหอสกัด

ทำการเก็บตัวอย่างปริมาณ 10 มิลลิลิตร จากกังป้อนของวัฎภาคต่อเน่ือง 
ทุกๆความเข้มข้นของน้ีาหมัก(20, 40, 55 และ 60 เปอร์เซ็นต์โดยน้ีาหนัก) จากน้ัน 
นำตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมเอนไซม์(ดูภาคผนวก ก) และความ 
เข้มข้นโปรตีน เพ่ือนำไปหาค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ซึ่งสามารถคำนวณได้ 
จากสมการท่ี 4.1

ค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์= ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 4.1
ความเข้มข้นโปรตีน

จากนันนำค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ท่ีได้มาเขียนกราฟเพ่ือเปรียบ 
เทียบกันท่ีทุกๆความเข้มข้นของนำหมัก
4.3.1.2 การหาความเข้มข้นของนํ้าหมักในวัฏภาคต่อเนื่องที่เหมาะสม

เตรียมองค์ประกอบของวัฎภาคต่อเน่ืองท่ีความเข้มข้นของนำหมักในช่วง 
20-72 เปอร์เซ็นต์ดังนี(วิไลวรรณ, 2544)
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.35 เปอร์เซ็นต์โดยน้ีาหนัก
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 19.85 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
น้ีากรอง 0-52 เปอร์เซ็นต์โดยน้ีาหนัก
น้ําหมัก 20-72 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
จากนันปรับเปล่ียนค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 7.5 โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์และ
กรดไฮโดรคลอริก 37 เปอร์เซ็นต์โดยน้ีาหนักต่อปริมาตร
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เตรียมองค์ประกอบของวัฎภาคกระจายตัวดังนี(วิไลวรรณ, 2544)
พอณีอทิลีนไกลคอล 1000 42.5 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยน้ําหนัก
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.75 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
นากรอง 55.00 เปอร์เซ็นต์โดยน้ัาหนัก
จากน้ันปรับเปล่ียนค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 7.5 โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์และ 
กรดไฮโดรคลอริก 37 เปอร์เซ็นต์โดยน้ัาหนักต่อปริมาตร

ในการเตรียมวัฎภาคต่อเน่ืองเร่ิมต้นต้องนำไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน 
ฟอสเฟตและโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมาละลายน้ัาให้หมดค่อน จากน้ัน 
จึงค่อยเติมนำหมักลงไปและปรับค่าความเป็นกรด-ต่าง ส่วนวัฎภาคกระจายตัวทำ 
โดยนำไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน 
ฟอสเฟตมาละลายน้ัาให้หมดค่อน จึงใส่พอลีเอทิลีนไกลคอล 1000 ลงไปแล้วทำ 
การปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง หลังจากเตรียมท้ังสองวัฎภาคเสร็จส้ิน จึงดำเนิน 
การสกัดโดยนำวัฎภาคต่อเน่ืองเข้าทางต้านบน วัฎภาคกระจายตัวเช้าทางต้านล่าง 
ของหอสกัดดังรูปท่ี 4.1

รูปท่ี 4.1 แสดงหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร
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ในการดำเนินการสกัดน้ันจะเก็บตัวอย่างดังน้ี ในกังป้อนของวัฎภาค
ต่อเน่ือง, ท้ังสองวัฎภาคหลังจากสกัดแล้วท่ีเวลาต่าง  ๆ และ ตามความสูงขอหอ
สกัดท่ีตำแหน่งท่ี 0 (ตำแหน่งวัฎภาคต่อเน่ืองขาออก), 10, 30, 50, 70 และ 90
(ตำแหน่งวัภภาคต่อเน่ืองขาเข้า) เซนติเมตร เพ่ือนำไปหาค่ากิจกรรมเอนไซม์และ 

^  "  Q 1 . 
ความเข้มข้นโปรตีน ในการสกัดนันจะดำเนินการจนกว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์และ
ความเข้มข้นโปรตีนของท้ังสองวัฎภาคจะมีค่าคงท่ีตามเวลา เพ่ือนำไปหาโพรไฟล์
ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเน่ืองตามความสูงของหอสกัด ค่า
สัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์ระหว่างวัฎภาค เปอร์เซ็นต์ผลได้ และ
จำนวนเท่าความบริสุทธ
4.3.1.3 การหาอัตราการไหลเชิงปริมาดรของวัฏภาคต่อเนื่อง/วัเ]ภาคกระจายตัวที ่
เหมาะสมโดยกำหนดสัดส่วนทั้งสองวัฏภาคคงท่ี ท่ี 3:1

นำความเข้มข้นท่ีเหมาะสมจากการทดลองในหัวข้อ 4.3.1.2 มาพิจารณา 
หาอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัวท่ีเหมาะสม 
โดยกำหนดให้สัดส่วนทังสองวัฎภาคคงท่ี ท่ี 3:1 โดยเร่ิมด้นจากปรับอัตราการ 
ไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัวให้เป็น 42/12, 69/20 และ 
97/28 มิลลิลิตรต่อนาทีตามลำดับ จากน้ันจึงดำเนินการสกัดและเก็บตัวอย่าง
เหมือนในหัวข้อท่ี 4.3.1.2 แล้วนำตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
และความเข้มข้นโปรตีน ในการสกัดน้ันจะดำเนินการจนกว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
และความเข้มข้นโปรตีนของแต่ละวัฎภาคจะมีค่าคงท่ีตามเวลา เพ่ือนำไปหาโพร 
ไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเน่ืองตามความสูงของหอสกัด ค่า
สัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์ระหว่างวัฎภาค เปอร์เซ็นต์ผลได้ และ 
จำนวนเท่าความบริสุทธ
4.3.1.4 การหาค่า hold up ของวัฎภาคกระจายตัว

เม่ือปรับเปล่ียนอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคของท้ังสองวัฎภาค 
แล้ว จะทำการวัด hold up ของวัฎภาคกระจายตัวในทุกๆอัตราการไหลเชิง
ปริมาตร(12, 20 และ 28 มิลลิลิตรต่อนาที) ซ่ึงทำได้โดยวัดความสูงจากปลายหอ 
สกัด(อ เซนติเมตร) จนถึง interface ในขณะท่ียังดำเนินการสกัดอยู่และการสกัด 
นันอยู่ในสภาวะคงตัว(รteady state)(H0) และวัดความสูงของวัฎภาคต่อเน่ือง
หลังจากดำเนินการสกัดเสร็จสินและเกิดการแยกช้ันของแต่ละวัฎภาคอย่าง 
สมทุรณ์(แ0) จากหันนำมาคำนวณหาค่า hold up ของวัฎภาคกระจายตัว ดังสมการ 
ท่ี 4.2 ดังนี



hold up ของวัฏภาคกระจายตัว = Hd-Hc 4.2

Hd
4.3.1.5 การหาค่า characteristic velocity ( บ 0 ) ที่ความเร็วรอบต่างๆในการป่น 
กวน

เตรียมวัฎภาคต่อเน่ืองและวัฎภาคกระจายตัวเหมือนในหัวฃ้อท่ี 4.3.1.2 แต่ 
ในวัฎภาคต่อเน่ืองน้ันจะใช้น้ัากรองท้ังหมด(72 เปอร์เซ็นต์โดยท้ัาหนัก) จากน้ัน 
เติมวัฎภาคต่อเน่ืองให้เต็มหอสกัด แล้วปล่อยให้วัฎภาคกระจายตัว 1 หยดลอยข้ึน 
ไปในหอสกัดโดยท่ีมีการป่นกวนของใบพัดตลอดการทดลอง(100, 140 และ 180 
รอบต่อนาที) ทำการจับเวลาท่ีหยดของวัฎภาคกระจายตัวลอยออกจากรูของ
sparger จนถึงยอดหอสกัด(90 เซนติเมตร) เพ่ือนำมาคำนวณหาค่า บ 0 ต่อไป
4.3.1.6 การหาการป่นกวนในหอสกัดที่เหมาะสม

นำอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคท่ีเหมาะสมในหัวข้อ 4.3.1.3 มา 
พิจารณาหาการป่นกวนในหอสกัดท่ีเหมาะสม โดยเร่ิมต้นจากปรับความเร็วของ 
ใบพัดไปท่ี 100-200 รอบต่อนาที จากน้ันดำเนินการสกัดและเก็บตัวอย่างเหมือน 
ในหัวข้อท่ี 4.3.1.2 แล้วนำตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมเอนไซม์และ 
ความเข้มข้นโปรตีน ในการสกัดหันจะดำเนินการจนกว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์และ 
ความเข้มข้นโปรตีนของแต่ละวัฎภาคจะมีค่าคงท่ีตามเวลา เพื่อนำไปหาโพรไฟล ์
ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเน่ืองตามความสูงของหอสกัด ค่า
สัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์ระหว่างวัฎภาค เปอร์เซ็นต์ผลได้ และ 
จำนวนเท่าความบริสุทธ

4.3.2 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ที่สามารถสกัดได้
นำตัวอย่างท่ีได้จากวัฎภาคกระจายตัวท่ีผ่านการสกัดออกมาแล้ว มา

วิเคราะห์หาค่ากิจกรรมเอนไซม์ โดยทดลองวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ทุกๆ 1 สัปดาห์ 
เป็นจำนวน 4 ครัง(เร่ิมด้น, 1, 2 และ 3 สัปดาห์) ท่ีอุณหภูมิห้อง(30±2 องศา 
เซลเซียส) เพ่ือพิจารณาว่าพอลีเอทิลีนไกลคอล 1000 จะสามารถรักษาเสถียรภาพ 
ของเอนไซม์ท่ีผ่านการสกัดมาแล้วได้หรือไม่

วิธีการวิเคราะห์
4.4.1 การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของแอลคาไลน์โพรทีเอส (Raja แสะคณะ, 1994)

การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์ เร่ิมด้นโดยการเติมสารละลาย T r i s - H C l  บัฟเฟอร์ 
pH ท่ี 10.5 เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาณ 0.9 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร 
จากหันใส่สารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ัาหหักต่อปริมาตร ปริมาณ 1
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มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วใส่สารละลายตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสม 
ให้เข้ากันอีกครั้งโดยใ ช ้ v o r t e x  m i x e r  โดยในการเติมสารที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่ากิจกรรม 
เอนไซม์จะทำในอ่างนั้นเข็งตลอดเพื่อลดการสูญเสียค่ากิจกรรมเอนไซม์ของสารละลาย 
ตัวอย่าง จากนั้นนำหลอดทดลองไปแช่ในอ่างนำโดยจะควบคุมอุณหภูมิไว้ท่ี 45 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และนำข้ึนแช่ในอ่างน้ัาแข็งอีกครั้ง แล้วหยุดปฏิกิริยาทันทีด้วย 
กรดไตรคลอโรอะซีติก 10 เปอร์เซ็นต์โดยนั้าหนักต่อปริมาตร ปริมาณ 2 มิลลิลิตร จากน้ัน 
นำไปหมุนเวี่ยงให้ตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วน 
ใสมาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 440 นาโนเมตร เพื่อหาค่ากิจกรรมเอนไซม์ โดยค่ากิจกรรม 
ของเอนไซม์เป็นค่าเฉลี่ยจากการทำซํ้า 3 คร้ังต่อหน่ึงตัวอย่าง พบว่าวัฎภาคกระจายตัวมีค่า 
สัมประสิทธิความแตกต่างเท่ากับ 9.84 และวัฎภาคต่อเนื่องมีค่าสัมประสิทธิความแตกต่าง 
เท่ากัน 89.21(มคี่ามากเน่ืองในวัฎภาคน้ีมีความเข้ม'ข้นเอนไซม์'ปริมาณน้อย เม่ือนำมา
วิเคราะห์จึงเกิดความคลาดเคลื่อนได้มาก)

ในการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะต้องทำหลอดควบคุม เพ่ือเปรียบเทียบหา
ปริมาณไทโรซีนท่ีได้จากการย่อยสลายโดยเอนไซม์อย่างแท้จริง โดยท่ีการทำหลอด
ควบคุมน้ันจะใช้สารเคมีปริมาณเท่ากันท้ังหมด ยกเว้นสารละลาย T r i s - H C l  บัฟเฟอร์ p H  ท ี ่

10.5 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ จะใส่ปริมาณ 1 มิลลิลิตรและจะไม่ใส่สารละลายตัวอย่าง 
จากนันดำเนินการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์เหมือนกันกับสารละลายตัวอย่างข้างด้น 
โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของหลอดควบคุมจะเป็นค่าเฉล่ียจากการทำซำ 3 ครังต่อหน่ึง 
ตัวอย่าง พบว่ามีค่าสัมประสิทธิความแตกต่างเท่ากับ 4.20

ดังน้ันค่ากิจกรรมเอนไซม์ท่ีแท้จริงจึงเกิดจากนำค่าการดูดกลืนแสงของหลอด 
ควบคุมลบออกจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้จากตัวอย่าง จึงจะได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ท่ี 
แท้จริง
4.4.2 การเตรียมสารละลายเพ่ือหาค่ากิจกรรมของแอลคาไลน์โพรทีเอส (Raja และคณะ, 
1994)

4.4.2.1 สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร์ 0.1 โมลลาร์
ละลาย T r i s - H C l  บัฟเฟอร์ 6.05 กรัมลงในนำกล่ัน 400 มิลลิลิตร จากน้ัน 

ปรับค่าความเป็นกรด-ต่างด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 5 นอร์มอลหรือ 
กรดไฮโดรคลอริก 2 นอร์มอลจนได้ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 10.5 ปรับปริมาตร 
ด้วยนำกล่ันจนครบ 500 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
4.4.2.2 สารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ําหนักต,อปริมาตร

เตรียมเอโซเคซีน 1 กรัม เติมเอทานอล 2 มิลลิลิตร โทลูอีน 1 มิลลิลิตร 
เติมนำกล่ัน 200 มิลลิลิตร คนจนเอโซเคซีนละลายหมด แล้วปรับปริมาตรให้ครบ
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500 มิลลิลิตร หลังจากนันบรรจุในขวดสีชา เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส

4.4.2.3 กรดไตรคลอโรอะซืดิก 10 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร
เตรียมไตรคลอโรอะซีติก 50 กรัม เติม'นากล่ัน 200 มิลลิลิตร คนจนละลาย 

ทังหมด ปรับปริมาตรให้ครบ 500 มิลลิลิตร บรรจุในขวดสีชาเก็บรักษาไว้ที ่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

4.4.3 การวิเคราะห์หาความเข้มข้นโปรดิน ( Bradford, 1976)
การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนเริ่มต้นจากการเติมตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตรลงไปใน 

หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายโคมาเซบิเลี่ยนบูลจี 250 ปริมาณ 5 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ 15 นาที แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 
นาโนเมตร นำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของโบวีซีรัมอัลบูมิน
โดยความเข้มข้นของโปรตีนเป็นค่าเฉลี่ยจากการทำชำ 3 ครังต่อหนึ่งตัวอย่าง พบว่าวัฎภาค 
กระจายตัวมีค่าส้มประสิทธิ”ความแตกต่างเท่ากับ 33.29 และวัฎภาคต่อเนื่องมีค่า
สัมประสิทธิความแตกต่างเท่ากับ 60.87

การเตรียมกราฟมาตรฐานของโบวีซีรัมอัลบูมิน เร่ิมต้นจากการนำโบวีซีรัมอัลบู 
มินมา 0.01 กรัม ละลายกับนำกล่ันแล้วปรับปริมาตรให้ครบ 10 มิลลิลิตร จากน้ันจึงเตรียม 
ความเข้มข้นของโบวีซีรัมอัลบูมินท่ี 0, 0.2, 0.4, 0.6,0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จาก 
การนำสารละลายโบวีซีรัมอัลบูมินท่ีเตรียมไว้ในตอนแรกมา 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 
0.1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร เติมน้ัากล่ันปริมาตร 0.1, 0.08, 0.06, 
0.04, 0.02 และ 0 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันจึงจะไต้ความเข้มข้นของโบวีซีรัมอัลบูมินตาม 
ลำดับ จากน้ันเติมสารละลายโคมาเชบิเล่ียนบูลจี 250 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันท้ิง 
ไว้ 15 นาที แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความขาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยความ 
เข้มข้นของโปรตีนเป็นค่าเฉล่ียจากการท่าชำ 3 ครังต่อหน่ึงตัวอย่าง จากนันนำค่าการ 
ดูดกลืนแสงเฉล่ียท่ีได้ไปเขียนเป็นกราฟเพ่ือดูค่าการดูดกลืนแสงท่ีความเข้มข้นของโบวี 
ซีรัมอัล- 'ภูมินต่าง  ๆ(ดูภาคผนวก ข)
4.4.4 การเตรียมสารละลายเพื่อหาปริมาณโปรตีน ( Bradford, 1991)

สารละลายโคมาเซบิเลี่ยนภูลจี 250 เกิดจากการนำโคมาเชบิเลี่ยนบลูจี 250 ปริมาณ 
0.1 กรัม มาผสมกับเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดฟอสฟอ 
ริก 85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันนำมาปรับปริมาตรด้วยนั้ากลั่นให ้
ได้ปริมาตรรวมทั้งหมด 1000 มิลลิลิตร ก่อนใช้ควรนำมากรองด้วยกระดาษกรอง
Whatman เบอร์ 1 และควรเตรียมสารละลายโคมาเซบิเล่ียนบลูจี 250 ใหม่ทุกครังที่ท่าการ
ทดลอง
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