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ภาคผนวก 

 

การเตรียมสารละลายสาํหรับการทาํ SDS – PAGE 

40% Acrylamide : Bis Solution (37.5 : 1) 

                    Acrylamide  20 กรัม 

        Bis-Acrylamide 0.53 กรัม 

        ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 50 มิลลิลิตร ดว้ย Deionized H2O 
 

4X Separating Gel Buffer  

      Tris (FW = 121.1) 36.3 กรัม 

      Deionized H2O  150 มิลลิลิตร 

      ปรับ pH สารละลายเท่ากบั 8.8 ดว้ย Hydrochloric Acid เขม้ขน้ 

      ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 200 มิลลิลิตร ดว้ย Deionized H2O 

      เก็บไวใ้นขวดสีชาท่ี 4 oC ไดน้าน 3 เดือน 
 

4X Stacking Gel Buffer  

      Tris (FW = 121.1) 15.1 กรัม 

      Deionized H2O  40 มิลลิลิตร 

      ปรับ pH สารละลายเท่ากบั 6.8 ดว้ย Hydrochloric Acid เขม้ขน้ 

      ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 50 มิลลิลิตร ดว้ย Deionized H2O 

      เก็บไวใ้นขวดสีชาท่ี 4 oC ไดน้าน 3 เดือน 
 

10% Ammonium Persulphate  

        Ammonium Persulphate  0.1 กรัม 

        Deionized H2O   1 มิลิลิตร 

         ควรใชท้นัที 
 

5X Electrophoresis Buffer (pH 8.3) 

        Glycine   72 กรัม 

        Tris (FW = 121.1)  15.15  กรัม 

        10% Sodium Dodecyl Sulphate 5.0 มิลลิลิตร 
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        ละลายดว้ย Deionized H2O ปรับ pH เท่ากบั 8.3 ดว้ย Hydrochloric Acid เขม้ขน้ 

        ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1 ลิตรดว้ย Deionized H2O  
 

Sample Buffer  

       0.5 M Tris-HCl Buffer pH 6.8 1.2 มิลลิลิตร 

       10% Sodium Dodecyl Sulphate 2.0 มิลลิลิตร 

       10% Glycerol   0.5 มิลลิลิตร 

       0.5% Bromophenol Blue  0.05 มิลลิลิตร 

       Deionized H2O   4.8 มิลลิลิตร 

       ผสม β-Mercaptoethanol 50 ไมโครลิตรใน Sample Buffer 0.95 มิลลิลิตรก่อนใช ้

       (ผสมสารตวัอยา่ง : Sample Buffer ในอตัราส่วน 3 : 1) 
 

Staining Solution  

       Commasie Brilliant Blue R-250 0.5 กรัม 

       Methanol   200 มิลลิลิตร 

       Acetic Acid   50 มิลลิลิตร 

       ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 500 มิลลิลิตรดว้ย Deionized H2O  
 

Destaining Solution 

       15%  Methanol 

       10%  Acetic acid 
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ตารางท่ี 32  การเตรียม 10% Separating Gel 10 ml 

 

สารเคมี ปริมาตร (มล.) 

40% Acrylamide : Bis Solution (37.5 : 1) 

4X Separating Gel Buffer 

Deionized H2O  

10% Ammonium Persulphate 

TEMED (N,N,N/,N -Tetramethyl-Ethylenediamine) 

2.0 

2.0 

5.0 

0.04 

0.008 

 

ตารางท่ี 33  การเตรียม Stacking Gel 4 ml 

 

สารเคมี ปริมาตร (มล.) 

40% Acrylamide : Bis Solution (37.5 : 1) 

4X Separating Gel Buffer 

Deionized H2O 

10% Sodium Dodecyl Sulphate   

10% Ammonium Persulphate 

TEMED (N,N,N/,N/ -Tetramethyl-Ethylenediamine) 

0.4 

1.0 

2.55 

0.05 

0.02 

0.005 

การเตรียมสารละลายอลัคาไลน์คอปเปอร์ 

A   :    2% Sodium Carbonate (Na2CO3) ใน 0.1 M Sodium Hydroxide (NaOH) 

B   :    1% Copper (II) Sulphate (CuSO4) 

C   :    2% Sodium Potassium Tratrate 

ผสม A : B : C ในอตัราส่วน 100 : 1 : 1 

 

การเตรียมสารละลาย Folin - Ciocalteu,s phenol Reagent 

นาํสารละลาย Folin - Ciocalteu,s Phenol Reagent เจือจางดว้ยนํ้ากลัน่อตัราส่วน 1 : 1 

 

การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (ดัดแปลงจาก Lowry, et  al. (1951 : 265 - 275))  

นาํสารตวัอยา่งท่ีตอ้งการหาปริมาณโปรตีนมาผสมกบัสารละลาย Alkaline Copper ปริมาตร 

3.0 มิลลิลิตรวางไวท่ี้อุณหภูมิ 10 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลาย Folin - ciocalteu,s Phenol Reagent 
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reagent ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งอีกคร้ังเป็นระยะเวลา 30 

นาที นาํสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร นาํค่าการดูดกลืนแสง

ท่ีไดม้า คาํนวณหาปริมาณโปรตีนของสารละลายตวัอยา่ง โดยการเทียบกบักราฟมาตรฐานโปรตีน 

Bovine Serum Albumin (BSA) ดงัตารางท่ี 34 และภาพท่ี 48 

 

ตารางท่ี 34  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตรของสารละลาย Bovine Serum  

    Albumin (BSA) ท่ีความเขม้ขน้ 0.4 - 1.6 mg/mL 

 
 

ปริมาณโปรตีน (mg) OD 650 

0.04 0.200 

0.06 0.254 

0.08 0.325 

0.12 0.497 

0.14 0.56 

0.16 0.655 

 

 
 

ภาพท่ี 48  กราฟมาตรฐานโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA) 
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ตารางท่ี 35  ค่านํ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน 

 

โปรตีนมาตรฐาน 
ระยะทางเคล่ือนท่ี 

(cm) 

ค่า Electrophoretic 

Mobility (µ) 

Molecular Weight 

(kDa) 

Phophorylase b 1.10 0.200 97.0 

Albumin 1.80 0.327 66.0 

Ovalbumin 2.70 0.491 45.0 

Carbonic Anhydrase 3.00 0.545 30.0 

Trypsin inhibitor 4.05 0.736 20.1 

α-Lactabumin 4.90 0.891 14.4 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 49  ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่า Log Molecular Weight และ 

                                      ค่า Electrophoretic Mobility (µ) ของโปรตีนมาตรฐาน 

 


