
 
 
 
 
วัตถุประสงค 

เพ่ือใหเขาใจหลักการ และวิธีการอยางงายในการสกัดแยกโปรตีนจากพืช 1. 
เพ่ือใหทราบขั้นตอนในการแยกโปรตีนใหมีความบริสุทธ์ิ 2. 
เปรียบเทียบโปรตีนท่ีไดในแตละขั้นตอนท้ังในดานปริมาณ และหนาท่ีทางชีวภาพ 3. 
เพ่ือศึกษาคุณสมบัติบางประการของโปรตีน 4. 

 

ทฤษฎีเบื้องตน 

โปรตีน (protein) เปนสายของพอลิเพปไทด (polypeptide) ท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน (amino acid) 

หลายๆ หนวยโครงสรางเชื่อมตอกันดวยพันธะเพปไทด (peptide bonds) โดยโปรตีนแตละชนิดจะมีความ
แตกตางกัน ขึ้นอยูกับลําดับของกรดอะมิโนที่เปนหนวยโครงสราง การจับกันของอะตอมภายในสายพอลิเพป
ไทด และการขดพับของสายพอลิเพปไทด (folding) ทําใหโปรตีนมีโครงสรางแตกตางกัน ซึ่งจะสัมพันธกับ
หนาท่ีท่ีแตกตางกันของโปรตีนชนิดนั้นๆ ผลที่ไดจะทําใหโปรตีนแสดงหนาท่ีทางชีวภาพ (biological function) 

แตกตางกันออกไป เชน เอนไซม ทําหนาท่ีชวยเรงปฏิกิริยาตางๆ ท่ีเกิดขึ้นภายในรางกายของส่ิงมีชีวิต 
แอนติบอดี มีหนาท่ีตรวจจับและทําลายฤทธิ์ส่ิงแปลกปลอมตอรางกาย เชน แบคทีเรีย และไวรัส ฮีโมโกลบิน
ชวยขนสงออกซิเจนในเลือด คอลลาเจน ทําหนาท่ีเสริมสรางความแข็งแรงในรางกายของสัตว ฮอรโมนทํา
หนาท่ีควบคุมการทํางานและการเจริญเติบโตของรางกาย เปนตน  

โดยปกติโปรตีนจะมีโครงสรางอยูในสภาพธรรมชาติ เรียกวา “native protein” เมื่อมีการเปล่ียนแปลง
โครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) ตติยภูมิ (tertiary structure) และจตุรภูมิ (quaternary structure) จะทําให
โปรตีนสูญเสียสภาพตามธรรมชาติ (denaturation) ทําใหไมสามารถแสดงหนาท่ีทางชีวภาพไดอีก เรียกโปรตีน
นี้วา “denatured protein” แตในบางกรณีหากกําจัดตนเหตุท่ีทําใหโปรตีนเปล่ียนแปลงโครงสรางไปได โปรตีน
ดังกลาวอาจกลับมามีโครงสรางในสภาพธรรมชาติไดดังเดิม เรียกปรากฏการณนี้วา “renaturation” 

ดังนั้นในการสกัดแยกโปรตีนออกจากส่ิงมีชีวิต จึงควรกําจัดตนเหตุท่ีทําใหโปรตีนท่ีตองการสกัด
เกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ เพ่ือใหได native protein มากท่ีสุด ซึ่งสาเหตุดังกลาว ไดแก 

 

1. Chaotropic agents เปนสารท่ีทําลายพันธะไฮโดรเจนภายในสายพอลิเพปไทด และระหวางตัวทํา
ละลายท่ีเปนน้ํากับโปรตีน เชน ยูเรีย กัวนีดีนไฮโดรคลอไรด เปนตน ซึ่งทําใหโครงสรางของ
โปรตีนเสียสภาพไป 

2. Detergents เปนสารท่ีมีคุณสมบัติแอมฟฟาติก (amphiphatic) ทําใหสามารถจับกับโปรตีนได จึง
เปนสาเหตุใหการจับกัน และการขดพับของสายพอลิเพปไทดถูกทําลาย เกิดการเสียสภาพ
ธรรมชาติของโปรตีน เชน sodium dodecyl sulfate (SDS) 

กรดและเบส ทําใหโปรตีนมีประจุเปล่ียนแปลงไป บางครั้งอาจทําใหโปรตีนเสียสภาพ และ
ตกตะกอนลงมา จนไมสามารถเกิด renaturation ได  

3. 

4. ความรอนและรังสี ทําใหอะตอมภายในโมเลกุลของโปรตีนเกิดการส่ันสะเทือนดวยความเร็ว 
พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) หรือ พันธะไฮโดรฟอบิก (hydrophobic interaction) ของโปรตีน
ถูกทําลาย จนสามารถทําลายโครงสรางของโปรตีนโดยเกิดการตกตะกอน และไมสามารถเกิด 
renaturation ได  

บทที่ 7  
การสกัดแยกโปรตีนจากพืชบางชนิด 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA


เกลือของโลหะหนัก สามารถจับกับประจุลบของโปรตีน (ionic interaction) ทําใหโปรตีน
ตกตะกอนลงมา เกิดการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน เชน HgCl2, AgNO3, CuSO4 และ BaCl2 

เปนตน 

5. 

อัลคาลอยดรีเอเจนท สามารถจับกับประจุบวกของโปรตีน เกิดเปนเกลือท่ีไมละลาย ทําให
โปรตีนเสียสภาพ เชน กรดไตรคลอโรแอซิติก กรดแทนนิก เปนตน 

6. 

ตัวทําละลายอินทรีย ถาตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา dielectric constant ต่ํากวาน้ํา ทําใหโปรตีน
ละลายไดนอยลงเกิดการตกตะกอนลงมา ทําใหโปรตีนเสียสภาพ  

7. 

เอนไซม  จะยอยสลายโปรตีน ทําใหโปรตีนเสียสภาพ เชน โปรตีเอส เปนตน 8. 
 

ดังนั้น การสกัดแยก (extraction) และการทําใหบริสุทธ์ิ (purification) ของโปรตีน จึงจําเปนตอง
คํานึงถึงสภาพธรรมชาติของโปรตีนนั้นๆ ดวย ในบางกรณีโปรตีนท่ีตองการแยกออกมาอาจจะมีการจับ
รวมตัวอยูกับสารอ่ืนๆ จึงจําเปนตองทําการสกัดแยกโปรตีนนั้น โดยใชสารท่ีชวยละลายโปรตีนออกมา ซึ่งสาร
ตางๆ ดังกลาวใชจะตองมีสมบัติท่ีสงผลกระทบตอสภาพธรรมชาติของโปรตีนนอยท่ีสุด ดังนี้ 

พีเอช  โดยพีเอชของสารละลายท่ีใชในการสกัดแยกโปรตีน ตองมีความเหมาะสมตอโปรตีน 
เพ่ือใหโปรตีนอยูในสภาพธรรมชาติ  

1. 

ความเขมขนของบัฟเฟอร โดยขึ้นอยูกับคา ionic strength ของบัฟเฟอรท่ีใชในการสกัดแยก
โปรตีน ซึ่งจะมีคาอยูในชวง 0.05 - 0.1 โดยเมื่อ ionic strength มีคาสูง จะสงผลตอการละลายของ
โปรตีนท่ีลดลง โดยสามารถคํานวณหาคา ionic strength ไดจากสมการ 

2. 

      ionic strength (μ)  =      Σ CiZi
2  1_

2
1_
2

โดยท่ี μ คือ ionic strength ของบัฟเฟอร 
คือ คาความเขมขนของไอออน หนวยเปนโมลาร    C 

คือ คาประจุของไอออน                        Z 
 

สารชนิดตางๆ โดยท่ีสารแตละชนิดท่ีเติมเขาไปในขณะที่ทําการสกัดแยกโปรตีนนั้น ลวนแตมี
ความสําคัญตอสภาพธรรมชาติของโปรตีนท้ังส้ิน เชน 

3. 

 Detergents และ Chaotropic agents ซึ่งเปนสารท่ีใชในการกําจัดสารอ่ืนๆ ท่ีเกาะรวมปนเปอนอยูกับโปรตีน 
โดยการไปลดแรงของพันธะไฮโดรฟอบิก ระหวางสารนั้นกับโปรตีน เชน SDS, Triton X-100, Tween 80 และ 
CHAPS เปนตน 

 Reducing agent ชวยในการปองกันหมู thiol ของโปรตีน จากการถูกออกซิไดสจากออกซิเจนในอากาศ เชน 
1,4-dithioerytreitol (DTT), 1,4-dithioerythanol (DTE) และ β-mercaptoethanol เปนตน 

 Chelators ชวยในการกําจัดไอออนของโลหะ ซึ่งสามารถรวมตัวกับโปรตีน ทําใหโปรตีนตกตะกอน เกิด
การเสียสภาพธรรมชาติ เชน ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) และ ethyleneglycol tetraacetic acid (EGTA)   

เปนตน 

 Proteolytic inhibitor ชวยในการปองกันการถูกยอยสลายจากโปรตีเอส เชน ethylenediamine tetraacetic acid 

(EDTA) และ phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) เปนตน 

 Bacteriostatic agent ชวยในการปองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เชน sodium azide, n-butanol และ 
merthiolate เปนตน 
 

จากท่ีกลาวมาดังขางตน เห็นไดวาโปรตีนจะเปนสารชีวโมเลกุลท่ีมีความสําคัญตอกระบวน การทาง
ชีวภาพเปนอยางมาก โดยเฉพาะอยางย่ิงบทบาทของการเปนตัวเรงปฏิกิริยาตางๆ ในส่ิงมีชีวิต นั่นก็คือ 



“เอนไซม” ซึ่งเปนโปรตีนท่ีพบไดในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด โดยในส่ิงมีชีวิตหนึ่งๆ จะมีเอนไซมหลายชนิด ทําหนาท่ี
เรงปฏิกิริยาท่ีแตกตางกัน เอนไซมท่ีผลิตขึ้นภายในส่ิงมีชีวิตมีท้ังชนิดท่ีผลิตแลวหล่ังออกมาภายนอกเซลล 
(extracellular enzyme) และผลิตขึ้นใชภายในเซลล (intracellular enzyme) ดังนั้นกระบวนการตางๆ ท่ีจะไดมาซึ่ง
โปรตีนท่ีมีคุณสมบัติตามตองการนั้น ตองอาศัยขั้นตอนตางๆ ซึ่งตองคํานึงถึงปจจัยท่ีสงผลตอสภาพธรรมชาติ
ของโปรตีน เพ่ือใหโปรตีนท่ีไดยังคงคุณสมบัติตามตองการอยูได โดยขั้นตอนตางๆ ท่ีใชในการสกัดแยก
โปรตีนมีดังนี้ 

ขั้นตอนแรก สกัดโปรตีนออกมาจากเซลล หรือเนื้อเยื่อของส่ิงมีชีวิตท่ีตองการ เชน พืช หรือจุลินท
รีย โดยวิธีการท่ีนิยมใช เชน การปนทําลายเซลล (grinding) การใชคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (ultrasonication) และการ
แชแข็ง-ทําละลาย (freeze-thaw) เปนตน โปรตีนท่ีถูกสกัดออกมาจะอยูในรูปของสารละลายแลว จะเรียกวา 
“crude extract”  

ขั้นตอนตอมา ทําการตกตะกอนโปรตีนออกมาจากสารละลาย โดยการตกตะกอนโปรตีน เปนการ
ทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ไดบางสวน เรียกวา การทําบริสุทธิ์บางสวน (partial purification) ซึ่งวิธีการตางๆ ท่ีนิยมใช
ดังนี้ เชน 

การเติมเกลือ โดยเกลือท่ีเติมลงไปจะละลายในสารละลายโปรตีน ซึ่งตอนแรกโปรตีนจะละลาย
ไดดีขึ้น เน่ืองจากคา ionic strength ยังคงต่ําอยู เรียก “salting in” แตเมื่อเติมเกลือเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ 
คา ionic strength จะสูงขึ้น ทําใหโปรตีนละลายไดนอยลง เกิดการจับรวมตัวกันเองของโปรตีน
ตกตะกอนลงมา เรียก “salting out” ซึ่งโปรตีนที่ตกตะกอนออกมาไดสามารถนํากลับมาละลาย
ใหมไดเมื่อกําจัดเกลือออก ซึ่งยังคงรักษาสภาพธรรมชาติไวได ซึ่งเกลือท่ีนิยมใช เชน 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) และโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) เปนตน 

1.1 

การใชตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent) หรือ พอลิเมอรธรรมชาติ (organic polymer) โดยสาร
เหลานี้จะไปลดคา dielectric constant ของสารละลายโปรตีน ทําใหเกิดการจับรวมตัวกันเองของ
โปรตีนตกตะกอนลงมาไดงายขึ้น แตวาวิธีการนี้อาจทําใหโปรตีนเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ
ไดบางสวน เชน เอทานอล อะซีโตน และพอลิ-     เอทีลีนไกลคอล (polyethylene glycol, PEG)  
ดังความสัมพันธ 

1.2 

 
   F =  

 

โดยท่ี      F       คือ แรงดึงดูดระหวางประจุตรงขามของโปรตีน D X r2D X r2
______e1 x e2 ______e1 x e2 

  

และ e2 คือ ประจุของไอออน           e1 

คือ dielectric constant ของสารละลายโปรตีน                D       

      r2       คือ ระยะหางระหวางไอออน 
 

การปรับพีเอชของสารละลาย โดยการเติมกรด หรือ เบส เพ่ือใหโปรตีนตกตะกอนที่จุด 
isoelectric pH (pI) ซึ่งท่ีจุดนี้โปรตีนจะละลายไดนอยท่ีสุด เน่ืองจากมีประจุสุทธิเปนศูนย ดังนั้น
โปรตีนจึงเคล่ือนท่ีเขาหากัน เน่ืองจากเกิดแรงดึงดูดระหวางประจุตรงขาม เกิดการรวมตัว
ตกตะกอนลงมา โดยโปรตีนที่ตกตะกอนลงมา สามารถนํากลับมาละลายใหมไดในสารละลาย
บัฟเฟอร  

1.3 

 

หลังจากท่ีทําการสกัดแยกโปรตีน และการทําบริสุทธ์ิบางสวนแลว ขั้นตอนตอมาเปนการทําให
โปรตีนบริสุทธิ์โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟ (chromatography)  ซึ่งโครมาโทกราฟ ชนิดตางๆ ท่ีนิยมใช เชน 



โครมาโทกราฟแบบเจลฟวเทรชัน (gel filtration chromatography)โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-

exchange chromatography) โครมาโทกราฟแบบดูดซับ (absorption chromatography) และโครมาโทกราฟแบบสัม
พรรคภาพ (affinity chromatography) เปนตน 

เมื่อทําใหโปรตีนบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นแลว ตอมาเปนการตรวจสอบหาปริมาณโปรตีน โดยอาศัยคุณสมบัติ
การดูดกลืนคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ของกรดอะมิโนชนิดท่ีเปน aromatic ซึ่งเปนหนวยโครงสรางของ
โปรตีนโดยตรง โดยวัดการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ซึ่งคา 1 หนวยของการดูดกลืน
คล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร จะมีปริมาณโปรตีนประมาณ 1 มิลลิกรัม ตอ มิลลิลิตร และอีกวิธีการ
หนึ่งท่ีนิยมใชในการตรวจวัดปริมาณโปรตีน คือ วิธีการของ Lowry (Lowry’s method) โดยการใชสาร folin-

ciocalteau ทําปฏิกิริยากับหมูฟนอลิก (phenolic group) ของกรดอะมิโนซึ่งเปนหนวยยอยของโปรตีน ให
ผลิตภัณฑท่ีมีสีน้ําเงินมวง สามารถวัดคาดูดกลืนคล่ืนแสงไดท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร โดยเทียบ
ปริมาณกับสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบความเขมขนแนนอนแลว เชน สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
bovine serum albumin ซึ่งวิธีการนี้สามารถหาปริมาณโปรตีนไดท่ีความเขมขนระดับไมโครกรัม 

และนอกจากการตรวจสอบหาปริมาณโปรตีนแลว ยังสามารถตรวจสอบหนาท่ีทางชีวภาพไดอีกดวย 
เน่ืองจากวาโปรตีนท่ีสกัดออกมานั้นมีสมบัติเปนเอนไซม จึงใชการตรวจสอบการทํางานของเอนไซม (enzyme 

activity) โดยการหาอัตราเร็วของปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมเปนตัวเรงในเทอมของสารตั้งตน (substrate) ท่ีมีปริมาณ
ลดลง หรือเทอมของผลิตภัณฑ (product) ท่ีมีปริมาณเพ่ิมขึ้น ตอหนึ่งหนวยเวลา  ซึ่งคาท่ีไดนั้นสามารถบอก
ปริมาณเอนไซมไดในหนวยมาตรฐานสากล ดังนี้ 

1. Enzyme activity มีหนวยเปน International Unit (I.U.) หรือ Unit (U) โดยท่ี 1 หนวยของเอนไซม 
เทากับปริมาณเอนไซมท่ีเปล่ียนสารตั้งตน เปนผลิตภัณฑ 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที 
ภายใตภาวะท่ีกําหนด 

มีหนวยเปนยูนิตของเอนไซมท้ังหมด ตอ ปริมาณโปรตีนท้ังหมด 2. Specific activity 
 

จากแตละขั้นตอนของการสกัดแยก และการทําใหบริสุทธ์ิของโปรตีนนั้น อาจจะมีการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติไปบางบางสวน  ดังนั้นการตรวจสอบปริมาณของโปรตีน หรือ เอนไซมท่ีไดมาวาเสียสภาพ
ธรรมชาติไปมากนอยเพียงใด โดยเทียบกับโปรตีน หรือ เอนไซมตอนต้ังตน ซึ่งคือ crude extract ดังนี้ 

โดยถาสนใจ % Yield ในเทอมของโปรตีน 
 

ของขั้นท่ีสนใจ = Total protein content ของขั้นท่ีสนใจ   % Yield X 100 
 ของขั้นตั้งตน Total protein content 

  

โดยถาสนใจ % Yield ในเทอมของ activity 
 

 % Yield ของขั้นท่ีสนใจ = Total enzyme activity ของขั้นท่ีสนใจ         X 100 
 Total enzyme activity ของขั้นตั้งตน 
 

 และยังสามารถเปรียบเทียบความบริสุทธ์ิของเอนไซมท่ีไดในแตละขั้นตอน เมื่อเทียบกับขั้นตอนตั้ง
ตน ดังนี้ 
 

 Purification fold ของขั้นท่ีสนใจ =  Specific activity ของขั้นท่ีสนใจ         
 

Specific activity ของขั้นตั้งตน 
 



โดยในการทดลองนี้สนใจแยก และสกัดโปรตีนจากพืช โดยอาศัยการปนทําลายเซลลพืช จากน้ันทํา
การตกตะกอนโปรตีนดวยการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต เปนการทําใหโปรตีนบริสุทธิ์บางสวน จากนั้นทํา
ใหโปรตีนบริสุทธิ์ขึ้นดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนประจุ โดยใชตัวกลางในการแลกเปล่ียนประจุ
เปน CM-cellulose หรือ DEAE-cellulose ซึ่งเปนตัวกลางแลก เปล่ียนประจุบวก (cation exchanger) และลบ (antion 

exchanger) ตามลําดับ และอาศัยการเพ่ิมขึ้นของ ionic strength ของบัฟเฟอรในการชะ (elute) โปรตีนออกจาก
ตัวกลาง  

และสุดทายโปรตีนสนใจท่ีใชในการสกัดแยก และทําใหบริสุทธิ์นั้น มีสมบัติเปนเอนไซมท่ีเรียกวา 

เปอรออกซิเดส (peroxidase) ซึ่งทําหนาท่ีในการเรงปฏิกิริยาการ reduce H2O2 ซึ่งเปนกระบวนการหนึ่งที่พืชใช
ในการปองกันอันตราย และในขบวนการเมแทบอลิซึมของฮอรโมนพืชดวย โดยการวัดการทํางานของเปอร
ออกซิเดส (peroxidase activity) นั้น อาศัยสารละลาย 3,3-diamino benzidine เปนสารต้ังตนรวมในการ
เกิดปฏิกิริยา เน่ืองจากเปอรออกซิเดสสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน - รีดักชัน ซึ่งจะไดผลิตภัณฑท่ีสามารถ
ดูดกลืนคล่ืนแสงไดท่ีความยาวคล่ืน 465 นาโนเมตร 
  
  

การทดลอง 

ตอนท่ี 1 การสกัดแยกและตกตะกอนโปรตีนจากพืชตัวอยาง 

วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

1. กระติกน้ําแข็ง 
2. ขวดเก็บตัวอยาง 
3. เครื่องกวนสาร (magnetic stirrer, magnetic bar) 

4. เครื่องชั่ง (balance) 

5. เครื่องปนน้ําผลไม (kitchen blender)  

6. เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 

7. ถุง Dialysis 

8. แทงแกว (stirring rod)  

9. บีกเกอร (beaker)  

10. ผาขาวบาง 
11. พาราฟลม (parafilm) 

12. มีดและเขียง 
13. หลอดเซนตริฟวจ (centrifuge tube)  

14. หลอดทดลอง (test tube)  
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 

2. น้ํากล่ัน 

3. น้ําแข็ง 
4. พืชตัวอยาง  
5. สารละลายบัฟเฟอร acetate ความเขมขน 50 มลิลิโมลาร พีเอช 5.5 (buffer A) 

6. สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.5 (buffer A) 
7. Dowex 



8. Polyvinylpoyrrolidone (PVPP) 
 
 
 
 

วิธีการทดลอง 
1. ใหแตละโตะปฏิบัติการ  (4 กลุม) เตรียมตัวอยางผักสด โตะละ 200 กรัม ลางใหสะอาด 

2. ใชมีดหั่นตัวอยางผักสดใหมีขนาดเล็ก นําเขาเคร่ืองปน เติมสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความ
เขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.5 (สําหรับกลุมที่ใชตัวกลางเปน DEAE-cellulose) หรือ สารละลาย
บัฟเฟอร acetate ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 5.5 5 (สําหรับกลุมท่ีใชตัวกลางเปน CM-

cellulose) ท่ีเย็น ในอัตราสวน 1:2 โดยปริมาตร และเติมสาร PVPP ปริมาณ 2 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร ทําการปนใหละเอียด (ควรปนแลวหยุดเปนครั้งคราว เพ่ือปองกันความรอนท่ีเกิดขึ้น
จาก มอเตอรของเครื่องปน ซึ่งทําใหเอนไซมเสียสภาพ) 

3. เมื่อปนเสร็จแลว กรองสวนท่ีปนไดดวยผาขาวบางซอนทับกัน 2-3 ชั้น นําสวนใสท่ีกรองไดมา
เติมสาร Dowex ประมาณ 100 กรัม คนใหเขากัน ตั้งท้ิงไวในท่ีเย็นประมาณ 30 นาที เมื่อครบ
เวลาแลว เทแยกสวนใสออกมา นําไปเซนติฟวจท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 

นาที จากนั้นเก็บสวนใสท่ีได เรียกสวนใสท่ีไดนี้วา “Cude extract”  

4. นํา crude extract ท่ีไดมาแบงใหแตละกลุมภายในโตะ (4 กลุม) ในปริมาณที่เทากัน แตใหแบง 
crude extract เก็บไวสวนหนึ่งประมาณ 50 มิลลิลิตร เพ่ือเปน crude extract  ของแตละกลุม 

5. แตละกลุมนํา crude extract ท่ีแบงไดมาทําใหบริสุทธ์ิบางสวน โดยการตกตะกอนดวยเกลือ 
(NH4)2SO4 โดยใชความเขมขนของเกลือ (NH4)2SO4 ตามตาราง ทําการตกตะกอน crude extract 

โดยคอยๆ เติมเกลือ (NH4)2SO4 ลงไปทีละนอยพรอมท้ังคอยๆ คนเปนวงกลมอยางชาๆ จน
เกลือ (NH4)2SO4 ละลายหมด (ตลอดการคนตองแชในน้ําแข็งตลอดเวลา) 

6. เมื่อเกลือ (NH4)2SO4 ละลายหมดแลว ใหนําไปเซนติฟวจท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที จะไดสวนใสท่ีเรียกวา “Supernatant” หรือ “S” และสวนท่ีเปนตะกอน โดยนําสวน
ของตะกอนไปละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร ปริมาตรนอยๆ พอใหตะกอนละลายหมด ได
สวนท่ีเรียกวา “P1” (precipitate1)  

7. นําสวน supernatant มาทําการตกตะกอนตอดวยเกลือ (NH4)2SO4 ท่ีความเขมขนของเกลือ 
(NH4)2SO4 ตามท่ีกําหนด คอยๆเติมเกลือ (NH4)2SO4 ลงไปทีละนอยพรอมท้ังคอยๆ คนเปน
วงกลมอยางชาๆ จนเกลือ (NH4)2SO4 ละลายหมด (ตลอดการคนตองแชในน้ําแข็งตลอดเวลา) 

8. เมื่อเกลือ (NH4)2SO4 ละลายหมดแลว ใหนําไปเซนติฟวจท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที จะไดสวนใสท่ีเรียกวา supernatant และสวนท่ีเปนตะกอน โดยนําสวนของตะกอน
ไปละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร ปริมาตรนอยๆ พอใหตะกอนละลายหมด ไดสวนท่ีเรียกวา 
“P2” (precipitate2)   

9. นํา P2 ไปทํา Dialysis ในสารละลายบัฟเฟอร 
10. เก็บสวนของ crude extract, P1, P2 และ supernatant ไวใชในการทดลองตอไป 

 

*หมายเหตุ โดยตลอดการทดลองในทุกตอนของการทดลองหามท้ิงสวนหนึ่งสวนใดที่ไดจากการสกัดแยก 
และการทําใหบริสุทธ์ิ ท้ังหมด เวนแตอาจารยผูควบคุมการทดลองส่ังใหท้ิงได 
 



ตอนท่ี 2 การทําใหโปรตีนบริสุทธ์ิข้ึนโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟ ชนิด Ion-exchange  

วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

1. คิวเวตต (cuvette) 

2. คอลัมนบรรจุตัวกลาง (chromatography column) 

3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง (spectrophotometer) 

4. เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 

5. แทงแกว (stirring rod)  

6. แทนพรอมท่ียึดคอลัมน (stand, base, clamp)   

7. บีกเกอร (beaker)  

8. ปเปตต (pipette) 

9. แร็ก (rack) 

10. ลูกยาง (rubber bulb) 

11. สายยาง (tubing)  

12. หลอดเซนตริฟวจ (centrifuge tube)  

13. หลอดทดลอง (test tube)  

14. หลอดหยด (dropper) 

15. ออโตปเปตตพรอมทิป (auto pipette, tip)  
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. ตัวกลาง (เรซิน) ชนิด CM-cellulose หรือ DEAE-cellulose 

2. สารละลายบัฟเฟอร acetate ความเขมขน 50 มลิลิโมลาร พีเอช 5.5 (buffer A) 

3. สารละลายบัฟเฟอร acetate ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 5.5 + เกลือโซเดียมคลอไรด 
(NaCl) ความเขมขน 0.5 โมลาร (buffer B) 

4. สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.5 (buffer A)  

5. สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 8.5 + เกลือโซเดียมคลอไรด 
(NaCl) ความเขมขน 0.5 โมลาร (buffer B) 

6. สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร 
7. สารละลาย DAB ความเขมขน 0.25 มิลลิโมลาร 

 

วิธีการทดลอง 
1. ยึดคอลัมนกับท่ียึดท่ีประกอบอยูแทนยึดบนฐาน โดยปลอยใหปลายสายยางอยูดานลาง 

จากนั้นทําการไลฟองอากาศออกจากคอลัมนดวยน้ํา โดยปลอยใหน้ําไหลออกจากปลายสาย
ยางจนหมดฟองอากาศ จากนั้นเล่ือนลูกกล้ิงปดสายยาง 

2. เติม buffer A ลงไปประมาณ 1 ใน 3 ของคอลัมน จากนั้นคอยๆ เติมเรซินท่ี equilibrate ดวย 
buffer A แลว โดยใชแทงแกวชวยคน และนําทางการไหลของเรซินลงสูคอลัมน   

3. ปลอยปลายสายยางออก เพ่ือใหบัฟเฟอรไหลออก โดยปรับอัตราการไหลใหไดประมาณ 0.5 

มิลลิลิตร ตอ 1 นาที เมื่อไดอัตราการไหลที่ตองการแลว ใหทําการ equilibrate resin ตอดวย 
buffer A อีก ประมาณ 1-2 เทาของปริมาณเรซิน(ประมาณ 20 มิลลิลิตร) จากนั้นปลอย buffer A 

ไหลออกจนเหลือระดับของ buffer A สูงจาก     เรซินประมาณ 0.5 เซนติเมตร  



4. นํา P2 ท่ีทําการ dialysis แลว ไปเซนตริฟวจ ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
จากนั้นนํามาโหลดลงในคอลัมน ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  

5. ทําการ run column ดวย buffer A โดยเก็บ fraction ท่ีออกมา fraction ละ 3 มิลลิลิตร เรียกสวนที่
เก็บไดนี้วา “Unbound fraction” นําแตละ fraction ท่ีออกมาวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร โดยใช buffer A เปน blank จนไดคา OD ประมาณ 0.05 (ไมจําเปนตอง
วัดทุกหลอด จะวัดหลอดเวนหลอดก็ได) 

6. จากนั้นทําการชะคอลัมน (elute column) ดวย buffer B เก็บ fraction ละ 3 มิลลิลิตร เรียกสวนที่
เก็บไดนี้วา “Bound fraction” วัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร โดย
ใช buffer B เปน blank จนไดคา OD ประมาณ 0.05 (ไมจําเปนตองวัดทุกหลอด จะวัดหลอดเวน
หลอดก็ได) 

7. ตรวจสอบ activity ของแตละ fraction โดยการวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 465 นา
โนเมตร โดยใช fraction ละ 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DAB ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันในคิวเวตตโดยใชแผนพาราฟลมปดปากคิวเวตต แลวพลิกคิวเวตตกลับไปมา ทําการ 
set blank จากนั้นเติม สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยวิธีเดิม วัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 30 วินาที กับ 1 นาที 
(เร่ิมจับเวลาต้ังแตเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด) บันทึกผล 

8. นําคาท่ีวัดไดจากการทดลองในขอท่ี (6) และ (7) มาสรางกราฟ โดยใหแกน x เปนจํานวน 

fraction (fraction No.) และแกน y เปนคา A280 และ A465  

9. ทําการรวมแตละ fraction (pool fraction) ท่ีมี activity สูง ท้ังสวนของ unbound fraction (Pool 

unbound) และ bound fraction (Pool bound)  (โดยนําคาท่ีไดใหอาจารยผูควบคุมการทดลอง)  
10. จากนั้นนําสวนของ pool fraction ท้ัง pool unbound และ pool bound รวมท้ัง crude extract, P1, P2 

และ supernatant นําสงอาจารยผูควบคุมการทดลอง 
 

*หมายเหตุ สารละลาย DAB จัดเปนสารท่ีกอใหเกิดมะเร็ง จึงควรใชอยางระมัดระวังไมใหสัมผัสถูกรางกาย) 

 

ตอนท่ี 3  การตรวจหาและเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน และ enzyme activity จากท่ีสกัด     ได และจาก
การทําใหบริสุทธ์ิ 

วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

1. คิวเวตต (cuvette) 

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง (spectrophotometer) 

3. เครื่องผสมสาร (vortex mixture)  

4. บีกเกอร (beaker)  

5. ปเปตต (pipette) 

6. แร็ก (rack) 

7. ลูกยาง (rubber bulb) 

8. หลอดทดลอง (test tube)  

9. ออโตปเปตตพรอมทิป (auto pipette, tip)  
 
 
 



สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

น่ํากล่ัน 1. 
สวนของโปรตีนท่ีไดจากการสกัดแยก และท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์ ไดแก crude extract, P1, P2, 

supernatant, pool unbound และ pool bound  

2. 

สารละลายคอปเปอร (copper solution) 3. 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 4. 
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร 5. 
สารละลาย DAB ความเขมขน 0.25 มิลลิโมลาร 6. 
สารละลาย folin phenol : H2O (อัตราสวน 1:1)   7. 

 
วิธีการทดลอง 
3.1 การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry หรือ Folin-Ciocalteau Method 

1. ปเปตตสารตางๆ ตามปริมาตรในตาราง ลงในหลอดทดลองท่ี 1-11   
 

ปริมาตร (มิลลิลิตร) หลอด               

สาร 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Std.BSA 1 mg/ml  0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 - - - - - 
H2O 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 0.08 - - - - 
Crude - - - - - - 0.02 - - - - 
P1 - - - - - - - 0.10 - - - 
P2 - - - - - - - - 0.10 - - 
pool unbound - - - - - - - - - 0.10 - 
pool bound - - - - - - - - - - 0.10 

 

เติมสารละลายคอปเปอร ปริมาตรหลอดละ 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร ตั้งท้ิง
ไว 10 นาที 

2. 

เติมสารละลาย folin phenol reagent : H2O (อัตราสวน 1:1) ปริมาตรหลอดละ 0.3 มิลลิลิตรผสมให
เขากันดวยเครื่องผสมสาร ตั้งท้ิงไว 30 นาที 

3. 

นําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร บันทึกผล  4. 
 
 

3.2 การหา  activity ของเอนไซมในแตละสวนท่ีแยกออกมาได 
1. ตรวจสอบ activity ของแตละตัวอยาง (crude, P1, P2, pool unbound และ pool   bound) โดยการใช

ตัวอยางๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DAB ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในคิว
เวตตโดยใชแผนพาราฟลมปดปากคิวเวตต แลวพลิกคิวเวตตกลับไปมา ทําการ set blank 

จากนั้นเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยวิธีเดิม วัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 30 วินาที กับ 1 นาที (เร่ิม
จับเวลาตั้งแตเติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด) บันทึกผล 

2. 

 
 
 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดลอง 

1. สารละลาย Potassium sodium tartrate-CuSO4  

- เตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ความเขมขน 0.2 โมลาร ในน้ํากล่ัน ปริมาตร 960 

มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ท่ีมีความเขมขน 3 นอรมอล ลงไปใน
ปริมาตร 35 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เรียกวา "สารละลาย A" 

- เตรียมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต  (CuSO4 . 5H2O) ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร ในน้ํากล่ัน
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เรียกวา "สารละลาย B" 

- เตรียมสารละลายโพแทสเซียมโซเดียมทารเทต (KNaC4H4O6 . 4H2O) ความเขมขน 70 มิลลิโมลาร 
ในน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร เรียกวา "สารละลาย C" 

- นําสารละลาย B ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย C ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรจากนั้นเติม
สารละลาย A ลงไปปริมาตร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และใชทันที 

2.   สารละลาย DAB  

- ละลาย diamino benzidine hydrochloride ความเขมขน 0.25 มิลลิโมลาร ในสารละลายฟอสเฟต
ปฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.0  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 

รายงานผลการทดลอง 
เร่ือง  การสกัดแยกโปรตีนจากพืชบางชนิด 

ชื่อผูทดลองและเขยีนรายงาน__________________________ รหัส___________________ 
ชื่อผูรวมทดลอง 1.  ______________________________ รหัส___________________ 

 2.  ______________________________ รหัส___________________ 

กลุมท่ี___________section/วันท่ีทําการทดลอง______________________เวลา_________ 

หองท่ีทําการทดลอง____________________ 

อาจารยผูควบคุมการทดลอง  1.  _____________________________________ 
     2.  _____________________________________ 
………………………………………………………………………………………………………. 
 

ตอนท่ี 1 การสกัดแยกและตกตะกอนโปรตีนจากพืชตัวอยาง 

 

วิธีการทดลอง ผลการทดลอง 

1.1 น้ําหนักของพืชตัวอยางที่ใช 
1.2 ปริมาตรบัฟเฟอรท่ีเติม 

1.3 ปริมาตรของ Crude enzyme ท่ีไดท้ังหมด 

1.4 ปริมาตรของ Crude enzyme ท่ีใชตกตะกอน 

1.5 ปริมาณ (NH4)2SO4 ท่ีเติมครั้งแรก (...........%) 

1.6 ปริมาตรของตะกอนที่ละลายไดในการตกตะกอนครั้งแรก (P1) 

1.7 ปริมาณ (NH4)2SO4 ท่ีเติมครั้งท่ีสอง (...........%) 

1.8 ปริมาตรของตะกอนที่ละลายไดในการตกตะกอนครั้งท่ีสอง (P2) 

1.9 ปริมาตรของ Supernate 

2.0 ปริมาตรของ P2 หลังจาก dialysis 

......................กรัม 

......................มิลลิลิตร 

......................มิลลิลิตร 

......................มิลลิลิตร 

......................กรัม 

......................มิลลิลิตร 

......................กรัม 

......................มิลลิลิตร 

......................มิลลิลิตร 

......................มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 

ตอนท่ี 2 ผลการทําใหโปรตีนบริสุทธ์ิข้ึนโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟชนิด....................... 
 



วิธีการทดลอง ผลการทดลอง 
2.1 ตัวอยางท่ีใชในการโหลดคอลัมน 
2.2 ปริมาณที่ใชในการโหลด 

2.3 คา A280 และ A465 ของ 
-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 
-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 

-fraction ท่ี ……….. 
-fraction ท่ี ……….. 

2.4 ปริมาตรของ Pool unbound 

2.5 ปริมาตรของ Pool bound 

………………………………………. 

……………………………..มิลลิลิตร 
 

……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 
……… , ……… 

           ………………… มิลลิลิตร 
           ………………… มิลลิลิตร 



 
 

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางแตละ fraction ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิดวยเทคนิคโคร
มาโทกราฟแบบ ion-exchange กับคาการดูดกลืนคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และ 465 นา
โนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตอนท่ี 3 การตรวจหาและเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน และ enzyme activity จากท่ีสกัดได และจากการ
ทําใหบริสุทธ์ิ 

3.1 ผลการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry หรือ Folin-Ciocalteau Method 

 

ปริมาตร (มิลลิลิตร) หลอด               

สาร 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Std.BSA 1 mg/ml  0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 - - - - - 
H2O 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 0.08 - - - - 
Crude - - - - - - 0.02 - - - - 



P1 - - - - - - - 0.10 - - - 
P2 - - - - - - - - 0.10 - - 
Pool unbound - - - - - - - - - 0.10 - 
Pool bound - - - - - - - - - - 0.10 
OD 650 ……. …… …… …… …… …… …… …… …… …… …… 
mg protein/ml …… …… …… …… …… …… …… …… …… …… …… 
Total mg protein …… …… …… …… …… …… …… …… …… …… …… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา OD 650 และปริมาณโปรตีนมาตรฐาน BSA (ไมโครกรัม) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
วิธีการหาปริมาณโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

3.2 ผลการหา activity ของเอนไซมในแตละสวนท่ีแยกออกมาได 
 

สารตัวอยาง OD465 Activity/ml Total activity 

Crude ......................... ......................... ......................... 

P1 ......................... ......................... ......................... 
P2 ......................... ......................... ......................... 

Pool unbound ......................... ......................... ......................... 

Pool bound ......................... ......................... ......................... 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิธีการคํานวณคา Activity, Total activity และ Specific activity 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางสรุปผลการทําบริสุทธ์ิของโปรตีนท่ีสกัดได (Table of purification) 

 

Fraction Volume 
(ml) 

Total 
activity 

(OD465) 

Total 
protein  
(mg) 

% Yield 
Specific activity 

(OD465/mg) 
Fold of 

purification 

Crude ……….. ………… ………… ……….. ……………... …………... 
P1 ……….. ………… ………… ……….. …………….. …………... 
P2 ……….. ………… ………… ……….. …………….. …………... 
Pool unbound ……….. ………… ………… ……….. ……………... …………... 
Pool bound ………... ………… ………… ……….. ……………... …………... 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คําถามทายบท 

เพราะเหตุใด ในทุกขั้นตอนของการสกัดแยก และการทําใหบริสุทธ์ิของโปรตีนจึงตองคํานึงถึง
ภาวะสภาพตามธรรมชาติของโปรตีน 

1. 

เพราะเหตุใด ในขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนจึงเปนการทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ไดบางสวน จง
อธิบาย 

2. 

เพราะเหตุใด ในปฏิบัติการขั้นตอนการทําใหโปรตีนบริสุทธิ์โดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ
แลกเปล่ียนประจุ ไดใชชนิดของเรซินตางกัน จึงตองใชสารละลายบัฟเฟอรตางกันดวย จง
อธิบาย 

3. 

จากตารางการทําบริสุทธิ์ (Table of purification) นักศึกษาสามารถทราบขอมูลอะไรไดบาง 4. 
จากการทดลองการสกัดแยก และการทําใหบริสุทธิ์ของโปรตีน ซึ่งมีคุณสมบัติเปนเอนไซมนั้น 
นักศึกษาคิดวาเอนไซมดังกลาวสามารถนําไปใชในภาคอุตสาหกรรมไดอยางไรบาง 

5. 
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