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บทคัดย่อ 

 กากน้้าตาลเป็นของเĀลือจากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้้าตาลจากอ้อย ซึ่งในกากน้้าตาลมี

องค์ประกอบของน้้าตาลรüมประมาณ 50% (น้้าĀนักต่อปริมาตร) เป็นซูโครÿประมาณ 13% 

(น้้าĀนักต่อปริมาตร) และที่เĀลือเป็นÿารอาĀารอื่นๆ ซึ่งเĀมาะแก่การน้ามาใช้ในการเพาะเลี้ยง

จุลินทรีย์ ในงานüิจัยน้ีจึงได้มีการน้ากากน้้าตาลที่เป็นแĀล่งคาร์บอนที่มีราคาต่้ามาแทนอาĀารเลี้ยง

เช้ือ LB ที่มีราคาแพง เพื่อลดต้นทุนในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ด้üย 

Escherichia coli โดยการใช้ LB เป็นชุดคüบคุมและอาĀารจากกากน้้าตาลที่มีคüามเข้มข้นทั้ง 3 

ระดับ คือ 0.75%, 1.5%, 3% พบü่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ของ LB ที่ใช้เป็นชุดคüบคุม

กับกากน้้าตาลที่คüามเข้มข้น 1.5% มีการผลิตโปรตีน เท่ากับ 1.7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นจึง

เลือกกากน้้าตาลที่คüามเข้มข้นข้น 1.5% เติมแอมโมเนียมซัลเฟตที่เป็นแĀล่งไนโตรเจนเÿริมลงไป

ปริมาณ 3 กรัมต่อลิตร, 6 กรัมต่อลิตร, 12 กรัมต่อลิตร พบü่ากากน้้าตาลที่คüามเข้มข้น 1.5% ที่มี

การเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมต่อลิตร มีการผลิตโปรตีนได้ดีที่ÿุดเท่ากับ 1.2 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

ค้าÿ้าคัญ : รีคอมบิแนนท์โปรตีน, กากน้้าตาล, แอมโมเนียมซัลเฟต 
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Abstract 
 

Molasses is a by-product of the sugar cane industry in which molasses 
comprises about 50% (w/v) of total sugars, about 13%. Which is suitable for use in 
microbial culture. In this project, molasses as a low-cost carbon source was used to 
replace the expensive LB medium to reduce the cost of recombinant protein 
production. Cyclophilin A proteins were cultured with Escherichia coli using LB as 
control and molasses medium with three concentrations: 0.75%, 1.5%, 3%. The 
recombinant protein cyclophilin A  of LB used as a control with molasses 
concentration 1.5% produced protein equal to 1.7 mg/ml. After that, molasses was 
selected at a concentration of 1.5%, adding ammonium sulfate as a source of 
nitrogen as an additional in the amount of 3 g/l, 6 g/l, 12 g/l. It was found that 
molasses at 1.5% concentration with 6 g/l of ammonium sulfate added had the best 
protein production of 1.2 mg/ml. 

 
Keywords : Recombinant protein, molasses, ammonium sulfate
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บทที่ 1  
บทน้า  

 
1.1  คüามเปน็มาและคüามÿ้าคญัของปัญĀา  

โปรตีนเป็นชีüโมเลกลุÿ้าคัญที่นักüิจัยได้ใĀ้คüามÿ้าคัญในการýึกþาค้นคü้ากันอย่าง

กü้างขüาง  เนื่องจากเป็นโมเลกลุที่มีคüามÿลบัซบัซ้อนทั้งในด้านโครงÿร้างและกลไกการท้างาน โดย

โปรตีนÿามารถน้าไปใช้ประโยชน์ในทางการเกþตร การแพทย์ และอุตÿาĀกรรม รüมถึงการน้าไปÿู่

การพัฒนาทางด้านเทคโนโลยีชีüภาพต่างๆ (Dana, 2010) ปัจจุบันจึงมกีารผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

(recombinant protein) ที่เป็นรูปแบบของโปรตีนถูกคüบคุม ÿร้างขึ้นในรปูแบบต่างๆ เพื่อผลิต

โปรตีนใĀ้มีปริมาณมาก และน้าไปใช้ในผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์ที่มีประโยชน์ ซึ่งการผลิตรีคอมบิแนนท์

โปรตีนในแบคทีเรียจะมีการถ่ายโอนเüกเตอร์แทรกในช้ินÿ่üน DNA เป้าĀมายไปยงัเซลล์เจ้าบ้านเพื่อ

กระตุ้นการผลิตโปรตีน üิธีนี้เป็นüิธีที่น่าÿนใจและมีการใช้กนัอย่างแพรĀ่ลาย การท้ารีคอมบิแนนท์

โปรตีนในแบคทีเรีย นิยมใช้เช้ือ Escherichia coli ซึ่งมีลักþณะทางพันธุกรรมที่ชัดเจน การผÿมอย่าง

รüดเร็ü ต้นทุนต่้า การแÿดงออกÿูง ท้าใĀ้ผลิตภัณฑ์บริÿทุธ์ิได้ง่าย และคüามÿามารถในการปอ้งกัน

มลพิþที่แข็งแกร่ง( Creative BioMart, 2017) อาĀารที่นิยมใช้ในการเลี้ยงเช้ือคืออาĀาร LB เป็น

อาĀารเลี้ยงเช้ือÿ้าĀรับการเจรญิเตบิโตของ E.coli และอื่น ๆ นอกจากนี้ยังถูกน้ามาใช้อย่าง

กü้างขüางในงานรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ และข้ันตอนทางอณูชีüüิทยาอื่นๆ ในอาĀาร LB มี

องค์ประกอบของแĀล่งไนโตรเจน แĀลง่คารบ์อน และแร่ธาตุ ที่ใช้ในการเจริญเตบิโตของแบคทีเรีย 

โดยในการýึกþาจะใช้กากน้้าตาลทีเ่ป็นของเĀลือจากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้้าตาลที่มลูค่าต้่ามาเป็น

แĀล่งคาร์บอนĀลักในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน ซึง่ในกากน้้าตาลที่น้ามาใช้มีองค์ประกอบของ

น้้าตาลรüมประมาณ 50% (น้้าĀนักต่อปรมิาตร) เป็นซโูครÿประมาณ 13% (น้้าĀนักต่อปรมิาตร)(เขม

üิทย์ จันต๊ะมา, 2565)  น้ามาเจือจางเพือ่Āาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการน้าไปใช้เป็นแĀลง่คารบ์อนใน

การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ในเซลล์  E. coli  และมีการเติมแĀลง่ไนโตรเจน เนื่องจากแĀล่ง

ไนโตรเจนก็เป็นปจัจัยที่ÿ้าคัญในการผลิตโปรตีน ซึง่ในกากน้า้ตาลมีแĀล่งไนโตรเจนน้อยจงึท้าการเตมิ

เข้าไปเพื่อใĀ้ÿามารถผลิตโปรตีนได้มากข้ึน 

ดังนั้นในงานüิจัยน้ีจงึต้องการýึกþาการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนจากเช้ือ E. coli  และท้า

การตรüจÿอบคุณภาพโปรตีนโดยใช้เทคนิค SDS-PAGE และüิธี bradford protein assay ที่เป็นการ

เพิ่มผลผลิตจากการใช้กากน้้าตาล
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.2  üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย   
1. เพื่อĀาคüามเข้มข้นของกากน้้าตาลและแอมโมเนียมซัลเฟตที่เĀมาะÿมในการผลิตรีคอม

บิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอจากเช้ือ Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE3) ที่มีพ

ลาÿมิด PET22b-PmCyclophilin A 
 
1.3  ขอบเขตของงานüิจัย  

1. ใช้กากน้้าตาลที่คüามเข้มข้น 0.75%, 1.5%, 3% เพื่อใช้เป็นแĀล่งคาร์บอน 
2. ใช้แอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 3 g/L, 6 g/L, 12 g/L เป็นแĀลง่ไนโตรเจน 
3. ตรüจÿอบปริมาณรคีอมบิแนนทโ์ปรตีนไซโคลฟิลิน เอที่ได้จากเช้ือ Escherichia coli ÿายพันธ์ุ 

BL21 (DE3) ที่มีพลาÿมิด PET22b-PmCyclophilin A 
 
1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะไดร้ับ  

1.  ผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอจาก Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE3) ที่มีพ

ลาÿมิด PET22b-PmCyclophilin A ได ้
2.  ทราบคüามเข้มข้นของกากน้้าตาลที่เĀมาะÿมในการผลิตรคีอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟลิิน เอ 
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บทท่ี 2  

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกีย่üข้อง  
 

2.1  Recombinant protein  
โปรตีนลูกผÿม (recombinant protein) เป็นโปรตีนที่มีการดัดแปลงรĀัÿดีเอ็นเอโดย

พื้นฐาน ดีเอ็นเอลูกผÿม (recombinant DNA) ประกอบด้üยโมเลกุลดีเอ็นเอชนิดĀนึ่งเช่ือมต่อกับ

โมเลกุลดีเอ็น เออีกชนิดĀนึ่งที่แตกต่างแĀล่งที่มาเข้าด้üยกันเพื่อต้องการโคลนยีนที่ÿนใจĀรือÿร้าง

ÿิ่งมีชีüิตดัดแปร พันธุกรรมใĀ้มีลักþณะตามทีต่้องการ โดยแยกดีเอ็นเอที่บริÿทุธ์ิจากเซลลĀ์รอืเนื้อเยือ่ 
ตัดช้ินÿ่üนดีเอ็น เอที่ต้องการด้üยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ แล้üน้าช้ินÿ่üนดีเอ็นเอที่ตัดได้มาเช่ือมต่อกับ

โมเลกุลดีเอ็นเอ ขนาดเล็กที่ท้าĀน้าที่เป็นตัüน้าĀรือเüกเตอร์ (vector) ซึ่งอาจใช้โครโมโซมของไüรัÿ

Āรือโครโมโซมของ แบคทีเรียที่เรียกü่า พลาÿมิด (plasmid) จากนั้นรĀัÿดีเอ็นเอจะถูกแปล 
(translated) เป็นโปรตีนที่มีลักþณะใĀม่ๆ ช้ินÿ่üนดีเอ็นเอที่เช่ือมต่อแล้üคือโมเลกุลดีเอ็นเอลูกผÿม 
(recombinant DNA) ซึ่งĀมายถึง โมเลกุลดีเอน็เอที่เกิดจากการเช่ือมต่อของดีเอ็นเอที่มาจากแĀล่งที่

แตกต่างกัน เช่น ดีเอ็นเอของคน เช่ือมต่อกับดีเอ็นเอของแบคทีเรีย โมเลกุลดีเอ็นเอลูกผÿมจะถูกใÿ่

เข้าไปในเซลล์แบคทีเรียเพื่อใĀ้ยีนได้มีการแÿดงออกในเซลล์แบคทีเรีย 

2.1.1  Escherichia coli 
แบคทีเรีย Escherichia coli เป็นÿิ่งมีชีüิตที่เข้าใจได้ดีที่ÿุดอย่างไม่ต้องÿงÿัย การýึกþาทาง

พันธุกรรมและชีüเคมีอย่างกü้างขüางของ E. coli ในช่üงทýüรรþที่ 1960 และ 1970 เป็นรากฐาน

ÿ้าĀรับเทคโนโลยีดีเอ็นเอลูกผÿมÿมัยใĀม่ เนื่องจาก E coli นั้นง่ายต่อการจัดการในการทดลองและ

เติบโตอย่างรüดเร็üในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ค่อนข้างง่าย เป็นÿิ่งมีชีüิตที่โฮÿต์ที่ใช้กันมากที่ÿุดÿ้าĀรับการ

แÿดงออกของยีนลูกผÿม โคลนนิ่งเüกเตอร์ที่ใช้ÿ้าĀรับ E. coli โดยทั่üไปคือพลาÿมิดโดยทั่üไปมี

ลักþณะดังต่อไปนี้ 
1. เครื่องĀมายที่เลือกได้เพื่อใĀ้แน่ใจü่ามีการบ้ารุงรักþาเüกเตอร์ในเซลล์ 
2. โปรโมเตอร์ transcnptional ที่คüบคุมได้ เช่น lac, trp เป็นต้นที่ÿามารถเĀนี่ยüน้าได้เพื่อ

ÿร้างทรานÿคริปต์ mRNA จ้านüนมากจากล้าดับดีเอ็นเอโคลน 
3. ล้าดับการคüบคุมเชิงการแปลที่เĀมาะÿมÿ้าĀรับการจับเอ็นโบโซมและการเริ่มต้นของการ

แปลและ 
4. ไซต์โคลน Polylinker เพื่ออ้านüยคüามÿะดüกในการแทรกล้าดับที่น่าÿนใจลงในเüกเตอร์เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.1 รปูร่าง Escherichia coli  

ที่มา : (Agricultural Researt Service et al, 2563) 

 

Escherichia coli ยังเป็นที่รู้จักกันในนาม E. coli คือแกรมลบแบบไม่ใช้ออกซิเจน รูปทรง

แท่งโคลิฟอร์มแบคทีเรียในÿกุล Escherichia ที่พบได้ทั่üไปในล้าไÿ้เล็กของÿิ่งมีชีüิตเลือดอุ่น เช้ือ E. 
coli ÿ่üนใĀญ่ไม่เป็นอันตรายแต่ซีโรไทป์บางประเภท ( EPEC , ETEC เป็นต้น) อาจท้าใĀ้เกิดอาĀาร

เป็นพิþ ร้ายแรงในโฮÿต์ และบางครั้งต้องรับผิดชอบต่อ เĀตุการณ์การปนเปื้อนในอาĀารที่กระตุ้นใĀ้

มีการเรียกคืนผลิตภัณฑ์ ÿายพันธ์ุที่ไม่เป็นอันตรายเป็นÿ่üนĀนึ่งของจุลินทรีย์ในล้าไÿ้ปกติ และ

ÿามารถเป็นประโยชน์ต่อโฮÿต์ของพüกมันโดยการผลิตüิตามินเค และป้องกันการล่าอาณานิคมของ

ล้าไÿ้ด้üยแบคทีเรียที่ท้าใĀ้เกิดโรค มี คüามÿัมพันธ์ซึ่งกันและกัน E. coli ถูกขับออกÿู่ÿิ่งแüดล้อม

ภายในอุจจาระ แบคทีเรียเติบโตอย่างĀนาแน่นในอุจจาระÿดภายใต้ÿภาüะแอโรบิกเป็นเüลาÿามüัน 

แต่จ้านüนแบคทีเรียจะลดลงอย่างช้าๆ ในภายĀลัง 

 E. coli และจุลินทรีย์แบบไม่ใช้ออกซิเจนอื่นๆ ประกอบด้üยจุลินทรีย์ในล้าไÿ้ประมาณ 0.1% 

และการแพร่เช้ือทางปากและอุจจาระเป็นเÿ้นทางĀลักที่แบคทีเรียก่อโรคท้าใĀ้เกิดโรค เซลล์ÿามารถ

อยู่รอดนอกร่างกายได้ในระยะเüลาที่จ้ากัด ซึ่งท้าใĀ้เซลล์เĀล่าน้ีÿามารถบ่งช้ีÿิ่งมีชีüิตในการทดÿอบ

ตัüอย่างÿิ่งแüดล้อมÿ้าĀรับการ ปนเปื้อนในอุจจาระงานüิจัยที่เติบโตข้ึนเรื่อยๆ ได้ตรüจÿอบ E. coli 
ที่ทนทานต่อÿิ่งแüดล้อม ซึ่งÿามารถอยู่รอดได้เป็นเüลาĀลายüันและเติบโตนอกโฮÿต์ แบคทีเรีย

ÿามารถปลูกและเพาะเลี้ยงได้ง่ายและราคาไม่แพงในĀ้องปฏิบัติการ และได้รับการตรüจÿอบอย่างเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เข้มข้นมากü่า 60 ปี E. coli เป็น ÿารเคมีที่มีการก้าĀนดตัüกลางต้องมีแĀล่งที่มาของคาร์บอนและ

พลังงาน E. coli เป็น ÿิ่งมีชีüิตต้นแบบโปรคาริโอตที่มีการýึกþาอย่างกü้างขüางที่ÿุดและเป็นÿปีชีÿ์ที่

ÿ้าคัญในด้านเทคโนโลยีชีüภาพและจุลชีüüิทยาซึ่งมันท้าĀน้าที่เป็นÿิ่งมีชีüิตĀลักÿ้าĀรับการท้างาน

ÿ่üนใĀญ่กับ DNA รีคอมบิแนนท์ ภายใต้เงื่อนไขที่เอื้ออ้านüยจะใช้เüลาเพียง 20 นาทีในการท้าซ้้า 
2.1.2  Escherichia coli BL21(DE3) Āรือ E. coli BL21(DE3)  
Escherichia coli เป็นĀนึ่งในเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ที่นิยมใช้มากÿ้าĀรับการแÿดงออก

ที่มาก (overexpression) ของโปรตีนลูกผÿม เนื่องจากมีการเจริญเติบโตเร็üและมีประÿิทธิภาพ ÿ่üน 
ใĀญ่ÿายพันธ์ุ E. coli ที่นิยมใช้ในการแÿดงออกของโปรตีนลูกผÿม คือ BL21 และอนุพันธ์อื่น 
เพราะü่าÿายพันธ์ุ BL21 ไม่มี protease Lon และ outer membrane protease (Omp) ใน 
cytoplasmic การกลายพันธ์ุ (mutation) เĀล่านี้ท้าใĀ้เกิดการÿะÿม (accumulation) ของ 
heterologous proteins (อนุพันธ์โปรตีนจากÿายพันธ์ุĀรือชนิดของเซลล์ที่ต่างจากเซลล์เจ้าบ้าน) 
ภายในเซลล์ (intracellular) ÿูงในขณะที่การÿลายตัüของโปรตีนระĀü่างการท้าบริÿุทธ์ิน้อย ภายใน 
เซลล์เจ้าบ้านมกีารแÿดงออกของยีน RNA polymerase บนพลาÿมิดที่มีการถ่ายโอน (transformed 
plasmid) ประกอบด้üย cloned gene ซึ่งอาจจะขับเคลื่อนด้üย promoter เช่น lac Āรือ tac 
อย่างไรก็ตาม promoter เĀล่าน้ีใĀ้การแÿดงออกของ cloned gene ที่ค่อนข้างอ่อนแอดังนั้นจึงไม่ 
เĀมาะÿ้าĀรับการแÿดงออกที่รุนแรงของ cloned gene ดังนั้นÿายพันธ์ุ BL21(DE3) อาจจะมีการ

ดัดแปลงด้üย promoter ของ bacteriophage T7 promoter เพื่อเพิ่มการแÿดงออกของ cloned 

recombinant proteins ในระบบการแÿดงออกของ T7 ÿายพันธ์ุ BL21 ถูกดัดแปลงด้üย λDE3 
lysogen เพื่อแÿดงออก T7 RNA polymerase ภายใต้การคüบคุมของ lac promoter ที่ถูก

ดัดแปลง คือ lacUV5 promoter ซึ่ง lacUV5 promoter ถูกคüบคุมเชิงบüกด้üย IPTG ซึ่งปกติจะ

ถูกใช้เพื่อชักน้าการ transcription ภายในเซลล์โดย T7 RNA polymerase ยีนที่แÿดงออกมา

ÿามารถ cloned downstream ของ T7 RNA polymerase promoter บน vector และชักน้าจาก 

DE3 โดยผ่าน IPTG โดยเรียกการดัดแปลงÿายพันธ์ุ BL21 ü่า BL21(DE3) (scientific, 2022
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2.2  Cyclophilins 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 โครงÿร้างผลึกของไซโคลฟิลิน เอ ของมนุþย์ซบัซอ้นซึ่งมเีปปไทด์เป็นÿารตั้งต้น 

ที่มา: (MARITIN-LUTHER-UNIVERSITATHALLE-WITTENBERG  et al., 2020) 

 

Cyclophilin A (CYPA) Āรือที่รู้จักในช่ือ peptidylprolyl isomerase A (PPIA) ซึ่งพบใน 

cytosol มีโครงÿร้างแบบ beta barrel ที่มี alpha helices และ beta-sheet ไซโคลฟิลินชนิดอื่นๆ 

มีโครงÿร้างคล้ายกับไซโคลฟิลลิน เอ ไซโคลÿปอริน-ไซโคลฟิลิน เอ คอมเพล็กซ์ยับยั้งฟอÿฟาเตÿที่

ข้ึนกับแคลเซียม/แคลโมดูลิน แคลซินูริน ซึ่งคิดü่าจะยับยั้งการปฏิเÿธอüัยüะโดยĀยุดการผลิตโมเลกุล

โปรอักเÿบ TNF อัลฟาและอินเตอร์ลิüคิน ไซโคลฟิลินเอยังเป็นที่รู้จักü่าได้รับคัดเลือกโดย Gag 
polyprotein ระĀü่างการติดเช้ือไüรัÿ HIV-1 และการรüมตัüกันของไซโคลฟิลินในอนุภาคไüรัÿใĀม่

นั้นจ้าเป็นÿ้าĀรับการติดเช้ือ HIV-1 (Wikipedia the free encyclopedia, 2022) 

2.3  กากน ้าตาล 

 

 

 

รูปที่ 2.3 กากน้้าตาลจากอุตÿาĀกรรม 

ท่ีมา: (puechkaset, 2017) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3.1  ท่ีมาของกากน ้าตาล 

กากน้้าตาล (Molasses) เป็นผลพลอยได้ในอุตÿาĀกรรมผลิตน้้าตาลทราย โดยการผลิต

น้้าตาลทราย 1 ตัน จะใช้น้้าอ้อยดิบ 10 ตัน และเกิดผลพลอยได้ของกากน้้าตาล ประมาณ 50 

กิโลกรัม  

กากน ้าตาลจากกระบüนการผลิตน ้าตาลทรายดิบ 

1. การÿกัดน้้าอ้อยจากล้าอ้อยด้üยชุดĀีบรีดน้้าอ้อยออกมา (Juice Extraction) โดยกากอ้อย

Āรือชานอ้อยที่เĀลือจะถูกใช้เป็นเช้ือเพลิงÿ้าĀรับĀม้อไอน้้า 
2. น้าน้้าอ้อยเข้าÿู่กระบüนการท้าคüามÿะอาด Āรือเรียกü่า การท้าใÿ ( Juice Purification) 

ได้แก่ การผ่านเครื่องกรอง การต้มใĀค้üามร้อน และการเติมปูนขาü จนได้น้้าอ้อยที่มีลักþณะ

ใÿ ไม่มีÿารแขüนลอย 
3. การต้ม (Evaporation) โดยน้าน้้าต้มเข้าÿู่Āม้อต้ม เพื่อระเĀยน้้าออก จนได้น้้าอ้อยเข้มข้น 

Āรือที่เรียกü่า น้้าเช่ือม (Syrup) 
4. การเค่ียü (Crystallization) โดยน้าน้้าเช่ือม (Syrup) เข้าĀม้อต้มเค่ียü จนน้้าตาลตกผลึกเปน็

เกล็ด เรียกน้้าตาลนี้ü่า น้้าตาลทรายดิบ ซึ่งรüมอยู่กับกากน้้าตาลที่ไม่ตกผลึก Āรือเรียกü่า 

messecuite ข้ันตอนน้ี มีผลพลอยได้ คือ กากน้้าตาล นั่นเอง 
5. น้าÿ่üนผÿมของเกล็ดน้้าตาล และกากน้้าตาลมาปั่นแยกออก จนได้น้้าตาลทรายดิบ และ

กากน้้าตาลในที่ÿุด 
กากน ้าตาลจากกระบüนการผลิตน ้าตาลทรายขาü และน ้าตาลรีไฟน์ 

1. น้าน้้าตาลทรายดิบมาละลายในน้้ารอ้น เรียกน้้าตาลทรายดิบที่ละลายนี้ü่า แมกม่า (Magma) 
แล้üน้าไปปั่นเพื่อละลายคราบกากน้้าตาลจากกระบüนการแรกที่ติดถังออก 

2. น้าÿารละลายน้้าตาลทรายดิบมาเข้าÿู่กระบüนการท้าคüามÿะอาด และฟอกÿีโดยใช้ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์เป็นตัüฟอก ก่อนเข้าÿู่กระบüนการกรอง และน้าไปฟอกครั้งÿุดท้ายด้üย

การแลกเปลี่ยนประจุ ÿุดท้ายได้น้้าเช่ือมรีไฟน์ 
3. น้าน้้าเช่ือมเข้าÿู่กระบüนการต้มเพื่อระเĀยน้้าออก 

4. น้้าเช่ือมเข้มข้นเข้าÿู่ประบüนการเค่ียüเพื่อใĀเ้กล็ดน้้าตาลตกผลกึ ดังข้อที่ 4 ของการผลิต

น้้าตาลทรายดบิเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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8 
 

5. น้า messecuite มาปั่นแยกน้้าตาลทรายขาü และกากน้้าตาลที่ไม่ตกผลึกออกจากกัน ซึ่งจะ

ได้เกล็ดน้้าตาลทรายขาü และกากน้้าตาลในที่ÿุด ( üังขนายกรุ๊ป 2550 ) 
ลักþณะของกากน ้าตาล 

กากน้้าตาล (molasses) เป็นของเĀลüที่มีลักþณะĀนืดข้น มีÿีด้าอมน้้าตาล ซึ่งเป็นผลผลิต

อย่างĀนึ่งในกระบüนการผลิตน้้าตาลทราย โดยมีอ้อยเป็นüัตถุดิบ กากน้้าตาลนี้ จะแยกออกจาก

กระบüนการผลิตน้้าตาลทรายในข้ันตอนÿุดท้าย ด้üยการแยกออกจากเกล็ดน้้าตาลโดยüิธีการปั่น 

(Centrifuge) ซึ่งไม่ÿามารถตกผลึกเป็นเกล็ดน้้าตาลได้ด้üยüิธีทั่üไป และไม่น้ากลับมาใช้ผลิตน้้าตาล

ทราย 

ชนิดกากน ้าตาล 

1. black–strap molasses 
กากน้้าตาลจากผลพลอยได้การผลิตน้้าตาลทรายขาü เรียกกากน้้าตาลชนิดนี้ü่า 

black–strap molasses เป็นกากน้้าตาลเĀนียüข้นที่มีÿีด้าอมน้้าตาล จะมีปริมาณน้้าตาล

ประมาณ 50–60% 
2. refinery molasses 

กากน้้าตาลจากผลพลอยได้การผลิตน้้าตาลทรายขาüบริÿุทธ์ิ เรียกกากน้้าตาลชนิดนี้

ü่า refinery molasses เป็นกากน้้าตาลที่ข้นน้อยกü่า และมีÿีจางกü่าชนิด black–strap 
molasses จะมีปริมาณน้้าตาลอยู่ประมาณร้อยละ 48 

3. invert molasses 
กากน้้าตาลจากการผลติโดยตรง Āรือทีเ่รยีกü่า invert molasses เป็นกากน้้าตาลที่

ผลิตได้จากการน้าน้้าอ้อยมาระเĀยเข้มข้น มีน้้าตาลประมาณร้อยละ 77 
2.4 อาĀารเลี ยงเชื อ Luria-Bertani Medium (LB Medium) 
ตารางท่ี 2.1 ÿ่üนประกอบของอาĀารเลี ยงเชื อ LB Medium 1 ลิตร 

 
 
 
 

ÿารเคม ี ปริมาตร 
Trytone 10 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
NaCl 5 กรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เตรียมโดยผÿมÿ่üนประกอบทั้งĀมดในน้้ากลั่นใĀ้ได้ น้าไปปรับพีเอชใĀ้ได้ 7 น้าไปฆ่าเช้ือด้üยĀม้อนึ่ง

ฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที 

 ÿ้าĀรับอาĀารแข็ง LB agar จะมีการเติมผงüุ้น 20 กรัม (2.0 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งเตรียมโดยผÿม

องค์ประกอบต่างๆในน้้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ยกเü้นผงüุ้น น้าไปต้มใĀ้คüามร้อนจนüุ้นĀลอมละลาย 

tributyrin oil 10 มิลลิลิตร น้าไปปั่นขณะร้อนด้üยเครื่องปั่นผÿม คüามเร็ü 4,500 รอบต่อนาที เป็น

เüลา 10 นาที น้าไปฆ่าเช้ือด้üยĀม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที 

 ÿ้าĀรับอาĀารแข็งที่มีการเติมยาแอมพิซิลลิน เตรียมโดย ผÿมÿารละลายแอมพิซิลลินลงใน

อาĀารเลี้ยงเช้ือที่ผ่านการฆ่าเช้ือที่ตั้งทิ้งไü้ใĀ้เย็นลงต่้ากü่า 60 องýาเซลเซียÿ ใĀ้มีคüามเข้มข้น

ÿุดท้ายเป็น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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10 
 

2.5  งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  
 

นางÿาü ÿุบงกช เĀมือนüงý์ธรรม (2564) ýึกþาคüามเข้มข้นต่าง ๆของน้้าตาลต่างๆที่ÿ่งผล

ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ E. coli BL21(DE3) ที่มีพลาÿมิด pET-11a ต่ออาĀาร LB broth เตรียม

กล้าเช้ือโดยเข่ียโคโลนีเดี่ยüของ E. coli BL21(DE3) บนอาĀาร LB agar ลงในอาĀาร LB broth 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงที่คüามเร็ü 200 รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา

ข้ามคืน และถ่ายกล้าเช้ือ 1% ลงในอาĀาร LB broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่มี ampicillin คüาม

เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้üเพาะเลี้ยงที่คüามเร็ü 200 รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 37 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 2.50 ช่ัüโมง และน้ามาüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 ได้ค่าประมาณ 
1.0 แล้üเติม IPTG คüามเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์และเติมน้้าตาลกลูโคÿ กาแลคโตÿ ฟรุคโตÿ แมนนโนÿ 
อะราบิโนÿ ไซโลÿ แลคโตÿ มอลโตÿ และซูโครÿที่คüามเข้มข้น 0, 2, 4, 6, 8, และ 10 กรัมต่อลิตร 
แล้üน้าไปเพาะเลี้ยงที่คüามเร็ü 200 รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ แล้üน้ามาüัดค่าการ 
ดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 ที่เüลา 25 ช่ัüโมง แล้üน้าไปปั่นเĀü่ียงเก็บตะกอนเซลล์ที่คüามเร็ü 
รอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 10 นาที ทิ้งÿ่üนใÿและเก็บตะกอนเซลล์ที่อุณĀภูมิ -20 องýา

เซลเซียÿ 

Bin dong และคณะ (2564) การผลิตไลโซไซม์ที่ไม่มีกระดูกÿันĀลังของ Scylla 
paramamosain การเĀนี่ยüน้าคüามเข้มข้น IPGT เĀมาะÿมที่ÿุดคือที่อุณĀภูมิ 16 องýาเซลเซียÿ มี

การผลิตถึง 18% จึงใช้อุณĀภูมิ 16 องýาเซลเซียÿในการท้าใĀ้บริÿุทธ์ิเพื่อง่ายต่อการüิเคราะĀ์โดย

ได้รับการทดÿอบกับ IPGT พบü่าคüามเข้มข้นที่ดีที่ÿุดคือ 0.6 มิลลิโมลาร์ มีการผลิตโปรตีนถึง 22% 
พบโปรตีนขนาด 23 กิโลดอลตัน 

Agnieszka Stryjewska และคณะ (2556) เทคโนโลยีชีüภาพและพันธุüิýüกรรม ดีเอ็นเอ

และรีคอมบิแนนท์โปรตีน ข้ันตอนการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

 อติกานต์ ÿติปัฏฐาน, ชนิตโชต ปิยพิทยานันต์ และเทพปัญญา เจริญรัตน (2563) การพัฒนา

อาĀารÿ้าĀรับเพาะเลี้ยง Escherichia coli DH5 ในถังปฏิกรณ์ชีüภาพใĀ้ได้เซลล์ที่มีคüาม

Āนาแน่นÿูง E. coli DH5α ÿามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาĀาร LB แÿดงใĀ้เĀ็น ü่ายีÿต์ÿกัดและเพป

โตนที่เป็นองค์ประกอบĀลัก ของอาĀาร LB มีÿารที่จ้าเป็นต่อการเจริญของ E. coli DH5α ดังนั้น

ผู้üิจัยจึงมีแนüคิดในการรüม องค์ประกอบของอาĀารÿังเคราะĀ์ตามÿูตรของ Bylund เข้ากับอาĀาร 

LB เพื่อใĀ้ÿามารถเพาะเลี้ยง E. coli DH5α ใĀ้ได้คüามĀนาแน่นของเซลล์ที่ÿูง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 3 

üิธีการดา้เนินงานüิจัย  
 

3.1 อุปกรณ์และÿารเคม ี
 3.1.1 ÿารเคมีและเชื อแบคทีเรียÿ้าĀรับการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

1. Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE3) ที่มี pET22b-PmCyclophilin A  
2. อาĀารเลี้ยงเช้ือ Luria-Bertani Broth  
3. อาĀารเลี้ยงเช้ือ LB agar  
4. อาĀารเลี้ยงเช้ือกากน้้าตาล (molasses) ยี่Ā้อ มิตรผล 
5. 1M IPTG 
6. SDS-PAGE Protein Loading Buffer 5X  
7. Ampicillin 100 mg/ml 
8. Deionized Wateer (DI) 
9. น้้ากลั่น 

3.1.2 อุปกรณ์และเครื่องมือÿ้าĀรับการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน 

1. ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow) 
2. ตูแ้ช่ -20 องýาเซลเซียÿ และ 4 องýาเซลเซียÿ 
3. เครื่องปั่นเĀü่ียง (centrifuge รุ่น Rotina 380R) 
4. เครื่องปั่นเĀü่ียงĀลอดขนาดเล็ก (centrifuge รุ่น 5418R) 
5. เครื่องเขย่าคüบคุมอุณĀภูมิ (Incubator shaker) 
6. เครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿง (spectrophotometer) 
7. เครื่องüัดค่าพีเอช รุ่น S20 Seven Eazy 
8. Āลอด Centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร 
9. Āลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
10. ตูบ้่มเพาะเช้ือ (Incubator) 
11. เครื่องดูดจ่ายÿารละลาย (Micro Pipette) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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12. อุปกรณ์เครื่องแก้ü ไดแ้ก่ ขüดรูปชมพู่ แท่งคนÿาร บีกเกอร์ ช้อนตักÿาร ขüดดูแรน 
13. จานเพาะเช้ือ (Plate) 
14. ถังน้้าแข็ง 
15. Loop 
16. ตะเกียงแอลกฮอล์ และ ไฟแซ๊ก 
17. Ā่üงเข่ียเช้ือ (Loop) 
18. เครื่องช่ังÿาร 
19. เครื่องใĀ้คüามร้อนĀลอดทดลอง 
20. Autoclave 

3.1.3 อุปกรณ์ และเครื่องมือÿ้าĀรับ SDS-PAGE 

1. Mini-PROTEAN Vertical Electrophoresis Cell, 4-gel, for 0.75 mm thick 
handcast gels #1658000FC 

2. เครื่องเขย่า (Orbital shaker) 
3. กล่องยอ้มเจล 
4. Power supply 

3.1.4 ÿารเคมีÿ้าĀรับ SDS-PAGE 
1. 30% Acrylamide mix 
2. 1.5M Tris pH 8.8 
3. 10% SDS 
4. 10% APS (Ammonium persulfate) 
5. TEMED 
6. 1.0M Tris pH 6.8 
7. Tricolor Broad Range Prestained Protein Ladder 
8. Coomassie brilliant blue R-250 
9. Destain solution 

3.1.5 อุปกรณ์ Sonication 
1. เครื่องก้าเนิดคลื่นเÿียงคüามถ่ีÿูง (Ultrasonic Processor) 

3.1.6 อุปกรณ์ของ Bradford protein assayเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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1. 96-well plate   
2. เครื่อง Microplate Reader  
3. เครื่องดูดจ่ายÿารละลาย (Micro pipette) 
4. Pipette Tip 
5. บีกเกอร ์

  3.1.7 ÿารเคมีÿ้าĀรับท้า Bradford protein assay 
1. BSA 
2. PBS 
3. น้้ากลั่น 

3.2 การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ท่ีทดÿอบแĀล่งคาร์บอน 
3.2.1 การปรับÿภาพกากน ้าตาลเพ่ือใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

           น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นจนได้คüามเข้มข้นคüามเข้มข้น 24% จากนั้นน้้า

กากน้้าตาลที่ได้มาเจือจางอีกครั้งด้üยน้้ากลั่นใĀ้ได้คüามเข้มข้น 3 ระดับ คือ 0.75% (TM1), 1.5% 
(TM2), 3% (TM3) เพื่อĀาคüามเข้มข้นที่เช้ือÿามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด จากนั้นน้า

กากน้้าตาลที่เจือจางทั้ง 3 ระดับแล้üไปปรับพีเอชใĀ้อยู่ที่ pH 7.0 
3.2.2 การเตรยีมĀัüเชื อเพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

 น้าเช้ือ Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE3) ที่มีพลาÿมิด PET22b-PmCyclophilin A 
ซึ่งได้มาจากมĀาüิทยาลัยýรีนครินทรüิโรฒ ประÿานมิตร มา streak ลงในอาĀาร LB agar จากนั้น

น้าไปบ่มที่ 37 องýาเซลเซียÿเป็นเüลาข้ามคืน Āลังจากข้ามคืนท้าการเข่ียโคโลนีĀัüเช้ือในอาĀาร LB 
agar ที่บ่มไü้ 2-3 โคโลนีลงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB Broth ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลลิน 10 

ไมโครลิตร น้าไปบ่มด้üยเครื่องบ่มแบบเขย่าที่บ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ คüามเร็üรอบ 250 

รอบต่อนาที เป็นเüลาข้ามคืน 
3.2.3 การĀากราฟมาตรฐานช่üงเüลาการเติบโตของ Escherichia coli ÿายพันธุ์ BL21 

(DE3)  ในอาĀารเลี ยงเชื อ 
3.2.3.1 การเจือจางกากน ้าตาลเพ่ือใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิ

ลิน เอ 
น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นจนได้คüามเข้มข้นคüามเข้มข้น 24% จากนั้นน้้า

กากน้้าตาลที่ได้มาเจือจางอีกครั้งด้üยน้้ากลั่นใĀ้ได้คüามเข้มข้น 3 ระดับ คือ 0.75% (TM1), 1.5% เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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(TM2), 3% (TM3) เพื่อĀาคüามเข้มข้นที่เช้ือÿามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด จากนั้นน้า

กากน้้าตาลที่เจือจางทั้ง 3 ระดับใÿ่แอมโมเนียมซัลเฟต 6 g/L แล้üน้าไปปรับพีเอช ใĀ้อยู่ที่ pH 7.0  
3.2.3.2 การเตรียมอาĀาร LB agar 

ช่ังเปปโตน, โซเดียมคลอไรด์, ÿารÿกัดยีÿต์, ผงüุ้น ผÿมกับน้้ากลั่น จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้üย Autoclave ที่ 121 องýาเซลเซียÿ 15 นาที เมื่อครบตามเüลา น้าออกมาใĀ้คลายร้อนและเติม

แอมพิซิลลินใĀ้ได้คüามเข้มข้นÿุดท้ายที่ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากันและเทใÿ่เพลท

อาĀาร เมื่ออาĀารแข็งได้ที่ใĀ้ตากเพลทอาĀารจนแĀ้งและน้ามาขีดเÿ้นแบ่งเป็น 4 ÿ่üน 
3.2.3.3 การเตรียมĀัüเชื อเพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

น้าเช้ือ Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE3) ที่มีพลาÿมิด PET22b-PmCyclophilin A 
มา streak ลงในอาĀาร LB agar จากนั้นน้าไปบ่มที่ 37 องýาเซลเซียÿเป็นเüลาข้ามคืน Āลังจาก

ข้ามคืนท้าการเข่ียโคโลนีĀัüเช้ือในอาĀาร LB agar ที่บ่มไü้ 2-3 โคโลนีลงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB 
Broth ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลลิน 10 ไมโครลิตร น้าไปบ่มด้üยเครื่องบ่มแบบเขย่าที่บ่มที่

อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเüลาข้ามคืน 

3.2.3.4 การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

น้าĀัüเช้ือ (starter) ที่ได้ท้าการบ่มไü้ข้ามคืนüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้น

น้าĀัüเช้ือ (starter) 1 มิลลิลิตร ที่ได้ท้าการบ่มข้ามคืนไü้มาเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB broth 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพื่อใช้เป็นชุดคüบคุม และน้าĀัüเช้ือมาเพาะเลี้ยงในอาĀารที่มีกากน้้าตาล

ปริมาตรต่างๆทั้ง 3 คüามเข้มข้น คือ TM1,TM2,TM3 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขüดรูปชมพู่ขนาด 

250 มิลลิลิตรขüดละ 1 มิลลิลิตร และเติมแอมพิซิลลินขüดละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นน้าไปบ่มที่

เครื่องบ่มแบบเขย่าที่ อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที 

3.2.3.5 การนับจ้านüนเชื อด้üยüิธี Dot plate 

เก็บตัüอย่างĀลังเติมแอมพิซลิลนิมาตัüอย่างละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นจะเก็บตัüอย่างในช่ัüโมงที ่

1, 2, 4, 6, 10, 26, 32, 50 จากนั้นน้าตัüอย่างที่เก็บมาท้า dilution factor กับน้้าเกลือใĀ้ได้ช่üงค่าที่

เĀมาะÿม แล้üน้าไปĀยดลงบนเพลทอาĀารที่ได้แบ่งไü้ 4 ÿ่üนÿ่üนละ 5 Āยด Āยดละ 10 ไมโครลิตร 

และน้าไปบ่มที่ตู้บ่ม อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ ข้ามคืน เมื่อครบข้ามคืนเอาเพลทอาĀารมานับ

จ้านüนโคโลนีและน้าไปค้านüณกราฟมาตรฐานใĀ้เป็นกราฟ log จากนั้นค้านüณช่üง log phase จาก

ÿมการที่ได้จากกราฟ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.2.4 การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในระบบ Escherichia coli ÿายพันธุ์ 

BL21 (DE3) 

3.2.4.1 การเจือจางกากน ้าตาลเพ่ือใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิ

ลิน เอ  

น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นจนได้คüามเข้มข้น 3 ระดับ คือ 0.75% (TM1), 1.5% 
(TM2), 3% (TM3) เพื่อĀาคüามเข้มข้นที่เช้ือÿามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด จากนั้นน้า

กากน้้าตาลที่เจือจางทั้ง 3 ระดับใÿ่แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมต่อลิตร แล้üน้าไปปรับพีเอช ใĀ้อยู่ที่ 

pH 7.0 

3.2.4.2 การĀาปริมาณกากน ้าตาลท่ีเĀมาะÿมต่อการการผลิตรีคอมบิแนนท์

โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

น้าĀัüเช้ือ (starter) ที่ได้ท้าการบ่มข้ามคืน ท้าการดูดĀัüเช้ือ 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาĀาร

เลี้ยงเช้ือ LB Broth ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลลิน 50 ไมโครลิตร เพื่อใช้เป็นชุดคüบคุม และ

น้ามาเลี้ยงลงในกากน้้าตาลที่ปริมาตรต่างๆทั้ง 4 คüามเข้มข้น คือ 0.75%, 1.5%, 3%, และ 6% 

ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่มีแอมพิซิลลิน 50 ไมโครลิตร ในขüดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่

อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ ในÿภาüะเขย่าที่คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที จากนั้นดูดอาĀารเลี้ยง

เช้ือ LB Broth มา 1 มิลลลิิตร น้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 นาโนเมตร ทุกครึ่ง

ช่ัüโมง เมื่อค่าการดูดกลืนแÿงมีค่าเท่ากับ 0.5-0.6 จากนั้นเติมÿาร IPTG แล้üเก็บตัüอย่างจนครบ 3 

ช่ัüโมง จากนั้นก็เริ่มดูดอาĀารเลี้ยงเช้ือที่มีกากน้้าตาลที่ปริมาตรต่างๆทั้ง 4 คüามเข้มข้นตามตาราง 

จากนั้นเติมÿาร IPTG แล้üเก็บตัüอย่างจนครบ 3 ช่ัüโมง เมื่อครบเüลาน้าตัüอย่างĀลอดละ 1 

มิลลิลิตร 2 Āลอดไปปั่นเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 8,000 rpm 3 นาที และเทอาĀารออกจากนั้นเติม 1X 
PBS 100 ไมโครลิตรและน้าไป vortex เÿร็จแล้üน้าไป Sonicated เพื่อน้าไปตรüจÿอบคุณภาพของ

โปรตีนด้üยüิธี SDS-PAGE และ Bradford protein assay 

3.2.4.3 การใช้คลื่นคüามถี่เพ่ือใĀ้เซลลแ์ตก 

น้าตัüอย่างที่ได้ท้าการเก็บมา 1 มิลลิลิตรในĀลอด tube 1.5 มิลลิลิตรของตัüอย่างทุกๆ

ช่ัüโมงมาท้าการ Sonicated เพื่อท้าใĀ้เซลล์โปรตีนแตก โดยในการท้าจะน้าตัüอย่างในĀลอด tube 
1.5 มิลลิลิตร มาใช้ในบีกเกอร์ที่มีน้้าแข็ง จากนั้นท้าการ Sonicated โดยใช้คüามถ่ี 20% กิโลเฮิร์ทซ์ 

เป็นเüลา 10 üินาที ขณะท้าต้องคอยดูอย่าใĀ้เกิดฟองมากจนไป 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.2.4.4 การตรüจÿอบการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้üยüิธีการแบบ Sodium 
Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

น้าตัüอย่างที่เก็บในช่ัüโมงต่างๆ มาท้าการ sonicated ที่ 20% กิโลเฮิร์ทซ์ เüลา 10 üินาที 

จากนั้นใÿ่ดูดตัüอย่างของแต่ละช่ัüโมงมา 20 ไมโครลิตร ใÿ่ 5X SDS Dye 5 ไมโครลิตร แล้üท้าการ

ปั่นเĀü่ียงที่คüามเร็ü 10,00 รอบต่อนาที เป็นเüลา 2 นาที จากนั้นน้าไปต้ม 100 องýาเซลเซียÿ 10 

นาที ท้าการเตรียมชุด Separating gel 12% gel โดยเตรียม 20 มิลลิลิตร ดัง ตารางที่ 3 และเตรียม

ชุด Stacking gel 5% gelโดยเตรียม 6 มิลลิลิตร 

เตรียม sample 15 ไมโครลิตร และเตรียม marker 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นเตรียมอุปกรณ์

เพื่อน้าไปตรüจÿอบด้üยüิธี SDS-PAGE โดยใช้กระแÿไฟฟ้า 25 โüลต์ต่อแผ่น เป็นเüลา 1 ช่ัüโมง 

จากนั้นจะน้าไปย้อมด้üยÿี Coomassie Blue Stain R-250 เüลา 1 ช่ัüโมง และน้าแผ่นเจลที่ได้ไป

ล้างด้üย Destain Solution จนกü่าแผ่นเจลจะใÿ จากนั้นถ่ายรูปเพื่อบันทึกผล 

ตารางท่ี 3.1 ปริมาตรและÿารละลายท่ีใช้ในการเตรียมชุด Separating gel 12% gel โดยเตรียม 

20 มิลลิลิตร 

 

ÿารเคม ี ปริมาตรท่ีใÿ่ µL (ไมโครลิตร) 
น้้ากลั่น 6,600 µL 
Acrylamide Mix (30%) 8,000 µL 
Tris-HCl (1.5 M, pH 8.8)  5,000 µL 
10% SDS 200 µL 
Ammonium persulfate (10%) 200 µL 
TEMED 8 µL 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.2 ปริมาตรและÿารละลายท่ีใช้ในการเตรียมชุด Stacking gel โดยเตรียม 6 มิลลลิิตร 

ÿารเคม ี ปริมาตรท่ีใÿ่ µL (ไมโครลิตร) 
น้้ากลั่น 4,100 µL 
Acrylamide (30%) 1,000 µL 
Tris-HCl (1 M, pH 6.8)  750 µL 
10% SDS 60 µL 
Ammonium persulfate (10%) 60 µL 
TEMED            6 µL 

 

3.2.4.5 การüิเคราะĀ์Āาโปรตีนด้üยüิธี Bradford protein assay  

เตรียมค่ามาตรฐานโดยน้า BSA มาเจือจางใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 

และ 0.03125 จากนั้นน้าตัüอย่างมาเจือจางกับน้้ากลั่นใĀ้ได้ 10 เท่า จากนั้นน้าตัüอย่างแล ะ

ÿารละลายมาตรฐานมาĀยอดในไมโครเüลเพลทĀลุมละ 10 ไมโครลิตร และน้้ากลั่นĀลุมละ 10 

ไมโครลิตร จากนั้นเติม 1X Bradford 200 ไมโครลิตร ลงในทุกĀลุมและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่

คüามยาüคลื่น 595 นาโนเมตร 
3.3 การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ท่ีทดÿอบแĀล่งไนโตรเจน 

3.3.1 การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ  
น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นจนได้คüามเข้มข้นคüามเข้มข้น 24% จากนั้นน้้า

กากน้้าตาลที่ได้มาเจือจางอีกครั้งด้üยน้้ากลั่นใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1.5% จากนั้นเติมแอมโมเนียมซัลเฟต

ที่ 3 คüามเข้มข้นคือ 3 กรัมต่อลิตร(TM1) , 6 กรัมต่อลิตร(TM2) และ 12 กรัมต่อลิตร(TM3) เพื่อĀา

คüามเข้มข้นที่เช้ือÿามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด จากนั้นน้ากากน้้าตาลที่เติมแอมโมเนียม

ซัลเฟตทั้ง 3 คüามเข้มข้นแล้üไปปรับพีเอช ใĀ้อยู่ที่ pH 7.0             
3.3.2 การเตรยีมĀัüเชื อเพ่ือผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 
น้าเช้ือ Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE3)  ที่มีพลาÿมิด PET22b-PmCyclophilin A 

ซึ่งได้มาจากมĀาüิทยาลัยýรีนครินทรüิโรฒ ประÿานมิตร มา streak ลงในอาĀาร LB agar จากนั้น

น้าไปบ่มที่ 37 องýาเซลเซียÿเป็นเüลาข้ามคืน Āลังจากข้ามคืนท้าการเข่ียโคโลนีเช้ือในอาĀาร LB 
agar ที่บ่มไü้ใÿ่ลงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมแอมพิซิลลิน 10 
ไมโครลิตร และน้าไปบ่มด้üยเครื่องบ่มแบบเขย่าที่คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเüลาข้ามคืน 

3.3.3 การĀากราฟมาตรฐานช่üงเüลาการเติบโตของ Escherichia coli ÿายพันธุ์ BL21 

(DE3) ในอาĀารเลี ยงเชื อ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.3.1 การเจือจางกากน ้าตาลเพ่ือใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิ

ลิน เอ 
น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นจนได้คüามเข้มข้นคüามเข้มข้น 24% จากนั้นน้้า

กากน้้าตาลที่ได้มาเจือจางอีกครั้งด้üยน้้ากลั่นใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1.5% จากนั้นเติมแอมโมเนียมซัลเฟต

ที่ 3 คüามเข้มข้นคือ 3 กรัมต่อลิตร(TM1) , 6 กรัมต่อลิตร(TM2) และ 12 กรัมต่อลิตร(TM3) เพื่อĀา

คüามเข้มข้นที่เช้ือÿามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด จากนั้นน้ากากน้้าตาลที่เติมแอมโมเนียม

ซัลเฟตทั้ง 3 คüามเข้มข้นแล้üไปปรับพีเอช ใĀ้อยู่ที่ pH 7.0        
  3.3.3.2 การเตรียม LB agar 

ช่ังเปปโตน, โซเดียมคลอไรด,์ ÿารÿกัดยÿีต,์ ผงüุ้น ผÿมกับน้้ากลั่น จากนั้นน้าไปนึง่ฆ่าเช้ือด้üย

Autoclave ที่ 121 องýาเซลเซียÿ 15 นาที เมื่อครบตามเüลา น้าออกมาใĀ้คลายรอ้นและเติมแอมพิ

ซิลลินใĀ้ได้คüามเข้มข้นÿุดท้ายที่ 100 มิลลกิรมัต่อมลิลลิิตร ผÿมใĀ้เข้ากันและเทใÿ่เพลทอาĀาร เมื่อ

อาĀารแข็งได้ที่ใĀ้ตากเพลทอาĀารจนแĀ้งและน้ามาขีดเÿ้นแบ่งเป็น 4 ÿ่üน 
3.3.3.3 การผลิตรีคอมบิแนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

น้าĀัüเช้ือ (stater) ที่ได้ท้าการบ่มไü้ข้ามคืนüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่  นาโนเมตร จากนั้นน้าĀัü

เช้ือ (stater) 1 มิลลิลิตร ที่ได้ท้าการบ่มข้ามคืนไü้มาเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB broth ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เพื่อใช้เป็นชุดคüบคุม และน้าĀัüเช้ือมาเลี้ยงในอาĀารกากน้้าตาลที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 

3 คüามเข้มข้น คือ TM1,TM2,TM3 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขüดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรขüดละ 

1 มิลลิลิตร และเติมแอมพิซิลลินขüดละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นน้าไปบ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ 

คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที 
3.3.3.4 การนับจ้านüนเชื อด้üยüิธี Dot plate 

ท้าการเก็บตัüอย่างĀลังเติมแอมพิซิลลินมาตัüอย่างละ 1 มิลลิลิตร และน้าไปแช่ไü้ในถัง

น้้าแข็ง Āลังจากนั้นจะเก็บตัüอย่างในช่ัüโมงที่ 1, 2, 4, 6, 10, 26, 32, 50 และน้าไปแช่ในถังน้้าแข็ง 

จากนั้นน้าตัüอย่างที่เก็บมามาท้า dilution factor กับน้้าเกลือใĀ้ได้ช่üงค่าที่เĀมาะÿม จากนั้นน้าไป

ĀยดลงบนเพลทอาĀารที่ได้แบ่งไü้ 4 ÿ่üนÿ่üนละ 5 Āยด Āยดละ 10 ไมโครลิตร และน้าไปบ่มที่ตู้บ่ม

ที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ ข้ามคืนเมื่อครบข้ามคืนเอาเพลทอาĀารมานับจ้านüนโคโลนีและน้าไป

ค้านüณกราฟมาตรฐานใĀ้เป็นกราฟ log จากนัน้ค้านüณช่üง log phase จากÿมการที่ได้จากกราฟ 
3.3.4 การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในระบบ Escherichia coli ÿาย

พันธุ์ BL21 (DE3) 
3.3.4.1 การเจือจางกากน ้าตาลเพ่ือใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิ

ลิน เอ 
น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นจนได้คüามเข้มข้นคüามเข้มข้น 24% จากนั้นน้้า

กากน้้าตาลที่ได้มาเจือจางอีกครั้งด้üยน้้ากลั่นใĀ้ได้คüามเข้มข้น 3 ระดับ คือ 0.75% (TM1), 1.5% เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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(TM2), 3% (TM3) เพื่อĀาคüามเข้มข้นที่เช้ือÿามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด จากนั้นน้า

กากน้้าตาลที่เจือจางทั้ง 3 ระดับแล้üไปปรับพีเอช ใĀ้อยู่ที่ pH 7.0  
3.3.4.2 การĀาปริมาณกากน ้าตาลท่ีเĀมาะÿมต่อการการผลิตรีคอมบิแนนท์

โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ  
น้าĀัüเช้ือ (starter) 1 มิลลิลิตร ที่ได้ท้าการบ่มข้ามคืนไü้มาเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB 

broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพื่อใช้เป็นชุดคüบคุม และน้าĀัüเช้ือมาเลี้ยงในอาĀารกากน้้าตาลทั้ง 3 

คüามเข้มข้น คือ TM1,TM2,TM3 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขüดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรขüดละ 1 

มิลลิลิตร และเติมแอมพิซิลลินขüดละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นน้าไปบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýา

เซลเซียÿ คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที เมื่อบ่มครบเüลาตามที่ได้ค้านüณจากกราฟแล้üน้าอาĀาร

เลี้ยงเช้ือมาเติม IPTG ใĀ้ปริมาตรÿุดท้ายที่ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเก็บตัüอย่างมาตัüอย่าง

ละ 1 มิลลิลิตร จ้านüนตัüอย่างละ 2 Āลอด แล้üน้าอาĀารเลี้ยงเช้ือไปบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 
องýาเซลเซียÿ คüามเร็üรอบ 250 รอบต่อนาที แล้üเก็บตัüอย่างที่ช่ัüโมงที่ 1, 2, และ 3 จากนั้นน้า

ตัüอย่างที่เก็บมาไปปั่นเĀü่ียงด้üยคüามเร็ü 8,000 รอบต่อนาทีเป็นเลา 3 นาที แล้üเทอาĀารออก

จากนั้นเติม 1X PBS 100 ไมโครลิตรและน้าไป vortex เÿร็จแล้üน้าไป Sonicated เพื่อน้าไป

ตรüจÿอบคุณภาพของโปรตีนด้üยüิธี SDS-PAGE และ Bradford protein assay 
3.3.4.3 การใช้คลื่นคüามถี่เพ่ือใĀ้เซลล์แตก 
น้าตัüอย่างที่ได้ท้าการเก็บมา 1 มิลลิลิตรในĀลอด tube 1.5 มิลลิลิตรของตัüอย่าง

ทุกๆช่ัüโมงมาท้าการ Sonicated เพื่อท้าใĀ้เซลล์โปรตีนแตก โดยในการท้าจะน้าตัüอย่างในĀลอด 

tube 1.5 มิลลิลิตรมาใช้ในบีกเกอร์ที่มีน้้าแข็ง จากนั้นท้าการ Sonicated โดยใช้ 20% กิโลเฮิร์ทซ์

เüลา 10 üินาที ขณะท้าต้องคอยดูอย่าใĀ้เกิดฟองมากจนไป 
3.3.4.5 การตรüจÿอบรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้üยเทคนิค Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และ Bradford protein 
assay 

น้าตัüอย่างที่เก็บในช่ัüโมงต่างๆ มาท้าการ sonicated ที่ 20% กิโลเฮิร์ทซ์ เüลา 10 üินาที 

จากนั้นใÿ่ดูดตัüอย่างของแต่ละช่ัüโมงมา 20 ไมโครลิตร ใÿ่ 5X SDS Dye 5 ไมโครลิตร แล้üท้าการ

ปั่นเĀü่ียงที่คüามเร็ü 10,00 รอบต่อนาที เป็นเüลา 2 นาที จากนั้นน้าไปต้ม 100 องýาเซลเซียÿ 10 

นาที ท้าการเตรียมชุด Separating gel 12% gel โดยเตรียม 20 มิลลิลิตร ดัง ตารางที่ 3 และเตรียม

ชุด Stacking gel โดยเตรียม 6 มิลลิลิตร 
เตรียม sample 15 ไมโครลิตร และเตรียม marker 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นเตรียมอุปกรณ์

เพื่อน้าไปตรüจÿอบด้üยüิธี SDS-PAGE โดยใช้กระแÿไฟฟ้า 25 โüลต์ต่อแผ่น เป็นเüลา 1 ช่ัüโมง 

จากนั้นจะน้าไปย้อมด้üยÿี Coomassie Blue Stain R-250 เüลา 1 ช่ัüโมง และน้าแผ่นเจลที่ได้ไป

ล้างด้üย Destain Solution จนกü่าแผ่นเจลจะใÿ จากนั้นถ่ายรูปเพื่อบันทึกผล เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.3 ปริมาตรและÿารละลายท่ีใช้ในการเตรียม ชดุ separating gel 12% gel โดย

เตรียม 20 มิลลลิิตร 
 

ÿารละลาย ปริมาตรท่ีใÿ่ µL (ไมโครลิตร) 
น ้ากลั่น 6,600 
30% Acrylamide 8,000 
1.5M Tris pH 8.8 5,000 
10% SDS 200 
10% Ammonium persulfate 200 
TEMED 8 

 
ตารางท่ี 3.4 ปริมาตรและÿารละลายท่ีใช้ในการเตรียม ชดุ stacking gel โดยเตรียม 6 มิลลิลิตร 
 

ÿารละลาย ปริมาตรท่ีใÿ่ µL (ไมโครลิตร) 
น ้ากลั่น 4,100 
30% Acrylamide 1,000 
1.5M Tris pH 6.8 750 
10% SDS 60 
10% Ammonium persulfate 60 
TEMED 6 

 
3.3.4.5 การüิเคราะĀ์Āาโปรตีนด้üยüิธี Bradford protein assay  

เตรียมค่ามาตรฐานโดยน้า BSA มาเจือจางใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 

และ 0.03125 จากนั้นน้าตัüอย่างมาเจือจางกับน้้ากลั่นใĀ้ได้ 10 เท่า จากนั้นน้าตัüอย่างและ

ÿารละลายมาตรฐานมาĀยอดในไมโครเüลเพลทĀลุมละ 10 ไมโครลิตร และน้้ากลั่นĀลุมละ 10 

ไมโครลิตร จากนั้นเติม 1X Bradford 200 ไมโครลิตรลงในทุกĀลุมและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่

คüามยาüคลื่น 595 นาโนเมตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 4 

ผลการüิจัยและการผล  
 
4.1 การüัดจ้านüนเซลล์ท่ีมีชีüิต (Colony Forming Unit : CFU) ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบ

แĀล่งคาร์บอน 
Āลังจากเก็บตัüอย่างในช่ัüโมงที่ 1, 2, 4, 6, 10, 26, 32 และน้าไปแช่ในถังน้้าแข็ง จากนั้นน้า

ตัüอย่างที่เก็บมามาท้า dilution factor กับน้้าเกลือใĀ้ได้ช่üงค่าที่เĀมาะÿม จากนั้นน้าไปĀยดลงบน

เพลทอาĀารที่ได้แบ่งไü้ 4 ÿ่üนÿ่üนละ 5 Āยด Āยดละ 10 ไมโครลิตร และน้าไปบ่มที่ตู้บ่มที่อุณĀภูมิ 

37 องýาเซลเซียÿ ข้ามคืนเมื่อครบข้ามคืนเอาเพลทอาĀารมานับจ้านüนโคโลนีและน้าไปค้านüณ

กราฟมาตรฐานใĀ้เป็นกราฟ log ได้ผลดังกราฟ    
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.1 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างเüลาที่ 0 – 32 ช่ัüโมง ในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ทดÿอบแĀล่ง

คาร์บอนที่มีคüามเข้มข้นของกากน้้าตาลที่คüามเข้มข้นต่างๆกับค่าจ้านüนโคโลนี log CFU/ml 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปท่ี 4.2 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างเüลาที่ 0 – 10 ช่ัüโมง ในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ทดÿอบแĀล่ง

คาร์บอนที่มีคüามเข้มข้นของกากน้้าตาลที่คüามเข้มข้นต่างๆกับค่าจ้านüนโคโลนี log CFU/ml 
 

จากกราฟพบü่าอาĀาร LB จะÿามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด โดยช่üง log phase ของ LB จะ

มีแนüโน้มÿูงที่ÿุดและรองลงมาก็คือ 0.75, 1.5 และ 3 และเมื่อได้น้าช่üง log phase ที่เป็นช่üงที่เช้ือ

มีการเจริญเติบโต (R. E. Buchanan.1918) มาค้านüณĀาช่üงระยะเüลาในการ induce ได้ผลดังนี้ 

LB เüลา 1.30 ช่ัüโมง, 0.75% เüลา 2.17 ช่ัüโมง, 1.5% เüลา 2.06 ช่ัüโมง, 3% เüลา 1.5 ช่ัüโมง 
4.2 ผลการตรüจÿอบปริมาณโปรตีนทั งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ โดยüิธี 

Bradford protein assay ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งคาร์บอน 
          เมื่อได้ท้าการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคฟิลิน เอ จากการทดÿอบด้üยการเลี้ยงใน

อาĀารเลี้ยง เช้ือที่มีคüามข้นต่างกันโดย LB+AMP เป็นชุดคüบคุมและมีคüามเข้มข้นของอาĀาร

กากน้้าตาลที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตแบ่งเป็น 3 คüามเข้มข้น คือ คüามเข้มข้น TM1 ( 0.75 % ) 
คüามเข้มข้น TM2 ( 1.5% ) และ คüามเข้มข้น TM3 ( 3% ) เมื่อเราท้าการเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือไü้

ครบช่ัüโมงที่ได้ค้านüณจากกราฟĀลังจากนั้นบ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ บนเครื่องเขย่าที่

คüามเร็ü 250 รอบต่อนาทีĀลังจากนั้นเติม IPTG ลงไปและüัดการเจริญของ เช้ือนับทุกช่ัüโมง ช่ัüโมง

ที่ 0 , 1 , 2 , 3 จากนั้นน้าตัüอย่างมาเจือจางกับน้้ากลั่นใĀ้ได้ 10 เท่า จากนั้นน้าตัüอย่างและ

ÿารละลายมาตรฐานมาĀยอดในไมโครเüลเพลทĀลุมละ 10 ไมโครลิตร และน้้ากลั่นĀลุมละ 10 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม 1X Bradford 200 ไมโครลิตรลงในทุกĀลุมและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่

คüามยาüคลื่น 595 นาโนเมตร ได้ดังผลในกราฟ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.3 ปริมาณโปรตีนทัง้ĀมดในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ทดÿอบแĀลง่คารบ์อน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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พบü่า LB เป็นอาĀารที่มีปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของเช้ือมากที่ÿุดเพราะเป็นอาĀารที่มี

ÿารอาĀารครบถ้üน ล้าดับถัดมาคือ TM2 ( กากน้้าตาล 3.125 มิลลิลิตร � น้้ากลั่น 46.875 มิลลิลิตร � 

แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัม/ลิตร ) ได้ผลปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของเช้ือดีที่ÿุดในบรรดาอาĀารเลี้ยง

เช้ือกากน้้าตาล จากนั้นตามมาด้üย TM1 ( กากน้้าตาล 1.5625 มิลลิลิตร � น้้ากลั่น 48.4375 

มิลลิลิตร � แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมต่อลิตร ) และ TM3 ( กากน้้าตาล 6.25 มิลลิลิตร � น้้ากลั่น 

43.75 มิลลิลิตร � แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมต่อลิตร)  ได้ผลปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของเช้ือน้อยที่ÿุด 
4.3 ผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนในระดับโปรตีนของ รีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน 

เอ ด้üยüิธี SDS-PAGE ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งคาร์บอน 
        Āลังจากที่น้าตัüอย่าง TM1, TM2 และ TM3 ที่ได้ท้าการ Sonicate แล้üมา 20 ไมโครลิตร

และน้ามาผÿมกับ Dye 5 ไมโครลิตรและน้าไปต้มที่อุณĀภูมิ 90 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที 

จากนั้นน้าไปโĀลดลงใน 12% separating gel โĀลดตัüอย่างลงไปĀลุมละ 15 ไมโครลิตร และโĀลด 

Marker Āลุมละ 2.5 ไมโครลิตร และใช้กระแÿไฟฟ้า 25 มิลลิแอมป์ต่อแผ่น เป็นเüลาประมาณ 1 
ช่ัüโมง จากนั้นน้าเจลไปย้อมด้üยÿี Coomassie blue เป็นเüลา 1 ช่ัüโมง และน้าเจลไปล้างด้üย 

Destain solution จนกü่าเจลจะใÿ และได้ผลการทดลองดังรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

25 kDa 

75 kDa 
60 kDa 
45 kDa 
35 kDa 

20 kDa 
15 kDa 

Marker Marker 

25 kDa 

75 kDa 
60 kDa 
45 kDa 
35 kDa 

20 kDa 
15 kDa 

a b 

a 

c d 
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รูปท่ี 4.4 ผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนในระดับโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ช่ัüโมงที่ 0  (a,b) , 
ช่ัüโมงที่ 1 (c,d) , ช่ัüโมงที่ 2 (e,f) , ช่ัüโมงที่ 3 (g,h) ตรüจÿอบโดยüิธี SDS-PAGE โดยใช้โดยใช้

คüามเข้มข้นของ Acrylamide 12% และน้าไปย้อมโปรตีนด้üยÿารละลาย Coomassie Brilliant 
Blue R-250  
 

จากการท้า SDS-PAGE พบü่า LB มีลักþณะแถบแบรนด์ในช่ัüโมงที่ 1, 2 และ 3 มีÿีเข้ม

ชัดเจน และแถบแบรนด์ที่พบได้ชัดเจนรองลงมาคือ TM2 พบแถบแบรนด์แÿดงชัดเจนในช่ัüโมงที่ 1, 
2, และ 3 ÿ่üนตัüอย่าง TM1 และ TM3 แÿดงแถบแบรนด์ที่ไม่ชัดเจนĀรืออาจไม่พบแถบแบรนด์เลย

ในช่ัüโมงที่ 1, 2, และ 3โดยพบü่าโปรตีนไซโคฟิลิน เอ มีขนาดโปรตีนประมาณ 18 kDa 
 
 

25 kDa 

75 kDa 
60 kDa 
45 kDa 
35 kDa 

20 kDa 
15 kDa 

25 kDa 

75 kDa 
60 kDa 
45 kDa 
35 kDa 

20 kDa 
15 kDa 

e f 

g h 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.4 การüัดจ้านüนเซลล์ท่ีมีชีüิต (Colony Forming Unit : CFU) ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบ

แĀล่งไนโตรเจน 
Āลังจากเก็บตัüอย่างในช่ัüโมงที่ 1, 2, 4, 6, 10, 26, 32 และน้าไปแช่ในถังน้้าแข็ง จากนั้นน้า

ตัüอย่างที่เก็บมามาท้า dilution factor กับน้้าเกลือใĀ้ได้ช่üงค่าที่เĀมาะÿม จากนั้นน้าไปĀยดลงบน

เพลทอาĀารที่ได้แบ่งไü้ 4 ÿ่üนÿ่üนละ 5 Āยด Āยดละ 10 ไมโครลิตร และน้าไปบ่มที่ตู้บ่มที่อุณĀภูมิ 

37 องýาเซลเซียÿ ข้ามคืนเมื่อครบข้ามคืนเอาเพลทอาĀารมานับจ้านüนโคโลนีและน้าไปค้านüณ

กราฟมาตรฐานใĀ้เป็นกราฟ log ได้ผลดังกราฟ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.5 กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างเüลาที่ 0 – 32 ช่ัüโมง ในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ทดÿอบแĀล่ง

ไนโตรเจนที่มีคüามเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่คüามเข้มข้นต่างๆกับค่าจ้านüนโคโลนี log 
CFU/ml 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟท่ี 4.� กราฟแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างเüลาที่ 0 – 10 ช่ัüโมง ในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ทดÿอบ

แĀล่งไนโตรเจนทีม่ีคüามเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตที่คüามเข้มข้นต่างๆกบัค่าจ้านüนโคโลนี log 
CFU/ml

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 จากกราฟพบü่าอาĀาร LB จะÿามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุด โดยช่üง log phase ของ LB จะ

มีแนüโน้มÿูงที่ÿุดและรองลงมาก็คือ 0.75, 1.5 และ 3 และเมื่อได้น้าช่üง log phase ที่เป็นช่üงที่เช้ือ

มีการเจริญเติบโต (R. E. Buchanan.1918) มาค้านüณĀาช่üงระยะเüลาในการ induce ได้ผลดังนี้ 

LB เüลา 1.45 ช่ัüโมง, 0.75% เüลา 1.03 ช่ัüโมง, 1.5% เüลา 2.20 ช่ัüโมง, 3% เüลา 1.26 ช่ัüโมง 
4.5 ผลการตรวจÿอบปริมาณโปรตีนทั งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ โดยวิธี 

Bradford protein assay ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งไนโตรเจน 
          เมื่อได้ท้าการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคฟิลิน เอ จากการทดÿอบด้üยการเลี้ยงใน

อาĀารเลี้ยง เช้ือที่มีคüามข้นต่างกันโดย LB+AMP เป็นชุดคüบคุมและมีคüามเข้มข้นของอาĀาร

กากน้้าตาลคือ 1.5%จากนั้นท้าการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตโดยแบ่งเป็น 3 คüามเข้มข้น คือ คüาม

เข้มข้น TM1 (3 กรัมต่อลิตร) คüามเข้มข้น TM2 (6 กรัมต่อลิตร) และ คüามเข้มข้น TM3 (12 กรัม

ต่อลิตร) เมื่อเราท้าการเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือไü้ครบช่ัüโมงที่ได้ค้านüณจากกราฟĀลังจากนั้นบ่มที่

อุณĀภูมิ 37 องýา เซลเซียÿบนเครื่องเขย่าที่คüามเร็ü 250 รอบต่อนาทีĀลังจากนั้นเติม IPTG ลงไป

และüัดการเจริญของ เช้ือนับทุกช่ัüโมง ช่ัüโมงที่ 0 , 1 , 2 , 3 จากนั้นน้าตัüอย่างมาเจือจางกับน้้ากลั่น

ใĀ้ได้ 10 เท่า จากนั้นน้าตัüอย่างและÿารละลายมาตรฐานมาĀยอดในไมโครเüลเพลทĀลุมละ 10 

ไมโครลิตร และน้้ากลั่นĀลุมละ 10 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 1X Bradford 200 ไมโครลิตรลงในทุก

Āลุมและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 595 นาโนเมตร ได้ดังผลในกราฟ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.7 กราฟแÿดงปริมาณโปรตีนทัง้ĀมดในอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ทดÿอบแĀล่งไนโตรเจน 
 พบü่า LB เป็นอาĀารที่มีปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของเช้ือมากที่ÿุดเพราะเป็นอาĀารที่มี

ÿารอาĀารครบถ้üน ล้าดับถัดมาคือ TM2 ( กากน้้าตาล 3.125 มิลลิลิตร : น้้ากลั่น 46.875 มิลลิลิตร : 

แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัม/ลิตร ) ได้ผลปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของเช้ือดีที่ÿุดในบรรดาอาĀารเลี้ยง

เช้ือกากน้้าตาล จากนั้นตามมาด้üย TM1 ( กากน้้าตาล 3.125 มิลลิลิตร : น้้ากลั่น 46.875 มิลลิลิตร :  
แอมโมเนียมซลัเฟต 12 กรัม
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ต่อลิตร ) และ TM3 ( กากน้้าตาล 3.125 มิลลิลิตร : น้้ากลั่น 46.875 มิลลิลิตร : แอมโมเนียมซัลเฟต 

3 กรัมต่อลิตร) ได้ ผลปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของเช้ือน้อยที่ÿุด 
4.6  ผลการตรวจÿอบการแÿดงออกของยีนในระดับโปรตีนของ รีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน 

เอ ด้วยวิธี SDS-PAGE ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งไนโตรเจน 
        Āลังจากที่น้าตัüอย่างTM1, TM2 และ TM3 ที่ได้ท้าการ Sonicated แล้üมา 20 ไมโครลิตร

และน้ามาผÿมกับ Dye 5 ไมโครลิตรและน้าไปต้มที่อุณĀภูมิ 90 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที 

จากนั้นน้าไปโĀลดลงใน 12% separating gel โĀลดตัüอย่างลงไปĀลุมละ 15 ไมโครลิตร และโĀลด 

Marker Āลุมละ 2.5 ไมโครลิตร และใช้กระแÿไฟฟ้า 25 มิลลิแอมป์ต่อแผ่นเป็นเüลาประมาณ 1 

ช่ัüโมง จากนั้นน้าเจลไปย้อมด้üยÿี Coomassie blue เป็นเüลา 1 ช่ัüโมง และน้าเจลไปล้างด้üย 

Destain solution จนกü่าเจลจะใÿ และได้ผลการทดลองดังรูป 
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รูปท่ี 4.8 ผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนในระดับโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ช่ัüโมงที่ 0  (a,b) , 
ช่ัüโมงที่ 1 (c,d) , ช่ัüโมงที่ 2 (e,f) , ช่ัüโมงที่ 3 (g,h) ตรüจÿอบโดยüิธี SDS-PAGE โดยใช้โดยใช้

คüามเข้มข้นของ Acrylamide 12% และน้าไปย้อมโปรตีนด้üยÿารละลาย Coomassie Brilliant 
Blue R-250  
 
 จากการท้า SDS-PAGE พบü่า LB มีลักþณะแถบดีเอ็นเอในช่ัüโมงที่ 1, 2 และ 3 มีÿีเข้ม

ชัดเจน และแถบดีเอ็นเอที่พบได้ชัดเจนรองลงมาคือ TM2 พบแถบดีเอ็นเอแÿดงชัดเจนในช่ัüโมงที่ 1, 
2, และ 3 ÿ่üนตัüอย่าง TM1 และ TM3 แÿดงแถบดีเอ็นเอที่ไม่ชัดเจนในช่ัüโมงที่ 1, 2, และ 3 โดย

พบü่าโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ มีขนาดโปรตีนประมาณ 18 kDa 
 จากการทดลองที่มีรายงานก่อนĀน้านี้พบü่ากากน้้าตาลÿามารถน้ามาเป็นแĀล่งคาร์บอน

ราคาถูกที่ÿามารถน้ามาเลี้ยงเช้ือได้จริง(Marzieh Dehghan Shasaltaneh, Jamshid Fooladi, 
Seyedeh Zahra MoosaviNejad.2010) แต่การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากการเลี้ยงในอาĀารที่
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ไม่ใช่อาĀารที่มีÿารอาĀารครบถ้üนจะท้าใช้เช้ือเจริญเติบโตได้น้อยเลยท้าการเติมแĀล่งไนโตรเจนคือ

แอมโมเนียมซัลเฟตเข้าไปเพื่อใĀ้ÿามารถผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้มากข้ึน (Ram Shankar Velur 
Selvamani , Karl Friehs , Erwin Flaschel .2014) โดยการเลี้ยงเช้ือแบบทางเลือกเป็นการ

ประĀยัดต้นทุนซึ่งÿารอาĀารอาจจะไม่เอื้ออ้านüยต่อการเจริญเติบโตของเช้ือได้เท่ากับอาĀาร LB แต่

พบการแÿดงออกของไซโคลฟิลินเอ โดยท้าการตรüจÿอบโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ด้üยüิธีการ SDS-
PAGE ซึ่งเป็นข้ันในการยืนยันผลการทดลองโดยการทดลองที่รายงานผลก่อนĀน้าพบü่าไซโคลฟิลนิ เอ

มีขนาดโปรตีนอยู่ที่ประมาณ 18 kDa (ÿุภาüดี ง้อเĀรียญ,กþิดิý ดิþฐบรรจง,ชยานิจ ดิþฐบรรจง,พยุง

ýักดิ์ รüยอารี,Āทัยรัตน์ อุไรรงค์.2010) และจากการทดลองของอาĀารเลี้ยงเช้ือกากน้้าตาลและ

อาĀารเลี้ยงเช้ือกากน้้าตาลที่เติมไนโตรเจนพบü่ามีแÿดงของไซโคลฟิลิน เอ ที่มีขนาดโปรตีนประมาณ 

18 kDa ด้üยเช่นกัน โดยอาĀารทางเลือกเพื่อลดต้นทุนในการผลิตÿามารถโดยใช้กากน้้าตาลแทน

อาĀาร LB ในการเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่องานüิจัยĀรือการต่อยอดอื่นๆได้ โดยกากน้้าตาลที่มีคüามเข้มข้น 

TM2 Āรือกากน้้าตาล 1.5% ที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมต่อลิตร ÿามารถผลิตไซโคลฟิลิน เอ ได้

ดีที่ÿุดเมื่อเทียบกับคüามเข้มข้นอื่น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 5 

ÿรุปผลการวิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1  ÿรุปผลการวิจัย  
 จากการüัดจ้านüนเซลล์ที่มีชีüิต (Colony Forming Unit : CFU) การüิเคราะĀ์Āาโปรตีน

ด้üยüิธี Bradford assay และการท้าใĀ้บริÿุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ด้üยüิธี SDS-
PAGE ของเช้ือ Escherichia coli ÿายพันธ์ุ BL21 (DE23) ที่มีพลาÿมิด pEt22b-PmCyclophilin A 
โดยมีการüัดจ้านüนเซลล์ที่มีชีüิต (Colony Forming Unit : CFU) ด้üยüิธี Dot pate จากนั้นท้าการ

นับโคโลนี และÿร้างกราฟการเจริญของเช้ือเพื่อĀาช่üงเüลาในช่üง log phase มา Induce พบü่าการ

เจริญของเช้ือของ LB กับกากน้้าตาลที่มีคüามเข้มข้นของที่ 1.5% มีการเจริญของเช้ือที่ใกล้เคียงกัน 

การüิเคราะĀ์Āาโปรตีนด้üยüิธี Bradford protein assay พบü่า ปริมาณโปรตีนของกากน้้าตาลที่

คüามเข้นข้น1.5% มีค่าใกล้เคียงกับ LB การท้าใĀ้บริÿุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

ด้üยüิธี SDS-PAGE โดยใช้กากน้้าตาลที่คüามเข้มข้นทั้ง 3 ระดับ คือ 0.75%, 1.5%, 3% และใช้

อาĀารเลี้ยงเช้ือ LB เป็นชุดคüบคุม ที่มีการบ่มด้üยเครื่องบ่มแบบเขย่า 250 รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 37 
องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 0-3 ช่ัüโมง และท้าการüัดค่าดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 นาโนเมตร 

จากการตรüจÿอบการเจริญของเช้ือพบü่าโปรตีนมีขนาด 18 kDa โดยพบการผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน 

เอปริมาณมากที่ÿุดในอาĀาร LB และในกากน้้าตาลที่คüามเข้มข้น 1.5%  ดังนั้นจึงเลือกกากน้้าตาลที่

คüามเข้มข้นข้น 1.5% ท้าการใÿ่แอมโมเนียมซัลเฟตที่ เป็นแĀล่งไนโตรเจนเÿริมลงไป โดยใช้

แอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ 3 กรัมต่อลิตร, 6 กรัมต่อลิตร, 12 กรัมต่อลิตรพบü่ากากน้้าตาลที่คüาม

เข้มข้น 1.5% ที่มีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมต่อลิตร ที่ระยะการเพาะเลีย้งช่ัüโมงที่ 2 ของการ

üิเคราะĀ์Āาโปรตีนด้üยüิธี Bradford protein assay และการท้าใĀ้บริÿุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์โปรตีน

ไซโคลฟิลิน เอ ด้üยüิธี SDS-PAGE มีการเจริญของเช้ือใกล้เคียงกับ LB มากที่ÿุด ดังนั้นการใช้

กากน้้าตาลที่เป็นของเĀลือจากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้้าตาลที่มูลค่าต่้ามาเป็นแĀล่งคาร์บอนĀลักใน

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน และมีการเติมแĀล่งไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงเช้ือช่üยลดต้นทุนในการ

ผลิต และÿามารถน้าไปต่อยอดในอนาคตได้ 
 
5.2  ข้อเÿนอแนะ  
 จากการทดลองการเลี้ยงเช้ือโดยใช้กากน้้าตาลที่คüามเข้มขน้ 1.5% ที่เตมิแอมโมเนียมซลัเฟต 

6 g/L มีการเจรญิเตบิโตของเช้ือและผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ได้มากที่ÿุด เมือ่ÿงัเกตจากการ

üิเคราะĀĀ์าโปรตีนด้üยüิธี Bradford protein assay และการท้า SDS-PAGE ในการทดลองครั้งนี้

การเจรญิของเช้ือที่ได้ท้าการเพาะเลี้ยงไม่แน่ชัด คüรใช้üิธีการüัดการเจรญิอื่นๆ เช่น การตรüจÿอบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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31 

 

โปรตีนที่เฉพาะจง (ELISA) เพื่อใĀ้ทราบปริมาณ และคุณภาพที่ชัดเจน นอกจากนี้ยังพบตะกอนของ

กากน้้าตาล และÿีของกากน้้าตาลที่เป็นปญัĀาในการüัดค่าดูดกลืนแÿงอาจจะĀาüิธีที่เĀมาะÿมÿา้Āรับ

การĀาการเจริญของเช้ือเพิ่ม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก 
 

1. การทดÿอบการเลี ยงเชื อในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งคาร์บอนแบบไม่เติมแอมโมเนียม

ซัลเฟต 
น้ากากน้้าตาลมาเจือจางด้üยน้้ากลั่นใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1.5 % , 3 % และ 6 % และน้าไปเลี้ยง

เช้ือ โดยใÿ่Āัüเช้ือลงไปในอาĀาร 1 มิลลิลิตร และน้าไปบ่มแบบเขย่าที่คüามเร็ü 250 รอบต่อนาที 

และเก็บตัüอย่าง 1 มิลลิลิตร ทุกๆ 1 ช่ัüโมงและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 นา

โนเมตร 
ตารางท่ี ก.1 การวัดค่าดูดกลืนแÿงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรของเชื อไซโคลฟิลิน เอใน

อาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งคาร์บอนแบบไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 
 

 

 

 
2. ผลการตรวจÿอบการแÿดงออกของยีนในระดับโปรตีนของ รีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ 

ด้วยวิธี SDS-PAGE ในอาĀารเลี ยงเชื อท่ีทดÿอบแĀล่งคาร์บอนแบบไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 
น้าตัüอย่างที่ได้เก็บมา 1 มิลลิลิตร มาปั่นเĀü่ียงและเทอาĀารออกจากนั้นเติม dye 5 

ไมโครลิตร แล้üน้าตัüอย่าง 15 ไมโครลิตรโĀลดลงใน Separating gel 12% และ Stacking gel 5%

LB control 1.5% 3% 6%
0 0.054 0.308 0.212 0.505
1.00 0.211 0.388 0.213 0.559
1.30 0.482 0.403 0.180 0.412
2.00 0.623 0.472 0.265 0.479
2.30 - 0.258 0.262 0.419
3.00 - 0.506 0.375 0.465
3.30 - - 0.451 0.598
4.00 - - 0.441 -
4.30 - - 0.522 -

OD600 nm
Time (hr)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(a) 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
(b) 

 
รูปที่ ก.1 ผลการตรüจÿอบการแÿดงออกของยีนในระดับโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ช่ัüโมงที่ 0  และ 
ช่ัüโมงที่ 1 (a) , ช่ัüโมงที่ 2 และ ช่ัüโมงที่ 3 (b) ตรüจÿอบโดยüิธี SDS-PAGE โดยใช้โดยใช้คüาม

เข้มข้นของ Acrylamide 12% และน้าไปย้อมโปรตีนด้üยÿารละลาย Coomassie Brilliant Blue R-
250 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 จากผลการทดลองพบü่าอาĀารกากน้้าตาลที่ไม่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตใช้ระยะเüลาในการ

เลี้ยงค่อนข้างนานแตกต่างจากอาĀาร LB ที่เป็นชุดคüบคุม จึงท้าใĀ้ผู้ทดลองตัดÿนิใจเติมแอมโมเนียม

ซัลเฟตที่เป็นแĀล่งไนโตรเจนลงไปเข้าไปเพื่อลดระยะเüลาในการเลี้ยงเช้ือลง 
 
3. การตรวจÿอบปริมาณโปรตีนทั งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ โดยวิธี 

Bradford protein assay ท่ีมีกากน ้าตาลความเข้มข้นต่างๆ 
 

เมื่อได้ท้าการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ จากการทดÿอบด้üยการเลี้ยงใน

อาĀารเลี้ยง เช้ือที่มีคüามข้นต่างกันโดย LB+AMP เป็นชุดคüบคุมและมีคüามเข้มข้นของอาĀาร

กากน้้าตาลที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตแบ่งเป็น 3 คüามเข้มข้น คือ คüามเข้มข้น TM1 ( 0.75 % ) 
คüามเข้มข้น TM2 ( 1.5% ) และ คüามเข้มข้น TM3 ( 3% ) เมื่อเราท้าการเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือไü้

ครบช่ัüโมงที่ได้ค้านüณจากกราฟĀลังจากนั้นบ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ บนเครื่องเขย่าที่

คüามเร็ü 250 รอบต่อนาทีĀลังจากนั้นเติม IPTG ลงไปและüัดการเจริญของเช้ือนับทุกช่ัüโมง ช่ัüโมงที่ 

0 , 1 , 2 , 3 จากนั้นน้าตัüอย่างมาเจือจางกับน้้ากลัน่ใĀไ้ด้ 10 เท่า จากนั้นน้าตัüอย่างและÿารละลาย

มาตรฐานมาĀยอดในไมโครเüลเพลทĀลุมละ 10 ไมโครลิตร และน้้ากลั่นĀลุมละ 10 ไมโครลิตร 

จากนั้นเติม 1X Bradford 200 ไมโครลิตรลงในทุกĀลุมและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาü

คลื่น 595 นาโนเมตร ไดผ้ลดังนี ้
3.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี ก.2 กราฟมาตรฐานโปรตีนที่แÿดงค่ามาตรฐาน (mg/ml) กับค่าดูดกลืนแÿงที่ 595 นาโนเมตร 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี ก.2 แÿดงค่ามาตรฐานโปรตีนท่ีได้จากการวัดเครื่องไมโครเพลทลีดเดอร์ท่ีความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร 
 

 
 
3.2 กราฟปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ที่มีกากน้้าตาล

คüามเข้มข้นต่างๆ 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี ก.3 กราฟแÿดงอาĀารที่มีกากน้้าตาลคüามเข้มข้นต่างๆกับคüามเข้มข้นของโปรตีน (mg/ml)

 Abs 595     
std mg/mL ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 avg A595-B Ripa dilution factor Pro. Conc. (mg/mL) 

0 0.4238 0.4649 0.444350 0 0.3231 10 0 
0.03125 0.5313 0.5295 0.530400 0.086050  10 0.86050 
0.0625 0.5836 0.5609 0.572250 0.127900  10 1.27900 
0.125 0.6324 0.6371 0.634750 0.190400  10 1.90400 
0.25 0.7856 0.8704 0.828000 0.383650  10 3.83650 
0.5 1.0787 1.2521 1.165400 0.721050  10 7.21050 
1 1.4553 1.5257 1.490500 1.046150  10 10.46150 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี ก.3 แÿดงปริมาณโปรตีนทั งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอท่ีความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร 

 
 

ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 avg A595-Ripa y=1.366x+0.0371 
dilution 
factor 

Pro. Conc. 
(mg/mL) 

LB0 0.56550 0.55610 0.56080 0.23770 0.210546373 10 2.105463734 
LB1 0.58670 0.59540 0.59105 0.26795 0.240796373 10 2.407963734 
LB2 0.59800 0.64120 0.61960 0.29650 0.269346373 10 2.693463734 
LB3 0.66060 0.62980 0.64520 0.32210 0.294946373 10 2.949463734 
0.75 0 0.50530 0.51600 0.51065 0.18755 0.160396373 10 1.603963734 
0.75 1 0.54200 0.51000 0.52600 0.20290 0.175746373 10 1.757463734 
0.75 2 0.49590 0.50350 0.49970 0.17660 0.149446373 10 1.494463734 
0.75 3 0.51910 0.48040 0.49975 0.17665 0.149496373 10 1.494963734 
1.5 0 0.50310 0.50190 0.50250 0.17940 0.152246373 10 1.522463734 
1.5 1 0.52880 0.52050 0.52465 0.20155 0.174396373 10 1.743963734 
1.5 2 0.50650 0.52010 0.51330 0.19020 0.163046373 10 1.630463734 
1.5 3 0.52740 0.51770 0.52255 0.19945 0.172296373 10 1.722963734 
3 0 0.47910 0.47730 0.47820 0.15510 0.127946373 10 1.279463734 
3 1 0.50800 0.50920 0.50860 0.18550 0.158346373 10 1.583463734 
3 2 0.50090 0.50130 0.50110 0.17800 0.150846373 10 1.508463734 
3 3 0.51580 0.51050 0.51315 0.19005 0.162896373 10 1.628963734 

 
 

4. การตรวจÿอบปริมาณโปรตีนทั งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ โดยวิธี 

Bradford protein assay ท่ีมีแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้นต่างๆ 
 
เมื่อได้ท้าการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ จากการทดÿอบด้üยการเลี้ยงใน

อาĀารเลี้ยง เช้ือที่มีคüามข้นต่างกันโดย LB+AMP เป็นชุดคüบคุมและมีคüามเข้มข้นของอาĀาร

กากน้้าตาลคือ 1.5%จากนั้นท้าการเติมแอมโมเนียมซลัเฟตโดยแบ่งเป็น 3 คüามเข้มข้น คือ คüาม

เข้มข้น TM1 (3 กรัมต่อลิตร) คüามเข้มข้น TM2 (6 กรัมต่อลิตร) และ คüามเข้มข้น TM3 (12 กรมั

ต่อลิตร) เมื่อเราท้าการเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเช้ือไü้ครบช่ัüโมงที่ได้ค้านüณจากกราฟĀลังจากนั้นบ่มที่

อุณĀภูมิ 37 องýา เซลเซียÿบนเครื่องเขย่าที่คüามเร็ü 250 รอบต่อนาทีĀลังจากนั้นเตมิ IPTG ลงไป

และüัดการเจริญของ เช้ือนบัทุกช่ัüโมง ช่ัüโมงที่ 0 , 1 , 2 , 3 จากนั้นน้าตัüอย่างมาเจือจางกับน้้ากลั่น

ใĀ้ได้ 10 เท่า จากนั้นน้าตัüอย่างและÿารละลายมาตรฐานมาĀยอดในไมโครเüลเพลทĀลุมละ 10 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไมโครลิตร และน้้ากลั่นĀลุมละ 10 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 1X Bradford 200 ไมโครลิตรลงในทุก

Āลุมและน้าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 595 นาโนเมตร ได้ผลดังนี้ 
4.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี ก.4 กราฟกราฟมาตรฐานโปรตีนที่แÿดงค่ามาตรฐาน (mg/ml) กับค่าดูดกลืนแÿงที่ 595 นาโน

เมตร 
 
ตารางท่ี ก.4 แÿดงค่ามาตรฐานโปรตีนท่ีได้จากการวัดเครื่องไมโครเพลทลีดเดอร์ท่ีความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร 
 

 

 Abs 595     
std mg/mL ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 avg A595-B PBS dilution factor Pro. Conc. (mg/mL) 

0 0.3697 0.335 0.352350 0 0.3468 10 0 
0.03125 0.3960 0.3927 0.394350 0.04200  10 0.42000 
0.0625 0.4406 0.4254 0.433000 0.08065  10 0.80650 
0.125 0.5343 0.5301 0.532200 0.17985  10 1.79850 
0.25 0.7147 0.7267 0.720700 0.36835  10 3.68350 
0.5 0.9644 0.9307 0.947550 0.59520  10 5.95200 
1 1.2434 1.2672 1.255300 0.90295  10 9.02950 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



40 

 

4.2 กราฟปริมาณโปรตีนทั้งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ที่มี แอมโมเนียม

ซัลเฟตคüามเข้มข้นต่างๆ 
 

 
รูปท่ี ก.5 กราฟแÿดงอาĀารที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตที่คüามเข้มข้นต่างๆกับคüามเข้มข้นของโปรตีน 

(mg/ml) 
 
ตารางท่ี ก.5 แÿดงปริมาณโปรตีนทั งĀมดของรีคอมบิแนนท์โปรตีนไซโคลฟิลิน เอท่ีความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร 
 

 
ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 avg A595-PBS y=1.366x+0.0371 

dilution 
factor 

Pro. Conc. 
(mg/mL) 

LB0 0.5617 0.5910 0.57635 0.2296 0.210927401 10 2.109274012 
LB1 0.5417 0.6491 0.59540 0.2486 0.229977401 10 2.299774012 
LB2 0.6235 0.6172 0.62035 0.2736 0.254927401 10 2.549274012 
LB3 0.6617 0.6913 0.67650 0.3297 0.311077401 10 3.110774012 
3 0 0.3784 0.3707 0.37455 0.0278 0.009127401 10 0.091274012 
3 1 0.3427 0.3978 0.37025 0.0235 0.004827401 10 0.048274012 
3 2 0.3967 0.4022 0.39945 0.0527 0.034027401 10 0.340274012 
3 3 0.4051 0.4287 0.41690 0.0701 0.051477401 10 0.514774012 
6 0 0.4126 0.4299 0.42125 0.0745 0.055827401 10 0.558274012 
6 1 0.4755 0.4647 0.47010 0.1233 0.104677401 10 1.046774012 
6 2 0.4501 0.4664 0.45825 0.1115 0.092827401 10 0.928274012 
6 3 0.4811 0.4704 0.47575 0.1290 0.110327401 10 1.103274012 
12 0 0.3992 0.4005 0.39985 0.0531 0.034427401 10 0.344274012 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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12 1 0.4093 0.4227 0.41600 0.0692 0.050577401 10 0.505774012 
12 2 0.4562 0.4479 0.45205 0.1053 0.086627401 10 0.866274012 
12 3 0.4599 0.4939 0.47690 0.1301 0.111477401 10 1.114774012 

 
การเตรียมÿารเคมี 

 
1. Coomassie brilliant blue R-250 

ผงÿี Coomassie brilliant blue R-250                                             0.5  กรัม  
Glacial acetic acid                                                                    50   มิลลิลิตร 

Methanol (ใÿ่เป็นล้าดับÿุดท้ายในตู้ดูดคüัน)                                        250 มิลลิลิตร 

ปรับปรมิาตรด้üยน้้ากลั่น 500 มิลลลิิตร  
2. Destain solution 

น้้ากลั่น                                                                                    500 มิลลลิิตร 
Methanol                                                                               400 มิลลลิิตร 
Acetic acid (ใÿ่เป็นล้าดับÿุดท้ายในตู้ดูดคüัน)                                     100 มิลลลิิตร  

3. 10X running buffer 
Glycine                                                                                   72    กรัม 
Tris base                                                                                 15.1  กรัม 
SDS                                                                                         5     กรัม  
ปรับปรมิาตรด้üยน้้ากลั่นใĀ้ไดป้ริมาตรÿุดท้าย 500 มิลลิลิตร 

4. 1.5 M TRIS pH 8.8  
ในการเตรียมÿารปริมาตร 100 มิลลลิิตร ประกอบด้üย 
Tris base                                                                                    18.17 กรัม 
ละลาย Tris base ในน้้ากลั่น และปรับ pH ด้üย HCl Āรอื NaOH ใĀ้ได ้8.8 จากนั้นปรบั 

ปริมาตรใĀ้ได ้100 มิลลลิิตร น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 120 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 

นาที เก็บไü้ที่อุณภูมิĀอ้ง 
5. Luria-Bertani Medium (LB Medium)  

ในการเตรียมอาĀารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 1 ลิตร ประกอบด้üย 
peptone                                                                                     10 กรัม 
Yeast extract                                                                               5   กรัม  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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NaCl                                                                                           10 กรัม 
ละลายÿ่üยน้าผÿมในน้้ากลั่น และปรบัปริมาตรใĀ้ได ้1 ลิตร จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่

อุณĀภูมิ 120 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที เก็บไü้ที่อณุĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เตรียม

เป็นอาĀารแข็งใĀ้เติม  
Agar                                                                                           1.7 กรัม 

6. 1 M TRIS pH 6.8  
ในการเตรียมÿารปริมาตร 100 มิลลลิิตร ประกอบด้üย 
Tris base                                                                                  12.114 กรัม 

ละลาย Tris base ในน้้ากลั่น และปรับ pH ด้üย HCl Āรอื NaOH ใĀ้ได ้8.8 จากนั้นปรบั 

ปริมาตรใĀ้ได ้100 มิลลลิิตร น้าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 120 องýาเซลเซียÿ เüลา 15 นาที 

เก็บไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 
7. 10% sodium dodecyl sulphate (SDS) 

ในการเตรียมÿารปริมาตร 100 มิลลลิิตร ประกอบด้üย 
SDS                                                                                                                                  10 กรัม 
ละลาย SDS ด้üยน้้ากลั่นและปรับปริมาตรใĀ้ได ้100 มิลลิลติร เก็บไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 

8. 30% ammonium persulfate (APS) 
ในการเตรียมÿารปริมาตร 100 มิลลลิิตร ประกอบด้üย 
ammonium persulfate                                                                    10 กรัม  
ละลาย ammonium persulfate ด้üยน้้ากลั่นและปรบัปรมิาตรใĀ้ได ้100 มิลลลิิตร เก็บไü้

ที่ อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ 
9. Ammonium sulfate 

ในการเตรียมÿารปริมาตร 50 มิลลลิิตร ประกอบด้üย 
Ammonium sulfate                                                                       0.15 กรัม 
ละลาย Ammonium sulfate ด้üยกากน้้าตาลและปรับปรมิาตรใĀ้ได้ 50 มิลลลิิตร 
Ammonium sulfate                                                                        0.3 กรัม 
ละลาย Ammonium sulfate ด้üยกากน้้าตาลและปรับปรมิาตรใĀ้ได้ 50 มิลลลิิตร 
Ammonium sulfate                                                                        0.6 กรมั 
ละลาย Ammonium sulfate ด้üยกากน้้าตาลและปรับปรมิาตรใĀ้ได้ 50 มิลลลิิตร 

10. การเตรียมอาĀารเลี ยงเชื อจากกากน ้าตาล  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ในการเตรียมกากน้้าตาลคüามเข้มข้นต่างๆ 50 มิลลลิิตร ประกอบด้üย 
( 0.75%) 

กากน้้าตาล                                                                   1.88  มิลลิลิตร  
(1.50%)   

กากน้้าตาล                                                                    3.75 มิลลิลิตร  
(3%) 

กากน้้าตาล                                                                    7.5  มิลลลิิตร  
(6%) 

กากน้้าตาล                                                                     15  มิลลิลิตร 
ในการเตรียมกากน้้าตาลคüามเข้มขน้ต่างๆ 50 มิลลลิิตรที่มแีĀล่งไนโตรเจน ประกอบด้üย  
( 0.75%) 

กากน้้าตาล                                                                   1.88  มิลลิลิตร  
(1.50%)   

กากน้้าตาล                                                                    3.75 มิลลิลิตร  
(3%) 

กากน้้าตาล                                                                    7.5  มิลลลิิตร  
(6%) 

กากน้้าตาล                                                                     15  มิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



44 

 

ภาคผนวก ข 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี ข.1 แผนภาพเüกเตอร ์

 
ท่ีมา : https://www.snapgene.com/resources/plasmidfiles/? 

set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-28b(%2B)&format=png 
 

 
 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ค 
 

การเพาะเลี ยงเชื อเพ่ือผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในชั่วโมงท่ี 0 ถึง 3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การเพาะเลี ยงเชื อเพ่ือผลิตโปรตนีไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาวะต่างๆ ชั่วโมงท่ี 0 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 1 ที่มีการเติม IPTG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 2 ที่มีการเติม IPTG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 3 ที่มีการเติม IPTG 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในช่ัüโมงที ่0 ถึง 3 ที่มีการเตมิแอมโมเนียมซัลเฟต 3 
กรัมต่อลิตร, 6 กรัมต่อลิตร, 12 กรัมต่อลิตร 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 0 ที่มีการเติม IPTG 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 1 ที่มีการเติม IPTG 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 2 ที่มีการเติม IPTG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตโปรตีนไซโคลฟิลิน เอ ในÿภาüะตา่งๆ ช่ัüโมงที่ 3 ที่มีการเติม IPTG 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตร ์

ÿถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 

ค ารับรองเล่มโครงงานพิเýþ 

 

üันที่ 29 เดือน มิถุนายน พ.ý. 2565 

 ข้าพเจ้า นางÿาü กüินทิพย์มณี อินทร์แป้น       รĀัÿประจ าตัü 62050471 

           นางÿาü ขüัญจิรา      เรียงผา           รĀัÿประจ าตัü 62050474 

นักýึกþาĀลกัÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต ÿาขาüิชา เทคโนโลยชีีüภาพ ภาคüิชา üิทยาýาÿตร์ ขอรับรองü่าโครงงาน

พิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกจิýึกþา เรือ่ง 

ช่ือภาþาไทย      การผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนไซโคลฟิลิน เอ โดยใช้กากน  าตาลเป็นแĀล่งคาร์บอน 

ช่ือภาþาอังกฤþ  Production of recombinant protein Cyclophilin A using molasses as a carbon source 

ปีการýึกþา       2565 

เป็นผลงานüิจัยที่มิได้คัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธ์ิของผู้อื่นและได้ผ่านการตรüจÿอบคüามซ  าซ้อนเรียบร้อยแล้ü 

และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่มโครงงานพเิýþฉบับÿมบูรณ์แล้ü 

โปรแกรมอกัขราüิÿทุธ์ิ 0.71%     

 

        ลงช่ือ............................................                                                ลงช่ือ............................................ 

      (นางÿาü กüินทิพย์มณี อินทร์แป้น )                                                   (นางÿาü ขüัญจิรา      เรียงผา) 

         นักýึกþา                                               นักýึกþา 

ข้าพเจ้า ผý.ดร. ธิปชัย  üัฒนüิจารณ์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ ได้ตรüจÿอบโครงงานพิเýþของ

นักýึกþาข้างต้น แล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื อĀาÿมบูรณ์จึงลงช่ือไü้เป็นĀลักฐาน 

 

ลงช่ือ............................................... 

(ผý.ดร. ธิปชัย  üัฒนüิจารณ์) 

อาจารย์ทีป่รึกþา 

กวินทิพย์มณีอินทรแ์ป้น ขวญัจิง)

Ever serie
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




