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บทคัดย่อ 
ในการวิจัยครั้งนี้ได้ทำการแยกบริสุทธ์ิไลโซไซม์ชนิด G จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ (Ostrich egg white lysozyme; 

OEWL) โดยการตกตะกอนโปรตีนชนิดอื่นออกด้วยคุณสมบัติของค่า isoelectric point (pI) ของโปรตีน และนำมาแยกบริสุทธิ์ต่อด้วย 
CM-Toyopearl 650M cation-exchange chromatography ร่วมกับ Sephadex-G75 gel filtration ทำการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
และวิเคราะห์ขนาดโมเลกุลของโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ผลการทดลองพบว่าโปรตีนที่แยกบริสุทธิ์เป็นไลโซไซม์ที่มีน้ำหนัก
โมเลกุลประมาณ 21 kDa ทำการยืนยันกิจกรรมการทำงาน (activity) ของไลโซไซม์ที่แยกบริสุทธิ์ได้ต่อการยับยั้งเชื้อ Micrococcus 
lysodeikticus ด้วยเทคนิค refolding gel ผลการทดลองแสดงโซนใส (clear zone) ที่โปรตีนขนาด 21 kDa สามารถยืนยันได้ว่า
เอนไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ได้นั้นเป็นไลโซไซม์ ซึ่งสามารถย่อยผนังเซลล์แบคทีเรียที่เป็นซับสเตรตได้ จากการวิเคราะห์ค่า isoelectric point 
(pI) ด้วยเทคนิค 2D-PAGE พบว่า OEWL มีค่า pI ประมาณ 9.95 เมื่อทำการศึกษา pH (optimum pH) และอุณหภูมิ (optimum 
temperature) ที่เหมาะสมในการทำงานของ OEWL พบว่า OEWL มีค่า pH ที่เหมาะสมในการทำงาน 2 ค่า คือ pH 4 และ7 และพบ
อุณหภูมิ 30 ºC เป็นอุณหภูมิที่มีความเหมาะสมสำหรับกิจกรรมของเอนไซม์ OEWL จากผลการทดลองเบื้องต้นพบว่าไลโซไซม์ชนิด G 
จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศที่ทำบริสุทธิ์ได้ มีค่า specific activity สูงสุดที่ 60.23 unit/mg และมีค่ากิจกรรมการทำงานของ
เอนไซม์ท่ี 1,680.30 unit จากผลการวิจัยท้ังหมดพบว่าสามารถแยกบริสุทธ์ิไลโซไซม์ชนิด G จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศให้มีความ
บริสุทธิ์เพียงพอต่อการยังยั้งเชื้อแบคทีเรียได้อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถนำไลโซไซม์ชนิด G จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศไป
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สิว ได้ในอนาคต 
 

ABSTRACT 
In this research, a G-type lysozyme from ostrich egg white (OEWL) was purified by pH precipitation (pH 4.0 

and 7.0) and CM-Toyopearl 650M cation-exchange column chromatography followed by Sephadex-G75 gel filtration. 
The SDS-PAGE technique was used to assure the protein purity and the molecular weight. The results indicated 
that purified OEWL had a molecular weight of 21 kDa, confirming that the purified enzyme is lysozyme, which can 
digest the bacterial cell wall as a substrate. An analysis by 2D-PAGE revealed that OEWL had an isoelectric point 
(pI) of 9.95. Then, the OEWL was further characterized in terms of optimum pH and temperature. The OEWL showed 
a broad range of optimum pH at 4 and 7, while the optimal temperature was 30 °C.  Based on preliminary results, 
it was found that the purified G-type lysozyme from ostrich egg white exhibited a maximum specific activity of 
60.23 unit/mg and showed the enzyme activity value of 1680.30 unit. Regarding these results, these OEWL revealed 
the potential for application and development as alternative products in preventing bacterial infection. It also 
exhibited the compatibility to be utilized in cosmetic products such as anti-acne gel in the future. 
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บทนำ 
ไข่เป็นแหล่งของโปรตีนสำคัญที่มีการบริโภคกันอย่าง

แพร่หลาย ซึ่งโปรตีนหลักที่เป็นองค์ประกอบในไข่ขาว ได้แก่ 
โปรตีนโอวัลบลูมิน (ovalbumin; 54%) โอวัลทรานเฟอร์ริน 
(ovotransferrin; 12%) โอว ัลม ิวคอยด์ (ovomucoid; 11%) 
โอวัลมิวซิน (ovomucin; 3.5%) และไลโซไซม์ (lysozyme; 
3.5%) ซึ ่งโปรตีนเหล่าน ี ้ม ีการศ ึกษาเพื ่อการประยุกต ์ใช้ 
เชิงอุตสาหกรรมกันอย่างแพร่หลาย ทั้งทางด้านการแพทย์ ด้าน
อาหาร เป็นต้น โดยพบว่าโปรตีนไลโซไซม์นั้นมีการศึกษาและ
นำมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมด้านอาหาร (food processing) 
ในแง่ของการใช้เป็นสารกันบูด (preservative) เนื ่องจากมี
คุณสมบัติหลักในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (Abeyrathne et al., 
2013)  ไล โซไซ ม์  (EC 3.2.1.17) ถ ูกค ้นพบในป ี  1922 โดย 
Alexander Fleming เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถทำลายเชื้อแบคทีเรีย
ได้ และพบได้ทั่วไปทั้งในของเหลวและเนื้อเยื่อต่างๆ ในร่างกาย
ของคน พืช และสัตว์ เช่น น้ำตา น้ำนม สารคัดหลั ่ง ไข่ขาว  
เป็นต้น โดยไลโซไซม์จะเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสพันธะเบต้า  
1,4-ไ ก ล โ ค ซ ิ ด ิ ก  ( ß-1,4-glycosidic linkages)  ร ะ ห ว ่ า ง  
N-acetylglucosamine (GlcNAc) แ ล ะ  N-acetylmuramic 

acid (MurNAc) ซึ่งเป็นเฮทเทอร์โรพอลิเมอร์ที่เป็นส่วนประกอบ
ของเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) ในโครงสร้างของผนัง
เซลล ์ แบคท ี เ ร ี ย  (Vanderkelen et al., 2011; Kajla et al., 
2010) จากข้อมูลการศึกษายังพบว่าไลโซไซม์มีบทบาทสำคัญใน
ระบบการตอบสนองภูมิคุ้มกันแต่กำเนิด (innate immunity) ซ่ึง
จะต่อต้านการบุกรุกจากแบคทีเรีย (Jolles and Jolles, 1984) 
นอกจากคุณสมบัติการเข้าทำลายเชื้อแบคทีเรียแล้ว ไลโซไซม์ยังมี
ค ุณสมบัต ิของฤทธิ ์ทางชีวภาพอื ่นๆ เช ่น ฤทธิ ์ต ้านเช ื ้อรา 
(antifungal) (Samaranayake et al., 2001) ฤทธิ์ต้านเชื้อไวรัส 
( antiviral)  (Hasselberger, 1978; Lee-Huang et al., 1999) 
ฤทธิ ์ต ้านมะเร ็ง (antitumor) (Sava et al., 1988) ฤทธิ ์ต ้าน
อักเสบ (anti-inflammatory) (Jolles and Jolles, 1984) และ
ฤทธ ิ ์กระต ุ ้นภ ูม ิค ุ ้มก ัน ( immune modulatory) (Kokoshis  
et al., 1978) โดยท่ัวไปไลโซไซม์ถูกแบ่งออกเป็น 3 ประเภทหลัก
จากความคล้ายคลึงกันของลำดับกรดอะมิโน ได้แก่ 1) Chicken 
type lysozyme (C-type) 2)  Goose-type lysozyme (G-
type) 3)  T4 phage lysozyme (T4-type) (Pooart et al., 
2004) จากการศึกษาเชิงโครงสร้างพบว่าไลโซไซม์ ชนิด C-type, 
T4-type และ G-type มีลักษณะความเหมือน (similarity) ของ
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โครงสร้างระดับปฐมภูมิ (primary structure) อย่างมาก และ
พบว่าม ีข ้อม ูลการศึกษาหน้าที ่ของไลโซไซม์ C-type และ  
T4-type อย่างกว้างขวาง อย่างไรก็ตามการศึกษาโครงสร้างและ
หน้าที่ของไลโซไซม์ชนิด G-type ยังมีข้อมูลอย่างจำกัด ไลโซไซม์
ชนิด G (G-type lysozyme) ถูกพบเป็นครั้งแรกในปี 1967 โดย 
Canfield และ McMurry โครงสร้างระดับปฐมภูมิประกอบด้วย
กรดอะมิโนจำนวน 185 residues (Canfield and McMurry, 
1967) โดยพบได้ในสัตว์มีกระดูกสันหลังหลายชนิด เช่น ไก่ ห่าน 
นก  และปล า  (Nakano and Graf, 1991; Simpson et al., 
1980; Hikima et al., 1997) อย่างไรก ็ตามพบว่าการศ ึกษา  
G-type lysozyme นั้นยังมีข้อมูลทางด้าน primary structure 
แล ะ  catalysis mechanism อย ่ า ง จ ำ ก ั ด แ ล ะน ้ อ ยม า ก 
(Simpson and Morgan, 1983; Hikima et al., 2001; 
Thammasirirak et al., 2001; Zhao et al., 2007) โ ด ยส ่ ว น
ใหญ่พบการศึกษา G-type lysozyme จากปลา (Zhao et al., 
2011; Buonocore et al., 2014) แต่การศึกษาในกลุ่มสัตว์ปีก
ย ั งม ี ข ้ อม ูลท ี ่ น ้ อย  โดยเฉพาะส ัตว ์ป ี กขนาดใหญ ่  เช่น 
นกกระจอกเทศ ซ่ึงมีปริมาณของโปรตีนต่างๆ ท่ีเป็นองค์ประกอบ
ในไข่ขาวจำนวนมาก 

นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เป็นนกท่ีมีขนาด
ใหญ่ที่สุดในโลก มีถิ่นกำเนิดในทวีปแอฟริกา โดยธรรมชาติอาศัย
ในทุ ่งหญ้า ป่าโปร่ง ค่อนข้างแห้งแล้ง การใช้ประโยชน์จาก
ผลผลิตนกกระจอกเทศสามารถใช้ได้เกือบทุกส่วน เช่น เนื้อและ
ไข่ ใช้สำหร ับบร ิ โภค  ซ ึ ่ งม ีคลอเลสเตอรอลต่ำ  หน ังใช้ทำ
เครื่องนุ่งห่มและเครื่องใช้ เปลือกไข่และขนใช้ทำเครื่องประดับ 
ไขมันนำไปเป็นส่วนประกอบของเคร่ืองสำอาง เช่น สบู่ ยาสระผม 
ครีมบำรุงผิว เป็นต้น กระดูกเล็บเท้าและปากใช้ในสูตรเครื่องยา
จีน (ศิริพันธ์, 2544; พัชรีและจุรีรัตน์, 2545) ปัจจุบันประเทศ
ไทยมีการเพาะเลี้ยงนกกระจอกเทศในระบบฟาร์มเพื่อการผลิต
จำหน่ายมากขึ้น โดยการผลิตหลักจะเป็นการเลี้ยงเพื่อจำหน่าย
เนื้อ มีการนำเปลือกไข่ไปทำเครื่องประดับบางส่วน แต่การแปร
รูปหรือสร้างผลิตภัณฑ์จากนกกระจอกเทศด้านอื่นๆ ยังมีน้อย  
(ศิริพันธ์, 2544; ไชยวัฒน์, 2561) โดยเฉพาะไข่นกกระจอกเทศที่
นอกจากการบริโภคเป็นอาหารแล้วยังไม่พบการนำไปแปรรูปเพ่ือ
เพ่ิมมูลค่ามากนัก 

ทั้งนี้ไข่ของสัตว์ปีกเป็นแหล่งโปรตีนสูง โดยเฉพาะในไข่
ขาวมีโปรตีนสำคัญที ่ เป ็นองค์ประกอบในปริมาณสูง เช่น  

ไลโซไซม์ โอวัลบูมิน โอวัลทรานสเฟอร์ริน โอโวมิวคอยด์ และ
โกลบูลิน เป็นต้น รวมถึงไขมัน เกลือแร่และวิตามิน (Miguel et 
al., 2005) ไข่นกกระจอกเทศ 1 ฟอง หนักประมาณ 0.9-1.5 Kg 
(เทียบเท่ากับไข่ไก่ 18-30 ฟอง) ไข่ในปริมาณที ่เท่ากัน ไข่
นกกระจอกเทศมีปริมาณโปรตีนเทียบเท่ากับไข่ไก่ แต่ปริมาณ
โซเดียมต่ำกว่าไข่ไก่ จึงเหมาะสำหรับผู้ต้องการควบคุมโซเดียม 
นอกจากนี ้ยังพบว่ามีการประยุกต์ใช้ไลโซไซม์จากไข่ขาวของ 
ไข่นกกระจอกเทศในการทำผลิตภัณฑ์เสริมอาหารหรือใช้ในการ
ร ักษาทางการแพทย ์อ ีกด ้วย (Homayouni-Tabrizi et. al., 
2015) 

ในการศึกษาวิจัยครั ้งนี ้จ ึงมีจุดมุ ่งหมายในการแยก
บริสุทธ์ิไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ โดยอาศัย
หลักการแยกโปรตีนโดยใช้วิธีโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปลี่ยน
ประจ ุบวก  (cation-exchange chromatography) ร ่ วม กับ 
เ จลฟ ิ ล เตรช ั น  ( gel filtration chromatography) จากนั้ น
ทำการศึกษาคุณสมบัติบางประการของไลโซไซม์ เพื่อนำความรู้ท่ี
ได้ไปพัฒนาผลิตภัณฑ์และเพิ่มมูลค่าให้กับไข่นกกระจอกเทศ
ต่อไปในอนาคต 
 

วิธีการดำเนนิการวิจัย 
1. การเตรียมตัวอย่างไข่ขาวและการตกตะกอนโปรตีน 

นำไข่นกกระจอกเทศมาแยกเอาเฉพาะไข่ขาว ทำให้เป็น
เนื้อเดียวกันโดยการใช้เสียงความถี่สูง (sonication) จากนั้นเจือ
จาง 3 เท่าด้วย 0.05 M Sodium phosphate buffer pH 7.0 
ทิ ้งไว้ที ่อ ุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 1 h แล้วนำไปปั ่นเหวี ่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 12,000g ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 15 min เก็บ
สารละลายตัวอย่างไข่ขาวส่วนสารละลายด้านบน (supernatant) 
มาตกตะกอนด้วย 1.0 M HCl pH 4.0 จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 12,000g ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 min แล้ว
เก็บ สารละลายด้านบนมาตกตะกอนอีกครั ้งที่ pH 7.0 โดยใช้ 
1.0 M NaOH จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000g ท่ี
อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 min แล้วเก็บส่วนสารละลายด้านบน
เป็นโปรตีนเร่ิมต้น (crude protein) เพื่อนำไปแยกบริสุทธ์ิต่อไป 
2. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและกิจกรรมการทำงานของ 
ไลโซไซม์ 

การวัดความเข้มข้นของโปรตีนใช้วิธีของ Bradford โดย
ใช ้  Bovine serum albumin (BSA) เป ็ น โปรต ีนมาตรฐาน 
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(Bradford, 1976) การตรวจวัดกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ 
ทำได้โดยการว ิเคราะห์ค ่าความขุ ่นของเช ื ้อ Micrococcus 
lysodeikticus ที่ใช้ทำปฏิกิริยากับไลโซไซม์ ใน 0.1 M Sodium 
phosphate buffer pH 7.0 (Shugar, 1952) โ ดยตรวจ ว ั ด ท่ี  
ค่าการดูดกลืนแสง 450 nm (OD450) โดยหนึ ่งหน่วย (unit)  
ของเอนไซม์ปริมาณ 1 ml เท่ากับการลดลง 0.1 unit ของค่า 
การดูดกลืนแสงท่ี 450 nm (OD450) ในเวลา 1 min ท่ีอุณหภูมิ 
25 ºC 
3. การแยกบร ิส ุทธ์ิโปรตีนด ้วยว ิธ ีโครมาโทรกราฟีแบบ
แลกเปล ี ่ ยนประจ ุบวก  (Cation-exchange chromato-
graphy) 

ทำการแยกบร ิส ุท ธ์ิ ไล โซไซ ม์ โดยใช้ เ รซ ิน  CM–
Toyopearl 650M ชน ิ ดแลก เปล ี ่ ยนประจ ุ บวก  ( cation-
exchange) คอลัมน์ขนาด 5 cm x 35 cm โดยทำการปรับสภาพ
ค อ ล ั ม น์  (equilibrate column) ด ้ ว ย  0.05 M Sodium 
phosphate buffer pH 7.0 จากนั ้นนำตัวอย่างโปรตีนไข่ขาว
นกกระจอกเทศ (crude protein) เติมลงในคอลัมน์ ทำการชะ
โปรตีนส่วนที่จับกับคอลัมน์โดยใช้เฟสเคลื่อนที่เปลี่ยนแปลงเป็น
ข ั ้นๆ (stepwise) ด้วย 0.2-0.5 M NaCl ใน 0.05 M Sodium 
phosphate buffer pH 7.0 ท่ีอัตราการไหล 0.5 ml/min เก็บ
ตัวอย่างส่วนละ (fraction) 5 ml นำสารละลายโปรตีนมาวัด 
ค่าการดูดกลืนแสงที ่ 280 nm (OD280) และตรวจวัดกิจกรรม 
การทำงานของไลโซไซม์ จากนั้นเก็บเฉพาะตัวอย่างส่วนท่ีแสดง
กิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ (pooled fraction) ทำการ
กำจัดเกลือด้วยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) และทำให้โปรตีนเข้มข้น
ข ึ ้น ด ้วยการระเหยสารโดยใช ้ระบบปั ่นแยก (speed vac 
concentration) 
4. การแยกบร ิส ุทธ์ิโปรตีนด ้วยว ิธ ีโครมาโทรกราฟีแบบ 
เจลฟิลเตรชัน (Gel filtration chromatography) 

นำตัวอย่างโปรตีนที่ตรวจพบกิจกรรมการทำงานของ 
ไลโซไซม์จากการแยกบร ิส ุทธ ิ ์ ด ้ วยว ิธี  cation-exchange 
chromatography มาทำการแยกบริสุทธิ ์ต ่อด้วยเทคนิค gel 
filtration (Sephadex G-75) ขนาดคอลัมน์ 2.5 cm x 85 cm 
โดยทำการปรับสภาพคอลัมน์ ด้วย 0.05 M sodium phosphate 
buffer pH 7.0 จากนั้นนำตัวอย่างโปรตีน เติมลงในคอลัมน์ แล้ว
ทำการชะโปรตีนด้วย 0.05 M sodium phosphate buffer pH 
7.0 ท่ีอัตราการไหล 0.3 ml/min จากนั ้นเก็บตัวอย่างส่วนละ  

3 ml นำมาตรวจสอบปริมาณในสารละลายโปรตีนโดยการวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 280 nm (OD280) และตรวจวัดกิจกรรมการ
ทำงานของไลโซไซม์ จากนั ้นเก็บเฉพาะตัวอย่างส่วนท่ีแสดง
กิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ ทำการกำจัดเกลือด้วยวิธี
ไดอะไลซิสและทำให้โปรตีนเข้มข้นขึ้น ด้วยการระเหยสารโดยใช้
ระบบปั่นแยก 
5. การตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยวิธี Sodium dodecyl 
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) 

การตรวจสอบขนาดของโปรตีนจะใช้ 13% sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) โดยการใช้ protein marker ท่ี
มี phosphorylase B (97 kDa), bovine serum albumin (66 
kDa), chicken ovalbumin (4 5  kDa), carbonic anhydrase 
(30 kDa), trypsin inhibitor (20.1 kDa) and α-lactalbumin 
(14.4 kDa) โดยใช้กระแสไฟฟ้าในการแยกท่ี 150 V เป็นเวลา 40 
min จากนั้นย้อมเจลด้วย Coomassie brilliant blue R-250 
6. การวิเคราะห์กิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ด้วยวิธี 
Refolding gel electrophoresis 

เ ต ร ี ย ม  1 3  %  polyacrylamide gel ท ี ่ ม ี  M. 
lysodeikticus ผสมอยู่ 2% w/v จากนั้นผสมตัวอย่างโปรตีนท่ี
แยกบริส ุทธิ์ ได ้ก ับ solubilizing dye ซึ ่งไม ่ม ี ß-mercapto-
ethanol อัตราส่วน 1:1 แล้วทำการแยกขนาดโปรตีนโดยใช้
ความต่างศักย์ไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็นเวลา 120 นาที จากนั้นทำ
การล้างเอา SDS ออกด้วย 1% Triton X -100 ใน 10 mM 
Phosphate buffer pH 7.0 ติดตามผลโดยพิจารณาจากโซนใส 
(clear zone) ท่ีเกิดข้ึน 
7. การหาค่าไอโซอิเล ็กทริก (Isoelectric point, pI) ของ
โปรตีนไลโซไซม์ที่แยกบริสุทธ์ิโดยวิธี 2-Dimension sodium 
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electropho-
resis (2D-PAGE) 

นำโปรตีนที ่แยกบริสุทธิ ์ได้มาทำการแยกโปรตีนใน
ทิศทางแรกซึ่งโปรตีนจะถูกแยกโดยอาศัยสมบัติที่แตกต่างกันของ
ค่าไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point, pI)ของโปรตีน โดยจะทำ
การโหลดโปรตีนลงบน IPG strip ในช่วง pH 3-10 ขนาด 7 cm 
โดยทำการแยกโปรตีนด้วยเคร่ืองEttan® IPGphor (Amersham 
Biosciences) จากนั้นเติมสารละลายโปรตีน (100 μg/strip) ท่ี
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ทำการผสมกับ rehydration buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 
2% (w/v) CHAPS, 2 mM DTT, 0.8% (w/v) IPG buffer and 
0.2% bromophenol blue) เรียบร้อยแล้วลงใน strip holder 
จากนั้นวาง IPG strip ในช่วง pH 3-10 ขนาด 7 cm ลงทับสาร
ผสมโปรตีน แล้วเติมสารละลาย strip cover fluid ปิดทับ IPG 
strip ประมาณ 700 μl แล้ว run program โดยตั้งค่า program 
ดังน้ี rehydration time 12 h ขั้นแรก 500 V 30 min (250Vhr) 
ขั้นตอนท่ีสอง 1000 V 30 min (500Vhr) ขั้นตอนท่ีสาม 5000 V 
100 min (8500Vhr) รวมเป็น 9250 Vhr เมื ่อสิ ้นสุดโปรแกรม 
นำ IPG strip มาแยกต่อในทิศทางท่ี 2 โดยอาศัยสมบัติของขนาด
โมเลกุลที่แตกต่างกันของโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE (13% 
SDS-PAGE) จากนั้นนำแผ่นเจลมาถ่ายภาพแล้วนำไปวิเคราะห์ 
Spot โปรต ีนบนเจลด ้ วยโปรแกรม  Image Master 2D 
Platinum 
8. การศึกษา pH ที ่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ 
(Optimum pH) 

ตรวจหา pH ที่เหมาะสมต่อการทำงานของไลโซไซม์ท่ี
แยกบริสุทธิ์โดยการวัดกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ต่อเชื้อ 
M. lysodeikticus ใน  Miller & Golder buffer pH 4  5  6  7  
8 และ 9 โดยคำนวณหากิจกรรมการทำงานและคำนวณค่า 
Relative activity 
9. การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ 
(Optimum temperature) 

ตรวจหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของไลโซไซม์
ที่แยกบริสุทธิ์โดยการนำมาบ่มที่อุณหภูมิ 30  40  50  60  70 
และ 80 ºC เป็นเวลา 10 min จากนั้นวัดกิจกรรมการทำงาน
ของไลโซไซม ์ต ่อเช ื ้อ M. lysodeikticus ใน 0.1 M sodium 
phosphate buffer pH 7.0 
 

ผลการวิจัย 
1. ผลการแยกบริสุทธ์ิไลโซไซม์ 

การแยกบร ิ ส ุ ท ธ ิ ์ ไ ล โซ ไซม ์ จ าก ไข ่ ข า วของ ไข่
นกกระจอกเทศประกอบด้วยขั้นตอนของการตกตะกอนโปรตีน
ด้วยค่า pH และแยกบริส ุทธ์ิด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี 2 
ข ั ้ นตอนค ือ  cation-exchange chromatography และ  gel 
filtration chromatography ได้ผลดังรูปท่ี 1 และ 2 

ผลการแยกบร ิส ุทธ ิ ์ของไลโซไซม ์จากไข ่ขาวของ 
ไข่นกกระจอกเทศด้วยวิธี cation-exchange chromatography 
พบว่าสามารถแยกโปรตีนออกมาได้หลาย peak (รูปที่1) แต่เม่ือ
ทำการตรวจสอบกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์พบว่ามีเพียง 
peak เดียวที่มีกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ ซึ่งถูกชะออกมา
ที่ความเข้มข้นของเกลือที่ประมาณ 0.2-0.3 M NaCl (รูปที่ 1) 
และเพ่ือเป็นการทำให้โปรตีนไลโซไซม์มีความบริสุทธ์ิมากขึ้น และ
แยกออกจากกันได้ชัดเจน จึงได้ทำการรวมตัวอย่างหลอดท่ี  
800-900 ที่มีกิจกรรมการทำงานดังกล่าวมาทำการแยกบริสุทธ์ิ
ต่อด้วยวิธี gel filtration chromatography 

 
รูปที่ 1 ผลการแยกบร ิส ุทธ์ิไลโซไซม์จากไข ่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ ด ้วย CM-Toyopearl 650M cation-exchange 

chromatography 
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หลังจากทำการแยกบริส ุทธ ิ ์คร ั ้งท ี ่ 2 ด้วยว ิธี gel 
filtration chromatography ผลการทำบร ิส ุทธ ิ ์ เอนไซม ์พบ 
peak ของโปรตีนจำนวน 2 peak (รูปที่ 2) ที่ถูกชะออกมาจาก
คอลัมน์ และเมื่อทำการทดสอบกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ 
พบว่ามี 3 peak คือ peak ท่ี 1, 2 และ 3 ตามลำดับ (รูปท่ี 2) ซ่ึง
ใน peak ท่ี 2 และ 3 นั้นพบว่ามีกิจกรรมการทำงานสูงกว่า peak 

ที่ 1 จากนั้นทำการเก็บเฉพาะตัวอย่างหลอดที่ 60-100 ซึ่งเป็น
ช่วง peak ที่มีกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์ พร้อมทั้งทำการ
กำจัดเกลือด้วยวิธีไดอะไลซิสและเพ่ิมความเข้มข้นของโปรตีนด้วย
การระเหยสารโดยใช้ระบบปั่นแยก จากนั้นจึงนำไปตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิและตรวจสอบขนาดของโปรตีนด้วยวิธี SDS- PAGE 

 
รูปที่ 2 ผลการแยกบริสุทธ์ิไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศด้วย Sephadex G-75 gel filtration chromatography 

 

 
รูปที่ 3 ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนที่แยกบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE (13% separating): lane 1:Protein marker; lane 2: 

crude protein; lane 3: precipitated pH 4; lane 4: precipitated pH 7; lane 5: peak 1; lane 6: peak 2; lane 7: 
peak 3 

 

หลังจากนำตัวอย่างโปรตีนส่วน peak ที่ 1, 2 และ 3 ที่มี
ก ิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์มาทำการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ ด้วย SDS-PAGE(รูปที่ 3) พบโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล

ประมาณ21 kDa ทั้ง 3 peak และพบโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล
น ้อยกว ่า  21 kDa ปะปนมาด ้วยเล ็กน ้อย ส ่วนใน  crude 
precipitated pH 4 และ precipitated pH 7 พบโปรต ีนที ่ มี
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น้ำหนักโมเลกุลแตกต่างกันหลายชนิด อย่างไรก็ตามยังคงพบ
โปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 21 kDa ในทุกขั้นตอนของ
การทำบริสุทธ์ิ เม่ือทำ refolding gel electrophoresis เพ่ือเป็น
การยืนยันแถบโปรตีนไลโซไซม์ที่แยกได้ เปรียบเทียบกับไลโซไซม์
ชนิด C (C-type lysozyme) ซึ่งเป็น positive control ผลการ
ตรวจสอบ พบว่าโปรตีนที ่ทำบริสุทธิ ์ได้ทั ้ง peak 1, peak 2, 
peak 3 และโปรตีนที่อยู่ระหว่าง peak 2-3 (pooled peak 2-
3) นั ้นมีน้ำหนักโมเลกุลอยู ่ที ่ประมาณ 21 kDa และปรากฏ
บริเวณโซนใส (clear zone) อย่างชัดเจน เมื่อเทียบกับไลโซไซม์

ชนิด C ท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 14.6 kDa (รูปท่ี 4) ดังน้ันจึง
สรุปได้ว่าโปรตีนท่ีทำบริสุทธ์ิได้เป็นไลโซไซม์ชนิด G  

จากการทำบร ิ ส ุ ทธ ิ ์ ไ ล โซไซม ์ จากไข ่ ขาวของไข่
นกกระจอกเทศ พบว่า peak ที่ 1  2 และ 3 มีไลโซไซม์ 0.38  
0.42 และ 0.31 mg/ml ตามลำดับ โดยไลโซไซม์ที่ได้จาก peak 
ที่ 3 มีความบริสุทธิ์สูงสุดคิดเป็น 14.62 เท่า และผลผลิตเอนไซม์ 
(yield) ค ิดเป ็นร ้อยละ 12.55 ของโปรต ีนเร ิ ่มต ้น (crude 
enzyme) ม ี  specific activity ท ี ่  6 0 . 23  unit/mg และค่ า
กิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ท่ี 1680.30 unit (ตารางท่ี 1) 

 
รปูท่ี 4 ผลการยืนยันไลโซไซม์ที่ทำบริสุทธิ์ได้จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ ด้วยวิธี Refolding gel electrophoresis (13% 

SDS-PAGE ท่ี ผ ส ม  M. lysodeikticus อย ู ่  2% w/v), lane 1: peak 1; lane 2: peak 2; lane 3: peak 3; lane 4: 
pooled between peak 2-3; lane 5: positive control (C-type lysozyme) 

 
ตารางท่ี 1 ผลการแยกบริสุทธ์ิไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ 

Purification step 
Protein 
(mg/ml) 

Volume 
(ml) 

Activity 
(U/ml) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Total 
activity 
(Unit;U) 

Yield 
(%) 

Purification 
fold 

Crude enzyme 3.61 900 14.88 4.12 13392 100 1 
pH4 precipitation 3.30 930 14.57 4.42 13550 101.18 1.07 
pH7 precipitation 3.21 960 14.73 4.59 14141 105.59 1.11 
Cation-exchange 0.52 400 20.31 39.06 8124 60.66 9.48 

Gel filtration Peak 1 0.38 20 15.15 39.87 303 2.26 9.68 
Gel filtration Peak 2 0.42 78 15.24 36.29 1188.72 8.89 8.81 
Gel filtrationPeak 3 0.31 90 18.67 60.23 1680.30 12.55 14.62 
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2. การหาค่าไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point, pI) ของ
เอนไซม์ 

ผ ล จ า ก ก า ร น ำ ไ ล โ ซ ไ ซ ม ์ จ า ก ไ ข ่ ข า ว ข อ ง ไ ข่
นกกระจอกเทศที่แยกบริสุทธิ์ได้มาวิเคราะห์เพื่อหาค่า pI โดยวิธี 
2D-PAGE และวิเคราะห์ผลที่ได้ด้วย โปรแกรม ImageMaster 
2D Platinum ผลปรากฏว่า พบจุด (spot) โปรตีนขนาดใหญ่ท่ี
บริเวณ 21 kDa ซึ่งเมื่อนำไปวิเคราะห์พบว่าจุดโปรตีนนี้มีค่า pI 
เท่ากับ 9.95 (รูปท่ี 5) 
3. การศึกษา pH ที ่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ 
(Optimum pH) 

จากการศึกษา pH ที ่ เหมาะสมต่อการทำงานของ 
ไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ (Ostrich egg white 
lysozyme; OEWL) เปรียบเทียบกับไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่ไก่ 
(Hen egg white lysozyme; HEWL) ผลปรากฏว่าค่า pH ที่ทำ
ให้ไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ มีกิจกรรมการ

ทำงานสูงท่ีสุด มีอยู่ 2 ค่าคือ ท่ี pH 4 และที่ pH 7 ส่วนไลโซไซม์
จากไข่ขาวของไข่ไก่มี optimum pH อยู่ในช่วง pH 6-7 (รูปท่ี 6) 
4. การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ 
(Optimum Temperature) 

การศึกษาอุณหภูม ิท ี ่ เหมาะสมต่อการทำงานของ 
ไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ (Ostrich egg white 
lysozyme; OEWL) เปรียบเทียบกับไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่ไก่ 
(Hen egg white lysozyme; HEWL) พบว่าอ ุณหภูม ิท ี ่ทำให้ 
ไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ มีกิจกรรมการทำงาน
สูงที่สุด คือ ที่อุณหภูมิ 30 ºC (รูปที่ 7) แต่เมื่ออุณหภูมิสูงข้ึน 
พบว่าไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ กลับมีกิจกรรม
การทำงานต่ำลง ส่วนอุณหภูมิที่ทำให้ไลโซไซม์จากไข่ขาวของ 
ไข่ไก่มีกิจกรรมการทำงานสูงที่สุด คือที่อุณหภูมิ 40 ºC และเม่ือ
อุณหภูมิสูงขึ้นเรื่อยๆ ก็พบว่ากิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์
จากไข่ขาวของไข่ไก่ลดต่ำลงเช่นกัน (รูปท่ี 7) 

 

 
รูปที่ 5 ผลการวิเคราะห์หาค่าไอโซอิเล็กทริก (pI) ด้วยเทคนิค 2D-PAGE โดยใช้ IPG strip pH 3-10 ขนาด 7 cm, 13%SDS-

PAGE และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
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รูปที่ 6 ผลการหา optimum pH ของไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ (OEWL) เปรียบเทียบกับไลโซไซม์จากไข่ขาวของ

ไข่ไก่ (HEWL) 
 

 
รูปที่ 7 ผลการหา optimum temperature ของไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ (OEWL) เปรียบเทียบกับไลโซไซม์

จากไข่ขาวของไข่ไก่ (HEWL) 
 

วิจารณ์และสรุปผลการวิจัย 
ในการทำบร ิ ส ุ ท ธ์ิ ไ ล โซ ไซ ม์จาก ไข ่ ข า วของ ไข่

นกกระจอกเทศในครั้งนี้เริ่มจากการตกตะกอนโปรตีนที่มีค่า pI 
เท่ากับ 4 และ 7 ด้วย pH 4 และ pH 7 ตามลำดับ ก่อนจะนำไป
แยกบริสุทธิ์ต่อด้วยเทคนิค column chromatography ซึ่งที่ค่า 
pH ทั้ง 2 ค่าดังกล่าวข้างต้น ไลโซไซม์จะไม่ตกตะกอนและยังคง
อยู ่ในส่วน supernatant เนื ่องจากไลโซไซม์ชนิด G มีค่า pI 
ประมาณ  9 (Callewaert and Michiels, 2010) จากผลการ
ทดลองดังรูปที่ 3 และตารางที่ 1 พบว่าการตกตะกอนด้วย pH 4 
สามารถกำจัดโปรตีนตัวอื่นที่อยู่ในไข่ขาวของนกกระจอกเทศ
ออกไปได้เพียงเล็กน้อย เช่นเดียวกับ pH 7 แต่การตกตะตอนด้วย 
pH 7 นั้นเป็นสิ่งจำเป็น เนื่องจากต้องนำตัวอย่างที่ได้จากการ
ตกตะกอนไปแยกบริส ุทธิ ์ต ่อด้วยเทคนิค cation-exchange 
chromatography ซึ ่งอาศ ัยการแลกเปล ี ่ยนประจ ุบวกของ
โปรตีนกับเรซิน โดยในสภาวะ pH 7 ไลโซไซม์ท่ีมีค่า pI ประมาณ 
9 จะแตกตัวให้ประจุสุทธิเป็นบวก และสามารถจับกับเรซินที่มี

ประจุลบได้ แล้วทำให้เกิดการแยกของโปรตีนได้โดยอาศัยการชะ
ด้วยเกลือโซเดียมคลอไรด์ ซึ ่งโปรตีนที ่แตกตัวเป็นประจุบวก 
ไดน้อยหรือไม่จับกับเรซิน (โปรตีนที่มีประจุลบ, acidic protein) 
ก็จะถูกชะออกมาจากคอลัมน์ก่อน ส่วนโปรตีนที่มีประจุบวก 
(basic protein) จะถูกชะออกมาทีหลังด้วยการแทนที่ของเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ โดยในการแยกบริสุทธิ ์ด้วย CM-Toyopearl 
650M cation-exchange chromatography ใช้อ ัตราการไหล
0.5 ml/min และทำการชะโปรตีนแบบ stepwise โดยใช้ความ
เข้มข้นของเกลือตั ้งแต่ 0.2-0.5 M NaCl ใน 0.05 M sodium 
phosphate buffer pH 7.0 ผลการทดลองพบว่า peak ของ
โปรตีนหลาย peak ที่ถูกชะออกมาตามความสามารถในการแตก
ตัวของประจุบวก (รูปท่ี 1) และเม่ือทำการตรวจสอบกิจกรรมการ
ทำงาน พบว่าเป็นไลโซไซม์เพียง peak เดียว ที่ถูกชะออกมาจาก
คอลัมน์ท่ีช่วงความเข้มข้นของเกลือ เท่ากับ 0.2-0.3 M NaCl 
และเน ื ่องจากการแยกบร ิส ุทธ ิ ์ด ้วยว ิธ ี cation-exchange 
chromatography นั้นสามารถกำจัดได้เพียงโปรตีนที่มีประจุลบ



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 48 เลม่ที่ 3 395 
 
เท่านั้น แต่โปรตีนที่มีประจุบวกรวมถึงไลโซไซม์นั้น จะไม่สามารถ
แยกออกจากกันได้ด้วยวิธีนี ้ ดังนั ้นเพื ่อเป็นการทำให้โปรตีน 
ไลโซไซม์มีความบริสุทธิ์มากข้ึน จึงได้ทำการเก็บเฉพาะfraction 
ที่มีกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ที่ดีที่สุดมาทำการแยกบริสุทธ์ิ
ต่อด้วย Sephadex G-75 gel filtration โดยใช้อัตราการไหล 
0.3 ml/min และทำการชะคอล ัมน ์  ด ้วย  0.05 M sodium 
phosphate buffer pH 7.0 เมื่อทำการตรวจสอบกิจกรรมการ
ทำงานของเอนไซม์ พบกิจกรรมการทำงานของไลโซไซม์จำนวน  
3 peak โดยไลโซไซม์ peak ที่ 1 จะมีกิจกรรมการทำงานต่ำเม่ือ
เทียบกับ peak ที่ 2 และ 3 ถึงแม้ว่า peak โปรตีนทั้ง 3 จะมี
ปริมาณการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 280 nm ท่ีสูงใกล้เคียงกัน
ก็ตาม (รูปที่ 2) ทั้งนี้อาจเนื่องจากไลโซไซม์ใน peak ที่ 1 มีการ
ปนเปื้อนจากโปรตีนชนิดอื่นจำนวนมาก จากนั้นจึงทำการเก็บ
รวมfraction ที่มีกิจกรรมการ ทำงานของไลโซไซม์และทำการ
ไดอะไลซิสเพื่อกำจัดเกลือ แล้วจึงเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีน 
จากนั้นทำการตรวจสอบความบริสุทธิ ์และหาน้ำหนักโมเลกุล 
ด้วยวิธี SDS-PAGE ซึ่งทั ้ง 3 peak พบแถบโปรตีนที่คาดว่าจะ
เป ็นไลโซไซม์ชน ิด G ที ่น ้ำหน ักโมเลก ุลประมาณ 21 kDa 
เนื่องจากมีน้ำหนักโมเลกุลใกล้เคียงกับไลโซไซม์ชนิด G ดังท่ีเคยมี
รายงานไว้ (Zhao et al., 2011, Thammasirirak et al., 2010; 
Callewaert and Michiels, 2010; Zhao et al., 2007) และ
จากผลการทำ refolding gel สามารถยืนยันได้ว่าเอนไซม์ที่ทำ
บริสุทธิ์ได้นั้นเป็นไลโซไซม์จริง โดยดูจากลักษณะโซนใสที่เกิดข้ึน 
ซึ่งหมายถึงมีการย่อยผนังเซลล์แบคทีเรียที่เป็นซับสเตรตของ 
ไลโซไซม์บริเวณที่มีน้ำหนักโมเลกุลอยู่ที่ประมาณ 21 kDa เม่ือ
นำไลไซไซม์ที่แยกบริสุทธิ์ได้ไปหาค่า pI ด้วยเทคนิค 2D-PAGE 
และวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
พบว่ามีจุดโปรตีนขนาดใหญ่ อยู่ที่ประมาณ 21 kDa และมีค่า pI 
ประมาณ 9.95 ซ่ึงค่า pI ท่ีได้มีค่าใกล้เคียงกับค่า pI ของไลโซไซม์
ชน ิด  G ท ี ่ ม ี รายงานไว ้  (Callewaert and Michiels, 2010; 
Thammasirirak et al., 2010) ส ่วนผลจากการศ ึกษา pH ท่ี
เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ พบว่าไลโซไซม์ท่ีแยกบริสุทธ์ิ
ได้จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ มี pH ที่เหมาะสมต่อการ
ทำงานของเอนไซม์ที่ pH 4 และ pH 7 ในขณะท่ีไลโซไซม์จาก 
ไข่ขาวของไข่ไก่ มี pH ที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซมอยู่
ในช่วง pH 6-7 ซึ่งการทีไลโซไซม์มีpHท่ีเหมาะสมต่อการทำงาน

ของเอนไซม์อยู่ 2 ค่าอาจเกิดจากความสามารถในการจับกันของ
เอนไซม์กับซับสเตรต ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับความสามารถในการแตก
ตัวของกรดอะมิโนที่อยู่บริเวณเร่งเอนไซม์ (Glu, Asp) ที่อาจเกิด
การแตกตัวได้ดีที่ค่า pH ต่างกัน (Thammasirirak et al., 2005) 
และผลจากการศึกษาอุณหภูมิที ่เหมาะสมในการทำลายเชื้อ
แบคทีเรียของไลโซไซม์จากไข่นกกระจอกเทศที่แยกบริสุทธ์ิได้ 
พบว่าอยู่ที่อุณหภูมิ 30 ºC แต่เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น พบว่ากิจกรรม
การทำงานของไลโซไซม์จะมีค่าต่ำลง ส่วนอุณหภูมิที่ส่งผลให้
เอนไซม์ไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่ไก่มีกิจกรรมการทำงานสูงสุด 
คือ ท่ีอุณหภูมิ 40 ºC และเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนก็พบว่าไลโซไซม์จาก
ไข่ขาวของไข่ไก่ม ีก ิจกรรมการทำงานลดต่ำลงเช่นเดียวกับ 
ไลโซไซม์จากไข่ขาวของนกกระจอกเทศ แต่อย่างไรก็ตามพบว่า 
ไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่ไก ่ม ีก ิจกรรมการทำงานสูงกว่า 
พบว่าไลโซไซม์จากไข่ขาวของไข่นกกระจอกเทศ ทั ้งนี ้อาจ
เนื ่องจากไลโซไซม์จากไข่ไก่นั ้นประกอบด้วยพันธะไดซัลไฟด์ 
(disulfide bond) มากกว่าไลโซไซม์จากไข ่นกกระจอกเทศ 
(Kawamura et al., 2008; Guez et al., 2002) จ ึงส ่งผลให ้ มี
โครงสร้างที่แข็งแรงมากกว่า และทำให้สามารถทนต่อความร้อน
ได้ดีกว่า 

จากผลการวิจ ัยนี ้สร ุปได้ว ่า สามารถแยกบริส ุทธิ์ 
ไลโซไซม์ชนิด G จากไข่ขาวของนกกระจอกเทศ ได้ โดยการ
ตกตะกอนโปรตีนชนิดอื่นออกด้วยคุณสมบัติของค่าไอโซอิเล็กท
ร ิกของโปรต ีน และนำมาแยกบร ิส ุทธ ิ ์ต ่อด ้วยว ิธี cation-
exchange chromatography ร่วมกับ gel filtration chroma-
tography โดยไลโซไซม์ที่ได้มีน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 21 kDa 
มีค่า specific activity เท่ากบั 60.23 unit/mg และมีค่ากิจกรรม
การทำงานของเอนไซม์เท่ากับ 1680.30 unit 
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คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์วิจัยโปรตีนและโปรติโอมิกส์

เพื่อการพาณิชย์และอุตสาหกรรม (ศปพ.) มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
ที่สนับสนุนทุนอุดหนุนการทำวิจัยในครั ้งนี ้ ขอขอบคุณสาขา
ชีวเคมี และศูนย์เครื่องมือกลาง คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
ขอนแก่น ในการให้ความอนุเคราะห์ห้องปฏิบัติการ อุปกรณ์และ
เครื่องมือในการดำเนินงานวิจัยจนคณะผู้วิจัยสามารถทำงานวิจัย
ได้สำเร็จลุล่วง 
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