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บทท่ี 3 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

 

3.1 ตัวอย่ำง 
 สละพันธุ์สุมำลีและพันธุ์เนินวง จำกพื นที่ต้ำบลบำงกะจะ อ้ำเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี 
 

3.2 เครื่องมือ 

1. เครื่องระเหยสุญญำกำศ (Rotary evaporation) (BÜCHI R-124) 

2. เครื่องวัด pH (pH mater) (Hana Hi, 9321) 

3. เครื่องชั่งสำรทศนิยม 2 ต้ำแหน่ง (2-decimal balance) (precisa 1620 C) 

4. เครื่องชั่งสำรทศนิยม 4 ต้ำแหน่ง (4-decimal balance) (Sartorius BP 210 S) 

5. เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (Microplate Reader) (Metertech, TA/WAN M965+ 

6. เครื่องกรองสุญญำกำศ (Vacuum Pump) 

7. เครื่องยูวี (UV-Vis spectrophotometer) (Genesys 10 Series) 

8. ไมโครปิเปต(micro pipette) (M965 Metertech, TA/WAN) 

9. อ่ำงควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) (MEMMERT) 

10. เครื่องเขย่ำสำร(Vortex Mixer) (SCIENCETIFIC INDUSTIES) 

11. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centifuge) 

12. เครื่องอิเลคโตรโฟรีซีส (Gel electrophoresis) 

13. หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ 20 W 

14. เครื่องกวนสำรพร้อมเตำให้ควำมร้อน (Hot plate and Magnatic Stirrer) 

3.3 อุปกรณ์และเครื่องแก้ว 

1. บีกเกอร์(beaker) 

2. กระบอกตวง (graduated cylinder) 

3. แท่งแก้วคนสำร (stirrer) 

4. ปิเปต(pipette) 
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5. หลอดหยดสำร (dropper) 

6. ช้อนตักสำร (spatula) 

7. กระดำษกรองเบอร์ 1 (Whatman NO.1) 

8. ขวดวัดปริมำตร (volumetric flask) 

9. จำน 96 หลุม (96-well microplates) 

10. หลอดทดลอง (test tube) 

11. หลอดหยดสำร (dropper) 

3.4 สำรเคมี 

 1.โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(Sodium dihydrogen phosphate, Na2HPO4), Analytical 
reagent grade,La Jota, Spain 
 2. ได โซ เดี ย ม ไฮ โด ร เจน ฟ อส เฟ ต  (Di-sodium hydrogen phosphate, NaH2PO4), 
Analytical reagent grade, Ajax chemical, Australia 
 3. เอนไซม์ไทโรซิเนส(Tyrosinasefrommushroom), Sigma alorich, China 
 4. สำรแอลโดปำ3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine(L-DOPA ), Sigma alorich, China 

5. กรดโคจิก  (5-Hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-pyran-4-one, kojic acid),Millipore 
Corporation, USA 
 6. เอทำนอล(Ethanol, C2H5OH), commercial grade, DENATURED 
 7.วิตำมินซี (Ascorbic acid, C6H8O6)ACS, Riedel-de Haen, China 
 8. 2, 2 ได ฟี นิ ล -1-ไพ คริล -ไฮด ำซิ ล (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) Sigma 
IIalorich, China 
 8. คลอโรฟอร์ม(trichloromethane, CH3Cl), AR Grade, FISHER SCIENTIFIC 
 9. ปิโตรเลียม อีเทอร์ (Petroleum ether), Analytical reagent grade, Merck, USA 
 10. กรดซัลฟิวริก (Sulfuric acid, H2SO4), AR Grade, Univar, Australia 
 11. กรดไฮโดรคลอริก(Hydrochloric acid, HCl), commercial grade, Zen point 
 12. โซ เดี ย มคลอ ไรด์ (SodiumChloride, NaCl), Analytical reagent grade, Univar, 
Australia 
 13. เฟอริกคลอไรด์(Ferric Chloride, FeCl3), AR Grade, RIEDEL- DE HAEN, China 
 14. เจลำติน (Gelatin), Food additive, Mcgarrett, Thailand 
 15. คอปเปอร์ซัลเฟต(Copper sulfate, CuSO4), AR Grade, Ajax chemical, Australia 
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 16. แอมโมเนีย (Ammonia, NH3), AR Grade,Ajax chemical, Australia 
17. ลวดแมกนีเซียม (Magnesium ribbon) 
18. Tris (hydroxymethyl) aminomethane บริษัท Pharmacia Biotech.  

 19. Hydrochloric acid บริษัทห้ำงหุ้นส่วนจ้ำกัด เคมีกิจ, AR grade 
 20. Ammonium Sulfate, Ar grade  
 21. Bovine serum albumin standard บริษัท Himedia Technology 
 23. Sodium carbonate บริษัทห้ำงหุ้นส่วนจ้ำกัด เคมีกิจ 
 24. Sodium hydroxide บริษัทห้ำงหุ้นส่วนจ้ำกัด เคมีกิจ 
 25. Copper sulfate Hydrate บริษัทห้ำงหุ้นส่วนจ้ำกัด เคมีกิจ 
 26. Sodium potassium tartrate บริษัท Ajax Finechem, Ar grade 
 27. Folin-ciocateau reagen บริษัท Fluka 
 28. Ethylene diamine tetraacetic acid บริษัท Ajax Chemicals, AR grade 
 29. Nitro blue Tetrazolium chloride บริษัท Alfa Aesar, Ar grade 
 30. Riboflavin, Ar grade 
 31. 30% Acrylamide/Bis-acrylamide บริษัท bio-rad laboratory 
 32. Bromophenol blue, Ar grade 
 33. Ammonium peroxydi-sulfate บริษัท Alfa Aesar 
 34. TEMED, Ar grade 
 35. Coomassie brinllient blue R-250, Ar grade 
 36. Bradford dye reagent บริษัท Alfa Aesar 
 37. Grycerine 
 38. Grycine บริษัท Ajax Finechem, Ar grade 
 39. Methanol บริษัทห้ำงหุ้นส่วนจ้ำกัด เคมีกิจ 

40. Acetic acide บริษัทห้ำงหุ้นส่วนจ้ำกัด เคมีกิจ 
 41. Hydrogen peroxide, Ar grade 
 43. Potassium Cyanide, Ar grade 
 44. Molecular weight marker 
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3.5 กำรเตรียมสำรสกัดเอทำนอลและกำรทดสอบฤทธิท์ำงชีวภำพ 

3.5.1 กำรเตรียมสำรสกัดเอทำนอล 

น้ำสละพันธุ์สุมำลีและพันธุ์เนินวงอย่ำงละ 2 กิโลกรัม มำก้ำจัดหนำมออกและแยกส่วน
เปลือก เนื อ และเมล็ดออกจำกกัน น้ำทั ง 3 ส่วนมำชั่งน ้ำหนักและจดบันทึกน ้ำหนัก น้ำส่วนเปลือกไป
ปั่นให้ละเอียดด้วยเครื่องปั่นน ้ำผลไม้ ส่วนของเมล็ดน้ำมำหั่นและปั่นให้ละเอียด ในส่วนของเนื อผล
สละน้ำมำบดให้ละเอียด ตัวอย่ำงทั ง 6 ตัวอย่ำงที่เตรียมไว้ข้ำงต้น น้ำมำสกัดด้วยเอทำนอล ร้อยละ 
95 โดยปริมำตร 1 ลิตร ในโหลแก้วปิดสนิท หมักทิ งไว้ 2-3 วัน กรองตัวอย่ำงด้วยผ้ำขำวบำงและ
กรองซ ้ำอีกครั งผ่ำนกระดำษกรอง what man เบอร์ 1 ด้วยเครื่องกรองสุญญำกำศลดควำมดันแล้ว
น้ำกำกที่เหลือน้ำมำหมักต่อด้วยเอทำนอลซ ้ำอีกครั ง น้ำสำรสกัดเอทำนอลที่ได้จำกกำรกรองครั งแรก
และครั งที่ 2 มำรวมกันแล้วน้ำไประเหยตัวท้ำละลำยออกด้วยเครื่องระเหยสุญญำกำศ จะได้เป็นสำร
สกัดหยำบทั งหมด 6 ชนิด ชั่งน ้ำหนักสำรสกัดทั ง 6 ชนิดและบันทึกน ้ำหนัก และค้ำนวณหำร้อยละ
ผลผลิต (% yield) 

3.5.2 กำรทดสอบพฤกษเคมีเบื้องต้น 

 1) อัลคำลอยด์ (Alkaloids) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม ละลำยด้วยสำรละลำยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น
ร้อยละ 2โดยปริมำตร 15 มิลลิลิตรน้ำไปอุ่น 2-3 นำที จำกนั นไปกรอง น้ำส่วนสำรละลำยมำทดสอบ
ด้วยน ้ำยำดรำเจนดอร์ฟ(Dragendorff’sreagrnt) หำกปรำกฏตะกอนสีส้มแสดงว่ำพบ อัลคำลอยด์ 
 2) แทนนิน (Tanins) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม ละลำยในน ้ำปริมำตร 5 มิลลิลิตรอุ่น 15 นำที ถ้ำ
ขุ่นให้หยด สำรละลำยโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมำตร 4-5 หยด จำกนั นน้ำไป
กรอง น้ำสำรละลำยที่ได้จำกกำรกรองมำทดสอบกับสำรละลำยเจลำตินเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อ
ปริมำตรหำกปรำกฏตะกอนสีขำวขุ่น แสดงว่ำพบ แทนนิน 
 3) สำรประกอบฟีนอลิก (Phenolic Compounds) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม ละลำยในน ้ำ
ปริมำตร 5 มิลลิลิตร  อุ่น 15 นำที ถ้ำขุ่นให้หยด สำรละลำยโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ10 โดย
มวลต่อปริมำตร4-5 หยดจำกนั นน้ำไปกรอง น้ำสำรละลำยที่ ได้จำกกำรกรองมำทดสอบกับ
สำรละลำยเฟอริกคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมำตร หำกปรำกฏสีเขียวปนด้ำหรือเขียวปน
น ้ำตำล แสดงว่ำพบ สำรประกอบฟีนอลิก 
 4) ฟลำโวนอยด์ (Flavonoids) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม ละลำยด้วยสำรละลำยเอทำนอลเข้มข้น
ร้อยละ 50โดยปริมำตร 3 มิลลิลิตร ใส่ลวดแมกนีเซียมขิ นเล็กๆ ลงไป 2-3 ชิ น จำกนั นน้ำไปต้ม และ
หยดกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น ถ้ำได้สำรละลำยสีเหลือง ส้ม หรือแดง แสดงว่ำพบ ฟลำโวนอยด์ 
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 5) ซำโปนิน(Saponins) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัมเติมน ้ำกลั่น 5 มิลลิลิตร น้ำไปต้มให้เดือด 
จำกนั นไปกรอง และน้ำสำรละลำยที่ได้จำกกำรกรองมำเติมน ้ำกลั น 2-3 มิลลิลิตร เขย่ำอย่ำงแรง หำก
มีฟองเกิดขึ น แสดงว่ำพบ ซำโปนิน 

6) เทอร์พีนอยด์ (Terpenoids) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัมสกัดด้วยปิโตรเลียมอีเทอร์ 2 ครั ง (3-5 
มิลลิลิตร) จำกนั นเติมคลอโรฟอร์มปริมำตร 2 มิลลิลิตร เขย่ำ ค่อยๆ เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น หำก
เกิดสีน ้ำตำลแดงระหว่ำงรอยต่อของสำรละลำย แสดงว่ำพบ เทอร์พีนอยด์ 

7) แอนทรำควิโนน (Anthraquinones) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม เติมสำรละลำยกรดซัลฟิวริก
เข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมำตร5 มิลลิลิตรน้ำไปอุ่น 5 นำที กรองแล้วปล่อยให้สำรลำยเย็นที่
อุณหภูมิห้อง สกัดด้วยคลอโรฟอร์ม จำกนั นเติมสำรละลำยแอมโมเนียเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมำตร 
2-3 หยดสังเกตสีชมพูแดงท่ีเกิดขึ น แสดงว่ำพบ แอนทรำควิโนน 

8) คำร์ดิแอกไกลโคไซด์  (Cardiac Glycosides) แบ่งกำรทดสอบออกเป็น 2 ส่วนตำม
โครงส้ำงพื นฐำนของ คำร์ดิแอกไกลโคไซด์คือส่วนสเตียรอยด์ (Steroids) และน ้ำตำลดีออกซี 
(Deoxy-Sugar) 

สเตียรอยด์ (Steroids) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัมสกัดสีออกด้วยสำรละลำยเอทำนอลเข้มข้นร้อย
ละ 80 โดยปริมำตร2-3 ครั ง ทดสอบ สเตียรอยด์ด้วยกำรทดสอบลีเบอร์แมน (Liebermann test) 
โดยกำรเติมกรดอะซิติก3 หยด และกรดซัลฟิวริกเข้มข้น3 หยด หำกปรำกฏสีน ้ำเงินหรือน ้ำเงินเขียว 
แสดงว่ำพบ สเตียรอยด์ 

น ้ำตำลดีออกซี (Deoxy-Sugar) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม สกัดสีออกด้วย สำรละลำยเอทำนอล
เข้มข้นร้อยละ 80 โดยปริมำตร2-3 ครั ง ทดสอบน ้ำตำลดีออกซีด้วยกำรทดสอบ เคลเลอร์-คีเลียนี
(Keller-Kiliani test) ซึ่งประกอบด้วยกรดอะซิติก1 มิลลิลิตร สำรละลำยเฟอริกคลอไรด์เข้มข้นร้อย
ละ 1 โดยมวลต่อปริมำตร1-2 หยด ผสมให้เข้ำกัน เอียงหลอดทดลอง ค่อยๆ รินกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
1 มิลลิลิตร ลงไปตำมผนังด้ำนในของหลอดทดลองให้เกิดกำรแยกชั น หำกปรำกฏวงแหวนสีน ้ำตำล
แดงตรงรอยต่อระหว่ำงสำรสกัดกับกรดซัลฟิวริกแสดงว่ำพบ น ้ำตำลดีออกซี 

9) อิริดอยด์ไกลโคไซด์ (IridoidGlycosides) ชั่งสำรสกัด 0.2 กรัม สกัดสีออกด้วยสำรละลำย
เอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 80 โดยปริมำตร 2-3 ครั ง เติมกรดอะซิติก 5 มิลลิลิตร จำกนั นเติม
สำรละลำยคอปเปอร์ซัลเฟตเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมำตร 1 มิลลิลิตรและเติมกรดไฮโดรคลอ
ริกเข้มข้น 0.5 มิลลิลิตร ถ้ำสำรละลำยกลำยเป็นสีน ้ำตำลหรือสีน ้ำเงิน แสดงว่ำพบอิริดอยด์ไกลโคไซด์ 

 
 
 
 



19 
 

3.5.3 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ 
 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH เทียบกับสำรละลำยมมำตรฐำนวิตำมินซี
โดยเริ่มต้นจำกกำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำงเพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ โดยแบ่งเป็นส่วน
เปลือก เมล็ด และเนื อ โดยชั่งสำรสกัดหยำบของสละชนิดละ 0.040 กรัม ละลำยด้วยเอทำนอล
เข้มข้นร้อยละ 95  โดยปริมำตร ปรับปริมำตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วยน ้ำกลั่นจะเป็นสำรละลำยเข้มข้น 
4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จำกนั นน้ำมำเจือจำงด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 95  โดยปริมำตรซึ่งสำรสกัด
หยำบจำกเปลือกสละทั งสองพันธุ์เจือจำงให้ได้ควำมเข้มข้น 0.003125, 0.00625, 0.0125, 0.025, 
0.05มิลลิกรัม/มิลลิลิตรส่วนสำรสกัดหยำบจำกเมล็ดสละทั งสองพันธุ์เจือจำงให้ได้ควำมเข้มข้น 0.025, 
0.05, 0.1, 0.2, 0.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรและสำรสกัดหยำบจำกเนื อสละทั งสองพันธุ์เจือจำงให้ได้ควำม
เข้มข้น 0.25, 0.5, 1, 2, 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส้ำหรับกำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนวิตำมินซีเพ่ือ
ทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ท้ำโดยชั่งสำร 0.001 กรัม ละลำยด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 95  โดย
ปริมำตร ปรับปริมำตรเป็น10 มิลลิลิตรด้วยน ้ำกลั่นจะเป็นสำรละลำยเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
น้ำมำเจือจำงด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 95  โดยปริมำตร ให้ได้ควำมเข้มข้น  0.0003125, 
0.000625, 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จำกนั นน้ำสำรละลำยตัวอย่ำงหรือ
สำรละลำยมำตรฐำนที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลอง จำกนั นเติม
สำรละลำย DPPH เข้มข้น 0.15 มิลลิโมลำร์ ที่ละลำยอยู่ใน Ethanol ควำมเข้มข้นร้อยละ 95 
ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมสำรละลำยให้เข้ำกันด้วยเครื่องผสมสำรละลำย (Vortex Mixer) จำกนั น
วำงทิ งไว้ที่อุณหภูมห้องโดยวำงทิ งไว้ในที่มืดเป็นเวลำ 30 นำที น้ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำว
คลื่น 517 นำโนเมตร โดยใช้เครื่องยูวี (UV-Vis spectrophotometer) ค้ำนวณหำร้อยละกำรต้ำน
อนุมูลอิสระ จำกสูตรค้ำนวณดังนี  
   ร้อยละกำรต้ำนอนุมูลอิสระ = [(A-B) – (C-D)] / (A-B) x 100 

  โดย  A คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรละลำย DPPH ( control ) 
   B คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของเอทำนอล (blank of control) 
         C คือ ค่ำกำรดูดกลืนของสำรละลำยตัวอย่ำงผสม DPPH (test sample) 
        D คือ ค่ำกำรดูดกลืนของสำรละลำยตัวอย่ำง (blank of sample) 

กำรหำค่ำ IC50 (ค่ำควำมเข้มข้นที่ยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 50) ใช้โปรแกรม Excel 
สร้ำงกรำฟเส้นตรงระหว่ำงค่ำควำมเข้มข้นของสำรตัวอย่ำง (แกน x) กับ ร้อยละของกำรต้ำนอนุมูล
อิสระ (แกน y) ค้ำนวณโดยแทนค่ำ y = 50 ลงในสมกำรกรำฟเส้นตรง จะหำได้ค่ำ x จะเป็นค่ำ IC50 
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3.5.4 กำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส 
กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยใช้วิธี dopachrome method เทียบกับ

สำรละลำยมำตรฐำนกรดโคจิก (Kojic acid) โดยเริ่มต้นจำกกำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำงเพ่ือ
ทดสอบฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยแบ่งเป็นส่วนเปลือก เมล็ด และเนื อ ชั่งสำรสกัดหยำบของ
สละชนิดละ 0.020 กรัม ละลำยด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตรเขย่ำ 30 นำที เพ่ือช่วย
กำรละลำย ปรับปริมำตรเป็น10 มิลลิลิตรด้วยน ้ำกลั่นจะได้สำรละลำยเข้มข้น 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
น้ำมำเจือจำงด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตรให้ได้ควำมเข้มข้น0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 
1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส้ำหรับกำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนกรดโคจิกเพ่ือทดสอบฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์
ไทโรซิเนส ท้ำโดยชั่งกรดโคจิก 0.010 กรัม ละลำยด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตรเขย่ำ
30 นำที เพ่ือช่วยกำรละลำย ปรับปริมำตรเป็น10 มิลลิลิตร ด้วยน ้ำกลั่น จะเป็นสำรละลำยเข้มข้น 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จำกนั นน้ำมำเจือจำงด้วยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ20 โดยปริมำตร ให้ได้ควำม
เข้มข้น 0.00125, 0.0025, 0.005, 0.0075, 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ส้ำรับกำรทดสอบฤทธิ์ยับยั งไท
โรซิเนส น้ำสำรละลำยตัวอย่ำงควำมเข้มข้นต่ำงๆมำทดสอบฤทธิ์ยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนส เทียบกับ
สำรละลำยมำตรฐำนกรดโคจิกโดยเติมลงในจำน 96 หลุมโดยมีรำยละเอียดดังนี  โดยเติมสำรละลำย 
A, B, C และ D แยกกันลงใน 96-well microplates (ท้ำกำรทดลองซ ำ้3 ครั ง) ดังนี  

A  :ชุดควบคุม ( control ) 
- สำรละลำยเอนไซม์ไทโรซิเนส      50  ไมโครลิตร  
-โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น0.02 โมลำร์ (pH 6.8)    150  ไมโครลิตร 
-สำรละลำยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตร   50  ไมโครลิตร 

B  :แบลงค์ของชุดควบคุม ( blank of A ) 
- โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น0.02 โมลำร์ (pH 6.8)    150  ไมโครลิตร 
-สำรละลำยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตร   50  ไมโครลิตร 

C  :ชุดทดสอบ (test sample) 
- สำรละลำยเอนไซม์ไทโรซิเนส      50  ไมโครลิตร  
- โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น0.02 โมลำร์ (pH 6.8)    150  ไมโครลิตร  
- สำรละลำยตัวอย่ำงในสำรละลำยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตร 50  ไมโครลิตร 

D  :แบลงค์ของชุดทดสอบ ( blank of C ) 
- โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น0.02 โมลำร์ (pH 6.8)    150  ไมโครลิตร  
- สำรละลำยตัวอย่ำงในสำรละลำยเอทำนอลเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมำตร 50  ไมโครลิตร 

 จำกนั นเขย่ำให้สำรละลำยผสมกันดี แล้วบ่มที่อุณหภุมิ 25 องศำเซลเซียส 10 นำที จำกนั น
เติมสำรละลำย L-DOPA (3.2 มิลลิโมลำร์) 50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม เขย่ำให้เข้ำกัน แล้ววัดกำร
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ดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์(Microplate Reader)
จำกนั นบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส 3นำที แล้ววัดค่ำกำรดูดกลืนแสงอีกครั งที่ควำมยำวคลื่นเดิมc
น้ำค่ำที่วัดได้ไปค้ำนวนหำร้อยละกำรยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนสตำมสูตรดังนี  

  ร้อยละของกำรยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนส = [(A-B) – (C-D)] / (A-B) x 100 
 โดย A, B C และ D คือ ผลต่ำงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 492 นำโนเมตร ระหว่ำง
ค่ำที่วัดได้ก่อนกำรบ่ม (A0) และหลังบ่มแล้ว 3นำที (A3) (A3min – A0 min) ส้ำหรับกำรหำค่ำ IC50 
(ค่ำควำมเข้มข้นที่ยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ร้อยละ 50) ใช้โปรแกรม Excel สร้ำงกรำฟเส้นตรง
ระหว่ำงค่ำควำมเข้มข้นของสำรตัวอย่ำง (แกนx) กับ ร้อยละของกำรยับยั งเอนไซม์ไทโรซิเนส (แกนy) 
ค้ำนวณโดยแทนค่ำ y = 50 ลงในสมกำรกรำฟเส้นตรง จะหำได้ค่ำ x จะเป็นค่ำ IC50 

3.6 กำรเตรียมสำรสกัดหยำบโปรตีนจำกสละและทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

3.6.1 กำรเตรียมสำรสกัดหยำบโปรตีนจำกสละ 

 น้ำตัวอย่ำงสละมำแยกส่วน เปลือก เนื อ เมล็ด น้ำทั ง 3 ส่วน มำหั่นให้ละเอียด น้ำมำชั่ง
น ้ำหนักอย่ำงละ 500 กรัม ด้วยเครื่องชั่ง 2 ต้ำแหน่ง จำกนั นน้ำตัวอย่ำงมำปั่นรวมกับสำรละลำย
บัฟเฟอร์ Tris-HCl pH 7.4 เข้มข้น 0.02 M ด้วยเครื่องปั่นให้ละเอียด จำกนั นท้ำกำรบ่มเป็นเวลำ 24 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง กรองแยกกำกด้วยผ้ำขำวบำง น้ำสำรละลำยส่วนใส มำหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่อง
หมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลำ 15 นำที ส่วนใสที่ได้จำกกำรหมุนเหวี่ยงน้ำมำ
เติมแอมโมเนียมซัลเฟต เพ่ือตกตะกอนโปรตีน เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เมื่อครบก้ำหนดเวลำ น้ำมำหมุน
เหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงอีกครั ง จะได้ส่วนที่เป็นตะกอนโปรตีน น้ำสำรสกัดหยำบโปรตีนมำ
ไดอะไลซิสในบัฟเฟอร์ บัฟเฟอร์ Tris-HCl pH 7.4 เข้มข้น 0.02 M เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง เพ่ือก้ำจัด
เกลือแอมโนเนียมซัลเฟต สำรสกัดโปรตีนหลังกำรไดอะไลซีสน้ำมำหำควำมเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้
วิธี Bradford assay โดยเริ่มต้นจำกกำรเตรียมสำรละลำยโปรตีนมำตรฐำนเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ชั่งสำรโปรตีนโบวินซีรั่มอัลบูมิน(BSA) น ้ำหนัก 0.0025 กรัมละลำยในน ้ำกลั่นแล้วปรับ
ปริมำตรให้ครบ 50 มิลลิลิตรโดยใช้ขวดปรับปริมำตร แล้วน้ำมำเจือจำงด้วยน ้ำกลั่นให้ได้สำรละลำย
มำตรฐำนเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล้ำดับ  จำกนั นน้ำ
สำรละลำยโปรตีนมำสร้ำงกรำฟมำตรฐำนควำมเข้มข้นของโปรตีนโดยปิเปตสำรละลำยโปรตีน
มำตรฐำน เข้มข้น 0, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล้ำดับ น้ำมำอย่ำงละ    
1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง หลอดที่ควำมเข้มข้น 0 เป็น Blank ท้ำเพียงหลอดเดียว จำกนั นเติม
สำรละลำย Bradford dye reagent ปริมำตร 2 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอดทดลอง ผสมกันด้วย
เครื่องเขย่ำสำร ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 2 นำท ีน้ำมำวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ควำมยำวคลื่น 595 นำโนเมตร น้ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้ไปสร้ำงกรำฟ
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มำตรฐำนระหว่ำงควำมเข้มข้นของสำรละลำยโปรตีนกับค่ำกำรดูดกลืนแสง โดยให้แกน X เป็น
ปริมำณของ BSA (ไมโครกรัม) และแกน Y เป็นค่ำกำรดูดกลืนแสงที่วัดได้ที่ควำมยำวคลื่น 595 นำโน
เมตร ส้ำหรับกำรวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนในตัวอย่ำงท้ำโดยน้ำตัวอย่ำงปริมำตร 1 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลองที่มีสำรละลำย Bradford dye reagent ปริมำตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันด้วยเครื่อง
ผสม 2-3 วินำที วำงไว้ที่อุณหภูมิห้องนำน 2 นำที น้ำมำวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ควำมยำวคลื่น 595 นำโนเมตร น้ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้ไปเปรียบเทียบ
หำระดับควำมเข้มข้นของโปรตีนจำกกรำฟมำตรฐำน ส้ำหรับกำรวิเครำะห์มวลโมเลกุลของโปรตีนใน
เบื องต้นของสำรสกัดหยำบ ท้ำโดยเตรียมเจลส้ำหรับรันอิเล็กโตรโฟรีซีสตำมตำรำงที่ 1 จำกนั นน้ำสำร
สกัดจำกเมล็ดสละผสมกับ Sample buffer (0.3125 M Tris, 10% SDS , 50% glycerol, 0.05% 
bromphenol blue, 2-Mercaptoethanol) ไปต้มที่ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที ท้ำกำร
แยกวิเครำะห์ด้วยกระแสไฟฟ้ำโดยตั งกระแสไฟฟ้ำ 40 มิลลิแอมป์ และ Running Buffer เป็นเวลำ 1 
ชั่วโมง หรือจนสีของโปรตีนวิ่งจนเหลือประมำณ 1 เซนติเมตร น้ำเจลย้อมด้วยสี Coomassie blue 
R-250 
 
ตำรำงท่ี 3.1 กำรเตรียมสำรเคมีส้ำหรับระบบที่ท้ำให้โปรตีนเสียสภำพ 
 

สำรเคมี 
ปริมำณสำรเคมีส่วนบนขนำด 

12 %  
ปริมำณสำรเคมีส่วนบนขนำด 

4.0 % 
30% Acrylamide/Bis 4.0 mL 0.05 mL 

10% SDS 0.1 mL 0.1 mL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 mL - 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) - 2.5 mL 

Water 3.35 mL 6.1 mL 

TEMED 0.005 mL 0.01 mL 

10% Ammonium 
persulfate 

0.05 mL 0.05 L 
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3.6.2 ตรวจสอบหำกิจกรรมกำรท ำงำนของเอนไซม์ซูปเปร์ออกไซม์ดิสมิวเทส (SOD) โดยใช้

เครื่องเทคนิคกำรเกิดสีในหลอดทดลอง 

น้ำตัวอย่ำงของแต่ละส่วนอย่ำงละ 0.1 มิลลิลิตร และหลอดที่ไม่ผสมตัวอย่ำงให้เป็น Blank 
ท้ำเพียงหลอดเดียว ใส่ในหลอดทดลอง เติมสำรละลำย 67 mMphostphat buffer (pH 7.8) 
ปริมำตร 2.75 มิลลิลิตร 0.01 M EDTAและ1.5 mM NBT ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ตั งทิ งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที น้ำ 1.2 mM riboflavin ปริมำตร 0.05 mL ผสมกันด้วยเครื่องเขย่ำ
สำร ท้ำซ ้ำกัน 2 ชุด ชุดที่ 1 น้ำไปไว้ในที่มืด และชุดที่ 2 น้ำไปวำงไว้ในที่มีแสงจำกหลอดไฟฟลูออเรส
เซนต์20 วัตต์ในกล่องที่ปิดมิดชิด เป็นเวลำ 15 นำที น้ำมำวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ควำมยำวคลื่น 560 นำโนเมตร หำเปอร์เซ็นต์กำรยับยั งที่ 50% ของ
กิจกรรมกำรท้ำงำนของ SOD จำกสูตร  

% inhibition = [(A-B) – (C-D)] / (A-B) x 100 
โดยที่  A คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Control Blank 

B คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ control  
          C คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Sample Blank 

D คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงของ Sample 
กำรทดสอบเสถียรภำพทนควำมร้อน น้ำสำรสกัดจำกเมล็ดสละควำมเข้มข้น 0.05 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร น้ำมำบ่มที่อุณหภูมิ 80, 90, 100 องศำเซลเซียส ที่อุหภูมิห้อง ที่
อุณหภูมิที่ 80 องศำเซลเซียส น้ำมำบ่มเป็นเวลำ 30 นำที และตั งทิ งไว้ 24 ชั่วโมง รวมทั งหมด 6 
หลอดทดลอง   

 
3.6.3 ตรวจสอบหำกิจกรรมกำรท ำงำนของ SOD โดยใชวิ้ธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

ท้ำกำรเตรียมเจลส้ำหรับกำรรันอิเล็กโตรโฟรีซีสเริ่มต้นจำกกำรปิเปตสำรละลำยส่วนล่ำงตำม
ตำรำงที่ 2 โดยน้ำ 3% Acrylamide/Bis, 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) และน ้ำตำมอัตรำส่วนดังตำรำง
ลงในบีกเกอร์ น้ำมำกวนด้วยเครื่องกวนแบบแม่เหล็กแล้วเติม TEMED และ10% Ammonium 
persulfats ลงไปกวน จำกนั นน้ำมำใส่ลงแผ่นกระจกซึ่งให้เหลือจำกขอบบน 1 เซนติเมตร จำกนั น
เติมน ้ำกลั่นให้เต็มแล้วตั งทิ งไว้ 30 นำที เมื่อครบเวลำเทน ้ำกลั่นออก แล้วปิเปตสำรละลำยส่วนบน
ตำมตำรำงโดยน้ำ 3% Acrylamide/Bis, 1.5 M Tris-HCl (pH 6.8) และน ้ำตำมอัตรำส่วนดังตำรำง
ลงในบีกเกอร์ น้ำมำกวนด้วยเครื่องกวนแบบแม่เหล็กแล้วเติม TEMED และ10% Ammonium 
persulfatsลงไปกวนต่อประมำณ 30 วินำที จำกนั นน้ำมำใส่ในกระจกให้เต็ม แล้วท้ำกำรน้ำหวีมำปิด
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ไว้ ทิ งไว้ประมำณ 30 นำที เมื่อครบก้ำหนดเวลำแล้วจึงน้ำหวี แล้วท้ำกำรเก็บเจลเพ่ือเก็บไว้ในกำร
ทดสอบ 
 
ตำรำงท่ี 3.2 กำรเตรียมสำรเคมีส้ำหรับระบบที่ท้ำให้โปรตีนไม่เสียสภำพ 
 

สำรเคมี 
ปริมำตรสำรเคมีส่วนบนขนำด 

12.5% 
ปริมำตรสำรเคมีส่วนบนขนำด 

4.5% 
30% Acrylamide/Bis 7.5 mL 0.9 mL 
1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 4.5 mL - 
0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) - 1.5 mL 
Water 6 mL 3.6 mL 
TEMED 0.01 mL 0.01 mL 
10% Ammonium 
persulfats 

0.08 mL 0.02 mL 

 
 จำกนั นน้ำสำรตัวอย่ำง 0.01 มิลลิลิตร ผสมกับมำร์คเกอร์เขย่ำด้วยเครื่องเขย่ำสำร จำกนั น
น้ำมำใส่ลงในแต่ช่องส่วนบนของเจลที่เตรียมไว้ ท้ำกำรแยกวิเครำะห์ด้วยกระแสไฟฟ้ำโดยตั ง
กระแสไฟฟ้ำ 40 มิลลิแอมป์ และ Running Buffer เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง หรือจนสีของโปรตีนบอก
ขนำดวิ่งจนเหลือประมำณ 1 เซนติเมตร จำกนั นน้ำมำย้อมสีเจลดังต่อไปนี  

1) ส้ำหรับเจลที่ย้อมสี  Coomassie Brinllient blue R-25 โดยน้ำเจลที่ รันได้มำแช่ใน

สำรละลำย เป็นเวลำ 1 ชั่วโมงจำกนั นน้ำมำแช่ CBB Destaining Solution เป็นเวลำอีก 30 นำที 

2) ส้ำหรับเจลที่ย้อมกิจกรรมเอนไซม์ซูปเปอร์ออกไซด์ ดิสมิวเทส โดยน้ำเจลที่รันมำแช่ 

riboflavin-NBT (5 mg riboflavin, 12.5 mg NBT) เป็นเวลำ 15 นำที ในที่มืด เมื่อครบเวลำก้ำหนด

เปลี่ยนเป็นร้อยล่ะ 0.1 TEMED เป็นเวลำ 15 นำที ในที่มืด จำกนั นน้ำไปวำงไว้ในที่มีแสงจำกหลอดไฟ

ฟลูออเรสเซนต์ 20 W ในกล่องที่ปิดมิดชิดเป็นเวลำอีก 15 นำที เมื่อครบเวลำเจลใสจะเปลี่ยนเป็นสี

ม่วงและมีแถบสีขำว 

3) ส้ำหรับเจลที่ย้อม Hydrogen peroxide โดยน้ำเจลที่รันมำแช่ 8 mM H2O2 เป็นเวลำ 

30 นำที จำกนั นเปลี่ยนไปเป็น riboflavin-NBT (5 mg riboflavin, 12.5 mg NBT) เป็นเวลำ 15 

นำที ในที่มืด เมื่อครบก้ำหนดเวลำเวลำเปลี่ยนเป็นร้อยล่ะ 0.1 TEMED เป็นเวลอีก 15 นำที ในที่มืด 
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จำกนั นน้ำไปวำงไว้ในที่มีแสงจำกหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ 20 วัตต์ในกล่องที่ปิดมิดชิดเป็นเวลำอีก 15 

นำที เมื่อครบเวลำเจลใสจะเปลี่ยนเป็นสีม่วงและมีแถบสีขำว 

4) ส้ำหรับเจลที่ย้อม Potassium Cyanide โดยน้ำเจลที่รันมำแช่ (0.0026 g, riboflavin-

NBT 5 mL) เป็นเวลำ 30 นำที จำกนั นเปลี่ยนไปเป็น riboflavin-NBT (5 mg riboflavin, 12.5 mg 

NBT) เป็นเวลำ 15 นำที ในที่มืด เมื่อครบก้ำหนดเวลำเปลี่ยนเป็นร้อยล่ะ 0.1 TEMED เป็นเวลำ 15 

นำที ในที่มืด จำกนั นน้ำไปวำงไว้ในที่มีแสงจำกหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์20 วัตต์ในกล่องที่ปิดมิดชิด 

เป็นเวลำอีก 15 นำที เมื่อครบเวลำเจลใสจะเปลี่ยนเป็นสีม่วงและมีแถบสีขำว 

 ส้ำหรับกำรทดสอบเสถียรภำพทนควำมร้อนทดโดยน้ำสำรสกัดตัวอย่ำงจำกเมล็ดสละ
ปริมำตร 15 ไมโครกรัม มำผสมกับมำร์คเกอร์น้ำไปต้มที่อุณหภูมิที่  30 40 50 60 70 80 90 100 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที เมื่อครบเวลำน้ำมำแช่ในอ่ำงน ้ำเย็น แล้วท้ำกำรแยกวิเครำะห์ด้วย
กระแสไฟฟ้ำโดยตั งกระแสไฟฟ้ำ 40มิลลิแอมป์ และRunning Buffer เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง หรือจนสี
ของโปรตีนวิ่งจนเหลือประมำณ 1 เซนติเมตร จำกนั นย้อมสี Coomassiebrinllient blue R-250 
และย้อมกิจกรรมเอนไซม์ซูปเปอร์ออกไซด์ ดิสมิวเทส 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


