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บทคัดยอ 

 
งานวิจัยน้ีไดทําการสกัดโปรตีนจากใบกระถินดวยเอนไซมอัลคาเลส โดยศึกษาระยะเวลาในการยอยและความเขมขน

ที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส โดยใชความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) ยอยที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส ที่ pH 8.0 เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที จากน้ันนําสารละลายมาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี 
Lowry พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) ในสัดสวนเอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 
0.00175 (%v/w) ที่เวลา 90 นาที มีปริมาณโปรตีนสูงสุด 249.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากน้ันศึกษาการสกัดโปรตีนโดยวิธีทาง
กายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส เปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 1) สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซม              
อัลคาเลส 2) สกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส และ 3) สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส พบวา การสกัด
โปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน พบปริมาณ
โปรตีนมากที่สุด 481.82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 
275.29 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากน้ันวิเคราะหหาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay พบวา มีคา 
IC50 (คาความเขมขนของโปรตีนสกัดจากกระถินที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระไดที่รอยละ 50) เทากับ 1,850 มิลลิกรัมตอลิตร  
เทียบกับสารมาตรฐาน BHA (Butylatedhydroxyanisole) มีคา IC50 เทากับ 90 mg/L  
 

คําสําคัญ: กระถิน, โปรตีนไฮโดรไลเซท, อัลคาเลส, โปรตีน, สารตานอนุมูลอิสระ 
 

Abstract 
 

In this study, the extraction of protein from the Leucaena leucocephala leaves by alcalase 
enzyme was studied. The concentration of enzyme was varied between 0.3, 0.5, 0.7 and 0.9 (%v/v) at 60 ºC 
and pH 8.0 for 90, 120, 150 and 180 mins. The extracted solution was analyzed   to obtain protein content by 
Lowry method. The maximum protein content was 249.55 µg/mL by using 0.7 (%v/v) alcalase enzyme for 
90 min. The results were also compared with 1) Using heat with alcalase enzyme 2) Using base with 
alcalase enzyme and 3) Using alcalase enzyme only. It can be observed from the results that using base 
with alcalase enzyme is the most efficient in extracting protein from the Leucaena leucocephala leaves 
with the extracted protein content equaling 481.82 µg/mL. Using heat with alcalase enzyme gave the 
protein content only 275.29 µg/mL. In addition, the antioxidant activity of hydrolysate protein was 
investigated by using DPPH radical scavenging assay and IC50 was measured and compared to BHA 
(Butylatedhydroxyanisole) (standard substance). The results showed that IC50 of hydrolysate protein and 
BHA was 1,850 and 90 mg/L, respectively.  
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บทนํา 
 

กระถินเปนพืชริมรั้วขึ้นงายตายยากตัดแลวก็แตกขึ้นมาไดอีก กระถินมีประโยชนตั้งแตยอด ฝก ตน ตลอดไปจนถึงราก 
ขอมูลทางเภสัชวิทยาสารสกัดจากใบกระถินฉีดเขาหลอดโลหิตสุนัขทําใหความดันโลหิตลดลง อัตราการเตนของหัวใจชาลง 
กระตุนการหายใจ ฤทธ์ิลดความดันโลหิตชาวชนบทนิยมปลูกกันเปนแนวรั้วบาน ใบกระถินอุดมดวยธาตุไนโตรเจนและเกลือ
โพแทสเซียม นํามาหมักเปนปุยได ใบ ยอด ฝกและเมล็ดออนใชเปนอาหารของ วัว ควาย แพะ แกะ ฯลฯ (นฤมล มงคลชัยภักดิ์, 
ม.ป.ป.) ซ่ึงในใบกระถินมีแคลเซียมสูงถึงรอยละ 27 ฟอสฟอรัสรอยละ 0.17 และมีปริมาณโปรตีนรอยละ 21  

โปรตีนคือโครงสรางพื้นฐานที่สําคัญที่สรางเซลลแตละเซลลขึ้นมา รางกายเราจะมีการผลัดเซลลเกาและสรางเซลลใหม
ขึ้นมาทดแทนเพื่อซอมแซมตัวเองอยูตลอดเวลา โปรตีนจึงเปนสารอาหารที่จําเปนตอรางกายซ่ึงโปรตีนเปนสารอาหารที่ควรให
ความสําคัญเปนอันดับแรก เพราะรอยละ  80 ของรางกายลวนแตประกอบดวยโปรตีน ดังน้ันหากรางกายเราขาดโปรตีนแลวจะ
กอใหเกิดผลเสียตอรางกาย ในแงโภชนาการ โปรตีนเปนสารอาหารที่ใหพลังงาน โปรตีนเปนสวนประกอบของรางกายที่มีปริมาณ
มากเปนอันดับสองรองจากนํ้า โดยเปนสวนประกอบพื้นฐานของส่ิงมีชีวิตเชน เอนไซม และฮอรโมน เปนตน ซ่ึงจําเปนตอการทํางาน 
และการดํารงชีวิต มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตและการเสริมสรางเน้ือเยื่อสวนที่สึกหรอของคนและสัตว ผูวิจัยจึงมีแนวคิด
ในการศึกษาวิจัยแหลงโปรตีนจากพืชที่มีในทองถิ่นซ่ึงกระถินเปนพืชทองถิ่นที่มีโปรตีนเปนองคประกอบ โดยมีจุดประสงคเพื่อ
ศึกษาสภาวะในการผลิตเปนโปรตีนไฮโดรไลเซทโดยใชเอนไซมอัลคาเลส ทําการวิเคราะหโปรตีนโดยวิธี Lowry และตรวจสอบ
ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging assay) จากสารสกัดโปรตีนจากกระถินวามีฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระ              
อยูปริมาณเทาไร ซ่ึงผลการวิจัยน้ีจะเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อที่จะสามารถนําพืชที่ไมคอยไดรับความนิยมในการบริโภคมาเพิ่ม
มูลคา และผลิตเปนอาหารเสริมที่ชวยเพิ่มโปรตีนตอไปในอนาคต (ฐิฏิพร ชูศรี, 2555) 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
  

1. เพื่อศึกษาการสกัดโปรตีนจากใบกระถินโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 
2. เพื่อศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโปรตีนที่สกัดได 

 
วิธีการวิจัย 
  

การวิจัยครั้งน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง (experimental research) 
 

1.  ตัวแปรที่ทําการศึกษา 
ตัวแปรตน: เอนไซมอัลคาเลส  
ตัวแปรตาม: ปริมาณโปรตีน และฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ 
 

2.  กลุมตัวอยาง ไดแก ใบกระถินที่มีในทองถิ่น 
 

3. อุปกรณและเคร่ืองมือที่ใชในการวิจัย ประกอบดวย 
3.1 ตูอบ (oven) 
3.2  ตูบมเช้ือ (incubator) 
3.3  เครื่องเขยาสาร (vortex mixer) 
3.4  เครื่องกวนสาร (magnetic stirrer) 
3.5  เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 
3.6  เครื่องช่ังละเอียด 4 ตําแหนง (analytical balance) 
3.7  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
3.8 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
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4.  สถิติที่ใชในการวิเคราะหขอมูล ไดแก คาเฉล่ีย (mean;  )  รอยละ (percentage) และสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (S.D.) 

 

5. วิธีดําเนินการวิจัย มีขั้นตอนดังน้ี 
5.1 การเตรียมวัตถุดิบ 
นําใบกระถินมาลางใหสะอาด เก็บเฉพาะใบของกระถินออกมา นํามาหั่นเปนช้ินเล็ก ผ่ึงแดดและอบใหแหง                  

ที่อุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส แลวบดใหละเอียด ช่ังนํ้าหนักที่แนนอน  
 

5.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม (ดัดแปลงจากวิธีของ Wang & Hesseltine, 1965) 
เติมสารละลาย 1% เคซีน ลงในหลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร อุนที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากน้ันนํา

เอนไซมอัลคาเลส (เจือจาง 1,000 เทาดวยนํ้ากล่ัน) 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองขางตน ผสมและบมนาน 10 นาที หยุด
ปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติมสารละลาย 5% TCA 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที กรองตะกอน
โปรตีน นําสารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีสารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ความเขมขน 0.4              
โมลาร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมสารละลาย Folin-Ciocalteau reagent ความเขมขน 1 นอรมัล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร สําหรับหลอดควบคุมวิธีการ
เชนเดียวกัน แตเติมสารละลาย 5% TCA 3 มิลลิลิตร ลงไปในเอนไซมอัลคาเลส 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที จึงเติมสารละลาย 
1% เคซีน ลงไป 1 มิลลิลิตร 

คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส จากสูตร  
 

Units/mL คือ 
 

ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (µg/mL)  คาความเจือจาง  ปริมาตรทั้งหมด (5 mL) 

นํ้าหนักโมเลกุลกรดอะมิโนไทโรซีน (181.19 g/mole)  เวลา (10 min)  ปริมาตรเอนไซมที่ใสลงไป (1 mL) 
 

5.3 การศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม แชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่ pH 10 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ัน

ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร เติมสารละลายเอนไซมความเขมขนรอยละ 
0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) 1 มิลลิลิตร คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00075, 
0.00125, 0.00175 และ 0.00225 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที 
เขยาตัวอยางเปนระยะ เม่ือครบกําหนดเวลาใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซม
แลวทิ้งไวใหเย็น นําไปหมุนเหว่ียงแยกตะกอน 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที เก็บสวนใส               
ไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

 

5.4 การสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส เปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 
5.4.1 สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 

  1)  นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน นํามาใหความรอนใน
ตูอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร 
  2)  เติมสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 0.7 (%v/v) ลงไป 1 มิลลิลิตร คํานวณใหมี
เอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที 
โดยทําการเขยาตัวอยางเปนระยะ 
  3) นําไปใหความรอนเพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที หลังจากน้ันตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
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  4)  นําไปหมุนเหว่ียงแยกตะกอนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา เซลเซียส 
เปนเวลา 4 นาที เก็บสวนของเหลวดานบนไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

5.4.2 สกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 
  1)  นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน นํามาปรับ pH ใหได 10 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 20 ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
  2)  นํามาปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
จากน้ันทําการยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลส (ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ (2)-(4) ในขอ 4.1) 

5.4.3 สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 
นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน นํามาปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร จากน้ันทําการยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลส (ปฏิบัติเชนเดียวกับ    
ขอ 2) - 4) ในขอ 5.4.1) 
 

5.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (ดัดแปลงจาก Lowry et al., 1951) 
ปเปตสารละลายโปรตีนที่ไดจากการสกัดมา 1.0 ไมโครลิตร และเจือจางดวยนํ้ากล่ัน 100 ไมโครลิตร จากน้ัน 

ปเปตสารละลายโปรตีนที่เจือจางแลว 5.0 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดทดลองเติมสารละลาย Alkali copper ปริมาตร 5.0 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย Folin – Ciocalteau reagent ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร
คํานวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ที่ความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 

5.6  การตรวจสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging assay) 
เตรียมสารละลาย DPPH โดยช่ัง DPPH  0.0118 กรัม ปรับปริมาตรดวยเอทานอล 500 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 

0.0600 มิลลิโมลาร นําไปสแกนหา max จะไดความยาวคล่ืนที่ 517 นาโนเมตร เตรียมสารละลายมาตรฐาน BHA โดยช่ังสาร

มาตรฐาน BHA 0.05 กรัม ละลายในเอทานอล 100 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร จากน้ันทําการเจือจาง
ดวยเอทานอลใหมีความเขมขน 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ปเปต
สารละลายมาตรฐาน BHA แตละความเขมขน 0.1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DPPH 3.9 มิลลิลิตร เขยาให
เขากัน ทิ้งไวในที่มืด 30 นาที จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ดวยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปก
โตรโฟโตมิเตอรโดยใชเอทานอลเปนสารละลายแบลงค (blank solution) บันทึกคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ทําการ

ทดลองซํ้า โดยเปล่ียนจากสารละลายมาตรฐาน BHA เปนสารสกัดโปรตีน จากน้ันหาคาเฉล่ีย ( ) คาการดูดกลืนแสงที่วัดได
จากการทดลอง และคํานวณหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Yamazaki, et al., 1994)  

 
ผลการวิจัย 
 

1. ผลการเตรียมวัตถุดิบ 
นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมโดยวิธีการอบใบกระถิน ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนนํ้าหนัก

ของพืชคงที่ ดังตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบ 

วัตถุดิบ น้ําหนกักระถนิกอนอบ (กรัม) น้ําหนกักระถนิหลังอบ (กรัม) ความช้ืน (%) 
ใบกระถินบดแหง 385.50 267.42 30.63 

 
ผลจากความรอนที่ใชในการอบเขาไประเหยนํ้าหรือความช้ืนที่อยูในใบกระถินออกไปจึงมีผลทําใหนํ้าหนักของใบ

กระถินนอยลง 
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2.  ผลการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 
จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส หรือความสามารถในการทํางานของเอนไซมอัลคาเลส พบวา 

หลอดตัวอยางมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และหลอดควบคุมมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน                      
6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือนํามาคํานวณกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสได 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลสปริมาตร 
1 มิลลิลิตร สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที ดังแสดงใน
ตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน  

การทดลอง ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส (Units/mL) 
หลอดตัวอยาง 12 

16.557 
หลอดควบคุม 6 

หมายเหตุ: 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลสปริมาตร 1 มิลลิลิตร สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโน 
ไทโรซีน 16.557 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที 
 

3. ผลการศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาพบวาปริมาณโปรตีนที่ยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขนรอยละ 0.5 (%v/v) เวลายอยที่ 

180 นาที มีปริมาณโปรตีนมากที่สุดคือ 264.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตในขณะเดียวกันที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส
รอยละ 0.7 (%v/v) เวลายอยที่ 90 นาที มีปริมาณโปรตีนมากเชนกันคือ 249.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองน้ี  
จึงเลือกสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัดโปรตีนจากใบกระถินที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณ
ใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เน่ืองจากที่ความเขมขน
เอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.5 (%v/v) เวลายอยที่ 180 นาที เปนเวลาที่นานเกินไป และปริมาณโปรตีนที่ไดก็ไมตางกันมากนัก 
ดังแสดงในรูปภาพที่ 1 

 

 
 

รูปภาพที่ 1 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขนและระยะเวลาในการยอยตางๆ 
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4. การสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน โดยใชสภาวะความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) 

คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เปรียบเทียบ 3 วิธี 
ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 
 

ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการสกัดโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
วิธีการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพ 
และเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 

เอนไซมตอใบกระถิน 
(%v/w) 

เวลาในการ
ยอย (นาที) 

ปริมาณโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส 

0.00175 90 275.29 

การสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซม 
อัลคาเลส 

0.00175 90 481.82 

การสกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส 0.00175 90 249.55 
  

 จากตารางที่ 3 พบวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดใน
การสกัดโปรตีนจากใบกระถิน เน่ืองจากสารละลายเบสจะเขาไปทําลายพันธะเพปไทด โดยทําใหโปรตีนมีประจุเปล่ียนแปลงไป 
ทําใหโปรตีนเสียสภาพและตกตะกอนออกมา และเม่ือนํามายอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสมีผลทําใหปริมาณโปรตีนเพิ่มมากขึ้น 
พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส และวิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 249.55 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
 

5. ผลการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay 

ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน และสารละลายมาตรฐาน BHA ทดสอบดวยวิธี 
DPPH radical scavenging assay โดยการคํานวณหาคารอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน และ
สารละลายมาตรฐาน BHA โดยพิจารณาจากคา IC50 (คาความเขมขนของโปรตีนสกัดจากกระถินที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ
ไดที่รอยละ 50) แสดงในตารางที่ 4 และ 5 เพื่อนําคาที่ไดมาสรางกราฟเพื่อหาคา IC50 แสดงในรูปภาพที่ 2 และ 3 

 

ตารางที่ 4 คา % radical scavenging และคา IC50 ของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน  

 

 
 

รูปภาพที่ 2 คา IC50 ของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน 

ความเขมขนโปรตีนสกัดจากใบกระถิน (มิลลิกรัมตอลิตร) % radical scavenging  คา IC50 (มิลลิกรัมตอลิตร) 
1,000 26.09±7.03 

 
1,500 32.17±4.20 1,850 
2,000 57.46±2.83 

 



ปที่ 9 ฉบับที่ 1 กรกฎาคม – ธันวาคม 2557 
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ตารางที่ 5 คา % radical scavenging และ คา IC50 ของสารละลายมาตรฐาน BHA  
ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน BHA (มิลลิกรัมตอลิตร) % radical scavenging คา IC50 (มิลลิกรัมตอลิตร) 

6.25 18.27±1.92 
 

12.5 22.15±1.00 
 

25 28.63±2.47 
 

50 39.59±4.23 
 

100 51.49±1.71 90 
150 60.58±2.64 

 
200 65.11±5.31 

 
250 74.06±2.58 

 
300 80.43±3.95 

 
 

 
 

รูปภาพที่ 3 คา IC50ของสารมาตรฐาน BHA 
 

จากตารางที่ 4, 5 และรูปภาพที่ 2, 3 พบวา จากการตรวจสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากกระถินและ
สารละลายมาตรฐาน BHA เม่ือนําคา % radical scavenging มาสรางกราฟเพื่อหาคา IC50 ของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน
และสารละลายมาตรฐาน BHA มีคา IC50 เทากับ 1,850 และ 90 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ แสดงวาโปรตีนที่สกัดจาก              
ใบกระถินสามารถตานอนุมูลอิสระไดนอยมาก หรือไมมีผลตอการยับยั้งอนุมูลอิสระ  
 
สรุปผลการวิจัย 
  

จากการเตรียมวัตถุดิบ (ใบกระถิน) พบวา นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมได โดยนํ้าหนักกระถิน
กอนอบ 385.50 กรัม และนํ้าหนักกระถินหลังอบ 267.42 กรัม คิดเปนรอยละความช้ืนเทากับ 30.63  

จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส พบวา เอนไซมอัลคาเลสปริมาตร 1 มิลลิลิตร สามารถยอยสลาย
สารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที และความเขมขนและระยะเวลาในการยอย            
ที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส สามารถสรุปไดวา ที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณใหมีเอนไซม
ในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที และเม่ือเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีนโดย
วิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและ
ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน  พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 
481.82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส และวิธีการ
สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 และ 249.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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และจากการศึกษาตานอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน  พบวาโปรตีนสกัดจากใบกระถินและสารละลาย
มาตรฐาน BHA มีคา IC50 เทากับ 1,850 และ 90 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงแสดงวาโปรตีนที่สกัดจากใบกระถินสามารถ
ตานอนุมูลอิสระไดนอยมาก หรือไมมีผลตอการยับยั้งอนุมูลอิสระเม่ือเทียบกับ BHA (ณัฎฐนิช ประทุมศรี, 2556) 
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