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บทคัดยอ 

 
งานวิจัยน้ีไดทําการสกัดโปรตีนจากใบกระถินดวยเอนไซมอัลคาเลส โดยศึกษาระยะเวลาในการยอยและความเขมขน

ที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส โดยใชความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) ยอยที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส ที่ pH 8.0 เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที จากน้ันนําสารละลายมาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี 
Lowry พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือ ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) ในสัดสวนเอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 
0.00175 (%v/w) ที่เวลา 90 นาที มีปริมาณโปรตีนสูงสุด 249.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากน้ันศึกษาการสกัดโปรตีนโดยวิธีทาง
กายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส เปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 1) สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซม              
อัลคาเลส 2) สกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส และ 3) สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส พบวา การสกัด
โปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน พบปริมาณ
โปรตีนมากที่สุด 481.82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 
275.29 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากน้ันวิเคราะหหาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay พบวา มีคา 
IC50 (คาความเขมขนของโปรตีนสกัดจากกระถินที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระไดที่รอยละ 50) เทากับ 1,850 มิลลิกรัมตอลิตร  
เทียบกับสารมาตรฐาน BHA (Butylatedhydroxyanisole) มีคา IC50 เทากับ 90 mg/L  
 

คําสําคัญ: กระถิน, โปรตีนไฮโดรไลเซท, อัลคาเลส, โปรตีน, สารตานอนุมูลอิสระ 
 

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 
 

กระถินเปนพืชริมรั้วขึ้นงายตายยากตัดแลวก็แตกขึ้นมาไดอีก กระถินมีประโยชนตั้งแตยอด ฝก ตน ตลอดไปจนถึงราก 
ขอมูลทางเภสัชวิทยาสารสกัดจากใบกระถินฉีดเขาหลอดโลหิตสุนัขทําใหความดันโลหิตลดลง อัตราการเตนของหัวใจชาลง 
กระตุนการหายใจ ฤทธ์ิลดความดันโลหิตชาวชนบทนิยมปลูกกันเปนแนวรั้วบาน ใบกระถินอุดมดวยธาตุไนโตรเจนและเกลือ
โพแทสเซียม นํามาหมักเปนปุยได ใบ ยอด ฝกและเมล็ดออนใชเปนอาหารของ วัว ควาย แพะ แกะ ฯลฯ (นฤมล มงคลชัยภักดิ์, 
ม.ป.ป.) ซ่ึงในใบกระถินมีแคลเซียมสูงถึงรอยละ 27 ฟอสฟอรัสรอยละ 0.17 และมีปริมาณโปรตีนรอยละ 21  

โปรตีนคือโครงสรางพื้นฐานที่สําคัญที่สรางเซลลแตละเซลลขึ้นมา รางกายเราจะมีการผลัดเซลลเกาและสรางเซลลใหม
ขึ้นมาทดแทนเพื่อซอมแซมตัวเองอยูตลอดเวลา โปรตีนจึงเปนสารอาหารที่จําเปนตอรางกายซ่ึงโปรตีนเปนสารอาหารที่ควรให
ความสําคัญเปนอันดับแรก เพราะรอยละ  80 ของรางกายลวนแตประกอบดวยโปรตีน ดังน้ันหากรางกายเราขาดโปรตีนแลวจะ
กอใหเกิดผลเสียตอรางกาย ในแงโภชนาการ โปรตีนเปนสารอาหารที่ใหพลังงาน โปรตีนเปนสวนประกอบของรางกายที่มีปริมาณ
มากเปนอันดับสองรองจากนํ้า โดยเปนสวนประกอบพื้นฐานของส่ิงมีชีวิตเชน เอนไซม และฮอรโมน เปนตน ซ่ึงจําเปนตอการทํางาน 
และการดํารงชีวิต มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตและการเสริมสรางเน้ือเยื่อสวนที่สึกหรอของคนและสัตว ผูวิจัยจึงมีแนวคิด
ในการศึกษาวิจัยแหลงโปรตีนจากพืชที่มีในทองถิ่นซ่ึงกระถินเปนพืชทองถิ่นที่มีโปรตีนเปนองคประกอบ โดยมีจุดประสงคเพื่อ
ศึกษาสภาวะในการผลิตเปนโปรตีนไฮโดรไลเซทโดยใชเอนไซมอัลคาเลส ทําการวิเคราะหโปรตีนโดยวิธี Lowry และตรวจสอบ
ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging assay) จากสารสกัดโปรตีนจากกระถินวามีฤทธ์ิในการตานอนุมูลอิสระ              
อยูปริมาณเทาไร ซ่ึงผลการวิจัยน้ีจะเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อที่จะสามารถนําพืชที่ไมคอยไดรับความนิยมในการบริโภคมาเพิ่ม
มูลคา และผลิตเปนอาหารเสริมที่ชวยเพิ่มโปรตีนตอไปในอนาคต (ฐิฏิพร ชูศรี, 2555) 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
  

1. เพื่อศึกษาการสกัดโปรตีนจากใบกระถินโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 
2. เพื่อศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโปรตีนที่สกัดได 

 
วิธีการวิจัย 
  

การวิจัยครั้งน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง (experimental research) 
 

1.  ตัวแปรที่ทําการศึกษา 
ตัวแปรตน: เอนไซมอัลคาเลส  
ตัวแปรตาม: ปริมาณโปรตีน และฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ 
 

2.  กลุมตัวอยาง ไดแก ใบกระถินที่มีในทองถิ่น 
 

3. อุปกรณและเคร่ืองมือที่ใชในการวิจัย ประกอบดวย 
3.1 ตูอบ (oven) 
3.2  ตูบมเช้ือ (incubator) 
3.3  เครื่องเขยาสาร (vortex mixer) 
3.4  เครื่องกวนสาร (magnetic stirrer) 
3.5  เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 
3.6  เครื่องช่ังละเอียด 4 ตําแหนง (analytical balance) 
3.7  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
3.8 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
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4.  สถิติที่ใชในการวิเคราะหขอมูล ไดแก คาเฉล่ีย (mean;  )  รอยละ (percentage) และสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (S.D.) 

 

5. วิธีดําเนินการวิจัย มีขั้นตอนดังน้ี 
5.1 การเตรียมวัตถุดิบ 
นําใบกระถินมาลางใหสะอาด เก็บเฉพาะใบของกระถินออกมา นํามาหั่นเปนช้ินเล็ก ผ่ึงแดดและอบใหแหง                  

ที่อุณหภูมิไมเกิน 60 องศาเซลเซียส แลวบดใหละเอียด ช่ังนํ้าหนักที่แนนอน  
 

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

เอนไซมอัลคาเลส (เจือจาง 1,000 เทาดวยนํ้ากล่ัน) 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองขางตน ผสมและบมนาน 10 นาที หยุด
ปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติมสารละลาย 5% TCA 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที กรองตะกอน
โปรตีน นําสารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีสารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ความเขมขน 0.4              
โมลาร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมสารละลาย Folin-Ciocalteau reagent ความเขมขน 1 นอรมัล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร สําหรับหลอดควบคุมวิธีการ
เชนเดียวกัน แตเติมสารละลาย 5% TCA 3 มิลลิลิตร ลงไปในเอนไซมอัลคาเลส 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที จึงเติมสารละลาย 
1% เคซีน ลงไป 1 มิลลิลิตร 

คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส จากสูตร  
 

Units/mL คือ 
 

ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (µg/mL)  คาความเจือจาง  ปริมาตรทั้งหมด (5 mL) 

นํ้าหนักโมเลกุลกรดอะมิโนไทโรซีน (181.19 g/mole)  เวลา (10 min)  ปริมาตรเอนไซมที่ใสลงไป (1 mL) 
 

5.3 การศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม แชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่ pH 10 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ัน

ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร เติมสารละลายเอนไซมความเขมขนรอยละ 
0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) 1 มิลลิลิตร คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00075, 
0.00125, 0.00175 และ 0.00225 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที 
เขยาตัวอยางเปนระยะ เม่ือครบกําหนดเวลาใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซม
แลวทิ้งไวใหเย็น นําไปหมุนเหว่ียงแยกตะกอน 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที เก็บสวนใส               
ไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

 

5.4 การสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส เปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 
5.4.1 สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 

  1)  นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน นํามาใหความรอนใน
ตูอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร 
  2)  เติมสารละลายเอนไซมความเขมขนที่เหมาะสม 0.7 (%v/v) ลงไป 1 มิลลิลิตร คํานวณใหมี
เอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที 
โดยทําการเขยาตัวอยางเปนระยะ 
  3) นําไปใหความรอนเพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที หลังจากน้ันตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
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  4)  นําไปหมุนเหว่ียงแยกตะกอนดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา เซลเซียส 
เปนเวลา 4 นาที เก็บสวนของเหลวดานบนไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

5.4.2 สกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 
  1)  นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน นํามาปรับ pH ใหได 10 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 20 ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
  2)  นํามาปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 0.1 โมลาร 
จากน้ันทําการยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลส (ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ (2)-(4) ในขอ 4.1) 

5.4.3 สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 
นําใบกระถินบดแหง 4 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 20 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน นํามาปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร จากน้ันทําการยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลส (ปฏิบัติเชนเดียวกับ    
ขอ 2) - 4) ในขอ 5.4.1) 
 

5.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (ดัดแปลงจาก Lowry et al., 1951) 
ปเปตสารละลายโปรตีนที่ไดจากการสกัดมา 1.0 ไมโครลิตร และเจือจางดวยนํ้ากล่ัน 100 ไมโครลิตร จากน้ัน 

ปเปตสารละลายโปรตีนที่เจือจางแลว 5.0 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดทดลองเติมสารละลาย Alkali copper ปริมาตร 5.0 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย Folin – Ciocalteau reagent ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร
คํานวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของ bovine serum albumin (BSA) ที่ความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 

5.6  การตรวจสอบฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging assay) 
เตรียมสารละลาย DPPH โดยช่ัง DPPH  0.0118 กรัม ปรับปริมาตรดวยเอทานอล 500 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 

0.0600 มิลลิโมลาร นําไปสแกนหา max จะไดความยาวคล่ืนที่ 517 นาโนเมตร เตรียมสารละลายมาตรฐาน BHA โดยช่ังสาร

มาตรฐาน BHA 0.05 กรัม ละลายในเอทานอล 100 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร จากน้ันทําการเจือจาง
ดวยเอทานอลใหมีความเขมขน 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ปเปต
สารละลายมาตรฐาน BHA แตละความเขมขน 0.1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DPPH 3.9 มิลลิลิตร เขยาให
เขากัน ทิ้งไวในที่มืด 30 นาที จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ดวยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปก
โตรโฟโตมิเตอรโดยใชเอทานอลเปนสารละลายแบลงค (blank solution) บันทึกคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ทําการ

ทดลองซํ้า โดยเปล่ียนจากสารละลายมาตรฐาน BHA เปนสารสกัดโปรตีน จากน้ันหาคาเฉล่ีย ( ) คาการดูดกลืนแสงที่วัดได
จากการทดลอง และคํานวณหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Yamazaki, et al., 1994)  

 
ผลการวิจัย 
 

1. ผลการเตรียมวัตถุดิบ 
นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมโดยวิธีการอบใบกระถิน ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนนํ้าหนัก

ของพืชคงที่ ดังตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบ 

วัตถุดิบ น้ําหนกักระถนิกอนอบ (กรัม) น้ําหนกักระถนิหลังอบ (กรัม) ความช้ืน (%) 
ใบกระถินบดแหง 385.50 267.42 30.63 

 
ผลจากความรอนที่ใชในการอบเขาไประเหยนํ้าหรือความช้ืนที่อยูในใบกระถินออกไปจึงมีผลทําใหนํ้าหนักของใบ

กระถินนอยลง 
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2.  ผลการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 
จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส หรือความสามารถในการทํางานของเอนไซมอัลคาเลส พบวา 

หลอดตัวอยางมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และหลอดควบคุมมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน                      
6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือนํามาคํานวณกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสได 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลสปริมาตร 
1 มิลลิลิตร สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที ดังแสดงใน
ตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน  

การทดลอง ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส (Units/mL) 
หลอดตัวอยาง 12 

16.557 
หลอดควบคุม 6 

หมายเหตุ: 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลสปริมาตร 1 มิลลิลิตร สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโน 
ไทโรซีน 16.557 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที 
 

3. ผลการศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาพบวาปริมาณโปรตีนที่ยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขนรอยละ 0.5 (%v/v) เวลายอยที่ 

180 นาที มีปริมาณโปรตีนมากที่สุดคือ 264.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตในขณะเดียวกันที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส
รอยละ 0.7 (%v/v) เวลายอยที่ 90 นาที มีปริมาณโปรตีนมากเชนกันคือ 249.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดลองน้ี  
จึงเลือกสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัดโปรตีนจากใบกระถินที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณ
ใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เน่ืองจากที่ความเขมขน
เอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.5 (%v/v) เวลายอยที่ 180 นาที เปนเวลาที่นานเกินไป และปริมาณโปรตีนที่ไดก็ไมตางกันมากนัก 
ดังแสดงในรูปภาพที่ 1 

 

 
 

รูปภาพที่ 1 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขนและระยะเวลาในการยอยตางๆ 
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4. การสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน โดยใชสภาวะความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) 

คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เปรียบเทียบ 3 วิธี 
ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 
 

ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการสกัดโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
วิธีการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพ 
และเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 

เอนไซมตอใบกระถิน 
(%v/w) 

เวลาในการ
ยอย (นาที) 

ปริมาณโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส 

0.00175 90 275.29 

การสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซม 
อัลคาเลส 

0.00175 90 481.82 

การสกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส 0.00175 90 249.55 
  

 จากตารางที่ 3 พบวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดใน
การสกัดโปรตีนจากใบกระถิน เน่ืองจากสารละลายเบสจะเขาไปทําลายพันธะเพปไทด โดยทําใหโปรตีนมีประจุเปล่ียนแปลงไป 
ทําใหโปรตีนเสียสภาพและตกตะกอนออกมา และเม่ือนํามายอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสมีผลทําใหปริมาณโปรตีนเพิ่มมากขึ้น 
พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส และวิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 249.55 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
 

5. ผลการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay 

ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน และสารละลายมาตรฐาน BHA ทดสอบดวยวิธี 
DPPH radical scavenging assay โดยการคํานวณหาคารอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน และ
สารละลายมาตรฐาน BHA โดยพิจารณาจากคา IC50 (คาความเขมขนของโปรตีนสกัดจากกระถินที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ
ไดที่รอยละ 50) แสดงในตารางที่ 4 และ 5 เพื่อนําคาที่ไดมาสรางกราฟเพื่อหาคา IC50 แสดงในรูปภาพที่ 2 และ 3 

 

ตารางที่ 4 คา % radical scavenging และคา IC50 ของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน  

 

 
 

รูปภาพที่ 2 คา IC50 ของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน 

ความเขมขนโปรตีนสกัดจากใบกระถิน (มิลลิกรัมตอลิตร) % radical scavenging  คา IC50 (มิลลิกรัมตอลิตร) 
1,000 26.09±7.03 

 
1,500 32.17±4.20 1,850 
2,000 57.46±2.83 
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ตารางที่ 5 คา % radical scavenging และ คา IC50 ของสารละลายมาตรฐาน BHA  
ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน BHA (มิลลิกรัมตอลิตร) % radical scavenging คา IC50 (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 คา IC50ของสารมาตรฐาน BHA 
 

จากตารางที่ 4, 5 และรูปภาพที่ 2, 3 พบวา จากการตรวจสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากกระถินและ
สารละลายมาตรฐาน BHA เม่ือนําคา % radical scavenging มาสรางกราฟเพื่อหาคา IC50 ของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน
และสารละลายมาตรฐาน BHA มีคา IC50 เทากับ 1,850 และ 90 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ แสดงวาโปรตีนที่สกัดจาก              
ใบกระถินสามารถตานอนุมูลอิสระไดนอยมาก หรือไมมีผลตอการยับยั้งอนุมูลอิสระ  
 
สรุปผลการวิจัย 
  

จากการเตรียมวัตถุดิบ (ใบกระถิน) พบวา นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมได โดยนํ้าหนักกระถิน
กอนอบ 385.50 กรัม และนํ้าหนักกระถินหลังอบ 267.42 กรัม คิดเปนรอยละความช้ืนเทากับ 30.63  

จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส พบวา เอนไซมอัลคาเลสปริมาตร 1 มิลลิลิตร สามารถยอยสลาย
สารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที และความเขมขนและระยะเวลาในการยอย            
ที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส สามารถสรุปไดวา ที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลสรอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณใหมีเอนไซม
ในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที และเม่ือเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีนโดย
วิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและ
ยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน  พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 
481.82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส และวิธีการ
สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 และ 249.55 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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และจากการศึกษาตานอนุมูลอิสระของโปรตีนสกัดจากใบกระถิน  พบวาโปรตีนสกัดจากใบกระถินและสารละลาย
มาตรฐาน BHA มีคา IC50 เทากับ 1,850 และ 90 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงแสดงวาโปรตีนที่สกัดจากใบกระถินสามารถ
ตานอนุมูลอิสระไดนอยมาก หรือไมมีผลตอการยับยั้งอนุมูลอิสระเม่ือเทียบกับ BHA (ณัฎฐนิช ประทุมศรี, 2556) 
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