
บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

 

3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ และสารเคมี 
 3.1.1 อุปกรณ 

 (1) บีกเกอร (beaker) 
 (2)ปเปต (pipette) 
 (3) แปรงลาง(test tube brush) 
 (4) กระดาษกรองเบอร 3(Filter paper number3) 
 (5) ขวดวัดปริมาตร(Volumetric flask)  
          (6) โกรงบด (Mortar) 
 (7) ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 

 (8) แทงแกวคน (Stirring rod) 
 (9) ลูกยาง(Bubble) 
 (10) กระบอกตวง (Graduated cylinder)  
 (11) ขาต้ัง (Stand) 
 (12) หลอดหยด(Dropper) 

   (13) กระดาษกรองไนลอนเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร(Nylon membrane  

filter 0.45 micrometer) 
 (14) ขวดน้ํากลั่น (Wash bottle) 
 (15) กระจกนาฬิกา (Watch glass) 
 (16) แผนแกว (glass) 

 
3.1.2 เครื่องมือ 

(1) เครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid  

chromatography) ยี่หอ SHIMADZU ประเทศญ่ีปุน 
(2) เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid  

chromatography) ยี่หอ Agilent  
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(3) เครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร MALDI-TOF ยี่หอ Bruker Daltonics 

(4) เครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร ESI – MS ยี่หอ Quattro micro API 

(5)เฟสของแข็ง (C18 –Vertipak) ยี่หอ vertical บริษัท SC Seince 

  (6) แผน TLC (TLC silica gel 60 F254) ยี่หอ Merck บริษัท SC Seince 

(7) ตูอบ (Hot air oven) ยี่หอMemmertประเทศเยอรมัน 

(8) เครื่องบด(Blender) ยี่หอ House worth 

(9) เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary Evaporator) ยี่หอ Memmertประเทศ 

เยอรมัน 

  (10) อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ยี่หอ Memmertประเทศเยอรมัน 

(11) เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ยี่หอ Hettichประเทศเยอรมัน 

(12) เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง(4 Digit Balance) ยี่หอ Mettler Toledo 

ประเทศสวิสเซอรแลนด 

(13) เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง (3 Digit Balance) ยี่หอ Mettler Toledo 

ประเทศสวิสเซอรแลนด 

(14) เครื่องดูดควัน (Hoods)ยี่หอToplab ประเทศไทย 

 

3.1.3 สารเคมี 

 

(1) สารมาตรฐานอารบูติน(Arbutinstandand)ยี่หอ sigma 

            (2) เมทานอล (MethanolHPLC grade) ยี่หอ Lab Scan 
            (3) เอทิลอะซิเตต(Ethyl acetate)ยี่หอ Lab Scan 
            (4) อะซีโตไนไทรล (Acetonitrile HPLC grade) ยี่หอ Lab Scan 
            (5) น้ํากลั่นสองข้ันตอน (Deionize water HPLC grade)ยี่หอ Lab Scan 

             (6) ซิลิกา (Silica gel 60 G for thin-layer chromatography)ยี่หอ Merck 
 (7) ไดคลอโรมีเทน (Dichioromethane) ยี่หอ Fluka 

  (8) ซิลิกา (Silica gel 60 G for thin-layer chromatography) ยี่หอ Merck 

(9) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Disodium Hydrogen Phosphate)  

ชนิด AR grade ยี่หอ Univar 

(10) โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Sodium Hydrogen Phosphate)  

ชนิด AR grade ยี่หอ Univar 

(11) เอนไซมไทโรซิเนส(Tyrosinase) ชนิด AR grade ยี่หอ Sigma 
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(12) ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานิน หรือแอล-โดพา (L-dihydroxyphenylalanine, L-

DOPA) ชนิด AR grade ยี่หอ Sigma 

 

3.2 วิธีการวิจัย 
3.2.1 การเปรียบเทียบการสกัดสารอารบูตินจากสวนตางๆของเมาดวยวิธีทินเล

เยอรโครมาโทกราฟ(TLC) 
 3.2.1.1 การเตรียมสารสกัดหยาบ 

(1) นําสวนของพืชเมาท่ีคัดเลือกทําการสกัดท้ัง 5 สวนคือ ใบเมาออน ใบเมาแก ผลเมาเขียว ผล

เมาแดง ผลเมาดํา จากนั้นลางสวนของพืชตัวอยางทั้ง 5 ตัวอยาง ตากใหสะเด็ดน้ํา ชั่งน้ําหนัก

บันทึกผลน้ําหนักท่ีได จากนั้นนําสวนของพืชตัวอยางนั้นไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จน

น้ําหนักแหงคงท่ี แลวบดดวยเครื่องบดใหละเอียด 

(2) นําใบเมาออน ในขอ (1) ท่ีบดละเอียดมาประมาณ 1000 กรัม ชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน แชดวยเม

ทานอล1500 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 วัน กรองเพ่ือแยกสวนสกัดหยาบเมทานอลและกากออกจาก

กัน 

(3) นําสวนสกัดหยาบเมทานอลท่ีไดมาระเหยดวยเครื่องระเหยสารแบบหมุน  จะไดสวนสกัด

หยาบ ชั่งน้ําหนักและบันทึกผลท่ีได 

(4) ทําซํ้าในขอ (2) – (3) โดยเปลี่ยนสวนตัวอยางของพืชเปน ใบเมาแก ผล 

เมาเขียว ผลเมาแดง ผลเมาดํา 

  3.2.1.2 การสกัดแยกอารบูตินดวยทินเลเยอรโครมาโทกราฟ(thin layer 

chromatography : TLC) 

(1) ชั่งสวนสกัดหยาบใบเมาออนปริมาณ 1.0 กรัม จากนั้นทําการจุด(spot)  

สารมาตรฐานอารบูตินท่ีจุดแรก  และสวนสกัดหยาบท่ีจุดตอไปเรื่อยๆลงบนแผน TLC ดวยหลอด

คาปลลารี จะตองมีขนาดและความสมํ่าเสมอกัน ท้ิงไวใหแหง จุมลงในเฟสเคลื่อนท่ี (อะซิโตไน

ไทรล100%) จะสามารถเห็นสารท่ีแยกออกจากกันบนแผน TLC ได ดวยการสองแผน TLC ดวย

แสงอัลตราไวโอเลต  ซ่ึงจะเห็นเปนจุดสีดําบนพ้ืนแผน TLC 

(2) แยกเอาสารออกจากแผน TLC หลังจากสองดวยแสงยูวี โดยวงกลมตรง 

ตําแหนงสารตัวอยางไว ขูดเอาสวนท่ีทําเครื่องหมายวงกลมออกจากแผน TLC  ทําการชั่งน้ําหนัก 

บันทึกผลท่ีไดคํานวณหาคา  Rf (ratio-to front) 

(3) ทําการแยกซิลิกาออกโดยละลายสารดวยเมทานอลแลวนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 
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1200  rpm  เปนเวลา  5  นาที  เทเอาสารละลายสวนใสในบีกเกอรท่ีทราบน้ําหนักแนนอนแลว  

และนําสารท่ีไดไประเหยดวยเครื่องอังน้ํา  ท่ีอุณหภูมิ  80  oC ทําการชั่งน้ําหนักและเก็บสารท่ีสกัด

ไดไปวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงตอไป 

(4) ทําซํ้าในข้ันตอนท่ี 3.2.1.2 (1) - (3) โดยเปลี่ยนสารตัวอยางเปนใบเมาแก  

ผลเมาเขียวผลเมาแดง ผลเมาดํา 

 

  3.2.1.3 การวิเคราะหเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

ต้ังสภาวะเครื่อง HPLC เพ่ือใชในการวิเคราะหใช 
 

คอลัมน                      Inertsil ODS-3  4.6 × 250 มิลลิเมตร5 ไมโครเมตร 

ดีเทคเตอรDiode  Array  Detector ; SPD – M10A 

อุณหภูมิ                     35 องศาเซลเซียส 

อัตราการไหล               1.00 มิลลิลิตร/นาที 

ความดัน                     120-150 บาร 

ความยาวคลื่น              224 นาโนเมตร 

 

ปริมาตรท่ีฉีด                20 ไมโครลิตร 

เฟสเคลื่อนท่ี                อะซิโตไนไตรล:น้ํา 80:20 (รอยละโดยปริมาตร) 

การวิเคราะหเชิงคุณภาพ 

(1) เตรียมเฟสเคลื่อนท่ี อะซิโตไนไทรลตอน้ําท่ีอัตราสวน 80 : 20 รอยละโดย 

ปริมาตร และทํากรองดวยกระดาษกรองไนลอนเมมเบรน 0.45 ไมครอน    

(2) นําสารละลายตัวอยางท่ีไดจากการสกัดแยกในขอ 3.2.1.2 นําไปกรองดวย 

ชุดกรองสารมาตรฐานโดยใชกระดาษกรองไนลอนเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

(3) เตรียมสารละลายมาตรฐานอารบูตินโดยการชั่ง  0.010  กรัมลงในบีกเกอร 

ขนาด  50มิลลิลิตรแลวละลายดวยเมทานอล  5  มิลลิลิตรเทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด  100  

มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรใหครบ  100  มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นสําหรับ HPLC จะไดสารละลาย

มาตรฐานอารบูตินท่ีมีความเขมขน  100  มิลลิกรัมตอลิตร 

(4) ฉีดสารตัวอยางปริมาณ 20 ไมโครลิตรเพ่ือเปรียบเทียบคารีเทนชันไทมกับ 

สารมาตรฐานอารบูติน ซ่ึงถามีสารอารบูตินในสารตัวอยาง จะสังเกตเห็นวามีพีกท่ีรีเทนชันไทม

เดียวกับสารมาตรฐาน   

(5) แบงสารตัวอยางในขอ 3.2.1.3 (2) มาปริมาณ 3-4 มิลลิลิตร และเติมสาร 
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มาตรฐานอารบูตินในขอ 3.2.1.3 (3) ลงในสารตัวอยางประมาณ 0.5 - 1 มิลลิลิตร  

(6) ฉีดสารท่ีไดในขอ 3.2.1.3 (5) ใน HPLC เพ่ือสังเกตพ้ืนท่ีใตพีกและความสูง 

ของพีกท่ีรีเทนชันไทมเดียวกับสารมาตรฐานอารบูตินวาเพ่ิมข้ึนสูงหรือไม  

การวิเคราะหเชิงปริมาณ   

  (1) ปเปตสารละลายมาตรฐานอารบูตินในขอการ 3.2.1.3 วิเคราะหเชิงคุณภาพ 

(3) มา  1, 2, 4, 6, 8, 10 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให

ครบ  10  มิลลิลิตร ดวยเมทานอล  จะไดความเขมขน  10, 20, 40, 60, 80, 100  มิลลิกรัมตอ

ลิตร 

  (2) จากนั้นก็กรองสารมาตรฐานดวยชุดกรองสารมาตรฐานดวยกระดาษกรอง

ไนลอนเมมเบรนขนาด  0.45 ไมครอน  และเก็บใสขวดเก็บสารท่ีหุมดวยอะลูมิเนียมฟอลย 

  (3) นําสารละละลายมาตรฐานอารบูตินแตละความเขมขน และสารตัวอยางท่ี

เตรียมไดในขอ 3.2.1.3 การวิเคราะหเชิงคุณภาพ (2) มาวิเคราะหดวยเครื่อง  HPLC (อยางนอย  

3  ซํ้า)  เพ่ือหาปริมาณพ้ืนท่ีใตพีกและรีเทนชันไทมนําขอมูลท่ีไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวาง

ความเขมขนและพ้ืนท่ีใตพีก 

 

3.2.2 การวิเคราะหสารอารบูตินจากใบเมาแก 

3.2.2.1 การเตรียมสารตัวอยางสกัดหยาบ 

(1) นําใบเมาแก ท่ีอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักแหงคงท่ี แลว 

บดดวยเครื่องบดใหละเอียดมาประมาณ 1,000 กรัม (โดยชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน) แชดวยเมทานอล

2,500 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 วัน กรองเพ่ือแยกสวนสกัดหยาบเมทานอลและกากออกจากกัน 

(2) นําสวนสกัดหยาบเมทานอลท่ีไดมาระเหยดวยเครื่องระเหยสารแบบหมุน 

จะไดสารสกัดหยาบ ชั่งน้ําหนักและบันทึกผลท่ีไดและนําไปวิเคราะหฤทธิ์การตอตานเอนไซมไทโร

ซิเนส 

3.2.2.2 การสกัดดวยเฟสของแข็ง (Solid Phase Extraction) 

(1) นําสารสกัดหยาบใบเมาแก จากขอ 3.2.2.1 ใสในบีกเกอรขนาด 100  

มิลลิลิตร(ชั่งน้ําหนักท่ีแนนอน) นํามาละลายดวยเมทานอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนําสาร

ตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงเปนเวลา 30 นาที  

(2) เตรียมเฟสของแข็ง C18-Discovery ใหอ่ิมตัวดวยเมทานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตาม

ดวยน้ํา 3 มิลลิลิตรท้ิงสารละลายท่ีชะ 

(3) เทสารตัวอยางท่ีไดใสในเฟสของแข็ง C18-Discovery โดยปรับอัตราการไหลเปน 3 มิลลิลิตร/นาที 

จนครบปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําสารตัวอยางเทซํ้าจนครบ 10 ครั้งแลวท้ิงสารละลายท่ีชะ 
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(4)ชะสารปนเปอนดวย เอทิลอะซิเตตปริมาตร 15 มิลลิลิตรแลวท้ิงสาร ละลายท่ีชะได 

  (5) ชะสารท่ีตองการดวยเฟสเคลื่อนท่ีสําหรับการชะท่ีอัตราสวนเมทานอล : ไดคลอโร

มีเทน 50:50(รอยละโดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีไดจากนั้นนําไประเหยตัวทํา

ละลายออก แลวเก็บใสขวดขนาดเล็กจะไดสารสกัดท่ีไดจากเทคนิคการสกัดดวยเฟสของแข็ง (SPE) 

ชั่งน้ําหนักและบันทึกผลท่ีไดและนําไปทําใหบริสุทธิ์อีกรอบดวยเทคนิคพรีพาราทีฟทินเลเยอรโคร

มาโทกราฟ 

 

  3.2.2.3สารสกัดดวยเทคนิคพรีพาราทีฟทินเลเยอรโครมาโทกราฟ  

  (1) เตรียมตัวทําละลายท่ีใชไดคลอโรมีเทนตอเมทานอลในอัตราสวน 50 : 50 

โดยปริมาตรใใสลงในภาชนะแกวใปดฝาดวยแผนกระจกใหสารละลายภายในอ่ิมตัว 

(2)   นําแผนโครมาโทแพลตท่ีเตรียมไวขนาด 20 x 20 เซนติเมตรจากนั้นนํา 

สารสกัดตัวอยางท่ีไดจากเทคนิคเฟสของแข็งจากขอ 3.2.2.2 และสารละลายมาตรฐานอารบูติน 

จํานวน 0.1 กรัม ละลายในเมทานอล1 มิลลิลิตร นําไปจุดลงบนแผนโครมาโทเพลต โดยจุด สาร

อารบูตินไวท่ีจุดแรก และจุดสารสกัดตัวอยางตอเนื่องไปเรื่อย ๆ จนสารสกัดตัวอยางหมด ท้ิงไวให

แหง 

 (3) นําแผนโครมาโทเพลตท่ีไดจุมลงในเฟสเคลื่อนท่ี ท่ีเตรียมไว ใหเฟสเคลื่อนท่ีข้ึน

ไปยังจุดสิ้นสุด แลวนําออกมาผึ่งใหแหง 

  (4) แผนโครมาโทเพลตไปสองดวยแสงอุลตราไวโอเลต จะเห็นเปนจุดสีดําบนแผนโคร

มาโทเพลต วัดระยะทางการเคลื่อนท่ีและหาคา Rf 

  (5)ขูดซิลิกาจากแผนโครมาโทเพลต เอาเฉพาะสวนของสารสกัดท่ีมีคาRfเทากับ

สารมาตรฐานอารบูติน ละลายดวยเมทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวกรองดวยกระดาษกรอง 

ลงในขวดวัดปริมาตรขนาดใ10ใมิลลิลิตรปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร     จะไดสารสกัดท่ีได

จากการแยกดวยเทคนิคพรีพาเรทีฟทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (PTLC)เก็บสารท่ีสกัดไดไป

วิเคราะหฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสในขอ 3.2.2.4 และพิสูจนเอกลักษณในขอ 3.2.3 

 

 

 

3.2.2.3 การวิเคราะหฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

 การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัพเฟอร 
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 (1)ชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตtจํานวนt0.44tกรัมtและtชั่งโซเดียมได

ไฮโดรเจนฟอสเฟต จํานวน 0.39 กรัม 

 (2)ละลายสารท้ังสองดวยน้ํากลั่นแลวเทผสมกันลงในขวดวัดปริมาตรขนาดt250tมิลลิลิตรtปรับ

ปริมาตรใหครบt250tมิลลิลิตรtดวยน้ํากลั่นtจะไดสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัพเฟอรท่ีมีความ

เขมขน 0.02 โมลาร(pH 6.8) 

 

 การเตรียมสารละลายเอนไซมไทโรซิเนส 

                     (1)ชั่ง เอนไซมไทโรซิเนส จํานวน 0.4 มิลลิกรัม  

(2)ละลายดวยโซเดียมฟอสเฟตบัพเฟอรความเขมขน 0.02 โมลาร  (pH 6.8) ใสลงในขวดวัดปริมาตร

ขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย แอล-โดพา (L-DOPA) 

                     (1)ชั่ง แอล-โดพา จํานวน 0.64 มิลลิกรัม  

 (2)ละลายดวยโซเดียมฟอสเฟตบัพเฟอรความเขมขน 0.02 โมลาร   (pH 6.8) ใส

ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร 

 

 การเตรียมสารละลายตัวอยางท่ีความเขมขนตาง ๆ 

                       (1)ชั่งสารสกัดหยาบในขอ 3.2.2.1 จํานวน 0.05 กรัม ละลายดวยเอทานอล

ความเขมขนรอยละ 20 ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 

มิลลิลิตร จะไดสารละลายตัวอยางท่ีมีความเขมขน 500 มิลลิกรัม/ลิตร 

                        (2)เตรียมสารละลายตัวอยางท่ีความเขมขนf10 20 30f40fและ 50 

มิลลิกรัม/ลิตร จากสารละลายตัวอยางเขมขน 500 มิลลิกรัม/ลิตร 

                        (3) ทําการทดลองซํ้าแตเปลี่ยนสารตัวอยางเปนสารสกัดจากขอ 3.2.2.3และ

สารมาตรฐานอารบูติน 

 

 การเตรียมสารละลายมาตรฐานอารบูตินท่ีความเขมขนตาง ๆ 

 (1)ชั่งสารมาตรฐานอารบูตินfจํานวนf0.05fกรัมfละลายดวยfเอทานอลความเขมขน

รอยละ 20 ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 

จะไดสารมาตรฐานอารบูตินท่ีมีความเขมขน 500 มิลลิกรัม/ลิตร 

 (2)เตรียมสารละลายมาตรฐานอารบูตินท่ีความเขมขน 20 30 50 100 และ 150 

มิลลิกรมั/ลิตรจากสารละลายมาตรฐานอารบูตินความเขมขน 500 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ข้ันตอนการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 

(1) นําสารตัวอยางท้ัง 2 ตัวอยางท่ีเตรียมตามความเขมขนตาง ๆ มาทดสอบ

ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส เทียบกับสารละลายมาตรฐานอารบูติน ดังตารางท่ี 3.1 
 

ตารางท่ี 3.1  แสดงการเติมสารตาง ๆ ในการเตรียมสารละลายตัวอยาง 

 
 

หลอด สารท่ีเติม ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

A 

(Control) 

-สารละลายเอนไซมไทโรซิเนส 

-โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.02 โมลาร (pH 6.8) 

-เอทานอลความเขมขนรอยละ 20 

400 

800 

400 

B 

(Blank of 

control) 

-โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.02โมลาร (pH 6.8) 

-เอทานอลความเขมขนรอยละ 20 

1,200 

400 

C 

(Test of 

sample) 

-สารละลายเอนไซมไทโรซิเนส 

-โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.02 โมลาร (pH 6.8) 

-สารตัวอยางหรือสารมาตรฐานท่ีความเขมขนตาง ๆ 

400 

800 

400 

D 

(Blank of sample) 

-โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.02โมลาร (pH 6.8) 

-เอทานอลความเขมขนรอยละ 20 

1,200 

400 
ท่ีมา : วิธีการดัดแปลงมาจากบุปผาชาติ พดดวง และมณีรัตน  มีพลอย, 2549, อาคม สอนสุทธ์ิ, 2549 

 

(2) เขยาสารละลายผสมใหเขากัน แลวบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาที 

(3) เติมสารละลาย แอล-โดพา ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงในทุกหลอดทดลอง 

เขยาแลววัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ทันที 

(4) บมสารผสมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลาอีก 2 นาที แลววัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรและคํานวณหาคารอยละของการยับยั้งเอนไซม

ไทโรซิเนสดังสมการท่ี (3.1)และ (3.2) 
 

 

 

 

                       คาการดูดกลืนแสง      =   (A2-A0)                              (3.1) 

 รอยละของการยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส  = 
B)(A

D)(CB)(A




 x 100 (3.2) 
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  เม่ือ   A0 คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรกอนการบม 

A2 คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตรหลังการบม 2 นาที 

A คือ ผลตางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร  

กอนการบมและหลังการบม 2 นาที ของ Control (A2-A0) 

B คือ ผลตางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร  

กอนการบมและหลังการบม 2 นาที ของ Blank of control (A2-A0) 

C คือ ผลตางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร  

กอนการบมและหลังการบม 2 นาที ของ Test of sample (A2-A0) 

D คือ ผลตางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร  

กอนการบมและหลังการบม 2 นาที ของ Blank of sample(A2-A0) 

 
 

3.2.3 การพิสูจนเอกลักษณสารสกัดอารบูตินจากใบเมาแก 

3.2.3.1 การพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิคโครมาโทกราฟสมรรถนะสูง(High  

Performance Liquid Chromatography : HPLC ) 

การเตรียมสารมาตรฐานอารบูติน 

(1) ชั่งสารมาตรฐานอารบูติน 0.1 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร  

แลวละลายดวยเมทานอล 5 มิลลิลิตร เทลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร

ใหครบ 50มิลลิลิตร ดวยเมทานอล จะไดสารมาตรฐานอารบูตินท่ีมีความเขมขน 1000 มิลลิกรัม/

ลิตร  

(2) ปเปตตสารมาตรฐานอารบูติน1 3 5 7 และ 10 มิลลิลิตรลงในขวด 

วัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 10 มิลลิลิตร ดวยเมทานอล จะไดความ

เขมขน 100 300 500 700 และ 1000 มิลลิกรัม/ลิตรตามลําดับ 

(3) กรองสารมาตรฐานดวยชุดกรองสารมาตรฐานดวยกระดาษกรองไนลอน 

เมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และเก็บใสขวดเก็บสารท่ีหุมดวยกระดาษอะลูมิเนียม และนําไป

วิเคราะหหาปริมาณสารอารบูติน 

การวิเคราะหเชิงคุณภาพของสารตัวอยาง 

(1) วิเคราะหสารตัวอยาง โดยฉีดสารตัวอยาง และเปรียบเทียบคารีเทน 

ชันไทมกับสารมาตรฐานอารบูติน 

(2) พิสูจนเอกลักษณดวยการเติมสารมาตรฐานอารบูตินลงไปในสาร 
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ตัวอยางเพ่ือลด matrix effect ในสารตัวอยาง  

การวิเคราะหเชิงปริมาณของสารตัวอยางดวยวิธีStandard addition 

(1) ปเปตตสารมาตรฐานอารบูตินท่ีเตรียมไว จํานวน 0.5 มิลลิลิตร  

และเติมสารตัวอยาง ลงไปปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในขวดเก็บสารขนาดเล็กสําหรับการวิเคราะห  

ต้ังสภาวะเครื่อง HPLC เพ่ือใชในการวิเคราะหใช 

 คอลัมน  VertiSepTMpHendure C18 4.6 × 150 มิลลิเมตร5 ไมโครเมตร 

 ดีเทคเตอร Diode Array Detector; SPD-M10A 

 อุณหภูมิ   40 องศาเซลเซียส 

 อัตราการไหล 1.00 มิลลิลิตร/นาที     

 ความดัน 120-150 บาร 

 ความยาวคลื่น  272 นาโนเมตร                

เฟสเคลื่อนท่ีอะซิโตไนไตรล: 0.05 โมลารแอมโมเนียมอะซีเตต90:10  

(รอยละโดยปริมาตร) 

 

(2) ทําการวิเคราะหสารตัวอยางท่ีเตรียมไวแตละความเขมขนมาทํา 

การวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถนะ ตามสภาวะท่ีใชในการวิเคราะห เพ่ือ

หาปริมาณพ้ืนท่ีใตพีกและรีเทนชันไทมนําขอมูลท่ีไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขน

และพ้ืนท่ีใตพีก 
 

  3.2.3.2 การวิเคราะหสารสกัดอารบูตินดวยเทคนิคแมสโครมาโทกราฟ 

  นําสารตัวอยางสกัดจากใบเมาแกวิเคราะหดวยเครื่อง 

 

1. Matrix – Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) และ Time 

of Flight (TOF) mass spectrometer (MALDI-TOF MS)โดยใช 

dithranolเปน matrix 

2. Electrospray Ionization mass spectrometer (ESI- MS) 
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