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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเพื่อทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

ข.1 การเตรียมสารเพ่ือทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
 

ข.1.1 การเตรียมสารตัวอย่าง 
ข.1.1.1 เตรียมสารละลายของสารที่สกัดได้จากเฟิน โดยช่ังส่วนสกัดมา 2 มิลลิกรัม มาละลาย
ในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) 0.2 มิลลิลิตร จะได้สารละลายเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

 

ข.1.1.2 เตรียมสารละลายเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจาก
สารละลายเข้มข้นที่เตรียมในข้อ ข.1.1.1  

 
ข.1.2 การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.9 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

ข.1.2.1. ช่ังโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 2.84 กรัม ละลายในน้้ากลั่นในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

 

ข.1.2.2. ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.72 กรัม ละลายในน้้ากลั่นในขวด
วัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

 

ข.1.2.3. น้าสารละลายทั้ง 2 เทรวมกันแล้วปรับพีเอชของสารละลายให้เท่ากับ 6.90 โดยใช้         
กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ และโซเดียมไฮดรอกไซด์ ( NaOH) ความ
เข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

 
ข.1.3. การเตรียมซับเสตรท (substrate) 

ช่ังพารา-ไนโตรฟีนิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด์ (PNP-G) 30.1 มิลลิกรัม ละลายใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.90 เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ในขวดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 

 
ข.1.4. การเตรียมเอนไซม์ 

ข.1.4.1. เตรียม stock solution ของเอนไซม์ โดยช่ังเอนไซม์มา 1 มิลลิกรัม ละลายในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ พีเอช 6.90 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะได้ความเข้มข้นของเอนไซม์เท่ากับ 5.7 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร 
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ข.1.4.2. เตรียมสารละลายเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
โดยปิเปตเอนไซม์ความเข้มข้นเท่ากับ 5.7 หน่วยต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 175 ไมโครลิตร แล้ว
ท้าเป็นสารละลาย 1 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.90 

 
ข.1.5. การเตรียมสารลายโซเดียมคาร์บอเนต ( Na2CO3) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ช่ังโซเดียมคาร์บอเนต 10.6 กรัม ละลายในน้้ากลั่นในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 

ข.2 วิธีการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
 
ข.2.1 เตรียมสารละลายตัวอย่างความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยช่ังสาร
สกัดหยาบหนัก 2 มิลลิกรัม ละลายในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
ข.2.2 ปิเปตสารตัวอย่าง 10 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลท (microplate) จากน้ันใส่เอนไซม์แอลฟา-  
กลูโคซิเดส 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 40 ไมโครลิตร แล้วทิ้งให้เกิดปฏิกิริยา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 
 
ข.2.3 เติมสารละลายพารา-ไนโตรฟีนิล-แอลฟา-ดี-กลูโคไพราโนไซด์ เข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร                
50 ไมโครลิตร ซึ่งท้าหน้าที่เป็นซับสเตรทลงไป ทิ้งให้เกิดปฏิกิริยา 20 นาทีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
ข.2.4 หยุดปฎิกิริยาด้วยโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เข้มข้น 1 โมลาร์ 100 ไมโครลิตร น้าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร โดยใช้เครื่องยูวีวิซิเบิลแอบซอร์บแบนซ์ สเปกโทร
โฟโตมีเตอร์ ไมโครเพลทรีดเดอร์ (UV/Vis absorbance spectrophotometer microplate reader) ใช้ 
DMSO เป็นแบลงค์ (Blank) จากน้ันเติมสารละลายชนิดเดียวกันลงไปเหมือนกับการทดลองข้างต้น 
ดังแผนภาพที่ 3.3 ในบทที่ 3 ใช้อะคาร์โบส (Acarbose) เป็นสารมาตรฐานในการเปรียบเทียบ 


