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ABSTRACT 

 The newly developed Ultra-thin Layer Isoelectric Focusing Technique has become popular for 

the analysis of seed protein specifically indicating purity and variety of field crops. However, the most 

appropriate solvent for the extraction of seed proteins is essential and needs to be identified. The 

objective of this research was to find out the most appropriate solvent for protein extraction ofrom the 

seeds of sunflower, groundnut and sesame varieties. Three different solvents, water, 4 M urea and  3.8 

mM phosphate buffer, were tested. The extracted seed storage protein was separated in 

polyacrylamide gel with a pH-gradient of the matrix ranges from 2-9 at 8°C with 2500 v. The results 

indicated that water was the most suitable solvent for seed storage protein extraction and identification 

in sunflower. In groundnut, all three tested solvents did not show any differences in protein extraction 

from the seeds of 6 varieties tested. In sesame, water was the most suitable solvent for seed storage 

protein extraction. For hybrid seed purity testing, water was the most suitable solvent for seed storage 

protein extraction and identification in sunflower and sesame. It was also found that at least 6 seeds of 

sesame were needed for protein extraction and varietal identification. 
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บทคัดย่อ 

ได้ทดลองแยกความแตกต่างของสายพนัธุ์ของเมล็ดพนัธุ์ทานตะวนั  4 พนัธุ์ ถัว่ลิสง 6 พนัธุ์ และงา 2 พนัธุ์ 

โดยใช้เทคนิค ultrathin-layer isoelectric focusing (UTLIEF) โดยมีวตัถปุระสงค์เพ่ือพฒันาวิธีการตรวจสอบ

ความบริสทุธ์ิและชนิดของเมล็ดพนัธุ์ พืชไร่เศรษฐกิจบางชนิด  ใช้ตวั ทําละลายท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิด คือ นํา้ 

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 3.8 มิลลิโมลาร์  และยเูรียความเข้มข้น 4 โมลาร์ แล้วนํามาแยกแถบโปรตีนด้วย

เทคนิค UTLIEF โดยใช้เจล pH 2-9 อณุหภมิู 8 องศาเซลเซียส ความต่างศกัย์ ไฟฟ้า 2500 โวลต์ พบว่าในเมล็ด
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ทานตะวนั  นํา้เป็นตวัทําละลายท่ี เหมาะสมท่ีสดุสําหรับนํา ไปใช้ในการสกดั และแยก โปรตีน  ในเมล็ดถัว่ลิสง นัน้

พบว่าตวัทําละลายทัง้ 3 ชนิดไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพนัธุ์ ได้  ในเมล็ดงาพบว่า นํา้เป็นตวัทํา

ละลายท่ีเหมาะสมท่ีสดุสําหรับนําไปใช้ในการสกดั โปรตีนและแยกสายพนัธุ์  เม่ือตรวจสอบความเป็นลกูผสมของ

เมล็ดพนัธุ์  พบว่า นํา้เป็นตวัทําละลายท่ีมีความ เหมาะสมท่ีใช้ในการสกดัโปรตีนแล ะตรวจสอบในเมล็ดทานตะวนั 

และเมล็ดงา  และเม่ือทดสอบจํานวนเมล็ดงา ท่ีต้องใช้ในการตรวจสอบความบริสทุธ์ิ  พบว่าต้องใช้เมล็ดงาอย่าง

น้อยท่ีสดุ 6 เมล็ด จงึจะเพียงพอสําหรับการตรวจสอบความบริสทุธ์ิของพนัธุ์ 

 

คาํสาํคัญ: โปรตีนสะสมในเมล็ด การตรวจสอบความบริสทุธ์ิของเมล็ด isoelectric การตรวจสอบพนัธุ์  

     ตวัทําละลาย 

 

คาํนํา 

เมล็ดพนัธุ์เป็นปัจจยัการผลิตท่ีมีความสําคญั

ในการเพิม่ผลผลิตทางการเกษตร และมีส่วนในการ

สร้างมลูค่าให้กบัเศรษฐกิจเป็นจํานวนมาก ดงันัน้การ

ใช้เมล็ดพนัธุ์ท่ีตรงตามพนัธุ์มีความสําคญัทาง

การเกษตรมากทัง้ในด้านการค้าและการปลกูโดยจะให้

ผลผลิตและคณุภาพของผลผลิตท่ีดี การตรวจสอบ

ความบริสทุธ์ิและตรงตามพนัธุ์ของเมล็ดพนัธุ์มีหลาย

วิธี เช่น การตรวจส อบทางสณัฐาน วิทยา เป็นการ

จําแนกตามรูปร่าง ขนาดของเมล็ดพั นธุ์ และ ต้นกล้า 

ซึง่จําเป็นต้องอาศยัผู้ มีความชํานาญสงูในการสงัเกต 

เน่ืองจากมีผลมาจากสภาพแวดล้อมเข้ามาเก่ียวข้อง 

และต้องใช้เวลานาน เสียค่าใช้จ่ายและแรงงานในการ

ดําเนินงานสงู (Arus, 1983; McDonald, 1998) การ

ตรวจสอบทางชีววิทยาโมเลกลุ เป็นวิธีการท่ีสามารถ

ตรวจสอบได้เร็วกว่าวิธีแรก และถกูต้องแม่นยําสงูมาก 

ใช้แรงงานน้อย เน่ืองจากเป็นการตรวจสอบในระดบัดี

เอ็นเอ สามารถตรวจสอบได้ในทกุส่วนของพืชและทกุ

ระยะการเจริญเติบโตของพืช แต่มีข้อจํากดัคือมี

ค่าใช้จ่ายในการตรวจแต่ละครัง้ ค่อนข้างสงูและวิธีการ

สกดัดีเอ็นเอซบัซ้อนและยุ่งยาก  (Coolbear and Hill, 

1988) ส่วนการตรวจสอบทางชีวเคมีเป็นวิธีการ

ตรวจสอบในระดบัโปรตีนหรือเอนไซม์ท่ีพืชสร้างขึน้เป็น

วิธีการท่ีใช้ตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอ็นไซม์

โดยอาศยัความจําเพาะในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์

แต่ละกลุ่มกบัสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสม (Payne, 1987) แต่

มีข้อจํากดั  คือในการเตรียมตวัอย่างเอนไซม์ค่อนข้าง

จะยุ่งยาก และในแต่ละระยะของการเจริญเติบโตของ

พืชจะผลิตเอนไซม์ท่ีมีความแตกต่างกนั (วนัชยั, 2542) 

ปัจจบุนัได้ มีการใช้เทคนิคใหม่ในการ

ตรวจสอบเมล็ดพนัธุ์เรียกว่า ultrathin-layer 

isoelectric focusing (UTLIEF) วิธีนีเ้ป็น การ

ตรวจสอบโปรตีนในเมล็ด  ซึง่เสียค่าใช้จ่ายน้อยกว่า 

(ISTA, 1999) และเป็นวิธีการมาตรฐานวิธีหนึง่ของ 

International Seed Testing Association (ISTA) 

หลกัการของวิธีแยกโปรตีนโดยวิธี isoelectric 

focusing คือ  การแยกสาร (โปรตีน ) ชนิดต่างๆ  ท่ี

ปะปนกนัอยู่และละลายได้ในนํา้หรือตวัทําละลายอ่ืน

ออกจากกนัตามคณุสมบตัิของค่า  isoelectric ของ

โปรตีนแต่ละชนิด โปรตีนแ ต่ละชนิดท่ีแยกได้จะถกู

ป้องกนัไม่ ให้กลบัเข้ามาผสมรวมกนัใหม่อีกโดยการ

ผสมตวักลางหรือตวัพา (carrier) บางชนิดเข้าไปก่ อน

การแยก เช่น  agar, polyacrylamine gel  เป็นต้น 

จากนัน้จงึให้กระแสไฟฟ้า ซึง่จะทําให้เกิด pH-

gradient ขึน้ระหว่างขัว้ไฟฟ้าทัง้สอง โปรตีนผสม

ทัง้หลายจะเคล่ือนท่ีผ่าน pH-gradient จนกระทัง่ถึงจดุ

ท่ีมีค่าเท่ากบั isoelectric point ของโปรตีนชนิดนัน้  ๆ 

ก็จะหยดุเคล่ือนท่ีทําให้เกิดการแยกของโปรตีนชนิด

ต่างๆ ออกจากกนัได้ (Leist et al., 2003) วิธีการ

ดงักล่าวสามารถนําไปใช้ในการจําแนกพนัธุ์พืชบาง
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ชนิดได้ เช่น ข้าว (Wang et al., 2001) และข้าวโพด 

(Leist et al., 2003) และเพ่ือให้สามารถใช้วิธีการ

ดงักล่าวในการตรวจสอบและจําแนกพนัธุ์พืชเศรษฐกิจ

ได้หลากหลายชนิดมากขึน้ จงึศกึษาชนิดของตวัทํา

ละลายท่ีเหมาะสมต่อการสกดัโปรตีน ในเมล็ด  เพ่ือใช้

ในการตรวจสอบความบริสทุธ์ิและชนิดของเมล็ดพนัธุ์

พืชนํา้มนั บางชนิด รวมทัง้การหาจํานวนเมล็ดท่ีน้อย

ท่ีสดุท่ีต้องการ สําหรับการตรวจสอบความบริสทุธ์ิโดย

วิธี UTLIEF โดยเฉพาะเมล็ดพืชท่ีมีขนาดเลก็ 

 

อุปกรณ์และวธีิการ 

1. การเตรียมพชืที่ใช้ในการทดลอง 

เมล็ดพนัธุ์ทานตะวนัลกูผสมชัว่ท่ี 1 จํานวน 3 

คู่ผสม คือ Pacific 55 × 323281 ต้นหมายเลข 2, และ

หมายเลข 4, Pacific 55 × 380874 และ Pacific 55 × 

402586 โดยสายพนัธุ์แม่คือ Pacific 55 สายพนัธุ์พอ่

คือ 323281, 380874 และ 402586 

 เมล็ดพนัธุ์ถัว่ลิสง 6 พนัธุ์  คือ กาฬสินธุ์ 2  

ขอนแก่น 60-1  ขอนแก่น 60-2  ขอนแก่น 4  ขอนแก่น 

5  ขอนแก่น 6 และเมล็ดลกูผสมท่ีเกิดจากการผสมข้าม

ทัง้ 6 พนัธุ์ 

 เมล็ดพนัธุ์งา 2 พนัธุ์  คือ งาดํา พนัธุ์

นครสวรรค์ และ งาขาว พนัธุ์  มก. 19 และ เมล็ด พนัธุ์

ลกูผสมท่ีเกิดจากการผสมข้ามทัง้สองพนัธุ์  

 

2. ชนิดของตัวทาํละลายที่เหมาะสมต่อการ แยก

สกัดโปรตีนจากเมล็ดและแยกความแตกต่างของ

สายพันธ์ุ 

ชนิดของ ตวัทําละลายท่ีใช้ในการสกดัโปรตีน

จากเมล็ด 3 ชนิด คือ นํา้ (H2O), ฟอสเฟต บฟัเฟอร์

ความเข้มข้น 3.8 มิลลิโมลาร์ (PO 
-
4) และ ยเูรีย(urea) 

ความเข้มข้น 4 โมลาร์  

นําตวัอย่างเมล็ด 50 เมล็ด  มาบดรวมกนั 

จากนัน้ผสมกบัตวัทําละลายแต่ละชนิด ในอตัราส่วน

ตวัอย่าง 200 มิลลิกรัมต่อตวัทําละลาย 500 

ไมโครลิตร ใช้เวลาในการสกดั 2 ชัว่โมงท่ีอณุหภมิูห้อง 

(vortex ทกุๆ 20 นาที) เม่ือครบตามเวลานําไปป่ัน

เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 

10 นาที แยกส่วนท่ีใสใส่หลอดใหม่เพ่ือเตรียมนําไปทํา 

electrophoresis ด้วยเทคนิค UTLIEF ค่า pH ของเจล

จะใช้ช่วงค่า pH ท่ีอยู่ในช่วง 2-9 โดยการผสมระหว่าง

สาร ampholyte (SINUS, Germany) ท่ีมีค่า pH 4 ช่วง 

คือ 2-4, 4-5, 5-8 และ 8-9 

การเตรียมสารละลายเจล (สําหรับเตรียมเจล 

10 แผ่น) ใช้ยเูรีย 16 กรัม เติมสารละลายส่วน ผสม 

acrylamide 50 ไมโครลิตร [acrylamide 33.14 กรัม + 

bis-acrylamide 0.86 กรัม ปรับปริมาตร ให้ครบ 500 

มิลลิลิตร, ampholyte 4.4 มิลลิลิตร, N N N N’ N’-

Tetramethylethylenediamine (TEMED) 50 

ไมโครลิตร  และ ammonium peroxydisulphate 

(APS) ความเข้มข้น 20% 350 ไมโครลิตร ] นํา

สารละลายเจลท่ีได้มาเกล่ียลงบน polyester support 

films (Gel-Fix, Serva) ใช้เทปกาวพนัสายไฟฟ้าปิดทบั

ไปบนกระจกท่ีใช้สําหรับปิดเจลแล้วปิดกระจกนีท้บัลง

บนแผ่นฟิล์มท่ีมีสารละลายเจลอยู่ แล้ววางไว้ท่ี

อณุหภมิูห้องเพ่ือให้เจลแข็งตวัประมาณ 1 ชัว่โมงจงึ

ลอกเอาเฉพาะแผ่น ฟิล์มท่ีมีเจลบาง ๆ อยู่ด้านบน

นําไปใช้ในการทํา electrophoresis 

หลงัจากเตรียมเจลเสร็จแล้วนําเจลมาทํา  

electrophoresis ด้วยเทคนิค  isoelectric focusing  

โดยนําแผ่น เจลวางบนเคร่ือง Desaga Horizontal 

Electrophoresis Unit (Desaphor HF210) ซึง่

เช่ือมต่อกบัเคร่ืองทําความเย็นตัง้ อณุหภมิูท่ี  8 องศา

เซลเซียส จากนัน้วาง anode และ cathode strip และ 

application strip (52 wells) ลงบนแผ่นเจลและหยด

สารละลายโปรตีนท่ีสกดัได้ลงไปบน application strip 

ช่องละ 22 ไมโครลิตร  การทํา electrophoresis ใช้

กระแสไฟฟ้าความต่ างศกัย์ 2500 โวลย์ เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง 
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เม่ือครบตามเวลาท่ีกําหนดนําเจลมา fix ด้วย 

trichloroacetic acid (TCA) ความเข้มข้น 12% เป็น

เวลา 20 นาที นําไปย้อมด้วยสารละลาย Coomassie 

Brilliant Blue (Coomassie R250 0.15 กรัม , 

Coomassie G250 0.45 กรัม, acetic acid 99% 110 

มิลลิลิตร, ethanol 95% 180 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้

ครบ 1 ลิตร ) นาน 15 นาที  และนําไปล้างสีย้อม

ส่วนเกินออกด้วยสารละลาย destain (ethanol 95% 

300 มิลลิลิตร, acetic acid 99% 50 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรให้ครบ 1 ลิตร) นาน 10 นาที แล้วนําไปล้าง

ด้วยนํา้อีก 5 นาที หลงัจากนัน้นําเจลไปผึง่ให้แห้งท่ี

อณุหภมิูห้อง  ปิดทบัเจลด้วยสติกเกอร์ใส เพ่ือเก็บ

รักษาเจลและนําไปวิเคราะห์ผล 

3. การตรวจสอบชนิดของเมล็ดพันธ์ุ 

สกดัโปรตีนจากเมล็ดของ สายพนัธุ์พอ่ สาย

พนัธุ์แม่ของพืชทัง้ 3 ชนิดด้วยตวัทําละลายทัง้ 3 ชนิด

จากนัน้ นํา มาแยกความแตกต่างของพนัธุ์โดยวิธี  

UTLIEF 

4. การตรวจสอบความเป็นลูกผสม 

นําปัจจยัท่ีได้จากการศกึษาใน ข้อ 2 มา

ตรวจสอบความเป็นลกูผสมของเมล็ด พนัธุ์ โดย สกดั

โปรตีนจาก เมล็ดลกูผสมแล้วเปรียบเทียบแถบ โปรตีน

ของสายพนัธุ์พอ่ สายพนัธุ์แม่ และลกูผสมชัว่ท่ี 1 และ

วิเคราะห์ประสิทธิภาพของวิธีการในการตรวจสอบ 

5. การหาจาํนวนเมล็ดที่น้อยที่สุดที่เพียงพอต่อ

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดงา 

นําปัจจยัท่ีได้จากการศกึษาในข้อ 2 มา

ทดสอบหาจํานวนเมล็ดงา ท่ีน้อยท่ีสดุท่ีเพียงพอต่อการ

ตรวจ สอบความบริสทุธ์ิ โดยใช้ งาขาวพนัธุ์ มก 19 

จํานวน 1 ถึง 10 เมล็ด เปรียบเทียบแถบโปรตีน ท่ีได้

จากเมล็ดงาจํานวนต่างๆ 

 

ผลการทดลอง 

การทดสอบตัวทาํละลายที่ใช้ในการสกัดโปรตีน

จากเมล็ด 

ทานตะวัน : เม่ือนําโปรตีนท่ี สกดัได้จาก

ทานตะวนั 4 พนัธุ์ ได้แก่ Pacific 55, 323281, 380874 

และ 402586 โดยใช้ตวัทําละลายท่ีมีความแตกต่างกนั 

3 ชนิด คือ นํา้ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น  3.8 มิลลิ

โมลาร์ และยเูรีย ความเข้มข้น 4 โมลาร์ ไปทํา 

electrophoresis ด้วยเทคนิค UTLIEF พบแถบโปรตีน

ท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนั การแยกแถบโปรตีนโดยใ ช้นํา้

เป็นตวัทําละลายพบความแตกต่าง ระหว่างพนัธุ์

ทัง้หมด 8 ตําแหน่ง ใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เป็นตวัทํา

ละลายพบความแตกต่างระหว่างพนัธุ์  2 ตําแหน่ง และ

เม่ือใช้ยเูรียความเข้มข้น 4 โมลาร์ เป็นตวัทําละลายพบ

ความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ 3 ตําแหน่ง (Figure 1)             
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Figure 1  Seed storage protein bands of 4 sunflower  varieties, Pacific 55, 323281,  380874 and 

402586 using water (a.) 3.8 mM phosphate buffer (b.) and 4M urea (c.) as solvents. 

Electrophoresis with   2,500 V at 8°C. The pH of the gel ranged from 2-9. The unique 

bands are indicated by arrows. 

 

 

ถั่วลิสง: เม่ือนําโปรตีนท่ีสกดัได้จากถัว่ลิสง 6 

พนัธุ์ โดยใช้ตวัทําละลายท่ีมีความแตกต่างกนั 3 ชนิด 

คือ ไปทํา electrophoresis ด้วยเทคนิค UTLIEF ไม่

สามารถแยกแถบโปรตีนท่ี มีลกัษณะแตกต่างกนั

ระหว่างพนัธุ์ได้  

งา: จากการใช้ตวัทําละลาย 3 ชนิดสกดั

โปรตีนจากเมล็ดงา 2 พนัธุ์ นําไปทํา electrophoresis 

ด้วยเทคนิค UTLIEF พบแถบโปรตีนท่ีมีลกัษณะ

แตกต่างกนั โดย เม่ือใช้นํา้เป็นตวัทําละลายพบความ

แตกต่างระหว่างพนัธุ์ทัง้หมด 3 ตําแหน่ง ใช้ฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ ความเข้มข้น  3.8 มิลลิโมลาร์ เป็นตวัทํา

ละลายพบความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ 1 ตําแหน่ง และ

เม่ือใช้ยเูรียความเข้มข้น 4 โมลาร์ เป็นตวัทําละลายพบ

ความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ 1 ตําแหน่ง (Figure 2) 
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Figure 2  Seed storage protein bands of 2 sesame varieties, KU 19 and Nakornsawan using water 

(a.) 3.8   mM phosphate buffer (b.) and 4M urea (c.) as solvent. Electrophoresis with  2,500 V 

at 8°C. The  pH of the gel ranged from 2-9. The unique bands are indicated by arrows. 
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การตรวจสอบความเป็นลูกผสม ช่ัวที่ 1 ของเมล็ด

พันธ์ุ 

ทานตะวัน: การตรวจสอบความเป็นลกูผสม

ของเมล็ดพนัธุ์โดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสาย

พนัธุ์พอ่ สายพนัธุ์แม่และลกูผสมชัว่ท่ี 1 ระหว่าง พนัธุ์ 

Pacific 55 × 323281 ต้นหมายเลข 2 และหมายเลขท่ี 

4 พบแถบโปรตีนท่ีได้มาจากสายพนัธุ์พอ่ 2 ตําแหน่ง 

แถบโปรตีนท่ีได้มาจากสายพนัธุ์แม่ 3 ตําแหน่ง  

(Figure 3a) ลกูผสมระหว่าง พนัธุ์  Pacific 55 × 

380874 พบแถบโปรตีนท่ีได้มาจากสายพนัธุ์พอ่ 2 

ตําแหน่ง แ ถบโปรตีนท่ีได้มาจากสายพนัธุ์แม่ไม่

สามารถแยกได้อย่างชดัเจน  (Figure 3b) และลกูผสม

ระหว่างพนัธุ์ Pacific 55 × 402586 พบแถบโปรตีนท่ี

ได้มาจากสายพนัธุ์พอ่ 2 ตําแหน่ง แถบโปรตีนท่ีได้มา

จากสายพนัธุ์แม่ 1 ตําแหน่ง (Figure 3c) 

 

                                     2      4                                                     

              
                  a.               b. 

                                                                                         

      
                     c. 

Figure 3  Seed storage protein bands of sunflower F1 hybrids using water (a.) 3.8 mM phosphate buffer  
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   (b.) and 4M urea (c.) as solvent. Electrophoresis with  2,500 V at 8°C. The pH of the gel ranged  

   from 2-9. The unique bands are indicated by arrows. 

a. F1 hybrids of Pacific 55 × 323281, plant no.2 and 4 

b. F1 hybrids of Pacific 55 × 380874 

c. F1 hybrids of Pacific 55 × 402586 

 

ถั่วลิสง: เน่ืองจากตวัทําละลายโปรตีนทัง้ 3 ชนิดไม่

สามารถแยกความแตกต่างของพนัธุ์ถัว่ลิสงทัง้ 6 พนัธุ์ 

ได้ดงันัน้จงึไม่สามารถนํามาตรวจสอบความเป็น

ลกูผสมของเมล็ดพนัธุ์ได้ 

งา : การตรวจสอบความเป็นลกูผสมของ

เมล็ดพนัธุ์โดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพนัธุ์พอ่ 

สายพนัธุ์แม่และลกูผสมชัว่ท่ี 1 พบแถบโปรตีนท่ีได้มา

จากสายพนัธุ์พอ่ 1 ตําแหน่ง แถบโปรตีนท่ีได้มาจาก

สายพนัธุ์แม่ 2 ตําแหน่ง (Figure 4) 

 

                                                                                                               

                                                  
 

Figure 4  Seed storage protein bands of sesame F1 hybrids (KU 19 × Nakornsawan) using water solvent.  

   Electrophoresis with  2,500 V at 8°C. The pH of the gel ranged  from 2-9. The unique bands are  

   indicated by arrows. 

 

การตรวจสอบ ความบริสุทธ์ ของเมล็ดพันธ์ุงา โดย

ใช้จาํนวนเมล็ดที่น้อยที่สุด 

การตรวจสอบจํานวนเมล็ดงา ขาวพนัธุ์ มก . 

19 ในการสกดัโปรตีนโดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของ

แต่ละจํานวนเมล็ด พบแถบโปรตีนท่ีได้จากการสกดั

โปรตีนจากเมล็ดงาจํานวน  6 เมล็ดขึน้ไปท่ีสามารถ

นํามาตรวจสอบความบริสทุธ์ิของเมล็ดพนัธุ์ได้              

(Figure 5) 
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Figure 5  Seed storage protein bands of sesame variety KU 19 using water solvent. The number on the  

top of the gel indicate the number of extracted seeds. Electrophoresis with  2,500 V at 8°C. The     

pH of the gel ranged  from 2-9.  

 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการแยกแถบโปรตีนในเมล็ดทานตะวนั 4 

พนัธุ์ ถัว่ลิสง 6 พนัธุ์ และงา 2 พนัธุ์  ด้วยเทคนิค 

UTLIEF โดยใช้ตวัทําละลายท่ีมีความแตกต่างกนั 3 

ชนิด คือ นํา้ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น  3.8          

มิลลิโมลาร์  และยเูรียความเข้มข้น 4 โมลาร์ พบว่าได้

แถบโปรตีนจํานวนมาก  และในแต่ละพนัธุ์นัน้มีความ

เข้มข้นของแถบโปรตีนแต่ละตําแหน่งแตกต่างกนั ซึง่

บอกความเป็นไปได้ว่ามีการละลายของโปรตีนหลาย

ชนิดท่ีมีประจแุละปริมาณท่ีต่างกนัออกไป ซึง่

สอดคล้องกบัหลกัการการละลายของโปรตีน  โปรตีน

ส่วนใหญ่ละลายได้ดีในนํา้หรือสารละลายเกลือเจือจาง 

โดยสารละลายเกลือท่ีใช้ในการทดลองนี ้  คือ ฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ความเข้มข้น  3.8 มิลลิโมลาร์ และยเูรียความ

เข้มข้น 4 โมลาร์ ถึงแม้ว่าตวัทําละลายทัง้ สองชนิด  มี

คณุสมบตัิท่ีเหมือนกนัแต่ก็อาจทําละลายโปรตีนได้

ต่างกนั ทําให้แถบโปรตีนท่ีได้แตกต่างกนัและสามารถ

นํามาใช้ในการแยกความแตกต่างของพนัธุ์ได้ 

โปรตีนท่ีสกดัจากเมล็ดทานตะวนั 4 พนัธุ์ โดย

ใช้นํา้เป็นตวัทําละลายนัน้ให้จํานวนแถบโปรตีนท่ีพบ

ให้ความแตกต่างมากกว่าจํานวนแถบโปรตีนท่ีใช้

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น  3.8 มิลลิโมลาร์  และ

ยเูรียความเข้มข้น 4 โมลาร์ เป็นตวัทําละลาย เน่ืองจาก

ในเมล็ดทานตะวนั มี globulin และ albumins เป็น

โปรตีนสะสมซึง่เป็นโปรตีนท่ีละลายได้ในนํา้  (Jacques 

et al., 1996) ดงันัน้ในเมล็ดทานตะวนั 4 พนัธุ์  มี

ปริมาณโปรตีนท่ีแตกต่างกนัจงึสามารถแยกความ

แตกต่างของสายพนัธุ์ได้  ส่วนฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความ

เข้มข้น 3.8 มิลลิโมลาร์ และยเูรียความเข้มข้น 4 โมลาร์ 

ท่ีใช้เป็นตวัทําละลายนัน้มีคณุสมบตัิเป็นสารละลาย

เกลือ พบจํานวนแถบโปรตีนท่ีให้ความแตกต่างน้อย

กว่า เน่ืองจากเมล็ดทานตะ วนั 4 พนัธุ์มีโปรตีนชนิดอ่ืน

ท่ีสามารถละลายได้ในสารละลายเกลือ อยู่ในปริมาณ
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น้อย แต่เม่ือใช้ยเูรียความเข้มข้น  3.8 มิลลิโมลาร์ เป็น

ตวัทําละลาย กลบั ให้ความเข้มข้นของแถบโปรตีน

มากกว่า  อาจ เน่ือง จากในแต่ละแถบของโปรตีน มี

โปรตีนชนิดเดียว หรือหลายชนิดก็ได้ และมีขนาดท่ี

แตกต่างกนัได้ด้วย เน่ืองจากโปรตีนต่างชนิดกนัอาจมี

ค่า pI (isoelectric point) ท่ีเท่ากนั จงึทําให้เคล่ือนท่ีไป

สะสมอยู่ในจดุเดียวกนั (อาภสัสรา, 2537; John and 

Switzer, 1997)  

โปรตีนท่ีสกดัจากเมล็ดถัว่ลิสง 6 พนัธุ์ โดยใช้

ตวัทําละลายท่ีมีความแตกต่างกนั 3 ชนิดไม่สามารถ

แยกความแตกต่างได้  อาจเน่ือง จากในถัว่ลิสง แต่ละ

พนัธุ์ มีกรดอะมิโน ท่ีพบ คือ เมทไธโอนีน  (methionine) 

ทรีโอนีน (theonine) ซึง่เป็นกรดอะมิโนมี หมู่ฟังก์ชัน่มี

ขัว้ ไม่มีประจ ุและชอบนํา้ (hydrophilic) ละลายในนํา้

ได้แต่ มีปริมาณท่ีต่ํา  จงึเป็นสาเหตท่ีุ ไม่สามารถแยก

ความแตกต่างของสายพนัธุ์ได้  และนอกจากนัน้ยงัพบ

กรดอะมิโนไลซีน (lysine) ปริมาณท่ีต่ํา เช่นกนั  ซึง่เป็น

กรดอะมิโนท่ีมีหมู่ ฟังก์ชัน่เป็นประจบุวกโดยจะแตกตวั

ท่ีให้ประจบุวกท่ี pH 7 ดงันัน้น่าจะเป็นอีกสาเหตท่ีุ ไม่

สามารถตรวจสอบความบริสทุธ์ิได้เน่ืองจากค่า pH 

ของเจลใช้ช่วงค่า pH 2-9 จงึมีการกระจายตวัของแถบ

โปรตีนได้ในช่วงท่ีแคบและไม่ชดัเจน (Jacques et al., 

1996) 

โปรตีนท่ีสกดัจากเมล็ด งา 2 พนัธุ์ โดย ใช้นํา้

เป็นตวัทําละลายให้จํานวนแถบโปรตีนท่ีพบให้ความ

แตกต่างมากกว่าจํานวนแถบโปรตีนท่ีใช้ฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ความเข้มข้น  3.8 มิลลิโมลาร์ และยเูรียความ

เข้มข้น 4 โมลาร์ เป็นตวัทําละลาย เน่ืองจากในเมล็ดงา

มี 7S vicilin ซึง่เป็นโปรตีนสะสมในเมล็ดท่ีอยู่ในกลุ่ม 

globulin และ albumins เป็นโปรตีนท่ีละลายได้ในนํา้ 

นอกจากนัน้ ในเมล็ดงายงั มีกรดอะมิโน เมทไธ โอนีน 

(methionine) ซึง่เป็น กรดอะมิโนชนิด ไม่ มีประจแุละ

ชอบนํา้ (hydrophilic) จงึละลายในนํา้ได้ดี  (Beyer et 

al., 2002) 

โปรตีนท่ีสกดัจาก เมล็ดงาขาวพนัธุ์ มก . 19 

จํานวนตัง่แต่ 1 ถึง 10 เมล็ด  เม่ือเปรียบเทียบแถบ

โปรตีนท่ีได้เม่ือใช้เมล็ดงาจํานวนต่างกนั พบว่า เม่ือใช้

เมล็ดงาเพียงเมล็ดเดียวก็เกิดแถบโปรตีนแต่ไม่ปรากฏ

ทกุแถบเน่ืองจาก เมล็ดงามีขนาดเล็กจงึมีปริมาณ

โปรตีนท่ีสะสม แต่ละชนิด ในเมล็ดต่อนํา้หนกัเมล็ดต่ํา

จงึต้องใช้จํานวนเมล็ดท่ีมากขึน้  จํานวนของเมล็ด ท่ี

ต้องการนัน้ ขึน้อยู่กบัชนิดของพืช และความสมบรูณ์

ของเมล็ดพนัธุ์พืชชนิดนัน้ด้วย  จากการทดสอบต้องใช้

จํานวนเมล็ดงา 6 เมล็ดขึน้ไปจงึจะปรากฏแถบโปรตีน

ครบทกุแถบและสามารถนํามาตรวจสอบความบริสทุธ์ิ

ได้ 

สรุปผลการทดลอง 

การใช้เทคนิค ultrathin-layer isoelectric 

focusing เพ่ือตรวจสอบสายพนัธุ์พืชนัน้สามารถทําได้

ในพืชบางชนิด โดย นํา้เป็นตวัทําละลายท่ีมีความ

เหมาะสมท่ีใช้ในการสกดัโปรตีนจากเมล็ดทานตะวนั 

และเมล็ดงาเพ่ือ ใช้ในการตรวจสอบความบริสทุธ์ิ  และ

ตรวจสอบความ เป็นลกูผสมของพนัธุ์ ได้ เน่ืองจาก มี

จํานวนแถบโปรตีนท่ี แสดง ความแตกต่างกนัหลา ย

ตําแหน่ง ในกรณีของถัว่ลิสงนัน้ จําเป็นต้องปรับเทคนิค

ท่ีเก่ียวข้อง เช่น ชนิดของสารละลาย หรือ ความเข้มข้น

ของสารละลายท่ีใช้สกดัโปรตีนสะสมในเมล็ด เพ่ือสกดั

โปรตีนออกให้ได้มากท่ีสดุ แม้ ว่าจะเป็นโปรตีนชนิดท่ีมี

ความเข้มข้นน้อยท่ีสดุก็ตาม เ พราะโปรตีนเหล่านีอ้าจ

สามารถใช้บอกความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ได้ และการ

หาจํานวนเมล็ดท่ีน้อยท่ีสดุท่ีต้องการ ตรวจสอบความ

บริสทุธ์ิของเ มล็ดพนัธุ์งา ใช้ เพียง  6 เมล็ด ก็สามารถ

นํามาตรวจส อบความบริสทุธ์ิของเมล็ดพนัธุ์ นบัเป็น

จดุเด่นของการตรวจสอบเมล็ดซึง่ใช้เมล็ดจํานวนน้อยก็

สามารถตรวจสอบได้อย่างแม่นยํา 
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