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การศึกษาการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชโปรติเอส (นิวเทรส) รวมกับเอทานอล แบงออก
เปน 3 สวนคือ สวนแรกเปนการศึกษาคุณสมบัติของผงเนื้อในเมล็ดมะขามและสภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของ
เอนไซม สวนที่สองเปนการเปรียบเทียบผลของการแยกโปรตีนโดยใชเอนไซมและไมใชเอนไซม และหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชเอนไซม สวนที่สามเปนการศึกษาการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อ
ในเมล็ดมะขามโดยใชเอนไซมรวมกับเอทานอล โดยจากการศึกษาคุณสมบัติของผงเนื้อในเมล็ดมะขามพบวา ประกอบ
ดวย โพลีแซคคาไรด 68.06 เปอรเซ็นต โปรตีน 17.33 เปอรเซ็นต ไขมัน 7.05 เปอรเซ็นต และอื่นๆ 7.56 เปอรเซ็นต
อนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะประกอบดวยสวนที่มีขนาด 1 – 15 ไมโครเมตร 23.61 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรซึ่ง
สวนใหญเปนโปรตีน และไขมัน และสวนที่เหลือมีขนาด 15 – 100 ไมโครเมตร ซึ่งสวนใหญเปนโพลีแซคคาไรด ความ
หนืดของผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขน อุณหภูมิ และเวลาในการกวนเพิ่มขึ้น สวนความเร็วรอบที่ 200
400 และ 600 รอบตอนาทีไมมีผลตอความหนืด นอกจากนี้ผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะมีขนาดเล็กลงและมีการกระจายตัวดี
ขึ้นเมื่อพีเอชเพิ่มขึ้น จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม ที่อุณหภูมิคงที่คือ 45 องศาเซลเซียสซึ่ง
เปนอุณหภูมิในชวงที่เอนไซมทํางานไดดี และผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร  ซึ่งมีความหนืดไมเกิน
50 เซ็นติพอยส พบวาเอนไซมทํางานไดดีที่พีเอช 8 และไมสูญเสยีกิจกรรมเม่ือกวนที่ความเร็วรอบเปน 200 400 และ 600
รอบตอนาที แตจะสูญเสียกิจกรรมทันทีในสารละลายเอทานอล โดยสูญเสียกิจกรรมมากกวา 10 เปอรเซ็นตเมื่อเอทานอล
มีความเขมขนต้ังแต 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรขึ้นไป

ในสวนที่สองไดมีการศึกษาการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ที่  6.58  8 และ 10 ในภาวะที่ใช
และไมใชเอนไซมพบวาในภาวะที่ใชเอนไซม และสารแขวนลอยอยูที่พีเอช 8 จะใหผลการแยกโปรตีนมากที่สุด มากกวา
ไมใชเอนไซมอยู 6.37 เปอรเซ็นต และมากกวาที่ไมปรับพีเอชอยู 15.89 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวาความเร็วรอบ ใน
การกวนที่ 600 รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที ในภาวะที่ใชเอนไซม ที่พีเอช 8 ใหคาเปอรเซ็นตการแยกสูงสุดคือ 97.051
เปอรเซ็นต (เทียบกับตม) หรือ 100.369 เปอรเซ็นต (เทียบกับไมตม) และจากการศึกษาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม คือใช
เอนไซมเขมขน (43.4 unit/ml) 0.01 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ตอผงเนื้อในเมล็ดมะขามเขมขน 40 กรัมตอลิตร ในเวลา 20
นาที

สวนที่สามเปนการศึกษาการแยกโปรตีนจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชเอนไซมรวมกับเอทานอล ซึ่งทําการ
ทดลองที่สภาวะที่เหมาะสมขางตน โดยเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอทานอลเปน 1 3 และ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร
พบวากรณีที่ไมเติมเอทานอลจะสามารถแยกไขมันออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามได 93.97 เปอรเซ็นตเหลืออยูใน
ผลิตภัณฑเพียง 0.42 - 0.48 เปอรเซ็นตเทานั้น และการเพิ่มเอทานอลไมทําใหแยกไขมันออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
ไดมากขึ้น และยังมีผลทําใหเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามลดลง  นอกจากนี้ยังพบวาการใช
เอนไซมจะทําใหเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรดนอยกวางานวิจยัอื่นๆ คืออยูในชวง 40 – 60 เปอรเซ็นต เนื่องจาก
อนุภาคโพลีแซคคาไรดสวนมากมีขนาดเทาเดิม

ภาควิชา……..……วิศวกรรมเคมี………….ลายมือชื่อนิสิต………………………………………………………………
สาขาวิชา………….วิศวกรรมเคมี………….ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษา…………………………………………………
ปการศึกษา……..…2545……..…………...ลายมือชื่ออาจารยที่ปรึกษารวม……………………………………………..



## 4270390521: MAJOR CHEMICAL ENGINEERING
KEYWORD: TAMARIND KERNEL POWDER / TAMARIND SEED POLYSACHARIDE/PROTEIN/ SEPARATION/
PROTEASE/ ETHANOL

NIPAWADEE SANGYONT: SEPARATION OF PROTEINS FROM TAMARIND KERNEL POWDER USING
PROTEASE THESIS ADVISOR: ASSOC. PROF.CHIRAKARN MUANGNAPOH, Dr. Ing. THESIS CO-
ADVISOR: PRECHA SANGTERAPITIKUL 143 pp. ISBN:  974-17-1048-8

The study of protein separation from tamarind kernel powder using protease (neutrase) and ethanol could
be categorized into three sections. The first section was related to study of the properties of tamarind kernel powder
and the suitable condition for enzyme activity. While the comparison between the separation with and without the
enzyme was accomplished in the second section. And the last was to find the suitable condition for protein separation
from tamarind kernel powder with the use of enzyme and ethanol.

Regarding the first section, the tamarind kernel powder was composed of polysaccharide, protein, lipid,
and others in the compositions of 68.06, 17.33, 7.05, and 7.56 %, respectively. From the corresponding particle size
distribution, a fraction of 23.61% v/v, which is mainly protein and lipid, could be sized as 1-15 micrometers and the
rest, which is mainly polysaccharide, could be sized as 15-100 micrometers. The viscosity of the powder increased in
response to the increasing concentration, temperature, and agitation time but was not affected by the agitation speed
(200, 400, and 600 rpm). In addition, the size of kernel powder was smaller and had better distribution at higher pH
value. At the suitable condition for enzyme activity, which was at the working temperature of 45 0C, TKP concentration
of 40 g/l and the viscosity of the kernel powder not exceeding than 50 cP, the enzyme was most active at the pH value
of 8 and its activity was not affected by the agitation speed (200, 400, and 600 rpm). On the contrary, its activity was
substantially denatured more than 10% when it was exposed to 5% v/v up of ethanol solution.

Concerning the second section, The experiments were carried out at pH value of 6.58 8 and 10 in
cooperation with and without enzyme condition. It was found that at pH value of 8 and the presence of enzyme could
give the highest percentage protein removal, which was 6.37% and 15.89% higher than the case of no enzyme and
no pH regulation respectively. In addition, It was also found that at agitation speed of 600 rpm, reaction time of 20
minutes, pH of 8 and in the presence of enzyme should the highest protein separation of 97.051 % (cooking basis) or
100.369.% (non-cooking basis). The suitable enzyme (43.4 unit/ml) dosage was at 0.01 %v/v for 40 g/l if TKP and in
20 minutes incubation time.

For the last section, protein separation using enzyme and ethanol at stated suitable condition was
investigated by varying the ethanol concentration from 1 3 to 5 %v/v. The experimental results show that without the
use of ethanol the lipid could be remove by 93%, remaining only the trace amount of lipid (0.42–0.48 % wt/wt) in the
product. Even with the presence of ethanol the lipid remove (1, 3, and 5 % v/v), it was confirmed that the lipid removal
could not be enhanced. Protein separation, comparing with the other research, the use of enzyme could also reduce
the polysaccharide loss in the rang of 40-60 % due to unchanging in size of the most polysaccharide particle.
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บทที่ 1

บทนํา

เนื่องจากประเทศไทยมีปริมาณการผลิตมะขามปละประมาณแสนตัน (สถิติการเพาะปลูก
ผลไมยืนตน ปการเพาะปลูก, 2533/2534) ทําใหมีเมล็ดมะขามซึ่งเปนผลพลอยไดประมาณสาม
หมื่นตันตอป การใชประโยชนสวนใหญเปนการบริโภคในสวนเนื้อ สวนเมล็ดมะขามยังไมคอยมี
การใชประโยชนมากนัก สวนใหญจะใชคั่วผสมกับกาแฟหรือรับประทานเปนของขบเคี้ยว และสวน
ที่เหลือจากนั้นจะถูกนําไปทิ้ง ซึ่งกอใหเกิดขยะและตองสิ้นเปลืองคาใชจายในการกําจัด ทั้งๆที่ใน
เมล็ดมะขามมีโพลีแซคคาไรด  ที่มีคุณสมบัติเฉพาะตัวที่เปนประโยชนอยางมาก กลาวคือ ในเมล็ด
มะขามมีโพลีแซคคาไรด ซึ่งเรียกวา Tamarind Seed  Polysaccharide (TSP) โดยมีคุณสมบัติ
เปนเจลเมื่อละลายอยูในน้ํา และไมมีกรดกาแลคทูโรนิก (galacturonic acid) หรือ หมูฟงกชันของ
เมทิลยูโรเนท (methyl uronate) ทั้งยังสามารถคงรูปเจลอยูไดในชวงพีเอชที่กวางซึ่งตางจากโพลี
แซคคาไรด จากพืชชนิดอื่น ดังนั้นจึงเรียกสารตัวนี้วา เจลโลส (jellose) (Rao.Ps,1956)  เจลโลส
เปนสารประเภทกัม ที่มีประโยชนมากในอุตสาหกรรมหลายประเภท  เชน  อุตสาหกรรมเสนใย
เครื่องสําอาง  เภสัชกรรม  กระดาษ  อาหารและอื่น ๆ โดยใชเปนสารใหความหนืด (thickening)
สารรักษาความคงตัว (stabilizer)    สารเสริมน้ําและน้ํามันใหเขาเปน เนื้อเดียวกัน (emulsifier)
สารชวยในการรวมตัวกับน้ํา (water binder) และสารชวยการแขวนลอย (suspending agent)
(Rao.Ps,1993)   เปนตน

ปจจุบันไดมีบริษัทที่ผลิตผงเนื้อในเมล็ดมะขาม (Tamarind Kernel Powder : TKP) ขึ้นใน
ประเทศไทย คือบริษัท จีเอ็ม อิชิฮารา จํากัด (G.M. Ichihara Co.ltd) โดยบริษัทไดรับซื้อเมล็ด
มะขามจากที่ตางๆ ในประเทศไทย  จากน้ันจึงนํามา ผานกระบวนการแยกเปลือกของเมล็ดออก
แลวบดเนื้อในเมล็ดมะขามจนไดขนาดที่ตองการ  ซึ่งมีชื่อทางการคาวา MAKAM 200 แลวจึงสง
ออกไปยังประเทศญี่ปุนเพื่อทําการกําจัดสารที่ไมตองการออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามจนกระทั่ง
ได  TSP  (ชื่อทางการคาวา   SOABIGUM   หรือ  TG 200) ซึ่งมีราคาสูง ดังนั้นจึงเกิดแนวคิดที่จะ
ทําการผลิต TSP อยางครบวงจรเพื่อใชในประเทศไทย

จากผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ได มีสวนประกอบของสารที่เปนโพลีแซคคาไรด รอยละ        
65 -72.2 และ สวนที่ไมใชโพลีแซคคาไรด  ในสวนที่ไมใชโพลีแซคคาไรดสวนใหญเปน โปรตีนรอย
ละ 15 - 21 ซึ่งไดแก อัลบูมิน (albumin) กลอบบูลิน (gobulin) โพรลามีน (prolamine) และกลูเทอ
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ลีน (glutelins) ไขมันรอยละ 4 - 8 ซึ่งสวนใหญเปนกรดไขมันอิ่มตัวไดแก กรดลิโนเลอิก (linolelic
acid) กรดปาลมมิติก (palmitic acid) และกรดโอลิอิก (oleic acid) และเสนใยรอยละ 2.5 - 8.2
(The Wealth of india, 1996) สารเจือปนเหลานี้ทําใหเจลโลสมีคุณสมบัติไมดี โดยไขมันจะทําให
เจลโลสเหนียว มีความหนืดสูง มีกลิ่นเหม็นหืน และไมสามารถไหลได ทําใหยากตอการเคลื่อนที่
และกระจายตัว สวนโปรตีน จะทําใหเกิดฟองขึ้นในระหวางการกระจายตัวในระบบที่เปนของเหลว
และเมื่อโปรตีนเสื่อมสภาพจะมีผลใหโปรตีนตกตะกอนได สวนไฟเบอรนั้นไมละลายในน้ํา ทําใหไป
ติดขัดกับอุปกรณในกระบวนการ ทําใหตองหยุดกระบวนการได  (Jones และคณะ, 1978) ดังนั้น
จึงมีความจําเปนตองแยกสารที่ไมใชเจลโลสเหลานี้ออก

จากการศึกษาโครงสรางของผงเนื้อในเมล็ดมะขามจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศ จะพบ
วาอนุภาคของโพลีแซคคาไรด  มีลักษณะเปนกอนกลม และมีอนุภาคของโปรตีนเกาะอยูรอบๆ
โดยโปรตีนจะเชื่อมอยูระหวางอนุภาคของโพลีแซคคาไรด  แรงยึดเหนี่ยวระหวางโมเลกุลของ
โปรตีน และ โพลีแซคคาไรด  สวนใหญเปนแรงยึดเหนี่ยวเนื่องจากไฟฟาสถิตย (Imeson และ
คณะ, 1977) โดยถึงแมวาสารชีวโมเลกุลทั้งสองจะมีประจุไฟฟาสุทธิ เปนลบเหมือนกัน แตยัง
สามารถมีดึงดูดกันระหวางประจุบวกภายในโครงสรางของโปรตีน และประจุลบของโพลีแซคคา
ไรด  (Tolstoguzov, 1986 และ Ledword, 1994) สวนแรงยึดเหนี่ยวชนิดอื่น เชน พันธะไฮโดรเจน
ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) หรือ พันธะโคเวเลนตซึ่งเปนแรงยึดเหนี่ยวที่แข็งแรงกวามีผลตอตวาม
คงตัว ทําใหแยกโมเลกุลทั้งสองออกไดยากขึ้น (Imeson และคณะ, 1977)

ในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม จําเปนตองทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวาง
อนุภาคของโปรตีน และอนุภาคของโพลีแซคคาไรด   ออกจากกันกอน แลวจึงแยกสวนที่เปน
โปรตีน และ โพลีแซคคาไรด  ออกจากกัน โดยจากงานวิจัยของ วารี 2543 ไดนําผงเนื้อในเมล็ด
มะขามมาผานคลื่นเหนือเสยีงในการแยกโมเลกุลโปรตีนและโพลีแซคคาไรด ออกจากกัน แตการ
ทําในลักษณะนี้ จะทําใหคลื่นเหนือเสียงจะไปทําลายโมเลกุลของโพลีแซคคาไรด  ทําใหมีโมเลกุล
เล็กลง และมีความหนืดลดลง และมีงานวิจัยมากมายที่พยายามแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามโดยการใชตัวทําละลายอินทรีย และสารละลายเกลือตางๆ กัน Deguchi (1963) ใช
หลักการ Salting out เพื่อตกตะกอนโปรตีนดวยลารละลายแอมโมเนียนซัลเฟต อลูมิเนียมซัลเฟต
โซเดียมซัลเฟต และแมกนีเซียมซัลเฟต Gordon (1968) ใชไอโซโพรพานอล Rao (1959) ใชกรด
ซิตริก และ ซัลเฟอรไดออกไซด Standford (1984) ใชสารละลายเบสเขมขน 50 เปอรเซ็นต ที่พีเอช
13 รวมกับไอโซโพรพิลแอลกอฮอล Jones (1978) ใชเอทิลีนไดคลอไรด เฮปเทน และโทลูอีน
Teraoka และ คณะ (1990) ใชเมทานอล เอทานอล โพรพานอล ไอโซโพรพานอล และอะซิโตน ซึ่ง
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การใชตัวทําละลายเหลานี้จะทําใหมีสารตกคางอยูในโพลีแซคคาไรด  และพบวาไมมีตัวทําละลาย
ใดที่จะสามารถละลายสิ่งเจือปนออกจากโพลีแซคคาไรด ไดทั้งหมด เนื่องจากโมเลกุลของโปรตีน
ในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม มีขนาดใหญและประกอบดวยโปรตีนหลายชนิด ดังนั้นการแยกโปรตีน
ออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยการใชความสามารถในการละลายที่แตกตางกัน จึงทําไดยาก
และเนื่องจากโพลีแซคคาไรด มีคุณสมบัติเฉพาะตัวคือเหนียวหนืด ทําใหตองทําการแยกภายใต
สารละลายที่มีความเขมขนต่ําทําใหสิ้นเปลืองสารละลายมาก และตองใชภาชนะขนาดใหญ นอก
จากนี้ยังมีงานวจิัยบางสวนใชแรงเฉือนเนื่องจากการกรองแบบหมุน และการหมุนเหวี่ยงในการ
ทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางโมเลกุลของโปรตีนและโพลีแซคคาไรด (กิตติพงษ,2544)

ในสวนของการแยกโมเลกุลของโพลีแซคคาไรด และโมเลกุลของโปรตีนออกจากกัน หลัง
จากทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางโปรตีนและโพลีแซคคาไรด แลว สวนใหญใชการกรอง การกรอง
แบบหมุน (กิตติพงษ 2544) แตในอุตสาหกรรมขนาดใหญใชการแยกดวย air classification หรือ
ไฮโดรไซโคลน (Jones และคณะ, 1978) ซึ่งวิธีนี้ไดมีการจดลิขสิทธิ์ไว แตก็ยังมีขอเสียคือ ใชเวลา
นาน สิ้นเปลืองสารเคมมีากอีกทั้งยังตองใชไฮโดรไซโคลนถึง 36 ตัวทําใหตองใชพื้นที่ และสิ้น
เปลืองพลังงานมาก

ไดมีงานวิจัยเกี่ยวกับการแยกโปรตีนจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชเอนไซมไดแอสเทส
ยอยแปงใหมีขนาดเล็กลง ทําใหเจลโลสที่ติดกับโมเลกุลของแปงหลุดออกมาไดงายขึ้นและใชปา-
เปนในการยอยสลายโปรตีน และในการแยกโปรตีนออกจากหางนม (whey) และ ผงขาว ซึ่งมีการ
ใชเอนไซมในกลุมโปรติโอไลติก ยอยสลายโปรตีนใหกลายเปนกรดอะมิโนซึ่งมีขนาดเล็ก ละลายน้ํา
และแยกออกไดงาย อีกทั้งเอนไซมมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไดเร็ว และมีความเฉพาะ
เจาะจงตอสับเสรททําใหไมเกิดผลิตภัณฑขางเคียง

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงเนนที่การทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางโปรตีน และโพลีแซคคา
ไรด โดยจะใชเอนไซมเพื่อยอยสลายโปรตีนตรงสวนที่ยึดเกาะอยูโดยรอบๆ อนุภาคของโพลีแซคคา
ไรด ใหเปนกรดอะมิโนซึ่งมีโมเลกุลเล็ก  ละลายน้ําไดดี ผลจากการทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวาง
อนุภาคทั้งสอง ทําใหอนุภาคของโปรตีนหลุดออกจากโพลีแซคคาไรด แลวจึงคอยแยกโปรตีนและ
โพลีแซคคาไรดออกจากกันดวยกระบวนการกรอง การแยกโดยวิธีนี้จะงาย, ประหยัดพลังงาน ใช
เวลานอย และใชพื้นที่ในการติดตั้งนอย เพื่อใหได TSP ที่ตองการ โดยในงานวิจัยนี้ไดศึกษาผลของ
พีเอช ความเขมขนของเอนไซม เวลา และหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนและโพลีแซคคา-
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ไรด ออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม รวมทั้งไดศึกษาผลของการใชเอทานอลในการแยกไขมันออก
จากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม หลังจากแยกโปรตีนออกดวย

1.1 วัตถุประสงคของงานวิจัย

เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนจากผงมะขามโดยใชโปรติเอสรวมกับเอทานอล

1.2 ขอบเขตของงานวิจัย

1.2.1 วิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด , โปรตีน ไขมัน ขนาดอนุภาค และศึกษาคุณ
สมบัติดานความหนืด ของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

1.2.2 หาสภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมนิวเทรสโดยศึกษาผลของ ความเร็ว
รอบในการกวน พีเอช และปริมาณเอทานอลตอกิจกรรมของเอนไซม

1.2.3 เปรียบเทียบผลของการใชเอนไซมและไมใชเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผง
เนื้อในเมล็ดมะขาม

1.2.4 ศึกษาผลของการแยกโปรตีนดวยเอนไซมนิวเทรส เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง พีเอช,
เวลา, ปริมาณเอนไซม และความเขมขนของเอทานอล จากนั้นนําไปกรองและชะดวยน้ํา เพื่อ
วิเคราะหเปอรเซ็นตการแยกโปรตีน เปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด และวัดขนาดอนุภาค
ของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม แลวนําขอมูลที่ไดไปหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนออกจาก
โพลีแซคคาไรด

1.2.5 ศึกษาผลของการแยกไขมันเมื่อใชโปรติเอส รวมกับเอทานอล

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

1.3.1 ทําใหทราบภาวะที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใช   
โปรติเอสรวมกับเอทานอล

1.3.2 เปนการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดทางการเกษตรที่มีคานอยใหมีมูลคาสูงขึ้น



บทที่ 2

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

2.1 เอกสารและงานวิจัยเกี่ยวกับเมล็ดมะขาม

2.1.1 ผงเนื้อในเมล็ดมะขาม (tamarind kernel powder :TKP )

เมล็ดมะขามประกอบดวย เปลือกเมล็ดรอยละ 30 และสวนเนื้อในเมล็ดรอยละ 70      
(N.B. Shankaracharya, 1998) เมื่อนําเมล็ดมะขาม มาแยกเอาเปลือกออกแลวนําเนื้อไปบดให
เปนผงละเอียด จะไดผงเนื้อในเมล็ดมะขาม (tamarind kernel power :TKP)  ซึ่งมีลักษณะเปนผง
สีเหลืองน้ําตาล และมีกล่ินเหม็นหืนเมื่อเก็บไวนาน แตในทางตรงกันขามหากมีการสกัดแยกน้ํามัน
ออกประมาณรอยละ 0.5 จะทําใหผงเนื้อในเมล็ดมะขามมีสีเหลืองนวลและไมมีกลิ่นเหม็นหืน และ
เมื่อแยกโปรตีนซึ่งเปนสวนที่ทําใหเกิดฟองและตกตะกอนเมื่อเสื่อมสภาพออก จะทําใหผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามมีคุณภาพสูงขึ้น  ในการสกัดผงเนื้อในเมล็ดมะขามเพื่อแยกไขมันและโปรตีนออกนั้น 
พบวาผงเนื้อในเมล็ดมะขามประกอบดวยกรดไขมันที่เปนโซยาว (C22 ถึง C24) (Sivarama Reddy 
และคณะ , 1979) มีโปรตีนที่ละลายน้ําไดและละลายน้ําไมไดหลายชนิด และมีโพลีแซคคาไรดเปน
สวนประกอบถึงรอยละ 60

กระบวนการในการผลิตผงเนื้อในเมล็ดมะขามจากเมล็ดมะขามดิบมีหลักพื้นฐานงายๆ 
คือ ตองทําการแยกเปลือกเมล็ดที่มีสีน้ําตาลออก จากนั้นนําเอาเฉพาะเนื้อไปบดใหเปนผงละเอียด
ตามขนาดที่ตองการ  ในประเทศอินเดียมีการจดสิทธิบัตรกระบวนการผลิตผงมะขามไวมากมาย 
ซึ่งกระบวนการตางๆเหลานี้สามารถแบงออกไดอยางกวางๆ เปน 2 วิธีคือ

1. การนําเมล็ดดบิมาผานกระบวนการใหความรอน  โดยการอบหรือค่ัวที่อุณหภูมิ 125 – 
200 องศาเซลเซียส  ระยะเวลาในการใหความรอนขึ้นอยูกับการทดลอง  เพื่อให
เปลือกเมล็ดกรอบรอน สามารถแยกออกจากเนื้อเมล็ดไดดวยวิธีการงายๆ เชน การ
ขัดสี

2. นําเมล็ดดิบมาทําการแยกเปลือกเมล็ดออก โดยไมผานการอบ การแยกเปลือกทําได
โดยเครื่องจักรที่ทําใหเมล็ดแตกออกหยาบๆ แลวทําการแยกเปลือกเมล็ดออกไป จาก
นั้นจึงนําเอาเนื้อเมล็ดมาบดใหเปนผงละเอียดอีกครั้งหนึ่ง
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เมื่อเปรียบเทียบกระบวนการทั้ง 2 วิธีแลว กระบวนการที่ไมใชความรอนจะเสียคาใชจาย
นอยและใหผลผลิตสูง  แตตองมีการลงทุนคาเครื่องจักร สวนในกระบวนการที่ใชความรอนนั้น
สามารถทําไดงายกวาไมตองมีการลงทุนเบื้องตนมากนัก แตตองระวังเรื่องคุณภาพของผงเนื้อใน
เมล็ดมะขาม เพราะการใหความรอนที่ไมเหมาะสมน้ันอาจทําใหผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ไดมีคุณ
ภาพลดลง

สวนประกอบของผงเนื้อในเมล็ดมะขามสามารถแบงไดเปน 3 สวน ตามความสามารถใน
การละลายและการเปนเจล (พวงเพ็ชร, 2521) คือ

สวนที่ 1 มีปริมาณ รอยละ 2 – 4 สามารถละลายในน้ําเย็นที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสได 
ภายใน 2-3 นาที สวนนี้ไมใชโพลีแซคคาไรดที่แทจริงแตเปน polyuronide ซึ่งไมมีคุณสมบัติในการ
เปนเจลและมีองคประกอบสวนใหญเปนโปรตีน

สวนที่ 2 เปนโพลีแซคคาไรดซึ่งสามารถละลายน้ําไดที่อุณหภูมิหองเมื่อผสมน้ํา 10 เทา
และกวนเปนเวลา 45 นาที  มีอยูรอยละ 20-30  มีความสามารถในการเปนเจลและเปนตัว
ประสาน

สวนที่ 3 เปนโพลีแซคคาไรด ที่ไมละลายในน้ําเย็น  แตจะละลายในน้ําเดือดใน 20 นาทีมี
อยูรอยละ 30 –35 มีความสามารถในการเปนเจลและเปนตัวประสานที่ดีมากเชนกัน

ผงเนื้อในเมล็ดมะขามมีน้ําหนักโมเลกุล (หาโดย  osmometry  และ  copper-reducing  
value) ประมาณ  55,000 (Chakraverti,I.B. , Nag, S and Macmillan, 1963)  ประกอบดวย    
โพลีแซคคาไรด (jellose) ประมาณ 60 เปอรเซ็นต, โปรตีน เสนใย (fiber), ไขมัน, เกลือ  อนินทรีย,  
น้ําตาลอิสระ (free sugars) และ แทนนิน (tannins) องคประกอบตางๆ จะมีปริมาณตางกัน ในแต
ละการทดลอง  เนื่องจากขึ้นอยูกับฤดูกาล ดินฟาอากาศ และสถานที่ปลูก โพลีแซคคาไรดจาก     
ผงเนื้อในเมล็ดมะขามเปนชนิดไมมีประจุประกอบดวย D-glucose , D- xylose , D-galactose 
และ L-arabinose  เมื่อละลายน้ําใหสารละลายที่เหนียวหนืด (mucilaginous) และเปนเจลภายใต      
พีเอช ที่ เปนกรดและเปนกลางไดดี ซึ่งสามารถใชแทนแปงและเปคติน (pectin) ได                  
(The Wealth of India 1976) ทั้งยังมีโครงสรางตางจากโพลีแซคคาไรด ในพืชชนิดอื่นๆ ทําให     
โพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามมีชื่อเฉพาะเรียกวาเจลโลส (jellose) ซึ่งจะกลาวละเอียดในหัวขอ
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ถัดไป สวนประกอบตางๆ ของเมล็ดมะขาม เนื้อในเมล็ดมะขาม และ เปลือกเมล็ดมะขาม แสดงดัง
ตารางที่ 2.1

ตารางที่ 2.1 สวนประกอบตางๆ ของเมล็ดมะขาม เนื้อในเมล็ดมะขาม และ เปลือกเมล็ด
มะขาม

เปอรเซ็นตสวนประกอบ
เมล็ดมะขาม เนื้อในเมล็ดมะขาม เปลือกเมล็ดมะขาม

ความชื้น 9.4-11.3 11.4-22.7 11.0
โปรตีน 13.3-26.9 15.0-20.9 -
ไขมัน/น้ํามัน 4.5-16.2 3.9-8.0 -
เสนใย 7.4-8.8 2.5-8.2 21.6
คารโบไฮเดรต 50.0-57.0 65.1-72.2 -
เถา 1.6-4.2 2.4-4.2 7.4
ไนโตรเจนอิสระ 59.0 - -
extract
yield of TKP 50.0-60.0 - -
calories / 100 กรัม 340.3 - -
น้ําตาลทั้งหมด (total sugars) 11.3-25.3 - -
น้ําตาลรีดิวซ  (reducing sugars) 7.43 - -
แปง (strach) 33.1 - -
แทนนิน - - 20.2

ที่มา :Wealth of India (1996),; Ishola และคณะ (1990),; Bhattacharya และคณะ
(1993),; Morad และคณะ (1978)
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ลักษณะของผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ตั้งขึ้นโดย Indian Standard  Institution เปนดังนี้ (Rao
P.S.,1959)

1. มีสีขาวครีม  วัดโดยเครื่อง  lovibond  tintometer  ใหไดสีขาวมาตรฐาน  สีแดงและสีเหลืองไม
เขมเกินกวา  0.3  และ  0.4  ตามลําดับ

2. ตองไมมีกลิ่นที่ไมเปนที่ตองการ
3. สารละลายที่มีความเขมขนรอยละ  0.5  จะตองมีความหนืดสัมพัทธเทากับ  4.5-5.0  ที่

อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส
4. มีเถาไมเกินรอยละ  3.0
5. ตองมีโพลีแซคคาไรดอยูมากกวารอยละ  50  โดยเปนปริมาณ  xylose  รอยละ  19-20

2.1.2 โพลีแซคคาไรดของเมล็ดมะขาม (jellose)

เจลโลสเปนโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม มีคุณสมบัติเปนกลาง ในผงเนื้อใน
เมล็ดมะขาม (Savur G.R.,1955) มีสีขาว ลักษณะเปนเสนใย และเปนสารกัมประเภทหนึ่ง ใหสาร
ละลายที่อยูในรูปเจลไดในชวงกวาง กลาวคือความหนืดไมเปลี่ยนแปลงไปแมวาความเปนกรด-
ดางจะเปลี่ยนไป  แตอยางไรก็ตามในสภาพความเปนดางสูงๆ พบวาสารละลายของกัมประเภทนี้
จะมีความหนืดลดลงไดซึ่งจะขึ้นกับการเกิดสารประกอบระหวางคารโบไฮเดรตและโปรตีนที่เปน
สวนประกอบอยูในเจลโลส (Sila Bhattacharya และ S.Bal, R.K. Mukhherjee, 1994)

โครงสรางของเจลโลสพบวาประกอบดวย D-glucose ,  D-xylose  และ  D-galactose ใน
อัตราสวนโดยโมลเปน 3 : 2 : 1 และมีสูตรโครงสรางดังนี้ (Rao P.S., 1956;Kumararaj R. 1980;
Savur G.R., 1955; White EV. และ Rao P.S., 1966)

รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของโพลีแซคคาไรดของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม จากการศึกษา
ของ Rao P.S., 1956;Kumararaj R. 1980; Savur G.R., 1955; White EV. และ Rao P.S., 1966

Glu GluGlu

Xy

Xy

Gal
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Kooiman P. (1957) พบวาเจลโลสประกอบดวย D-glucose, D-xylose และ
D-galactose  ในอัตราสวนโดยโมลเปน 4 : 2.99 : 1.33 และมีสูตรโครงสรางดังนี้

รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของโพลีแซคคาไรดของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม จากการศึกษา
ของ Kooiman P. (1957)

ไดมีผูหาสูตรโครงสรางดวยวิธีฟนอล-ซัลฟูริก พบวาเจลโลสประกอบดวย glucose ,
xylose ,  galactose และ arabinose  ในอัตราสวนโดยโมลเปน 8 : 4 : 2 : 1 (Savur G.R., 1955;
Srivastava HC และ Singh PP., 1967)

รูปที่ 2.3 โครงสรางโมเลกุลของโพลีแซคคาไรดของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม จากการศึกษา
ของ Savur G.R., 1955, Srivastava HC และ Singh PP., 1967

คุณสมบัติและการใชประโยชนของเจลโลส (พวงเพ็ชร นิชยานนท, 2521; Rao P.S., 1956)

จากโครงสรางของโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามซึ่งมีเจลโลสเปนองคประกอบ
ไมมีกรดยูโรนิก และกลุมของกรดเมทิลยูโรนิก  ในขณะที่สารใหความหนืดจากพืชชนิดอื่นๆ เปน
สารจําพวกโพลียูโรไนด (polyuronide) ซึ่งคุณสมบัติความเปนกรดของสารจําพวกนี้จะขึ้นอยูกับ
ปริมาณกรดยูโรไนดที่เปนสวนประกอบ  และไมมีไซโลสเปนองคประกอบ  ซึ่งแตกตางจากโพลี-
แซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม  ทําใหโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามมีชื่อเรียก
เฉพาะวา เจลโลส ซึ่งมีคุณสมบัติเกิดเจลที่โปรงใส และคงตัวไดดีในชวงพีเอชที่เปนกลาง และเปน

Glu GluGlu Glu

Xy AraXy

Gal

Glu GluGlu Glu

Xy XyXy

Gal



10

กรด และเมื่อกระจายตัวในน้ําจะไดของเหลวที่มีความหนืดสูง  มีสมบัติการเกิดเจลเหมือนกับ      
เพคตินจากผลไม ไมตกตะกอนดวยเกลือแคลเซียม แตตกตะกอนดวย เอทิลอัลกอฮอล (ethyl 
alcohol)  เขมขนรอยละ 70 และตกตะกอนโดยสารละลายอิเล็คโทรไลต (electrolyte) เชน ในสาร
ละลายผสมความเขมขนรอยละ 0.5 ของกรดแทนนิค (tannic acid), สารละลายฟชลิง fehling’s 
solution , กรดฟอสฟอทังสติก (phosphotungstic  acid) และโพแทสเซียมไอโอไดด (potassium 
iodide) ละลายไดงายแมในน้ําเย็น  ทั้งในสภาพที่เปนกรดหรือไมเปนกรดจะเกดิลักษณะเปนสาร
ละลายขนเหนียวหนืดรวมทั้งเกิดเปนคอลลอยดที่มีการกระจายตัวที่ดี (colloidal dispersion)
ความหนืดของสารละลายจะเพิ่มมากขึ้นจนเห็นไดชัดเมื่อความเขมขนมากกวารอยละ 1

จากการศึกษาพบวาการปรับปรุงคุณภาพโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามดวย
กรดซิตริก  จะทําใหลดความหนืดของเจลลงได  โดยเจลโลสจะมีความหนืดสูงสุดที่ความเขมขน
เพียง 0.7 - 0.9 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ในทางตรงกันขามสารใหความหนืดจากพืชชนิดอื่น จะตอง
ใชความเขมขนเปนสองเทาจึงจะไดความหนืดเทากัน  ดังนั้นจึงมีการใชเจลโลสมากในอุตสาห-
กรรม เกี่ยวกับลูกกวาด และขนมหวาน (The Wealth of India 1976)

จากคุณสมบัติเฉพาะตัวของ โพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามดังกลาว  ทําให
เจลโลสถูกนํามาใชแทนสารใหความหนืดจากเพคตินไดเปนอยางดี  ในอุตสาหกรรม  แยม  เยลลี่
และวุน นอกจากอุตสาหกรรมอาหารแลว เจลโลสยังถูกนํามาใชเปนสารใหความหนืดในอุตสาห-
กรรมเสนใย  เครื่องสําอาง  เภสัชกรรม  กระดาษ  และอื่นๆ ทั้งนี้เพราะเจลโลสมีคุณสมบัติเปนได
ทั้งสารรักษาความคงตัว  สารชวยใหน้ําและน้ํามันรวมเปนเนื้อเดียวกัน สารชวยการรวมตัวกับน้ํา
และสารชวยการแขวนลอย

2.1.3 โปรตีนในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

เมื่อแยกเปลือกเมล็ดมะขามออกแลว จะไดเนื้อในเมล็ดมะขาม ซึ่งมีองคประกอบของ
โปรตีน รอยละ 15.0 – 20.9 โพลีแซคคาไรดของผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะอยูในอัลบลูเมน
(albumen) ซึ่งอยูในเซลล  และมีการเกาะตัวกันเปนกลุมกอนขนาดประมาณ 40 – 80 ไมโครเมตร
ภายในเซลลจะมีโปรตีนที่มีขนาดเล็กประมาณ 1 – 2 ไมโครเมตรรอยละ 15 – 24 โดยน้ําหนักของ
เซลลทั้งหมด และเมื่อบดเซลลใหมีขนาดเล็กลง ผลของการบดจะทําใหผนังเซลลแตก และ
สามารถแยกโปรตีนที่มีขนาดเล็กออกได และจากการศึกษาพบวาขนาดอนุภาคที่เหมาะสมในการ
นําไปแยกโปรตีนออก ควรมีขนาดเล็กกวา  80   ไมโครเมตร (Takashi, 1992)
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โปรตีนจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามสามารถแบงออกเปน 4 กลุมตามความสามารถในการ
ละลายคือ อัลบูมิน (albumin) สามารถละลายไดในน้ํากลั่น ที่พีเอช 7 กลอบบูลิน (globulin)
สามารถละลายไดในสารละลายโซเดียมคลอไรด 5 เปอรเซ็นต ที่พีเอช 7 โพลามีน (prolamine)
สามารถละลายไดในสารละลายเอทานอล 70 เปอรเซ็นต  ที่พีเอช 7 และ กลูทิลีน (glutelins)
สามารถละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  0.25 เปอรเซ็นต ที่พีเอช 10 (Eart 1968)
และ กรดอะมิโน ที่เปนองคประกอบหลักของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ไดแก ไลซีน (lysine)
กรดกลูตามิก (glutamic acid)  กรดแอสพาติก (aspartic acid)  ไกลซีน (glycine) และ ลิวซีน
(luecine) แตมีกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบอยูนอยมาก (Shankaracharya, 1998) ซึ่ง
ไดแสดงปริมาณกรด      อะมิโนที่เปนองคประกอบในผงเนื้อในเมล็ดมะขามไวดัง ตารางที่ 2.2
และคุณสมบัติของโปรตีนแตละชนิดจะกลาวอยางละเอียดในบทที่ 3

ตารางที่ 2.2 กรดอะมิโน ที่เปนองคประกอบในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

กรดอะมิโน g./ 16 gN
aspartic acid 11.59-11.82
glutamic acid 16.91 – 18.53
serine 4.78-7.741
glucine 4.62-9.12
Ilistidine 2.01-2.68
arginine 4.20-9.18
proline 6.19-8.70
alanine 4.99-6.96
cystine+Methionine 0.63-1.04
threconine 3.78-3.90
tyrosine+Phenylalanine 6.32-8.32
valine 4.60-6.03
Isoleucine 4.12-4.19
leucine 7.93-8.12
lysine 5.96 – 6.49

ที่มา : Lumen และคณะ (1986); Marangoni และคณะ (1988); Sone และ Sato (1994)
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2.1.4 ไขมันในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

กรดไขมันในผงเนื้อในเมล็ดมะขามเปนกรดไขมันอิ่มตัว 65- 75 เปอรเซ็นต ของไขมันทั้ง
หมด มีกรดอะมิโนที่จําเปนในระดับที่แนะนํา ยกเวน ทรีโอนิน (threonine) และทริบโตเฟน
(tryptophan) และมีกรดไขมันหลักๆ คือ กรดลิโนเลอิก (linoleic acid) กรดปาลมมิติก (palmitic 
acid) และ กรดโอลิอิก (oleic acid) นอกจากนี้ยังมีสารตานสารอาหาร (antinutrition factors) 
เชน แทนนิน (tannins),กรดฟติก (phytic acid) ,ไฮโดรเจนไซยาไนด (hydrogen cyanide) และ
สารยับยั้ง ทริบซิน (trypsin inhibitor activity)  จํานวนปานกลางเทานั้น จึงทําใหเสียคาใชจายใน
การพัฒนาผลิตภัณฑนอย (Siddaraja และคณะ, 1995)

Andrimantenaq และคณะ (1983) ไดศึกษา การสกัดน้ํามันจากเนื้อในเมล็ดมะขามโดย
ใชเฮกเซน และสารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม และ เมทานอล   พบวาสามารถสกัดน้ํามันได
6 – 6.4 เปอรเซ็นต และ 7.4 – 9.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับและเมื่อนําไปวิเคราะหโดย เครื่อง
โครมาโตกราฟของเหลว ( gas liquid chromatography)  พบวาประกอบดวยกรดไขมัน 15 ชนิด
สวนใหญคือ กรดปาลมมิติก 14 - 20 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 6 – 7 เปอรเซ็นต โอลิอิก 15 - 27
เปอรเซ็นต  ลิโนเลนิก 36 – 49 เปอรเซ็นต อราชิดิก (arachidic) 2 – 4 เปอรเซ็นต บีฮีนิก
(behenic) 3 – 5 เปอรเซ็นต  และ ลิกโนซิลิก (lignoceric) 3 – 8 เปอรเซ็นต และยังประกอบดวย
สเตียรอล 7 ชนิด เมื่อนําไปวิเคราะหโดย GLC พบวาเปน เบตา ซิโตสเตียรอล (β-sitosterol) 66 –
72 เปอรเซ็นต แคมพิสเตียรอย (campesterol) 16 – 19 เปอรเซ็นต และ สติกมาสเตียรอล
(stigmasterol) 11 – 14 เปอรเซ็นต

จากการศึกษาของ Sivarama Reddy และคณะ (1979) พบวาการแยกไขมันออกจากผง
เนื้อในเมล็ดมะขามใหเหลือนอยประมาณ 5 – 7 เปอรเซ็นตโดยการสกัดดวยตัวทําละลาย จะมีผล
ดีตอผงเนื้อในเมล็ดมะขามในการเก็บ ทําใหโพลีแซคคาไรดมีคุณภาพเพิ่มข้ึน และยังคงความขาว
และจะทําใหคาความเปนกรด (acid value) และคาสปอนนิฟเคชัน (saponification value) ต่ําลง
หลังจากการทําใหบริสุทธิ์ และการฟอกสี นักวิจัยหลายทาน ไดวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ
และเคมี ของไขมันในเนื้อเมล็ดมะขามไวดังตารางที่ 2.3
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ตารางที่ 2.3 คุณสมบัติทางกายภาพ และเคมี ของไขมันในเนื้อเมล็ดมะขาม

คุณสมบัติทางกายภาพ และเคมี คา
saponification value 183.4 – 192.0
iodine Value 99.1 – 140.0
tire 45.8 0 C
bellier’s turbidity temp. 52 0C
specific gravity 0.9194 – 0.9324
refractive Index 1.4510 – 1.4770
acid value 0.10 – 12.70
unsaponifiable matter,เปอรเซ็นต 1.60 – 3.70
ester value 164

ที่มา : Wealth of India (1976) ; Sivaramareddy และคณะ (1979) ; Adriamantena
และคณะ (1983)

2.2 การสกัดโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

การสกัดเพื่อใหไดโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม จําเปนตองแยกโปรตีน       
ไขมัน และเสนใยซึ่งเปนสิ่งเจือปนในผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่มีผลทําใหโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อ
ในเมล็ดมะขามมีคุณภาพต่ํา โดยในการสกัดเพื่อแยกสิ่งเจือปนตางๆ เหลานี้ จําเปนตองทําลาย 
แรงยึดเหนี่ยว ระหวางโมเลกุลดังกลาวและโพลีแซคคาไรดออกจากกันกอน แลวจึงแยกโมเลกุล   
โพลีแซคคาไรดออกจากกันโดยการกรอง

การทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางโมเลกุลของโปรตีนและไขมัน ออกจากโพลีแซคคาไรด 
ทําไดหลายวิธีโดยจากงานวิจัยที่ผานมาพบวา วารี 2543 ไดใชคลื่นเหนือเสียงในการแยกโมเลกุล
โปรตีนและโพลีแซคคาไรดออกจากกัน และมีการใชเอทานอลรวมดวยเพื่อละลายไขมันและชวย 
ในการคงตัวของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม โดยศึกษาผลของความเขมขนของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม 
เวลาในการผานคลื่นเหนือเสียง และความเขมขนของสารละลายเอทานอล พบวาภาวะที่เหมาะสม
ในการแยกโปรตีนออกจากอนุภาคของโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามคือ ความเขมขน
ของผงเนื้อในเมล็ดมะขามเทากับ 20 กรัมตอลิตร เวลาในการผานคลื่นเหนือเสียงเทากับ 60 วินาที 
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และความเขมขนของสารละลายเอทานอลเทากับ 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จะใหรอยละของการ
แยกโปรตีนเทากับ 92.203 และรอยละของการสูญเสียโพลีแซคคาไรดเทากับ 68.512

นอกจากนี้การทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางโมเลกุลอาจทําไดโดย ใชคุณสมบัติในการ
ละลาย โดยปจจัยที่มีผลตอการละลายของโปรตีน  ไดแก พีเอช โดยโปรตีนจะสามารถละลายได
นอยที่สุดที่คาพีเอชของสารละลายเทากับประจุสุทธิของโปรตีน ในสารละลายเกลือที่เปนกลางโดย
เฉพาะเกลือที่มีไดวาเลนทไอออน โดยการเกิดปรากฏการณ salting in โปรตีนจะสามารถละลาย
ไดดีข้ึนเมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือ และในทางกลับกันปรากฏการณ salting out โปรตีนจะตก
ตะกอนดังงานวิจัยของ Deguchi (1963) ที่จะกลาวตอไป และการทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวาง
โมเลกุลโดยคุณสมบัติในการละลายอาจทําไดโดย การตกตะกอนดวยตัวทําละลายอินทรียดังงาน
วิจัยของ Gordon (1968) Jones (1978) และ Teraoka (1990)  การตกตะกอนโปรตีนดวยแอน
ไอออนขนาดใหญ และการตกตะกอนโปรตีนดวยแคทไอออนของโลหะหนัก งานวิจัยที่จะกลาวตอ
ไปนี้เปนการใชคุณสมบัติดานการละลายในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

งานวิจัยของ  Deguchi  (1963) อาศัยหลักการ   salting out  โดยการตกตะกอนโปรตีน
โดยใชสารละลายเกลือชนิดตางๆ ใชผงเนื้อในเมล็ดมะขามปริมาณ 4.3 กิโลกรัม ละลายในสาร
ละลายซัลฟูรัส  20  ลิตร เพื่อทําการฟอกสี ใชน้ําปริมาตร 100 ลิตร ทําการสกัดคารโบไฮเดรตที่ไม
ตองการออก เมื่อทําการกรองเอาสารที่ไมตองการออกแลวจะไดสารละลาย 100 กิโลกรัม จากนั้น
ใชเกลือตางๆ ตกตะกอนเจลโลส หลังจากตกตะกอนแลวทําการลางเจลโลสที่ไดดวยเอทานอลเพื่อ
ละลายเกลือซัลเฟตออก ในการศึกษาการสกัดเจลโลสจะใชสารละลายเกลือในปริมาณที่ตางกัน 
ทําใหไดปริมาณเจลโลสตางกนั ดังแสดงในตารางที่ 2.4 จะไดเจลโลสประมาณรอยละ 40

ตารางที่ 2.4 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณของสารเคมีตางๆ ( เกลือซัลเฟต, เอทานอล ) ที่ใช
ในการสกัดเจลโลส กับปริมาณเจลโลสที่สกัดได

ปริมาณเกลือที่ใชตกตะกอน ปริมาตรเอทานอล (ลิตร) ปริมาณเจลโลสที่สกัดได (กิโลกรัม)
(NH4)2SO4           50 กิโลกรัม 10 1.7
Al2(SO4)318H2O  50 กิโลกรัม 20 1.6
Na2SO4                         25 กิโลกรัม 28 1.7
MgSO47H2O       60 กิโลกรัม 20 1.7
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Gordon (1968) ทําการสกัดเจลโลสจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชตัวทําละลายอินทรีย 
โดยมีขั้นตอนการสกัด 2 ขั้นตอน คือ สกัดดวยไอโซโพรพานอล และสกัดดวยน้ํา โดยนําผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามปริมาณ 500 ปอนด ผสมกับไอโซโพรพานอล 600 แกลลอน เพื่อแยกเอาโปรตีนและ
ไขมันออก  ไดเจลโลสปริมาณ 130 ปอนด คิดเปนรอยละ 26 ของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

Stanford (1984) ศึกษาการทําผงเนื้อในเมล็ดมะขามใหบริสุทธิ์  โดยผสมผงเนื้อในเมล็ด
มะขามกับสารละลายเบสแกเขมขน 50 เปอรเซ็นต  ที่พีเอช 13 กวนเพื่อใหผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
กระจายตัวอยางสมบูรณ เปนเวลา 2 ชั่วโมง ทําการเจือจางสารละลายดวยน้ําปริมาตรเทากับ 5 
เทาของปริมาตรของสารละลาย และกวนเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทําสารละลายใหเปนกลางโดย
ใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  ทําการตกตะกอนเจลโลสดวยไอโซโพรพิลอัลกอฮอล (isopropyl 
alcohol) 99 เปอรเซ็นต ปริมาตรเทากับ 3 เทาของสารละลาย นําตะกอนเจลโลสที่ไดมาทําใหแหง
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซียลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวนําไปบดละเอียด ไดโพลีแซคคาไรดของผง
เนื้อในเมลด็มะขามที่สามารถละลายน้ําไดดี  มีโปรตีนเปนองคประกอบรอยละ 2-10  และสาร
ละลายมี ความเขมขนรอยละ 0.25 มีความโปรงแสงประมาณรอยละ 70-80 ที่ความยาวคลื่น 485 
นาโนเมตร

Rao (1959) และ Shankaracharya (1998) สกัดเจสโลสโดยใชน้ํา และกรดซิตริกเชน
เดียวกันโดย Rao ใชน้ําเย็นในอัตรา 1 สวน ตอ 10 สวน และเติมน้ําเดือดปริมาตร 300 เทาและใส
กรดซิตริก เพื่อระงับการเกิดปฏิกิริยาของซัลเฟอรไดออกไซด ที่เติมในกระบวนการเพื่อทําการฟอก
สี โดยกระบวนการนี้จะสามารถสกัดเจลโลสไดรอยละ 50 ของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม สวน
Shankaracharya ใชน้ําปริมาตร 30-40 เทาโดยน้ําหนักของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม เติมกรดซิตริก
หรือกรดตาตาริกเขมขน  0.2 แลวใหความรอน 100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20-30 นาที แลวทิ้ง
ใหตกตะกอน 1 คืน

Jones และคณะ (1978) สกัดไขมันออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชตัวทําละลาย
อินทรีย คือ เอทิลีนไดคลอไรด (ethylene dichloride), เฮปเทน (heptane), และโทลูอีน (toluene)
เพื่อใหไดผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ปราศจากไขมัน แลวนําไปผานกระบวนการแยกตอไป

Teraoka และคณะ (1990)  นําผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ไดจากการบดมากระจายตัวในตัว
ทําละลายอินทรียที่สามารถเขากันไดดีกับน้ําเชน เมทานอล, เอทานอล, โพรพานอล, ไอโซโพรพา
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นอล, และอะซิโตนในปริมาณรอยละ 5 – 60 โดยน้ําหนัก พบวาถาใชสารละลายตัวทําละลาย
อินทรียที่มีปริมาณนอยกวารอยละ 5 โดยน้ําหนัก  อนุภาคโพลีแซคคาไรดจะบวมทําใหไขมันไม
สามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย  และถาใชสารละลายตัวทําละลายอินทรียปริมาณมาก
กวารอยละ 60  จะทําใหองคประกอบที่สามารถละลายน้ําไดไมสามารถละลายไดในตัวทําละลาย
อินทรีย  และจะทําใหโมเลกุลของโปรตีนเหนียวติดกันหรือติดกับอนุภาคของโพลีแซคคาไรด

ในสวนของการแยกโมเลกุลของโพลีแซคคาไรด และโมเลกุลของสิ่งเจือปน (โปรตีนและ   
ไขมัน) ออกจากกันหลังจากโมเลกุลดังกลาวไมมีแรงยึดเหนี่ยวตอกันแลวทําไดหลายวิธีโดยสวน
ใหญใชความแตกตางของขนาดอนุภาคในการแยกโมเลกุลทั้งสองออกจากกัน เชน การกรองดัง
งานวิจัยของวารี (2543) การกรองแบบหมุน ดังงานวิจัยของกิตติพงษ (2544) การปนเหวี่ยง ดัง
งานวิจัยของ Rao (1959) และการใชไฮโดรไซโคลน และแอรคลาสิฟเคชัน (air classification) ดัง
งานวิจัยของ Jones และคณะ (1978) และ Teraoka และคณะ(1990) ซึ่งไดสรุปวิธีการทําลายแรง
ยึดเหนี่ยว และการแยกโมเลกุลส่ิงเจือปนและโพลีแซคคาไรดออกจากกัน ดังตารางที่ 2.5

ตารางที่ 2.5  การวิจัยเกี่ยวกับการสกัดโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามดวยวิธีการ
     ตางๆ

ผูวิจัย ป วิธีทําลายแรงยึดเหนี่ยวระหวางโมเลกุล การแยก
พวงเพ็ชร 2521 เอนไซมในกลุมโปรติโอไลติก กรอง
กิตติพงษ 2544 น้ําเปนตัวทําละลาย กรองแบบหมุน

วารี 2543 คลื่นเหนือเสียง กรอง
Rao 1959 น้ําเดือด กรดซิตริก ซัลเฟอรไดออกไซด เครื่องปนเหวี่ยง
Deguchi 1963 salting out เครื่องปนเหวี่ยง
Gordon 1968 ไอโซโพรพานอลและน้ํา เครื่องปนเหวี่ยง
Jones และคณะ 1978 เอทิลีนไดคลอไรด

เฮปเทน โทลูอีน
แอรคลาสสิฟเคชัน

Stanford 1984 เบสแก
Teraoka และคณะ 1990 เมทานอล เอทานอล โพพานอล

ไอโซโพรพานอล อะซิโตน
ไฮโดรไซโคลน

Shankarachara 1998 น้ําเปนตัวทําละลาย กรองแบบกดอัด
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วารี (2543) ศึกษาการกรองชนิดไหลผานตัวกรอง (dead-end- filtration) ในถังกวนโดย
กวาดผิวหนาตัวกรองดวยใบกวาด และมีการชะเคกดวยสารละลายเอทานอล จากการทดลองพบ
วาจะไดรอยละการกําจัดโปรตีน 81.216 และรอยละการสูญเสียโพลีแซคคาไรด 70.995 สวนโพลี-
แซคคาไรดของเมล็ดมะขามที่ไดจากการทดลองจะมีปริมาณโพลีแซคคาไรด ปริมาณโปรตีน และ 
ไขมันรอยละ 93.616 4.844 และ 1.540 โดยน้ําหนักตามลําดับ

กิตติพงษ (2544) พบวาการกรองดวยเครื่องกรองชนิดหมุนได สามารถคัดขนาดของ
อนุภาคที่มีขนาดเล็ก โดยดูจากการกระจายตัวของอนุภาคของสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ด
มะขามเริ่มตน ในสายปอน และในสายฟลเตรต โดยภาวะการกรองที่เหมาะสม การกระจายตัวของ
อนุภาคในสายปอนจะแยกออกจากการกระจายตัวของอนุภาคเริ่มตน โดยมีขนาดของอนุภาค
เฉลี่ยประมาณ 22-23 ไมโครเมตร สวนการกระจายตัวของอนุภาคในสายฟลเตรตจะมีลักษณะ
เปนโคงแคบ มีขนาดของอนุภาคเฉลี่ย 7-9 ไมโครเมตร และภาวะการกรองสารแขวนลอยผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามดวยเครื่องกรองชนิดหมุนไดที่เหมาะสม คือ ความเขมขนสารแขวนลอย 20 กรัมตอ
ลิตร ความเร็วรอบในการหมุนตัวกรอง 1700 รอบตอนาที ความดันครอมตัวกรอง 0.16 บาร และ 
ระยะหางระหวางผิวหนาของตัวกรองกับผนังดานในของทรงกระบอกชั้นนอกเทากับ 0.008 เมตร 
(คาเทยเลอรนัมเบอรเทากับ 7596 คาอัตราการเฉือนเทากับ 10704 และคาเรยโนลดนัมเบอรใน
แนวแกนเทากับ 50)  ไดคาฟลเตรตฟลักซเทากับ 9354 ลิตรตอตารางเมตรชั่วโมง คารอยละการ
กําจัดโปรตีนและคารอยละการสูญเสียโพลีแซคคาไรดเทากับ 74.36 และ 40.31 ตามลําดับ และ
ผลิตภัณฑที่ไดมีปริมาณโปรตีน ปริมาณโพลีแซคคาไรด และปริมาณไขมันเทากับรอยละ 9.70  
66.41 และ 5.10 โดยน้ําหนักตามลําดับ และมีผลไดของการผลิตผลิตภัณฑเทากับรอยละ 29.03 
โดยน้ําหนัก

จากงานวิจัยของ Jones และคณะ (1978) เมื่อบดผงเนื้อเมล็ดมะขามปราศจากไขมันดวย
เครื่องแฮมเมอรมิลล หรือพินมิลล ใหมีขนาดอนุภาคนอยกวา 100 ไมโครเมตร จะไดการกระจาย
ขนาดของอนุภาคหลังบดคือ ขนาดอนุภาคเล็กกวา 10 ไมโครเมตรจะมีปริมาณ  15- 30 
เปอรเซ็นต ขนาดอนุภาคระหวาง 10-20 ไมโครเมตร 10- 20 เปอรเซ็นต, ขนาดอนุภาคระหวาง 60-
80 ไมโครเมตรจะมีปริมาณ 15- 20 เปอรเซ็นต จากนั้นนําไปแยกดวยเครื่องแอรคลาสิฟเคชัน จะมี
การเติมผงซิลิกาจําพวก hisil หรือ cab-o-sil ซึ่งสารจําพวกนี้จะชวยปรับปรุงสมบัติการไหลของผง
เนื้อในเมล็ดมะขาม ทําใหการแยกองคประกอบดวยแอรคลาสิฟเคชัน มีประสิทธิภาพสูงขึ้น โดย
การแยกดวยเครื่องแอรคลาสิฟเคชัน สามารถแยกองคประกอบของผงเนื้อในเมล็ดมะขามออกเปน 
3 สวน  สวนที่ 1 คือ สวนที่มีขนาดเล็กละเอียด ซึ่งมีปริมาณ 10-20 เปอรเซ็นต  อนุภาคสวนนี้จะมี
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องคประกอบสวนใหญเปนโปรตีน,  สวนที่ 2 คือ สวนที่มีขนาดหยาบ  ซึ่งจะถูกแยกออกมาโดยใช
ความเร็วของอากาศต่ําๆ ซึ่งสวนนี้จะมีปริมาณ 20 เปอรเซ็นต  ของน้ําหนักทั้งหมด ถามีปริมาณ
มากกวา 20 เปอรเซ็นต จะทําการปอนกลับเพื่อแยกอีกครั้ง โดยอนุภาคที่แยกไดในสวนนี้จะมีองค
ประกอบเปนโปรตีนและสิ่งเจือปนอื่นๆ ต่ํา  สวนที่ 3 คือสวนที่อนุภาคที่มีขนาดใหญ  ซึ่งประกอบ
ดวยสิ่งเจือปนทางกลเปนสวนใหญ  โพลแีซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะถูกแยกออกมา
ในสวนที่ 2 ซึ่งมีโพลีแซคคาไรดจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเปนองคประกอบอยูประมาณ           
60-80 เปอรเซ็นต ของอนุภาคที่สามารถแยกไดจากแอรคลาสิฟเคชัน

Teraoka และคณะ (1990) แยกโพลีแซคคาไรดออกจากสิ่งเจือปนโดยใชไฮโดรไซโคลน 
โดย Teraoka และคณะพบวาอนุภาคของโพลีแซคคาไรดจะถูกแยกออกมาในสวนลางของไฮโดร-
ไซโคลน  ในขณะที่อนุภาคของสิ่งเจือปนอ่ืนๆจะถูกแยกออกไปทางสวนบนของไฮโดรไซโคลน   วิธี
การแยกโพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามโดยใชไฮโดรไซโคลนจะไดโพลีแซคคาไรดจากเมล็ด
มะขามประมาณรอยละ 94 โดยน้ําหนัก มีปริมาณโปรตีนนอยกวารอยละ 3 และไขมันนอยกวา
รอยละ 1 โดยน้ําหนัก

2.3 เอกสารและงานวิจัยเกี่ยวกับการแยกโปรตีนโดยใชเอนไซม

2.3.1 การแยกโปรตีนจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชเอนไซมในกลุมโปรติโอไล-
ติก (proteolytic enzyme)

พวงเพ็ชร, 2521 ศึกษาการสกัดเจลโลสโดยการใชเอนไซมในกลุมโปรติโอไลติก 
(proteolytic enzyme) แยกโปรตีนในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ซึ่งเปนวิธีการสกัดที่ประยุกตมาจาก
กระบวนการสกัดของ Deguchi และ Gordon ที่ใชอัลกอฮอลในการตกตะกอนเจลโลส และการ
สกัดเจลโลสของ Lawrence ที่ใชเอนไซมชวยในการสกัดเจลโลส โดยมีกระบวนการสกัดดังรูปที่
2.4

ทําการสกัดเจลโลสโดยใชผงเนื้อในเมล็ดมะขามขนาด 40 เมช  ใชเอนไซมไดแอสเทส 
(diastase) ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต ซึ่งเอนไซมไดแอสเทสสามารถยอยแปงใหมีขนาดเล็กลง 
ทําใหเจลโลสซึ่งติดอยูกับโมเลกุลแปงหลุดออกมาไดงายขึ้น แตเจลโลสไมสามารถถูกยอยโดย
เอนไซม      ไดแอสเทส  ทําใหสามารถสกัดเจลโลสไดมากขึ้น  และมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  จากนั้น
เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขนเพื่อยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม  มีการทดลองใชเอนไซมปาเปน  เพื่อ
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ยอยโปรตีนใหมีโมเลกุลเล็กลง  พบวาทําใหไดปริมาณเจลโลสที่สกัดไดสูง  แตมีความบริสุทธิ์ต่ํา  
เนื่องจากคารโบไฮเดรตที่มีอยูมากในผงเนื้อในเมล็ดมะขามไมถูกยอยสลายเลย  ทําใหสารละลาย
ไมสามารถเขาไปตกตะกอนเจลโลสออกมาได สวนสารละลายอัลกอฮอลที่ใชจะไปละลาย
คารโบไฮเดรตที่ไมใชเจลโลส  และตกตะกอนเจลโลส  ในการตกตะกอนเจลโลสจะใชเอทานอล 95 
เปอรเซ็นต ในการตกตะกอนครั้งแรก  ปริมาณที่เหมาะสมคือ 1.5 เทาของสารละลายที่สกัดได  ถา
ใชปริมาณ 1 เทาจะสกัดไดนอยกวาเกือบคร่ึงหนึ่ง แตเมื่อเพิ่มปริมาณเปน 2 เทา ไมสามารถสกัด
เจลโลสไดเพิ่มข้ึนจากการใชอัลกอฮอล 1.5 เทา  รวมทั้งมีการใชอัลกอฮอลเขมขนรอยละ 70  ใน
การสกัดอีก 2 คร้ัง  ทําใหไดเจลโลสที่มีความบริสุทธิ์มากขึ้น  วิธีนี้สามารถสกัดเจลโลสไดประมาณ
รอยละ 80 โดยน้ําหนักของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

รูปที่ 2.4 แสดงกระบวนการสกัดเจลโลสจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยใชเอนไซมและอัลกอฮอล

ผงเนื้อในเมล็ดมะขามขนาด 40 เมช

เติม โซเดียมเฮกซะเมทาฟอสเฟต (sodium hexametaphosphate) 0.8 กรัม และน้ํา 450 มิลลิลิตร กวนใหเขากัน

ใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 นาที

ทําใหเย็นที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส

เติมเอนไซมไดแอสเทส 0.3 % เปนเวลา 2 ชั่วโมง

เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 100 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม

ใสสารละลายเอทานอล 95 %  ปริมาตรเทากับ 1.5 เทาของปริมาตรสารละลายที่ได

ทําใหเย็น แลวเก็บไว 12 ชั่วโมง

แยกตะกอนออกมา แชในสารละลายเอทานอล 70 % 2 คร้ัง  คร้ังละ 2 ชั่วโมง

แยกตะกอนออกแลวอบที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส ในตูอบ

บดละเอียด

เจล
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2.3.2 การแยกโปรตีนจากหางนม (whey) โดยใชเอนไซมในกลุมโปรติโอไลติก
(proteolytic enzyme)

Z.Y. Ju และคณะ ป1995 ได ศึกษาการแยกโปรตีนจากหางนม (whey) โดยใชเอนไซมในกลุม
โปรติโอไลติก (proteolytic enzyme) คือ porcine ทริพซิน โปรติเอสจาก Bacillus Subtilis
(นิวเทรส)  และโปรติเอสจาก Bacillus Licheniformis และศึกษาการเกิดเจล ของหางนมหลังจาก
ถูกยอยสลายโปรตีนออกแลว โดยศึกษาที่สภาวะตางๆ ดังนี้คือ พีเอชในชวง 3 – 7  ความเขมขน
ของโปรตีนจากหางนม และอันดับของการยอยสลาย (degree of hydrolysis) โดยวัดจากเครื่อง
osmometry เปรียบเทียบการเกิดเจลกับตัวควบคุมซ่ึงคือหางนมที่ไมถูกยอยสลาย เมื่อใหความ
รอนที่ 80 องศาเซลเซียล เปนเวลา 30 นาที ที่พีเอช 3 และ 7 เทานั้น

ข้ันตอนในการยอยสลายหางนมเปนดังนี้คือ เตรียมหางนม 12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก แลว
กวน 30 นาที แลวทิ้งไว 1 คืนที่ 5 องศาเซลเซียส กอนเติมเอนไซมจะนํามาใหความรอน 40 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 10 นาทีกอน แลวเติมเอนไซมทริพซิน นิวเทรส  และโปรติเอสจาก         
Bacillus Licheniformis ในอัตราสวนโดยน้ําหนัก 1 ตอ 100 , 1 ตอ 10 และ 1 ตอ 100 ตามลําดับ
จากนั้นบมที่ 40 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7 ดวยเครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) ซึ่งใน
ระหวางการดําเนินไปของปฏิกิริยา จะพบวาพีเอชลดลง เปน 6.5 และ 6.7 ในเวลา 4 ชั่วโมง แลว
จึงนําสารหลังการยอยสลายไปวัดการเกิดเจล

จากการศึกษาอัตราการยอยสลาย (hydrolysis rate ) จะพบวานิวเทรสมีอัตราการยอย
สลายสูงที่สุด และ โปรติเอสจาก Bacillus Licheniformis ต่ําสุด และจากการศึกษาความคงตัว
ของเจล (gel strength) ซึ่งจะขึ้นอยูกับอันดับของการยอยสลาย จะพบการใชนิวเทรสยอยสลาย
จะใหเจลที่มีความคงตัวที่พีเอช 3 และลดลงเมื่อพีเอชเพิ่มเปน 5.2 และ 7

2.3.3 การแยกโปรตีนจากผงขาว โดยใชอัลคาไลด โปรติเอส (alkaline protease)
เพื่อใหไดแปงขาวที่บริสุทธิ์

N. lumdubwong และ P. A. Seib ไดศึกษาการแยกโปรตีนออกจากผงขาว โดยใชอัลคา
ไลด โปรติเอส โดยในการศึกษาไดใชเทคนิคการออกแบบการทดลอง แบบ 3 x 3 แฟคทอเรียล ใน
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลาย ศึกษาผลของพีเอชในชวง 8.5 – 10 ปริมาณเอนไซม
โปรติเอส 0.5 – 1.5 เปอรเซ็นต และเวลาในการยอยสลาย 5 – 30 ชั่วโมง โดยการยอยสลายจะให
อุณหภูมิคงที่ ที่ 55 องศาเซลเซียส กวนเบาๆ ในสารละลายที่มีผงขาว 34 – 37 เปอรเซ็นตโดยน้ํา
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หนักตอปริมาตร คาความพีเอชมีความคลาดเคลื่อน +-0.2 หนวย จากการยอยสลายพบวาการใช
โปรติเอส 1.1 เปอรเซ็นต ที่พีเอช 10 เปนเวลา 18 ชั่วโมงจะสามารถยอยสลายผงขาว จนเเหลือ
โปรตีนอยูในผงขาวเพียง 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักเทานั้น ซึ่งการยอยสลายสวนใหญเกิดขึ้นใน
ชวง 3 – 4 ชั่วโมงแรก ในการทดลองไดเปรียบเทียบการแยกโปรตีนจากผงขาวโดยใชเอนไซมกับ
การแยกโดยใชโซเดียมไฮดรอกไซด พบวาการแยกโดยใชโซเดียมไฮดรอกไซด จะสามารถแยก
โปรตีนออกไดมากกวา 0.1 เปอรเซ็นต แตการแยกโดยใชเอนไซมจะทําใหไดแปงจากขาวมากกวา
1.9 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก

ขั้นตอนการแยกโปรตีนออกจากผงขาวโดยใชอัลคาไลตโปรติเอส ทําดังนี้คือ นําผงขาวมา
17.5 กรัม ซึ่งจะมีสวนประกอบของโปรตีน 1.4 กรัม และแปง 13.3 กรัม เติม 0.001 โมลารของ
โซเดียมไฮดรอกไซด 50 มิลลิลิตร และเติมโปรติเอส 0.22 มิลลิลิตร แลวปรับพีเอชใหได 10 ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร จากนั้นนําไปปนกวน 18 ชั่วโมง แลวกรองผานแผนกรองขนาด 75
ไมโครเมตร แลวนําสวนที่เปนแปงไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาที 20 นาที สวนที่ตกตะกอนจะ
นํามาลางดวยน้ํา แลวหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาที อีก 15 นาที หลังจากนั้นปรับพีเอช ใหเปน
7 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 2000 รอบตอนาทีอีก 20 นาที แลวลาง
ดวยน้ําและหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาทีอีก 15 นาที เพื่อใหไดเคกแปง นําไปอบที่ 40 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมง จะไดผงแปง 12.7 กรัมที่มีโปรตีนเหลืออยูเพียง 0.52 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก



บทที่ 3

ทฤษฎี

3.1 โพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรด จัดเปนสารจําพวกคารโบไฮเดรต หรือ แซคคาไรด (saccharide) ซึ่งเปน
สารประกอบอินทรีย ประเภทอัลดีไฮด หรือคีโตน ที่มีหมูไฮดรอกซี หลายหมู โพลีแซคคาไรดจะ
ประกอบดวยโมโนแซคคาไรดมากกวา 10 หนวยขึ้นไป (ดาวัล, 2538) โพลีแซคคาไรดชนิดตางๆ มี
ความแตกตางกันตรงชนิดและจํานวนของโมโนแซคคาไรด ทําใหโมเลกุลและลักษณะของสูตรโครง
สรางแตกตางกันออกไปมากนอย ถี่หางแตกตางกัน แตโพลีแซคคาไรดทุกชนิดมีสิ่งที่เหมือนกันคือ
โมโนแซคาไรดที่ประกอบขึ้นเปนโพลีแซคคาไรดนั้นลวนจับกันดวยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic
bonds) ซึ่งอาจจะเปนชนิดแอลฟา หรือเบตาก็ได และอาจพบที่ตําแหนง 1  2  1  3  1  4
หรือ 1  6 เปนโซยาวๆ แลวอาจมีการแยกกิ่งที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่ง โพลีแซคคาไรดโมเลกุล
เล็กมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่านั้นจะประกอบดวยโมโนแซคคาไรดตั้งแต 30 – 90 หนวย แตโพลีแซคคา
ไรดสวยใหญจะมีน้ําหนักโมเลกุลสูงคือประกอบดวยโมโนแซคคาไรดหลายรอย หลายพันหนวย
 (ประเสริฐ, 2525)

3.1.1 ประเภทของโพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรดที่ยอยสลายไดผลผลิตเปนโมโนแซคคาไรดชนิดเดียวกันเรียก โฮโมโพลี
แซคคาไรด (homopolysacharide) เชน แปง และ เซลลูโลส ถาใหโมโนแซคคาไรดมากกวาหนึ่ง
ชนดิเรียกเฮทเทอโรแซคคาไรด (heteropolysacharide) เชน กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid)
และ เฮพาริน (heparin) (ดาวัล, 2538)

3.1.2 คุณสมบัติทางเคมีของโพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรดมีคุณสมบัติไมเหมือนกับโมโนแซคคาไรด และโอลิโกแซคคาไรดหลาย
อยาง เชน ไมละลายน้ํา ไมมีรสหวาน และไมมีคุณสมบัติในการรีดิวซ เปนตน ในที่นี้จะกลาวถึง
สมบัติบางประการของโมโนแซคคาไรด (ประเสริฐ, 2525)
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3.1.2.1 ปฏิกิริยากับกรด

เมื่อใหน้ําตาลทําปฏิกิริยากับกรดแกที่อุณหภูมิสูงๆ จะไดสารประกอบที่มีโครงสรางเปน
รูปวงแหวน ทั้งนี้เพราะน้ําตาลเกิดปฏิกิริยาไซไคลเซชัน (cyclization) จากการสูญเสียโมเลกุลของ
น้ํากลายเปนสารประกอบเฟอรฟวราล (furfural) หรืออนุพันธของเฟอรฟวราล (furfural
derivative) สารประกอบที่เกิดขึ้นนี้สามารถทําปฏิกิริยากับสารพวกฟนอล หลายชนิดเกิดเปนสาร
ประกอบที่มีสี ดังนั้นปฏิกิริยานี้จีงนํามาใชประโยชนในการตรวจหาน้ําตาลได

3.1.2.2 ปฏิกิริยากับเบส

เมื่อใหน้ําตาลอยูในสารละลายเบสออนๆ เชน Ca(OH)2 หรือ Ba(OH)2 น้ําตาลกลูโคสจะ
เปลี่ยนเปนฟรุคโตส และแมนโนสได หรือกลูโคส ฟรุคโตส และแมนโนส จะเปลี่ยนโครงสรางไปมา
ระหวางกันได การเปลี่ยนแปลงจะเกิดขึ้นตรงคารบอนอะตอมที่ 1 และ 2 เทานั้น เนื่องจากน้ําตาล
ทั้ง 3 ชนิดดังกลาวมีโครงสรางตั้งแต C3 – C6 เหมือนกัน เมื่อมีการการเปลี่ยนแปลงไปเปนน้ําตาล
ทั้ง 3 ชนิดผานทาง enol form ซึ่งเปนตัวกลาง (intermediate) ของปฏิกิริยานี้กอน เราเรียก
ลักษณะนี้วา lobry de bruyn transformation

เมื่อใหน้ําตาลอยูในสารละลายเบสแก เชน NaOH หรือ  KOH จะเกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางหลายอยาง ทําใหน้ําตาลมีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยา มากกวาในสารละลายกรด
ดังนั้นการทดสอบการรีดิวซของน้ําตาลจึงนิยมทําในสารละลายที่มีดางแกอยูดวย

3.1.3 ปจจัยที่มีผลตอความหนืดของโพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามเมื่อกระจาย
ตัวในน้ํา (Suttananta, 1986)

3.1.3.1. ความเขมขน
โพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามจะมีสมบัติเปนของไหลชนิดนันนิวโตเนียน (non-

newtonian fluid)  ที่ความเขมขนสูงกวารอยละ 1.75  เมื่อทําการเปรียบเทียบความหนืดสัมพัทธ
ของโพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามกับกัมชนิดอื่นๆ  พบวา โพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามจะมี
ความหนืดสูงกวาโซเดียมอัลจิเนท  เพ็กติน (เกรด 150)  และกัมอะคาเซีย (acacia)  ที่ความเขม
ขนเทากัน แตจะมีความหนืดต่ํากวาคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcelluose)
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3.1.3.2. อุณหภูมิ
ความหนืดของโพลีแซคคาไรดจะมีคาลดลงเปนฟงกชันเอ็กโปเนนเชียลกับอุณหภูมิ  ซึ่ง

เปนไปตามสมการของอารเรเนียส (arrhenius equation) คือ

RT/EAe=µ (3.1)

เมื่อ µ คือความหนืดของสารละลาย A คือคาคงที่ของอารเรเนียส E คือคาพลังงาน
กระตุน R คือคาคงที่ของกาซ  และ T คืออุณหภูมิสัมบูรณ

3.1.3.3. ความเปนกรด-ดาง
ความหนืดของโพลีแซคคาไรดจะสูงสุดที่ภาวะความเปนกรด-ดางในชวง 3-3.2  

และไมคงตัวในภาวะเปนเบส โดยเฉพาะที่คาพีเอชมากกวา 8

3.1.3.4. ผลของสารอื่น
จากการศึกษาความสามารถในการผสมผสานระหวางโพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขาม

กับตัวทําละลายที่ใชในงานเภสัชกรรม  พบวา โพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขามสามารถผสมผสาน
กับ  ซอรบิทอล (sorbitol) ไซรัป ยูเอสพี (syrup USP) ไดเปนอยางดี แตไมสามารถผสมผสานกับ 
อัลกอฮอล และ กลีเซอรอล

3.2 โปรตีน

โปรตีน เปนสารอินทรียที่พบมากที่สุดในส่ิงมีชีวิต ถาไมรวมน้ําอยูดวย ในสิ่งมีชีวิตมี
โปรตีนมากกวารอยละ 50 โดยน้ําหนักโปรตีนเปนสารประกอบประเภทพอลิเมอรซึ่งเปนสารที่มี
ขนาดใหญหรือมีมวลโมเลกุลมากคือประมาณ 5,000 จนถึงมากกวา 400,000 ในโมเลกุลของ
โปรตีนประกอบดวยหนวยยอยที่เรียกวา กรดอะมิโน ซึ่งมีหลายชนิดและหลาย ๆ โมเลกุลมารวม
ตัวกัน
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ตารางที่  3.1 มวลโมเลกุลของโปรตีนบางชนิด

โปรตีน มวลโมเลกุล
insurin 5,734
Ribonuclease 13,000
Trypsin 13,500
Lactalbumin 17,400
Zein 40,000
β-lactoglobulin 42,000
Ovallbumin 44,000
Hemoglobin 67,000
serum albumin 69,000
serum γ globulin 96,000
Edestin 310,000
Urease 370,000

3.2.1 โครงสรางของโปรตีน

โปรตีนทุกชนิดประกอบดวยกรดอะมิโนมารวมตัวกันโดยกระบวนการพอลิเมอไรเซชันชนิด
คอนเดนเซชันพอลิเมอไรเซชัน คือ กรดอะมิโนซึ่งเปนมอนอเมอรรวมตัวกันเปนโปรตีน (พอลิเมอร)
และมีน้ําเกิดขึ้น กรดอะมิโนในโปรตีนแตละชนิดรวมตัวกันโดยพันธะเปปไทด (peptide bond) ซึ่ง
เกิดขึ้นระหวางคารบอนอะตอมในหมูคารบอกซิลของกรดอะมิโนโมเลกุลหนึ่งกับไนโตรเจนอะตอม
ในหมูอะมิโนของกรดอะมิโนอีกในโมเลกุลหนึ่งดังรูปที่ 3.1

รูปที่  3.1 สายโพลิเปปไทด

H3N+ – CH – C – NH – CH – C ……NH – CH – COO-
O

R1

O

Rn

ปลายอะมิโน หมู R พันธะเปปไทด ปลายคารบอกซิล
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3.2.2 ประเภทของโปรตีน

โปรตีนอาจแบงออกไดตามสวนประกอบเปน 3  ประเภท (บุญยืน, 2529) คือ

    3.2.2.1 โปรตีนธรรมดา (simple protein) คือโปรตีนที่ประกอบขึ้นดวยกรดอัลฟา
อะมิโน ไมมีสารอื่นเปนองคประกอบอยูดวย เมื่อไฮโดรไลซไดกรดอัลฟาอะมิโนลวนๆ เชน อินซูลิน
โปรตีนธรรมดา แบงเปน โปรตีนเสนใย และโปรตีนกอนกลม

        3.2.2.1.1 โปรตีนเสนใย (fibrous protein) เปนโปรตีนที่มีโครงสรางซับซอน
โมเลกุลมีการจัดเรียงตัวเปนเสนยาวหรือขดเปนเกลียว ตัวอยางโปรตีนเสนใย เชน เคราดินในเสน
ผม ขนสัตว เขาสัตวและเล็บไฟโบรอินในไหม ไมโอชินในกลามเนื้อ คอลลาเจนในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน
พบมากในสัตวที่มีกระดูกสันหลัง ซึ่งแบงเปน 3 ชนิดตามแหลงกําเนิดของโปรตีน คือ

        3.2.2.1.1.1 คอลลาเจน (collagen) เปนโปรตีนสวนใญของเนื้อเยื่อ
คอนเนคทีฟ โปรตีนพวกนี้แมวาไมละลายน้ํา และไมถูกยอยดวยเอนไซมที่ยอยโปรตีน แตเมื่อนํา
มาตมในน้ําหรือกรดเจือจาง หรือดางเจือจาง จะเปล่ียนเปนเจลลาติน (gelatin) ซึ่งละลายน้ําได
และถูกยอยไดดวยเอนไซม รางกายของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ประกอบขึ้นดวยโปรตีนชนิดคอลลา
เจน 30 เปอรเซ็นต ของโปรตีนทั้งหมด

          3.2.2.1.1.2 อีลาสตีน (elastin) มีอยูในเทนดอน (tendon) เสนโลหิต
แดง (artery) และเนื้อเยื่ออิลาสติค (elastic) ตางๆ โปรตีนชนิดนี้มีสมบัติคลายๆ คอลลาเจน แตไม
สามารถเปลี่ยนเปนเจลาตินได

          3.2.2.1.1.3 เคราตีน (keratin) มีอยูในเสนผม ขนแกะ กีบ และเล็บ
โปรตีนนี้มีซีสตีน (cystine) อยุมาก จึงมีกํามะถันอยูเปนจํานวนมาก ผมของคนมีซีสตีน อยู
ประมาณ 14 เปอรเซ็นต
          

3.2.2.1.2 โปรตีนกอนกลม (globular protein) เปนโปรตีนที่ละลายไดในน้ํา
สารละลายเกลือ  กรด เบส หรือ เอทานอล มีสายพอลิเพปไทดพันไปพันมาและอัดแนน ทําให
โมเลกุลมีรูปรางเปนกอนกลม ตัวอยางกลอบบูลารโปรตีน เชน เอนไซม, แอนติบอดี ฮอรโมน
ฮีโมโกลบิน เปนตน สามารถแบงตามความสามารถการละลายไดเปน  (H.D.Jakubke และ H.
Jeschkeit , 1977)
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              3.2.2.1.2.1  อัลบูมิน (albumins)  เปนโปรตีนที่ตกผลึกอยางรวดเร็ว  มี
มวลโมเลกุลนอยและสามารถละลายในน้ํา และสารละลายเกลือเจือจางไดที่ พีเอช 4 – 8.5
สามารถตกตะกอนโปรตีนชนิดนี้ได ดวยสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตเขมขน 70 – 100
เปอรเซ็นตอ่ิมตัว  คุณสมบัติเปนกรดเล็กนอยเนื่องจากมีสวนประกอบของกรดกลูตามิก (glutamic
acid)  และ กรดแอสฟาติก (aspartic acid)  สูงประมาณ 20 – 25 เปอรเซ็นต

อัลบูมินที่พบสวนใหญคือ เซรัมอัลบูมิน (serum ablumin) ,แอลฟาอัลบูมิน ( α-
lactalbumin), อัลบูมินในไขขาว (ovalbumin) และ อัลบูมินจากพืช เชน ผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

เซรัมอัลบูมิน มีมวลโมเลกุล 67000 เปนสวนประกอบพลาสมาโปรตีนซึ่งมีประมาณ 60
เปอรเซ็นต มีหนาที่สําคัญในการควบคุมความดันออสโมติกในเลือด โดยจะจับกับแคลเซียม
ไอออน  โซเดียมไอออน และ โพแทสเซียมไอออน สําหรับฮอรโมน กรดไขมัน และยา

แอลฟาอัลบูมิน พบในนม และ สัตวเลี้ยงลูกดวยนม ทนความรอนสูง มีสวนประกอบของ
โอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) ซึ่งเชื่อมติดกับ พันธะเปปไทดผานไปถึงกลุมเบตาคารบอก-
ซิล ของกรดแอสพาติกที่เหลือ

อัลบูมินในไขขาว มีมวลโมเลกุล 44,000 มี คารโบไฮเดรต และ กรดฟอสฟอริก เปน
องคประกอบประมาณ 3.2 เปอรเซ็นต ซึ่งสามารถเกิดพันธะกับเซรินได

อัลบูมินในพืชมักพบในสวนเมล็ด ซึ่งมีจํานวนนอย เชน เมล็ดละหุง เมล็ดขาวหลายชนิด
และ เมล็ดพืชตระกูลถั่ว ไรซิน (ricin) และ แอปริน (abrin) ในเมล็ดของ abrus precitorius เปน
โปรตีนที่มีพิษ

              3.2.2.1.2.2 กลอบบูลิน (globulins) มีมวลโมเลกุล มากกวาอัลบูมิน
และพบในเซลลสัตว และเซลลพืชทั่วๆ ไป ซึ่งมีคุณสมบัติแตกตางกันไปตามแหลงที่พบ เปนโปรตีน
กลุมใหญที่ประกอบดวยเอนไซม พลาสมาโปรตีน แอนติบอดี โปรตีนจากนม ไกลโคโปรตีน และ
โปรตีนสะสมในพืช ฯลฯ กลอบบูลินจะมีคารโบไฮเดรตจับอยูอยางหนาแนน
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กลอบบูลินไมละลายน้ําหรือละลายไดเล็กนอย การละลายมีคาต่ําสุดที่จุดไอโซอิเลคทริค
(isoelectric point) แตสามารถละลายไดในสารละลายเกลือ และสามารถตกตะกอนไดดวยสาร
ละลายแอมโมเนียมซัลเฟต พบในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

โปรตีนประเภทกลอบบูลินที่พบในพืช ไดแก อิเพสติน (edestin) อราซิน (arachin) เซียน
(zein or maize) และ ทูเบอริน (tuberin) อิเพสติน เปนโปรตีนที่พบในเมล็ดปานหรือปอ มีมวล
โมเลกุล 300,000 ประกอบดวย 6 หนวยยอย แตละสวนมีพันธะโพลิเปปไทด ที่ไมระบุ เชื่อมตอซึ่ง
กันและกันผานพันธะไดซัลไฟด  อราซิน เปนโปรตีนที่พบในถั่วลิสง มีโครงสรางเปนแบบ เฮกซะ
เมทริก และแตละหนวยยอยจะมีพันธะเปปไทด 2 พันธะเชื่อมตอกันและกัน ดวยพันธะโคเวเลนต

               3.2.2.1.2.3 โพรลามีน (prolamines) มีลักษณะสําคัญคือ โพรลามีนมี
สวนประกอบของกรดกลูตามิกสูงประมาณ 30 – 45 เปอรเซ็นต และโพรลีน (proline) ประมาณ
15 เปอรเซ็นต ทําใหโปรตีนกลุมนี้มีชื่อตางจากโปรตีนชนิดอื่นๆ เนื่องจากโปรตีนนี้มี โพรลีนเปน
องคประกอบมากที่สุด โพรลีนไมละลายในน้ํา และลารละลายเกลือแตจะละลายไดในลารละลาย
เอทานอล 50 – 90 เปอรเซ็นต สวนใหญโปรตีนชนิดนี้จะพบมากในเมล็ดขาว เชน ไกลอาดีน
(gliadin) เปนโปรตีนจากเมล็ดขาวไรย เมล็ดขาวสาลี และฮอรเดนีน (hordenin) เปนโปรตีนที่พบ
ในเมล็ดขาวบารเลย และยังพบโพรลามีนในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม โปรตีนนี้จะมีสวนประกอบของ
กรดอะมิโนที่จําเปนต่ํา  สวนเมล็ดขาว และขาวโอต จะไมมีโพรลามีน

              3.2.2.1.2.4 กลูทิลีน (glutelines) โปรตีนกลุมนี้เรียกตามปริมาณกรด
กลูตามิกที่มีอยูมากกวา 45 เปอรเซ็นต กลูทิลีนไมละลายในน้ํา สารละลายเกลือ และเอทานอล
เจือจาง แตสามารถละลายไดดีในสารที่มีพีเอช สูงและต่ํา กลูทิลีนสวนใหญพบในเมล็ดขาวสาลี
เรียกวา กลูทินีน (glutenine) ในขาวเรียก ออรไซนีน (orynine) ในขาวบารเลยเรียกวา ฮอรดินีน
(hordenine) กลูทินิน และ ไกลอาดีน (gliadin) และยังพบในผงเนื้อในเมล็ดมะขามดวย ประกอบ
ดวยโปรตีนที่ยึดติดแนนและเหนยีวที่เรียกวา กลูทีน (gluten)

             3.2.2.1.2.5 ฮีสโตน (histone) เปนโปรตีนที่มีจุดไอโซอิเลคทริก เปน
อัลคาไลน (alkaline isoelectric point) มีสมบัติละลายน้ํา แตไมละลายในสารละลายเจือจางของ
แอมโมเนีย ไมจับกันเปนกอนเมื่อโดนความรอน เมื่อไฮโดรไลซจะใหกรดเบสิคอะมิโน (basic
amino acid) จํานวนมากเชน อารจินีน (arginine) สามารถทําใหโปรตีนตัวอื่นตกตะกอนออกมา
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จากสารละลายได เนื่องจากฮีสโตนเปนเบสิคโปรตีนจึงสามารถรวมตัวกันกรด เกิดเปนเกลืออยูใน
เนื้อเยื่อตางๆ

              3.2.2.1.2.6 โพรทามีน (protamine) เปนเบสิคโปรตีนที่มีสมบัติเปนเบส
อยางแรง มีคาพีเอช ที่จุดไอโซอิเลคืทริค ประมาณ 12  มีน้ําหนักโมเลกุลนอยประมาณ 3,000 แต
บางทีมีคาถึง 10,000 ละลายในน้ํา และสารละลายแอมโมเนีย สามารถทําปฏิกริยากับกรดแร
(mineral acid) เกิดเกลือ เกลือตกผลึกได ไมรวมตัวเปนกอนโดยความรอน สามารถไฮโดรไลซได
กรดอะมิโน ซึ่งสานใหญเปนพวกกรดเบสิคอะมิโน เชน อารจินีน (arginine) โปรทามีนมีคุณสมบัติ
ทําใหโปรตีนอื่นๆ ซึ่งละลายน้ําตกตะกอนออกมาได

3.2.2.2 คอนจูเกตเตดโปรตีน (conjugated protein) คือโปรตีนที่ประกอบขึ้นดวยกรด
อัลฟาอะมิโน และมีสารอื่นจับติดอยูดวยเปนหมูโพรสเธติค (prosthetic group) เมื่อไฮโดรไลซได
กรดอัลฟาอะมิโน และสารอื่นออกมาดวย เชน เฮโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง ประกอบดวยสวนที่
เปนโปรตีนคือ กลอบบิน (globin) และสวนที่ไมใชโปรตีนคือ อีม (heme) ซึ่งประกอบดวยเหล็ก กับ
โพรโตเพอรไฟลิน (protoporphyrin) คอนจูเกตเตดโปรตีน  แบงเปน

               3.2.2.2.1 นิวคลีโอโปรตีน (nucleoprotein) เปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรด
นิวคลีอิกรวมตัวกับเบสิคโปรตีน เชน ฮีสโตน และ โพรทามีน พบในนิวเคลียส ไมโครโซม และ
ไมโตคอนเดรีย

               3.2.2.2.2 มิวโคโปรตีน (mucoprotein) ประกอบดวยโปรตีนรวมตัวกับ
คารโบไฮเดรตจํานวนมาก โดยคิดจากปริมาณของเฮกโซซามีน (hexosamine) ถาเฮกโซซามีนมาก
กวา 4 เปอรเซ็นต จัดเปนพวกมิวโคโปรจีน คารโบไฮเดรตที่รวมตวักับโปรตีนเปนพวกคอมเพลกซ
โพลีแซคคาไรด (complex polysaccharide) ซึ่งประกอบดวย เอ็น-อะเซตติลเฮคโซซามีน (n-
acetylhexosamine) รวมกับกรดยูโรริก (uronic acid) หรือน้ําตาลอื่นๆ มิวโคโปรตีนสวนมากมี
กรดไซอาลิก (sialic acid) รวมอยูดวย มิวโคโปรตีนบางตัวมีคารโบไฮเดรตจับกับซีรีน (serine)
ดวยเอสเทอรบอนด (ester bond) ตัวอยางของมิวโคโปรตีนที่ละลายน้ําได เชน โอโวมิวคอยดอัล-
ฟา (ovomucoid alpha) จากไขขาว มิวโคโปรตีนจากซีรัม และจากน้ําปสสาวะของหญิงมีครรภ
มิวโคโปรตีนเมื่อละลายน้ําแลวจะไมถูกแปรสภาพ โดยความรอนไมสามารถทําใหตกตะกอนโดย
กรดไตรคลอโรอะซิติค (trichloroacetic acid) หรือ โดยกรดพิคริค (picric acid)
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              3.2.2.2.3 ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เปนโปรตีน ที่มีคารโบไฮเดรชรวมอยู
ดวยนอย มีเฮกโซซามีน (hexosamine) รวมอยูนอยกวา 4 เปอรเซ็นต ตัวอยางไกลโคโปรตีน เชน
อัลบูมินในไขขาว ซีรัมอัลบูมิน (serum albumin) และซีรัมกลอบบูลิน (serum globulin) ในไกลโค
โปรตีนบางตัว เชน โอวาลบูมิน (ovalbumin) แกมมากลอบบูลิน (gramma globulin)
คารโบไฮเดรตจับกับโปรตีนดวยอะมีดบอนด (amide bond) ระหวางแอสพาราจีนซีคิว กับ
คารบอนตําแหนงที่ 1 ของเอนอะเซติลกลูโคซามีน (n-acetyglucosamine)

               3.2.2.2.4 ไลโปโปรตีน (lipoprotein) เปนโปรตีนซึ่งมีลิปดรวมอยูดวย มีสมบัติ
ละลายน้ําได ลิปด ฟอสฟอลิปด (phospholipid) คอเรสเตอรอล (cholesterol) สามารถรวมกับ
โปรตีนได ในซีรัมมีไลโพโปรตีนอยูหลายชนิด ไลโพโปรตีนพบในสมอง เนื้อเยื่อประสาท และเปน
โครงสรางที่สําคัญของเซลล

             3.2.2.2.5 โครโมโปรตีน (chromoprotein) เปนโปรตีนที่มีสี เชน เฮโมโปรตีน
(hemoprotein) เปนโปรตีนที่รวมตัวกับฮีม

              3.2.2.2.6 ฟลาโวโปรตีน (flavoprotein) เปนโปรตีนที่มีฟลาวีนแอดดินินไดนิว
คลีโอ-ไทด (flavine adenine dinucleotide, fad) หรือ ฟลาวีนโมโนนิวคลีโอไทด (flavine
mononucleotide, fmn) เปนหมูโพรสเธติค (posthetic group)  ไดแกพวกเอ็นไซมบางตัว เชน ซัค-
ซินิคดีไฮโดรจีเนส (succinic dehydrogenase)

              3.2.2.2.7 เมตัลโลโปรตีน (metalloprotein) เปนโปรตีนที่รวมตัวอยูกับโลหะ
ตางๆ เชน Mg Fe Co Zn และ Cu เปนตน ตัวอยางของโปรตีนพวกนี้ไดแกเอ็นไซมไทโรซินออกซิ
เดส (thyrosine oxidase) ซึ่งเปนคอปเปอรโปรตีนที่มีทองแดงจับอยูกับโปรตีน

              3.2.2.2.8 ฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) เปนโปรตีนที่มีฟอสฟอรัสรวมอยู
ดวย ทั้งนี้ไมรวมพวกนิวคลีโอโปรตีน ตัวอยางเชน เคซีน ซึ่งมีเซียรินเรสซิดิวจับกับหมูฟอสฟอรัส
แบบเอสเทอร
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3.2.2.3 อนุพันธโปรตีน (derived protein)

               3.2.2.3.1 อนุพันธปฐมภูมิ (primary derived protein) เปนอนุพันที่เกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนเพียงเล็กนอยโดยไมมีการไฮโดรไลซใหเปนพันธะเปปไทดแตกออก 
โปรตีนที่แปรสภาพไปจากธรรมชาติ (denatured protein) จัดเปนโปรตีนประเภทนี้ อนุพันธปฐม
ภูมิของโปรตีนไดแก

                  3.2.2.3.1.1 โปรติแอน (protean) เปนอนุพันธที่ไมละลายน้ํา เกิดขึ้น
จากปฏิกิริยาของกรดเจือจาง หรือโดยเอนไซม ทํากับโปรตีนในระยะเวลาสั้น ตัวอยางเชน ไมโซ
แซน (myosan) เกิดจากไมโอซิน (myosin)

                   3.2.2.3.1.2 เมตตาโปรตีน (metaprotein) เปนอนุพันธของโปรตีนที่
ละลายไดในกรดอยางเจือจาง และในเบสเจือจาง และไมละลายในตัวทําละลายที่เปนกลาง เกิด
จากโปรตีนทําปฏิกิริยากับกรดหรือดางในระยะเวลานานกวาทําใหเกิดโปรตีนแอน ตัวอยางเชน แอ
ซิดอัลบูมิเนต (acid albuminate) และอัลคาไรดอัลบูเนต (alkali albuminate)

                    3.2.2.3.1.3 โคแอคกูเลตโปรตีน (coagulated protein) เปนอนุพันธ
ของโปรตีนที่ไมละลายน้ํา เกิดเมื่อใหความรอนแกโปรตีนหรือ เติมอัลกอฮอล ลงไปนอกจากนี้เกิด
จากแสงรังสีเหนือมวง (ultraviolet light) หรือ รังสีเอกซ (x-ray) ฉายผานโปรตีน ตัวอยางของ
อนุพันธประเภทนี้ เชน ไขขาวสุก

              3.2.2.3.2 อนุพันธทุติยภูมิ (secondary derived protein) เปนอนุพันธที่เกิด
จากการไฮโดรไลซเปปไทดบอนดของโปรตีน อนุพันธพวกนี้ละลายน้ําได และไมจับกันเปนกลุม
กอน เมื่อถูกความรอน

                    3.2.2.3.2.1 โปรติโอส (proteose) สามารถทําใหตกตะกอนไดในสาร
ละลายที่อ่ิมตัวดวยแอมโมเนียมซัลเฟต

                    3.2.2.3.2.2 เปปโทน (peptone) ไมสามารถทําใหตกตะกอนไดในสาร
ละลายที่อิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟต แตจะตกตะกอนโดยสารจําพวกอัลคาลอยดัลรีเอเจนต
(alkaloidal reagent)
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                   3.2.2.3.2.3 เปปไทด (peptide) เมื่อโปรตีนถูกไฮโดรไลซในภาวะที่แรง
จนพันธะเปปไทดบางอันตัดออก ผลที่ไดอาจเปนไดเปปไทด ไตรเปปไทด และเปปไทดอ่ืนๆ ที่มี
กรดอะมิโนมากกวาสองและสาม

3.2.3 สมบัติและปฏิกิริยาบางประการของโปรตีน

3.2.3.1 ความเปนกรดและเบสของโปรตีน (บุญยืน, 2529)

ในสารละลายของกลอบบูลารโปรตีนในน้ําสมบัติแหงความเปนกรดและเบสของโปรตีนขึ้น
อยูกับหมู R ที่อิออนไนซไดของเรซซิดิวของกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบ  สวนหมูอัลฟาอะมิโน
และหมูอัลฟาคารบอคซิลที่ปลายทั้งสองของหวงโซโพลี่เปปไทด  มีผลตอสภาพความเปนกรดและ
เบสของโปรตีนนอยมาก  การที่หมู R จะอิออนไนซ ไดดีเพียงใดขึ้นอยูกับลักษณะของหมู R ที่อยู
ใกลเคียงกันดวย

พวกกลอบบูลารโปรตีนอื่นๆ เชน เบตาแลคโตกลอบบูลิน  อัลบูมินในไข หมู R ที่ อิออน-
ไนซไดสามารถไตเตรตไดเชนเดียวกัน ซึ่งแสดงวาหมู R ที่อิออนไนซไดอยูที่ผิวนอกจึงไตเตรตได
สวนหมูที่เปนนอนโพลารอยูขางใน  กลอบบูลารโปรตีนบางตัวเชน ไมโอโกลบินมีหมูอิมิดาซอลของ
ฮิสทีดีนอยู 11 หมู แตสามารถไตเตรตไดเพียง 5 หมู สวนอีก 6 หมูไมสามารถไตเตรตไดเนื่องจาก
มันขดซอนอยูขางในโครงสรางตติยภูมิของมัน ถาตองการไตเตรตหมูอิมิดาซอลที่เหลืออีก 6 หมูนี้
ใหไดตองแปรสภาพธรรมชาติของไมโอโกลบินเสียกอน

ที่จุดไอโซอีเลกตริคโมเลกุลของโปรตีนจะไมเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา เนื่องจากประจุรวม
เปนศูนย  คาไอโซอีเลกตริคพีเอช หาจากจํานวน และ pK’ ของหมู R ที่อิออนไนซได ถาโปรตนีมี
กรดอะมิโนชนิดเบสิคเปนองคประกอบ ( เชนไลซีน อารจินีน ) อยูมาก คาพีไอ (pI) สูงกวา 7.0     
ไรโบนิวคลีเอสมี  กรดอะมิโนชนิดเบสิคเปนองคประกอบอยูมากจึงมีคาพีไอ สูงถึง 9.6 ถาโปรตีนมี
กรดอะมิโนชนิดที่เปนกรด เปนองคประกอบอยูมาก ( เชน กรดแอสพาติค กรดกลูตามิค ) คาพีไอ
(pI) จะต่ํากวา 7 เชน  เปปซิน    กลอบบูลาร   โปรตีนสวนมากมีคาพีไอ ระหวาง  4.5  ถึง  6.5
ดูตารางที่ 3.2
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ตารางที่  3.2 จุดไอโซอีเลคตริคของโปรตีนตางๆ

โปรตีน จุดไอโซอีเลคตริค
เปปซิน ประมาณ 1
อัลบูมินจากไข 4.6
อัลบูมินจากซีรัม 4.9
ยูรีเอส (urease) 5.0
เบตาแลคโตกลอบบูลิน 5.2
แกมมากลอบบูลิน 6.6
เฮโมโกลบิน 6.8
ไมโอโกลบิน 7.0
ไรโบนิวคลีเอส 9.6
ไคโมทริพซิโนเจน 9.5
ไซโตโครมซี 10.6
ไลโซซายม 11.0

เมื่อโปรตีนมี พีเอช สูงกวาจุดไอโซอีเลคตริค โปรตีนมีประจุรวมเปนลบ และเคลื่อนที่ไปสู
ขั้วบวก ถา พีเอช ยิ่งสูงขึ้นโปรตีนยิ่งมีประจุลบเพิ่มข้ึนดูจากไตเตรชันเคอรฟ ตรงกันขามถาโปรตีน
มีพีเอช ต่ํากวาจุดไอโซอีเลคตริค โปรตีนจะมีประจุรวมเปนบวกและเคลื่อนที่ไปสูแคโทดในสนาม
ไฟฟา

ถามีเกลือชนิดที่เปนกลาง (neutral salt) ละลายปนอยูกับโปรตีน  ไตเตรชั่นเคอรฟและจุด
ไอโซอีเลคตริคของโปรตีนจะเปลี่ยนไป  เนื่องจากหมู R มีคาองศาแหงการแตกตัวเปนอิออน
(degree of ionization) เปลี่ยนไป โปรตีนอาจรวมกับแคทอิออนเชน Ca2+ หรืออาจจับกับแอน
อิออนเชน Cl- ดังนั้นคาไอโซอีเลคตริค พีเอช ของโปรตีนจึงขึ้นอยูกับลักษณะของมีเดียมที่ละลาย
โปรตีนอยู

เมื่อนําสารละลายของโปรตีนมาไดอะไลซ (dialyze) กับน้ํากลั่นเพื่อไลแคทอิออนและแอน
อิออนตางๆ ออกใหหมดคงมีแต H+  กับ OH- สารละลายของโปรตีนที่ไดตอนนี้มี พีเอช ซึ่งเรียกวา
ไอโซอิออนนิค พีเอช (isoionic pH ) โปรตีนแตละชนิดยอมมีคาไอโซอิออนนิค พีเอช คงที่
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จากสมบัติแหงความเปนกรดและเบสของโปรตีนนี้เรานํามาใชประโยชนเพื่อแยกและ
วิเคราะหโปรตีนโดยวิธีอีเลคโตรฟอรีซีส และโครมาโตกราฟฟชนิดแลกเปลี่ยนอิออน (ion-
exchange chromatography)

3.2.3.2 สมบัติการสารละลายของโปรตีน

ใน พ. ศ. 2459 อีมิลฟสเซอร (Email Fischer) เชื่อวาโปรตีนเมื่ออยูในสารละลายจะจับกัน
เปนกลุม (micellelike complex) เมื่อเติมกรดหรือเบส หรือเกลือที่เปนกลางลงไป สมบัติแหงการ
ละลายของโปรตีนจะเปลี่ยนไป ปจจุบันนี้เราพบวาโปรตีนซึ่งเปนสารโมเลกุลใหญและมีน้ําหนัก
โมเลกุลที่แนนอน เมื่อละลายแลว สารละลายมีลักษณะเปนสารละลายที่แทจริง (true molecular
solution) และมีสมบัติเปนสารละลายอิเลคโตรไลท (electrolyte)

การละลายของโปรตีนขึ้นอยูกับ พีเอช กําลังของอิออน (ionic strength) สมบัติไดอีเลค-
ตริคของตัวทําละลาย และ อุณหภูมิ

3.2.3.2.1 ผลของพีเอชตอการละลายของโปรตีน

โปรตีนละลายไดนอยที่สุด เมื่อ พีเอช อยูที่จุดไอโซอีเลคตริคเพราะโมเลกุลของโปรตีนที่ไอ
โซอีเลคตริค พีเอช มีประจุไฟฟารวมเปนศูนยจึงไมมีแรงที่จะผลักกันใหกระจายอยูในสารละลาย ที่
พีเอช อ่ืนๆ ซึ่งไมใชไอโซอีเลคตริค พีเอช โปรตีนมีประจุไฟฟาเปนบวกหรือลบเหมือนกัน จึงมีแรง
ไฟฟาสถิตยผลักกันใหกระจายอยูในสารละลาย

จุดไอโซอีเลคตริค (isoelectric point) ของโปรตีนคือ พีเอช ซึ่งโปรตีนไมเคลื่อนยายไปทาง
ข้ัวบวกหรือข้ัวลบในสนามไฟฟา ที่ พีเอช นี้ โปรตีนอยูในสภาพเปนซวิทเทอรอิออน (zwitterion) ซึ่ง
ประจุบวกทั้งหมดมีคาเทากับประจุลบทั้งหมด และประจุรวมมีคาเทากับศูนย
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รูปที่  3.2  ผลของ พีเอช และความเขมขนของเกลือตอการละลายของเบตาแลคโตกลอบบูลิน  25
               องศาเซียลเซียส จํานวน M เปนความเขมขนของเกลือแกง (NaCl)

จากรูปที่ 3.2 จะเห็นวาการละลายของเบตาแลคโตกลอบบูลิน  มีคาต่ําสุดที่ พีเอช 5.2 ถึง
5.3 ที่ พีเอช  4.9 และ 5.7 โปรตีนตัวนี้ละลายไดถึง 10 เทา ของการละลายที่ พีเอช 5.2 โดยเฉพาะ
เมื่อเติมเกลือแกงลงไปเพียงเล็กนอย ที่ พีเอช  5.2 ซึ่งเปนจุดไอโซอีเลคตริคของเบตาแลคโตกลอบ
บูลินการละลายของโปรตีนนี้เปนไปไดนอยมาก เมื่อ พีเอช เปลี่ยนไปเพียง 0.3 ถึง 0.5 การละลาย
เพิ่มข้ึนถึง 10 เทา โปรตีนบางตัวไมละลายน้ําเลยที่จุดไอโซอีเลคตริคของมัน (ดูตารางที่ 3.2) ดัง
นั้นจึงสามารถแยกโปรตีนแตละตัวออกจากของผสมได โดยทําใหของผสมนั้นมี พีเอช  อยูที่จุดไอ
โซอีเลคตริคของโปรตีนเหลานั้น การแยกโปรตีนออกจากกันโดยวิธีนี้เรียกวา การตกตะกอนที่จุดไอ
โซอีเลคตริค

3.2.3.2.2 ผลของกําลังของอิออน ตอการละลายของโปรตีน

กําลังของอิออน (ionic strength) ของเกลือที่อยูในสารละลายของโปรตีนมีผลตอการ
ละลายของโปรตีน กําลังของอิออน คํานวณไดจากสูตรดังนี้ (คณาจารยภาควิชาชีวเคมี วท.
จุฬา, 2536)
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µ = ½ ∑ cZ2 (3.2)

เมื่อ µ = กําลังอิออน (ionic strength)
       c เปนโมลาริตี
       Z  เปนประจุของอิออน

ดังนั้นจะเห็นวา เกลือพวกที่มีอิออนซ่ึงมีเวเลนซเทากับ 1 จะมีกําลังอิออนเทากับโมลาริตี
ของสารละลาย

เมื่อเติมเกลือทีมีสมบัติเปนกลาง (neutral salt ) จํานวนเล็กนอยลงในสารละลายของ
โปรตีนจะทําใหกลอบบูลารโปรตีน (globular protein ) ละลายไดดีขึ้น  ปรากฏการณเชนนี้เรียกวา
ซอลติงอิน ( salting-in ) เกลือที่ประกอบดวยอิออน ซึ่งมีเวเลนซี 2 ( divalent ion) เชน  MgCl2
และ (NH4)2SO4 ทําใหเกิด ซอลติง-อิน  ไดมากกวาเกลือที่ประกอบดวยอิออน ซึ่งมีเวเลนซี 1
(monovalent ion)  เชน NaCl, KCl และ NH4Cl ทั้งนี้เนื่องจาก  กําลังของอิออน (ionic strength)

กลอบบูลิน  เปนโปรตีนที่ไมละลายน้ํา  หรือละลายน้ําไดยากมาก  ในการสกัดกลอบบูลิน
ออกจากเนื้อเยื่อ จึงใชน้ําเกลือที่เจือจาง ซึ่งนับวาเปนวิธี ซอลติง-อิน  กลาวคือ เมื่อมีเกลือจํานวน
เล็กนอยอยูดวย ชวยทําใหกลอบบูลินละลายน้ําไดดีขึ้น เมื่อตองการทําใหกลอบบูลิน ซึ่งละลายอยู
ในน้ําเกลือตกตะกอน ใหเติมน้ําลงไปมากๆ กลอบบูลินไมละลายน้ํา จึงตกตะกอนออกมา หรือ
อาจใชวิธีไดอะไลซีส (dialysis) ดวยน้ํา ใสกลอบบูลินที่สกัดออกมาได ซึ่งละลายอยูในน้ําเกลือลง
ในถุงเซลโลเฟน (cellophane) แลวแชถุงนี้ลงมนน้ํา อิออนเล็กๆ ของเกลือจะลอดรูของถุงซึ่งเปนเซ
มิเพอรมิเอเบิล (semi permeable) ออกมาได สวนโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดโตไมสามารถลอดรู
ของถุงออกมาได เมื่อเปล่ียนน้ําที่แชถุงหลายครั้ง  ในที่สุดอิออนของเกลือจะออกไปหมดและกลอบ
บูลินจะตกตะกอนอยูภายในถุง

การเติมเกลือจํานวนเล็กนอยลงไปแลว  ทําใหโปรตีนละลายน้ําไดดีขึ้น อธิบายโดยเหตุผล
ไดวา การที่สารชนิดหนึ่งละลายในตัวทําละลายไดมากนอยเพียงใดขึ้นอยูกับแรงดึงดูดระหวาง
โมเลกุลของตัวถูกละลายดวยกัน และแรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลาย
ถาแรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายดวยกันลดนอยลง การละลายยอมดีข้ึน ดังนั้นการ
เติมเกลือลงไปชวยลดแรงดึงดูดระหวางตัวถูกละลายดวยกัน ยอมทําใหโปรตีนละลายน้ําไดดีข้ึน
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อิออนเล็กๆ ของเกลือจะไปจับหมูอิออนในโมเลกุลของโปรตีน ทําใหแรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของ
โปรตีนลดลงซึ่งมีผลทําใหการละลายของโปรตีนเพิ่มข้ึน

3.2.3.2.3 ผลของสมบัติไดอีเลคตริคของตัวทําละลายตอการละลายของ
โปรตีน

เมื่อเติมตัวทําละลายเชนอัลกอฮอลหรืออะซิโตนลงไปในสารละลายของโปรตีนในน้ํา
ปรากฏวาโปรตีนละลายน้ําไดนอยลง และถาเติมลงไปมากๆ โปรตีนอาจตกตะกอนออกมาได ทั้งนี้
เนื่องจากคาคงตัวไดอีเลคตริคของอัลกอฮอลและอะซิโตนมีคานอยกวาของน้ํา ดังในตารางที่ 3.3
เมื่อคาคงตัวไดอีเลคตริคนอยลง แรงดึงดูดระหวางประจุบวกกับประจุลบยอมมีคาเพิ่มข้ึน ตาม
สูตร

F = e1 e2/Dr2 (3.3)

เมื่อ F เปนแรงดึงดูดระหวางอิออน 2 อันซึ่งมีประจุตางกัน   
e1 และ e2  เปนประจุของแตละอิออน
r  เปนระยะทางระหวางประจุทั้งสอง
D เปนคาคงตัวไดอีเลคตริค

เมื่ออัลกอฮอลหรืออะซีโตนทําใหแรงดึงดูดระหวางอิออนเพิ่มข้ึน จึงทําใหโปรตีนแตกตัว
เปนอิออนไดนอยลงและจับกันเปนกอน (coalescence)  อัลกอฮอลและอะซิโตนทําใหการละลาย
ของโปรตีนลดลง

ตารางที่  3.3  คาคงตัวไดอิเลคตริคของของเหลวตาง ๆ ที่ 20 องศาเซลเซียส

D
น้ํา 80

เมธานอล 33
เอธานอล 24
อะซิโตน 21.4
เบนซิน 2.3
เฮกเซน 1.9
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ตัวทําละลายที่มีคาคงตัวไดอีเล็คตริคสูงกวาของน้ําเชน ไดเมธิลซัลฟอคไซด ( dimethyl
sulfoxide) และฟอรมามีน (formamide) เมื่อเติมลงไปจะทําใหโปรตีนละลายน้ําไดดีขึ้น

3.2.3.2.4 ผลของอุณหภูมิตอการละลายของโปรตีน

ในชวงอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ถึง 40 องศาเซลเซียส โปรตีนละลายไดมากขึ้น เมื่อ
อุณหภูมิสูงขึ้น  แตถาอุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียส โปรตีนเริ่มแปรสภาพจากธรรมชาติ  และ
การละลายลดนอยลง ที่ พีเอช เปนกลาง

3.2.3.3 สมบัติการเปนคอลลอยด (Colloidal Properties)

โปรตีนถูกจัดอยูในสารจําพวกแมคโครโมเลกุล จึงพบวาโปรตีนที่อยูในสภาพสารละลาย มี
สมบัติเปนคอลลอยด สามารถจําแนกออกตามลักษณะได 2 ชนิดคือ อิมัลซอยด (emulsoid) และ
ซัสเพนซอยด (suspensoid) โปรตีนที่พบสวนใหญมีลักษณะเปนอิมัลซอยด คือเปนคอลลอยด
ชนิดไฮโดรฟลิก (hydrophilic colloids) สวนซัสเพนซอยดเปนคอลลอยด ชนิดไฮโดรโฟบิก
(hydrophobic colloids) สารละลายชนิดคอลลอยดทั้งอิมัลซอยด และซัสเพนซอยด แสดงประจุ
ไฟฟาที่ผิวของโมเลกุลเนื่องจาก การที่แขนงขางของกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบของโปรตีน
สามารถแสดงประจุได การที่โปรตีนสามารถแสดงประจุไฟฟาไดมีประโยชนในการแยกโปรตีนออก
จากสารอื่นได เนื่องจากโปรตีนเปนคอลลอยดที่มีขนาดใหญ ไมสามารถซึมผานเยื่อเซลล
(semipermeable membrane) รวมทั้งสามารถดึงน้ําและสารอื่นไวได ทําใหโปรตีนมีบทบาท
สําคัญในการกําหนดปริมาณน้ํา  (ดาวัล, 2538)

3.2.3.4 การเสื่อมสภาพธรรมชาติของโปรตีน (denaturation)

โปรตีนเมื่ออยูในสภาพธรรมชาติ ยอมสามารถทําหนาที่ทางชีวภาพ เชน เอนไซมสามารถ
เรงปฏิกิริยาได ฮอรโมนสามารถกระตุนที่เนื้อเยื่อเปาหมายได อัลบูมินในพลาสมาสามารถจับสาร
ตางๆ เพื่อพาไปสงยังเนื้อเยื้อและรักษาดุลออสโมซิสได เปนตน ทั้งนี้เพราะโปรตีนเหลานั้นมี
โครงรางจําเพาะเหมาะแกการทํางานตางๆ ดังกลาว การเสื่อมสภาพธรรมชาติโดยวิธีตางๆ ทําให
โครงสรางขั้นที่สี่  สาม และสองเปลี่ยนแปลงไป แตไมไดทําลายโครงสรางขั้นแรก  นั่นก็คือพันธะ
เปปไทดยังยึดกรดอะมิโนตางๆ ไวไดอยูเปนโพลีเปปไทด  เพราะฉะนั้นการทดสอบทางเคมีของ
โปรตีนที่ถูกเสื่อมสภาพธรรมชาติแลวจึงยังไดผลบวกอยู แตการทดสอบหนาที่ทางชีวภาพจะไมได
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ผล เพราะโปรตีนหนึ่งๆ จะทําหนาที่ไดในอุณหภูมิและพีเอชเฉพาะชวงหนึ่งเทานั้น  ซึ่งในชวง
อุณหภูมิและพีเอชนี้ โปรตีนจะมีโครงสรางเฉพาะตัวของมัน ซึ่งเหมาะแกการทําหนาที่ทางชีวภาพ
นั้นๆ นอกจากนี้การเสื่อมสภาพธรรมชาติยังทําใหสมบัติทางฟสิกสของโปรตีนเปลี่ยนไปดวย เชน
การดูดกลืนแสง การละลาย เปนตน

ส่ิงที่เสื่อมสภาพธรรมชาติของโปรตีน ไดแกการเปลี่ยนแปลงทางเคมีและฟสิกส เชน การ
ทําใหรอน การเปลี่ยนพีเอช  การเติมตัวทําลายตางๆ เชน อัลกอฮอล หรืออะซีโตน การเติมยูเรีย
จํานวนมาก การเติมสารดีเทอรเจนต  การฉายรังสีเอกซ การฉายแสงและการเขยา เปนตน

การเสื่อมสภาพธรรมชาติเชนนี้ ถาไมรุนแรงเกินไปอาจทําใหโปรตีนนั้นกลับมีสภาพธรรม
ชาติเดิมได (renaturation หรือ refolding ) โดยการจัดใหสูสภาพเดิม เชน ทําใหเย็น ปรับ พีเอช
เสียใหม เอาตัวทําละลายหรือสารตางๆ ที่เติมลงไปออกเสีย โปรตีนจะกลับคืนสูโครงรางเดิมไดเอง
โดยไมตองใชพลังงานใดๆ เชน ฮีโมโกลบินเมื่ออยูในกรดถูกทําลายสภาพธรรมชาติ แตเมื่อเติมดาง
จนมีพีเอชเทาเดิม จะคืนสูสภาพเดิมได

ตัวอยางของการเสื่อมสภาพธรรมชาติของโปรตีนที่เห็นไดชัด  คือ  การตมสารละลายไข
ขาวและโปรตีนจากเนื้อสัตวตางๆ โปรตีนจะตกตะกอน เมื่อบีบน้ํามะนาวซึ่งเปนกรดลงในตมยํากุง
จะมีตะกอนสีขาวขุนของโปรตีน เมื่อเปลี่ยนอุณหภูมิหรือพีเอชของสารละลายเอนไซมใหผิดไปจาก
ธรรมชาติของมัน เอนไซมจะไมเรงปฏิกิริยาตางๆอีกตอไป

ส่ิงที่เปลี่ยนแปลงในโมเลกุลของโปรตีนเมื่อถูกเสื่อมสภาพธรรมชาติ  คือ  เกิดการคลายตัว
(unfolding) ของรูปรางเฉพาะของโปรตีน ซึ่งเทากับเปนการทําลายแรงยึดโครงรางขั้นที่สอง สาม
และสี่ ทําใหโปรตีนมีลักษณะไมเปนรูปราง (randomly and irregularly conformation) เชน
โปรตีนรูปรางมนกลมอาจยืดตัวออก ลักษณะแอลฟาฮีลิกซอาจคลายตัวออก  หนวยยอยที่รวมกัน
อยูอาจแยกตัวออกจากกัน  ตัวอยางเชน สายแอลฟาและเบตาโพลีเพพไทดทั้งสี่ของฮีโมโกลบิน
เมื่อแยกออกเปน 4 หนวยยอยแลว ไมสามารถทําหนาที่พากาซ CO2 และ O2 ได รูปที่ 3.3 แสดง
การเปลี่ยนสภาพและการกลับสูสภาพเดิมของโปรตีนมนกลมชนิดหนึ่ง
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รูปที่ 3.3 การคลายตัวและการมวนตัวของโปรตีนเมื่อแปรสภาพธรรมชาติไปกลับ

เมื่อโปรตีนถูกเสื่อมสภาพธรรมชาติ  นอกจากจะทําใหเสียผลทางชีวภาพแลว ยังมีการ
เปลี่ยนแปลงหลายอยาง เชน คาพีเอช สูงขึ้น ทั้งนี้เพราะหมูธาตุ  เชน –SH หรือ –OH ที่ถูกปดไว
ดวยการขดตัวของสายโพลีเปปไทดไดถูกเปดออก  นอกจากนั้นการละลายของโปรตีนจะลดนอย
ลง ทําใหโปรตีนตกตะกอน  อาหารโปรตีน เชน ไขตม เนื้อตม จะยอยงายขึ้นเมื่อถูกเสื่อมสภาพ
ธรรมชาติ การปรุงอาหารก็เปนการเสื่อมสภาพธรรมชาติวิธีหนึ่ง

3.3 เอนไซม

เอนไซมเกือบทั้งหมดที่รูจักในปจจุบันเปนโปรตีน ความสามารถที่ทําใหเอนไซมแตกตาง
จากโปรตีนอื่น คือ การเรง (catalyze) การเกิดปฏิกิริยาเคมีตาง ๆ เชน ไฮโดรลิซิส ปฏิกิริยาการ
เคลื่อนยายหมูของสารหรืออิเลคตรอน ปฏิกิริยาการตัดและเชื่อมตอพันธะตางๆ ตลอดจนปฏิกิริยา
ไอโซเมอไรเซชัน เปนตน ยิ่งกวานั้นสมบัติของเอนไซมที่ทาํใหมันเหนือกวาตัวเรงที่เปนสารเคมี
(chemical catalyst) คือความจําเพาะตอชนิดของปฏิกิริยาและสับสเตรทของมัน เอนไซมมักจะ
เรงเฉพาะปฏิกิริยาเดียวหรือเฉพาะประเภทเดียวเทานั้น และใชสับสเตรทชนิดเดียว (substrate
specificity) ในงานวิจัยนี้จะใชเอนไซมประเภทที่เรงการไฮโดรไลซพันธะเปปไทด หรือโปรติโอไล-
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ติก เอนไซม (proteolytic enzyme) มีชื่อสามัญวาเปปติเดส (peptidase), โปรติเอส (protease) ,
โปรตีนเนส (proteinase) และเปปไทด ไฮโดรไลเซส (peptide hydrolysaes) ซึ่งจะไฮโดรไลซ
พันธะเปปไทดดังรูปที่ 3.4 (สุกัญญา, 2531)

รูปที่ 3.4 การไฮโดรไลซเปปไทดดวยโปรติเอส

              โปรติโอไลติกเอนไซมถึงแมจะเรงปฏิกิริยาชนิดเดียวกัน แตก็มีความจําเพาะตอสับสเตรท
แตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 3.4 เชน ทริพซิน (trypsin) มีความจําเพาะนี้คอนขางสูง จะไฮโดร-
ไลซพันธะเปปไทดหลังกรดอะมิโนชนิดเบสิค เชน ไลซีน (lysine) และ อาจินิน (arginine) เปนตน     
ธรอมบิน (thrombin) จะไฮโดรไลซพันธะเปปไทดระหวางอาจินิน และไกลซีน (glycine) สวนเทอร
โมไลซีน (thermolysin) มีความจําเพาะกับเปปไทด โดยจดจํากรดอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิก
(hydrophobic) ที่มีขนาดใหญ เชนลิวซีน (leucine) ไอโซลิวซีน (isoleucine) และ ฟนิลอลานีน
(phenylalanine) เปนตน และยิ่งถากรดอะมิโนทั้งสองขางของเปปไทด ที่จะถูกไฮโดรไลซเปนชนิด
ไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) แลว อัตราเรงของปฏิกิริยาก็จะสูงยิ่งขึ้น

จากเห็นไดวาความสามารถพิเศษนี้ของเอนไซมจะสามารถถทําใหสามารถใชเอนไซมตาง
ชนิดกันทํางานตางกันในเวลาเดียวกันได และผลิตภัณฑที่ไดมีสมบัติตามตองการ ยิ่งกวานั้นคือไม
เกิดผลิตภัณฑขางเคียง (by-product) ที่ไมตองการอีกดวย สมบัติอีกประการที่เอนไซมมีเหนือตัว
เรงปฏิกิริยาเคมี (chemical catalyst) คือประสิทธิภาพของเอนไซมสูงมาก อันนี้ขึ้นกับความ
สามารถของเอนไซมที่จะจับตัวกับสับสเตรทประการหนึ่ง และความสามารถที่เอนไซมจะเปลี่ยน
แปลง conformation อีกประการหนึ่ง

OO
∼ N - C - C - N - C - C ∼

H

H

H

H

R1 R2
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ตารางที่ 3.4  ความจําเพาะตอสับสเตรทของ proteolytic enzymes ชนิดตาง ๆ

Proteofytic
Enzyme

ชนิดของกระอะมิโนบนโพลีเปปไทดบนบริเวณ
ปลายทาง                                  xy ↓ z                           ปลายทาง
ดานอะนิโน                                                                    ดานคารบอกซิล
          x                                 y                                               z

Trypsin

Chymotrypsin

Elastase

Papain
Thermolysin
(จาก bacillus
thermoproteolyticus)
pepsin
carboxypeptidase a
(ตัดปลายดานคารบอคซิล)

-

-

-

phe
-

-
-

     Basic
[lys, arg]
    aromatic
[trp , tyr , phe] หรือ
hydrophobic [leu, met]
hydrophobic ขนาดเล็ก
(ala)
lys>ala

-

phe
-

-

-

-

leu, trp.
Hydrophobic
ขนาดใหญ [val,
leu, ile, phe]
phe, trp, tyr.
aromatic หรือ
hydrophobic ขนาดใหญ]

มีการคนพบเอนไซมนี้มากกวา 200 ป  (Mihalyi, 1972 ; Adler – Nissen.1986 )  โดยเริ่ม
จากการสังเกตระบบการยอยในกระเพาะอาหารสัตว  จนถึงปจจุบันไดมีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซม
โปรติเอสไวมากมาย และไดมีการจัดแบงชนิดของโปรติเอสไวหลายวิธี เชน แบงตามจุดกําเนิดได 3
ชนิดคือ จากสัตว , จากพืช และจากจุลชีพ  หรือ แบงตามลักษณะบริเวณเรง (active site) ของ
เอนไซมไดเปน 4 ชนิดคือ serine , thiol , metal และ acid protease หรือถาแบงตามลักษณะการ
ตัดบนสายโพลีเปปไทดแบงไดสองชนิดคือตัดที่ปลายสาย (exoprotease) และ ตัดที่ระหวางสาย
โพลีเปปไทด (endoprotease)
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3.3.1. ประเภทของเอนไซมจากจุลชีพ

จากการที่โปรติเอสตางชนิดมีคุณสมบัติแตกตางกันทําใหสามารถนํามาใชประโยชนใน
ทางอุตสาหกรรมไดหลายประเภท  โปรติเอสที่ใชในอุตสาหกรรมสวนใหญจะไดมาจากจุลชีพ เนื่อง
จากเปนแหลง ที่เหมาะสมในการผลิตปริมาณมาก  และการสกัดเอนไซมทําไดงายเนื่องจากจุลชีพ
ผลิตแลวสงออกสูนอกเซลล (extracellular emzyme ) เอนไซมโปรติเอสจากจุลชีพแบงเปน 3
ประเภทใหญๆ (Keay , 1971) คือ

3.3.1.1 acid  protease เรงปฏิกิริยาไดดีในชวง พีเอช ประมาณ 2 – 5 สวนใหญไดจาก
จุลชีพจําพวกเชื้อราและยีสต ไมคอยพบในแบคทีเรีย มีกรดอะมิโนแอสปาเทตอยูที่บริเวณเรง
(Fruton , 1970) ไมถูกยับยั้งโดยสารพวก diisopropyl fluorophosphate (DFP) และ ethylene
diaminetetra acetic acid (EDTA) แตถูกยับยั้งโดยสารพวก diazoketone compounds
(Mizube และคณะ ,1973)

3.3.1.2 alkaline protease เรงปฏิกิริยาไดดีในชวง พีเอช ประมาณ 7 – 11 พบทั้งใน
แบคทีเรีย รา และยีส  มีสมบัติคลายเอนไซมทริบซินและไคโมทริบซินในสัตว น้ําหนักโมเลกุลใน
ชวง 15,000 – 30,000 มีการนํามาใชในอุตสาหกรรมหลายประเภทใชมากในอุตสาหกรรมผงซัก
ฟอก  อัลคาไลนโปรติเอสที่มีผูสนใจศึกษาและนํามาใชมากในอุตสาหกรรมคือ อัลคาไลนโปรติเอส
ที่ไดจากแบคทีเรียตระกูลบาซิลัส และเปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนเซรินที่บริเวณเรงของเอนไซม
เรียกเอนไซมนี้วาสับทิลิซิน subtilisin

3.3.1.3 neutral protease เรงปฏิกิริยาไดดีในชวง พีเอช เปนกลาง  พบทั่วไปทั้งใน
แบคทีเรียและรา มีผูศึกษาไวในแบคทีเรียกลุมบาซิลัสหลายชนิด เอนไซมนิวทรัลโปรติเอสมีน้ํา
หนักโมเลกุลอยูในชวง 35,000-45,000 มีลักษณะเปนโพลีเปปไทดสายเดี่ยวไมมีพันธะไดซัลไฟด
และเปนเมทเทลโล-เอนโดโปรติเอส metallo-endoprotease คือมีไออนโลหะเปนสวนประกอบใน
โมเลกุล และมีความสําคัญตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไอออนสวนใหญที่พบคือ Zn2+ ซึ่งไมมี
ความสําคัญตอความเสถียร (stability) ของเอนไซม นอกจากนี้ยังมี สังกะสีเปนสวนประกอบ
ประมาณ 1 -  2 อะตอมตอโมเลกุลเอนไซม  และนิวทรัลโปรติเอสบางชนิดอาจมีสวนประกอบของ
แคลเซียมดวย นิวทรัลโปรติเอสเปนเอนไซมที่มีความเสถียรนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับโปรติเอส
ชนิดอื่นๆ  เปนเมทเทลโลเอนไซม (metalloenzyme) จึงถูกยับยั้งโดยสารพวกคีเลตติ้ง เชน EDTA.
o – phenanthrolie , dithizone แตไมถูกยับยั้งโดย DEP. sulfhydryl reagent . soybean trypsin
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inhibitor หรือ potato protease inhibitor ในแงความจําเพาะของปฏิกิริยาการไฮโดรไลสพันธะ
เปปไทดโดยเอนไซมพบวานิวทรัลโปรติเอสมีความจําเพาะตอปลาย n ของสับสเตรทที่เปนกรด
อะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิก หรือ bulky amino acid เชนกรดอะมิโนลิวซิน หรือ กรดอะมิโนฟนิล-
อลานีน ปจจุบันมีการนําโปรติเอสชนิดนี้มาใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมหลายประเภท ใช
ยอยโปรตีนในอุตสาหกรรมเบียร ฟอกหนัง ซีอ้ิว น้ําปลา การผลิต yeast extrac และใชในอุตสาห
กรรมทําเนยแข็งและขนมปงตางๆ พบวานิวทรลัโปรติเอสจาก B.subtilis ชวยปรับคุณภาพของ
แปงทําขนมปงประเภท cracker และ biscuit ทําใหสามารถแผเปนแผนบางไดโดยไมขาดและลด
ฟองอากาศที่เกิดระหวางการอบ และเมื่อใชนิวทรัลโปรติเอสรวมกับเอนไซมไลเปส ในการทําเนย
แข็งพบวาชวยเพิ่มรสชาติของเนยแข็งและไมทําใหเกิดรสขม

เอนไซมที่ใชในงานที่มีชื่อทางการคาที่วา นิวเทรส (neutrase) เปนโปรติเอสที่ไดจากการ
หมักในของเหลว (submerged fermentation) ของจุลชีพสายพันธุ Bacillus amylolique เปน
โปรติเอสที่ยอยสลายพันธะเปปไทดอยางอิสระระหวางสายโพลิเปปไทด (endopeptidases) นิวเท
รสมีสวนประกอบของโปรติเอสที่ทํางานในสภาวะที่เปนกลาง จาก B. amylolique faciens เทานั้น
ซึ่งตางจากเอนไซมทางการคาชนิดอื่นที่มีสวนประกอบของ alkaline proteinase ดวย นิวเทรสเปน
เอนไซมที่มีโลหะเปนสวนประกอบ คือ Zn ซึ่งเปนโคแฟกเตอร เรียกวา metallo proteinase และมี
ความคงตัวเมื่อมีแคลเซียมไอออนถูกยับยั้งไดดวยสาร EDTA นิวเทรส ประกอบดวย a non -
standardized amounl of beta-glucanase และไมมีสวนประกอบของ alpha - amylose นิวเทรส
สามารถทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 45 - 55 องศาเซลเซียส หรือ 113 - 131 องศาฟาเรนไฮด และมี
พีเอช 5.5 - 7.5

              เนื่องจากในงานวจิัยนี้ใชนิวเทรสซึ่งเปนนิวทรัล โปรติเอส (neutral protease) ดังนั้น จะ
กลาวถึงเฉพาะทฤษฎีของนิวทรัลโปรติเอสอยางละเอียด

              neutral protease เรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอชเปนกลาง พบทั่วไปทั้งในแบคทีเรียและรา มีผู
ศึกษาไวในแบคทีเรียในกลุมบาซิลลัสหลายชนิด เชน จาก Bacillus subtilis B. cereus, B.
megaterium, B.stearothermophilus (keay, 1972) B .thuringiensis (Li & Yousten, 1975),
B.pumilus (Tran Chau & Uranek, 1974) B.thermoproteolytieus (thermolysin) Keay &
Wildi, 1970 และ B.polymyxa (Fogarty & Griffin, 1973) ในแบคทีเรีย B.polymyxa,
B.megaterium, B.cereus, และ B.thermoproteolyticus มีการผลิตเฉพาะเอนไซมนิวทรัลโปรติ-
เอสเทานั้น แตใน B.subtilis พบวาผลิตทั้งเอนไซมนิวทรัลและอัลคาไลนโปรดีเอส นอกจากใน
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แบคทีเรียกลุมนี้แลวยังมีการศึกษาในเชื้อราและแบคทีเรียอีกหลายชนิด เชน streptomyces
naraensis (Hiramatsu, 1967), S.ariseus (Nomoto & Narashashi, 1959) P.aeruginosa
(Morihara & Tsuzuki, 1967) และ aspergillus oryzae (Nakadai และคณะ, 1973)

              เอนไซมนิวทรัลโปรติเอส มีลักษณะและสมบัติทางดานตาง ๆ สรุปไดดังตอไปนี้

3.3.2 สมบัติทางกายภาพและเคมี

              เอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสมีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 35,000-45,000 จากการศึกษาหาน้ํา
หนักโมเลกุล โดยเทคนิค ultracentrifugation ใน B.subtilis NRRLB 3411, B.subtilis -
var.amylosacehariticus และ thermolysin จาก B .thermoproteolyticus พบวาเอนไซมมีขนาด
44,700, 33,800 และ 37,500 ตามลําดับ (Tsuru และคณะ, 1966; Ohta และคณะ, 1966)
Dtsuru และคณะ (1965) รายงานวาเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสเกิดการ autolysis ไดงาย โดยพบวา
คาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสจาก B.subtilis ซึ่งหาดวยวิธี sedimentation
equilibrium ขึ้นกับระยะเวลาหลังจาก full speed ของ sedimen tation run ถาเขียนกราฟระหวาง
เวลากับคาน้ําหนักโมเลกุลจะไดคาความชันเปนลบ และจะยิ่งเปนลบมากขึ้นเมื่อความเขมขนของ
เอนไซมเพิ่มข้ึน ซึ่งอาจจะเกิดจากการ autolysis ของเอนไซม ดังนั้นการหาน้ําหนักโมเลกุลที่แท
จริงของ native intact enzyme ควรใชความเขมขนของเอนไซมต่ําที่สุด

นิวทรัลโปรตีเอสเปนเอนไซมที่มีลักษณะเปนโพลีเปปไทดสายเดี่ยวไมมี พันธะไดซัลไฟด
เอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสจาก B.subtilis NRRLB 3411 ประกอบดวย กรดอะมิโน 325 ตัว (Keay
& Wildi, 1970) มีไกลซีนและลิวซีนอยูที่ปลายสายโพลีเปปไทดดานปลาย n และปลาย c ตาม
ลําดับ เอนไซมจากสายพันธุอ่ืนมีกรดอะมิโนที่ปลาย n ตางออกไป เชน เอนไซมจาก B.subtilis
var.amylosacchariticus เปนอะลานีน (D.tsuru และคณะ, 1966) และเอนไซมจาก
B.theromoproteolyticus เปนไอโซลิวซีน-ทรีโอนีน-ไกลซีน-ทวีโอนีน และพบวาสวนประกอบของ
กรดอะมิโนในสายโพลีเปปไทดจาก B .subtilis NRRLB 3411 คลายกับของ B.subtilis
var.amylosa chariticus แตตางจากของ B.thermoproteolyticus (Keay & Wildi, 1970)

เอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสเปน metallo-endoprotease คือ มีไอออนโลหะเปนสวนประกอบ
ในโมเลกุล และมีความสําคัญตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ไอออนสวนใหญที่พบ คือ Zn2+ มี
การศึกษาลักษณะของ Zn2+  ในโมเลกุลของ thermolysin ซึ่งเปนโมเลกุลพับ (folded) ทําใหเกิด
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เปน 2 lobes แยกจากกันโดยรองลึก (deep cleft) (Matthew, 1977) ซึ่งเปนสวนที่มีอะตอมของ
สังกะสีอยู (รูปที่ 3.5) โครงสรางของเอนไซม thermolysin ที่บริเวณจับกับสับสเตรท (binding site)
ประกอบดวยกรดอะมิโน 6 ตัว ใกลกับอะตอมของสังกะสี (Morihara & Oka, 1968) และพบวา
เมื่อเอา Zn2+ ออกจากโมเลกุลของเอนไซมทําใหมีการเปลี่ยนโครงรูป (conformation) ของโมเลกุล
เพียงเล็กนอย ดังนั้น Zn2+ จึงไมนามีความสําคัญตอความเสถียร (stability) ของเอนไซม (Weaver
และคณะ, 1978) การศึกษาถึงความสําคัญของ Zn2+ ในนิวทรัลโปรตีเอสตอปฏิกิริยาการเรงของ
เอนไซม โดยใชสารดีเลตติ้ง เชน EDTA ดึง Zn2+ ออกจากโมเลกุลเอนไซม ทําใหเอนไซมสูญเสีย
แอคติวิตี(inactivated)และเมื่อเติม Zn2+เขาไปใหมทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีกลับคืน (reactivated)
ประมาณ 40-80เปอรเซ็นต แมจะเติม Zn2+ จนถึงปริมาณที่มากเกินพอ (D.tsuru และคณะ, 1964)
ปริมาณ Zn2+ ในโมเลกุลของเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอส จาก R.subtilis NRRLB 3411,
B.thermoproteolyticus, B.subtilis var. amylosacchariticus มี 1.4, 1.5 และ 1.5 ไมโครกรัม/
มิลลิกรัมโปรตีนตามลําดับ คือมี 1 หรือ 2 อะตอมสังกะสีตอโมเลกุลเอนไซม (Keay & Wildi,
1970) นอกจากนี้ในโมเลกุลของนิวทรัลโปรตีเอสยังมีไอออนของแคลเซียมเปนสวนประกอบ เชน
ในโมเลกุลของนิวทรัลโปรตีเอสจาก B. amyloliquefaciens และ B . thermoproteolyticus
ประกอบดวยแคลเซียม 2 และ 4 อะตอมตอโมเลกุลเอนไซม ตามลําดับ (Ward, 1983)

รูปที่  3.5     ลักษณะโครงสรางโมเลกุลของเอนไซม thermolysin (Natthew, 1977)
วงกลมสีเทา แสดงอะตอมของสังกะสี 1 อะตอมที่บริเวณเรงของเอนไซม
วงกลมสีดํา แสดงอะตอมของแคลเซียม 4 อะตอมในโมเลกุลของเอนไซม

 เอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสเปนเอนไซมที่มีความเสถียรนอยมากเมื่อเทียบกับโปรตีเอสชนิด
อ่ืน ๆ ถาอินคิวเบตนิวทรัลโปรตีเอสจาก B.subtilis ที่ พีเอช 7 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่ว-
โมง จะยังคงมีแอคติวิตีเหลือ 80 เปอรเซ็นต แตจะสูญเสียแอคติวิตีไปถึง 90 เปอรเซ็นต เมื่ออินคิว-
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เบตที่  60  องศาเซลเซียส 15 นาที เอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสที่มีความเสถียร ทนตออุณหภูมิสูงไดดี
ที่สุด คือ thermolysin จาก B.thermoproteolyticus โดยพบวาเอนไซมยังคงมีแอคติวิตีอยู 50
เปอรเซ็นต หลังการอินคิวเบตที่อุณหภูมิ 80  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง (Endo, 1965;
ohta, 1966) ซึ่งการที่เอนไซมสามารถทนรอนไดดีกวานิวทรัลโปรตีเอสชนิดอื่นอาจเนื่องจาก
thermolysin มีเปอรเซ็นตของกรดอะมิโนชนิดที่เปนไฮโดรโฟบิดมากกวาและมีแคลเซียมตอ
โมเลกุลเอนไซมมากกวา (Anustrup, 1980) มีรายงานยืนยันวา ca2+ ชวยเพิ่มความเสถียรของ
เอนไซม นอกจากทําใหเอนไซมทนรอนไดดีขึ้น ที่ความเขมขนของ ca2+ มากกวา 2x10-3 โมลาร
จะชวยลดการเกิด autolysis ของเอนไซมได (Mcconn. 1964) นอกจากนี้ ca2+ ยังสามารถทําให
เอนไซมที่ถูก inactivated ดวย EDTA มีแอคติวิตีกลับคืนไดมากขึ้น เมื่อ reactivate ดวย Zn2+

(Tsuru และคณะ, 1966)

3.3.3 สมบัติทางดานเอนไซม (enzymic properties)

              นิวทรัลโปรตีเอสเปน metalloenzyme จึงถูกยับยั้งโดยสารพวกคีเลตติ้ง เชน EDTA. o-
phenanthroline, dithizone แตไมถูกยับยั้งโดย DFP.sulfhydryl reagent. soyhean trypsin
inhibitor หรือ potato protease inhibitor Yasunoba และคณะ (1964) พบวาเอนไซมที่ถูกยับยั้ง
โดยสารคีเลตติ้ง จะมีแอคติวิตีกลับคืน ประมาณ 38-82 เปอรเซ็นต เมื่อเติม Zn2+, Co2+ และ Mn2+

ในชวงความเขมขน 1x10-4 โมลาร โดยที่แอคติวิตีจะกลับคืนมากหรือนอยขึ้นกับหลายปจจัย เชน
ความเขมขนของสารคีเลตติ้ง ชวงเวลาของการ treat ดวยสารยับยั้งแอคติวิตี และชนิดของไดวา-
เลนท เมทัลไอออน ที่ใชในการ reactivate เปนตน (Tsuru และคณะ, 1966)

ในแงความจําเพาะของปฏิกิริยาการไฮโดรไลสพันธะเปปไทด โดยเอนไซมพบวานิวทรัล
โปรตีนเอสมีความจําเพาะตอปลายดาน n ของสับสเตรทที่เปนกรดอะมิโนชนิดไฮโดรโฟบิค หรือ
bulky amino acid เชน กรดอะมิโนลิวซีน หรือกรดอะมิโนฟนิลอลามีน แตจากการศึกษาของ
Matsubara และคณะ (1969) แสดงใหเห็นวาเอนไซม thermolysin ไมสามารถยอยพันธะเปปไทด
ที่ดาน คารบอนิล ของกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิค ที่ติดกับดาน n ของกรดอะมิโนโปรลีน ผลการ
ทดลองนี้มีการยืนยันในนิวทรัลโปรตีเอส จาก B.subtilis ในอีกรายงานหนึ่ง (Benson &
yasunobu, 1968) ซึ่งแสดงวาความจําเพาะของเอนไซมตอกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิคขึ้นกับ
กรดอะมิโนตัวถัดไปดวย จากรายงานการศึกษาการตัดพันธะเปปไทดในสายอินซูลิน (insulin
chain) โดยนิวทรัลโปรตีเอสจาก B.sutilis (Feder & Lewis, 1967; Morihara และคณะ, 1968;
Tsuru และคณะ. 1967), B.thermoproteolyticus (Matsubara และคณะ, 1966; Morihara &
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Tsuzuki, 1966), B.megaterium, (Millet & Acher, 1969) และ A.oryzae (Morihara และคณะ,
1968) พบวามีจุดที่ถูกตัดในสายอินซูลินเหมือนกัน คือ ที่ตําแหนงระหวาง his 5-leu 6, his 10-leu
11, ala 14-leu 15, try 16-leu 17, gly 23-phe 24 และ phe 24-phe 25 ซึ่งจากการทดลองนี้จะ
เห็นวาตําแหนงที่ถูกตัดบนสายอินซูลิน คือ ปลายดาน n ของกรดอะมิโนลิวซีน และฟนิลอลานีน
นั่นเอง และจากการศึกษาความจําเพาะกับสับสเตรทชนิดที่มีพันธะเอสเทอร พบวาเอนไซมนิวทรัล
โปรตีเอสไมสามารถยอยสลายพันธะเอสเทอรได (Boyer, 1971)

3.3.4 การทํางานของเอนไซม

ในปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมทุกอันจะเริ่มจากการจับตัวของสับสเตรทลงบนโมเลกุลของ
เอนไซม ซึ่งอาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป (conformation) ของเอนไซม ปฏิกิริยาที่ตามมา
และไดรับการศึกษามากคือ acid base catalysis และการเกิดสารตัวกลางประเภทพันธะโควา-
เลนท (covalent intermediate) ซึ่งจะทําใหเกิดผลิตภัณฑของปฏิกิริยาในที่สุด เราอาจพิจารณา
ขั้นตอนดังกลาวไดดังนี้

3.3.4.1.  การจับตัวของสับสเตรท (binding of substrates)

เอนไซมจะทํางานไดดีเพียงใดขึ้นกับความสามารถที่มันจะจับตัวกับสับสเตรทใหเปนสาร
เชิงซอน เอนไซม-สับสเตรท (enzyme-substrate complex) ไดดีเพียงใด สับสเตรทจะเขาไปใน
บริเวณของเอนไซมตรงสวนที่เรียกวาบริเวณเรง หรือ active site บริเวณนี้เมื่อเทียบกับปริมาตร
ของโมเลกุลเอนไซมทั้งหมดแลวจะมีขนาดเล็กมาก มักมีลักษณะเปนรอง (clefts หรือ crevices)
ซึ่งเกิดขึ้นจากการมวนตัวของสายเปปไทดของเอนไซม บอยครั้งที่เราพบวาในบริเวณนี้จะมีสมบัติ
เปน แบบไมมีข้ัว (nonpolar) ซึ่งทําใหสับสเตรทจับตัวกับมันไดดี ปฏิกิริยาที่เอนไซมคะตาไลซจะ
เกิดในบริเวณนี้ตอไป โมเลกุลของน้ํามักไมอยูในบริเวณนี้ นอกจากที่จะเขาไปรวมในปฏิกิริยาเทา
นั้น ในบางเอนไซมเราพบกรดอะมิโนที่มีสมบัติเปนแบบมีขั้ว (polar) ในบริเวณนี้ สมบัติอันนี้ของ
มันทําใหมันมีสวนรวมในปฏิกิริยาเสมอ ๆ

ในป 1890 Emil Fisher ไดสรางสมมติฐาน lock and key อธิบายลักษณะการสวมกันเขา
ไดพอดีของสับสเตรทและบริเวณเรงของเอนไซม (complement) เสมือนลูกกุญแจกับแมกุญแจ ดัง
รูปที่ 3.6 และ 3.7
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รูปที่ 3.6  ลักษณะการสวมกันเขาไดพอดีของสับสเตรทและบริเวณเรงของเอนไซม (complement)
              เสมือนลูกกุญแจกับแมกุญแจ

รูปที่  3.7 ความสัมพันธระหวางความจําเพาะตอสับสเตรทตอลักษณะของบริเวณเรงของเอนไซม

 chymotrypsin, trypsin และ elastase เปน proteolytic enzymes ที่มีกลไกการคะตา
ไลซปฏิกิริยาเหมือนกัน แตแตกตางกันในความจําเพาะของสับสเตรท รูปที่ 3.7 จะสามารถอธิบาย
ไดวา ทั้งนี้เพราะบริเวณเรงของ chymotrypsin เปนรองขนาดใหญที่มีสมบัติภายในเปน nonpolar
trypsin มีบริเวณเรงลักษณะเชนเดียวกัน แตมีกรดอะมิโนประเภท acidic คือ asp สําหรับจับกับ
ประจุบวกของ lys และ arg ของสับสเตรท สวน elastase บริเวณนี้จะถูกกั้นขวางไวดวย val และ

Elastase
จําเพาะตอกรดอะมิโน

ขนาดเล็ก
ที่ไมมีประจุ

Trypsin
จําเพาะตอ

Lys และ Arg

Chymotrypsin
จําเพาะตอกรดอะมิโน
ที่เปน non polar
ขนาดใหญ
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thr กรดอะมิโนขนาดใหญจึงไมสามารถเขาไปได และไมมี asp สําหรับจดจํากรดอะมิโนประเภท
basic ของสับสเตรท proteolytic enzymes ทั้งสามจึงมีความจําเพาะตอสับสเตรทแตกตางกัน

              เมื่อสับสเตรทเขาจับตัวกับเอนไซมที่บริเวณเรงนี้ มันมักจะใชพันธะที่มีแรงออน ๆ ซึ่งมักมี
พลังงานอิสระประมาณ -3 ถึง -12 กิโลแคลอรีตอโมล เทานั้น อันไดแก พันธะประเภท
electrostatic, พันธะไฮโดรเจน, แรงวานเดอรวาล (van der waal) และ hydrophobic เปนตน

3.3.4.2.  การเปลี่ยนแปลง conformation ของเอนไซม และโครงรูปของสับสเตรท

              ในการศึกษาสมบัติทางฟลิกสของเอนไซม เชน absorption spectra, fluorescence
spectra, NMR spectra, และ x-ray crystallography รวมทั้งการศึกษาทางจลนศาสตร สนับสนุน
วาเมื่อเอนไซมและสับสเตรทเขาจับตัวกันนั้น เกิดการเปลี่ยนแปลง conformation ของเอนไซมได
ในบางกรณี จุดประสงคแรกของการเปลี่ยนแปลงนี้คือ หมูของกรดอะมิโนที่จะเขารวมในการ
คะตะไลซปฏิกิริยาจะถูกดึงใหเขามาอยูในทิศทางและตําแหนงที่เหมาะสม โดยใชพลังงานจํานวน
หนึ่ง (binding energy) โมเดลนี้อาจเรียกไดอีกอยางวา induced fit เหตุผลที่สองคือการเปลี่ยน
conformation อาจชวยใหบริเวณเรงนี้มีสภาพเปนไฮโดรโฟบิคมากขึ้น (hydrophobic pocket)
เพื่อทําใหพันธะหรือแรงระหวางเอนไซม-สับสเตรทมากยิ่งขึ้น เหตุผลอีกประการคือเพื่อใหทุกสวน
ของโมเลกุลของเอนไซมไดมีสวนเขารวมในคะตาลิซิส ทั้งนี้มีการทดลองมากมายที่สนับสนุนความ
คิดวาทุกสวนของโมเลกุลของเอนไซมตองมีสวนในการทํางานนี้ ปฏิกิริยาจึงจะดําเนินไปไดดีที่สุด
เชน ถาทดลองตัดสวนของเอนไซมตรงบริเวณที่ไมใชบริเวณเรงออก หรือเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน
ในบริเวณเหลานั้น จะพบวาแอคติวิตีหรือการทํางานของเอนไซมลดลง เปปไทดสังเคราะหที่
เหมือนบริเวณเรงทุกประการก็ไมสามารถคะตาไลซปฏิกิริยาไดดีเทากับโมเลกุลของเอนไซม ทั้งนี้
พบวาการสรางหรือทําลายพันธะอันเกิดจากการเปลี่ยนแปลง conformation จะสามารถลดพลัง
งานอิสระของการกระตุน (free energy of activation) ของปฏิกิริยาของเอนไซมได ถึงแมพันธะ
เหลานี้จะมีแรงขนาดต่ําก็ตาม แตเมื่อมีจํานวนของพันธะหลายอันเขา ขนาดของแรงจึงมากพอที่
จะทํางานตอไปได และสับสเตรทเองก็อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางไดในขณะเขาไปจับตัว
กับบริเวณเรงของเอนไซมเชนกัน
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3.3.4.3.  วิธีคะตาลิซิสของเอนไซม

              หลังจากสับสเตรทเขาจับตัวกับเอนไซมแลว จะเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีระหวาง
เอนไซม-สับสเตรท ซึ่งสวนมากมักเปนประเภทที่มีการเคลื่อนยาย-รับ-สง โปรตอน (acid-base
catalysis) ทั้งนี้กรดอะมิโนที่บริเวณเรงที่เขามีสวนรวมในปฏิกิริยา มักจะเปนพวก polar สามารถ
รับ-สงโปรตอนในขณะเกิดปฏิกิริยาได หรืออีกประเภทที่พบจากเอนไซมคือ covalent catalysis
หรือการที่สวนของสับสเตรทเขาจับกับเอนไซมโดยพันธะประเภทโควาเลนท เชน chymotrypsin
เรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของเปปไทดหรือเอสเทอรในสองขั้นตอนดังนี้ เมื่อศึกษาโดยใช p-
nitrophenyl acetate เปนสับสเตรทขั้นตอนแรก คือการสรางสารเชิงซอนเอนไซม-สับสเตรท จาก
รูปที่ 3.8 จะเห็นไดวาสารนี้ไมไดใชพันธะประเภทที่มีแรงอยางออน แตใชพันธะโควาเลนทจับหมูอะ
เซทิลของสับสเตรทเขากับกรดอะมิโนในบริเวณเรงของเอนไซม ผลิตภัณฑตัวที่หนึ่งคือ p-nitro
phenol หลุดจากเอนไซม ขั้นที่ 2 เกิดปฏิกิริยา deacetylation บนเอนไซม เพื่อไดผลิตภัณฑตัวที่
สองและเอนไซมอิสระเขาทํางานไดอีกครั้งหนึ่ง

รูปที่ 3.8  ขั้นตอน acylation และ deacylation บน chymotrypsin แสดง covalent catalysis
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ขั้นตอนที่ไดกลาวมาแลวขางตนจะเกิดขึ้นอยางตอเนื่อง ในเอนไซมตางชนิดกัน ถึงแม
ปฏิกิริยาอาจแตกตางกันบาง แตทุกชนิดจะมีข้ันตอนพื้นฐานใกลเคียงกัน เพื่อจะทําใหเห็นภาพ
รวมของกลไกการทํางานของเอนไซม จะขอยกตัวอยางของ carboxypeptidase A ไว ดังนี้

carboxypeptidase A เปน proteolytic enzyme ที่ตัดเปปไทดทางปลายดาน carboxyl
โดยเฉพาะเมื่อปลายนี้มีกรดอะมิโนชนิด aromatic หรือ aliphatic ขนาดใหญดังรูปที่ 3.9

รูปที่  3.9  คะตาลิซิสบนเปปไทดโดย carboxypeptidase A

เอนไซมนี้ประกอบดวยกรดอะมิโน 307 ตัว มี Zn เปน cofactor ที่สําคัญของปฏิกิริยา Zn
ฝงตัวอยูในบริเวณเรง โดยจับตัวอยูในรูป tetrahedral กับกรดอะมิโน glu 72, his 69 และ his 196
ของเอนไซม ดังแสดงในรูปที่ 3.10

รูปที่ 3.10  การจับตัวของ Zn เขากับเอนไซม carboxypeptidase A

              เนื่องจากปฏิกิริยาเกิดไดเร็วมาก เพื่อจะสามารถติดตามไดทัน เขานิยมศึกษาโดยใช
glycyl-tyrosine เปนสับสเตรท เพราะมันถูกไฮโดรไลซไดชา induced fit เปนปรากฏการณสําคัญ
ของเอนไซม ในขณะที่สับสเตรทเขาจับตัวกับเอนไซมนั้น พบวา arg 145, glu 270 เคลื่อนออกจาก
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ตําแหนงเดิมถึง 2 A และ tyr 248 เคลื่อนจากผิวหนาของโมเลกุลลงไปภายใน เปนระยะทางถึง 12
A ซึ่งนับวาสูงมากเมื่อเทียบกับขนาดของโมเลกุล 50 x 42 x 38 x A การเคลื่อนที่นี้ทําให Zn
สามารถแยงที่น้ํา เขาจับกับออกซิเจนบนหมูคารบอนิลของสับสเตรทได และหมู tyrosine ของ
สับสเตรทก็สามารถไลที่น้ําออกจาก hydrophobic pocket และปดบริเวณเรงจากสภาพแวดลอม
ภายนอกดวย และที่สําคัญคือมันสามารถที่จะเรียกเอากรดอะมิโนหลักถึง 4 ตัว ซึ่งเดิมอยูใน
ตําแหนงตาง ๆ กับบนเอนไซม เขามาอยูในบริเวณเดียวกัน แลวสรางพันธะที่กําหนดความจําเพาะ
ของเอนไซมตอสับสเตรท ดังแสดงในรูปที่ 3.11 อันไดแกแรง hydrophobic ใน nonpolar pocket
ที่จะเลือกกรดอะมิโนประเภท aromatic แรง electrostatic ระหวาง arg 145 กับปลาย carboxyl
ของสับสเตรท และพันธะไฮโดรเจน ระหวาง tyr 248 กับปลาย carboxyl ของสับสเตรท เปนตัว
กําหนดความจําเพาะที่จะไฮโดรไลซเปปไทดทางปลายดานนี้

รูปที่ 3.11  การจับตัวของ glycyltyrosine กับบริเวณเรงของ carboxypeptidase A.
    * แสดงแรงที่เปนตัวกําหนดความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรท

เมื่อเอนไซม-สับสเตรทเขาจับตัวกันแลวนั้น จะเกิดคะตาไลซิสตอไป โดยใช Zn และ glu
270 และ arg 127 ซึ่งถูกเคลื่อนยายมาโดยการเปลี่ยน conformation ของเอนไซมเชนกัน
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รูปที่ 3.12 กลไกคะตาลิซิสของ carboxypeptidase A

              จากรูปที่ 3.12 จะเห็นไดวากลไกคะตาลิซิสเร่ิมจาก Zn ในสภาพแวดลอมที่เปน non
polar สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด dipole ข้ึนบนหมูคารบอนิล ทําใหเกิดพันธะขึ้นระหวางคารบอนใน
หมูนี้กับหมูคารบอคซิลของ glu 270 arg 127 เขาชวยตรึงออกซิเจนไวดวยพันธะ electrostatic
ขณะนี้จะไดสารตัวกลางสําคัญของปฏิกิริยาคือ carboxylic anhydride ซึ่งมีพันธะระหวางเอนไซม
และสับสเตรทเปน covalent จะเห็นไดวาในขณะนี้เอนไซม และ Zn ไดชวยกันดึงอิเลคตรอน
สับสเตรท ทําใหคารบอนและไนโตรเจนบนพันธะที่จะถูกไฮโดรไลซถูกกระทําดวยโมเลกุลของน้ํา
(ที่จับกับ Zn) ไดงายขึ้น จนเกิดไฮโดรลิซิสข้ึนในที่สุด ลักษณะเชนนี้เราสามารถกลาวไดวาเอนไซม
เรงปฏิกิริยาไดโดยทําใหเกิด electronic strain ข้ึนบนโมเลกุลของสับสเตรท ดังนั้น จึงสรุปไดวา
การเปลี่ยน conformation ของเอนไซม และการทําใหเกิด electronic strain (โดย covalent
intermediate) เปนกุลแจสําคัญของการทํางานของ carboxypeptidase A.

 theromolysin เปน proteolytic emzyme อีกตัวหนึ่งที่กลไกคะตาลิซิสของมันไดรับความ
สนใจ W.R.Kester และ B.W. Matthews ไดอธิบายการทํางานของมันจากการทดลองทาง
crystallography โดยใช *-phenylpropionly-l-phenylalanine (BPPP) แทนสับสเตรทไววา กลไก
การทํางานของเอนไซมนี้คลายกับ carboxypeptidase A มาก รวมทั้งการใช Zn เปน cofactor
ความคลายคลึงกันของสิ่งสําคัญในคะตาลิซิส
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3.4 ไขมัน

        ไขมันเปนลิปดที่มีมากในธรรมชาติ เชน ในผลไมเปลือกแข็ง  (nuts) ตาง ๆ ในเมล็ด (seeds)
และแหลงเก็บสะสมไขมันของสัตว  ไขมันอาจมีสถานะเปนของแข็งหรือของเหลวที่อุณหภูมิ
ธรรมดาก็ได  ขึ้นอยูกับจุดลอมเหลวของไขมันนั้น ๆ ไขมันที่มีสภาวะเปนของเหลวงที่อุณหภูมิปกติ
เรียกวา น้ํามัน เชน น้ํามันมะกอก  (olive oil)  น้ํามันเมล็ดฝาย (cottonseed oil) เปนตน ดังนั้นคํา
วา น้ํามัน จึงเปนคําที่ใชบอกสถานะของไขมันเทานั้น ไมไดบอกใหทราบถึงโครงสรางของสารแต
อยางใด

              ไขมันเปนเอสเทอรระหวางกลีเซอรอลกับกรดไขมันเกิดขึ้นโดยหมูไฮดรอกวิลของกลีเซอ
รอลอาจเกิดเอสเทอรกับกรดไขมัน  หนึ่ง สอง หรือสามหมูก็ได ถาหมูไฮดรอกซิลของกลีเซอรอล
เกิดเอสเทอรกับกรดไขัน 1 หมู เรียกวา โมโนกลีเซอไรด  (monoglyceride)  เกิด 2 หมูเรียกวา ได-
กลีเซอไรด (diglyceide)  และ 3 หมูเรียกวาไตรกลีเซอไรด (triglyceride) ถาไดกลีเซอไรดหรือไตร
กลีเวอไรดที่เกิดขึ้นประกอบดวยกรดไขมันตางชนิดกัน  เรียกวา กลีเซอไรดผสม  (mixed
glyceride)  ซึ่งเปนโครงสรางของไขมันในธรรมชาติทั่วไป

              การอานชื่อกลีเซอไรดที่ประกอบดวยกรดไขมันชนิดเดียวกัน  (simple glyceride)  ให
อานโดยเปลี่ยนชื่อทายเสียงของกรดไขมันจาก -ic เปน -in  เชน กลีเซอไรดประกอบดวยกรดสเตีย-
ริค ก็อานวา สเตียรินหรือไตรสเตียริน เปนตน

              สําหรับการอานชื่อกลีเซอไรดที่ประกอบดวยกรดไขมันหลายชนิด หรือเปนกลีเซอไรด
ผสมนั้น จะตองอานกรดไขมันทีละชนิดและบอกดวยวากรดไขมันนั้นเกิดจากเอสเทอรกับหมูไฮ-
ดรอกซิลของกลีเซอรอลที่ตําแหนงใดบาง  กรดไขมันที่ผานกอนจะตองเปลี่ยนทายเสียงของกรด
ไขมันจาก -ic เปน -o สวนกรดไขมันที่อานทีหลังสุดใหเปลี่ยนทายเสียงของกรดไขมันจาก -ic เปน
-o  สวนกรดไขมันที่อานทีหลังสุดใหเปลี่ยนทายเสียงของกรดไขมันจาก ic เปน -in  เชนเดียวกับ
ตอนแรก  เชน กลีเซอไรดผสมประกอบดวยกรดไขมัน 3 ชนิด คือ โอเลอิค สเตียริค และปาลมิติค
เกิดเอสเทอรกับหมูไฮดรอกซิลของกลีเซอรอลที่ตําแหนง α, βและ α′ หรือตําแหนง 1, 2, 3 ตาม
ลําดับ อานชื่อไดดังนี้ α-oleo  α′ - β palmitostearin  หรือ β - stearo - α- α′ oleopalmitin
หรือ 2 - stearo - 1 : 3 eleopalmitin



56

3.4.1   สมบัติทั่วไปของไขมัน

เนื่องจากไขมันหรือกลีเซอไรดประกอบดวยกลีเซอรอลกับกรดไขมัน บางทีจึงเรียกไขมัน
อีกอยางหนึ่งวา ไขมันเปนกลาง  (neutral  fats)  ก็ได โดยทั่วไปแลวไขมันมีสมบัติดังนี้

3.4.1.1 สมบัติทางฟสิกส  สมบัติทางฟสิกสของไขมันขึ้นอยูกับขนาดของโมเลกุล และ
ชนิดของกรดไขมันที่เปนสวนประกอบ สมบัติทางฟสิกสของไขมันแบงออกไดดังนี้

     3.4.1.1.1  สี กลิ่น รส ไขมันที่บริสุทธิ์ไมมีสี  ไมมีกล่ิน  และไมมีรส และมีสมบัติเปน
กลาง  เมื่อต้ังทิ้งไวใหถูกกับอากาศนาน ๆ จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองเนื่องจากถูกออกซิไดซ ดวยกาซ
ออกซิเจน ทําใหไขมันมีกลิ่นเหม็นหืน  (rancid)

     3.4.1.1.2 จุดหลอมเหลว จุดหลอมเหลวของไขมันขึ้นอยูกับกรดไขมันที่เปนสวน
ประกอบ โดยทั่วไปแลวไขมันจะมีจุดหลอมเหลวสูงกวาจุดหลอมเหลวของกรดไขมัน  ไขมันที่
ประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัวจะมีจุดลอมเหลวสูงกวาไขมันที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัว เมื่อ
มจีํานวนคารบอนเทากัน เชน ไตรปาลมิติน (tripalmitin) มีจุดหลอมเหลวสูงกวาไตรปาลมิโตเลอิน
(tripalmitolein) เปนตน

                  3.4.1.1.3  การละลาย ไขมันที่ประกอบดวยกรดไขมันโมเลกุลเล็ก ๆ เชน กรดบิวไทริค
สามารถละลายไดในน้ํา ถาไขมันประกอบดวยกรดไขมันที่มีโมเลกุลใหญจะละลายน้ําไมได  แต
ละลายไดดีในตัวทําละลายไขมัน ไดแก อีเธอร คลอโรฟอรม เบนซีน  ปโตเลียม อีเธอร และละลาย
ไดบางเล็กนอยในเมธิลอัลกอฮอล  เอธิลอัลกอฮอล และอะซิโตนที่เย็น แตการละลายจะดีข้ึนเมื่อ
ทําใหรอน  ดังนั้นการสกัดไขมันหรือลิปดจากเนื้อเยื่อจึงใชวิธีตมกับเอธิลอัลกอกฮอล  ซึ่งถือวาเปน
ตัวทําละลายที่เหมาะสมที่สุด

                  3.4.1.1.4  ความถวงจําเพาะ  ไขมันมีความถวงจําเพาะนอยกวาน้ํา  ไขมันแข็งมี
ความถวงจําเพาะประมาณ 0.86  สวนไขมันเหลวจะมีความถวงจําเพาะประมาณ 0.92-0.94  เมื่อ
นําไขมันเหลวใสลงในน้ําจะลอยอยูเหนือผิวน้ําและกระจายอยางเทาเทียมกัน

              3.4.1.2  สมบัติทางเคมี  สมบัติทางเคมขีองไขมันขึ้นอยูกับองคประกอบของไขมันนั้น
เชน ถาไขมันประกอบดวยกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัว ไขมันก็จะแสดงสมบัติคลายกับกรดไขมันไมอ่ิมตัว
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เปนตน และเนื่องจากไขมันหรือกลีเซอไรดเปนเอสเทอรจึงสามารถเกิดปฏิกิริยาไดเชนเดียวกับเอส
เทอรทั้งหลาย สมบัติทางเคมีของไขมันมีดังนี้

                  3.4.1.2.1  hydrolysis ไขมันจะถูกไฮโดรไลซไดดวยน้ําที่อุณหภูมิ และความดันสูง ๆ
แตถาเติมตัวคะตะไลต เชน กรดลงไป  ไขมันจะถูกไฮโดรไลซไดงายขึ้น  กลาวคือนําไปตมที่ความ
ดันปกติก็สามารถไฮโดรไลซได  ผลจากการไฮโดรไลซไขมันจะไดกรดไขมันกับกลีเซอรอล  การ
ไฮโดรไลซกรดไขมันอาจทําไดโดยการใชเอ็นไซมไลเปส  (lipase)  ซึ่งจะใหกรดไขมันกับกลีเซอรอล
เชนเดียวกัน

                  3.4.1.2.2  saponification  เมื่อตมไขมันกับดางแก  เชน โซเดียมหรือโปตัสเซียมไฮด
รอกไซดจะแตกสลายไดกลีเซอรอลกับเกลือของกรดไขมันหรือสบู  (soaps)  ดังสมการขางลางนี้
สบูและกลีเซอรอลละลายไดในน้ํา  แยกสบูออกจากน้ําไดโดยการเติมเกลือจะทําใหสบูตกตะกอน
การที่ไขมันทําปฏิกิริยากับดางแลวทําใหเกิดสบูนี้ จากปริมาณของดางที่ใชสามารถคํานวณหาคา
saponification  number  ได  ซึ่งหมายถึงจํานวนมิลลิกรัมของโปตัสเซียมไฮดรอกไซด  ที่ทํา
ปฏิกิริยาพอดีกับไขมัน 1 กรัม คานี้สามารถนําไปหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของกรดไขมันหรือไขมัน
ได  กลาวคือไขมัน 1 โมล  จะตองใชโปตัสเซียมไฮดรอกไซด 3 โมล เมื่อน้ําหนักโมเลกุลของโปตัส-
เซียมไฮดรอกไซดเปน 56  ดังนั้นน้ําหนักโมเลกุลของไขมันหาไดดังนี้

                  น้ําหนักโมเลกุลของไขมัน  =   
numbertionSaponifica
1000x56x3

(3.4)

จะแสดงวาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของไขมันหรือกรดไขมันจะตรงขามกับคา
saponification number เสมอ  แสดงวาถาคา  saponification number  ของไขมันใดมีคาต่ํา
ไขมันนั้นจะประกอบดวยกรดไขมันที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง แตถาคา  saponification number  ของ
ไขมันมีคามาก  กรดไขมันที่เปนองคประกอบจะมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า

                  3.4.1.2.3  acylation  กลีเซอไรดหรือไขมันที่กรดไขมันมีหมูไฮดรอกซิลอยูในโมเลกุล
(hydroxylated  fatty acids)
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                  เมื่อใหกรดไดอะซีติคที่เกิดขึ้นทําปฏิกิริยากับโปตัสเซียมไฮดรอกไซด จํานวนมิลลิกรัม
ของโปตัสเซียมไฮดรอกไซดที่ทําปฏิกิริยาพอดีกับกรดอะซีติคที่ไดจากการใชไขมัน 1 กรัม เรียกวา
acetyl number ซึ่งคานี้จะบอกใหทราบถึงปริมาณของกรดไขมันที่มีหมูไฮดรอกซิลอยูในโมเลกุลที่
เปนสวนประกอบของกลีเซอไรดได

                  3.4.1.2.4  hydrogenation   ไขมันในธรรมชาติจะมีกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวอยูบาง  ไข
มันที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัวสามารถเกิดปฏิกิริยากับกาซไฮโดรเจนโดยมีนิคเกิลเปนคะ
ตะไลตไดกลีเวอไรดอ่ิมตัว ปริมาณของกาซไฮโดรเจนที่ใชจะบอกใหทราบวาไดวา กลีเซอไรดหรือ
กรดไขมันนั้นมีความไมอ่ิมตัวมากหรือนอย

                  3.4.1.2.5  halogenation  คลอรีน โบรมีน  ไอโอดีน และไอโอดีนโบรไมด  (IBr)
สามารถเกิดปฏิกิริยาตรงพันธะคูของไขมันชนิดไมอ่ิมตัวไดเชนเดียวกับไฮโดรเจน ซึ่งพันธะคู 1
พันธะจะใชฮาโลเจน 2 อะตอมเสมอ ทําใหไขมันนั้นกลายเปนไขมันอิ่มตัวได ไขมันโอเลอิน  (olein)
ลิโนเลอิน (linolin)  และลิโนเลนิน  (linolenin)  จะใชฮาโลเจน 6, 12 และ 18  อะตอม แสดงวา
โมเลกุลของกรดโอเลอิคมีพันธะคู 1  พันธะ กรดลิโนเลอิค  2  พันธะ และกรดลิโนเลนิค 3 พันธะ
และไขมันลิโนเลนินเปนกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวมากที่สุด

             เมื่อใหไขมันทําปฏิกิริยากับไอโอดีน  จํานวนกรัมของไอโอดีนที่เติมเขาไปในไขมัน  100
กรัม เรียกวา iodine  number  ซึ่งคาใชประโยชนในการเปรียบเทียบความไมอ่ิมตัวของกรดไขมัน
ชนิดตาง ๆ ได

                     3.4.1.2.6  ปฏิกิริยาออกซิเดชัน  กลีเซอไรดที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัวมาก ๆ
สามารถเกิดปฏิกิริยายากับออกซิเจนหรือโอโซนได  ปฏิกิริยาจะเกิดตรงพันธะคูของกรดไขมันไม
อ่ิมตัวไดสารพวก เปอรออกไซด  (peroxide)  และโอโซไนด  (ozonide) ตามลําดับ ซึ่งจะเปลี่ยนไป
เปนสารอื่นอีกหลายชนิด เปนผลใหไขมันมีความเหนียว  จึงใชประโยชนในการทําพวกทีทาและน้ํา
มันชักเงา (varnishes) เปนตน

                      3.4.1.2.7 ปฏิกิริยาของกลีเซอรอล  กลีเซอรอลเปนสวนประกอบของไขมันและลิปค
อ่ืน ๆ อีกบางชนิด  กลีเซอรอลมีรสหวาน ละลายไดในน้ําและอัลกอฮอล แตไมละลายในอีเธอร
คลอโรฟอรมและเบนซีน  เมื่อออกซิไดซ กลีเซอรอลดวยไฮโดรเจนเปอรอกไซดในสารละลายที่เปน
ดางและมีเกลือของเหล็กอยูดวย จะไดกลีเซอริคอัลดีไฮดและไดไฮดรอกซีอะซีโตนเกิดขึ้น  ซึ่งเกิด
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จากหมูไพรมารีและเซคันดารีอัลกอฮอลของกลีเซอรอลถูกออกซิไดซเปนอัลดีไฮดและคีโตนตาม
ลําดับ

              กลีเซอริคอัลดีไฮดและไดไฮดอรกซีอะซีโตน เปนน้ําตาลที่มีคารบอน 3 อะตอม ซึ่ง
สามารถทําปฏิกิริยากับสารละลายเฟหลิงก  (fehling)  และสารละลายเบเนดิกต  (benedict)  จึง
ใชปฏิริยานี้ทดสอบหากลีเซอรอลได

              ปฏิกิริยาที่สําคัญของกลีเซอรอลอีกอยางหนึ่งก็คือ สามารถทําปฏิกิริยากับ dehydrating
agent  เชน  KHSO4  และ P2O5  เมื่อทําใหรอนจะไดสารที่มีกลิ่นเฉพาะตัวเรียกวา  cacrolein
ซึ่งเปนอัลดีไฮดไมอ่ิมตัว

              3.4.1.2.8 การเหม็นหืน  (rancidity)  การเหม็นหืนของไขมันเกิดจากไขมันถูกออกซิไดซ
โดยอากาศ  เนื่องจากไขมันมีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนสวนประกอบ การออกซิไดซจะเกิดตรง
พันธะคูของกรดไขมันไดสารพวกเปอรอกไซดแลวจะสลายตัวไปเปนสารประกอบอัลดีไดที่มีกลิ่น
และรสไมดี  เพื่อปองกันการเกิดออกซิเดชันของไขมันเหลานี้ ในทางการคาจึงนิยมเติมสารปองกัน
การเกิดออกซิเดชันลงไปเรียกสารนี้วา  antioxygen  หรือ  antioxidant เชน ไฮโดรควิโนน
(hydroquinone) เปนตน



บทที่ 4

เคมีภัณฑ อุปกรณ และวิธีดําเนินงานวิจัย

4.1 เคมีภัณฑ

4.1.1.  ผงเนื้อในเมล็ดมะขาม(TKP) ขนาด 200 mesh(75 ไมโครเมตร) ของ
บริษัท GM Ichihara.

4.1.2. โพลีแซคคาไรดของเมล็ดมะขาม(TSP) ของบริษัท GM  Ichihara.
4.1.3. กรดซัลฟูริก(sulfuric  acid)  ของบริษัท Merck, Germany.
4.1.4. ฟนอล(phenol) ของบริษัท Merck, Germany.
4.1.5. คอปเปอรซัลเฟต (copper  sulphate , CuSO4.5H2O) ของบริษัท

Carloerba, Italy.
4.1.6. โซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต(sodium potassium tartrate) ของบริษัท

AJAX CHEMICAL, Australia.
4.1.7. โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium  hydroxide) ของบริษัท Merck, Germany.
4.1.8. โซเดียมคารบอเนต(sodium  carbonate) ของบริษัท AJAX CHEMICAL,

Australia.
4.1.9. โฟลินรีเอเจนท(Folin – Ciocalteau  reagent) ของบริษัท Merck,

Germany.
4.1.10. โบวีนซีรัมอัลบูมิน (bovine  serum  albumin : BSA) ของบริษัท Fluka ,

Switzerland.
4.1.11.  เอโซเคซีน (Azocasein) ของ บริษัท  Sigma, Germany
4.1.12.  ไตรคลอโรอซิติกเอซิด (Trichloroacetic acid) ของบริษัท SR Lab Co.ltd
4.1.13.  โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจน ฟอสเฟต (potassium dihydrogen

phosphate) ของบริษัท SR Lab Co.ltd
4.1.14.  แอบโซลูท เอทานอล (Absolute ethanol) ของบริษัท  Carlo ERBA,Italy
4.1.15. โทลูอีน (Toluene) ของบริษัท Merck, Germany
4.1.16. น้ํากรอง
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4.2 เอนไซม

4.2.1 นิวเทรส (neutrase) ของบริษัท อีส เอเซียติก ประเทศไทย จํากัด (มหาชน)

4.3 อุปกรณและเครื่องมือในการทดลอง

4.3.1. เครื่องปฏิกรณ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 เซนติเมตร สูง 12 เซนติเมตร
มี baffle 4 อัน และใบพัดกวนขนาด 4 เซนติเมตร

4.3.2. อุปกรณชุดกรองชนิดไหลผานตัวกรอง (Dead-end filtration)  ประกอบ
ดวยเครื่อง  กรองอะคริลิก ผากรองซึ่งเปนตัวกรอง  ขนาด 15 ไมโครเมตร
ภาชนะบรรจุสารปอน

4.3.3. เครื่องกวนแบบมีแมเหล็ก (magnetic  stirrer / hot plate)    รุน   RCT
basic    ของบริษัท Ika  labortechnik , Germany.

4.3.4. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) รุน KUBOTA  5100  ของบริษัท Kubota
corporation, Japan.

4.3.5. เครื่องกวน (stirrer) รุน RW20ZM.n. ของบริษัท Ika  labortechnik ,
Germany.

4.3.6. อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Julabo  ของบริษัท
Labartechnik  GMBH, Germany.

4.3.7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20
Genesys ของบริษัท Spectronic Instruments, USA.

4.3.8. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (4-digits balance) ของบริษัท Mettler Toledo,
Switzerland.

4.3.9. เครื่องวัดขนาดอนุภาค (particle size analyzer) รุน Coulter LS 230.
4.3.10. กลองจุลทรรศนอิเลค็ตรอนแบบสองกราด (scanning  electron

microscopy , SEM) ของบริษัท Shimadzu , Japan.
4.3.11. กลองจุลทรรศน  รุน  BH - 2  ของบริษัท OLYMPUS , Japan.
4.3.12. อุปกรณวัดไขมัน (Soxhlet  apparatus)
4.3.13. เครื่องวัดความหนืด แบบหลอดแกวแคปปลารี (ออสวาวล ) Size E, F

และ G
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4.4 วิธีการทดลอง

4.4.1 การวิเคราะหปริมาณองคประกอบ ขนาดของอนุภาคของผงเนื้อใน
เมล็ด ซ่ึงใชเปนวัตถุดิบในการทดลอง

เตรียมสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ดมะขามในน้ําโดยนําผงเนื้อในเมล็ดมะขามซึ่งเปนวัตถุ
ดิบในการทดลองโดยไดรับจากบริษัท จี เอ็ม อิชิฮารา จํากัด ปริมาณ 2 กรัมละลายในน้ําปรับ
ปริมาตรใหเทากับ 100 มิลลิลิตร (ความเขมขนของสารแขวนลอยเทากับ 20 กรัมตอลิตร) ทําการ
กวนเพื่อใหผงเนื้อในเมล็ดมะขามกระจายตัวในน้ําอยางสม่ําเสมอเปนเวลา 10 นาที แลวนํามา
วิเคราะหหาปริมาณตางๆดังนี้

4.4.1.1. วิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด ดวยวิธีฟนอล-ซัลฟวริก (phenol-
sulfuric method) โดยใชโพลีแซคคาไรดจากเมล็ดมะขาม ซึ่งเปนผลิตภัณฑของบริษัท จี เอ็ม อิชิ
ฮารา จํากัด และมีชื่อทางการคาวา SOABIGUM หรือ TG 200 เปนสารมาตรฐานในการคํานวณ
ปริมาณโพลีแซคคาไรดในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม โดยนําสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ดมะขามมา
ทําการเจือจางดวยน้ํา 400 เทา แลวนําไปวิเคราะหตามวิธีของ Dubois และคณะ (1959)

4.4.1.2. วิเคราะหปริมาณโปรตีนของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม โดยนําสาร
แขวนลอยมาเจือจางดวยน้ําใหไดความเขมขนที่เหมาะสม นําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดย
วิธีลาวรี

4.4.1.3. วัดขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามดวยเครื่องวัดอนุภาค 
(particle size analyzer) รุน Coulter LS 230 โดยใช small volume module

4.4.1.4. วิเคราะหปริมาณไขมันของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม วิเคราะหปริมาณ  
ไขมันตามวิธี AOAC.920.39 โดยใชวิธี soxhlet extraction ใชปริมาณของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
จํานวน 2 กรัม

4.4.1.5. ดูลักษณะอนุภาคของโพลีแซคคาไรดและโปรตีนในผงเนื้อในเมล็ด
มะขาม โดยนําผงเนื้อในเมล็ดมะขามมายอมสีดวยสารละลายโปแตสเซียมไอโอไดด และถายภาพ
ดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 และ 400 เทา
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4.4.1.6. ดูลักษณะพื้นผิวอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscopy, SEM) กําลังขยาย 3000 
เทา

4.4.2 การทดลองเพื่อศึกษาผลของความเขมขน อุณหภูมิ ความเร็วรอบ และ
เวลาที่มีผลตอความหนืดของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

เตรียมสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ดมะขามในน้ํา ที่ความเขมขน 40 60 และ 80 กรัม
ตอลิตร โดยปนกวนที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จํานวน 100 ลูกบาศกเซนติเมตร กวนสารแขวนลอย
ในเครื่องปฏิกรณที่ 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวเทลงในหลอดแกว    
ออสวาวลใหไดตามปริมาตรตามตองการ แลวปลอยใหสารแขวนลอยไหลลงมาตามหลอดแกว จับ
เวลาการไหลของสารแขวนลอยตั้งแตสารแขวนลอยเริ่มไหลจนถึงตําแหนงที่กําหนดในหนวยวินาที 
นําคาเวลาที่บันทึกไดมาคํานวนคาความหนืดของสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ความเขม
ขนตางๆ

จากนั้นทําการทดลองซ้ําแบบเดิมโดยเปลี่ยนความเร็วรอบเปน 400 และ 600 รอบตอ
นาที เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปน 45 องศาเซลเซียส และเปลี่ยนแปลงเวลาในการกวนเปน 60 นาที 
โดยทําการทดลองแบบแฟคทอเรียล 3 X 3 X 3 รวม 27 การทดลอง

4.4.3  การหาผลของพีเอช เอทานอล ความเร็วรอบในการกวนที่เหมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซม

4.4.3.1 การทดลองเพื่อศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

เตรียมเอนไซมโดยนําเอนไซมจากบริษัทอีส เอเซียติก จํากัด (มหาชน)
มาผสมในสารละลายแคลเซียมคลอไรด เขมขน 0.02 โมลารในอัตราสวนโดยปริมาตร 9 : 1 แลว
เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร

นําเอนไซมที่ไดจากการเตรียมดานบนมาวัดกิจกรรม โดยใชเอโซเคซีน
เปนสับเสรทตามวิธีของ Raja และ คณะ ป 1993 (ภาคผนวก ค) และเปลี่ยนแปลงคาพีเอชของ
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สารละลายบัฟเฟอรเปน  5 6 7 8 9 และ10 ตามลําดับ โดยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชคือ
โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต

4.4.3.2 การทดลองเพื่อศึกษาผลของการปนกวนตอการทํางานของเอนไซม

เตรียมเอนไซมที่ความเขมขน 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร จํานวน 400
ลูกบาศกเซ็นติเมตร แลวแบงออกเปน 4 สวน สวนที่หนึ่งไมปนกวน และอีก 3 สวนนําไปปนกวนใน
ถังปฏิกรณที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสในอางควบคุมอุณหภูมิ เปนเวลา 30 นาที โดยเปลี่ยน
แปลงความเร็วรอบในการปนกวนเปน 200 400 และ 600 รอบตอนาทีตามลําดับ หลังจากนั้นนํา
เอนไซมมาวิเคราะหหากิจกรรมตามวิธีของ Raja และ คณะ 1993 (ภาคผนวก ค) เพื่อดูกิจกรรมที่
เหลือหลังจากกวนที่ความเร็วรอบตางๆเทียบกับกรณีที่ไมกวนตอนเริ่มตน

4.4.3.3 การทดลองเพื่อศึกษาผลของเอทานอลตอการทํางานของเอนไซม

เตรียมสารละลายบัพเฟอรของโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหมี
ปริมาณเอทานอลเปนสวนผสมในสัดสวน 0 - 30 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวนําสารละลายนี้ใช
เปนบัฟเฟอรในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีของ Rajaและคณะ 1993 (ภาคผนวก ค)

4.4.4 การทดลองเพื่อศึกษาผลของการใชเอนไซมและไมใชเอนไซม ตอการ
แยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ในสวนนี้จะแบงการทดลองออกเปน 2 สวนคือ กรณีที่มีการเปลี่ยนแปลงพีเอช 
และกรณีที่มีการเปลี่ยนแปลงเวลา

4.4.3.1 กรณีที่มีการเปลี่ยนแปลงพีเอช

เตรียมสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ดมะขามในน้ําความเขมขน 40 กรัมตอลิตร
จํานวน 1000 มิลลิลิตร แลวแบงมาครั้งละ 100 มิลลิลิตร วัดพีเอชเริ่มตน เทลงในเครื่องปฏิกรณ
ดังรูปที่ 4.1 ประกอบอุปกรณดังรูปที่ 4.2 ควบคุมอุณหภูมิใหได 45 องศาเซลเซียส เติมเอนไซม 1 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตรจํานวน 1 มิลลิลิตร กวนดวยใบพัดกวนความเร็ว 600 รอบตอนาที เปน
เวลา 30 นาที เก็บตัวอยางกอนกรอง แลวนํามากรองดวยชุดกรองดังรูปที่ 4.3 เก็บตัวอยางสวนที่
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ผานผากรองและวัดปริมาตร แลวชะสารที่ติดบนตัวกรองดวยน้ําจํานวน 100 มิลลิลิตร 2 คร้ังเก็บ
ตัวอยางและวัดปริมาตรทั้ง 2 คร้ัง และเก็บตัวอยางสารที่ติดบนตัวกรอง นําตัวอยางทั้งหมดไปวัด
ขนาดอนุภาค วิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด ดวยวิธีฟนอล-ซัลฟวริก (Phenol-sulfuric 
method) และวิเคราะหปริมาณโปรตีน ดวยวิธีลาวรี

หลังจากนั้นทําการทดลองซ้ําขั้นตอนเดิม แบงสารแขวนลอยผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
เร่ิมตนที่เตรียมไว 100 มิลลิลิตรมาปรับพีเอชเปน 8 และ 10 ตามลําดับโดยเติมเอนไซมตามขั้น
ตอนขางตน แลวทําการทดลองซ้ําโดยไมเติมเอนไซมเพื่อเปรียบเทียบกรณีใชเอนไซม และไมใช
เอนไซม

รูปที่ 4.1 เครื่องปฏิกรณ



66

รูปที่ 4.2 ชุดการทดลอง

รูปที่ 4.3 ชุดอุปกรณในการกรอง
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4.4.3.1 กรณีที่มีการเปลี่ยนแปลงเวลา

ทําการทดลองเชนเดียวกับกรณีเปลี่ยนแปลงพีเอช แตเปลี่ยนแปลงพีเอช 2 คา 
คือที่เร่ิมตนและที่พีเอชเปน 8 แลวเปลี่ยนแปลงเวลาในการทําปฏิกิริยาเปน 1 3 5 10 และ15 นาที
ทั้งกรณีที่ใชเอนไซม และไมใชเอนไซม

4.4.5 การทดลองเพื่อศึกษาผลของความเร็วรอบในการกวนตอการแยก
โปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ทําการทดลองเชนเดิม โดยใหพีเอชเปน 8 แลวเปลี่ยนแปลงความเร็วรอบในการ
กวนเปน 200 400 และ 600 รอบตอนาที

4.4.6 การทดลองเพื่อศึกษาผลของปริมาณเอนไซม ตอการแยกโปรตีนออก
จากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ทาํการทดลองเชนเดิม โดยใหพีเอชเปน 8 แลวเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ
เอนไซมเปน  0.1  0.5  1 และ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และเติมลงในถังปฏิกรณ 1 มิลลิลิตรเทา
กัน

4.4.7 การทดลองเพื่อศึกษาผลของเอทานอล ตอการแยกโปรตีนและไขมัน
ออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ทําการทดลองเชนเดิม โดยใหพีเอชเปน 8 แลวเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ
เอทานอลเปน 1 3 และ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของสารแขวนลอยทั้งหมด เพิ่มการวิเคราะห
ปริมาณไขมันเทียบกับกรณีที่ไมมีการเติมเอทานอล และ ผงเนื้อในเมล็ดมะขามตั้งตน
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4.5 การวิเคราะห

4.5.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ตามวิธีลาวรี (Lawry’s  method)

สารเคมี
1. สารละลาย A คือรอยละ 1 โดยน้ําหนักตอปริมาตรของคอปเปอรซัลเฟต (copper

sulphate)
2. สารละลาย B คือรอยละ 2  โดยน้ําหนักตอปริมาตรของโซเดียมโปแตสเซียมทาร-

เทรต(sodium  potassium  tartrate)
3. สารละลาย C คือ 0.2 โมลารของโซเดียมไฮดรอกไซด(sodium  hydroxide)
4. สารละลาย D คือรอยละ  4    โดยน้ําหนักตอปริมาตรของโซเดียมคารบอเนต

(sodium  carbonate)
5. Folin – Ciocalteau  reagent

วิธีการวิเคราะห
1. เตรียมสารละลาย E โดยผสมสารละลาย C จํานวน 49 มิลลิลิตร กับสารละลาย D

จํานวน 49 มิลลิลิตร  แลวเติมสารละลาย A จํานวน 1 มิลลิลิตร จากนั้นจึงใสสาร
ละลาย B จํานวน 1 มิลลิลิตร   สารละลาย E ตองเตรียมใหมทุกครั้งกอนทําการ
ทดลอง

2. เจือจาง Folin – Ciocalteau  reagent ในอัตราสวน 1 : 1 ดวยน้ํากลั่นเรียกวา สาร
ละลาย F

3. ใชสารตัวอยางที่ตองการหาปริมาณโปรตีน(โดยมีคาโปรตีนไมเกิน 0.5 มิลลิลิตร)
จํานวน 0.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย E จํานวน 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว
นาน 10 นาที

4. ใสสารละลาย F จํานวน 0.25 มิลลิลิตร  ลงไปในหลอดในขอ 3
5. เขยาใหเขากันและตั้งทิ้งไวนาน 30 นาที
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น   750   นาโนเมตร      โดยใชสารละลายเอ

ทานอลเปน blank   ทําตามขั้นตอน 3 – 6
7. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช BSA ความเขมขนระหวาง 0.05 – 0.3 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร
      หมายเหตุ  สารละลาย A , B , C และ D สามารถเก็บที่อุณหภูมิหองได



69

4.5.2 การวิเคราะหปริมาณโพลีแซคคาไรด   ตามวิธีฟนอล – ซัลฟูริก (phenol –
sulfuric method) (Dubois et.al., 1956)

สารเคมี
1. สารละลายฟนอลรอยละ 5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร
2. กรดซัลฟูริกเขมขน

วิธีการวิเคราะห
1. นําสารตัวอยางที่ตองการหาปริมาณโพลีแซคคาไรด(โดยมีปริมาณโพลีแซคคา-

ไรดอยูระหวาง  10 – 70  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)จํานวน 1 มิลลิลิตร     มาเติม
สารละลายฟนอลรอยละ 5 โดยน้ําหนักตอปริมาตรจํานวน 1 มิลลิลิตร และเติม
กรดซัลฟูริกเขมขนจํานวน 5 มิลลิลิตร  ตั้งทิ้งไว 10 นาทีเพื่อใหเกิดปฏิกิริยา

2. แชในอางควบคุมอุณหภูม ิ25 – 30 องศาเซลเซียส    เปนเวลา 10 – 20  นาทีเพื่อ
หยุดปฏิกิริยา

3. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  483 นาโนเมตร(เปนชวงความยาวคลื่นที่
ทําใหเกิดการดูดกลืนแสงสูงสุด)  โดยใชสารละลายเอทานอลเปน blank

4. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชโพลีแซคคาไรดของเมล็ดมะขามความเขมขน
ระหวาง 10 – 70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

       หมายเหตุ  สารที่เติมในขอ 1 จะตองเติมทันที

4.5.3 การวิเคราะหกิจกรรมของโพรทีเอส (Raja และ คณะ 1993)

การหากิจกรรมของโปรติเอสเพื่อเปนขอมูล เบื้องตน สําหรับพิจารณาปริมาณ
เอนไซมที่ตองใชในการทดลอง โดยเริ่มตนตองหาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมกับปริมาณ
สับเสรทมาตรฐาน ในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ดังแสดงในภาคผนวก ค พบวา
ควรใชเอนไซมเขมขน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม

สารเคมี
1. สารละลาย KH2PO4 บัฟเฟอร 0.1 โมลาร
ละลาย KH2PO4 บัฟเฟอร 6.05 กรัมในน้ํากลั่น 400 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคา

ความเปนกรด-ดางดวยดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรด
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ไฮโดรคลอริก 2 นอรมอลจนไดคาความเปนกรด-ดางเทากับ 8 ปรับปริมาตรดวยน้ํา
กลั่นจนครบ 500 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2. สารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซนตโดยน้ําหนักตอปริมาตร
เตรียมเอโซเคซีน 1 กรัม เติม Absolute ethanol 2 มิลลิลิตร  โทลูอีน 1 มิลลิลิตร

เติมน้ํากลั่น คนจนเอโซเคซีนละลายจนหมด แลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร
หลังจากนั้น บรรจุในขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

3. กรดไตรคลอโรอะซีติก 10% โดยน้ําหนักตอปริมาตร
เตรียมกรดไตรคลอโรอะซีติก 50 กรัม เติมน้ํากลั่น คนจนกรดละลายจนหมดแลว

ปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร บรรจุขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

วิธีการวิเคราะห

1. บมตัวอยางเอนไซมเขมขน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรจํานวน  0.1 มิลลิลิตรกับ
สารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซ็นตตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย KH2PO4 บัฟเฟอร pH เทากับ 8.0  เขมขน 0.1 โมลาร 0.9 มิลลิลิตร
ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

2. นําไปแชในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  นําขึ้น
แชในอางน้ําเย็น 4 องศาเซลเซียส

3. หยุดปฏิกิริยาทันทีดวย 10 เปอรเซนตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของสารละลายกรด
ไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตร

4. นําไปหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20
นาที

5. ดูดสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร เพื่อหากิจ
กรรมของเอนไซม

โดยคากิจกรรมของเอนไซมเปนคาเฉลีย่จากการทดลองซ้าํกนั 3 คร้ังในหนึง่ชดุการทดลอง
และของกระบวนการทดลองตัง้แตเตรยีมระบบจนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการ  โดยทาํการทดลองซ้าํ
กนั 3 ชดุการทดลอง
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ในการวัดกิจกรรมของเอนไซมตองทําหลอดควบคุมเปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนที่ได
จากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง โดยใส 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของสาร
ละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตรลงไปกอนแลวจึงคอยเติมตัวอยาง, KH2PO4 บัฟเฟอร
และสารละลายเอโซเคซีน 0.9 และ 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ  ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนําแชในอางน้ําเย็น 4 องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปหมุน
เหวี่ยงใหตกตะกอน ดูดสวนใสมาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร นําคาดูด
กลืนแสงของหลอดควบคุมลบออกจากคาการดูดกลืนแสงจากหลอดตัวอยาง คํานวณหากิจกรรม
ของเอนไซมหลังจากลบคาดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม (แสดงวิธีคํานวณ ดงัภาคผนวก ค)

4.5.4 การวิเคราะหขนาดของอนุภาคดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาค(particle size analyzer)

วิธีการใชเครื่องวัดขนาดอนุภาค (particle size analyzer)
1. เปดโปรแกรม Coulter ที่เครื่องคอมพิวเตอรซึ่งตอกับเครื่อง particle size

analyzer
2. เปดเครื่อง particle size analyzer  อุนเครื่องไวประมาณครึ่งชั่วโมง
3. นําเซล(cell) สําหรับวัดขนาดอนุภาคออกมาลางดวยน้ํา
4. เติมน้ําลงไปในเซลแลวจึงนําเขาเครื่องวัดขนาดอนุภาค
5. ที่เครื่องคอมพิวเตอรใหกดคําสั่ง run  cycle(new  sample) ที่ menu  bar ของ

โปรแกรมรอจนกระทั่งหนาจอแสดงขอความวา obscuration 0% Low , Add
sample

6. เติมสารตวัอยางลงในเซลจนกระทั่งเครื่องคอมพิวเตอรอาน   obscuration    ได
8 –   12 % OK แลวกด Done

7. ใสขอมูลที่เกี่ยวของกับตัวอยางที่ทําการวัดขนาดอนุภาค  และเลือก  fluid  เปน
น้ํากด OK

8. สมการที่ใชในการวัดขนาดอนุภาค (model) ใหใชเปน Fraunhaufer  Model  กด
Done รอจนกระทั่งไดผลของการกระจายตัวของขนาดอนุภาค (particle
distribution)
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4.5.5 การวิเคราะหปริมาณไขมัน ดวยวิธี Soxhlet Extraction

สารเคมี
1. ปโตรเลียมอีเทอร  จุดเดือด 40 – 60 องศาเซลเซียส

วิธีการวิเคราะห
1. อบขวดสกัดที่ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ทิ้งใหเย็นใน desiccator
2. แลวจึงชั่งน้ําหนักขวดสกัด
3. ชั่งตัวอยางแหงน้ําหนักแนนอนประมาณ 2 กรัม  แลวหอดวยกระดาษกรอง

Whatman  No.1
4. นําตัวอยางที่หอแลวไปใสใน thimble ซึ่งบรรจุอยูใน Soxhlet
5. เติมปโตรเลียมอีเทอร  ซึ่งใชเปนตัวสกัด 80 มิลลิลิตร   ลงในขวดสกัดที่ทราบน้ํา-หนัก

แนนอน  และเติมปโตรเลียมอีเทอร 70 มลิลิลิตรลงใน Soxhlet
6. สกัดไขมันเปนเวลา 3 ชั่วโมง  โดยใหความรอนแกปโตรเลียมอีเทอรดวยเพลทให

ความรอน
7. เมื่อครบ 3 ชั่วโมง  นําสารที่ไดในขวดสกัดมากลั่นปโตรเลียมอีเทอรออกจากสวน
8. ไขมันที่สกัดได
9. อบขวดสกัดที่ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ทิ้งใหเย็นใน desiccator แลว

นําขวดสกัดมาชั่ง
10. ปริมาณไขมันที่สกัดไดคือ  ผลตางของน้ําหนักของขวดสกัดกอนและหลังการวัด

ปริมาณไขมัน



บทที่ 5

ผลการทดลองและการวิเคราะหขอมูล

5.1. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

5.1.1 การศึกษาสวนประกอบของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

จากการวิเคราะหองคประกอบของผงเนื้อในเมล็ดมะขามซึ่งเปนวัตถุดิบที่ใชในการทดลอง 
จากบริษัท จีเอ็ม อิชิฮารา จํากัด พบวาผงเนื้อในเมล็ดมะขามมีองคประกอบสวนใหญเปน โพลี
แซคคาไรด 68.06 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และสวนที่ไมใชโพลีแซคคาไรด ซึ่งสวนใหญเปนโปรตีน
17.33 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ไขมัน 7.05 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และสารประกอบอื่นๆ 7.56
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ดังแสดงในตารางที่ 5.1

ตารางที่  5.1  แสดงสวนประกอบของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

สวนประกอบ ปริมาณ (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)
โปรตีน 17.33

โพลีแซคคาไรด 68.06
ไขมัน   7.05
อ่ืนๆ   7.56

5.1.2 การศึกษาขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

จากการวัดขนาดอนุภาคดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาค (particle size analyzer) พบวาผง
เนื้อในเมล็ดมะขามมีขนาดอนุภาคเฉลี่ย 23.40 ไมโครเมตร ดังแสดงในรูปที่ 5.1 พบวาสามารถ
แบงกราฟ ออกเปน 2 สวน โดยสวนที่มีขนาดเล็กจะมีขนาดประมาณ 1 – 15 ไมโครเมตร มีสัดสวน
โดยปริมาตรรวม 23.61 เปอรเซ็นต และสวนที่สองมีขนาดประมาณ 15 – 100 ไมโครเมตรมีสัด
สวนโดยปริมาตรรวม 76.39 เปอรเซ็นต โดยสวนที่มีสัดสวนโดยปริมาตรมากที่สุดมีขนาดประมาณ
34.58  ไมโครเมตร จากการทดลองแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดยการกรองดวยผา
กรองขนาด 15 ไมโครเมตร แลววัดขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามกอนกรอง อนุภาคที่
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ผานผากรอง อนุภาคที่ติดคางบนผากรองดังรูปที่ 5.2  และการวิเคราะหปริมาณโปรตีนและโพลี-
แซคคาไรด จากสวนที่ผานผากรองจะพบวาสวนที่ผานผากรองมีปริมาณโปรตีนเปนสวนมาก และ
มีโพลีแซคคาไรดอนุภาคเล็กปนอยูเล็กนอย ทําใหสรุปไดวากราฟแสดงขนาดอนุภาคสวนที่มีขนาด
1 – 15 ไมโครเมตรสวนใหญเปนโปรตีน และสวนที่มีอนุภาคใหญประมาณ 15 – 100 ไมโครเมตร
มีโพลีแซคคาไรดเปนสวนใหญ

รูปที่ 5.1 การกระจายตัวของขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

รูปที่ 5.2 การกระจายตัวของขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่เร่ิมตน
              ผานผากรอง และ ติดบนผากรอง
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จากการถายภาพผงเนื้อในเมล็ดมะขามดวยกลองจุลทรรศน และยอมสีโพลีแซคคาไรด
ดวยสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด ทําใหเห็นลักษณะการรวมตัวกันระหวางโพลีแซคคาไรดและ
โปรตีนดังรูปที่ 5.3 โดยโพลีแซคคาไรดจะมีอนุภาคขนาดใหญกวา และมีรูปรางตางๆ กันเชน เปน
รูปทรงกลม และ แทงสี่เหลี่ยม มีโปรตีนซึ่งมีอนุภาคเล็กและจะสังเกตเห็นเปนอนุภาคสีเหลืองเกาะ
อยูรอบๆ อนุภาคของโพลีแซคคาไรด โดยโปรตีนจะเปนตัวเชื่อมอนุภาคของโพลีแซคคาไรดแตละ
อนุภาคไวติดกัน จนรวมกันเปนอนุภาคขนาดใหญ

(ก)

(ข)
รูปที่ 5.3 ภาพถายโพลีแซคคาไรด และโปรตีน ในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม จากกลองจุลทรรศน กําลัง
             ขยาย 400 เทา (ก) อนุภาคที่อยูโดดเดี่ยว (ข) อนุภาคที่อยูรวมกันเปนกลุมกอน

โพลีแซคคาไรดยอมสี

โปรตีน และไขมัน

โพลีแซคคาไรดยอมสี

โปรตีน และไขมัน
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5.1.3 การศึกษาผลของความเขมขน อุณหภูมิ ความเร็วรอบ และ เวลาที่มี
ผลตอความหนืดของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

เนื่องจากความหนืดมีผลตออัตราการกรองแยก และอัตราการเกิดปฏิกิริยา ดังนั้น จึงมี
ความจําเปนที่จะตองศึกษา วาตัวแปรใดมีผลตอความหนืด

รูปที่ 5.4 ซึ่งแสดงผลของความเขมขน (40 60 และ 80 กรัมตอลิตร) ความเร็วรอบ (200 
400 และ 600 รอบตอนาที) อุณหภูมิ (อุณหภูมิหอง และ 45 องศาเซลเซียส) และ เวลาในการกวน 
( 30 และ 60 นาที) ที่มีผลตอความหนืดพบวา ความเขมขนของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม อุณหภูมิ 
และเวลา มีผลตอความหนืดมากกวาความเร็วรอบในการกวน กลาวคือ ที่อุณหภูมิหองความหนืด
ของผงเนื้อในเมล็ดมะขามเพิ่มข้ึนเล็กนอย เมื่อความเขมขนของผงเนื้อในเมล็ดมะขามเพิ่มข้ึน แต
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 45 องศาเซลเซียส และกวน 30 นาที ความหนืดจะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว  และ
ความหนืดจะเพิ่มข้ึนไปอีกเมื่อกวนนานขึ้น ในขณะที่ความเร็วรอบในการกวนของแตละสภาวะ ไม
มผีลตอความหนืด ซึ่งสามารถอธิบายไดวา

ผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่มีความเขมขนมาก อนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะอยูรวม
กันอยางหนาแนน ทําใหมีพื้นที่วางในการเคลื่อนที่นอย จึงมีอัตราการไหลชา สงผลใหความหนืด
สูง การเพิ่มอุณหภูมิทําใหความหนืดสูงขึ้นเชนกันเนื่องจาก ที่อุณหภูมิสูงขึ้นอนุภาคของผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามจะบวม มีขนาดใหญข้ึน และเมื่อคงที่อุณหภูมิสูง แลวเพิ่มเวลาในการกวน ยิ่งทําให
อนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามบวมมากขึ้นอีก



รูปที่ 5.4 ความหนืดเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเขมขน  40  60 และ 80 กรัมตอลิตร ความเร็วรอบในการกวน 200 400 และ 600 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
หอง และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และ 60 นาที
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อุณหภูมิหอง กวน 10 นาที
450C 30 min
450C 60 minอุณหภูมิหอง 10 นาที  + 450 C 60 นาที

อุณหภูมิหอง 10 นาที
อุณหภูมิหอง 10 นาที  + 450 C 30 นาที
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5.2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมนิวเทรส

5.2.1 การศึกษาผลของพีเอช (pH) ที่ทําใหเอนไซมมีกิจกรรมสูงที่สุด

เนื่องจากเอนไซมที่ใชในการทดลองเปนนิวทรัลโปรติเอส ที่ทํางานไดดีในชวงพีเอชที่เปน
กลาง คือ 4 – 7.5 (ขอมูลเบื้องตนบริษัทอีส เอเซียติก ประเทศไทย จํากัด (มหาชน)) แตเมื่อนําผง
เนื้อในเมล็ดมะขามมาละลายน้ําจะใหพีเอชเริ่มตนประมาณ 6.5 – 6.9 และในการแยกโปรตีนออก
จากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ตองการทําใหโปรตีนละลายน้ําออกมาใหไดมากที่สุด โปรตีนในผงเนื้อ
ในเมล็ดมะขามประกอบดวยอัลบูมินซึ่งมี จุดไอโซอิเลคทริค ประมาณ 4 - 5 ดังนั้นจึงตองการปรับ
พีเอชของสารละลายใหมีพีเอชสูงขึ้น เพื่อใหโปรตีนในผงเนื้อในเมล็ดมะขามละลายออกมาไดมาก
ขึ้น ดังนั้นในการวิจัยจึงทดลองเปลี่ยนแปลงพีเอชของสารละลายระหวาง 5 – 11 เพื่อหาพีเอชที่ทํา
ใหเอนไซมมีกิจกรรมมากที่สุด จากรูปที่ 5.5 พบวาที่พีเอช 8 จะใหกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุด

รูปที่ 5.5 กิจกรรมของเอนไซมนวิเทรสที่พีเอชตางๆ
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5.2.2 การศึกษาผลของการปนกวนที่มีตอกิจกรรมของเอนไซม

เนื่องจากการปนกวนอาจมีผลทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพ ได เพราะการปนกวนแรงๆ เปน
เวลานานจะมีผลทําใหเอนไซมเสียโครงรูปไป ดังนั้นจึงไดศึกษาผลของการปนกวนพบวา การปน
กวนที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ที่ความเร็วรอบ 200 400 และ 600 รอบตอนาที ไมมี
ผลทําใหกิจกรรมของเอนไซมเปลี่ยนแปลง เพราะเอนไซมที่ใชในการทดลองเปนเอนไซมทางการคา
ที่มีความแข็งแรง และเสถียรดวยแคลเซียมไอออน ซึ่งมีรายงานยืนยันวา Ca2+ ชวยเพิ่มความ
เสถียรของเอนไซม โดยชวยใหทนความรอนไดดีข้ึน  ชวยลดการเกิด autolysis และยังสามารถทํา
ใหเอนไซมที่ inactivate มีแอคติวีตีกลับคืนไดมากขึ้น เมื่อ reactive ดวย Zn2+ ดังที่กลาวไวใน
ทฤษฎีของเอนไซม (Tsuru และคณะ 1966)

รูปที่ 5.6 ผลของการปนกวนตอกิจกรรมของเอนไซม เมื่อปนกวนที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30
             นาที ที่ความเร็วรอบ 200 400 และ 600 รอบตอนาทีเมื่อใชเอโซเคซีนเปนสับสเตรท

5.2.3 การศึกษาผลของการมีสารละลายเอทานอลรวมในปฏิกิริยา ที่กระทบ
ตอกิจกรรมของเอนไซม

จากรูปที่ 5.7 จะพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอทานอลมีผลทําใหสูญเสียกิจกรรมของ
เอนไซมมากขึ้นตามลําดับ ทั้งนี้เพราะการเติมเอทานอลจะมีผลในการลดการละลายของโปรตีน
และทําใหเอนไซมซึ่งเปนโปรตีนที่ละลายน้ําตกตะกอน เพราะเอทานอลมีคา dielectric constant
ต่ํากวาน้ําจึงลดแรงดึงดูดระหวางประจุตรงขาม พรอมกับลดการแตกตัวของหมู R บนโปรตีนทําให
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ประจุสุทธิเขาใกลศูนย (ประเสริฐ, 2525) หรือไปลดความเขมขนของน้ํา และไปแทนที่โมเลกุลที่
รวมอยูกับโปรตีน ทําใหโมเลกุลโปรตีนเกาะกลุมกันและตกตะกอน มีผลทําใหโครงสรางของ
เอนไซมเปลี่ยนแปลงไปไมสามารถยอยสลายพันธะเปปไทดไดดังเดิม

(ก)

(ข)
รูปที่5.7 ผลของเอทานอลตอกิจกรรมของเอนไซมในชวง initial rate โดยใชเอโซเคซีนเปนสับเสตรท

(ก) กิจกรรมของเอนไซมที่ความเขมขนของเอทานอล (เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) ตางๆ
(ข) เปอรเซ็นตการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมที่ความเขมขนของเอทานอล (เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร) ตางๆ







(ก) (ข)

(ค) (ง)

รูปที่ 5.8 ลักษณะภาพถายจากกลองจุลทรรศนของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
(ก) อนุภาคที่ผานผากรอง กําลังขยาย 100 เทา
(ข) อนุภาคที่ผานผากรอง กําลังขยาย 400 เทา
(ค) อนุภาคที่ติดบนผากรอง กําลังขยาย 100 เทา
(ง) อนุภาคที่ติดบนผากรองกําลังขยาย 400 เทา

จากรูป 5.8 พบวาสวนที่ผานผากรองออกมาได สวนใหญเปนอนุภาคของโปรตีน และมี
โพลีแซคคาไรดขนาดเล็กปนออกมา ซึ่งจากรูปจะเห็นวาบางอนุภาคมีขนาดใหญใกลเคียงกับสวน
ที่ติดอยูบนผากรอง เพราะ ขณะกรองจะมีการกวาดผิวหนาผากรองดวยใบกวาด เพื่อกําจัดอนุภาค
ที่อุดตันบนผากรอง ซึ่งจะทําใหอนุภาคที่มีขนาดใกลเคียงกับขนาดรูพรุนของผากรอง ถูกแรงดันให
หลุดลงไปรวมกับสวนที่ผานผากรองได และขณะที่อนภุาคนั้นถูกดันจนหลุดไปอยูใตผากรองอาจ
รวมตัวกับอนุภาคที่อยูใกลๆ กันใตผากรองนั้น จึงทําใหขนาดอนุภาคในสวนที่ผานผากรองสวน
หนึ่งมีขนาดใหญกวา 15 ไมโครเมตรได สําหรับสวนที่ติดอยูบนผากรองนั้นเมื่อใชเอนไซมจะมีเพียง
อนุภาคของโพลีแซคคาไรดเทานั้น
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รูปที่ 5.11 ผงเนื้อในเมล็ดมะขามแขวนลอยในสารละลายพีเอช 6.58   8  10 และ 12

รูปที่ 5.12 ผงเนื้อในเมล็ดมะขามแขวนลอยในสารละลายพีเอช 6.58   8   10  และ 12
                            หลังจากตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง

      6.58         8            10         12

     6.58           8            10           12

88





90

(ก) พีเอช 12 กําลังขยาย 100 เทา (ข) พีเอช 12 กําลังขยาย 400 เทา

(ค) พีเอช 10 กําลังขยาย 100 เทา (ง) พีเอช 10 กําลังขยาย 400 เทา

(จ) พีเอช 8 กําลังขยาย 100 เทา (ฉ) พีเอช 8 กําลังขยาย 400 เทา

(ช) พีเอช 6.58 กําลังขยาย 100 เทา (ซ) พีเอช 6.58 กําลังขยาย 400 เทา

รูปที่ 5.14 ลักษณะอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่แขวนลอยในสารละลายพีเอชตางๆ  โดยไมเติม
               เอนไซม
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อางถึงตารางที่ 5.2 และรูปที่ 5.9 เมื่อเปรียบเทียบกรณีที่เติมเอนไซม และไมเติมเอนไซมที่พีเอชตางๆ
พบวาการเติมเอนไซมจะทําใหแยกโปรตีนออกไดมากกวากรณีไมเติมเอนไซม ซึ่งสามารถอธิบายไดดังนี้

5.3.1.2 กรณีที่ใชเอนไซม

จากตารางที่ 5.2 และรูปที่ 5.9 จะเห็นวาการใชเอนไซม โดยไมไดปรับพีเอช และที่พีเอช 8
จะไดเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามมากกวากรณีที่ไมใชเอนไซมทั้งนี้
เนื่องจากในกรณีที่ใชเอนไซม เอนไซมจะทําปฏิกิริยายอยสลายโปรตีนตรงบริเวณพื้นผิวของโปรตีน
ที่สัมผัสกับสารละลาย ไดกรดอะมิโนซึ่งสามารถละลายน้ําไดหรือโพลีเปปไทดซึ่งมีขนาดเล็ก ใน
ระหวางการยอยสลายจะทําใหอนุภาคของโปรตีนที่เกาะอยูกับโพลีแซคคาไรด มีขนาดเล็กลงและ
เมื่อบริเวณที่สัมผัสกับโพลีแซคคาไรดถูกยอยสลาย จะทําใหโมเลกุลทั้งสองหลุดออกจากกันดังรูป
ที่ 5.15 ซึ่งมีลักษณะเดียวกับแบบจําลอง shrinking core ที่อธิบายโดย Octave Levenspiel
(1999) โดยที่พีเอช 8 และใชเอนไซมจะไดเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนมากที่สุดคือ 97.051
เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับตม และ 100.369 เปอรเซ็นตเทียบกับไมตมกอนกรอง เพราะที่พีเอชนี้
เอนไซมจะทํางานไดดีที่สุด จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซมขางตน ทําใหเกิดการยอยสลายไดดี
ที่สุด โดยที่สภาวะนี้จะไดผลิตภัณฑ 28.4 กรัมจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน 100 กรัม (แสดง
วิธีคํานวณในภาคผนวก ค)

รูปที่ 5.15 การยอยสลายโปรตีนของเอนไซมนิวเทรส ทําใหเกิดการแยกโปรตีนออกจาก
                ผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ที่พีเอช 10 จะพบวาการใชเอนไซมจะทําใหไดเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามลดลง เพราะที่พีเอชนี้เอนไซมไดสูญเสียกิจกรรมไปบางสวนเนื่องจากที่พีเอชสูงๆ จะ
ทําใหโครงสรางตติยภูมิของเอนไซมถูกทําลายไป ไมสามารถยอยสลายโปรตีนได และพบวาการ
เติมเอนไซมมีผลทําใหแยกโปรตีนออกไดลดลง ซึ่งอาจเปนไปไดวาเอนไซมรวมตัวกับโปรตีน ตก

PolysaccharidePolysaccharide Polysaccharide

Protein

เอนไซมเขาทําปฏิกิริยา โปรตีนมีขนาดเล็กลงและ
หลุดออกจากกัน
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ตะกอนลงมา ไมสามารถกรองได หรือเนื่องจากการปรับพีเอชดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ใหมีพีเอช
เปน 10 ตองใชโซเดียมไฮดรอกไซด จํานวนมาก จึงมีอะตอมของโซเดียมในสารแขวนลอยอยูมาก
อะตอมของโซเดียมที่มีประจุบวก จึงดึงดูดกับประจุลบของโปรตีนโมเลกุลเล็กๆ (จากเอนไซม และ
ที่แขวนลอยอยูในลักษณะของคอลลอยด) ซึ่งการมีเอนไซมอยูดวยอาจมีผลเรงใหเกิดการรวมตัว
กันเร็วขึ้น

ผลการวิเคราะหเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด เมื่อเติมเอนไซม ที่พีเอชตางๆ พบ
วาการเพิ่มพีเอช ทําใหเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรดเปลี่ยนแปลงไมมากนักคือ ในชวง 57
– 59 เปอรเซ็นต และมากกวากรณีไมเติมเอนไซม เพราะการเติมเอนไซมจะมีผลในการแยกโปรตีน
ออกมาไดมาก ซึ่งโปรตีนจะเปนตัวเชื่อมอนุภาคของโพลีแซคคาไรดไวดวยกัน ดังนั้นโพลีแซคคา
ไรดจึงมีขนาดอนุภาคเล็กลง อยูกันอยางอิสระมากขึ้น และถูกกรองแยกออกมากับอนุภาคของ
โปรตีนดวย

จากการศึกษาขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม กรณีที่เติมเอนไซม และไมเติม
เอนไซมหลังจากกวน 20 นาที ดังแสดงในรูปที่ 5.16 จะเห็นวาเมื่อเปรียบเทียบขนาดอนุภาคของ
ผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ทําปฏิกิริยาโดยเติมเอนไซม  กับผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ไมเติมเอนไซมที่
พีเอช 8 จะมีสัดสวนขนาดอนุภาคขนาดเล็กเพิ่มข้ึนมากที่สุด แสดงใหเห็นวาเกิดการยอยสลาย
โปรตีนทําใหอนุภาคโปรตีนมีขนาดเล็กลงและหลุดออกจากอนุภาคของโพลีแซคคาไรดไดมากที่สุด 
ซึ่งสอดคลองกับผลจากการวิเคราะหเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนไดมากที่สุดเชนกันที่พีเอช 8 และที่
ไมปรับพีเอช (พีเอช 6.58) จะมีสัดสวนขนาดอนุภาคขนาดเล็กเพิ่มข้ึนรองลงมา ซึ่งผลจากการ
วิเคราะหเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนก็ลดลงเชนกัน และที่พีเอช 10 จะพบวาสัดสวนอนุภาคขนาด
เล็กมีการเปลี่ยนแปลงไมมากนักซึ่งชี้ใหเห็นวาที่พีเอชนี้จะสามารถแยกโปรตีนออกไดนอยที่สุด 
จากปรากฏการณนี้สนับสนุนการอธิบายกลไกการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามตาม
รูปที่ 5.1

จากการทดลองจะพบวาเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ พีเอช
8 ใชเอนไซมเมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนไมตมกอนกรองจะเกิน 100 เปอรเซ็นต เพราะมีโปรตีน
บางสวนที่อยูภายในโมเลกุลของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ซึ่งไมสามารถวัดไดตอนเริ่มตน และเมื่อทํา
ปฏิกิริยาโดยใชเอนไซม และกวนที่ 600 รอบตอนาที จะทําใหโปรตีนสวนนี้หลุดออกมาไดในตอน
หลัง แตเมื่อเทียบกับผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่ผานการตมในตอนเริ่มตน เพื่อใหโมเลกุลของโปรตีน
ที่อยูภายในหลุดออกมากอน จะเห็นไดวาเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนไมเกินรอยเปอรเซ็นต
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รูปที่ 5.16 การกระจายตัวของอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม เปรียบเทียบกรณีเติมเอนไซม
               และไมเติมเอนไซม ที่พีเอชตางๆ

(ก) พีเอช 6.58
(ก) พีเอช 6.58

(ข) พีเอช 8

(ค) พีเอช 10
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5.3.2 การเปรียบเทียบผลของการใชเอนไซมและไมใชเอนไซมตอการแยกโปรตีน
ออก จากผงเนื้อในเมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด เมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงเวลา

จากรูปที่ 5.17 และ 5.18 จะเห็นไดวาเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วใน
ชวง 1 - 2 นาทีแรก และคงที่ในชวง 3 –15 นาที  เหตุที่เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนเพิ่มข้ึนอยางรวด
เร็วในชวงนาทีแรกเพราะ ในกรณีที่ไมมีการเติมเอนไซมและไมไดปรับพีเอชเปนการแยกโปรตีน
อิสระรวมทั้งโปรตีนที่เกาะอยูกับโพลีแซคคาไรดขนาดเล็กออกไดประมาณ 80 เปอรเซ็นต ดวยการ
กรองคัดขนาด แตเมื่อปรับพีเอชเปน 8 แลวปนกวนนานมากขึ้น จะทําใหไดเปอรเซ็นตการแยก
โปรตีนเพิ่มข้ึนมากกวากรณีไมปรับพีเอช เพราะที่พีเอช 8 จะทําใหโปรตีนในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
ละลายออกมาไดมากกวา ในกรณีที่ใชเอนไซมจะทําใหสามารถแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ด
มะขามไดเร็วขึ้น และไดเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนมากกวา ทั้งกรณีที่ไมปรับพีเอชและที่พีเอชเปน
8  แสดงใหเห็นวาเอนไซมชวยใหแยกโปรตีนไดเร็วกวาและมากกวา และพบวาการปนกวน 10
นาทีจะทําใหสามารถแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามไดอยางสมบูรณ

จะเห็นวาใชเวลาในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามนอยมาก เพราะในที่นี้
ไมไดปลอยใหเอนไซมยอยใหโปรตีนเปนกรดอะมิโนจนหมด แตเอนไซมจะเขาไปยอยโปรตีน
เฉพาะบริเวณพื้นผิวของอนุภาคโปรตีนเทานั้น ก็ทําใหอนุภาคของโปรตีน และโพลีแซคคาไรดหลุด
ออกจากกันได ดังอธิบายขางตน

การใหเวลาในการปนกวนเพิ่มข้ึนจะทําใหแยกโปรตีนออกไดมากขึ้น เพราะในผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามมีโปรตีนเกาะติดอยูในลักษณะตางๆ กันบางก็โดนอนุภาคของโพลีแซคคาไรดลอมอยู
ดังรูปที่ 5.19 บางก็เกาะติดกับผิวของโพลีแซคคาไรด บางก็อยูอยางอิสระ ซึ่งสวนที่อยูอยางอิสระ
จะสามารถกรองออกไดตั้งแตตนโดยที่ไมตองใชเอนไซม สวนโปรตีนที่เกาะติดกับผิวของโพลีแซค
คาไรดจะหลุดจากโพลีแซคคาไรดไดดวยแรงเฉือนจากการกวน และการยอยสลายชองเอนไซมซึ่ง
ใชเวลาไมมากนัก สวนโปรตีนที่โดนโมเลกุลของโพลีแซคคาไรดลอมอยูตองใหเวลาในการยอย
สลายดวยเอนไซมนานมากขึ้น ดังนั้นการเพิ่มเวลาจะทําใหโปรตีนในสวนนี้ถูกแยกออกมาได
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รูปที่ 5.17 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่เวลาตางๆ เมื่อไมปรับพีเอช

รูปที่ 5.18 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่เวลาตางๆ เมื่อ พีเอชเปน 8
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รูปที่ 5.19 ลักษณะอนุภาคของโพลีแซคคาไรดและโปรตีนในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ที่เปน
                           อุปสรรคตอการแยกโปรตีนโดยใชเอนไซม

จากการเปรียบเทียบผลของการใชเอนไซมและไมใชเอนไซมตอการแยกโปรตีนออก จาก
ผงเนื้อในเมล็ดมะขาม เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพีเอช และ เวลาทําใหสรุปไดวาการใชเอนไซมจะทํา
ใหแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามไดมากกวากรณีที่ไมใช โดยจากภาพถายดวยกลอง
จุลทรรศนดังรูปที่ 5.20 จะยืนยันใหเห็นไดวาการใชเอนไซมจะทําใหอนุภาคของโปรตีน (สีเหลือง)
ที่เกาะติดอยูกับอนภุาคของโพลีแซคคาไรด (สีดํา) หลุดออกไปไดเกือบทั้งหมด โดยพิจารณารูป
5.20 (ก) และ (ข) ซึ่งเปนรูปผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน ที่ไมไดแยกโปรตีนออก ไมผานการปน
กวนและการกรอง จะพบวามีโปรตีนบางสวนที่เกาะติดอยูกับอนุภาคของโพลีแซคคาไรด และมี
บางสวนที่เปนกอนไมเกาะติดกับโพลีแซคคาไรด ซึ่งการปนกวนและการกรองจะทําใหโปรตีนสวน
นี้ถูกแยกออกไปได แตสวนที่ติดอยูกับโพลีแซคคาไรดยังคงมีอยูไมสามารถหลุดออกไปไดทั้งหมด
ดังรูปที่ 5.20 (ค) และ (ง)  หรืออาจกลาวไดวาการกรองและการกวน จะสามารถแยกโมเลกุลของ
โปรตีน ซึ่งมีขนาดเล็กกวาโพลีแซคคาไรด และโปรตีนบางชนิดที่ละลายน้ํา ในที่นี้คืออัลบูมิน ออก
ไปได ซึ่งจากการวิเคราะหจะพบวาไดเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนประมาณ 80 – 85 เปอรเซ็นต แต
การแยกโดยวิธีนี้ จะยังคงเหลือโปรตีนที่เกาะติดอยูกับโพลีแซคคาไรด สวนในรูปที่ 5.20 (จ) และ
(ฉ) เปนกรณีที่ใชเอนไซมในการแยกโปรตีนออก จะพบวามีโปรตีนเหลืออยูนอยมาก และโปรตีนที่
ตดิอยูกับโพลีแซคคาไรดก็หลุดออกไปดวย ทําใหสามารถแยกโปรตีนออกไดเกือบถึง 100
เปอรเซ็นต
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จากภาพถายดวยกลองกลองอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) ดังรูปที่ 5.21 แสดงใหเห็น
ลักษณะพื้นผิวของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ซึ่งจะเห็นไดวาผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตนจะมีอนุภาค
ของโปรตีนเกาะอยูอยางขรุขระ และเมื่อนําไปละลายในน้ําจะทําใหโปรตีนบางสวนละลายออกไป
ได เหลือเกาะอยูกับโพลีแซคคาไรดเล็กนอย สวนกรณีที่ใชเอนไซมจะสังเกตเห็นพื้นผิวเรียบ ไมมี
โปรตีน

(ก) ผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน กําลังขยาย 100 เทา (ข) ผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน กําลังขยาย 400 เทา

(ค) ไมใชเอนไซม กําลังขยาย 100 เทา (ง) ไมใชเอนไซม  กําลังขยาย 400 เทา

(จ) ใชเอนไซม  กําลังขยาย 100 เทา (ฉ) ใชเอนไซม  กําลังขยาย 400 เทา

รูปที่ 5.20 ลักษณะอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อผานการแยกโปรตีนโดยใชเอนไซมเปรียบ
เทียบกับกรณีไมใชเอนไซม โดยถายดวยกลองจุลทรรศน

โพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรดโพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรด

โพลีแซคคาไรด

โปรตีน

โปรตีน

โปรตีน

โปรตีน
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ผงเนื้อในมะขามเริ่มตน

ผานการแยกโปรตีนโดยไมใชเอนไซม

ผานการแยกโปรตีนโดยใชเอนไซม

รูปที่ 5.21 ลักษณะอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อผานการแยกโปรตีนโดยใชเอนไซมเปรียบ
เทียบกับกรณีไมใชเอนไซม โดยถายดวยกลองอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM)
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จะเห็นไดวาเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนคอนขางสูง เมื่อเทียบกับงานวิจัยของวารี เนื่องจาก
ในงานวิจัยนี้ทําการทดลองที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ทําใหโมเลกุลของโพลีแซคคาไรดบวม
สังเกตไดจากรูปที่ 5.22 แสดงใหเห็นวาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โพลีแซคคาไรดจะมีขนาด
ใหญขึ้น ทั้งนี้เพราะที่อุณหภูมิสูงจะทําใหโมเลกุลของน้ําเขาไปแทรกในผงเนื้อในเมล็ดมะขามได
งาย ทําใหโปรตีนที่อยูภายใน และ ถูกยอยโดยเอนไซมซึ่งละลายอยูในน้ําไดงายขึ้น

รูปที่ 5.22 การกระจายตัวของขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่อุณหภูมิหอง และ
                ที่ 45 องศาเซลเซียส เมื่อไมใชเอนไซม ปนกวนที่เวลาตางๆ

5.4 การศึกษาความเร็วรอบที่เหมาะสมในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

จากการศึกษาการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามโดย ใชความเร็วรอบในการ
ปนกวนตางๆกัน พบวาการเพิ่มความเร็วรอบมีผลทําใหเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนเพิ่มข้ึนเล็กนอย 
แสดงใหเห็นวาการเพิ่มความเร็วรอบในขณะที่มีผงเนื้อในเมล็ดมะขามอยูดวย ไมมีผลทําให       
กิจกรรมของเอนไซมลดลง หรือไมทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคลองกับผล
การทดลองที่กลาวไวในตอนตน และจะเห็นไดจากรูปที่ 5.23 วาเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคา
ไรดเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมื่อความเร็วรอบการกวนเพิ่มข้ึนแตไมเกินรอยละ 40-60 และเมื่อเปรียบเทียบ
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กับวิธีของวารี (รอยละ 70) และวิธีใชไฮโดรไซโคลน (รอยละ 75) จะเห็นวาวิธีนี้สูญเสียโพลีแซคคา-
ไรดนอยกวา เนื่องจากอนุภาคยังคงมีขนาดใหญอยู และจากการวัดขนาดอนุภาคไดผลดังรูปที่ 
5.24 พบวาการเพิ่มความเร็วรอบในการกวนเปน 600 รอบตอนาที และกวนเปนเวลา 30 นาที ไม
ทําใหโมเลกุลของผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่อยูรวมกันเปนกลุมกอน ดังแสดงในรูปที่ 5.3 (ข) แตก
ออกเปนโมเลกุลที่เล็กลง

รูปที่ 5.23 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด ที่ความเร็วรอบใน
               การปนกวน 200 400 และ 600 รอบตอนาที
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รูปที่ 5.24 ขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อปนกวนที่ความเร็วรอบ 200 400 และ 600
                รอบตอนาที ใชเอนไซม ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส
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ดังนั้นความเร็วรอบในการปนกวนที่เหมาะสม 600 รอบตอนาที ที่เลือกใชความเร็วรอบนี้
เพราะ การกวนเร็วๆ จะชวยใหเกิดการผสมผสานที่ดี เพิ่มความถี่ในการชนกันของอนุภาค ทําให
เกิดปฏิกิริยาไดเร็วขึ้น และแรงเฉือนที่เกิดขึ้นจากการกวนจะเปนแรงสนับสนุนที่ใหโปรตีนหลุดจาก
โมเลกุลของโพลีแซคคาไรดไดงายขึ้น

5.5 ผลของการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผง
เนื้อในเมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซม และเติมเอนไซมลงในถังปฏิกรณจํานวนเทาๆ กันคือ 1
มิลลิลิตรตอผงเนื้อในเมล็ดมะขามเขมขน 40 กรัมตอลิตรจํานวน 100 มิลลิลิตร จึงเปรียบเสมือน
เปนการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม โดยจากการเพิ่มความเขมขนเอนไซมเปน 0.1 0.5 1 และ 5
เปอรเซ็นตโดยปริมาตรจะทําใหกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มข้ึนเปน 0.043  0.217  0.434  และ 2.17
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ จากการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมดังผลการทดลองในรูปที่ 5.25
พบวาสามารถแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามไดเพิ่มข้ึน และกรณีที่ใชเอนไซมชวง 1 -
5 เปอรเซ็นต พบวาความสามารถในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามจะคงที่ แสดง
ใหเห็นวาที่เอนไซมความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรจํานวน 1 มิลลิลิตร เพียงพอตอการยอย
โปรตีนเพื่อแยกอนุภาคโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามความเขมขน 40 กรัมตอลิตรจํานวน
100 มิลลิลิตรภายในเวลา 20 นาที การใชเอนไซมดังกลาวทําใหอนุภาคของโปรตีนหลุดออกจาก
อนุภาคของโพลีแซคคาไรด ซึ่งเมื่อกรองอนุภาคทั้งสองออกจากกันจะสามารถแยกโปรตีนออกได
เกือบ 100 เปอรเซ็นต
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รูปที่ 5.25 ผลของการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
                เมล็ดมะขาม และเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

จากรูปที่ 5.26 จะพบวาเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมจะทําใหสัดสวนของอนุภาคขนาดเล็ก
และขนาดใหญมีความแตกตางกันมากขึ้น และสวนที่เปนโพลีแซคคาไรด (อนุภาคขนาดใหญ) ลด
ลง ในขณะที่สวนที่เปนโปรตีน (อนุภาคขนาดเล็ก) มีปริมาตรมากขึ้น แสดงใหเห็นวาการเพิ่ม
ปริมาณเอนไซมทําใหสามารถแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามไดมากขึ้น ซึ่งอนุภาค
ขนาดเล็กที่เพิ่มข้ึนนั้นไมใชปริมาณเอนไซมที่เติมเขาไป เพราะเอนไซมสามารถละลายน้ําไดดี จึง
ไมสามารถวัดอนุภาคไดดวยเครื่อง particle size analyzer และไมใชโพลีแซคคาไรดที่มีขนาดเล็ก
ลงเพราะจากการวิเคราะหเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรดพบวามีปริมาณใกลเคียงกันเมื่อ
เพิ่มความเขมขนของเอนไซม คืออยูในชวง 40 – 60 เปอรเซ็นต และจากรูปที่ 5.26 แสดงการ
กระจายตัวของขนาดอนุภาคขนาดใหญมีลักษณะแคบลง ซึ่งตางจากการกระจายตัวของผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามเริ่มตน (TKP)
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รูปที่ 5.26 การกระจายตัวของขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขามหลังทําปฏิกิริยา 20 นาที
                โดยใชเอนไซมความเขมขนตางๆ กัน
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5.6 ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อ
ในเมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

จากการทดลองพบวาการเพิ่มปริมาณเอทานอลเปน  1  3 และ 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร
จะทําใหเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามลดลงดังรูปที่ 5.27 ทั้งนี้เพราะ
การเติมเอทานอล มีผลทําใหเอนไซมสูญเสียกิจกรรม เเละเอทานอลมีคาคงตัวไดอีเล็กตริคนอย
กวาน้ํา เมื่อเติมลงไปในสารแขวนลอยจะทําใหสารแขวนลอยนั้นมีคาคงตัวไดอีเลคทริคนอยลง ทํา
ใหมีแรงดึงดูดระหวางประจุบวกกับลบเพิ่มข้ึน เอนไซมซึ่งเปนโปรตีนจึงแสดงคาประจุสุทธิเขาใกล
ศูนย ทําใหจับกันเปนกอน เปนเหตุใหเอนไซมเสื่อมสภาพ สงผลใหยอยสลายโปรตีนไดนอยลง
สวนเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรดที่ปริมาณเอทานอลตางๆ นั้นมีคาเปลี่ยนแปลงไมมาก
นัก คอนขางคงที่ เนื่องจากอนุภาคโพลีแซคคาไรดเมื่ออยูในสารละลายเอทานอลจะมีความคงตัว
มากกวาอยูในน้ําอยางเดียว ดังแสดงในรูปที่ 5.28

รูปที่ 5.27 ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
               เมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลแีซคคาไรด
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รูปที่ 5.28 การกระจายตัวของขนาดอนุภาคของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ที่ผานการแยก
               โปรตีนโดยใชเอนไซมรวมกับเอทานอลที่ความเขมขนของ เอทานอลตางๆ กัน
               เทียบกับผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน
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5.7 ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกไขมันออกจากผงเนื้อ
ในเมล็ดมะขาม

ตารางที่ 5.4 ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกไขมันออกจากผงเนื้อใน
เมล็ดมะขาม

ความเขมขนของเอทานอล (%v/v) ปริมาณไขมันในผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่
ผานการแยกโปรตีน (%wt/wt)

เปอรเซ็นตการแยกไขมัน

ผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน 7.05 -
0 0.43 93.972
1 0.45 93.617
3 0.41 94.184
5 0.38 94.610

จากตารางที่ 5.4 จะพบวาการใชเอนไซมในการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
ทั้งกรณีที่ใสเอทานอล และไมใสเอทานอล มีผลทําใหไขมันถูกแยกออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม
โดยสามารถแยกไขมันออกไดถึง 93.61 – 94.61 เปอรเซ็นต จากผงมะขามเริ่มตน ที่มีไขมัน 7.05
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เหลือเพียง 0.38 – 0.45 เปอรเซ็นตเทานั้น เหลือนอยกวาการแยกโดยวิธี
ของวารีซึ่งแยกไขมันได 82 เปอรเซ็นต (จากเริ่มมีไขมัน 8.687 เปอรเซ็นต เหลือในผลิตภัณฑ 1.54
เปอรเซ็นต ) จากผลการทดลองดังกลาว ทําใหทราบวาโมเลกุลของโปรตีน และไขมัน ของผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามอยูรวมกันเปนกอน และในขณะที่โปรตีนถูกยอยสลายไป ทําใหโมเลกุลของโปรตีน
หลุดออกจากโพลีแซคคาไรด ไขมันซึ่งอยูรวมกันกับโปรตีนจึงถูกแยกออกมาดวย
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เสนกราฟมาตรฐาน

ขอมูลกราฟมาตรฐานของโปรตีน
ตาราง ก.1 ขอมูลกราฟมาตรฐานของโปรตีนในน้ํา

ความเขมขนของโปรตีน(mgm/l) คา adsorbent 1 คา adsorbent 2 คา adsorbent เฉลี่ย
0.06 0.196 0.205 0.198
0.12 0.359 0.369 0.381
0.18 0.505 0.487 0.483
0.24 0.597 0.597 0.601
0.3 0.76 0.753 0.798

รูปที่ ก.1 เสนกราฟมาตรฐานของโปรตีน

y = 2.6808x + 0.0227
R2 = 0.9983
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ขอมูลกราฟมาตรฐานของโพลีแซคคาไรดมาตรฐาน  TSP ความเขมขน 15 -75 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยมีน้ําเปนตัวทําละลาย
ตาราง ก.2 ขอมูลกราฟมาตรฐานของโพลีแซคคาไรด

ความเขมขนของโพลีแซคคาไรด
(ug/ml)

คา adsorbent 1 คา adsorbent 2 คา adsorbent 3 คา adsorbent
เฉลี่ย

15 0.185 0.201 0.164 0.183
30 0.4 0.361 0.362 0.374
45 0.556 0.514 0.534 0.535
60 0.692 0.664 0.67 0.675
75 0.901 0.871 0.871 0.881

รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของโพลีแซคคาไรดในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

y = 0.0113x + 0.0208
R2 = 0.9965
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ผลการทดลอง

1. การศึกษาผลของความเขมขน อุณหภูมิ ความเร็วรอบ และ เวลาที่มีผลตอความหนืด
ของผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ตารางที่ ข.1 ผลของความเขมขน อุณหภูมิ ความเร็วรอบ และ เวลาที่มีผลตอความหนืดของผงเนื้อ
ในเมล็ดมะขาม

ความหนืด (cp)ความเขมขนของ
ผงเนื้อในเมล็ดมะขาม (g/l)

ความเร็วรอบ
(rpm) อุณหภูมิหอง 450C 30 min 450C 60 min

200 rpm 9.28 29.75 51.33
 400 rpm 9.28 37.23 70.73

40

600 rpm 9.28 35.94 69.78
200 rpm 20.44 158.2 287.89
 400 rpm 20.44 163.85 289.54

60

600 rpm 20.44 172.22 299.26
200 rpm 49.14 622.36 1183.25
 400 rpm 49.14 699.21 1195.26

80

600 rpm 49.14 682.85 1200.25

2. การศึกษาผลของพีเอช (pH) ที่ทําใหเอนไซมมีกิจกรรมสูงที่สุด

ตารางที่ ข.2 ผลของพีเอช (pH) ที่ทําใหเอนไซมมีกิจกรรมสูงที่สุด
pH Control 1 Control 2 Control

เฉลี่ย
Abs1 Abs2 Abs3 Abs เฉล่ีย activity

(unit/ml)
5 0.225 0.234 0.230 0.691 0.727 0.692 0.703 2.369

6 0.285 0.263 0.274 0.701 0.757 0.754 0.737 2.317

7 0.276 0.26 0.268 0.847 0.829 0.834 0.837 2.843

8 0.276 0.308 0.292 0.952 0.992 0.945 0.963 3.355

9 0.282 0.281 0.282 0.953 0.95 0.971 0.958 3.383

10.5 0.282 0.264 0.273 0.84 0.849 0.904 0.864 2.957
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3. การศึกษาผลของการปนกวนที่มีตอกิจกรรมของเอนไซม

ตารางที่ ข.3 ผลของการปนกวนที่มีตอกิจกรรมของเอนไซม
ความเร็ว

รอบการกวน
control 1 control 2 control Abs1 Abs2 Abs3 Abs เฉลี่ย activity

(unit/ml)
0 -0.017 -0.014 -0.016 0.186 0.186 0.184 0.185 1.004

200 -0.016 -0.011 -0.014 0.184 0.184 0.180 0.183 0.981
400 -0.016 -0.017 -0.017 0.183 0.184 0.184 0.184 1.001
600 -0.009 -0.009 -0.009 0.185 0.184 0.184 0.184 0.967

4. การศึกษาผลของการมีสารละลายเอทานอลรวมในปฏิกิริยา ที่กระทบตอกิจกรรมของ
เอนไซม

ตารางที่ ข.4 ผลของการมีสารละลายเอทานอลรวมในปฏิกิริยา ที่กระทบตอกิจกรรมของเอนไซม

% ethanol activity(unit/ml) % การสูญเสีย activity

0 3.245
5 3.107 4.263

10 2.837 12.583

15 2.196 32.332

20 1.667 48.639

25 1.238 61.839
30 0.628 80.637

5. เปรียบเทียบผลของการใชเอนไซมและไมใชเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผง
เนื้อในเมล็ดมะขามและเปอรเซ็นการสูญเสียโพลีแซคคาไรด เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
พีเอช (ตารางที่ ข.5 – ข.6)



ตารางทีท ข.5. ผลของพีเอชตอเปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม เมื่อใชเอนไซมและไมใชเอนไซม
ความเขมขนแปงมะขาม  = 40 g/l เวลา  30 นาที ความเร็วรอบ = 600 rpm

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein %removal %removal
pH (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample) (mg/ml sample) (mg) removal (mg)

with enz 6.58 กอนกรอง 90 4 0.766 0.702 0.734 0.3052 7.6289 686.601 658.428 95.897 92.738
1%v/v  เริ่มตน filtrate 74 4 0.731 0.746 0.739 0.3071 7.6775 568.136
1 ml ชะ 1 106 10 0.232 0.218 0.225 0.0852 0.8518 90.292

8 กอนกรอง 90 4 0.706 0.707 0.707 0.2933 7.3318 659.860 662.292 100.369 97.051
filtrate 75 4 0.646 0.638 0.671 0.2779 6.9482 521.117
ชะ 1 104 10 0.337 0.347 0.342 0.1357 1.3574 141.175

10 กอนกรอง 90 4 0.705 0.763 0.734 0.3052 7.6289 686.601 559.624 81.506 78.821
filtrate 70 4 0.639 0.667 0.653 0.2701 6.7537 472.762
ชะ 1 108 10 0.214 0.214 0.214 0.0804 0.8043 86.861

No enz 6.63 กอนกรอง 90 4 0.639 0.636 0.638 0.2635 6.5863 592.765 500.702 84.469 83.102
30 min  เริ่มตน filtrate 61 4 0.563 0.563 0.563 0.2313 5.7814 352.663

ชะ 1 111 10 0.342 0.331 0.337 0.1334 1.3337 148.038
8 กอนกรอง 90 4 0.642 0.639 0.641 0.2647 6.6187 595.683 559.648 93.951 92.463

filtrate 69 4 0.605 0.605 0.605 0.2494 6.2351 430.225
ชะ 1 102 10 0.333 0.31 0.322 0.1269 1.2689 129.423

10 กอนกรอง 90 4 0.599 0.544 0.572 0.2349 5.8732 528.588 489.589 92.622 91.123
filtrate 72 4 0.578 0.583 0.581 0.2388 5.9704 429.872
ชะ 1 105 10 0.166 0.153 0.160 0.0569 0.5687 59.717

ตัวอยาง



ตารางที่ ข.6. ผลของพีเอชตอเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด เมื่อใชเอนไซมและไมใชเอนไซม
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [polysac in dilute sample] [polysac in sample] โพลีแซคคาไรด โพลีแซคคาไรด %สูญเสีย

pH  (ml) (%v/v) (ug/ml dilute sample) (ug/ml sample) (g) สูญเสีย (g) โพลีแซคคาไรด
No enz 6.58 กอนกรอง 90 0.12 0.49702 0.45702 0.47702 40.373 33644.543 3.028 1.136 37.5100         

 เริ่มตน filtrate 88 0.12 0.18 0.198 0.189 14.885 12404.130 1.092
ชะ 1 101 0.6 0.053 0.048 0.0505 2.628 438.053 0.044

8 กอนกรอง 90 0.12 0.425 0.487 0.456 38.513 32094.395 2.888 1.365 47.2622         
filtrate 87 0.12 0.213 0.218 0.2101 16.752 13960.177 1.215
ชะ 1 104 0.6 0.117 0.121 0.119 8.690 1448.378 0.151

10 กอนกรอง 90 0.12 0.492 0.462 0.477 40.372 33643.068 3.028 1.636 54.0251         
filtrate 87 0.12 0.261 0.247 0.253575 20.600 17166.298 1.493
ชะ 1 103 0.6 0.107 0.122 0.1145 8.292 1382.006 0.142

with enz 6.58 กอนกรอง 90 0.12 0.45 0.46 0.455 38.425 32020.649 2.882 1.694 58.7060         
1%v/v  เริ่มตน filtrate 73 0.12 0.308 0.312 0.31 25.593 21327.434 1.557
1 ml ชะ 1 126 0.6 0.074 0.115 0.0945 6.522 1087.021 0.137

8 กอนกรอง 90 0.12 0.455 0.463 0.459 38.779 32315.634 2.908 1.695 58.2670         
filtrate 74 0.12 0.306 0.292 0.299 24.619 20516.224 1.518
ชะ 1 106 0.6 0.134 0.134 0.134 10.018 1669.617 0.177

10 กอนกรอง 90 0.12 0.522 0.439 0.4805 40.681 33901.180 3.051 1.737 56.8990         
filtrate 70 0.12 0.314 0.321 0.318 26.301 21917.404 1.534
ชะ 1 108 0.6 0.155 0.141 0.148 11.257 1876.106 0.203
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7. เปรียบเทียบผลของการใชเอนไซมและไมใชเอนไซมตอการแยกโปรตีนออก จากผงเนื้อในเมล็ดมะขามและ
เปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงเวลา

ตารางที่ ข.7 ผลการแยกโปรตีนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงเวลา ที่พีเอช 6.58

เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนเวลา (นาที)
ไมใชเอนไซม ใชเอนไซม

3 85.491 88.511
5 78.798 96.927

10 84.195 93.321
15 80.671 91.799

ตารางที่ ข.8 ผลการแยกโปรตีนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงเวลา ที่พีเอช 8

เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนเวลา (นาที)
ไมใชเอนไซม ใชเอนไซม

0.5 78.149 84.814
1 81.313 92.444
3 83.632 92.545
5 93.064 94.829

10 94.546 99.878



ตารางทีท ข.9. เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อไมใชเอนไซม ที่พีเอช 6.58 ตามเวลา
ความเขมขนแปงมะขาม 40 g/l ความเร็วรอบ = 600 rpm ความเร็วรอบ = 600 rpm

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal)
เวลา (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample) (mg/ml sample) (mg) (g) กอนกรอง

3 กอนกรอง 120 5 0.666 0.667 0.667 0.2760 5.5197 662.362 566.258 85.491
filtrate 98 5 0.606 0.603 0.605 0.2492 4.9838 488.412
ชะ 1 104 30 0.545 0.55 0.548 0.2246 0.7485 77.846

5 กอนกรอง 120 5 0.714 0.707 0.711 0.2950 5.9000 707.999 557.889 78.798
filtrate 98 5 0.587 0.603 0.595 0.2451 4.9017 480.365
ชะ 1 102 30 0.56 0.551 0.556 0.2280 0.7600 77.525

10 กอนกรอง 120 5 0.717 0.688 0.703 0.2915 5.8308 699.702 589.113 84.195
filtrate 99 5 0.619 0.633 0.626 0.2585 5.1696 511.793
ชะ 1 103 30 0.548 0.55 0.549 0.2252 0.7507 77.320

15 กอนกรอง 120 5 0.685 0.664 0.675 0.2794 5.5888 670.660 541.030 80.671
filtrate 92 5 0.62 0.612 0.616 0.2542 5.0832 467.654
ชะ 1 105 30 0.526 0.5 0.513 0.2096 0.6988 73.376



ตารางที่ ข.10 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อใชเอนไซม ที่พีเอช 6.58 ตามเวลา
ความเขมขนแปงม40 g/l อุณหภูมิ 45 °C ความเร็วรอบ = 600 rpm

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal)
เวลา (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample)  (mg/ml sample) (mg) (g) กอนกรอง

3 กอนกรอง 120 5 0.651 0.656 0.654 0.2704 5.4073 648.879 574.330 88.511
filtrate 98 5 0.637 0.617 0.627 0.2589 5.1783 507.471
ชะ 1 103 30 0.487 0.47 0.479 0.1947 0.6491 66.859

5 กอนกรอง 120 5 0.628 0.622 0.625 0.2580 5.1610 619.318 600.286 96.927
filtrate 98 5 0.648 0.682 0.665 0.2753 5.5067 539.659
ชะ 1 103 30 0.44 0.433 0.437 0.1766 0.5886 60.628

10 กอนกรอง 120 5 0.694 0.697 0.696 0.2885 5.7703 692.441 646.196 93.321
filtrate 105 5 0.719 0.635 0.677 0.2805 5.6104 589.096
ชะ 1 102 30 0.415 0.418 0.417 0.1679 0.5598 57.100

15 กอนกรอง 120 5 0.723 0.723 0.723 0.3004 6.0080 720.965 661.838 91.799
filtrate 102 5 0.727 0.718 0.723 0.3002 6.0037 612.379
ชะ 1 102 30 0.363 0.366 0.365 0.1455 0.4849 49.459



ตารางที่ ข.11 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อไมใชเอนไซม ที่พีเอช 8 ตามเวลา
ความเขมขนแปงม40 g/l อุณหภูมิ 45 °C ความเร็วรอบ = 600 rpm

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal)
เวลา (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample)  (mg/ml sample) (mg) (g) กอนกรอง
0.5 กอนกรอง 120 5 0.782 0.761 0.772 0.3214 6.4272 771.269 602.739 78.149

filtrate 99 5 0.585 0.676 0.631 0.2604 5.2085 515.644
ชะ 1 101 30 0.623 0.63 0.627 0.2587 0.8623 87.095

1 กอนกรอง 120 5 0.766 0.744 0.755 0.3142 6.2846 754.155 613.224 81.313
filtrate 98 5 0.65 0.654 0.652 0.2697 5.3944 528.647
ชะ 1 102 30 0.608 0.599 0.604 0.2488 0.8292 84.578

3 กอนกรอง 120 5 0.744 0.679 0.712 0.2954 5.9086 709.037 592.979 83.632
filtrate 96 5 0.626 0.629 0.628 0.2591 5.1826 497.529
ชะ 1 104 30 0.658 0.672 0.665 0.2753 0.9178 95.450

5 กอนกรอง 120 5 0.654 0.677 0.666 0.2756 5.5110 661.325 615.456 93.064
filtrate 99 5 0.635 0.636 0.636 0.2626 5.2517 519.922
ชะ 1 101 30 0.683 0.686 0.685 0.2838 0.9459 95.534

10 กอนกรอง 120 5 0.699 0.654 0.677 0.2803 5.6061 672.734 636.044 94.546
filtrate 99 5 0.672 0.641 0.657 0.2717 5.4333 537.892
ชะ 1 101 30 0.695 0.71 0.703 0.2915 0.9718 98.153



ตารางที่ ข.12 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเมื่อใชเอนไซม ที่พีเอช 8 ตามเวลา
ความเขมขนแปงมะขา40 g/l อุณหภูมิ 45 °C ความเร็วรอบ = 600 rpm

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal)
เวลา (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample) (mg/ml sample) (mg) (g) กอนกรอง
0.5 กอนกรอง 120 5 0.79 0.691 0.741 0.3080 6.1593 739.116 626.871 84.814

filtrate 99 5 0.626 0.664 0.645 0.2667 5.3339 528.051
ชะ 1 107 30 0.644 0.694 0.669 0.2771 0.9235 98.820

1 กอนกรอง 120 5 0.625 0.585 0.605 0.2494 4.9881 598.574 553.348 92.444
filtrate 102 5 0.538 0.597 0.568 0.2332 4.6640 475.727
ชะ 1 104 30 0.541 0.551 0.546 0.2239 0.7464 77.621

3 กอนเติม TCA 95 5 0.817 0.867 0.842 0.3518 7.0366 668.477
กอนกรอง 120 5 0.67 0.701 0.686 0.2842 5.6839 682.069 631.223 92.545
filtrate 99 5 0.668 0.669 0.669 0.2768 5.5370 548.160
ชะ 1 100 30 0.603 0.606 0.605 0.2492 0.8306 83.063

5 กอนกรอง 120 5 0.711 0.758 0.735 0.3054 6.1074 732.893 694.997 94.829
filtrate 99 5 0.75 0.764 0.757 0.3151 6.3019 623.890
ชะ 1 105 30 0.503 0.493 0.498 0.2032 0.6772 71.107

10 กอนกรอง 120 5 0.731 0.676 0.704 0.2920 5.8395 700.739 699.886 99.878
filtrate 103 5 0.724 0.752 0.738 0.3069 6.1377 632.182
ชะ 1 105 30 0.462 0.489 0.476 0.1934 0.6448 67.704
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8. ผลของความเร็วรอบตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการ
    สูญเสียโพลีแซคคาไรด

ตารางที่ ข.13 สรุปผลของความเร็วรอบตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญ
เสียโพลีแซคคาไรด

ความเร็วรอบในการกวน % การแยกโปรตีน %การสูญเสียโพลีแซคคาไรด
200 98.03 31.02
400 99.95 37.67
600 113.83 38.78



ตารางที่ ข.14 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนและการสูญเสียโพลีแซคคาไรดเมื่อปนกวน 200 รอบตอนาที
วิเคราะหโปรตีน
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein remova (%removal)

(ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample)  (mg/ml sample) (mg) (g)
กอนเติมเอนไซม 90 3 0.654 0.644 0.649 0.2684 8.9474 805.264 807.823 98.03
กอนกรอง 90 3 0.654 0.673 0.664 0.2747 9.1563 824.063
filtrate 65 3 0.689 0.694 0.692 0.2868 9.5596 621.375
ชะ 1 102 8 0.322 0.326 0.324 0.1280 1.5996 163.156
ชะ 2 100 40 0.201 0.205 0.203 0.0757 0.1892 18.918
ชะ 3 100 100 0.116 0.096 0.106 0.0338 0.0338 3.375
ชะ 4 100 100 0.047 0.055 0.051 0.0100 0.0100 0.998

วิเคราะห โพลีแซคคาไรด
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [polysac in dilute sample] [polysac in sample] โพลิแซคคาไรด โพลิแซคคาไรด %สูญเสีย

(ml) (%v/v) (ug/ml dilute sample) (ug/ml sample) (g) สูญเสีย (g) โพลิแซคคาไรด
กอนเติมเอนไซม 90 0.1 0.643 0.487 0.565 48.1593 48159.2920 4.334 1.705 31.02
กอนกรอง 90 0.1 0.705 0.717 0.711 61.0796 61079.6460 5.497 เทียบกับกอนกรอง
filtrate 65 0.1 0.266 0.233 0.250 20.2389 20238.9381 1.316
ชะ 1 102 0.5 0.141 0.157 0.149 11.3451 2269.0265 0.231
ชะ 2 100 2 0.221 0.239 0.230 18.5133 925.6637 0.093
ชะ 3 100 5 0.233 0.258 0.246 19.8850 397.6991 0.040
ชะ 4 100 5 0.148 0.184 0.166 12.8496 256.9912 0.026



ตารางที่ ข.15 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนและการสูญเสียโพลีแซคคาไรดเมื่อปนกวน 400 รอบตอนาที
วิเคราะหโปรตีน
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein remova (%removal)

(ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample) (mg/ml sample) (mg) (g)
กอนเติมเอนไซม 90 3 0.654 0.644 0.649 0.2684 8.9474 805.264 861.256 99.95
กอนกรอง 90 3 0.691 0.694 0.693 0.2872 9.5740 861.662
filtrate 63 3 0.726 0.757 0.742 0.3084 10.2799 647.634
ชะ 1 105 8 0.359 0.365 0.362 0.1444 1.8049 189.510
ชะ 2 100 40 0.215 0.221 0.218 0.0822 0.2054 20.539
ชะ 3 100 100 0.1 0.102 0.101 0.0316 0.0316 3.159
ชะ 4 100 100 0.043 0.032 0.038 0.0041 0.0041 0.415

วิเคราะห โพลีแซคคาไรด
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [polysac in dilute sample] [polysac in sample] โพลิแซคคาไรด โพลิแซคคาไรด %สูญเสีย

(ml) (%v/v) (ug/ml dilute sample) (ug/ml sample) (g) สูญเสีย (g) โพลิแซคคาไรด
กอนเติมเอนไซม 90 0.1 0.643 0.487 0.565 48.1593 48159.2920 4.334 1.736 37.67
กอนกรอง 90 0.1 0.617 0.582 0.600 51.2124 51212.3894 4.609 เทียบกับกอนกรอง
filtrate 63 0.1 0.245 0.273 0.259 21.0796 21079.6460 1.328
ชะ 1 105 0.5 0.2 0.165 0.183 14.3097 2861.9469 0.301
ชะ 2 100 2 0.135 0.122 0.129 9.5310 476.5487 0.048
ชะ 3 100 5 0.192 0.222 0.207 16.4779 329.5575 0.033
ชะ 4 100 5 0.146 0.2 0.173 13.4690 269.3805 0.027



ตารางที่ ข.16 เปอรเซ็นตการแยกโปรตีนและการสูญเสียโพลีแซคคาไรดเมื่อปนกวน 600 รอบตอนาที
วิเคราะหโปรตีน
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal)

(ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample)  (mg/ml sample) (mg) (g)
กอนเติมเอนไซม 90 3 0.654 0.644 0.649 0.2684 8.9474 805.264 862.036 113.83
กอนกรอง 90 3 0.608 0.616 0.612 0.2524 8.4144 757.293
filtrate 58 3 0.723 0.741 0.732 0.3043 10.1430 588.297
ชะ 1 108 8 0.462 0.455 0.459 0.1861 2.3262 251.225
ชะ 2 100 40 0.213 0.215 0.214 0.0804 0.2011 20.107
ชะ 3 100 100 0.073 0.076 0.075 0.0201 0.0201 2.014
ชะ 4 100 100 0.033 0.041 0.037 0.0039 0.0039 0.393

วิเคราะห โพลีแซคคาไรด
ตัวอยาง ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [polysac in dilute sample] [polysac in sample] โพลิแซคคาไรด โพลิแซคคาไรด %สูญเสีย

 (ml) (%v/v) (ug/ml dilute sample) (ug/ml sample) (g) สูญเสีย (g) โพลิแซคคาไรด
กอนเติมเอนไซม 90 0.1 0.643 0.487 0.565 48.1593 48159.2920 4.334 1.625 38.78
กอนกรอง 90 0.1 0.543 0.551 0.547 46.5664 46566.3717 4.191 เทียบกับกอนกรอง
filtrate 58 0.1 0.226 0.21 0.218 17.4513 17451.3274 1.012
ชะ 1 108 0.5 0.253 0.334 0.294 24.1327 4826.5487 0.521
ชะ 2 100 2 0.137 0.131 0.134 10.0177 500.8850 0.050
ชะ 3 100 5 0.142 0.155 0.149 11.3009 226.0177 0.023
ชะ 4 100 5 0.126 0.131 0.129 9.5310 190.6195 0.019
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9. ผลของการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามและ
      เปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

ตารางที่ ข.17 สรุปผลของการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามและเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

% เอนไซม % Protein Removal % สูญเสียโพลีแซคคาไรด
0.1 91.722 48.876
0.5 93.419 50.548
1 100.316 47.054
5 100.623 46.801



ตารางที่ ข.18 ผลของการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ความเขมขนแปงมะขาม  = 40 g/l เวลา  30 นาที ความเร็วรอบ = 600 rpm
ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal) (%removal)

pH (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample)  (mg/ml sample) (mg) (mg) เทียบกับ เทียบกับตม
เริ่มตน 90 4 0.5 0.53 0.516 0.2107 5.2682 474.135 กอนกรอง

pH 8 กอนกรอง 90 4 0.63 0.62 0.624 0.2574 6.4350 579.152 531.212 91.722 85.887
Enz 0.10% filtrate 70 4 0.67 0.68 0.673 0.2786 6.9644 487.510

ชะ 1 101 10 0.12 0.11 0.115 0.0376 0.3764 38.018
ชะ 2 100 40 0.07 0.09 0.081 0.0227 0.0568 5.683

pH 8 กอนกรอง 90 4 0.62 0.63 0.626 0.2585 6.4620 581.583 543.309 93.419 87.843
Enz 0.50% filtrate 71 4 0.69 0.67 0.680 0.2816 7.0401 499.844

ชะ 1 102 10 0.13 0.13 0.127 0.0426 0.4261 43.464
ชะ 2 100 40 0.07 0.06 0.066 0.0162 0.0406 4.062

pH 8 กอนกรอง 90 4 0.62 0.62 0.621 0.2561 6.4026 576.235 578.055 100.316 93.461
Enz 1% filtrate 72 4 0.68 0.69 0.687 0.2846 7.1157 512.330

ชะ 1 102 10 0.19 0.17 0.177 0.0644 0.6444 65.725
ชะ 2 100 40 0.06 0.06 0.061 0.0143 0.0358 3.576

pH 8 กอนกรอง 90 4 0.63 0.62 0.626 0.2583 6.4566 581.097 584.718 100.623 94.538
Enz 5% filtrate 73 4 0.69 0.69 0.689 0.2857 7.1427 521.417

ชะ 1 102 10 0.18 0.16 0.172 0.0621 0.6206 63.301
ชะ 2 100 40 0.05 0.04 0.044 0.0067 0.0169 1.685

ตัวอยาง



ตารางที่ ข.19 ผลของการเพิ่มความเขมขนของเอนไซมตอการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [polysac in dilute sample] [polysac in sample] โพลิแซคคาไรด โพลิแซคคาไรด %สูญเสีย %สูญเสีย
pH (ml) (%v/v) (ug/ml dilute sample) (ug/ml sample) (g) สูญเสีย (g) โพลิแซคคาไรด โพลิแซคคาไรด

เริ่มตน 90 0.16 0.577 0.577 0.577 49.2212 30763.2743 2.769
pH 8 กอนกรอง 90 0.16 0.476 0.513 0.495 41.9204 26200.2212 2.358 1.153 48.87632987 44.84488679
Enz 0.10% filtrate 70 0.16 0.256 0.267 0.262 21.3009 13313.0531 0.932

ชะ 1 101 0.7 0.116 0.195 0.156 11.9204 1702.9077 0.172
ชะ 2 100 4 0.239 0.242 0.241 19.4425 486.0619 0.049

pH 8 กอนกรอง 90 0.16 0.492 0.506 0.499 42.3186 26449.1150 2.380 1.203 50.54796758 46.81922602
Enz 0.50% filtrate 71 0.16 0.278 0.29 0.284 23.2920 14557.5221 1.034

ชะ 1 102 0.7 0.105 0.094 0.100 6.9646 994.9431 0.101
ชะ 2 100 4 0.348 0.31 0.329 27.2743 681.8584 0.068

pH 8 กอนกรอง 90 0.16 0.476 0.462 0.469 39.6637 24789.8230 2.231 1.050 47.05433374 40.84909512
Enz 1% filtrate 72 0.16 0.258 0.248 0.253 20.5487 12842.9204 0.925

ชะ 1 102 0.7 0.092 0.064 0.078 5.0619 723.1353 0.074
ชะ 2 100 4 0.2 0.306 0.253 20.5487 513.7168 0.051

pH 8 กอนกรอง 90 0.16 0.475 0.47 0.473 39.9735 24983.4071 2.249 1.052 46.80144498 40.94683256
Enz 5% filtrate 73 0.16 0.243 0.238 0.241 19.4425 12151.5487 0.887

ชะ 1 102 0.7 0.074 0.077 0.076 4.8407 691.5297 0.071
ชะ 2 100 4 0.395 0.503 0.449 37.8938 947.3451 0.095

ตัวอยาง
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14. ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามและ
      เปอรเซ็นการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

ตารางที่ ข.20 สรุปผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อใน
เมล็ดมะขามและเปอรเซ็นการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

% เอทานอล % Protein Removal % สูญเสียโพลีแซคคาไรด
1 100.785 42.126
3 95.122 42.478
5 91.546 42.194



ตารางที่ ข.21 ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอการแยกโปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขาม

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [protein in dilute sample] [protein in sample] ปริมาณโปรตีน protein removal (%removal)
pH (ml) (%v/v) (mg/ml dilute sample) (mg/ml sample) (mg) (mg) เทียบกับกอนกรอง

เริ่มตน 190 4 0.666 0.72 0.693 0.2874 7.1859 1365.325
pH 8 กอนกรอง 90 4 0.628 0.623 0.626 0.2583 6.4566 581.097 586.404 100.9132456

ethanol 0.00% filtrate 73 4 0.687 0.691 0.689 0.2857 7.1427 521.417
ชะ 1 102 10 0.18 0.163 0.172 0.0621 0.6206 63.301
ชะ 2 100 40 0.049 0.038 0.044 0.0067 0.0169 1.685

pH 8 กอนกรอง 190 4 0.661 0.662 0.662 0.2738 6.8456 1300.661 1310.871 100.784988
ethanol 1.00% filtrate 163 4 0.709 0.686 0.698 0.2894 7.2345 1179.230

ชะ 1 105 10 0.323 0.313 0.318 0.1254 1.2537 131.641
ชะ 2 100 40 0.174 0.165 0.170 0.0612 0.1530 15.299

pH 8 กอนกรอง 190 4 0.734 0.695 0.715 0.2967 7.4182 1409.460 1340.702 95.12165208
ethanol 3% filtrate 163 4 0.735 0.698 0.717 0.2976 7.4398 1212.691

ชะ 1 105 10 0.325 0.295 0.310 0.1219 1.2192 128.011
ชะ 2 100 40 0.166 0.167 0.167 0.0599 0.1497 14.975

pH 8 กอนกรอง 190 4 0.75 0.778 0.764 0.3181 7.9530 1511.074 1383.325 91.5457711
ethanol 5% filtrate 163 4 0.737 0.756 0.747 0.3106 7.7639 1265.524

ชะ 1 105 10 0.293 0.282 0.288 0.1122 1.1219 117.801
ชะ 2 100 40 0.15 0.146 0.148 0.0519 0.1298 12.976

ตัวอยาง



ตารางที่ ข.22 ผลของการใชเอทานอลรวมกับเอนไซมตอเปอรเซ็นตการสูญเสียโพลีแซคคาไรด

ปริมาตร [Sample dilute] abs1 abs2 abs Av. [polysac in dilute sample] [polysac in sample] โพลิแซคคาไรด โพลิแซคคาไรด %สูญเสีย
pH  (ml) (%v/v) (ug/ml dilute sample) (ug/ml sample) (g) สูญเสีย (g) โพลิแซคคาไรด

เริ่มตน 190 0.16 0.503 0.512 0.508 43.0708 26919.2478 5.115
pH 8 กอนกรอง 90 0.16 0.475 0.47 0.473 39.9735 24983.4071 2.249 1.052 46.801

ethanol 0.00% filtrate 73 0.16 0.243 0.238 0.241 19.4425 12151.5487 0.887
ชะ 1 102 0.7 0.074 0.077 0.076 4.8407 691.5297 0.071
ชะ 2 100 4 0.395 0.503 0.449 37.8938 947.3451 0.095

pH 8 กอนกรอง 190 0.16 0.499 0.503 0.501 42.4956 26559.7345 5.046 2.126 42.126
ethanol 1.00% filtrate 163 0.16 0.221 0.243 0.232 18.6903 11681.4159 1.904

ชะ 1 105 0.7 0.146 0.148 0.147 11.1681 1595.4488 0.168
ชะ 2 100 4 0.269 0.263 0.266 21.6991 542.4779 0.054

pH 8 กอนกรอง 190 0.16 0.518 0.512 0.515 43.7345 27334.0708 5.193 2.206 42.478
ethanol 3% filtrate 163 0.16 0.236 0.231 0.234 18.8230 11764.3805 1.918

ชะ 1 105 0.7 0.176 0.165 0.171 13.2478 1892.5411 0.199
ชะ 2 100 4 0.442 0.411 0.427 35.9027 897.5664 0.090

pH 8 กอนกรอง 190 0.16 0.542 0.511 0.527 44.7522 27970.1327 5.314 2.242 42.194
ethanol 5% filtrate 163 0.16 0.253 0.222 0.238 19.1770 11985.6195 1.954

ชะ 1 105 0.7 0.166 0.172 0.169 13.1150 1873.5777 0.197
ชะ 2 100 4 0.436 0.437 0.437 36.7876 919.6903 0.092

ตัวอยาง



ภาคผนวก ค
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ตัวอยางการคํานวณ

1. คารอยละการกําจัดโปรตีน คํานวณจากความสัมพันธ

แทนคาผลการทดลองจากตารางที่ ข.5  ในภาคผนวก ข
จะได

คารอยละการแยกโปรตีน 89795=100x
686.601

90.292+568.136
= .

2. คารอยละการสูญเสียโพลีแซคคาไรด คํานวณไดจากความสัมพันธ

แทนคาผลการทดลองจากตาราง ข.6  ในภาคผนวก ข
จะได

รอยละการสูญเสียโพลีแซคคาไรด 37.510=100x
3.028

0440+0921
=

..

3. วิธีการคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส

ในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส จําเปนตองหาปริมาณเอนไซมและ
สับสเตรทที่ทําปฏิกิริยาพอดีกัน จึงไดทําการทดลองโดยนําเอนไซมเขมขนมาเจือจาง เปลี่ยนแปลง
ความเขมขนของเอนไซมในชวง 0.1 ถึง 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร แลวจึงเติมลงไปในสารละลาย
เอโซเคซีน 0.2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร

ความเขมขนของโปรตีนในฟลเตรต+การชะ
ความเขมขนของโปรตนี กอนกรอง x 100รอยละการแยกโปรตีน    =

x 100รอยละการสูญเสียโพลีแซคคาไรด   = ความเขมขนของโพลีแซคคาไรด กอนกรอง
ความเขมขนของโพลีแซคคาไรดในฟลเตรต + การชะ
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รูปที่ ค.1 กิจกรรมของเอนไซมที่ความเขมขนของเอนไซมตางๆ

พบวาที่ความเขมขนของเอนไซม 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรจะทําปฏิกิริยาพอดีกับสาร
ละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซม ดังนั้นในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมในที่นี้จะทําที่ความเขมขนของเอนไซม 5
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร

นิยามของกิจกรรมของเอนไซม  คือ คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร
เปลี่ยนไป 0.1 หนวย ในเวลา 1 นาทีคอื1 ยูนิตของโปรทีเอส

จากการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมในภาคผนวก ข
คาการดูดกลืนแสง เปลี่ยนไป 0.1 หนวย ในเวลา 1 นาที ไดกิจกรรมของโปรทีเอส 1 ยูนิต
คาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนไป 0.434 หนวย ในเวลา 20 นาที ไดกิจกรรมของโปรทีเอส 0.0217 ยูนิต
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ในการวิเคราะหดูดเอนไซมเขมขน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรมา 100 ไมโครลิตร ไดกิจ-
กรรมของโปรติเอส 0.0217 ยูนิต ถาเทียบกิจกรรมของโปรติเอสตอ 1 มิลลิลิตร (1000 ไมโครลิตร)
จะได กิจกรรมของโปรติเอส เทากับ 0.217 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งสามารถเขียน เปนการคํานวณดังนี้

เอนไซม 100 ไมโครลิตร ได กิจกรรมของเอนไซม 0.0217 ยูนิต

เอนไซม 1000 ไมโครลิตร  จะไดกิจกรรมของเอนไซม  
100

x10000.0217
=

   = 0.217 ยูนิตตอมิลลิลิตร

จากการทดลองใชเอนไซมเขมขน 5 เปอรเซ็นตมีกิจกรรม 0.217 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอนาที
ถาเอนไซมเขมขน 100 เปอรเซ็นตไมมีการเจือจางจะมีกิจกรรม 4.34 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอนาที

4. การหาเปอรเซ็นต yield

จากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน 100 กรัม จะมีโพลีแซคคาไรด 68.06 กรัม หลังจากแยก
โปรตีนออกจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามที่สภาวะที่ดีที่สุด จะทําใหสูญเสียโพลี-แซคคาไรด 58.267
เปอรเซ็นต ของโพลีแซคคาไรดในผงเนื้อในเมล็ดมะขาม ซึ่งคิดเปน

สูญเสียโพลีแซคคาไรด   = 
100

26758x0668 ..

             = 39.656  กรัม

ดังนั้นจะไดโพลีแซคคาไรดหลังจากแยกโปรตีนแลว = 68.06 – 39.65   = 28.4 กรัม

ดังนั้นจากผงเนื้อในเมล็ดมะขามเริ่มตน 100 กรัมจะไดโพลีแซคคาไรด 28.4 กรัม หรือ 28.4 %
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