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บททีÉ 1 
ความเป็นมาและความสําคญั 

 
สารยบัย ัÊงเอนไซม์ย่อยโปรตีนพบในพืชหลายชนิด ซึÉงใช้เป็นแหล่งอาหารของ

มนุษย ์และสตัว ์โดยเฉพาะเมลด็พืชตระกลูถั Éว มนัฝรัÉง และธญัพืชชนิดต่าง ๆ พบสารยบัย ัÊงเอนไซม์

ยอ่ยโปรตีนปริมาณสูง ปริมาณของสารยบัย ัÊงเอนไซมย์่อยโปรตีนในพืชแต่ละชนิดขึÊนอยู่กบัความ

หลากหลายของพนัธุ์และคุณลกัษณะทางสรีรวิทยาของพืช รวมทัÊ งระดับความเสียหายจากการ

ทาํลายของแมลง (Richardson, 1977; Benjakul et al., 2000) สารยบัย ัÊงเอนไซมย์่อยโปรตีนทีÉสาํคญั

ทีÉพบในพืชต่าง ๆ  เช่น สารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซิน สารยบัย ัÊงเอนไซม์ไคโมทริปซิน สารยบัย ัÊง

เอนไซม์ซีสเตอีนโปรติเนส สารยบัย ัÊงเอนไซมย์่อยโปรตีนสามารถสกดั ทาํบริสุทธิÍ  และศึกษา

คุณลกัษณะจากพืชและเมลด็พืชตระกูลถั Éวและธญัพืชหลายชนิด เช่น ขา้วสาลี เมล็ดขา้วโพด ขา้ว

ไรน์ (Whitaker and Sgarbieri, 1981), pigeon pea (Godbole et al., 1994), terary bean (Campos et 

al., 1997), black gram (Padhye and Salunkhe, 1991, red kidney bean (Wu and Whitaker, 1990), 

soybean (Liu and Markakis, 1991), cowpea, bambara groundnuts (Benjakul et al., 2000) และ 

ถั Éวอะซูกิ (Klomklao et al., 2010) การมีสารยบัย ัÊงเอนไซมย์อ่ยโปรตีนในเมลด็พืชตระกูลถั Éว ธญัพืช

หรือพืชชนิดต่าง ๆ มีผลกระทบทางดา้นคุณค่าทางโภชนาการสาํหรับผูบ้ริโภคทัÊ งมนุษยแ์ละสัตว ์

โดยพบว่า สารยบัย ัÊงเอนไซมย์อ่ยโปรตีน สามารถยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซมโ์ปรติเนสชนิดซีรีน

จากตบัอ่อนและลาํไสเ้ลก็ได ้(Misra et al., 1987) เป็นตน้ นอกจากนีÊ เมล็ดพืชตระกูลถั Éวและธญัพืช

ถกูนาํมาใชเ้ป็นแหล่งอาหารสตัวห์ลายชนิด การมีสารยบัย ัÊงเอนไซมย์อ่ยโปรตีนในเมล็ดพืชตระกูล

ถั Éวและธญัพืชจึงมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของสัตวอี์กดว้ย อย่างไรก็ตามสารยบัย ัÊงเอนไซม์

ย่อยโปรตีนสามารถสกดันาํมาใชป้ระโยชน์เป็นสารเติมแต่งเพืÉอปรับปรุงคุณภาพของอาหารใน

อุตสาหกรรมอาหารต่าง ๆ ได ้โดยเฉพาะควบคุมการย่อยสลายโปรตีน เช่น ในกระบวนการผลิต     

ซูริมิ สารยบัย ัÊงเอนไซมย์่อยโปรตีนถูกนาํมาใชเ้ป็นสารเติมแต่งเพืÉอควบคุมการย่อยสลายโปรตีน

ของกลา้มเนืÊอปลาเพืÉอให้ไดคุ้ณลกัษณะของเจลซูริมิทีÉมีความแข็งแรงมากขึÊ น (Benjakul et al., 

2000) 

ขา้วสงัขห์ยดเป็นขา้วพนัธุพื์ÊนเมืองชนิดหนึÉ งของจงัหวดัพทัลุง ขา้วสังข์หยดเป็น

ขา้วทีÉมีคุณค่าทางอาหาร ซึÉงเป็นขา้วทีÉมีลกัษณะแตกต่างจากขา้วพนัธุอื์Éน คือ ขา้วสารหรือขา้วกลอ้ง

มีเยืÉอหุ้มเมล็ดสีขาวปนสีแดงจาง ๆ จนถึงสีแดงเขม้ในเมล็ดเดียวกัน ข้าวสังข์หยดมีโปรตีนสูง 

วิตามินสูง โดยเฉพาะไนอาซีน ดงันัÊนขา้วสังข์หยดจึงเป็นแหล่งรายไดที้Éสาํคญัของเกษตรกรของ

ประเทศไทย อยา่งไรก็ตามจากการศึกษาวิจยัเบืÊองตน้พบว่า ขา้วสังข์หยดมีสารยบัย ัÊงเอนไซมย์่อย
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โปรตีนในปริมาณสูงโดยเฉพาะสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน ซึÉงมีผลกระทบหลกัในแง่ของคุณค่าทาง

โภชนาการโดยมีผลกระทบต่อประสิทธิภาพอตัราการยอ่ยสลายโปรตีนของผูบ้ริโภค และการมีสาร

ยบัย ัÊงในปริมาณสูงในขา้วสงัขห์ยดจึงสามารถนาํมาสกดัและใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมได ้เช่น 

การผลิตซูริมิเพืÉอเพิÉมความแข็งแรงของเจล อย่างไรก็ตามยงัไม่ขอ้มูลเกีÉยวกบัผลของสารสกดั การ

ทาํบริสุทธิÍ บางส่วน และคุณลกัษณะของสารยบัย ัÊงเอนไซมย์่อยโปรตีนในข้าวสังข์หยด ดงันัÊ น

งานวิจัยนีÊ มุ่งศึกษาถึงการสกัด การทาํบริสุทธิÍ บางส่วน และจาํแนกคุณลกัษณะของสารยบัย ัÊ ง

เอนไซมย์อ่ยโปรตีนโดยเฉพาะสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินในขา้วสังข์หยดทีÉเพาะปลูกในประเทศ

ไทยเพืÉอเป็นขอ้มูลทีÉสําคญัสาํหรับการยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินในขา้วสังข์หยดเพืÉอเพิÉมคุณค่าทาง

โภชนาการ นอกจากนีÊขอ้มลูทีÉไดส้ามารถนาํมาใชป้ระโยชน์หรือนาํไปประยกุตใ์ชก้บัอุตสาหกรรม

อาหารซึÉงจะเป็นการเพิÉมมูลค่าของขา้วสังข์หยด และผลิตภณัฑ์อาหารอืÉน ๆ ทีÉนาํสารยบัย ัÊงไปใช้

ประโยชน์ รวมทัÊงเป็นการลดการนาํเขา้สารยบัย ัÊงเอนไซมย์อ่ยโปรตีน เช่น โปรตีนหางนม และสาร

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากถั Éวเหลือง ซึÉงมีราคาสูง 
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วตัถุประสงค์ 

1. ศึกษาผลของสารสกดัและหาสภาวะทีÉเหมาะสมต่อการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน

จากขา้วสงัขห์ยด 

2. ศึกษาการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยด 

3. จาํแนกคุณลกัษณะของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ จากขา้วสงัขห์ยด 
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บททีÉ 2 
วรรณกรรมและงานวจิยัทีÉเกีÉยวข้อง 

 

1. ข้าวสังข์หยด  

ขา้วสงัขห์ยด  เป็นขา้วพืÊนเมืองชนิดหนึÉงของจงัหวดัพทัลุง ขา้วสงัขห์ยดเป็นขา้วทีÉมีคุณค่า

ทางโภชนาการสูง  ข้าวสังข์หยดเป็นข้าวทีÉไวต่อช่วงแสง ปลูกมากในพืÊนทีÉอาํเภอเมืองพทัลุง          

อาํเภอเขาชยัสน อาํเภอควนขนุน และอาํเภอป่าพะยอม จงัหวดัพทัลุง ปลกูไดเ้ฉพาะนาปี ซึÉงจะปลูก

ตน้เดือนสิงหาคม และขา้วจะออกดอกประมาณเดือนมกราคม และเก็บเกีÉยวไดใ้นเดือนกุมภาพนัธ ์

ตน้ขา้วจะมีความสูงประมาณ 140 ซม. มีการแตกกอเฉลีÉย 8 ตน้/กอ และใหผ้ลผลิตค่อนขา้งตํÉา  

 ขา้วสงัขห์ยด  มีลกัษณะเด่นแตกต่างจากขา้วพนัธุอื์Éน ๆ  คือ 

- เยืÉอหุม้เมลด็มีสีขาวปนสีแดงจาง ๆ จนถึง แดงเขม้ในเมลด็เดียวกนั 

- เมืÉอหุงสุกแลว้จะมีลกัษณะเขม้ รสชาติอร่อย ยอ่ยง่าย 

- คุณค่าทางอาหารสูง 

สาํหรับผูที้Éไม่เคยบริโภคมาก่อน  เวลาหุงควรผสมกับข้าวสารทีÉรับประทานอยู่เป็นประจาํใน

อตัราส่วน 1 : 4 หุงตามปกติ และค่อย ๆ เพิÉมขึÊนเรืÉอย ๆ  

 คุณสมบติัของเมลด็ขา้วทางกายภาพ เปลือกเมลด็มีสีฟาง ขา้วกลอ้ง ขา้วสารมีสีขาวปนแดง 

เมลด็เรียว ยาว 6.5 มิลลิเมตร กวา้ง 1.9 มิลลิเมตร เมลด็ขา้ว 100 เมลด็ หนกั 1.98 กรัม คุณภาพการสี

ดี คุณสมบติัทางเคมี มีปริมาณแอมิโลสร้อยละ 13.8 ถือว่าตํÉาทีÉสุดในบรรดาขา้วพืÊนเมือง ซึÉงมีผลทาํ

ใหคุ้ณสมบติัของขา้ว เมืÉอหุงสุกมีความอ่อนนุ่ม ค่อนขา้งเหนียว ทาํให้ย่อยง่าย เหมาะกบัผูสู้งอายุ

และผูที้Éไม่ใชแ้รงงานหนกั  

 คุณค่าทางโภชนาการ ต่อนํÊ าหนกัขา้ว 100 กรัม มีโปรตีน 6.2 กรัม เท่ากบัขา้วหอมมะลิ 

ไขมนั 3.3 กรัม แคลเซียม 65 มิลลิกรัม วิตามินบี 10.037 มิลลิกรัม วิตามินบี 20.96 มิลลิกรัม และ

ไนอะซิน 2.2 มิลลิกรัม  

 

 ข้าวกล้อง (Brown rice) คือ ขา้วเปลือกทีÉผ่านการขัดสีแค่ครัÊ งเดียวเพืÉอเอาเปลือกออก 

(แกลบ) โดยทีÉยงัมีจมกูขา้วและเยืÉอหุม้เมลด็ขา้ว (รํา) อยู ่ขา้วทีÉไดจึ้งมีสีนํÊ าตาลขุ่น จมูกขา้วและเยืÉอ

หุม้เมล็ดขา้วนีÊ เป็นส่วนทีÉอุดมดว้ยวิตามิน แร่ธาตุ และเส้นใยอาหาร จึงเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย

มากกว่าขา้วขดัขาว เมืÉอหุงจะมีกลิÉนหอมมาก แต่เนืÊอสมัผสันุ่มนวลสูข้า้วขาวไม่ได ้ฉะนัÊนสาํหรับผู ้

ทีÉไม่คุน้เคยแนะนาํใหหุ้งขา้วกลอ้งผสมกบัขา้วขาวแลว้ค่อย ๆ ลดปริมาณขา้วขาวลง           
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 ข้าวซ้อมมอื (Coarse rice) เป็นชืÉอเรียกขา้วทีÉเอาเปลือกออกโดยการตาํ ซึÉงเป็นวิธีทีÉใชใ้น

สมยัโบราณ ชาวบา้นโดยทั Éวไปจะใชว้ิธีตาํขา้วกินกนัเองจึงเรียกขา้วทีÉตาํว่า “ขา้วซอ้มมือ” เริÉ มจาก

การนาํขา้วเปลือกมาสีเอาเปลือกออก จากนัÊนนาํมาตาํเพืÉอขจดัเยืÉอหุม้เมลด็ขา้วออกไปบางส่วน แลว้

ใชก้ระดง้ฝัดแยกเปลือกและรําออกขา้วซอ้มมือหุงง่ายและเมืÉอสุกจะนุ่มกว่าขา้วกลอ้ง         

 

2. โปรตเิอส (Protease) 

 เอนไซมโ์ปรติเอส คือ เอนไซมที์Éเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายพนัธะเปปไทด ์(Simpson, 2000) 

เอนไซมโ์ปรติเอสมีบทบาทสาํคญัต่อกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ อุตสาหกรรมอาหารและ

อุตสาหกรรมอืÉน ๆ (Klomklao et al., 2006) เอนไซมโ์ปรติเอสทีÉสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ไดใ้น

อุตสาหกรรมอาหารหลายชนิด เช่น มีบทบาทในการย่อยสลายโปรตีนจากถั Éวเหลือง การทาํซีอิËว 

(รัชนี ตณัฑะพานิชกุล, 2537) นอกจากนีÊ จะใชเ้ติมลงไประหว่างการผลิตเบียร์ จะช่วยใหเ้บียร์ทนต่อ

ความเยน็ ทีÉ เรียกว่า chill proofing และจะไม่ทาํให้เกิดความขุ่นทีÉเกิดขึÊ นเนืÉองจากสารประกอบ

เชิงซอ้นระหว่างโปรตีนกบัแทนนินและเอนไซมโ์ปรติเอสยงัใช้เป็นสารช่วยทาํให้สารละลายใส 

(clarification) ไดด้ว้ย นอกจากนีÊ ในอุตสาหกรรมเนืÊอสตัวย์งัใชเ้อนไซมโ์ปรติเอสเป็นสารทาํให้เนืÊอ

นุ่ม (tenderiser) ลดความเหนียวของเนืÊอสตัวท์าํใหเ้คีÊยวไดง่้ายขึÊน (นิธิยา รัตนาปนนท,์ 2549) 

เอนไซมโ์ปรติเอส (protease) หรือ เปปติเดส (peptidase) เป็นเอนไซมย์่อยโปรตีนทีÉทาํ

หนา้ทีÉในการเร่งปฏิกิริยาการแยกสลายพนัธะเปปไทดแ์บ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ (Reed, 1988) 

 1. เอนโดเปปติเดส (Endopeptidase) เป็นเอนไซมที์Éแยกสลายพนัธะเปปไทด์ภายในโซ่

โมเลกุลโปรตีนไดเ้ป็นสารประกอบเปปไทดโ์ซ่สัÊน ๆ หรือบางครัÊ งเรียกว่า โปรตีเนส (Proteinase) 

 2. เอกโซเปปติเดส (Exopeptidase) เป็นเอนไซมที์Éสลายพนัธะเปปไทด์ดา้นปลายโซ่ของ

โมเลกุล ถา้เป็นการสลายพนัธะทางปลายดา้นหมู่อะมิโนก็จะเรียกว่า อะมิโนเปปติเดส ขณะทีÉการ

สลายพนัธะทางปลายหมู่คาร์บอกซิล จะเรียกว่า คาร์บอกซิเปปติเดส  

 

การจาํแนกชนิดของเอนไซม์โปรตเิอส 

 การจาํแนกชนิดของเอนไซมโ์ปรตีเนสกระทาํไดโ้ดยการพิจารณาจากหมู่ทีÉเร่งปฏิกิริยาใน       

active site  ของเอนไซม ์ ซึÉงสามารถจาํแนกไดเ้ป็น  4  ประเภท (Bond and Butle, 1987) 

 1. โปรตีเอสชนิดซีรีน (Serine protease, Alkaline protease)                                                        

 2. โปรตีเอสชนิดซีสเตอีน (Cysteine protease, Sulhydril protease, Thiol protease)                   

 3. โปรตีเอสชนิดแอสปาร์ติก (Aspartic protease, Acid protease)                                                 

 4. โปรตีเอสชนิดเมทลัโล (Metallo protease) 
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3. เอนไซม์ทริปซิน 

เอนไซมท์ริปซิน (EC 3.4.21.4) เป็นเอนไซมที์Éอยูใ่นกลุ่มเอนไซมโ์ปรติเนสซึÉงเป็นเอนไซม์

ทีÉมีความจาํเพาะในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของโปรตีนและเปปไทด์ทีÉหมู่คาร์บอกซิลของ

กรดอะมิโนอาร์จีนีนและไลซีน ส่วนใหญ่จะมีบทบาทในกระบวนการทางชีววิทยาซึÉงประกอบดว้ย 

กระบวนการยอ่ย การกระตุน้ของไซโมเจนของไคโมทริปซินและเอนไซมอื์Éนๆ (Kim et al., 1992; 

Kim et al., 1994)   

นอกจากนีÊ เอนไซม์ทริปซินยงัเป็นเอนไซม์ไฮโดรไลติกชนิดหนึÉ งซึÉ ง เร่งปฏิกิริยา   

ไฮโดรไลซีสของพนัธะเปปไทด์ในสภาพทีÉไม่ทาํงานเอนไซมท์ริปซินจะอยู่ในรูปทริปซิโนเจน 

(trypsinogen) โดยทีÉโครงสร้างปฐมภูมิของโบวีนทริปซิโนเจนประกอบดว้ยเปปไทด์สายเดีÉยวทีÉ

ประกอบด้วยกรดอะมิโนจาํนวน  229  ตัวซึÉ งจับกันด้วยพนัธะไดซัลไฟด์ 5 พนัธะ (ภาพทีÉ 1) 

เอนไซม์ในสภาพไม่ทํางานสามารถทําให้อยู่ในสภาพทีÉพร้อมทํางานโดยอาศัยเอนไซม ์

enterokinase  (Boyer,1971) enterokinase  เป็นสารทีÉถูกหลั Éงหรือถูกปลดปล่อยจากเซลลข์องเยืÉอ

เมือก (mucus membrane) ของลาํไส้เล็ก มีหน้าทีÉตดัเฮกซะเปปไทด์ (HZN - Val - Asp - Lsy - 

COOH) จากทริปซิโนเจน พีเอชทีÉเหมาะสมสาํหรับการเร่งกิจกรรมการทาํงานของทริปซิโนเจนอยู่

ระหว่าง 7.0 - 9.0 ทริปซินไม่คงตวัทีÉพีเอชประมาณ  2.0 – 3.0 

 

ภาพทีÉ 1 โครงสร้างปฐมภูมขิองโบวนีทริปซิโนเจน 

ทีÉมา : Boyer (1971) 
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คุณลกัษณะของเอนไซม์ทริปซิน 

 เอนไซม์ทริปซินเป็นเอนไซมช์นิด เอนโดเปปซิเดส ซึÉงมีองค์ประกอบของกรดอะมิโน 

แตกต่างกนัไปตามแหล่งทีÉพบ โดยปกติเอนไซมเ์หล่านีÊประกอบดว้ยหมู่อิมิดาโซล (imidazole) และ

แอสปาร์ติลคาร์บอกซิล (aspartyl carboxyl group) ทีÉบริเวณเร่ง (active  site) ลาํดบัของกรดอะมิโน

ใกล้กับหมู่ซีรีนและฮีสติดีนของเอนไซม์แต่ละชนิดมีลักษณะใกล้เคียงกันความจาํเพาะของ 

สบัสเตรตจะแตกต่างกนัไปตามชนิดของเอนไซม ์เอนไซมก์ลุ่มนีÊ จะเหมือนกนัจะแตกต่างกนัทีÉกลุ่ม

ทีÉจาํเพาะในการจบักบัสบัสเตรททีÉแตกต่างกนัซึÉงมีผลจาํเพาะทีÉแตกต่างกนั สาํหรับไคโมทริปซิน

และทริปซินประกอบดว้ย binding  pocket ทีÉมีลกัษณะเปิดกวา้งอนัเป็นผลมาจาก Gly-216 และ 

Gly-226 ทาํให้ side  chain ของกรดอะมิโนสามารถเขา้ไปใน binding  pocket ได ้ความแตกต่าง

ของทริปซินและไคโมทริปซิน คือ ทริปซินจะมี Asp-183 ทีÉบริเวณก้นของ pocket ส่วนไคโม       

ทริปซินประกอบดว้ย Ser-189 (ภาพทีÉ 2) (Whitaker, 1994)                             

 จุดไอโซไอออนิกของโบวีนไซโมเจน (bovine zymogen) และพอซีนไซโมเจน (porcine  

zymogen) มีค่าเท่ากบั 9.3 และ 7.5 ตามลาํดบัในขณะทีÉจุดไอโซไอออนิกของทัÊ งทริปซินและพอ     

ซีนทริปซินมีค่าเท่ากัน คือ 10.8 ทริปซิโนเจนมีความคงตัวในสภาพกรด การเร่งปฏิกิริยาของ        

ทริปซินจะเกิดขึÊนในสภาวะพีเอชเป็นกลางหรือด่างโดยทริปซินจะมีความคงตวัทีÉพีเอชประมาณ 3 

สามารถรักษากิจกรรมทีÉพีเอชนีÊและอุณหภูมิต ํÉาไดน้านเป็นสปัดาห์โดยไม่มีการเปลีÉยนแปลงและจะ

สูญเสียสภาพในสภาวะทีÉเป็นด่างสูง หรือตกตะกอนดว้ยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) 

หรือโดยยเูรียทีÉมีความเขม้ขน้สูง ๆเอนไซมเ์หล่านีÊ ถูกยบัย ัÊงไดโ้ดย diisopropylphosphorofluoridate 

ซึÉงสามารถทาํปฏิกิริยากบัหมูไ่ฮ  ดรอกซิลของซีรีนในบริเวณเร่งของเอนไซม ์(Boyer, 1971)  
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ภาพทีÉ 2 ลกัษณะและตาํแหน่งการจบัตวัระหว่างสับสเตรทและเอนไซม์แอลฟาไคโมทริปซินและ        

 อลิาสเตส                                                                                                                                              

ทีÉมา : Whitaker (1994)   

แหล่งของเอนไซม์ทริปซิน 

 เอนไซมท์ริปซินเป็นเอนไซมย์่อยโปรตีนพวกแรกทีÉสามารถแยกให้อยู่ในรูปบริสุทธิÍ จาก

ตบัอ่อนของลกูววั  นอกจากนีÊ ยงัสามารถแยกไดจ้ากสตัวที์ÉมีกระดูกสนัหลงัอืÉน ๆ เช่น คน หมู แกะ 

ไก่งวง  นอกจากนีÊ ยงัสามารถแยกไดจ้ากปลาฉลาม กุง้แม่นํÊ า กุง้ตวัไหม และจาก Streptomyces 2 

สายพนัธุ์ (Boyer, 1971) นอกจากนีÊ สามารถพบไดใ้นพืชและแบคทีเรีย โดยเฉพาะในถั Éวเหลือง 

(Kishimura et al., 2001)  

 

การยับยัÊงเอนไซม์ 

 การยบัย ัÊงเอนไซมห์รือการทาํให้ปฏิกิริยาของเอนไซมด์าํเนินไปชา้ลงหรือหยุดทาํงานมี

ความสาํคญัต่อการทีÉจะควบคุมอตัราเร็วของเมแทบอลิซึมในร่างกาย สารโมเลกุลเล็กทีÉสามารถ

ยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซมแ์บ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท (Whitaker, 1994) คือ  

 1. ตัวยับยัÊงแบบผันกลับไม่ได้ (Irreversible inhibitor) สารกลุ่มนีÊ จะจบักบัเอนไซม์

ดว้ยพนัธะโควาเลนซ์ ทาํให้เอนไซมไ์ม่สามารถเร่งปฏิกิริยาและไม่สามารถกลบัคืนสู่สภาพทีÉเร่ง

ปฏิกิริยาได ้

 2. ตัวยับยัÊงแบบผันกลับได้ (Reversible inhibitor) มีอยู่ 2 ชนิดคือ 

 2.1 ตวัยบัย ัÊงแบบแข่งขนั (Competitive inhibitor) มีโครงสร้างคลา้ยคลึงกบัสับสเตรทจึง

สามารถจบับริเวณเร่งของเอนไซมไ์ด ้เช่นเดียวกบัสับสเตรททาํให้เกิดการแข่งขนัระหว่างตวั
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ยบัย ัÊงกบัสับสเตรทในการทีÉจะจบักบัเอนไซมที์Éบริเวณเร่งเดียวกนั มีผลทาํให้ค่า Km ของ

สับสเตรทสูงกว่าทีÉเป็นจริง การเพิÉมความเขม้ขน้ของสับสเตรทสามารถลดประสิทธิภาพการ

ทาํงานของตวัยบัย ัÊงแบบแข่งขนัได ้

 2.2 ตวัยบัย ัÊงแบบไม่แข่งขนั (non-competitive inhibitor) มีโครงสร้างไม่เหมือนกบั

สับสเตรทจึงสามารถจบักบัเอนไซมไ์ดถ้ึงแมจ้ะมีสับสเตรทจบัอยู่ ทาํให้เกิดทัÊ ง EI และ ESI 

complex (I = inhibitor) ซึÉงไม่สามารถทาํปฏิกิริยาต่อไปได ้เนืÉองจากตวัยบัย ัÊงประเภทนีÊ ไม่ไดจ้บั

ทีÉบริเวณเร่งของเอนไซมจึ์งไม่มีผลต่อค่า Km ของสับสเตรท แต่จะลดอตัราความเร็วสูงสุด (Vmax) 

(Whitaker, 1994) 

 

สารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

 กิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินสามารถไดรั้บผลจากปัจจยัทางกายภาพ (อุณหภูมิและพีเอช) 

การเปลีÉยนแปลงของโครงสร้างโมเลกุล (การสูญเสียสภาพของโมเลกุล) การแปรสภาพทางเคมี  

การแทนทีÉของอนุมลูของกรดอะมิโนและการลดลงของพนัธะไดซลัไฟด ์ หรือเกิดจากการเชืÉอมต่อ

กนัอยา่งจาํเพาะกบัโมเลกุลทีÉมีมวลโมเลกุลตํÉาหรือสารยบัย ัÊงจากธรรมชาติ (Boyer, 1971) 

 โดยทั Éวไปแลว้สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉพบอยูใ่นธรรมชาติจะมีลกัษณะคลา้ยคลึงกนั

โดยความสามารถในการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน แต่จะมีความแตกต่างกนัทีÉสมบติัและองค์ประกอบ

ทางชีวเคมี สารเหล่านีÊ มีมวลโมเลกุลตํÉา (6,000-8,000 ดาลตนั) และมีโครงสร้างตติยภูมิทีÉแน่นมาก

เนืÉองจากมีพนัธะไดซลัไฟดเ์ป็นจาํนวนมาก  ดงันัÊนจึงมีความคงตวัต่อการสูญเสียสภาพหรือมีความ

คงตวัต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมย์อ่ยโปรตีน  สารยบัย ัÊงเอนไซมเ์หล่านีÊนอกจากสามารถยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินแลว้ยงัสามารถยบัย ัÊง ทรอมบิน ไคโมทริปซิน คาลลิเคอริน เป็นตน้ (Boyer, 1971)  

 สารยบัย ัÊ ง เอนไซม์ทีÉ มีมวลโมเลกุลตํÉ า เช่น p-aminebenzamidine และ benzamidine มี

ประสิทธิภาพในการยบัย ัÊ งเอนไซม์ทริปซิน โดยสารทัÊ งสองชนิดนีÊ มีลักษณะของ side-chain 

เหมือนกบัของไลซีนและอาร์จินีน นอกจากนีÊ ยงัมีสารประกอบอืÉน ๆ ทีÉมีผลต่อการยบัย ัÊง เช่น alkyl  

และ aryl quanidin, amidine และอนุพนัธุ์ของ agmatine, benzoyl และ tosylarginine, aliphatic 

aromatic  amine เป็นตน้ (Boyer, 1971) 

 

สารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากธัญพชืและพชืตระกูลถัÉว 

 สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินและไคโมทริปซินเป็นสารประกอบพวกโปรตีนทีÉพบในเมลด็ถั Éว

หลายชนิดมีคุณสมบติัเป็นตวัลดการนาํสารอาหารโปรตีนไปใชป้ระโยชน์ (Maria and Valdemiro, 

1997) 
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 สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินกระจายอยูใ่นเมล็ดพืชตระกูลถั Éวและเมล็ดธญัพืช เช่น ขา้วสาลี 

เมลด็ขา้วโพด และตน้อ่อนของขา้วไรน์  ลกัษณะสาํคญัของสารยบัย ัÊงเอนไซมใ์นกลุ่มโปรตีเอสจาก

พืชตระกลูถั Éว คือ มีมวลโมเลกุลประมาณ  8-25 กิโลดาลตนั  สามารถยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินและไค

โมทริปซินได้ในเวลาเดียวกัน ประกอบด้วย กรดแอสพาติก ซีรีนในปริมาณมาก ซีสเตอีนใน

ปริมาณปานกลาง และวาลีน ลิวซีน ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน อาร์จินีนในปริมาณตํÉา สารเหล่านีÊ

สามารถทนต่อความร้อนไดสู้งโดยไม่เสียสภาพ (Whitaker and Sgarbieri, 1981) 

ในพืชตระกลูถั Éวและธญัพืชจะมีสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินซึÉงสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม 

คือ 

Kunitz inhibitor เป็นโปรตีนทีÉมีนํÊ าหนักโมเลกุล 21,000 ดาลตนั มีความเฉพาะเจาะจงกบั

เอนไซมท์ริปซิน โดยรวมตวักนัเป็นสารประกอบเชิงซอ้นในอตัราส่วน 1:1  

Bowman-Birk inhibitor เป็นโปรตีนทีÉ มีนํÊ าหนักโมเลกุล 8,300 ดาลตัน ยบัย ัÊ งได้ทัÊ ง

เอนไซมท์ริปซินและไคโมทริปซิน โดยรวมตวักนัเป็นสารประกอบเชิงซอ้นในอตัราส่วน 1:1:1  

ในพืชตระกลูถั Éวและธญัพืชทุกชนิดมีสารยบัย ัÊงเป็น  Bowman-Birk inhibitor ส่วน Kunitz 

inhibitor มีพนัธะไดซัลไฟด์ 2 อนั ทนความร้อนไดน้้อยกว่า Bowman-Birk inhibitor เนืÉองจากมี

พนัธะไดซลัไฟด ์7 อนั (นิธิยา รัตนาปนนท,์ 2549) 

สารยบัย ัÊงชนิด Bowman-Birk สามารถพบได้ทั Éวไปในเมล็ดพืชตระกูลถั Éว เช่นใน lima 

beans garden beans และใน adzuki beans บริเวณทีÉเกิดปฏิกิริยาของสารยบัย ัÊงดังกล่าว อยู่ใน

ตาํแหน่ง homologus domain ของสายโซ่เปปไทด ์ซึÉงประกอบดว้ยกรดอะมิโนทีÉแตกต่างกนั ขึÊนอยู่

กบัชนิดของถั Éว (Norioka at el., 1982)   Boisen (1983) ไดจ้าํแนกเอนไซมย์่อยโปรตีนจากธญัพืช

ออกเป็น 6 ประเภท คือ  

1. สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก endosperm ซึÉงมีมวลโมเลกุลอยูใ่นช่วง 12,000-14,000 

2. สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก Germ (Embryo) ซึÉงมีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 14,000-

17,000 

3. สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก Germ ซึÉงมีมวลโมเลกุลประมาณ 10,000 

4. สารยบัย ัÊงเอนไซมไ์คโมทริปซิน และ microbial serine protease  

5. สารยบัย ัÊงเอนไซม ์Subtilism มีมวลโมเลกุลประมาณ 20,000 

6. สารยบัย ัÊงเอนไซม ์ endogenous protease (EPI)  

Carvalho และ Sgarbieri (1997) พบว่าสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากถั Éวมีความคงตวัต่อ

ความร้อนทีÉพีเอชเป็นกลางและเป็นกรด และไม่คงตวัในสภาวะทีÉเป็นด่างสูง เมืÉอให้ความร้อนเป็น
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เวลา 20 นาทีทีÉพีเอช 12 สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจะสูญเสียกิจกรรมอย่างสมบูรณ์ เมืÉอนึÉ งถั Éวเมล็ด

ภายใตค้วามดนัไอนํÊ าทีÉอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจะ

สูญเสียกิจกรรมไปร้อยละ 75 เมืÉอเพิÉมเวลาในการให้ความร้อนเป็น 20 นาที สูญเสียกิจกรรมไป  

ร้อยละ 80 

Cheung และคณะ (1997) กล่าวว่า องค์ประกอบของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินไม่ใช่

โปรตีน มีอยูร้่อยละ 21.2-55.8 ในถั Éวเหลืองและร้อยละ 3.37-14.2 ในถั Éวพเูทียบกบัปริมาณสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินทัÊงหมด สารกลุ่มนีÊ เช่น สารใหสี้นํÊ าตาลไฟเตท แทนนิน และเยืÉอใย ซึÉงสามารถเพิÉม

ความคงตวัต่อความร้อนใหก้บัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

Ryan (1989) รายงานว่า เมืÉอสารประกอบเชิงซอ้นของสารละลายเอนไซมท์ริปซินและตวั

ยบัย ัÊงทาํปฏิกิริยากบั β–mercaptoethanol ซึÉงเป็นสารรีดิวซ ์กิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินจะกลบัคืน

มาขึÊนทีละนอ้ยในระยะเวลา 1.5 ชั Éวโมง กิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินจะกลบัคืนมาร้อยละ 80 - 90 

ทัÊ งนีÊ เนืÉ องจากเมืÉอพันธะไดซัลไฟด์ถูกรีดิวซ์ตัวย ับย ัÊ งจะสูญเสียโครงสร้างตติยภู มิทําให้

ความสามารถในการยบัย ัÊงโมเลกุลของเอนไซมท์ริปซินหมดไป 

Whitaker และ Sgarbieri (1982) รายงานว่าการลดลงของพนัธะไดซลัไฟต์ร้อยละ 50 ใน

สารยบัย ัÊงจะมีผลใหก้ารยบัย ัÊงกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินเกิดขึÊนอยา่งสมบูรณ์ 

Yan-li และคณะ (2009) ศึกษาการทาํบริสุทธิÍ และกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน  

จากมนัฝรัÉง พบว่า อุณหภูมิมีผลต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากมนัฝรัÉงโดยพบวา่เมืÉอ

ให้ความร้อนทีÉอุณหภูมิสูง ประสิทธิภาพในการยบัย ัÊงและความเข้มข้นของสารยบัย ัÊงเอนไซม ์      

ทริปซินลดลง อยา่งไรก็ตามความคงตวัต่อความร้อนของสารยบัย ัÊงยงัคงมีกิจกรรมสูงเมืÉอทาํการบ่ม

ทีÉอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินลดลง

ประมาณร้อยละ 6 เมืÉอบ่มทีÉอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดยมีกิจกรรมของสาร

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินคงเหลือร้อยละ 87.40   

Chaudhary และคณะ (2009) ศึกษาความคงตวัต่อความร้อนของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

จากเมลด็ Putranjiva roxburghii  พบว่าสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินมีความคงตวัแตกต่างกนัในช่วง

อุณหภูมิ 20-100 องศาเซลเซียส สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินไม่มีความคงตวัต่อความร้อนทีÉอุณหภูมิ

สูงกว่า 70 องศาเซลเซียส  นอกจากนีÊ จากการศึกษาความคงตวัต่อพีเอชพบว่ากิจกรรมของสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินมีความคงตวัในช่วงพีเอชเป็นกรดสูงและด่างสูง เมืÉอทาํการบ่มทีÉพีเอช 8 กิจกรรม

คงเหลือร้อยละ 95  

Benjakul และคณะ (2000) ศึกษาการสกัดและการจําแนกคุณลกัษณะของสารยบัย ัÊ ง

เอนไซม์ทริปซินจากพืชตระกูลถั Éวของไทย ไดแ้ก่ ถั Éว cowpea (Vigna unguiculata (L.) Wasp.)      
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ถั Éวแระ (Cajanus cajan (L.) Millsp.) และถั ÉวหรัÉง (Voarbzeia subterranean (L.) Thou.) พบว่าการ

สกดัเมลด็ถั Éวต่าง ๆ ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 0.15 โมลาร์สามารถเก็บ

เกีÉยวสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินสูงกว่าการสกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดอืÉน นอกจากนีÊ เวลาในการสกดั

ยงัมีผลต่อการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน โดยเวลาทีÉเหมาะสมในการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซม ์

ทริปซินจากถั Éวแระและถั ÉวหรัÉงอยู่ทีÉ 3 ชั Éวโมง ส่วน cowpea อยู่ทีÉ 1 ชั Éวโมง เนืÉองจากสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินจากถั Éว cowpea จะเสียสภาพธรรมชาติในระหว่างการสกดัและเมืÉอใชเ้วลาในการ

สกดันานขึÊน 
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บททีÉ 3 
วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 

วสัดุ 

วตัถุดิบ    

 ขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือและขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง โดยรับซืÊอจากศูนยจ์าํหน่ายสินคา้หนึÉ งตาํบล

หนึÉ งผลิตภณัฑ์ จังหวดัพทัลุง ขนส่งมายงัสาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลยั

ทกัษิณ วิทยาเขตพทัลุง เพืÉอเป็นวตัถุดิบสาํหรับการทดลองต่อไป 

 

สารเคม ี

- สารเคมีสาํหรับใชใ้นการสกดัและตรวจสอบคุณลกัษณะของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

 

อุปกรณ์และเครืÉองมอื 

- เครืÉองหมุนเหวีÉยงยีÉหอ้ Sigma Centrifuge รุ่น 2 -16K 

- อ่างควบคุมอุณหภูมิ ยีÉหอ้ Memmert รุ่น WNB22 

- เครืÉองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยีÉหอ้ SHIMADZU รุ่น UV - 1700 

- เครืÉองโฮโมจีไนซ ์ยีÉหอ้ IAK รุ่น T18 

- Vortex mixer ยีÉหอ้ Vortex-genie 2 รุ่น G-560E 

- เครืÉองวดัพีเอช ยีÉหอ้ Sartorius รุ่น 2-16K 
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วธีิการวจิยั 

1. ศึกษาผลของการกําจัดไขมันต่อการเก็บเกีÉยวสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าว

สังข์หยด 

1.1 การเตรียมตวัอย่างข้าวสังข์หยด 

เตรียมขา้วสงัขห์ยดบดละเอียด โดยดดัแปลงตามวิธีของ Klomklao และคณะ (2006) โดยการ

นาํขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดมาบดใหล้ะเอียด โดยใชเ้ครืÉองปัÉน  

นาํขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดทีÉผา่นการบดมาทาํการกาํจดัไขมนัตามวิธีของ Banjakul และคณะ 

(2000) โดยผสมกบัเฮกเซนในอตัราส่วน 1:5 (นํÊ าหนกัต่อปริมาตร) ทาํการปัÉนผสมเป็นเวลา 10 นาที 

นาํสารละลายทีÉไดไ้ปกรองดว้ยกระดาษกรอง No. 4 โดยการกรองดว้ยปัÊ มสุญญากาศ จากนัÊนนาํขา้ว    

สงัขห์ยดทีÉเหลือบนกระดาษกรอง ชะลา้งดว้ยเฮกเซน 3 ครัÊ ง นาํขา้วสังข์หยดทีÉเหลือบนกระดาษ

กรองไปทาํแหง้โดยตัÊ งทิÊงไวที้Éอุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) จนแห้งและหมดกลิÉนฉุนของ  

เฮกเซน เก็บขา้วสงัขห์ยดทีÉผา่นการกาํจดัไขมนัทีÉอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกระทั Éงนาํไปใช ้

 

1.2 การเตรียมสารสกดัสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

สกัดสารย ับย ัÊ งเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด ดัดแปลงจากวิธีการทดลองของ 

Klomklao และคณะ (2004) โดยมีขัÊนตอนคือ นาํขา้วสังข์หยดบดละเอียดทัÊ งสองชนิดทีÉผ่านการ

กาํจดัไขมนัและทีÉไม่ผา่นการกาํจดัไขมนั เติมนํÊ ากลั Éนในอตัราส่วน 1:7 (นํÊ าหนักต่อปริมาตร) เขย่า

อยา่งเบา ๆ ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที จากนัÊนนาํไปหมุนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 10,000 รอบ

ต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที กรองส่วนใสดว้ยกระดาษกรอง Whatman 

No.1 สารสกดัส่วนใสทีÉได ้เรียกว่า ส่วนสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

นาํส่วนสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน ไปตรวจสอบกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

ปริมาณโปรตีน และความจาํเพาะเจาะจงในการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินของส่วนสกดัต่าง ๆ คดัเลือก

ตวัอยา่งทีÉใหกิ้จกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมสู์งทีÉสุดเพืÉอใชศึ้กษาต่อไป 

 1.3 การตรวจสอบกจิกรรมการยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

ตรวจสอบกิจกรรมการเป็นสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินโดยดดัแปลงจากวิธีของ Klomklao 

และคณะ (2008) โดยใช ้ BAPNA (N-Benzoyl-DL-arginene-p-nitroanilide) เป็นสารตัÊ งตน้ เติม

ส่วนสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยด 200 ไมโครลิตรผสมกบัเอนไซมจ์ากตบัอ่อน

ของหม ู(porcine pancreas) ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 200 ไมโครลิตร นาํ

ของผสมไปใหค้วามร้อนทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลซียสเป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนัÊนเติมสารละลาย
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ผสม 1,000 ไมโครลิตร ทีÉประกอบดว้ย 0.5 มิลลิโมลาร์ BAPNA ปริมาณ 800 ไมโครลิตร และนํÊ า

กลั Éน 200 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนัÊ นหยุดปฏิกิริยา โดยการเติม

สารละลายกรดอะซิติก เขม้ขน้ร้อยละ 30 (ปริมาตรต่อปริมาตร) นาํไปหมุนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 

8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินทีÉเหลืออยู่ในส่วนใส

ภายหลงัการเหวีÉยงแยกโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉระดับความยาวคลืÉน 410 นาโนเมตร 

เนืÉองจากการปลดปล่อย p-nitroaniline หนึÉงหน่วยของกิจกรรมการยบัย ัÊงมีค่าเท่ากบัจาํนวนของสาร

ยบัย ัÊงทีÉใหผ้ลต่างของค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 0.01 ต่อเวลาต่อมิลลิลิตรของสารสกดั ส่วนของ blank 

จะดาํเนินในลักษณะเดียวกัน ยกเวน้เติมสารสกัดยบัย ัÊ งเอนไซม์ทริปซินภายหลงัจากการบ่ม

เอนไซมท์ริปซินกบัสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ร้อยละ 30 (ปริมาตรต่อปริมาตร)  

 

1.4 การตรวจสอบปริมาณโปรตนี 

ตรวจสอบความเขม้ขน้ของโปรตีนโดยวิธี Lowry (Robinson and Hodgen, 1940) โดยใช ้

bovine serum albumin (BSA) เป็นสารละลายมาตราฐาน 

 

2. ศึกษาการสกัดและการเก็บเกีÉยวสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

2.1 ศึกษาผลของสารสกดัชนิดต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการสกดัและการเก็บเกีÉยวสารยับยัÊง

เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

นาํข้าวสังข์หยดทีÉผ่านการกาํจดัไขมนัของขา้วสังข์หยดทัÊ งสองชนิดมาสกดัตามวิธีของ 

Klomklao และคณะ (2008) โดยใชส้ารสกดัดงันีÊ  

- นํÊ ากลั Éน 

- สารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0 

- สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0 

ทาํการสกดัเช่นเดียวกบัขอ้ 1.2 แลว้นาํไปตรวจสอบกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

(ตามขอ้ 1.3) ปริมาณโปรตีน (ตามขอ้ 1.4) และความจาํเพาะเจาะจงในการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน

ของส่วนสกดัต่าง ๆ คดัเลือกสารสกดัทีÉให้กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซม์สูงทีÉสุดเพืÉอใช้ในการ

ทดลองขัÊนต่อไป 
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2.2 ศึกษาผลความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ต่อประสิทธิภาพการสกดัสารยบัยัÊง

เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

นาํตวัอยา่งขา้วสงัขห์ยดทีÉผา่นการกาํจดัไขมนัทัÊงสองชนิด มาผสมกบัสารละลาย Tris-HCl 

ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0 โดยมีโซเดียมคลอไรด์ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 0 0.25 0.5 0.75 

และ 1.0 โมลาร์ หลงัจากนัÊนทาํการสกดัส่วนยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินเช่นเดียวกบัขอ้ 1.2 คดัเลือกสาร

สกดัทีÉใหกิ้จกรรมของสารยบัย ัÊงของเอนไซมที์ÉสูงทีÉสุดเพืÉอใชศึ้กษาต่อไป 

 

2.3 ผลของระยะเวลาต่อประสิทธิภาพการสกดัสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

นาํตวัอยา่งขา้วสงัขห์ยดทีÉผ่านการกาํจดัไขมนัทัÊ งสองชนิด มาทาํการสกดัดว้ยสารละลาย 

Tris-HCl  ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0 โดยมีโซเดียมคลอไรด์ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 0.5  

โมลาร์ ในอตัราส่วน 1: 9 (นํÊ าหนกัต่อปริมาตร) เขย่าอย่างต่อเนืÉองทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 15 30 60 90 และ 180 นาที เมืÉอครบกาํหนดเวลานาํไปหมุนเหวีÉยงทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ดว้ยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที นาํสารละลายใสทีÉไดไ้ปกรองดว้ยกระดาษ

กรอง สารละลายทีÉไดใ้สทีÉไดน้าํไปทดสอบกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมเ์อนไซมท์ริปซิน ปริมาณ

โปรตีน และความจาํเพาะเจาะจงในการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน คดัเลือกเวลาในการสกดัทีÉให้ค่า

กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉสูงทีÉสุดเพืÉอใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 

3. ศึกษาการทําบริสุทธิÍบางส่วนของสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด  

3.1 การให้ความร้อน 

ทาํการบ่มสารสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิดทีÉอุณหภูมิ 50 60 

70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เมืÉอครบกาํหนดเวลา นาํตวัอย่างมาแช่ในอ่าง

นํÊ าแข็ง เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนัÊนทาํการหมุนเหวีÉยงทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว

รอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที นาํสารละลายใสทีÉไดไ้ปกรอง สารละลายทีÉไดน้าํไป

ทดสอบกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน ปริมาณโปรตีน และความจาํเพาะเจาะจงในการยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซิน คดัเลือกอุณหภูมิทีÉใหค้วามจาํเพาะในการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินสูงทีÉสุดเพืÉอใชใ้น

การศึกษาต่อไป 
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4. ศึกษาคุณลักษณะของสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

 4.1 ศึกษาความคงตวัต่อความร้อน 

 ตรวจความคงตวัต่อความร้อน โดยดดัแปลงวิธีของ Benjakul และคณะ (1999) โดยนาํสาร

สกดัยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วน (ขอ้ 3.1) ไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 30 40 50 60 70 

80 90 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 20 และ 30 นาที หลงัจากนัÊนทาํให้เยน็ทนัทีÉดว้ยการแช่

นํÊ าทีÉมีนํÊ าแข็งผสมอยู ่จากนัÊนทาํการตรวจสอบกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉเหลือตาม

วิธีของ Klomklao และคณะ (2008) และรายงานผลเป็น relative activity เปรียบเทียบกบักิจกรรม

เริÉมตน้ 

 

4.2 ศึกษาความคงตวัพเีอช 

ตรวจสอบค่าความคงตวัต่อพีเอช โดยนาํสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉผ่านการทาํบริสุทธิÍ

บางส่วนไปบ่มกบัสารละลายบฟัเฟอร์ทีÉพีเอช 2 3 4 5 6 7 8 9 10 และ 11 เป็นเวลา 30 นาที ทีÉ

อุณหภูมิหอ้ง โดยใชส้ารละลาย McIlvaine’s buffer (โซเดียมฟอสเฟต ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ และ

โซเดียมซิ เตรตคว ามเข้มข้น  0.1 โมลา ร์  สําหรั บพี เอช  2-8  และสา รละลาย  0.1 โมลา ร์              

glycine-NaOH สําหรับพีเอช 9-11) จากนัÊ นตรวจสอบกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินทีÉ

เหลือตามวิธีของ Klomklao และคณะ (2008) และรายงานผลเป็น relative activity  

 

4.3 ผลของโลหะต่อกจิกรรมการยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

ตรวจสอบผลของโลหะ โดยดดัแปลงวิธีของ Choi และคณะ (2002) โดยนาํส่วนสกดัสาร

ยบัย ัÊ งเอนไซม์ทริปซินทีÉผ่านการทําบริสุทธิÍ บางส่วนจากข้าวสังข์หยดมาบ่มกับสารละลาย

โพแทสเซียมคลอไรด ์โซเดียมคลอไรด ์แมกนีเซียมคลอไรด ์และแคลเซียมคลอไรด ์20 มิลลิโมลาร์ 

ในอตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ทีÉอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาทีจากนัÊนตรวจสอบกิจกรรม

ของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉเหลือตามวิธีของ Klomklao และคณะ (2008) และรายงานผลเป็น 

relative activity 

 

4.4 ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อกจิกรรมการยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

ตรวจสอบผลของโซเดียมคลอไรด ์โดยดดัแปลงวิธีของ Choi และคณะ (2002) โดยนาํส่วน

สกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนจากขา้วสังข์หยดมาบ่มกบัสารละลาย 

โซเดียมคลอไรด์ให้ไดร้ะดบัความเขม้ขน้สุดทา้ยร้อยละ 0 1 2 และ 3 (นํÊ าหนักต่อปริมาตร) ทีÉ
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อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที จากนัÊนตรวจสอบกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉเหลือตาม

วิธีของ Klomklao และคณะ (2008) และรายงานผลเป็น relative activity 

 

5. การวางแผนการทดลองและการวเิคราะห์ทางสถิต ิ

การวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) แต่ละ

สิÉงทดลองทาํการวิเคราะห์ 3 ซํÊ า วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลโดยใช ้Analysis of Variance 

(ANOVA) และวิเคราะห์ความแตกต่างโดยใช ้Duncan’s Multiple Range Test ทีÉระดบัความเชืÉอมั Éน

ร้อยละ 95 (Steel and Torrie, 1980) ดว้ยโปรแกรมสาํเร็จรูป SPSS version 11 สาํหรับการวิเคราะห์

ความแตกต่างผลของการกาํจดัไขมนัโดยใช ้T-test 
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บททีÉ 4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาผลของการกําจดัไขมันต่อกิจกรรมการยับยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด    

    กล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมือ 

       จากการศึกษาผลของการกาํจดัไขมนัต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้ว       

สงัขห์ยดกลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ พบว่า เมืÉอทาํการกาํจดัไขมนั กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซม์

จากขา้วสงัขห์ยดกลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือมีกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินเพิÉมสูงขึÊนเมืÉอ

เปรียบเทียบกับตัวอย่างข้าวสังข์หยดกลอ้งและข้าวสังข์หยดซ้อมมือทีÉไม่ผ่านการกาํจัดไขมนั

(p<0.05) (ภาพทีÉ 3) ทัÊงนีÊ ผลทีÉไดอ้าจเกิดขึÊนเนืÉองจากไขมนัในปริมาณมากอาจส่งผลกระทบต่อการ

ทาํงานของสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซิน ทาํให้ประสิทธิภาพในการยบัย ัÊงของสารยบัย ัÊงเอนไซม ์      

ทริปซินลดลงได ้เฮกเซนเป็นตวัทาํละลายทีÉมีคุณสมบติัในการแยง่จบักบันํÊ าในโมเลกุลของโปรตีน 

ซึÉงมีผลทาํใหน้ํÊ าถกูกาํจดัออกจากโมเลกุลของโปรตีนในสภาวะทีÉมีตวัทาํละลาย (Hoyle and Merritt, 

1994) ดังนัÊ นการกาํจัดนํÊ าออกจากโมเลกุลของโปรตีนในข้าวสังข์หยด อาจส่งผลให้สารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินมีความคงตวัมากขึÊนในระหว่างการสกดั 

      นอกจากนีÊ เมืÉอเปรียบเทียบกิจกรรมสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินระหว่างขา้วสังข์หยด

กลอ้งและข้าวสังข์หยดซ้อมมือพบว่า ข้าวสังข์หยดกลอ้งทีÉผ่านและไม่ผ่านการกาํจัดไขมนั มี

กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินสูงกว่าขา้งสังข์หยดซอ้มมือทีÉผ่านและไม่ผ่านการกาํจดัไขมนั 

ระดบัของกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉแตกต่างกนัอาจเกีÉยวขอ้งกบัแหล่งของสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซิน สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินส่วนใหญ่พบมากในส่วนคพัภะของขา้ว ขา้วสังข์หยด

กลอ้งเป็นขา้วทีÉมีการขดัสีเพียงครัÊ งเดียวจึงมีส่วนของคพัภะมากกว่าขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ นอกจากนีÊ

ยงัเกีÉยวขอ้งกบัการเปลีÉยนแปลงการเจริญเติบโต กระบวนการเก็บเกีÉยว การผลิต และกระบวนการ

เปลีÉยนแปลงลกัษณะทางดา้นสรีระวิทยา เช่น กระบวนการเมแทบอลิซึม ฤดูกาล อายุ พืÊนทีÉทีÉใชใ้น

การเพาะปลกู เป็นตน้ 
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ภาพทีÉ 3  ผลของการกาํจดัไขมนัต่อกจิกรรมการยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้องและ 

 ข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรทีÉต่างกนัในแต่ละแบบของแผนภูมิเปรียบเทียบขา้วสงัขห์ยดชนิดเดียวกนั 

      แสดงว่า มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 

2. ศึกษาการสกัดและการเก็บเกีÉยวสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

2.1 ศึกษาผลของสารสกดัชนิดต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการสกดัและการเกบ็เกีÉยวสารยบัยัÊง 

     เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

     จากการศึกษาผลของสารสกัดต่อประสิทธิภาพการสกดัและการเก็บเกีÉยวสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดกลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ ซึÉงทาํการสกดัดว้ยสารสกดัต่างๆ 

คือ นํÊ ากลั Éน สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7 และสารละลาย Na-

phosphate buffer ความเขม้ขน้10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7 ทีÉอุณหภูมิห้อง พบว่า สารละลาย Tris-HCl 

ความเขม้ขน้10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7 มีประสิทธิภาพการสกดัและการเก็บเกีÉยวสารยบัย ัÊงเอนไซม ์  

ทริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิดสูงกว่าการใชส้ารละลาย Na-phosphate buffer และนํÊ ากลั Éน 

ตามลาํดับ (p<0.05) (ภาพทีÉ  4) จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า Tris-HCl   มีประสิทธิภาพ

ความสามารถในการสกัดสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินสูงทีÉสุด Chaudhary และคณะ (2009)ใช้
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สารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8 ในการสกดัและวิเคราะห์กิจกรรมการ

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมล็ด Putranjiva roxburghii  นอกจากนีÊ  Kishimura และคณะ (2001) 

ศึกษาการสกดัและการจาํแนกคุณลกัษณะของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากตบัอ่อนของปลาหมึก

โดยใชส้ารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 50     มิลลิโมลาร์ พีเอช 8 ในการสกดัและศึกษากิจกรรม

การยบัย ัÊง 

ปัจจัยทีÉมีผลต่อความสามารถในการละลายและการเก็บเกีÉยวโปรตีนประกอบด้วย 

อตัราส่วนของโปรตีนกบัสารละลาย ขนาดอนุภาคทีÉผ่านการบด อุณหภูมิ ระยะเวลาในการสกัด     

พีเอช ความแรงของไอออน ประเภทและความเขม้ขน้ของสารสกดั และคุณสมบติัการรวมตวักบันํÊ า

ของโปรตีน (Sathe and Salunkhe, 1981)  
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ภาพทีÉ 4 ผลของสารสกดัชนดิต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการสกดัและการเกบ็เกีÉยวสารยบัยัÊงเอนไซม์  

ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรทีÉต่างกนัแต่ละแบบของแผนภูมิเปรียบเทียบขา้วสงัขห์ยดชนิดเดียวกนัแสดง 

     ว่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 

2.2 ศึกษาผลความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ต่อประสิทธิภาพการสกดัสารยบัยัÊง 

     เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

     ภาพทีÉ 5 แสดงผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 0  

0.25  0.5  0.75 และ 1.0 โมลาร์ต่อประสิทธิภาพการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยด

กลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ พบว่า ประสิทธิภาพการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินสูงสุดเมืÉอ

ทาํการสกดัดว้ยสารละลาย Tris-HCl ทีÉมีโซเดียมคลอไรดที์Éระดบัความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ทัÊ งในขา้ว      

สังข์หยดกล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมือ (p<0.05)  อย่างไรก็ตามเมืÉอระดับความเข้มข้นของ 

โซเดียมคลอไรด์เพิÉมสูงกว่า 0.5 โมลาร์ กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินลดลงอย่างเห็นไดช้ดั 

และทีÉระดบัความเขม้ขน้ของเกลือเดียวกนั พบว่า สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัข์หยดกลอ้ง

มีกิจกรรมการยบัย ัÊงสูงกว่าขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ การลดลงของกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน

อาจมีสาเหตุเนืÉองจากการสูญเสียสภาพของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินโดยผลของปรากฏการณ์ 
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“salting out” โดยโซเดียมคลอไรดจ์ะไปแยง่จบักบัโมเลกุลของนํÊ าทีÉลอ้มรอบโมเลกุลของเอนไซม ์

ทาํให้สารยบัย ัÊงเอนไซมเ์สียสภาพ (Klomklao et al., 2007) Benjakul และคณะ (2000) รายงานว่า

การสกัดสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินจากเมล็ดถั ÉวทัÊ ง 4 ชนิด (cowpea  pigeon pea  bambara 

groundnut var. T  bambara groundnut var. HY) ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ทีÉระดบัความ

เขม้ขน้ 0.15 โมลาร์    ทาํให้สามารถสกดัสารยบัย ัÊงทีÉมีกิจกรรมการยบัย ัÊงจาํเพาะสูงทีÉสุด (p<0.05) 

แต่เมืÉอทาํการสกดัดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.3 โมลาร์ พบว่า กิจกรรมการ

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาํเพาะมีค่าใกลเ้คียงกนัหรือตํÉากว่า ทัÊ งนีÊ การลดลงของกิจกรรมการยบัย ัÊง

จาํเพาะเกิดขึÊนเนืÉองจากการสกดัดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ระดบัความเขม้ขน้ 0.3 โมลาร์ มี

ผลใหป้ริมาณโปรตีนในสารสกดัเพิÉมสูงขึÊน (p<0.05) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Maity และ Patra 

(2003) พบว่า สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก water fern มีกิจกรรมการยบัย ัÊงจาํเพาะสูงสุดเมืÉอทาํ

การสกดัโดยใชโ้ซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 0.15 โมลาร์และสามารถสกดัหรือเก็บเกีÉยวสารยบัย ัÊงไดสู้ง

กว่าการใชโ้ซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 0.3 โมลาร์และการใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซดใ์นการสกดัเนืÉองจาก

ในสภาวะทีÉเป็นด่างและการใชส้ารสกดัทีÉมีความเขม้ขน้ของเกลือสูงทาํใหส้ามารถเก็บเกีÉยวโปรตีน

ไดม้ากกว่า 

  ดงันัÊนจากผลการทดลองสารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7 ใน

สภาวะทีÉมี NaCl ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์เป็นสารสกดัทีÉเหมาะสมทีÉจะนาํไปใชใ้นการสกดั

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดเพืÉอเพิÉมประสิทธิภาพการสกดัสูงสุด 
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ภาพทีÉ 5   ผลความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์   (NaCl)   ต่อประสิทธิภาพการสกดัสารยบัยัÊง 

  เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 
หมายเหตุ : ตวัอกัษรทีÉต่างกนัแต่ละแบบของแผนภูมิเปรียบเทียบขา้วสงัขห์ยดชนิดเดียวกนัแสดงว่า 

     มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 

2.3 ผลของระยะเวลาต่อประสิทธภิาพการสกดัสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 

      กล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

      ระยะเวลาในการสกัดสารย ับย ัÊ ง เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้องและ             

ขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ โดยใชส้ารสกดั Tris-HCl  ทีÉมีโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ มีผล

ต่อประสิทธิภาพในการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ งสองชนิด (ภาพทีÉ 6) 

ระยะเวลาแตกต่างกันมีผลต่อการสกัดแตกต่างกัน โดยประสิทธิภาพในการสกัดสารยบัย ัÊ ง

เอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดทัÊงสองชนิดสูงสุดเมืÉอทาํการสกดัทีÉระยะเวลา 45 นาที อย่างไรก็

ตามเมืÉอเพิÉมระยะเวลาในการสกดันานกว่า 45 นาที ทาํให้กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก

ขา้วสังข์หยดทัÊ งสองชนิดลดลง (p<0.05) ทัÊ งนีÊ อาจกล่าวได้ว่าระยะเวลาทีÉใช้ในการสกดัทีÉนาน

เกินไปมีผลต่อการสูญเสียสภาพทางธรรมชาติของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ ง
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       ดงันัÊนไม่เฉพาะสารสกดั แต่ระยะเวลาในการสกดัมีผลต่อการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซม ์

ทริปซินจากข้าวสังข์หยดทัÊ งสองชนิด จากผลการทดลองเวลาในการสกัด 45 นาทีเป็นเวลาทีÉ

เหมาะสมสาํหรับการเก็บเกีÉยวสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ งสองชนิด Benjakul 

และคณะ (2000) รายงานว่า เวลามีผลต่อการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมล็ดถั ÉวทัÊ ง 4 ชนิด 

(cowpea  pigeon pea  bambara groundnut var. T  bambara groundnut var. HY) โดยพบว่าการสกดั

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากถั Éว pigeon pea  และ bambara groundnut เป็นเวลา 3 ชั Éวโมงเป็น

สภาวะทีÉเหมาะสมทีÉสุดในการสกดัโดยทีÉใหกิ้จกรรมการยบัย ัÊงจาํเพาะสูงสุด อย่างไรก็ตามสาํหรับ

ถั Éว cowpea ระยะเวลาทีÉเหมาะสมในการสกดัคือ 1 ชั Éวโมง นอกจากนีÊ  Benjakul และคณะ (2000) 

รายงานว่า เมืÉอเวลาทีÉใช้ในการสกดันานขึÊ นจะมีผลทาํให้ปริมาณโปรตีนลดลงอย่างมีนัยสําคัญ 

(p<0.05) โดยมีสาเหตุมาจากการสูญเสียสภาพของโปรตีนในระหว่างการสกดั โดยเฉพาะอย่างยิ Éง

เมืÉอใชเ้วลาในการสกัดนานขึÊนและจากการศึกษาของ Maity และ Patra (2003) พบว่าทีÉเวลา 3 

ชั Éวโมงเป็นระยะเวลาทีÉเหมาะสมทีÉสุดในการเก็บเกีÉยวสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริป ซินจาก water fern  

โดยพบว่าสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินมีกิจกรรมการยบัย ัÊงเพิÉมสูงขึÊนอยา่งมีนยัสาํคญั (p<0.05) เมืÉอใช้

เวลาในการสกดัมากขึÊนถึง 3 ชั Éวโมงและจะมีกิจกรรมการยบัย ัÊงลดลงเมืÉอใชเ้วลาในการสกดัเป็น

เวลา 6 และ 12 ชั Éวโมง ตามลาํดบั  
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ภาพทีÉ 6 ผลของระยะเวลาต่อประสิทธิภาพในการสกดัสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด

กล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

 

3. ศึกษาการทําบริสุทธิÍบางส่วนของสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด  

 3.1 การให้ความร้อน 

        สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดกลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือมาให้ความ

ร้อนทีÉอุณหภูมิ 50 60 70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส พบว่า อุณหภูมิและชนิดของขา้วสงัข์หยดทีÉ

ต่างกนัมีผลต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดต่างกนั (ตารางทีÉ 1) โดยขา้ว

สังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิดมีกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินจาํเพาะสูงสุดเมืÉอให้ความร้อนทีÉ

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัÊนกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน

จาํเพาะลดลงเมืÉอให้ความร้อนอุณหภูมิสูงขึÊน อาจเป็นผลมาจากการสูญเสียสภาพของสารยบัย ัÊง

เอนไซม์ทริปซินโดยความร้อน ดังนัÊ นจากผลการทดลอง การให้ความร้อนทีÉ อุณหภูมิ 70           

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เป็นวิธีการทาํบริสุทธิÍ เพืÉอทีÉจะกาํจดัโปรตีนบางตวัทีÉไม่ตอ้งการ

อยา่งรวดเร็วสาํหรับขา้วสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิด Benjakul และคณะ (2000) พบว่า สารยบัย ัÊงเอนไซม ์ 

ทริปซินจากเมล็ดถั ÉวทัÊ ง 4 ชนิด (cowpea  pigeon pea  bambara groundnut var. T  bambara 

groundnut var. HY) มีกิจกรรมการยบัย ัÊงจาํเพาะสูงสุดเมืÉอใหค้วามร้อนทีÉอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 

และลดลงเมืÉอใหค้วามร้อนทีÉอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และจากผลการทดลองพบว่ากิจกรรมของ

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินเพิÉมขึÊนเลก็นอ้ยหลงัจากการบ่มทีÉ 60 องศาเซลเซียส เนืÉองจากความร้อน
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ทาํให้โครงสร้างเกิดการคลายตวัโดยพนัธะไดซลัไฟด์ (Godbole et al., 1994) ส่วนกิจกรรมการ

ยบัย ัÊงจาํเพาะเพิÉมขึÊนเมืÉออุณหภูมิเพิÉมขึÊนถึง 90 องศาเซลเซียสและลดลงเมืÉอให้ความร้อนทีÉอุณหภูมิ 

100 องศาเซลเซียส (Benjakul et al.,  2000) 

ตารางทีÉ 1 ผลของการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก 

   ขา้วสงัขห์ยดกลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

Sample 
Temperature 

(°C) 

Total activity ** 

(units) 

Total protein ** 

(Mg) 

Specific activity ** 

(Unit/mg protein) 

brown 

Sangyod rice 

Control 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

1041.67 + 27.58d 

1055.20 + 7.31d 

1082.29 + 36.32e 

1093.75+ 12.50e 

920.83 + 15.14c 

592.71 + 8.31b 

263.54 + 10.01a 

16.03 + 0.40f 

15.65 + 0.52f 

14.97 + 0.41e 

14.05 +  0.70d 

13.15 + 0.41c 

9.95 + 0.51b 

7.61 + 0.57a 

65.01 + 1.70bc 

72.58 + 11.08cd 

72.04 + 2.05cd 

77.59 +  3.82d 

65.87 + 9.53bc 

59.46 + 2.77b 

34.78 + 2.92a 

coarse 

Sangyod rice 

Control 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

911.46+ 9.20d 

933.33 + 10.94d 

964.58 + 6.45e 

1023.96 + 52.59f 

851.04 + 19.53c 

296.88 + 9.48b 

90.63+ 14.11a 

14.66 + 0.82f 

14.56 + 0.50ef 

13.78 + 0.41de 

13.28 + 0.82d 

12.23 + 0.84c 

7.87 +  0.86b 

5.08 + 0.21a 

62.39 + 3.42c 

66.01 + 2.36cd 

70.58+ 2.56d 

77.32 +  5.74e 

69.89 + 5.74d 

38.13 + 4.42b 

18.14 + 4.56a 

 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรทีÉต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัของขา้วสงัขห์ยดชนิดเดียวกนัแสดงว่ามีความ 

  แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
  ** ค่าเฉลีÉย + SD จากผลการทดลอง 3 ซํÊ า 
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4. ศึกษาคุณลักษณะของสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

 4.1 ศึกษาความคงตวัต่อความร้อน 

        จากการศึกษาคุณสมบติัความคงตวัต่อความร้อนของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก

ขา้วสังข์หยดกลอ้งและขา้วสังข์หยดซอ้มมือทีÉผ่านการทาํบริสุทธ์บางส่วนซึÉงทาํการตรวจสอบ

กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉอุณหภูมิต่าง ๆ (30  40  50  60  70  80  90 และ 100      

องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 10 20 และ 30 นาที พบว่า อุณหภูมิ ชนิดของขา้วสังข์หยด และเวลามีผล

ต่อความคงตวัต่อความร้อนทีÉแตกต่างกนั (ภาพทีÉ 7) กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้ว

สงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดมีคุณสมบติัความคงตวัต่อความร้อนแนวโนม้ไปในทางเดียวกนั คือกิจกรรมของ

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดมีความคงตวัต่อความร้อนเมืÉอทาํการบ่มสาร

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉอุณหภูมิไม่เกิน 70 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 10-20 นาที อย่างไรก็ตาม

กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิดจะลดลงอย่างเห็นไดช้ดัเมืÉอทาํ

การบ่มสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉอุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส ระยะเวลานานขึÊน เนืÉองจาก

เกิดการสูญเสียสภาพโดยความร้อนของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน จากการศึกษาของ Benjakul และ

คณะ (2000) พบว่า สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมลด็ถั ÉวทัÊง 4 ชนิด (cowpea pigeon pea bambara 

groundnut var. T  bambara groundnut var. HY) ทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนมีความคงตวัต่อความ

ร้อนทีÉอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที โดย pigeon pea จะมี relative activity ตํÉาทีÉสุด 

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมล็ดถั ÉวทีÉต่างกนัมีความคงตวัต่อความร้อนทีÉแตกต่างกนัอาจมีผล

เนืÉองมาจากลกัษณะทางธรรมชาติทีÉแตกต่างกัน เช่น การยึดเหนีÉยวกนัดว้ยพนัธะทีÉแตกต่างกัน 

(Cheftel et al., 1985 ) สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากถั Éวเหลืองบราซิลจะถกูทาํลายอยา่งสมบูรณ์เมืÉอ

ใหค้วามร้อนทีÉ 92 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที นอกจากนีÊ ยงัพบว่าปัจจยัทีÉมีผลในการทาํลายสาร

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินในถั Éว เช่น อุณหภูมิ ระยะเวลาในการใหค้วามร้อน ขนาดอนุภาคของถั Éว และ

ปริมาณความชืÊนของถั Éว (Vasconcelos et al., 1997) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Kumar และคณะ 

(2008) พบว่า กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมลด็ Putranjiva roxburghii  จะมีความคง

ตวัทีÉอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  ทีÉอุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียสกิจกรรมของสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินลดลงเล็กน้อยกิจกรรมเหลืออยู่ประมาณร้อยละ 85 ทีÉอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

และกิจกรรมจะลดลงตํÉากว่าร้อยละ 80 เมืÉอให้ความร้อนทีÉอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  นอกจากนีÊ  

Rawdkuen และคณะ (2009) ไดร้ายงานว่า ในการศึกษาความคงตวัต่อความร้อนของสารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินจากถั Éว 3 ชนิด (navy bean  red kidney bean และ adzuki bean) ในช่วงอุณหภูมิ  

40-100 องศาเซลเซียส พบว่าสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก red kidney bean มีความคงตวัต่อความ

ร้อนทีÉอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ส่วน navy bean  และ adzuki bean มีความคงตวัต่อความร้อนทีÉ
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อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เมืÉอใชอุ้ณหภูมิในการบ่มเพิÉมขึÊนค่า relative inhibitory activity ลดลง

อยา่งต่อเนืÉองจนถึงจุดตํÉาสุดทีÉ 100 องศาเซลเซียส Yoshizaki และคณะ (2007) พบว่า กิจกรรมของ

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมล็ด Calliiandra selloi Macbride  จะมีความคงตวัต่อความร้อนทีÉ

อุณหภูมิสูงโดยมีกิจกรรมมากกว่าร้อยละ 75 หลงัจากทาํการบ่มทีÉอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 30 นาที  อยา่งไรก็ตามทีÉอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส กิจกรรมลดลงตํÉากว่าร้อยละ 50 เนืÉองจาก

โปรตีนเกิดการสูญเสียสภาพเนืÉองจากความร้อน จากผลการทดลองสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉ

ผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนจากขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิด มีความคงตวัต่อความร้อน จึงสามารถใชใ้น

อุตสาหกรรมทีÉใหค้วามร้อนไดห้ลายประเภท เช่น กระบวนการเกิดเจลในซูริมิ 
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ภาพทีÉ 7 ผลของความคงตวัต่อความร้อนต่อกจิกรรมของสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์-

หยดกล้อง (a) และข้าวสังข์หยดซ้อมมอื (b) 
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 4.2 ศึกษาความคงตวัต่อพเีอช 

        จากการศึกษาผลของความคงตวัต่อพีเอชต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน

จากขา้วสงัขห์ยดกลอ้งและขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วน ซึÉงทาํการตรวจสอบ

กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิด ทีÉพีเอชต่าง ๆ (2  3  4  5  6  7  8  

9  10 และ 11) ทีÉอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10  20 และ 30 นาที  พบว่าพีเอช ชนิดของขา้วสงัข์หยดและ

เวลา มีผลต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน (ภาพทีÉ 8) สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้ว

สงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดมีความคงตวัต่อพีเอชในช่วงกวา้ง (pH 6-9) ทีÉระยะเวลา 10-20 นาที การลดลง

ของกิจกรรมเลก็นอ้ยพบเมืÉอทาํการบ่มสารสกดัทีÉ pH ตํÉากว่า 6 และสูงกว่า 9 และเมืÉอทาํการบ่มเป็น

เวลา 30 นาที  อยา่งไรก็ตามทีÉทุกพีเอชกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินยงัคงเหลืออยูม่ากกว่า

ร้อยละ 80 สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดมีกิจกรรมการยบัย ัÊงสูงสุดทีÉพีเอช 7 

ดงันัÊ นสารยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินมีความคงตัวในช่วงพีเอชเป็นกลาง กรด และด่าง โดยทั Éวไป

โปรตีนส่วนใหญ่มีความคงตวัทีÉพีเอชเฉพาะ แต่ทีÉพีเอชสูงหรือตํÉามากๆ จะเกิดการสูญเสียสภาพได้

หรือเกิดการคลายตวัของโครงสร้างโมเลกุลโปรตีน เนืÉองจากการผลกักนัของประจุทีÉอยู่ในโมเลกุล

ภายใน (Cheltel et al., 1996) จากการศึกษาของ Benjakul และคณะ (2000) พบว่า สารยบัย ัÊง

เอนไซมท์ริปซินจากเมลด็ถั ÉวทัÊ ง 4 ชนิด (cowpea  pigeon pea  bambara groundnut var. T  bambara 

groundnut var. HY) ทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนมีความคงตวัต่อพีเอชในช่วงกวา้ง กิจกรรมของ

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจะลดลงทีÉพีเอชตํÉา กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก bambara 

groundnut จะลดลงทีÉพีเอชเป็นด่าง  ทัÊงนีÊ ผลทีÉไดอ้าจเกิดขึÊนเนืÉองจากพีเอชทีÉสูงจนเกินไปมีผลทาํให้

โมเลกุลของโปรตีนสามารถคลายตวัซึÉงเป็นผลมาจากการผลกักนัของประจุภายในโมเลกุลส่งผลให้

โปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติไป (Damodaran, 1996)  นอกจากนีÊ  Kumar และคณะ (2008) 

รายงานว่า กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมลด็ Putranjiva roxburghii  จะมีความคงตวั

สูงในสภาวะทีÉ มีความเป็นกรดและด่างสูง สารยบัย ัÊ งเอนไซม์ทริปซินจากเมล็ด Putranjiva 

roxburghii  มีความคงตวัต่อพีเอชสูงสุดทีÉพีเอช 8 แสดงกิจกรรมสูงกว่าร้อยละ 95 เช่นเดียวกนักบั

การศึกษาของ Yoshizaki และคณะ (2007) พบว่า กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากเมล็ด 

Calliiandra selloi Macbride จะมีกิจกรรมลดลงร้อยละ 25 ทีÉพีเอชสูงทีÉสุด (pH 4)  
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ภาพทีÉ 8  ผลของความคงตวัต่อพเีอชต่อกจิกรรมของสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์- 

 หยดกล้อง (a) และข้าวสังข์หยดซ้อมมอื (b) 
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4.3 ผลของโลหะต่อกจิกรรมการยบัยัÊงของสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด     

      กล้องและข้าวสังข์ซ้อมมอื 

      จากการศึกษาผลของโลหะต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้ว

สังข์หยดกลอ้งและข้าวสังข์หยดซ้อมมือ ซึÉ งทาํการตรวจสอบกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซม ์       

ทริปซินจากข้าวทัÊ ง 2 ชนิดด้วยการบ่มกับสารละลายชนิดต่าง ๆ คือ โพแทสเซียมคลอไรด ์   

โซเดียมคลอไรด ์แมกนีเซียมคลอไรด์ และแคลเซียมคลอไรด์ทีÉระดบัความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ 

ในอตัราส่วน 1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) ทีÉอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที พบว่า กิจกรรมการยบัย ัÊงของ

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิด ลดลงเมืÉอเปรีบยเทียบกบัชุดการทดลองทีÉ

ไม่ได้บ่มด้วยสารละลายโลหะไอออน (p<0.05) โดยพบว่าการบ่มด้วยสารละลายดังกล่าวไม่

สามารถกระตุน้การทาํงานของสารยบัย ัÊงเอนไซมไ์ด ้อย่างไรก็ตามเมืÉอทาํการเปรียบเทียบกิจกรรม

การยบัย ัÊงเอนไซม์ทริปซินระหว่างสารละลายทัÊ งหมดจะเห็นได้ว่า ชุดการทดลองทีÉ บ่มด้วย 

แคลเซียมคลอไรดย์งัคงมีกิจกรรมยบัย ัÊงสูงทีÉสุด รองลงมาคือ โพแทสเซียมคลอไรด์ โซเดียมคลอ

ไรด์ และทีÉมีกิจกรรมการยบัย ัÊงต ํÉาทีÉสุด คือ แมกนีเซียมคลอไรด์ (ภาพทีÉ 9) อย่างไรก็ตามจาก

การศึกษาของ Choi และคณะ (2001) ไดท้าํการศึกษาผลของโลหะต่อกิจกรรมสารยบัย ัÊงเอนไซม ์

ทริปซินจากไข่ปลาทูน่าทอ้งแถบ โดยใช ้K+  Na+  Mg2+  และ Ca2+  พบว่า Ca2+  มีผลเพิÉมหรือ

กระตุน้กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินดีทีÉสุด (ร้อยละ100)  นอกจากนีÊ  Cherif  และ Gargouri 

(2009) ศึกษาผลของไอออนโลหะชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ Ca2+ Mg2+ ต่อกิจกรรมการทาํงานของเอนไซม ์

พบว่า Ca2+ มีผลเพิÉมหรือกระตุน้กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน และไดร้ายงานว่าการเพิÉม

กิจกรรมการยบัย ัÊงของเอนไซมท์ริปซิน อาจเกิดจากแคลเซียมไอออนมีการเชืÉอมประสานระหว่าง

เอนไซม์และตัวสารย ับย ัÊ ง เข้าด้วยกันและ Ca2+ อาจเหนีÉ ยวนําให้เอนไซม์ทริปซินเกิดการ

เปลีÉยนแปลงโครงสร้างส่งผลใหเ้กิดการจบักนัทีÉสมบูรณ์ของสารยบัย ัÊง (Cottin et al., 1981) 
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ภาพทีÉ 9  ผลของโลหะต่อกจิกรรมการยบัยัÊงของสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดกล้อง 

 และข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรทีÉต่างกนัในแต่ละแบบของแผนภูมิเปรียบเทียบขา้วสงัขห์ยดชนิดเดียวกนั 

      แสดงว่า มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 

4.4 ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อกจิกรรมการยบัยัÊงของสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าว    

     สังข์หยดกล้องและข้าวสังข์หยดซ้อมมอื 

      จากการศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงของสารยบัย ัÊงเอนไซม ์     

ทริปซินจากขา้วสังข์หยดกลอ้งและข้าวสังข์หยดซอ้มมือ ซึÉ งทาํการตรวจสอบกิจกรรมของสาร

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิดด้วยการบ่มกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ทีÉ

ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ คือ โซเดียมคลอไรดที์Éระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ 1 2 และ 3 ในอตัราส่วน 

1:1 (ปริมาตร/ปริมาตร) ทีÉอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที พบว่า กิจกรรมการยบัย ัÊงของสารยบัย ัÊง

เอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยดทัÊ ง  2 ชนิด ลดลงเล็กน้อยเมืÉอระดับความเข้มข้นของ          

โซเดียมคลอไรด์เพิÉมสูงขึÊ น(ภาพทีÉ 10) ทัÊ งนีÊ เนืÉองจากการลดลงของกิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซม ์     

ทริปซินอาจมีสาเหตุเนืÉองจากการสูญเสียสภาพของสารยบัย ัÊ งเอนไซม์ทริปซินโดยผลของ
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ปรากฎการณ์ salting out   Rawdkuen และคณะ (2009) ไดท้าํการศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อ

กิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากถั Éว 3 ชนิดคือ navy bean  red kidney bean และ adzuki 

bean พบว่า กิจกรรมการยบัย ัÊงลดลงเล็กน้อยสาํหรับ navy bean และ adzuki bean ในขณะทีÉ red 

kidney bean จะมีกิจกรรมการยบัย ัÊงต ํÉาทีÉสุดเมืÉอความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์เพิÉมขึÊน (p<0.05) 

สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากถั ÉวทัÊง 3 ชนิดมีความคงตวัทีÉระดบัความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์

ร้อยละ 3 ซึÉงเห็นไดจ้ากการมีกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินสูงกว่าร้อยละ 95 อาจเกิดขึÊน

เนืÉองจากการเชืÉอมกนัระหว่างประจุหรือการลดลงของพนัธะไฮโดรเจนในพนัธะคู่  คุณลกัษณะ

ดงักล่าวส่งผลใหก้ารยดึเหนีÉยวของสายโพลีเพปไทดล์ดลง (Horton, et al., 1992)  

       จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากิจกรรมของสารยบัย ัÊ งเอนไซม์ทริปซินจาก          

ข้าวสังข์หยดทัÊ ง 2 ชนิด มีกิจกรรมเหลืออยู่มากกว่าร้อยละ 80 เมืÉอทาํการบ่มกับสารละลาย    

โซเดียมคลอไรดที์Éระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ 3 ดงันัÊนจึงสามารถนาํสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก

ขา้วสงัขห์ยดทัÊง 2 ชนิดมาใชใ้นการยบัย ัÊงการยอ่ยสลายโปรตีนโดยเอนไซมโ์ปรติเนส โดยเฉพาะใน

อุตสาหกรรมการผลิตซูริมิเพืÉอใชเ้พิÉมความแข็งแรงของเจล 

 

 

  

ภาพทีÉ 10 ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อกจิกรรมของสารยบัยัÊงเอนไซม์ทริปซินจากข้าวสังข์หยด 
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บททีÉ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 สารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดทัÊงสองชนิดทีÉผา่นการกาํจดัไขมนัมีกิจกรรม

การยบัย ัÊงสูงสุดเมืÉอทาํการสกดัดว้ยสารละลาย Tris-HCl ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.0 

ภายใตส้ภาวะทีÉมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์เป็นเวลา 45 นาที ทัÊ งนีÊ สาร

ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินทีÉผา่นการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนมีความคงตวัต่อความร้อนและทนต่อพีเอชใน

ช่วงกวา้ง แต่กิจกรรมการยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินลดลงเมืÉอบ่มสารสกดัดว้ยสารละลายโลหะไอออน

ชนิดต่างๆและเมืÉอเพิÉมความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดียมคลอไรด ์
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ภาคผนวก ก. 

การตรวจสอบกิจกรรมของสารยับยัÊงเอนไซม์ทริปซิน 

 

สารเคม ี

1. สารละลายของเอนไซมท์ริปซินความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย  

buffer พีเอช 8.0 

2. Nα-Benzoyl-DL-arginene-p-nitroanilide (BAPNA) 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

3. กรดอะซิติกเขม้ขน้ร้อยละ 30 โดยปริมาตร 

 

วธิีการ 

1. ดูดสารละลายตวัอยา่งทีÉระดบัความเจือจางทีÉความเหมาะสมดว้ยไมโครปิเปตจาํนวน 200 

ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 

2. เติมสารละลายเอนไซมท์ริปซินความเขม้ขน้ 20 ไมโคกรัมต่อมิลลิลิตร ทีÉเจือจางใน

ระดบัทีÉเหมาะสม จาํนวน 200 ไมโครลิตร 

3. ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้vortex mixer 

4. บ่มในอ่างควบคุมทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

5. เติมสารละลายผสม BAPNA ความเขม้ขน้ 0.5 1 มิลลิโมลาร์ จาํนวน 100 ไมโครลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนับ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

6. หยดุปฏิกิริยาโดยการเติมกรดอะซิติกเขม้ขน้ร้อยละ 30 จาํนวน 900 ไมโครลิตร ผสมให้

เขา้กนั 

7. นาํไปหมุมเหวีÉยงเพืÉอแยกตะกอนทีÉความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  

8. วดัค่าดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 410 นาโนเมตร 

9. ชุดควบคุม (positive control) ใชน้ํÊ ากลัÊนจาํนวน 200 ไมโครลิตร แทนสารละลายตวัอยา่ง 

สาํหรับ blank ของชุดควบคุมกระทาํโดยการหยดุปฏิกิริยาดว้ยกรดอะซิติกความเขม้ขน้ร้อยละ 30 

ก่อนทีÉจะทาํการเติมสารละลาย BAPNA และ blank ของตวัอยา่งทาํเช่นเดียวกบั blank ของ                

ชุดควบคุมแต่ใชส้ารละลายตวัอยา่งแทนการใชน้ํÊ ากลัÊน    
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ภาคผนวก ข. 

การวเิคราะห์ปริมาณโปรตนีโดยวธีิของ Lowry 

 

วสัดุ เครืÉองมอื และอุปกรณ์ 

1. สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

2. หลอดทดลอง 

3. นาฬิกาจบัเวลา 

4. Vortex mixer 

5. ไมโครปิเปต 

6. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) เขม้ขน้ 1 mg/ml 

7. สารละลาย A : โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ร้อยละ 2 ในสารละลายโซเดียม            

ไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 

8. สารละลาย B : คอบเปอร์ซลัเฟต (Cu2.5H2O) ร้อยละ 0.5 ในสารละลายโซเดียมซิเตรท

เขม้ขน้ร้อยละ 1 

9. สารละลาย C : สารละลายโฟลินฟีนอล (Folin-Ciocalteu,s phenol reagent) เขม้ขน้ 1 

นอร์มลั(จากขวดเขม้ขน้ร้อยละ 2 ก่อนใช ้เตรียมสาร C โดยเจือจางดว้ยนํÊ ากลั Éนในอตัราส่วน 1:1 

(เตรียมก่อนใช้เท่านัÊน) 

10. สารละลาย D : นาํสารละลาย B จาํนวน 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย A จาํนวน 50 

มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช้เท่านัÊน) 

 

วธิีการทดลอง 

1. นาํสารละลายโปรตีนตวัอยา่งทีÉไดรั้บ (Unknown) 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 

2. เติมสารละลาย D จาํนวน 2 มิลิลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัตัÊงทิÊงไวที้Éอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที 

3. เติมสารละลาย C 200 ไมโครลิตร ลงในสารละลายผสมในข้อ 1 ผสมให้เข้ากันด้วย 

Vortex mixer วางทิÊงไวที้Éอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที  

4. นาํสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 750 นาโนเมตร นาํค่าการดูดกลืนแสงทีÉไดไ้ป

เปรียบเทียบดบักราฟมาตรฐาน BSA 
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การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

          1. ดูดสารละลาย BSA เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จาํนวน 0 20 40 60 100 140 และ 200 

ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํÊ ากลัÊนใหไ้ด ้200 ไมโครลิตร ดงัตารางต่อไปนีÊ  

หลอดทีÉ ปริมาตร BSA (µl) ปริมาตรนํÊ า (µl) ความเขม้ขน้ (mg/ml) 
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          2. นาํสารละลาย BSA ทีÉระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในขอ้ 1 มาหาปริมาณโปรตีนเช่นเดียวกบั

ตวัอยา่ง  

          3. วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 750 นาโนเมตร  

          4. เขียนกราฟมาตรฐาน และหาสมการแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารละลาย 

BSA กบัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 750 นาโนเมตร แทนค่าในสมการของกราฟมาตรฐาน 

BSA 
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ภาคผนวก ค. 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 1 ผลของสารสกดัชนิดต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการสกดัและการเก็บเกีÉยวสาร 

      ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 514.274 2 257.137 64.409* 

Error 59.884 15 3.992  

Total 574.157 17   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 2 ผลของสารสกดัชนิดต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการสกดัและการเก็บเกีÉยวสาร 

      ยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatmant 134.660 2 67.330 283.953* 

Error 3.557 15 .237  

Total 138.217 17   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 3 ผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดต่์อกิจกรรมของเอนไซมท์ริปซินจาก 

      ขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatmant 2167.079 4 541.770 37.634* 

Error 215.939 15 14.396  

Total 2383.018 19   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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ภาคผนวก ค. (ต่อ) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 4 ผลของความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดต่์อกิจกรรมของเนไซมท์ริปซินจาก 

      ขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 2109.856 4 527.464 375.364* 

Error 21.078 15 1.405  

Total 2130.934 19   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผวกทีÉ 5 ผลของเวลาต่อประสิทธิภาพในการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัข ์

   หยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 2041.675 5 408.335 13.476* 

Error 909.052 30 30.302  

Total 2950.727 35   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 6 ผลของเวลาต่อประสิทธิภาพในการสกดัสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้ว 

      สงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 5214.384 5 1042.877 78.328* 

Error 399.427 30 13.314  

Total 5613.811 35   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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ภาคผนวก ค. (ต่อ) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 7 ผลของความร้อนในการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซม ์

      ทริปซินจากขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

treatment 3635647.321 6 605941.220 1578.266* 

Error 13437.500 35 383.929  

Total 3649084.821 41   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 8 ผลของความร้อนในการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อปริมาณโปรตีนทัÊงหมด   

     (total protein) ของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 356.728 6 59.455 226.590* 

Error 9.184 35 .262  

Total 365.912 41   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 9 ผลของความร้อนในการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงจาํเพาะ  

      (specific activity) ของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 7295.356 6 1215.893 28.456* 

Error 1495.501 35 42.729  

Total 8790.857 41   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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ภาคผนวก ค. (ต่อ) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 10 ผลของความร้อนในการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊง 

       เอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 4959321.057 6 826553.509 1555.321* 

Error 18600.260 35 531.436  

Total 4977921.317 41   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 11 ผลของความร้อนในการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อปริมาณโปรตีนทัÊงหมด  

        (total protein) ของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 495.199 6 82.533 166.921* 

Error 17.306 35 .494  

Total 512.505 41   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 12 ผลของความร้อนในการทาํบริสุทธิÍ บางส่วนต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงจาํเพาะ  

        (specific activity) ของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจากขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 16229.920 6 2704.987 146.065* 

Error 648.168 35 18.519  

Total 16878.088 41   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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ภาคผนวก ค. (ต่อ) 

 

ตารางภาคผวกทีÉ 13 ผลของความคงตวัต่อความร้อนต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก 

     ขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 25986.745 7 3712.392 1469.326* 

Error 40.426 16 2.527  

Total 26027.170 23   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 14 ผลของความคงตวัต่อความร้อนต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซิน 

        จากขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 30707.820 7 4386.831 1514.641* 

Error 46.341 16 2.896  

Total 30754.160 23   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 15 ผลของความคงตวัต่อพีเอชต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก 

         ขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 1283.596 9 142.622 22.119* 

Error 128.958 20 6.448  

Total 1412.554 29   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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ภาคผนวก ค. (ต่อ) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 16 ผลของความคงตวัต่อพีเอชต่อกิจกรรมของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก 

         ขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 1130.106 9 125.567 71.893* 

Error 34.932 20 1.747  

Total 1165.038 29   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 17 ผลของโลหะต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก 

        ขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 1118.035 4 279.509 3077.161* 

Error .908 10 .091  

Total 1118.943 14   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 18 ผลของโลหะต่อกิจกรรมการยบัย ัÊงของสารยบัย ัÊงเอนไซมท์ริปซินจาก 

       ขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 1334.383 4 333.596 353.783* 

Error 9.429 10 .943  

Total 1343.813 14   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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ภาคผนวก ค. (ต่อ) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 19 ผลของโซเดียมคลอไรดต่์อกิจกรรมการยบัย ัÊงของสารเอนไซมท์ริปซินจาก 

      ขา้วสงัขห์ยดกลอ้ง 

SV SS df MS F 

Treatment 1220.283 3 406.761 117.048* 

Error 27.801 8 3.475  

Total 1248.084 11   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 

 

ตารางภาคผนวกทีÉ 20 ผลของโซเดียมคลอไรดต่์อกิจกรรมการยบัย ัÊงของสารเอนไซมท์ริปจาก 

       ขา้วสงัขห์ยดซอ้มมือ 

SV SS df MS F 

Treatment 1329.855 3 443.285 155.613* 

Error 22.789 8 2.849  

Total 1352.644 11   

หมายเหตุ 

 * มีความแตกต่าง ๆ กนัทางสถิติอยา่งนยัสาํคญั (p<0.05) 
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