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ปัญหาท่ีทําวจิัยและความสําคัญ 
 

โปรติเอสผงจากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 สามารถใช้ย่อยโปรตีนในนํ้ายางพารา
สดได้ อย่างไรก็ตามแม้ผลการทดลองจะพบว่าเอนไซม์ดังกล่าวสามารถลดปริมาณโปรตีนในนํ้า
ยางพาราสดได้ แต่ยังไม่มหีลักฐานแสดงให้เห็นว่าโปรติเอสชนิดน้ีสามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ซึ่งเป็น
กลุ่มโปรตีนเป้าหมายที่ภาคอุตสาหกรรมต้องการกําจัดทิ้งได้ ดังน้ันงานวิจัยครั้งน้ีจึงมุ่งเน้นศึกษา
ความสามารถของโปรติเอสผงจาก B. subtilis MR10 ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค 
two-dimensional gel electrophoresis นอกจากน้ี ผูวิ้จัยยังได้วางแผนในการศึกษาคุณสมบัติทาง
กายภาพที่สําคัญบางประการของผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าน้ีด้วย ด้วยแผนดําเนินงาน
ทั้งหมดดังกล่าวน้ี คาดว่าจะช่วยให้สรุปได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 น้ีสา 
มารถใช้เตรียมยางโปรตีนตํ่าที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้และมีคุณสมบัติเทียบเท่ากับยางทั่วไปได้หรือไม่ 

  
วัตถุประสงค์ 
 

11.เพ่ือศึกษาการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้นโดยโปรติเอส 
จาก Bacillus subtilis MR10 

2.เพ่ือทดสอบสมบัติของถุงมือยางปราศจากเช้ือสําหรับการศัลยกรรมชนิดใช้ครั้งเดียวที่เตรียม
จากยางโปรตีนตํ่าซึ่งเตรียมโดยใช้โปรติเอส จาก Bacillus subtilis MR10 ตามท่ีมาตรฐานกําหนด 
(มอก.538-2548) 

 
ผลการดําเนนิงาน 
 
 ภายหลังจากทําการผลิตเอนไซม์โปรติเอสจากเช้ือ Bacillus subtilis MR10 เพ่ือใช้ในการ
ผลิตนํ้ายางโปรตีนตํ่าสําหรับงานวิจัยครั้งน้ีแล้ว ในเบ้ืองต้นโปรติเอสดังกล่าวก็ได้ถูกนําไปทดสอบ
ความสามารถในการทํางานในสภาวะที่มีการเติมสารรักษาสภาพนํ้ายางพาราจํานวนสองชนิด ได้แก่ 
แอมโมเนีย (0-0.8%) และโซเดียมซัลไฟท์ (0-0.2%) ผลการทดลองพบว่าเอนไซม์โปรติเอสยังคงทํางาน
ได้ดีในสภาวะท่ีมีการเติมโซเดียมซัลไฟท ์ แต่ในสภาวะที่เติมแอมโมเนียในปริมาณสูงน้ัน กลับทําให้โป
รติเอสทํางานได้น้อยลง โดยประสิทธิภาพลดลงเหลือเพียง 20% เมื่อเติมแอมโมเนียให้มีความเข้มขน้
เป็น 0.8% ดังน้ันจึงควรใช้โซเดียมซลัไฟท์เป็นสารรักษาสภาพน้ํายางพาราสดก่อนนํามาบ่มร่วมกับ
เอนไซม์โปรติเอส ในขณะเดียวกันผลการทดลองก็แสดงให้เห็นอีกว่าเอนไซม์โปรติเอสไม่ทําใหนํ้้า
ยางพาราสดเสียสภาพเมื่อวัดออกมาในรูปของค่า Mechanical stability time (MST)   
 ในการวิเคราะห์การหลงเหลอืของโปรตีนในนํ้ายางพาราโปรตีนตํ่า ผู้วิจัยได้ทําการสกัดโปรตีน
ทั้งหมดออกมาจากแผ่นฟิล์มยางที่เตรียมขึ้นโดยใช้เทคนิคที่ดัดแปลงและพัฒนาขึ้นใหม่ ได้แก่ การแช่
ฟิล์มยางในไนโตรเจนเหลว บดเพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของยางและสกัดด้วย HEPES buffer ซึ่งก็พบว่า
สามารถสกัดโปรตีนออกมาได้มากกว่าการใช้สารละลาย PBS buffer ถึง 4-5 เท่า สารละลายโปรตีน
ดังกล่าวก็ได้ถูกนําไปวิเคราะห์การมีอยู่ของโปรตีนด้วยวิธี 2D gel electrophoresis ต่อไป ซึ่งผลการ
ทดสอบก็พบว่าโปรตีนในนํ้ายางพาราสดได้หายไปจนไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคน้ีภาย 
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หลังการบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอส ดังน้ันจึงมั่นใจได้ว่านํ้ายางพาราโปรตีนตํ่าที่ผลิตด้วยโปรติเอสชนิด
น้ีมีความปลอดภัยต่อผู้ใช้งาน  
 ต่อมาได้มีการทดลองบ่มนํ้ายางข้นร่วมกับเอนไซม์โปรติเอส จากน้ันนํามาใช้เป็นวัตถุดิบในการ
ขึ้นรูปเป็นถุงมือยางพารา เปรียบเทียบกับถุงมือยางพาราที่ผลิตขึ้นด้วยสูตรอ่ืนๆ ได้แก่ ถุงมือจากสตูร
พ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) สูตรเติมเอนไซม์โปรติเอสทางการค้า (PROTEX7L) และสตูรเติมสาร SDS 
แล้วนําไปวิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพบางประการซึ่งพบว่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยทัง้ก่อนและหลัง
บ่มเร่งของถุงมือจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอสของงานวิจัยน้ีมีค่าตํ่าสุดอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเทียบกับถุงมือสูตรอ่ืนๆ ในขณะที่ค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยก่อนบ่มเร่งของถุงมือทุกสูตร
มีความแตกต่างกันแต่ไม่มีนัยสําคัญ (p>0.05) แต่ภายหลังการบ่มเร่งแล้วค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยมีคา่
สูงกว่าสูตรพ้ืนฐานและสูตรทีผ่ลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าที่บ่มร่วมกับโปรติเอสทางการค้า (p<0.05) 
อย่างไรก็ตาม ผลการวิเคราะห์ข้อมูลก็ยังได้พบข้อมูลที่น่าสนใจอีกหน่ึงประการคือ ภายหลังการบ่มเร่ง
แล้วค่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยของถุงมือจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอส MR10 มีค่าเพ่ิมสูงขึ้นใน
ขณะที่สูตรพ้ืนฐานและสูตรทีผ่ลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าที่บ่มร่วมกับโปรติเอสทางการค้ากลับมีค่าที่
ลดลง ค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยก็เช่นเดียวกัน ที่ถุงมือสูตรนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากงานวิจัยน้ีเป็นเพียงสูตร
เดียวที่มีค่าที่แทบจะไม่เปลี่ยนแปลง ทัง้น้ีกระบวนการพัฒนาคุณภาพถุงมือยางที่ใช้เอนไซม์โปรติเอ
สจาก B. subtilis MR10 ร่วมในกระบวนผลิตจึงยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป 
 
สรุปผลการวิจัย 
 
 ผลการวิจัยครั้งน้ีรวมถึงผลงานวิจัยที่ผ่านมา (RDG5650082) สามารถสรุปได้ว่าเอนไซม์โปรติ
เอสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 มีความสามารถในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber 
elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic 
protein (Hev b5) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ ในขณะท่ีโปรตีนชนิดอ่ืนๆ น้ันก็พบว่า
สามารถถูกกําจัดได้เช่นเดียวกันเมื่อทําการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis ดังน้ันจึง
มั่นใจได้ว่านํ้ายางพาราโปรตีนตํ่าที่ผลิตด้วยโปรติเอสชนิดน้ีมีความปลอดภัยต่อผู้ใช้งานอีกทั้งไม่ทําให้
นํ้ายางพาราเสียสภาพ แต่ถุงมือยางทางการแพทย์ที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่ายังมีคุณสมบัติบาง
ประการที่ตํ่ากว่ามาตรฐานถุงมือปราศจากเช้ือสําหรับการศัลยกรรมชนิดใช้ครั้งเดียว (มอก. 538-
2548) ซึ่งต้องมีพัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ์ต่อไป   
 
ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพิ่มเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสูภ่าคปฏบิัติจริง 
 
 ควรมีการวิจัยเพ่ือพัฒนาสูตรถุงมือยางที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มี
คุณภาพเป็นไปตามมาตรฐานต่อไป 
 
 
 
 



4 

ผลงานวิชาการท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้น 
 
 บทความวิชาการระดับนานาชาติ “Proteome analysis of deproteinized rubber 
produced by bacterial protease and some mechanical properties” และสิทธิบัตร 
“กระบวนการผลิตนํ้ายางพาราปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ   
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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์การหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ในนํ้ายางพาราสดที่
บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 โดยใช้เทคนิค 2D gel 
electrophoresis และเพ่ือศึกษาคุณสมบัติบางประการของถุงมือยางทางการแพทย์ที่ผลิตจากนํ้า
ยางพาราโปรตีนตํ่า ได้แก่ ความหนา แรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ย และความยืดเมื่อขาดเฉลี่ย ผลการวิจัย
พบว่าเอนไซม์โปรติเอสชนิดน้ีสามารถกําจัดโปรตีนในนํ้ายางพาราสดได้ อีกทั้งไม่ทําให้ค่าความเสถียร
ของน้ํายางพาราลดลง แต่ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนจะลดลงเหลือเพียง 20 % เมื่ออยู่ในสภาวะที่มี
แอมโมเนียความเข้มข้น 0.8% โดยปริมาตร เป็นสารรกัษาสภาพน้ํายาง แต่ในขณะที่สารโซเดียมซลั
ไฟท์ความเข้มข้น 0.05% โดยนํ้าหนัก ไม่ทําให้ประสทิธิภาพเอนไซม์ลดลง เมื่อทดลองขึ้นรูปถุงมือ
ยางพาราด้วยนํ้ายางข้นที่บ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสแลว้ทําการศึกษาคุณสมบัติบางประการของถุงมือ
ยาง ก็พบว่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยทั้งก่อนและหลังบ่มเรง่ของถุงมือจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอสข
องงานวิจัยน้ีมีค่าตํ่ากว่ามาตรฐาน มอก. 538-2548 แต่ความหนาและค่าความยืดเมื่อขาดของถุงมือมี
ค่าสูงกว่ามาตรฐาน ดังน้ันกระบวนการพัฒนาคุณภาพถุงมือยางที่ใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis 
MR10 ร่วมในกระบวนผลิตจึงยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป 
 

ABSTRACT 
 

This research aimed to analyze the remaining of allergenic proteins in natural 
rubber latex that was co-incubated with protease produced from Bacillus subtilis 
MR10 using 2D gel electrophoresis technique. Moreover, to study some properties of 
medical gloves produced from deprotenized natural rubber latex; i.e. tensile and 
elongation at break, was another objective. The results showed that this protease 
could be able to eliminate rubber proteins; furthermore, the mechanical stability time 
(MST) of rubber latex was not decreased. However, only 20% of protease activity was 
remained, when exposed in 0.8% by vol. of ammonia as latex-stabilizing agent. But 
0.05% by wt. of sodium sulfite could not effect to protease activity. Medical gloves 
were produced using concentrated rubber latex that was co-incubated with protease 
and some mechanical properties were investigated. It was found that average tensile 
and elongation at break of both before and after aging were lower than the Thai 
Industrial Standard (มอก. 358-2548). However, their thickness and average elongation 
at break of both before and after aging were higher than standard. Thus quality 
development of medical gloves produced by B. subtilis MR10 protease need to be 
improved.  
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ความสําคญัและความเปน็มาของการวิจัย 
 

จากงานวิจัยหัวข้อ การคัดเลือกโปรติเอสท่ีเหมาะสมเพ่ือการย่อยโปรตีนในนํ้ายางดิบ (สญัญา
เลขที่ RDG5250027) และ การเตรียมโปรติเอสในรูปทางการค้าสําหรับย่อยโปรตีนในนํ้ายางสด 
(สัญญาเลขที่ RDG5350029) ซึ่งได้รับการสนับสนุนจาก สกว.ในปี 2552 และ 2553 ตามลําดับ พบว่า
สามารถเตรียมเอนไซม์ โปรติเอสผงจากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 สําหรับใช้ย่อยโปรตีน
ในนํ้ายางพาราสดได้ อย่างไรก็ตามแม้ผลการทดลองจะพบว่าเอนไซม์ดังกล่าวสามารถลดปริมาณ
โปรตีนในนํ้ายางพาราสดได้ แต่ยังไม่มหีลักฐานแสดงให้เห็นว่าโปรติเอสชนิดน้ีสามารถกําจัดโปรตีน
ภูมิแพ้ซึ่งเป็นกลุ่มโปรตีนเป้าหมายที่ภาคอุตสาหกรรมต้องการกําจัดทิ้งได้ ดังน้ันผู้วิจัยจึงได้รับการ
อนุมัติทุนอีกคร้ังในปี 2554 ภายใต้โครงการการวิเคราะห์โปรตีนภูมิแพ้ในนํ้ายางโปรตีนตํ่า (สัญญา
เลขที่ RDG5450045)  ทีมุ่่งเน้นศึกษาความสามารถของโปรติเอสผงจาก B. subtilis ในการย่อย
โปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค Western blot ซึ่งเป็นเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยาที่ได้รับการ
ยอมรับ ทั้งน้ีเพ่ือยืนยันว่านํ้ายางโปรตีนตํ่าที่ผลิตได้น้ีปราศจากโปรตีนภูมิแพ้จริงและปลอดภัยต่อผู้ใช้
ผลิตภัณฑ์ยางพารา แต่ด้วยข้อจํากัดทางเทคนิคและงบประมาณของโครงการขนาด SPR ทําให้
สามารถวิเคราะห์การมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ได้เพียงชนิดเดียวน่ันคือ Rubber Elongation Factor 
(REF) ดังน้ันงานวิจัยที่จะเสนอขอน้ีจึงได้มุ่งเน้นในการศึกษาเพ่ิมเติมถึงการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิด
อ่ืนๆ ด้วยเทคนิค Western blot และ two-dimensional gel electrophoresis นอกจากนี้ จาก
ข้อเสนอแนะของผู้ทรงคุณวุฒิที่แนะนําใหค้ํานึงถึงคุณภาพของยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมด้วยโปรติเอสชนิด
น้ีด้วยว่าอาจจะด้อยลงหลังการกําจัดโปรตีน ดังน้ันผู้วิจัยจึงได้วางแผนในการศึกษาคุณสมบัติเชิงกลท่ี
สําคัญบางประการของผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าน้ีด้วย ด้วยแผนดําเนินงานทั้งหมดดังกล่าว
น้ี คาดว่าจะช่วยให้สรุปได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 น้ีสามารถใช้
เตรียมยางโปรตีนตํ่าที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้และมีคุณสมบัติเทียบเท่ากับยางทั่วไปได้หรือไม่ 
  
วัตถุประสงค์ 
 

1.เพ่ือศึกษาการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้นโดยโปรติเอส 
จาก Bacillus subtilis MR10 

2.เพ่ือทดสอบสมบัติของถุงมือยางปราศจากเช้ือสําหรับการศัลยกรรมชนิดใช้ครั้งเดียวที่เตรียม
จากยางโปรตีนตํ่าซึ่งเตรียมโดยใช้โปรติเอส จาก Bacillus subtilis MR10 ตามท่ีมาตรฐานกําหนด 
(มอก.538-2548) 
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ทฤษฏี แนวคิดในการวิจยั และผลงานท่ีเก่ียวข้อง 
 

โปรตีนหลายชนิดที่อยู่ในนํ้ายางดิบสามารถก่อให้เกิดอาการแพ้ (Allergy) ขึ้นแก่ผูส้วมใส่ผลิต
ยางพาราโดยเฉพาะอย่างย่ิง ถุงมือยาง โดยอาการแพ้น้ีมีทั้งแบบเฉียบพลันและค่อยเป็นค่อยไป 
(ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ิ, 2540) อาการมีต้ังแต่เพียงระคายเคืองเมื่อสวมใส่ถุงมือ (Irritant contact 
dermatitis) ไปจนถึงอาการที่เรียกว่า anaphylaxis ซึ่งมีความรุนแรงมาก (Sussman et al., 2002) 
ดังน้ัน ในกระบวนการผลิตจึงต้องกําจัดโปรตีนเหล่าน้ีออกเสียก่อน วิธีการกําจัดโปรตีนมีต้ังแต่การล้าง
ด้วยน้ําเปล่า แต่ก็ไม่สามารถกําจัดโปรตีนเหล่าน้ีออกไปได้หมดเสียทีเดียว  มีรายงานว่าโปรตีนบางชนิด
ในนํ้ายางธรรมชาติสามารถถูกทําลายได้โดยการปรับสภาวะให้เป็นด่างแก่ เช่น การเติมแอมโมเนีย แต่
อย่างไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของโปรตีนในนํ้ายางจะทําให้เกิดผลกระทบต่อคุณสมบัติ
กายภาพของน้ํายางได้ (Moris and Lakin, 1995 อ้างโดย Perrella and Gaspari, 2002) ปัจจุบันวิธี
ที่ใช้กําจัดโปรตีนคือ การนํานํ้ายางดิบไปป่ันเหว่ียงแยกส่วนซีรัมทิ้งไป แต่ก็ไม่สามารถกําจัดโปรตีนส่วน
ที่เกาะกับอนุภาคยางออกไปได้  ซ้ํายังทําใหป้ริมาณโปรตีนในนํ้ายางข้นเพ่ิมขึ้นจาก 25 เปอร์เซ็นต์เป็น 
50 เปอร์เซ็นต์อีกด้วย (Perrella and Gaspari, 2002) จึงได้มีการศึกษาการใช้เอนไซม์โปรติเอส 
(Proteases) เข้าช่วยในการกําจัดโปรตีนในนํ้ายางเน่ืองจากสามารถย่อยโปรตีนได้ทั้งในส่วน serum 
และ rubber phase   
 จากผลงานวิจัยที่ผ่านมาของผู้วิจัยเอง พบว่าโปรติเอสท่ีผลิตได้มาจากแบคทีเรีย B. subtilis 
MR10 ซึ่งแยกได้มาจากถั่วเน่า (อาหารหมักพ้ืนบ้านทางภาคเหนือของประเทศไทย) มีประสิทธิภาพใน
การกําจัดโปรตีนในนํ้ายางดิบได้ดีเมื่อเทียบกับโปรติเอสแหล่งอ่ืน และผู้วิจัยก็ได้ศึกษาเพ่ิมเติมถึง
กระบวนการเตรียมเอนไซม์ดังกล่าวน้ีให้อยู่ในรูปผงซึ่งสะดวกต่อการนําไปใช้งานจริงเป็นที่เรียบร้อย
แล้ว แต่อย่างไรก็ตามแม้โปรติเอสท่ีผลิตได้น้ีจะสามารถย่อยโปรตีนได้มากเพียงใด แต่ก็อาจเป็นไปได้ว่า
โปรติเอสไม่มีความจําเพาะ (Specificity) ต่อโปรตีนภูมิแพ้ที่สนใจ ทําให้โปรตีนภูมิแพ้เหล่าน้ียังคงอยู่
ในนํ้ายาง เกิดเป็นประเด็นที่ยังสงสัยอยู่ ดังน้ันเพ่ือพิสูจน์ข้อสงสยัดังกล่าวจึงควรมีการทดสอบ
ความสามารถของโปรติเอส จาก B. subtilis MR10 ในการย่อยโปรตีนภูมิแพ้ในนํ้ายางพาราสด ซึ่งมี
หลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 1 ข้อมลูจาํเพาะและคุณสมบัติการก่อภูมิแพ้ของโปรตีนแต่ละชนิดต่อ
ผู้ป่วยได้มีการรายงานในรายงานต่างๆ มากมาย เช่น รายงานของ Palosuo (1997), Ylitalo et al. 
(1998), Sussman et al. (2002), Raulf-Heimsoth et al. (1997), Yeang et al. (2002) และ 
Yeang et al. (2004) เป็นต้น 
 ในการวิเคราะห์โปรตีนที่อยู่ในนํ้ายางพาราน้ันหากใช้วิธีทางเคมีเช่น Lowry’s method, 
Modified Lowry’s method หรือ Bradford’s method ก็จะสามารถบอกได้เพียงปริมาณโปรตีน
โดยรวมเท่าน้ัน ไม่สามารถระบุถึงโปรตีนแต่ละชนิดได้ ดังน้ันหากต้องการศึกษาถึงโปรตีนแต่ละชนิดทั้ง
เชิงคุณภาพและ/หรือปริมาณแล้ว พบว่าวิธีในเชิงหลักการของ electrophoresis (เช่น SDS-PAGE 
และ 2-dimensional electrophoresis) และ Immunoblotting (เช่น LEAP, RAST inhibition 
assay และ ELISA inhibition test) ได้รับความนิยมมากจากนักวิจัย (Raulf-Heimsoth et al., 
1997; Breezhold et al., 2002; Tomazic-Jezic and Lucas, 2002) นอกจากน้ีการใช้เครื่อง High 
performance liquid chromatography (HPLC) เพ่ือใช้วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนที่เป็น
องค์ประกอบของโปรตีนก็มีรายงานเช่นกัน (Tomazic and Lucas, 2002) วิธีการทาง 
Immunoblotting จะมีความถูกต้องของข้อมูลมากกว่าวิธี electrophoresis เพราะแอนติบอด้ีที่เติม
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ลงไปจะจับกับโปรตีนภูมิแพ้ได้อย่างจําเพาะทําให้สามารถระบุการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ได้อย่าง
ถูกต้องแม้จะมโีปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลที่ใกลเ้คียงกันอยู่ด้วยก็ตาม อย่างไรก็ตาม วิธีการทาง 
Immunoblotting น้ีแม้จะมคีวามจําเพาะและความถูกต้องสูง แต่ก็เป็นวิธีการที่ค่อนข้างซับซ้อน และ
มีค่าใช้จ่ายสูงเน่ืองจากต้องมีการเตรียมแอนติบอด้ีของโปรตีนภูมิแพ้แต่ละชนิดซึ่งต้องเตรียมจาก
สัตว์ทดลอง ดังที่ Tomazic และ Lucas (2002) ได้สรุปข้อดี-ข้อเสียของการวิเคราะห์โปรตีนบางวิธีไว้
ในตารางที่ 2  

แต่หากต้องการเพียงศึกษาการกระจายตัวตามขนาดโมเลกุลของโปรตีนผสมในนํ้ายางพารา
แล้วน้ัน พบว่าการใช้วิธีการทาง electrophoresis ก็เพียงพอและเป็นที่ยอมรับ เทคนิคน้ีมีหลักการคือ
เมื่อโปรตีนอยู่ในสนามไฟฟ้า โปรตีนที่แตกต่างกันจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วที่ตรงข้ามกันด้วยอัตราเร็วที่
ต่างกัน ขึ้นกับปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกลุ รูปร่างและขนาดโมเลกุล นอกจากศึกษาการกระจายตัวได้
แล้วยังสามารถบอกถึงนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีนแต่ละชนิดได้โดยเทียบกับการเคลื่อนที่ของโปรตีน
มาตรฐานซึ่งทราบนํ้าหนักโมเลกุลแล้ว ยกตัวอย่างเช่น มีการใช้เทคนิค SDS-PAGE (Sodium 
dodecylsulfate - polyacrylamide gel electrophoresis) ในการศกึษาโปรตีนผสมในนํ้ายางพารา
โดย Tomazic et al. (1995) และการตรวจหาเอนไซม์ไลโซไซม์ (lyzozyme) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้
ชนิดหน่ึงในนํ้ายางพาราโดย Yagami et al. (1995) แต่มีข้อเสียที่ไม่สามารถแยกโปรตีนต่างชนิดกันที่
มีขนาดโมเลกุลใกล้เคียงกันได้ จึงมีการพัฒนาเทคนิค 2-dimensional electrophoresis ขึ้น และใช้
ศึกษาจําแนกโปรตีนในนํ้ายางพาราได้ เช่นในการศึกษาของ Posch et al. (1997) เป็นต้น  

จากข้อมูลทั้งหมด อาจจะพอสรุปได้ว่าวิธีที่มีประสิทธิภาพและน่าเช่ือถือที่สุดในการตรวจหา
โปรตีนภูมิแพ้ก็คือการใช้วิธีการทาง Immunobloting แต่จําเป็นต้องมี antibody ที่จําเพาะต่อโปรตีน
ชนิดที่สนใจน้ันเสียก่อน แต่ถ้าไม่สามารถจดัหาหรือผลิต antibody ออกมาได้ ก็อาจใช้เทคนิค 2-D 
electrophoresis ช่วยในการศึกษาโปรตีนผสมเหล่าน้ี เน่ืองจากสามารถแยกโปรตีนออกจากกันได้ แม้
จะมีขนาดโมเลกุลทีใ่กล้เคียงกันก็ตาม แต่ก็อาจมีโอกาสแปรผลคลาดเคลื่อนไปบ้างเล็กน้อย งานวิจัยน้ี
จึงเสนอให้มีการวิเคราะห์การมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ในนํ้ายางโปรตีนตํ่าด้วยเทคนิคทาง 
Immunobloting ที่มีช่ือว่า Western blot และเทคนิค 2-D electrophoresis ควบคู่กัน  

แต่อย่างไรก็ตาม คุณภาพของผลิตภัณฑ์ยางที่ผลิตมาจากนํ้ายางที่ผ่านการกําจัดโปรตีนออกไป
โดยโปรติเอสจากเช้ือ MR10 ยังไม่สามารถคาดการณ์ว่าจะยังคงได้มาตรฐานหรือไม ่ ดังน้ันจึงควร
ทําการศึกษาถึงคุณสมบัติบางประการของผลิตภัณฑ์ดังกล่าวเป็นอย่างย่ิง  ถึงแม้ว่าจะมีรายงานวิจัย
บางฉบับที่ระบุว่าถุงมือที่ผลิตจากนํ้ายางที่เติมโปรติเอสยังคงมีค่า tensile strength at break และ 
ultimate elongation สูงกว่ามาตรฐานที่กําหนดก็ตาม (Perrella and Gaspari, 2002) แต่ก็เป็น
เอนไซม์คนละชนิดกันที่ใช้ในงานวิจัยน้ี  

ด้วยแนวคิดของการวิจัยดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นน้ี ก็คาดว่าเมื่อเสร็จสิ้นงานวิจัยแล้วจะได้
หลักฐานยืนยันความปลอดภัยต่อผู้ใช้ผลิตภัณฑ์ยางพาราท่ีสัมผสัผิวหนังว่าปราศจากโปรตีนภูมิแพ้ 
และความเช่ือมั่นถึงคุณภาพผลิตภัณฑ์ที่ผลติจากยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมด้วยโปรติเอสจาก Bacillus 
subtilis MR10 ได้ 
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ตารางที่ 1 Latex allergens recognized by the International Union of Immunological 
Societies (IUIS) 
IUIS code ชื่อ Molecular 

mass (kDa) 
pI แหล่งท่ีพบ 

Hev b 1  Rubber elongation factor (REF) 14.6, 58 4.9 อนุภาคยาง 
Hev b 2 Beta-1,3-glucanase 34-36 9.5 B-serum 
Heb b 3 Small rubber particle protein (SRPP) 22-23 4.8 อนุภาคยาง 
Heb b 4 Microhelix, cyanogenic glucosidase 50-57 4.5 B-serum 
Heb b 5 Acidic protein 16 3.5 C-serum 
Heb b6.01 Prohevein 19-20 5.6 B-serum 
Heb b 6.02 Hevein  4.7 4.9 B-serum 
Heb b 6.03 Prohevein C terminus  14 6.4, 7.0, 

7.4 
B-serum 

Heb b 7.01 Patatin homolog, rubber biosynthesis inhibitor 43-44 -
  

C-serum 

Heb b 8 Profilin 10.2-15.7 4.9
  

C-serum 

Heb b 9 Enolase 48-51 5.6-6.4 C-serum 
Heb b 10 Mn-superoxide dismutase 23-45 6.3 B-serum 
ที่มา: Yeang et al., 2002. และ Sussman et al., 2002. 
 
ตารางที่ 2 Methods for measurement of natural rubber latex proteins, antigens, and 
allergens 

Method Type Advantages Disadvantages 
Modified Lowry 
method (D5712) 

Chemical method, 
measures total 
proteins 

Standardized,  
available as a kit 

Insufficient 
sensitivity, 
chemical 
interference 

Amino acid analysis 
 (HPLC) 

Chemical method, 
measures amino 
acids 

Sensitive, 
reproducible 

Expensive 
equipment,  
technical expertise 

LEAP Immunologic 
method,  
Measures antigenic 
protein 

Sensitive, available 
as kit 

Assay format,  
not standardized 

RAST inhibition 
assay 

Immunologic 
method, 
measures antigenic 
or allergenic  
proteins 

Good assay format,  
very sensitive 

Radioactive isotope, 
not standardized 
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ELISA inhibition test Immunologic 
method, measure 
allergenic protein 

Good assay format, 
colorimetric, good 
sensitivity 

Uses human serum, 
can not be 
standardized 
 

ELISA inhibition test  
(D6499) 

Immunologic 
method, 
measure antigenic 
proteins 

Sensitive, 
standardized 

New as a standard,  
unknown 
reproducibility of 
standard reagents 
 

ที่มา: Tomazic และ Lucas, 2002. 
 
วัตถุประสงค์ 
 

1.เพ่ือศึกษาการมีอยู่ของโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ ในยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้นโดยโปรติเอส 
จาก Bacillus subtilis MR10 

2.เพ่ือทดสอบสมบัติของถุงมือยางปราศจากเช้ือสําหรับการศัลยกรรมชนิดใช้ครั้งเดียวที่เตรียม
จากยางโปรตีนตํ่าซึ่งเตรียมโดยใช้โปรติเอส จาก Bacillus subtilis MR10 ตามท่ีมาตรฐานกําหนด 
(มอก.538-2548) 
 
วัสดแุละอุปกรณ์ 
 
1.  เชื้อจุลนิทรีย์  
 
 Bacillus subtilis MR10 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือสูตร Nutrient broth ย่ีห้อ Himedia®  
 
3. น้ํายางพารา 
 

- นํ้ายางพาราสดจากสวนยางในพ้ืนที่อําเภอพร้าว จังหวัดเชียงใหม่ 
 - นํ้ายางข้น (60% DRC) จากบริษัท ลกัก้ีโฟร์ จํากัด จังหวัดนนทบุรี 
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4. สารเคมี    
 
 
Casein from bovine milk 
Albumin from chicken white egg 
Tyrosine 
K2HPO4 
KH2PO4 
Trichloroacetic acid (CCl3COOH) 
Sodium carbonate ( Na2CO3) 
Folin-ciocalteau reagent 
Sodium hydroxide (NaOH) 
Copper sulphate (Cu2SO4.5H2O) 
Potassium sodium tartrate tetra hydrate 
(NaKC4H4O6.4H20) 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 
HCl 
GBX DEV/REPL 
GBX Fix/REPL 
Glycine 
Sodium Dodecyl Sulfate  
Tris 
Skim milk 

ย่ีห้อ
FLUKA
SIGMA
MERCK
MERCK

SCHARLUA
MERCK
MERCK
MERCK

J.T BAKER
AJAX

MERCK

MERCK
LAB SCAN

KODAK
KODAK

Research Organics
BIO BASIC 

Research Organics
MERCK

Acrylamide(C3H5NO) Merck
Ammonium persulfate Fluka
Acetic acid Merck
Aluminium sulphate octadecahydrate Loba
Agarose NA Amersham biosciences
Bromophenol blue Fluka
β-mercaptoethanol Acros
Copper(II)sulfatepentahydrate Univar
Coomassie brilliant blue G 250 Fluka
Coomassie brilliant blue R 250 Fluka
Dithiothreitol, DTT U.S.B
Drystrip cover fluid Amersham biosciences
Ethanol Merck
Folin-ciocalteau’s phenol Merck
Formaldehyde QReC
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Glycine 

ย่ีห้อ
Fisher

Glycerol Carlo Erba
Hydrochloric acid Carlo Erba
Iodoacetamide, IAA Amersham biosciences
IPG buffer pH 3-10NL Amersham biosciences
Methanol Loba
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine Fluka
N,N’-methylenebisacrylamide Fluka
Orthophosphoric acid Merck
Phosphoric acid Sigma
Sodium dodecyl sulfate, SDS Sigma
Sodium hydroxide Merck
Sodium carbonate Merck
Sodium potassiumtartrate Fisher
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Merck
2D Clean-up kit Amersham biosciences
2D Quant kit Amersham biosciences
 
 
5. อุปกรณ์    
 
เครื่องเขย่าชนิดแบบควบคุมอุณหภูมิได้                                      
ตู้เขี่ยเช้ือ (Laminar airflow) 
ตู้บ่มเช้ือจุลินทรีย์ (Incubator) 
เครื่องป่ันเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิแบบต้ังโต๊ะ 
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
เครื่องกวนสารแบบใช้ความร้อน (Hot plate stirrer) 
ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
เครื่องช่ัง 2 ตําแหน่ง  
เครื่องช่ัง 4 ตําแหน่ง 
อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
เครื่องทําแห้งแบบเยือกแข้ง (Freeze dryer) 
เครื่องกลั่นระเหยแห้ง (Rotary evaporator) 
ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 ml 
หลอดป่ันเหว่ียง (Centrifuge tube) ขนาด 50 ml 
ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask)  

ย่ีห้อ
RATEK

FLUFRANCE
MEMERT

HETTICH  ZENTRIFUGER
SPECTRONIC GENESYS 5

CLIFTON CERASTIR
BINDER

VORTEX GENIC 2
METTLER TOLEDO
METTLER TOLEDO

MEMMERT
DURA-DRY P

BU CHI
PYREX

CORNING
PYREX
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วิธีการทดลอง  
 
(1) การเตรียมโปรติเอสผงจากเช้ือ Bacillus subtilis (MR10) 
 

อ้างอิงจากกระบวนการที่ได้จากงานวิจัยเลขที่ RDG5350029 กล่าวโดยย่อคือ เพาะเลี้ยงเช้ือ 
B. subtilis (MR10)  ในอาหารเหลว NB ปริมาณ 150 ml เลี้ยงบนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 150 
rpm อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปป่ันเหว่ียงแยกเซลลท์ี่ 8,000 rpm เป็นเวลา 
10 นาที ที่อุณหภูมิไม่เกิน 10 oC เก็บสารละลายส่วนใส นําไปตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟต ให้มีเปอร์เซ็นต์ความอ่ิมตัวที่ร้อยละ 85 กวนทิ้งไว้ที่อุณหภูมิไม่เกิน 10 oC เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง
อย่างต่อเน่ือง แล้วนําไปป่ันเหว่ียงเก็บตะกอนโปรตีนที่ 10,000 rpm  อุณหภูมิไม่เกิน 10 oC  เป็น
เวลา 30 นาที นําตะกอนโปรตีนที่ได้ละลายกลับในสารละลาย 0.05 M  phosphate buffer pH 7.0 
ปริมาตร 15 ml จากน้ันนําสารละลายเอนไซม์ไปบรรจุลงในถุงไดอะไลซีสขนาด 12 kDa cut-off  
แล้วแช่ในสารละลาย 0.05 M phosphate buffer pH 7.0 ที่อุณหภูมิไม่เกิน 10 oC เป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง โดยทําการเปลี่ยนบัฟเฟอร์ทุกๆ 6 ช่ัวโมง นําสารละลายเอนไซม์ในถุงไดอะไลซีสไปทําแห้งด้วย
เครื่องทําแห้งแบบเยือกแข็ง โปรติเอสผงที่ได้ให้นําไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิไม่เกิน 10 oC  หาก
ต้องการนํามาใช้ก็จะทําการละลายกลับด้วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 50 mM pH 7.0 
ในอัตราส่วน 1 กรมัต่อ 50 ml ทําการวิเคราะห์กิจกรรมของโปรติเอสด้วยวิธีการที่อ้างอิงจาก 
Chantawannakul และคณะ (2002) และปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ด้วยวิธี Lowry’ s method และ
คํานวณค่ากิจกรรมจําเพาะ 

 
 
 
 

 
ขวดดูแรน (Laboratory bottle) ขนาด 500 ml, 1000 ml 
กระบอกตวง (Erlenmeyer flask) ขนาด 50 ml, 500 ml, 1000 ml 
หลอดทดลอง (Test tube) 
ถุงไดอะไลซิส (Dialysis tubing) 
จานเพาะเลี้ยงเช้ือ (Petri dish) 
Amersham ECL Gel 12% 
X-ray film 

ย่ีห้อ
DURAN
PYREX
PYREX

CELLU SEP
PYREX

AMERSHAM
KODAK

Ettan IPG Strip holder Amersham Biosciences
Image Scaner Amersham Biosciences
Immobilin Drystrip pH 3-10 NL Amersham Biosciences
Isoelectric focusing system Amersham Biosciences
Vertical electrophoresis system Hoefer SE 250
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(2) การวัดกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและคํานวณคา่กิจกรรมจําเพาะ 
 

เอนไซม์โปรติเอสท้ังที่เตรียมเองและโปรติเอสในทางการค้า จะมีการวัดปริมาณในรูปของคา่
กิจกรรมโดยวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Chantawannakul และคณะ (2002) โดยใช้ Casein from bovine 
milk เป็นสับสเตรท วิธีการทําได้โดยเตรียมสารละลายผสม 4 หลอดได้แก่  
 
หลอดที่ 1 (ES):  สารละลายเอนไซม์ปริมาณ 1 ml + สารละลาย  Casein from bovine milk  

เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ปริมาณ 1 ml 
หลอดที่ 2 (EB):  สารละลายเอนไซม์ปริมาณ 1 ml + 0.05 M phosphate buffer pH 7.0  

ปริมาณ 1 ml 
หลอดที่ 3 (SB):  สารละลาย  Casein from bovine milk เข้มข้น 1 เปอรเ์ซ็นต์ โดยปริมาตร  

ปริมาณ 1 ml + 0.05 M phosphate buffer pH 7.0 ปริมาณ 1 ml 
หลอดที่ 4 (BB):  0.05 M phosphate buffer pH 7.0 ปริมาณ 2 ml 
 

นําสารแต่ละหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันหยุด
ปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 0.4 M Trichloroacetic acid 2 ml  แล้วนําไปป่ันเหว่ียงที่ ความเร็ว 8,000 
rpm 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสมา 0.5 ml เติม 0.4 M Na2CO3 2.5 ml และ Folin – 
Ciocalteau phenol reagent 0.5 ml ทิ้งไว้ 30 นาที  

วัดค่าการดูดกลืนแสงที ่660 nm นําค่าการดูดกลืนแสงไปคํานวณหาปริมาณของกรดอะมิโนที่
เกิดขึ้นจากการย่อยของเอนไซม์โปรติเอส โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ tyrosine ที่เตรียมไว้
แล้ว ทําการคํานวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส โดย 1 ยูนิตของเอนไซม์โปรติเอส คือ ปริมาณ
เอนไซม์ที่ปลดปล่อย tyrosine ออกมา 1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาท ีภายใต้สภาวะที่วิเคราะห์ และค่า
กิจกรรมจําเพาะ (Specific activity) ของเอนไซม์คํานวณจากค่ากิจกรรมของโปรติเอส (unit/ ml) 
หารด้วยปรมิาณโปรตีนในสารละลายเอนไซม์ (mg/ ml) 
 
(3) การทดสอบผลของแอมโมเนียและโซเดียมซัลไฟท์ทีมี่ต่อการทํางานของโปรติเอส 
 
 ทําการเติมเอนไซม์โปรติเอสปริมาณ 500 ยูนิต ลงในสารละลายแอมโมเนียปริมาณ 100 
มิลลลิิตร ทีซ่ึ่งเตรียมในความเข้มข้นต้ังแต่ 0-0.8% จากน้ันบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง และ
วัดกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสท่ีเหลืออยู่ ในขณะที่ผลของโซเดียมซัลไฟท์ต่อประสิทธิภาพการ
ทํางานของโปรติเอส ก็ทําการทดลองเหมือนกัน แต่ใช้สารละลายโซเดียมซัลไฟทท์ีค่วามเข้มข้น 0-
0.05% 
 
(4) การทดสอบผลของเอนไซม์โปรติเอสทีมี่ต่อเสถียรภาพทางกลของน้ํายางพาราสด 
 
 ทําการทดสอบเบ้ืองต้นหาความเสถียรทางกลของนํ้ายางพาราสดด้วยเครื่องหา MST 
(Mechanical stability time) ย่ีห้อ Klaxon การทดลองน้ีจะได้ทดลองเติมเอนไซม์ปริมาณ 500 ยูนิต
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ในนํ้ายางพาราสด 100 มิลลลิิตร จากน้ันวิเคราะห์ค่า MST ตามกระบวนการ แล้วเปรียบเทียบกับนํ้า
ยางที่ไม่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
 
(5) การวิเคราะห์โปรตีนในน้าํยางพาราโปรตีนตํ่าด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis 
 
 5.1 การเตรียมน้ํายางพาราโปรตีนตํ่าและแผ่นฟลิ์มยางสําหรบัใชใ้นงานวิจัย 

ผสมนํ้ายางพาราสดกับโปรติเอสในสัดส่วนโปรติเอส 500 ยูนิตต่อนํ้ายางพารา 100 ml พร้อม
ทั้งเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลนิ ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร นําไปบ่มบนเครื่อง
เขย่าความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 45 oC 6 ช่ัวโมง จากน้ันช่ังนํ้ายาง 3.0 กรมั ลงใน Petridish 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร เมือ่นํ้ายางกระจายตัวอย่างสม่ําเสมอจนทั่วจานแล้ว ก็ทําการ
อบที่อุณหภูมิ 45 oC จนกระทั่งแห้ง (นํ้าหนักคงที่) ลอกแผน่ฟิล์มยางเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC ระหว่าง
รอการวิเคราะห์ต่อไป 

ทั้งน้ีฟิล์มยางดังกล่าว จะถูกเตรียมขึ้นทั้งสิ้น 3 สูตร ได้แก่ 
- Control: นํ้ายางพาราสด 
- MR10: นํ้ายางพาราสด + โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
- PRO: นํ้ายางพาราสด + โปรติเอส PROTEX7L (เอนไซม์ทางการค้า) 
  
5.2 การสกัดโปรตีนจากแผน่ฟลิ์มยาง 

 บันทึกนํ้าหนักแผ่นฟิล์มยางแห้ง จากน้ันทําให้แข็งตัวด้วยการแช่ในไนโตรเจนเหลวแลว้บดให้
ละเอียดด้วยโกร่ง ทําการสกัดโปรตีนออกมาด้วยสารละลาย HEPES-Tris บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 20 
mM pH 7.6 ปริมาณ 20 มลิลิลิตร ซึ่งบัฟเฟอร์ดังกล่าวประกอบไปด้วย 50mM HEPES-Tris (pH7.6) 
และเสริมด้วย 7M urea, 2M thiourea, 10 mM mercaptoethanol, 60 mM DTT, 4% CHAPS, 
5mM EDTA-Na2.H2O, 1% NP-40 และ 0.5 mM phenylmethanesulfonyl fluoride นํา
ส่วนผสมเหล่าน้ีไปเขย่าด้วยความถี่ที่สูงด้วยเครื่อง Sonicator เป็นเวลา 10 นาที และสุดท้ายจึงทําการ
ป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC เพ่ือแยกเก็บสารละลายโปรตีน  สารละลาย
โปรตีนดังกล่าวน้ี จะถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC ระหว่างรอการวิเคราะห์ต่อไป 

 
5.3 ทําการกําจัดสิ่งเจือปน  
เพ่ือทําให้ตัวอย่างซีรั่มมีความบริสุทธ์ิมากขึน้ จะทําการกําจัดสิ่งเจือปนโดยใช้ 2-D Clean-Up 

Kit รุ่น Code No. 80-6483-51 (GE-Healthcare) จากน้ันวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธี 
Micro assay ใช้ 2D-Quant Kit รุ่น Code No. 80-6483-56 (GE-Healthcare) ก่อนดําเนินการ
วิเคราะห์โปรตีนด้วยเครื่องมือ 2-D gel electrophoresis จากศูนย์เครื่องมือ หน่วยวิจัยทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  
 

5.4 การแยกโปรตีนมิติที่ 1 ด้วยวิธี IEF  
 เตรียมสารละลายสําหรับทํา IEF ปริมาตร 125 μl ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนตัวอย่าง 6 μg, 20 
mM DTT, 0.8% v/v IPG buffer และ rehydration stock solution จากน้ันถ่ายตัวอย่างลงไปใน 
strip holder ขนาด 7 cm ดังภาพที่ 1(A) จากน้ันปิดฝาของ strip holder แล้วนําไปวางบนเคร่ือง 
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Ettan IPGphor II ดังภาพ 1(B) และดําเนินระบบดังโปรแกรมต่อไปน้ี เมื่อโปรแกรมสิ้นสุดจึงนํา strip 
ออกจาก strip holder ไปทําการแยกโปรตีนมิติที่ 2 ด้วยวิธี SDS-PAGE ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
 
 

(ก)  
 
 
 

(A)                                                (B) 
ภาพท่ี 1 การถ่ายสารละลายโปรตีนลงใน strip holder (A) และการวาง strip holder บนพ้ืนที่  

 electrode ของเคร่ือง Ettan IPGphor II (B) 
 

 5.5 การแยกโปรตีนมิติที่ 2 ด้วยวิธี SDS-PAGE 
ทําการ equilibrate IPG strip ก่อนทํา SDS-PAGE โดยแช่ IPG strip จากข้อที่ 1) ลงใน

สารละลาย DTT (0.05 g ใน SDS equilibration buffer 5 ml) จากน้ันย้ายมาล้างในสารละลาย IAA 
(1.25 g ใน SDS equilibration buffer 5 ml) แต่ละขั้นตอนจะทําการเขย่าเป็นเวลา 15 นาที 
แช่ IPG strip ที่ได้จากลงใน 1X SDS electrophoresis running buffer (tank buffer) เป็นเวลา 5-
10 นาที เพ่ือล้าง glycerol ที่เป็นองค์ประกอบใน SDS equilibration buffer ออก แล้ววาง strip ลง
บน polyacrylamide gel ที่เตรียมไว้ เตรียม protein marker ปริมาตร 0.75 μl ลงบนกระดาษ
กรอง (ขนาด 3×5 mm) แล้วทิ้งไว้จนแห้ง จากนั้นวางกระดาษกรองลงตรงช่องว่างด้านซ้ายของ IPG 
strip แล้วปิดผิวหน้า IPG strip ด้วย agarose sealing solution และเร่ิมดําเนินระบบ ดังภาพที่ 2 
ด้วยโปรแกรมดังน้ี 

Step 1: current 10 mA/gel 0:15 hr 
Step 2: current 20 mA/gel 1:30 hr 
Max 150 V and 100 W  

  
 เมื่อสิ้นสุดโปรแกรม จึงทําการย้อมสีเพ่ือตรวจสอบผลการกระจายตัวของโปรตีน 
 

Step 1 step and hold 150 V 200     V/hr 
Step 2 step and hold 300 V 200     V/hr 
Step 3 Gradient 1000 V 300     V/hr 
Step 4 Gradient 5000 V 4500   V/hr 
Step 5 step and hold 5000 V 6500   V/hr 
Total  11,700 V/hr 
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ภาพท่ี 2 การต่อเคร่ือง mini VE เข้ากับเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้าเพ่ือทํา SDS-PAGE 
 
(6). การทดสอบขึ้นรปูถุงมือยางทางการแพทย์ 
 

ทําการทดลองผลิตถุงมือยางทั้งสิ้น 4 สูตร ซึ่งแต่ละสูตรจะมีองค์ประกอบพ้ืนฐานเหมือนกัน 
ดังแสดงในตารางที่ 3 แต่มีการบ่มร่วมด้วยเอนไซม์แตกต่างกัน ได้แก่ 
 สูตรที่ 1 (Con)   : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) 
 สูตรที่ 2 (MR10) : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 

   (500 ยูนิต/ นํ้ายาง 100 มิลลิลิตร) 
 สูตรที่ 3 (PRO)  : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอส PROTEX7L (500 ยูนิต/ 100  

มิลลลิิตร) 
 สูตรที่ 4 (SDS)   : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + SDS (0.2% by vol.) 
 

 นํ้ายางพารา (นํ้ายางข้น 60% DRC) จะผ่านการบ่มด้วยเอนไซม์และสารเคมีในแต่ละสูตร 
อย่างน้อย 6 ช่ัวโมงก่อนที่นําไปผสมกับสารเคมีของสูตรพ้ืนฐาน แล้วขึ้นรูปต่อไป ซึ่งมีขั้นตอน
ดังต่อไปน้ี  

 
1) นํานํ้ายางคอมปาวด์ที่ผสมไว้แล้ว และทดสอบคลอโรฟอร์มได้ เบอร์ 3 ใส่ภาชนะที่จะใช้จุ่ม 
2) ปิดภาชนะแล้วต้ังทิ้งไว้เพ่ือให้ฟองอากาศลอยขึ้นมา  ประมาณ  20  นาท ี
3) ปาดเอาฟองที่ลอยอยู่ข้างบนผิวนํ้ายางออกไป 
4) ล้างแบบพิมพ์  (หลังล้างแบบพิมพ์ห้ามใช้มอืสัมผัส)  แล้วนําไปอบให้แห้ง  ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น   
5) นําแบบพิมพ์จุ่มนํ้ายางแช่ทิ้งไว้  30 วินาท ี
6) ค่อย ๆ ยกขึ้น  ต้ังทิ้งไว้ให้นํ้ายางแห้งพอหมาด ๆ แล้วทําการจุ่มซ้ําอีกคร้ัง เป็นเวลา 30 วินาที

แล้วนําไปอบที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส 
7) เมื่ออบยางแห้ง  นําแบบพิมพ์มาทาแป้งทาลัม  เพ่ือป้องกันยางติดกัน 
8) แกะยางออกจากแบบพิมพ์   

 
ถุงมือยางดังกล่าวน้ี จะถูกส่งไปวิเคราะห์คุณภาพเชิงกล ณ กรมวิทยาศาสตร์บริการ 

กรุงเทพมหานคร โดยวิเคราะห์แรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ย (นิวตัน) ความยืดเมื่อขาดเฉลี่ย (ร้อยละ) ทั้งก่อน
และหลังบ่มเรง่ นอกจากน้ียังวัดค่าความหนาของถุงมือ ณ ตําแหน่งที่กําหนดโดยมาตรฐาน มอก. 538-
2548  
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ตารางที่ 3 แสดงสูตรพ้ืนฐานที่ใช้ในการผลติถุงมือยางทางการแพทย์ 
องค์ประกอบ ปริมาณท่ีใช ้
นํ้ายางข้น 60% 167 
20 % Potassium oleate 1 
10 % KOH 3 
50% กํามะถัน 0.4 
50% TMTD 1 
50% ZDEC 2 
50% ZnO 0.5 
50% Antioxidant 2 
 
ผลการวิจัย 
 
 เอนไซม์โปรติเอสท่ีผลิตขึ้นครั้งน้ี เป็นเอนไซม์ผงทีม่ีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ประมาณ 
100,000-120,000 Unit/กรัม และมีค่ากิจกรรมจําเพาะประมาณ 150 unit/มิลลิกรัมของโปรตีน 
เอนไซม์โปรติเอสดังกล่าว ได้ถูกนํามาใช้ในงานวิจัยครั้งน้ี ซึ่งผลการศึกษามีดังต่อไปน้ี 
 
(1). ผลของแอมโมเนียและโซเดียมซัลไฟท์ที่มีต่อการทาํงานของโปรติเอส 
 

เน่ืองจากรูปแบบการใช้งานของโปรติเอสในอุตสาหกรรมการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์น้ัน 
คาดว่าจะทําการผสมลงในนํ้ายางพาราสดและบ่มทิ้งไว้ ซึ่งนํ้ายางพาราสดน้ีจะมีการรักษาสภาพด้วย
การเติมแอมโมเนียหรือโซเดียมซัลไฟทล์งไป ดังน้ันจึงมีการศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์
ในสภาวะที่มีสารดังกล่าวเป็นส่วนผสม ผลการทดลองก็ได้แสดงดังภาพที่ 3 เห็นได้ว่าที่ระดับ
แอมโมเนีย 0.8% เอนไซม์เหลือความสามารถในการทํางานน้อยกว่า 20% เมื่อเทียบกับสภาพที่ไม่เติม
แอมโมเนีย ซึง่อาจเป็นเพราะค่าความเป็นกรด-ด่างที่สูงเกินไปจึงไม่สามารถทํางานได้เต็มที่ อย่างไรก็
ตามถึงแม้ความสามารถในการทํางานจะลดลงแล้ว แต่ผูวิ้จัยคาดว่าโครงสร้างเอนไซม์น่าจะยังคงสภาพ
อยู่ เพราะเมื่อนําสารละลายเอนไซม์ดังกล่าว (ในสารละลายแอมโมเนียเข้มข้น 0.8%) มาหยดลงบน
จานวุ้นที่ผสมโปรตีนเคซีน (pH 7.0) แล้วทิ้งไว้ 12 ช่ัวโมง ก็จะพบว่าโปรตีนเคซีนถูกย่อยจนกระท่ังเห็น
แต่วุ้นใส เหมอืนกับการทํางานของโปรติเอสที่ไม่มีการเติมแอมโมเนีย ดังแสดงในภาพที่ 4 เหตุการณ์น้ี
ยืนยันว่าโปรติเอสยังคงสภาพอยู่และสามารถกลับมาทํางานได้อีกคร้ังเมื่ออยู่ในสภาพ pH ที่เหมาะสม 
แต่อย่างไรก็ตาม ในการปฏิบัติงานจริงผู้วิจัยเสนอว่า ไมค่วรใช้แอมโมเนียในการรักษาสภาพนํ้ายางสด 
เพราะทําให้โปรติเอสทํางานได้ไม่เต็มที่ ในขณะที่กิจกรรมของโปรติเอสเมื่อใช้โซเดียมซัลไฟท์เป็นสาร
รักษาสภาพน้ํายางน้ัน พบว่า โซเดียมซลัไฟท์กลับทําให้การทํางานของโปรติเอสสูงขึ้น ดังแสดงในภาพ
ที่ 5 และเมื่อนํามาหยดในวุ้นผสมเคซีน ก็พบว่าโปรติเอสสามารถทํางานได้ไม่แตกต่างกับโปรติเอสที่ไม่
ผ่านการเติมโซเดียมซัลไฟท ์ ดังแสดงในภาพที่ 6 ดังน้ันการรักษาสภาพนํ้ายางในระหว่างการบ่มนํ้า
ยางพาราสดร่วมกับเอนไซม์ควรใช้สารโซเดียมซัลไฟทม์ากกว่าแอมโมเนีย 
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ภาพท่ี 3 ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มแีอมโมเนียความเข้มข้นระดับ
ต่างๆ 
 

 
ภาพท่ี 4 ประสิทธิภาพการทํางานย่อยเคซีนในวุ้นของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มแีอมโมเนียความ
เข้มข้นระดับต่างๆ 
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ภาพท่ี 5 ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีโซเดียมซลัไฟท์ความเขม้ข้น 
0.05% 
 

                                  
ภาพท่ี 6 ประสิทธิภาพการทํางานย่อยเคซีนในวุ้นของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีสารละลาย
โซเดียมซัลไฟท์ 
 
 
(2). การทดสอบผลของเอนไซม์โปรติเอสที่มีต่อเสถียรภาพทางกลของน้ํายางพาราสด 
 
 เอนไซม์โปรติเอสท่ีเติมลงไปในนํ้ายางพาราสดอาจจะส่งผลให้นํ้ายางเสียสภาพและไม่สามารถ
นําไปใช้งานได้ จึงมีการทดสอบเบ้ืองต้นหาความเสถียรทางกลของนํ้ายางพาราสดเมื่อมีการบ่มร่วมกับ
เอนไซม์โปรติเอส ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4 ที่พบว่าเอนไซม์ไม่ทําให้ค่า MST ของน้ํายางพารา
ลดลง ทั้งยังมคี่าสูงขึ้นกว่านํ้ายางที่ไม่เติมเอนไซม์ จึงอาจจะสรุปได้ว่า เอนไซม์โปรติเอสท่ีเตรียมขึ้นน้ี
ไม่ได้ปัจจัยที่ทาํให้นํ้ายางพาราสดเสียสภาพ  
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ตารางที่ 4 แสดงค่า MST ของน้ํายางพาราสดที่เติมและไม่เติมเอนไซม์โปรติเอสลงไป 

ตัวอย่าง  MST (Sec.)  

นํ้ายางพาราสด  50  

นํ้ายางพาราสด+โปรติเอส (500 U/100 ml)  74  

 
(A)                                   (B) 

ภาพท่ี 7 แสดงลักษณะของเคร่ืองหาค่า MST ที่ใช้ (A) และลักษณะตามดที่เกิดขึ้นในน้ํายางพาราที่เริ่ม
เสียสภาพ (B) 
 
(3). การวิเคราะห์โปรตีนในน้าํยางพาราโปรตีนตํ่าด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis 
 
 การทดลองสกัดโปรตีนจากแผ่นฟิล์มยางพาราเพ่ือนําไปวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค 2D gel 
electrophoresis น้ัน พบว่าสารละลาย HEPES buffer มีประสิทธิภาพในการสกัดมากเมื่อเทียบกับ
การใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ที่ซึ่งเคยใช้ในงานวิจัยก่อนหน้าน้ี ดังแสดงในภาพที่ 8 โดยจะเห็น
ว่าแถบโปรตีนที่ปรากฏจากการสกัดด้วย HEPES buffer มีความเขม้กว่าการใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็น
สารสกัด สารละลายโปรตีนที่สกัดจากแผ่นฟิล์มยางพาราชนิดต่างๆ น้ี จะถูกนําเข้าสู่กระบวนการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis ต่อไป ซึ่งผลการวิเคราะห์ก็แสดงดังภาพที่ 9-11  โดย
จะเห็นได้ว่านํ้ายางพาราสดมีโปรตีนชนิดต่างๆ เป็นองค์ประกอบที่หลากหลาย โดยมีขนาดโมเลกุลและ
ค่า pI ที่แตกต่างกัน นอกจากน้ี มีโปรตีนหลายชนิดที่มีปริมาณสูงจนสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า
เมื่อทําการย้อมสีด้วย Coomassie brilliant blue (ภาพที่ 9A) เรียกโปรตีนกลุ่มน้ีว่า “high 
abundant proteins) ในขณะที่นํ้ายางพาราที่ผ่านการบ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอส MR10 จากงานวิจัยน้ี 
ก็จะพบว่าโปรตีนกลุ่ม high abundant ได้หายไปทั้งหมด (ภาพที่ 10A) หลงเหลือเพียงโปรตีนบาง
ชนิดในปริมาณเล็กน้อย ซึ่งไม่สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า ต้องใช้เครื่องมือ Image scanner ช่วยใน
การตรวจสอบ เรียกโปรตีนกลุ่มน้ีว่า “low abundant proteins” (ภาพที่ 10B) ซึ่งอาจเป็นเพียง
โปรตีนที่ปนเป้ือนมากับสารละลายเอนไซม์โปรติเอส MR10 ก็เป็นได้ (เปรียบเทียบกับภาพ 9B) ผลการ
ทดสอบดังกล่าวน้ี ค่อนข้างยืนยันได้ถึงประสิทธิภาพของโปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ว่า
สามารถกําจัดโปรตีนในนํ้ายางพารารวมถึงโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ โดยไม่จําเป็นต้องทําการวิเคราะห์
ต่อไปด้วย เครื่องมือ MALDI-TOF MS เช่นเดียวกับการย่อยโปรตีนในนํ้ายางพาราด้วยโปรติเอสในทาง
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การค้า ที่ก็พบว่ามีประสิทธิภาพสูงใกล้เคียงกับโปรติเอสจากแบคทีเรีย MR10 (ภาพที่ 11A) แต่ภาพ
จาก Image scanner ก็แสดงให้เห็นว่าพบโปรตีนชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมขึ้นมา (ภาพที่ 11B) ซึ่งอาจจะไม่ใช่
โปรตีนจากนํ้ายางพารา (เปรียบเทียบกับภาพ 9B) ผู้วิจัยสันนิษฐานว่าอาจเป็นโปรตีนปนเป้ือนมาจาก
สารละลายเอนไซม์โปรติเอสทางการค้าเช่นกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                
  
 
ภาพท่ี 8 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากแผ่นฟิล์มยางที่ถูกสกัดด้วย HEPES 
และ Phosphate buffer 
 

       
                           A                                                           B 
ภาพท่ี 9 การกระจายตัวของโปรตีนในตัวอย่างนํ้ายางพาราสดเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel 
electrophoresis โดย (A) คือภาพจากการย้อมสี (B) คือภาพจากการวิเคราะห์ด้วย Image scanner 
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                           A                                                           B 
ภาพท่ี 10 การกระจายตัวของโปรตีนในตัวอย่างนํ้ายางพาราที่บ่มด้วยโปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis โดย (A) คือภาพจากการย้อมสี (B) คือภาพจาก
การวิเคราะห์ด้วย Image scanner 
 
 

        
                           A                                                           B 
 
ภาพท่ี 11 การกระจายตัวของโปรตีนในตัวอย่างนํ้ายางพาราที่บ่มด้วยโปรติเอสทางการค้า  
(PROTEX7L) เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis โดย (A) คือภาพจากการย้อมสี (B) 
คือภาพจากการวิเคราะห์ด้วย Image scanner 
 
 
 
 
 
 
 

3                pI                   10 3                pI                   10 

3                pI                   10 3                pI                   10 

175     

 MW  

(kDa)     

10.5 

175     

 MW  

(kDa)     

10.5 

175     

 MW  

(kDa)     

10.5 

175     

 MW  

(kDa)     

10.5 



24 

(4). การขึ้นรปูถุงมือยางทางการแพทย์ 
 

ภายหลังทดลองผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยนํ้ายางข้นที่ผ่านการบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติ
เอสแล้วก็พบว่าสามารถข้ึนรูปถุงมือยางได้ ดังแสดงในภาพที่ 12 โดยถุงมือแต่ละสูตรก็มีลักษณะทาง
กายภาพไม่ว่าจะเป็นสี ความหนา ความยืดหยุ่น ที่แตกต่างกัน ดังบรรยายไว้ในตารางที่ 5 ซึ่งจะเห็นได้
ว่านํ้ายางที่ผ่านการบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสท้ังจากงานวิจัยน้ีและทางการค้าล้วนทําให้ได้ถุงมือที่มี
ความหนาน้อยกว่าสูตรพ้ืนฐานและสูตรที่เติมสาร SDS  แต่ลักษณะความเหนียวและความยืดหยุ่น
ใกล้เคียงกับถุงมือยางสูตรพ้ืนฐาน  

 
 

 
 
ภาพท่ี 12 แสดงลักษณะของถุงมือที่ผลิตได้ด้วยสูตรต่างๆ 
หมายเหตุ:  สูตร CON : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) 
     สูตร MR10 : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
       สูตร PRO : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอส PROTEX7L  
     สูตร SDS : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + SDS  
 
 
 
 

CT MR 

PRO SDS 
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ตารางที่ 5 การบรรยายลักษณะของถุงมือยางที่ผลิตได้ในแต่ละสูตร  
สูตร ค ว า ม ห น า 

(mm) + SD 
ลักษณะปรากฏ 

สูตร 1 : สูตรพ้ืนฐาน 0.188 + 0.014 ถุงมือมีความหนากว่าถุงมือที่มีวางขายใน
ท้องตลาดและเหนียว 

สูตร 2 : +โปรติเอส  
             (MR10) 

0.145 + 0.008 ได้ถุงมือที่มีความหนาเทียบเท่ากับถุงมือที่มี
วางขายในท้องตลาด และมีความเหนียว 

สูตร 3 : +โปรติเอส  
             (PROTEX7L) 

0.149 + 0.008 ได้ถุงมือที่มีความหนาเทียบเท่ากับถุงมือที่มี
วางขายในท้องตลาด และมีความเหนียว 

สูตร 4 : +SDS 0.295 + 0.014 ได้ถุงมือที่มีความหนามากกว่าสูตรที่ 1 แต่
สังเกตว่าไม่มีความเหนียวเท่าสูตรอ่ืนๆ และ
ขาดง่ายกว่า 

หมายเหตุ: ความหนาของถุงมือ ได้ทําการวัดที่ตําแหน่งฝ่ามือ และทําการวัดจํานวน 9 ตัวอย่าง 
 

                            
ภาพท่ี 13 แสดงการวัดความหนาของถุงมือยางที่ผลิตได้ 
 
 เมื่อนําถุงมือที่ผลิตขึ้นไปทําการวิเคราะห์ค่าแรงดึงที่จุดขาดและความยืดเมื่อขาด ณ กรม
วิทยาศาสตร์บริการ ผลการวิเคราะห์ก็ได้แสดงดังตารางที่ 6 ซึ่งพบว่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยทั้งก่อนและ
หลังบ่มเร่งของถุงมือจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอสของงานวิจัยน้ีมีค่าตํ่าสุดอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับถุงมือสูตรอ่ืนๆ ในขณะที่ค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยก่อนบ่มเรง่ของถุงมือทุก
สูตรมีความแตกต่างกันแต่ไม่มีนัยสําคัญ (p>0.05) แต่ภายหลังการบ่มเร่งแล้วค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ย
มีค่าสูงกว่าสูตรพ้ืนฐานและสตูรที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าที่บ่มร่วมกับโปรติเอสทางการค้า (p<0.05) 
อย่างไรก็ตาม ผลการวิเคราะห์ข้อมูลก็ยังได้พบข้อมูลที่น่าสนใจอีกหน่ึงประการคือ ภายหลังการบ่มเร่ง
แล้วค่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยของถุงมือจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอส MR10 มีค่าเพ่ิมสูงขึ้นใน
ขณะที่สูตรพ้ืนฐานและสูตรทีผ่ลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าที่บ่มร่วมกับโปรติเอสทางการค้ากลับมีค่าที่
ลดลง ค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยก็เช่นเดียวกัน ที่ถุงมือสูตรนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากงานวิจัยน้ีเป็นเพียงสูตร
เดียวที่มีค่าที่แทบจะไม่เปลี่ยนแปลง 
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ตารางที ่6 สรุปผลการวิเคราะห์คุณสมบัติเชิงกลของถุงมือยางแต่ละสูตร 
สูตร แรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ย (นิวตัน) ความยืดเม่ือขาดเฉลี่ย (ร้อยละ) 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง %ความ
แตกต่าง

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเร่ง %ความ
แตกต่าง

CON 10.5 + 2.6b 8.9 + 3.3b -15.5 871.1 + 45.2a 816.1 + 69.1b -6.37 
MR10 4.2 + 1.2c 5.1 + 0.87c +30.4 839.5 + 34.7a 839.4 + 105.9ab +1.08 
PRO 10.1 + 1.7b 9.1 + 2.6b -9.6 859 + 48.7a 826.8 + 36.2b -3.63 
SDS 20.1 + 4.2a 20.9 + 4.6a +5.6 880.7 + 34.6a 873.5 + 52.4a -0.83 
หมายเหตุ:  สูตร CON : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) 
     สูตร MR10 : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
       สูตร PRO : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอส PROTEX7L  
     สูตร SDS : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + SDS 
 ตัวอักษรที่แตกต่างกัน (a, b, c, d) หมายถึงมคีวามแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ p<0.05 
 
วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 เอนไซม์โปรติเอสเป็นโปรตีนชนิดหน่ึง ซึ่งสามารถถูกทําให้เสียสภาพ (Denaturation) ได้เมื่อ
อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม สารเคมีก็เป็นหน่ึงในปัจจัยที่ทําให้เอนไซม์เสียสภาพได้ ดังน้ันเมื่อพิจารณา
ในกระบวนการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ซึ่งเป็นกลุ่มอุตสาหกรรมเป้าหมายที่จะนําโปรติเอสจาก
งานวิจัยน้ีไปประยุกต์ใช้แล้ว ก็จะพบว่าการเติมเอนไซม์โปรติเอสลงไปในนํ้ายางพาราสดก่อนการป่ัน
เหว่ียงเป็นนํ้ายางข้น น่าจะเป็นขั้นตอนที่เหมาะสมที่สุด แต่อย่างไรก็ตาม นํ้ายางพาราสดน้ันจะต้องมี
การเติมสารรักษาสภาพชนิดต่างๆ ลงไป ผลการศึกษาก็แสดงให้เห็นว่าในสภาวะที่มีแอมโมเนียสูง 
(High-ammonia; HA) 0.8% น้ัน โปรติเอสจะมีประสิทธิภาพการทํางานที่ลดลง คาดว่าน่าจะเกิดจาก
ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สูงมากเกินไป (ประมาณ 11-12) ที่ทําให้โครงรูป (conformation) ของ
เอนไซม์เปลี่ยนแปลงไป แต่ในขณะที่โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 น้ีทํางานได้ดีที่ pH ประมาณ 6-
7 ดังน้ันโซเดียมซัลไฟท์น่าจะเป็นสารรักษาสภาพนํ้ายางที่เหมาะสมมากกว่าแอมโมเนีย เพราะไม่ทําให้
เอนไซม์เสียสภาพ อีกทั้งยังช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของโปรติเอสให้สูงขึ้นด้วย สอดคล้องกับ
รายงานของ Kunert (1992) และ Laba and Szczekala (2013)  
 โดยปรกติแล้วนํ้ายางพาราสดยังคงสภาพอยู่ได้ด้วยปัจจัยสําคัญ 2 ประการ คือ (1) ช้ันโปรตีน
ที่ห่อหุ้มอนุภาคยาง (2) อนุมูลลบของหมู่ Carboxylate บนพ้ืนผิว ที่ก่อให้เกิดการผลักกันของอนุภาค
ยาง (วราภรณ์, 2549) การเติมเอนไซม์โปรติเอสลงไป จึงเกิดเป็นข้อกังวลว่าอาจทําให้นํ้ายางพาราเสีย
สภาพก่อนเข้าสู่กระบวนการผลิตต่อไป อย่างไรก็ตาม จากผลการทดลองคร้ังน้ีก็ได้แสดงให้เห็นว่า
เอนไซม์โปรติเอสท่ีเตรียมจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 น้ี ไม่ทําให้นํ้ายางเกิดการเสียสภาพ ซึ่งมี
หลายรายงานที่ได้กล่าวถึงการเติมเอนไซม์โปรติเอสเพ่ือกําจัดโปรตีนในนํ้ายางพาราสด แต่ก็ไม่มี
รายงานถึงการเสียสภาพของน้ํายางพารา ไม่ว่าจะเป็นรายงานของ ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ (2540), 
Klinklai et al. (2003), Rattanasom et al. (2005), George et al. (2009) ดังน้ันอาจจะกล่าวได้ว่า
เอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 สามารถนํามาใช้ในอุตสาหกรรมการแปรรูป
ยางพาราได้ 
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 ในการวิเคราะห์โปรตีนในนํ้ายางพาราสดและนํ้ายางพาราโปรตีนตํ่าในงานวิจัยน้ี ผู้วิจัยได้วาง
แผนการทดลองให้ลดปัจจัยทีก่่อให้เกิดความคลาดเคลื่อนในประเด็นต่างๆ ผู้วิจัยตระหนักดีว่านํ้า
ยางพาราสดที่จะใช้เป็นตัวอย่างสําหรับตรวจวิเคราะห์น้ัน ไม่สามารถจัดหาได้ตลอดทั้งปีและไม่
สามารถเก็บไว้ได้เป็นเวลานาน ผู้วิจัยจึงแก้ไขปัญหาด้วยการเตรียมนํ้ายางพาราด้วยสูตรต่างๆ ให้เป็น
รูปแบบฟิล์มบางเสียก่อน แล้วเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพ่ือให้มีตัวอย่างที่เพียงพอ
สําหรับศึกษาตลอดเวลา อีกทั้งจะเป็นที่ยอมรับว่าเป็นตัวอย่างชุดเดียวกันอีกด้วย  แผน่ฟิล์มดังกล่าวที่
มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร มีความหนาประมาณ 0.15 มิลลเิมตร ดังน้ันโปรตีนที่สกัดได้จาก
แผ่นฟิล์มยางกจ็ะเป็นโปรตีนทั้งจากช้ันซีรั่มและอนุภาคเน้ือยาง กระบวนการสกัดโปรตีนจากเน้ือยาง
ทําให้ค่อนข้างยาก ซึ่งส่วนใหญ่ทําได้โดยการใช้สารละลาย PBS หรือ TES บัฟเฟอร์เป็นสารสกัดตามวิธี
มาตรฐานของ ISO 12243:2003 แต่ในมาตรฐานของ ASTM D5712-95 ให้ใช้นํ้าปราศจากไอออนเป็น
สารสกัด  (พร้อมศักด์ิ, 2550; Yeang et al., 2004) แต่ผู้วิจัยพบว่าโปรตีนที่สกัดได้จากการใช้สาร
เหล่าน้ีมีค่อนขา้งน้อย จึงได้มีการดัดแปลงเทคนิคการสกัดจากวิธีการของ Xiang et al. (2012) พร้อม
กับมีการเพ่ิมอัตราการสกัดจากการเพ่ิมพ้ืนที่แผ่นฟิลม์ยางด้วยการแช่ในไนโตรเจนเหลวและบดด้วย
โกร่ง ด้วยเทคนิคเหล่าน้ี จึงทําให้สามารถสกัดโปรตีนจากฟิล์มได้สูงกว่า 3-4 เท่า เมื่อเทียบกับการใช้ 
PBS และน้าํเป็นสารสกัด ผลการวิเคราะห์โปรตีนที่ได้ก็มีความมั่นใจที่สูงขึ้นว่าเป็นตัวอย่างโปรตีน
ทั้งหมดที่พบได้ในนํ้ายางพารา  
 เมื่อพิจารณาที่คุณสมบัติทางกายภาพบางประการของถุงมือทางการแพทย์ที่ผลิตขึ้นจากนํ้า
ยางโปรตีนตํ่าที่ผ่านการบ่มด้วยโปรติเอสจาก B. subtilis MR10 เทียบกับมาตรฐานถุงมือยาง
ปราศจากเช้ือสําหรับการศัลยกรรมชนิดใช้ครั้งเดียว (มอก. 538-2548) ก็จะพบว่ากระบวนการผลิตใน
ระดับห้องปฏิบัติการน้ี ที่ซึ่งได้มีการควบคุมปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (TSC) และเวลาในการจุ่มของ
แต่ละสูตร ทําให้ได้ความหนาที่ยังสูงกว่ามาตรฐานประมาณ 4-5 เปอร์เซ็นต์ แม้ไม่ได้เติมสารช่วยจับตัว 
(coagulants) ก็ตาม ค่าความยืดเมื่อขาดก่อนและหลังบ่มเร่งสูงกว่ามาตรฐานประมาณ 20 และ 52 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ แต่ค่าแรงดึงเมื่อขาดก่อนและหลังบ่มเร่งกลับตํ่ากว่ามาตรฐานประมาณ 60 และ 
40 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ ในขณะที่ถุงมือสตูรพ้ืนฐานและสูตรที่บ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอสทางการค้าน้ัน
ก็มีค่าแรงดึงเมื่อขาดทั้งก่อนและหลังบ่มที่ตํ่ากว่ามาตรฐานเช่นกัน แต่ตํ่ากว่าเพียงเล็กน้อย ผู้วิจัยคาด
ว่าค่าที่ตํ่ากว่ามาตรฐานน้ีอาจจะเกิดจากเทคนิคการขึ้นรูปถุงมือยางของผู้วิจัยเองที่ยังไม่เช่ียวชาญ แต่
ข้อมูลที่น่าสนใจท่ีพบได้จากผลการวิเคราะห์น้ีคือ ค่าความยืดเมื่อขาดของถุงมือที่ผลิตจากการบ่มด้วย
โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 น้ันแทบจะไม่เปลี่ยนแปลงภายหลังการบ่มเร่ง ซึ่งคุณสมบัติน้ีไม่พบใน
ถุงมือสูตรใดในการทดลองคร้ังน้ี รวมทั้งรายงานอ่ืนๆ เช่น ไพโรจน์และพรสิทธ์ (2540) ที่ก็พบว่ายาง
โปรตีนตํ่าที่ผลิตขึ้นจากการเติมเอนไซม์โปรติเอส  (alkalase) ก็มีค่าความยืดเมื่อขาดที่ลดลงภายหลัง
การบ่มเร่ง น่ีอาจจะเป็นข้อดีของการใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 ร่วมในกระบวนการ
ผลิตถุงมือยาง หรืออาจจะเน่ืองมาจากกระบวนการอบเพ่ือขึ้นรูปถุงมือยางยังไม่สมบูรณ์ (Under 
cure) ก็เป็นได้ ทั้งน้ีกระบวนการพัฒนาคุณภาพถุงมือยางที่ใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
ร่วมในกระบวนผลิตยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป  
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สรุปผลการวิจัย 
 
 ผลการวิจัยครั้งน้ีรวมถึงผลงานวิจัยที่ผ่านมา (RDG5650082) สามารถสรุปได้ว่าเอนไซม์โปรติ
เอสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 มีความสามารถในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber 
elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic 
protein (Hev b5) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ ในขณะท่ีโปรตีนชนิดอ่ืนๆ น้ันก็พบว่า
สามารถถูกกําจัดได้เช่นเดียวกันเมื่อทําการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis ดังน้ันจึง
มั่นใจได้ว่านํ้ายางพาราโปรตีนตํ่าที่ผลิตด้วยโปรติเอสชนิดน้ีมีความปลอดภัยต่อผู้ใช้งานอีกทั้งไม่ทําให้
นํ้ายางพาราเสียสภาพ แต่ถุงมือยางทางการแพทย์ที่ผลิตจากน้ํายางโปรตีนตํ่ายังมีคุณสมบัติด้านความ
หนา แรงดึงที่จุดขนาดเฉลี่ย และความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยที่ตํ่ากว่ามาตรฐานถุงมือปราศจากเชื้อสําหรับ
การศัลยกรรมชนิดใช้ครั้งเดียว (มอก. 538-2548) ซึ่งต้องมีพัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ์ต่อไป   
 
 
ข้อเสนอแนะท่ีคาดว่าควรวิจัยเพิ่มเติม และวิธีการท่ีควรพัฒนาต่อยอดสูภ่าคปฏบิัติจริง 
 
 ควรมีการวิจัยเพ่ือพัฒนาสูตรถุงมือยางที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มี
คุณภาพเป็นไปตามมาตรฐานต่อไป 
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ภาคผนวก 1 
ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผน กิจกรรมที่ดําเนินการ และผลท่ีได้รับ 
 

วัตถุประสงค ์ กิจกรรมที่วางแผนไว ้ กิจกรรมที่ดําเนินการ ผลที่ได้รับ 
1. เพ่ือศึกษาการมีอยู่
ของโปรตีนภูมิแพ้
ชนิดต่างๆ ในยาง
โปรตีนตํ่าที่เตรียมขึ้น
โดยโปรติเอส จาก 
Bacillus subtilis 
MR10 
 

1. วิเคราะห์โปรตีนใน
นํ้ายางพาราสดและน้ํา
ยางพาราโปรตีนตํ่า 
โดยเทคนิค 2D gel 
electrophoresis 

- ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส 
- ผลิตนํ้ายางโปรตีนตํ่า
โดยบ่มร่วมกับโปรติเอส 
- สกัดโปรตีนจาก
ยางพาราที่เตรียม 
- วิเคราะห์โปรตีนโดย
เทคนิค 2D gel 
electrophoresis 

พบว่าเอนไซม์โปรติเอสท่ี
เตรียมขึ้นครั้งน้ี มี
ความสามารถกําจัดโปรตีนใน
นํ้ายางพาราสดจริง  

2. เพ่ือทดสอบสมบัติ
ของถุงมือทาง
การแพทย์ที่เตรียม
จากยางโปรตีนตํ่าซึ่ง
เตรียมโดยใช้โปรติ
เอส จาก Bacillus 
subtilis MR10 
ตามท่ีมาตรฐาน
กําหนด 

1. ผลิตถุงมือยางทาง
การแพทย์โดยใช้นํ้า
ยางพาราที่บ่มด้วย
เอนไซม์โปรติเอส 
 

- ผลิตถุงมือยางทาง
การแพทย์โดยใช้นํ้า
ยางพาราข้นที่บ่มด้วย
เอนไซม์โปรติเอส และถุง
มือสูตรอ่ืนๆ 
 

- ได้ถุงมือยางที่ผลิตจากนํ้า
ยางโปรตีนตํ่าซึ่งบ่มด้วยโปรติ
เอสจากเช้ือ MR10 และสูตร
อ่ืนๆ รวมท้ังสิน้ 4 สูตร 

 2. วิเคราะห์คุณสมบัติ
เชิงกลบางประการของ
ถุงมือยาง 

- วัดความหนาของถุงมือ 
- วัดค่าแรงดึงเมื่อขาดทั้ง
ก่อนและหลังบ่มของถุง
มือ 
- วัดค่าความยืดเมื่อขาด
ทั้งก่อนและหลังบ่มของ
ถุงมือ 

- ความหนาของถุงมือยางที่
ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าซึ่ง
บ่มด้วยโปรติเอสจากเช้ือ 
MR10 มีค่าใกล้เคียงกับ
มาตรฐาน มอก.538-2548 
- ค่าแรงดึงเมื่อขาดของถุงมือ
ยางที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีน
ตํ่าซึ่งบ่มด้วยโปรติเอสจาก
เช้ือ MR10 มคี่าตํ่ากว่า
มาตรฐาน มอก.538-2548 
- ค่าความยืดเมื่อขาดของถุง
มือยางที่ผลิตจากนํ้ายาง
โปรตีนตํ่าซึ่งบ่มด้วยโปรติเอ
สจากเช้ือ MR10 มีค่าสูงกว่า
มาตรฐาน มอก.538-2548 
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ภาคผนวก 2 
ตอบความเห็นของผู้ทรงคณุวุฒิในการประเมินร่างรายงานฉบบัสมบรูณ ์
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1. โดยรวมแล้วผลงานที่ได้นี้เป็นงานที่น่าท้าท้ายเพียงไร มีความยาก-ง่ายระดับใด และผลที่ได้แสดงให้เห็นว่านักวิจัยได้ใช้ความอุตสาหพยายามเพียงไร  
ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 

-   
 

2. เมื่อเทียบกับวัตถุประสงค์และ output (โปรดดูเอกสารแนบ 1 ท้ายสัญญา) ท่านพบว่าโครงการวิจัยได้ 
ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 

-   
 

3. ท่านมีความเห็นต่อคุณภาพของร่างรายงานฉบับสมบูรณ์ในประเด็นต่าง ๆ ดังนี้ 
ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 

1. ต้องตรวจสอบการสังเคราะห์ข้อมูลใหม่ใหถ้กูต้องตามหลัก
วิชาการ คือ  
1.) ค่า tensile หลังการบ่มเร่งที่เพิ่มสูงขึ้นไม่น่า (ทางวิชาการ) 
เกี่ยวกับ enzyme โดยปกติอาจเนื่องมาจากถุงมือ undercuse 
และ 2.) ทบทวนการวิจารณ์ผลเรื่องความหนาใหม่เพราะปกติ
ความหนาของ film ยางเกี่ยวข้องกับ TSC ของน้ํายางและ/หรือ
จากการแช่พิมพ์(dwell time) 
ในการจุ่มน้ํายาง 
 

2. ความแม่นยําถกูต้อง  ยังไม่น่าถูกต้องเพราะยังไม่ได้มีการ 
repeat และทดลองแปรสตูรส่วนผสมของ compound latex? 

-ได้มีการระบุเพิ่มเติมในวิจารณ์ผลการทดลอง
เรียบร้อยแล้ว เช่น “.....ก็จะพบว่ากระบวนการ
ผลิตในระดับห้องปฏิบัติการนี้ ที่ซึ่งได้มีการ
ควบคุมปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (TSC) และ
เวลาในการจุ่มของแต่ละสูตร ทําให้ได้ความหนา
ที่ยังสูงกว่ามาตรฐานประมาณ 4-5 เปอร์เซ็นต์
....” 

-ผู้วิจัยรับทราบ และหากมีโอกาสทําวิจัยครั้ง
ต่อไปก็จะได้ให้ความสําคัญในข้อนี้ให้มากขึน้ 

□ ชี้แจงได้กระจ่างและเห็นชอบตามคําชี้แจงของ
นักวิจัย 
□ ชี้แจงไม่กระจ่าง  ให้ความเห็นไม่ได้และ 
     ส่งให้ผู้ทรงคุณวุฒิพิจารณาใหม่แล้ว 
     ซึ่งผู้ทรงคณุวุฒิเห็นชอบด้วยแล้ว 
□นักวิจัยแก้ไขตามคําแนะนําของผู้ทรงคุณวุฒิ 
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4. ความสมบูรณ์ของรายงาน 
ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 

1. บทคัดย่อ สรุปสั้นๆ โดยที่ไมม่ีตัวชี้วัดเลยทําให้ขาดความเชื่อถือ 
ไม่สามารถนําไปอ้างอิงในงานวิจัยอื่นๆ ได้เลย 

2. ควรทบทวนความเห็นข้อ 3 และปรับแก้ให้เหมาะสม/ ถูกต้อง
ตามวิชาการเทคโนโลยีน้ํายางในทุกๆ หน้า/ ส่วนที่เกี่ยวข้องกับ
ประเด็นความเห็นข้อ 3 

3. บทคัดย่อ บรรทัดที่ 3 ควรระบุไปเลยว่า ศึกษาสมบัติเชิงกล
เรื่องอะไร ผู้วิจัยเขียนว่า บางประการ ไม่ควรอยู่ในบทคัดย่อ 
บทคัดย่อต้องชัดเจนว่าทําอะไรบ้าง ผลเป็นอย่างไรและต้องระบุ
การทดสอบด้วยว่าเป็นการทดสอบถุงมือประเภทใดใน  
ABSTRACT บรรทัดที่ 9 ผู้วิจัยใช้ average tear strength ซึ่ง
ไม่ตรงกับภาษาไทย 

4. ความสําคัญ.......บรรทัดที่ 17 ..ในการศึกษาสมบัติทางกายภาพ
ควรแก้เป็น สมบัติเชิงกล เพราะแรงดึงเป็นสมบัติเชิงกล 

5. วัตถุประสงค์ ข้อ 2 ให้ระบุมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบไปเลย
ว่าเป็นการทดสอบตามมาตรฐานตามมาตรฐานถุงมือปราศจาก
เชื้อสําหรับการศัลยกรรม.... 

6. วัตถุประสงค์ในหน้า 9 วัตถุประสงค์ข้อ 2 ควรระบุว่าศึกษา
สมบัติของถุงมือทางการแพทย์ประเภทใด และระบุมาตรฐานที่
ใช้ด้วย 

7. วิธีการทดลอง ในการทดลองถ้าเป็นมาตรฐานการทดลองที่ดี 
ควรระบุ tolerance ของวิธีที่ใช้ เช่น กําหนดอุณหภูมิที่เท่าใด

- มีการเพิ่มเติมข้อมูลในบทคัดย่อเป็นที่
เรียบร้อยแล้ว 
-แก้ไขเรียบร้อยแล้ว 
 
 
-แก้ไขเรียบร้อยแล้ว โดยเพิ่มประเด็นที่ทดสอบ 
และแก้ไข average tear strength เป็น 
tensile และ elongation at break 
 
 
 
-แก้ไขแล้ว 
 
-แก้ไขแล้ว 
 
 
-แก้ไขแล้ว 
 
 
-กรณีนี้ไมส่ามารถระบุ + ได้ เนื่องจากไม่ได้มี
มาตรฐานกําหนดไว้ และไม่ได้ศึกษาด้วย ดังนั้น

□ ชี้แจงได้กระจ่างและเห็นชอบตามคําชี้แจงของ
นักวิจัย 
□ ชี้แจงไม่กระจ่าง  ให้ความเห็นไม่ได้และ 
     ส่งให้ผู้ทรงคุณวุฒิพิจารณาใหม่แล้ว 
     ซึ่งผู้ทรงคณุวุฒิเห็นชอบด้วยแล้ว 
□นักวิจัยแก้ไขตามคําแนะนําของผู้ทรงคุณวุฒิ 
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ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 
ให้บอก ±ด้วย จะได้ทราบว่าจุดไหนต้องการความแม่นยําของ
อุณหภูมิระดับใด เช่นในบรรทัดที่ 5 ควรทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4  
หากเครื่องมือที่ใช้ไม่ได้รับการสอบเทียบ เมื่อกวนที่ 4  แล้ว
ปรากฏว่าจริงๆ แล้วไม่ใช่ 4  แต่เป็น 5  หรือ 6  ผล
การทดสอบจะเปลี่ยนไปหรือไม่ อุณหภูมิ ณ จุดนี้มีความสําคัญ
มากน้อยเพียงใด ดังนั้นการบอก ± จะบอกได้ว่าจุดนั้นสําคัญต่อ
ผลการทดสอบเพียงใด เพราะ ±1  กับ ±3  ก็ต่างกันมาก
ดังนั้นการเขียนวิธีการทดสอบต้องระวังเรื่องนี้ให้มาก 

8. การทดสอบขึ้นรูปถุงมือยาง... ควรระบุด้วยว่าผลิตถุงมือยาง 4 
สูตรนั้น สูตรละกี่ชั้น ผู้วิจัยแน่ใจได้อย่างไรว่าจํานวนชั้นที่ผลิต
เพียงพอต่อความน่าเชื่อถือ 

9. สรุปผลการวิจัย  ควรจะละเอียดไม่ใช่พูดไม่ชัดเจนอย่างที่ผู้วิจัย
เขียน...สมบัติบางประการคืออะไร ควรจะบอกไปเลยว่าสมบัติ
อะไร 

10. การวิจารณ์ผลการทดลอง  ถ้าผู้วิจัยคาดว่าผลการทดสอบต่ํา
กว่ามาตรฐานอาจจะเกิดจากเทคนิคการขึ้นรูป  นั่นจะทําให้
ผลการวิจัยไม่น่าเชื่อถือเลย เพราะไม่อาจสรุปได้ว่าค่าต่างๆที่ได้
ถูกต้อง การเตรียมวัตถุตัวอย่างที่นํามาทดสอบเป็นขั้นตอนที่
สําคัญที่สุด เพราะผลการทดสอบต่างๆ จะใช้ไม่ได้เลยหากการ
เตรียมตัวอย่างมายังไม่ถูกต้อง ฉะนั้นผู้วิจัยต้องเตรียมถุงมือ
ที่มาทดสอบให้มั่นใจได้ว่าถุงมือออกมาทดสอบมีการทําที่

จึงแก้ไขข้อมูลเป็น “อุณหภูมไิม่เกิน 10 oC” 
แทน 
 
 
 
 
 
 
- จํานวนชิ้นที่ส่งไปทดสอบ เป็นไปตาม
มาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์บริการ ดังนั้น
น่าจะเป็นที่เชื่อถือได้ 
-ได้เพิ่มเติมรายละเอียดเรียบร้อยแล้ว 
 
 
-ผู้วิจัยรับทราบ และจะได้นําไปปรับปรุงงานวิจัย
ครั้งต่อๆ ไป 
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ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 
ถูกต้อง เชื่อถือได้ 

 
5. ข้อเสนอแนะเพิ่มเติม (เช่น ประเด็นที่ควรทําเพิ่ม, การขยายผลด้านผู้ใช้ ฯลฯ)   

ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 
ควรทําการวิจัยอีกในหลายประเด็น เพื่อนําไปใช้ในเชิงพาณิชย์ได้ 

1. วิธีพัฒนาศักยภาพการวัดโปรตีนที่ทําให้เกิดภูมิแพ้ได้รวดเร็ว 
ถูกต้อง 

2. การผลิตน้ํายางข้นที่ใช้เอนไซม์ลดปริมาณโปรตีนให้ได้ตาม
มาตรฐานน้ํายางข้น 

3. การผลิตถุงมือที่มีโปรตีนต่ําให้ได้ตามมาตรฐานสากล 
4. ศึกษาระบบรักษาสภาพน้ํายางสดให้เหมาะสมกับงานใช้

เอนไซม์ของเรา 
5. การผลิตถุงมือยางให้ได้มาตรฐานต้องศึกษาปัญหาและ

เทคนิคการผลติจริงหลายๆ ครั้ง จึงจะได้ความแม่นยํา ขอ้ดี 
ข้อด้อย 

6. ควรทดลองเพิ่มเติมโดยนําเทคโนโลยีน้ํายางที่มี
ประสบการณ์ด้านการจุ่มถุงมือยาง 

ผู้วิจัยรับทราบ และขอบพระคุณในคําแนะนํา
ทุกประเด็น 

□ ชี้แจงได้กระจ่างและเห็นชอบตามคําชี้แจงของนักวิจัย 
□ ชี้แจงไม่กระจ่าง  ให้ความเห็นไม่ได้และ 
     ส่งให้ผู้ทรงคุณวุฒิพิจารณาใหม่แล้ว 
     ซึ่งผู้ทรงคณุวุฒิเห็นชอบด้วยแล้ว 
□นักวิจัยแก้ไขตามคําแนะนําของผู้ทรงคุณวุฒิ 
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6. การนําผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  
ความเห็นผู้ทรงคุณวุฒิ คําชี้แจงของนกัวิจัย การจัดการของผู้ประสานงาน 

1. ผลงานวิจัยมีแนวโน้มว่าจะนําไปใช้ประโยชน์ได้ ใช้ผลิตน้ํายางข้น
และถุงมือที่มีโปรตีนภูมิแพ้ในยางต่ํา ศึกษาวิจัยหลายๆ ปัญหา
เพื่อนําไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ที่มีมูลค่าหลายพันล้านบาทต่อไป 
และเกี่ยวข้องในการกําหนดมาตรฐานน้ํายางข้นที่มีโปรตีนภูมิแพ้
ต่ํา 

2. ผลงานวิจัยมีแนวโน้มว่าจะนําไปใช้ประโยชน์ได้ ผู้วิจัยต้องเตรียม
ถุงมือที่นํามาทดสอบให้ดี 

- 

□ ชี้แจงได้กระจ่างและเห็นชอบตามคําชี้แจงของนักวิจัย 
□ ชี้แจงไม่กระจ่าง  ให้ความเห็นไม่ได้และ 
     ส่งให้ผู้ทรงคุณวุฒิพิจารณาใหม่แล้ว 
     ซึ่งผู้ทรงคณุวุฒิเห็นชอบด้วยแล้ว 
□นักวิจัยแก้ไขตามคําแนะนําของผู้ทรงคุณวุฒิ 
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ภาคผนวก 3 
โปสเตอร์เผยแพร่งานวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1 

คุณสมบัติเชิงชีวภาพและกายภาพของยางโปรตีนตํ่าที่เตรียมโดยใช้โปรติเอสจากแบคทีเรีย  
Bacillus subtilis MR10 

Biological and physical properties of deproteinized rubber prepared by  
Bacillus subtilis MR10 protease 

  
ไพโรจน์  วงศ์พุทธิสิน1*, สุทธิพร นันติ1, ช่อทิพา สกูลสิงหาโรจน์2, เอกวิทย์ ตรีเนตร3 
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บทคัดย่อ 

 
งานวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์การหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ในน้ํายางพาราสดท่ีบ่มร่วมกับ

เอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 โดยใช้เทคนิค 2D gel electrophoresis และเพ่ือศึกษา
คุณสมบัติบางประการของถุงมือยางทางการแพทย์ท่ีผลิตจากน้ํายางพาราโปรตีนตํ่า ได้แก่ ความหนา แรงดึงท่ีจุดขาด
เฉลี่ย และความยืดเม่ือขาดเฉลี่ย ผลการวิจัยพบว่าเอนไซม์โปรติเอสชนิดนี้สามารถกําจัดโปรตีนในนํ้ายางพาราสดได้ 
อีกท้ังไม่ทําให้ค่าความเสถียรของน้ํายางพาราลดลง แต่ประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนจะลดลงเหลือเพียง 20 % เม่ือ
อยู่ในสภาวะท่ีมีแอมโมเนียความเข้มข้น 0.8% โดยปริมาตร เป็นสารรักษาสภาพน้ํายาง แต่ในขณะท่ีสารโซเดียมซัล
ไฟท์ความเข้มข้น 0.05% โดยน้ําหนัก ไม่ทําให้ประสิทธิภาพเอนไซม์ลดลง เม่ือทดลองข้ึนรูปถุงมือยางพาราด้วยน้ํา
ยางข้นท่ีบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสแล้วทําการศึกษาคุณสมบัติบางประการของถุงมือยาง ก็พบว่าแรงดึงท่ีจุดขาด
เฉลี่ยท้ังก่อนและหลังบ่มเร่งของถุงมือจากน้ํายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอสของงานวิจัยนี้มีค่าตํ่ากว่ามาตรฐาน มอก. 
538-2548 แต่ความหนาและค่าความยืดเม่ือขาดของถุงมือมีค่าสูงกว่ามาตรฐาน ดังนั้นกระบวนการพัฒนาคุณภาพถุง
มือยางท่ีใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 ร่วมในกระบวนผลิตจึงยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป 
 

ABSTRACT 
 

This research aimed to analyze the remaining of allergenic proteins in natural rubber latex 
that was co-incubated with protease produced from Bacillus subtilis MR10 using 2D gel 
electrophoresis technique. Moreover, to study some properties of medical gloves produced from 
deprotenized natural rubber latex; i.e. tensile and elongation at break, was another objective. The 
results showed that this protease could be able to eliminate rubber proteins; furthermore, the 
mechanical stability time (MST) of rubber latex was not decreased. However, only 20% of 
protease activity was remained, when exposed in 0.8% by vol. of ammonia as latex-stabilizing 
agent. But 0.05% by wt. of sodium sulfite could not effect to protease activity. Medical gloves 
were produced using concentrated rubber latex that was co-incubated with protease and some 
mechanical properties were investigated. It was found that average tensile and elongation at break 
of both before and after aging were lower than the Thai Industrial Standard (มอก. 358-2548). 
However, their thickness and average elongation at break of both before and after aging were 
higher than standard. Thus quality development of medical gloves produced by B. subtilis MR10 
protease need to be improved.  
 



2 

บทนํา 
 
     โปรตีนหลายชนิดท่ีอยู่ในน้ํายางพาราสดสามารถก่อให้ เกิด
อาการแพ้ (Allergy) ขึ้นแก่ผู้สวมใส่ผลิตยางพาราโดยเฉพาะอย่าง
ยิ่ง ถุงมือยาง โดยอาการแพ้นี้มีทั้งแบบเฉียบพลันและค่อยเป็น
ค่อยไป (ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ิ, 2540) อาการมีต้ังแต่เพียงระคาย
เคืองเม่ือสวมใส่ถุงมือ (Irritant contact dermatitis) ไปจนถึง
อาการที่เรียกว่า anaphylaxis ซึ่งมีความรุนแรงมาก (Sussman 
et al., 2002) ดังนั้น ในกระบวนการผลิตจึงต้องกําจัดโปรตีน
เหล่านี้ออกเสียก่อน วิธีการกําจัดโปรตีนมีต้ังแต่การล้างด้วย
น้ําเปล่า แต่ก็ไม่สามารถกําจัดโปรตีนเหล่านี้ออกไปได้หมดเสีย
ทีเดียว  มีรายงานว่าโปรตีนบางชนิดในน้ํายางธรรมชาติสามารถ
ถูกทําลายได้โดยการปรับสภาวะให้เป็นด่างแก่ เช่น การเติม
แอมโมเนีย แต่อย่างไรก็ตามการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของ
โปรตีนในนํ้ายางจะทําให้เกิดผลกระทบต่อคุณสมบัติกายภาพของ
น้ํายางได้ (Moris and Lakin, 1995 อ้างโดย Perrella and 
Gaspari, 2002) ปัจจุบันวิธีที่ใช้กําจัดโปรตีนคือ การนําน้ํายางดิบ
ไปปั่นเหวี่ยงแยกส่วนซรัีมทิ้งไป แต่ก็ไม่สามารถกําจัดโปรตีนส่วนที่
เกาะกับอนุภาคยางออกไปได้  ซ้ํายังทําให้ปริมาณโปรตีนในน้ํายาง
ข้นเพ่ิมขึ้นจาก 25 เปอร์เซ็นต์เป็น 50 เปอร์เซ็นต์อีกด้วย 
(Perrella and Gaspari, 2002) ผู้วิจัยจึงได้เสนอวิธีการใช้
เอนไซม์โปรติเอส (Proteases) เข้าชว่ยในการกําจัดโปรตีนในนํ้า
ยางเนื่องจากสามารถย่อยโปรตีนได้ทั้งในส่วน serum และ 
rubber phase โดยเอนไซม์โปรติเอสนี้ผลิตจากเช้ือ Bacillus 
subtilis แต่อย่างไรก็ตามแม้โปรติเอสจะสามารถย่อยโปรตีนได้
มากเพียงใด แต่ก็อาจเป็นไปได้วา่โปรติเอสไม่มีความจําเพาะ 
(Specificity) ต่อโปรตีนภูมิแพ้ที่สนใจ ทําให้โปรตีนภูมิแพ้เหล่านี้
ยังคงค้างอยู่ในน้ํายางพารา ดังนั้นเพ่ือพิสูจน์ข้อสงสัยดังกล่าวจึง
ควรมีการตรวจสอบการหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้ภายหลังการ
บ่มนํ้ายางพาราสดร่วมกับเอนไซม์โปรติเอส 

จากผลงานวิจัยที่ผ่านมาได้มุ่งใช้เทคนิค Western 
blot ในการวิเคราะห์การหลงเหลือของโปรตีนภูมิแพ้บางชนิด ซึ่ง
ผลจากการวิเคราะห์ก็แสดงให้เห็นแล้วว่าโปรติเอสจากแบคทีเรีย
ชนิดนี้สามารถกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด Rubber elongation 
factor (REF; Hev b1) Small rubber particle protein 
(SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev b5) ซึ่งเปน็โปรตีน
ภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ แต่โปรตีนชนิดอ่ืนๆ ยังไม่สามารถ
พิสูจน์ได้ว่าถูกกําจัดได้หรือไม่ ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงได้มุ่งเน้นใน
การศึกษาเพ่ิมเติมถึงการมีอยู่ของโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ด้วยเทคนิค 
two-dimensional gel electrophoresis นอกจากน้ี ผู้วิจัยยังได้
วางแผนในการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพที่สําคัญบางประการ
ของถุงมือยางทางการแพทย์ที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่านี้ด้วย 
ด้วยแผนดําเนินงานท้ังหมดดังกล่าวนี้ คาดว่าจะช่วยให้สรุปได้ว่า
เอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 นี้สามารถใช้
เตรียมยางโปรตีนตํ่าที่ปราศจากโปรตีนภูมิแพ้และมีคุณสมบัติ
เทียบเท่ากับยางทั่วไปได้หรือไม่ 
 
 
 
 
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
 
1. เชื้อจุลินทรีย์  
     Bacillus subtilis MR10 
 
2. น้ํายางพารา 
     น้ํายางพาราสดได้รับความอนุเคราะห์มาจากสวนยางในพ้ืนที่
อําเภอพร้าว จังหวัดเชียงใหม่ ส่วนน้ํายางข้น (60% DRC) ซื้อมา
จากบริษัท ลักก้ีโฟร์ จํากัด จังหวัดนนทบุรี 
 
3. การเตรียมโปรติเอสผงจากเช้ือ B. subtilis MR10 
     อ้างอิงจากกระบวนการที่ได้จากงานวิจัยเลขท่ี RDG5350029 
กล่าวโดยย่อคือ เพาะเล้ียงเช้ือ B. subtilis (MR10)  ในอาหาร
เหลว NB ปริมาณ 150 ml เล้ียงบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 
rpm อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันนําไปปั่นเหวี่ยง
แยกเซลล์ที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC เก็บ
สารละลายส่วนใส นําไปตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
ให้มีเปอร์เซ็นต์ความอ่ิมตัวที่ร้อยละ 85 กวนท้ิงไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC 
เป็นเวลา 6 ชั่วโมงอย่างต่อเน่ือง แล้วนําไปปั่นเหวี่ยงเก็บตะกอน
โปรตีนที่ 10,000 rpm  อุณหภูมิ 4 oC  เป็นเวลา 30 นาที นํา
ตะกอนโปรตีนที่ได้ละลายกลับในสารละลาย 0.05 M  
phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 15 ml จากนั้นนํา
สารละลายเอนไซม์ไปบรรจุลงในถุงไดอะไลซีสขนาด 12 kDa 
cut-off  แล้วแช่ในสารละลาย 0.05 M phosphate buffer pH 
7.0 ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 18 ชั่วโมง โดยทําการเปล่ียน
บัฟเฟอร์ทุกๆ 6 ชั่วโมง นําสารละลายเอนไซม์ในถุงไดอะไลซีสไป
ทําแห้งด้วยเคร่ืองทําแห้งแบบเยือกแข็ง โปรติเอสผงท่ีได้ให้นําไป
เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC  หากต้องการนํามาใช้ก็จะทําการ
ละลายกลับด้วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ความเข้มข้น 50 
mM pH 7.0 ในอัตราส่วน 1 กรัมต่อ 50 ml ทําการวิเคราะห์
กิจกรรมของโปรติเอสด้วยวิธีการที่อ้างอิงจาก Chantawannakul 
และคณะ (2002) และปริมาณโปรตีนที่ละลายได้ด้วยวิธี Lowry’ 
s method และคํานวณค่ากิจกรรมจําเพาะ 
 
4. การทดสอบผลของแอมโมเนียและโซเดียมซัลไฟท์ที่มีต่อการ
ทํางานของโปรติเอส 
     ทําการเติมเอนไซม์โปรติเอสปริมาณ 500 ยูนิต ลงใน
สารละลายแอมโมเนียปริมาณ 100 มิลลิลิตร ที่ซึ่งเตรียมในความ
เข้มข้นต้ังแต่ 0-0.8% จากน้ันบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 
ชั่วโมง และวัดกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสที่เหลืออยู่ ในขณะที่
ผลของโซเดียมซัลไฟท์ต่อประสิทธิภาพการทํางานของโปรติเอส ก็
ทําการทดลองเหมือนกัน แต่ใช้สารละลายโซเดียมซัลไฟท์ที่ความ
เข้มข้น 0-0.05% 
 
5. การทดสอบผลของเอนไซม์โปรติเอสที่มีต่อเสถียรภาพทาง
กลของน้ํายางพาราสด 
     ทําการทดสอบเบื้องต้นหาความเสถียรทางกลของนํ้ายางพารา
สดด้วยเคร่ืองหา MST (Mechanical stability time) ยี่ห้อ 
Klaxon การทดลองน้ีจะได้ทดลองเติมเอนไซม์ปริมาณ 500 ยูนิต
ในน้ํายางพาราสด 100 มิลลิลิตร จากน้ันวิเคราะห์ค่า MST ตาม
กระบวนการ แล้วเปรียบเทียบกับน้ํายางที่ไม่เติมเอนไซม์โปรติเอส 
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6. การวิเคราะห์โปรตีนในน้ํายางพาราโปรตีนต่ําด้วยเทคนคิ 
2D gel electrophoresis 
 
6.1 การเตรียมน้ํายางพาราโปรตีนต่ําและแผ่นฟิล์มยางสําหรับ
ใช้ในงานวิจัย 
     ผสมน้ํายางพาราสดกับโปรติเอสในสัดส่วนโปรติเอส 500 ยนูิ
ตต่อน้ํายางพารา 100 ml พร้อมทั้งเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ให้
มีความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นําไปบ่มบน
เคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 45 oC 6 ชั่วโมง 
จากน้ันชั่งน้ํายาง 3.0 กรัม ลงใน Petridish ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร เม่ือน้ํายางกระจายตัวอย่างสม่ําเสมอจน
ทั่วจานแล้ว ก็ทําการอบที่อุณหภูมิ 45 oC จนกระทั่งแห้ง (น้ําหนัก
คงที่) ลอกแผ่นฟิล์มยางเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC ระหว่างรอการ
วิเคราะห์ต่อไป 
ทั้งนี้ฟิล์มยางดังกล่าว จะถูกเตรียมขึ้นท้ังส้ิน 3 สูตร ได้แก่ 

Control: น้ํายางพาราสด 
MR10:    น้ํายางพาราสด + โปรติเอสจาก B.  

      subtilis MR10 
    PRO:      น้ํายางพาราสด + โปรติเอส  
                           PROTEX7L (เอนไซม์ทางการค้า) 
  
6.2 การสกัดโปรตีนจากแผ่นฟิล์มยาง 
     บันทึกน้ําหนักแผ่นฟิล์มยางแห้ง จากนั้นทําให้แข็งตัวด้วยการ
แช่ในไนโตรเจนเหลวแล้วบดให้ละเอียดด้วยโกร่ง ทําการสกัด
โปรตีนออกมาด้วยสารละลาย HEPES-Tris บัฟเฟอร์ ความเข้มขน้ 
20 mM pH 7.6 ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ซึ่งบัฟเฟอร์ดังกล่าว
ประกอบไปด้วย 50mM HEPES-Tris (pH7.6) และเสริมด้วย 7M 
urea, 2M thiourea, 10 mM mercaptoethanol, 60 mM 
DTT, 4% CHAPS, 5mM EDTA-Na2.H2O, 1% NP-40 และ 
0.5 mM phenylmethanesulfonyl fluoride นําส่วนผสม
เหล่านี้ไปเขย่าด้วยความถี่ที่สูงด้วยเคร่ือง Sonicator เป็นเวลา 10 
นาที และสุดท้ายจึงทําการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 oC เพ่ือแยกเก็บสารละลายโปรตีน  สารละลายโปรตีน
ดังกล่าวนี้ จะถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC ระหว่างรอการ
วิเคราะห์ต่อไป เพ่ือทําให้ตัวอย่างซีร่ัมมีความบริสุทธิ์มากขึ้น จะ
ทําการกําจัดส่ิงเจือปนโดยใช้ 2-D Clean-Up Kit รุ่น Code No. 
80-6483-51 (GE-Healthcare) จากน้ันวิเคราะห์หาปริมาณ
โปรตีนโดยใช้วิธี Micro assay ใช้ 2D-Quant Kit รุ่น Code No. 
80-6483-56 (GE-Healthcare) ก่อนดําเนินการวิเคราะห์โปรตีน
ด้วยเคร่ืองมือ 2-D gel electrophoresis จากศูนย์เคร่ืองมือ 
หน่วยวิจัยทางเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  
 
6.3 การแยกโปรตีนมิติที่ 1 ด้วยวิธี IEF  
     เตรียมสารละลายสําหรับทํา IEF ปริมาตร 125 μl ซึ่ง
ประกอบด้วยโปรตีนตัวอย่าง 6 μg, 20 mM DTT, 0.8% v/v IPG 
buffer และ rehydration stock solution จากน้ันถ่ายตัวอย่าง
ลงไปใน strip holder ขนาด 7 cm บนเคร่ือง Ettan IPGphor II 
และดําเนินระบบตามโปรแกรมที่กําหนด ก่อนจะดําเนินการแยก
โปรตีนในมิติที่ 2 ต่อไป 
 

6.4 การแยกโปรตีนมิติที่ 2 ด้วยวิธี SDS-PAGE 
     ทําการ equilibrate IPG strip ก่อนทํา SDS-PAGE โดยแช่ 
IPG strip ลงในสารละลาย DTT (0.05 g ใน SDS equilibration 
buffer 5 ml) จากน้ันย้ายมาล้างในสารละลาย IAA (1.25 g ใน 
SDS equilibration buffer 5 ml) แต่ละขั้นตอนจะทําการเขย่า
เป็นเวลา 15 นาที แช่ IPG strip ลงใน 1X SDS 
electrophoresis running buffer (tank buffer) เป็นเวลา 5-
10 นาที เพ่ือล้าง glycerol ที่เป็นองค์ประกอบใน SDS 
equilibration buffer ออก แล้ววาง strip ลงบน 
polyacrylamide gel ที่เตรียมไว้ เร่ิมดําเนินระบบ ด้วยโปรแกรม
ตามที่กําหนดแล้วจึงย้อมสีโปรตีน 
  
7. การทดสอบข้ึนรูปถุงมือยางทางการแพทย์ 
 
     ทําการทดลองผลิตถุงมือยางทั้งส้ิน 4 สูตร ซึ่งแต่ละสูตรจะมี
องค์ประกอบพ้ืนฐานเหมือนกัน ดังแสดงในตารางที่ 1 แต่มีการบ่ม
ร่วมด้วยเอนไซม์แตกต่างกัน ได้แก่ 
     สูตรที่ 1 (Con)    : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) 
     สูตรที่ 2 (MR10)  : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติ 
                             เอสจาก B. subtilis MR10 
                 (500 ยูนิต/ น้ํายาง 100 มิลลิลิตร) 
     สูตรที่ 3 (PRO)   : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอส  
                            PROTEX7L (500 ยูนิต/ 100 มิลลิลิตร) 
     สูตรที่ 4 (SDS)   : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + SDS (0.2% by  
                            vol.) 
 
     น้ํายางพารา (น้ํายางข้น 60% DRC) จะผ่านการบ่มด้วย
เอนไซม์และสารเคมีในแต่ละสูตร อย่างน้อย 6 ชั่วโมงก่อนที่นําไป
ผสมกับสารเคมีของสูตรพ้ืนฐาน แล้วขึ้นรูป ถุงมือยางดังกล่าวนี้ 
จะถูกส่งไปวิเคราะห์คุณภาพเชิงกล ณ กรมวิทยาศาสตร์บริการ 
กรุงเทพมหานคร โดยวิเคราะห์แรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ย (นิวตัน) 
ความยืดเมื่อขาดเฉ ล่ีย  ( ร้อยละ )  ทั้ ง ก่อนและหลังบ่มเ ร่ง 
นอกจากน้ียังวัดค่าความหนาของถุงมือ ณ ตําแหน่งที่กําหนดโดย
มาตรฐาน มอก. 538-2548  
 
ผลการวิจัย 
 
 เอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตขึ้นคร้ังน้ี เป็นเอนไซม์ผงที่มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ประมาณ 100,000-120,000 Unit/กรัม 
และมีค่ากิจกรรมจําเพาะประมาณ 150 unit/มิลลิกรัมของโปรตีน 
เอนไซม์โปรติเอสดังกล่าว ได้ถูกนํามาใช้ในงานวิจัยคร้ังน้ี ซึ่งผล
การศึกษามีดังต่อไปน้ี 
 
1. ผลของแอมโมเนียและโซเดียมซัลไฟท์ที่มีต่อการทํางานของ
โปรติเอส 
 
     เนื่องจากรูปแบบการใช้งานของโปรติเอสในอุตสาหกรรมการ
ผลิตถุงมือยางทางการแพทย์นั้น คาดว่าจะทําการผสมลงในน้ํา
ยางพาราสดและบ่มทิ้งไว้ ซึ่งนํ้ายางพาราสดนี้จะมีการรักษาสภาพ
ด้วยการเติมแอมโมเนียหรือโซเดียมซัลไฟท์ลงไป ดังน้ันจึงมี
การศึกษาประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์ในสภาวะที่มีสาร
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ดังกล่าวเป็นส่วนผสม ผลการทดลองก็ได้แสดงดังภาพที่ 1 เห็นได้
ว่าที่ระดับแอมโมเนีย 0.8% เอนไซม์เหลือความสามารถในการ
ทํางานน้อยกว่า 20% เม่ือเทียบกับสภาพที่ไม่เติมแอมโมเนีย ซึ่ง
อาจเป็นเพราะค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีสูงเกินไปจึงไม่สามารถ
ทํางานได้เต็มที่ อย่างไรก็ตามถึงแม้ความสามารถในการทํางานจะ
ลดลงแล้ว แต่ผู้วิจัยคาดว่าโครงสร้างเอนไซม์น่าจะยังคงสภาพอยู่ 
เพราะเมื่อนําสารละลายเอนไซม์ดังกล่าว (ในสารละลาย
แอมโมเนียเข้มข้น 0.8%) มาหยดลงบนจานวุ้นที่ผสมโปรตีนเคซีน 
(pH 7.0) แล้วท้ิงไว้ 12 ชั่วโมง ก็จะพบว่าโปรตีนเคซีนถูกย่อย
จนกระทั่งเห็นแต่วุ้นใส เหมือนกับการทํางานของโปรติเอสที่ไม่มี
การเติมแอมโมเนีย ดังแสดงในภาพที่ 2 เหตุการณ์นี้ยืนยันว่าโปรติ
เอสยังคงสภาพอยู่และสามารถกลับมาทํางานได้อีกคร้ังเมื่ออยู่ใน
สภาพ pH ที่เหมาะสม แต่อย่างไรก็ตาม ในการปฏิบัติงานจริง
ผู้วิจัยเสนอว่า ไม่ควรใช้แอมโมเนียในการรักษาสภาพน้ํายางสด 
เพราะทําให้โปรติเอสทํางานได้ไม่เต็มที่ ในขณะที่กิจกรรมของโป
รติเอสเม่ือใช้โซเดียมซัลไฟท์เป็นสารรักษาสภาพน้ํายางนั้น พบว่า 
โซเดียมซัลไฟท์กลับทําให้การทํางานของโปรติเอสสูงขึ้น ดังแสดง
ในภาพที่ 3 และเมื่อนํามาหยดในวุ้นผสมเคซีน ก็พบว่าโปรติ
เอสสามารถทํางานได้ไม่แตกต่างกับโปรติเอสที่ไม่ผ่านการเติม
โซเดียมซัลไฟท์ ดังแสดงในภาพที่ 4 ดังนั้นการรักษาสภาพน้ํายาง
ในระหว่างการบ่มน้ํายางพาราสดร่วมกับเอนไซม์ควรใช้สาร
โซเดียมซัลไฟท์มากกว่าแอมโมเนีย 
  
 2. การทดสอบผลของเอนไซม์โปรติเอสที่มีต่อเสถียรภาพทาง
กลของน้ํายางพาราสด 
 
     เอนไซม์โปรติเอสที่เติมลงไปในน้ํายางพาราสดอาจจะส่งผลให้
น้ํายางเสียสภาพและไม่สามารถนําไปใช้งานได้ จึงมีการทดสอบ
เบื้องต้นหาความเสถียรทางกลของน้ํายางพาราสดเม่ือมีการบ่ม
ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอส ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 2 ที่
พบว่าเอนไซม์ไม่ทําให้ค่า MST ของนํ้ายางพาราลดลง ทั้งยังมีค่า
สูงขึ้นกว่าน้ํายางที่ไม่เติมเอนไซม์ จึงอาจจะสรุปได้ว่า เอนไซม์โป
รติเอสที่เตรียมขึ้นนี้ไม่ได้ปัจจัยที่ทําให้น้ํายางพาราสดเสียสภาพ  
  
3. การวิเคราะห์โปรตีนในน้ํายางพาราโปรตีนต่ําด้วยเทคนิค 2D 
gel electrophoresis 
 
      การทดลองสกัดโปรตีนจากแผ่นฟิล์มยางพาราเพ่ือนําไป
วิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis นั้น พบว่า
สารละลาย HEPES buffer มีประสิทธิภาพในการสกัดมากเมื่อ
เทียบกับการใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ที่ซึ่งเคยใช้ใน
งานวิจัยก่อนหน้านี้ ดังแสดงในภาพที่ 5 โดยจะเห็นว่าแถบโปรตีน
ที่ปรากฏจากการสกัดด้วย HEPES buffer มีความเข้มกว่าการใช้
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นสารสกัด สารละลายโปรตีนที่สกัดจาก
แผ่นฟิล์มยางพาราชนิดต่างๆ นี้ จะถูกนําเข้าสู่กระบวนการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis ต่อไป ซึ่งผลการ
วิเคราะห์ก็แสดงดังภาพที่ 6-8  โดยจะเห็นได้ว่าน้ํายางพาราสดมี
โปรตีนชนิดต่างๆ เป็นองคป์ระกอบที่หลากหลาย โดยมีขนาด
โมเลกุลและค่า pI ที่แตกต่างกัน นอกจากนี้ มีโปรตีนหลายชนิดที่
มีปริมาณสูงจนสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าเม่ือทําการย้อมสี
ด้วย Coomassie brilliant blue (ภาพที่ 6A) เรียกโปรตีนกลุ่มนี้

ว่า “high abundant proteins) ในขณะที่น้ํายางพาราที่ผ่านการ
บ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอส MR10 จากงานวิจัยนี้ ก็จะพบว่าโปรตีน
กลุ่ม high abundant ได้หายไปท้ังหมด (ภาพที่ 7A) หลงเหลือ
เพียงโปรตีนบางชนิดในปริมาณเล็กน้อย ซึ่งไม่สามารถสังเกตได้
ด้วยตาเปล่า ต้องใช้เคร่ืองมือ Image scanner ช่วยในการ
ตรวจสอบ เรียกโปรตีนกลุ่มนี้ว่า “low abundant proteins” 
(ภาพที่ 7B) ซึ่งอาจเป็นเพียงโปรตีนที่ปนเปื้อนมากับสารละลาย
เอนไซม์โปรติเอส MR10 ก็เป็นได้ (เปรียบเทียบกับภาพ 6B) ผล
การทดสอบดังกล่าวน้ี ค่อนข้างยืนยันได้ถึงประสิทธิภาพของโปรติ
เอสจากแบคทีเรีย B. subtilis MR10 ว่าสามารถกําจัดโปรตีนใน
น้ํายางพารารวมถึงโปรตีนภูมิแพ้ชนิดต่างๆ โดยไม่จําเป็นต้องทาํ
การวิเคราะห์ต่อไปด้วย เคร่ืองมือ MALDI-TOF MS เช่นเดียวกับ
การย่อยโปรตีนในนํ้ายางพาราด้วยโปรติเอสในทางการค้า ที่ก็
พบว่ามีประสิทธิภาพสูงใกล้เคียงกับโปรติเอสจากแบคทีเรีย 
MR10 (ภาพที่ 8A) แต่ภาพจาก Image scanner ก็แสดงให้เห็น
ว่าพบโปรตีนชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมขึ้นมา (ภาพที่ 8B) ซึ่งอาจจะไม่ใช่
โปรตีนจากนํ้ายางพารา (เปรียบเทียบกับภาพ 6B) ผู้วิจัย
สันนิษฐานว่าอาจเป็นโปรตีนปนเปื้อนมาจากสารละลายเอนไซม์
โปรติเอสทางการค้าเช่นกัน 
 
4. การข้ึนรูปถุงมือยางทางการแพทย์ 
 
     ภายหลังทดลองผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ด้วยน้ํายางข้นที่
ผ่านการบ่มร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสแล้วก็พบว่าสามารถขึ้นรูปถุง
มือยางได้ ดังแสดงในภาพที่ 9 โดยถุงมือแต่ละสูตรก็มีลักษณะทาง
กายภาพไม่ว่าจะเป็นสี ความหนา ความยืดหยุ่น ที่แตกต่างกัน ดัง
บรรยายไว้ในตารางท่ี 3 ซึ่งจะเห็นได้ว่านํ้ายางที่ผ่านการบ่ม
ร่วมกับเอนไซม์โปรติเอสท้ังจากงานวิจัยนี้และทางการค้าล้วนทํา
ให้ได้ถุงมือที่มีความหนาน้อยกว่าสูตรพ้ืนฐานและสูตรที่เติมสาร 
SDS  แต่ลักษณะความเหนียวและความยืดหยุ่นใกล้เคียงกับถุงมือ
ยางสูตรพ้ืนฐาน  
     เมื่อนําถุงมือที่ผลิตขึ้นไปทําการวิเคราะห์ค่าแรงดึงที่จุดขาด
และความยืดเมื่อขาด ณ กรมวิทยาศาสตร์บริการ ผลการวิเคราะห์
ก็ได้แสดงดังตารางท่ี 4 ซึ่งพบว่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยทั้งก่อนและ
หลังบ่มเร่งของถุงมอืจากนํ้ายางโปรตีนตํ่าจากโปรติเอสของ
งานวิจัยนี้มีค่าตํ่าสุดอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ
กับถุงมือสูตรอ่ืนๆ ในขณะที่ค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยก่อนบ่มเร่ง
ของถุงมือทุกสูตรมีความแตกต่างกันแต่ไม่มีนัยสําคัญ (p>0.05) 
แต่ภายหลังการบ่มเร่งแล้วค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยมีค่าสูงกว่า
สูตรพ้ืนฐานและสูตรที่ผลิตจากน้ํายางโปรตีนตํ่าที่บ่มร่วมกับโปรติ
เอสทางการค้า (p<0.05) อย่างไรก็ตาม ผลการวิเคราะห์ข้อมูลก็
ยังได้พบข้อมูลที่น่าสนใจอีกหนึ่งประการคือ ภายหลังการบ่มเร่ง
แล้วค่าแรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ยของถุงมือจากน้ํายางโปรตีนตํ่าจากโป
รติเอส MR10 มีคา่เพ่ิมสูงขึ้นในขณะที่สูตรพ้ืนฐานและสูตรท่ีผลิต
จากนํ้ายางโปรตีนตํ่าที่บ่มร่วมกับโปรติเอสทางการค้ากลับมีค่าที่
ลดลง ค่าความยืดเมื่อขาดเฉลี่ยก็เช่นเดียวกัน ที่ถุงมือสูตรนํ้ายาง
โปรตีนตํ่าจากงานวิจัยนี้เป็นเพียงสูตรเดียวที่มีค่าที่แทบจะไม่
เปล่ียนแปลง 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
     เอนไซม์โปรติเอสเป็นโปรตีนชนิดหนึ่ง ซึ่งสามารถถูกทําให้เสีย
สภาพ (Denaturation) ได้เม่ืออยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม 
สารเคมีก็เป็นหนึ่งในปัจจัยที่ทําให้เอนไซม์เสียสภาพได้ ดังนั้นเมื่อ
พิจารณาในกระบวนการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ซึ่งเป็นกลุ่ม
อุตสาหกรรมเป้าหมายที่ จะนําโปรติเอสจากงานวิ จัยนี้ ไป
ประยุกต์ใช้แล้ว ก็จะพบว่าการเติมเอนไซม์โปรติเอสลงไปในนํ้า
ยางพาราสดก่อนการปั่นเหวี่ยงเป็นน้ํายางข้น น่าจะเป็นขั้นตอนท่ี
เหมาะสมท่ีสุด แต่อย่างไรก็ตาม น้ํายางพาราสดนั้นจะต้องมีการ
เติมสารรักษาสภาพชนิดต่างๆ ลงไป ผลการศึกษาก็แสดงให้เห็น
ว่าในสภาวะที่มีแอมโมเนียสูง (High-ammonia; HA) 0.8% นั้น 
โปรติเอสจะมีประสิทธิภาพการทํางานที่ลดลง คาดว่าน่าจะเกิด
จากค่าความเป็นกรด-ด่างที่สูงมากเกินไป (ประมาณ 11-12) ที่ทํา
ให้โครงรูป (conformation) ของเอนไซม์เปล่ียนแปลงไป แต่
ในขณะที่โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 นี้ทํางานได้ดีที่ pH 
ประมาณ 6-7 ดังนั้นโซเดียมซัลไฟท์น่าจะเป็นสารรักษาสภาพน้ํา
ยางท่ีเหมาะสมมากกว่าแอมโมเนีย เพราะไม่ทําให้เอนไซม์เสีย
สภาพ อีกท้ังยังช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของโปรติเอสให้
สูงขึ้นด้วย สอดคล้องกับรายงานของ Kunert (1992) และ Laba 
and Szczekala (2013)  
     โดยปรกติแล้วน้ํายางพาราสดยังคงสภาพอยู่ได้ด้วยปัจจัย
สําคัญ 2 ประการ คือ (1) ชั้นโปรตีนท่ีห่อหุ้มอนุภาคยาง (2) 
อนุมูลลบของหมู่ Carboxylate บนพ้ืนผิว ที่ก่อให้เกิดการผลักกัน
ของอนุภาคยาง (วราภรณ์, 2549) การเติมเอนไซม์โปรติเอสลงไป 
จึงเกิดเป็นข้อกังวลว่าอาจทําให้น้ํายางพาราเสียสภาพก่อนเข้าสู่
กระบวนการผลิตต่อไป อย่างไรก็ตาม จากผลการทดลองคร้ังนี้ก็
ได้แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์โปรติเอสท่ีเตรียมจากแบคทีเรีย B. 
subtilis MR10 นี้ ไม่ทําให้น้ํายางเกิดการเสียสภาพ ซึ่งมีหลาย
รายงานท่ีได้กล่าวถึงการเติมเอนไซม์โปรติเอสเพ่ือกําจัดโปรตีนใน
น้ํายางพาราสด แต่ก็ไม่มีรายงานถึงการเสียสภาพของน้ํายางพารา 
ไม่ว่าจะเป็นรายงานของ ไพโรจน์ และ พรสิทธ์ (2540), Klinklai 
et al. (2003), Rattanasom et al. (2005), George et al. 
(2009) ดังนั้นอาจจะกล่าวได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย B. 
subtilis MR10 สามารถนํามาใช้ในอุตสาหกรรมการแปรรูป
ยางพาราได้ 
     ในการวิเคราะห์โปรตีนในนํ้ายางพาราสดและน้ํายางพารา
โปรตีนตํ่าในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยได้วางแผนการทดลองให้ลดปัจจัยที่
ก่อให้เกิดความคลาดเคล่ือนในประเด็นต่างๆ ผู้วิจัยตระหนักดีว่า
น้ํายางพาราสดที่จะใช้เป็นตัวอย่างสําหรับตรวจวิเคราะห์นั้น ไม่
สามารถจัดหาได้ตลอดท้ังปีและไม่สามารถเก็บไว้ได้เป็นเวลานาน 
ผู้วิจัยจึงแก้ไขปัญหาด้วยการเตรียมน้ํายางพาราด้วยสูตรต่างๆ ให้
เป็นรูปแบบฟิล์มบางเสียก่อน แล้วเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพ่ือให้มีตัวอย่างท่ีเพียงพอสําหรับศึกษา
ตลอดเวลา อีกทั้งจะเป็นที่ยอมรับว่าเป็นตัวอย่างชุดเดียวกันอีก
ด้วย  แผ่นฟิล์มดังกล่าวที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร มี
ความหนาประมาณ 0.15 มิลลิเมตร ดังนั้นโปรตีนที่สกัดได้จาก
แผ่นฟิล์มยางก็จะเป็นโปรตีนทั้งจากชั้นซีร่ัมและอนุภาคเน้ือยาง 
กระบวนการสกัดโปรตีนจากเนื้อยางทําให้ค่อนข้างยาก ซึ่งส่วน
ใหญ่ทําได้โดยการใช้สารละลาย PBS หรือ TES บัฟเฟอร์เป็นสาร
สกัดตามวิธีมาตรฐานของ ISO 12243:2003 แต่ในมาตรฐานของ 

ASTM D5712-95 ให้ใช้น้ําปราศจากไอออนเป็นสารสกัด  (พร้อม
ศักด์ิ, 2550; Yeang et al., 2004) แต่ผู้วิจัยพบว่าโปรตีนที่สกัด
ได้จากการใช้สารเหล่านี้มีค่อนข้างน้อย จึงได้มีการดัดแปลง
เทคนิคการสกัดจากวิธีการของ Xiang et al. (2012) พร้อมกับมี
การเพ่ิมอัตราการสกัดจากการเพ่ิมพ้ืนที่แผ่นฟิล์มยางด้วยการแช่
ในไนโตรเจนเหลวและบดด้วยโกร่ง ด้วยเทคนิคเหล่านี้ จึงทําให้
สามารถสกัดโปรตีนจากฟิล์มได้สูงกว่า 3-4 เท่า เมื่อเทียบกับการ
ใช้ PBS และน้ําเป็นสารสกัด ผลการวิเคราะห์โปรตีนที่ได้ก็มีความ
มั่นใจที่สูงขึ้นว่าเป็นตัวอย่างโปรตีนทั้งหมดท่ีพบได้ในน้ํายางพารา  
      เมื่อพิจารณาที่คุณสมบัติทางกายภาพบางประการของถุงมือ
ทางการแพทย์ที่ผลิตขึ้นจากน้ํายางโปรตีนตํ่าที่ผ่านการบ่มด้วยโป
รติเอสจาก B. subtilis MR10 เทียบกับมาตรฐานถุงมือยาง
ปราศจากเช้ือสําหรับการศัลยกรรมชนิดใช้คร้ังเดียว (มอก. 538-
2548) ก็จะพบว่ากระบวนการผลิตในระดับห้องปฏิบัติการนี้ทําให้
ได้ความหนาที่ยังสูงกว่ามาตรฐานประมาณ 4-5 เปอร์เซ็นต์ แม้
ไม่ได้เติมสารช่วยจับตัว (coagulants) ก็ตาม ค่าความยืดเมื่อขาด
ก่อนและหลังบ่มเร่งสูงกว่ามาตรฐานประมาณ 20 และ 52 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ แต่ค่าแรงดึงเมื่อขาดก่อนและหลังบ่มเร่ง
กลับตํ่ากว่ามาตรฐานประมาณ 60 และ 40 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ 
ในขณะที่ถุงมือสูตรพ้ืนฐานและสูตรท่ีบ่มด้วยเอนไซม์โปรติเอสทาง
การค้านั้นก็มีค่าแรงดึงเมื่อขาดทั้งก่อนและหลังบ่มที่ตํ่ากว่า
มาตรฐานเช่นกัน แต่ตํ่ากว่าเพียงเล็กน้อย ผู้วิจัยคาดว่าค่าที่ตํ่ากว่า
มาตรฐานน้ีอาจจะเกิดจากเทคนิคการขึ้นรูปถุงมือยางของผู้วิจัย
เองท่ียังไม่เชี่ยวชาญ แต่ข้อมูลที่น่าสนใจที่พบได้จากผลการ
วิเคราะห์นี้คือ ค่าความยืดเมื่อขาดของถุงมือที่ผลิตจากการบ่มด้วย
โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 นั้นแทบจะไม่เปล่ียนแปลง
ภายหลังการบ่มเร่ง ซึ่งคุณสมบัตินีไ้ม่พบในถุงมือสูตรใดในการ
ทดลองคร้ังน้ี รวมทั้งรายงานอ่ืนๆ เช่น ไพโรจน์และพรสิทธ์ 
(2540) ที่ก็พบว่ายางโปรตีนตํ่าที่ผลิตขึ้นจากการเติมเอนไซม์โปรติ
เอส  (alkalase) ก็มีค่าความยืดเมือ่ขาดที่ลดลงภายหลังการบ่ม
เร่ง นี่อาจจะเป็นข้อดีของการใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis 
MR10 ร่วมในกระบวนการผลิตถุงมือยางก็เป็นได้ ทั้งนี้
กระบวนการพัฒนาคุณภาพถุงมือยางที่ใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก B. 
subtilis MR10 ร่วมในกระบวนผลิตยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป  
  
สรุปผลการวิจัย 
 
     ผลการวิจัยคร้ังนี้รวมถึงผลงานวิจัยที่ผ่านมา (RDG5650082) 
สามารถสรุปได้ว่าเอนไซม์โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรีย B. 
subtilis MR10 มีความสามารถในการกําจัดโปรตีนภูมิแพ้ชนิด 
Rubber elongation factor (REF; Hev b1) Small rubber 
particle protein (SRPP; Hev b3) และ Acidic protein (Hev 
b5) ซึ่งเป็นโปรตีนภูมิแพ้ชนิดรุนแรงในคนได้ ในขณะที่โปรตีน
ชนิดอ่ืนๆ นั้นก็พบว่าสามารถถูกกําจัดได้เช่นเดียวกันเมื่อทําการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis ดังนั้นจึงมั่นใจได้
ว่าน้ํายางพาราโปรตีนตํ่าที่ผลิตด้วยโปรติเอสชนิดนี้มีความ
ปลอดภัยต่อผู้ใช้งานอีกทั้งไม่ทําให้น้ํายางพาราเสียสภาพ แต่ถุงมือ
ยางทางการแพทย์ที่ผลิตจากนํ้ายางโปรตีนตํ่ายังมีคุณสมบัติบาง
ประการท่ีตํ่ากว่ามาตรฐานถุงมือปราศจากเช้ือสําหรับการ
ศัลยกรรมชนิดใช้คร้ังเดียว (มอก. 538-2548) ซึ่งต้องมีพัฒนา
คุณภาพของผลิตภัณฑ์ต่อไป   
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ตารางที่ 1 แสดงสูตรพ้ืนฐานท่ีใช้ในการผลิตถุงมือยางทางการแพทย์ 
องค์ประกอบ ปริมาณที่ใช้ 
น้ํายางข้น 60% 167 
20 % Potassium oleate 1 
10 % KOH  3 
50% กํามะถัน 0.4 
50% TMTD 1 
50% ZDEC 2 
50% ZnO 0.5 
50% Antioxidant 2 
 
ตารางที่ 2 แสดงค่า MST ของนํ้ายางพาราสดที่เติมและไม่เติมเอนไซม์โปรติเอสลงไป 

ตัวอย่าง  MST (Sec.)  

น้ํายางพาราสด  50  

น้ํายางพาราสด+โปรติเอส (500 U/100 ml)  74  

 
ตารางที่ 3 การบรรยายลักษณะของถุงมือยางท่ีผลิตได้ในแต่ละสูตร  
สูตร ความหนา  (mm) + 

SD 
ลักษณะปรากฏ 

สูตร 1 : สูตรพ้ืนฐาน 0.188 + 0.014 ถุงมือมีความหนากว่าถุงมือที่มีวางขายในท้องตลาดและ
เหนียว 

สูตร 2 : +โปรติเอส  
             (MR10) 

0.145 + 0.008 ได้ถุงมือที่มีความหนาเทียบเท่ากับถุงมือที่มีวางขายใน
ท้องตลาด และมีความเหนียว 

สูตร 3 : +โปรติเอส  
             (PROTEX7L) 

0.149 + 0.008 ได้ถุงมือที่มีความหนาเทียบเท่ากับถุงมือที่มีวางขายใน
ท้องตลาด และมีความเหนียว 

สูตร 4 : +SDS 0.295 + 0.014 ได้ถุงมือที่มีความหนามากกว่าสูตรท่ี 1 แต่สังเกตว่าไม่มีความ
เหนียวเท่าสูตรอ่ืนๆ และขาดง่ายกว่า 

หมายเหตุ: ความหนาของถุงมือ ได้ทําการวัดที่ตําแหน่งฝ่ามือ และทําการวัดจํานวน 9 ตัวอย่าง 
 
ตารางที ่4 สรุปผลการวิเคราะห์คุณสมบัติเชิงกลของถุงมือยางแต่ละสูตร 
สูตร แรงดึงที่จุดขาดเฉลี่ย (นิวตัน) ความยืดเม่ือขาดเฉลี่ย (ร้อยละ) 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเรง่ %ความ
แตกต่าง 

ก่อนบ่มเร่ง หลังบ่มเรง่ %ความ
แตกต่าง 

CON 10.5 + 2.6b 8.9 + 3.3b -15.5 871.1 + 45.2a 816.1 + 69.1b -6.37 
MR10 4.2 + 1.2c 5.1 + 0.87c +30.4 839.5 + 34.7a 839.4 + 105.9ab +1.08 
PRO 10.1 + 1.7b 9.1 + 2.6b -9.6 859 + 48.7a 826.8 + 36.2b -3.63 
SDS 20.1 + 4.2a 20.9 + 4.6a +5.6 880.7 + 34.6a 873.5 + 52.4a -0.83 

หมายเหตุ:     สูตร CON : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) 
     สูตร MR10 : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
       สูตร PRO : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอส PROTEX7L  
     สูตร SDS : ถุงมอืจากสูตรพ้ืนฐาน + SDS 
 ตัวอักษรที่แตกต่างกัน (a, b, c, d) หมายถึงมีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ p<0.05 
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ภาพที่ 1 ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีแอมโมเนียความเข้มข้นระดับต่างๆ 
 

 
ภาพที่ 2 ประสิทธิภาพการทํางานย่อยเคซีนในวุ้นของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีแอมโมเนียความเข้มข้นระดับต่างๆ 
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ภาพที่ 3 ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีโซเดียมซัลไฟท์ความเข้มข้น 0.05% 
 

                                  
ภาพที่ 4 ประสิทธิภาพการทํางานย่อยเคซีนในวุ้นของเอนไซม์โปรติเอสในสภาวะที่มีสารละลายโซเดียมซัลไฟท์ 
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ภาพที่ 5 แสดงการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากแผ่นฟิล์มยางที่ถูกสกัดด้วย HEPES และ Phosphate buffer 
 

       
                           A                                                           B 
ภาพที่ 6 การกระจายตัวของโปรตีนในตัวอย่างน้ํายางพาราสดเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis โดย (A) คือภาพจาก
การย้อมสี (B) คือภาพจากการวิเคราะห์ด้วย Image scanner 
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                           A                                                           B 
ภาพที่ 7 การกระจายตัวของโปรตีนในตัวอย่างน้ํายางพาราที่บ่มด้วยโปรติเอสจาก B. subtilis MR10 เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel 
electrophoresis โดย (A) คือภาพจากการย้อมสี (B) คือภาพจากการวิเคราะห์ด้วย Image scanner 
 
 

        
                           A                                                           B 
 
ภาพที่ 8 การกระจายตัวของโปรตีนในตัวอย่างน้ํายางพาราที่บ่มด้วยโปรติเอสทางการค้า  
(PROTEX7L) เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 2D gel electrophoresis โดย (A) คือภาพจากการย้อมสี (B) คือภาพจากการวิเคราะห์ด้วย 
Image scanner 
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ภาพที่ 9 แสดงลักษณะของถุงมือที่ผลิตได้ด้วยสูตรต่างๆ 
หมายเหตุ:  สูตร CON : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน (ไม่เติมเอนไซม์) 
     สูตร MR10 : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอสจาก B. subtilis MR10 
       สูตร PRO : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + เอนไซม์โปรติเอส PROTEX7L  
     สูตร SDS : ถุงมือจากสูตรพ้ืนฐาน + SDS  
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