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บทคัดย่อ
	 โปรตนีเซรซินิ (Sericins) หรอืโปรตนีกาวไหมเป็นโปรตนีท่ีได้จากเส้นใยของหนอนไหม (Bombyx mori) ได้รบัความสนใจอย่าง
มากในการน�ำมาใช้ประโยชน์ด้านเครื่องส�ำอางและการแพทย์ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษากระบวนการสกัดโปรตีนกาว
ไหมจากรงัไหมสขีาวเพ่ือการใช้ประโยชน์ในผลติภัณฑ์เครือ่งส�ำอาง  โดยด�ำเนนิการศกึษาวิธีการสกดัและปรมิาณเอนไซม์โบรมิ
เลนท่ีเหมาะสมต่อการย่อยโปรตนีกาวไหม ในการศกึษาปรมิาณเอนไซม์โบรมเิลนทีเ่หมาะสม  ได้เตรยีมสารสกัดโปรตนีกาวไหม
และน�ำสารสกัดมาย่อยด้วยเอนไซม์ โดยศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ 5 ความเข้มข้น คือ ร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5  เก็บสาร
สกัดโปรตนีกาวไหมหลงัการย่อยด้วยเอนไซม์มาทดสอบความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระด้วยวิธี DPPH assay พบว่าความ
เข้มข้นของเอนไซม์โบรมเิลนท่ีใช้ในการย่อยมผีลต่อความสามารถในการต้านอนุมลูอสิระของสารสกัดของโปรตีนกาวไหม ท่ีระดับ
ความเข้มข้นของเอนไซม์ร้อยละ 5 ให้ผลการต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดมีค่า IC50 เท่ากับ 7.20±0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จึงเลือก
ใช้เอนไซม์โบรมเิลนท่ีความเข้มข้นดงักล่าวในการย่อยสารสกัดโปรตนีกาวไหมท่ีได้จากกระบวนการสกัด 3 วิธี ได้แก่ 1) การสกดั
ด้วยน�ำ้กลัน่ ร่วมกับการให้ความร้อนและความดัน 2) การสกัดด้วยสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับการให้ความร้อน
และความดนั และ 3) การสกดัด้วยสารละลายโซเดยีมไฮโดรเจนคาร์บอเนตหรอืเบกก้ิงโซดาร้อยละ 0.2 ร่วมกับการให้ความร้อน 
จากน้ัน น�ำสารสกัดท่ีได้มาศึกษาสมบัติต่าง ๆ ได้แก่ ปริมาณโปรตีน ขนาดโมเลกุลของโปรตีน และความสามารถในการต้าน
อนุมลูอสิระ พบว่าปรมิาณโปรตนีในสารสกัดทีผ่่านการย่อยด้วยเอนไซม์มค่ีาเท่ากับ 13.00±0.64, 12.30±0.50, และ 13.20±0.95 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ โมเลกุลของโปรตีนที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ที่วัดด้วยด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis โดยใช้ระบบ Tricine  (Tricine-SDS-PAGE) พบว่ามีขนาดเล็กกว่าโปรตีนที่ไม่ผ่านการ
ย่อย และสารสกัดโปรตีนกาวไหมหลังการย่อยด้วยเอนไซม์มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าโปรตีนกาวไหมก่อน
การย่อยด้วยเอนไซม์อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  จึงสรุปได้ว่าการใช้เอนไซม์โบรมิเลนสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดโปรตีนกาวไหมได้
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Abstract
	 Sericins, the glue-like proteins obtained from silk threads of Bombyx mori, have received many attentions in 
cosmetic and biomedical applications. This research aimed to study extraction process of sericins from white silk 
cocoon. Firstly, silk cocoon were cleaned, dried, and extracted with distilled water in an autoclave. The silk extract 
was digested with bromelain in 5 different levels at 1, 2, 3, 4 and 5%. After digestion, the extracts were tested for 
antioxidant activities by DPPH assay. It was found that the protein hydrolysate with 5% bromelain gave the highest 
antioxidant activities against DPPH assay with IC50 value of 7.20±0.10 mg/ml. Therefore, the bromelain concentration 
at 5% was chosen to digest silk extracts obtained from the 3 extraction methods, 1) extraction with distilled water in 
an autoclave, 2) extraction with phosphate buffer solution pH 7.0 in an autoclave and 3) extraction with 0.2% sodium 
hydrogen carbonate (NaHCO3) or baking soda solution and heating. Then the extracts were further digested with 
5% bromelain in appropriate condition. The protein hydrolysates were collected, and the protein contents, molecular 
size, and antioxidant activities were measured. It was found that the protein hydrolysates had protein content of 
13.00 ± 0.64, 12.32 ± 0.50 and 13.20 ± 0.95 mg/ml, respectively. Molecular size analysis using Tricine system of 
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Tricine SDS-PAGE) showed that the sizes of protein 
hydrolysates were smaller than that of the undigested. The antioxidants activities by DPPH assay revealed that 
protein hydrolysates showed significantly higher antioxidant activities than that of proteins before enzymatic digestion. 
It can be concluded that bromelain can enhance the antioxidant efficiency of the silk sericin extract. 
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1.	บทน�ำ (Introduction)
	 รงัไหม (Silk cocoon) ทีส่ร้างจากหนอนไหม (Bombyx mori) 
ประกอบด้วยโปรตีน 2 ชนิด ได้แก่ โปรตีนไฟโบรอิน (Fibroin) 
หรอืโปรตนีเส้นใย มปีระมาณร้อยละ 70-75 และโปรตนีเซรซินิ 
(Sericin) หรอืโปรตนีกาวไหม มปีระมาณร้อยละ 25-30 โปรตนี
กาวไหมท�ำหน้าท่ีคล้ายกาว (Glue-like protein) ยึดโปรตีน
เส้นใยไฟโบรอนิให้อยู่ด้วยกันท�ำให้เกิดโครงร่างเป็นรงัไหม ด้วย
เหตุน้ีจงึจ�ำเป็นต้องก�ำจดัโปรตนีกาวไหมออกก่อนกระบวนการ
สาวไหมเพ่ือให้สามารถสาวเป็นเส้น ท�ำให้เกิดของเหลือท้ิงใน
กระบวนการฟอกไหม ต่อมาจงึมผีูส้นใจศกึษาสมบตัขิองโปรตนี
กาวไหมถึงแนวทางการประยุกต์ใช้เพ่ือการเพ่ิมมลูค่าของเหลอื
ทิ้งจากอุตสาหกรรมไหม และลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม 
	 โปรตีนกาวไหมจัดเป็นโปรตีนที่ชอบน�้ำ (Hydrophilic) หรือ
เรียกว่าเป็นไกลโคโปรตีนท่ีสามารถละลายได้ในน�้ำร้อน [1] 
ประกอบด้วยกรดอะมโินจ�ำนวน 18 ชนิด โดยเป็นกรดอะมโินมี
ขั้ว (Polar amino acid) มากกว่าร้อยละ 70 จึงท�ำให้ดูดซับน�้ำ
ได้ดี โดยมีกรดอะมิโนเซอรีน (Serine) เป็นองค์ประกอบหลัก
ถึงร้อยละ 30-33  จึงเป็นท่ีมาของชื่อเซริซิน โปรตีนกาวไหมมี
สมบติัโดดเด่นเป็นพิเศษในการกกัเก็บน�ำ้ สามารถซมึผ่านผวิหนัง
ได้ จงึเป็นสารช่วยคงความชุม่ชืน้ให้แก่ผวิ นอกจากนียั้งสามารถ
ต้านอนุมูลอิสระ ช่วยชะลอความชรา มีฤทธ์ิต้านเชื้อจุลินทรีย์ 
และป้องกันรังสี UV ได้ กระบวนการสกัดโปรตีนมีหลายวิธีขึ้น
กับวัตถุประสงค์การใช้งาน แต่ละวิธีจะให้โปรตีนท่ีมีน�้ำหนัก
โมเลกุลต่างกัน เช่น การสกัดด้วยน�ำ้บรสิทุธ์ิร่วมกับการให้ความ
ร้อนและดความดันท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         
60 นาที ได้โปรตีนกาวไหมท่ีมีน�้ำหนักโมเลกุล 35-150 kDa       
ในขณะท่ีการใช้สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.5 ต้มเดือดเป็นเวลา 30 นาที ได้โปรตีนกาวไหมท่ีมี
น�ำ้หนักโมเลกุล 15-75 kDa การใช้คลืน่เสยีงความถ่ีสงู (Sonicate) 
ร่วมกับการใช้เอนไซม์ ให้ประสทิธิภาพการสกัดโปรตนีกาวไหม
น้อยกว่าการใช้สารละลายด่าง [2],[3] นอกจากน้ี สายพันธ์ุไหม
ท่ีต่างกันจะให้โปรตีนที่มีส่วนประกอบต่างกันและมีน�้ำหนัก
โมเลกุลต่างกันด้วย
	 จากการลงพ้ืนทีย่กระดบัสนิค้า OTOP ของกรมวทิยาศาสตร์
บริการ พบว่ามีผู้ประกอบการ ผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอางมีความ
ต้องการเพ่ิมมูลค่าผลิตภัณฑ์ โดยได้ผลิตสารสกัดโปรตีนไหม
ด้วยวธีิการตามภมูปัิญญา เช่น การสกัดรงัไหมด้วยสารละลาย
ด่างขี้เถ้า และน�ำมาเติมลงในผลิตภัณฑ์ อาจส่งผลให้เกิดการ
ปนเป้ือนจากโลหะหนัก และอาจเกิดความระคายเคอืงจากด่าง
ที่ใช้สกัด ท�ำให้ผลิตภัณฑ์ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานได้ โครงการ
วิจยัน้ีมวัีตถุประสงค์ กระบวนการสกัดโปรตนีจากรงัไหมทีท่�ำได้
ง่าย ได้โปรตีนที่มีคุณภาพดี โดยศึกษากระบวนการสกัดและ
การย่อยด้วยเอนไซม์โบรมเิลนซึง่จดัอยู่ในกลุม่โปรตเีอส เพ่ือให้
ได้เทคนิคเฉพาะในการสกัดโปรตีนกาวไหมโดยไม่ใช้สารเคมี 
เป็นมติรต่อสิง่แวดล้อม มคีวามปลอดภัย รวมท้ังมผีลการพิสจูน์

ฤทธ์ิการต้านอนุมลูอสิระในห้องปฏบิตักิาร เพ่ือน�ำไปใช้ในการ
ต่อยอดในการผลิตผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอางที่มีคุณภาพ ได้
มาตรฐาน และสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีให้แก่ผูป้ระกอบการ
ได้

2. วิธีการวิจัย (Experimental methods)
	 2.1	ศกึษาปรมิาณเอนไซม์ท่ีเหมาะสมต่อการย่อยโปรตนี
กาวไหม
	 	 2.1.1 สกัดโปรตีนกาวไหมและย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิ
เลน 5 ระดับความเข้มข้น
	 	 	 	 เลือกวัตถุดิบที่น�ำมาใช้สกัด ได้แก่ รังไหมสีขาว 
ท�ำความสะอาดรงัไหม ลอกเส้นใยและสิง่สกปรกออก ล้างด้วย
น�้ำสะอาด อบให้แห้ง เก็บใส่ถุงพลาสติก ในการสกัดใช้รังไหม
ในอัตราร้อยละ 6 โดยน�้ำหนัก โดยชั่งน�้ำหนักรังไหม   ตัดย่อย
ให้เป็นชิ้นเล็ก เติมน�้ำกล่ัน น�ำไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที น�ำสารสกัดโปรตีนกาวไหม
แบ่งใส่ขวดรปูชมพู่ ขวดละ 100 มลิลลิิตร ละลายเอนไซม์โบรมิ
เลน (Sigma, US.) ด้วยน�้ำกลั่น และเติมลงในขวดสารสกัด
โปรตีนกาวไหมให้มีความเข้มข้นร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดย
น�ำ้หนกัเอนไซม์ต่อน�ำ้หนักรงัไหม น�ำไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง หยุดการท�ำงานของเอนไซม์โดยน�ำไปแช่ในอ่างน�ำ้ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เก็บสารสกัด
โปรตนีกาวไหมหลงัการย่อยด้วยเอนไซม์ด้วยการป่ันเหวีย่งตก
ตะกอน น�ำส่วนใสไปทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH assay 
	 	 2.1.2	 ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดโปรตนีกาวไหมทีย่่อยด้วยเอนไซม์โบรมเิลน 5 ระดบั
ความเข้มข้น เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซีและสาร
มาตรฐานวิตามินอี	
	 	   	 	 ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ของสารมาตรฐาน โดยการเตรียมสารอนุมูลอิสระ  DPPH 
(1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl) ในตัวท�ำละลาย absolute 
ethanol ให้มีความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ จากน้ันเตรียมสาร
ต้านอนุมูลอิสระได้แก่ สารมาตรฐานวิตามินซี (L-ascorbic 
acid) และสารมาตรฐานวิตามนิอ ี(Trolox) เจอืจางด้วยน�ำ้กล่ัน
ลดลงทลีะครึง่เท่าให้ได้ระดบัความเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 0.125, 
0.0625, 0.03125, 0.015625, 0.0078125, และ 0.00390625 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จากน้ัน น�ำสารละลายมาตรฐานทีเ่จอืจาง
แล้วมาท�ำปฏิกิรยิากับสารละลาย DPPH และวัดค่าการดดูกลนื
แสงความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-VIS 
microplate spectrophotometer ท�ำการทดสอบตวัอย่างละ 3 
ครั้ง จากน้ัน ค�ำนวณความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ          
(% Inhibition) ดังสมการ 
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	 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (% Inhibition) = 
[(A-B)-(C-D) / (A-B)] x 100 
	 เมื่อ  A หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงของ Control (DPPH + 
เอทานอล)
	 	 B หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงของ Blank control          
(เอทานอล)
	 	 C หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงของ Test sample 
(ตัวอย่าง + DPPH)
	 	 D หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงของ Blank sample 
(ตัวอย่าง + เอทานอล)  
	 	 ค่า % Inhibition จะสงูข้ึนตามความเข้มข้นของสาร น�ำ
ค่าท่ีได้ไปพล็อตกราฟระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 
และ %Inhibition เพ่ือค�ำนวณหาความเข้มข้นของสารสกัดที่
ท�ำให้เกิดการต้านอนุมูลอิสระร้อยละ 50 (IC50)
	 	 ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสาร
สกัดโปรตีนกาวไหมที่ย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน  ทั้ง 5 ระดับ
ความเข้มข้น โดยการน�ำสารสกัดโปรตีนกาวไหม มาเจือจาง
ด้วยน�้ำกลั่นโดยลดลงทีละครึ่งเท่า ให้ได้ระดับการเจือจาง 1, 
0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 และ 0.03125 เท่า จากนั้น น�ำสาร
สกัดท่ีเจอืจางแล้ว มาท�ำปฏกิิรยิากับสารละลาย DPPH  น�ำไป
วัดค่าการดดูกลนืแสง ท�ำการทดสอบตวัอย่างละ 3 ครัง้ โดยใช้
วิธีด�ำเนินการเช่นเดียวกับการทดสอบสารละลายมาตรฐาน 
ค�ำนวณหาค่า IC50 เปรียบเทียบค่า IC50 และคัดเลือกความ
เข้มข้นของเอนไซม์โบรมิเลนที่ให้สารสกัดที่มีความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระดีที่สุดเพื่อใช้ในการทดลองล�ำดับต่อไป
	 2.2	ศึกษากระบวนการสกัดโปรตีนกาวไหม
	 	 เตรียมรังไหมสีขาว และน�ำมาผ่านกระบวนการสกัด 3 
วิธี ดังนี้ วิธีท่ี 1 สกัดด้วยน�้ำกลั่นร่วมกับการให้ความร้อนและ
ความดัน ด�ำเนินการเช่นเดียวกับข้อ 2.1 วิธีที่ 2 สกัดด้วย
สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับการให้ความร้อน
และความดัน โดยการเตรยีมสารละลายโซเดยีมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
pH 7.0 จากสารละลาย 0.05M ไดเบสิค โซเดียมฟอสเฟต 
(Na2HPO4) และ 0.05 M โมโนเบสิค โซเดียมฟอสเฟต (NaH2 

PO4) ตามวธีิของ Gomori 1995 [4] และใช้สารละลายโซเดยีม
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในการสกัดโปรตีนกาวไหมแทนการใช้น�ำ้กลัน่ 
โดยใช้สภาวะเช่นเดยีวกับข้อ 2.1.1 วิธีท่ี 3 สกดัด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) หรือเบกก้ิงโซดา 
(Baking soda) ร่วมกับการให้ความร้อน โดยการเตรยีมสารละ
ลายเบกก้ิงโซดาร้อยละ 0.2  ใส่ลงในบกีเกอร์ ชัง่น�ำ้หนกัรงัไหม
ใส่ลงในสารละลาย ให้ความร้อนจนเริม่เดอืด ใช้แท่งแก้วกดให้
รังไหมจมและคนเป็นระยะ ลดความร้อนลง และต้มต่อเป็นเวลา 
10 นาที แยกรังไหมส่วนท่ีไม่ละลายออก เก็บสารสกัดส่วนใส
ที่ได้มาวัดค่าความเป็นกรดด่าง (ค่า pH) และน�ำไปย่อยด้วย
เอนไซม์โบรมเิลน เน่ืองจากเอนไซม์โบรมเิลน มช่ีวงค่าการท�ำงาน
ใน pH ทีเ่หมาะสม ผูวิ้จยัจงึวดัค่า pH  ของสารสกัดโปรตนีกาว

ไหม ก่อนย่อยและหลงัย่อยด้วยเอนไซม์เพ่ือให้ได้ประสทิธิภาพ
การย่อยของแต่ละวิธีเหมือนกัน
	 2.3	 ย่อยสารสกัดโปรตนีกาวไหมด้วยเอนไซม์โบรมเิลน
และการศึกษาสมบัติของสารสกัด
	 	 ด�ำเนินการย่อยสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีได้จาก
กระบวนการสกัดท้ัง 3 วิธีโดยใช้เอนไซม์โบรมิเลนที่ความเข้ม
ข้นร้อยละ 5 โดยน�ำ้หนกัเอนไซม์ต่อน�ำ้หนักรงัไหม โดยใช้สภาวะ
การย่อยเช่นเดียวกับข้อ 2.1 จากน้ัน เก็บสารสกัดโปรตีนกาว
ไหมหลงัการย่อยด้วยเอนไซม์ไปศกึษาสมบตัขิองสารสกัด ดงัน้ี
	 	 2.3.1	 วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
	  	 	 	 เจือจางโปรตีนมาตรฐานโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน 
(Bovine Serum Albumin; BSA) ให้ได้ความเข้มข้นระหว่าง 
1-1,500 ไมโครกรมั/มลิลิลติร ผสมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน
กับสารละลายในชุดทดสอบ Modified Lowry Protein Assay 
(Thermo scientific, USA)  ตามที่ระบุในคู่มือ น�ำไปวัดค่าการ
ดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 750 นาโนเมตรด้วยเครือ่ง UV-VIS 
Spectrophotometer โดยท�ำการทดสอบตวัอย่างละ 3 ครัง้ น�ำ
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความ
เข้มข้นสารละลายโปรตีนมาตรฐานและค่าการดูดกลืนแสง  
เตรยีมสารสกัดโปรตนีกาวไหมเจอืจางด้วยน�ำ้กลัน่ ให้ได้ระดบั
การเจือจาง 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 และ 0.03125 เท่า 
น�ำมาท�ำปฏิกิริยากับชุดทดสอบ และหาค่าความเข้มข้นของ
โปรตีนที่สกัดได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
	 	 2.3.2	 วิเคราะห์น�้ำหนักโมเลกลุของโปรตีนด้วยการท�ำ 
SDS-PAGE
	  	 	 	 วเิคราะห์ขนาดโปรตีนกาวไหมก่อนการย่อยและ
หลงัการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมเิลน ด้วยเทคนิค sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
โดยใช้ระบบ Tricine โดยเตรียมตัวอย่างตามขั้นตอนที่ระบุไว้
ในคูม่อื และใช้ 16% Tricine gel precast gel ในการวิเคราะห์
ขนาดโปรตนี โดยเทยีบกับโปรตนีมาตรฐาน (Spectra Multicolor 
Low Range Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) ให้
ความต่างศักย์ 100 โวลต์กับเจล เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น�ำเจล  
ออกมาย้อมสีในสารละลาย Coomassie brilliant blue R250 
และล้างเจลด้วยสารละลาย 10% acetic acid ใน 50% methanol 
จนเห็นแถบโปรตนี ล้างด้วยน�ำ้กลัน่ เปรยีบเทียบน�ำ้หนักโมเลกุล
กับโปรตีนมาตรฐาน
	 	 2.3.3	 ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH assay
	 	 	 	 ด�ำเนินการทดสอบความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีได้จากกระบวนการ
สกัดท้ัง 3 วิธีก่อนการย่อยและหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิ
เลน เช่นเดียวกับข้อ 2.1.2  ท�ำการทดสอบตัวอย่างละ 3 ครั้ง 
น�ำค่าการดูดกลนืแสงท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความ
เข้มข้นของสารสกัดโปรตนีกาวไหมและค่าการดดูกลนืแสง เพ่ือ
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ค�ำนวณความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (% Inhibition) และค�ำนวณหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ท�ำให้เกิดการต้าน
อนุมูลอิสระ 50% (IC50) ท�ำการวิเคราะห์ข้อมูลความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย ANOVA และ Duncan's Multiple 
Range Test (DMRT) โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p < 0.05)

3. ผลและวิจารณ์ (Results and discussion)    
	 3.1	ศึกษาปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมต่อการย่อยโปรตีนกาวไหม
	 	 3.1.1 สกัดโปรตีนกาวไหมและย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน 5 ระดับความเข้มข้น
	       		 	 เอนไซม์โบรมิเลน (Bromelain) เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการย่อย (Hydrolysis) โมเลกุล
ของสารประเภทโปรตีน สกัดจากล�ำต้นของสับปะรด (Ananas comosus) ซึ่งเป็นพืชในวงศ์บรอมิเลียซิอี้ (Bromeliaceae ) มีน�้ำ
หนักโมเลกุลประมาณ 30,000 ดาลตัน เอนไซม์ดังกล่าวสามารถท�ำงานได้ในช่วง pH 6.8-9.0 และช่วงอุณหภูมิตั้งแต่ 30 ถึง 80 
องศาเซลเซียส แต่ความคงตัวของเอนไซม์จะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส  และจะถูกท�ำลายด้วยความร้อนท่ีมี
อุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส 5-6 ในช่วงแรกได้ทดลองย่อยโปรตีนกาวไหมออกจากรังไหมด้วยสารละลายเอนไซม์โบรมิ
เลน พบว่าเอนไซม์ไม่สามารถย่อยโปรตีนกาวไหมได ้เนื่องจากโปรตีนเซริซินท่ีห่อหุ้มรังไหมมีความแข็งแรง ไม่เปียกน�้ำ และไม่
ละลายในน�้ำเย็น อย่างไรก็ตาม โปรตีนดังกล่าวจะถกูไฮโดรไลซ์ ท�ำให้โมเลกลุโปรตีนแตกตัวออกได้ในน�้ำร้อน [7] คณะผู้วจิัยจึง
ไดป้รบัวธิกีารสกดัโปรตีนกาวไหมโดยใช้น�้ำกลัน่ร่วมกบัการให้ความรอ้นและความดัน เพือ่ให้ได้สารสกัดโปรตีนกาวไหมแลว้จึง
น�ำมาย่อยต่อด้วยเอนไซม์โบรมิเลนที่ความเข้มข้น 5 ระดับ และน�ำสารสกัดโปรตีนกาวไหมก่อนการย่อยและหลังการย่อยด้วย
เอนไซม์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay
	 	 3.1.2	 ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน 5 ระดับ
ความเข้มข้น เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซีและสารมาตรฐานวิตามินอี 	
	 	  	 	 ผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีสกัดด้วยน�้ำกลั่นท่ีย่อยด้วย
เอนไซม์โบรมิเลนที่ความเข้มข้นของเอนไซม์ร้อยละ 1-5  ด้วยวิธี DPPH assay พบว่า ที่ระดับความเข้มข้นของเอนไซม์โบรมิเลน
ร้อยละ 5  ให้สารสกัดโปรตีนกาวไหมที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 7.20±0.10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร และรองลงมาที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 4   ให้ค่า IC50 อยู่ระหว่าง 10.26–11.35  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที่สาร
สกัดโปรตนีกาวไหมทีไ่ม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมเิลนให้ค่าการต้านอนุมลูอสิระต�ำ่มาก ไม่สามารถน�ำมาค�ำนวณค่า IC50 
ได้ ผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ร้อยละ 5 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ
แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญเมื่อเทียบกับสารสกัดโปรตีนกาวไหมที่ย่อยด้วยเอนไซม์ร้อยละ 1-4 ที่ P<0.05  ดังแสดงในตารางที่ 1 
จึงได้เลือกความเข้มข้นของเอนไซม์โบรมิเลนที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 5 ในการทดลองต่อไป

ตารางท่ี 1 ความสามารถในการต้านอนุมลูอสิระ (ค่า IC50) ของสารสกัดโปรตนีกาวไหมท่ีสกัดด้วยน�ำ้กลัน่ท่ีย่อยด้วยเอนไซม์โบรมเิลนท่ีความเข้มข้น
ของเอนไซม์ร้อยละ 1-5

ความเข้มข้นของเอนไซม์โบรมิเลน
(ร้อยละของน�้ำหนักเอนไซม์ต่อน�้ำหนักรังไหม)

ความเข้มข้นของสารสกัดที่ท�ำให้เกิดการต้านอนุมูลอิสระร้อยละ 50 IC50 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ค่าเฉลี่ย

Ascorbic acid 0.0155 0.0154 0.0153 0.0154±0.0001

Trolox 0.0170 0.0175 0.0171 0.0172±0.0003

5 7.15 7.31 7.14 7.20 ± 0.10a 

4 11.07 11.31 9.79 10.72 ± 0.82bc

3 10.37 10.14 10.27 10.26 ± 0.11b

2 11.52 11.06 11.40 11.33 ± 0.24c
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1 11.93 11.07 11.04 11.35 ± 0.51c

 0  (สารสกัดก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน) ND ND ND ND

หมายเหตุ ND หมายถึง มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต�่ำมาก ไม่สามารถค�ำนวณค่า IC50 ได้ตัวเลขที่มีอักษร a, b, และ c  ก�ำกับต่างกัน 
แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05)

	 3.2	ศึกษากระบวนการสกัดโปรตีนกาวไหม
	 	 สารสกัดโปรตีนกาวไหมที่ได้จากกระบวนการสกัดด้วยน�้ำกล่ัน และท่ีสกัดสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับ
การให้ความร้อนและความดนั มลีกัษณะเป็นของเหลวสขีาว และเกิดเป็นเจลท่ีไม่ละลายน�ำ้เมือ่เย็นตัวลง วัดค่า pH ของสารสกัด
ได้เท่ากับ 6.71 และ 6.52 ตามล�ำดับ ในขณะที่สารสกัดโปรตีนกาวไหมที่สกัดด้วยสารละลาย 0.2% เบกกิ้งโซดา มีลักษณะเป็น
ของเหลวสีขาว และไม่เป็นเจล วัดค่า pH ได้ 9.40 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Kweon และคณะ (2000) ที่รายงานว่าความ
สามารถในการละลายของโปรตนีเซรซินิจะลดลงเมือ่โครงสร้างโมเลกุลโปรตนีเปลีย่นจากโครงสร้างทีไ่ม่เฉพาะเจาะจง (Random 
coil) เป็นบตีาชทีหรอืสภาวะท่ีเป็นผลกึ (Crystalize state) โปรตีนกาวไหมจะละลายได้ในกรดทีม่ค่ีา pH ต�ำ่กว่า 2.5 และละลาย
ได้ในด่างที่มีค่า pH สูงกว่า 9.5 [8] และเมื่อน�ำสารสกัดโปรตีนกาวไหมที่ได้จากกระบวนการสกัดทั้ง 3 วิธี ไปย่อยด้วยเอนไซม์
โบรมิเลนที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 5 พบว่าสารสกัดหลังการย่อยด้วยเอนไซม์มีลักษณะเป็นของเหลวสีขาว และไม่เป็นเจล 
เนื่องจากโมเลกุลของโปรตีนได้ถูกไฮโดรไลซ์ ให้มีขนาดเล็กลง จึงไม่เกิดการก่อตัวเป็นเจล แสดงว่าเอนไซม์ท�ำงานได้ในสภาวะ
ที่ก�ำหนดในการทดลอง สอดคล้องกับรายงานของ อารี (2554) ที่พบว่าเอนไซม์โบรมิเลนท�ำงานได้ในช่วง pH ที่กว้าง 5.0 - 9.0 
และท�ำงานได้ดีที่สุดที่ pH 7.0 [5] สารสกัดโปรตีนกาวไหมหลังการย่อยมีค่า pH ลดลง อยู่ในช่วง 5.40–6.71 เนื่องจากเอนไซม์
โบรมิเลนสกัดจากสับปะรดจึงมีฤทธิ์เป็นกรด จึงมีผลท�ำให้ค่า pH ของสารสกัดลดลง  ลักษณะของสารสกัดโปรตีนกาวไหมและ
ผลการวัดค่าความเป็นกรด-ด่างก่อนและหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 ลักษณะของสารสกัดโปรตีนกาวไหม และค่าความเป็นกรด-ด่าง (ค่า pH) ของสารสกัดโปรตีนกาวไหมที่ผ่านกระบวนการสกัด 3 วิธี ก่อน
การย่อยและหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน

กระบวนการสกัด
สารสกัดโปรตีนกาวไหมก่อนการย่อย
และหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิ

เลน

ลักษณะของสารสกัด โปรตีน
กาวไหม

ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(ค่า pH)

น�้ำกลั่นร่วมกับการให้ความร้อนและ
ความดัน

ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์
สารละลายสีขาว เกิดเจล เมื่อตั้ง

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
6.71±0.02

หลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน สารละลายสีขาว ไม่เกิดเจล 5.40±0.02

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 
ร่วมกับการให้ความร้อนและความ

ดัน

ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์
สารละลายสีขาว เกิดเจล เมื่อตั้ง

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
7.02±0.01

หลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน สารละลายสีขาว ไม่เกิดเจล 5.63±0.02

สารละลาย 0.2% เบกกิ้งโซดา ร่วม
กับการให้ความร้อน

ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ สารละลายสีขาว ไม่เกิดเจล 9.40±0.01

หลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน สารละลายสีขาว ไม่เกิดเจล 6.71±0.01

	 3.3 ย่อยสารสกัดโปรตีนกาวไหมที่ด้วยเอนไซม์โบรมิเลนและการศึกษาสมบัติของสารสกัด
ด�ำเนินการย่อยสารสกัดโปรตีนกาวไหมที่ได้จากกระบวนการสกัดท้ัง 3 วิธีโดยใช้เอนไซม์โบรมิเลนท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5 โดย
น�้ำหนักเอนไซม์ต่อน�้ำหนักรังไหม เก็บสารสกัดโปรตีนกาวไหมหลังการย่อยด้วยเอนไซม์ไปศึกษาสมบัติของสารสกัด ดังนี้
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	 	 3.3.1	 วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Lowry 
	  	 	 	 ผลการวัดปริมาณโปรตีนในสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีได้จากกระบวนการสกัดท้ัง 3 วิธี โดยการใช้ชุดทดสอบ 
Modified Lowry Protein Assay (Thermo scientific, USA)  น�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร และ
ค�ำนวณหาความเข้มข้นของโปรตีนที่สกัดได้เปรียบเทียบกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 
และค่าการดดูกลนืแสง (รปูท่ี 1) พบว่าสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีผ่านกระบวนการสกัดท้ัง 3 วิธีหลังการย่อยด้วยเอนไซม์มปีรมิาณ
โปรตีนเท่ากับ 13.00±0.64, 12.32±0.50 และ 13.20±0.95 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ ดังตารางที่ 3 

รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA และค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร โดยการใช้ชุด
ทดสอบ Modified Lowry Protein Assay 

ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนในสารสกัดโปรตีนกาวไหมหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลนเปรียบเทียบกราฟมาตรฐาน โดยการใช้ชุดทดสอบ Modified 
Lowry Protein Assay

กระบวนการสกัด
ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ค่าเฉลี่ย

น�ำ้กลัน่ร่วมกับการให้ความร้อนและความดนั และผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน

13.36 12.26 13.39 13.00±0.64ab

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับการให้ความ
ร้อนและความดันและผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน

11.90 12.87 12.18 12.30±0.50a

สารละลาย 0.2% เบกก้ิงโซดาร่วมกับการให้ความร้อน และ
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน

12.18 14.05 13.36 13.20±0.95b

หมายเหตุ ตัวเลขที่มีอักษร a  และ b  ก�ำกับต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05)

	 	 3.3.2	 วิเคราะห์น�้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนด้วยการท�ำ SDS-PAGE
	  	 	 	 วิเคราะห์น�้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนกาวไหมก่อนการย่อยและหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน ด้วยเทคนิค 
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis โดยใช้ระบบ Tricine  (Tricine-SDS-PAGE) ซึ่งเป็นระบบที่
เหมาะสมในการแยกโปรตีนหรือพอลิเปปไทด์ที่มีขนาดเล็กขนาดตั้งแต่ 2 kDa ขึ้นไปได้ดี (รูปที่ 2) ผลการทดลองพบว่าสารสกัด
โปรตนีกาวไหมทีส่กัดด้วยน�ำ้กลัน่ร่วมกับการให้ความร้อนและความดัน (เลนท่ี 1)  สกัดด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.0 
ร่วมกับการให้ความร้อนและความดนั (เลนที ่2) และสกัดด้วยสารละลาย 0.2% เบกก้ิงโซดา (เลนที ่3) ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์
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โบรมิเลนมีน�้ำหนักโมเลกุลมากกว่า 40 kDa และสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีได้จากกระบวนการสกัดท้ัง 3 วิธี หลังการย่อยด้วย
เอนไซม์โบรมิเลนมีรูปแบบเดียวกันคือพบแถบโปรตีนอยู่ระหว่าง 4.6 - 10 KDa (เลนที่ 2,4 และ 6) แสดงว่าโปรตีนกาวไหมถูก
เอนไซม์โบรมิเลนไฮโดรไลซ์ให้เป็นโปรตีนขนาดเล็กลง ในขณะที่โปรตีนกาวไหมทางการค้าแหล่งที่ 1 มีน�้ำหนักโมเลกุลกระจาย
ตัวระหว่าง 1.7-15 kDa (เลนที่ 7) และโปรตีนไหมทางการค้าแหล่งที่ 2 มีน�้ำหนักโมเลกุลกระจายตัวตั้งแต่ 10 kDa ขึ้นไปจนถึง
มากกว่า 40 kDa (เลนที่ 8)

รปูที ่2 น�ำ้หนกัโมเลกุลของสารสกดัโปรตนีกาวไหมท่ีสกัดด้วยน�ำ้กลัน่ร่วมกับการให้ความร้อนและความดนั สกดัด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 
7.0 ร่วมกับการให้ความร้อนและความดัน และสกัดด้วยสารละลาย 0.2% เบกกิ้งโซดา ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน (เลนที่ 1, 3, และ 5) และ
หลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน (เลนที่ 2, 4 และ 6) เปรียบเทียบกับสารสกัดโปรตีนกาวไหมทางการค้าแหล่งที่ 1 และ 2 (เลนที่ 7 และ 8) วิเคราะห์
ด้วยเทคนิค Tricine- SDS-PAGE

		  3.3.3	 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay
	  	  	 	 ผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ของสารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีจาก
กระบวนการสกัดทั้ง 3 วิธีก่อนและหลังการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน โดยค�ำนวณร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% Inhibition) 
และค�ำนวณหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ท�ำให้เกิดการต้านอนุมูลอิสระ 50% (IC50) พบว่า สารสกัดโปรตีนกาวไหมที่สกัด
ด้วยน�้ำกลั่นร่วมกับการให้ความร้อนและความดัน สกัดด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับการให้ความร้อนและ
ความดัน และสกัดด้วยสารละลาย 0.2% เบกก้ิงโซดา และผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลนมีค่าการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า
สารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P< 0.05) มีค่า IC50 เท่ากับ 7.20±0.10, 
6.87±0.22, และ 15.70±0.17 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล�ำดบั ดงัตารางที ่4 ในขณะทีโ่ปรตนีกาวไหมก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์
มคีวามสามารถในการต้านอนมุลูอสิระต�ำ่มาก ไม่สามารถค�ำนวณค่า IC50 ได้   ซึง่สอดคล้องกับรายงานของ สรลัรตัน์ และคณะ 
(2555) ที่พบว่าการสกัดโปรตีนกาวไหมด้วยเอนไซม์โปรตีเอสให้ค่าการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าการสกัดด้วยน�้ำท่ีอุณหภูมิและ
ความดันสูง และสูงกว่าการสกัดด้วยสารละลายด่างโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) [9] นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่าการใช้เอนไซม์
โบรมิเลนย่อยโปรตีนจากกากทานตะวัน ท�ำให้ได้โปรตีนขนาดเล็กลง และมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงกว่า
โปรตีนที่ไม่ผ่านการย่อย [10] 

40 kDa40 kDa

15 kDa15 kDa

25 kDa25 kDa

10 kDa10 kDa
4.6 kDa4.6 kDa 1.7  kDa1.7  kDa
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ตารางที่ 4 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (ค่า IC50) ของสารสกัดโปรตีนกาวไหมได้จากกระบวนการสกัดทั้ง 3 วิธี ก่อนการย่อยและหลังการ
ย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลน

สารมาตรฐาน/สารสกัดโปรตีน
กาวไหม

กระบวนการสกัด

ความเข้มข้นของสารสกัดที่ท�ำให้เกิดการต้านอนุมูลอิสระร้อยละ 50 IC50 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ค่าเฉลี่ย

Ascorbic acid - 0.0155 0.0154 0.0153 0.0154±0.0001

Trolox - 0.0170 0.0175 0.0171 0.0172±0.0003

สารสกัดโปรตีนกาวไหม
ก่อนการย่อย

น�้ำกลั่นร่วมกับการให้
ความร้อนและความดัน

ND ND ND ND

สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับ
การให้ความร้อนและ

ความดัน

ND ND ND ND

สารละลาย 0.2% เบกกิ้ง
โซดา ร่วมกับการให้ความ

ร้อน
ND ND ND ND

สารสกัดโปรตีนกาวไหม
หลังการย่อย

น�้ำกลั่นร่วมกับการให้
ความร้อนและความดัน

7.15 7.31 7.14 7.20±0.10a

สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับ
การให้ความร้อนและ

ความดัน

6.65 7.10 6.86 6.87±0.22a

สารละลาย 0.2% เบกกิ้ง
โซดา ร่วมกับการให้ความ

ร้อน
15.58 15.64 15.89 15.70±0.17b

หมายเหต ุND หมายถึง มคีวามสามารถในการต้านอนุมลูอสิระต�ำ่มาก ไม่สามารถค�ำนวณค่า IC50 ได้ตวัเลขท่ีมอีกัษร a และ  b  ก�ำกับต่างกัน แสดง
ถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05)
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4. สรุปผลการทดลอง (Conclusion)
	 กระบวนการสกัดโปรตีนเซริซิน (Sericins) หรือโปรตีนกาวไหมด้วยการใช้เอนไซม์โบรมิเลน จ�ำเป็นต้องสกัดโปรตีนกาวไหม
ด้วยน�้ำกลั่นหรือสารละลายที่เหมาะสมร่วมกับการให้ความร้อนและความดัน เนื่องจากโปรตีนดังกล่าวไม่ละลายในน�้ำเย็น จาก
นัน้ จงึน�ำสารสกดัโปรตนีกาวไหมมาย่อยต่อด้วยเอนไซม์โบรมเิลน ซึง่เป็นเอนไซม์ในกลุ่มโปรตีเอส    มรีายงานว่าการย่อยโปรตีน
ด้วยเอนไซม์โปรตีเอสจะช่วยเพ่ิมความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ ในการทดลองนี้พบว่าความเข้มข้นของเอนไซม์โบรมิ
เลนร้อยละ 5 ให้สารสกัดโปรตีนกาวไหมท่ีมีค่าการต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด ในการทดลองสกัดโปรตีนกาวไหม 3 วิธี ได้แก่ การ
สกัดด้วยน�้ำกลั่นร่วมกับการให้ความร้อนและความดัน และการสกัดด้วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 7.0 ร่วมกับการให้
ความร้อนและความดัน และการสกัดด้วยสารละลาย 0.2% เบกก้ิงโซดาร่วมกับการให้ความร้อน สามารถสกัดโปรตีนกาวไหม
ออกมาในรูปสารละลายได้ และให้ปริมาณโปรตีนใกล้เคียงกัน  อย่างไรก็ตาม สารสกัดท่ีได้มีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระค่อนข้างต�่ำ  แต่เมื่อน�ำสารสกัดโปรตีนกาวไหมมาย่อยด้วยเอนไซม์โบรมิเลนร้อยละ 5 ในสภาวะที่เหมาะสม  พบว่าโปรตีน
กาวไหมหลังย่อยด้วยเอนไซม์มีขนาดโมเลกุลเล็กลง มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  จึง
สรุปได้ว่าการใช้เอนไซม์โบรมิเลนสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโปรตีนกาวไหมได้  
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