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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยน้ีไดทําการสกัดโปรตีนจากใบกระถินดวยเอนไซมอัลคาเลส โดยศึกษาระยะเวลาในการยอยและความเขมขน
ที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส โดยใชความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) ยอยที่อุณหภูมิ 
60 ºC ที่ pH 8.0 เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที จากน้ันนําสารละลายโปรตีนมาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี 
Lowry พบวาความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) ในสัดสวนเอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) 
ที่เวลา 90 นาที มีปริมาณโปรตีนสูงสุด 249.55 µg/mL จากน้ันศึกษาการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการ
ใชเอนไซมอัลคาเลส เปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 1) สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  2) สกัดโปรตีนโดย
ใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 3) สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส พบวาการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดโปรตีนจากใบกระถินพบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 
µg/mL รองลงมา คือ การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 275.29 µg/mL และ การสกัดโปรตีน
โดยใชเอนไซมอัลคาเลส พบวา มีปริมาณโปรตีนสอดคลองกับการทดลองขางตน 

 
คําสําคัญ: กระถิน โปรตีน เอนไซมอัลคาเลส 
 

Abstract 
 

In this study, the extraction of protein from the Leucaena leucocephala de Wit. leaves by 
alcalase was studied. The concentration of enzyme was varied between 0.3, 0.5, 0.7 and 0.9 (%v/v) at 
60ºC and pH 8.0 for 90, 120, 150 and 180 mins. The extracted solution was analyzed to obtain protein 
content by Lowry method. The maximum protein content was 249.55 µg/mL by using 0.7 (%v/v) alcalase  
for 90 min. The results were also compared with 1) Using heat with alcalase and 2) Using base with 
alcalase . It can be observed from the results that using base with alcalase  is the most efficient in 
extracting protein from the Leucaena leucocephala de Wit. leaves with the extracted protein content 
equaling 481.82 µg/mL. Using heat with alcalase  gave the protein content only 275.29 µg/mL. 

 
Keyword: Leucaena leucocephala de Wit. , Protein, Alcalase 
 
1. บทนํา 
 

โปรตีนเปนสารอาหารที่มีความจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของรางกาย ในปจจุบันแหลงอาหารโปรตีนสวนใหญ
จัดอยูในประเภทนม ไข และเน้ือสัตว ซ่ึงมีราคาคอนขางสูงสําหรับประชาชนที่มีรายไดนอยจึงไมสามารถบริโภคใหเพียงพอตอ
ความตองการของรางกายได ขณะเดียวกันแหลงอาหารโปรตีนที่มีอยูในพืชบางชนิดก็ถูกมองขามไปโดยไมไดนํามาบริโภค 
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กระถิน หรือ Wild Tamarind ชื่อวิทยาศาสตร คือ Leucaena leucocephala de Wit. วงศ Leguminosae 
Mimosoideae เปนพืชจัดอยูในตระกูลถั่วไมยืนตนทรงพุมขนาดยอมใบประกอบแบบขนนก ดอกเล็กๆอัดแนนกระจุกกลม 
เกสรเปนพูสีขาว ฝกแบนยาว เมล็ดรูปไขแบน ขยายพันธุดวยเมล็ด ปลูกไดทุกสภาพพื้นที่ทั่วประเทศ ทุกสวนของกระถินนิยม
ใชผสมอาหารสัตวโดยเฉพาะใบกระถินมีคุณคาทางอาหารสูง โดยมีระดับโปรตีนเฉล่ียระหวาง 27-45 % ของนํ้าหนักแหง 
กระถินจัดเปนพืชที่พบทั่วทุกภาคของประเทศไทย ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจที่จะนําใบของกระถินมาทําการวิจัย เพื่อศึกษาการสกัด
โปรตีนจากใบกระถินดวยเอนไซมอัลคาเลส ศึกษาระยะเวลาในการยอยและความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
และทําการสกัดโปรตีนจากใบกระถินโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส จากน้ันนําสารละลายโปรตีน
ไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry ซ่ึงผลจากการวิจัยน้ีจะเปนขอมูลเบื้องตน เพื่อนําพืชตางๆที่มีในประเทศไทยไป
พัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมเพื่อสุขภาพตอไปในอนาคต 

 
2. วิธีการทดลอง 
 

2.1 การเตรียมวัตถุดิบ 
นําตนกระถินมาลางใหสะอาด เก็บเฉพาะใบของกระถิน หลังจากน้ันนํามาผ่ึงแดดและอบใหแหงที่อุณหภูมิไมเกิน 

60◦C แลวบดใหละเอียด นําไปชั่งนํ้าหนักที่แนนอน 
     2.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม (ดัดแปลงจากวิธีของ Wang และ Hesseltine,1965) 

เติมสารละลาย 1 % เคซีน ลงในหลอดทดลอง 1 mL อุนที่ 40◦C นาน 5 นาที จากน้ันนําเอนไซมอัลคาเลส (เจือจาง 
1000 เทาดวยนํ้ากล่ัน) 1 mL ใสลงในหลอดทดลองขางตน ผสมและบม นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม
สารละลาย 5% TCA 3 mL เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที กรองตะกอนโปรตีน นําสารละลายสวนใส 1 mL 
ใสในหลอดทดลองที่มี 0.4 M Na2CO3 5 mL ผสมใหเขากัน เติม Folin–Ciocalteau reagent 1 N 1 mL ผสมใหเขากัน ตั้ง
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร สําหรับหลอดควบคุมวิธีการเชนเดียวกัน แตเติม
สารละลาย 5% TCA 3 mL ลงไปในเอนไซมอัลคาเลส 1 mL ทิ้งไว 10 นาที จึงเติมสารละลาย 1% เคซีน ลงไป 1 mL 

 
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส คํานวณไดจากสูตร ดังน้ี 

 
Units/mL คือ 

ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (µg/mL) x คาความเจือจาง x ปริมาตรทั้งหมด (5 mL) 
นํ้าหนักโมเลกุลกรดอะมิโนไทโรซีน (181.19 g/mole) x เวลา (10 min) x ปริมาตรเอนไซมที่ใสลงไป (1mL) 

 
2.3 การศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
นําใบกระถินบดแหง 4 g. แชสารละลาย NaOH pH 10 เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 

0.1 M NaOH จากน้ันเติมสารละลายเอนไซมความเขมขน รอยละ 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) 1 mL คํานวณใหมีเอนไซม

ในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00075, 0.00125, 0.00175 และ 0.00225 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60◦C 
เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที เขยาตัวอยางเปนระยะ เม่ือครบกําหนดเวลาใหความรอนที่ 100◦C เวลา 15 นาที 

เพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมแลวทิ้งไวใหเย็นนําไปหมุนเหว่ียงแยกตะกอน 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4◦C เปนเวลา 4 
นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

2.4 การสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
ทําการสกัดปรียบเทียบ 3 วิธี  

1) สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  

นําใบกระถินบดแหง 4 g. ผสมนํ้ากล่ัน 20 mL กวนใหเขากัน ใหความรอนที่อุณหภูมิ 120◦C เปนเวลา 60 
นาที ทิ้งใหเย็น ปรับ pH 8.0 ดวย 0.1 M NaOH เติมสารละลายเอนไซมความเขมขน รอยละ 0.7 (%v/v) ลงไป 1 mL 

คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60◦C เปนเวลา 90 
นาที เขยาตัวอยางเปนระยะ นําไปใหความรอนเพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิ 100◦C 15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
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นําไป   หมุนเหว่ียงแยกตะกอน 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4◦C เปนเวลา 4 นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Lowry  

2) สกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  
นําใบกระถินบดแหง 4 g. ผสมนํ้ากล่ัน 20 mL กวนใหเขากัน ปรับ pH ใหได 10 ดวย NaOH เขมขน รอยละ 

20 ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 10◦C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันปรับ pH 8.0 ดวย 0.1 M HCl จากน้ันทําการยอยสลายดวย
เอนไซมอัลคาเลส (เชนเดียวกับวิธีการขางตน) 

3) สกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส  
นําใบกระถินบดแหง 4 g. ผสมนํ้ากล่ัน 20 mL กวนใหเขา ปรับ pH ใหได 8.0 ดวย 0.1 M NaOH จากน้ันทํา

การยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลส (เชนเดียวกับวิธีการขางตน) 
2.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (ดัดแปลงจาก Lowry et al. ,1951) 
ปเปตสารละลายโปรตีนที่ไดจากการสกัด 5 µL เติมลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Alkali copper 5 mL ผสม

ใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากน้ันเติม Folin–Ciocalteau reagent 0.5 mL ผสมใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟ
มาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 
 
3. ผลการทดลอง 
    

3.1 ผลการเตรียมวัตถุดิบ 
 นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมได โดยนํ้าหนักกระถินกอนอบ 385.50 กรัม และนํ้าหนักกระถิน
หลังอบ 267.42 กรัม ดังแสดงในตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1 นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบ 

ผลการทดลอง น้ําหนกักระถนิกอนอบ (g) น้ําหนกักระถนิหลังอบ (g) 

ใบกระถิน 385.50  267.42  

 
3.2 ผลการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 
จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสหรือความสามารถในการทํางานของเอนไซมอัลคาเลส พบวาหลอด

ตัวอยางมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 12 µg/mL และหลอดควบคุมมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 6 µg/mL เม่ือนํามาคํานวณ
กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสได 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลส ปริมาตร 1 mL   สามารถยอยสลายสารละลายเค
ซีน ไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 µg ภายในเวลา 1 นาที ดังแสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 

การทดลอง ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (µg/mL) กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส (Units/mL) 

หลอดตัวอยาง 12  
16.557 

หลอดควบคุม 6 

 
หมายเหตุ : 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลส ปริมาตร 1 mL สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโร
ซีน 16.557 µg ภายในเวลา 1 นาท ี
 

3.3  ผลการศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาพบวาปริมาณโปรตีนที่ยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขน รอยละ 0.5 (%v/v) เวลายอยที่ 

180 นาที มีปริมาณโปรตีนมากที่สุด 264.55 µg/mL แตในขณะเดียวกันที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) 



The 5th NPRU National Academic Conference 2013   
Nakhon Pathom Rajabhat University | Nakhon Pathom | Thailand | 18 – 19 July 2013 

การวิจัยเพ่ือการพัฒนาทองถิ่นอยางยั่งยืนกับการกาวสูประชาคมอาเซียน  
การนําเสนอผลงานแบบบรรยาย_217 

เวลายอยที่ 90 นาที มีปริมาณโปรตีนมากเชนกัน 249.55 µg/mL จากการทดลองน้ีจึงเลือกสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัด
โปรตีนจากใบกระถิน ที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบ
กระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เน่ืองจากที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.5 (%v/v) เวลา
ยอยที่ 180 นาที เปนเวลาที่นานเกินไป และปริมาณโปรตีนที่ไดก็ไมตางกันมากนัก ดังแสดงในภาพที่ 1 
 

 
ภาพที่ 1 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการยอยสลายเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขนและระยะเวลาการยอยตางๆ 

 
3.4  ผลการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน โดยใชสภาวะความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) 

คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เปรียบเทียบ 3 วิธี    
คือ การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส การสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 
และการสกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส ดังแสดงในตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการสกัดโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 

วิธีการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและ
เคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 

เอนไซมตอใบกระถิน 
(%v/w) 

เวลาในการ
ยอย (นาที) 

ปริมาณโปรตีน 
(µg/mL) 

การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส 

 

 
0.00175 

 
90 

 
275.29 

การสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส 

 

 
0.00175 

 
90 

 
481.82 

 
 

การสกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส 
 

 
0.00175 

 
90 

 
249.55 
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จากตารางที่ 3 พบวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด
ในการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน เน่ืองจากสารละลายเบสจะเขาไปทําลายพันธะเพปไทด โดยทําใหโปรตีนมีประจุเปล่ียนแปลง
ไป ทําใหโปรตีนเสียสภาพและตกตะกอนออกมา และเม่ือนํามายอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสมีผลทําใหปริมาณโปรตีนเพิ่ม
มากขึ้น พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 µg/mL รองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส และวิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 µg/mL และ 249.55 µg/mL ตามลําดับ 
 
4. สรุปผลการทดลอง 
  

จากการเตรียมวัตถุดิบ (ใบกระถิน) นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมได โดยนํ้าหนักกระถินกอนอบ 
385.50 กรัม และนํ้าหนักกระถินหลังอบ 267.42 กรัม คิดเปนรอยละ 69.37 

จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส เอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการทํางาน 16.557 
Units/mL ซ่ึงหมายถึง เอนไซมอัลคาเลส ปริมาตร 1 mL สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 
µg ภายในเวลา 1 นาท ี

จากการศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส จากผลการทดลองสามารถ
สรุปไดวา ที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 
0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน พบปริมาณโปรตีนมาก
ที่สุด 249.55 µg/mL 

จากการศึกษาการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส จากผลการทดลอง
สามารถสรุปไดวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัด
โปรตีนจากใบกระถิน พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 µg/mLรองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอย
ดวยเอนไซมอัลคาเลส และวิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 µg/mL และ 249.55 µg/mL ตามลําดับ 
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