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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยน้ีไดทําการสกัดโปรตีนจากใบกระถินดวยเอนไซมอัลคาเลส โดยศึกษาระยะเวลาในการยอยและความเขมขน
ที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส โดยใชความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) ยอยที่อุณหภูมิ 
60 ºC ที่ pH 8.0 เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที จากน้ันนําสารละลายโปรตีนมาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี 
Lowry พบวาความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) ในสัดสวนเอนไซมตอใบกระถินแหงเปน 0.00175 (%v/w) 
ที่เวลา 90 นาที มีปริมาณโปรตีนสูงสุด 249.55 µg/mL จากน้ันศึกษาการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการ
ใชเอนไซมอัลคาเลส เปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 1) สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  2) สกัดโปรตีนโดย
ใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 3) สกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส พบวาการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัดโปรตีนจากใบกระถินพบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 
µg/mL รองลงมา คือ การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 275.29 µg/mL และ การสกัดโปรตีน
โดยใชเอนไซมอัลคาเลส พบวา มีปริมาณโปรตีนสอดคลองกับการทดลองขางตน 

 
คําสําคัญ: กระถิน โปรตีน เอนไซมอัลคาเลส 
 

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 
 

โปรตีนเปนสารอาหารที่มีความจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของรางกาย ในปจจุบันแหลงอาหารโปรตีนสวนใหญ
จัดอยูในประเภทนม ไข และเน้ือสัตว ซ่ึงมีราคาคอนขางสูงสําหรับประชาชนที่มีรายไดนอยจึงไมสามารถบริโภคใหเพียงพอตอ
ความตองการของรางกายได ขณะเดียวกันแหลงอาหารโปรตีนที่มีอยูในพืชบางชนิดก็ถูกมองขามไปโดยไมไดนํามาบริโภค 
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กระถิน หรือ Wild Tamarind ชื่อวิทยาศาสตร คือ Leucaena leucocephala de Wit. วงศ Leguminosae 
Mimosoideae เปนพืชจัดอยูในตระกูลถั่วไมยืนตนทรงพุมขนาดยอมใบประกอบแบบขนนก ดอกเล็กๆอัดแนนกระจุกกลม 
เกสรเปนพูสีขาว ฝกแบนยาว เมล็ดรูปไขแบน ขยายพันธุดวยเมล็ด ปลูกไดทุกสภาพพื้นที่ทั่วประเทศ ทุกสวนของกระถินนิยม
ใชผสมอาหารสัตวโดยเฉพาะใบกระถินมีคุณคาทางอาหารสูง โดยมีระดับโปรตีนเฉล่ียระหวาง 27-45 % ของนํ้าหนักแหง 
กระถินจัดเปนพืชที่พบทั่วทุกภาคของประเทศไทย ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจที่จะนําใบของกระถินมาทําการวิจัย เพื่อศึกษาการสกัด
โปรตีนจากใบกระถินดวยเอนไซมอัลคาเลส ศึกษาระยะเวลาในการยอยและความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
และทําการสกัดโปรตีนจากใบกระถินโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส จากน้ันนําสารละลายโปรตีน
ไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry ซ่ึงผลจากการวิจัยน้ีจะเปนขอมูลเบื้องตน เพื่อนําพืชตางๆที่มีในประเทศไทยไป
พัฒนาเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมเพื่อสุขภาพตอไปในอนาคต 

 
2. วิธีการทดลอง 
 

2.1 การเตรียมวัตถุดิบ 
นําตนกระถินมาลางใหสะอาด เก็บเฉพาะใบของกระถิน หลังจากน้ันนํามาผ่ึงแดดและอบใหแหงที่อุณหภูมิไมเกิน 

60◦C แลวบดใหละเอียด นําไปชั่งนํ้าหนักที่แนนอน 
     2.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม (ดัดแปลงจากวิธีของ Wang และ Hesseltine,1965) 

เติมสารละลาย 1 % เคซีน ลงในหลอดทดลอง 1 mL อุนที่ 40◦C นาน 5 นาที จากน้ันนําเอนไซมอัลคาเลส (เจือจาง 
1000 เทาดวยนํ้ากล่ัน) 1 mL ใสลงในหลอดทดลองขางตน ผสมและบม นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาเอนไซมดวยการเติม
สารละลาย 5% TCA 3 mL เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที กรองตะกอนโปรตีน นําสารละลายสวนใส 1 mL 
ใสในหลอดทดลองที่มี 0.4 M Na2CO3 5 mL ผสมใหเขากัน เติม Folin–Ciocalteau reagent 1 N 1 mL ผสมใหเขากัน ตั้ง
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร สําหรับหลอดควบคุมวิธีการเชนเดียวกัน แตเติม
สารละลาย 5% TCA 3 mL ลงไปในเอนไซมอัลคาเลส 1 mL ทิ้งไว 10 นาที จึงเติมสารละลาย 1% เคซีน ลงไป 1 mL 

 
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส คํานวณไดจากสูตร ดังน้ี 

 
Units/mL คือ 

ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (µg/mL) x คาความเจือจาง x ปริมาตรทั้งหมด (5 mL) 
นํ้าหนักโมเลกุลกรดอะมิโนไทโรซีน (181.19 g/mole) x เวลา (10 min) x ปริมาตรเอนไซมที่ใสลงไป (1mL) 

 
2.3 การศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
นําใบกระถินบดแหง 4 g. แชสารละลาย NaOH pH 10 เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 

0.1 M NaOH จากน้ันเติมสารละลายเอนไซมความเขมขน รอยละ 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 (%v/v) 1 mL คํานวณใหมีเอนไซม

ในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00075, 0.00125, 0.00175 และ 0.00225 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60◦C 
เปนเวลา 90, 120, 150 และ 180 นาที เขยาตัวอยางเปนระยะ เม่ือครบกําหนดเวลาใหความรอนที่ 100◦C เวลา 15 นาที 

เพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมแลวทิ้งไวใหเย็นนําไปหมุนเหว่ียงแยกตะกอน 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4◦C เปนเวลา 4 
นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

2.4 การสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
ทําการสกัดปรียบเทียบ 3 วิธี  

1) สกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  

นําใบกระถินบดแหง 4 g. ผสมนํ้ากล่ัน 20 mL กวนใหเขากัน ใหความรอนที่อุณหภูมิ 120◦C เปนเวลา 60 
นาที ทิ้งใหเย็น ปรับ pH 8.0 ดวย 0.1 M NaOH เติมสารละลายเอนไซมความเขมขน รอยละ 0.7 (%v/v) ลงไป 1 mL 

คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) ยอยสลายที่อุณหภูมิ 60◦C เปนเวลา 90 
นาที เขยาตัวอยางเปนระยะ นําไปใหความรอนเพื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่อุณหภูมิ 100◦C 15 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
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นําไป   หมุนเหว่ียงแยกตะกอน 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4◦C เปนเวลา 4 นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Lowry  

2) สกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส  
นําใบกระถินบดแหง 4 g. ผสมนํ้ากล่ัน 20 mL กวนใหเขากัน ปรับ pH ใหได 10 ดวย NaOH เขมขน รอยละ 

20 ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 10◦C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันปรับ pH 8.0 ดวย 0.1 M HCl จากน้ันทําการยอยสลายดวย
เอนไซมอัลคาเลส (เชนเดียวกับวิธีการขางตน) 

3) สกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส  
นําใบกระถินบดแหง 4 g. ผสมนํ้ากล่ัน 20 mL กวนใหเขา ปรับ pH ใหได 8.0 ดวย 0.1 M NaOH จากน้ันทํา

การยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลส (เชนเดียวกับวิธีการขางตน) 
2.5 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (ดัดแปลงจาก Lowry et al. ,1951) 
ปเปตสารละลายโปรตีนที่ไดจากการสกัด 5 µL เติมลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Alkali copper 5 mL ผสม

ใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากน้ันเติม Folin–Ciocalteau reagent 0.5 mL ผสมใหเขากันและตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณโปรตีนจากกราฟ
มาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 
 
3. ผลการทดลอง 
    

3.1 ผลการเตรียมวัตถุดิบ 
 นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมได โดยนํ้าหนักกระถินกอนอบ 385.50 กรัม และนํ้าหนักกระถิน
หลังอบ 267.42 กรัม ดังแสดงในตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1 นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบ 

ผลการทดลอง น้ําหนกักระถนิกอนอบ (g) น้ําหนกักระถนิหลังอบ (g) 

ใบกระถิน 385.50  267.42  

 
3.2 ผลการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 
จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสหรือความสามารถในการทํางานของเอนไซมอัลคาเลส พบวาหลอด

ตัวอยางมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 12 µg/mL และหลอดควบคุมมีปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 6 µg/mL เม่ือนํามาคํานวณ
กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลสได 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลส ปริมาตร 1 mL   สามารถยอยสลายสารละลายเค
ซีน ไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 µg ภายในเวลา 1 นาที ดังแสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน 

การทดลอง ปริมาณกรดอะมิโนไทโรซีน (µg/mL) กิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส (Units/mL) 

หลอดตัวอยาง 12  
16.557 

หลอดควบคุม 6 

 
หมายเหตุ : 16.557 Units/mL คือ เอนไซมอัลคาเลส ปริมาตร 1 mL สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโร
ซีน 16.557 µg ภายในเวลา 1 นาท ี
 

3.3  ผลการศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาพบวาปริมาณโปรตีนที่ยอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขน รอยละ 0.5 (%v/v) เวลายอยที่ 

180 นาที มีปริมาณโปรตีนมากที่สุด 264.55 µg/mL แตในขณะเดียวกันที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) 
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เวลายอยที่ 90 นาที มีปริมาณโปรตีนมากเชนกัน 249.55 µg/mL จากการทดลองน้ีจึงเลือกสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัด
โปรตีนจากใบกระถิน ที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบ
กระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เน่ืองจากที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.5 (%v/v) เวลา
ยอยที่ 180 นาที เปนเวลาที่นานเกินไป และปริมาณโปรตีนที่ไดก็ไมตางกันมากนัก ดังแสดงในภาพที่ 1 
 

 
ภาพที่ 1 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการยอยสลายเอนไซมอัลคาเลสที่ความเขมขนและระยะเวลาการยอยตางๆ 

 
3.4  ผลการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 
จากการศึกษาการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน โดยใชสภาวะความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) 

คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เปรียบเทียบ 3 วิธี    
คือ การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส การสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลส 
และการสกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส ดังแสดงในตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3 ปริมาณโปรตีนที่ไดจากการสกัดโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 

วิธีการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและ
เคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส 

เอนไซมตอใบกระถิน 
(%v/w) 

เวลาในการ
ยอย (นาที) 

ปริมาณโปรตีน 
(µg/mL) 

การสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส 

 

 
0.00175 

 
90 

 
275.29 

การสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส 

 

 
0.00175 

 
90 

 
481.82 

 
 

การสกัดโปรตีนดวยเอนไซมอัลคาเลส 
 

 
0.00175 

 
90 

 
249.55 
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จากตารางที่ 3 พบวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด
ในการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน เน่ืองจากสารละลายเบสจะเขาไปทําลายพันธะเพปไทด โดยทําใหโปรตีนมีประจุเปล่ียนแปลง
ไป ทําใหโปรตีนเสียสภาพและตกตะกอนออกมา และเม่ือนํามายอยสลายดวยเอนไซมอัลคาเลสมีผลทําใหปริมาณโปรตีนเพิ่ม
มากขึ้น พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 µg/mL รองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอยดวย
เอนไซมอัลคาเลส และวิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 µg/mL และ 249.55 µg/mL ตามลําดับ 
 
4. สรุปผลการทดลอง 
  

จากการเตรียมวัตถุดิบ (ใบกระถิน) นํ้าหนักใบกระถินบดแหงกอนและหลังอบที่ตรียมได โดยนํ้าหนักกระถินกอนอบ 
385.50 กรัม และนํ้าหนักกระถินหลังอบ 267.42 กรัม คิดเปนรอยละ 69.37 

จากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมอัลคาเลส เอนไซมอัลคาเลสมีความสามารถในการทํางาน 16.557 
Units/mL ซ่ึงหมายถึง เอนไซมอัลคาเลส ปริมาตร 1 mL สามารถยอยสลายสารละลายเคซีนไดกรดอะมิโนไทโรซีน 16.557 
µg ภายในเวลา 1 นาท ี

จากการศึกษาความเขมขนและระยะเวลาในการยอยที่เหมาะสมของเอนไซมอัลคาเลส จากผลการทดลองสามารถ
สรุปไดวา ที่ความเขมขนเอนไซมอัลคาเลส รอยละ 0.7 (%v/v) คํานวณใหมีเอนไซมในสัดสวน เอนไซมตอใบกระถินแหง เปน 
0.00175 (%v/w) เวลายอยที่ 90 นาที เปนสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัดโปรตีนจากใบกระถิน พบปริมาณโปรตีนมาก
ที่สุด 249.55 µg/mL 

จากการศึกษาการสกัดโปรตีนโดยวิธีทางกายภาพและเคมีรวมกับการใชเอนไซมอัลคาเลส จากผลการทดลอง
สามารถสรุปไดวา วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเบสและยอยดวยเอนไซมอัลคาเลสเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการสกัด
โปรตีนจากใบกระถิน พบปริมาณโปรตีนมากที่สุด 481.82 µg/mLรองลงมา คือ วิธีการสกัดโปรตีนโดยใชความรอนและยอย
ดวยเอนไซมอัลคาเลส และวิธีการสกัดโปรตีนโดยใชเอนไซมอัลคาเลส 275.29 µg/mL และ 249.55 µg/mL ตามลําดับ 
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