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บทคัดยอ 
 ไดทดลองเตรียมน้ํายางขนธรรมชาติที่มีโปรตีนกอภูมิแพตํ่า โดยการเติมอนุพันธเซลลูโลสโมเลกุลเล็ก 4 
ชนิดคือ Carboxy Methyl Cellulose (CMC), Hydroxyl Ethyl Cellulose (HEC), Hydroxyl Propyl Cellulose (HPC) 
และ Methyl Cellulose (MC) ใชวิธีฉายรังสีแกมมาเพื่อลดขนาดโมเลกุลของอนุพันธเซลลูโลส และหาขนาด
โมเลกุลที่เหมาะสม เพื่อใหสามารถจับโปรตีนโมเลกุลเล็ก ซึ่งเปนโปรตีนกอภูมิแพที่อยูบนผิวอนุภาคยางและแยก
ออกไปจากน้ํายางไดเมื่อใชเครื่องเหวี่ยง การฉายรังสีอนุพันธเซลลูโลสทําในรูปสารละลายน้ําความเขมขน 1.3% 
ที่ปริมาณรังสี 0.5-5.0 กิโลเกรย เมื่อนําสารละลายของอนุพันธเซลลูโลสที่มีขนาดโมเลกุลตางๆกันนี้ปริมาณ 2.0 
phr เติมในน้ํายางขนธรรมชาติที่เจือจางดวยน้ําเปน 2 เทา กวนและทิ้งไว 3 ช่ัวโมง นําไปเหวี่ยงที่ g.min ประมาณ 
25,000 ไดผลวาขนาดโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดของ CMC และ HEC ที่ 17-18 กิโลดาลตันสามารถลดปริมาณ
โปรตีนโมเลกุลเล็ก (14-94 กิโลดาลตัน) ในน้ํายางขนได โดยตรวจสอบไมพบดวยวิธี  SDS PAGE 
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Abstract 
  Low molecular weight carboxy methyl cellulose (CMC), hydroxyl ethyl cellulose (HEC), hydroxyl 
propyl cellulose (HPC) and methyl cellulose (MC) prepared by radiation-induced degradation were added into 
diluted natural concentrated latex prior to centrifuge for a purpose of reducing allergenic rubber protein in the 
latex. Optimum molecular weight (Mv) of CMC and HEC for such a purpose was found to be 17-18 kDa which 
decreased allergenic rubber protein (14-94 kDa) to an undetectable amount as determined by SDS PAGE 
method. 
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บทนํา 
จากมาตรการกําหนดปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดในน้ํา อันเปนโปรตีนกอภูมิแพแบบเฉียบพลันในถุง

มือยางขององคการอาหารและยา สหรัฐอเมริกาและสหภาพยุโรป ใหมีไดไมเกิน 50 ไมโครกรัมตอกรัม(1) นั้นทํา
ใหมีการวิจัยเพื่อทําใหผลิตภัณฑดังกลาวอยูในขอกําหนดหลายๆ วิธีเชนการลางถุงมือยางขณะเปน Wet Gel โดย
ใชเอ็นไซม(2) การเคลือบผิวผลิตภัณฑดวยพอลิเมอรบางชนิด การใชเอ็นไซมยอยโปรตีนในน้ํายางสดและปนแยก
ออก(3) การใชน้ํายางขนพรีวัลคาไนซดวยรังสีมาเติม Synthetic Water Soluble Polymer บางชนิดลงและปนแยก
ออก(4) กอนนําไปขึ้นรูปเปนถุงมือ ในการวิจัยนี้ไดใชอนุพันธุของโพลิเมอรธรรมชาติ 4 ชนิดคือ Carboxy Methyl 
Cellulose (CMC), Hydroxyl Ethyl Cellulose (HEC), Hydroxyl Propyl Cellulose (HPC) และ Methyl Cellulose 
(MC) ซึ่งมีขนาดโมเลกุลตางๆกันมา Depolymerize ดวยรังสีแกมมา เพื่อใหละลายในน้ําไดงายขึ้น และมีขนาด
โมเลกุลเล็กพอเหมาะที่จะจับกับโปรตีนโมเลกุลเล็ก (14-94 kDa) บนผิวอนุภาคยางของน้ํายางขนธรรมชาติซึ่ง
เปนโปรตีนกอภูมิแพและแยกออกมาโดยการปน 

 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

วัสดุอุปกรณ 
- เครื่องฉายรังสีแกมมา ความแรงรังสี 5.8 kCi (BSV-06, Institute of Isotope, Hungary) 
- Brookfield Viscometer (HAAKE) 
- Capillary Viscometer (Schott Gmbh) 
- เครื่องเหวี่ยงปรับอุณหภูมิ 0-25oC, Rotor Diameter 20 cm, 18,000 rpm, max. (Hitachi Koki, 

20PR-52D) 
- สารเคมีและอุปกรณวิเคราะหโปรตีนที่ละลายน้ําไดโดยวิธี Microtiter Plate อานคา Absorbancy ที่

600-750 nm โดยวิธี Modified Lowry 
- สารเคมีและอุปกรณวิเคราะหโปรตีน 14-94  kDa โดยวิธี SDS-PAGE 

วิธีการ 
1.  การ Depolymerize อนุพันธุของเซลลูโลสชนิดตางๆโดยใชรังสีแกมมา 
 เตรียมสารละลายของ CMC, HEC, HPC และ MC ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยน้ําหนัก (Mw) 800, 
250, 80 และน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน (Mn)14 kDa ตามลําดับโดยละลายในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1.3% 
ฉายรังสีแกมมาที่ Dose Rate 0.85 kGy/hr ปริมาณรังสี 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 kGy  หาความหนืดของ
สารละลายที่ไดดวย Brookfield Viscometer คาความหนืดนี้เปนสัดสวนโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุล สําหรับอนุ
พันธุของเซลลูโลสชนิดหนึ่งๆ 
 
2.  การหา Viscosity Average Molecular Weight (Mv) โดย Capillary Viscometer 
   ใชวิธีหา Intrinsic Viscosity ดวย Capillary Viscometer โดยใช 0.1 M NaCl และน้ําเปนตัวทําละลาย
สําหรับ CMCและ HEC, HPC, MC ตามลําดับ หา Intrinsic Viscosity  [η] โดยสรางกราฟระหวาง  [η]sp/C กับ
ความเขมขนของสารละลายในหนวย g/dl และลากเสนเพื่อทําการประมาณคานอกชวง (Extrapolation) ไปยังจุดที่
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ความเขมขนเปนศูนย (Zero Concentration) ตามสมการของ   Mark-Houvink: [η] = k x Mvα   โดยใชคา k และ 
คา α ตามรายงานการวิจัยของ Wrick, M.G.(5)  และรายงานการวิจัยของ Brown W. และคณะ(6)  คือสําหรับ CMC, 
k = 1.8x10-2, α = 0.97 ลําหรับ HEC, k = 3.16x10-3, α = 0.55 
 
3.  การเติมสารละลายอนุพันธุของเซลลูโลสลงในน้ํายางขนและปนแยกเอาโปรตีนบนผิวอนุภาคยางออก 
 ใชสารละลายอนุพันธุของเซลลูโลสชนิดตางๆ ที่ฉายรังสีเพื่อลดขนาดโมเลกุลลง ใหไดใกลเคียงกับ
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนกอภูมิแพ คือประมาณ 14-43 kDa เติมลงในน้ํายางขนธรรมชาติ (มีเนื้อยาง 60%) ที่เจือ
จางดวยสารละลายแอมโมเนีย 0.6% ใหมีเนื้อยางลดลงเปน 30% ตามความเขมขนของน้ํายางสดจากสวน ใหมี
ปริมาณ 1, 2 และ 3 สวนตอยาง 100 สวน (phr) กวน 1 ช่ัวโมง และทิ้งไวคางคืนที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนํามาปน
ดวยเครื่องเหวี่ยง 18,000 rpm ที่ 15oC นาน 1 ช่ัวโมง แยกเอาสวนของน้ํายางขนดานบนของหลอดปนออก เจือจาง
ดวยสารละลายแอมโมเนีย 0.6% ใหมีเนื้อยาง 60% ตามมาตรฐานน้ํายางขน ISO 2004 
   
4.  การเตรียมฟลมยางและสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากฟลมยางเพื่อทําการวิเคราะห                  
 เจือจางน้ํายางขนจากขอ 3 ใหไดความเขมขนประมาณ 40% เพื่อใหน้ํายางไหลไดดีในแผนแกวมีขอบ
ขนาด 15x15 ซม ที่เปนแบบหลอทิ้งใหน้ํายางแหงที่อุณหภูมิหองจนใส ตัดเปนช้ิน ขนาด 1cm x 1cm ช่ังน้ําหนัก
ใสลงในขวด 200 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 10 เทาของน้ําหนักยาง นําไปอุนที่อุณหภูมิ 37oC นาน 2 ช่ัวโมง โดยเขยา
ขวดเปนเวลา 15 วินาที ทุกๆ ครึ่งช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 แลวนําไปปนที่ 2,000 g เปน
เวลา 5 นาที เอาสารละลายที่ไดแชแข็ง (-10oC) เก็บไว กอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณและตรวจสอบขนาดโมเลกุล
โปรตีนที่ละลายนํ้าได 
 
5.  การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําโดยวิธี Modified Lowry (ASTM D 5712-99) 
 ใชสารละลายที่จะวิเคราะห 2.5 -40 ul ใหเกิดปฏิกิริยากับสารละลาย NaOH 0.1 N 200 ul ในหลุมของ 
Polystyrene Microtiter Plate เติมสารละลาย D ปริมาณ 75 ul (1.5% CuSO4 ใน 3% Sodium Citrate) ทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 15 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลาย A 25 ul (Folin Reagent) กวนใหเขากัน ทิ้งไว 15 นาทีที่
อุณหภูมิหอง หาปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดในตัวอยางโดยใชเครื่อง Microplate Reader (Multiskan EX, 
Labsystems) ที่ 750 nm โดยใช Ovalbumin เปนสารมาตรฐาน 
 
6.  การตรวจสอบขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางโดยวิธี SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)  
 ใชวิธีตามรายงานของ Slater และคณะ(7) โดยมีสารละลาย Polyacrylamide Gel 15% และ 3% เปน 
Separating Gel และ Stacking Gel ตามลําดับ และใช Tris glycine(25mM Tris, 192mM glycine) กับสารละลาย 
0.25 % SDS ที่ pH 8.3 เปน Electrode Buffer สําหรับตัวอยางจากขอ 4 ที่จะนํามาตรวจสอบ ตองตกตะกอน
โปรตีนกอนโดยนําตัวอยางมา 4 มิลลิลิตร ใสในหลอดพอลิพรอพิลีน ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Deoxychoate  0.4 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไว 10 นาที แลวจึงเติม Trichloroacetic Acid ปริมาณ 0.4  มิลลิลิตร กวนและเติม 0.4 
มิลลิลิตร ของ Phosphotungstic Acid กวนและทิ้งไวใหตกตะกอน 30 นาที จากนั้นจึงนําไปปนที่ 4,500 rpm เปน
เวลา 45 นาที ละลายตะกอนโปรตีนโดย Tris Buffer ที่มีสวนผสมของ 60mM Tris, 2% SDS, 25% v/v glycerol, 
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14.4mM 2-Mercaptoethanol และ 0.1% Bromophenol Blue ตม 5 นาที จึงนําไปหยดลงบนแผน Gel ทํา 
Electrophoresis (Mini-Protein, Hoefer mini VE) ที่กระแสไฟคงที่ 15 mA ใน Tris Glycine Electrode Buffer 
(25mM Tris, 192mM glycine) เมื่อทํา Electrophoresis สมบูรณแลว ยอมสีแผน Gel โดยใช Coomassie Blue R-
250  
 Molecular Weight Markers ใช α-Lactalbumin 14.4 kDa, Trypsin Inhibitor 20.1 kDa, Carbonic 
Anhydrase 30 kDa, Ovalbumin 66 kDa, Bovine Serum Albumin 66 kDa และ Phosphorylase B 97 kDa 

 
ผลการทดลอง 

1.  ผลการ Depolymerize อนุพันธุของเซลลูโลสชนิดตางๆโดยใชรังสีแกมมา 
 การลดลงของขนาดโมเลกุลของอนุพันธุเซลลูโลสที่ใชในการทดลองที่ปริมาณรังสีตางๆ พบวาเปนการ
ลดลงแบบสมการเลขชี้กําลัง (Exponential) (รูปที่ 1) ที่ปริมาณรังสีมากกวา 3 kGy ขนาดโมเลกุลจะลดลงอีกไม
มากนักและมีความหนืดเทาๆกันหมดคือประมาณ 3 Centipois (cps) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  1 การลดลงของความหนืดและขนาดของโมเลกุลของสารละลายอนุพันธุเซลลูโลส (1.3%)  
เมื่อฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสีตางๆ 

 
2.  ผลการหา Viscosity Average Molecular Weight (Mv) โดย Capillary Viscometer 
 อนุพันธุของเซลลูโลสที่ละลายน้ําไดและไมตกตะกอนที่อุณหภูมิสูงกวา 55 oC พบวามีเพียงสองชนิดคือ 
CMC และ HEC เทานั้น ซึ่งเปนขอจํากัดของ HPC และ MC ที่ไมสามารถใชในเครื่องปนปกติในระดับ
อุตสาหกรรมได เนื่องจากเกิดการตกตะกอนขณะปน และจะไมใชในการทดลองตอไป 
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ตารางที่ 1 แสดงผลการหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) ของ CMC และ HEC ที่ปริมาณ
รังสีตางๆ ที่ปริมาณรังสี 2 และ 3 kGy และที่ 1-3 kGy จะใหขนาดโมเลกุลของ  CMC และ HEC ตามลําดับมีคา
ใกลเคียงกับขนาดโมเลกุลเฉลี่ยโปรตีนที่ละลายน้ําไดในน้ํายางธรรมชาติ จึงเลือกใช CMC ที่ขนาดโมเลกุล 62 
และ18 kDa และ HEC ที่ขนาดโมเลกุล 55 และ 17 kDa เติมลงในน้ํายางขนธรรมชาติเพื่อทดลองใชเปน Latex 
Allergenic Protein Scavenger ในการทดลองตอไป 
 

ตารางที่ 1 ขนาดโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) ของอนุพันธุเซลลูโลสหลังฉายรังสีที่ปริมาณตางๆ 
 

Mv (kDa) ชนิดของสารละลาย 
อนุพันธุเซลลูโลส (1.3%) 0.5 kGy 1.0 kGy 2.0 kGy 3.0 kGy 4.0 kGy 5.0 kGy 

CMC 135 110 62 18 16 14 
HEC 90 55 21 17 16 16 

 
3.  ผลการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางสารละลายโปรตีนสกัดจากฟลมยางโดยวิธี         
     Modified Lowry (ASTM D 5712-99) 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางสารละลายโปรตีนสกัดจากฟลมยางที่เติมสารละลาย CMC 

หรือ HEC ในน้ํายางขนและปนแยกโปรตีนที่ละลายในน้ําออกเปรียบเทียบกับตัวอยางควบคุม 
 

ปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยาง (µg/g rubber)* 

เติมสารละลาย CMC   เติมสารละลาย HEC  
ขนาดโมเลกุล 62 kDa   ขนาดโมเลกุล 18 kDa ขนาดโมเลกุล 55 kDa ขนาดโมเลกุล 17 kDa 

ตัวอยาง
ควบคุม 

1 phr 2 phr 3 phr 1 phr 2 phr 3 phr 1 phr 2 phr 3 phr 1 phr 2 phr 3 phr 
127 80 87 75 38 32 32 126 132 112 37 32 26 
411 220 187 185 69 32 34 243 185 194 47 35 38 

*N =  3 
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E

kDa
946743
30
20
14

M CL R0/1 R0/2 R1 R1/1 R1/3

รูปท่ี 2 Irradiated latex add CU/LPS,
centrifuged, thin film/leached (CEAL
series)

4.  ผลการตรวจสอบขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางโดยวิธี SDS-PAGE 
 
                  Marker  control #2    HEC1/2  HEC2/2   control #1      HEC2/1      HEC3/1 
kDa 
94 
67 
43 
30 
 
20 
 
14 

 
 
 
 

รูปที่ 2 ผลการตรวจสอบขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายน้ําไดในตัวอยางโดยวิธี SDS-PAGE  
HEC1/2 = เติม HEC 17 kDa 1 phr เปรียบกับ control #2, HEC2/2 = เติม HEC 17 kDa 2 phr เปรียบกับ control #2 
HEC2/1 = เติม HEC 17 kDa 2 phr เปรียบกับ control #1, HEC3/1 = เติม HEC 17 kDa 3 phr เปรียบกับ control #1 

 
 

   บทวิจารณและสรุปผล 
 จากการทดลองเงื่อนไขที่เหมาะสมในการเติมสารละลาย CMC หรือ HEC ในน้ํายางขนและปนแยก
โปรตีนที่ละลายในน้ําออก เพื่อเตรียมน้ํายางขนที่มีโปรตีนต่ํา ทําไดโดยใช CMC หรือ HEC ที่ Depolymerize โดย
รังสีแกมมา ใหมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) ประมาณ 17-18 kDa แลวเติมลงใหมีความเขมขน 2 
phr ในน้ํายางขนที่เจือจางดวยสารละลายแอมโมเนีย 0.6% ใหมีเนื้อยางลดลงเปน 30% กวนและทิ้งไว 1 คืนจึงปน
ที่ 18,000 rpm เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะไดน้ํายางขนที่มีปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําได อันเปนโปรตีนกอภูมิแพตํ่า
กวา 50 ppm ของเนื้อยางได การแยกเฉพาะโปรตีนที่ละลายในน้ําไดออกเทานั้น ทําใหโปรตีนโมเลกุลใหญที่ไม
กอใหเกิดภูมิแพยังมีอยูที่อนุภาคยาง ในกรณีนี้โปรตีนที่เหลืออยูจะยังทําใหน้ํายางขนคงสภาพอยูไดโดยไมตอง
เติม Surfactant หรือ Emulsifier ใดๆ เหมือนกับวิธีใชเอ็นไซมยอยโปรตีนทกุขนาดโมเลกุลออกจากยางทั้งหมด 
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