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การเตรียมน้ํายางขนธรรมชาติที่มีโปรตีนกอภูมิแพต่ํา 
โดยการเติมอนุพันธเซลลูโลสทีล่ดขนาดโมเลกุลใหเล็กลงโดยใชรังสีแกมมา 
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บทคัดยอ 
 ไดทดลองเตรียมน้ํายางขนธรรมชาติที่มีโปรตีนกอภูมิแพตํ่า โดยการเติมอนุพันธเซลลูโลสโมเลกุลเล็ก 4 
ชนิดคือ Carboxy Methyl Cellulose (CMC), Hydroxyl Ethyl Cellulose (HEC), Hydroxyl Propyl Cellulose (HPC) 
และ Methyl Cellulose (MC) ใชวิธีฉายรังสีแกมมาเพื่อลดขนาดโมเลกุลของอนุพันธเซลลูโลส และหาขนาด
โมเลกุลที่เหมาะสม เพื่อใหสามารถจับโปรตีนโมเลกุลเล็ก ซึ่งเปนโปรตีนกอภูมิแพที่อยูบนผิวอนุภาคยางและแยก
ออกไปจากน้ํายางไดเมื่อใชเครื่องเหวี่ยง การฉายรังสีอนุพันธเซลลูโลสทําในรูปสารละลายน้ําความเขมขน 1.3% 
ที่ปริมาณรังสี 0.5-5.0 กิโลเกรย เมื่อนําสารละลายของอนุพันธเซลลูโลสที่มีขนาดโมเลกุลตางๆกันนี้ปริมาณ 2.0 
phr เติมในน้ํายางขนธรรมชาติที่เจือจางดวยน้ําเปน 2 เทา กวนและทิ้งไว 3 ช่ัวโมง นําไปเหวี่ยงที่ g.min ประมาณ 
25,000 ไดผลวาขนาดโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืดของ CMC และ HEC ที่ 17-18 กิโลดาลตันสามารถลดปริมาณ
โปรตีนโมเลกุลเล็ก (14-94 กิโลดาลตัน) ในน้ํายางขนได โดยตรวจสอบไมพบดวยวิธี  SDS PAGE 
 

คําสําคัญ: น้ํายางธรรมชาติโปรตีนต่ํา   อนุพันธเซลลูโสสโมเลกุลเล็ก   การฉายรังสีอนุพันธเซลลูโสส 
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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 
จากมาตรการกําหนดปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดในน้ํา อันเปนโปรตีนกอภูมิแพแบบเฉียบพลันในถุง

มือยางขององคการอาหารและยา สหรัฐอเมริกาและสหภาพยุโรป ใหมีไดไมเกิน 50 ไมโครกรัมตอกรัม(1) นั้นทํา
ใหมีการวิจัยเพื่อทําใหผลิตภัณฑดังกลาวอยูในขอกําหนดหลายๆ วิธีเชนการลางถุงมือยางขณะเปน Wet Gel โดย
ใชเอ็นไซม(2) การเคลือบผิวผลิตภัณฑดวยพอลิเมอรบางชนิด การใชเอ็นไซมยอยโปรตีนในน้ํายางสดและปนแยก
ออก(3) การใชน้ํายางขนพรีวัลคาไนซดวยรังสีมาเติม Synthetic Water Soluble Polymer บางชนิดลงและปนแยก
ออก(4) กอนนําไปขึ้นรูปเปนถุงมือ ในการวิจัยนี้ไดใชอนุพันธุของโพลิเมอรธรรมชาติ 4 ชนิดคือ Carboxy Methyl 
Cellulose (CMC), Hydroxyl Ethyl Cellulose (HEC), Hydroxyl Propyl Cellulose (HPC) และ Methyl Cellulose 
(MC) ซึ่งมีขนาดโมเลกุลตางๆกันมา Depolymerize ดวยรังสีแกมมา เพื่อใหละลายในน้ําไดงายขึ้น และมีขนาด
โมเลกุลเล็กพอเหมาะที่จะจับกับโปรตีนโมเลกุลเล็ก (14-94 kDa) บนผิวอนุภาคยางของน้ํายางขนธรรมชาติซึ่ง
เปนโปรตีนกอภูมิแพและแยกออกมาโดยการปน 

 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

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) 
- สารเคมีและอุปกรณวิเคราะหโปรตีนที่ละลายน้ําไดโดยวิธี Microtiter Plate อานคา Absorbancy ที่

600-750 nm โดยวิธี Modified Lowry 
- สารเคมีและอุปกรณวิเคราะหโปรตีน 14-94  kDa โดยวิธี SDS-PAGE 

วิธีการ 
1.  การ Depolymerize อนุพันธุของเซลลูโลสชนิดตางๆโดยใชรังสีแกมมา 
 เตรียมสารละลายของ CMC, HEC, HPC และ MC ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยน้ําหนัก (Mw) 800, 
250, 80 และน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน (Mn)14 kDa ตามลําดับโดยละลายในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1.3% 
ฉายรังสีแกมมาที่ Dose Rate 0.85 kGy/hr ปริมาณรังสี 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 kGy  หาความหนืดของ
สารละลายที่ไดดวย Brookfield Viscometer คาความหนืดนี้เปนสัดสวนโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุล สําหรับอนุ
พันธุของเซลลูโลสชนิดหนึ่งๆ 
 
2.  การหา Viscosity Average Molecular Weight (Mv) โดย Capillary Viscometer 
   ใชวิธีหา Intrinsic Viscosity ดวย Capillary Viscometer โดยใช 0.1 M NaCl และน้ําเปนตัวทําละลาย
สําหรับ CMCและ HEC, HPC, MC ตามลําดับ หา Intrinsic Viscosity  [η] โดยสรางกราฟระหวาง  [η]sp/C กับ
ความเขมขนของสารละลายในหนวย g/dl และลากเสนเพื่อทําการประมาณคานอกชวง (Extrapolation) ไปยังจุดที่
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ความเขมขนเปนศูนย (Zero Concentration) ตามสมการของ   Mark-Houvink: [η] = k x Mvα   โดยใชคา k และ 
คา 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.  การเติมสารละลายอนุพันธุของเซลลูโลสลงในน้ํายางขนและปนแยกเอาโปรตีนบนผิวอนุภาคยางออก 
 ใชสารละลายอนุพันธุของเซลลูโลสชนิดตางๆ ที่ฉายรังสีเพื่อลดขนาดโมเลกุลลง ใหไดใกลเคียงกับ
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนกอภูมิแพ คือประมาณ 14-43 kDa เติมลงในน้ํายางขนธรรมชาติ (มีเนื้อยาง 60%) ที่เจือ
จางดวยสารละลายแอมโมเนีย 0.6% ใหมีเนื้อยางลดลงเปน 30% ตามความเขมขนของน้ํายางสดจากสวน ใหมี
ปริมาณ 1, 2 และ 3 สวนตอยาง 100 สวน (phr) กวน 1 ช่ัวโมง และทิ้งไวคางคืนที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนํามาปน
ดวยเครื่องเหวี่ยง 18,000 rpm ที่ 15oC นาน 1 ช่ัวโมง แยกเอาสวนของน้ํายางขนดานบนของหลอดปนออก เจือจาง
ดวยสารละลายแอมโมเนีย 0.6% ใหมีเนื้อยาง 60% ตามมาตรฐานน้ํายางขน ISO 2004 
   
4.  การเตรียมฟลมยางและสกัดโปรตีนที่ละลายน้ําไดจากฟลมยางเพื่อทําการวิเคราะห                  
 เจือจางน้ํายางขนจากขอ 3 ใหไดความเขมขนประมาณ 40% เพื่อใหน้ํายางไหลไดดีในแผนแกวมีขอบ
ขนาด 15x15 ซม ที่เปนแบบหลอทิ้งใหน้ํายางแหงที่อุณหภูมิหองจนใส ตัดเปนช้ิน ขนาด 1cm x 1cm ช่ังน้ําหนัก
ใสลงในขวด 200 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 10 เทาของน้ําหนักยาง นําไปอุนที่อุณหภูมิ 37oC นาน 2 ช่ัวโมง โดยเขยา
ขวดเปนเวลา 15 วินาที ทุกๆ ครึ่งช่ัวโมง กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 แลวนําไปปนที่ 2,000 g เปน
เวลา 5 นาที เอาสารละลายที่ไดแชแข็ง (-10oC) เก็บไว กอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณและตรวจสอบขนาดโมเลกุล
โปรตีนที่ละลายนํ้าได 
 
5.  การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําโดยวิธี Modified Lowry (ASTM D 5712-99) 
 ใชสารละลายที่จะวิเคราะห 2.5 -40 ul ใหเกิดปฏิกิริยากับสารละลาย NaOH 0.1 N 200 ul ในหลุมของ 
Polystyrene Microtiter Plate เติมสารละลาย D ปริมาณ 75 ul (1.5% CuSO4 ใน 3% Sodium Citrate) ทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 15 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลาย A 25 ul (Folin Reagent) กวนใหเขากัน ทิ้งไว 15 นาทีที่
อุณหภูมิหอง หาปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ําไดในตัวอยางโดยใชเครื่อง Microplate Reader (Multiskan EX, 
Labsystems) ที่ 750 nm โดยใช Ovalbumin เปนสารมาตรฐาน 
 
6.  การตรวจสอบขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางโดยวิธี SDS-PAGE (Sodium Dodecyl 
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)  
 ใชวิธีตามรายงานของ Slater และคณะ(7) โดยมีสารละลาย Polyacrylamide Gel 15% และ 3% เปน 
Separating Gel และ Stacking Gel ตามลําดับ และใช Tris glycine(25mM Tris, 192mM glycine) กับสารละลาย 
0.25 % SDS ที่ pH 8.3 เปน Electrode Buffer สําหรับตัวอยางจากขอ 4 ที่จะนํามาตรวจสอบ ตองตกตะกอน
โปรตีนกอนโดยนําตัวอยางมา 4 มิลลิลิตร ใสในหลอดพอลิพรอพิลีน ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Deoxychoate  0.4 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไว 10 นาที แลวจึงเติม Trichloroacetic Acid ปริมาณ 0.4  มิลลิลิตร กวนและเติม 0.4 
มิลลิลิตร ของ Phosphotungstic Acid กวนและทิ้งไวใหตกตะกอน 30 นาที จากนั้นจึงนําไปปนที่ 4,500 rpm เปน
เวลา 45 นาที ละลายตะกอนโปรตีนโดย Tris Buffer ที่มีสวนผสมของ 60mM Tris, 2% SDS, 25% v/v glycerol, 
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Radiation degradation of cellu lose 
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14.4mM 2-Mercaptoethanol และ 0.1% Bromophenol Blue ตม 5 นาที จึงนําไปหยดลงบนแผน Gel ทํา 
Electrophoresis (Mini-Protein, Hoefer mini VE) ที่กระแสไฟคงที่ 15 mA ใน Tris Glycine Electrode Buffer 
(25mM Tris, 192mM glycine) เมื่อทํา Electrophoresis สมบูรณแลว ยอมสีแผน 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 อนุพันธุของเซลลูโลสชนิดตางๆโดยใชรังสีแกมมา 
 การลดลงของขนาดโมเลกุลของอนุพันธุเซลลูโลสที่ใชในการทดลองที่ปริมาณรังสีตางๆ พบวาเปนการ
ลดลงแบบสมการเลขชี้กําลัง (Exponential) (รูปที่ 1) ที่ปริมาณรังสีมากกวา 3 kGy ขนาดโมเลกุลจะลดลงอีกไม
มากนักและมีความหนืดเทาๆกันหมดคือประมาณ 3 Centipois (cps) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  1 การลดลงของความหนืดและขนาดของโมเลกุลของสารละลายอนุพันธุเซลลูโลส (1.3%)  
เมื่อฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสีตางๆ 

 
2.  ผลการหา Viscosity Average Molecular Weight (Mv) โดย Capillary Viscometer 
 อนุพันธุของเซลลูโลสที่ละลายน้ําไดและไมตกตะกอนที่อุณหภูมิสูงกวา 55 oC พบวามีเพียงสองชนิดคือ 
CMC และ HEC เทานั้น ซึ่งเปนขอจํากัดของ HPC และ MC ที่ไมสามารถใชในเครื่องปนปกติในระดับ
อุตสาหกรรมได เนื่องจากเกิดการตกตะกอนขณะปน และจะไมใชในการทดลองตอไป 
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ตารางที่ 1 แสดงผลการหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) ของ CMC และ HEC ที่ปริมาณ
รังสีตางๆ ที่ปริมาณรังสี 2 และ 3 kGy และที่ 1-3 kGy จะใหขนาดโมเลกุลของ  CMC และ HEC ตามลําดับมีคา
ใกลเคียงกับขนาดโมเลกุลเฉลี่ยโปรตีนที่ละลายน้ําไดในน้ํายางธรรมชาติ จึงเลือกใช CMC ที่ขนาดโมเลกุล 62 
และ18 kDa และ HEC ที่ขนาดโมเลกุล 55 และ 17 kDa เติมลงในน้ํายางขนธรรมชาติเพื่อทดลองใชเปน Latex 
Allergenic Protein Scavenger ในการทดลองตอไป 
 

ตารางที่ 1 ขนาดโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) ของอนุพันธุเซลลูโลสหลังฉายรังสีที่ปริมาณตางๆ 
 

Mv (kDa) ชนิดของสารละลาย 
อนุพันธุเซลลูโลส (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.  ผลการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางสารละลายโปรตีนสกัดจากฟลมยางโดยวิธี         
     Modified Lowry (ASTM D 5712-99) 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางสารละลายโปรตีนสกัดจากฟลมยางที่เติมสารละลาย CMC 

หรือ HEC ในน้ํายางขนและปนแยกโปรตีนที่ละลายในน้ําออกเปรียบเทียบกับตัวอยางควบคุม 
 

ปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยาง (µg/g rubber)* 

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

ตัวอยาง
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.  ผลการตรวจสอบขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายในน้ําในตัวอยางโดยวิธี SDS-PAGE 
 
                  Marker  control #2    HEC1/2  HEC2/2   control #1      HEC2/1      HEC3/1 
kDa 
94 
67 
43 
30 
 
20 
 
14 

 
 
 
 

รูปที่ 2 ผลการตรวจสอบขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ละลายน้ําไดในตัวอยางโดยวิธี 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 

 
 

   บทวิจารณและสรุปผล 
 จากการทดลองเงื่อนไขที่เหมาะสมในการเติมสารละลาย CMC หรือ HEC ในน้ํายางขนและปนแยก
โปรตีนที่ละลายในน้ําออก เพื่อเตรียมน้ํายางขนที่มีโปรตีนต่ํา ทําไดโดยใช CMC หรือ HEC ที่ Depolymerize โดย
รังสีแกมมา ใหมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) ประมาณ 17-18 kDa แลวเติมลงใหมีความเขมขน 2 
phr ในน้ํายางขนที่เจือจางดวยสารละลายแอมโมเนีย 0.6% ใหมีเนื้อยางลดลงเปน 30% กวนและทิ้งไว 1 คืนจึงปน
ที่ 18,000 rpm เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะไดน้ํายางขนที่มีปริมาณโปรตีนที่ละลายในน้ําได อันเปนโปรตีนกอภูมิแพตํ่า
กวา 50 ppm ของเนื้อยางได การแยกเฉพาะโปรตีนที่ละลายในน้ําไดออกเทานั้น ทําใหโปรตีนโมเลกุลใหญที่ไม
กอใหเกิดภูมิแพยังมีอยูที่อนุภาคยาง ในกรณีนี้โปรตีนที่เหลืออยูจะยังทําใหน้ํายางขนคงสภาพอยูไดโดยไมตอง
เติม Surfactant หรือ Emulsifier ใดๆ เหมือนกับวิธีใชเอ็นไซมยอยโปรตีนทกุขนาดโมเลกุลออกจากยางทั้งหมด 
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