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��������(

���������� (Hevea brasiliensis) )��*+�("	�,�

-������� (F-serum) �'���56
��������� �7�8��(� ) ����+9+	����	�
���7������("	��+�7
 ���
��
(7	�����:����56
�	�
  *+�
�� F-serum �,�
7
'��95)��(7	�56
;�<7	�+	���#�8����:<7	�<::�,

=�� (spray dryer) *+���� <��� ��,�
7
'��95����<::�����	�;,�
��:�
) �  molecular 
weight cut-off (MWCO) -
�+ 10 kD <�� 1 kD �����+�: �,�
)�������:���,�
 1 kD-
Retentate <�� 1 kD-Permeate ) �9+	����������95)��(7	�56
;�<7	� 
��;�<7	�) �9+	95�����
��� 
DI <�	�)��������#���7W7�#,�#������X(
���+����:�
�������� DPPH. (
��5-�� IC50 � ��
�:�,� F-serum  ����	�
�
����������) ���+ <��(7	#,� IC50 ������+ #8��),���: 2.70 mg/ml 
������#8� 1 kD-Permeate (6.90 mg/ml) <��  1 kD-Retentate (7.10 mg/ml) �����+�:   ������
�5� �:�) �:;� IC50 �'�)�������8���,�
-����������-�� F-serum <�� 1 kD-Permeate  95("	(

���<������	�
�
��������) �5����:+	��7�,9_��� (thiols) *+��`����������W*�9)*�
�
 
(ergothioneine, ERT) �,�*+���&����_  gel filtration ;,�
#���
W Sephadex G-15 <�� Biogel P-2 
�����+�:  7������
��
)�������:�����, fraction ) �(7	#,� IC50 ���� 95)��(7	:����)_�h�,�+	���)#
�# 
TLC <�� HPLC �����+�:  ��8��(7	9+	����	�
�
��������9_���) �:����)_�h����-'�
 �'�����7j
�,� IC50 
-������	�
�
��������9_��� 7������)��:����)_�h��� F-serum (1.6 mg/ml)  <�� 1 kD-Permeate 
(1.4 mg/ml)   #,��+����5���! �8���) �:��:#,� IC50 �,�
���)��:����)_�h ���;�������#���7W
��� ERT ) � ���,(
  F-serum <�� 1 kD-Permeate �:�,� 5���! 1.5 µg <�� 1.18 µg �,����;�
<7	������+�:   


���7
8��������	�
�
��������9_��� <�� ERT ;�������#���7W TLC +	�� 
ninhydrin <���������� DPPH. ���" �(7	�7j
�,�(
 1 kD-Permeate ��� ��+���*
7���"
�+) �
����X+����:�
�������� DPPH. �",
 histidine, cystein, glutamic acid <�� glutamine ��)������



 (4) 

�:��+���*
) � #�!�:���+����,��7���"
�+ �",
 histidine, glutamine <�� tyrosine (
�,�
(�
) �9+	������������
 1 kD-Retentate +	������*�
",��#���-	-	
 80-95% 
�����
��
�8��
��
;�  1 kD-Permeate     95���#���7W��+���*
(
�"��5���!<��#�!o��    +	����_    Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) �:�,�5����:95+	����+���*
X'� 19 "
�+ ��)���
"
�+) �  side chain 5����:+	��7�, aliphatic (�",
 alanine 8.04 mg/g); alkaline amino (�",
 
arginine 1.94 mg/g); hydroxyl (�",
 tyrosine 0.43 mg/g) <�� thiol (�",
 cysteine 1.24 mg/g) �'���j
�:�,� &���o��(
���+����:�
�������� DPPH. 9+	+   
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ABSTRACT 

 
 The study of Hevea latex antioxidants was performed on yellowish-serum (F-

serum) obtained by squeezing rubber coagulum derived from acidified fresh latex. The F-serum 
was subjected to spray drying either directly or after prior fractionation by ultrafiltration. The F-
serum was sequentially filtered through membranes with 10 kD and 1 kD molecular weight cut-
off, respectively. The resulting 1 kD-Retentate and 1 kD-Permeate fractions were separately 
collected and spray dried. The dry powders were dissolved in distilled water and analyzed for 
antioxidant activity by evaluating the DPPH. radical scavenging activity. The F-serum was shown 
to possess highest antioxidant activity with lowest IC50 value of 2.70 mg/ml. This is followed by  
1 kD-Permeate (IC50 : 6.90 mg/ml) and 1 kD-Retentate (IC50 : 7.10 mg/ml) fractions, respectively. 
The F-serum and 1 kD-Permeate solutions were chosen for further purification of thiol-containing 
antioxidants including ergothioneine (ERT) by gel filtration through Sephadex G-15 and Biogel 
P-2 columns, respectively. The fractions with low IC50 were pooled and further purified by using 
TLC and HPLC , repectively. The IC50 values of the partially purified thiol-containing antioxidant 
compounds from F-serum (1.6 mg/ml) and 1 kD-Permeate fraction (1.4 mg/ml) were significantly 
lower than those found in the original crude fractions. The ERT contents were estimated to be 1.5 
µg and 1.18 µg per gram of F-serum and 1 kD-Permeate dry powders, respectively.  

The presence of amino acids with antioxidant activities, besides those thiol-
containing compounds and ERT, were also revealed from the TLC color staining reactions using 
ninhydrin and DPPH. solutions. Several putative amino acids (giving positive ninhydrin reactions) 
of the 1 kD-Permeate fraction, including histidine, cystein, glutamic acid and glutamine, were 
shown to possess antioxidant activities (giving positive reactions with DPPH. solutions). 
Similarly, amino acids with antioxidant activities, including histidine, glutamine and tyrosine, 
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were also revealed in the 1 kD-Retentate supernatant fraction obtained after 80-95% acetone 
fractionation. Moreover, by using a liquid chromatography and tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) approach for simultaneous qualitative and quantitative analysis of the 1 kD-Permeate, 
19 amino acids were identified. This include those with side chains consisting of aliphatic (i.e., 
alanine: 8.04mg/g), alkaline amino (i.e., arginine: 1.94 mg/g), hydroxyl (i.e., tyrosine : 0.43 mg/g) 
and thiol groups (i.e., cysteine :1.24 mg/g). 
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������	�
����	������
����������	�������
������ ����!!������"�
�� antioxidant 
defense system �����/0����
123�����45�����64�����7�"8�������" ��!!�0�������64�����
����4��
�����������0����5��������� 9 ����
����"�
�� ����1�����64����� ��
�"����	�� ����2�� 
catalase, glutathione peroxidase B4� superoxide dismutase ���� ��������! B4�C�����
!���"��� �	�� glutathione, urate, bilirubin, ubiquinol, albumin, ceruloplasmin B4� transferrin  
�����1� �����4����F����1����G�"G
!G����64��������� 9 8�1�"6�8�����!������� (Ames et 
al.,1993) B��N1������8���������64���������53F�8������O��������
�������!!�P�������"�!"�F���1��� 
���0�8�1�����7�
�������"�
�� oxidative stress 53F� 7�"8�1�7�
�����4��
���64�������
����"��
�4���4���"6�����0����6�G
��R�����������"�/��7���4�"�"��� �����F������1��!����1�����64
��������7�"���������"�3�����������������3�����	�
"��������G
!G� B4��P�����������"���
���64�������4����F��1 �������������1�����64����������1����������G�������F�N3�B�1����
������/�7���6�B����51��0����5�����8	1 B4����ST���1��G
���4��7�"8����!��C7G �3��0�8�1
�������B�
���������U�/�V�1�����64��������/���	�����1��!G
����8���������53F�8�
�S��!�� 

 8�������1�������"���
��8��F0�"�����������!���1
"�����F��1� hercynine 
(histidine betaine)  ���8	18������1����� ergothioneine (2-thiol-histidine betaine) �
���F���� 
ergothioneine  (Tan and  Audley, 1968) 23������!�����������1�����64����������������/�7���6�
��� (super antioxidant) C�"���
 9����������N�!�����F��1��F�8���	B4����
��
���F�8��	�F���B4�
�� �����	���  ��� ergothioneine �����N���U�/�V�1�����64�������1����F�8��4����4��B4�
8����
���4�� �S��!��!��\�� OXIS International ��1����!G
���0��� �8������a��
���!
��������G�������� ergothioneine B4������NR4����18�����!��������� (Yadan and 
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Xu, 1995) ���������0���8	1���C"	��������B��"�8�������\�C�G���� 9 �
���F��0���8	1
���C"	������1������������ (nutraceutical) B4��1���
	�0���� (cosmeceutical) �����F��3������
�0����d3�\�
���"�����������C"	���
���F���� ergothioneine 8��F0�"��  

������64��������4�"	��� �����NB!�������4��8�T� 9 ��1 3 �4�� G�� �4�������
���2����������G������!�0�G�T (reactive oxygen species, ROS) �4���������C���������
��G������!�0�G�T (reactive nitrogen species, RNS) B4��4�������G4����������G������!�0�G�T 
(reactive chlorine species, RCS) 8���!!������	�
�����64��������������C��4�4���2���� 
C��4�4��F��!�������64����� ��������������4 G��������"
�0��
� 2 ���4 G���� C�"��B"�����"6�8�
����!���45�����/�G6� (¶) ���������!�4������6� (¶* antibonding) �0����!���2���������G
���
8�
��������j�����"�����
�����2�������
 9 ��8�/���	���� G�� 2����4 ����2���� (singlet oxygen) 
23������������������4�����8�1B��C��4�45�����2��������"6�8��7�
���F� ��G
�������N8����
������
���2���2��6���� ������0��j�����"������8�1�������64����� (Rosen et al., 1999)  

���������������4�"	���8�������	�
���������������64��������G0��0����G
�����
�G�� B�������N�0�8�1�������64����� ������������������R4R4����������64������0��j�����"���!   
	�
C��4�4 �	�� C����� 4���� B4� ���� ��� �����1� 23�������F��4�"��F��
�8�T�������	��������
���2����������G������! �S��!���3�������0����G0�d����8������G��!G4���1G�!N1
��
�� G�� 
reactive oxygen species (ROS) ���� reactive species (RS) 8	1���"��
����64�����B4�������
����"
51�� (Roberfriod et al., 1995) 

8����
��"�����/���F���0����d3�\�����1�����64�����	������� 9 ���           
�F0�"������ �
���F���� ergothioneine ������0�51��64�����1��8	1�������d��"7��8����8	1�F0�"��
����B�4��
��N��!/���	����0����!���R4������1�����64�����8��	����O�	"� ��F���F�����"������
������	�d�\k�������0�G�T5�������d��"B4��F0�"����8������O�����"����0���� ����1�������
	�
"������64G��8���8�1��!�F0�"������B4��������"��18�1��!�����d	��� 
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1. ���������� 
 

 ���64����� G�� ��������!��������4 G��������"
�"6�8�����!���4
�����������
����!�4������6� G0��0����G
����F���"�
�N3� �����5���lC�����B4������5��C4��       
����2�	����
�8�T� ���64�����	�������!��������8�������	�
�������C��4�45�����2����23����
�
�����������������64������6���� �����B��4�C��4�4�����!�1
"���4 G��������"
�0��
� 1 G6� 
���B"�����"6�8�B��4�����!���4
���� ���64���������F�����"6�8��7�
������4������mmP� B4�
���648��7�
�����������mmP� C�"����F�����!
�B4�����4! ��T4��\O�����G��5�����64
����� G�� ���4 G��������"
5�����6423��B����1
"��8��0�B����51��!�5����T4��\O�����G�� �	�� 
���64 A. ���64 A-. B4� ���64 A+. C�"�n������64������F0�����C��4�4��0����
������
�����j�����"�����
�����64������F0�����C��4�4�6� ������������4 G��������"
�������N�"�B4�
�"�"����!G6���!���4 G��������"
���� �����F����64������3���GO��!����n��� G����G
���
�6�8����
�����j�����"���!C��4�4���� 9 �"������ ���"��G������64�����!��	��������G
����N�"� ����
8�
��������j�����"������NG��"6�8��7�����64��1��� ���64�����G
����N�"����0��
��1�"	������ 
��
�"���5�����64����������G
���0�G�T���	�
7�� ��1B�� ���642����������2��B������� (O2

-

.) ���64�l����2�4 (OH.) ���64��4G��2� (RO.) ���64������l����2�4 (HO2
.) ���64�����

��4����F����������64����
8���������j�����"��6���� B4�8�5O�������64����������2�� (.NO) 
���64
�������� B4����64
������2� �������64�����G
���
���4��� ����������64���������1�4�"
�4�����B��������� �����F (Roberfriod et al., 1995) 

�. ���B�����/�CG
��4���B!!ClC��42�� 
A:B    A.  +  B. 

5. �����������4 G���� 1 ��
8�1B���������������4�� (����mmP�) 
A  +  e-    A-. 

G. ����6T���"���4 G���� 1 ��
����������������4�� (����mmP�) 
A    A+.  +  e- 
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  ���� ���	����������!���	�������"� ��� 
 ���64�����B4�����������"
51��8����	�

��"� �����NB!��������� 3 

�4��8�T� G�� �4����������2����������G������!�0�G�T (reactive oxygen species, ROS) �4�������
��C�����������G������!�0�G�T (reactive nitrogen species, RNS) B4��4�������G4��������
��G������!�0�G�T (reactive chlorine species, RCS) ���!��	��������N����"6���1 2 �4�� (ROS 
B4� RNS)  �	�� ��������2�������� 

 

		���� 1  !���
#��"$	�����������!���	�������"� ��� (Akoh and Min, 1998) 

���������� �	�������"� ��� 
Reactive oxygen species (ROS, RS) 
   Superoxide, Speroxide anion  O2

. 

   Hydroxyl, OH. 
   Hydroperoxyl, HO2

. 
   Peroxyl, RO2

. 
   Alkoxyl, RO. 
   Carbonate, CO3

-. 
   Carbon dioxide, CO2

-. 
Reactive nitrogen species ( RNS) 
   Nitric oxide, NO. 
   Nitrogen dioxide, NO2

. NO2
.- 

 
 
 
 
Reactive chlorine species (RCS)   
Atomic chlorine, Cl 
 
 
Other 
   Thioyl radical (RS.) 

 
H2O2 Ozone O3 
Hypobromous acid, HOBr 
Hypochlorous acid, HOCl 
Singlet oxygen (O2

1
∆g) 

Organic peroxides, ROOH 
Peroxynitrite, ONOO- 
Peroxynitrous acid, ONOOH 
 
Nitrous acid, HNO2 
Nitrosyl cation, NO+ Nitroxyl anion, NO- 
Dinitrogen tetroxide, N2O4 Dinitrogen trioxide, N2O3 
Peroxynitrite, ONOO- Peroxynitrous acid, ONOOH 
Nitronium(nitryl) cation, NO2

+ 
Alkyl peroxynitrites, ROONO 
 
Hypochlorous acid, HOCl 
Nitryl(nitronium)chloride, NO2Cl 
Chloramines Chlorine gas (Cl2) 
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1.1  ���������������=�	�>�
$��	��	?@����"	��� 
 

1.1.1  ������A�?�?�B���>A�B (O2
.-) 

   �������64���������!��17�"8��244����
�� ��
�8�T�����53F����
������
5������ �4 G�������C��4�45�����2������"��C��4�45���F0�7�"8���C�G������" 
(mitochondria) ���64��F������51����0��j�����"��0�4�"�244�C�"���B��������0��j�����"���!
�lC��������������2�� (H2O2) C�"�� Fe

2+ B4� Cu2+ 	�
"�����j�����"� Fenton ����1�������64 
�l����2�4 (OH.) 23������������2���2������G
��
����
�6� ��������F������	�
��"�������N��1�� 
H2O2 ��� O2

.- ��1C�"�������j�����"� dismutation 5������2�� superoxide dimutase (SOD) 
(Akoh and Min, 1998) �������� 
 
   O2

.- + 2H+                   SOD  H2O2 + O2 
 

�lC��������������2�������1 N3�B�1����������64�����B4��������������2���2�
�������0��j�����"��0�4�"�244� B�����������F��1�����0�8�1�������64�l����2�4 B4�"������"���
��
����"
51����!���!
������1�����64�lC�G4���� (HOCl.) 5���� ��4���5�
	�����
C��mz4 
(neutrophil) ���N6�����1��1
"�4	���������2�� myeloperoxidase ��� �� !�"6�8�N��4C2C2� 
(lysosome) (Davies, 1995; Sen, 1995) �������� 

 
 H2O2 + Cl

-                     Myeloperoxidase     HOCl. + OH- 
 
���64	�����F�����NR����"����1��244���1��B4������N��1�����64�l����2�4��1

�������C4������2�	���"6��1
" �������� 
 
 HOCl. + O2

.-  OH. + Cl- + O2 
 HOCl. + Fe2+  OH. + Cl- + Fe3+ 
1.1.2  ������>D���A�� (OH.) 
 �������������2���2�B���6������G
��
����
�6��������N�51��0��j�����"�

��!������� 9 ����"6���!51��8���������N6���1��53F� �����F����64��F�3�����������"������	�
C��4�4
8�������	�
������
�����64	������� 9 (Halliwell, 1999) ���64�l����2�4��1��53F�����lC�����
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���������2�� (H2O2) �����C4������2�	���"6�8���!!C�"��4 � (Fe
2+) ���0�4�"���/����"3������"


���
������2����5��������������2����1�������64�l����2�4 (OH.) B4��l�����2������� 
(hydroxide ion, OH-) 8��j�����"� Fenton �������� 
    Fe2++ O2   Fe3+ + O2

- 

    2O2
.- + 2H+  H2O2 + O2 

 Fe2+ + O2
.- + 2H+   Fe3+ + H2O2 

 
FentonG s reaction Fe2+ + H2O2        OH. + OH-  

1.1.3  ������>�
�����>A�B (NO.) 
 �������64�����5����4 ����������\��!�244���� �����N�
���
��!

C4������2�	������C����������C4��	�����F������G������! (metalloprotein)��1 ���64������ 
����2�������N�51���!��!l�C�C�4!�4 (hemoglobin) ��1�� 
�
��C��4�4���2����������������
5��5
�����!
����5�����}�2���2���� (Stamler et al., 1992) ��������F"���0��j�����"���!���64
2����������2����1�"����
��� 
�����������64 peroxynitrite (ONOO.) �����G
��
����
�6� (Huie 
and Padmaja, 1993) 8��7�
���������2���� NO. ��N6����2���2����� NO2 23����������4��\
�����N�0�4�"�244�5��N�4� (alveoli) B4�R����4���4��� (vascular endothelium) 7�"8����
��1 (Stephens et al.,1972; Foubert et al., 1992) 

 
 

1.2 ����������I���� ������������
 
 

1.2.1 �	�������������� 
   ���64�����8���!!������	�
������R4R4���������R�R4�T5���244�C�"
���8	1���2���� ���642����������2��B������� (O2

-.) B4����64�l����2�4 (OH.) ����
���64����!8��244�����
�����64���� 9 ��
��lC��������������2��B4���������2�������� 
(ONOO-) B�1����������64�����B����������������"
51�����G
���
�6� (reactive species, RS) ��
!�!��8��j�����"���� ��2��������53F�8��244������"������ ���64�����������1����4�"����������F 

 1.2.1.1  =�	�J��?�
� ������	��	�	� ��>�K
=�����" 
             RS ����53F���1�������R�R4�T7�"8���C�G������"C�"�j�����"�

���2���	��C�"���!
��������2����� ����"
51����!�j�����"����2���	�� B4�����������             
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��C����2���	��7�"8�C��4�4 �j�����"����2���	��C�"����2������53F�8��4���� �2C�-     
�4��23� ��
�G4�"����!�� ���C��4���������G64�� B4����� ��2�C2� ���642����������2��
B������� (O2

-.) �������64�����������1��������������"B4��!��������8��244� ���64 O2
-.  

����53F����������
��45�����4 G����������4������6�������!
�������R������4 G����8���C�
G������" B4��������2����F�	�������"6�8��2C�2�4B4�����2������"6��������!�� �	�� B2���� 
���2���� �2C��CG���� 450 B4�m��Cm�4�����-2 (PLA2) ���64 O2

-. �����N��4��"�������
���64����������������"����� ��1B�� ���64�l����2�4 (OH.) B4�����������"
51������
����j�����"� 
G�� ��������2�������� (ONOO-) ���64������������53F����
�������������!
�����R�R4�TC�"
�j�����"����2���	�������0�G
�����"��"8�1B����C�G������" ���� ���C�"�n��� mDNA ���64
��������0�8�1 mDNA R���������"��" G
�����"��"�������53F��"����������
4�������"��������53F�
B!!�
�G6O mDNA ���R�����������������R�����0�8�1C����������1��53F�������N��������F�R������
!���������1
" ���C��������!��������F���!�!��B4���1��������0�G�T�����8�1����G
�����"��"
����244� ��O����C��������!�������"6�8���C�G������"���0�8�1���!
�������R������4 G����8�
��C��G������"!�������0������14�4� ��R4�0�8�1�������64����� O2

-. ����������"�����
��������
�1�����64��������/���	���������"6�8��244���������5��� (Zaccarato et al., 1988) �0�8�1����1��
���64��������/���	���8��244� �	�� �46����C�� 
�������� 
������2� B4�
�������� �������O
4�4���������� 7�
����2���	��8��244�������4�����64���������������4 �����F��244���
�"6�8��7�
�!�!G�F�������N6����2���2� (oxidative stress) ��������F����64�l����2�4�������
������64 O2

-. "���0�8�1��C�G������"���"��"��B�����53F� (Tritschler et al., 1994) ���
������
B���8��6���� 1 

 
    �?��� 1 ����	����������>D���A�������	>?��$=�	�J��?�
� ������	��	�	� ��    

  >�K
=�����" (Packer et al., 1987) 
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�j����������8�1����G
�����"��"����4��
��F �0����6��������C�GG
��������5��
��!!������ ��"����0��
������
��!
����C�G������"8����F��"���5��R61��
"C�GG
���0�
������5����!!��������G
�����"��"�"������ 23�������
��!����4��
���!��������k�����
��
���64����������������3��5���������C�GG
��������5����!!������ ��������F"���!
��
R61��
"C�G��F��7�
�!�!G�F�������N6����2���2��"6�8�����!�6� C�"����4 � (Fe3+) 8��7����������1
��!C�����8��F0��5����4�������53F� 23������R4�������������64�l����2�4 (OH.) �������64�����
G
���
8�����0��j�����"��6� �����N�0�8�1�244�!���� !B4���"��1 (Schulz et al., 1995) 

���64����������N����53F���1�������1����4�"�4��B4������N�����U�/�V��� 
�	�� ����������64�����������!
��������1�C�"�������C�8��244�������B4���!!���
���������� ������!
������B�!�4���5��������������� B4����G
��R������8����
�0����5����C�G������" 23�������N����53F���1��1�����B4������N�����U�/�V��� �	�� ���        
��B�!��4��C������8� substantia nigra �����N������
���!�������7�
�!�!G�F�������N6�
���2���2�8� ��C�G������" 5O�����4���������1�8�1������\B4�G
��R������8�����0����
5����C�G������"��G
���	����C"���!��������53F�5��BG4�2�"�7�"8��244� 23��������
���3��5��
���!
��������1�8�1������\ �0����6�����������64�����8���C�G������" ��F������F��������   

�j�����0�8�1 ��C�G������"����G
�����"��"��B��53F� (Tritschler et al., 1994) 

1.2.1.2  ������K������Q�R�S��
����A��B?��	�!���������?��	�  
   (Excitatory amino acid)  

 ����46����� B4� B��������������������C������U�/�V����1��244�
������B4���!!���������� ��������������C���4����F8������O������R������ �������N�0�8�1
��������j���O�������������0����6�G
�����"��"B���244������� B4������N�0�8�1�244�
��������F���"8������ (Bondy and LeBel, 1993) 

����46�����8������O������R��������R4�0�8�1BG4�2�"�7�"8��244������53F� ���
�����53F�5��BG4�2�"�7�"8��244��0����6�����������64���������4�"��d��� �	�� ��� respiratory 
burst 5���� ��4���5�
 �������4��4��"��� arachidonic ��1���1
"���64 B4�������
��4��"�B�4�5������2��B2�������lC�������������B2�������2���� ��������F���R����51�
5��BG4�2�"�������1�����0����5������2������������2��2������0�8�1����������2��8�
�244��������O�����53F� �����BG4�2�"�8��244��������O������51��6���C�G������"�0�8�1�������64
����� ���B���8��6���� 2 �������C��������1���!!����������!��!���2������ N-methyl-D-
aspartate (NMDA) 8�!�������2���������� 9 NMDA ��G
���
�6�������������������1�C�"
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�������C� �0�8�1����4������������2���	�������53F���������������!���
O hippocampus (Haba et 
al., 1990) �������1����2������ NMDA ���0�8�1����������2��8��244������53F� 23�������F��
�����j�����"��
��� 
��!���642����������2��B������� (O2

-.) ����������������2������� 
(ONOO-) ��������2�������������� RS ���0��j�����"����C�"8�1��6��������!�������C�        
��C�2�� B4��������64�l����2�4 (OH.) 23������������64����������G
�������N8�����0�4�"�6�
�
�����64�����B��G�� 2����������2��B������� (Kiedrowski et al., 1992) 

 
 

 
�?��� 2 ��>��	���������������	��	��
������?��	����"������K����
	��� 

   (Packer  et al., 1987) 
 

1.2.1.3  ��!������� ���	����?��	� 
 ��B�!�4���5��C������ B4��������������8��������� 9 �0�8�1

��1R4R4������������64����� ��������������������"B4�������\ C��������
�8�T����� !�"6�8�N�
�4 � 9 8��244������������1��C������ 23�����4�����������N������� !�4�!�6�N� �0�8�1�������O
C����������������8��2C��4��23�B4�!���
O�4�"������ 8�7�
�5���������C�G �	�� 
���F��"��������
�"
�5���4��� ����7�
����������!���2������0����!
����������!5��C������
�����53F��0�8�1����N6��0�4�"��1 ��\5�������F�������C������N6����2���2� B41
8�1R4R4����1B�� 
���64����� ��������!G
�C�����������\ B4������4���� (Blum et al., 2001) ����2��C�C�-   
��������2���� (MAO) ����4��"�C�������������lC��������������2����1 B�1
�������d���
����2�� MAO � �����N������1�	�����������������C����2���	����1������4���� 6-�l����2�     
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C������ (6-HODA) �lC��������������2�� B4����64����� (Heikkila and Cohen, 1971) ����6�
��� 3 

 

  
 
  �?��� 3 ��>��	���� Oxidative stress �	��	��	"�	K�W	���  

   (Blum et al., 2001) 
 

 1.2.1.4  \	���]��!���	�#���� 
   ���64��� ����!�!���� ����!
����8���!!�� ��6� 

��G������!8��� ��4���5�
����!��!����2�� NADPH oxidase �0�8�1�������64�����7�"���
�244���������53F� ��
����64�����7�"8�����R4�������������������1���2C��G��8����!
����
�����! B4�������
��� 8�7�
�	 ���244���F��N6�����1�8�1�������64����� �	�� O2

-. 23�������0�
�j�����"���!����������2�������
�8�T���������������5���244��4����� (macrophage) ��1����
�����\��������2�������� ONOO- 23�������F�����N����53F���18�7�
�	 ��������������������9 
����1
" �	�� 7�
�	 �������\7�"8��244� B4������	 ����������������"�4������   
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1.2.2  �����������#��	����K=
$	� ^ 
 ��P����"B��������64������0�8�1����G
�����"��"B4����������5��

�������C�G G�� 	�
C��4�4����0�G�T8�������"����
������N6����2���2� ��1B�� 4������� ����
��G������!5������!�� C��������������G������!5������2�� ���2������ ������������� 
B4����� ��� 	�
C��4�4��4����F�����4 G���� ����������lC���������4������1���" �0�8�1���64
������51����0��j�����"� C�"�51�����!G6���!���4 G����5��	�
C��4�4 �����3����4 G���� ����
������lC�����������	�
C��4�4��F� 9 �4���������G
�����"��"B!�����	���5��             
	�
C��4�4����0�G�T8�������"��1���� 3 	��� G�� 4���� C����� B4����� ��� ����6���� 4 

 

 
         �?��� 4 ��>��	����=�	����"_	"!���	�	���]� ���A��B�	�����������    
                                   (Kehre, 1993) 

G
��������4���
��������O�������B4�����0�4�"���64���������0����6�
7�
��G��"� (stress) ��������������������O���64����������������� 7�
�����4��
��!�!��8����
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����C�G���� 9 ����
�� 100 C�G (����������� 2) �	�� 7�
���1��4���B�����B4���G
��"���"��
�1�"4�����������������5���5������R����4���4��� �0�8�1�4���4�����!�������7�
�5���4���
	��
5O��������B4���
8� C�G23������"
��!���������5�������� C�G76��B�1B4�C�G���� � 
��������F����������O���64��������������4"��������/���!4��\O�C�G���������R���������� 9 
�����F C�G��4�2����� C�G���������� ���������B4��5����4�������!��������������C�G76��B�1 
C�G���F�������F���� Down�s syndrome C�G��!�����! C�G51������! �������	�F���	��
� C�GB���
21��������������������C�G�!��
�� C�G�������"
��!��� �����1� 

 

		���� 2 �\	�� ���	�	_��K=������� ab��������	�	� ROS !�� RNS (K�\	 �#��=�?
B!��
    =c�, 2549) 
 

Category Example 

Ischemia-reflow states 
 
Brain / nervous system 
disorders 
 
 
Heart & cardiovascular 
system 
Iron overload 
 
 
Radiation injury 
 
Aging 
Inflammatory/immune 
injury 
Red blood cell 
Respiratory tract 

Stroke, myocardial infarction, organ transplantation, Dupuytren�s contractor, 
cocaine-induced fetal damage 
Vitamin E deficiency, exposure to neurotoxin, Alzheimer�s disease, 
Parkinson�s disease, Huntington�s chorea, stroke, amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS), Guam dementia, Down�s syndrome, neuronal ceroid 
lipofuscinoses, muscular dystrophy, multiple sclerosis 
Alcohol cardiomyopathy, keshan disease (selenium deficiency), 
atherosclerosis, cardiac iron overload 
Idiopathic haemochromatosis, thalassaemia and other chronic anaemias 
treated with multiple blood transfusions, alcoholism, cardiopulmonary 
bypass, alcoholism 
Consequences of nuclear explosions, radiotherapy or exposure to hypoxic cell 
sensitizers 
Disorders of premature aging, age-related diseases, e.g, cancer  
Glomerulonephritis, vasculitis, autoimmune diseases, hepatitis, rheumatoid 
arthritis 
Lead poisoning, malaria, anemia, chemotherapy 
Effect of cigarette smoke, emphysema, hyperoxia, bronchopulmonary  
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		���� 2 �\	�� ���	�	_��K=������� ab��������	�	� ROS !�� RNS (
$�) 
 

Category Example 
 
 
Kidney 
 
Gastrointestinal tract 
Eye 
Skin 

dysplasia, exposure to air pollutants (O3, NO2, SO2, diesel exhaust) ARDS, 
asthma, cystic fibrosis 
Autoimmune nephritic syndrome, heavy metal nephrotoxicity (Pb, Cd, Hg), 
haemodialysis 
Betel nut-related oral cancer, liver injury, pancreatitis 
Cataract, ocular haemorrhage, retinopathy of prematurity, photic retinopathy 
UV radiation, thermal injury, porphyria, contact dermatitis, baldness 

 
 
 1.3 \	���=�"����A����#� (Oxidative stress) 

7�
��G��"����2���	�� �oxidative stress� ��G0��0����G
��G�� 7�
�G
��������4
���
�������������64�����B4����!
�����P�����C�"����2��B4�����1�����2���	��8��244�
����������" C�"������������64�����B4�����������"
51���������R4��R45�����64����������G
���

8���������j�����"��6��
��������!
�����P��������1������
1��1 �0�8�1�244����F��"�������!��N6�
G�G�� B4�!�!G�F����7�
����N6����2���2�  

1.3.1 �	�_
���	=#e ���	����\	���=�"����A����#����� ����R4�����             
2 ����� G�� 
   1.3.1.1  G
��!������5�����!
�����P���������������2���	�� �����
����1�����2���	��4�4���������2���0���1�����1�����2���	���������O4�4� �����0����
R������ �����5���������G
��!������ ��1B�� ����4�"���/� B4����5���������� �	�� B��/�� 
B4�����1�����2���	�����/���	��� 
   1.3.1.2  �������������R4�����64�����B4�����������"
51���������R4��R4
5�����64�������������53F� �	�� ������������"��1��!���2������������� �������������1���!!
�����1�����64����� �	�� 7�
��������������!���F����  

1.3.2  �#�
	"�	��	����\	���=�"����A����#�  B!����������!G
����B��
�����F 
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   1.3.2.1  �	?#�
#� ���A��B  23������1�4�"��O���F�B�������N�P�����
B4�2���B2�G
�����"��"��1��!6�O� �����P�������18�����!��3��B�������!6�O� ��������������
�P�������������� �	�� �244����!��
�����7�
����2���	���6� 9 ��1 
   1.3.2.2  �	�	���]� ���A��B!�����b��"��� 	�
C��4�4��P����"����
���
���N6����2���2�C�"���64�����B4�����������"
51�� 23�����R4����!�6� ��1B�� 4��z� C����� B4�      
���� ��� 
   1.3.2.3  �	
	" ���A��B!�����b��"��� 8��7�
�����������2���	�����
�244���������N2���B2�B4���	�
���"6���1 �244�����"8������ C�"���4�������"��F�B!! 
apoptosis B4� necrosis 
 
 

1.4  �	=��=��?��	c����������I_��"�$I������ 
�244�������"������������"B4����"��"��������64�����8������O������

�����������F��244�B4�������"�3����4�������G
!G����8�1�6�������������" �4������0�G�T����0�
��1����G
!G������O���6�����8�1�"6�8����4���4���4�� 3 �0��
� ��1B�� 

1.4.1  ���>A�B 
   �����4���0�G�T5�F�B������0���1����G
!G������O���64�����8�1�"6�8�
���4  ����2������0�G�T��1B�� 
  ���>A�BA�?�?�B���>A�B�������
� (SOD) �0���1����5������64�����������1����
����53F�8�������" G�� ���642����������2��B������� (O2

-.) C�"�����4��"����64 O2
-. 8�1���� 

�lC��������������2�� 
 
  2 O2

-. + 2H+             SOD  H2O2  +  O2 
  

�lC��������������2����N6��0�������C�"����2��G����4� B4�����2��     
�46����C����������2���� ��������F����2�� SOD "���0���1�������P������2��8��4��         
���l���� ��1B�� ����2�����lC��B�2�����l���� ����2����CG����� ����2��m��Cm-            
�46CG������l���� ����2��m6�����-�� B4�����2��m6�����-!� ���8�1����2����4����FN6����64
2����������2��B��������0�4�" 
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���>A�B=	
	��� (CAT) ��������2��23����l�� G�� ferriprotoporphyrin ����
��G������! CG����1������2�������!�1
"���
""��"5��C�����l�� 4 ���
""��"������������ 
�0���1������4��"��lC��������������2��������C��4�45���F0�B4����2���� 

 
  H2O2   +    2H

+   CAT  H2O   +    O2 
 

���>A�B���
	>�K���?�B���A���� (GPX)  �0���1���������j�����"������	��5��
��������!�lC�����������2�� ��1B�� 4�������������2�� (ROOH) B4��lC����������
����2�� C�"���46����C�� (GSH) ��
�8��j�����"��1
" ����2����F���P������244�5�����
��4�F"�
46��1
"�����8�1N6��0�4�"�������"��"���7�
����������"�����64�������������� 

 
  ROOH   +   2GSH  CAT    ROH   +   GSSH   +   H2O 
 

1.4.2   �	
�	����������� 
   ���������������N�0��j�����"���!���64�����C�"���������0�������648�1
����� �����"��j�����"�46�C2����8�1�0�������� ���5������64������"6�8�/���	����	�� ���"6��G    
!�4��6!�� ���0�������64 ��
�
������2� 
�������� �46����C�� �!��BGC���� B4�"6!�G
�C�� ��
�"��j�����"�46�C2�5������������64����� ����1�����64���������7��4����!�!���0�G�T8�
����0�8�14������������2���	����F���4� ��������F"�����"6�8������ �	�� R�� R4��1 B4������� 
��������C�4�m���4������G������!����U�/�V�1�����64����� 23������1�����64�����8����G��
G
���GO��!�������0�G�T�����F G�� ��G
���n����������6�8������!��!���64�����C�"���B4�
�0�������648�1�����F��� (quenching) �����N�0��j�����"���!G��4���1 ��������1�����2���	�� 
B4������R4����!������B������5��"�� ��������F"������O������0�G�T���� 9 ���8	1!��	�FN3�G
��
��������1�����64���������� ��1B�� G
�������N8����N6��6�23��������R����51��6���F�7�"8��244� 
7�"����244� B4�������F��"������� 9 C�"��G
���51�51����"�����������N���U�/�V��1  
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  Ascorbic acid           Uric acid    
 

     
  Catechin      Quercetin  
       

         
  α-Tocopherol     Dihydrolipoate 
 

    
    α-Lipoic acid             

              �?��� 5 �	
�	��������������W�I�$	��	" 
 
1.4.2.1  ��>��	��	�	� ���	
�	����������� (Yanishlieva, 2001) 

   ����1�����64��������4������0����B!����1���� 6 
�/���� G�� 
 1.4.2.1.1  �	�#��#����������� (Radical scavenging) 
 C�"���8�1�lC������������4 G����B�����64����� �������� 
  R.   +  AH  RH   + A. 
  RO. +  AH  ROH + A. 
  R.    +  A.  RA 
  RO.  +  A.  ROA 
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1.4.2.1.2  �	"#�"#b��	��	�	� �� singlet oxygen (Singlet oxygen quenching) 
   ����4��BGC�����"�� (carotenoids) �����N"�!"�F�����0����5�� singlet 
oxygen C�"�����4��"� singlet oxygen (1O2*) 8�1�"6�8��6� triplet oxygen (

3O2) B4��4��"�4�����
�����1��!�����8��6�G
���1�� C�"���BGC�����"�� (Car) 1 C��4�4 �����N�0��j�����"���! singlet 
oxygen ��1N3� 1,000 C��4�4 (Sies and Sundquist,1992) 
 
    1O2*  +  

1CAR      3O2  +  
3Car* 

     3Car*     1CAR  +  thermal energy 
 

1.4.2.1.3  �	�#��#�K�_�����	�	m�$�?@����"	���A����#� (Metal chelation) 
 �����������N��!C4������0�G�T�0��
� Fe+ B4� Cu2+  ��1B�� flavonoids, 

phosphoric acid B4� citric acid �����1� C�"��������!m4�C
��"�����4�������!C4�� �����F 
 

 
  
  1.4.2.1.4  �	_"�����KA$?@����"	���A����#� (Chain-breaking) 
      
�������� (α-tocopherol; toc-OH) �����N�P������"����1��244�N6�
�0�4�"����j�����"����2���	��5���5��� (lipid autooxidation) C�"�0���1����������
��!���4 G���� 
(electron-acceptor antioxidants) ������64 peroxyl (ROO.) (Burton and Traber, 1990) ���B���8�
�6���� 6 
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�?��� 6 �	��	�	� ����
	�����I��	"#�"#b����KA$?@����"	���A����#� ��> �#� 
               (Burton and Traber, 1990) 
 

1.4.2.1.5  �	����Q�R�S (Synergism) Aa���#�!���#� 
    ���	�����F��	�
"���!���8�1����1�����64������0������1��53F� 

��
�"����	�� ����0������
�������
��� α-tocopherol ��! ascorbic acid C�"��� ascorbic acid ���
�����N�0����8���!! hydrophobic ��1��������! α-tocopherol B����8�1�lC����������B��
���64 α-tocopherol peroxyl ��������������0��j�����"����
��� α-tocopherol ��!���64 peroxyl 
(ROO.) ��4��"��6��4�!������ α-tocopherol ��������N�0������1 (Frankel et al., 1998) 

1.4.2.1.6  �	"#�"#b��	��	�	� �����>A�B����$�?@����"	��	�����������  
      (Enzyme inhibition) 

    ��������! phenolic !��	��� �	�� flavonoids, phenolic acid B4� 
gallates �����N"�!"�F� lipoxygenase C�"�����N�51���!��!�����5����4 �23������CGBm������ 
(cofactor) "��R4�������0����5������2������4��
 (Puerta, 1999) 

1.4.2.2  !_�$�����	 ���	
�	����������� (Pokorny et al., 2001) 
   ����1�����64�����B!�����B�4���������1 2 	��� ��1B�� 
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1.4.2.2.1  �	
�	������������#��=	�_B 
    ��������! phenolic ����G����� 5 	��� ��1B�� propyl gallate, 2-

butylate hydroxyanisole, 3-butylate hydroxyanisole, BHT (butylated hydroxytoluene) B4� 
tertiary butylhydroquinone 23�����6��CG����1������6���� 7 ��������1�����64����������"�8	18�
�������������������"�!"�F���������j�����"����2���	��5���5���������������8�1��������4��� 
�� B4���	��������4��"�B�4� �������G�������4����F��������/�7��B4�G
��G���
�6��
������1��
���2���	�����/���	������
��B����51��0����5�����8	1����������ST���1��G
���4��7�"������
!��C7G (Yang et al., 2000) 

                                 
  Propyl gallate    2-Butylate hydroxyanisole       3-Butylate hydroxyanisole 
 
 

                
     Tertiary butylhydroquinone       Butylated hydroxytoluene 
 
 �?��� 7 
#��"$	�K=���	��	��=�� ���	
�	������������#��=	�_B (Howell and   
                    Saeed, 1999) 
 

1.4.2.2.2  �	
�	������������	�R��	
� (Natural antioxidant) 
      ����4����F��1��!G
����8�B4��������a��G1�G
1�����"����
1��5
��
8��S��!�����������B�
G������������4�!G���6�/���	��� �����!��!G
���	�������
����G
��
�4��7�"������!��C7G ����1�����64�������4����F �!��1��F�8��4	�� ���
� B4���	23������F��������

�������"����	�� 
������2� 
�������� �!�1�BGC���� B4����������8�1GOG�����C7	����� 23����
CG����1��������������! phenolic C�"�n��� polyphenols �	�� B2�C/� B4�m4�C
��"�� 23��
�����!���1
"��6� aromatic hydroxyl ��F�B�� 2 ��6�53F��� ��6�mS���	�� (frunctional group) ��4����F��
!�!���0�G�T8���������!���64��������� 9 ���8�1������1��������8�1�����j�����"����2���	��
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��1 C�"���8�1���64 H. B�����64��4����F� (Van Acker et al., 2000) ��������F��������! 
polyphenols �����CG����1��5�� ortho-dihydroxyl phenol �"6�8�C��4�4"�������N"�!"�F��������
���64 OH. 8��j�����"���������64C4������2�	�� G�� Fe2+ B4� Cu2+ ������
�����"
�0�C�"����51�
��!��!C4������4��
����������������!�	��21�� (complex) ��1����1
" (Sanchez-Moren et al., 
2000) 

��������F"���!
�����������C�!���4����U�/�V��������1�����64�������1 �	�� 
tryptophan, tyrosine, cysteine ��������1�����64�������1�����G
���51�51������O 0.25-0.5 mM 
(Meucci et al., 1997) 23���������C������C"	��8������1��C��������� 9 ���8	18��������T���!C� 
2���B2�B4�!0���������" 	�
"8�1������"����G������������ 9 ��������C"	�� �	�� 	�
"����G�����
����46����C�� (glutathione) ����0���1����	�
"�P�������!B4�������"��������\�����1��!�51��� 
(www.geocities.com/nawo_chemicalsandbeauty) 	�
"����G�������������C���C���� C�"8	1 
histidine B4� cysteine 23��������������G
�������N8�����1�����64�������1�"������"��"� (Amir 
and Donald, 1962) 

1.4.3  �	=����K�_� (Metal chelators) 
   ����������2��B4�����1�����64���������4��
51���1�B41
 �������0�
��1����G��4�C4����������4����3��8�����0���1����G
!G������O���64�����8�1�"6�8����4 
��F���F�����C4������2�	�� �	�� /����4 � B4����B�� ����
��0�G�T8�����������64����� ���
�0���1����G��4�C4��8�������" ��
�8�T�����C����������!B4�B"�C4���������"
51��8�5�F�������
���� OH. �51����
��
18�CG����1��8�1�"6�8��6���������!�	��21�� C4���3���������N�0���1����
�����j�����"�����������64�������1  
 

 

1.5  ���BK�>�K���� (Ergothioneine, ERT)   
�����C���C���� (Ergothioneine, ERT)  N6�G1��!����� G.d. 1909 ����	�F�������"6�

8���4 �51�
 ��1����F��!
���������OG���51���6� (10 mg%) 8��� ��4���B��5�����
� (Tanert, 
1909 and Maelville, 1958)  R4���d3�\�4��\O�B4���1����5�� ERT 8��� ��4���B�� �!
�� ERT 
����1��������"
51����!����P�����l�C�C�!�� (hemoglobin) ���8�1N6����2����� ���5!
���� 
oxidation (Touster, 1951)  �S��!�� ERT N6��0���8	1�"����
1��5
��8�����1�� oxidative stress  
�����	�
"8�����P��������N6��0�4�"5���244� ������64������0��
� hydroxyl radical, 
hypochlorite B4� peroxynitrite (Hiroki and May, 1999)  ��������FR4���d3�\��1���7��	
��"�
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�!
�� ERT �����N����1�����0����5������2���1������������64����� �P�����������"5��
R�
������������ 9  "�!"�F�U�/�V5�� singlet oxygen C�"���R4�����4���������"!���"!��!����1��
���64������0��
� cysteine,  N-acetyl-cysteine, glutathione B4� mercaptans �!
�� ERT �����N
"�!"�F���1���
��N3� 10 ���� (Kawano  et al., 1983) ������ ERT ��G
�������N8���������!���64
������l����2�4B41
 ���"�������N"�!"�F����64������l����2�4�4������������ 5����4 �������

�����"
�0� (Akanmu, et al., 1991) ��1����F�"�������N����������������!�	��21����!�4��C4��
������
��4��� ����7� ���B�� BG�����"� B4� ���� (Motohashi et al., 1976)  ERT �3�����
��
G��4�����5���4��C4��������
��4�����1�"������"��"�  ��������F ERT "��������
G
!G�����!
�4�����7�"8��244� B���4��"��������!B��	��������!U�/�V�������1�����64����� (Tan and 
Audley, 1968) C�"��� ERT ���!��18���	B4����
��������"������F��"������� 9 �����N�1��
���64�������1����F�8��4����4��B4�8����
���4�� �3�8�1R4���F����������\�C�G���� 9 
�����" C�"��1������0���8	1���C"	���1��G
�����B4�8	1��������������  

4��\O�����G��5�� ERT �����������C������!�1
" 2-thio-L-histidine ����
��������8�/���	�������B!! 2-thio-imidazole amino acid ��G
������ hydrophilic �����4�4�"�"6�
8��F0����� 2 �6�B!!������� tautomer ��� G�� B!! 2-thio-imidazole B4�B!! thione ����6���� 8 23��
��
�8�T����!8�B!! thione ����
��  

 
�?��� 8 �?K=���	� �� ERT (Klaus-Dieter et al.,1996) 

 
 ������"6�8�������	�
�� �����F����G
����N�"���� ����� pH 5��������	�
��������F�8�1 

ERT ���� auto-oxidation (Hanlon, 1971)  5O���F"��������4��k������jB��	������"
��!���
����G����� ERT 8����
�B4�8���	 B���!
�����������G�����C�"�	�F���B4�B!G�����"����"6�8���� 
B41
��	�6�53F���8	1 ��\"�B4����
���������	��4����F� ����1��!�����F�1
" (Melville, 1958) 23���4	��
��4����F������G����� ERT ��1��� hercynine B4� cysteine C�" cysteine ����B�4��5�� sulfur �����
�0���8	18�5�F����1�"5��
�N� (Ishikawa et al., 1974) ����6���� 9 B4�"������"���N3������O ERT 8�
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B�4��
��N��!���� 9 ����	�� 8��� ��!8�	�
� 0.4-2.0 mg/g �F0�����B�1� (Dubost et al., 2006) 
�0����!8��F0�"����������"����"6�8�	�
��
1����F�B��������4" ��N3� 0.05 g ����F0�"���� 100 g 
(Archer et al., 1969)  

 
�?��� 9 ��>��	�#��=	�_B ERT �	������W (Amir and Donald, 1962) 

 
��"�������!�����F�����"�"6����
��8���	B4����
�������F��"������� 9 ����������� 

3 (Melville,1950)   
 


		���� 3 ?��	c ergothioneine ���W�I����b��"���
$	� ^ �	��#
�B 4 ���� (mg/�b�	_�#����b��"���  �� 
100 g) 
Tissue Rat Rabbit Dog Cat 
Liver 
RBC 
Kidney 
Heart 
Lungs 

13.3 
10.4 
4.3 
1.5 
1.5 

0.3 
10 
0.3 
2.7 
0.3 

0.9 
6.6 
1.6 
8.9 
0.6 

2.7 
2.9 
3.1 
0.0 
0.8 

Spleen 
Testes 
Muscle 
Intestine 
Stomach 
Plasma 

1.1 
0.0 
0.7 
0.6 
0.4 
0.0 

1.0 
0.1 
- 
- 
- 
- 

1.1 
0.0 
- 
- 
- 
- 

- 
0.0 
- 
- 
- 
- 
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����������� 3 ���� �
��8����
�	������"
��� ergothioneine �����"�"6�������F��"���
���� 9 ���������� C�"�!
�� ergothioneine ���"6�8��
�"
����������!������� oxidative stress �6� 23��
8��4���5�����
�����!��	������!�����FC�"�������OR��B�������	���5�����
������������ 4  
(OXIS International, Inc.) 

 

		���� 4 !���=�	�� �� �� �� ERT ���W�I�������#
�B����
$	� ^ 

           (mg/�����100 ml) 
 

Species Ergothioneine 
Man 
Rat 
Rabbit 
Guinea Pig 
Cat 
Dog 
Ox 
Pig 
Sheep 
Fowl 

1-4 
1-6 
1-10 
1-4 
0.5-2 
3-6 
0.5-2 
3-27 
2-6 
2-10 

 
����������� 4 ���� �
��8��4�����6�������O ergothioneine �6� B���������"����1 

yield ���������������8� (Melville, 1958)   �����F��3���1��G
���"��"�����������FC�"8	1�	�F���B4�
B!G�����" ����
��N��! B�� yield �����1�����0��
�����������1������F��"������
� ��������F�"������"���N3�
�����O ergothioneine 8�B�4��
��N��!���� 9 ��� �	�� 8��� ��!8�	�
� 0.4-2.0 mg/g �F0�����B�1� 
(Dubost et al.,2006) �4�����6 2.0-5.2 mg/ 100 ml B4�8��F0�����5����6 29-256 mg/100 ml (Tan 
and Audley, 1968) ��
�8��F0�"�������������O ergothioneine �6����"6�8�	�
� 12-17 mg /"���� 
100 ml (Tan and Audley, 1968) B4� yield ���������1���"6�8�	�
� 0.0-5.0 mg/"����      100 ml 
(Pakianathan et al., 1992) ����������"!���"! yield 8��F0�"���������������1�������O8�41�G�"���!
8��� �B4�8��4�����6 8����
��"�����/���F��
���3�� �3�����������
�/�������� ergothioneine 8�
�F0�"����������������N����1���"8��1��N��� B4����������1���64G��8���8�1��!�F0�"���������
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��
�������8	�"�� �������4��
��51���1� ergothioneine ������������������/�7���1��U�/�V5�����
���64�����B4������C"	�����������"���8	1�1�����B��"� 	�4�G
��B�����������G
����� 
B4��1������������ N1�������������F8��F0�"����������!G
���0��� �� ����������������4���
��3�������8	1�F0�"����������
��N��!8����R4������64G���6� 

 
 

2.  "	�W		  
"������ (Hevea brasiliensis) ���������	����"6�8���4 Euphorbiaceae C�"�����

��1���F0�"��!����"6�7�"8�����F0�"�� 8��F0�"���������!�1
" �F0� 60%, ��7�GB5
�4�"���� 9 
�
���F���7�G"�� 37%, C����� 0.34, �F0���4G�
!��G���4 (quebrachitol) 1.45%, �F0���4 0.25%, 
ash 0.53% B4���������!���� 9 ��� 0.34% 23����1B�� arachidylalcohol, tocotrienol, hevein, L-
inosit-2-methylether, indolylacetic acid, trigonelline, ergothioneine B4� hercynine (List and 
Horhammer, 1969-1979) �
���F��������C���F�	��������GO��!��������4�� ��� B4� ���� 23�����
���d3�\��������C������������"6�8��F0�"��5�� Birkhauser B4� Basel (1974) �!
�����������C�
������� ��� �4�� B4����� �����"�"6�8��2���������1�������
��2C��4����� (cytoplasmic) B4�     
46��"�� (Lutoidic) 8��F0�"�� ���B���8��������� 5  

 

		���� 5 �	��	!��?��	c������K��������$�����?t��� ��	� �$	� I��A#�� ���b�	"	����>�� 
               �	��$��>AK
W�	����!������"�B (Birkhauser and Basel, 1974) 
 

Free amino acid pool (%) Amino acid group 
Serum C Serum L 

Acidic 
Neutral 
Basic 

56.9 
36.4 
6.6 

22.9 
21.1 
56.0 

 
_�	"�_
� Serum C = �2���������
��2C��4�����; serum L = �2���������
�46��"�� 

 

��������F����"�������!���������"����� 9 ����"6�8��2����5���F0�"�������1�����
�����
���F ���B���8��������� 6 (Pakianathan et al., 1992)  
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		���� 6 �	�����"B
$	� ^ ���W�I��A#���b�	"	����>�� �	��$��>AK
W�	����!������"�B  
 

�A#���	��$��>AK
W�	���� �A#���	��$������"�B 

�����	�����"B ?��	c  
(g/100ml "	���) 

�����	�����"B ?��	c 
 (g/100ml "	���) 

Proteins 
Total cyclitols 
Sucrose 
Glucose 
Glutathione  
Free amino acids 
Ascorbic acid  
Other organic acids 
Nitrogenous bases 
Ribonucleic acids 
Deoxyribonucleic acids 
Mononucleotides 

0.46 
0.3-0.8 
0.1-0.3 
0.01 
0.01 
0.08 
0.02 
 

0.04 
 
 

0.02 

Proteins 
Total cyclitols 
Sucrose 
Glucose 
Phospholipids 
Glycolipids 
Pigments 
Sterol esters 
Fatty acid esters 
Waxes 
Triglycerides 
Triglycerides 
Sterols 
Free fatty acids 
Tocotrienols (trace) 
Phenolic compounds 
Diglycerides 
Mononucleotides 
Alcohols 
Trigoneline 
Ergothioneine 

0.28 
0.2-0.3 
0.06-0.08 
0.03 

0.04-0.05 
 

 
0.02 
 
 

0.02 
0.02 
0.04 
 
 

0.01 
 

0.01 
 

0.007 
0-0.05 

 
���
�j����G
���G��"�5���1�"�����N6�G�G��C�"���������
�� �1�"���3���1��

������� 9 53F�����!���������" C�"�n�����7�G"�������8	18�������������F0�"�� 

0.02 

0.05 
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(Wititsuwannakul et al., 2008) B4�������� 9 ������F����C"	������������!��BR4B4���1��
���F��"���8���53F�����B����
�����6T���"�� �
���F�����P��������������	�F�C�G���� 9 23�����
��4����F!����
��GO��!�����������1�����64����� (Tan and  Audley, 1968) �	�� ergothioneine (2-
thiol-histidine betaine), �/��4 (thiols), �������C�!��	��� �1
"�����F�F0�"�������3�����B�4��

��N��!����������"B4������8��0����!���d3�\���"4����"�5������1�����64����� ��������
���"���8	1���C"	������� 
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�#
m�?���=B 
 
1.  �����d3�\�����1�����64�����	������� 9 ����F0�"������ 
2.  
��G����������O�4������1�����64����� �
���F� ergothioneine ������"6�8��F0�"������ 
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 2 

-  UV-visible Spectrophotometer  Beckman  DU6501 

-  UV-visible recording Spectrophotometer  Shimadzu 

   UV-1200 series 160A 

-  Votex GENIE-2, Vortex KIKA-WORKS 

-  Heat Block  Labnet  Accumet Block Labnet 

-  pH meter  Fisher Scientific  Accumet 15 

-  Micropipette Gilson  1000, 200, 20 

-  Slab gel electrophoresis  ATTO 

-  HPLC-VWD (Agilent 1100) 

- ,

-  2  OHAUS  Precision Plus 

-  4  OHAUS  Analytical Plus 

-  Avanti J-14  Beckman Coulter  

-  H-31 series  Kokusan 

-  Millipore 

-  Rotary evaporator  Rotavapor R-200  Buchi 

-  Mini Spray dryer  B-290  Buchi 

-  Centrifuge  50  250 

-  Eppendorf  1.5, 2 
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Analytical grade 
Acetone 

Acrylamide 

Ammonium persulfate 

Ammonium Solution 

Biogel P-2 

Bisacrylamide 

Butyl hydroxyl toluene (BHT) 

Coomassie brilliant blue R-250 

2,2 -Dipyridyl disulphide 

EDTA 

Ethanol 

Formic acid 

Glycerol 

Glycine 

Hydrochloric acid 

Methanol 

Propan-1-ol 

Sephadex G-15 

Silicagel 60 GF254

Sodium cabonate 

Triethylamine 

HPLC grade 
Acetonitrile 

Standard 
Ergothioneine 

DPPH radical (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical)  

Lab Scan 

Fluka 

Hopkin & Williams 

Lab Scan 

Biorad 

Fluka 

Sigma 

Fluka 

Sigma 

Sigma 

Merck 

Univar 

Carlo Erba 

Fluka 

Merck 

Labscan 

Labscan 

Amersham science 

Merck 

Merck 

Carlo Erba 

Fisher scientific 

Sigma 

Sigma 
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DL-Alanine 

DL-Histidine

Standard 
DL-Tryptophan 

L-Arginine 

L-Cysteine 

L-Glutamic acid 

L-Glutamine 

L-Lysine 

L-Methionine 

L-Phenylalanine

L-Proline 

L-Tyrosine 

Standard protein maker  SDS PAGE 

Fluka 

Sigma 

Merck 

Fluka 

BDH Chemicalis Ltd. 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Fluka 

Sigma 

Sigma 

Amersham Science 
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1. 

 (Hevea brasiliensis)

 RRIM 600 

 2.5  (formic acid) 2% (  250 ml) 

 Molecular weight cut-off (MWCO)  10 kD 

 (ultrafiltration)  10 kD  10 kD-Retentate 

 10 kD  (10 kD-Permeate) 

MWCO  1 kD  1 kD  (1 kD-Permeate) 

 1 kD (1 kD-Retentate)  10 

 F-serum, 1 kD-Retentate  1 kD-Permeate 

 spray Dry  4 o

               (F-serum) 

        Ultrafilltration MWCO 10 kD

              

            Ultrafilltration MWCO 1 kD

     10 

1 kD-Permeate
1 kD-Retentate

10 kD-Retentate
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2.   DPPH.

2.1  

         Ultrafiltration   

 F-serum, 10 kD-Retentate,     

1 kD-Retentate  1 kD-Permeate  spray dryer  deionized (DI) 

 20 mg/ml  4 o

2.2  

 F-serum  1 kD-Retentate   20 g 

 DI  100 ml          

0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%  80-95% 

 15  4o  (centrifuge)  8,000 /

 15 

 60 o  (desiccator)  1 

 20 mg/ml 

          80-95% (supernatant) 

 rotary evaporator  60 o

 20  60  o

 (desiccator)  1 

 20 mg/ml 

 TLC 

3.   (Thiols)  ( -2-

thiolglyoxaline-4(5)-propiobetaine  ergothioneine, ERT) 

 2,2 -dipyridyl disulphide 

 (thiol)  2-thiopyridone 

 343 nm (Jan et al., 1974) 
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  2,2 -dipyridyl disulphide        2-thiopyridone 

 (  ERT) 

 Carlsson et a.,(1974)  1.5 mM 2,2 -Dipyridyl disulphide 

500 µl  1 M HCl  120 µl  200 µl 

 343 nm  UV-VIS spectrophotometer 

  ERT  ERT  2.5-200 µM

4.   DPPH
.

 1,1-Diphenyl-2-picrahydrazyl (DPPH.) (Braca et al., 2001) 

 520 

 diamagnetic molecule  (Soares et al., 1997) 

 (Brand-Williams et al., 1995) 

DPPH. + AH  DPPH  H + A.

DPPH. + R.  DPPH - R 

 AH  R.

                11  DPPH.  DPPH
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/  DPPH.

 DPPH.

 (antioxidant activity) 

 DPPH.

 (Blois, 1998) 

 Yen  Hen (1995)   50 mM 2,2 -diphenyl-l-picrylhydrazyl (DPPH.)

 (Ethanol) 95%  950 µl 

50 µl  37 o  30 

 520 nm  DI

 DPPH.

%Scavenging   =            Acontrol - Asample        x 100 

          Acontrol

  Acontrol   =   

  Asample   =   

  IC50  % 

 50% 

 DPPH.

 50% 
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5.       

    (Polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

 (Slab gel)  10x12 

 1  2  (Stacking gel) 

 3  (Separating gel)  7 

5.1   12%  

 Laemmli (1970) 

Composition 4% Stacking gel 

(µl) 

12% Separating gel 

(µl) 

30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide 

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 

1.5 M Tris-HCl, pH8.8 

1% Ammonium persulphate 

0.2% EDTA 

10% SDS 

Distilled water 

TEMED 

Total volume (µl) 

400 

750 

-

150 

20 

30 

1,645 

5

3,000 

2,400 

-

1,500 

150 

-

60

1,880 

10

6,000 

5.2 

 3 

 1  0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% , 4% 

SDS, 0.4 %  1% -  ( -Mercaptoethanol) 

 10 

5.3 

 12% 

 5.1  4%   (Stacking gel)  

 12%   (separating gel)  0.025 M tris-0.192 M glycine-0.1% 

SDS, pH 8.3 
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 20 mA 

 1.5 

 coomassie blue 

5.4  

 Coomassie blue  0.2% cosmassie 

brilliant blue R-250, 50% methanol,  10% acetic acid  1 

 destaining solution (20% methanol 10% acetic acid) 

6.    gel filtration 

 gel filtration 

 F-serum  1 kD-Permeate 

100 g/750 ml  1-2        

 2-3 

 DI  1 g/2 ml 

 30  1 

 20  60 o  60 o

 DI  1 g/ml  10,000 /

6.1   Sephadex G-15 

 Sephadex G-15  DI 

 16   2-3  2.5x120 

 490.63 ml  100  DI  3 

 30 ml/

 5 ml  Sephadex G-15  DI 

 30 ml/  5 ml 

 DPPH.

 DPPH.

 DPPH.
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 20  60 o

 Biogel P-2 

6.2   Biogel P-2 

     Biogel P-2  DI  16 

  2-3  1.5x100 

 158 ml  90  DI  3 

 20 ml/

   

 DPPH.  Sephadex 

G-15  F-serum   1 kD-Permeate          

2 g/ml  10,000 /  3 ml 

 Biogel P-2  DI  20 ml/

 5 ml 

 DPPH.  Thin layer 

chromatography (TLC) 

7.   TLC 

 TLC  TLC 

aluminium sheets  Merck  sillica gel 60 F254  20x20 

 propan-1-ol : 0.2 N ammonia 

solution (3:1)  UV lamp 

 ERT High 

performance liquid chromatography (HPLC)  

8.   High performance liquid    

     chromatography (HPLC)  

 TLC   

 ERT  HPLC 
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Dubost et al. (2006)  C18 (  250  mm x 4 mm)  mobile phase  3% 

acetonitrile , 0.1% triethylamine  50 mM sodium phosphate buffer  pH 7.3  

1  254 nm  RT 

 ERT  

9.   Liquid chromatography-tandem mass  

spectrometry (LC-MS/MS) 

 1 kD-Permeate 0.1 g  0.05 M HCl:Ethanol (1:1, v/v) 

0.5 ml   (centrifuge)  14,000 /

 4 o  15  LC-MS/MS  Thiele et al., 

2008  liquid chromatography-mass 

spectrometer  Agilent 1100 series  mass spectrometer  mode ESI positive  

 liquid chromatography  column  Phenomenex Luna SCX  

100 Ao 150 mm x 2.0 mm  20 µl  30 mM ammonium acetate 

 5% acetic acid  0.2 ml/min  gradient  0-42  30 mM 

ammonium acetate : 5% acetic acid (12.5:87.5)  30 mM ammonium 

acetate  19  10 
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10.  

10.1   Ninhydrin 

 2% ninhydrin 

 TLC  50 o  10-15 

 TLC 

 propan-1-ol :  (7:3) (Sherma et al., 1983 ) 

 TLC  1 

 Solvent  2% ninhydrin 

100 o  5  (Yong and Singh, 1975) 

 Ninhydrin 

10.2   DPPH.

 0.1% 2,2 -

diphenyl-l-picrylhydrazyl (DPPH.)  Cuendet et 
al., (2002)  TLC  50 o  10-15 

 TLC 

  chloroform : methanol :  (63:7:3) 

 TLC  1 

 Solvent  DPPH.  37 o

10 

 DPPH.
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����� 3 
 
 

��	
����� 
 
 

1.  ��	
��������
������
��
	���
�
��
�
 
������	
������ RRIM 600 ������� 10 ���� ������ �!��"���# $%&�"��'�($���$"�

(��)�����( *�$"�(+&
,"��-���#
 (F-serum) 7�$��8��9 4.2 ���� ����������(��	<,���=����	����$�
)>����?�� @��#?$����&��A!��! MWCO E��� 10 kD ����$"� 1 kD  7�$
���8���
!� ���	#
 ���
�-��� 3  
,"� =�� 10 kD-Retentate (∼0.17 lit), 1 kD-Retentate (∼0.15 lit) *�8 1 kD-Permeate 
(∼3.8 lit) *�8���������-���A!�7�$7�<,���=����	 spray dryer %87�$
���"��,�	* $	-V�	�!�(W98��'�<	

!=�!�7�%�XV	
!��������E$� #������9 5.78, 1.65 *�8 11.4 g  �������& �	*<�Z[��#��[�A!� 13 
 
 

Rubber latex (~10 lit) 
        Acid coagulation 
        (Formic acid) 
 

F-serum (~4.2 lit) 
        Ultrafiltration 
 
        10 kD-Retentate     1 kD-Retentate        1 kD-Permeate 
            (∼0.17 lit)      (∼0.15 lit)      (∼3.8 lit) 
 Spray dryer   Spray dryer   Spray dryer 
  
 (~ 5.78 g)     (~ 1.65 g)    (~ 11.4 g) 
 
                      ������ 13  ��!��" ���	
��������
������
��#����$�"���
� % 
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2.  ��	
�����'�
��
�
�()�	
���	����*���"��+ DPPH. /��
� 
�����
��#����������
� %  

#�(��A�
�& �=,�="��
����X#�(���(%&����[���
�8 7�$���
���"��,�	%�(
A�(
,"�A!����!��7�$��A�
�& ������[<��&���	�$�*�$"���7�#?$#�(����%��9�",�="�%8���
��
(�

,"�#�7�A��&��
�A��e�,� %�(<�(��A���	A�	 �����(f",�
���8���%�(
��
(�#��[�<	* $	

,"�# g, -V�	7�$*(, <	 F-serum, 10 kD-Retentate,  1 kD-Retentate, 1 kD-Permeate 
����X�(%&
����[� DPPH. 7�$�! �!=,� IC50 7�,�(�� 9.00 mg/ml (����	A!� 7, �[�A!� 14)  #�E98A!��8(��A!��8���
7�$%�("��!(���(�8-�@��#�?,"	�,�	 k E�	<	 F-serum *�8 1 kD-Retentate 
,"�# g,# $=,� IC50 

[	�(��(",� 20 mg/ml �(�"$� F-serum A!��(�8-�@��?,"	 20-40% # $=,� IC50 3.70 mg/ml (����	A!� 7 
�[�A!� 15-16) 
�� �&
��
(�A!�*
�	mA��e�$������[� DPPH. 7�$�!A!�
��7�$*(,
��
(�%�(<	* $	          
F-serum @���!=,� IC50 ����A!�
��=�� 2.70 mg/ml *�,�	# $=,�7�$7�,�!�A,�(&
��&��
�A��e����n�� BHT 
*�8 ERT -V�	# $=,� IC50 �A,�(& 0.175 mg/ml *�8 0.019 mg/ml �������& ��������!�&�A!�&<�(��
A���	 IC50  %8� +�
��
(�<	 F-serum  *�8 1 kD-Permeate # $<��!(",�
��
(��"��,�	
,"� 
���� k (�[�A!� 17)  

 
�
�
���� 7  ���'�
 IC50 /��
��	�� ���+$�"� 

 
�
��	�� IC50 (mg/ml) 
F-serum 
10 kD-Retentate 
1 kD-Retentate 
1 kD-Permeate 
F-serum acetone pellets (0-20%, 40-60%, 60-0%, 
80-95%) 
F-serum acetone pellet - 20-40% 
1 kD-Retentate acetone pellets (0-20%, 
20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-95%) 

2.70 
8.70 
7.10 
6.90 
>20 
 

3.70 
>20 
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������ 14 '�
��
�
�(��	����*��� DPPH. /��
��
��=
� ERT, BHT  �+ /��
������
�
  �#���� ���� BC� ���+$�"����'�
��/C�/C���
� % 
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������ 15 '�
��
�
�(��	����*��� DPPH. /� F-serum �	+#"J�����'�
��/C�/C���
� % 
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������ 16 '�
��
�
�(��	����*��� DPPH. /� 1kD-Retentate �	+#"J�����'�
��/C�/C���
� % 
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%�(E$��[�#�����	A!� 7 ��������=,� IC50 E�	
��
(�*�,�8?��������!�&�A!�&�$"�

��="&=��#��[�(��)*A,	 %8A��# $� +�=,�(�����!�&�A!�&A!�?��%�EV�� (�[�A!� 17) 

 

 
 

         ������ 17  ��!��" ��������������'�
 IC50 /��
������
� ���+$�"� 
    ( ���� �� <�A!�*
�	��'�=,��s�!�� (χ ± S.D.) %�((��A���	-��� 2 =��	) 
 
 

3.  ��	
�B
��"�
P�
���+	�QR� ������� ERT )��
��	�����
�
��
�
 

���"��,�	%�(������	����#�
,"��,�	 k %�((�����!��A�	 3 "��! =�� 
,"�<	* $	 

F-serum, 10 kD-Retentate, 1 kD-Retentate *�8 1 kD-Permeate ������8����$"����� DI # $7�$="��
�E$�E$���'� 20 mg/ml "������9
����8(�&7���� 7�$#�?,"	 2-4, 0.07-0.30, 0.18-0.83, 1.4-2 
mg/g dry weight �������& (����	A!� 8)    

��������
,"�<	* $	 F-serum *�8 1 kD-Retentate ���(�8(���$"��8-�@��?,"	
�,�	 k *�$"����8(��A�	 ��7�A��* $	 %�(����8����$"����� DI # $�!="���E$�E$� 20 mg/ml *�$"
A��(��"������9
����8(�&7���� (����	A!� 8) 7�$=,���[,#�?,"	�8 ",�	 0.12-0.53 *�8 0.18-
0.37 mg/g dry weight �������& 

��(%�(���
,"� supernatant  �	%�((���(�8(���$"� acetone ?,"	 80-95% 
E�	 1 kD-Retentate -V�	��'�
���8���#

!?��,��%�XV	�E$� EV����[,(&
!E�	<	 1 kD-Retentate A!�
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�����
(����*�( ��������7��8� �
,"� acetone *�8������( %�
��
,"�A!�� ����(��&* $	*�$"
���7��&�,�A!���9 Z[�� 60 o- "�	A��	7"$#�@X�[�="��?���*&&
�gg�(�w ��'��"�� 1 "� %�(���
�8����8(���$"����� DI # $7�$="���E$�E$���'� 20 mg/ml 
����X"������9
����8(�&7���� 
7�$�A,�(& 0.37 mg/g dry weight (����	A!� 8) 

%�(<�(��A���	�!��&",�
��
(�
,"�<	* $	 
,"�# g,# $�����9
����8(�& 
7����
[	(",�
��
(�
,"�A!��(�8-�@��*�8
,"� supernatant  �	%�((���(�8(���$"� 
acetone ?,"	 80-95% @��<	 F-serum # $=,������9
����8(�&7������(A!�
�� �����9
��A!�    

7�$��� ��%�((���A!�&�A,������9 ERT @��#?$"��!��� ERT A!�="���E$�E$��,�	 k (2.5-200 µM) 
���,"�"��=��8 �#�(��)����n�� (�[�A!� 18) 

 

 
 

 ������ 18 	�
T�
��=
�/� ERT ���)$C�"�'�
+BU��"�
P�
�QR�)��
��	�� 
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�
�
���� 8 ��"�
P�
�QR�)��
��	�� ���+$�"� 
 

�
������
� ���
B��	�+	� BC�(g) ��"�
P�
�QR� 
(mg/g dry weight) 

���� spray dried 
F-serum 
10 kD-Retentate 
1 kD-Retentate 
1 kD-Permeate 

- 
- 
- 
- 
- 

 
2.00-4.00 
0.07-0.30 
0.18-0.83 
1.40-2.00 

F-serum ���� acetone precipitate * 
0-20% Acetone precipitated pellet 
20-40% Acetone precipitated pellet 
40-60% Acetone precipitated pellet 
60-80% Acetone precipitated pellet 
80-95% Acetone precipitated pellet 

 
0.1153 
0.4612 
5.7282 
1.7833 
1.2256 

 
0.28 
0.12 
0.32 
0.23 
0.53 

1 kD-Retentate ���� acetone precipitate ** 
0-20% Acetone precipitated pellet 
20-40% Acetone precipitated pellet 
40-60% Acetone precipitated pellet 
60-80% Acetone precipitated pellet 
80-95% Acetone precipitated pellet 

 
0.0961 
0.4243 
6.7872 
1.8756 
1.3216 

 
0.37 
0.18 
0.32 
0.23 
0.28 

Supernatant obtained after 80-95% Acetone 
precipitation of 1 kD-Retentate  

1.3885 0.37 

 
*, **  <�*
�	�(W98@���!�&� SDS-PAGE  �	�[�A!� 19, 20 
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 ������ 19  (�J����� SDS-PAGE ���Q�C�
		
��	�+	�+#"J���� F-serum 

     ?,�	A!�1    <	 F-serum  (,���(�8-�@�� 
      ?,�	A!� 2-6   F-serum  �	�(�8-�@��?,"	 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 
               80-95%  

 

 
 

������ 20  (�J����� SDS-PAGE ���Q�C�
		
��	�+	�+#"J���� 1 kD-Retentate 
  ?,�	A!�1  <	 1 kD-Retentate (,���(�8-�@�� 
  ?,�	A!� 2-6   1 kD-Retentate  �	�(�8-�@��?,"	 0-20%, 20-40%, 40-60%, 
                60-80%, 80-95%  
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4.  	
���
��"�*�R"d �+�"�'�
+BU��"�
P�
� ERT  
4.1  	
���
��"�*�R"d�
� ERT �
	�� BC� F-serum  

   �����	%�(
,"�E�	
��
(�%�( F-serum �[�E�	<	* $	 �&",��!
��      
7������[,#�?,"	 2-4 mg/g dry weight (����	A!� 8) *�8# $=,� IC50 ����A!�
��=�� 2.70 mg/ml (����	A!� 
7) %V	���
��A!�7�$
,"��!�7�*�(<,��=�����A!�&��%��$"��%� Sephadex G-15 -V�	
����X*�(
��A!��!
@���(��E���# g, ( ���A!� 15-49) ��(7�7�$&�	
,"� (�[�A!� 21) *�$"�"&�"� ���A!� 50 XV	
 ���A!� 70 A��* $	@���&A!���9 Z[�� 60 o- �&",��!�����9
��7������8��9 2.04 mg/g dry 
weight 7�A��(��*�(�,��$"�=����� Biogel P-2  
����X*�((��,�
��7����7�$��'�
���!= (�[�A!� 
22)    
 
 

 
    ������ 21 	
� �		�*���
�QR�/��� F-serum ��
�'����U Sephadex  G-15 
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 ������ 22 	
� �		�*���
�QR�/��� F-serum ���������Q�C�
	'����U Sephadex 
  G-15 ��
�'����U Biogel P-2  
 

 %�(����"&�"� ����,�	 k &���"9�!=A!�# $�����9
��7����
[	 k (�[�A!� 22) 
-V�	7�$*(,  ���A!� 10-13,  ���A!� 18-21 *�8 ���A!� 22-24 A��# $* $	@���&A!���9 Z[�� 60 o- "�	
A��	7"$#�@X�[�="��?���*&&
�gg�(�w��'��"�� 1 "� *�$"�8���# $�!="���E$�E$���'� 25 mg/ml 
A�( k �"��,�	(,��A��(��"��=��8 � �=,� IC50 #�(���(%&����[���
�8 DPPH

. (����	A!� 9)  <�A!�7�$
�&",�
��A!��"&�"�%�(�!=A!� 1 ( ���A!�10-13) *�8�!= 2 ( ���A!�18-21)  �!=,� IC50 
[	(",� 25 
mg/ml 
,"�A!��"&�"�%�(�!=A!� 3 ( ���A!� 22-24)  �!=,� IC50 ��8��9 1.60 mg/ml (�[�A!� 23)  

 

 
 ������ 23 	�
T	
��"�'�
+BUB
'�
 IC50 /��
��������������
	��'��� 3 (B����� 22- 24) 
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�
�
���� 9  ���'�
 IC50 /��� F-serum �
	/�����	
���
��"�*�R"d�C��'����U Biogel P-2 
 

B�� IC50  (mg/ml) 

10-13 
18-21 
22-24 


[	(",� 25 

[	(",� 25 
1.60 

 
���
���8���%�( ����,�	 k #�*�,�8�!=7�"��=��8 ��,��$"�"��! TLC *�$"�$��

�$"�
���8��� ninhydrin @��
�,��"$�7�A!�8 2  ��� A�����!�&�A!�&(&
������n�� ERT �&",�
 ���A!� 22, 24 �!*X& �(A!���	(&
������n���!=,� Rf = 0.16 (�[�A!� 24) *�8��������7�A�
�&
="��
����X#�(���(%&����[���
�8�$"�(���(���|�(�����
!�$��(&
���8��� DPPH. (+
���(|<���'�*X&
!� ���	&������,"	 #� ���A!� 16-24 *�8�!
,"�E�	*X&A!���	(&
��
����n�� ERT (�[�A!� 24) *�8�	�&",��!="��
����X#�(���(%&����[���
�8 DPPH. 7�$�! (�[�A!� 
25) *
�	",�
���8���#� ����	(�,�"�,�%8�! ERT 

 

 
 

������ 24 	
��"�'�
+BU�C���"R� TLC /��� F-serum �
	��'�����
�'����U Biogel P-2 ����������� 
 	���
��
��=
�  ERT �"��
���!
�)�C �� UV (�����/����� �����
���/�B��) 
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 ������ 25 	
��"�'�
+BU'�
��
�
�()�	
���	����*���"��+�C���"R�  TLC /���            
    F-serum �
	��'�����
�'����U Biogel P-2  �+�
��
��=
�  ERT  �"��
���
    J��	
��C��C���
��+�
� DPPH. (�����/����� �����
���/�B��) 

 
%�(<�(��"��=��8 ��$"� TLC �!=A!� 3 ( ��� 22-24) �!*X& �(A!���	(&
��

����n�� ERT *�8�!=,� IC50 ���� ��$��(&�!�����9
��7����
[	 %V	7�$����!=�!�7�"��=��8 ��,�
�$"� HPLC @�����!�&�A!�&(&(��)����n���8 ",�	="���E$�E$�E�	
������n�� ERT (&
����A!�#�$�!= �	*
�	#��[�A!� 26 %�((��"��=��8 ��$"�"��! HPLC ����!=A!�*
�	 ERT %8�!=,��!�A�-
?�7A�� (retention time, TR) ��8��9 3.14-3.15 ��A! A��&7�$%�((��s!�
��A!��!="���E$�E$�
�����EV�������� k %87�$�!=A!��!����A!������EV���?,�(�@��A!��!=���� k �!(�����!���*��	��!�	��+(�$�� 
*
�	�"��,�	�	�[�A!� 27 -V�	��'�@=���@A*(��E�	
������n��A!�="���E$�E$� 10 µg/ml *�8�����
s!�
���"��,�	"��=��8 ����(f",�
���"��,�	�	(�,�"# $�!=A!��! retention time  (�A,�(& 3.149) A!�
��	(&E�	
������n�� ERT (�[�A!� 28)  �����A��(��=���"9 ������9�$"�(�����!�&�A!�&(&
����A!�#�$�!=E�	
������n�� ERT =,�A!�7�$%�((��=���"9 ������9
�� ERT #�<	�-���* $	�!
=,���8��9  1.50 µg/g �������'�(�������<� %V	7�$���
������n�� ERT 7�<
�(&
���8���
�"��,�	A!�A��(��"��=��8 � ���(|",�� +��!=A!��! retention time ��	(&
�������n�� ERT 
[	EV�� 
(�[�A!� 29)  
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  ������ 26 	�
T�
��=
��+B��
�'�
��/C�/C�/��
��
��=
� ERT  �+�i�����)�C��' ('������� 1) 

 
 
 
 

 
 

������ 27 J'��
J� 	��/��
��
��=
� ERT �
		
��"�'�
+BUJ�� HPLC ('������� 1) 
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 ������ 28 J'��
J� 	��/��
�QR� (ERT) ���Q�C�
		
���
��"�*�R"d�� F-serum  
  �"�'�
+BUJ�� HPLC 
 

 
 

 ������ 29 J'��
J� 	��/��
�QR� (ERT) B����
	Q�C����
��
��=
� ERT ��Q�
  )��
��+�
����������Q�C�
		
���
��"�*�R"d�� F-serum ����"�'�
+BUJ�� HPLC 
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4.2  	
���
��"�*�R"d ERT �
	�� BC�/� 1 kD-Permeate 
   <�(��A���	A!�"��=��8 �@��"��! HPLC E�	(��A��&��
�A��e
�� ERT %�(
<	* $	 F-serum %8� +�7�$%�(�!=�[�A!� 28 ",��	=	�!
����������[, <[$"�%�%V	���
,"�<	 1 kD-
Permeate -V�	�!="��&��
�A��e*�8�!@���!���������}~���$��(",�<	 F-serum ����87�$(��	<,�� 
membrane A!��! MWCO E��� 1 kD *�$" 
��A!���[,#�
,"��!�%8�! MW ��+((",� 1 kD -V�	 ERT �! MW 
��8��9 229.3 ����� *�8�����9
��7����#�
��
,"��!��!=,���	%�(<	 F-serum (����	A!� 8) 
%V	���<	 1 kD-Permeate ��
(�*�8A��(��A���	�?,���!�"(&"��!A!�#?$(&<	 F-serum ��������
��
*�(<,��=����� Sephadex G-15 
����X*�(
��A!��!@���(��E���# g, ( ���A!� 20-49) ��(7�
7�$&�	
,"� (�[�A!� 30) ���
���8���#�*�,�8 ���7�"�=,�="��
����X�(%&����[� DPPH. 7�$
�	�[�A!� 31 ����(�"&�"� ���A!�# $�����97����*�8=,�="��
����X�(%&����[� DPPH. 
[	 k  
( ���A!� 50 XV	 ���A!� 60) A��* $	@���&A!���9 Z[�� 60 o- �&",��!�����9
��7������8��9 
1.80 mg/g dry weight 7�A��(��*�(�,��$"�=����� Biogel P-2  
����X*�(
��7�$��'�
�	�!= 
(�[�A!� 32) *�$"���
���8���#�E������!�*�,�8 ���7�"�=,�="��
����X�(%&����[� DPPH. 
7�$<��	�[�A!� 33 
 
 

 
  ������ 30  	
� �		�*���
�QR��
	�� 1 kD-Permeate �C��'����U  
                Sephadex  G-15  
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        ������ 31  '�
��
�
�(��	����*��� DPPH. /��� 1 kD-Permeate ��� �	��
� 
          '����U Sephadex  G-15 
 
 
 

 
                     ������ 32   	
� �		�*���
�QR�/���  1 kD-Permeate ���������Q�C�
	'����U 
         Sephadex G-15 ��
�'����U Biogel P-2  
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  ������ 33  '�
��
�
�(��	����*��� DPPH. /��� 1 kD- Permeate B���	
� �	
    ��
�'����U Biogel P-2 
 

��������!�&�A!�&<�A!�7�$%�(=����� Biogel P-2 %8� +�",��!�!=
�	�!=A!��!�����9 
7����
[	  @���!=*�(�!�����9
��7����
[	(",��!=A!�
�	 *�,# $=,�="��
����X�(%&����[� 
DPPH. #(�$�=!�	(� %V	���
���8���*�,�8 �����"��=��8 ��$"� TLC *�$"�$���$"�
���8��� 
ninhydrin @��
�,��"$�A!�8 2  ��� A�����!�&�A!�&(&
������n�� ERT �&",� ���A!� 20-24 �!
*X& �(A!�#(�$�=!�	(&
������n����((",� ���A!� 10-18 (�[�A!� 34) *�8��������7�A�
�&
="��
����X#�(���(%&����[���
�8�$"�(���(���|�(�����
!�$��(&
���8��� DPPH.  (+
���(|<���'�*X&
!� ���	&������,"	#� ���A!� 14-24 *�8�!
,"�E�	*X&A!���	(&
������n�� 
ERT (�[�A!� 35) =��#�?,"	 ���A!� 20-24 *�8# $*X&
!� ���	�E$�(",� ������� k 
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 ������ 34  	
��"�'�
+BU�C���"R� TLC /��� 1 kD-Permeate �
	��'�����
�'����U Biogel 
   P-2 �����������	���
��
��=
� ERT �"��
���!
�)�C �� UV (�����/��
   ��� �����
���/�B��) 
 
 

 
 
������ 35  	
��"�'�
+BU'�
��
�
�()�	
���	����*���"��+�C���"R� TLC /��� 1 kD-Permeate 
  �
	��'�����
�'����U Biogel P-2  �+�
��
��=
� ERT �"��
���J��	
��C��C��
  �
��+�
� DPPH. (�����/����� �����
���B�
���/B��) 
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%�(<�(��"��=��8 � TLC %V	�"&�"� ��� 20-24 (�!=A!� 2) -V�	��'�&���"9�!=A!�# $
�����9
��7����
[	  *�8��'� ���A!��!*X& �(��	(&
������n�� ERT A��# $* $	@���&A!�
��9 Z[�� 60 o- "�	A��	7"$#�@X�[�="��?���*&&
�gg�(�w��'��"�� 1 "� *�$"�8���# $�!="��
�E$�E$���'� 25 mg/ml ���7� �=,� IC50 #�(���(%&����[���
�8 DPPH

. 7�$�A,�(& 1.40 mg/ml (�[�
A!� 36) *�8"��=��8 ��,��$"� HPLC @�����!�&�A!�&(&(��)����n���8 ",�	="���E$�E$�E�	
��
����n�� ERT (&����A!�#�$�!= (�[�A!� 37) 
���8��� ERT ����n��%8�!=,��!�A�?�7A�� (retention 
time, TR) ��8��9 2.93-3.09 ��A! *
�	�"��,�	�	�[�A!� 38 -V�	��'�@=���@A*(��E�	
��
����n��A!�="���E$�E$� 10 µg/ml *�8�����s!�
���"��,�	"��=��8 ����(f",�
���"��,�	�	(�,�"
# $�!=A!��! retention time  (�A,�(& 3.02) A!���	(&E�	
������n�� ERT (�[�A!� 39)  �����A��(��
=���"9 ������9�$"�(�����!�&�A!�&(&����A!�#�$�!=E�	
������n�� ERT =,�A!�7�$%�((��
=���"9 ������9
�� ERT #�<	 1 kD-Permeate ��[,A!���8��9  1.18µg/g -V�	�	=	�!�����9
=,��E$�	�$���?,���!�"(&A!��&#�<	 F-serum 

 
 

 
 

������ 36 ��	
��"�'�
+BUB
'�
 IC50 /��
��+�
�����������
	��'��� 2 (B�����20- 24) 
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������ 37  	�
T�
��=
��+B��
�'�
��/C�/C�/��
��
��=
� ERT  �+�i�����)�C��' ('������� 2) 

 
 

 

 
 

������ 38 J'��
J� 	��/��
��
��=
� ERT �
		
��"�'�
+BUJ�� HPLC ('������� 2) 
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 ������ 39  J'��
J� 	��/��
�QR� (ERT) ���Q�C�
		
���
��"�*�R"d�� 1 kD-Permeate 
   �"�'�
+BU�C�� HPLC                            
 
 

5.  	
�jk	l
�
��C
��*���"��+��
��		��+�"J� 
�=��!���	��",�(���8��@� ���?��� �?,� cysteine, tryptophan, tyrosine, 

methionine, phenylalanine, histidine, proline  
����X�$������[���
�87�$ -V�	 cysteine �!mA��e�$��
�!A!�
����	�	��=�� tryptophan, tyrosine �������&  (Sharp et al., 2004) *�8@��A�" k7�(��     
�8��@�%8�!mA��e�$������[���
�87�$�!#�
Z�� pH ��'��,�	
[	 (Marcuse, 1960) %�(<�(��wV(W�
#� "E$�A!� 4 (�[�A!� 24, 34 *�8�[�A!� 25, 35) A��# $A��&",�
��A!��!mA��e�$������[���
�8#�
��
(�
%�(������	�����!A�	
��(��,�7���� �?,� ERT *�8
��(��,�(���8��@����� k  ���?��� -V�	�$��7�$
�$"� Ninhydrin *�8
���8��� DPPH.   %V	���<	 1 kD-Permeate -V�	��'�
���"��,�	A!��!
="��
����X#�(���$������[���
�87�$�! %�(<�(��A���	 "E$�A!� 3 *�8(���8��@�����n��
?���A!��! side chain ��8(�&�$"� �[, aliphatic =�� alanine, glycine;  �[, alkaline amino =�� 
arginine, lysine, histidine;  �[, thiol =�� cysteine, methionine;  �[, acidic amino =�� glutamic acid; 
 �[, aromatic =�� phenylalanine, tryptophan, tyrosine *�8  �[, cyclic amino =�� proline ��
"��=��8 ��$"��|�(����� DPPH. �&",�(���8��@�A�(?��� *�8 
���8���<	 1 kD-Permeate 
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�(���|�(�����(&
���8��� DPPH. # $
����8(�&
!� ���	 *
�	",�(���8��@�A!������A�
�&
A�	 ���!="��
����X#�(���(%&����[� DPPH. 7�$ -V�	*X&
����8(�&
!� ���	A!��(��EV��&�
*<,� TLC E�	<	 1 kD-Permeate �!���* �,	(���=�����A!�A!��,�%8
����$�	(&(���8��@� glycine, 
arginine, lysine, histidine, cysteine, glutamic acid, glutamine *�8 ERT A!��$�����
! ninhydrin *�8
�&",�
���8���<	 1 kD-Permeate �!&���"9*X&
!A!��$����� ninhydrin ��((",�A!��$���$"�

���8��� DPPH. (�[�A!� 40) 

 

 
 

 ������ 40  	
��"�'�
+BU'�
��
�
�()�	
���	����*���"��+�C���"R� TLC /� 
   	��+�"J��
��=
�  �+ �� 1 kD-Permeate �"��
���J��)$C�
��+�
�  
   DPPH.  �����������	���� 1 kD-Permeate ����C��C���� ninhydrin ( (�/�
�*�) 
 


�� �&<	* $	A!� ���!��7�$%�(
,"�#
 �	(�����<	 1 kD-Retentate7��(          
�8-�@��#�?,"	 80-95%  ��������7�"��=��8 �@��#?$"��! TLC �&*X& �( 3 *X&# $<�&"((&
�|�(����� ninhydrin @��A�	 3 *X&# $
!������$���$"�
���8��� DPPH. �?,�(� *�8��������!�&�A!�&
(& Rf E�	(���8��@�����n�� �,�%8��8(�&�$"�(���8��@� histidine, glutamine, tyrosine (�[�
A!� 41,42) 
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 ������ 41  	
������������ (��"��� ninhydrin �
	�"R� TLC /�	��+�"J��
��=
� �+
   �
��+�
�����)�B���	
��	+#"J��$��� 80-95% /� 1 kD-Retentate  
 

 
  
  ������ 42  	
��"�'�
+BU'�
��
�
�()�	
���	����*���"��+�C���"R� TLC/�	��+�"J�
    �
��=
�  �+����)�B���	
��	+#"J��$��� 80-95% /� 1 kD-Retentate 
    �"��
���J��)$C�
��+�
� DPPH.  
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�����	%�((��"��=��8 �
���$������[���
�8A!���'�(���8��@��$"�"��! TLC *�$"
�$��
!�$"��|�(����� Ninhydrin *�8 DPPH. 
����X# $<�#��?�	=�9Z��",��!(���8��@� ���?���
#� 1 kD-Permeate A!�A�� �$�A!���'�
���$������[���
�8 %�((�����
��
(� 1 kD-Permeate 7�
"��=��8 ��,��$"�"��! LC-MS/MS A��# $���
����X7�$=,�(��"��=��8 �A�	�?�	=�9Z��*�8�����9XV	

,"���8(�&E�	(���8��@�#�
,"� 1 kD-Permeate �	�!� (����	A!� 10) 

 
    �
�
���� 10  ���$�"� �+��"�
P/�	��+�"J������)��� 1 kD-Permeate 
 

$�"� Amino acid ��"�
P Amino acid (mg/g) 
Arginine 1.94 
Alanine 8.04 
Aspartic acid 28.93 
Cysteine 1.24 
Cystine 1.51 
Glutamine 0.50 
Glutamic acid 35.05 
Glycine 2.12 
Histidine 0.04 
Isoleucine 1.48 
Lysine 0.42 
Leucine 0.19 
Proline 4.44 
Phenylalanine 0.11 
Serine 2.97 
Tyrosine 0.43 
Tryptophan 0.06 
Threonine 6.78 
Valine 0.79 
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บทที่  4 
 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

1.  การเตรียมสารสกัดจากน้ํายางพารา 
สารตัวอยางเซรั่ม (F-serum) ที่ไดจากน้ํายางพาราโดยการนําไปกรองผานเครื่อง

อัลตราฟลเตรชั่น (ultrafiltration) ซ่ึงจะแยกสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลตางกันออกจากกัน สารที่มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงจะถูกกักอยูบนแผนอัลตราฟลเตอรเมมเบรน (ultrafilter membrane) โดยสารที่มี
ขนาดใหญกวารูพรุนของฟลเตอร (filter) จะถูกกักอยูภายในฟลเตอร ทําใหมีความเขมขนมากขึ้น
ขณะที่สารซึ่งมีโมเลกุลเล็กและน้ําจะผานรูพรุนของเมมเบรนออกมาได (Http://www.sithiphorn.com/ 
newweb) การทดลองนี้ทําการกรองสารผานเมมเบรนขนาด 10 kD และ 1 kD ซ่ึงสารจะถูกแยก
ออกเปน 3 สวน คือ 10 kD-Retentate สารที่อยูในชั้นนี้จะมีขนาดโมเลกุลใหญกวา 10 kD, 1 kD-
Retentate สารมีขนาดโมเลกุลชวงตั้งแต 1 kD แตต่ํากวา 10 kD และ 1 kD-Permeate สารมีขนาด
โมเลกุลต่ํากวา 1 kD ในการคัดแยกสารโดยวิธีนี้สารตัวอยางมีคาความเปนกรดดางคงที่ และเกิดการ
สูญเสียสภาพของสารตัวอยางนอยกวาการแยกสารชีวเคมีดวยวิธีอ่ืน เนื่องจากเปนการคัดแยกสาร
ทางกายภาพ สารตัวอยางที่ไดจากการคัดแยกดวยเครื่องอัลตราฟลเตรชั่นในแตละสวนจะถูกแปรรูป
จากสารละลายไปเปนผงแหงดวยเครื่องอบแหงแบบพนฝอย (spray dryer) กระบวนการนี้ ตองใช
อากาศที่มีความรอนสูงไปปะทะกับอนุภาคฝอยของสารละลายที่พนเขามาเพื่อใหอนุภาคแหง 
(Http://en.wikipedia. org/ wiki/spray-drying) ทําใหโปรตีนหรือสารประกอบที่อยูในเซรั่มซึ่งไม
สามารถทนความรอนไดสลายตัวไปบางสวน โดยการอบแหงแบบพนฝอย จะเปนวิธีที่ชวย   แปร
รูปสารตัวอยางเหลวใหอยูในสภาพผงแหงที่สามารถเก็บรักษาไวไดนาน จากการทดลองปริมาณ
สารตัวอยางตอกรัมที่ไดจากการผานเครื่อง spray dryer จะขึ้นอยูกับความเขมขนของสารละลายโดย 
10 kD-Retentate 1 มิลลิลิตร จะไดสารตัวอยางประมาณ 34 มิลลิกรัม 1 kD-Retentate 1 มิลลิลิตร จะ
ไดสารตัวอยางประมาณ 11 มิลลิกรัม และ 1 kD-Permeate 1 มิลลิลิตร จะไดสารตัวอยางประมาณ 3 
มิลลิกรัม เมื่อศึกษาประสิทธิภาพการแยกสารตามขนาดโดยทําอิเล็กโตรฟอรีซิส (รูปที่ 19, 20) 
พบวาเมมเบรน 10 kD และ 1 kD มีประสิทธิภาพในการแยกขนาดของสารออกเปนลําดับสวน จึงทาํ
ใหสามารถกําจัดโปรตีนบางสวนที่ไมตองการไดหลังการกรองผานเครื่องอัลตราฟลเตรชั่น ซ่ึง
ประสิทธิภาพของเมมเบรนในการแยกสารขึ้นกับปจจัยที่เกี่ยวของที่มีผลตอ ขนาดรู (Pore size) และ
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ความพรุน (Porosity) ของเมมเบรน เชน เสถียรภาพตอสารเคมีและความรอน เปนตน (ขันทอง      
สุนทราภา, 2547)  

 
 

2.  ผลการทดสอบความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH. ของสารตัวอยาง 
การทดสอบความสามารถดักจับอนุมูล DPPH. ในสารละลาย เปนวิธีที่นิยมใชกัน

ทั่วไปสําหรับตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดในเบื้องตน (Zhu et al., 2002) ซ่ึงอาศัย
หลักการคือ เมื่ออนุมูล DPPH.  ในสารละลายสีมวงเขมไดรับอิเล็คตรอนหรือ H. จากสารทดสอบจะ
กลายเปนสารประกอบ DPPH ที่เสถียรข้ึนและไมมีสีมวงเขมเหมือนกับ DPPH. ทําใหตรวจวัด
ความสามารถดักจับอนุมูล DPPH. ของสารสกัดได จากคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH. ที่
ลดลงดังกลาว (Brand-Williams et al. 1995) ในการทดสอบสารสกัดตัวอยางทั้ง 4 ชนิด คือ F-
serum, 10 kD-Retentate, 1 kD-Retentate, 1 kD-Permeate ปรากฏวาใหคา IC50 ตางกัน โดย F-serum 
ใหคาต่ําสุด และ 1 kD-Permeate ใหคาต่ํารองลงมา ทั้งนี้นาจะเปนเพราะใน F-serum ประกอบไป
ดวยสารตานอนุมูลอิสระทุกขนาด รวมทั้งกลุมเอนไซมตานอนุมูลอิสระ ซ่ึงจะไมพบกลุมเอนไซม
เหลานี้ในสวนของ 1 kD-Permeate ในขณะที่ สวน F-serum ที่ตกตะกอนชวงความเขมขน acetone  
0-20%, 40-60%, 60-80%, 80-95% และสวน 1 kD-Retentate ที่ตกตะกอนชวงความเขมขน            
0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-95% ใหคา IC50 สูงกวา 20 mg/ml ทําใหทราบวาสารสกัด
โปรตีนชนิดเหลานี้ มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH. ไดไมดีนัก ทั้งนี้อาจเปนเพราะ
กลุมเอนไซมตานอนุมูลอิสระที่มีอยูไมสามารถทํางานไดเต็มที่ เพราะ cofactor จําพวกธาตุตาน
อนุมูลอิสระ(Cu, Mn, Zn) ที่จําเปนสําหรับการทํางานของกลุมเอนไซมดังกลาวถูกแยกสวนออกจาก
การกรอง มีแตตะกอน F-serum ที่ตกในชวงความเขมขน acetone  20-40% ที่ใหคา IC50 คอนขางต่ํา 
คือ 3.7 mg/ml ซ่ึงโปรตีนสวนนี้อาจจะเปนกลุมโปรตีนตานอนุมูลอิสระจําพวก Metallothioneine 
ซ่ึงเคยมีรายงานการสกัดน้ําผักและผลไมที่ผานการทําใหเปนผงแหงแลวนําไปตกตะกอนอะซิโตน
พบกลุมโปรตีนที่มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ (Gene et al., 2004) สําหรับสารสกัดที่
แสดงฤทธิ์ตานอนุมูล DPPH. ไดดีที่สุด ไดแก F-serum โดยมีคา IC50 ต่ําที่สุดคือ 2.7 mg/ml ซ่ึง
จัดเปนฤทธิ์ที่คอนขางดี เมื่อเทียบกับสารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห คือ BHT ซ่ึงใหคา IC50 เทากับ 
0.03 mg/ml  

นอกจากนั้นผลที่ไดแสดงวา F-serum ซ่ึงมีสภาพธรรมชาติที่สุดที่พบไดในน้ํายาง 
มีประสิทธิภาพสูงสุด (ที่มีคา IC50 ประมาณ 2.7 mg/ml ) ในการตานอนุมูลอิสระ และสูงกวา 1 kD-
Permeate ( 6.9 mg/ml ) ประมาณ 2.5 เทา ทั้งนี้เพราะ 1 kD-Permeate ปราศจากสารโมเลกุลใหญ 
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ประเภท แอนตี้ออกซิเดนทเอนไซม เชน ซุปเปอรออกไซดดิสมิวเตส และคาตาเลส ที่พบวามีอยูใน 
F-serum (Wosilait and Nason, 1954; Viljoen et al., 1983; Lind et al., 1982) 

 
 

3.  ผลการหาปริมาณไธออล รวมท้ัง ERT ในสารสกัดน้ํายางพารา 
การหาปริมาณไธออลรวมทั้ง ERT จะหาจากสารสกัดจากน้ํายางพาราในทุก ๆ 

สวนดวยการเตรียมสารสกัดโดยวิธีการตาง ๆ เพื่อหาวิธีการเตรียมสาร ERT โดยหลักการในการวัด
มีกลไก คือ สาร 2,2’-Dipyridyl disulphide จะเขาทําฏิกิริยากับหมูไธออลเกิดสารประกอบ 2-
thiopyridone สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 343 nm (Jan et al., 1974) วิธีการนี้จึง
ไมจําเพาะตอการวัดสาร ERT เพราะสามารถทําปฏิกิริยากับสารที่มีหมูไธออลชนิดอื่น ๆ ไดดวย  

ในขั้นแรกของการทดลองจะหาจากสารสกัดของน้ํายางพาราที่กรองผานเมมเบรน 
ขนาดตาง ๆ แลวทําใหเปนผงแหงดวยการ spray dry พบวาสารสกัดผงแหง F-serum มีปริมาณ     
ไธออลมากที่สุด คือ อยูในชวง 2-4 mg/ml ซ่ึงสารสกัดสวนนี้ยังไมไดผานการกรองดวยเมมเบรนทํา
ใหสารสกัดยังคงเปนสารสกัดแบบหยาบที่รวมสารตาง ๆ ไวมากมาย แตเมื่อวัดปริมาณไธออลใน
ผงแหง 10 kD-Retentate และ  1 kD-Retentate พบปริมาณคอนขางนอยไมเกิน 1 mg/g dry weight 
เพราะสารสวนนี้ผานการกรองดวยเมมเบรน ขนาด 10 kD และ 1 kD ซ่ึงสารที่ถูกกักอยูในชั้นนี้จะมี
ขนาดโมเลกุลใหญกวา 10 kD และชวงตั้งแต 1 kD แตต่ํากวา 10 kD โดยสารกลุมไธออลมีขนาดต่ํา
กวา 1 kD ไมนาจะพบอยูในสารสกัดสวนดังกลาว เหตุที่ตรวจพบปริมาณนอยในชั้นนี้อาจเปน
เพราะขั้นตอนการลางเมมเบรนไมทั่วถึง จึงทําใหมีสารไปติดตามรูพรุนของเมมเบรน และปจจัยใน
การแยกสารที่สงผลตอเมมเบรนดังไดกลาวมาแลว สวนในผงแหง 1 kD-Permeate ซ่ึงเปนสาร
ตัวอยางที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา มีสีน้ําตาลละลายน้ําไดดี แตแทบจะไมสามารถละลายในตัวทํา
ละลายอ่ืน ๆ ไดเชน methanol และ ethanol พบปริมาณอยูในชวง 1.4-2 mg/g dry weight มีมาก รอง
จากผงแหง F-serum เพราะสารสกัดในชั้นนี้จะมีสารที่มีขนาดโมเลกุลต่ํากวา 1 kD ซ่ึงรวมทั้งสาร
กลุมไธออลสามารถผานขนาดรูของเมมเบรนมาอยูในชั้นนี้ แตปริมาณยังนอยกวาในผงแหง F-
serum  เพราะ   F-serum ยังประกอบไปดวยสารขนาดใหญที่ประกอบดวยหมูไธออลดวย เชน 
เอนไซมทรานกลูทามิเนส และอาจเนื่องจากการที่สารบางสวนติดคางอยูที่เมมเบรนหรือมีการ
สูญเสียไปในกระบวนการคัดแยกสาร 

นอกจากนี้ไดทดลองใชวิธีเตรียมสารโดยการตกอะซิโตนซึ่งวิธีการนี้สามารถใช
ตกตะกอนเอนไซมหรือโปรตีนไดเปนกลุม โดยอาศัยหลักการที่อะซิโตนจะไปลดคากิจกรรม
ความสามารถในการทําละลายของน้ําโดยมีผลตอคาคงที่ไดอิเลคตริค (dielectric constant) ของ
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สารละลายที่มีน้ําเปนตัวทําละลายลดลง ทําใหความสามารถในการเปนตัวทําละลายของน้ําลดลง 
เมื่อเพิ่มความเขมขนของอะซิโตนมากขึ้นเรื่อย ๆ จนถึงจุดที่แรงกระทําระหวางโมเลกุลของโปรตีน
ในสวนของพลังงานไฟฟาสถิตยบนโมเลกุลโปรตีนมีแรงกระทําที่สูงกวาแรงกระทําระหวาง
โปรตีนกับน้ํา เกิดการรวมตัวกันของโมเลกุลโปรตีนจึงตกตะกอนลงมาได (Http://www.agro.cmu. 
ac.th/e-book/protein) โดยไดเลือกสารสกัดผงแหง F-serum และ 1 kD-Retentate เพราะวัดปริมาณ 
ไธออลเบื้องตนมีปริมาณอยูในกลุมมากที่สุด และสารสกัดสวนนี้ยังเปนสารสกัดแบบหยาบการ
ตกอะซิโตนอาจชวยทําใหสารสวนนี้บริสุทธิ์ขึ้น และอาจแยกกลุมสารไธออลที่ตองการออกมาเพื่อ
ทําบริสุทธิ์ตอไป ผลการทดลองที่ไดพบวาเมื่อนําตะกอนที่ไดจากการตกอะซิโตนชวงตั้งแต 0-20%, 
20-40%, 40-60%, 60-80% และ 80-95% ของสารสกัดผงแหงทั้งสองสวน ทําอิเล็กโตรฟอรีซิส เห็น
แถบโปรตีนที่ปรากฏโปรตีนขนาดตาง ๆ ชวง 14-94 kD (รูปที่ 19 และ 20) และเมื่อวัดปริมาณ     
ไธออลในตะกอนทุกชวงความเขมขนของอะซิโตนพบวามีสารไธออลสูงสุดอยูที่ 0.53 mg/g dry 
weight   จึงอาจเปนไปไดวาสารกลุมไธออลสวนหนึ่งเปนกลุมโปรตีน  

 
 

4.  การทําบริสุทธิ์และหาปริมาณสาร ERT  
4.1  การทําบริสุทธ์ิ ERT จากผงแหงของ F-serum 

   การทดลองนี้เลือกทําบริสุทธิ์สาร ERT จากผงแหง F-serum เพราะจาก
การทดลองวัดปริมาณไธออล (ตารางที่ 8) พบวาสารในสวนนี้ใหปริมาณมากที่สุด จึงนาจะเหมาะที่
จะเปนสารตั้งตน โดยจะแยกผานคอลัมนที่บรรจุดวยเจล Sephadex G-15 ซ่ึงสามารถแยกสารที่มี
โมเลกุลขนาดตั้งแต 0-1500 ดาลตัน ทําใหแยกโปรตีนขนาดใหญกวา 1500 ดาลตัน ออกไปได (รูป
ที่ 21) จากการรวบรวมหลอดที่มีสารไธออลสูง พบวามีปริมาณไธออลประมาณ 2.04 mg/g dry 
weight เมื่อแยกตอดวยคอลัมน Biogel P-2  สามารถแยกสารไดเปนสามพีคที่ใหปริมาณไธออล 
ใกลเคียงกัน (รูปที่ 22) จึงนําสารละลายจากหลอดตาง ๆ ในแตละพีคไปวิเคราะหตอดวยวิธี TLC 
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ERT พบหลอดสารละลายมีแถบหลักตรงกับสารมาตรฐาน หาคา Rf 
เทากับ 0.16 เนื่องจากการเคลื่อนที่ของสารอินทรียบนแผน TLC จะแปรผันโดยตรงกับสภาพขัว้ของ
ตัวเคลื่อนที่ ขณะที่ตัวเคลื่อนที่เคลื่อนที่ผานไปบนตัวอยูกับที่ ตัวเคลื่อนที่จะดึงเอาสารอินทรียที่ถูก
ดูดซับเคลื่อนที่ไปดวย สารอินทรียใดที่มีสภาพขั้วใกลเคียงกับตัวเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ไปไดไกลกวา
(แมน อมรสิทธิ์ และอมร เพชรสม, 2535) แสดงวาสารละลายในหลอดทดลองมีความสามารถใน
การละลายใกลเคียงกับสารมาตรฐานเพราะเคลื่อนที่ไปไดเทา ๆ กัน และเมื่อทดสอบความสามารถ
ในการดักจับอนุมูลอิสระดวยการเกิดปฏิกิริยาสียอมกับสารละลาย DPPH.  ก็ปรากฏผลเปนแถบสี
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เหลืองบนพื้นมวง (รูปที่ 25) แสดงวาสารละลายในหลอดดังกลาวมีความสามารถในการดักจับ
อนุมูล DPPH. ได จึงรวบรวมหลอดจากพีคเหลานั้น และไดพีคที่มีคา IC50 ต่ําสุดประมาณ 1.60 
mg/ml (ตารางที่ 9) ไปวิเคราะหตอดวย HPLC โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางความ
เขมขนของสารมาตรฐาน ERT กับพื้นที่ใตพีค ซ่ึงชวงความเขมขนของสารมาตรฐานที่ใหกราฟเปน
เสนตรงจะอยูในชวง 2.5-200 µM ผลการทดลองพบสารมาตรฐาน ERT มีคารีเทนชันไทม 
(retention time, TR) ประมาณ 3.14-3.15 นาที ในขณะที่สารตัวอยางดังกลาวใหพีคที่มี retention 
time  เทากับ 3.149 อยูในชวงที่ตรงกับสารมาตรฐาน (รูปที่ 28)  แตยังคงมีพีคของสารอื่น ๆ ปรากฏ
ใหเห็นดวย สารที่ไดจึงยังคงเปนสารกึ่งบริสุทธิ์ดวยเหตุนี้คา IC50 ที่ไดมีคาสูงเมื่อเปรียบเทียบกับคา 
IC50 ของสารมาตรฐาน ERT ที่มีคาเทากับ 0.019 mg/ml เมื่อคํานวณหาปริมาณสาร ERT ในผงเซรั่ม
แหงมีคาประมาณ  1.50 µg/g ยืนยันผลดวยการนําสารมาตรฐาน ERT ไปผสมกับสารละลาย
ตัวอยางที่ทําการวิเคราะห ปรากฏวาเห็นพีคที่มี retention time ตรงกับสารมาตราฐาน ERT สูงขึ้น 
(รูปที่ 29) ผลการทดลองที่ไดจึงนาจะยืนยันไดวา ในน้ํายางมีสารไธออลชนิด ERT อยูดวย แมจะมี
ปริมาณคอนขางนอยมากแตก็อยูในชวงที่เคยมีรายงานไวชวง  0.0-5.0 mg/ยางสด 100 ml 
(Pakianathan et al., 1992) 
 

4.2 การทําบริสุทธ์ิ ERT จากผงแหงของ 1kD-Permeate 
 เมื่อเลือกทําบริสุทธิ์สาร ERT จากผงแหง F-serum ยังคงไดสาร ERT กึ่ง

บริสุทธิ์ จึงเลือกผง 1 kD-Permeate มาทําบริสุทธิ์อีกครั้ง เพราะสารสวนนี้มีความบริสุทธิ์มากกวา
และมีปริมาณไธออลมากเปนอันดับสองรองจากผง F-serum เนื่องจากไดผานการกรองดวย           
เมมเบรนขนาด 1 kD มีสารขนาดโมเลกุลต่ํากวา 1 kD และแยกสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวา 1 kD 
ออกไปไดเปนสวนใหญ แลวนํามาแยกตอโดยผานคอลัมน Sephadex G-15 ในรูปที่ 30 เมื่อติดตาม
การแยกของสารโดยการวัดปริมาณไธออล พบวามีสารกลุมนี้อยูในชวงกวางไมสามารถเลือกไดวา
จะรวบรวมชวงใดไปทําบริสุทธิ์ดวยคอลัมน Biogel P-2 ตอ จึงติดตามผลการแยกตอดวยการวัด
ความสามารถในการดักจับอนุมูล DPPH. (รูปที่ 31) ทําใหทราบวาควรจะเลือกรวบรวมชวงหลอด
ใดไปทําแหง เมื่อนําสารละลายที่รวบรวมไดไปผาน Column Biogel P-2 แยกสารไดสองพีคดังรูปที่ 
32 พีคแรกมีปริมาณไธออลสูงกวาพีคที่สอง แตเมื่อวัดคาความสามารถในการดักจับอนมูล DPPH. 

คาที่ไดไมแตกตางกัน จึงนําสารละลายแตละหลอดวิเคราะหตอดวย TLC ทําเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน ERT พบแถบหลักของสารละลายในหลอดที่ 20-24 ตรงกับสามาตรฐาน ERT ในขณะที่
หลอดอื่น ๆ ไมปรากฏวาตรงกัน และเมื่อทดสอบความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระดวยการ
เกิดปฏิกิริยาสียอมกับสารละลาย DPPH. ก็ปรากฏผลเปนแถบสีเหลือง ในหลอดที่ 14-24 ซ่ึงในชวง
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หลอดที่ 20-24 พบแถบเปนสีเหลืองเขมมีตําแหนงใกลเคียงกับสารมาตรฐาน (รูปที่ 35)  จึงคาดวา
ถานําสารละลายในหลอดดังกลาวไปวิเคราะหตออาจพบสาร ERT สวนสารละลายในพีคแรกอาจ
เปนสารไธออลชนิดอื่น ๆ จากการรวบรวมหลอดดังกลาวไปทําแหง หาคา IC50 ในการดักจับอนุมูล
อิสระ DPPH. ไดเทากับ 1.40 mg/ml ต่ํากวาผง F-serum เพียงเล็กนอย วิเคราะหตอดวย HPLC 
สารละลาย ERT มาตรฐานจะมีคารีเทนชันไทม (retention time, TR) ประมาณ 2.93-3.09 นาที (รูปที่ 
38) คารีเทนชันไทมเมื่อเปรียบเทียบกับของผง F-serum ตางกัน 0.06-0.21 นาที เนื่องจากทําการ
วิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ตางเครื่องกัน คาที่ไดจึงคลาดเคลื่อน เมื่อพิจารณาพีคของสารในรูปที่ 39 
ยังคงมีพีคของสารอื่น ๆ ปรากฏใหเห็นอีกเชนกัน สารที่ไดจึงยังคงเปนสารกึ่งบริสุทธิ์  เมื่อ
คํานวณหาปริมาณดวยการเปรียบเทียบกับพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน ERT คาที่ไดจากการ
คํานวณหาปริมาณสาร ERT กึ่งบริสุทธิ์ จากผง 1 kD-Permeate มีคา 1.18 µg/g ไดปริมาณ yield 
นอยกวาการเตรียมจากผง F-serum ประมาณ 0.32 µg/g แต IC50 ของ ERT กึ่งบริสุทธิ์ที่เตรียมได
จากผง F-serum มีคาสูงกวาประมาณ 0.2 mg/ml ดังนั้นจึงเปนไปไดวาการทําบริสุทธิ์สาร ERT จาก
ผง 1 kD-Permeate นาจะไดสารที่มีความบริสุทธิ์มากกวา  

 
 

5.  การศึกษาสารตานอนุมูลอิสระจําพวกกรดอะมิโน 
กรดอะมิโนหลายชนิดมีฤทธิ์เปนสารตานอนุมูลอิสะ เชน tryptophan, tyrosine, 

cysteine,  สามารถตานอนุมูลอิสระไดดีที่ความเขมขนประมาณ 0.25-0.5 mM (Meucci et al., 1997) 
นอกจากนี้กรดอะมิโนที่มีโครงสรางเปนแบบวงแหวนรวมทั้ง histidine ก็สามารถใหฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระไดเชนกัน โดยทั้งกรดอะมิโน histidine และ cysteine เปนสารตั้งตนในการสังเคราะห
สารตานอนุมูลอิสระ ERT (Amir and Donald, 1962)  ผูวิจัยจึงสนใจที่จะวิเคราะหสารกลุม        
กรดอะมิโน ที่มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระดวย จึงเลือกศึกษาในผง 1 kD-Permeate ซ่ึง
มีความบริสุทธิ์และมีคา IC50 ต่ํากวาสารสกัดสวนอื่น ๆ จากผลการวิเคราะหดวย TLC พบวามี
กรดอะมิโนหลายชนิดในผง 1 kD-Permeate ที่ใหผลบวกกับปฏิกิริยา Ninhydrin และ DPPH. และ
นาจะเปนกลุมกรดอะมิโน glycine, histidine, cystein, glutamic acid, glutamine และ ERT แต
บริเวณแถบหลักที่ยอมติดสี ninhydrin พบวามีบริเวณกวางขวางกวาการยอมดวยสารละลาย DPPH. 
แสดงวาองคประกอบในสารละลาย 1 kD-Permeate มีคาความสามารถในการละลายใกลเคียงกับ
กรดอะมิโนมาตรฐาน และเกินกวาที่จะใหผลบวกกับการยอมดวย DPPH. จึงนําผง 1 kD-Permeate 
ไปวิเคราะหหาปริมาณและชนิดกรดอะมิโนตอดวยวิธี LC-MS/MS จะเห็นวาในเซรั่มน้ํายางมีกลุม
กรดอะมิโนถึง 19 ชนิด (ตารางที่ 10) รวมทั้งชนิดที่มี side chain ประกอบดวยหมู aliphatic (เชน 
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alanine 8.04 mg/g), alkaline amino (เชน arginine 1.94 mg/g), hydroxyl (เชน tyrosine 0.43 mg/g) 
และ thiol (เชน cysteine 1.24 mg/g) ซ่ึงเปนกรดอะมิโนกลุมที่มีศักยภาพในการตานอนุมูลอิสระได
ดี เปนตน (Marcuse, 1960) นอกจากนั้นยังพบวามีกรดกลูตามิก และแอสปารติก สูงมาก ทั้งนี้อาจ
เปนเพราะสวนหนึ่งของกรดกลูตามิกจําเปนสําหรับการสรางสารจําพวกพอลิอามีนที่จะตองใชเปน
สับสเตรทของเอนไซมพอลิอามีนออกซิเดส ในการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด เพื่อใชใน
ปฏิกิริยาการเชื่อมโยงสารลิกนิน ในกระบวนการสมานบาดแผลของตนยาง (Morgan and Drew, 
1997) หรือ ถูกใชเปนสารตั้งตนในการสรางสาร GABA (γ-Aminobutyric acid) ซ่ึงตองใชในการ
กระตุนกระบวนการสังเคราะห แอททีลีนที่ตองสรางขึ้นมาตอบสนองตอการเกิดบาดแผล สวน
แอสปารติก สามารถเปนสารตั้งตนสําหรับสรางกลูตามีนเปนตน (Arumugam et al., 1997)  

สําหรับผงแหงที่เตรียมไดจากสวนใสหลังการนําผง 1 kD-Retentate ไปตก          
ตะกอนดวยอะซิโตนในชวงความเขมขน 80-95%  สารสวนนี้ก็นาจะมีความบริสุทธิ์ในระดับหนึ่ง 
เพราะไดผานกระบวนการแยกสารและโปรตีนบางสวนออกไป อีกทั้งยังมาจากสวนใสหลังการ
ตกอะซิโตนในชวง 80-95% ของ 1 kD-Retentate ซ่ึงไดผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 1 kD แลว 
และสามารถวัดคา IC50 ไดเทากับ 3.7 mg/ml ซ่ึงเปนคาที่ไดต่ํากวาผงแหง1 kD-Retentate กอนการ
ตกตะกอน และเมื่อวิเคราะหดวยวิธี TLC ปรากฏวาใหผลบวกกับปฏิกิริยาการยอมสีของนินไฮดริน 
นาจะเปนไปไดวาสารสวนนี้มีกรดอะมิโนเปนองคประกอบอยูดวย และเมื่อยอมสีดวยสารละลาย 
DPPH. ก็ใหผลเปนบวกเชนกันแสดงวามีความสามารถในการดักจับอนุมูล DPPH.  ได เมื่อพิจารณา
ตําแหนงการเคลื่อนที่ของสารบนแผน TLC พบวาตรงกับกรดอะมิโน histidine, glutamine, tyrosine 
(รูปที่ 41,42) ซ่ึงเปนกลุมที่มีศักยภาพเปนสารตานอนุมูลอิสระ 
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1.  F-serum �����������������������,���-.� �������!/0���1�2����1�����
�����-��23�45���!����67�2��8!5� �����!.��-�� 3 �-.� 34� 10 kD-Retentate,   1 kD-Retentate ,�� 
1 kD-Permeate 

2.  �����!�C������,D��"5 ������� spray dry 2D����"5��C82�H�.!�����/�!����
C����2��"������������������� �!����� I���8��� ergothioneine (ERT) ,�� �������1�  

3.  �����R��� I����!/3-�3.��������C�����!��!/����������� DPPH.  C�
����!.��-����,D��"5 ������� spray dry �/.-��"3.���!��!�IT�!� 1�� F-serum U	5��"�����R���
 I�������"5��� (8-.� 2-4 mg/g dry weight) CD3-� IC50 �5���"5��� 34� 2.7 mg/ml   �-.�������!.��-��
�"5�"�����R I����������34� 1 kD-Permeate, 1 kD-Retentate ,�� 10 kD-Retentate �������!/  
                        4.  ������/�����I�]��� ERT ����� F-serum ,���� 1 kD-Permeate �.�.�I"
2��3��!��T13���1����6^ ,��.�23���DT�����R1��.�I"13���1����6̂0��2D�.����������D�4� 
HPLC  ���� ERT �	5�/�����I�]�����R 1.50 ,�� 1.18 µg /g dry weight 1���"3-� IC50  0��
3.��������C�����!��!/����������� DPPH.   2�-��!/ 1.60 mg/ml ,�� 1.40 mg/ml �������!/  
                       5.  �����!��� 1 kD-Permeate �����/ ��.��������1��"5�"3.��������C����
�!��!/����������� 19 8��� �.��!��8����"5�" side chain �����/�.�D��- aliphatic (28-� alanine 8.04 
mg/g), alkaline amino (28-� arginine 1.94 mg/g), hydroxyl (28-� tyrosine 0.43 mg/g) ,�� thiol 
(28-� cysteine 1.24 mg/g)  

6.  �����!��� 1 kD-Retentate  �-����"�������1�U	5����D���"52�H�������������
���������.� histidine, glutamine, tyrosine   2�H��-.������/���-C��-.�C��"5 �D�!������� ���
��!����!���-�. ���������.���U�1�� (8-.� 80-95%)  
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