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บทคัดยอ 

 
  สารสกัดจากถั่วแดงหลวง (Phaseolus vulgaris) ประกอบไปดวยสารยับยั้ง         
อะไมเลส 2 ชนิด คือ สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน และไมเปนโปรตีน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค
เพื่อเตรียมและทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสทั้งสองชนิด โดยยังคงฤทธิ์ทางชีวภาพ การเตรียมสาร
ยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน (PAI) ดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟและเมมเบรนคัดแยกขนาด
โมเลกุลพบวา วิธีคอลัมนโครมาโตกราฟสามารถแยกบริสุทธิ์สาร PAI ไดดีกวา เมื่อตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ PAI ดวย Native-PAGE พบวามีแถบเดียวขนาดโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน มีรอยละ
กิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 98.98 ± 0.35    การเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน (cNAI) ใช
วิธี (1.) สกัดดวย trichloroacetic acid (2.) สกัดดวยเมทานอลและเอทานอลตาม Kim et al., (2002) 
(3.) สกัดดวยเมทานอล และ (4.) สกัดดวยเอทานอล   พบวาวิธีเมทานอลสามารถสกัด cNAI ไดดี
ที่สุดเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนโดยใหคารอยละผลผลิต 74.4 ± 2.2 และรอยละการยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย
เทากับ 112.7 ± 13.5  เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC พบ 3 แถบโดยแถบที่มี Rf  0.304 
สามารถยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 4.39 ± 8.75  
  จลนศาสตรของสารสารสกัด ถ่ัวแดงหลวงเปนแบบแขงขัน  (competitive 
inhibition) ตออะไมเลสจากน้ําลายและไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibition) 
ตออะไมเลสจากตับออน  สารละลาย cPAI ซ่ึงไดจากการตกสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวย 50 % ความ
อ่ิมตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแบบผสม (mixed inihibition) ตออะไมเลสจากน้ําลายและ
ไมสามารถแขงขันไดโดยตรงตออะไมเลสจากตับออน   สารละลาย cNAI ซ่ึงไดจากการสกัดสาร
สกัดถ่ัวแดงหลวงดวยเมทานอลเปนแบบผสมตออะไมเลสจากน้ําลายและไมสามารถแขงขันได
โดยตรงตออะไมเลสจากตับออน 
   ผลการศึกษาโครงสรางของสาร PAI จากการตัดแถบโปรตีนบน SDS-PAGE 3 
แถบ ขนาดโมเลกุล 21.02  18.72 และ 17.16 กิโลดาลตัน ไปหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค 
LC/MS/MS เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนสายสั้นๆ ที่ไดเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวามีลําดับกรด  
อะมิโนตรงกับสารยับยั้งอะไมเลสในพืชตระกูล Phaseolus vulgaris gi|126150 ที่รอยละความ
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เหมือนเทากับ 35  34 และ 33   ผลการศึกษาโครงสรางของ NAI ที่แยกจาก cNAI ดวย TLC 
พบวามีขนาดโมเลกุล 527.23 ดาลตัน อยูในชวงขนาดโมเลกุลของน้ําตาลมอลโตไตรโอส มอลโตเต
ตระโอส และอะคารโบส ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะห NAI ดวย LC-MS  (527.2 [g/mol])  ผล 
NMR ของ NAI พบ 1H chemical shift ที่ 8.542 ppm (ในชวง δ ของ RCOH, HCON, HCOR หรือ 
HCOO), 3.5 ppm (ในชวง δ ของ CH2C=O, OH, NH, CH2O หรือ CH2NO2) ซ่ึงคาดวานาจะเปน
มอนอแซคคารไรด เชน กลูโคส  และ 13C  ที่ 215.83 ppm (ในชวง δ ของ RCOR), 181.55 ppm 
(ในชวง δ ของ RCHO หรือ RCOOH), 62.72 ppm (ในชวง δ ของ R2CHX หรือ R3CN), 30.22 ppm 
(ในชวง δ ของ  R2CHR หรือ R2CHX) และ 23.61 (ในชวง δ ของ RCH2R) 
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ABSTRACT 
 
  Amylase inhibitors from Royal red kidney extract (Phaseolus vulgaris) had two 
types, proteinaceous and nonproteinaceous. The aim of this research was to prepare and purify 
proteinaceous and nonproteinaceous amylase inhibitors which remain theirs biological activity for 
further studies. Preparation of proteinaceous amylase inhibitor (PAI) was performed by column 
chromatography and molecular weight cut off (MWCO). The best method for preparation of PAI 
was column chromatography. Native-PAGE of PAI revealed a single protein band of 45 kDa with 
amylase inhibitory activity 98.98 ± 0.35%. Preparation of nonproteinaceous amylase inhibitor 
(cNAI) involved the procedures of (1.) trichloroacetic acid (TCA) (2.) methanol and ethanol 
according to Kim et al., 2002 (3.) methanol and (4.) ethanol. The use of methanol gave the highest 
yield at 74.4 ± 2.2 % with inhibitory activity of saliva amylase at 112.7 ± 13.5%. The purification 
of cNAI by TLC showed 3 bands which the band of Rf 0.304 had saliva amylase inhibitory 
activity 4.39 ± 8.75 %  
  Kinetic study showed that the bean extract inhibit saliva amylase and pancreatic 
amylase in a competitive and uncompetitive manners accordingly. cPAI, from 50% saturated 
AmSO4 precipitation of the extract, inhibit saliva amylase and pancreatic amylase in a mixed and 
uncompetitive manners. cNAI, from methanol extraction, inhibit saliva amylase and pancreatic 
amylase in a mixed and uncompetitive manners.  
  The structural study of PAI was performed by cutting the 3 bands of protein on 
SDS-PAGE of 21.02, 18.72 and 17.16 kDa for amino acid sequence analysis by LC/MS/MS. 
Blasting the obtained sequence with NCBI data base revealed matching sequence with α-amylase 
inhibitor of Phaseolus vulgaris gi|126150 at 35, 34 and 33 % identity.     Structural study of NAI, 
from the separation of cNAI on TLC, revealed its M.W. at 527.23 Da, which in between M.W. of 
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maltotriose, maltotetraose and acarbose. This M.W. size was closed to that obtained by LC/MS 
(527.2 [g/mol]). NMR study of NAI gave 1H chemical shift at 8.542 ppm (between δ of RCOH, 
HCON, HCOR or HCOO), 3.5 ppm (between δ of CH2C=O, OH, NH, CH2O or CH2NO2) which 
presumed to be monosaccharide such as glucose. For the 13C chemical shift found at 215.83 ppm 
(between δ of RCOR), 181.55 ppm (between δ of RCHO or RCOOH), 62.72 ppm (between δ of 
R2CHX or R3CN), 30.22 ppm (between δ of R2CHR or R2CHX) and 23.61 (between δ of 
RCH2R). 
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 ดวย MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน      44 
9  ความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของสารละลาย cPAI และ PAI  
 12% gel, Native-PAGE เปรียบเทียบกับโปรตีน     45 
10  ผลการแยกบรสุิทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัดทั้ง 3 วธีิดวย TLC   49 
11  กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย NAI แถบ A แถบ B และ แถบ C   50 
12 ผลการวิเคราะหรอยละความเขมดวยเครื่อง Densitometer ของ cNAI   51 
13  รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารสกัดถ่ัวแดง     53 
14   มก.โปรตีน/มล.ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  54 
15  Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง    56  
16  รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cPAI    58 
17   มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cPAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  59 
18  Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารละลาย cPAI    61 
19  รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย PAI     63 
20  รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cNAI    65 
21 มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cNAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  66 
22  Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารละลาย cNAI ที่มีตอ    68 
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รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 
 

ภาพ           หนา 
23  ผลการหาความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของโปรตีน 
 ในสารละลาย cPAI และ PAI ดวย12% gel, SDS-PAGE β-mercaptoethanol  70 
24  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้ง 3 แถบจากสารละลาย PAI 
  เปรียบเทียบกบัสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชตระกูล Phaseolus vulgaris:  gi|126150 73 
25  ผลการแยกบรสุิทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัด 3 วิธีดวย TLC   73 
26 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารละลาย NAI จาก TLC    74 
27 โครมาโตแกรมของสารละลาย NAI ดวย HPLC     75 
28 มวลโมเลกุลของสารละลาย NAI ที่สกัดดวยวิธีเมทานอล    76  
29  แมสเปกตรัมของ (ก) สารละลาย NAI และ (ข) อะคารโบส    77 
30 1H –NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI       79 
31  13C –NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI        80 
32  2D–NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI      81
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รายการสัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

 
ก.  = กรัม 
มก.  = มิลลิกรัม 
มล.  = มิลลิลิตร 
α   =  แอลฟา 
β    =   เบตา 
δ  = คา chemical shift 
µ  = micro 
AI  = Amylase inhibitor 
BSA  = Bovine serum albumin 
oC   =   องศาเซลเซียส 
cNAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวง 
cPAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากการตกดวย 50 % 8วามอิ่มตัวของ   

 แอมโมเนียมซลัเฟต 
DNS  = 3, 5-dinitrosalicylic acid 
D  =  ดาลตัน 
kDa  = กิโลดาลตัน 
IC50  = คาความเขมขนของสารตัวอยางที่ยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 
L  = ลิตร 
LC-MS  = Liquid chromatography mass spectroscopy 
M  = โมลาร 
Mr  = ขนาดโมเลกุล 
MW  = ขนาดโมเลกุล 
MWCO  = Molecular Weight cut off 
NAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนจากการแยกบริสุทธิ์ CNAI 
NMR  =  Nuclear magnetic resonance 
PAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากการแยกบริสุทธิ์ cPAI 
pH  = คาพีเอช (-Log hydrogen ion concentration) 

(12) 



รายการสัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 

PPA  = เอนไซมอะไมเลสจากตับออน 
Rf  = คาการเคลื่อนที่สัมพัทธ 
SA  = เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย 
SDS  = Sodium dodecyl sulphate 
TCA  = Trichloroacetic acid  
TEMED = N’, N’, N’, N’- tetramethylenediamine  
TLC  =  Thin layer chromatography 
Tris  = Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
U  = Unit 
V  = ปริมาตร 
W  = น้ําหนกั 
%  = รอยละ 

(13) 
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บทที่ 1 
 

บทนํา  
 
 
 ปจจุบันมีประชากรทั่วโลกเปนโรคอวน (obesity) เพิ่มขึน้อยางรวดเร็ว เปนปญหา

สําคัญทางสาธารณสุขของโลกที่ตองมีการวางแผนปองกนั เนื่องจากโรคอวนเปนปจจัยเสี่ยง (risk 
factor) ของโรคหัวใจ มะเร็ง ขอเสื่อม ความดันโลหิตสูง ไขมันในเลือดสูง (hyperlipidemia) และ
เบาหวานแบบ 2 (type 2 diabetes mellitus) ซ่ึงเปนโรคตนเหตุของการสูญเสียชีวิตในหลายประเทศ 
(Giusti, 2007) โรคเบาหวานเปนโรคที่ไดรับทางพันธุกรรม หรือเกิดขึน้ภายหลัง จากความผิดปกติ
ของการหลั่งฮอรโมนอินซูลิน สงผลเกี่ยวของกับระดับน้ําตาลในเลือดสูง และผลอันตรายตอระบบ
รางกาย รวมไปถึงเสนเลือดและระบบประสาท (Matsui et al., 2007) วิธีการรักษาผูที่ปวยเปน
โรคเบาหวาน ใชวิธีการควบคุมอาหาร การออกกําลังกาย รวมกับการฉีดอินซูลินในรายที่เปนมาก
จนรางกายมีระดับอินซูลินต่าํ หรือรักษาดวยการรับประทานยาซึ่งมีกลไกการรักษาแตกตางกัน 
ตัวอยางยาที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมแอลฟา-กลูโคซิเดสที่ใชเพื่อการรักษา เชน อะคารโบส 
(acarbose) ไมกลิทอล (miglitol) และ โวกลิโบส (voglibose) (Bailey, 2003) และอีกหนึ่งในวิธีการ
รักษาคือ การลดคาระดับน้ําตาลในเลือด ทาํโดยการยับยัง้เอนไซมที่ทําหนาที่ยอยคารโบไฮเดรตเปน
น้ําตาลกลูโคส (แอลฟา-อะไมเลส และ เอลฟา-กลูโคซิเดส) ทําใหเกดิการดูดซึมน้ําตาลกลูโคสเขาสู
กระแสเลือดลดลง (Rhabasa Lhoret และ Chiasson, 2004)  
  สารสกัดจากพืชหรือสารประกอบบริสุทธิ์จากพืชหลายชนิดมีฤทธิ์ในการรักษา
ผูปวยโรคเบาหวาน (Ali, 2006) เชน สารสกัดจากใบฝรั่ง (Wang et al., 2010) สารสกัดจากเมล็ด 
Palo Fierro (Olneyatesota) (Guzman-Partida et al., 2007) สารสกัดจากหัวหอม และกระเทียม    
(El-Dermerdash et al., 2005) สารยับยั้งอะไมเลสจากขาวสาลี (wheat amylase inhibitor)         
(Koike et al., 1995) สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดถ่ัว Tepary (Phaseolus acutifolius A. Gray) 
(Yamada et al., 2001) มีผลลดระดับน้ําตาลในเลือดผานกลไกการยับยั้งเอนไซมยอยคารโบไฮเดรต 
ไดแก เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออน และแอลฟา-กลูโคซิเดสบริเวณลําไสเล็ก สงผลลด
ปริมาณกลูโคสที่จะดูดซึมผานผนังลําไสสูกระแสโลหิต นอกจากนี้สารยับยั้งอะไมเลสที่เปน
โปรตีนจากถั่วขาว (white kidney bean) ไดถูกนํามาขายเปนผลิตภัณฑนิวทราซูติคัล (nutraceutical) 
เพื่อควบคุมน้ําหนัก และระดับน้ําตาลในเลือด (Chokshi, 2007) สารยับยั้งอะไมเลสจากพืชตระกูล 
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Phaseolus vulgaris ไดรับความสนใจเปนอยางมาก เนื่องจากมีศักยภาพในการออกฤทธิ์ในการ
ยับยั้งสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับพืชตระกูลอ่ืน (Leiner et al., 1984) 
  ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus vulgaris) เปนพืชเศรษฐกิจที่นิยมใชในการบริโภคทั้ง
อาหารคาว หวาน และสลัดในหมูประชากรไทย ปยวรรณ สิทธิพงศ (2005) พบวาสารสกัดจากถั่ว
แดงหลวงของไทย สามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนไดในหลอดทดลอง  
ฤทัยวรรณ บุญครองชีพ (2007) ไดทดลองพบวา สารสกัดจากถั่วแดงหลวงในสัดสวน 0.2 กรัม/มล. 
ของสารละลาย 0.02 M phosphate buffer pH 6.9 มีผลตอการลดน้ําตาลในเลือดของหนูขาวใหญ
น้ําหนักเฉลี่ย 200 ± 10 กรัม ได 20 % เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (ระดับน้ําตาลหลังอดอาหารนาน 16 
ช่ัวโมง กลุมควบคุมเทากับ 72.3 ± 2.8 มก.กลูโคส/มล. กลุมที่ไดรับสารสกัดเทากับ 57.8 ± 2.8 มก.
กลูโคส/มล. โดยแตละกลุมใชสัตวทดลอง 6 ตัว) ภายหลังการใหสารสกัดทางปากปริมาตร 1 มล. 
เทากันทุกตัว วันละ 1 คร้ังในตอนเชา นาน 15 วัน เมื่อทําการศึกษาถึงองคประกอบสําคัญของสาร
ยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดถ่ัวแดงหลวงพบวา มีทั้งสารยับยั้งอะไมเลสแบบที่เปนโปรตีนและที่ไม
เปนโปรตีนเปนองคประกอบ โดยสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน เมื่อผานการทําบริสุทธิ์ดวยชุด
คอลัมนโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม (conventional chromatography) พบวามีขนาดมวลโมเลกุลใน
สภาพธรรมชาติ 47.7 กิโลดาลตัน สวนสารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่ไมเปนโปรตีนนั้นเปน
สารประกอบที่มีขนาดเล็กในชวงโมเลกุลระหวาง 180 ดาลตัน ของน้ําตาลกลูโคส และ 645.6 ดาล
ตัน ของยารักษาเบาหวานอะคารโบส  จากผลการแยกดวยโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (thin layer 
chromatography) โดย Kim et al. (2002) และ Yoon และ  Robyt. (2002)  
  การเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนและไมเปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดง
หลวงมีขอจํากัดคือ ใชเวลาในการแยกนานและใหปริมาณสารไมเพียงพอในดานการศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในการลดระดับน้ําตาลในหลอดทดลอง ตลอดจนการวิเคราะหโครงสรางโมเลกุล เพื่อ
แกปญหาดังกลาวจึงมีความจําเปนที่ตองหาวิธีเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนและไมเปน
โปรตีนในปริมาณที่มากขึ้น และในระยะเวลาที่ส้ันกวาวิธีเดิม  โดยยังคงฤทธิ์ทางชีวภาพไว การคัด
แยกตามขนาดโมเลกุลจึงเปนทางเลือกหนึ่งในการพัฒนาวิธีการสกัดสารยับยั้งอะไมเลสที่เปน
โปรตีน รวมถึงการพัฒนาวิธีการเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน จากการพัฒนาวิธีของ 
Kim et al. (2002)   
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  ดังนั้นงานวิจยันี้จึงมุงหวังที่จะพัฒนาวิธีการเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสทั้งสองชนิด
จากสารสารสกัดถ่ัวแดงใหไดปริมาณมากในระยะเวลาอันสั้น โดยยังคงฤทธิ์ทางชีวภาพไว เพื่อการ
ทดสอบศักยภาพ และกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสในหลอดทดลอง (in vitro)  ศึกษา
โครงสรางทางเคมีของสารยับยั้งทั้งสองชนิด ผลวิจัยที่ไดจะเปนประโยชนในการนําไปสูการคนพบ
สารใหมที่มีคุณประโยชน คําอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ลดระดับน้าํตาลในเลือดตลอดจนการขยาย
งานดานประยกุตเชน การดดัแปลงโมเลกลุ หรือการทําปฏิกิริยาทางเคมีเพื่อเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ทางเคมีตอไปเปนตน   นอกจากนี้สารยับยั้งอะไมเลสที่เตรียมไดในปรมิาณมาก จะมปีระโยชนใน
การทดสอบผลของสารตอการควบคุมระดบัน้ําตาลในเลอืดของสัตวทดลอง ใหมคีวามนาเชื่อถือ
ทางสถิติได เพือ่นําไปสูงานประยุกตในการควบคุมระดบัน้ําตาลในเลอืดหรือลดน้ําหนักตอไป 
 

การตรวจเอกสาร 

1. แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) 

 แอลฟา-อะไมเลส (α - amylase) หรือ α - 1, 4 glycan-4-gluconohydrolase เปน
เอนไซมที่ไดรับการจัดกลุมไวใน E.C.3.2.1.1 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซพันธะ α -1, 4 ไกล-
โคซิดิกของแปง (อะมีโลส และอะมีโลแพกติน) และไกลโคเจน ไดผลผลิตของมอลโตส มอลโท-
ไตรโอส และโอลิโกแซคคารไรดที่มีช่ือวาเดกซตริน (dextrin) ดังสมการ 

Starch + H2O      Dextrin + maltose, maltotriose 

 ในระบบทางเดินอาหาร เร่ิมตนที่ภายในชองปากแอลฟา-อะไมเลสจากน้ําลายยอย
แปงไดผลผลิตเปนเดกซตริน มอลโตส และมอลโตไตรโอส เมื่ออาหารเคลื่อนลงไปสูบริเวณลําไส
เล็กถูกยอยสลายอีกครั้งดวยเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากตับออน ไดน้ําตาลโมเลกุลคูคือมอลโตส 
และ ไอโซมอลโตส ภายในลําไสเล็กสวนดูโอดินัม คารโบไฮเดรตรูปน้ําตาลโมเลกุลคูอ่ืน ๆ เชน 
แลกโตส ซูโครส จะถูกยอยตอดวยเอนไซมจากลําไสเล็ก เชน กลูโคอะไมเลส (ตัดสลายพันธะ     
α-1, 4 และ α-1, 6 ไกลโคซิดิก) แลกเตส และซูเครส เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ไดแก กาแลกโตส 
กลูโคส ฟรุกโตส และดูดซึมเขาสูรางกาย 
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 แอลฟา-อะไมเลสสามารถพบไดในจุลินทรีย เชน Aspergillus oryzae (Brzozowski 
et al., 1997) และ Aspergirus niger (Boel et al., 1990) Paecilomyces variotii  (Michelin et al., 
2010) ในพืช เชน Monascus anka และ red koji (Yoshizaki et al., 2010) และพบไดมากในธัญพืช
ตางๆ เชน ขาวมอลต เมล็ดถ่ัวเขียว (Bharagava et al., 2010) เมล็ดถ่ัวเหลือง (Kumari et al., 2010) 
นอกจากนี้ยังพบไดในแมลง เชน มอดขาวเปลือก มอดเมล็ดถ่ัว (cowpea weevil) (Priya et al., 2010) 
และสัตวเล้ียงลูกดวยนม  

  โครงสรางของแอลฟา-อะไมเลสประกอบดวย 3 สวนคือ บริเวณ A เปนศูนยกลาง
และเปนบริเวณเรงปฏิกิริยา (Van der maarel et al., 2002) บริเวณ B ทําหนาที่เกีย่วความจําเพาะ
เจาะจงในการจับกับสับสเตรท (Svensson, 1994) และบริเวณ C เปนบริเวณที่จบักับโมเลกุลของ
แปง (Nielsen et al., 2004) อะไมเลสเปนเอนไซมที่ประกอบดวยบรเิวณทีจ่ับกับ Ca2+ เพื่อความ
เสถียรของบริเวณเรงปฏิกิริยา โดยสวนมากจะมีตําแหนงจับกับ Ca2+ มากกวาหนึง่ตําแหนงเพื่อ
ความเสถียรของโครงสราง (Tanaka และ Hoshino, 2002)  

 ในรางกายมนษุยสามารถพบแอลฟา-อะไมเลสทั้งในน้ําลายและตับออนซึ่งมี
โครงสรางที่เหมือนกนั คือเปนไกลโคโปรตีน มีขนาดโมเลกุลระหวาง 51-54 กิโลดาลตัน 
ประกอบดวยสายโพลีเปปไทดสายเดีย่วทีม่ีหมูไทโอซัลเฟต 2 หมู มีพันธะไดซัลไฟดส่ีพันธะและมี
ตําแหนงจับกบั Ca2+ เพื่อความเสถียร (Sigma Aldrich.com) 

หลักการตรวจวัดกจิกรรมเอนไซมอะไมเลสที่นิยมใชมี 4 วิธีคือ  

1 วัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิง (reducing sugar) ที่เกิดจากการยอยแปงดวย dinitrosalicylic acid 
(DNS) (Bernfeld, 1955) หรือวิธี Nelson-Somogyi  (Xiao et al., 2006) 

2 วัดปริมาณสีน้าํเงินที่เกดิขึ้นจากการรวมตวัระหวางแปงกับไอโอดีนหลังการยอยแปงโดย วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 550-700 nm (Fuwa, 1954) ไอโอดีนที่นิยมใชมีความเขมขนตั้งแต 3 µM ถึง 
0.25 mM 

3 การใชสับสเตรทที่มีโมเลกุลที่ถูกปลดปลอยสารที่ใหสีในชวงการดูดกลืนแสงภายหลังการยอย
ดวยเอนไซม สับสเตรทเหลานี้ไดแก starch azure, starch-remazol brilliant blue R, amylose 
azure, 4, 6 ethyliden (G7)- α -nitrophenyl (G1) α, D-maltoheptaosid  

4 วัดการเรืองแสง fluorescence เมื่อเอนไซมทําปฏิกิริยากับสับเสตรท เชน DQ-starch, 
Cyclodextrin (CDs)  
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 แอลฟา-อะไมเลสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของเมล็ดพืช 
โดยเฉพาะเมลด็ที่กําลังงอก จําเปนตองใชเอนไซมในการยอยสลายแปงที่สะสมอยูใหเปลี่ยนเปน
น้ําตาลเพื่อการงอกและการเจริญเติบโต การยอยแปงดวยเอนไซมอะไมเลสเปนพื้นฐานการทํางาน
ในอุตสาหกรรมดานตางๆ เชน การเตรียมหัวเชื้อน้ําตาลกลูโคส การทําขนมปงและกระบวนการ
หมัก นอกจากนี้แอลฟา-อะไมเลสยังถูกนาํไปใชเปนยา  สารลดแรงตึงผิว การหมักสิ่งปฏิกูล และ
เปนสวนผสมในอาหารสัตว (Van der maarel et al., 2002)  

 
2. สารยับยัง้อะไมเลส  
 
  สารยับยั้งแอลฟา-อะไมเลสสามารถขัดขวางการปลดปลอยกลูโคสจากการยอย
สลายคารโบไฮเดรต ทําใหการดูดซับน้ําตาลเกิดชาลง ลดระดับน้ําตาลในเลือดและยับยั้งอาการของ
ภาวะน้ําตาลในเลือดสูงหลังมื้ออาหาร (hyperglycemia) (Lebovitz, 1997) ตั้งแตมีการคนพบยา     
อะคารโบสซึ่งใชในการรักษาโรคเบาหวานชนิดที่ 2 สารยังยั้งแอลฟา-อะไมเลสจึงไดรับความสนใจ
มากขึ้น สามารถสังเคราะหขึ้นและพบไดในสารสกัดจากธรรมชาติหลากหลายชนดิ เชน ใบชา 
เมล็ดธัญพืช สวนใหญเปนอนุพันธุของน้าํตาล ไดแก disaccharide, aminosugar, carbasugar และ 
thiosugar  

 สารยับยั้งอะไมเลสประกอบไปดวยสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน 
(proteinaceous amylase inhibitor, PAI) และที่ไมเปนโปรตีน (nonproteinaceous amylase inhibitor, 
NAI) (Franco et al., 2002) 

  2.1) สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน พบไดทัว่ไปในจุลินทรีย สัตว และพืช 
โดยเฉพาะเมลด็ถ่ัวและธัญพชื เชน ขาวไรย (Iulek et al., 2000) ขาวบาเลย (Bønsager et al., 2003) 
เมล็ดขาวสาลีงอก (Sharma และ Gupta, 2001) และเมล็ดถ่ัว tepary (Yamada et al., 2001) โดยขนาด
โมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลสในพืชตางชนิดกัน (species/varieties) มีความแตกตางกัน  

  นอกจากนั้นสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชที่แตกตางกันมีความจําเพาะตอการยับยั้ง 
อะไมเลสจากแหลงที่แตกตางกันดวย เชน ยับยั้งอะไมเลสในสัตวเล้ียงลูกดวยนมเพียงอยางเดียว 
หรือออกฤทธิ์ยับยั้งอะไมเลสในแมลงเพียงอยางเดียว หรือมีความจําเพาะกับอะไมเลสในพืชเพื่อการ
ปองกันตัวเอง (Franco et al., 2002) 
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  งานวิจัยของ Kluh et al. (2005) ศึกษาความจําเพาะของสารยับยั้งอะไมเลส α-AI ที่
สกัดจากเมล็ดถ่ัว common bean (Phaseolus vulgaris cv. Magna) ตอเอนไซมอะไมเลสในแมลง
แตกตางกัน 30 สายพันธุ พบเพียง 3 ลําดับ (order) ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง คือ Coleeoptra  Hymenoptera และ 
Diptera สารยับยั้งอะไมเลสจากขาวไรย (Secale cereal) มีขนาดโมเลกุล 13,756 ดาลตัน มี
ความจําเพาะในการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสจากตับออนหมู น้ําลายของคน และแบคทีเรียได    
(Iulek et al., 2000) สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดถ่ัว (Phaseolus vulgaris cv Tendergreen) ขนาด
โมเลกุล 43 กิโลดาลตัน มีความจําเพาะตออะไมเลสจากตับออนของคนและหมู แตไมสามารถ
ยับยั้งอะไมเลสของแบคทีเรียและรา (Le Berre-Anton et al., 1997) สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ด 
Palo Fierro มีขนาดโมเลกุล 77 กิโลดาลตัน ประกอบไปดวย 2 หนวยยอย คือ 15.8 และ17.4       
กิโลดาลตัน  ออกฤทธยับยั้งอะไมเลสจากตับออนหมู  แตไมยับยั้งอะไมเลสจาก  Zabrotes 
subfasciatus (Guzman-Partida et al., 2007) สารยับยั้งอะไมเลสจากแปงขาวสาลีมีขนาดโมเลกุล 30 
กิโลดาลตัน มีความจําเพาะในการยับยั้งอะไมเลสที่มาจากเชื้อราแตไมยับยั้งเอนไซมที่มาจาก
แบคทีเรีย (Juge et al., 2004) สารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากเมล็ดขาวฟาง (Panicum sumatrense) 
ยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสจาก Collosoloruchus chinensis นอกจากนี้พบวายับยั้งอะไมเลสจาก Acaca 
janata, C. cephalonica, Sitophilus oryzae และ Tribolium castaneum ซ่ึงเปนแมลงศัตรูพืชไดอีก
ดวย  (Shivkumar et al., 2006)  

 Gibbs และ Alli (1998) ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากถั่วขาวและศึกษา
คุณสมบัติ พบวาเปนสารประเภทไกลโคโปรตีน คุณสมบัติการยับยั้งขึ้นกับคลอไรดไอออน 
ในขณะที่แคลเซียมไอออนมีผลชวยเพิ่มอัตราการจับกันระหวางสารยับยั้งและเอนไซมอะไมเลส 
รูปแบบการยับยั้งเปนแบบแขงขัน (competitive-inhibition)  

 2.2) สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน ประกอบไปดวยสารอินทรียหลากหลาย
ชนิด เชน อะคารโบส ไอโซอะคารโบส acarviosine-glucose หรือ ไซโคลเด็กซตริน (Franco et al., 
2002) พบไดทั้งในพืชและในจุลินทรีย เชน Thermus maltogenic amylase สรางสารอะคารโบส ซ่ึง
มีลักษณะโครงสรางของ pseudotetrasaccharide และมีคุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซมแอลฟา-     
อะไมเลส  แอลฟา-กลูโคซิเดส และกลูโคอะไมเลส มีรูปแบบการยับยั้งแบบแขงขัน (competitive 
inhibitor) (Kim et al., 1999) แบคทีเรียกลุม Actonoplanes ผลิตอะคารโบสซึ่งนําไปใชรักษาผูปวย
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 (Brunkhorst และ Schneider, 2005) และ Leuconostoc mesenteroides                 
B-512FMC  และ B-742CB สามารถผลิตอะคารโบสจากกระบวนการหมักยีสต (Yoon และ Robyt, 
2002)   
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  นอกจากสารที่ยกตัวอยางขางตน ยังมีรายงานสารประเภทอื่นๆ ที่ออกฤทธ์ิในการ
ยับยั้งอะไมเลส เชน สารประกอบฟโนลิค (phenolic compound) ที่ไดจากการหมักกากสับปะรด
ดวยเชื้อ Rhizopus oligosporus สามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนได (Correia et al., 
2004) สารประกอบฟโนลิค rosmarinic acid, protochatechuic acid, quercetin และ p-coumaric acid 
จากการสกัดผลออริกาโน (Origanum vulgare)  ดวยเอทานอลสามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลส จาก
ตับออนหมูได (McCue et al., 2004) สารประเภท flavonoid ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมแอลฟา-      
กลูโคซิเดส และอะไมเลส จากสารสกัดใบฝรั่ง (Wang  et al., 2010) 

  Ali et al. (2006) สกัดสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชทองถ่ินของประเทศมาเลเซีย 6 
ชนิด ที่ใชรักษาโรคเบาหวาน พบวา Phyllanthus amarus มีสวนประกอบของสาร triacontanol,  
dotriacontanyl docosanoate, oleanolic acid และ ursolic acid ที่มีกิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 

  ชนิดา หันสวาสดิ์ (2546) สกัดแยกสารจากสมุนไพรไทย 47 ชนิด พบวาพืช
สมุนไพร 6 ชนิดที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมซูเครส และแอลฟา-อะไมเลสจากตับออนหมู ทํา
ใหการยอยสลายแปงและโอลิโกแซคคารไรดเกิดชาลง สงผลใหระดับน้ําตาลในกระแสเลือดลดลง
และนําไปสูแนวทางการรักษาโรคเบาหวานชนิดไมพึ่งพาอินซูลิน  

  Andrade-Cetto et al. (2008) สกัดพืชพื้นเมืองแม็กซิกัน 4 ชนิด คือ Cecropia 
obtusifolia Bertol, Equisetum myriochaetum Schlecht & Cham, Acosmium panamense (Benth.) 
Yacolev และ Malmea depressa (Baill) R.E. Fries ที่มีกิจกรรมยับยั้งเอนไซมแอลฟา-กลูโคซิเดสซึ่ง
ใชในการรักษาโรคเบาหวานชนิดที่ 2 และพบวาสารสกัดจาก Malmea Acosmium และ Cecropia มี
ผลลดระดับน้ําตาลในเลือดได เหมือนกับยาอะคารโบส 

  สารยับยั้งอะไมเลสสามารถสกัดไดจากพชืหลากหลายชนิด แตทีน่ิยมนํามาสกดั 
และศึกษา คือ พืชตระกูลถ่ัว (Phaseolus vulgaris) และพวกธัญพืช เมล็ดถ่ัวประกอบไปดวยโปรตีน
ตางๆ ที่ทําหนาที่ปองกันตวัเองรวมไปถงึ phytohemagglutinin (PHA) arcelin และสารยับยั้ง        
อะไมเลส (Santimone et al., 2004) ตัวอยางพืชตระกลูถ่ัวที่นิยมนํามาศึกษาคือ ถ่ัวขาว (White 
kidney bean) (Gibbs และ Ali, 1998) ถ่ัวเขียว (Bharagava et al., 2010) และถ่ัวแดง (Ren et al., 
2008)  
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 ถ่ัวแดงหลวง (Royal red kidney beans) เปนพืชตระกลูถ่ัวที่จัดอยูในตระกูล Phaseolus 
vulgaris L. มีการปลูกมากทางภาคเหนือของประเทศไทย มีทั้งหมดสองสายพันธุ คือ สายพันธุชนิด
สีแดงเขม (Dark red kidney bean) ที่ประกอบไปดวยพันธุ Montcalm California และ Royal ซ่ึงนิยม
ปลูกมากที่สุด และสายพนัธุสีชมพู (Light red kidney bean) ที่ประกอบไปดวยพันธุ Moniton  เมล็ด
ถ่ัวแดงหลวงมรูีปรางคลายไต จึงเรียกวา “Kidney bean” และถามีเมล็ดสีแดงดวยก็เรียกวา red 
kidney bean ถ่ัวแดงหลวงถกูนําเขามาปลกูในประเทศเปนครั้งแรกโดยโครงการหลวงป 2516 
เพื่อจุดประสงคใหชาวไทยภเูขา ปลูกเปนพืชทดแทนฝนและยังรักษาความอุดมสมบูรณของดินบน
ที่สูงทางภาคเหนือที่มีอากาศหนาวเยน็ เชน จังหวัดเชยีงใหม เชียงราย นาน และแมฮองสอน เปน
ตน แหลงปลูกถ่ัวแดงที่ใหญที่สุดประมาณ รอยละ 90 - 95 อยูที่จังหวัดเชียงใหม ปจจุบันถ่ัวแดง
หลวงไดกลายเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนดิหนึ่งของชาวไทยภเูขา และเปนที่สนใจของเกษตรกร
ในพื้นที่ราบทัว่ไปในเขตภาคเหนือ (ดาราวรรณ ทวีศกัดิ์บวรกุล, 2549)  ถ่ัวแดงเปนแหลงอาหารที่
สําคัญของโลกไมวาจะเปนมนุษยหรือสัตว เนื่องจากเมล็ดถ่ัวอุดมไปดวยคณุคาทางอาหารที่มี
ประโยชน เชน มีใยอาหารสูง ไขมันต่ํา ทั้งยังเปนแหลงของโปรตีน  จึงนิยมใชเปนอาหารของ
มนุษยและสัตวทั้งที่เปนฝกสดและเมล็ดแหง ประเทศแถบยุโรปหรืออเมริกาตางนิยมบริโภคเมล็ด
ถ่ัวแดงกันมากเชนกัน ทั้งอาหารคาวและหวาน และทีสํ่าคัญถ่ัวแดงยงัใชประโยชนในดานใชเปน
อาหารลดความอวน และเปนอาหารสําหรับผูปวยเปนโรคเบาหวานไดดีอีกดวย  

 ประภาศรี ภวูเสถียร (2546) แบงถ่ัวเมล็ดแหงเปน 2 ชนิดจากความแตกตางของ
องคประกอบของสารอาหาร หรือคุณคาอาหาร ชนิดแรก คือ ถ่ัวที่มีโปรตีนสูงและไขมันสูง ถ่ัวชนิด
นี้สะสมพลังงานในเมล็ดถ่ัวในรูปของไขมนัจึงจัดเปนพืชน้ํามัน ไดแก ถ่ัวเมล็ดแหง ถ่ัวเหลือง      
ถ่ัวลิสง อีกชนิดหนึ่ง คือ ถ่ัวที่มีโปรตีนและคารโบไฮเดรตสูงแตไขมนัต่ํา ถ่ัวชนิดนี้สะสมพลังงาน
ในเมล็ดถ่ัวในรูปของคารโบไฮเดรต เมื่อเมล็ดแกมีลักษณะ รูปราง ขนาดและสีของเมล็ดถ่ัวแตกตาง
กัน ไดแก ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดง ถ่ัวดํา ถ่ัวแดงหลวง ถ่ัวพุม ถ่ัวลาย และถ่ัวปากอา   

 Ren et al., (2008) ทําบริสุทธิ์สาร phytohaemagglutinin จากถั่วแดงหลวงซึ่งมี
คุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซมอะไมเลส หรือกลูโคซิเดส ทั้งยังชวยยบัยั้งเอนไซม HIV-1 reverse 
transcriptase (Wang et al., 2001) และยงัเคยมีรายงานวาสามารถยับยั้งการเกดิมะเร็งเม็ดเลือดขาว
จากการศึกษาในหลอดทดลองและในสัตวทดลอง (D’Costa และ Hurwitz, 2003)  
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 ผลิตภัณฑเสรมิอาหารจากธญัพืช อ.ย. เลขที่ 10-1-21142-1-011 Nature Plants S 
เปนผลิตภัณฑเสริมอาหารจากธัญพืชชนิดแคปซูล ที่มีสารออกฤทธิ์ (Active Ingredients) เปนสาร
สกัดเขมขนจากถั่วแดง ที่ช่ือวา Glycoprotein "LECITIN" ทําหนาที่ดกัจบัขับไขมัน และขับออกจาก
รางกาย ทางระบบถุงน้ําด ีทําใหปริมาณไขมันในรางกายลดลง มีองคประกอบกรดอะมิโน Arginine   
Phenylalanine และ Tryptophan ในผลิตภัณฑ ชวยลดอาการอยากอาหารโดยไมทําใหออนลา ทําให
ระบบขับถายทํางานเพิ่มขึ้นจากปกตเิสริมผลการลดน้ําหนัก 
(http://www.chillchillshop.com/product/product.detail.php 11/7/08) 
 
4. สารยับยัง้อะไมเลสกับการลดระดับน้ําตาลในเลือด และการลดความอวน 
 
  ภาวะน้ําตาลในเลือดสูง (Hyperglycemia) เปนสภาวะแทรกซอนเฉียบพลันของผูที่
ปวยเปนโรคเบาหวาน (Defronzo, 1992) อาจมีสาเหตุจากการไดรับอาหารมากไป หรือไดรับอาหาร
ที่ไมถูกตองเหมาะสม การออกกําลังกายนอยไป มีความเครียด การมีประจําเดือน สาเหตุอยางใด
อยางหนึ่งหรือสาเหตุรวมกันของปจจัยดังกลาวเหลานี้ อาจนําไปสูภาวะน้ําตาลในเลือดสูงได 
นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวาภาวะน้ําตาลในเลือดสูงอาจมาจากภาวะติดเชื้อแบคทีเรียแบบ
เฉียบพลัน หรือสวนใดสวนหนึ่งของรางกายผูปวย ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นกับผูที่ปวยเปนโรคเบาหวาน
หรือผูที่มีความผิดปกติในการสลายน้ําตาลกลูโคส  
  สัญญาณเตือนของภาวะน้ําตาลในเลือดสูง ไดแก อาการเหนื่อยหรือออนเพลีย 
ผิวหนังแหงและคัน มีความรูสึกอยากอาหารเพิ่มขึ้น แผลหายชา กระหายน้ําบอย คร่ันเนื้อคร่ันตัว
เหมือนเปนไข ปสสาวะบอย ปวดศีรษะ สายตาพรามัว อาการอยางใดอยางหนึ่งที่กลาวแลว หรือ
อาการหลายอยางรวมกัน ความไมชัดเจนของอาการเหลานี้ ทําใหหลายคนคิดวาเปนอาการที่เกิดจาก
สาเหตุอ่ืน จึงมักไมใสใจกับอาการที่เปนสัญญาณเตือนของภาวะน้ําตาลในเลือดสูง วิธีที่ดีที่สุดที่จะ
ทราบวาระดับน้ําตาลในเลือดอยูในชวงที่เหมาะสมหรือไม คือ การตรวจวัดระดับน้ําตาลกลูโคสใน
เลือด  
  ปจจุบันพบสารสกัดจากพืชมากมายหลายชนิดที่สามารถรักษาผูปวยโรคเบาหวาน 
และผูปวยที่มภีาวะน้ําตาลในเลือดสูงได   
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  Judith et al. (2006) พบวาสารสกัดจากเมล็ดของผลอะโวกาโด (Irvingia 
gabonensis) จากวิธีการสกัด 3 วิธีคือ crude seed (CD), defatted seed (DF) และ protein fraction 
(PF) มีผลในการลดระดับน้ําตาลกลูโคสหลังอาหาร จากการศึกษาในหนูที่มีระดับน้ําตาลในเลือด
ปกติ (normoglycemic) เมื่อใชสารสกัดในปริมาณ 400 มก./น้ําหนักตัว 

  Kodama et al. (2005) ศึกษาพบวา wheat albumin (WA) สามารถควบคุมและลด
ระดับน้ําตาลในเลือดได  จากการทดสอบกับคนปกติและผูที่ปวยเปนโรคเบาหวาน โดยให
รับประทานซุปกอนมื้ออาหารที่ผสม WA 0, 0.25, 0.5 และ 1.0 กรัม ผลการทดสอบพบวาระดับ
น้ําตาลในกลุมคนปกติมีคาลดลงดังนี้ คือ 31, 47 และ 50 % จากกลุม 0.25, 0.5 และ 1.0 WA 
ตามลําดับ สวนในกลุมผูปวยเบาหวานไมเห็นคาความแตกตางเมื่อไดรับที่ 0.5 กรัม และจากการ
ทดสอบในหลอดทดลองพบวา WA มีกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส ดังนั้น WA สามารถนําไปใช
ประโยชนเพื่อเปนอาหารที่มีผลดีตอสุขภาพ (functional food) ของผูปวยเบาหวาน พรอมกับการ
ออกกําลังกายและควบคุมอาหาร 

 Tormo et al. (2006) ศึกษาผลของสารสกัดจากถั่วขาว (white bean) ตอการ
ยับยั้งอะไมเลสจากตับออน (α-AI) โดยใหสารสกัดพรอมกับน้ําและอาหารกับหนูเพศเมยีสายพันธุ 
Whistar จํานวน 3 กลุมคือ กลุมที่ไมเปนโรคเบาหวาน และกลุมเปนโรคเบาหวานชนิดที่สอง 2 กลุม 
พบวาสารยับยัง้อะไมเลสสามารถยับยั้งอาการของโรคเบาหวานไดทั้งสามกลุม โดยวดักิจกรรมของ
เอนไซมซูเครสและมอลเตส ดังนั้น α-AI สามารถลดภาวะน้ําตาลในเลือดสูงไดทัง้ในกลุมที่เปน
โรคเบาหวานและไมเปนโรค 

  Bhandari et al. (2008) ทําการศึกษาผลตอตานการเกิดโรคเบาหวานในหลอด
ทดลอง และทําการแยกสารประกอบจากสารสกัด Pakhanbhed ซ่ึงเปนสมุนไพรทองถ่ินของ
ประเทศเนปาล พบอนุพันธของ catechin คือ (-)-3-O-galloylepicatechin และ (-)-3-O-
galloylcatechin เปนครั้งแรกในพืชสายพันธุนี้ สารทั้ง 2 ตัวสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม   
แอลฟา-กลูโคซิเดส และแอลฟา-อะไมเลสได ดังนั้นพืชสมุนไพรชนิดนี้นาจะมีประโยชนเพื่อใช
รักษาผูปวยเบาหวานหรือผูที่มีอาการใกลเคียง 
 
  Xiao-Ping et al. (2010) ศึกษาสารสกัดจากธรรมชาติของยาสมุนไพรจีนทองถ่ินที่
ใชรักษาผูปวยเบาหวาน เพื่อศึกษาหาผลลัพธทางวิทยาศาสตรในการรักษาผูปวยเบาหวาน พบวามี
สารประกอบมากกวารอยละ 40 ที่มีกิจกรรมยับยั้งเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสและแอลฟากลูซิเดส 
ซ่ึงนาจะเปนเหตุผลที่ชวยรักษาอาการผูปวยเบาหวาน 
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5. วิธีการแยกโปรตีนจากสารสกัด 
 
  สารสกัดพืชมีสารเจือปนหลายชนิด ทั้งโปรตีน น้ําตาล กรดอะมิโน กรดนิวคลิอิก 
และอื่นๆ การคัดแยกโปรตีนที่สนใจใหปราศจากสิ่งเจือปนอื่นๆ มีวิธีทําไดหลายวิธีดวยกันเชน (1.) 
การตกตะกอน (precipitation) โปรตีนที่สนใจใหแยกออกจากโปรตีนหรือสารอื่นที่เปน
องคประกอบของเซลลโดยอาศัยทฤษฎีของ salting in-salting out ดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือ 
(salt precipitation) ที่ความเขมขนตางๆ หรือการตกตะกอนดวยตัวทําละลายอินทรีย นอกจากนี้ ยังมี
วิธีการตกตะกอนโดยการปรับคา pH ดวย กรด หรือดาง ใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนศูนย หรืออยูที่ 
pI แตไมนิยมใชเพราะ ทําใหโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติ หมดความสามารถในการทํางานตางๆ 
โดยเฉพาะกิจกรรมเอนไซม (2.) Ion Exchange Chromatography เปนเทคนิคที่ใชในการแยกสาร 
เชน โปรตีน กรดอะมิโน และ กรดนิวคลีอิก โดยอาศัยความแตกตางของประจุไฟฟา  สารที่มีประจุ
สามารถแลกเปลี่ยนกับไอออนอื่นที่มีประจุชนิดเดียวกัน เพื่อจับกับหมูที่มีประจุตรงกันขามของตัว
แลกเปลี่ยนประจุดวยแรงดึงอิเล็กตรอน (ion exchanger) สารตางชนิดกันจะจับดวยแรงไมเทากัน
ขึ้นกับจํานวนประจุและความหนาแนนของประจุ หรือ charge density (จํานวนประจุ/หนวยมวล
สาร) (3.) การแยกโปรตีนดวยขนาดโมเลกุล  โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญมากสามารถแยกดวย
วิธีอัลตราเซนตริฟวจ (ultracentrifuge) แตไมนิยมใช เพราะมีขอจํากัดในเรื่องการปนเปอน และ
คุณสมบัติของโปรตีน วิธีที่ใชมากในปจจุบัน คือ gel permeation chromatography, electrophoresis 
และวิธีเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุล   

 วิธีเมมเบรนคดัแยกขนาดโมเลกุลเปนเทคโนโลยีการแยกตามขนาดโมเลกุลดวย 
ultrafiltration และ microfiltration ซ่ึงมีความแตกตางของขนาดรูพรุนของเมมเบรน ทั้งสองวิธีเปน
วิธีที่นิยมใชในการแยกโปรตีน หรือทําใหสารละลายเขมขนมากขึ้น การแยกสวนและการทําให
บริสุทธิ์สามารถดําเนินการทีอุ่ณหภูมิปกติ ไมจําเปนตองใชความรอนและสารเคมี จึงเหมาะสําหรับ
การแยกสารที่ไวตอการเสยีสภาพ เชน โปรตีน และเอนไซม  สามารถใชกับตัวอยางที่มีปริมาณมาก 
งายตอการขยายระดับการทํางานใหมีขนาดเพิ่มสูงขึ้น (scale up)  
  ผลการตรวจเอกสารการแยกสารยับยั้งอะไมเลส โปรตีน และสารขนาดเล็กโดยวิธี
โครมาโตกราฟ และเมมเบรน พบวาเมมเบรนเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ และสามารถเก็บสารตัวอยาง
ไดในปริมาณมากโดยยังคงสภาพธรรมชาติ ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดและขนาดของเมมเบรน  pH ที่
เหมาะสม และอนุภาคของสารที่ตองการแยกออกจากกัน และปจจุบันการใชเมมเบรนในการแยก
สารโมเลกุลขนาดตางๆนั้นกําลังเปนที่สนใจและนิยมใชกันมาก 
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  Ghosh และ Cui (1998) ศึกษาวิธีการแยก BSA และ Lysozyme ในกระบวนการ
แยกดวย ultrafiltration เนื่องจากการแยกสารดวยเมมเบรนนั้นไมไดขึ้นกับขนาดของสารที่ตองการ
แยกเพียงอยางเดียว ยังเกี่ยวของกับปจจัยอ่ืนๆ อีกดวย จากกการศึกษาพบวาคา pH มีผลตอการ
เคลื่อนที่ของสารผานเมมเบรนเมื่อความเขมขนของสารตัวอยางสูง สงผลใหสารเคลื่อนที่ผาน     
เมมเบรนลดลง แตการเคลื่อนที่ผานเมมเบรนของสารดีขึ้น เมื่อมีการเคลือบริเวณผิวหนาของเมม
เบรน ดวยโปรตีนชนิดอื่นเชน myoglobin กอนนํามาใช 

 Chiang et al. (1999) ศึกษาการแยกโปรตีน 2 ชนิดที่ไดจากการยอยสลายถั่วเหลือง
ดวยเอนไซม alcalase และ flavourzyme ในระบบที่ตอเนื่องของเมมเบรนขนาด 30,000 และ 3,000 
ดาลตัน พบวาโปรตีนที่ผานการแยกดวยเมมเบรนขนาด 30,000 ดาลตันมีคุณสมบัติของสารตาน
อนุมูลอิสระมากกวาโปรตนีที่ผานการแยกดวยเมมเบรนขนาด 3000 ดาลตัน   

  Feins และ Sirkar (2005) พัฒนาวิธีการแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกัน
ดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่นโดยใชหลักการ multimembrane  เมื่อใชเมมเบรนสองชนิดตางกันแตมี
ขนาดคัดแยกโมเลกุล 100,000  ดาลตันเทากัน คือ YM100 cellulose membrane และ omega 100 K 
เพื่อศึกษาการแยกฮีโมโกลบิน (MW 64,677) และ bovine serum albumin (MW 66,430) ภายใต
สภาวะที่แตกตางกัน พบวาเมมเบรนที่กักโปรตีนไวจะเพิ่มปริมาณของโปรตีนมากขึ้นเมื่อเพิ่ม
จํานวนของเมมเบรน  

  Houngphruk et al. (2006) พบวาสารสกัดจากยางพาราที่ผานการแยกดวยเมมเบรน 
ขนาด 1 กิโลดาลตัน ในสวนของ retentate มีคุณสมบัติเปนสารยับยั้งการทํางานของเอนไซม        
ทริปซินไดดีที่ สุด  นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรีย 
Porphyromonas gingivalis ไดดีที่สุด 

  Li et al. (2008) ใชระบบอัลตราฟลเตรชั่นแยกเอนไซมโปรตีเอส ทริปซิน และ   
ไคโมทริปซิน จากมามของปลาทูนาครีบเหลือง (yellowfin tuna) โดยเมมเบรนที่ใชเปนชนิด
เซลลูโลสขนาดคัดแยกโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน ผลการศึกษาพบผลของความดัน อัตราการไหล 
critical flux limited flux มีผลตอการแยกโปรตีน     
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  Jinapong et al. (2008) ผลิตผงนมถั่วเหลืองอยางรวดเรว็ใน 3 ขั้นตอนคือ 
ultrafiltration, spray drying และ fluidized bed agglomeration โดยการทําอัลตราฟลเตรชั่นเพื่อเพิม่
ความเขมขนของโปรตีนและไขมัน แตลดปริมาณของสารโมเลกุลเล็กเล็กๆ ที่เปนองคประกอบใน
นมถั่วเหลืองอยางคารโบไฮเดรต และของเสียอ่ืนๆ ทีม่ีผลรบกวนการทํางานในขัน้ตอน spray 
drying ดังนัน้การใชเมมเบรนเพื่อเพิ่มความเขมขนของสารนั้นมีประโยชนดังนี้คือ (1.) สารไมโดน
ความรอน (2.) ลดการสูญเสียคุณภาพของสาร (3.) ลดการสูญเสียจากการระเหยของสาร และ      
(4.) ใชพลังงานอยางมีประสิทธิภาพโดยไมเปลี่ยนสถานะของสาร  

  Konrad และ Kleinschmidt (2008) แยก α-lactalbumin (α-LA) ขนาด 14 กิโลดาล
ตัน จากหางนมดวยระบบอัลตราฟลเตรชั่นรวมกับเอนไซมทริปซิน โดยใชเมมเบรนคัดแยกขนาด
โมเลกุล 10 100 และ 150 กิโลดาลตัน ผลการทดลองพบวา ภายหลังการยอยดวยเอนไซมแลวกรอง
ดวยเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุล 10 กโิลดาลตัน สามารถเก็บเกี่ยว α-LA ไดรอยละ 15 เมื่อ
คํานวณเทียบกบัปริมาณโปรตีนทั้งหมดทีแ่ยกได มีความบริสุทธิ์รอยละ 90-95  

 นอกจากการใชเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุลในการแยกบริสุทธิ์สารที่สนใจจาก
สารเจือปนอื่น เพื่อใหไดปริมาณมากแลว Saxena et al. (2007) ไดพัฒนาวิธีทําบริสุทธิ์สารยับยั้ง   
อะไมเลส และโปรตีเอสจากเมล็ดขาวฟาง (Eleusine coracana) ดวยหลักการ three-phase partition 
(TPP) ซ่ึงเปนกระบวนการทําบริสุทธิ์แยกโปรตีนออกจากสารสกัดหยาบในปริมาณมากได 
ดําเนินการโดยการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ตามดวยการเติมสารละลายบิวทานอล ทําใหเกิด
การแยกชั้นของสารละลาย โดยเกิดชั้นของโปรตีนที่เปนสารยับยั้งระหวางชั้นของตัวทําละลาย
อินทรีย การทําบริสุทธิ์พบวาสารยับยั้งอะไมเลสและโปรตีเอสที่แยกไดมีความบริสุทธิ์ 20.1 และ 16 
เทา มีรอยละการเก็บเกี่ยวได 39.5 และ 32 ตามลําดับ 
 
6. วิธีการแยกสารที่ไมใชโปรตีน อนุพนัธน้ําตาลขนาดเล็กจากสารสกัด 
 
  สารสกัดจากพชืประกอบดวยสารชีวโมเลกุลหลายชนิด นอกจากโปรตีนแลวยังมี
สารในกลุมของคารโบไฮเดรตตั้งแตโมเลกลุขนาดเล็ก เชน โมโนแซคคารไรด น้ําตาลกลูโคส     
ฟรุคโตส ไดแซคคารไรด น้ําตาลมอลโตส ซูโครส  และโพลีแซคคารไรดเชน แปง เพคติน 
เซลลูโลส ซ่ึงมีขนาดโมเลกลุใหญมาก นอกจากนีย้ังมีสารอนุพันธคารโบไฮเดรตทั้งที่มีขนาดใหญ
และขนาดเล็กอีกมากมาย รวมถึงสารในกลุมของสารเมแทบอไลททุติยภูมิซ่ึงมีโครงสรางหลาย
รูปแบบ หลายขนาด และอาจเชื่อมตอกับสารในกลุมคารโบไฮเดรตเปนสารไกลโคไซด หรือ
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เชื่อมตอกับอนุพันธกรดอะมิโน เชน อะคารโบส ซ่ึงเปนโครงสรางของน้ําตาลมอลโตสเชื่อมตอ
กับอะคารวิโนซินดวยพันธะ α1-4 ไกลโคซิดิก  (Kim et al., 2002) อะคารวิโอสตาติน 
(acarviostatin) เปนสารประเภท  อะมิโนโอลิโกแซคคารไรด (Geng et al., 2008) และสารประกอบ
อินทรีย cathechin (Bhandari et al., 2008) เปนตน ในการแยกสารที่ไมใชโปรตีนทําไดหลายวิธีตาม
คุณสมบัติของกลุมสารที่สนใจ โดยนยิมตกตะกอนสารโปรตีนออกไปกอน ดวยการใชตัวทําละลาย
อินทรียเชน เอทานอล เมทานอล (Kim et al., 2002) เฮกเซน และไดคลอโรมีเทน (Ali et al., 2006) 
บิวทานอล (Andra de-Cetto et al., 2008) หรือ เอทิลอะซิเตท (Wang et al., 2010) ไปพรอมๆ กับ
การสกัดสารที่มีขั้วไวในชัน้ของตัวทําละลายอินทรียนั้นๆ  เมื่อไดสารสกัดในตวัทําละลายอินทรีย
แลว ในการทาํใหบริสุทธิ์ตอไป มักใชวิธีทางโครมาโตกราฟเชนเดียวกับโปรตีน ทีก่ลาวขางตน ทั้ง
ในแบบคอลัมน และ TLC การแยกบริสุทธิ์สารในกลุมนี้ดวยเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุลก็นยิม
ใชเชนกนั  
  การตรวจเอกสารสารในกลุมสารยับยั้งเอนไซมยอยคารโบไฮเดรต ไดแกเอนไซม
แอลฟา-อะไมเลส และแอลฟา-กลูโคซิเดส เชนแทนนนิ อนุพนัธน้ําตาลเชนอะคารโบส ตลอดจน
สารอื่นๆ ที่ไมมีคุณสมบัติของสารยับยั้งอะไมเลสและกลูโคซิเดส พบวาตางใชวธีิการแยกบริสุทธิ์
ดวยหลักการเดียวกันของโปรตีน 
 
  Seeram et al. (2005) สกัดและทําบริสุทธิ์สารกลุมแทนนินที่มีช่ือวา  ellagitannins 
ที่มีกิจกรรมยับยั้งสารตานอนุมูลอิสระจากเปลือกของผลทับทิม (Punica granatum L.) โดยคอลัมน
ที่บรรจุดวย Amberlite XAD-16 resin ที่ตอกับระบบปมสุญญากาศ พบวาสามารถทําบริสุทธิ์สารใน
รูปของ total pomegranate tannins (TPT) ไดดีถึง 58-60 กรัม/กิโลกรัมเปลือก ภายในระยะเวลาอัน
ส้ัน ทั้งยังชวยลดตนทุนลงมากกวาการใชวิธีแยกดวยระบบคอลัมนโครมาโตกราฟที่บรรจุดวย      
C-18/ polyamide/ cellulose/ Sephadex Lipophilic LH-20 /Diaion HP20  
 
  Scordino et al. (2007) ทําการแยกเม็ดสีจากน้ําผลสมที่มีสวนประกอบของ 
anthocyanin และ hydroxycinnamates ดวยการประยุกตวิธี adsorption resins รวมกับเมมเบรน 
พบวาสวนประกอบของสาร anthocyanin limonoid  flavonones และ hydroxycinnamate ถูกกําจัด
ออกไปดวย polystyrene-divinylbenzene resin (PS-DVB) สวนกระบวนการแยกดวยเมมเบรน
สามารถกําจัดเอนไซมและจุลินทรีย ทําใหความเขมขนของน้ําตาลมีเพิ่มขึ้น (กลูโคส ฟรุคโตส และ
ซูโครส 250 กรัม/ลิตร) วิธีการนี้เหมาะแกการไปประยุกตใชเพื่อเตรียมน้ําตาลในอุตสาหกรรม
อาหารเครื่องดื่ม 



  

15 

  Sjöman et al. (2007) ศึกษาการใชระบบนาโนฟลเตรชั่นเพื่อทําการแยกน้ําตาล 
xylose (MW 150.3) ออกจาก glucose (MW 180.6) ดวยเมมเบรน 3 ชนิดดังนี ้Desal-5DK, Desal-
5DL และ NF270 โดยแตละเมมเบรนมีขนาดคัดแยกโมเลกุล CO (gmol-1) 150-300, 150-300 และ 
150-200 ตามลําดับ ผลการศึกษาพบวาการแยกน้ําตาล xylose กับน้ําตาลกลูโคส ขึ้นกับ สัดสวนโดย
น้ําหนกัของ xylose:glucose  คาความดันทีใ่ช และ permeate flux 
 
  Wang et al. (2010) สกัดแยกสารบริสุทธิ์ประเภท flavonoid จากใบฝรั่งดวยการ
ใชตัวทําละลายอินทรีย ไดคลอโรมีเทน เอททิลอะซีเตท และบวิทานอล สามารถสกัดแยกสาร
บริสุทธิ์ 7 ตัวคือ quercetin kaempferol guaijaverin avicularin myricetin hyperin และ apigenin 
ซ่ึงมีกิจกรรมยบัยั้งเอนไซมอะไมเลสและกลูโคซิเดส 

 
7. การศึกษาโครงสรางของโปรตีน 
 
  โครงสรางของโปรตีนประกอบไปดวยกรดอะมิโนซึ่งเปนปจจยัสําคัญในการ
กําหนดคุณสมบัติตางๆ ของโปรตีน ในการทราบโครงสรางที่สมบูรณของโปรตีนตองอาศัยหลาย
เทคนิคประกอบกัน ไดแกการหาองคประกอบของกรดอะมิโน (amino acid composition) การหา
น้ําหนกัโมเลกลุรูปธรรมชาติโดยอาศัยเทคนิค gel filtration (Le Berre-Anton et al., 1997) หา
ขนาดโมเลกุลและจํานวนของหนวยยอยดวย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis ซ่ึงนิยม
เรียกสั้นๆวา SDS-PAGE (Tripathi et al., 2007) เทคนิค mass spectroscopy หรือ MALDI-TOF 
(Iulek et al., 2000) การตรวจสอบชนิดและลําดับของกรดอะมิโนที่ปลายไนโตรเจน (N-terminus) 
หรือปลายคารบอน (C-terminus) และการใชเทคนิค X-ray crystallographical (Santimone et al., 
2004) 

 การทราบโครงสรางระดับปฐมภูมิของโปรตีนจากการหาชนิดและลําดับกรด      
อะมิโนในสาย  นําไปสูการทราบโครงสรางระดับตางๆ ของโปรตีนในรูปแบบสามมิติ  การ
เปรียบเทียบโครงสรางของโปรตีนชนิดหนึ่งในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ทําใหทราบถึงความสําคัญของ
ตําแหนงของกรดอะมิโนตางๆ บนสายของเปปไทด และวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ นอกจากนั้น
การทราบโครงสรางของโปรตีนที่สําคัญสามารถนําไปสูการสังเคราะหโปรตีนนั้นขึ้นมาใช
ประโยชนไดดวยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพเชน การผลิตอินซูลิน ใชในการแพทย เปนตน 



  

16 

  Iulek et al. (2000) ทําการแยกบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากเอนโดสเปรมของ
ขาวไรยโดยวธีิคอลัมนโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน และศึกษาหาขนาดโมเลกุลดวย     
mass spectroscopy พบวาเปน monomer ขนาด 13,756 ดาลตัน และวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดาน 
N-terminus พบวามีลําดับกรดอะมิโนแบบปฐมภูมิ ดังนี ้ SEDCTPWTATPITVLAGCRDYVGEQ            
ซ่ึงเหมือนกับสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากขาวบาเลยและขาวสาลี 

  Yamada et al. (2005) แยกบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน คือ α-AI-Pa1 
และ α-AI-Pa2 จากเมล็ดถ่ัว tepary (Phaseolus acutifolius A. Gray) เมื่อศึกษาหาลําดับกรดอะมิโน
ทางดาน N-terminus ดวยเครื่อง gas-phase protein sequencer 492 พบวาลําดับกรดอะมิโนของ     
α-AI-Pa1 คือ SNDISFNFDRFXETNLILQG สวน α-AI-Pa2 มี 2 หนวยยอย คือ ACDTSFNFHS 
สําหรับหนวยยอย α และ SAIGLDFALV สําหรับหนวยยอย β 

  Tripathi et al. (2007) วิเคราะหขนาดโมเลกุลอะไมเลสจากเมล็ดถ่ัวเขียวดวยวิธี 
SDS-PAGE พบโปรตีนแถบเดียวที่มีขนาดโมลกุล 46 กิโลดาลตัน เมื่อยอยดวยเอนไซมทริปซิน
พบเปปไทดจากการยอยมีลําดับกรดอะมิโนตรงกับอะไมเลส ชนิด amy1 และ amy2 ของขาว
บารเลย โดยมคีา % amino acid identity 70 และ 73 ตามลําดับ  

  Guzman-Partida et al. (2007) ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากเมล็ด 
Palo Fierro (α-AI-PF) ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ พบวาสามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสและมี
ขนาดโมเลกุล 77 กิโลดาลตัน สวน SDS-PAGE พบ α-AI-PF ประกอบไปดวยสามหนวยยอยคือ 
31, 15.8 และ 17.4 กิโลดาลตัน เมื่อยอยสลายหนวยยอยดวยเอนไซมทริปซิน และใชเทคนิค         
LC-MS/MS พบวาหนวยยอย 31 กิโลดาลตัน มีลําดับกรดอมิโนสองชนิด (ISDVNNNDIK และ 
VFSVSLSNPSTGK) ซ่ึงเหมือนกับหนวยยอย 15.8 และ 17.4 กิโลดาลตัน เปปไทดทั้งสองนี้เปน
คุณลักษณะสําคัญของโครงสราง α-AI ชนิดตางๆ  ของพืชตระกูล P. vulgaris 
 
8. การศึกษาโครงสรางของสารที่ไมเปนโปรตีนพวกอนพุันธุของคารโบไฮเดรต 
 

 การหาโครงสรางโมเลกุลของสารประกอบอินทรียปจจุบันมีดวยกันหลายวิธีไดแก 
(1.) ผลึกศาสตร (Crystallography) ซ่ึงเปนวิธีที่ละเอียดแมนยําที่สุด แตมีความยากมากที่จะสราง
ผลึกใหมีขนาดใหญและมีคุณภาพเพื่อความชัดเจนในการวิเคราะห (2.) การวิเคราะหองคประกอบ
ธาตุ (Elemental Analysis) เปนวิธีการแยกสลายโมเลกุลเพื่อใหไดแตละธาตุสําหรับการวิเคราะห 
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(3.) วิธีทางโครมาโตกราฟ เชน  thin layer chromatography (TLC) โดยใชระบบการแยกตางๆ และ
ใชสารละลายจําเพาะฉีดพนบนแผน TLC เพื่อบงบอกชนิดของสาร หรือกลุมของสารที่ปรากฏ
ภายหลังการแยก รวมกับเทคนิคอื่นๆประกอบ (4.) อินฟราเรด สเปกโทรสโกป (Infrared 
spectroscopy, IR) เปนวิธีที่ใชวิเคราะห functional group (5.) Mass spectrometry เปนวิธีที่ใชหา
น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) ของสารประกอบอินทรียและโครงสรางทางเคมีของสารโดย
อาศัยการแตกตัวของโมเลกุลเปนไอออน วิธีนี้มีขอเสียคือสารตัวอยางที่ใชถูกทําลาย แตมีขอดีคือใช
สารในปริมาณที่นอยมากในการวิเคราะห (6.) Nuclear magnetic resonance (NMR) เกี่ยวของกับ
การวัดคาความไวของนิวเคลียสตอสนามแมเหล็ก หรือการหมุนรอบของนิวเคลียรภายใตโมเลกุกล
ของมันเอง หรือสภาวะแวดลอมที่เปนไอออนิก ใชศึกษาเกี่ยวกับสูตรโครงสรางของสารทั้ง
สารอินทรียและอนินทรีย เทคนิคนี้ไมทําลายสารตัวอยางที่ทําการวิเคราะห จึงนํากลับมาใชใหมได 
ตัวอยางที่นํามาวิเคราะห เชน การหารอยละของกรดไขมันไมอ่ิมตัวในของผสม การหาปริมาณน้ํา
ในเนย สภาพของเมล็ดขาวสาลี และการติดตามการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เปนตน (7.) UV/VIS 
spectroscopy  เปนวิธีที่ใชแสงฉายผานสารละลายของสารตัวอยาง พลังงานแสงบางสวนถูกดูดเก็บ
ไวในโมเลกุลของสารเพื่อกระตุนอิเล็กตรอน ซ่ึงไดแก อิเล็กตรอนของพันธะในโมเลกุลโดยพันธะ
คู และพันธะสาม จะดูดกลืนแสงไดมากกวาพันธะเดี่ยว สารที่มีหมูอะโรมาติกจะดูดแสงชวง
อัลตราไวโอเลต (UV) ไดดี สวนสารที่มีสีจะดูดกลืนแสงในชวงคลื่นที่มองเห็นได (VIS) คุณสมบัติ
ที่ปริมาณแสงที่ดูดกลืนไวดวยโมเลกุลแปรผันตามความยาวคลื่นแสง  ทําใหไดเสนกราฟ
ความสัมพันธระหวางความยาวคลื่นและปริมาณที่แสงถูกดูดกลืนไว เปนลักษณะโคงที่เรียกวา 
สเปคตรัม (spectrum) โมเลกุลแตละชนิดจะมีคุณสมบัติเฉพาะตัว คือ คาความยาวคลื่นสูงสุดในการ
ดูดกลืนแสง (λ max) และคาความเขมขนมีความสัมพันธกับคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) 
ตามกฎของ Beer-Lambert เปนประโยชนในการหาความเขมขนของสารตางๆ 

 Larson et al.  (1994) ใชเทคนิค X-Ray crystallography ศึกษาการทําปฏิกิริยา
ระหวางสาร α-cyclodextrin 3 โมเลกุล I-III จับกับเอนไซมอะไมเลสจากตับออนหมู (PPA) โดย
พบวา α-cyclodextrin I และ II จับกับเอนไซมใกลกับบริเวณเรง ในขณะที ่α-cyclodextrin III นัน้
จับบริเวณอ่ืนของเอนไซม 

 Kim et al. (2002) คนพบสารยับยั้งอะไมเลสตัวใหมจากการทําลายโครงสรางของ
โมเลกุลอะคารโบสดวยเชื้อ Thermus maltogenic amylase ผลจากการวิเคราะหโครงสรางดวย 13C 
NMR และ MALDI-TOF พบวาเปนสาร α-D-glucopyranosyl- α-acarviosinyl-D-glucopyranose 
(GlcAcvGlc) ที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 645.6 ดาลตัน 
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 Geng et al. (2008) ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจาก Streptomyces coelicoflavus 
ZG0656 ศึกษาโครงสรางของสารยับยั้งนี้ดวยวิธี electrospray ionization tandem mass 
spectrometry (ESI-MS/MS) และ two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy พบวาเปนในกลุม oligosaccharide ที่มีโครงสรางหลักเปน acarviosin เชน 
acarviostatins III03 และ IV03 มี acarviosin-glucose moieties อยู 3 และ 4 ชุดตามลําดับ 

  Bhandari et al. (2008) สกัดสารออกฤทธิ์จากพืชทองถ่ินของประเทศเนปาลไป
วิเคราะหโครงสรางดวย 1H NMR พบวาเปนสาร (-) -3 –O-galloylepicatechin และ (-) -3 –O-
galloylcatechin ที่มีกิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสและกลูโคซิเดส  

9. การศึกษาจลนศาสตรการยับยั้ง  
 
  สารหลายตัวมคีุณสมบัติในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยทําปฏิกิริยากับ 
เอนไซมโดยตรงหรือจึงยับยัง้ที่ขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่งของการทํางาน ตามปกติตัวยบัยั้ง อาจเขาจบั
หรือทําปฏิกิริยากับเอนไซมที่บริเวณเรงแลวทําใหสับสเตรตไมสามารถจับกับเอนไซมไดตามเดิม 
หรือหากจับไดก็ไมสามารถดําเนินปฏิกิริยาไปตามปกติได หรือตัวยับยัง้อาจทําปฏิกิริยากับเอนไซม 
ที่สวนอื่นของโมเลกุล แลวกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรางของโมเลกุลไป ทําใหเอนไซมหมด
ประสิทธิภาพในการเรงปฏกิิริยา การยับยัง้เอนไซมหรือการทําใหปฏิกริิยาเอนไซมดาํเนินชาลงหรอื
หยุดทํางานนัน้มีความสําคญัมาก เนื่องจากเปนวิธีที่จะควบคุมอัตราเร็วของกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมในรางกาย เปนกลไกการทํางานของยาและสารพิษบางชนิด สารโมเลกุลเล็กที่สามารถยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมแบงออกไดเปนสองประเภท คือ ตัวยับยั้งแบบทวนกลับไมได (irreversible-
inhibitor) และตัวยับยั้งแบบทวนกลับได (reversible-inhibitor) 
   
  9.1 ตัวยับยั้งแบบทวนกลับไมได จับกับเอนไซมดวยพันธะที่มีความแข็งแรง เชน 
พันธะโควาเลนต ทําใหเกิดสารประกอบเชิงซอนที่คงตัว ทําใหเอนไซมไมสามารถเรงปฏิกิริยา
ตอไปได และยังไมสามารถกลับคืนสูสภาพที่เรงปฏิกิริยาไดอีกดวย ตัวอยางเชน การยับยั้งเอนไซม
ไซโคลอออกซีจีเนส (cyclooxygenase) โดยแอสไพริน (aspirin) หรือ อะซิติลซาลิไซเลต       
(acetyl salicylate) 
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  9.2 ตัวยับยัง้แบบทวนกลบัได มีอยูสามชนิด คือ ตัวยับยั้งแบบแขงขัน 
(competitive inhibitor) ตัวยบัยั้งแบบไมแขงขัน (non-competitive inhibitor) และตวัยับยั้งแบบไม
สามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibitor) 
 
   9.2.1 ตัวยับยั้งแบบแขงขัน (competitive inhibitor) มักจะมีโครงสราง
คลายคลึงกับสับสเตรท จึงอาจสามารถจับกับบริเวณเรงของเอนไซมไดเชนเดียวกับสับสเตรท 
ดังนั้นสับสเตรทและตัวยับยั้งชนิดนี้จึงเปนคูแขงขันแยงกันจับกับเอนไซม แตตัวยับยั้งไมสามารถ
ทําปฏิกิริยาตอไปไดดังเชนสับสเตรทหรือทําปฏิกิริยา ตอไปไดเพียงชาๆ ตัวยับยั้งแบบแขงขันอาจ
จับกับเอนไซมที่บริเวณอื่นๆ นอกจากบริเวณที่ตัวเขาทําปฏิกิริยาจับ แลวทําใหเอนไซม
เปลี่ยนแปลงโครงรางไปจนไมสามารถจับกับตัวเขาทําปฏิกิริยาไดอีกก็ได ถามีสับสเตรทมากๆ ตัว
ยับยั้งแบบนี้ก็จะแยงจับกับเอนไซมไดนอยลง จึงลดผลของการยั้บยั้งได การยับยั้งแบบนี้คา Vmax ไม
เปลี่ยนแปลง แตคา Km เพิ่มขึ้น 

 
(http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/enzyme/chapter5/ch5l4.html) 

ภาพที่ 1 จลนศาสตรการยับยั้งแบบแขงขัน โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยับยั้ง คา [I1] จะมคีวามเขมขน
ของตัวยับยั้งนอยกวา [I2] 

  จากกราฟการยับยั้งแบบนี้จะทําใหคา Vmax เทาเดิม แตทาํใหคา Km เพิ่มขึ้น เพราะ
สับสเตรทตองแขงกับตวัยับยัง้ในการจับกับเอนไซมถามีความเขนขนของสับสเตรทมาก สับสเตรท
ก็จะแยงกับตัวยับยั้งไดดีขึ้น จึงเปรียบเสมอืนลดผลของการยับยั้งแบบนี้ลง 
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  9.2.2 ตัวยับยัง้แบบไมแขงขนั (non-competitive inhibitor) จะเขาจับกับเอนไซม
บริเวณอืน่ที่ไมใชบริเวณเรง ลําดับในการเขาจับนั้นอาจเปนแบบตวัยับยั้งจับกับเอนไซมอิสระ หรือ
เอนไซมที่อยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรทก็ได เมื่อเกดิเปน สารประกอบ
เชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แลว จะไมเกดิผลิตภณัฑขึ้น การทีม่ีเอนไซมมากๆ 
ก็ไมสามารถลดผลของการยับยั้งนี้ได การยับยั้งแบบนี้จะมีคา Vmax ลดลง แตคา Kmไมเปลี่ยนแปลง  

 

(http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/enzyme/chapter5/ch5l4.html) 

ภาพที่ 2 จลนศาสตรการยับยั้งแบบไมแขงขัน โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยบัยั้ง คา [I1] จะมีความเขมขน
ของตัวยับยั้งนอยกวา [I2] 

  จากกราฟ การยับยั้งแบบนี้จะทําใหคา Vmax ลดลง แตคา Km ไมเปลี่ยนแปลง เพราะ
หากตัวยับยั้งทําใหสารประกอบเชิงซอนระหวางเอนไซมกับสับสเตรทไมสามารถเปลี่ยนแปลง
ตอไปเปนผลิตภัณฑได นั่นหมายถึง เราสูญเสียเอนไซมตัวนั้นไป จึงทําใหคา Vmax ลดลง แตคา Km 
เทาเดิมเพราะเอนไซมที่เหลือไมไดลดความสามารถในการจับกับสับสเตรทลง คาความเขมขนของ
สับสเตรทที่จะทําใหอัตราเร็วเปนครึ่งหนึ่งของอัตราเร็วสูงสุดจึงเทาเดิม 
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   9.2.3 ตัวยับยั้งแบบไมสามารถแขงขนัไดโดยตรง (uncompetitive 
inhibitor) ตัวยับยั้งแบบนี้จะเขาจับกับ สารประกอบเชงิซอนของเอนไซม-สับสเตรท (ES) เทานัน้ 
ไดเปนสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แลวไมเปลีย่นแปลงตอไป
เพื่อใหไดผลิตภัณฑ การมสัีบสเตรทมากๆ ก็ไมไดเปนการลดผลของการยับยั้งแบบนี้ การยับยั้ง
แบบนี้ทําใหคา Vmax และ Km ลดลง 

 
(http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/enzyme/chapter5/ch5l4.html) 

ภาพที่ 3 จลนศาสตรการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยับยั้ง คา 
[I1] จะมีความเขมขนของตัวยับยั้งนอยกวา [I2] 

          จากกราฟ การยับยั้งแบบนี้จะทําใหคา Vmax และ Km ลดลง เนื่องจากตัวยับยั้ง 
จะจับกับสารประกอบเชิงซอนระหวางเอนไซมกับสับสเตรท จึงทําใหคาทั้งสองลดลง 
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  9.2.3 ตัวยับยัง้แบบผสม (mixed noncompetitive inhibitor) จะเขาจับกบัเอนไซม
บริเวณอืน่ที่ไมใชบริเวณเรง ลําดับในการเขาจับนั้นอาจเปนแบบตวัยับยั้งจับกับเอนไซมอิสระ หรือ
เอนไซมที่อยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรทก็ได เมื่อเกดิเปน สารประกอบ
เชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แลว สามารถเกิดผลิตภัณฑขึ้นได การที่มีเอนไซม
มากๆ ก็ไมสามารถลดผลของการยั้บยั้งนีไ้ด การยับยั้งแบบนี้จะมีคา Vmax ลดลง แตคา Kmไม
เปลี่ยนแปลงแตจุดตัดของกราฟจะอยูทางดานซายมือของแกน Y 

 

 

  (http://www.search.com/reference/Enzyme_inhibitor) 

ภาพที่ 4  จลนศาสตรการยับยั้งแบบผสม โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยับยั้ง คา [I1] จะมีความเขมขนของ
ตัวยับยั้งนอยกวา [I2]  

  จลนศาสตรการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลสที่เคยมีการศึกษา พบวา สารยับยั้งอะ
ไมเลสที่เปนโปรตีน α-AI จากสารสกัดถ่ัวขาวมีรูปแบบการยับยั้งแบบ non-competitive (Marshall 
และ Lauda, 1975) เชนเดียวกับสารสกัดจากถั่วเขียว (Tripathi, 2007) และเปนแบบ mixed 
noncompetitive จากสารสกัดจาก kidney beans (Le Berre-Anton, 1997) สวนสารยบัยั้งอะไมเลสที่
ไมเปนโปรตีนเชน acarbose acarviosine-Glucose และ isoacarbose มีรูปแบบการยับยั้งแบบ 
competitive inhibition ตอเอนไซมแอลฟา-กลูโคซิเดส และแบบ mixed noncompetitive ตอ
เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (Kim et al., 1999)  
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วัตถุประสงค 
 

1. ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่เปนโปรตีนและไมเปนโปรตีนจากถั่วแดงหลวงและเก็บ
เกี่ยวใหไดปริมาณเพยีงพอ 

2. เพื่อศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของสารยับยั้งอะไมเลสทั้งสองชนิดที่เตรียมไดตอกิจกรรมเอนไซม
ยอยคารโบไฮเดรต แอลฟา-อะไมเลสจากน้าํลายและตับออน  

3. เพื่อศึกษาลักษณะโครงสรางของสารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่เปนโปรตีนและไมเปนโปรตีนที่
เตรียมได 
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บทที่ 2 
 

วิธีการวิจัย 
 

1. วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี 
 
 1.1 วัสดุ อุปกรณ 
 
วัสดุ อุปกรณ รุน บริษัทผูผลิต 
เครื่อง autoclave HA-300M Hirayama, Japan 
เครื่อง Bench-top refrigerated centrifuge 5804R Eppendrof, Germany 
เครื่องอิเล็กโตรโฟเรซิส ATTO/AE-6450 ATTO, Japan 
เครื่อง Fraction collector 2110 Bio-Rad, USA. 
เครื่อง Freeze drier DW6-85 Heto Drywinner, Denmark 
เครื่อง Hot air oven LR-270 The grieve Co., USA. 
Micro-pipettes P1000 Gilson, France 
Micro-pipettes P10, P50, P100, P250 Merck, Germany 
เครื่อง micro centrifuge C-1200 National Labnet, USA. 
เครื่องวัดคา pH EcoScan Utech instrument, Singapore 
เครื่อง superspeed refrigerated centrifuge JA-21 Beckmen, USA. 
เครื่อง Ultracentrifuge L8-70M Beckmen, USA. 
เครื่องวัด UV-VIS spectrophotometer UV 160 A Shimadzu, Japan 
เครื่องเขยาสาร (Vortex-2 Genie) G-560E Scientific Industries, USA. 
เครื่อง water bath Memmert Scientific Industries, USA. 
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1.2 สารเคมี สารเคมีทุกตัวทีใ่ชในการทดลองอยูในระดับ analytical grade  
 
ชื่อสารเคมี บริษัทผูผลิต 
Acrylamide (อะคริลาไมด) Merck, Germany 
Ammonium persulfate (แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต) Merck, Germany 
Ammonium sulfate (แอมโมเนียมซัลเฟต) BDH Chemical Ltd. 
Bromophenol blue BDH Chemical Ltd. 
Bovine serum albumin Merck, Germany 
Coomassie brilliant blue R-250 Merck, Germany 
Carboxymethyl cellulose (CMC) Fluka, Switzerland 
3, 5 Dinitrosalicylic acid Sigma, USA. 
Dialysis bag cut off 12,000 Fluka, Switzerland 
Ethyl acetate (เอทิลอะซิเตท) Sigma USA. 
Ethanol (เอทานอล) Lab-Scan, Ireland 
Folin reagent Sigma USA. 
Glucose (น้ําตาลกลูโคส) BDH Chemical Ltd. 
Isopropyl alcohol Lab-Scan, Ireland 
Maltose (น้ําตาลมอลโตส) Sigma USA. 
b-mercaptoethanol BDH Chemical Ltd. 
Methanol (เมทานอล) Lab-Scan, Ireland 
N-(1-naphthy) ethylenediamine 
Pancreatic α-amylase (เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากตับออน) 

Panreac, E.U. 
Sigma USA. 

Salivary α-amylase (เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากน้ําลาย) Sigma USA. 
Sodium chloride (โซเดียมคลอไรด) Lab-Scan, Ireland 
Sodium acetate Carlo erba 
Sodium carbonate anhydrus APS Finechem, Australia 
di-Sodium hydrogen orthophosphate APS Finechem, Australia 
Sodium dihydrogenphosphate dihydrate Sigma USA. 
Standard sugar, G1-7 (น้ําตาลมาตรฐาน) Sigma USA. 
Tris (hydroxymethyl) amino methane (Tris-HCl) Sigma USA. 
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ชื่อสารเคมี บริษัทผูผลิต 
Thin layer chromatography (silica gel 60F) aluminium sheets 
Thin layer chromatography (silica gel 60F) glass plates                         

Merck, Germany 
Merck, Germany 

Standard molecular weight marker for electrophoresis Sigma USA. 
Starch, soluble (แปง) AJAX Finechem, Australia 
Sulfuric acid (กรดซัลฟูริก) Lab-Scan, Ireland 
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2. วิธีดําเนินการ 
 
 2.1 การเตรียมสารสกัดถั่วแดง 
  
  นําเมล็ดถ่ัวแดงตราเกษตรจากหางสรรพสินคามาแยกเปลือกสีแดงออก บดเปนผง
ละเอียดดวยเครื่องปน (Warning blender) รอนแยกผงละเอียดดวยตะแกรงรอน (sieve mesh no. 70, 
212 µm) สกัดตามวิธีของ Grant et al. (1995) แตไมใหความรอนดังนี้  เติมสารละลาย 0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.15 M NaCl ลงในขวดบรรจุผงถ่ัวแดง ในอัตราสวน 1:5 (w/v) คน
สารผสมอยางตอเนื่อง 16 ช่ัวโมงที่ 4oC แลวนําไปเซนตริฟวจที่ 50,000×g เปนเวลา 20 นาทีที่ 4oC  
เก็บสารละลายสวนใส (สารสกัดถ่ัวแดง) ในภาชนะทีม่ีฝาปดที่ -20oC เพื่อทดลองตอไป โดยแบง
บางสวนไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลส หาปริมาณน้ําตาลและหาปริมาณโปรตีน  
 
 2.2 ตรวจคากิจกรรมอะไมเลสและการยับยั้งอะไมเลส 
   
  2.2.1 กิจกรรมอะไมเลส 
 
  วัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายหรือตับออนโดยวิธีดัดแปลงของ 
Bernfeld (1955) ดังนี้ บมเอนไซมอะไมเลสกับสารละลายน้ําแปง 2% ในสารละลาย  0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ที่ 37oC เปนเวลา 3 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) ตรวจวัดน้ําตาลที่เกิดขึ้นโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร โดยใชมอลโตส (1 มก./มล.) เปนสารมาตรฐาน กําหนดใหกิจกรรมอะไมเลสหนึ่ง
หนวย (1 U) หมายถึงจํานวนเอนไซมที่ทําใหเกิด 1 มิลลิกรัมมอลโตสที่ 37oC เวลา 3 นาที 
   
  2.2.2 กิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 
 
  วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลายตัวอยางบมกับ
เอนไซมอะไมเลสที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสารเชิงซอนของสาร
ยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 37oC เปนเวลา 3 
นาที ตามวิธีการขางตน คํานวณคามิลลิกรัมมอลโตสของแตละตัวอยาง โดยกําหนดใหกิจกรรม
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ยับยั้งอะไมเลส 1 หนวย (1 AIU) เทากับปริมาณมอลโตสที่หายไป 1 มิลลิกรัมที่อุณหภูมิ 37oC เวลา 
3 นาที หรือนําไปคํานวณเปนคารอยละการยับยั้ง อะไมเลสจากสมการ 
 
 
รอยละการยับยั้งอะไมเลส =  

   
 

 การหาศักยภาพการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสสูงสุดของสารตัวอยาง หรือ คาความ
เขมขนของสารตัวอยางทีย่ับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 (IC50) ทําโดยการเจือจางสารตัวอยางที่ความ
เขมขนตางๆ แลวทําการทดสอบกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสดังกลาวขางตน จากนัน้เขยีนกราฟระหวาง
รอยละการยับยั้งของเอนไซมกับความเขมขนของสารตัวอยางเพื่อหาคา IC50 

 
 2.3 การหาปรมิาณน้ําตาลรดีิวซ่ิงในตัวอยาง  
 
  ตรวจหาปริมาณน้ําตาลในตวัอยางใชหลักการตรวจหมูรีดิวซ่ิงของน้ําตาลเชิงเดี่ยว/
เชิงซอนโดยใชสารสารละลาย 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) และตรวจวัดน้ําตาลทีเ่กิดขึ้นโดยวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชมอลโตส (1มก./มล.) เปนสารมาตรฐาน
คํานวณหาความเขมขนของน้าํตาลในสารละลายตัวอยาง  
 
 2.4 การหาปรมิาณโปรตีนในตัวอยาง 
 
  หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวิธีของ Lowry et al. (1951) ใชหลักการทํา
ใหเกิดปฏิกิริยาของพันธะเปปไทดในโปรตีนเกิดเปนสารเชิงซอนกับ Cu2+ ในสภาวะเบส โดยผสม
สารละลายตัวอยางกับสารอัลคาไลนคอปเปอร (2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH : 2% 
NaKC4H4O6.H2O : 1% CuSO4 ในอัตราสวน 100:1:1 โดยปริมาตร) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 
นาที จากนั้นเติมสารละลาย 1 N Folin-Ciocalteau’s phenol reagent ผสมใหเขากันและทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 30 นาที ซ่ึงจะไปรีดิวซ Cu2+ coordination complex เกิดเปนสารสีน้ําเงิน นํามาวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร คํานวณหาความเขมขนของโปรตีนใน
สารละลายตัวอยาง โดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน 

(กิจกรรมอะไมเลสตั้งตน – กิจกรรมอะไมเลสที่เหลือจากการยับยั้ง)   

กิจกรรมอะไมเลสตั้งตน
× 100 
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 2.5 การเตรียมสารยับยัง้อะไมเลสที่เปนโปรตีน (PAI) และการตรวจสอบความบริสทุธ์ิ 
   
  2.5.1 แบบโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม 
   
  นําสารสกัดถ่ัวแดงมาตกตะกอนดวย 50% ความอิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟตได
สารละลาย cPAI ทําบริสุทธิ์ดวย  
(1.) คอลัมนโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (DEAE ion exchange chromatography) ขนาด 
17×3.5 ซ.ม. ชะคอลัมนดวย 0.01 M sodium phosphate buffer pH 6.9 ที่อัตราการไหล 30 ml/h ที่
อุณหภูมิ 4oC เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมา ติดตามการแยกโปรตีนโดยวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 280 
นาโนเมตร เมื่อเขาใกลศูนย ชะคอลัมนดวย gradient 0-1.0 M NaCl ในสารละลาย 0.01 M sodium 
phosphate buffer pH 6.9 ดวยอัตราการไหลเทาเดิม  ติดตามการแยกโปรตีนโดยวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมโีปรตีนถูกชะออกมา (จนกระทั่งคาเขาใกล
ศูนย) เก็บสารละลายที่มีกิจกรรมการยับยัง้อะไมเลสของแตละขั้นไวแลวเพิ่มความเขมขนและปรับ
ปริมาตรดวย carboxymethyl cellulose (CMC)  
(2.) เจลคอลัมนโครมาโตกราฟที่บรรจุดวย Sephadex G-100 ขนาด 109×1.6 ซ.ม. นาํสารตัวอยางที่
มีกิจกรรมการยับยั้งสูงจากคอลัมนแรก ปริมาณโปรตีน (~100 มก.) มาทําการแยกใหบริสุทธิ์มากขึ้น
ในคอลัมน ชะคอลัมนดวยสารละลาย 0.01 M sodium phosphate buffer pH 6.9ในอัตราการไหล 20 
ml/h ทําการเก็บตัวอยาง และวดัหาปรมิาณโปรตีนที ่ 280 นาโนเมตร จนกระทั่งถึงศูนย เกบ็
สารละลายที่มีกิจกรรมการยบัยั้งอะไมเลสของแตละขั้นไวแลวเพิ่มความเขมขนและปรับปริมาตร
ดวย CMC  
(3.) คอลัมนแบบดูดซับที่บรรจุดวย hydroxyapatite ขนาด 5.2×3 ซ.ม. นําสารละลายตัวอยางจาก 
Sephadex G-100 ที่มีกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสสูงสุดมาทําการแยก ชะคอลัมนดวย 1 mM sodium 
phosphate buffer pH 6.8 อัตราการไหล 10 ml/h เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมา และติดตามการแยก
โปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมีโปรตีนชะออกมา ชะคอลัมน
ดวย linear gradient ดวย 0.001-0.07 M sodium phosphate buffer pH 6.8 อัตราการไหล 10 ml/h 
เก็บตัวอยาง  นําไปวัดหาปริมาณโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร จนกระทั่งถึงศูนย เก็บสารละลายที่มี
กิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสของแตละขั้นไวแลวเพิ่มความเขมขนและปรับปริมาตรดวย CMC 
(เรียกวาสารละลาย PAI)  
  นําสารละลาย PAI ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนดวย native-PAGE 
พรอมตรวจวดัคากิจกรรมยับยั้งอะไมเลสที่ IC50 และปริมาณโปรตีน 
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  2.5.2 การแยกสารละลาย PAI ดวยวิธี molecular weight cut off membrane, 
(MWCO-membrane) 
  
  แยกสารละลาย PAI โดยใชหลักการคัดแยกตามขนาดโมเลกุล โมเลกุลของสารที่มี
ขนาดใหญกวารูพรุนจะถูกกักเก็บไว สวนที่มีขนาดเล็กกวาจะถูกกรองผานออกไป โดยนํา
สารละลาย cPAI ปริมาตร 15 ม.ล. ใสในหลอด MWCO ขนาด 10  30  50 และ 100 กิโลดาลตัน 
โดยนําไปเซ็นตริฟวจที่ 500×g สําหรับหลอด 100 กิโลดาลตัน 1,500×g สําหรับหลอด 30           
กิโลดาลตัน และ 3,000×g สําหรับหลอด 50 และ 10 กิโลดาลตัน นาน 30 นาที จากนั้นนําสวนที่ถูก
ชะออก (filtrated) และสวนที่ถูกกักเก็บไว (Retentated) ไปตรวจสอบ (1.) กิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 
(2.) ตรวจสอบโปรตีนสวนที่กักเก็บไว (retentated) และที่ถูกชะออกดวย native-PAGE (3.) 
ตรวจวัดปริมาณโปรตีน  
 
  2.5.3. การตรวจสอบความบริสุทธ์ิสารละลาย PAI 

  
 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารละลาย PAI ดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไม

แปลงสภาพ (Native polyacrylamide gel electrophoresis, native-PAGE) ตามวิธีของ Davis (1964) 
ดังนี ้
  นําสารละลาย PAI ผสมกับบัฟเฟอรตัวอยางสําหรับ native-PAGE ในอัตราสวน 
3:1 ซ่ึงประกอบดวย Tris-HCl pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% กลีเซอรอล และ 0.4% bromophenol 
blue โดยใชโพลีอะคริลาไมดเจลความเขมขน 3% ใน 0.063 M Tris-HCl pH 6.8 เปน stacking gel 
และโพลีอะครลิาไมดเจลความเขมขน 12% ใน 0.75 M Tris-HCl pH 8.8 เปน separating gel แยก
โปรตีนดวยอิเล็กโทรดบัฟเฟอร 0.25 M Tris-HCl, 0.192 M glycine buffer pH 8.3 ใชกระแสไฟ
ขนาด 15 mA/เจล 1 แผนนานประมาณ 2.5 ชม. 
  นําแผนเจลไปยอมสีโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R-250 ซ่ึงประกอบดวย 
0.1% Coomassie brilliant blue R-250 ใน 40% เมทานอล และ 10% acetic acid นาน 30 นาที ลางสี
ที่ไมตองการออกดวยสารละลายผสมของ 40% เมทานอลและ 10% acetic acid 
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 2.6 การเตรียมสารยับยัง้อะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน (cNAI) และการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ 
   
  ทําการศึกษาประสิทธิภาพในการสกัด cNAI (crude nonproteinaceous amylase 
inhibitor) จากสารสกัดถ่ัวแดง 4 วิธีคือ วิธีการสกัดโดยสารละลาย trichloroacetic acid (TCA) 
วิธีการสกัดโดยการใชเอทานอลและเมทานอลของ Kim et al. (2002) วิธีการสกัดโดยการใช          
เมทานอล และวิธีการสกดัโดยการใชเอทานอล ตัดสินประสิทธิภาพดวย (1.) คารอยละเก็บเกี่ยว 
(%yield) โดยวิธีการชั่งน้ําหนักแหง (weight) (2.) คาศักยภาพในการยบัยั้งกิจกรรมอะไมเลสที่ IC50 
(3.) รูปแบบความบริสุทธิ์บนแผน TLC และคาความเขมขนของสารโดยวิธี densitometer และ (4.) 
คาใชจายในกระบวนการสกดั คัดเลือกวิธีที่ดีที่สุดในการสกัด cNAI ในการศึกษาขัน้ตอไป 
 
  2.6.1 เตรียมสา cNAI ดวยสารละลาย trichloroacetic acid (TCA) 
   
  เติมสารละลาย 30% TCA ในอัตรสวน 1:2 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง ผสมใหเขา
กันนําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC นาน 15 นาที เก็บสารละลายสวนใสในกระบอกตวง ลาง
ตะกอนดวย 5% TCA อัตราสวน 1:2 และเซนตริฟวจที ่4,000×g, 4oC นาน 15 นาที เก็บสารละลาย
สวนใสรวมกบัสวนแรก จากนั้นเติม 95% เอทานอลปริมาตรเปนสองเทาของสารละลายสวนใส คน
ใหเขากนัเบาๆ หากไมมีตะกอนเกดิขึ้นใหเติม NaCl ลงไปเล็กนอย นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 
4oC นาน 15 นาที เก็บสวนที่เปนตะกอน ละลายดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:2  ตกตะกอนอีกครั้งดวย 
95% เอทานอล ปริมาตรสองเทาของสารละลาย นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC นาน 10 นาที เกบ็
ตะกอน (cNAI) ที่ได ช่ังน้ําหนัก และละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M phosphate buffer 
pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เก็บสารละลายที่ไดที่ 
-20oC เพื่อทําการทดสอบตอไป 
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  2.6.2 เตรียมสาร cNAI ดวยเมทานอลและเอทานอลของวธีิ Kim et al. (2002) 
 
  สกัดสาร cNAI จากสารสกัดถ่ัวแดงดวยวิธี solvent fractionation ของ Kim et al. 
(2002) ดังนี ้ เติมเมทานอลในสารสกัดถ่ัวแดงอัตราสวน 1:4 โดยปรมิาตร คนตอเนื่องเปนเวลา 5 
นาที ที่ 4oC นําไปเซนตรฟิวจที ่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสมาเติมเอทานอล
อัตราสวน 1:4  โดยปริมาตร แลวคนตลอดเวลาที่ 4oC นาน 5 นาที เพื่อใหเกิดการตกตะกอน นําไป
เซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที ผ่ึงแหงตะกอน cNAI ในตูดูดความชืน้ 24 ช่ัวโมง ช่ัง
น้ําหนกั cNAI เพื่อคํานวณรอยละเก็บเกี่ยว ละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M phosphate 
buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl  ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เกบ็
สารละลายที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 
 

 2.6.3 เตรียมสาร cNAI ดวยเมทานอล 
 
 เติมเมทานอลในสารสกัดถ่ัวแดงอัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร คนตอเนือ่งเปนเวลา 

5 นาที ที ่ 4oC นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที นําสารละลายสวนใสระเหย       
เมทานอลออกภายใตความดนั (evaporator) ที่อุณหภูม ิ60oC และความดัน 337 mbar นาน 20 นาที 
ช่ังน้ําหนกัตะกอน cNAI เพื่อคํานวณรอยละเก็บเกีย่ว ละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เกบ็
สารละลายที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 

 
 2.6.4 เตรียมสาร cNAI ดวยเอทานอล 
 
 เติมเอทานอลในสารสกัดถ่ัวแดงอัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร คนตอเนือ่งเปนเวลา 

5 นาที ที ่ 4oC นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที นําสารละลายสวนใสระเหย       
เอทานอลออกภายใตความดนั (evaporator) ที่อุณหภูมิ 60oC และความดัน 175 mbar นาน 20 นาที 
ช่ังน้ําหนกัตะกอน cNAI เพื่อคํานวณรอยละเก็บเกีย่ว ละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เกบ็
สารละลายที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 
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 นําสารละลาย cNAI ที่ไดไปทดสอบ ศักยภาพในการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสที่ 

IC50 ตรวจรูปแบบความบริสุทธิ์บนแผน TLC หาปริมาณน้ําตาลรีดวิซ่ิง และโปรตีน เก็บสารละลาย
สวนที่เหลือที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 
 
   2.6.5 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิสารละลาย cNAI 
 

 จําแนกสารละลาย cNAI ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (thin layer 
chromatography, TLC) เปรยีบเทียบกับน้ําตาลมาตรฐาน  glucose (G1), maltose (G2), maltotriose 
(G3), maltotetraose (G4), maltopentaose (G5), maltoheaose (G6) maltoheptaose (G7)          
และอะคารโบส  ดังนี้ หยดสารตัวอยางบนแผน Whatman K6F silica gel plate (ปริมาตร 1 µl) แยก
สารตัวอยางในตัวทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ใน
อัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร ตรวจหาตาํแหนงโดยสเปรยดวยสารละลาย 0.3% N-(1-naphthyl-
ethylenediamine), 5 % H2SO4 ในเมทานอล อบที่ 110oC นาน 10 นาที สารที่เปนคารโบไฮเดรตจะ
ปรากฏสีชมพู (Kim et al., 2005) 
  ตรวจกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสโดยนําแผน TLC ที่แยกบริสุทธิ์สารตัวอยางตาม
วิธีขางตนแตไมสเปรยมาเทียบตําแหนงกับแผนที่สเปรยสารหาตําแหนง ขูดสารแตละจุดมาสกัด
ดวยสารละลาย 0.02 M phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl นําไปเซนตริฟวจที่ 6,000 rpm 
นาน 5 นาที นําสารละลายสวนใสไปตรวจกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสตามวิธีขางตน 
 
2.7 การศึกษาผลการยับยัง้อะไมเลส และจลนศาสตรการยับยั้ง (Kinetic of inhibition)  
 

  2.7.1 สารละลาย cPAI 
 
   2.7.1.1 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย (IC50) 
 

   วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลาย cPAI บม
กับเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวิธีขางตน  
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   2.7.1.2 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากตับออน (IC50) 
 

   วัดกจิกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลาย cPAI บม
กับเอนไซมอะไมเลสจากตับออนที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกจิกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวธีิขางตน 

  หาศักยภาพการยับยั้งกจิกรรมอะไมเลสสูงสุดของสารตัวอยาง หรือ คา
ความเขมขนของสารตัวอยางที่ยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 (IC50) ทําโดยการเจือจางสารละลาย 
cPAI ที่ความเขมขนตางๆ แลวทําการทดสอบกิจกรรมยบัยั้งอะไมเลสดังกลาวขางตน จากนัน้เขียน
กราฟระหวางรอยละการยับยั้งของเอนไซมกับความเขมขนของสารละลาย cPAI เพื่อหาคา IC50 

 
   2.7.1.3 จลนศาสตร 
 
   ศึกษาจลนศาสตรการยับยั้งของสารละลาย cPAI โดยการใชสารละลายน้ํา
แปงที่ความเขมขน 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 % เปนสับสเตรท เติมลงในสารผสมระหวาง              
อะไมเลสจากน้ําลาย หรือตับออน กับสารละลาย cPAI ความเขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 
3 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย DNS เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง ความเร็วตน V0 กับ
ความเขมขนของสับสเตรท [S] ตามวิธีของ Lineweaver-Burk 
 
  2.7.2 สารละลาย cNAI 
 
   2.7.2.1 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย (IC50) 
 

   วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลาย cNAI บม
กับเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวิธีขางตน 
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   2.7.2.2 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากตับออน (IC50) 
 

   วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลายตัวอยางบม
กับเอนไซมอะไมเลสจากตับออนที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวิธีขางตน 
 

  หาศักยภาพการยับยั้งกจิกรรมอะไมเลสสูงสุดของสารตัวอยาง หรือ คา
ความเขมขนของสารตัวอยางที่ยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 (IC50) ทําโดยการเจือจางสารละลาย 
cNAI ที่ความเขมขนตางๆ แลวทําการทดสอบกิจกรรมยบัยั้งอะไมเลสดังกลาวขางตน จากนั้นเขียน
กราฟระหวางรอยละการยับยั้งของเอนไซมกับความเขมขนของสารละลาย cNAI เพือ่หาคา IC50 

 
   2.7.2.3 จลนศาสตร 
 

   ศึกษาจลนศาสตรการยับยั้งของสารละลาย cNAI โดยการใชสารละลายน้ํา
แปงที่ความเขมขน 0.5   1.0   1.5 และ 2.0 % เปนสับสเตรท เติมลงในสารผสมระหวางอะไมเลส 
จากน้ําลาย หรือตับออน กับสารละลาย cNAI ความเขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 3 นาที หยดุ
ปฏิกิริยาดวยสารละลาย DNS เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง ความเร็วตน V0 กับความเขมขน
ของสับสเตรท [S] ตามวิธีของ Lineweaver-Burk 
 
 2.8 การศึกษาลักษณะโครงสรางสารลาย PAI 
  
  นําตัวอยางสารยับยั้งอะไมเลสที่เตรียมไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 
hydroxyapatite ไปหาขนาดมวลโมเลกุล จํานวนและขนาดของหนวยยอย (subunit) และพันธะ S-S 
โดยวิธี SDS-PAGE แบบไมมี β-mercaptoethanol และแบบมี β-mercaptoethanolโดยตัดเจลแบบมี 
β-mercaptoethanol แลวนําไปหาลําดับกรดอะมิโน เพื่อเปรียบเทียบโครงสรางของโปรตีนจาก
ฐานขอมูล และสรุปโครงสรางระดับปฐมภมูิของโปรตีน 
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  2.8.1 การหาจํานวน ขนาดมวลโมเลกุลของหนวยยอย (subunit) และพันธะ S-S 
โดย SDS-PAGE แบบไมมี β-mercaptoethanol และแบบมี β-mercaptoethanol 
   
  นําตัวอยางสารละลาย PAI ผสมกับบัฟเฟอรตัวอยางสาํหรับ SDS-PAGE ใน
อัตราสวน 3:1 ซ่ึงประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% กลีเซอรอล, 4% SDS, 
มี หรือไมม ี0.4% β - mercaptoethanol และ 0.4% bromophenol blue นําสารตัวอยางไปตมที่ 95oC 
นาน 4 นาที ทาํอิเล็กโตรโฟเรซิสที่มี SDS ตามวิธีของ Laemmli et al. (1970) โดยเตรยีมโพลีอะคริ-
ลาไมดความเขมขน 3% ใน 0.125 M Tris-HCl pH 6.8 เปน stacking gel และโพลีอะคริลาไมดความ
เขมขน 12 % ใน 0.375 M Tris-HCl pH 8.8 เปน separating gel นําสารตัวอยางหยอดในแตละชอง
ของเจลใหไดปริมาณโปรตีนชองละ 20 ไมโครกรัม 
  หาน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนใน  SDS-PAGE วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของ
แถบโปรตีนในสารตัวอยาง เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน แลวคํานวณหาคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธ (relative mobility, Rf) ของโปรตีนมาตรฐาน และโปรตีนตัวอยางจากความสัมพันธดังนี้ 
 
การเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) =   
  

 จากนั้นเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการเคลื่อนที่สัมพัทธกับ log ของน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนมตรฐาน: Phosphorylase b (97 กิโลดาลตัน), albumin (66 กิโลดาลตัน), 
ovalbumin (43กิโลดาลตัน), carbonic anhydrase (30 กโิลดาลตัน), trypsin inhibitor (20 กิโลดาล
ตัน) และ α-lactalbumin (14 กิโลดาลตัน) หาน้ําหนักโมเลกุลของสารตัวอยางโดยนําคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธของแถบโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

 
  2.8.2 การหาองคประกอบกรดอะมิโน 
  

 ตัดแถบหนวยยอยของสารละลาย  PAI ซ่ึงแยกดวย SDS-PAGE แบบมี                
β-mercaptoethanol ไปวิเคราะหดวยเครื่อง Ultimate 3000 LC system (Dionex) coupled to ESI-Ion 
Trap MS (HCT ultra PTM Discovery System, Bruker Daltonik) นําผลโปรตีนสายสั้นๆ (fragment) 
ที่ไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลในระบบ MATRIX SCIENCE Mascot ms/ms ions search 
(www.matrix science.com) 

ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน 
ระยะทางการเคลื่อนที่ของ dye 
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 2.9 การหาโครงสรางของสารละลาย NAI 
 
  นําสารละลาย cNAI ที่ไดจากวิธีเมทานอลมาทําใหบริสุทธิ์ และมีปริมาณมาก ดวย
วิธี TLC เชนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ แตหยดตัวอยางลงบนแผนในลักษณะแถบ (band) ขูดแถบ
ที่มีคากิจกรรมยับยั้งอะไมเลสสกัดดวย 50% เมทานอล กรองแยกผงซิลิกา  นําไประเหยภายใตความ
ดันที่อุณหภูม ิ60oC และความดัน 337 mbar ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวย 
TLC อีกครั้ง แลวนําไป freez dry เพื่อกําจัดน้ําออก แลวนาํสารละลาย NAI ไปวิเคราะหโครงสราง  
   
  2.9.1 ตรวจสอบหมูอะมิโนของสารละลาย cNAI 
 

 ตรวจสอบหมูอะมิโน เอมีน และน้ําตาลที่มีอะมิโนเปนองคประกอบโดย หยด
สารละลาย cNAI ซ่ึงเตรียมจากวิธีเมทานอลบนแผน Whatman K6F silica gel plate (ปริมาตร 1 µl) 
แยกสารตวัอยางในตวัทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ใน
อัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร ตรวจหาตาํแหนงโดยสเปรยดวยสารละลายนินไฮดรนิ 0.2 กรัมใน   
เอทานอล 100 มิลลิลิตร อบที่ 110oC นาน 10 นาที จะปรากฏสารสีน้ําเงินหรือมวง 

 
  2.9.2 การหาขนาดโมเลกุลดวย TLC 

 
  นําสารละลาย NAI น้ําตาลอะคารโบส น้ําตาลมาตรฐาน G1-G7 หยดลงบน TLC 
แยกสารตวัอยางในตวัทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ใน
อัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร ตรวจหาตาํแหนงโดยสเปรยดวยสารละลาย 0.3% N-(1-naphthyl-
ethylenediamine), 5% H2SO4 ในเมทานอล อบที่ 110oC นาน 10 นาที สารที่เปนคารโบไฮเดรตจะ
ปรากฏสีชมพู วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสารตัวอยางเปรียบเทยีบกับน้ําตาลมาตรฐาน แลว
คํานวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative mobility, Rf) ของน้ําตาลมาตรฐาน และตัวอยางจาก
ความสัมพันธดังนี ้
 
การเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) =   
  

ระยะทางการเคลื่อนที่ของสารตัวอยาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่ของตัวทําละลายเคลือ่นที่ 
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  จากนั้นเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการเคลื่อนที่สัมพัทธกับ log ของน้ําหนัก
โมเลกุลของน้ําตาลมาตรฐาน G1-G7 คือ Glucose: 180, maltose: 360.3, maltotriose: 504.44, 
maltotetraose: 666.6, maltopentaose: 828.73, maltohexaose: 990.9 และ maltoheptaose: 1153กิโล
ดาลตัน ตามลําดับ หาน้ําหนกัโมเลกุลของสารละลาย NAI โดยนําคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของแถบ 
สารละลาย NAI เทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
  2.9.3 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแถบ NAI  
 
   2.9.3.1 ดวย TLC 
 
   นําสารละลาย NAI จากวิธีเมทานอลมาตรวจสอบความบริสุทธิ์กอนนําไป
วิเคราะหโครงสรางดวยการหยดลงบน TLC แยกสารตัวอยางแบบ 1 ในตัวทําละลายเคลื่อนที่
ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ในอัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร และ 2 
Dimension ในตัวทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย methanol : n-butanol : water ในอัตราสวน 1:3:1 
หรือ dichloromethane : methanol: water ในอัตราสวน 4 : 0.3 : 0.1 ตรวจหาตําแหนงโดยสเปรย
ดวยสารละลาย 0.3% N-(1-naphthyl-ethylenediamine), 5% H2SO4 ในเมทานอล อบที่ 110oC นาน 
10 นาที สารที่เปนคารโบไฮเดรตจะปรากฏสีชมพู 
 
    2.9.3.2 ดวย HPLC 
 
   นําสารละลาย NAI ไปวิเคราะห W1-RES-HPLC-001 และ REF-RES-
Sampleprep-HPLC-034 ดวยเครื่อง High performance liquid chromatography 1100, Hewlett 
Packard, Germany ดวยเทคนิคการทดสอบ Reverse phase คอลัมน APS-2 HYPERSIL 4.6 × 250 
มม. 5 µl อัตราการไหล 1 มล./นาที ตัวทาํละลายเคลื่อนที่คือ Acetonitrite:Water (75:25, v/v) ตัว 
Detector คือ Refractive Index Detector เปรียบเทียบกับน้ําตาลมาตรฐาน G1-4 และอะคารโบส 
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  2.9.4 การหาโครงสราง 
 
  นําสารละลาย NAI ที่ไดจากแถบ B จากการแยกดวย TLC ดังกลาวขางตน (1.) หา
มวลโมเลกุลดวยเครื่อง TLC และ LC-mass spectrometry รุน Waters 2690-LCT, ALLIANCE-
MICROMASS (2.) หาดวย Nuclear magnetic resonance (NMR) รุน Unity Inova 500 MHz, 
VARIAN เปรียบเทียบขอมูลกับสารที่ไดมกีารรายงานไวแลว 

  
2.10 การคํานวณคาทางสถติิ  

 
  แสดงคาของขอมูลเปน คาเฉล่ีย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน วิเคราะหขอมูลทางสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS 10.0 เพื่อวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) 
ดําเนินการเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan’s test คา p ≤ 0.05 เพื่อแสดงคาอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ 
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บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารสกัดถั่วแดงหลวง  

  สารสกัดจากถั่วแดงหลวงเตรียมจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงจากศูนยการคาที่ทําการแกะ
เปลือกเมล็ด (seed coat) สีแดงออก จากนั้นนําไปบดจนเปนผงละเอียดนํามาสกดักับสารละลาย 
0.02 M phosphate buffer ที่มี 0.15 M NaCl อัตราสวน 1:5 กรัมตอปริมาตร ตามวิธีการของ Grant 
et al. (1995) แบบไมใหความรอน โดยทาํการเตรียมสารสกัดทั้งหมด 6 คร้ัง ดังแสดงในตารางที่ 1 
สารสกัดถ่ัวแดงหลวงความเขมขน 200 มก. ถ่ัวแดง/มล. มีคากิจกรรมยับยั้งอะไมเลสรอยละ 95.62 
มีปริมาณน้ําตาล 23.59 มก. มอลโตส/มล. และ ปริมาณโปรตีน 83.32 มก. โปรตีน/มล.   Franco et 
al. (2002) รายงานวาสารยับยั้งอะไมเลสมีทั้งที่เปนโปรตีนและที่ไมเปนโปรตีน ดังนั้นผูวิจยัจึง
ศึกษาการแยกบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนและที่ไมเปนโปรตีนออกจากสารสกัดถ่ัว
แดงหลวง เพื่อศึกษากจิกรรมยับยั้งอะไมเลส และวิเคราะหโครงสรางตอไป  
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ตารางที่ 1 ปริมาตรของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง รอยละกจิกรรมยับยั้ง ปริมาณน้ําตาลและปริมาณ
โปรตีน  

Lot Volume 
(ml of beans extract) 

% Inhibition sugar 
(mg/ml) 

protein 
(mg/ml) 

N1 1,038 100.73 25.91 86.30 
N2 1,030 86.21 23.30 87.60 
N3 1,030 91.93 30.40 87.10 
N4 1,020 93.69 29.20 79.40 
N5 1,040 100.23 16.91 79.20 
N6 1,000 100.95 15.83 80.30 

average 1,026 ± 14.72 95.62 ± 6.00 23.59 ± 6.10 83.32 ± 4.07 
 *จากตัวอยางถัวแดงที่สุมตวัอยางชุดเดยีวกัน  
 

2. การเตรียมสารละลาย PAI และการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ  
  
  สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนทําหนาทีย่ับยั้งการทํางานของเอนไซมอะไมเลส
ในการยอยอาหาร สามารถพบไดทัว่ไปในพืช พบโดดเดนในธัญพืช (ขาวสาลี ขาวบาเลย) และพชื
ตระกูลถ่ัว (ถ่ัวแดง ถ่ัวขาว) (Le Berre-Anton, 1997) โดยท่ัวไปสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจะ
ไมออกฤทธิ์ยับยั้งอะไมเลสในพืช รา และแบคทีเรีย แตจะออกฤทธิ์ยับยั้งในสัตวเล้ียงลูกดวยนม
และแมลงบางชนิด (Power และ Whitaker, 1977) สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนที่พบในสาร
สกัดถ่ัวขาว คอื Phaseolamin (Marshall และ Lauda, 1975) สวนในถั่วแดงพบ phytohemagglutinin 
ซ่ึงเปนสารประเภทเลกตินทีม่ีฤทธิ์ในการยบัยั้งอะไมเลส (Richard et al., 1976)  
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 2.1 การเตรียมแบบวิธีโครมาโตกราฟแบบดัง้เดิม  
  
 เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ เปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวงโดยการ

ตกตะกอนโปรตีนดวย 50% ความอิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟต (cPAI) นําไปทําบริสุทธิ์ดวยวิธี           
โครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม คือ (1.) คอลัมนโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (DEAE ion 
exchange chromatography)    (2.) เจลคอลัมนโครมาโตกราฟ Sephadex G-100 และ (3.) คอลัมน 
hydroxyapatite พบวา fraction ของโปรตีน (PAI) ที่ไดจากคอลัมนลําดับสุดทาย คือ 
Hydroxyapatite สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได โดยการเห็นแถบโปรตีน 1 แถบ ดังภาพที่ 5 

 

 

 
ภาพที่ 5 ความบริสุทธิ์ของสารละลาย PAI จากคอลัมนโครมาโตกราฟ hydroxyapatite ดวยวธีิ  
อิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไมแปลงสภาพ (12% gel, Native-PAGE) เปรียบเทียบกับสารละลาย cPAI  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

cPAI   PAI 
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 2.2 การเตรียมแบบคัดแยกขนาดโมเลกุล (MWCO) 
  
 ผลการแยกดวยวิธีเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุลนั้น พบวาเมื่อใชหลอด MWCO

ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน เพื่อแยกบริสุทธิ์ PAI เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวย Native-
PAGE (ภาพที ่ 6) พบวาการแยกดวยวิธี MWCO ไมสามารถแยกบริสุทธิ์สารละลาย PAI ออกจาก
สารละลาย cPAI ได  

 เมื่อคํานวณหาปริมาณโปรตีน พบวาปริมาณโปรตีนอยูในสวนที่ถูกกักเก็บไวใน
แตละขนาดของ MWCO ตามภาพที่ 7 และเมื่อตรวจกิจกรรมยับยัง้อะไมเลส (ภาพที่ 8) พบวา
กิจกรรมการยบัยั้งในสวนทีถู่กกักเกบ็ไวของ MWCO 10 30 50 และ 100 มีคามากกวาสวนที่ผาน
การกรองออกมา และมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ (p≤ 0.05) เมื่อเทียบกับสารละลาย cPAI กอนผาน 
MWCO 

 

 
 
ภาพที่ 6 ความบริสุทธิ์ของสารละลาย PAI จาก MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน 
ตามลําดับ ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไมแปลงสภาพ (12 % gel, Native-PAGE) เปรียบเทียบกับ
สารละลาย cPAI  
 

  cPAI   F-10  R-10   F-30   R-30   F-50    R-50   F-100  R-100    

PAI 
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ภาพที่ 7 ปริมาณมิลลิกรัมโปรตีนของสารละลาย cPAI จาก 50 % ความอิ่มตัวของแอมโมเนียม
ซัลเฟตเมื่อผานการแยกดวย MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน จากการทดลอง 3 ซํ้า 
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ภาพที่ 8 กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cPAI จาก 50% ความอิ่มตัวของแอมโมเนียม
ซัลเฟตเมื่อผานการแยกดวย MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน จากการทดลอง 3 ซํ้า 
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2.3 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิสารละลาย PAI 
   
  นําสารละลาย PAI ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม มา
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไมแปลงสภาพ (12% gel, Native-PAGE) 
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานและสารละลาย cPAI ปรากฏแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว (ภาพที่ 9) 
ที่มีขนาดโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน เมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน  
 

 
 
ภาพที่ 9 ความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของสารละลาย cPAI และ PAI ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิส
แบบไมแปลงสภาพ (12% gel, Native-PAGE) เปรียบเทยีบกับโปรตีนมาตรฐาน โดย (1) คือแถบ
โปรตีนมตรฐาน: Phosphorylase b (97 kDa), albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic 
anhydrase (30 kDa), trypsin inhibitor (20 kDa) และ α-lactalbumin (14 kDa) ; (2) คือสารละลาย 
cPAI และ (3) คือ สารละลาย PAI จากคอลมัน Hydroxyapatite 
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 สรุปผลการทดลองการเตรียมสารละลาย PAI และตรวจสอบความบริสุทธิ์ พบวา 
การแยกดวยวธีิคอลัมนโครมาโทกราฟมีประสิทธิภาพมากกวาการแยกดวย MWCO เมื่อทราบ
ขนาดโมเลกุลของสารละลาย PAI คือ 45 กิโลดาลตัน จงึทําการเลือกขนาดของ MWCO เพื่อทําการ
คัดแยกโมเลกลุที่สนใจออกจากโปรตีนอืน่ๆ แตจากผลการทดลองไมสามารถแยกสารละลาย PAI 
ออกจาก cPAI ได เนื่องจากหลักการของ MWCO คือ ตองมีแรงขับดนัที่ทําใหสารละลายไหลผาน
และเกดิการแยก เชน ผลตางของความเขมขน ผลตางของความดัน จึงอาจสรุปไดวาสารละลาย 
cPAI มีโปรตีนในสภาพธรรมชาติปะปนอยูจํานวนมาก และเกดิการรวมตัวกันตามสภาพธรรมชาติ
ทําใหไมเกิดความแตกตางของความเขมขน หรือเกดิการอุดตันภายในรูพรุนของเมมเบรนทําให
ประสิทธิภาพในการกรองลดลง สวนที่ผานการกรองนัน้เปนเพยีงอนภุาคเล็กๆ เชน เกลือ และน้ํา 
เปนตน 
  

3. การเตรียมสารละลาย cNAI และการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ 
 
  สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนที่พบไดในพืชตระกูลถ่ัว Phaseolus vulgaris 
มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยคารโบไฮเดรตประเภทตางๆ เชน กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) ไซโคลมอลโต เดกซ ต ริน  ก ลูค า โนทรานส เฟอ เ รส  (cyclomaltodextrin 
glucanotransferase) และแอลฟา-อะไมเลส สามารถสกัดไดจาก Actinoplanes sp. (Kim et al., 2002) 
Bacillus stearothermophilus และ Thermus (Park et al., 1998) แตยังไมเคยมีการศึกษาสารยับยั้งอะ
ไมเลสที่ไมเปนโปรตีนในสารสกัดถ่ัวแดงหลวง และวิธีที่สามารถสกัดไดดีที่สุดเพื่อใหเพียงพอตอ
การนํามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ และการศึกษาโครงสราง 
 

3.1 เตรียมสารละลาย cNAI ดวยสารละลาย  trichloroacetic acid (TCA)  
  
 ศึกษาวิธีการสกัดสารละลาย cNIA ดวยวิธีการสกัดโดยสารละลาย trichloroacetic 

acid (TCA) เพื่อตกตะกอนสารประเภทโปรตีนออกจากสารละลาย พบวาสามารถสกัด cNAI ได 
0.22 ± 0.01  กรัมน้ําหนักแหง จากสารสกัดถ่ัวแดงเริ่มตน 20 มล. (ถ่ัวแดง 4 กรัม) สารละลาย cNAI 
ความเขมขน 0.22 กรัม cNAI/มล. ใหคารอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 5.16 ± 2.76 (3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
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 3.2 เตรียมสารละลาย cNAI ดวยเมทานอลและเอทานอลของ  Kim et al. (2002) 
   
  เตรียมสารละลาย cNAI  ดวยวิธี Kim et al. (2002) โดยการตกตะกอนโปรตีนออก
จากสารสกัดดวยเมทานอลจากสารสกัดถ่ัวแดงเริ่มตน 20 มล. (ถ่ัวแดง 4 กรัม) แลวสกัดตอดวย     
เอทานอลพบวา ใหคาน้ําหนัก cNAI 0.06 ± 0.01 กรัม สารละลาย cNAI ความเขมขน 0.03 มก. 
cNAI /มล. ใหคารอยละการยับยั้งอะไมเลส 88.99 ± 0.64 (3 ซํ้าการทดลอง) 

 จากผลการทดลองวิธีการสกัดดวยสารละลาย TCA ใหคามิลลิกรัม cNAI มากกวา
วิธี Kim แตเมือ่พิจารณาคารอยละการยับยัง้อะไมเลส พบวา วิธี Kim มีประสิทธิภาพในการเตรียม
สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนไดดีกวา  
  ดังนั้นเพื่อเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนจึงเลือกวิธีการสกัดดวยวิธี 
Kim แตเนื่องจากวิธีนี้ ยังเตรียมสารไดนอย ไมเพียงพอตอการนําไปศึกษาผลทางชีวภาพ จึงพัฒนา
วิธีการของ Kim เพื่อเพื่อเปรียบเทียบหาวิธีการที่ดีที่สุดเพื่อเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปน
โปรตีน (cNAI) จากสารสกัดถ่ัวแดงหลวง 
 
 3.3 เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสดวยเมทานอล 
  
  เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนดวยวิธีที่พัฒนาจาก Kim et al. (2002) 
โดยการตกตะกอนโปรตีนออกจากสารสกัดดวยเมทานอล แลวนําไประเหยเมทานอลออกภายใต
ความดันพบวาใหคาน้ําหนักมิลลิกรัม cNAI 0.34 ± 0.01 กรัม และสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปน
โปรตีนความเขมขน 0.17 มก.cNAI /มล. ใหคารอยละการยับยั้งอะไมเลส 112.7 ± 13.5 (3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
 

3.4 เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสดวยเอทานอล 
 

  เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนดวยวิธีที่พัฒนาจาก Kim et al. (2002) 
โดยการตกตะกอนโปรตีนออกจากสารสกัดดวยเอทานอล แลวนําไประเหยเมทานอลออกภายใต
ความดันพบวาใหคาน้ําหนักมิลลิกรัม cNAI 0.30 ± 0.02 กรัม และสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปน
โปรตีนความเขมขน 0.15 มก. cNAI /มล. ใหคารอยละการยับยั้งอะไมเลส 82.05 ± 6.13 (3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
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  เมื่อศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการสกัดสาร cNAI 3 วิธี คือ  (1) วิธีที่ดัดแปลงจาก 
Kim et al. (2002)  (2) การสกัดดวยเมทานอล และ (3) การสกัดดวยเอทานอล พบวาวิธีที่ 1 ใหรอย
ละการยับยั้งอะไมเลส 88.99 ± 0.64 แตเตรียม cNAI ไดนอย  วิธีที่ 2 สกัดดวยเมทานอลใหคา     
รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสสูงสุดคือ 112.7 ± 13.5 และใหรอยละผลผลิตสูงสุดคือ 74.4 ± 2.2  
และมีตนทนุการผลิตต่ําที่สุด คือ 0.37 บาทตอมิลลิตรสารสกัดถ่ัวแดง วิธีที่ 3 สกัดดวยเอทานอลมี
คา    รอยละการยับยั้งอะไมเลส 82.05 ± 6.13 (ตารางที่ 2)  ดังนั้นวิธีการสกัดดวย เมทานอลจึงเปน
วิธีการที่ดีที่สุดเพื่อสกัด cNAI 

 
ตารางที่ 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัด cNAI ของวิธีสกัด 3 วิธี 
 

วิธีการสกัด* Kim เมทานอล เอทานอล 
น้ําหนัก cNAI (กรัม) 0.06 ± 0.01a 0.34 ± 0.01b 0.30 ± 0.02b 
รอยละผลผลิต (%yield) 12.1 ± 1.3a 74.4 ± 2.2b 61.6 ± 2.9b 
รอยละการยับยั้ง (% Inhibition) 88.99 ± 0.6a 112.7 ± 13.5b 82.05 ± 6.1a 
ราคาตัวทําละลายอินทรียท่ีใช 
 (บาท/มล.สารสกัดถั่วแดง) 5.48 0.37 1.14 

* ทุกวิธีเร่ิมจากสารสกัดถ่ัวแดง 200 มก.ถ่ัวแดง/มล. ปริมาตร 20 มล. และเทียบรอยละผลผลิตจาก
น้ําหนกัแหงของสารสกัดที่หักลบน้ําหนักเกลือจากบัฟเฟอรที่สกัดแลว 

  
 แสดงคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการเตรียมสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวยวิธี

สกัดแตละวิธี (n=3). ตัวอักษร (a-c) บงบอกคาความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ คา p ≤ 0.05 
ตัวอักษรเหมือนกันหมายความวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั 
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 3.5 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิสารละลาย cNAI 
 
  ตรวจสอบความบริสุทธิ์สารละลาย cNAI ที่สกัดจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวงทั้ง 3 วิธี
ขางตนดวยวิธี TLC สเปรยหาตําแหนงสารประกอบน้ําตาลดวยสารละลาย 0.3% (w) N-(1-
naphthyl-ethylenediamine), 5% (v) H2SO4 ในเมทานอล เปรียบเทียบกับอะคารโบส และน้ําตาล
มาตรฐานกลูโคส (G1) มอลโตส (G2) และมอลโตไตรโอส (G3) ตามลําดับ ปรากฏแถบติดสีชมพ ู
(positive test) ของแซคคารไรด 3 แถบ เรียกวา แถบ A, B และ C  ดังภาพที่ 10  
 

 
 

ภาพที่ 10 ผลการแยกบริสุทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัดทั้ง 3 วธีิดวย TLC เปรียบเทียบกบั
น้ําตาลมาตรฐาน 

1. กลูโคส :G  2.  มอลโตส :M   3.  อะคารโบส :A 
4.   น้ําตาล G1-3  5. สกัดวิธี Kim  6.  สกัดวิธีเอทานอล  
7.  สกัดวิธีเมทานอล 
    

   
 
 

G     Band A 
M 
A     Band B 
 
     Band C 
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   เมื่อสกัดแถบ A  B และ C จากแผน TLC ไปหากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส พบวา
แถบ B มีคาการยับยั้งรอยละ 4.39 ± 8.75 (ความเขมขน 0.24 มก.มอลโตส/มล.)  แถบ C มีคาการ
ยับยั้งรอยละ 13.77 ± 11.41 (ความเขมขน 0.18 มก.มอลโตส/มล.) และแถบ A ไมพบการยับยั้ง 
(ภาพที่ 11)   
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ภาพที่ 11 กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย NAI แถบ A แถบ B และ แถบ C จากแผน TLC 

 
  ในการทดลองตอไปไดเลือกแถบ B เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบการเคลื่อนที่
กับน้ําตาลมาตรฐาน พบวาแถบ B มีระยะทางการเคลื่อนที่ใกลเคียงกบัอะคารโบส ซ่ึงเปนยาที่นยิม
ใชเพื่อลดน้ําตาลในเลือดผูปวยโรคเบาหวาน (Bailey, 2003) จึงเปนไปไดวาแถบ B จะเปนอนุพันธุ
น้ําตาลชนิดเดยีวกับอะคารโบสหรือมีโครงสรางใกลเคียง แมมีคารอยละการยับยั้งนอยกวาแถบ C   
แถบ C มีคารอยละการยับยัง้มากกวาเนื่องจากยังตดิสวนของ cNAI ที่จุด spot สารอยูดวยดังภาพ
แสดง จึงไมคดัเลือกในการทดลอง    
 
  เมื่อนําแผน TLC ที่สเปรยดวย 0.3% (w) N-(1-naphthyl-ethylenediamine), 5% (v) 
H2SO4 ในเมทานอล ไปวดัความเขมแถบดวยเครื่อง Densitometer พบวา การสกัดดวยวิธีเมทานอล
สามารถสกัดแถบ B ไดมากที่สุด คือรอยละความเขม 19.5 ± 0.05 เมื่อเทียบกบัวิธี Kim และ           
เอทานอล (ภาพที่ 12) สอดคลองกับรอยละผลผลิตที่แสดงในตารางที่ 2  
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ภาพที่ 12 ผลการวิเคราะหรอยละความเขม (%Density) ดวยเครื่อง Densitometer ของการแยก
บริสุทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัด 3 วธีิดวย TLC  
 
4. การศึกษาผลการยับยั้งอะไมเลส และจลนศาสตร 
 

4.1 สารสกัดถั่วแดง 
 

  โรคเบาหวานชนิดที่ 2 (Diabetes mellitus) เปนหนึ่งในโรคชนิดเรื้อรังที่เปนปญหา
สําคัญเนื่องจากเปนสาเหตุของการเสียชีวิตและโรคในผูสูงวัยในหมูประชากรทั่วไป วิธีการรักษา
โรคนี้มีหลายวิธี วิธีหนึ่งที่ใชในการรักษาคือการลดระดับน้ําตาลในเลือดโดยลด/ชะลอการดูดซึม
น้ําตาลกลูโคสเขาสูกระแสเลือด ดวยการใหสารยับยั้งเอนไซมที่ทําหนาที่ยอย คารโบไฮเดรต เชน 
เอนไซมอะไมเลส และ เอนไซมกลูโคซิเดส การศึกษาผลการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะไมเลสของ
สารสกัดถ่ัวแดงหลวงซึ่งเปนพืชเศรษฐกิจและเปนที่นิยมรับประทานของประเทศไทย ไดผลของ
การศึกษาดังนี้ 

  ผลของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงตอการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย (saliva α-amylase 
enzyme, SA) และอะไมเลสจากตับออน (pancreatic amylase enzyme, PPA) ดังตารางที่ 3 4 และ 
ภาพที่ 13 สารสกัดถ่ัวแดงหลวง   200 มก.ถ่ัว/มล. ยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายไดรอยละ    102.72 ± 
5.25 และที่ 3.60 มก. ถ่ัว/มล. ใหผลยับยั้งเอนไซมไดรอยละ 50 (IC50) สารสกัดถ่ัวแดงยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากตับออนไดรอยละ 92.28 ± 11.38 และที่ 4.20 มก. ถ่ัว/มล. ใหผลยับยั้ง
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เอนไซมไดรอยละ 50 โดยสรุปสารสกัดถ่ัวแดงหลวงสามารถยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายไดดีกวา
ตับออนเนื่องจากใชความเขมขนนอยกวาในการยับยั้งที่รอยละ 50    

  ศักยภาพในการยับยั้งอะไมเลสของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus vulgaris) 
ดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่นๆ ที่เคยมีการรายงานไว เชน สารสกัดจากเมล็ดถ่ัว Phaseolus 
vulgaris ความเขมขน 8.1×10-8 M มีคากิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนรอยละ 64 ที่
อุณหภูมิ 37 oC (Le-Berre-Anton et al., 1997) สารสกัดเมทานอลจาก Pakhanbhed (Bergenia 
ciliate, Haw) ความเขมขน 0.2 ml ใน 50% DMSO มีคากิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสรอยละ 
93.5  (Bhandari et al., 2008) สารสกัดจาก Phyllanthus amsrus  ความเขมขน 20 มก./มล. มีคา
กิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสรอยละ 24.3 (Ali et al., 2006) สารสกัดจากใบฝรั่งดวยเอทิลอะซิ
เตท และบวิทานอลความเขมขน 1.5 มก./มล. มีคาการรอยละกิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจาก
ตับออน 43.9 ± 8.7 และ 54.4 ± 6.6 ตามลําดับ (Wang et al., 2010)   

ตารางที่ 3 ศักยภาพการยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง 
 Salivary amylase Pancreatic amylase 
%Inhibition of amylase activity by extract 102.7 ± 5.3* 92.3 ± 11.4* 
amg/ml of bean extract for 50% inhibition 3.60 4.20 
bmg protein/ml of bean extract for 50% inhibition 0.55 0.66 

* แสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b, c หาคาไดจากกราฟ IC50 ในลําดับภาพที่ 13 และ 14 

ตารางที่ 4 ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ่ิงและปริมาณโปรตีนในสารสกัดถ่ัวแดงใน 1 มล.ของสารตัวอยาง 
 

 

 

 

 

Endogeneous reducing sugar of the extract 1.85 ± 0.07 mg maltose/ml 

Endogeneous amylase activity 2.90 ± 0.07 mg maltose/ml 
cmg protein/ml of bean extract 7.96 ± 0.006 mg protein/ml 



 
53 

 

 

0

50

100

0 50 100 150 200 250
mg bean/ml

% 
Inh

ibi
tio

n 

 

 

0

50

100

0 50 100 150 200 250
mg bean/ml

% 
Inh

ibi
tio

n

 
ภาพที่ 13 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารสกัดถ่ัวแดง ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50   

 ก. อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 
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ภาพที่ 14 มก.โปรตีน/มล.ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  

  

  จากการศึกษาที่ผานมาพบวา เมื่อบมเอนไซม สารยับยั้ง และสับสเตรตพรอมกัน
จะไมเกิดกิจกรรมยับยั้ง แตการบมเอนไซมกับสารยับยั้งกอนการเติมสับสเตรตนั้นสามารถเกิด
กิจกรรมยับยั้งไดดีกวา (Le Berre-Anton, 1997) ชวงระยะเวลาของการบมทําใหเอนไซมจับกับสาร
ยับยั้งกลายเปนโครงสรางเชิงซอนระหวางเอนไซมกับสารยับยั้งอยางสมบูรณและทําใหเกิดกลไก
การยับยั้ง ศึกษาจลนศาสตรการยับยั้งตามวิธีของ Lineweaver-Burk 

   จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงโดย
การพิจารณาคา Km และ Vmax เมื่อคา Km บอกถึงความสามารถในการทํางานของเอนไซม คา Km 
นอย หมายความวาเอนไซมสามารถจับกับสับสเตรตไดดี และคา Vmax บอกถึงความสามารถในการ
สลายตัวของสารเชิงซอนระหวางเอนไซม-สับสเตรต จากการทดลอง (ตารางที่ 5 และภาพที่ 15) พบ
รูปแบบการยับยั้งของสารสกัดจากถั่วแดงหลวงตออะไมเลสจากน้ําลายเปนแบบแขงขัน 
(competitive inhibition) เมื่อพิจารณาคา Km มีคาเพิ่มขึ้นแตคา Vmax คงที่  

    

0
0.2
0.4
0.6
0.8

2 4

  PPA = 0.66  
  SA = 0.55  
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  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสตับออนของสารสกัดถ่ัวแดง พบวาคา Km 
เและ Vmax มีคาลดลง เปนรูปแบบการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive 
inhibitor) โดยตัวยับยั้งจะเขาจับกับสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรต (ES) เทานั้น ได
เปนสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรต-ตัวยับยั้ง (ESI) แลวไมเปลี่ยนแปลงตอไปเพื่อให
ไดผลิตภัณฑ การมีสับสเตรตมากๆ ก็ไมไดเปนการลดผลของการยับยัง้แบบนี้  

ตารางที่ 5 คา Km และ Vmax ของจลนศาสตรการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารสกัด
ถ่ัวแดงหลวง  

Concentration of inhibitor  
(beans extract) 

Salivary amylase (SA)* Pancreatic amylase (PPA)* 
Km Vmax Km Vmax 

No inhibitor  0.188 0.204 11.111 5.000 
5 mg/ml (25% Inhibition)         0.217 0.202 3.846 1.667 
2.5 mg/ml (50% Inhibition)      0.238 0.200 1.852 0.667 
1.25 mg/ml   (75% Inhibition)  0.292 0.206 1.493 0.500 

* แสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซํ้า  
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ภาพที่ 15 Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงทีม่ีตอ  
    ก. อะไมเลสจากน้ําลาย   ข. อะไมเลสจากตับออน 

  

ก 

ข 
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 4.2 สารละลาย cPAI 
 
  สารละลาย cPAI ที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวย 50% 
ความอิ่มตัวของ แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 9.17 มก./มล.ของ cPAI  มีคากิจกรรมยับยั้งอะ
ไมเลสจากน้ําลายรอยละ 92.87 ± 5.16  และที่ 0.02 มก./มล.ของ cPAI ใหผลยับยั้งเอนไซมรอยละ 
50 (IC50) สารละลาย cPAI ยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนรอยละ 99.95 ± 2.27 และที่ 0.034 
มก./มล.ของ cPAI ใหผลยับยั้งเอนไซมรอยละ 50 (IC50) โดยสรุปสารละลาย cPAI สามารถยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายไดดีกวาเอนไซมอะไมเลส จากตับออนเนื่องจากใชความเขมขนนอย
กวาในการยับยั้งที่รอยละ 50 (ตารางที่ 6 และ 7) 
  สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากถั่วแดงหลวงที่ศึกษานี้มีกิจกรรมยบัยั้งอะ
ไมเลสใกลเคียงกับสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากถ่ัว (Phaseolus vulgaris) ซ่ึงมีรายงานที่รอยละ 
99.5 แตมีคากจิกรรมยับยั้งมากกวาถ่ัวสายพันธุ tepary (Phaseolus acutifolius) ที่มีคากิจกรรมยับยั้ง
รอยละ 2.7 (Yamada et al., 2001)  
 
ตารางที่ 6 ศักยภาพการยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารละลาย cPAI  
 
 Salivary amylase Pancreatic amylase 
%Inhibition of amylase activity by cPAI 92.87 ± 5.16* 97.95 ± 2.27* 
amg/ml of cPAI for 50% inhibition 0.020 0.034 
cmg protein/ml of cPAI for 50% inhibition 0.200 0.350 

*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b, c หาคาไดจากกราฟ IC50 ในลําดับภาพที่ 16 และ 17 

ตารางที่ 7 ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ่ิงและปริมาณโปรตีนในสารละลาย cPAI ใน 1 มล.สารตัวอยาง 
 

 

 
 

Endogeneous reducing sugar of the extract 3.23 ± 0.05 mg maltose/ml 
Endogeneous  amylase activity 4.70 ± 0.10 mg maltose/ml 
cmg protein/ml of cPAI extract 9.17 ± 0.44 mg protein/ml 
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ภาพที่ 16 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cPAI ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50 

ก.   อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 
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ภาพที่ 17 มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cPAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50 

  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย (ตารางที่ 8 และภาพที่ 18) ของ
สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนเปนแบบผสม (mixed inhibition) เมื่อพิจรณา Km มีคาเพิ่มขึ้นแตคา 
Vmax ลดลง แตเสนตรงจะตดักันตรงจุดที่อยูทางซายมือของแกน 1/v คา Km 

   จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออน Km เและ Vmax มีคาลดลง เปน
รูปแบบการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibitor) โดยตัวยับยั้งจะเขา
จับกับสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรต (ES) เทานั้น ไดเปนสารประกอบเชิงซอนของ
เอนไซม-สับสเตรต-ตัวยับยั้ง (ESI) แลวไมเปลี่ยนแปลงตอไปเพื่อใหไดผลิตภัณฑ การมีสับสเตรต
มากๆ ก็ไมไดเปนการลดผลของการยับยั้งแบบนี้  

  ผลการศึกษาจลนศาสตรของสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดง
สอดคลองกับจากรายงานที่ผานมา พบวาสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนที่สกัดจากพืชตระกูลถ่ัว 
(kidney bean) มีรูปแบบการยับยั้งแบบผสม (mixed noncompetitive) (Le Berre-Anton, 1997) สาร
ยับยั้งจากถั่วขาว (P. vulgaris var. Great Northern) มีจลนศาสตรการยับยั้งแบบไมแขงขัน (non-
competitive) (Marshall และ Lauda, 1975) เชนเดียวกับสารยับยั้งจากเมล็ดถ่ัวเขียว (Tripathi, 2007)  
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ตารางที่ 8  คา Km และ Vmax ของจลนศาสตรการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของ
สารละลาย cPAI   

* คาที่ไดมาจากคาเฉลี่ยของการทดลอง 2 ซํ้า  

 

 

 

 

 

Concentration of inhibitor 
(cPAI) 

Salivary amylase* Pancreatic amylase* 
Km Vmax Km Vmax 

No inhibitor 0.221 0.182 0.385 0.667 
0.06 mg/ml   (25% Inhibition) 0.253 0.174 0.370 0.629 
0.011 mg/ml (50% Inhibition) 0.269 0.172 0.333 0.562 
0.023 mg/ml (75% Inhibition) 0.220 0.168 0.294 0.513 
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ภาพที่ 18 Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารละลาย cPAI ที่มีตอ  
    ก. อะไมเลสจากน้ําลาย   ข. อะไมเลสจากตับออน 

ก 

ข 
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 4.3 สารละลาย PAI 

  สารละลาย PAI ที่ผานการแยกดวยคอลัมนโครมาโตกราฟความเขมขน 1.18 ม.ก.
โปรตีน/ม.ล.ของสารละลาย PAI มีกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายรอยละ 98.98 ± 0.35 และที่ 
0.36 ม.ก.โปรตีน/ม.ล.ของสารละลาย PAI ใหผลยับยั้งเอนไซมไดรอยละ 50 สารละลาย PAI มี
กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสจากตับออนรอยละ 98.26 ± 0.23 และที่ 0.16 ม.ก.โปรตีน/ม.ล.ของสาร
ยับยั้งใหผลยับยั้งเอนไซมไดรอยละ 50 โดยสรุปสารละลาย PAI ที่ผานการแยกบริสุทธิ์ดวยคอลัมน
โครมาโทกราฟสามารถยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากตับออนไดดกีวาน้ําลายเนื่องจากใชความเขมขน
นอยกวาในการยับยั้งที่รอยละ 50 (ตารางที่ 9 และ 10) 

ตารางที่ 9 ศักยภาพการยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารละลาย PAI ที่ผาน
การแยกดวยคอลัมนโครมาโตกราฟ 
 
 Salivary amylase Pancreatic amylase 
%Inhibition of PAI amylase activity by PAI 98.98 ± 0.35* 98.26 ± 0.23* 
amg protein/ml of PAI  for 50% inhibition 0.36 0.16 

*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b หาคาไดจากกราฟ IC50 ในภาพที่ 19  

ตารางที่ 10 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิงและปรมิาณโปรตีนในสารละลาย PAI ใน 1 มล.สารตัวอยาง 
 

 

 

Endogeneous reducing sugar of the extract 0.39 ± 0.0 mg maltose/ml 
Endogeneous  amylase activity 0.52 ± 0.0 mg maltose/ml 
bmg protein/ml of PAI extract 0.64 ± 0.01 mg protein/ml 
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ภาพที่ 19 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย PAI ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50   

ก.  อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 

0.36  

0.16  

ก 

ข 
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 4.4 สารละลาย cNAI 
 
   สารละลาย cNAI ที่ไดจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวยเมทานอลมีคากิจกรรมยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายสูงสุดรอยละ 104.53 ± 25.9 คาความเขมขนที่ยับยั้งกิจกรรมอะไมเลส 
ไดรอยละ 50 (IC50) คือ 14.7 มก.สารละลาย cNAI /มล. คากิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับ
ออนสูงสุดรอยละ 30.45 ± 3.83 จากผลการทดลองพบวา สารละลาย cNAI สามารถยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายไดดีกวาเอนไซมอะไมเลสจากตับออน (ตารางที่ 11 และ 12) 
 
ตารางที่ 11 ศักยภาพการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารละลาย cNAI 
 Salivary amylase Pancreatic amylase 
%Inhibition of amylase activity by extract 104.53 ± 25.91* 30.54 ± 3.83* 
amg/ml of cNAI for 50% inhibition 14.7 - 
bmg protein/ml of cNAI extract for 50% inhibition 0.50 - 

*แสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b, c หาคาไดจากกราฟ IC50 ในลําดับภาพที่ 21 และ 22 
 
ตารางที่ 12 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิงและปรมิาณโปรตีนในสารละลาย cNAI ใน 1 มล.สารตัวอยาง 

 

 

 
 

Endogeneous reducing sugar of the extract 8.25 ± 0.05 mg maltose/ml 
Endogeneous  amylase activity 7.13 ± 0.07 mg maltose/ml 
cmg protein/ml of cNAI extract 4.36 ± 0.002 mg protein/ml 
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ภาพที่ 20 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cNAI ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50   

ก. อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 

14.70  

ข. 

ก. 
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ภาพที่ 21 มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cNAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  

  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย (ตารางที่ 13 และภาพที่ 22) 
ของสารสารละลาย cNAI พบวามีรูปแบบการยับยั้งเปนแบบผสม (mixed inhibition) เมื่อพิจรณา 
Km มีคาเพิ่มขึ้นแตคา Vmax ลดลง แตเสนตรงจะตัดกันตรงจุดที่อยูทางซายมือของแกน 1/v คา Km 

  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนมีคา Km เและ Vmax ลดลงแสดง
วา เปนรูปแบบการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibitor) 

  จลนศาสตรของอะไมเลสจากน้ําลายใหผลสอดคลองกับ อะคารโบส acarviosin-
glucose และ อนุพันธุของอาคารโบส ที่มีรูปแบบการยบัยั้งแบบผสม (mixed noncompetitive) ตอ
เอนไซมอะไมเลส ขึ้นอยูกับชนิดของเอนไซมและแหลงที่มา (Kim et al., 1999) 

 

 

 

0.50  
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ตารางที่ 13  คา Km และ Vmax ของจลนศาสตรการยับยั้งอะไมเลสจากน้าํลายและตับออนของ
สารละลาย cNAI 

Concentration of inhibitor 
(cNAI) 

Salivary amylase* Pancreatic amylase* 
Km Vmax Km Vmax 

No inhibitor 0.164 0.208 0.500 0.637 
0.45 mg/ml (25%Inhibition) 0.183 0.204 0.382 0.526 
0.9 mg/ml  (50%Inhibition) 0.204 0.189 0.294 0.412 
1.8 mg/ml  (75%Inhibition) 0.233 0.182 0.244 0.365 
* คาที่ไดมาจากคาเฉลี่ยของการทดลอง 2 ซํ้า  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
68 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
1/[S]

1/v

0.45 mg/ml

0.9 mg/ml

0.18 mg/ml

no inhibitor

 

0

1

2

3

4

5

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
1/[S]

1/v

0.45 mg/ml
0.9 mg/ml
0.18 mg/ml
no inhibitor

 
ภาพที่ 22 Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารละลาย cNAI ที่มีตอ  
    ก. อะไมเลสจากน้ําลาย   ข. อะไมเลสจากตับออน 

ข 

ก 
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5. การศึกษาลักษณะโครงสรางสารละลาย PAI 

  5.1 การหาขนาดน้ําหนักโมเลกุล  
 
  ตัวอยางสารละลาย PAI เมื่อผานแยกดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม
แลว นํามาหาขนาดโมเลกุลดวยวิธีเจลฟวเตรชั่นเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวามีขนาด
โมเลกุล  47.7 กิโลดาลตัน (ฤทัยวรรณ บุญครองชีพ, 2007)  
  การหาขนาดน้าํหนักโมเลกุลของหนวยยอย (sub-units) และพันธะ S-S ดวยวิธี 
อิเล็กโตรโฟเรซิสแบบแปลงสภาพแบบไมมีและมี β-mercaptoethanol เปรียบเทียบกับโปรตนี
มาตรฐาน  พบวาสารละลาย PAI มีแถบโปรตีน 3 แถบที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุล ดังนี้ แถบบน 
21.02  แถบกลาง 18.72  และแถบลาง 17.16  กิโลดาลตัน ตามลําดับ ทั้งแบบไมมีและมี β-
mercaptoethanol (ภาพที่ 23) แสดงวาทั้ง 3 หนวยยอยไมไดจับกนัดวยพันธะ S-S 
  สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนที่เคยมีการศึกษากอนหนาพบวามหีลากหลาย
ขนาดแตกตางกันไปตามแหลงที่มา เชน  สารยับยั้งอะไมเลสจากขาวสาลีมีขนาดโมเลกุล 14,000 
ดาลตัน (Feng, 1995) จากขาวไรย 13,756 ดาลตัน (Iulek, 2000) สวนในพืชตระกูลถ่ัวนั้น มีขนาด
โมเลกุล 54,847 ดาลตัน จากเมล็ดถ่ัวขาว (Gibbs และ Ali, 1998) 46 กโิลดาลตัน จากเมล็ดถ่ัวเขยีว 
(Tripathi et al., 2007) นอกจากนี้ยังพบหนวยยอยของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ด Palo Feirro ที่
ประกอบไปดวย 2 หนวยยอยที่มีขนาด 15.8 และ 17.4 กิโลดาลตัน (Le Berre-Anton, 1997)  
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ภาพที่ 23 ผลการหาความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของโปรตีนในสารละลาย cPAI และ PAI ดวย
วิธีอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบแปลงสภาพที่มี β-mercaptoethanol (12% gel, SDS-PAGE) เปรียบเทียบ
กับโปรตีนมาตรฐาน แถบ (1) คือแถบโปรตีนมาตรฐาน: Phosphorylase b (97 kDa), albumin (66 
kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), trypsin inhibitor (20 kDa) และ α-
lactalbumin (14 kDa) (2) สารละลาย cPAIและ (3) สารละลาย PAI 
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 5.2 การหาลําดบักรดอะมิโน  
 

  ตัดแถบโปรตีนจากการแยกบริสุทธิ์สารละลาย cPAI ดวย SDS-PAGE  แบบมี β-
mercaptoethano หลังจากยอม Coomassie brilliant blue-R ทั้ง 3 แถบไปหาลําดับกรดอะมิโนดวย
เครื่อง Ultimate 3000 LC system (Dionex) coupled to ESI-Ion Trap MS (HCT ultra PTM 
Discovery System, Bruker Daltonik) ไดขอมูลเปนลําดับกรดอะมิโนสายส้ันๆ (fragments) ของสาย
โปรตีนทั้งหมด นําแตละ fragment ของกรดอะมิโนจากแถบโปรตีนทั้ง 3 แถบเปรียบเทียบ (Blast) 
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนในฐานขอมูล National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) ดวยโปรแกรม MASCOT ms/ms ions search (MATRIX SCIENCE) พบวาขอมูลของ
โปรตีนทั้ง 3 แถบตรงกับ gi|126150 ซ่ึงเปนสารยับยั้งแอลฟา-อะไมเลส (α-amylase inhibitor) ที่พบ
ในพืชตระกูลถ่ัว Phaseolus vulgaris  เมื่อจัดลําดับการเรียงลําดับกรดอะมิโนเทียบกนัไดผลดังภาพ
ที่ 24 โดยมีรอยละความเหมอืน (%identity) ของลําดับกรดอะมิโนดังนี ้แถบ A  35   แถบ B 34 และ
แถบ C  33 (ตารางที่ 14) สารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่เปนโปรตีนมีการรายงานศึกษามากอนหนาวา
พบในธัญพืชตางๆ ขาวสาลี ขาวโพด พืชตระกูลถ่ัวโดยเฉพาะถัว่ขาว แตอยางไรก็ตามยังไมมี
การศึกษาลําดบักรดอะมิโนในถั่วแดงสายพันธุที่ปลูกและบริโภคในไทย และผลการศึกษา แสดงวา
โปรตีน PAI มีความสัมพันธกับสารยับยั้งอะไมเลสที่พบในพืชตระกูลถ่ัว Phaselus vulgaris 

 

ตารางที่ 14 %Identity ระหวางลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้ง 3 แถบจากสารละลาย PAI กับสาร
ยับยั้งอะไมเลสจากพืชตระกูล Phaseolus vulgaris 

 

 

 
 

Band of protein on SDS-PAGE % Identity of amino acid sequence compare to  
α-amylase inhibitor  gi|126150 

A 35 
B 34 
C 33 
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 Band A 
                  1                                               50  
         α-AI     MIMASSKLLSLALFLALLSHANSATETSFIIDAFNKTNLILQGDATVSSN  
         Band A   LLVASLVYPSLK----VLSAAGSALLR---------QFLLLQR------- 
                  51                                             100 
         α-AI     GNLQLSYNSYDSMSRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTMNIRTHRQAN 
         Band A   GHLGLDVNSLK----AFYSAPLQ-----TNDLLSFASNYR---------- 
            101                                            150                       
         α-AI     SAVGLDFVLVPVQPESKGDTVTVEFDTFLSRISIDVNNNDIKSVPWDVHD  
         Band A   -HLGLDFVLVHTLLE-------EEAGAFLGQAGK------------DVHD  
              151                                           200 
         α-AI     YDGQNAEVRITYNSSTKVFSVSLSNPSTGKSNNVSTTVELEKEVYDWVSV  
         Band A   YDGQNAEVRGLFSSSEK--SVSLSNPSTGK--LVSSEVDLK--------- 
                  201                                        246 
         α-AI     GFSATSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFINLKDQKSERSNIVLNKIL 
         Band A   GHLGLDGGVAWR--TNDVLSWSFASK-----------SLCGLNK-- 
Band B 
                  1                                               50      
         α-AI     MIMASSKLLSLALFLALLSHANSATETSFIIDAFNKTNLILQGDATVSSN                       
         Band B   LLVASLVYPSLK-----------------------ETNLLLVGKSLVSSN 
                  51                                            100 
         α-AI     GNLQLSYNSYDSMSRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTMNIRTHRQAN    
         Band B   NSLR-------------YSAPLQLR------------------------- 
                  101                       150 
         α-AI     SAVGLDFVLVPVQPESKGDTVTVEFDTFLSRISIDVNNNDIKSVPWDVHD  
         Band B   SSVGLQR--VPVQVWR--DTVGVTWDTR--HLGLDVNAER------DVHD 
                  151                                            200 
         α-AI     YDGQNAEVRITYNSSTKVFSVSLSNPSTGKSNNVSTTVELEKEVYDWVSV 
         Band B   YDANNAEVR--------VFSVSLSN -----NNQQPTVGQER-------- 
                  201                                        246 
         α-AI     GFSATSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFINLKDQKSERSNIVLNKIL  
         Band B   GFTATTG--------NDVLSWSFASKFLNLR---GATLNLVLGK-- 
Band C 
                  1                                               50                       
   α-AI     MIMASSKLLSLALFLALLSHANSATETSFIIDAFNKTNLILQGDATVSSN                       
         Band C   ----------LALLLQRMQHEPVAEEEFFK--GFLLNSLFLEKDNR-SSS 
                  51                                             100 
         α-AI     GNLQLSYNSYDSMSRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTMNIRTHRQAN 
         Band C   GQLR-LMDSYDLK--AFYSAPL-----------EFDTNQG---------- 
                  101                 150 
         α-AI     SAVGLDFVLVPVQPESKGDTVTVEFDTFLSRISIDVNNNDIKSVPWDVHD   
         Band C   ---DLTYVLQVVSPEQKLLDVNVEAEQFL--LSLDVNNNDLK-----VHD 
                  151                                            200 
         α-AI     YDGQNAEVRITYNSSTKVFSVSLSN-STGKSNNVSTTVELEKEVYDWVSV                       
         Band C   YDNANANNR---------SGVSLSGGPSTGK------LVELTAR------ 
                  201                                        246 
         α-AI     GFSATSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFINLKDQKSERSNIVLNKIL  
         Band C   GYLHTKGAYVHALR---VLSLNPSAQFVSHR-------GLVLSR-- 
 

ภาพที่ 24 ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้ง 3 แถบจากสารละลาย PAI เปรียบเทียบกบัสารยับยั้งอะ
ไมเลสจากพืชตระกูล Phaseolus vulgaris:  gi|126150 
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6. การศึกษาลักษณะโครงสรางของสารละลาย NAI 

 6.1 ตรวจสอบหมูอะมิโนของสารประกอบ cNAI ท่ีแยกบน TLC  
 
  เนื่องจากการหาคาปริมาณโปรตีนของสารสกัด cNAI ดวยวิธี Kim et al. (2002) 
วิธีเมทานอล และวิธีเอทานอล พบวามีปริมาณโปรตีน (Lowry’s method) ในสารสกัด cNAI 
รวมกับคามิลลิกรัมน้ําตาลรีดิวซ่ิง (DNS test) จึงทําการสเปรยแผน TLC การแยกบริสุทธิ์ cNAI ดวย
สารละลายนินไฮดริน ไดผลดังภาพที่ 25  
 

                 
 

 ภาพที่ 25 ผลการแยกบริสุทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัด 3 วิธีดวย TLC (ก) สเปรยดวยสาร 
ละลายตรวจสอบน้ําตาล 0.3% (w) N-(1-naphthyl-ethylenediamine), 5% (v) H2SO4 ในเมทานอล 
(ข) สเปรยดวยนินไฮดริน  

K คือ วิธี Kim       M คือ วิธีเมทานอล       E คือ วิธีเอทานอล 
  
 
 
 

ก ข 

Band A 

Band C 

Band B 

%Density of ninhydrin spraying 

Band A

Band B

Unknown

Band C

KimMetOH
EtOH Kim

MetOH
EtOH
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 6.2 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแถบ NAI (แถบ B) ท่ีขูดจากแผน TLC  
 
  กอนนําตวัอยางไปวิเคราะหหาโครงสรางไดตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ NAI จาก 
TLC โดย  
  6.2.1 การทดสอบดวย TLC พบวาไดแถบเดียวทั้ง 1 และ 2 dimension ดังภาพที่ 26 

 
 
ภาพที่ 26 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารละลาย NAI จาก TLC  
  ก. 1 dimension   ข. 2 dimension 

ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 1st dimension คือ ethylacetate: isopropanol: water (1:3:1 v/v/v) 
ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 2nd dimension คือ dichloromethane: methanol: water (4:0.3:0.1 v/v/v) 

 
  6.2.2 การทดสอบดวย HPLC คอลัมน APS-2 HYPERSIL 4.6×250 มม. ที่อัตรา
การไหล 1 มล./นาที ตัวทําละลายเคลื่อนทีค่ือ Acetonitrite:Water 75:25 (v/v) เปรียบเทียบกับ
น้ําตาลมาตรฐาน G1-4 และอะคารโบส ผลการทดลองพบสารเพียงแถบเดียวของสารละลาย NAI ที่
เวลาชะ 9.757 นาที โดยไมพบสารอื่นๆ เจือปน ดังภาพที ่27  
 
 
 
 

ก ข 

1st 

2 nd 
cNAI    NAI 
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ภาพที่ 27 โครมาโตแกรมของสารละลาย NAI ดวย HPLC 

ก. สารละลาย NAI      ข. อะคารโบส      ค. น้ําตาลมาตรฐาน G1-4 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ก 

ค 

ข 

G1 

G3 
G2 

G4 

Acarbose NAI 
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 6.3 การหาขนาดโมเลกุล 
 
  6.3.1 โดย TLC 
 
   ผลการจําแนก cNAI ที่สกัดดวยวิธีเมทานอล ดวย TLC พบวา NAI  มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งอะไมเลสจากน้าํลายรอยละ 4.39 ที่กลาวขางตน และมีคา Rf บน TLC ในระบบที่ใชอยู
ที่ 0.304 ซม. ซ่ึงอยูระหวาง Rf ของ G3 (0.345 ซม.) G4 (0.269 ซม.) และอะคารโบส (0.351 ซม.) 
(ภาพที่ 28 ก)    เมื่อนําคาน้ําหนกัโมเลกลุ (MW) และคา Rf เขียนกราฟ (ภาพที่ 28 ข) พบวามวล
โมเลกุลของแถบ NAI จากการ spot ดวย cNAI มีขนาดประมาณ 475.3 ดาลตัน สวน NAI จากการ 
spot ดวย NAI ที่บริสุทธิ์แลวมีขนาดประมาณ 527.2 ดาลตัน และอะคารโบสประมาณ 429.5 ดาล
ตัน   
 

  
 

ภาพที่ 28 มวลโมเลกุลของสารละลาย NAI ที่สกัดดวยวิธีเมทานอล (ก) การแยกบน TLC (ข) กราฟ
Rf กับ log Mr ของ Glucose: 180, maltose: 360.3, maltotriose: 504.44, maltotetraose: 666.6, 
maltopentaose: 828.73, maltohexaose: 990.9 และ maltoheptaose: 1153กิโลดาลตัน  

 

 

ก 

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6

2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2
Log Mr

Rf

ข 

 NAI 

Pure NAI 



 
77 

 

  6.3.2 โดย LC-MS 

  การหาน้ําหนกัโมเลกุลของสารละลาย NAI (ที่บริสุทธิ์จาก TLC) ดวยเครื่อง LC-
mass spectrometry พบวา NAI มีมวลโมเลกุล 527.2 [g/mol] อะคารโบสมีมีมวลโมเลกุล 645.3 
[g/mol] ดังภาพที่ 29 

  
 

 
 
ภาพที่  29 แมสเปกตรัมของ (ก) สารละลาย NAI และ (ข) อะคารโบส 

   
 

ก 

ข 

668.3 

669.3 
646.3 

527.2 
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 6.4 การหาโครงสรางดวย NMR 
   
  ผลการวิเคราะหโครงสรางของสารละลาย NAI จากการแยกบริสุทธิ์ดวย TLC โดย 
1H-NMR (ภาพที่ 30) พบวามีสัญญาณของโปรตอนของสารละลาย NAI ที่ตําแหนงคา 1H ที่
ตําแหนง 8.542 ppm (ในชวง δ ของ RCOH, HCON, HCOR หรือ HCOO), 3.5 ppm (ในชวง δ ของ 
CH2C=O, OH, NH, CH2O หรือ CH2NO2) คาดวานาจะเปนมอนอแซคคารไรดเชน กลูโคส (ภาพที่ 
30 ข) 
  ผลการวิเคราะหดวย 13C (ภาพที่ 31) ที่ตําแหนง 215.83 ppm (ในชวง δ ของ 
RCOR), 181.55 ppm (ในชวง δ ของ RCHO หรือ RCOOH), 62.72 ppm (ในชวง δ ของ R2CHX 
หรือ R3CN), 30.22 ppm (ในชวง δ ของ R2CHR หรือ R2CHX) และ 23.61 (ในชวง δ ของ RCH2R)  
   
   
  จากผลการวิเคราะหหาโครงสรางดวย TLC LC-MS และ NMR พบวาสาร NAI มี
ขนาดโมเลกุลประมาณ 527 ดาลตัน ระหวางน้ําตาล maltotriose และ maltotetraose และมีคา Rf 
ใกลเคียงกับอะคารโบสบน TLC การตรวจสอบ NAI ดวยนนิไฮดรินบนแผน TLC ไมปรากฏแถบสี
น้ําเงินหรือมวงแสดงวาไมมหีมู amine ในโครงสราง แตมี N ในโครงสราง จากขอมูลมวลที่เปนเลข
คี่ของ LC-MS คลายกับอะคารโบสที่มี N ในโครงสรางและมวลเปนเลขคี่ (645 ดาลตัน) หรืออาจ
เปนสารชนิดใดชนิดหนึ่งที่มหีมูอะมิโนอยูในโครงสราง เชน สารยบัยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตนี
เปนแซคคาไรด อะคารวิโอซินที่มีโมเลกุลน้ําตาลกลูโคสเกาะอยูในโครงสราง (Kim et al., 2002) 
อนุพันธของอะมิโนโอลิโกแซคคารไรด (aminooligosaccharide) เชน อะคารโบส (Schmidt, 1977) 
อะไมโลสตาติน (Fukuhara, 1982) โอลิโกสตาติน (Omoto, 1981) 
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ภาพที่  30 1H –NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI 

(ก) 

(ข) 

http://courses.chem.psu.edu/chem36/Experiments/Ex205 

Glucose 
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ภาพที่  31 13C –NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI  
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ภาพที่  32 2D–NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI 

ก.HMQC 

ข. HMBC 

ค. COSY 
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�
� $L� DEAE-cellulose,  Sephadex   
G-100 ��� hydroxyapatite 

#. cPAI ��$"��%&�����	��	���������&����'���������� 93 ���&��!	��"�������� 98  
$. cPAI �������	��	���������&����'�����
�
��
"�!	��"�� 
�-.� 0.02 ��./��. �	��	���
� 

������ 50 �!"!���-.� 0.03 ��./��. ���$"�����	��	�������� 50 
�. cPAI ���3��������	��	���������B�� (mixed inhibition) !"��������&����'���� ���

�����"�#"�#	��
� 
�!�� (uncompetitive inhibitor) !"��������&��!	��"�� 
&. PAI �� ��$"��%&�����	��	���������&����'���������� 99 ���&��!	��"�������� 98 
^. PAI �������	��	���������&��!	��"���
�
��
"���'���� 
�-.� 0.16 ��./��. �	��	���
�   

������ 50 �!"!���-.� 0.36 ��./��. ���$"�����	��	�������� 50 
.. PAI ��#��
 ����H� 47.7 kDa &�� �&�N`��!�.	�� ��� 45 kDa &�� Native-PAGE 

 
 

84 



 
85 

P. B��������������� PAI 
�
� SDS-PAGE �����"����L��� β-mercaptoethanol F����
 ��!�� 3 ���#��
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�
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�
�������$
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