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บทคัดยอ 

 
  สารสกัดจากถั่วแดงหลวง (Phaseolus vulgaris) ประกอบไปดวยสารยับยั้ง         
อะไมเลส 2 ชนิด คือ สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน และไมเปนโปรตีน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค
เพื่อเตรียมและทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสทั้งสองชนิด โดยยังคงฤทธิ์ทางชีวภาพ การเตรียมสาร
ยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน (PAI) ดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟและเมมเบรนคัดแยกขนาด
โมเลกุลพบวา วิธีคอลัมนโครมาโตกราฟสามารถแยกบริสุทธิ์สาร PAI ไดดีกวา เมื่อตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ PAI ดวย Native-PAGE พบวามีแถบเดียวขนาดโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน มีรอยละ
กิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 98.98 ± 0.35    การเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน (cNAI) ใช
วิธี (1.) สกัดดวย trichloroacetic acid (2.) สกัดดวยเมทานอลและเอทานอลตาม Kim et al., (2002) 
(3.) สกัดดวยเมทานอล และ (4.) สกัดดวยเอทานอล   พบวาวิธีเมทานอลสามารถสกัด cNAI ไดดี
ที่สุดเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนโดยใหคารอยละผลผลิต 74.4 ± 2.2 และรอยละการยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย
เทากับ 112.7 ± 13.5  เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC พบ 3 แถบโดยแถบที่มี Rf  0.304 
สามารถยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 4.39 ± 8.75  
  จลนศาสตรของสารสารสกัด ถ่ัวแดงหลวงเปนแบบแขงขัน  (competitive 
inhibition) ตออะไมเลสจากน้ําลายและไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibition) 
ตออะไมเลสจากตับออน  สารละลาย cPAI ซ่ึงไดจากการตกสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวย 50 % ความ
อ่ิมตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแบบผสม (mixed inihibition) ตออะไมเลสจากน้ําลายและ
ไมสามารถแขงขันไดโดยตรงตออะไมเลสจากตับออน   สารละลาย cNAI ซ่ึงไดจากการสกัดสาร
สกัดถ่ัวแดงหลวงดวยเมทานอลเปนแบบผสมตออะไมเลสจากน้ําลายและไมสามารถแขงขันได
โดยตรงตออะไมเลสจากตับออน 
   ผลการศึกษาโครงสรางของสาร PAI จากการตัดแถบโปรตีนบน SDS-PAGE 3 
แถบ ขนาดโมเลกุล 21.02  18.72 และ 17.16 กิโลดาลตัน ไปหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค 
LC/MS/MS เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนสายสั้นๆ ที่ไดเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวามีลําดับกรด  
อะมิโนตรงกับสารยับยั้งอะไมเลสในพืชตระกูล Phaseolus vulgaris gi|126150 ที่รอยละความ
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เหมือนเทากับ 35  34 และ 33   ผลการศึกษาโครงสรางของ NAI ที่แยกจาก cNAI ดวย TLC 
พบวามีขนาดโมเลกุล 527.23 ดาลตัน อยูในชวงขนาดโมเลกุลของน้ําตาลมอลโตไตรโอส มอลโตเต
ตระโอส และอะคารโบส ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะห NAI ดวย LC-MS  (527.2 [g/mol])  ผล 
NMR ของ NAI พบ 1H chemical shift ที่ 8.542 ppm (ในชวง δ ของ RCOH, HCON, HCOR หรือ 
HCOO), 3.5 ppm (ในชวง δ ของ CH2C=O, OH, NH, CH2O หรือ CH2NO2) ซ่ึงคาดวานาจะเปน
มอนอแซคคารไรด เชน กลูโคส  และ 13C  ที่ 215.83 ppm (ในชวง δ ของ RCOR), 181.55 ppm 
(ในชวง δ ของ RCHO หรือ RCOOH), 62.72 ppm (ในชวง δ ของ R2CHX หรือ R3CN), 30.22 ppm 
(ในชวง δ ของ  R2CHR หรือ R2CHX) และ 23.61 (ในชวง 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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19  รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย PAI     63 
20  รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cNAI    65 
21 มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cNAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  66 
22  Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารละลาย cNAI ที่มีตอ    68 

 

 

(10) 



รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 
 

ภาพ           หนา 
23  ผลการหาความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของโปรตีน 
 ในสารละลาย cPAI และ PAI ดวย12% gel, SDS-PAGE β-mercaptoethanol  70 
24  ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้ง 3 แถบจากสารละลาย PAI 
  เปรียบเทียบกบัสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชตระกูล Phaseolus vulgaris:  gi|126150 73 
25  ผลการแยกบรสุิทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัด 3 วิธีดวย TLC   73 
26 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารละลาย NAI จาก TLC    74 
27 โครมาโตแกรมของสารละลาย NAI ดวย HPLC     75 
28 มวลโมเลกุลของสารละลาย NAI ที่สกัดดวยวิธีเมทานอล    76  
29  แมสเปกตรัมของ (ก) สารละลาย NAI และ (ข) อะคารโบส    77 
30 1H –NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI       79 
31  13C –NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI        80 
32  2D–NMR สเปกตรัมของสารละลาย NAI      81

(11) 



รายการสัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

 
ก.  = กรัม 
มก.  = มิลลิกรัม 
มล.  = มิลลิลิตร 
α   =  แอลฟา 
β    =   เบตา 
δ  = คา chemical shift 
µ  = micro 
AI  = Amylase inhibitor 
BSA  = Bovine serum albumin 
oC   =   องศาเซลเซียส 
cNAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวง 
cPAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากการตกดวย 50 % 8วามอิ่มตัวของ   

 แอมโมเนียมซลัเฟต 
DNS  = 3, 5-dinitrosalicylic acid 
D  =  ดาลตัน 
kDa  = กิโลดาลตัน 
IC50  = คาความเขมขนของสารตัวอยางที่ยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 
L  = ลิตร 
LC-MS  = Liquid chromatography mass spectroscopy 
M  = โมลาร 
Mr  = ขนาดโมเลกุล 
MW  = ขนาดโมเลกุล 
MWCO  = Molecular Weight cut off 
NAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนจากการแยกบริสุทธิ์ CNAI 
NMR  =  Nuclear magnetic resonance 
PAI  = สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากการแยกบริสุทธิ์ cPAI 
pH  = คาพีเอช (-Log hydrogen ion concentration) 

(12) 



รายการสัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 

PPA  = เอนไซมอะไมเลสจากตับออน 
Rf  = คาการเคลื่อนที่สัมพัทธ 
SA  = เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย 
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 
%  = รอยละ 

(13) 
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บทที่ 1 
 

บทนํา  
 
 
 ปจจุบันมีประชากรทั่วโลกเปนโรคอวน (obesity) เพิ่มขึน้อยางรวดเร็ว เปนปญหา

สําคัญทางสาธารณสุขของโลกที่ตองมีการวางแผนปองกนั เนื่องจากโรคอวนเปนปจจัยเสี่ยง (risk 
factor) ของโรคหัวใจ มะเร็ง ขอเสื่อม ความดันโลหิตสูง ไขมันในเลือดสูง (hyperlipidemia) และ
เบาหวานแบบ 2 (type 2 diabetes mellitus) ซ่ึงเปนโรคตนเหตุของการสูญเสียชีวิตในหลายประเทศ 
(Giusti, 2007) โรคเบาหวานเปนโรคที่ไดรับทางพันธุกรรม หรือเกิดขึน้ภายหลัง จากความผิดปกติ
ของการหลั่งฮอรโมนอินซูลิน สงผลเกี่ยวของกับระดับน้ําตาลในเลือดสูง และผลอันตรายตอระบบ
รางกาย รวมไปถึงเสนเลือดและระบบประสาท (Matsui et al., 2007) วิธีการรักษาผูที่ปวยเปน
โรคเบาหวาน ใชวิธีการควบคุมอาหาร การออกกําลังกาย รวมกับการฉีดอินซูลินในรายที่เปนมาก
จนรางกายมีระดับอินซูลินต่าํ หรือรักษาดวยการรับประทานยาซึ่งมีกลไกการรักษาแตกตางกัน 
ตัวอยางยาที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมแอลฟา-กลูโคซิเดสที่ใชเพื่อการรักษา เชน อะคารโบส 
(acarbose) ไมกลิทอล (miglitol) และ โวกลิโบส (voglibose) (Bailey, 2003) และอีกหนึ่งในวิธีการ
รักษาคือ การลดคาระดับน้ําตาลในเลือด ทาํโดยการยับยัง้เอนไซมที่ทําหนาที่ยอยคารโบไฮเดรตเปน
น้ําตาลกลูโคส (แอลฟา-อะไมเลส และ เอลฟา-กลูโคซิเดส) ทําใหเกดิการดูดซึมน้ําตาลกลูโคสเขาสู
กระแสเลือดลดลง (Rhabasa Lhoret และ Chiasson, 2004)  
  สารสกัดจากพืชหรือสารประกอบบริสุทธิ์จากพืชหลายชนิดมีฤทธิ์ในการรักษา
ผูปวยโรคเบาหวาน (Ali, 2006) เชน สารสกัดจากใบฝรั่ง (Wang et al., 2010) สารสกัดจากเมล็ด 
Palo Fierro (Olneyatesota) (Guzman-Partida et al., 2007) สารสกัดจากหัวหอม และกระเทียม    
(El-Dermerdash et al., 2005) สารยับยั้งอะไมเลสจากขาวสาลี (wheat amylase inhibitor)         
(Koike et al., 1995) สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดถ่ัว Tepary (Phaseolus acutifolius A. Gray) 
(Yamada et al., 2001) มีผลลดระดับน้ําตาลในเลือดผานกลไกการยับยั้งเอนไซมยอยคารโบไฮเดรต 
ไดแก เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออน และแอลฟา-กลูโคซิเดสบริเวณลําไสเล็ก สงผลลด
ปริมาณกลูโคสที่จะดูดซึมผานผนังลําไสสูกระแสโลหิต นอกจากนี้สารยับยั้งอะไมเลสที่เปน
โปรตีนจากถั่วขาว (white kidney bean) ไดถูกนํามาขายเปนผลิตภัณฑนิวทราซูติคัล (nutraceutical) 
เพื่อควบคุมน้ําหนัก และระดับน้ําตาลในเลือด (Chokshi, 2007) สารยับยั้งอะไมเลสจากพืชตระกูล 
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Phaseolus vulgaris ไดรับความสนใจเปนอยางมาก เนื่องจากมีศักยภาพในการออกฤทธิ์ในการ
ยับยั้งสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับพืชตระกูลอ่ืน (Leiner et al., 1984) 
  ถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus vulgaris) เปนพืชเศรษฐกิจที่นิยมใชในการบริโภคทั้ง
อาหารคาว หวาน และสลัดในหมูประชากรไทย ปยวรรณ สิทธิพงศ (2005) พบวาสารสกัดจากถั่ว
แดงหลวงของไทย สามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนไดในหลอดทดลอง  
ฤทัยวรรณ บุญครองชีพ (2007) ไดทดลองพบวา สารสกัดจากถั่วแดงหลวงในสัดสวน 0.2 กรัม/มล. 
ของสารละลาย 0.02 M phosphate buffer pH 6.9 มีผลตอการลดน้ําตาลในเลือดของหนูขาวใหญ
น้ําหนักเฉลี่ย 200 ± 10 กรัม ได 20 % เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (ระดับน้ําตาลหลังอดอาหารนาน 16 
ช่ัวโมง กลุมควบคุมเทากับ 72.3 ± 2.8 มก.กลูโคส/มล. กลุมที่ไดรับสารสกัดเทากับ 57.8 ± 2.8 มก.
กลูโคส/มล. โดยแตละกลุมใชสัตวทดลอง 6 ตัว) ภายหลังการใหสารสกัดทางปากปริมาตร 1 มล. 
เทากันทุกตัว วันละ 1 คร้ังในตอนเชา นาน 15 วัน เมื่อทําการศึกษาถึงองคประกอบสําคัญของสาร
ยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดถ่ัวแดงหลวงพบวา มีทั้งสารยับยั้งอะไมเลสแบบที่เปนโปรตีนและที่ไม
เปนโปรตีนเปนองคประกอบ โดยสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน เมื่อผานการทําบริสุทธิ์ดวยชุด
คอลัมนโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม (conventional chromatography) พบวามีขนาดมวลโมเลกุลใน
สภาพธรรมชาติ 47.7 กิโลดาลตัน สวนสารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่ไมเปนโปรตีนนั้นเปน
สารประกอบที่มีขนาดเล็กในชวงโมเลกุลระหวาง 180 ดาลตัน ของน้ําตาลกลูโคส และ 645.6 ดาล
ตัน ของยารักษาเบาหวานอะคารโบส  จากผลการแยกดวยโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (thin layer 
chromatography) โดย Kim et al. (2002) และ Yoon และ  Robyt. (2002)  
  การเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนและไมเปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดง
หลวงมีขอจํากัดคือ ใชเวลาในการแยกนานและใหปริมาณสารไมเพียงพอในดานการศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในการลดระดับน้ําตาลในหลอดทดลอง ตลอดจนการวิเคราะหโครงสรางโมเลกุล เพื่อ
แกปญหาดังกลาวจึงมีความจําเปนที่ตองหาวิธีเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนและไมเปน
โปรตีนในปริมาณที่มากขึ้น และในระยะเวลาที่ส้ันกวาวิธีเดิม  โดยยังคงฤทธิ์ทางชีวภาพไว การคัด
แยกตามขนาดโมเลกุลจึงเปนทางเลือกหนึ่งในการพัฒนาวิธีการสกัดสารยับยั้งอะไมเลสที่เปน
โปรตีน รวมถึงการพัฒนาวิธีการเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน จากการพัฒนาวิธีของ 
Kim et al. (2002)   
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  ดังนั้นงานวิจยันี้จึงมุงหวังที่จะพัฒนาวิธีการเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสทั้งสองชนิด
จากสารสารสกัดถ่ัวแดงใหไดปริมาณมากในระยะเวลาอันสั้น โดยยังคงฤทธิ์ทางชีวภาพไว เพื่อการ
ทดสอบศักยภาพ และกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสในหลอดทดลอง (in vitro)  ศึกษา
โครงสรางทางเคมีของสารยับยั้งทั้งสองชนิด ผลวิจัยที่ไดจะเปนประโยชนในการนําไปสูการคนพบ
สารใหมที่มีคุณประโยชน คําอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ลดระดับน้าํตาลในเลือดตลอดจนการขยาย
งานดานประยกุตเชน การดดัแปลงโมเลกลุ หรือการทําปฏิกิริยาทางเคมีเพื่อเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ทางเคมีตอไปเปนตน   นอกจากนี้สารยับยั้งอะไมเลสที่เตรียมไดในปรมิาณมาก จะมปีระโยชนใน
การทดสอบผลของสารตอการควบคุมระดบัน้ําตาลในเลอืดของสัตวทดลอง ใหมคีวามนาเชื่อถือ
ทางสถิติได เพือ่นําไปสูงานประยุกตในการควบคุมระดบัน้ําตาลในเลอืดหรือลดน้ําหนักตอไป 
 

การตรวจเอกสาร 

1. แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) 

 แอลฟา-อะไมเลส (α - amylase) หรือ α - 1, 4 glycan-4-gluconohydrolase เปน
เอนไซมที่ไดรับการจัดกลุมไวใน E.C.3.2.1.1 ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซพันธะ α -1, 4 ไกล-
โคซิดิกของแปง (อะมีโลส และอะมีโลแพกติน) และไกลโคเจน ไดผลผลิตของมอลโตส มอลโท-
ไตรโอส และโอลิโกแซคคารไรดที่มีช่ือวาเดกซตริน (dextrin) ดังสมการ 

Starch + H2O      Dextrin + maltose, maltotriose 

 ในระบบทางเดินอาหาร เร่ิมตนที่ภายในชองปากแอลฟา-อะไมเลสจากน้ําลายยอย
แปงไดผลผลิตเปนเดกซตริน มอลโตส และมอลโตไตรโอส เมื่ออาหารเคลื่อนลงไปสูบริเวณลําไส
เล็กถูกยอยสลายอีกครั้งดวยเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากตับออน ไดน้ําตาลโมเลกุลคูคือมอลโตส 
และ ไอโซมอลโตส ภายในลําไสเล็กสวนดูโอดินัม คารโบไฮเดรตรูปน้ําตาลโมเลกุลคูอ่ืน ๆ เชน 
แลกโตส ซูโครส จะถูกยอยตอดวยเอนไซมจากลําไสเล็ก เชน กลูโคอะไมเลส (ตัดสลายพันธะ     
α-1, 4 และ α-1, 6 ไกลโคซิดิก) แลกเตส และซูเครส เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ไดแก กาแลกโตส 
กลูโคส ฟรุกโตส และดูดซึมเขาสูรางกาย 
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 แอลฟา-อะไมเลสสามารถพบไดในจุลินทรีย เชน Aspergillus oryzae (Brzozowski 
et al., 1997) และ Aspergirus niger (Boel et al., 1990) Paecilomyces variotii  (Michelin et al., 
2010) ในพืช เชน Monascus anka และ red koji (Yoshizaki et al., 2010) และพบไดมากในธัญพืช
ตางๆ เชน ขาวมอลต เมล็ดถ่ัวเขียว (Bharagava et al., 2010) เมล็ดถ่ัวเหลือง (Kumari et al., 2010) 
นอกจากนี้ยังพบไดในแมลง เชน มอดขาวเปลือก มอดเมล็ดถ่ัว (cowpea weevil) (Priya et al., 2010) 
และสัตวเล้ียงลูกดวยนม  

  โครงสรางของแอลฟา-อะไมเลสประกอบดวย 3 สวนคือ บริเวณ A เปนศูนยกลาง
และเปนบริเวณเรงปฏิกิริยา (Van der maarel et al., 2002) บริเวณ B ทําหนาที่เกีย่วความจําเพาะ
เจาะจงในการจับกับสับสเตรท (Svensson, 1994) และบริเวณ C เปนบริเวณที่จบักับโมเลกุลของ
แปง (Nielsen et al., 2004) อะไมเลสเปนเอนไซมที่ประกอบดวยบรเิวณทีจ่ับกับ Ca2+ เพื่อความ
เสถียรของบริเวณเรงปฏิกิริยา โดยสวนมากจะมีตําแหนงจับกับ Ca2+ มากกวาหนึง่ตําแหนงเพื่อ
ความเสถียรของโครงสราง (Tanaka และ Hoshino, 2002)  

 ในรางกายมนษุยสามารถพบแอลฟา-อะไมเลสทั้งในน้ําลายและตับออนซึ่งมี
โครงสรางที่เหมือนกนั คือเปนไกลโคโปรตีน มีขนาดโมเลกุลระหวาง 51-54 กิโลดาลตัน 
ประกอบดวยสายโพลีเปปไทดสายเดีย่วทีม่ีหมูไทโอซัลเฟต 2 หมู มีพันธะไดซัลไฟดส่ีพันธะและมี
ตําแหนงจับกบั Ca2+ เพื่อความเสถียร (Sigma Aldrich.com) 

หลักการตรวจวัดกจิกรรมเอนไซมอะไมเลสที่นิยมใชมี 4 วิธีคือ  

1 วัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิง (reducing sugar) ที่เกิดจากการยอยแปงดวย dinitrosalicylic acid 
(DNS) (Bernfeld, 1955) หรือวิธี Nelson-Somogyi  (Xiao et al., 2006) 

2 วัดปริมาณสีน้าํเงินที่เกดิขึ้นจากการรวมตวัระหวางแปงกับไอโอดีนหลังการยอยแปงโดย วัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 550-700 nm (Fuwa, 1954) ไอโอดีนที่นิยมใชมีความเขมขนตั้งแต 3 µM ถึง 
0.25 mM 

3 การใชสับสเตรทที่มีโมเลกุลที่ถูกปลดปลอยสารที่ใหสีในชวงการดูดกลืนแสงภายหลังการยอย
ดวยเอนไซม สับสเตรทเหลานี้ไดแก starch azure, starch-remazol brilliant blue R, amylose 
azure, 4, 6 ethyliden (G7)- α -nitrophenyl (G1) α, D-maltoheptaosid  

4 วัดการเรืองแสง fluorescence เมื่อเอนไซมทําปฏิกิริยากับสับเสตรท เชน DQ-starch, 
Cyclodextrin (CDs)  
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 แอลฟา-อะไมเลสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของเมล็ดพืช 
โดยเฉพาะเมลด็ที่กําลังงอก จําเปนตองใชเอนไซมในการยอยสลายแปงที่สะสมอยูใหเปลี่ยนเปน
น้ําตาลเพื่อการงอกและการเจริญเติบโต การยอยแปงดวยเอนไซมอะไมเลสเปนพื้นฐานการทํางาน
ในอุตสาหกรรมดานตางๆ เชน การเตรียมหัวเชื้อน้ําตาลกลูโคส การทําขนมปงและกระบวนการ
หมัก นอกจากนี้แอลฟา-อะไมเลสยังถูกนาํไปใชเปนยา  สารลดแรงตึงผิว การหมักสิ่งปฏิกูล และ
เปนสวนผสมในอาหารสัตว (Van der maarel et al., 2002)  

 
2. สารยับยัง้อะไมเลส  
 
  สารยับยั้งแอลฟา-อะไมเลสสามารถขัดขวางการปลดปลอยกลูโคสจากการยอย
สลายคารโบไฮเดรต ทําใหการดูดซับน้ําตาลเกิดชาลง ลดระดับน้ําตาลในเลือดและยับยั้งอาการของ
ภาวะน้ําตาลในเลือดสูงหลังมื้ออาหาร (hyperglycemia) (Lebovitz, 1997) ตั้งแตมีการคนพบยา     
อะคารโบสซึ่งใชในการรักษาโรคเบาหวานชนิดที่ 2 สารยังยั้งแอลฟา-อะไมเลสจึงไดรับความสนใจ
มากขึ้น สามารถสังเคราะหขึ้นและพบไดในสารสกัดจากธรรมชาติหลากหลายชนดิ เชน ใบชา 
เมล็ดธัญพืช สวนใหญเปนอนุพันธุของน้าํตาล ไดแก disaccharide, aminosugar, carbasugar และ 
thiosugar  

 สารยับยั้งอะไมเลสประกอบไปดวยสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน 
(proteinaceous amylase inhibitor, PAI) และที่ไมเปนโปรตีน (nonproteinaceous amylase inhibitor, 
NAI) (Franco et al., 2002) 

  2.1) สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน พบไดทัว่ไปในจุลินทรีย สัตว และพืช 
โดยเฉพาะเมลด็ถ่ัวและธัญพชื เชน ขาวไรย (Iulek et al., 2000) ขาวบาเลย (Bønsager et al., 2003) 
เมล็ดขาวสาลีงอก (Sharma และ Gupta, 2001) และเมล็ดถ่ัว tepary (Yamada et al., 2001) โดยขนาด
โมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลสในพืชตางชนิดกัน (species/varieties) มีความแตกตางกัน  

  นอกจากนั้นสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชที่แตกตางกันมีความจําเพาะตอการยับยั้ง 
อะไมเลสจากแหลงที่แตกตางกันดวย เชน ยับยั้งอะไมเลสในสัตวเล้ียงลูกดวยนมเพียงอยางเดียว 
หรือออกฤทธิ์ยับยั้งอะไมเลสในแมลงเพียงอยางเดียว หรือมีความจําเพาะกับอะไมเลสในพืชเพื่อการ
ปองกันตัวเอง (Franco et al., 2002) 
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  งานวิจัยของ Kluh et al. (2005) ศึกษาความจําเพาะของสารยับยั้งอะไมเลส α-AI ที่
สกัดจากเมล็ดถ่ัว common bean (Phaseolus vulgaris cv. Magna) ตอเอนไซมอะไมเลสในแมลง
แตกตางกัน 30 สายพันธุ พบเพียง 3 ลําดับ (order) ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง คือ Coleeoptra  Hymenoptera และ 
Diptera สารยับยั้งอะไมเลสจากขาวไรย (Secale cereal) มีขนาดโมเลกุล 13,756 ดาลตัน มี
ความจําเพาะในการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสจากตับออนหมู น้ําลายของคน และแบคทีเรียได    
(Iulek et al., 2000) สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดถ่ัว (Phaseolus vulgaris cv Tendergreen) ขนาด
โมเลกุล 43 กิโลดาลตัน มีความจําเพาะตออะไมเลสจากตับออนของคนและหมู แตไมสามารถ
ยับยั้งอะไมเลสของแบคทีเรียและรา (Le Berre-Anton et al., 1997) สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ด 
Palo Fierro มีขนาดโมเลกุล 77 กิโลดาลตัน ประกอบไปดวย 2 หนวยยอย คือ 15.8 และ17.4       
กิโลดาลตัน  ออกฤทธยับยั้งอะไมเลสจากตับออนหมู  แตไมยับยั้งอะไมเลสจาก  Zabrotes 
subfasciatus (Guzman-Partida et al., 2007) สารยับยั้งอะไมเลสจากแปงขาวสาลีมีขนาดโมเลกุล 30 
กิโลดาลตัน มีความจําเพาะในการยับยั้งอะไมเลสที่มาจากเชื้อราแตไมยับยั้งเอนไซมที่มาจาก
แบคทีเรีย (Juge et al., 2004) สารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากเมล็ดขาวฟาง (Panicum sumatrense) 
ยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสจาก Collosoloruchus chinensis นอกจากนี้พบวายับยั้งอะไมเลสจาก Acaca 
janata, C. cephalonica, Sitophilus oryzae และ Tribolium castaneum ซ่ึงเปนแมลงศัตรูพืชไดอีก
ดวย  (Shivkumar et al., 2006)  

 Gibbs และ Alli (1998) ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากถั่วขาวและศึกษา
คุณสมบัติ พบวาเปนสารประเภทไกลโคโปรตีน คุณสมบัติการยับยั้งขึ้นกับคลอไรดไอออน 
ในขณะที่แคลเซียมไอออนมีผลชวยเพิ่มอัตราการจับกันระหวางสารยับยั้งและเอนไซมอะไมเลส 
รูปแบบการยับยั้งเปนแบบแขงขัน (competitive-inhibition)  

 2.2) สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน ประกอบไปดวยสารอินทรียหลากหลาย
ชนิด เชน อะคารโบส ไอโซอะคารโบส acarviosine-glucose หรือ ไซโคลเด็กซตริน (Franco et al., 
2002) พบไดทั้งในพืชและในจุลินทรีย เชน Thermus maltogenic amylase สรางสารอะคารโบส ซ่ึง
มีลักษณะโครงสรางของ pseudotetrasaccharide และมีคุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซมแอลฟา-     
อะไมเลส  แอลฟา-กลูโคซิเดส และกลูโคอะไมเลส มีรูปแบบการยับยั้งแบบแขงขัน (competitive 
inhibitor) (Kim et al., 1999) แบคทีเรียกลุม Actonoplanes ผลิตอะคารโบสซึ่งนําไปใชรักษาผูปวย
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 (Brunkhorst และ Schneider, 2005) และ Leuconostoc mesenteroides                 
B-512FMC  และ B-742CB สามารถผลิตอะคารโบสจากกระบวนการหมักยีสต (Yoon และ Robyt, 
2002)   
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  นอกจากสารที่ยกตัวอยางขางตน ยังมีรายงานสารประเภทอื่นๆ ที่ออกฤทธ์ิในการ
ยับยั้งอะไมเลส เชน สารประกอบฟโนลิค (phenolic compound) ที่ไดจากการหมักกากสับปะรด
ดวยเชื้อ Rhizopus oligosporus สามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนได (Correia et al., 
2004) สารประกอบฟโนลิค rosmarinic acid, protochatechuic acid, quercetin และ p-coumaric acid 
จากการสกัดผลออริกาโน (Origanum vulgare)  ดวยเอทานอลสามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลส จาก
ตับออนหมูได (McCue et al., 2004) สารประเภท flavonoid ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมแอลฟา-      
กลูโคซิเดส และอะไมเลส จากสารสกัดใบฝรั่ง (Wang  et al., 2010) 

  Ali et al. (2006) สกัดสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชทองถ่ินของประเทศมาเลเซีย 6 
ชนิด ที่ใชรักษาโรคเบาหวาน พบวา Phyllanthus amarus มีสวนประกอบของสาร triacontanol,  
dotriacontanyl docosanoate, oleanolic acid และ ursolic acid ที่มีกิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 

  ชนิดา หันสวาสดิ์ (2546) สกัดแยกสารจากสมุนไพรไทย 47 ชนิด พบวาพืช
สมุนไพร 6 ชนิดที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมซูเครส และแอลฟา-อะไมเลสจากตับออนหมู ทํา
ใหการยอยสลายแปงและโอลิโกแซคคารไรดเกิดชาลง สงผลใหระดับน้ําตาลในกระแสเลือดลดลง
และนําไปสูแนวทางการรักษาโรคเบาหวานชนิดไมพึ่งพาอินซูลิน  

  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 ที่มีกิจกรรมยับยั้งเอนไซมแอลฟา-กลูโคซิเดสซึ่ง
ใชในการรักษาโรคเบาหวานชนิดที่ 2 และพบวาสารสกัดจาก Malmea Acosmium และ Cecropia มี
ผลลดระดับน้ําตาลในเลือดได เหมือนกับยาอะคารโบส 

  สารยับยั้งอะไมเลสสามารถสกัดไดจากพชืหลากหลายชนิด แตทีน่ิยมนํามาสกดั 
และศึกษา คือ พืชตระกูลถ่ัว (Phaseolus vulgaris) และพวกธัญพืช เมล็ดถ่ัวประกอบไปดวยโปรตีน
ตางๆ ที่ทําหนาที่ปองกันตวัเองรวมไปถงึ phytohemagglutinin (PHA) arcelin และสารยับยั้ง        
อะไมเลส (Santimone et al., 2004) ตัวอยางพืชตระกลูถ่ัวที่นิยมนํามาศึกษาคือ 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) เปนพืชตระกลูถ่ัวที่จัดอยูในตระกูล Phaseolus 
vulgaris L. มีการปลูกมากทางภาคเหนือของประเทศไทย มีทั้งหมดสองสายพันธุ คือ สายพันธุชนิด
สีแดงเขม (Dark red kidney bean) ที่ประกอบไปดวยพันธุ Montcalm California และ Royal ซ่ึงนิยม
ปลูกมากที่สุด และสายพนัธุสีชมพู (Light red kidney bean) ที่ประกอบไปดวยพันธุ Moniton  เมล็ด
ถ่ัวแดงหลวงมรูีปรางคลายไต จึงเรียกวา “Kidney bean” และถามีเมล็ดสีแดงดวยก็เรียกวา red 
kidney bean ถ่ัวแดงหลวงถกูนําเขามาปลกูในประเทศเปนครั้งแรกโดยโครงการหลวงป 2516 
เพื่อจุดประสงคใหชาวไทยภเูขา ปลูกเปนพืชทดแทนฝนและยังรักษาความอุดมสมบูรณของดินบน
ที่สูงทางภาคเหนือที่มีอากาศหนาวเยน็ เชน จังหวัดเชยีงใหม เชียงราย นาน และแมฮองสอน เปน
ตน แหลงปลูกถ่ัวแดงที่ใหญที่สุดประมาณ รอยละ 90 - 95 อยูที่จังหวัดเชียงใหม ปจจุบันถ่ัวแดง
หลวงไดกลายเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนดิหนึ่งของชาวไทยภเูขา และเปนที่สนใจของเกษตรกร
ในพื้นที่ราบทัว่ไปในเขตภาคเหนือ (ดาราวรรณ ทวีศกัดิ์บวรกุล, 2549)  ถ่ัวแดงเปนแหลงอาหารที่
สําคัญของโลกไมวาจะเปนมนุษยหรือสัตว เนื่องจากเมล็ดถ่ัวอุดมไปดวยคณุคาทางอาหารที่มี
ประโยชน เชน มีใยอาหารสูง ไขมันต่ํา ทั้งยังเปนแหลงของโปรตีน  จึงนิยมใชเปนอาหารของ
มนุษยและสัตวทั้งที่เปนฝกสดและเมล็ดแหง ประเทศแถบยุโรปหรืออเมริกาตางนิยมบริโภคเมล็ด
ถ่ัวแดงกันมากเชนกัน ทั้งอาหารคาวและหวาน และทีสํ่าคัญถ่ัวแดงยงัใชประโยชนในดานใชเปน
อาหารลดความอวน และเปนอาหารสําหรับผูปวยเปนโรคเบาหวานไดดีอีกดวย  

 ประภาศรี ภวูเสถียร (2546) แบงถ่ัวเมล็ดแหงเปน 2 ชนิดจากความแตกตางของ
องคประกอบของสารอาหาร หรือคุณคาอาหาร ชนิดแรก คือ ถ่ัวที่มีโปรตีนสูงและไขมันสูง ถ่ัวชนิด
นี้สะสมพลังงานในเมล็ดถ่ัวในรูปของไขมนัจึงจัดเปนพืชน้ํามัน ไดแก ถ่ัวเมล็ดแหง ถ่ัวเหลือง      
ถ่ัวลิสง อีกชนิดหนึ่ง คือ ถ่ัวที่มีโปรตีนและคารโบไฮเดรตสูงแตไขมนัต่ํา ถ่ัวชนิดนี้สะสมพลังงาน
ในเมล็ดถ่ัวในรูปของคารโบไฮเดรต เมื่อเมล็ดแกมีลักษณะ รูปราง ขนาดและสีของเมล็ดถ่ัวแตกตาง
กัน ไดแก ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดง ถ่ัวดํา ถ่ัวแดงหลวง ถ่ัวพุม ถ่ัวลาย และถ่ัวปากอา   

 Ren et al., (2008) ทําบริสุทธิ์สาร phytohaemagglutinin จากถั่วแดงหลวงซึ่งมี
คุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซมอะไมเลส หรือกลูโคซิเดส ทั้งยังชวยยบัยั้งเอนไซม HIV-1 reverse 
transcriptase (Wang et al., 2001) และยงัเคยมีรายงานวาสามารถยับยั้งการเกดิมะเร็งเม็ดเลือดขาว
จากการศึกษาในหลอดทดลองและในสัตวทดลอง (D’Costa และ Hurwitz, 2003)  
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 ผลิตภัณฑเสรมิอาหารจากธญัพืช อ.ย. เลขที่ 10-1-21142-1-011 Nature Plants S 
เปนผลิตภัณฑเสริมอาหารจากธัญพืชชนิดแคปซูล ที่มีสารออกฤทธิ์ (Active Ingredients) เปนสาร
สกัดเขมขนจากถั่วแดง ที่ช่ือวา Glycoprotein "LECITIN" ทําหนาที่ดกัจบัขับไขมัน และขับออกจาก
รางกาย ทางระบบถุงน้ําด ีทําใหปริมาณไขมันในรางกายลดลง มีองคประกอบกรดอะมิโน Arginine   
Phenylalanine และ Tryptophan ในผลิตภัณฑ ชวยลดอาการอยากอาหารโดยไมทําใหออนลา ทําให
ระบบขับถายทํางานเพิ่มขึ้นจากปกตเิสริมผลการลดน้ําหนัก 
(http://www.chillchillshop.com/product/product.detail.php 11/7/08) 
 
4. สารยับยัง้อะไมเลสกับการลดระดับน้ําตาลในเลือด และการลดความอวน 
 
  ภาวะน้ําตาลในเลือดสูง (Hyperglycemia) เปนสภาวะแทรกซอนเฉียบพลันของผูที่
ปวยเปนโรคเบาหวาน (Defronzo, 1992) อาจมีสาเหตุจากการไดรับอาหารมากไป หรือไดรับอาหาร
ที่ไมถูกตองเหมาะสม การออกกําลังกายนอยไป มีความเครียด การมีประจําเดือน สาเหตุอยางใด
อยางหนึ่งหรือสาเหตุรวมกันของปจจัยดังกลาวเหลานี้ อาจนําไปสูภาวะน้ําตาลในเลือดสูงได 
นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวาภาวะน้ําตาลในเลือดสูงอาจมาจากภาวะติดเชื้อแบคทีเรียแบบ
เฉียบพลัน หรือสวนใดสวนหนึ่งของรางกายผูปวย ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นกับผูที่ปวยเปนโรคเบาหวาน
หรือผูที่มีความผิดปกติในการสลายน้ําตาลกลูโคส  
  สัญญาณเตือนของภาวะน้ําตาลในเลือดสูง ไดแก อาการเหนื่อยหรือออนเพลีย 
ผิวหนังแหงและคัน มีความรูสึกอยากอาหารเพิ่มขึ้น แผลหายชา กระหายน้ําบอย คร่ันเนื้อคร่ันตัว
เหมือนเปนไข ปสสาวะบอย ปวดศีรษะ สายตาพรามัว อาการอยางใดอยางหนึ่งที่กลาวแลว หรือ
อาการหลายอยางรวมกัน ความไมชัดเจนของอาการเหลานี้ ทําใหหลายคนคิดวาเปนอาการที่เกิดจาก
สาเหตุอ่ืน จึงมักไมใสใจกับอาการที่เปนสัญญาณเตือนของภาวะน้ําตาลในเลือดสูง วิธีที่ดีที่สุดที่จะ
ทราบวาระดับน้ําตาลในเลือดอยูในชวงที่เหมาะสมหรือไม คือ การตรวจวัดระดับน้ําตาลกลูโคสใน
เลือด  
  ปจจุบันพบสารสกัดจากพืชมากมายหลายชนิดที่สามารถรักษาผูปวยโรคเบาหวาน 
และผูปวยที่มภีาวะน้ําตาลในเลือดสูงได   
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  Judith et al. (2006) พบวาสารสกัดจากเมล็ดของผลอะโวกาโด (Irvingia 
gabonensis) จากวิธีการสกัด 3 วิธีคือ crude seed (CD), defatted seed (DF) และ protein fraction 
(PF) มีผลในการลดระดับน้ําตาลกลูโคสหลังอาหาร จากการศึกษาในหนูที่มีระดับน้ําตาลในเลือด
ปกติ (normoglycemic) เมื่อใชสารสกัดในปริมาณ 400 มก./น้ําหนักตัว 

  Kodama et al. (2005) ศึกษาพบวา wheat albumin (WA) สามารถควบคุมและลด
ระดับน้ําตาลในเลือดได  จากการทดสอบกับคนปกติและผูที่ปวยเปนโรคเบาหวาน โดยให
รับประทานซุปกอนมื้ออาหารที่ผสม WA 0, 0.25, 0.5 และ 1.0 กรัม ผลการทดสอบพบวาระดับ
น้ําตาลในกลุมคนปกติมีคาลดลงดังนี้ คือ 31, 47 และ 50 % จากกลุม 0.25, 0.5 และ 1.0 WA 
ตามลําดับ สวนในกลุมผูปวยเบาหวานไมเห็นคาความแตกตางเมื่อไดรับที่ 0.5 กรัม และจากการ
ทดสอบในหลอดทดลองพบวา WA มีกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส ดังนั้น WA สามารถนําไปใช
ประโยชนเพื่อเปนอาหารที่มีผลดีตอสุขภาพ (functional food) ของผูปวยเบาหวาน พรอมกับการ
ออกกําลังกายและควบคุมอาหาร 

 Tormo et al. (2006) ศึกษาผลของสารสกัดจากถั่วขาว (white bean) ตอการ
ยับยั้งอะไมเลสจากตับออน (α-AI) โดยใหสารสกัดพรอมกับน้ําและอาหารกับหนูเพศเมยีสายพันธุ 
Whistar จํานวน 3 กลุมคือ กลุมที่ไมเปนโรคเบาหวาน และกลุมเปนโรคเบาหวานชนิดที่สอง 2 กลุม 
พบวาสารยับยัง้อะไมเลสสามารถยับยั้งอาการของโรคเบาหวานไดทั้งสามกลุม โดยวดักิจกรรมของ
เอนไซมซูเครสและมอลเตส ดังนั้น α-AI สามารถลดภาวะน้ําตาลในเลือดสูงไดทัง้ในกลุมที่เปน
โรคเบาหวานและไมเปนโรค 

  Bhandari et al. (2008) ทําการศึกษาผลตอตานการเกิดโรคเบาหวานในหลอด
ทดลอง และทําการแยกสารประกอบจากสารสกัด Pakhanbhed ซ่ึงเปนสมุนไพรทองถ่ินของ
ประเทศเนปาล พบอนุพันธของ catechin คือ (-)-3-O-galloylepicatechin และ (-)-3-O-
galloylcatechin เปนครั้งแรกในพืชสายพันธุนี้ สารทั้ง 2 ตัวสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม   
แอลฟา-กลูโคซิเดส และแอลฟา-อะไมเลสได ดังนั้นพืชสมุนไพรชนิดนี้นาจะมีประโยชนเพื่อใช
รักษาผูปวยเบาหวานหรือผูที่มีอาการใกลเคียง 
 
  Xiao-Ping et al. (2010) ศึกษาสารสกัดจากธรรมชาติของยาสมุนไพรจีนทองถ่ินที่
ใชรักษาผูปวยเบาหวาน เพื่อศึกษาหาผลลัพธทางวิทยาศาสตรในการรักษาผูปวยเบาหวาน พบวามี
สารประกอบมากกวารอยละ 40 ที่มีกิจกรรมยับยั้งเอนไซมแอลฟา-อะไมเลสและแอลฟากลูซิเดส 
ซ่ึงนาจะเปนเหตุผลที่ชวยรักษาอาการผูปวยเบาหวาน 



  

11 

5. วิธีการแยกโปรตีนจากสารสกัด 
 
  สารสกัดพืชมีสารเจือปนหลายชนิด ทั้งโปรตีน น้ําตาล กรดอะมิโน กรดนิวคลิอิก 
และอื่นๆ การคัดแยกโปรตีนที่สนใจใหปราศจากสิ่งเจือปนอื่นๆ มีวิธีทําไดหลายวิธีดวยกันเชน (1.) 
การตกตะกอน (precipitation) โปรตีนที่สนใจใหแยกออกจากโปรตีนหรือสารอื่นที่เปน
องคประกอบของเซลลโดยอาศัยทฤษฎีของ salting in-salting out ดวยวิธีการตกตะกอนดวยเกลือ 
(salt precipitation) ที่ความเขมขนตางๆ หรือการตกตะกอนดวยตัวทําละลายอินทรีย นอกจากนี้ ยังมี
วิธีการตกตะกอนโดยการปรับคา pH ดวย กรด หรือดาง ใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนศูนย หรืออยูที่ 
pI แตไมนิยมใชเพราะ ทําใหโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติ หมดความสามารถในการทํางานตางๆ 
โดยเฉพาะกิจกรรมเอนไซม (2.) Ion Exchange Chromatography เปนเทคนิคที่ใชในการแยกสาร 
เชน โปรตีน กรดอะมิโน และ กรดนิวคลีอิก โดยอาศัยความแตกตางของประจุไฟฟา  สารที่มีประจุ
สามารถแลกเปลี่ยนกับไอออนอื่นที่มีประจุชนิดเดียวกัน เพื่อจับกับหมูที่มีประจุตรงกันขามของตัว
แลกเปลี่ยนประจุดวยแรงดึงอิเล็กตรอน (ion exchanger) สารตางชนิดกันจะจับดวยแรงไมเทากัน
ขึ้นกับจํานวนประจุและความหนาแนนของประจุ หรือ charge density (จํานวนประจุ/หนวยมวล
สาร) (3.) การแยกโปรตีนดวยขนาดโมเลกุล  โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญมากสามารถแยกดวย
วิธีอัลตราเซนตริฟวจ (ultracentrifuge) แตไมนิยมใช เพราะมีขอจํากัดในเรื่องการปนเปอน และ
คุณสมบัติของโปรตีน วิธีที่ใชมากในปจจุบัน คือ gel permeation chromatography, electrophoresis 
และวิธีเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุล   

 วิธีเมมเบรนคดัแยกขนาดโมเลกุลเปนเทคโนโลยีการแยกตามขนาดโมเลกุลดวย 
ultrafiltration และ microfiltration ซ่ึงมีความแตกตางของขนาดรูพรุนของเมมเบรน ทั้งสองวิธีเปน
วิธีที่นิยมใชในการแยกโปรตีน หรือทําใหสารละลายเขมขนมากขึ้น การแยกสวนและการทําให
บริสุทธิ์สามารถดําเนินการทีอุ่ณหภูมิปกติ ไมจําเปนตองใชความรอนและสารเคมี จึงเหมาะสําหรับ
การแยกสารที่ไวตอการเสยีสภาพ เชน โปรตีน และเอนไซม  สามารถใชกับตัวอยางที่มีปริมาณมาก 
งายตอการขยายระดับการทํางานใหมีขนาดเพิ่มสูงขึ้น (scale up)  
  ผลการตรวจเอกสารการแยกสารยับยั้งอะไมเลส โปรตีน และสารขนาดเล็กโดยวิธี
โครมาโตกราฟ และเมมเบรน พบวาเมมเบรนเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ และสามารถเก็บสารตัวอยาง
ไดในปริมาณมากโดยยังคงสภาพธรรมชาติ ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดและขนาดของเมมเบรน  pH ที่
เหมาะสม และอนุภาคของสารที่ตองการแยกออกจากกัน และปจจุบันการใชเมมเบรนในการแยก
สารโมเลกุลขนาดตางๆนั้นกําลังเปนที่สนใจและนิยมใชกันมาก 
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  Ghosh และ Cui (1998) ศึกษาวิธีการแยก BSA และ Lysozyme ในกระบวนการ
แยกดวย ultrafiltration เนื่องจากการแยกสารดวยเมมเบรนนั้นไมไดขึ้นกับขนาดของสารที่ตองการ
แยกเพียงอยางเดียว ยังเกี่ยวของกับปจจัยอ่ืนๆ อีกดวย จากกการศึกษาพบวาคา pH มีผลตอการ
เคลื่อนที่ของสารผานเมมเบรนเมื่อความเขมขนของสารตัวอยางสูง สงผลใหสารเคลื่อนที่ผาน     
เมมเบรนลดลง แตการเคลื่อนที่ผานเมมเบรนของสารดีขึ้น เมื่อมีการเคลือบริเวณผิวหนาของเมม
เบรน ดวยโปรตีนชนิดอื่นเชน myoglobin กอนนํามาใช 

 Chiang et al. (1999) ศึกษาการแยกโปรตีน 2 ชนิดที่ไดจากการยอยสลายถั่วเหลือง
ดวยเอนไซม alcalase และ flavourzyme ในระบบที่ตอเนื่องของเมมเบรนขนาด 30,000 และ 3,000 
ดาลตัน พบวาโปรตีนที่ผานการแยกดวยเมมเบรนขนาด 30,000 ดาลตันมีคุณสมบัติของสารตาน
อนุมูลอิสระมากกวาโปรตนีที่ผานการแยกดวยเมมเบรนขนาด 3000 ดาลตัน   

  Feins และ Sirkar (2005) พัฒนาวิธีการแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกัน
ดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่นโดยใชหลักการ multimembrane  เมื่อใชเมมเบรนสองชนิดตางกันแตมี
ขนาดคัดแยกโมเลกุล 100,000  ดาลตันเทากัน คือ YM100 cellulose membrane และ omega 100 K 
เพื่อศึกษาการแยกฮีโมโกลบิน (MW 64,677) และ bovine serum albumin (MW 66,430) ภายใต
สภาวะที่แตกตางกัน พบวาเมมเบรนที่กักโปรตีนไวจะเพิ่มปริมาณของโปรตีนมากขึ้นเมื่อเพิ่ม
จํานวนของเมมเบรน  

  Houngphruk et al. (2006) พบวาสารสกัดจากยางพาราที่ผานการแยกดวยเมมเบรน 
ขนาด 1 กิโลดาลตัน ในสวนของ retentate มีคุณสมบัติเปนสารยับยั้งการทํางานของเอนไซม        
ทริปซินไดดีที่ สุด  นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีเอสของเชื้อแบคทีเรีย 
Porphyromonas gingivalis ไดดีที่สุด 

  Li et al. (2008) ใชระบบอัลตราฟลเตรชั่นแยกเอนไซมโปรตีเอส ทริปซิน และ   
ไคโมทริปซิน จากมามของปลาทูนาครีบเหลือง (yellowfin tuna) โดยเมมเบรนที่ใชเปนชนิด
เซลลูโลสขนาดคัดแยกโมเลกุล 30 กิโลดาลตัน ผลการศึกษาพบผลของความดัน อัตราการไหล 
critical flux limited flux มีผลตอการแยกโปรตีน     
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  Jinapong et al. (2008) ผลิตผงนมถั่วเหลืองอยางรวดเรว็ใน 3 ขั้นตอนคือ 
ultrafiltration, spray drying และ fluidized bed agglomeration โดยการทําอัลตราฟลเตรชั่นเพื่อเพิม่
ความเขมขนของโปรตีนและไขมัน แตลดปริมาณของสารโมเลกุลเล็กเล็กๆ ที่เปนองคประกอบใน
นมถั่วเหลืองอยางคารโบไฮเดรต และของเสียอ่ืนๆ ทีม่ีผลรบกวนการทํางานในขัน้ตอน spray 
drying ดังนัน้การใชเมมเบรนเพื่อเพิ่มความเขมขนของสารนั้นมีประโยชนดังนี้คือ (1.) สารไมโดน
ความรอน (2.) ลดการสูญเสียคุณภาพของสาร (3.) ลดการสูญเสียจากการระเหยของสาร และ      
(4.) ใชพลังงานอยางมีประสิทธิภาพโดยไมเปลี่ยนสถานะของสาร  

  Konrad และ Kleinschmidt (2008) แยก α-lactalbumin (α-LA) ขนาด 14 กิโลดาล
ตัน จากหางนมดวยระบบอัลตราฟลเตรชั่นรวมกับเอนไซมทริปซิน โดยใชเมมเบรนคัดแยกขนาด
โมเลกุล 10 100 และ 150 กิโลดาลตัน ผลการทดลองพบวา ภายหลังการยอยดวยเอนไซมแลวกรอง
ดวยเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุล 10 กโิลดาลตัน สามารถเก็บเกี่ยว α-LA ไดรอยละ 15 เมื่อ
คํานวณเทียบกบัปริมาณโปรตีนทั้งหมดทีแ่ยกได มีความบริสุทธิ์รอยละ 90-95  

 นอกจากการใชเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุลในการแยกบริสุทธิ์สารที่สนใจจาก
สารเจือปนอื่น เพื่อใหไดปริมาณมากแลว Saxena et al. (2007) ไดพัฒนาวิธีทําบริสุทธิ์สารยับยั้ง   
อะไมเลส และโปรตีเอสจากเมล็ดขาวฟาง (Eleusine coracana) ดวยหลักการ three-phase partition 
(TPP) ซ่ึงเปนกระบวนการทําบริสุทธิ์แยกโปรตีนออกจากสารสกัดหยาบในปริมาณมากได 
ดําเนินการโดยการเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ตามดวยการเติมสารละลายบิวทานอล ทําใหเกิด
การแยกชั้นของสารละลาย โดยเกิดชั้นของโปรตีนที่เปนสารยับยั้งระหวางชั้นของตัวทําละลาย
อินทรีย การทําบริสุทธิ์พบวาสารยับยั้งอะไมเลสและโปรตีเอสที่แยกไดมีความบริสุทธิ์ 20.1 และ 16 
เทา มีรอยละการเก็บเกี่ยวได 39.5 และ 32 ตามลําดับ 
 
6. วิธีการแยกสารที่ไมใชโปรตีน อนุพนัธน้ําตาลขนาดเล็กจากสารสกัด 
 
  สารสกัดจากพชืประกอบดวยสารชีวโมเลกุลหลายชนิด นอกจากโปรตีนแลวยังมี
สารในกลุมของคารโบไฮเดรตตั้งแตโมเลกลุขนาดเล็ก เชน โมโนแซคคารไรด น้ําตาลกลูโคส     
ฟรุคโตส ไดแซคคารไรด น้ําตาลมอลโตส ซูโครส  และโพลีแซคคารไรดเชน แปง เพคติน 
เซลลูโลส ซ่ึงมีขนาดโมเลกลุใหญมาก นอกจากนีย้ังมีสารอนุพันธคารโบไฮเดรตทั้งที่มีขนาดใหญ
และขนาดเล็กอีกมากมาย รวมถึงสารในกลุมของสารเมแทบอไลททุติยภูมิซ่ึงมีโครงสรางหลาย
รูปแบบ หลายขนาด และอาจเชื่อมตอกับสารในกลุมคารโบไฮเดรตเปนสารไกลโคไซด หรือ
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เชื่อมตอกับอนุพันธกรดอะมิโน เชน อะคารโบส ซ่ึงเปนโครงสรางของน้ําตาลมอลโตสเชื่อมตอ
กับอะคารวิโนซินดวยพันธะ α1-4 ไกลโคซิดิก  (Kim et al., 2002) อะคารวิโอสตาติน 
(acarviostatin) เปนสารประเภท  อะมิโนโอลิโกแซคคารไรด (Geng et al., 2008) และสารประกอบ
อินทรีย cathechin (Bhandari et al., 2008) เปนตน ในการแยกสารที่ไมใชโปรตีนทําไดหลายวิธีตาม
คุณสมบัติของกลุมสารที่สนใจ โดยนยิมตกตะกอนสารโปรตีนออกไปกอน ดวยการใชตัวทําละลาย
อินทรียเชน 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) ไปพรอมๆ กับ
การสกัดสารที่มีขั้วไวในชัน้ของตัวทําละลายอินทรียนั้นๆ  เมื่อไดสารสกัดในตวัทําละลายอินทรีย
แลว ในการทาํใหบริสุทธิ์ตอไป มักใชวิธีทางโครมาโตกราฟเชนเดียวกับโปรตีน ทีก่ลาวขางตน ทั้ง
ในแบบคอลัมน และ TLC การแยกบริสุทธิ์สารในกลุมนี้ดวยเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุลก็นยิม
ใชเชนกนั  
  การตรวจเอกสารสารในกลุมสารยับยั้งเอนไซมยอยคารโบไฮเดรต ไดแกเอนไซม
แอลฟา-อะไมเลส และแอลฟา-กลูโคซิเดส เชนแทนนนิ อนุพนัธน้ําตาลเชนอะคารโบส ตลอดจน
สารอื่นๆ ที่ไมมีคุณสมบัติของสารยับยั้งอะไมเลสและกลูโคซิเดส พบวาตางใชวธีิการแยกบริสุทธิ์
ดวยหลักการเดียวกันของโปรตีน 
 
  Seeram et al. (2005) สกัดและทําบริสุทธิ์สารกลุมแทนนินที่มีช่ือวา  ellagitannins 
ที่มีกิจกรรมยับยั้งสารตานอนุมูลอิสระจากเปลือกของผลทับทิม (Punica granatum L.) โดยคอลัมน
ที่บรรจุดวย Amberlite XAD-16 resin ที่ตอกับระบบปมสุญญากาศ พบวาสามารถทําบริสุทธิ์สารใน
รูปของ total pomegranate tannins (TPT) ไดดีถึง 58-60 กรัม/กิโลกรัมเปลือก ภายในระยะเวลาอัน
ส้ัน ทั้งยังชวยลดตนทุนลงมากกวาการใชวิธีแยกดวยระบบคอลัมนโครมาโตกราฟที่บรรจุดวย      
C-18/ polyamide/ cellulose/ Sephadex Lipophilic LH-20 /Diaion HP20  
 
  Scordino et al. (2007) ทําการแยกเม็ดสีจากน้ําผลสมที่มีสวนประกอบของ 
anthocyanin และ hydroxycinnamates ดวยการประยุกตวิธี adsorption resins รวมกับเมมเบรน 
พบวาสวนประกอบของสาร anthocyanin limonoid  flavonones และ hydroxycinnamate ถูกกําจัด
ออกไปดวย polystyrene-divinylbenzene resin (PS-DVB) สวนกระบวนการแยกดวยเมมเบรน
สามารถกําจัดเอนไซมและจุลินทรีย ทําใหความเขมขนของน้ําตาลมีเพิ่มขึ้น (กลูโคส ฟรุคโตส และ
ซูโครส 250 กรัม/ลิตร) วิธีการนี้เหมาะแกการไปประยุกตใชเพื่อเตรียมน้ําตาลในอุตสาหกรรม
อาหารเครื่องดื่ม 
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  Sjöman et al. (2007) ศึกษาการใชระบบนาโนฟลเตรชั่นเพื่อทําการแยกน้ําตาล 
xylose (MW 150.3) ออกจาก glucose (MW 180.6) ดวยเมมเบรน 3 ชนิดดังนี ้Desal-5DK, Desal-
5DL และ NF270 โดยแตละเมมเบรนมีขนาดคัดแยกโมเลกุล CO (gmol-1) 150-300, 150-300 และ 
150-200 ตามลําดับ ผลการศึกษาพบวาการแยกน้ําตาล xylose กับน้ําตาลกลูโคส ขึ้นกับ สัดสวนโดย
น้ําหนกัของ xylose:glucose  คาความดันทีใ่ช และ permeate flux 
 
  Wang et al. (2010) สกัดแยกสารบริสุทธิ์ประเภท flavonoid จากใบฝรั่งดวยการ
ใชตัวทําละลายอินทรีย ไดคลอโรมีเทน เอททิลอะซีเตท และบวิทานอล สามารถสกัดแยกสาร
บริสุทธิ์ 7 ตัวคือ quercetin kaempferol guaijaverin avicularin myricetin hyperin และ apigenin 
ซ่ึงมีกิจกรรมยบัยั้งเอนไซมอะไมเลสและกลูโคซิเดส 

 
7. การศึกษาโครงสรางของโปรตีน 
 
  โครงสรางของโปรตีนประกอบไปดวยกรดอะมิโนซึ่งเปนปจจยัสําคัญในการ
กําหนดคุณสมบัติตางๆ ของโปรตีน ในการทราบโครงสรางที่สมบูรณของโปรตีนตองอาศัยหลาย
เทคนิคประกอบกัน ไดแกการหาองคประกอบของกรดอะมิโน (amino acid composition) การหา
น้ําหนกัโมเลกลุรูปธรรมชาติโดยอาศัยเทคนิค gel filtration (Le Berre-Anton et al., 1997) หา
ขนาดโมเลกุลและจํานวนของหนวยยอยดวย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis ซ่ึงนิยม
เรียกสั้นๆวา SDS-PAGE (Tripathi et al., 2007) เทคนิค mass spectroscopy หรือ MALDI-TOF 
(Iulek et al., 2000) การตรวจสอบชนิดและลําดับของกรดอะมิโนที่ปลายไนโตรเจน (N-terminus) 
หรือปลายคารบอน (C-terminus) และการใชเทคนิค X-ray crystallographical (Santimone et al., 
2004) 

 การทราบโครงสรางระดับปฐมภูมิของโปรตีนจากการหาชนิดและลําดับกรด      
อะมิโนในสาย  นําไปสูการทราบโครงสรางระดับตางๆ ของโปรตีนในรูปแบบสามมิติ  การ
เปรียบเทียบโครงสรางของโปรตีนชนิดหนึ่งในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ทําใหทราบถึงความสําคัญของ
ตําแหนงของกรดอะมิโนตางๆ บนสายของเปปไทด และวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ นอกจากนั้น
การทราบโครงสรางของโปรตีนที่สําคัญสามารถนําไปสูการสังเคราะหโปรตีนนั้นขึ้นมาใช
ประโยชนไดดวยเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพเชน การผลิตอินซูลิน ใชในการแพทย เปนตน 
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  Iulek et al. (2000) ทําการแยกบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากเอนโดสเปรมของ
ขาวไรยโดยวธีิคอลัมนโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน และศึกษาหาขนาดโมเลกุลดวย     
mass spectroscopy พบวาเปน monomer ขนาด 13,756 ดาลตัน และวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดาน 
N-terminus พบวามีลําดับกรดอะมิโนแบบปฐมภูมิ ดังนี ้ SEDCTPWTATPITVLAGCRDYVGEQ            
ซ่ึงเหมือนกับสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากขาวบาเลยและขาวสาลี 

  Yamada et al. (2005) แยกบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีน คือ α-AI-Pa1 
และ α-AI-Pa2 จากเมล็ดถ่ัว tepary (Phaseolus acutifolius A. Gray) เมื่อศึกษาหาลําดับกรดอะมิโน
ทางดาน N-terminus ดวยเครื่อง gas-phase protein sequencer 492 พบวาลําดับกรดอะมิโนของ     
α-AI-Pa1 คือ SNDISFNFDRFXETNLILQG สวน α-AI-Pa2 มี 2 หนวยยอย คือ ACDTSFNFHS 
สําหรับหนวยยอย α และ SAIGLDFALV สําหรับหนวยยอย β 

  Tripathi et al. (2007) วิเคราะหขนาดโมเลกุลอะไมเลสจากเมล็ดถ่ัวเขียวดวยวิธี 
SDS-PAGE พบโปรตีนแถบเดียวที่มีขนาดโมลกุล 46 กิโลดาลตัน เมื่อยอยดวยเอนไซมทริปซิน
พบเปปไทดจากการยอยมีลําดับกรดอะมิโนตรงกับอะไมเลส ชนิด amy1 และ amy2 ของขาว
บารเลย โดยมคีา % amino acid identity 70 และ 73 ตามลําดับ  

  Guzman-Partida et al. (2007) ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากเมล็ด 
Palo Fierro (α-AI-PF) ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ พบวาสามารถยับยั้งเอนไซมอะไมเลสและมี
ขนาดโมเลกุล 77 กิโลดาลตัน สวน SDS-PAGE พบ α-AI-PF ประกอบไปดวยสามหนวยยอยคือ 
31, 15.8 และ 17.4 กิโลดาลตัน เมื่อยอยสลายหนวยยอยดวยเอนไซมทริปซิน และใชเทคนิค         
LC-MS/MS พบวาหนวยยอย 31 กิโลดาลตัน มีลําดับกรดอมิโนสองชนิด (ISDVNNNDIK และ 
VFSVSLSNPSTGK) ซ่ึงเหมือนกับหนวยยอย 15.8 และ 17.4 กิโลดาลตัน เปปไทดทั้งสองนี้เปน
คุณลักษณะสําคัญของโครงสราง α-AI ชนิดตางๆ  ของพืชตระกูล P. vulgaris 
 
8. การศึกษาโครงสรางของสารที่ไมเปนโปรตีนพวกอนพุันธุของคารโบไฮเดรต 
 

 การหาโครงสรางโมเลกุลของสารประกอบอินทรียปจจุบันมีดวยกันหลายวิธีไดแก 
(1.) ผลึกศาสตร (Crystallography) ซ่ึงเปนวิธีที่ละเอียดแมนยําที่สุด แตมีความยากมากที่จะสราง
ผลึกใหมีขนาดใหญและมีคุณภาพเพื่อความชัดเจนในการวิเคราะห (2.) การวิเคราะหองคประกอบ
ธาตุ (Elemental Analysis) เปนวิธีการแยกสลายโมเลกุลเพื่อใหไดแตละธาตุสําหรับการวิเคราะห 
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(3.) วิธีทางโครมาโตกราฟ เชน  thin layer chromatography (TLC) โดยใชระบบการแยกตางๆ และ
ใชสารละลายจําเพาะฉีดพนบนแผน TLC เพื่อบงบอกชนิดของสาร หรือกลุมของสารที่ปรากฏ
ภายหลังการแยก รวมกับเทคนิคอื่นๆประกอบ (4.) อินฟราเรด สเปกโทรสโกป (Infrared 
spectroscopy, IR) เปนวิธีที่ใชวิเคราะห functional group (5.) Mass spectrometry เปนวิธีที่ใชหา
น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) ของสารประกอบอินทรียและโครงสรางทางเคมีของสารโดย
อาศัยการแตกตัวของโมเลกุลเปนไอออน วิธีนี้มีขอเสียคือสารตัวอยางที่ใชถูกทําลาย แตมีขอดีคือใช
สารในปริมาณที่นอยมากในการวิเคราะห (6.) Nuclear magnetic resonance (NMR) เกี่ยวของกับ
การวัดคาความไวของนิวเคลียสตอสนามแมเหล็ก หรือการหมุนรอบของนิวเคลียรภายใตโมเลกุกล
ของมันเอง หรือสภาวะแวดลอมที่เปนไอออนิก ใชศึกษาเกี่ยวกับสูตรโครงสรางของสารทั้ง
สารอินทรียและอนินทรีย เทคนิคนี้ไมทําลายสารตัวอยางที่ทําการวิเคราะห จึงนํากลับมาใชใหมได 
ตัวอยางที่นํามาวิเคราะห เชน การหารอยละของกรดไขมันไมอ่ิมตัวในของผสม การหาปริมาณน้ํา
ในเนย สภาพของเมล็ดขาวสาลี และการติดตามการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เปนตน (7.) UV/VIS 
spectroscopy  เปนวิธีที่ใชแสงฉายผานสารละลายของสารตัวอยาง พลังงานแสงบางสวนถูกดูดเก็บ
ไวในโมเลกุลของสารเพื่อกระตุนอิเล็กตรอน ซ่ึงไดแก อิเล็กตรอนของพันธะในโมเลกุลโดยพันธะ
คู และพันธะสาม จะดูดกลืนแสงไดมากกวาพันธะเดี่ยว สารที่มีหมูอะโรมาติกจะดูดแสงชวง
อัลตราไวโอเลต (UV) ไดดี สวนสารที่มีสีจะดูดกลืนแสงในชวงคลื่นที่มองเห็นได (VIS) คุณสมบัติ
ที่ปริมาณแสงที่ดูดกลืนไวดวยโมเลกุลแปรผันตามความยาวคลื่นแสง  ทําใหไดเสนกราฟ
ความสัมพันธระหวางความยาวคลื่นและปริมาณที่แสงถูกดูดกลืนไว เปนลักษณะโคงที่เรียกวา 
สเปคตรัม (spectrum) โมเลกุลแตละชนิดจะมีคุณสมบัติเฉพาะตัว คือ คาความยาวคลื่นสูงสุดในการ
ดูดกลืนแสง (λ max) และคาความเขมขนมีความสัมพันธกับคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) 
ตามกฎของ Beer-Lambert เปนประโยชนในการหาความเขมขนของสารตางๆ 

 Larson et al.  (1994) ใชเทคนิค X-Ray crystallography ศึกษาการทําปฏิกิริยา
ระหวางสาร α-cyclodextrin 3 โมเลกุล I-III จับกับเอนไซมอะไมเลสจากตับออนหมู (PPA) โดย
พบวา α-cyclodextrin I และ II จับกับเอนไซมใกลกับบริเวณเรง ในขณะที ่α-cyclodextrin III นัน้
จับบริเวณอ่ืนของเอนไซม 

 Kim et al. (2002) คนพบสารยับยั้งอะไมเลสตัวใหมจากการทําลายโครงสรางของ
โมเลกุลอะคารโบสดวยเชื้อ Thermus maltogenic amylase ผลจากการวิเคราะหโครงสรางดวย 13C 
NMR และ MALDI-TOF พบวาเปนสาร α-D-glucopyranosyl- α-acarviosinyl-D-glucopyranose 
(GlcAcvGlc) ที่มีขนาดโมเลกุลเทากับ 645.6 ดาลตัน 
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 Geng et al. (2008) ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจาก Streptomyces coelicoflavus 
ZG0656 ศึกษาโครงสรางของสารยับยั้งนี้ดวยวิธี electrospray ionization tandem mass 
spectrometry (ESI-MS/MS) และ two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy พบวาเปนในกลุม oligosaccharide ที่มีโครงสรางหลักเปน acarviosin เชน 
acarviostatins III03 และ IV03 มี acarviosin-glucose moieties อยู 3 และ 4 ชุดตามลําดับ 

  Bhandari et al. (2008) สกัดสารออกฤทธิ์จากพืชทองถ่ินของประเทศเนปาลไป
วิเคราะหโครงสรางดวย 1H NMR พบวาเปนสาร (-) -3 –O-galloylepicatechin และ (-) -3 –O-
galloylcatechin ที่มีกิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสและกลูโคซิเดส  

9. การศึกษาจลนศาสตรการยับยั้ง  
 
  สารหลายตัวมคีุณสมบัติในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมโดยทําปฏิกิริยากับ 
เอนไซมโดยตรงหรือจึงยับยัง้ที่ขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่งของการทํางาน ตามปกติตัวยบัยั้ง อาจเขาจบั
หรือทําปฏิกิริยากับเอนไซมที่บริเวณเรงแลวทําใหสับสเตรตไมสามารถจับกับเอนไซมไดตามเดิม 
หรือหากจับไดก็ไมสามารถดําเนินปฏิกิริยาไปตามปกติได หรือตัวยับยัง้อาจทําปฏิกิริยากับเอนไซม 
ที่สวนอื่นของโมเลกุล แลวกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรางของโมเลกุลไป ทําใหเอนไซมหมด
ประสิทธิภาพในการเรงปฏกิิริยา การยับยัง้เอนไซมหรือการทําใหปฏิกริิยาเอนไซมดาํเนินชาลงหรอื
หยุดทํางานนัน้มีความสําคญัมาก เนื่องจากเปนวิธีที่จะควบคุมอัตราเร็วของกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมในรางกาย เปนกลไกการทํางานของยาและสารพิษบางชนิด สารโมเลกุลเล็กที่สามารถยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมแบงออกไดเปนสองประเภท คือ ตัวยับยั้งแบบทวนกลับไมได (irreversible-
inhibitor) และตัวยับยั้งแบบทวนกลับได (reversible-inhibitor) 
   
  9.1 ตัวยับยั้งแบบทวนกลับไมได จับกับเอนไซมดวยพันธะที่มีความแข็งแรง เชน 
พันธะโควาเลนต ทําใหเกิดสารประกอบเชิงซอนที่คงตัว ทําใหเอนไซมไมสามารถเรงปฏิกิริยา
ตอไปได และยังไมสามารถกลับคืนสูสภาพที่เรงปฏิกิริยาไดอีกดวย ตัวอยางเชน การยับยั้งเอนไซม
ไซโคลอออกซีจีเนส (cyclooxygenase) โดยแอสไพริน (aspirin) หรือ อะซิติลซาลิไซเลต       
(acetyl salicylate) 
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  9.2 ตัวยับยัง้แบบทวนกลบัได มีอยูสามชนิด คือ ตัวยับยั้งแบบแขงขัน 
(competitive inhibitor) ตัวยบัยั้งแบบไมแขงขัน (non-competitive inhibitor) และตวัยับยั้งแบบไม
สามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibitor) 
 
   9.2.1 ตัวยับยั้งแบบแขงขัน (competitive inhibitor) มักจะมีโครงสราง
คลายคลึงกับสับสเตรท จึงอาจสามารถจับกับบริเวณเรงของเอนไซมไดเชนเดียวกับสับสเตรท 
ดังนั้นสับสเตรทและตัวยับยั้งชนิดนี้จึงเปนคูแขงขันแยงกันจับกับเอนไซม แตตัวยับยั้งไมสามารถ
ทําปฏิกิริยาตอไปไดดังเชนสับสเตรทหรือทําปฏิกิริยา ตอไปไดเพียงชาๆ ตัวยับยั้งแบบแขงขันอาจ
จับกับเอนไซมที่บริเวณอื่นๆ นอกจากบริเวณที่ตัวเขาทําปฏิกิริยาจับ แลวทําใหเอนไซม
เปลี่ยนแปลงโครงรางไปจนไมสามารถจับกับตัวเขาทําปฏิกิริยาไดอีกก็ได ถามีสับสเตรทมากๆ ตัว
ยับยั้งแบบนี้ก็จะแยงจับกับเอนไซมไดนอยลง จึงลดผลของการยั้บยั้งได การยับยั้งแบบนี้คา Vmax ไม
เปลี่ยนแปลง แตคา Km เพิ่มขึ้น 

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

ภาพที่ 1 จลนศาสตรการยับยั้งแบบแขงขัน โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยับยั้ง คา [I1] จะมคีวามเขมขน
ของตัวยับยั้งนอยกวา [I2] 

  จากกราฟการยับยั้งแบบนี้จะทําใหคา Vmax เทาเดิม แตทาํใหคา Km เพิ่มขึ้น เพราะ
สับสเตรทตองแขงกับตวัยับยัง้ในการจับกับเอนไซมถามีความเขนขนของสับสเตรทมาก สับสเตรท
ก็จะแยงกับตัวยับยั้งไดดีขึ้น จึงเปรียบเสมอืนลดผลของการยับยั้งแบบนี้ลง 
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  9.2.2 ตัวยับยัง้แบบไมแขงขนั (non-competitive inhibitor) จะเขาจับกับเอนไซม
บริเวณอืน่ที่ไมใชบริเวณเรง ลําดับในการเขาจับนั้นอาจเปนแบบตวัยับยั้งจับกับเอนไซมอิสระ หรือ
เอนไซมที่อยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรทก็ได เมื่อเกดิเปน สารประกอบ
เชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แลว จะไมเกดิผลิตภณัฑขึ้น การทีม่ีเอนไซมมากๆ 
ก็ไมสามารถลดผลของการยับยั้งนี้ได การยับยั้งแบบนี้จะมีคา Vmax ลดลง แตคา Kmไมเปลี่ยนแปลง  

 

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

ภาพที่ 2 จลนศาสตรการยับยั้งแบบไมแขงขัน โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยบัยั้ง คา [I1] จะมีความเขมขน
ของตัวยับยั้งนอยกวา [I2] 

  จากกราฟ การยับยั้งแบบนี้จะทําใหคา Vmax ลดลง แตคา Km ไมเปลี่ยนแปลง เพราะ
หากตัวยับยั้งทําใหสารประกอบเชิงซอนระหวางเอนไซมกับสับสเตรทไมสามารถเปลี่ยนแปลง
ตอไปเปนผลิตภัณฑได นั่นหมายถึง เราสูญเสียเอนไซมตัวนั้นไป จึงทําใหคา Vmax ลดลง แตคา Km 
เทาเดิมเพราะเอนไซมที่เหลือไมไดลดความสามารถในการจับกับสับสเตรทลง คาความเขมขนของ
สับสเตรทที่จะทําใหอัตราเร็วเปนครึ่งหนึ่งของอัตราเร็วสูงสุดจึงเทาเดิม 
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   9.2.3 ตัวยับยั้งแบบไมสามารถแขงขนัไดโดยตรง (uncompetitive 
inhibitor) ตัวยับยั้งแบบนี้จะเขาจับกับ สารประกอบเชงิซอนของเอนไซม-สับสเตรท (ES) เทานัน้ 
ไดเปนสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แลวไมเปลีย่นแปลงตอไป
เพื่อใหไดผลิตภัณฑ การมสัีบสเตรทมากๆ ก็ไมไดเปนการลดผลของการยับยั้งแบบนี้ การยับยั้ง
แบบนี้ทําใหคา Vmax และ Km ลดลง 

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

ภาพที่ 3 จลนศาสตรการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยับยั้ง คา 
[I1] จะมีความเขมขนของตัวยับยั้งนอยกวา [I2] 

          จากกราฟ การยับยั้งแบบนี้จะทําใหคา Vmax และ Km ลดลง เนื่องจากตัวยับยั้ง 
จะจับกับสารประกอบเชิงซอนระหวางเอนไซมกับสับสเตรท จึงทําใหคาทั้งสองลดลง 
       
 
 
 
 
 
 
 
 



  

22 

  9.2.3 ตัวยับยัง้แบบผสม (mixed noncompetitive inhibitor) จะเขาจับกบัเอนไซม
บริเวณอืน่ที่ไมใชบริเวณเรง ลําดับในการเขาจับนั้นอาจเปนแบบตวัยับยั้งจับกับเอนไซมอิสระ หรือ
เอนไซมที่อยูในรูปของสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรทก็ได เมื่อเกดิเปน สารประกอบ
เชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แลว สามารถเกิดผลิตภัณฑขึ้นได การที่มีเอนไซม
มากๆ ก็ไมสามารถลดผลของการยั้บยั้งนีไ้ด การยับยั้งแบบนี้จะมีคา Vmax ลดลง แตคา Kmไม
เปลี่ยนแปลงแตจุดตัดของกราฟจะอยูทางดานซายมือของแกน Y 

 

 

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

ภาพที่ 4  จลนศาสตรการยับยั้งแบบผสม โดยคา [I0] คือ ไมมีตัวยับยั้ง คา [I1] จะมีความเขมขนของ
ตัวยับยั้งนอยกวา [I2]  

  จลนศาสตรการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลสที่เคยมีการศึกษา พบวา สารยับยั้งอะ
ไมเลสที่เปนโปรตีน α-AI จากสารสกัดถ่ัวขาวมีรูปแบบการยับยั้งแบบ non-competitive (Marshall 
และ Lauda, 1975) เชนเดียวกับสารสกัดจากถั่วเขียว (Tripathi, 2007) และเปนแบบ mixed 
noncompetitive จากสารสกัดจาก kidney beans (Le Berre-Anton, 1997) สวนสารยบัยั้งอะไมเลสที่
ไมเปนโปรตีนเชน acarbose acarviosine-Glucose และ isoacarbose มีรูปแบบการยับยั้งแบบ 
competitive inhibition ตอเอนไซมแอลฟา-กลูโคซิเดส และแบบ mixed noncompetitive ตอ
เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส (Kim et al., 1999)  
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วัตถุประสงค 
 

1. ทําบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่เปนโปรตีนและไมเปนโปรตีนจากถั่วแดงหลวงและเก็บ
เกี่ยวใหไดปริมาณเพยีงพอ 

2. เพื่อศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของสารยับยั้งอะไมเลสทั้งสองชนิดที่เตรียมไดตอกิจกรรมเอนไซม
ยอยคารโบไฮเดรต แอลฟา-อะไมเลสจากน้าํลายและตับออน  

3. เพื่อศึกษาลักษณะโครงสรางของสารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่เปนโปรตีนและไมเปนโปรตีนที่
เตรียมได 
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บทที่ 2 
 

วิธีการวิจัย 
 

1. วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี 
 
 1.1 วัสดุ อุปกรณ 
 
วัสดุ อุปกรณ รุน บริษัทผูผลิต 
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. 
เครื่องวัดคา 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 
เครื่องเขยาสาร (Vortex-2 Genie) G-560E Scientific Industries, USA. 
เครื่อง water bath Memmert Scientific Industries, USA. 
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1.2 สารเคมี สารเคมีทุกตัวทีใ่ชในการทดลองอยูในระดับ analytical grade  
 
ชื่อสารเคมี บริษัทผูผลิต 
Acrylamide (อะคริลาไมด) Merck, Germany 
Ammonium persulfate (แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต) 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 (เอนไซมแอลฟา-อะไมเลสจากตับออน) 

Panreac, E.U. 
Sigma USA. 

Salivary α-amylase (เอนไซมแอลฟา-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 บริษัทผูผลิต 
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 (แปง) AJAX Finechem, Australia 
Sulfuric acid (กรดซัลฟูริก) Lab-Scan, Ireland 
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2. วิธีดําเนินการ 
 
 2.1 การเตรียมสารสกัดถั่วแดง 
  
  นําเมล็ดถ่ัวแดงตราเกษตรจากหางสรรพสินคามาแยกเปลือกสีแดงออก บดเปนผง
ละเอียดดวยเครื่องปน (Warning blender) รอนแยกผงละเอียดดวยตะแกรงรอน (sieve mesh no. 70, 
212 µm) สกัดตามวิธีของ Grant et al. (1995) แตไมใหความรอนดังนี้  เติมสารละลาย 0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.15 M NaCl ลงในขวดบรรจุผงถ่ัวแดง ในอัตราสวน 1:5 (w/v) คน
สารผสมอยางตอเนื่อง 16 ช่ัวโมงที่ 4oC แลวนําไปเซนตริฟวจที่ 50,000×g เปนเวลา 20 นาทีที่ 4oC  
เก็บสารละลายสวนใส (สารสกัดถ่ัวแดง) ในภาชนะทีม่ีฝาปดที่ -20oC เพื่อทดลองตอไป โดยแบง
บางสวนไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลส หาปริมาณน้ําตาลและหาปริมาณโปรตีน  
 
 2.2 ตรวจคากิจกรรมอะไมเลสและการยับยั้งอะไมเลส 
   
  2.2.1 กิจกรรมอะไมเลส 
 
  วัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายหรือตับออนโดยวิธีดัดแปลงของ 
Bernfeld (1955) ดังนี้ บมเอนไซมอะไมเลสกับสารละลายน้ําแปง 2% ในสารละลาย  0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ที่ 37oC เปนเวลา 3 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) ตรวจวัดน้ําตาลที่เกิดขึ้นโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร โดยใชมอลโตส (1 มก./มล.) เปนสารมาตรฐาน กําหนดใหกิจกรรมอะไมเลสหนึ่ง
หนวย (1 U) หมายถึงจํานวนเอนไซมที่ทําใหเกิด 1 มิลลิกรัมมอลโตสที่ 37oC เวลา 3 นาที 
   
  2.2.2 กิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 
 
  วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลายตัวอยางบมกับ
เอนไซมอะไมเลสที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสารเชิงซอนของสาร
ยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 37oC เปนเวลา 3 
นาที ตามวิธีการขางตน คํานวณคามิลลิกรัมมอลโตสของแตละตัวอยาง โดยกําหนดใหกิจกรรม
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ยับยั้งอะไมเลส 1 หนวย (1 AIU) เทากับปริมาณมอลโตสที่หายไป 1 มิลลิกรัมที่อุณหภูมิ 37oC เวลา 
3 นาที หรือนําไปคํานวณเปนคารอยละการยับยั้ง อะไมเลสจากสมการ 
 
 
รอยละการยับยั้งอะไมเลส =  

   
 

 การหาศักยภาพการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสสูงสุดของสารตัวอยาง หรือ คาความ
เขมขนของสารตัวอยางทีย่ับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 (IC50) ทําโดยการเจือจางสารตัวอยางที่ความ
เขมขนตางๆ แลวทําการทดสอบกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสดังกลาวขางตน จากนัน้เขยีนกราฟระหวาง
รอยละการยับยั้งของเอนไซมกับความเขมขนของสารตัวอยางเพื่อหาคา IC50 

 
 2.3 การหาปรมิาณน้ําตาลรดีิวซ่ิงในตัวอยาง  
 
  ตรวจหาปริมาณน้ําตาลในตวัอยางใชหลักการตรวจหมูรีดิวซ่ิงของน้ําตาลเชิงเดี่ยว/
เชิงซอนโดยใชสารสารละลาย 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) และตรวจวัดน้ําตาลทีเ่กิดขึ้นโดยวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชมอลโตส (1มก./มล.) เปนสารมาตรฐาน
คํานวณหาความเขมขนของน้าํตาลในสารละลายตัวอยาง  
 
 2.4 การหาปรมิาณโปรตีนในตัวอยาง 
 
  หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางตามวิธีของ Lowry et al. (1951) ใชหลักการทํา
ใหเกิดปฏิกิริยาของพันธะเปปไทดในโปรตีนเกิดเปนสารเชิงซอนกับ Cu2+ ในสภาวะเบส โดยผสม
สารละลายตัวอยางกับสารอัลคาไลนคอปเปอร (2% Na2CO3 ใน 0.1 N NaOH : 2% 
NaKC4H4O6.H2O : 1% CuSO4 ในอัตราสวน 100:1:1 โดยปริมาตร) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 
นาที จากนั้นเติมสารละลาย 1 N Folin-Ciocalteau’s phenol reagent ผสมใหเขากันและทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 30 นาที ซ่ึงจะไปรีดิวซ Cu2+ coordination complex เกิดเปนสารสีน้ําเงิน นํามาวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร คํานวณหาความเขมขนของโปรตีนใน
สารละลายตัวอยาง โดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน 

(กิจกรรมอะไมเลสตั้งตน – กิจกรรมอะไมเลสที่เหลือจากการยับยั้ง)   

กิจกรรมอะไมเลสตั้งตน
× 100 
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 2.5 การเตรียมสารยับยัง้อะไมเลสที่เปนโปรตีน (PAI) และการตรวจสอบความบริสทุธ์ิ 
   
  2.5.1 แบบโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม 
   
  นําสารสกัดถ่ัวแดงมาตกตะกอนดวย 50% ความอิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟตได
สารละลาย cPAI ทําบริสุทธิ์ดวย  
(1.) คอลัมนโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (DEAE ion exchange chromatography) ขนาด 
17×3.5 ซ.ม. ชะคอลัมนดวย 0.01 M sodium phosphate buffer pH 6.9 ที่อัตราการไหล 30 ml/h ที่
อุณหภูมิ 4oC เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมา ติดตามการแยกโปรตีนโดยวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 280 
นาโนเมตร เมื่อเขาใกลศูนย ชะคอลัมนดวย gradient 0-1.0 M NaCl ในสารละลาย 0.01 M sodium 
phosphate buffer pH 6.9 ดวยอัตราการไหลเทาเดิม  ติดตามการแยกโปรตีนโดยวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมโีปรตีนถูกชะออกมา (จนกระทั่งคาเขาใกล
ศูนย) เก็บสารละลายที่มีกิจกรรมการยับยัง้อะไมเลสของแตละขั้นไวแลวเพิ่มความเขมขนและปรับ
ปริมาตรดวย carboxymethyl cellulose (CMC)  
(2.) เจลคอลัมนโครมาโตกราฟที่บรรจุดวย Sephadex G-100 ขนาด 109×1.6 ซ.ม. นาํสารตัวอยางที่
มีกิจกรรมการยับยั้งสูงจากคอลัมนแรก ปริมาณโปรตีน (~100 มก.) มาทําการแยกใหบริสุทธิ์มากขึ้น
ในคอลัมน ชะคอลัมนดวยสารละลาย 0.01 M sodium phosphate buffer pH 6.9ในอัตราการไหล 20 
ml/h ทําการเก็บตัวอยาง และวดัหาปรมิาณโปรตีนที ่ 280 นาโนเมตร จนกระทั่งถึงศูนย เกบ็
สารละลายที่มีกิจกรรมการยบัยั้งอะไมเลสของแตละขั้นไวแลวเพิ่มความเขมขนและปรับปริมาตร
ดวย CMC  
(3.) คอลัมนแบบดูดซับที่บรรจุดวย hydroxyapatite ขนาด 5.2×3 ซ.ม. นําสารละลายตัวอยางจาก 
Sephadex G-100 ที่มีกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสสูงสุดมาทําการแยก ชะคอลัมนดวย 1 mM sodium 
phosphate buffer pH 6.8 อัตราการไหล 10 ml/h เก็บสารละลายที่ถูกชะออกมา และติดตามการแยก
โปรตีนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไมมีโปรตีนชะออกมา ชะคอลัมน
ดวย linear gradient ดวย 0.001-0.07 M sodium phosphate buffer pH 6.8 อัตราการไหล 10 ml/h 
เก็บตัวอยาง  นําไปวัดหาปริมาณโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร จนกระทั่งถึงศูนย เก็บสารละลายที่มี
กิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสของแตละขั้นไวแลวเพิ่มความเขมขนและปรับปริมาตรดวย CMC 
(เรียกวาสารละลาย PAI)  
  นําสารละลาย PAI ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนดวย native-PAGE 
พรอมตรวจวดัคากิจกรรมยับยั้งอะไมเลสที่ IC50 และปริมาณโปรตีน 
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  2.5.2 การแยกสารละลาย PAI ดวยวิธี molecular weight cut off membrane, 
(MWCO-membrane) 
  
  แยกสารละลาย PAI โดยใชหลักการคัดแยกตามขนาดโมเลกุล โมเลกุลของสารที่มี
ขนาดใหญกวารูพรุนจะถูกกักเก็บไว สวนที่มีขนาดเล็กกวาจะถูกกรองผานออกไป โดยนํา
สารละลาย cPAI ปริมาตร 15 ม.ล. ใสในหลอด MWCO ขนาด 10  30  50 และ 100 กิโลดาลตัน 
โดยนําไปเซ็นตริฟวจที่ 500×g สําหรับหลอด 100 กิโลดาลตัน 1,500×g สําหรับหลอด 30           
กิโลดาลตัน และ 3,000×g สําหรับหลอด 50 และ 10 กิโลดาลตัน นาน 30 นาที จากนั้นนําสวนที่ถูก
ชะออก (filtrated) และสวนที่ถูกกักเก็บไว (Retentated) ไปตรวจสอบ (1.) กิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 
(2.) ตรวจสอบโปรตีนสวนที่กักเก็บไว (retentated) และที่ถูกชะออกดวย native-PAGE (3.) 
ตรวจวัดปริมาณโปรตีน  
 
  2.5.3. การตรวจสอบความบริสุทธ์ิสารละลาย PAI 

  
 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารละลาย PAI ดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไม

แปลงสภาพ (Native polyacrylamide gel electrophoresis, native-PAGE) ตามวิธีของ Davis (1964) 
ดังนี ้
  นําสารละลาย PAI ผสมกับบัฟเฟอรตัวอยางสําหรับ native-PAGE ในอัตราสวน 
3:1 ซ่ึงประกอบดวย Tris-HCl pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% กลีเซอรอล และ 0.4% bromophenol 
blue โดยใชโพลีอะคริลาไมดเจลความเขมขน 3% ใน 0.063 M Tris-HCl pH 6.8 เปน stacking gel 
และโพลีอะครลิาไมดเจลความเขมขน 12% ใน 0.75 M Tris-HCl pH 8.8 เปน separating gel แยก
โปรตีนดวยอิเล็กโทรดบัฟเฟอร 0.25 M Tris-HCl, 0.192 M glycine buffer pH 8.3 ใชกระแสไฟ
ขนาด 15 mA/เจล 1 แผนนานประมาณ 2.5 ชม. 
  นําแผนเจลไปยอมสีโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R-250 ซ่ึงประกอบดวย 
0.1% Coomassie brilliant blue R-250 ใน 40% เมทานอล และ 10% acetic acid นาน 30 นาที ลางสี
ที่ไมตองการออกดวยสารละลายผสมของ 40% เมทานอลและ 10% acetic acid 
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 2.6 การเตรียมสารยับยัง้อะไมเลสที่ไมเปนโปรตีน (cNAI) และการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ 
   
  ทําการศึกษาประสิทธิภาพในการสกัด cNAI (crude nonproteinaceous amylase 
inhibitor) จากสารสกัดถ่ัวแดง 4 วิธีคือ วิธีการสกัดโดยสารละลาย trichloroacetic acid (TCA) 
วิธีการสกัดโดยการใชเอทานอลและเมทานอลของ Kim et al. (2002) วิธีการสกัดโดยการใช          
เมทานอล และวิธีการสกดัโดยการใชเอทานอล ตัดสินประสิทธิภาพดวย (1.) คารอยละเก็บเกี่ยว 
(%yield) โดยวิธีการชั่งน้ําหนักแหง (weight) (2.) คาศักยภาพในการยบัยั้งกิจกรรมอะไมเลสที่ IC50 
(3.) รูปแบบความบริสุทธิ์บนแผน TLC และคาความเขมขนของสารโดยวิธี densitometer และ (4.) 
คาใชจายในกระบวนการสกดั คัดเลือกวิธีที่ดีที่สุดในการสกัด cNAI ในการศึกษาขัน้ตอไป 
 
  2.6.1 เตรียมสา cNAI ดวยสารละลาย trichloroacetic acid (TCA) 
   
  เติมสารละลาย 30% TCA ในอัตรสวน 1:2 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง ผสมใหเขา
กันนําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC นาน 15 นาที เก็บสารละลายสวนใสในกระบอกตวง ลาง
ตะกอนดวย 5% TCA อัตราสวน 1:2 และเซนตริฟวจที ่4,000×g, 4oC นาน 15 นาที เก็บสารละลาย
สวนใสรวมกบัสวนแรก จากนั้นเติม 95% เอทานอลปริมาตรเปนสองเทาของสารละลายสวนใส คน
ใหเขากนัเบาๆ หากไมมีตะกอนเกดิขึ้นใหเติม NaCl ลงไปเล็กนอย นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 
4oC นาน 15 นาที เก็บสวนที่เปนตะกอน ละลายดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:2  ตกตะกอนอีกครั้งดวย 
95% เอทานอล ปริมาตรสองเทาของสารละลาย นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC นาน 10 นาที เกบ็
ตะกอน (cNAI) ที่ได ช่ังน้ําหนัก และละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M phosphate buffer 
pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เก็บสารละลายที่ไดที่ 
-20oC เพื่อทําการทดสอบตอไป 
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  2.6.2 เตรียมสาร cNAI ดวยเมทานอลและเอทานอลของวธีิ Kim et al. (2002) 
 
  สกัดสาร cNAI จากสารสกัดถ่ัวแดงดวยวิธี solvent fractionation ของ Kim et al. 
(2002) ดังนี ้ เติมเมทานอลในสารสกัดถ่ัวแดงอัตราสวน 1:4 โดยปรมิาตร คนตอเนื่องเปนเวลา 5 
นาที ที่ 4oC นําไปเซนตรฟิวจที ่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสมาเติมเอทานอล
อัตราสวน 1:4  โดยปริมาตร แลวคนตลอดเวลาที่ 4oC นาน 5 นาที เพื่อใหเกิดการตกตะกอน นําไป
เซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที ผ่ึงแหงตะกอน cNAI ในตูดูดความชืน้ 24 ช่ัวโมง ช่ัง
น้ําหนกั cNAI เพื่อคํานวณรอยละเก็บเกี่ยว ละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M phosphate 
buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl  ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เกบ็
สารละลายที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 
 

 2.6.3 เตรียมสาร cNAI ดวยเมทานอล 
 
 เติมเมทานอลในสารสกัดถ่ัวแดงอัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร คนตอเนือ่งเปนเวลา 

5 นาที ที ่ 4oC นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที นําสารละลายสวนใสระเหย       
เมทานอลออกภายใตความดนั (evaporator) ที่อุณหภูม ิ60oC และความดัน 337 mbar นาน 20 นาที 
ช่ังน้ําหนกัตะกอน cNAI เพื่อคํานวณรอยละเก็บเกีย่ว ละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เกบ็
สารละลายที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 

 
 2.6.4 เตรียมสาร cNAI ดวยเอทานอล 
 
 เติมเอทานอลในสารสกัดถ่ัวแดงอัตราสวน 1:4 โดยปริมาตร คนตอเนือ่งเปนเวลา 

5 นาที ที ่ 4oC นําไปเซนตริฟวจที่ 4,000×g, 4oC เปนเวลา 15 นาที นําสารละลายสวนใสระเหย       
เอทานอลออกภายใตความดนั (evaporator) ที่อุณหภูมิ 60oC และความดัน 175 mbar นาน 20 นาที 
ช่ังน้ําหนกัตะกอน cNAI เพื่อคํานวณรอยละเก็บเกีย่ว ละลาย cNAI ที่ไดดวยสารละลาย 0.02 M 
phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl ในอัตราสวน 1:10 ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงเริ่มตน เกบ็
สารละลายที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 
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 นําสารละลาย cNAI ที่ไดไปทดสอบ ศักยภาพในการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสที่ 

IC50 ตรวจรูปแบบความบริสุทธิ์บนแผน TLC หาปริมาณน้ําตาลรีดวิซ่ิง และโปรตีน เก็บสารละลาย
สวนที่เหลือที่ -20oC เพื่อการทดสอบตอไป 
 
   2.6.5 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิสารละลาย cNAI 
 

 จําแนกสารละลาย cNAI ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (thin layer 
chromatography, TLC) เปรยีบเทียบกับน้ําตาลมาตรฐาน  glucose (G1), maltose (G2), maltotriose 
(G3), maltotetraose (G4), maltopentaose (G5), maltoheaose (G6) maltoheptaose (G7)          
และอะคารโบส  ดังนี้ หยดสารตัวอยางบนแผน Whatman K6F silica gel plate (ปริมาตร 1 µl) แยก
สารตัวอยางในตัวทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ใน
อัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร ตรวจหาตาํแหนงโดยสเปรยดวยสารละลาย 0.3% N-(1-naphthyl-
ethylenediamine), 5 % H2SO4 ในเมทานอล อบที่ 110oC นาน 10 นาที สารที่เปนคารโบไฮเดรตจะ
ปรากฏสีชมพู (Kim et al., 2005) 
  ตรวจกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสโดยนําแผน TLC ที่แยกบริสุทธิ์สารตัวอยางตาม
วิธีขางตนแตไมสเปรยมาเทียบตําแหนงกับแผนที่สเปรยสารหาตําแหนง ขูดสารแตละจุดมาสกัด
ดวยสารละลาย 0.02 M phosphate buffer pH 6.9 ที่มี 0.01 M NaCl นําไปเซนตริฟวจที่ 6,000 rpm 
นาน 5 นาที นําสารละลายสวนใสไปตรวจกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสตามวิธีขางตน 
 
2.7 การศึกษาผลการยับยัง้อะไมเลส และจลนศาสตรการยับยั้ง (Kinetic of inhibition)  
 

  2.7.1 สารละลาย cPAI 
 
   2.7.1.1 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย (IC50) 
 

   วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลาย cPAI บม
กับเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวิธีขางตน  
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   2.7.1.2 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากตับออน (IC50) 
 

   วัดกจิกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลาย cPAI บม
กับเอนไซมอะไมเลสจากตับออนที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกจิกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวธีิขางตน 

  หาศักยภาพการยับยั้งกจิกรรมอะไมเลสสูงสุดของสารตัวอยาง หรือ คา
ความเขมขนของสารตัวอยางที่ยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 (IC50) ทําโดยการเจือจางสารละลาย 
cPAI ที่ความเขมขนตางๆ แลวทําการทดสอบกิจกรรมยบัยั้งอะไมเลสดังกลาวขางตน จากนัน้เขียน
กราฟระหวางรอยละการยับยั้งของเอนไซมกับความเขมขนของสารละลาย cPAI เพื่อหาคา IC50 

 
   2.7.1.3 จลนศาสตร 
 
   ศึกษาจลนศาสตรการยับยั้งของสารละลาย cPAI โดยการใชสารละลายน้ํา
แปงที่ความเขมขน 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 % เปนสับสเตรท เติมลงในสารผสมระหวาง              
อะไมเลสจากน้ําลาย หรือตับออน กับสารละลาย cPAI ความเขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 
3 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย DNS เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง ความเร็วตน V0 กับ
ความเขมขนของสับสเตรท [S] ตามวิธีของ Lineweaver-Burk 
 
  2.7.2 สารละลาย cNAI 
 
   2.7.2.1 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย (IC50) 
 

   วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลาย cNAI บม
กับเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวิธีขางตน 
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   2.7.2.2 ผลการยับยั้งอะไมเลสจากตับออน (IC50) 
 

   วัดกิจกรรมการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสโดยการนําสารละลายตัวอยางบม
กับเอนไซมอะไมเลสจากตับออนที่ทราบคากิจกรรมที่ 37oC เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกิดสาร
เชิงซอนของสารยับยั้งกับเอนไซมอะไมเลส แลวนําไปวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสที่เหลืออยูที่ 
37oC เปนเวลา 3 นาที ตามวิธีขางตน 
 

  หาศักยภาพการยับยั้งกจิกรรมอะไมเลสสูงสุดของสารตัวอยาง หรือ คา
ความเขมขนของสารตัวอยางที่ยับยั้งอะไมเลสไดรอยละ 50 (IC50) ทําโดยการเจือจางสารละลาย 
cNAI ที่ความเขมขนตางๆ แลวทําการทดสอบกิจกรรมยบัยั้งอะไมเลสดังกลาวขางตน จากนั้นเขียน
กราฟระหวางรอยละการยับยั้งของเอนไซมกับความเขมขนของสารละลาย cNAI เพือ่หาคา IC50 

 
   2.7.2.3 จลนศาสตร 
 

   ศึกษาจลนศาสตรการยับยั้งของสารละลาย cNAI โดยการใชสารละลายน้ํา
แปงที่ความเขมขน 0.5   1.0   1.5 และ 2.0 % เปนสับสเตรท เติมลงในสารผสมระหวางอะไมเลส 
จากน้ําลาย หรือตับออน กับสารละลาย cNAI ความเขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 3 นาที หยดุ
ปฏิกิริยาดวยสารละลาย DNS เขียนกราฟความสัมพันธระหวาง ความเร็วตน V0 กับความเขมขน
ของสับสเตรท [S] ตามวิธีของ Lineweaver-Burk 
 
 2.8 การศึกษาลักษณะโครงสรางสารลาย PAI 
  
  นําตัวอยางสารยับยั้งอะไมเลสที่เตรียมไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 
hydroxyapatite ไปหาขนาดมวลโมเลกุล จํานวนและขนาดของหนวยยอย (subunit) และพันธะ S-S 
โดยวิธี SDS-PAGE แบบไมมี β-mercaptoethanol และแบบมี β-mercaptoethanolโดยตัดเจลแบบมี 
β-mercaptoethanol แลวนําไปหาลําดับกรดอะมิโน เพื่อเปรียบเทียบโครงสรางของโปรตีนจาก
ฐานขอมูล และสรุปโครงสรางระดับปฐมภมูิของโปรตีน 
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  2.8.1 การหาจํานวน ขนาดมวลโมเลกุลของหนวยยอย (subunit) และพันธะ S-S 
โดย SDS-PAGE แบบไมมี β-mercaptoethanol และแบบมี β-mercaptoethanol 
   
  นําตัวอยางสารละลาย PAI ผสมกับบัฟเฟอรตัวอยางสาํหรับ SDS-PAGE ใน
อัตราสวน 3:1 ซ่ึงประกอบดวย 0.2 M Tris-HCl pH 6.8, 8 mM EDTA, 40% กลีเซอรอล, 4% SDS, 
มี หรือไมม ี0.4% β - mercaptoethanol และ 0.4% bromophenol blue นําสารตัวอยางไปตมที่ 95oC 
นาน 4 นาที ทาํอิเล็กโตรโฟเรซิสที่มี SDS ตามวิธีของ Laemmli et al. (1970) โดยเตรยีมโพลีอะคริ-
ลาไมดความเขมขน 3% ใน 0.125 M Tris-HCl pH 6.8 เปน stacking gel และโพลีอะคริลาไมดความ
เขมขน 12 % ใน 0.375 M Tris-HCl pH 8.8 เปน separating gel นําสารตัวอยางหยอดในแตละชอง
ของเจลใหไดปริมาณโปรตีนชองละ 20 ไมโครกรัม 
  หาน้ําหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนใน  SDS-PAGE วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของ
แถบโปรตีนในสารตัวอยาง เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน แลวคํานวณหาคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธ (relative mobility, Rf) ของโปรตีนมาตรฐาน และโปรตีนตัวอยางจากความสัมพันธดังนี้ 
 
การเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) =   
  

 จากนั้นเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการเคลื่อนที่สัมพัทธกับ 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) หาน้ําหนักโมเลกุลของสารตัวอยางโดยนําคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธของแถบโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

 
  2.8.2 การหาองคประกอบกรดอะมิโน 
  

 ตัดแถบหนวยยอยของสารละลาย  PAI ซ่ึงแยกดวย SDS-PAGE แบบมี                
β-mercaptoethanol ไปวิเคราะหดวยเครื่อง Ultimate 3000 LC system (Dionex) coupled to ESI-Ion 
Trap MS (HCT ultra PTM Discovery System, Bruker Daltonik) นําผลโปรตีนสายสั้นๆ (fragment) 
ที่ไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลในระบบ MATRIX SCIENCE Mascot ms/ms ions search 
(www.matrix science.com) 

ระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีน 
ระยะทางการเคลื่อนที่ของ dye 
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 2.9 การหาโครงสรางของสารละลาย NAI 
 
  นําสารละลาย cNAI ที่ไดจากวิธีเมทานอลมาทําใหบริสุทธิ์ และมีปริมาณมาก ดวย
วิธี TLC เชนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ แตหยดตัวอยางลงบนแผนในลักษณะแถบ (band) ขูดแถบ
ที่มีคากิจกรรมยับยั้งอะไมเลสสกัดดวย 50% เมทานอล กรองแยกผงซิลิกา  นําไประเหยภายใตความ
ดันที่อุณหภูม ิ60oC และความดัน 337 mbar ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวย 
TLC อีกครั้ง แลวนําไป freez dry เพื่อกําจัดน้ําออก แลวนาํสารละลาย NAI ไปวิเคราะหโครงสราง  
   
  2.9.1 ตรวจสอบหมูอะมิโนของสารละลาย cNAI 
 

 ตรวจสอบหมูอะมิโน เอมีน และน้ําตาลที่มีอะมิโนเปนองคประกอบโดย หยด
สารละลาย cNAI ซ่ึงเตรียมจากวิธีเมทานอลบนแผน Whatman K6F silica gel plate (ปริมาตร 1 µl) 
แยกสารตวัอยางในตวัทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ใน
อัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร ตรวจหาตาํแหนงโดยสเปรยดวยสารละลายนินไฮดรนิ 0.2 กรัมใน   
เอทานอล 100 มิลลิลิตร อบที่ 110oC นาน 10 นาที จะปรากฏสารสีน้ําเงินหรือมวง 

 
  2.9.2 การหาขนาดโมเลกุลดวย TLC 

 
  นําสารละลาย NAI น้ําตาลอะคารโบส น้ําตาลมาตรฐาน G1-G7 หยดลงบน TLC 
แยกสารตวัอยางในตวัทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ใน
อัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร ตรวจหาตาํแหนงโดยสเปรยดวยสารละลาย 0.3% N-(1-naphthyl-
ethylenediamine), 5% H2SO4 ในเมทานอล อบที่ 110oC นาน 10 นาที สารที่เปนคารโบไฮเดรตจะ
ปรากฏสีชมพู วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสารตัวอยางเปรียบเทยีบกับน้ําตาลมาตรฐาน แลว
คํานวณหาคาการเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative mobility, Rf) ของน้ําตาลมาตรฐาน และตัวอยางจาก
ความสัมพันธดังนี ้
 
การเคลื่อนที่สัมพัทธ (Rf) =   
  

ระยะทางการเคลื่อนที่ของสารตัวอยาง 
ระยะทางการเคลื่อนที่ของตัวทําละลายเคลือ่นที่ 
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  จากนั้นเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการเคลื่อนที่สัมพัทธกับ 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 โดยนําคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของแถบ 
สารละลาย NAI เทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 
  2.9.3 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแถบ NAI  
 
   2.9.3.1 ดวย TLC 
 
   นําสารละลาย NAI จากวิธีเมทานอลมาตรวจสอบความบริสุทธิ์กอนนําไป
วิเคราะหโครงสรางดวยการหยดลงบน TLC แยกสารตัวอยางแบบ 1 ในตัวทําละลายเคลื่อนที่
ประกอบดวย ethyl acetate : isopropyl alcohol : water ในอัตราสวน 1:3:1 โดยปริมาตร และ 2 
Dimension ในตัวทําละลายเคลื่อนที่ประกอบดวย methanol : n-butanol : water ในอัตราสวน 1:3:1 
หรือ dichloromethane : methanol: water ในอัตราสวน 4 : 0.3 : 0.1 ตรวจหาตําแหนงโดยสเปรย
ดวยสารละลาย 0.3% N-(1-naphthyl-ethylenediamine), 5% H2SO4 ในเมทานอล อบที่ 110oC นาน 
10 นาที สารที่เปนคารโบไฮเดรตจะปรากฏสีชมพู 
 
    2.9.3.2 ดวย HPLC 
 
   นําสารละลาย NAI ไปวิเคราะห W1-RES-HPLC-001 และ REF-RES-
Sampleprep-HPLC-034 ดวยเครื่อง High performance liquid chromatography 1100, Hewlett 
Packard, Germany ดวยเทคนิคการทดสอบ 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 และอะคารโบส 
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  2.9.4 การหาโครงสราง 
 
  นําสารละลาย NAI ที่ไดจากแถบ B จากการแยกดวย TLC ดังกลาวขางตน (1.) หา
มวลโมเลกุลดวยเครื่อง TLC และ LC-mass spectrometry รุน Waters 2690-LCT, ALLIANCE-
MICROMASS (2.) หาดวย Nuclear magnetic resonance (NMR) รุน Unity Inova 500 MHz, 
VARIAN เปรียบเทียบขอมูลกับสารที่ไดมกีารรายงานไวแลว 

  
2.10 การคํานวณคาทางสถติิ  

 
  แสดงคาของขอมูลเปน คาเฉล่ีย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน วิเคราะหขอมูลทางสถิติ
ดวยโปรแกรม SPSS 10.0 เพื่อวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) 
ดําเนินการเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan’s test คา p ≤ 0.05 เพื่อแสดงคาอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ 
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บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การเตรียมสารสกัดถั่วแดงหลวง  

  สารสกัดจากถั่วแดงหลวงเตรียมจากเมล็ดถ่ัวแดงหลวงจากศูนยการคาที่ทําการแกะ
เปลือกเมล็ด (seed coat) สีแดงออก จากนั้นนําไปบดจนเปนผงละเอียดนํามาสกดักับสารละลาย 
0.02 M phosphate buffer ที่มี 0.15 M NaCl อัตราสวน 1:5 กรัมตอปริมาตร ตามวิธีการของ Grant 
et al. (1995) แบบไมใหความรอน โดยทาํการเตรียมสารสกัดทั้งหมด 6 คร้ัง ดังแสดงในตารางที่ 1 
สารสกัดถ่ัวแดงหลวงความเขมขน 200 มก. ถ่ัวแดง/มล. มีคากิจกรรมยับยั้งอะไมเลสรอยละ 95.62 
มีปริมาณน้ําตาล 23.59 มก. มอลโตส/มล. และ ปริมาณโปรตีน 83.32 มก. โปรตีน/มล.   Franco et 
al. (2002) รายงานวาสารยับยั้งอะไมเลสมีทั้งที่เปนโปรตีนและที่ไมเปนโปรตีน ดังนั้นผูวิจยัจึง
ศึกษาการแยกบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนและที่ไมเปนโปรตีนออกจากสารสกัดถ่ัว
แดงหลวง เพื่อศึกษากจิกรรมยับยั้งอะไมเลส และวิเคราะหโครงสรางตอไป  
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ตารางที่ 1 ปริมาตรของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง รอยละกจิกรรมยับยั้ง 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 
 *จากตัวอยางถัวแดงที่สุมตวัอยางชุดเดยีวกัน  
 

2. การเตรียมสารละลาย PAI และการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ  
  
  สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนทําหนาทีย่ับยั้งการทํางานของเอนไซมอะไมเลส
ในการยอยอาหาร สามารถพบไดทัว่ไปในพืช พบโดดเดนในธัญพืช (ขาวสาลี ขาวบาเลย) และพชื
ตระกูลถ่ัว (ถ่ัวแดง ถ่ัวขาว) (Le Berre-Anton, 1997) โดยท่ัวไปสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจะ
ไมออกฤทธิ์ยับยั้งอะไมเลสในพืช รา และแบคทีเรีย แตจะออกฤทธิ์ยับยั้งในสัตวเล้ียงลูกดวยนม
และแมลงบางชนิด (Power และ Whitaker, 1977) สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนที่พบในสาร
สกัดถ่ัวขาว คอื Phaseolamin (Marshall และ Lauda, 1975) สวนในถั่วแดงพบ phytohemagglutinin 
ซ่ึงเปนสารประเภทเลกตินทีม่ีฤทธิ์ในการยบัยั้งอะไมเลส (Richard et al., 1976)  
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 2.1 การเตรียมแบบวิธีโครมาโตกราฟแบบดัง้เดิม  
  
 เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ เปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวงโดยการ

ตกตะกอนโปรตีนดวย 50% ความอิ่มตัวของแอมโมเนียมซัลเฟต (cPAI) นําไปทําบริสุทธิ์ดวยวิธี           
โครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม คือ (1.) คอลัมนโครมาโตกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (DEAE ion 
exchange chromatography)    (2.) เจลคอลัมนโครมาโตกราฟ Sephadex G-100 และ (3.) คอลัมน 
hydroxyapatite พบวา fraction ของโปรตีน (PAI) ที่ไดจากคอลัมนลําดับสุดทาย คือ 
Hydroxyapatite สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได โดยการเห็นแถบโปรตีน 1 แถบ ดังภาพที่ 5 

 

 

 
ภาพที่ 5 ความบริสุทธิ์ของสารละลาย PAI จากคอลัมนโครมาโตกราฟ hydroxyapatite ดวยวธีิ  
อิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไมแปลงสภาพ (12% gel, Native-PAGE) เปรียบเทียบกับสารละลาย cPAI  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

cPAI   PAI 
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 2.2 การเตรียมแบบคัดแยกขนาดโมเลกุล (MWCO) 
  
 ผลการแยกดวยวิธีเมมเบรนคัดแยกขนาดโมเลกุลนั้น พบวาเมื่อใชหลอด MWCO

ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน เพื่อแยกบริสุทธิ์ PAI เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวย Native-
PAGE (ภาพที ่ 6) พบวาการแยกดวยวิธี MWCO ไมสามารถแยกบริสุทธิ์สารละลาย PAI ออกจาก
สารละลาย cPAI ได  

 เมื่อคํานวณหาปริมาณโปรตีน พบวาปริมาณโปรตีนอยูในสวนที่ถูกกักเก็บไวใน
แตละขนาดของ MWCO ตามภาพที่ 7 และเมื่อตรวจกิจกรรมยับยัง้อะไมเลส (ภาพที่ 8) พบวา
กิจกรรมการยบัยั้งในสวนทีถู่กกักเกบ็ไวของ MWCO 10 30 50 และ 100 มีคามากกวาสวนที่ผาน
การกรองออกมา และมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ (p≤ 0.05) เมื่อเทียบกับสารละลาย cPAI กอนผาน 
MWCO 

 

 
 
ภาพที่ 6 ความบริสุทธิ์ของสารละลาย PAI จาก MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน 
ตามลําดับ ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไมแปลงสภาพ (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 



 
44 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

cPAI MWCO-10 MWCO-30 MWCO-50 MWCO100

con
cen

tra
tio

n o
f p

rot
ein

 (m
g/m

l)
filtrated

retentated

 
ภาพที่ 7 ปริมาณมิลลิกรัมโปรตีนของสารละลาย cPAI จาก 50 % ความอิ่มตัวของแอมโมเนียม
ซัลเฟตเมื่อผานการแยกดวย MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน จากการทดลอง 3 ซํ้า 
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ภาพที่ 8 กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cPAI จาก 50% ความอิ่มตัวของแอมโมเนียม
ซัลเฟตเมื่อผานการแยกดวย MWCO ขนาด 10 30 50 และ 100 กิโลดาลตัน จากการทดลอง 3 ซํ้า 
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2.3 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิสารละลาย PAI 
   
  นําสารละลาย PAI ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม มา
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบไมแปลงสภาพ (12% gel, Native-PAGE) 
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานและสารละลาย cPAI ปรากฏแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว (ภาพที่ 9) 
ที่มีขนาดโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน เมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน  
 

 
 
ภาพที่ 9 ความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของสารละลาย cPAI และ PAI ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิส
แบบไมแปลงสภาพ (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 พบวา 
การแยกดวยวธีิคอลัมนโครมาโทกราฟมีประสิทธิภาพมากกวาการแยกดวย MWCO เมื่อทราบ
ขนาดโมเลกุลของสารละลาย PAI คือ 45 กิโลดาลตัน จงึทําการเลือกขนาดของ MWCO เพื่อทําการ
คัดแยกโมเลกลุที่สนใจออกจากโปรตีนอืน่ๆ แตจากผลการทดลองไมสามารถแยกสารละลาย PAI 
ออกจาก cPAI ได เนื่องจากหลักการของ MWCO คือ ตองมีแรงขับดนัที่ทําใหสารละลายไหลผาน
และเกดิการแยก เชน ผลตางของความเขมขน ผลตางของความดัน จึงอาจสรุปไดวาสารละลาย 
cPAI มีโปรตีนในสภาพธรรมชาติปะปนอยูจํานวนมาก และเกดิการรวมตัวกันตามสภาพธรรมชาติ
ทําใหไมเกิดความแตกตางของความเขมขน หรือเกดิการอุดตันภายในรูพรุนของเมมเบรนทําให
ประสิทธิภาพในการกรองลดลง สวนที่ผานการกรองนัน้เปนเพยีงอนภุาคเล็กๆ เชน เกลือ และน้ํา 
เปนตน 
  

3. การเตรียมสารละลาย cNAI และการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ 
 
  สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนที่พบไดในพืชตระกูลถ่ัว Phaseolus vulgaris 
มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยคารโบไฮเดรตประเภทตางๆ เชน กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase) ไซโคลมอลโต เดกซ ต ริน  ก ลูค า โนทรานส เฟอ เ รส  (cyclomaltodextrin 
glucanotransferase) และแอลฟา-อะไมเลส สามารถสกัดไดจาก Actinoplanes sp. (Kim et al., 2002) 
Bacillus stearothermophilus และ Thermus (Park et al., 1998) แตยังไมเคยมีการศึกษาสารยับยั้งอะ
ไมเลสที่ไมเปนโปรตีนในสารสกัดถ่ัวแดงหลวง และวิธีที่สามารถสกัดไดดีที่สุดเพื่อใหเพียงพอตอ
การนํามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ และการศึกษาโครงสราง 
 

3.1 เตรียมสารละลาย cNAI ดวยสารละลาย  trichloroacetic acid (TCA)  
  
 ศึกษาวิธีการสกัดสารละลาย cNIA ดวยวิธีการสกัดโดยสารละลาย trichloroacetic 

acid (TCA) เพื่อตกตะกอนสารประเภทโปรตีนออกจากสารละลาย พบวาสามารถสกัด cNAI ได 
0.22 ± 0.01  กรัมน้ําหนักแหง จากสารสกัดถ่ัวแดงเริ่มตน 20 มล. (ถ่ัวแดง 4 กรัม) สารละลาย cNAI 
ความเขมขน 0.22 กรัม cNAI/มล. ใหคารอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลส 5.16 ± 2.76 (3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
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 3.2 เตรียมสารละลาย cNAI ดวยเมทานอลและเอทานอลของ  Kim et al. (2002) 
   
  เตรียมสารละลาย cNAI  ดวยวิธี Kim et al. (2002) โดยการตกตะกอนโปรตีนออก
จากสารสกัดดวยเมทานอลจากสารสกัดถ่ัวแดงเริ่มตน 20 มล. (ถ่ัวแดง 4 กรัม) แลวสกัดตอดวย     
เอทานอลพบวา ใหคาน้ําหนัก cNAI 0.06 ± 0.01 กรัม สารละลาย cNAI ความเขมขน 0.03 มก. 
cNAI /มล. ใหคารอยละการยับยั้งอะไมเลส 88.99 ± 0.64 (3 ซํ้าการทดลอง) 

 จากผลการทดลองวิธีการสกัดดวยสารละลาย TCA ใหคามิลลิกรัม cNAI มากกวา
วิธี Kim แตเมือ่พิจารณาคารอยละการยับยัง้อะไมเลส พบวา วิธี Kim มีประสิทธิภาพในการเตรียม
สารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนไดดีกวา  
  ดังนั้นเพื่อเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนจึงเลือกวิธีการสกัดดวยวิธี 
Kim แตเนื่องจากวิธีนี้ ยังเตรียมสารไดนอย ไมเพียงพอตอการนําไปศึกษาผลทางชีวภาพ จึงพัฒนา
วิธีการของ Kim เพื่อเพื่อเปรียบเทียบหาวิธีการที่ดีที่สุดเพื่อเตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปน
โปรตีน (cNAI) จากสารสกัดถ่ัวแดงหลวง 
 
 3.3 เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสดวยเมทานอล 
  
  เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนดวยวิธีที่พัฒนาจาก Kim et al. (2002) 
โดยการตกตะกอนโปรตีนออกจากสารสกัดดวยเมทานอล แลวนําไประเหยเมทานอลออกภายใต
ความดันพบวาใหคาน้ําหนักมิลลิกรัม cNAI 0.34 ± 0.01 กรัม และสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปน
โปรตีนความเขมขน 0.17 มก.cNAI /มล. ใหคารอยละการยับยั้งอะไมเลส 112.7 ± 13.5 (3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
 

3.4 เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสดวยเอทานอล 
 

  เตรียมสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตีนดวยวิธีที่พัฒนาจาก Kim et al. (2002) 
โดยการตกตะกอนโปรตีนออกจากสารสกัดดวยเอทานอล แลวนําไประเหยเมทานอลออกภายใต
ความดันพบวาใหคาน้ําหนักมิลลิกรัม cNAI 0.30 ± 0.02 กรัม และสารยับยั้งอะไมเลสที่ไมเปน
โปรตีนความเขมขน 0.15 มก. cNAI /มล. ใหคารอยละการยับยั้งอะไมเลส 82.05 ± 6.13 (3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
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  เมื่อศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการสกัดสาร cNAI 3 วิธี คือ  (1) วิธีที่ดัดแปลงจาก 
Kim et al. (2002)  (2) การสกัดดวยเมทานอล และ (3) การสกัดดวยเอทานอล พบวาวิธีที่ 1 ใหรอย
ละการยับยั้งอะไมเลส 88.99 ± 0.64 แตเตรียม cNAI ไดนอย  วิธีที่ 2 สกัดดวยเมทานอลใหคา     
รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสสูงสุดคือ 112.7 ± 13.5 และใหรอยละผลผลิตสูงสุดคือ 74.4 ± 2.2  
และมีตนทนุการผลิตต่ําที่สุด คือ 0.37 บาทตอมิลลิตรสารสกัดถ่ัวแดง วิธีที่ 3 สกัดดวยเอทานอลมี
คา    รอยละการยับยั้งอะไมเลส 82.05 ± 6.13 (ตารางที่ 2)  ดังนั้นวิธีการสกัดดวย เมทานอลจึงเปน
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 
รอยละผลผลิต (%yield) 12.1 ± 1.3a 74.4 ± 2.2b 61.6 ± 2.9b 
รอยละการยับยั้ง (% Inhibition) 88.99 ± 0.6a 112.7 ± 13.5b 82.05 ± 6.1a 
ราคาตัวทําละลายอินทรียท่ีใช 
 (บาท/มล.สารสกัดถั่วแดง) 5.48 0.37 1.14 

* ทุกวิธีเร่ิมจากสารสกัดถ่ัวแดง 200 มก.ถ่ัวแดง/มล. ปริมาตร 20 มล. และเทียบรอยละผลผลิตจาก
น้ําหนกัแหงของสารสกัดที่หักลบน้ําหนักเกลือจากบัฟเฟอรที่สกัดแลว 

  
 แสดงคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการเตรียมสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวยวิธี

สกัดแตละวิธี (n=3). ตัวอักษร (a-c) บงบอกคาความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ คา p ≤ 0.05 
ตัวอักษรเหมือนกันหมายความวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั 
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 3.5 การตรวจสอบความบรสิุทธ์ิสารละลาย cNAI 
 
  ตรวจสอบความบริสุทธิ์สารละลาย cNAI ที่สกัดจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวงทั้ง 3 วิธี
ขางตนดวยวิธี TLC สเปรยหาตําแหนงสารประกอบน้ําตาลดวยสารละลาย 0.3% (w) N-(1-
naphthyl-ethylenediamine), 5% (v) H2SO4 ในเมทานอล เปรียบเทียบกับอะคารโบส และน้ําตาล
มาตรฐานกลูโคส (G1) มอลโตส (G2) และมอลโตไตรโอส (G3) ตามลําดับ ปรากฏแถบติดสีชมพ ู
(positive test) ของแซคคารไรด 3 แถบ เรียกวา แถบ A, B และ C  ดังภาพที่ 10  
 

 
 

ภาพที่ 10 ผลการแยกบริสุทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัดทั้ง 3 วธีิดวย TLC เปรียบเทียบกบั
น้ําตาลมาตรฐาน 

1. กลูโคส :G  2.  มอลโตส :M   3.  อะคารโบส :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 จากแผน TLC ไปหากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส พบวา
แถบ B มีคาการยับยั้งรอยละ 4.39 ± 8.75 (ความเขมขน 0.24 มก.มอลโตส/มล.)  แถบ C มีคาการ
ยับยั้งรอยละ 13.77 ± 11.41 (ความเขมขน 0.18 มก.มอลโตส/มล.) และแถบ A ไมพบการยับยั้ง 
(ภาพที่ 11)   
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ภาพที่ 11 กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย NAI แถบ A แถบ B และ แถบ C จากแผน TLC 

 
  ในการทดลองตอไปไดเลือกแถบ B เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบการเคลื่อนที่
กับน้ําตาลมาตรฐาน พบวาแถบ B มีระยะทางการเคลื่อนที่ใกลเคียงกบัอะคารโบส ซ่ึงเปนยาที่นยิม
ใชเพื่อลดน้ําตาลในเลือดผูปวยโรคเบาหวาน (Bailey, 2003) จึงเปนไปไดวาแถบ B จะเปนอนุพันธุ
น้ําตาลชนิดเดยีวกับอะคารโบสหรือมีโครงสรางใกลเคียง แมมีคารอยละการยับยั้งนอยกวาแถบ C   
แถบ C มีคารอยละการยับยัง้มากกวาเนื่องจากยังตดิสวนของ cNAI ที่จุด spot สารอยูดวยดังภาพ
แสดง จึงไมคดัเลือกในการทดลอง    
 
  เมื่อนําแผน TLC ที่สเปรยดวย 0.3% (w) N-(1-naphthyl-ethylenediamine), 5% (v) 
H2SO4 ในเมทานอล ไปวดัความเขมแถบดวยเครื่อง Densitometer พบวา การสกัดดวยวิธีเมทานอล
สามารถสกัดแถบ B ไดมากที่สุด คือรอยละความเขม 19.5 ± 0.05 เมื่อเทียบกบัวิธี Kim และ           
เอทานอล (ภาพที่ 12) สอดคลองกับรอยละผลผลิตที่แสดงในตารางที่ 2  
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ภาพที่ 12 ผลการวิเคราะหรอยละความเขม (%Density) ดวยเครื่อง Densitometer ของการแยก
บริสุทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัด 3 วธีิดวย TLC  
 
4. การศึกษาผลการยับยั้งอะไมเลส และจลนศาสตร 
 

4.1 สารสกัดถั่วแดง 
 

  โรคเบาหวานชนิดที่ 2 (Diabetes mellitus) เปนหนึ่งในโรคชนิดเรื้อรังที่เปนปญหา
สําคัญเนื่องจากเปนสาเหตุของการเสียชีวิตและโรคในผูสูงวัยในหมูประชากรทั่วไป วิธีการรักษา
โรคนี้มีหลายวิธี วิธีหนึ่งที่ใชในการรักษาคือการลดระดับน้ําตาลในเลือดโดยลด/ชะลอการดูดซึม
น้ําตาลกลูโคสเขาสูกระแสเลือด ดวยการใหสารยับยั้งเอนไซมที่ทําหนาที่ยอย คารโบไฮเดรต เชน 
เอนไซมอะไมเลส และ เอนไซมกลูโคซิเดส การศึกษาผลการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะไมเลสของ
สารสกัดถ่ัวแดงหลวงซึ่งเปนพืชเศรษฐกิจและเปนที่นิยมรับประทานของประเทศไทย ไดผลของ
การศึกษาดังนี้ 

  ผลของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงตอการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลาย (saliva α-amylase 
enzyme, SA) และอะไมเลสจากตับออน (pancreatic amylase enzyme, PPA) ดังตารางที่ 3 4 และ 
ภาพที่ 13 สารสกัดถ่ัวแดงหลวง   200 มก.ถ่ัว/มล. ยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายไดรอยละ    102.72 ± 
5.25 และที่ 3.60 มก. ถ่ัว/มล. ใหผลยับยั้งเอนไซมไดรอยละ 50 (IC50) สารสกัดถ่ัวแดงยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากตับออนไดรอยละ 92.28 ± 11.38 และที่ 4.20 มก. ถ่ัว/มล. ใหผลยับยั้ง
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เอนไซมไดรอยละ 50 โดยสรุปสารสกัดถ่ัวแดงหลวงสามารถยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายไดดีกวา
ตับออนเนื่องจากใชความเขมขนนอยกวาในการยับยั้งที่รอยละ 50    

  ศักยภาพในการยับยั้งอะไมเลสของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง (Phaseolus vulgaris) 
ดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่นๆ ที่เคยมีการรายงานไว เชน สารสกัดจากเมล็ดถ่ัว Phaseolus 
vulgaris ความเขมขน 8.1×10-8 M มีคากิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนรอยละ 64 ที่
อุณหภูมิ 37 oC (Le-Berre-Anton et al., 1997) สารสกัดเมทานอลจาก Pakhanbhed (Bergenia 
ciliate, Haw) ความเขมขน 0.2 ml ใน 50% DMSO มีคากิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสรอยละ 
93.5  (Bhandari et al., 2008) สารสกัดจาก Phyllanthus amsrus  ความเขมขน 20 มก./มล. มีคา
กิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสรอยละ 24.3 (Ali et al., 2006) สารสกัดจากใบฝรั่งดวยเอทิลอะซิ
เตท และบวิทานอลความเขมขน 1.5 มก./มล. มีคาการรอยละกิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจาก
ตับออน 43.9 ± 8.7 และ 54.4 ± 6.6 ตามลําดับ (Wang et al., 2010)   

ตารางที่ 3 ศักยภาพการยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารสกัดถ่ัวแดงหลวง 
 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 

* แสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b, c หาคาไดจากกราฟ IC50 ในลําดับภาพที่ 13 และ 14 

ตารางที่ 4 ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ่ิงและปริมาณโปรตีนในสารสกัดถ่ัวแดงใน 1 มล.ของสารตัวอยาง 
 

 

 

 

 

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 
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ภาพที่ 13 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารสกัดถ่ัวแดง ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50   

 ก. อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 
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ภาพที่ 14 มก.โปรตีน/มล.ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  

  

  จากการศึกษาที่ผานมาพบวา เมื่อบมเอนไซม สารยับยั้ง และสับสเตรตพรอมกัน
จะไมเกิดกิจกรรมยับยั้ง แตการบมเอนไซมกับสารยับยั้งกอนการเติมสับสเตรตนั้นสามารถเกิด
กิจกรรมยับยั้งไดดีกวา (Le Berre-Anton, 1997) ชวงระยะเวลาของการบมทําใหเอนไซมจับกับสาร
ยับยั้งกลายเปนโครงสรางเชิงซอนระหวางเอนไซมกับสารยับยั้งอยางสมบูรณและทําใหเกิดกลไก
การยับยั้ง ศึกษาจลนศาสตรการยับยั้งตามวิธีของ Lineweaver-Burk 

   จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย ของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงโดย
การพิจารณาคา Km และ Vmax เมื่อคา Km บอกถึงความสามารถในการทํางานของเอนไซม คา Km 
นอย หมายความวาเอนไซมสามารถจับกับสับสเตรตไดดี และคา Vmax บอกถึงความสามารถในการ
สลายตัวของสารเชิงซอนระหวางเอนไซม-สับสเตรต จากการทดลอง (ตารางที่ 5 และภาพที่ 15) พบ
รูปแบบการยับยั้งของสารสกัดจากถั่วแดงหลวงตออะไมเลสจากน้ําลายเปนแบบแขงขัน 
(competitive inhibition) เมื่อพิจารณาคา Km มีคาเพิ่มขึ้นแตคา Vmax คงที่  

    

0
0.2
0.4
0.6
0.8

2 4

  PPA = 0.66  
  SA = 0.55  
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  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสตับออนของสารสกัดถ่ัวแดง พบวาคา Km 
เและ Vmax มีคาลดลง เปนรูปแบบการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive 
inhibitor) โดยตัวยับยั้งจะเขาจับกับสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรต (ES) เทานั้น ได
เปนสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรต-ตัวยับยั้ง (ESI) แลวไมเปลี่ยนแปลงตอไปเพื่อให
ไดผลิตภัณฑ การมีสับสเตรตมากๆ ก็ไมไดเปนการลดผลของการยับยัง้แบบนี้  

ตารางที่ 5 คา Km และ Vmax ของจลนศาสตรการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารสกัด
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 

* แสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซํ้า  
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ภาพที่ 15 Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารสกัดถ่ัวแดงหลวงทีม่ีตอ  
    ก. อะไมเลสจากน้ําลาย   ข. อะไมเลสจากตับออน 

  

ก 

ข 
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 4.2 สารละลาย cPAI 
 
  สารละลาย cPAI ที่ไดจากการตกตะกอนโปรตีนสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวย 50% 
ความอิ่มตัวของ แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 9.17 มก./มล.ของ cPAI  มีคากิจกรรมยับยั้งอะ
ไมเลสจากน้ําลายรอยละ 92.87 ± 5.16  และที่ 0.02 มก./มล.ของ cPAI ใหผลยับยั้งเอนไซมรอยละ 
50 (IC50) สารละลาย cPAI ยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนรอยละ 99.95 ± 2.27 และที่ 0.034 
มก./มล.ของ cPAI ใหผลยับยั้งเอนไซมรอยละ 50 (IC50) โดยสรุปสารละลาย cPAI สามารถยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายไดดีกวาเอนไซมอะไมเลส จากตับออนเนื่องจากใชความเขมขนนอย
กวาในการยับยั้งที่รอยละ 50 (ตารางที่ 6 และ 7) 
  สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากถั่วแดงหลวงที่ศึกษานี้มีกิจกรรมยบัยั้งอะ
ไมเลสใกลเคียงกับสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากถ่ัว (Phaseolus vulgaris) ซ่ึงมีรายงานที่รอยละ 
99.5 แตมีคากจิกรรมยับยั้งมากกวาถ่ัวสายพันธุ tepary (Phaseolus acutifolius) ที่มีคากิจกรรมยับยั้ง
รอยละ 2.7 (Yamada et al., 2001)  
 
ตารางที่ 6 ศักยภาพการยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารละลาย 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 

*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b, c หาคาไดจากกราฟ IC50 ในลําดับภาพที่ 16 และ 17 

ตารางที่ 7 ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ่ิงและปริมาณโปรตีนในสารละลาย cPAI ใน 1 มล.สารตัวอยาง 
 

 

 
 

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 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cPAI ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50 

ก.   อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 
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ภาพที่ 17 มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cPAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50 

  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย (ตารางที่ 8 และภาพที่ 18) ของ
สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนเปนแบบผสม (mixed inhibition) เมื่อพิจรณา Km มีคาเพิ่มขึ้นแตคา 
Vmax ลดลง แตเสนตรงจะตดักันตรงจุดที่อยูทางซายมือของแกน 1/v คา Km 

   จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออน Km เและ Vmax มีคาลดลง เปน
รูปแบบการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibitor) โดยตัวยับยั้งจะเขา
จับกับสารประกอบเชิงซอนของเอนไซม-สับสเตรต (ES) เทานั้น ไดเปนสารประกอบเชิงซอนของ
เอนไซม-สับสเตรต-ตัวยับยั้ง (ESI) แลวไมเปลี่ยนแปลงตอไปเพื่อใหไดผลิตภัณฑ การมีสับสเตรต
มากๆ ก็ไมไดเปนการลดผลของการยับยั้งแบบนี้  

  ผลการศึกษาจลนศาสตรของสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนจากสารสกัดถ่ัวแดง
สอดคลองกับจากรายงานที่ผานมา พบวาสารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนที่สกัดจากพืชตระกูลถ่ัว 
(kidney bean) มีรูปแบบการยับยั้งแบบผสม (mixed noncompetitive) (Le Berre-Anton, 1997) สาร
ยับยั้งจากถั่วขาว (P. vulgaris var. Great Northern) มีจลนศาสตรการยับยั้งแบบไมแขงขัน (non-
competitive) (Marshall และ Lauda, 1975) เชนเดียวกับสารยับยั้งจากเมล็ดถ่ัวเขียว (Tripathi, 2007)  
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ตารางที่ 8  คา Km และ Vmax ของจลนศาสตรการยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของ
สารละลาย cPAI   

* คาที่ไดมาจากคาเฉลี่ยของการทดลอง 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 ที่มีตอ  
    ก. อะไมเลสจากน้ําลาย   ข. อะไมเลสจากตับออน 

ก 

ข 
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 4.3 สารละลาย PAI 

  สารละลาย PAI ที่ผานการแยกดวยคอลัมนโครมาโตกราฟความเขมขน 1.18 ม.ก.
โปรตีน/ม.ล.ของสารละลาย PAI มีกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสจากน้ําลายรอยละ 98.98 ± 0.35 และที่ 
0.36 ม.ก.โปรตีน/ม.ล.ของสารละลาย PAI ใหผลยับยั้งเอนไซมไดรอยละ 50 สารละลาย PAI มี
กิจกรรมยับยั้งอะไมเลสจากตับออนรอยละ 98.26 ± 0.23 และที่ 0.16 ม.ก.โปรตีน/ม.ล.ของสาร
ยับยั้งใหผลยับยั้งเอนไซมไดรอยละ 50 โดยสรุปสารละลาย PAI ที่ผานการแยกบริสุทธิ์ดวยคอลัมน
โครมาโทกราฟสามารถยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากตับออนไดดกีวาน้ําลายเนื่องจากใชความเขมขน
นอยกวาในการยับยั้งที่รอยละ 50 (ตารางที่ 9 และ 10) 

ตารางที่ 9 ศักยภาพการยับยัง้เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารละลาย PAI ที่ผาน
การแยกดวยคอลัมนโครมาโตกราฟ 
 
 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 

*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b หาคาไดจากกราฟ IC50 ในภาพที่ 19  

ตารางที่ 10 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิงและปรมิาณโปรตีนในสารละลาย PAI ใน 1 มล.สารตัวอยาง 
 

 

 

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 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย PAI ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50   

ก.  อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 

0.36  

0.16  

ก 

ข 
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 4.4 สารละลาย cNAI 
 
   สารละลาย cNAI ที่ไดจากสารสกัดถ่ัวแดงหลวงดวยเมทานอลมีคากิจกรรมยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายสูงสุดรอยละ 104.53 ± 25.9 คาความเขมขนที่ยับยั้งกิจกรรมอะไมเลส 
ไดรอยละ 50 (IC50) คือ 14.7 มก.สารละลาย cNAI /มล. คากิจกรรมยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับ
ออนสูงสุดรอยละ 30.45 ± 3.83 จากผลการทดลองพบวา สารละลาย cNAI สามารถยับยั้ง
เอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายไดดีกวาเอนไซมอะไมเลสจากตับออน (ตารางที่ 11 และ 12) 
 
ตารางที่ 11 ศักยภาพการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลายและตับออนของสารละลาย 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 - 

*แสดงคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
a, b, c หาคาไดจากกราฟ IC50 ในลําดับภาพที่ 21 และ 22 
 
ตารางที่ 12 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิงและปรมิาณโปรตีนในสารละลาย cNAI ใน 1 มล.สารตัวอยาง 

 

 

 
 

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 รอยละกิจกรรมยับยั้งอะไมเลสของสารละลาย cNAI ที่ความเขมขนตางๆ และคาความ
เขมขนที่ยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50   

ก. อะไมเลสจากน้ําลาย          ข.  อะไมเลสจากตับออน 

14.70  

ข. 

ก. 
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ภาพที่ 21 มก.โปรตีน/มล.ของสารละลาย cNAI ที่คาการยับยั้งอะไมเลสรอยละ 50  

  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากน้ําลาย (ตารางที่ 13 และภาพที่ 22) 
ของสารสารละลาย cNAI พบวามีรูปแบบการยับยั้งเปนแบบผสม (mixed inhibition) เมื่อพิจรณา 
Km มีคาเพิ่มขึ้นแตคา Vmax ลดลง แตเสนตรงจะตัดกันตรงจุดที่อยูทางซายมือของแกน 1/v คา Km 

  จลนศาสตรการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากตับออนมีคา Km เและ Vmax ลดลงแสดง
วา เปนรูปแบบการยับยั้งแบบไมสามารถแขงขันไดโดยตรง (uncompetitive inhibitor) 

  จลนศาสตรของอะไมเลสจากน้ําลายใหผลสอดคลองกับ อะคารโบส acarviosin-
glucose และ อนุพันธุของอาคารโบส ที่มีรูปแบบการยบัยั้งแบบผสม (mixed noncompetitive) ตอ
เอนไซมอะไมเลส ขึ้นอยูกับชนิดของเอนไซมและแหลงที่มา (Kim et al., 1999) 

 

 

 

0.50  
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ตารางที่ 13  คา Km และ Vmax ของจลนศาสตรการยับยั้งอะไมเลสจากน้าํลายและตับออนของ
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 
* คาที่ไดมาจากคาเฉลี่ยของการทดลอง 2 ซํ้า  
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ภาพที่ 22 Lineweaver-Burk plot การยับยั้งของสารละลาย cNAI ที่มีตอ  
    ก. อะไมเลสจากน้ําลาย   ข. อะไมเลสจากตับออน 

ข 

ก 
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5. การศึกษาลักษณะโครงสรางสารละลาย PAI 

  5.1 การหาขนาดน้ําหนักโมเลกุล  
 
  ตัวอยางสารละลาย PAI เมื่อผานแยกดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟแบบดั้งเดิม
แลว นํามาหาขนาดโมเลกุลดวยวิธีเจลฟวเตรชั่นเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบวามีขนาด
โมเลกุล  47.7 กิโลดาลตัน (ฤทัยวรรณ บุญครองชีพ, 2007)  
  การหาขนาดน้าํหนักโมเลกุลของหนวยยอย (sub-units) และพันธะ S-S ดวยวิธี 
อิเล็กโตรโฟเรซิสแบบแปลงสภาพแบบไมมีและมี β-mercaptoethanol เปรียบเทียบกับโปรตนี
มาตรฐาน  พบวาสารละลาย PAI มีแถบโปรตีน 3 แถบที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุล ดังนี้ แถบบน 
21.02  แถบกลาง 18.72  และแถบลาง 17.16  กิโลดาลตัน ตามลําดับ ทั้งแบบไมมีและมี β-
mercaptoethanol (ภาพที่ 23) แสดงวาทั้ง 3 หนวยยอยไมไดจับกนัดวยพันธะ S-S 
  สารยับยั้งอะไมเลสที่เปนโปรตีนที่เคยมีการศึกษากอนหนาพบวามหีลากหลาย
ขนาดแตกตางกันไปตามแหลงที่มา เชน  สารยับยั้งอะไมเลสจากขาวสาลีมีขนาดโมเลกุล 14,000 
ดาลตัน (Feng, 1995) จากขาวไรย 13,756 ดาลตัน (Iulek, 2000) สวนในพืชตระกูลถ่ัวนั้น มีขนาด
โมเลกุล 54,847 ดาลตัน จากเมล็ดถ่ัวขาว (Gibbs และ Ali, 1998) 46 กโิลดาลตัน จากเมล็ดถ่ัวเขยีว 
(Tripathi et al., 2007) นอกจากนี้ยังพบหนวยยอยของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ด Palo Feirro ที่
ประกอบไปดวย 2 หนวยยอยที่มีขนาด 15.8 และ 17.4 กิโลดาลตัน (Le Berre-Anton, 1997)  
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ภาพที่ 23 ผลการหาความบริสุทธิ์และขนาดโมเลกุลของโปรตีนในสารละลาย cPAI และ PAI ดวย
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 ดวย SDS-PAGE  แบบมี β-
mercaptoethano หลังจากยอม Coomassie brilliant blue-R ทั้ง 3 แถบไปหาลําดับกรดอะมิโนดวย
เครื่อง Ultimate 3000 LC system (Dionex) coupled to ESI-Ion Trap MS (HCT ultra PTM 
Discovery System, Bruker Daltonik) ไดขอมูลเปนลําดับกรดอะมิโนสายส้ันๆ (fragments) ของสาย
โปรตีนทั้งหมด นําแตละ fragment ของกรดอะมิโนจากแถบโปรตีนทั้ง 3 แถบเปรียบเทียบ (Blast) 
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนในฐานขอมูล National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) ดวยโปรแกรม MASCOT ms/ms ions search (MATRIX SCIENCE) พบวาขอมูลของ
โปรตีนทั้ง 3 แถบตรงกับ gi|126150 ซ่ึงเปนสารยับยั้งแอลฟา-อะไมเลส (α-amylase inhibitor) ที่พบ
ในพืชตระกูลถ่ัว Phaseolus vulgaris  เมื่อจัดลําดับการเรียงลําดับกรดอะมิโนเทียบกนัไดผลดังภาพ
ที่ 24 โดยมีรอยละความเหมอืน (%identity) ของลําดับกรดอะมิโนดังนี ้แถบ A  35   แถบ B 34 และ
แถบ C  33 (ตารางที่ 14) สารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่เปนโปรตีนมีการรายงานศึกษามากอนหนาวา
พบในธัญพืชตางๆ ขาวสาลี ขาวโพด พืชตระกูลถ่ัวโดยเฉพาะถัว่ขาว แตอยางไรก็ตามยังไมมี
การศึกษาลําดบักรดอะมิโนในถั่วแดงสายพันธุที่ปลูกและบริโภคในไทย และผลการศึกษา แสดงวา
โปรตีน PAI มีความสัมพันธกับสารยับยั้งอะไมเลสที่พบในพืชตระกูลถ่ัว Phaselus vulgaris 

 

ตารางที่ 14 %Identity ระหวางลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้ง 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 



 
72 

 

 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. การศึกษาลักษณะโครงสรางของสารละลาย NAI 

 6.1 ตรวจสอบหมูอะมิโนของสารประกอบ cNAI ท่ีแยกบน TLC  
 
  เนื่องจากการหาคาปริมาณโปรตีนของสารสกัด cNAI ดวยวิธี Kim et al. (2002) 
วิธีเมทานอล และวิธีเอทานอล พบวามีปริมาณโปรตีน (Lowry’s method) ในสารสกัด cNAI 
รวมกับคามิลลิกรัมน้ําตาลรีดิวซ่ิง (DNS test) จึงทําการสเปรยแผน TLC การแยกบริสุทธิ์ cNAI ดวย
สารละลายนินไฮดริน ไดผลดังภาพที่ 25  
 

                 
 

 ภาพที่ 25 ผลการแยกบริสุทธิ์สารละลาย cNAI จากการสกัด 3 วิธีดวย TLC (ก) สเปรยดวยสาร 
ละลายตรวจสอบน้ําตาล 0.3% (w) N-(1-naphthyl-ethylenediamine), 5% (v) H2SO4 ในเมทานอล 
(ข) สเปรยดวยนินไฮดริน  

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
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 6.2 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแถบ NAI (แถบ B) ท่ีขูดจากแผน TLC  
 
  กอนนําตวัอยางไปวิเคราะหหาโครงสรางไดตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ NAI จาก 
TLC โดย  
  6.2.1 การทดสอบดวย TLC พบวาไดแถบเดียวทั้ง 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 การทดสอบดวย 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 และอะคารโบส ผลการทดลองพบสารเพียงแถบเดียวของสารละลาย NAI ที่
เวลาชะ 9.757 นาที โดยไมพบสารอื่นๆ เจือปน ดังภาพที ่27  
 
 
 
 

ก ข 

1st 

2 nd 
cNAI    NAI 
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ภาพที่ 27 โครมาโตแกรมของสารละลาย NAI ดวย HPLC 

ก. สารละลาย NAI      ข. อะคารโบส      ค. น้ําตาลมาตรฐาน G1-4 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ก 

ค 
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G4 

Acarbose NAI 



 
76 

 

 6.3 การหาขนาดโมเลกุล 
 
  6.3.1 โดย TLC 
 
   ผลการจําแนก cNAI ที่สกัดดวยวิธีเมทานอล ดวย TLC พบวา NAI  มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งอะไมเลสจากน้าํลายรอยละ 4.39 ที่กลาวขางตน และมีคา Rf บน TLC ในระบบที่ใชอยู
ที่ 0.304 ซม. ซ่ึงอยูระหวาง Rf ของ G3 (0.345 ซม.) G4 (0.269 ซม.) และอะคารโบส (0.351 ซม.) 
(ภาพที่ 28 ก)    เมื่อนําคาน้ําหนกัโมเลกลุ (MW) และคา Rf เขียนกราฟ (ภาพที่ 28 ข) พบวามวล
โมเลกุลของแถบ NAI จากการ spot ดวย cNAI มีขนาดประมาณ 475.3 ดาลตัน สวน NAI จากการ 
spot ดวย NAI ที่บริสุทธิ์แลวมีขนาดประมาณ 527.2 ดาลตัน และอะคารโบสประมาณ 429.5 ดาล
ตัน   
 

  
 

ภาพที่ 28 มวลโมเลกุลของสารละลาย NAI ที่สกัดดวยวิธีเมทานอล (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  
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  6.3.2 โดย LC-MS 

  การหาน้ําหนกัโมเลกุลของสารละลาย NAI (ที่บริสุทธิ์จาก TLC) ดวยเครื่อง LC-
mass spectrometry พบวา NAI มีมวลโมเลกุล 527.2 [g/mol] อะคารโบสมีมีมวลโมเลกุล 645.3 
[g/mol] ดังภาพที่ 29 

  
 

 
 
ภาพที่  29 แมสเปกตรัมของ (ก) สารละลาย NAI และ (ข) อะคารโบส 

   
 

ก 

ข 

668.3 

669.3 
646.3 

527.2 
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 6.4 การหาโครงสรางดวย NMR 
   
  ผลการวิเคราะหโครงสรางของสารละลาย NAI จากการแยกบริสุทธิ์ดวย TLC โดย 
1H-NMR (ภาพที่ 30) พบวามีสัญญาณของโปรตอนของสารละลาย NAI ที่ตําแหนงคา 1H ที่
ตําแหนง 8.542 ppm (ในชวง δ ของ RCOH, HCON, HCOR หรือ HCOO), 3.5 ppm (ในชวง δ ของ 
CH2C=O, OH, NH, CH2O หรือ CH2NO2) คาดวานาจะเปนมอนอแซคคารไรดเชน กลูโคส (ภาพที่ 
30 ข) 
  ผลการวิเคราะหดวย 13C (ภาพที่ 31) ที่ตําแหนง 215.83 ppm (ในชวง δ ของ 
RCOR), 181.55 ppm (ในชวง δ ของ RCHO หรือ RCOOH), 62.72 ppm (ในชวง δ ของ R2CHX 
หรือ R3CN), 30.22 ppm (ในชวง δ ของ R2CHR หรือ R2CHX) และ 23.61 (ในชวง δ ของ RCH2R)  
   
   
  จากผลการวิเคราะหหาโครงสรางดวย TLC LC-MS และ NMR พบวาสาร NAI มี
ขนาดโมเลกุลประมาณ 527 ดาลตัน ระหวางน้ําตาล maltotriose และ maltotetraose และมีคา Rf 
ใกลเคียงกับอะคารโบสบน TLC การตรวจสอบ NAI ดวยนนิไฮดรินบนแผน TLC ไมปรากฏแถบสี
น้ําเงินหรือมวงแสดงวาไมมหีมู amine ในโครงสราง แตมี N ในโครงสราง จากขอมูลมวลที่เปนเลข
คี่ของ LC-MS คลายกับอะคารโบสที่มี N ในโครงสรางและมวลเปนเลขคี่ (645 ดาลตัน) หรืออาจ
เปนสารชนิดใดชนิดหนึ่งที่มหีมูอะมิโนอยูในโครงสราง เชน สารยบัยั้งอะไมเลสที่ไมเปนโปรตนี
เปนแซคคาไรด อะคารวิโอซินที่มีโมเลกุลน้ําตาลกลูโคสเกาะอยูในโครงสราง (Kim et al., 2002) 
อนุพันธของอะมิโนโอลิโกแซคคารไรด (aminooligosaccharide) เชน อะคารโบส (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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1. ��	
��������� 

 �����������������  

�. �����	
�	��
������������
������	��	���������������� ��!�������"���� ��!��  
#. ��$"��%&�����	��	���������&����'���������� 102.7 ���&��!	��"��������  92  
$. �������	��	���������&����'����
��"�!	��"��  
�-.� 3.6 ��.�	�/��.�	��	���
������� 50 

�!"!���-.� 4.2 ��.�	�/��. ���$"�����	��	�������� 50 
�. ���3��������	��	����������#"�#	� (competitive inhibition) !"��������&����'���� ���

��� ��"�#"�#	��
� 
�!�� (uncompetitive inhibition) !"��������&��!	��"�� 
 

 ������������ !�������
"�#
�$�� cPAI ��� PAI 

�. B����CD�E�F�"�%G����
�����H
-�����!���� PAI $L� $��	��M $��� !���NO���
	���
%� PD��
������
��������B"��$��	��M 3 ����������&H
�� $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 ��./��. ���$"�����	��	�������� 50 
.. PAI ��#��
 ����H� 47.7 kDa &�� �&�N`��!�.	�� ��� 45 kDa &�� Native-PAGE 
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P. B��������������� PAI 
�� SDS-PAGE �����"����L��� β-mercaptoethanol F����
 ��!�� 3 ���#��
 21  19 ��� 17 kDa ���L���	� ��
�"���"��F	�G� S-S �.L���!"�
���"����"��"���	�� 3      ��!���	�� 3 ������'�
	���
���% �!���	�����	��	��������� 
&��FL.!���3��	� Phaseolus vulgaris 
��������$�����L�� (%identity) 35 (��� A) 34 
(��� B) ��� 33 (��� C) 

 
 ������������ !������ !)�
"�#
�$�� cNAI ��� NAI 

�. ���������������	
 cNAI &�������	
�	��
��
�
�����H
 ��L��������	�%G� Kim et al., 
2002 PD��-.��	��������� ���������� ���%G��������   
���$"������������f������   
74.4 ± 2.2 �����$"�-.�&"����������H
 

#. cNAI ��$"��%&�����	��	���������&����'����������104 ���&��!	��"�������� 30  
$. cNAI �������	��	���������&����'����
��"�!	��"����L��-.� 14.7 ��./��.���$"�����	��	��

������ 50    �"�!	��"��-.� 36.5 ��./��. �	��	���
��$"������ 30 
�. cNAI ���3��������	��	���������B�� (mixed inhibition) !"��������&����'���� ���

��� ��"�#"�#	��
� 
�!�� (uncompetitive inhibitor) !"��������&��!	��"�� 
&. �������� cNAI ��L��%�$����M
�� TLC F�������� 3 ��� A  B ��� C   
���� B ����

��� NAI �F�����$"�����������	��	��������� 4.39 ± 8.75 �����#��
 ����H� 527.23 

��!	� &������#������N Log Mr �	� Rf  PD����
$�����	�#��
 ����H� 527.3 ��L��
%�$����M
�� LC-MS 

^. B����CD�E� NMR #�� NAI F��	nn�o chemical shift #�� 1H ���!'����"� 8.542 ppm 
(-�."� δ #�� RCOH, HCON, HCOR, HCOO), 3.5 ppm (-�."� δ #�� CH2C=O, OH, 
NH, CH2O CH2NO2) $�
"��"�&����������P$$��M��
M �."� ��3 $� ���

 13C  ���!'����"� 
215.83 ppm (-�."� δ #�� RCOR), 181.55 ppm (-�."� δ #�� RCHO, RCOOH), 62.72 
ppm (-�."� δ #�� R2CHX, R3CN), 30.22 ppm (-�."� δ #��  R2CHR, R2CHX) ��� 
23.61 (-�."� δ #�� RCH2R) �!"��"�����f!���	���"��������H� $������������".	

��
#���3��������3"��� 
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