
3. ผลการทดลอง และวิจารณ

3.1  เปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธีการสกัด 4 วิธี
คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการวิเคราะห 2 ซํ้ า ผลการศึกษาเปรียบ

เทยีบประสิทธิภาพวิธีการสกัด 4 วิธี   พบวา Pueyo และ Delgado-Salinas (1997)
เปนวธิทีีมี่ประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก  โดยให
คารอยละการยับยั้งอะไมเลสสูงที่สุดเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนดังนี้ ตัวอยางรุนที่ 1, 2 และ 3
เทากับ 102.8+9.3, 36.2+0.3, และ 101.4+0.2  (คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน
จากการวิเคราะห 2 ซํ้ า) ตามลํ าดับ    ในขณะที่วิธีอ่ืนๆมีคารอยละการยับยั้งตํ่ ากวา 25

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืน พบวา
1) วิธี Pueyo และ Delgado-Salinas (1997) เปนวิธีที่งายและมีขั้นตอนในการสกัด

นอยที่สุด
2) วิธี Pueyo และ Delgado-Salinas(1997) จะไมมีการใชความรอนในขั้นตอนการ

สกัด ซึ่งมีขอมูลมากมายที่ระบุวาสารยับยั้งอะไมเลสนัน้มีทั้งชนิดที่ทนความรอน
(heat stable) และไมทนความรอน (heat labile) (Grant et al., 1995;  Yamagata
et al., 1998)  ดงันัน้วิธีซึ่งไมใชความรอนจึงนาที่จะสกัดสารยับยั้งอะไมเลสไดทั้ง 2
ชนิด ในขณะที่วิธี Moreno et al.(1990) และวิธี Grant et al.(1995) ซึ่งใชความ
รอนที่ 70 °ซ ในการสกัด  จึงทํ าใหมีสารยบัยั้งอะไมเลสนอยกวาวิธีแรก เนื่องจาก
สารยับยั้งอะไมเลสชนิดที่ไมทนความรอนถูกทํ าลายไป

3) จากเหตุผลขอ 2) แสดงวา สารยับยั้งอะไมเลสในเมล็ดเนียงนก นาจะมีเฉพาะชนิดที่
ไมทนตอความรอน จึงไมพบคาการยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดจากวิธี Moreno et
al.(1990) และวิธี Grant et al. (1995)

4) เมื่อวิเคราะหสวนประกอบของสารซึ่งใชในการสกัดคือ บฟัเฟอร 10 mM Tris-HCl,
pH 7.5-10 mM β-mercaptoethanol-0.1 M NaCl-0.2 mM PMSF   พบวา PMSF



นัน้มีฤทธิ์ชวยปกปองการยอยสารยับยั้งอะไมเลสซึ่งเปนโปรตีน จากเอนไซมยอย
โปรตีน (protease)     ซึง่มกัเกิดขึ้นเมื่อเซลลแตกออก   และบฟัเฟอรที่ใชสกัดมีสาร
β-mercaptoethanol ซึง่จะชวยลดการทํ าลายโปรตีนจากกระบวณการออกซิเดชั่น
ในขั้นตอนการสกัดได

3.2   ปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสในเมล็ดเนียงนก
นํ าสารสกดัเมล็ดเนียงนก 100 กรัม ที่สกัดดวยวิธี Pueyo และ Delgado-Salinas

(1997) ไปหาคารอยละการยับยั้งอะไมเลสตามขอที่ 2.2  (รูปที่ 4) แลวนํ าไปหาปริมาณ
สารยับยั้งอะไมเลสในหนวย กิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยางที่การยับยั้ง
รอยละ 50 ตามขอที่ 2.3 พบวาสารสกัดแตละรุนมีคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/
มิลลิกรัมตัวอยางที่การยับยั้งรอยละ 50 (คาเฉลี่ย+คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการ
วิเคราะห 2 ซํ้ า) ดังนี้ (รูปที่ 5)

ตวัอยางรุนที่ 1  เทากับ  0.26+0.01 ตวัอยางรุนที่  3 เทากับ  0.27+0.01  จาก
คาทีไ่ดจะเห็นไดวาเนียงนกรุนที่ 1 (ตัวแทนตัวอยางป 2541)  และรุนที่ 3 (ตัวแทนตัว
อยางป 2544)  มีปริมาณใกลเคียงกัน (ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ แบบ ANOVA
และ LSD-Test ที่ p-value นอยกวา 0.05)

สวนตัวอยางรุนที่ 2 (ตัวแทนตัวอยาง ป 2543)  ซึ่งทํ าการสุมตัวอยาง 3 ครั้ง
(2.1, 2.2 ,2.3) ไมสามารถหาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยางที่การ
ยบัยัง้รอยละ 50 ได เนื่องจากคาการยับยั้งของสารสกัดของแตละรุนตํ่ ากวารอยละ 50
ตามลํ าดับดังนี้  7.36+7.81, 27.74+0.24, และ 39.42+0.18     ปริมาณสารยับยั้ง
อะไมเลสที่ตํ่ านี้ อาจเปนไดวาในชวงป 2542 มีฝนตกชุกเปนเวลายาวนานตลอดทั้งป
ความอุดมสมบูรณของดินอาจลดลงกวาภาวะปกติ   ผูทดลองไดนํ าเนียงนกรุนที่ 2 ใหั
คนพืน้บานชิม ก็พบวารสชาดจืดกวาปกติ   เพื่อใหเห็นถึงคาพิสัยของปริมาณสารยับยั้ง
อะไมเลสที่แนชัด  ควรมีการวิเคราะหเพิ่มเติมตอเนื่องเปนระยะเวลาหลายป เพื่อรวมผล
กระทบตอฤดูกาลดวย
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รูปที่ 4  รอยละการยับยั้งอะไมเลส ของสารสกัดตัวอยาง ที่คา log ความเขมขน
(กรัม/มล.) ของสารสกัด (คาเฉลี่ย+คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการวิเคราะห
2 ซํ้ า)
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Lot1 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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Lot 2.1Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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Lot 2.2 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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Lot 2.3 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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Lot 3 Extract : % Inhibition vs. log Conentration
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Inhibitory Activity / mg sample at 50%Inhibition
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รูปที่ 5 กราฟแทงเปรียบเทียบคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยางที่ใหคา
การยับยั้งรอยละ 50 ของตัวอยางรุนตางๆ
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3.3   ศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดเก็บที่อุณหภูมิ –20 ๐ซ
3.3.1 เมื่อเก็บในรูปสารสกัด

ผลการตรวจวัดปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสจากตัวอยางพืชขอ 3.2 แสดงวา
เมล็ดเนียงนก เปนพืชที่มีสารยับยั้งอะไมเลสอยู สามารถนํ าไปศึกษาในรายละเอียดทาง
ชีวเคม ี  เพื่อพัฒนาใชประโยชนตอไปได แตพืชนี้เปนพืชที่ออกตามฤดูกาล (บํ ารุงรักษ  
2536)  ฉะนัน้จึงตองมีหลักประกันที่จะมีตัวอยาง อยางตอเนื่องในการศึกษาวิจัย  การ
เตรียมตัวอยางในรูปสารสกัดหยาบ(crude extract) เก็บไวที่ -20oซ เปนวิธีหนึ่งที่นิยม
ใชกัน  ในการศึกษาทางชีวเคมีเกี่ยวกับเอนไซม เนื่องจากการแชแข็งที่อุณหภูมิตํ่ ามาก
ไมทํ าลายกิจกรรม(activity) ของเอนไซม และชวยยืดอายุการเก็บรักษา  การสกัดเปน
วธิที ําใหบริสุทธิ์ เบื้องตน ชวยแยกสารที่สนใจศึกษาออกจาก organelles สารรบกวน 
สบัสเตรท ตลอดจนองคประกอบที่หลากหลายของตัวอยาง ระดับหนึ่ง  การเก็บเอนไซม
ไวในบัฟเฟอรที่มีคาpH  ความเขมขนของเกลือพอเหมาะ ชวยลดการทํ าลายจาก 
proteolytic enzymes ที่อาจเกิดขึ้นกรณีเก็บตัวอยางรูปพืชสด จากการแตกทํ าลายของ 
lysosomes (Scopes, 1978)

สารยับยั้งอะไมเลส เปนสารประกอบประเภทโปรตีน จึงนาที่จะประยุกตวิธี
ทีใ่ชในการเก็บรักษาเอนไซมซึ่งเปนโปรตีนเชนกันมาใชได เพื่อที่จะมีตัวอยางไวใชตลอด
ทั้งป  ขณะท ําการศึกษาวิจัยลํ าดับตอไป  แตเนื่องจากปจจุบันนี้ยังไมมีผูใดรายงาน
เกีย่วกับการเก็บรักษาสารสกัดยับยั้งอะไมเลส และสารยับยั้งอะไมเลสของเนียงนก ยัง
ไมมีผูทํ ามากอน ฉะนั้นจึงจํ าเปนตองมีการศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลสที่
เก็บในรูปของสารสกัดที่ –20oซ นาน 1-3 เดือน เพื่อใหแนใจถึงผลของการเก็บรักษาได
ศกึษาความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลสในสารสกัด เก็บที่อุณหภูมิ -20๐ซ นาน 0 1, 2 
และ 3 เดือนเปรียบเทียบกัน  โดยใชสารสกัดจากตัวอยาง รุน 1 กับ รุน 3 ซึ่งมีปริมาณ
กิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยาง ที่ใหคายับยั้งที่รอยละ 50 ใกลเคียงกัน    
โดยนํ าสารสกัดที่เก็บไวมาหาคารอยละการยับยั้งอะไมเลส เมื่อครบเวลาเก็บแตละชวง
เดือนตามวิธีในขอ 2.2 (รูปที่ 6) และหาปริมาณโปรตีนตามขอ 2.4  นํ าคาตางๆที่ไดไป
หาปริมาณสารยับยั้งอะไมเลส ในหนวยกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยางที่
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การยบัยั้งรอยละ 50 ตามขอที่ 2.3  แลวนํ าไปเขียนกราฟแทงกับระยะเวลาเก็บ (เดือน) 
(รูปที่ 7 ก และข)  พบวาปริมาณของสารยับยั้งของใน1 เดือนที่ 0, 1, 2 และ 3  ของตัว
อยางรุนที่1 มีคาลดลงตามลํ าดับดังนี้  0.26+0.01; 0.20+0.01; 0.18+0.00;
0.11+0.00 และ  ตัวอยางรุนที่ 3 มีคาลดลงตามลํ าดับดังนี้  0.27+0.01; 0.16+0.01; 
0.11+0.00; 0.07+0.00

การวิเคราะหทางสถิติแบบ ANOVA และ LSD-Test พบวาการลดลงของ
ปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสระหวางการเก็บเกิดขึ้นอยางมีนัยสํ าคัญที่คา p-value นอย
กวา 0.05 โดยความแตกตางของการลดลงระหวางเดือนที่ 2 และ 3 มีนัยสํ าคัญที่นอย
กวาเดือนอื่นๆ

เมือ่เทียบคากับกราฟเสนของปริมาณมิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิกรัมตัวอยาง ที่
คาการยับยั้งรอยละ 50 กับระยะเวลาเก็บ พบวาปริมาณโปรตีนลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ 
ที่ p-value นอยกวา 0.05  สอดคลองกันกับการลดลงของปริมาณสารยับยั้งอะไมเลส 
แสดงใหเห็นถึงการสลายของ สารยับยั้งอะไมเลส ซึ่งเปนโปรตีน องคประกอบหนึ่งใน
โปรตีนของสารสกัด

การวิเคราะหทางสถิติแบบ ANOVA และ LSD-Test เปรียบเทียบระหวาง
การลดลงของปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสของตัวอยางรุนที่ 1 กับ รุนที่ 3 พบวาการลด
ลงระหวางการเก็บเดือนที่ 1, 2 และ 3 แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญที่คา p-value นอย
กวา 0.001  ซึง่แสดงวา สารสกัดตัวอยางรุนที่ 3 มีความคงตัวนอยกวารุนที่ 1 เล็กนอย
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Lot1 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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รูป ก. ตัวอยางรุนที่ 1
Lot 3 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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รูป ข. ตัวอยางรุนที่ 3
รูปที่ 6  รอยละการยับยั้งอะไมเลสของสารสกัดตัวอยางรุนที่ 1 และรุนที่ 3 กับคา Log

10 ความเขมขนสารสกัดตางๆ  ตลอด 3 เดือน  (คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตร
ฐาน, จากการทดลอง 2 ซํ้ า)
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Lot 1 Extract : Inhibition Activity and mg Protein  at 50% Inhibition 
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รูป ก. สารสกัด ของ รุน 1
Lot 3 Extract : Inhibition Activity and mg Protein at 50% Inhibition
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รูป ข. สารสกัด ของ รุน 3
รูปที่ 7 กราฟเปรียบเทียบคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยาง และ

มิลลิกรัมโปรตีน / มิลลิกรัมตัวอยาง ที่ใหคาการยับยั้งรอยละ 50  ของตัวอยาง
สารสกัดของ รุน 1 และรุน 3  ตลอด 3 เดือน (คาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน,
จากการทดลอง 2 ซํ้ า)
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3.3.2   เมื่อเก็บในรูปสารสกัดเทียบกับเมล็ด
ไดศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลส ในเมล็ด เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -

20๐ซ นาน 1, 2 และ 3 เดือน เปรียบเทียบกับเมื่อเก็บในรูปสารสกัด โดยใชตัวอยางรุนที่ 
3   โดยทกุ 1 เดือน จะนํ าเมล็ดที่เก็บไวครบระยะเวลากํ าหนดมาสกัด  แลวนํ าสารสกัด
ที่ได มาหารอยละการยับยั้งอะไมเลส (รูปที่ 8 ก และ ข) และหาปริมาณโปรตีน

นํ าคาตางๆที่ไดไปหาคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส/มิลลิกรัมตัวอยาง ที่
ใหคาการยับยั้งที่รอยละ 50 ดังอธิบายไวในขอ 2.3  แลวนํ าไปเขียนกราฟแทงกับระยะ
เวลาเก็บ (เดือน) (รูปที่ 9 ก และ ข) พบวาปริมาณของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ด 
เดอืนที่ 0, 1, 2 และ 3 มีคาตามลํ าดับดังนี้  0.27+0.01; 0.18+0.00; 0.13+0.00; 
0.09+0.00  การวิเคราะหทางสถิติแบบ ANOVA และ LSD-Test พบวาการลดลงของ
ปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสเมื่อเก็บในรูปเมล็ด ระหวางเดอืนที่ 1, 2, 3 เกิดขึ้นอยางมี
นัยสํ าคัญที่คา p-value นอยกวา 0.05

เมือ่เทียบคากับกราฟเสนของปริมาณมิลลิกรัมโปรตีน/มิลลิกรัมตัวอยาง ที่
คาการยับยั้งรอยละ 50 กับระยะเวลาเก็บ พบวาปริมาณโปรตีนลดลงอยางมนีัยสํ าคัญ
ที่คา p-value นอยกวา 0.05   สอดคลองกับการลดลงของปริมาณสารยับยั้งอะไมเลส  
แสดงใหเห็นถึงการสลายของสารยับยั้งอะไมเลส ซึ่งเปนโปรตีนองคประกอบหนึ่งใน
โปรตีนของสารสกัด

การวิเคราะหทางสถิติแบบ ANOVA และ LSD-Test เปรียบเทียบการลด
ลงของปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสระหวางการเก็บตัวอยางในรูปเมล็ดกับสารสกัด พบ
วาการลดลงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญที่คา p-value เทากับ 0.05   ที่ระยะ
เวลาเก็บเดือนที่ 1 และ 2  ซึ่งแสดงวาการเก็บในรูปเมล็ดมีความคงตัวดีกวาสารสกัดใน
ชวง 2 เดือนแรกของการเก็บ  สวนเดือนที่ 3 ปริมาณการลดลงของสารยับยั้งอะไมเลส
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ

ขอมูลจากการศึกษาที่พบสารยับยั้งอะไมเลสในเมล็ดเนียงนก เปนขอมูล
พืน้ฐานที่พบใหม ไมเคยมีรายงานเกี่ยวกับพืชนี้ และเปนพืชตามฤดูกาล  การศึกษา
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ความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลสจึงมีความจํ าเปน   เพื่อใหสามารถมีตัวอยางไวใช
อยางตอเนื่องขณะทํ าวิจัย

ผลการศึกษาความคงตัวเมื่อเก็บในรูปสารสกัดของพืช และในรูปของ
เมล็ดที่ –20oซ นาน 3 เดือน พบวาสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากพืชไมคงตัว  เนื่อง
จากความสามารถในการยับยั้งกิจกรรมอะไมเลสลดลงตลอดระยะเวลาเก็บ    การเก็บ
ในรูปเมล็ดแลวทํ าการสกัดเมื่อตองการใชจะมีความคงตัวคอนขางดีกวาการเก็บในรูป
สารสกัด
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Lot 3 Extract : %Inhibition vs. log Concentration
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รูป ก. สารสกัดตัวอยางรุนที่ 3
Lot 3 Seed : %Inhibition vs. log Concentration
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รูป ข. สารสกัดจากเมล็ดรุนที่ 3ในวันทดลอง
รูปที่ 8  กราฟรอยละการยับยั้งอะไมเลส กับคา Log 10 ความเขมขนสารสกัดตางๆ

ตลอด 3 เดือน  ของสารสกัด กับสารสกัดจากเมล็ดในวันทดลอง (คาเฉลี่ย ±
คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  จากการทดลอง 2 ซํ้ า)
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Lot 3 Extract : Inhibition Activity and mg Protein at 50% Inhibition
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รูป ก. สารสกัดตัวอยางรุนที่ 3
Lot 3 seed : Inhibition Activity and mg Protein at 50% Inhibition
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รูป ข. สารสกัดจากเมล็ดรุนที่ 3ในวันทดลอง
รูปที่ 9 กราฟแทงเปรียบเทียบคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส / มิลลิกรัมตัวอยางที่ใหคา

การยับยั้งรอยละ 50 ของตัวอยางรุน 3 ( เมล็ด ) ตลอด 3 เดือน
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3.4  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากการสกัดเมล็ดเนียงนก
 3.4.1  การสกัดสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก

เมื่อนํ าเมล็ดเนียงนก 100 กรัม มาสกัดดวยวิธี Pueyo และ Delgado-
Salinas(1997) แลวนํ าเฉพาะสวนใสมาตรวจวัดกิจกรรมการยับยั้งตอเอนไซมอะไมเลส
ที่ pH 6.8 อุณหภูมิ 37 °ซ โดยใชนํ้ าแปงรอยละ 0.2 เปนสบัสเตรท พบวาสารสกัดจาก
เมลด็เนียงนกมีกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสทั้งหมด (total inhibitory activity) คิดเปน
4,710 หนวย มีปริมาณโปรตีน 7,890 มก.  คํ านวณเปนคาการยับยั้งจํ าเพาะ (specific
inhibitory activity) ของสารยับยั้งไดเปน 0.60 หนวย/มก.โปรตีน ดังแสดงในตารางที่ 6

3.4.2  การคัดเลือกรอยละความอิ่มตัวผลึกแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสม
ในการตกตะกอนสารยับยั้งอะไมเลส
ในการคัดเลือกรอยละความอิ่มตัวผลึกแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมเพื่อ

ตกตะกอนโปรตีนสารยับยั้งอะไมเลส  โดยใชเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตที่ความเขมขนอิ่ม
ตวัรอยละ 20, 40, 60, 80 และ 100    พบวา แอมโมเนียมซลัเฟตที่รอยละ 80 ของ
ความอิ่มตัว  จะใหคาการยับยั้งและคาการยับยั้งจํ าเพาะสูงที่สุด ดังตารางที่ 4  จงึเลือก
มาใชในการตกตะกอนเพื่อทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสตอไป

3.4.3 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการทํ าไดอะไลซ
ศกึษาเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการไดอะไลซในบัฟเฟอร 50 mM sodium

acetate buffer, pH 5.0, 4 ๐C โดยเปรียบเทียบคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสและคา
การยบัยัง้จํ าเพาะที่ไดหลังจากไดอะไลซเปนเวลา 16 และ 72 ชั่วโมง   พบวาผลที่ไดไม
แตกตางกันดังตารางที่ 5  จึงเลือกเวลานอยกวาคือ 16 ชั่วโมง มาทํ าไดอะไลซเพื่อใชใน
ขัน้ตอนการทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสตอไป
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ตารางที่ 4  ผลของรอยละความอิ่มตัวผลึกแอมโมเนียมซัลเฟต ตอคากิจกรรมการยับยั้ง
และคาการยับยั้งจํ าเพาะของสารยับยั้งอะไมเลส

%ความอิ่มตัวผลึก
แอมโมเนียมซัลเฟต

คากิจกรรมการ*
ยับยั้ง

มก.โปรตีน* คาการยับยั้ง
จํ าเพาะ*

20 0 0.30±0.03 0
40 0 1.23±0.09 0
60 0.20±0.16 1.69±0.10 0.12±0.06
80 6.96±0.04 2.03±0.09 3.43±0.05
100 4.40±0.09 2.12±0.11 2.08±0.07

*คาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (s.d.)จากการวิเคราะห 3 ซํ้ า

ตารางที่ 5  การเปรียบเทียบเวลาในการไดอะไลซแอมโมเนียมซลัเฟตออกจากโปรตีน
เวลา(ชั่วโมง) คากิจกรรมการ*

ยับยั้ง
มก.โปรตีน* คาการยับยั้ง

จํ าเพาะ*
16 5.98±0.29 3.00±0 1.99±0.09
72 6.36±0.05 3.20±0 1.99±0.01
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3.4.4  การตกตะกอนโปรตีนในสารสกัดเมล็ดเนียงนกดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต

      เมือ่นํ าสารสกัดเมล็ดเนียงนกจากขอ 3.4.1 มาตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัวรอยละ 80 พบวา มีปริมาณโปรตีนอยูในตะกอนทั้ง
หมด 3,672 มก. และมีคากิจกรรมการยับยั้งตอเอนไซมอะไมเลส อยูในสวนนี้ทั้งหมด
3,386 หนวย หรือประมาณ 71.89% ของปริมาณการยับยั้งเริ่มตน (% yield) ดังนั้นจึง
คดิเปนคาการยับยั้งจํ าเพาะไดเทากับ 0.92 หนวย/มก.โปรตีน ดังแสดงในตารางที่ 6

3.4.5  การไดอะไลซ
หลงัจากตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแลว นํ าสารที่ได

มาทํ าการไดอะไลซตอใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0  หลงัการไดอะไลซ
ท ําใหเขมขนขึ้นโดยใชแอควาไซด พบวาคากิจกรรมการยับยั้งตอเอนไซมอะไมเลสลดลง
เหลือ 2,916 หนวย หรือคิดเปน 61.91% ของปริมาณการยับยั้งเริ่มตน มีปริมาณโปรตีน
ทัง้หมด 1,620 มก. และมีคาการยับยั้งจํ าเพาะเพิ่มขึ้นเปน 1.80 หนวย/มก.โปรตีน สาร
ยบัยัง้อะไมเลสมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 3.02 เทา จากคาการยับยั้งจํ าเพาะในตอน
เร่ิมตน ดังแสดงในตารางที่ 6

3.4.6  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยคอลัมน CM-cellulose  
 เมือ่นํ าสารละลายที่ไดจากขอ 3.4.5 มาทํ าโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยน
อิออนกับ CM-cellulose ดังรายละเอียดในวิธีการขอ 2.7.4  จากผลการทดลอง พบวา
สามารถแยกสารยับยั้งอะไมเลสออกจากโปรตีนสวนใหญในสารละลายดังกลาวได  
โดยการชะคอลัมนดวย NaCl ทีค่วามเขมขนประมาณ 0.17 M ดงัแสดงในรูปที่ 10   
หลงัจากนํ าสารละลายเฉพาะในหลอดที่มีคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสสูงๆ มารวมกัน
และทํ าใหเขมขน พบวามีคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสโดยรวมเทากับ 1,323 หนวย
ซึ่งเปนปริมาณสุทธิของสารยับยั้งอะไมเลสเทากับ 28.09%  โดยมีปริมาณโปรตีนทั้ง
หมดเทากับ 539 มก. และคดิเปนคาการยับยั้งจํ าเพาะไดเทากับ 2.45 หนวย/มก.โปรตีน
ดังแสดงในตารางที่ 6
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3.4.7  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยคอลัมน Sephadex G-75
เมือ่นํ าสารละลายที่ไดจากขอ 3.4.6 มาผานลงในคอลัมนซึ่งบรรจุดวย

Sephadex G-75 แลวทํ าการชะดวยบัฟเฟอรเดิมคือ 50 mM sodium acetate buffer,
pH 5.0  ดงัรายละเอียดในขอ 2.7.5  พบวาจะมีโปรตีนถูกชะออกมา 2 พีค ดังรูปที่ 11
ซึง่สารยบัยั้งอะไมเลสสวนใหญจะออกมาในพีคแรก นํ าสารละลายเฉพาะในหลอดที่มี
คากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสสูงๆ มารวมกัน  และทํ าใหเขมขน พบวามีคากิจกรรมการ
ยบัยั้งอะไมเลสเปน 1,078 หนวย ซึ่งเปนปริมาณสุทธิของสารยับยั้งอะไมเลสเทากับ
22.89%  ปริมาณโปรตีนลดลงเหลือ 44 มก.  คดิเปนคาการยับยั้งจํ าเพาะไดเทากับ
24.50 หนวย/มก.โปรตีน และมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 41.04 เทา จากตอนเริ่มตน
ดังแสดงในตารางที่ 6

3.4.8  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยคอลัมน Hydroxyapatite
เมือ่น ําสารละลายที่ไดจากขอ 3.4.7  มาผานลงในคอลัมนซึ่งบรรจุดวย

Hydroxyapatite แลวทํ าการชะดวยบฟัเฟอร  1, 10, 100 และ 500 mM sodium
phosphate buffer, pH 6.8 ดงัรายละเอียดในขอ 2.7.6  พบวา สารยับยั้งอะไมเลสสวน
ใหญจะถูกชะออกมาในบัฟเฟอร 100 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8  ดัง
ปรากฏเปนพีคของโปรตีนที่มีขนาดใหญในรูปที่ 12  น ําสารละลายเฉพาะในหลอดที่มี
คากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสสูงๆ มารวมกัน  และทํ าใหเขมขน พบวามีคากิจกรรมการ
ยับยั้งอะไมเลสเปน 850 หนวย ซึ่งเปนปริมาณสุทธิของสารยับยั้งอะไมเลส เทากับ
18.05%  ปริมาณโปรตีนลดลงเหลือ 14 มก. คิดเปนคาการยับยั้งจํ าเพาะไดเทากับ
60.71 หนวย/มก.โปรตีน และมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 101.69 เทา จากตอนเริ่มตน
ดังแสดงในตารางที่ 6

จากผลการทดลองพบวา ในการทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสโดยคอลัมน
CM-cellulose พบวาสารยับยั้งอะไมเลสออกมาโดยการชะดวย 0-0.2 M NaCl ใน 50
mM sodium acetate, pH 5.0 แสดงวาสารยับยั้งอะไมเลสสามารถจับคอลัมนได ซึ่ง
หมายถึงสารยับยั้งอะไมเลสนี้มีประจุเปนบวก หรือเปน basidic protein เมื่อนํ ามาแยก
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ตอโดยใชคอลัมน Sephadex G-75 โปรตีนถูกชะออกมา 2 พคี ซึ่งพบคากิจกรรมการ
ยับยั้งอะไมเลสอยูในพีคแรกใกลเคียงกับที่ BSA ถกูชะออกมา เมื่อนํ ามาแยกตอโดยใช
คอลัมน Hydroxyapatite พบวาโปรตีนถูกชะออกมา 2 พีคเชนเดียวกัน    แตสารยับยั้ง
อะไมเลสถูกชะออกมาในชวงที่ชะดวย 100 mM sodium phosphate, pH 6.8 ซึ่งมีคา
กิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส 850 หนวย และ 60.71 หนวย/มก.โปรตีน คิดเปน 18.05%
และมคีวามบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นเปน 101.69 เทาของสารสกัดหยาบเริ่มตน ซึ่งในการทํ า
บริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากรํ าขาว (Oryza sativa L.) ดวยวิธีเดียวกันนี้โดย
Yamagata et al. (1998) พบวามีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 93 เทา ใกลเคียงกัน
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ตารางที่ 6  ผลการสกดัและทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก 100 กรัม ในขั้นตอนตางๆ

Step Total inhibitory activity

Unit

(mg glucose/3 min)

Total protein

(mg)

Specific

inhibitory activity

(Unit/mg protein)

Yield

(%)

Purification

(fold)

Crude extract 4,710 7,890 0.60 100 1.00

80% ( NH4 )2SO4 3,386 3672 0.92 71.89 1.53

Dialysis 2,916 1,620 1.80 61.91 3.02

CM-cellulose 1,323 539 2.45 28.09 4.10

Sephadex G-75 1,078 44 24.50 22.89 41.04

Hydroxyapatite 850 14 60.71 18.05 101.69
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รูปที่ 10  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส โดยคอลัมน CM-cellulose
นํ าโปรตีนจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 80%

ซึ่งไดอะไลซ และทํ าใหเขมขนแลว  ผานคอลัมน CM-cellulose ขนาด 2.5 × 12 ซม.
ลางดวย 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 อัตราเร็ว 24 มล./ชม.  ที่อุณหภูมิ
4 °ซ แลวชะดวย gradient 0-0.2 M NaCl ในบัฟเฟอรเดียวกันอยางตอเนื่องที่ความเร็ว
เดิม เกบ็สารละลายแยกสวน (fraction) หลอดละ 1 มล. ติดตามการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส
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รูปที่ 11  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส โดยคอลัมน Sephadex G-75
นํ าโปรตีนจากคอลัมน CM-cellulose ซึ่งไดอะไลซและทํ าใหเขมขนแลว ผาน

คอลัมน Sephadex G-75 ขนาด 2.0 × 60 ซม. ชะคอลัมนดวย 50 mM sodium
acetate buffer, pH 5.0 อัตราเร็ว 20 มล./ชม. ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  เก็บสารละลายแยก
สวน (fraction) หลอดละ 1 มล. ติดตามการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน
เมตร และคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส
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รูปที่ 12  การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส โดยคอลัมน Hydroxyapatite
นํ าโปรตีนจากคอลัมน Sephadex G-75 ซึ่งไดอะไลซและทํ าใหเขมขนแลว

ผานคอลัมน Hydroxyapatite ขนาด 3.0 × 12 ซม. ชะดวย 1, 10, 100, 500 mM
sodium phosphate buffer, pH 6.8 อัตราเร็ว 20 มล./ชม. ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  เก็บสาร
ละลายแยกสวน (fraction) หลอดละ 1 มล. ติดตามการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
280 นาโนเมตร และคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส
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3.5  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสในขั้นตอนการทํ า
บริสุทธิ์ตางๆ
3.5.1 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารยับยั้งอะไมเลสที่แยกไดจาก

ขั้นตอนตางๆ โดยโพลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไม
แปลงสภาพ
เมือ่น ําสารละลายตัวอยางจากขั้นตอนตางๆ ของการสกัดและทํ าบริสุทธิ์

สารยบัยัง้อะไมเลสที่ไดจากเมล็ดเนียงนก ไปทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบไมแปลงสภาพธรรมชาติ ตามวิธีในหัวขอ 2.8.1 เพือ่เปรียบเทียบแบบแผนของ
โปรตีนตัวอยางที่เตรียมไดจากแตละขั้นตอนดังกลาว พบวามีแถบโปรตีนจํ านวนมากใน
ตวัอยางสารสกัดเมล็ดเนียงนก และแถบโปรตีนเหลานี้ถูกกํ าจัดออกไปจากการทํ า
บริสทุธิ์ในขั้นตอนตางๆ จนถึงขั้นตอนสุดทายคือ คอลัมน Hydroxyapatite ปรากฏวา
เหลือแถบโปรตีนอยูเพียงแถบเดียว ทีค่าการเคลื่อนที่สัมพัทธ 0.62 มีขนาดประมาณ
70,000 ดาลตัน เมือ่เทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ 13

3.5.2 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารยับยั้งอะไมเลสที่แยกไดจาก
ขั้นตอนตางๆ โดยโพลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลง
สภาพ
เมือ่น ําสารละลายตัวอยางจากขั้นตอนตางๆ ของการสกัดและทํ าบริสุทธิ์

สารยบัยัง้อะไมเลสที่ไดจากเมล็ดเนียงนก ไปทํ าโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบแปลงสภาพ และยอมดวยสีคูมาซีบิลเลียนบลูอาร 250  ตามวิธีการในขอ 2.8.2
พบวาแถวที่ 3 และ 4 เปนสารสกัดเมล็ดเนียงนกและ dialysate ซึ่งจะมีแถบโปรตีนที่ชัด
เจนหลายแถบและแถบจางๆ เล็กๆ อีกหลายแถบ ในแถวที่ 5 เปนโปรตีนที่ไดจากการ
ผานคอลัมน CM-cellulose มีแถบโปรตีนลักษณะคลายกับแถวที่ 4 มีการกํ าจัดโปรตีน
ออกมาบางสวนเทานั้น สวนแถวที่ 6 เปนโปรตีนที่ไดจากการผานคอลัมน Sephadex
G-75 โปรตีนที่มีขนาดนํ้ าหนักโมเลกุลสงูกวา 67,000 ดาลตัน เหลือเพียงแถบเดียว
และโปรตีนที่มีขนาดนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่ ากวา 67,000 ดาลตัน ถูกกํ าจัดออกไปเหลือเพียง
บางสวน  แถวที่ 7 เปนสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการแยกดวยคอลัมน Hydroxyapatite
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ปรากฎโปรตนีที่เปนแถบสารยับยั้งอะไมเลสไดชัดเจน 1 แถบ ดังรูปที่ 14 มีคาการ
เคลื่อนที่สัมพัทธเทากับ 0.48

3.5.3 ผลการตรวจกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสในแผนเจลภายหลังการ
แยกโปรตีนโดยอิเล็กโทรฟอรีซิส

 เมือ่น ําสารละลายที่ไดจากการสกัด และทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจาก
เมล็ดเนียงนก มาตรวจกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลส โดยเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจลแบบ
starch-PAGE 2 แผน เปรียบเทียบผลจากการยอมแผนที่ 1 ดวยสีคูมาซีบิลเลียนบลู
อาร 250 และแผนที่ 2 ยอมดวยสารละลายไอโอดีน พบวาแผนที่ 2 มีสวนที่ไมถูกยอย
ดวยเอนไซมอะไมเลสปรากฏเปนแถบตรงกันทุกแถว ของสารละลายตัวอยางจากทุกขั้น
ตอนการสกัดและทํ าบริสุทธิ์  ซึ่งอยูในบริเวณเดียวกันกับแถบโปรตีนในแผนที่ 1 คือแถบ
ของสารตัวอยางที่ไดจากคอลัม Hydroxyapatite ดงัรูปที่ 15  ดังนั้นจึงกลาวไดวาสาร
ตัวอยางจากคอลัมน Hydroxyapatite เปนสารยับยั้งอะไมเลส

เมื่อติดตามการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารยับยั้งอะไมเลสดวยการทํ า
โพลอีะครลิาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสทั้งแบบแปลงสภาพ, ไมแปลงสภาพ และการตรวจ
กิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสแบบ Starch-PAGE  พบวาขั้นตอนตางๆที่ใชในการทํ า
บริสทุธิ์ ไดกํ าจัดโปรตีนอื่นๆออกไป จนเหลือเฉพาะสารยับยั้งอะไมเลสในสารละลาย
หลังจากผานคอลัมน Hydroxyapatite เปนแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ และแสดงกิจ
กรรมการยับยั้งอะไมเลส    เนือ่งจากปรากฏแถบโปรตีนเพียง 1 แถบใน SDS-PAGE
และมีนํ้ าหนักโมเลกุลใกลเคียงกับ Native-PAGE ดงันัน้จึงสรุปไดวาสารยับยั้งอะไมเลส
จากเมล็ดเนียงนกไมมีหนวยยอย

3.5.4  ผลการยอมไกลโคโปรตีน
เมือ่น ําสารละลายที่ไดจากการสกัด และทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจาก

เมลด็เนียงนก มายอมไกลโคโปรตีนดวยสารละลายฟุกซิน-ซลัไฟต เทียบกับเมื่อยอม
โปรตีนดวยสารละลายสีคูมาซีบลิเลียนบลู อาร 250 พบวาทั้งสองวิธี ปรากฏแถบของ
สารสกัด และทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากขั้นตอนตางๆ ที่บริเวณเดียวกัน ดังรูปที่
13-14 และพบวาแถบของสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจากคอลัมน Hydroxyapatite มีคา
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การเคลือ่นที่สัมพัทธเทากับที่ไดจากการยอมดวยสีคูมาซีบิลเลียนบลู ดังนั้นสารยับยั้ง
อะไมเลสในเมล็ดเนียงนกเปนไกลโคโปรตีน

แถบโปรตีนของสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจากเมล็ดเนียงนกยอมติดสีฟุกชิน-
ซลัไฟตจึงมีสมบัติเปนไกลโคโปรตีน คลายกับที่พบในสารยับยั้งอะไมเลสจากแหลงอื่น
เชน สารยับยั้งอะไมเลสจาก Phaseolus vulgaris ในถั่วมีคารโบไฮเดรท 15% (Moreno
et al., 1990) phaseolamin ในถั่วขาวและถั่วแดงมีคารโบไฮเดรท 9-10% (Layer et
al., 1985)
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3.6   ผลการศึกษานํ้ าหนักโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลส
3.6.1  นํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนกโดย

วิธีเจลฟลเตรชัน
การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจากขั้นตอนคอลัมน 

Sephadex G-75 โดยวิธีเจลฟลเตรชนั หาไดโดยใชคอลัมนเดียวกัน ตามวิธีการในขอ
2.9.1 พบวาโปรตีนที่มีคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสถูกชะออกมาที่คา Kav 0.15  ใกล
เคยีงกับที่สารละลาย BSA ถูกชะออกมา ดังรูปที่ 16  เมื่อเขียนกราฟมาตรฐานระหวาง
คา log นํ้ าหนักโมเลกุล กับคา Kav ของโปรตีนมาตรฐาน สามารถหานํ้ าหนักโมเลกุล
ของสารยับยั้งอะไมเลสได ซึ่งมีขนาด 70,000 ดาลตัน ( Log Mr 4.85 ) ดังรูปที่ 17

3.6.2  นํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนกโดย
โพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสในสภาพธรรมชาติ
นํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสหาไดโดยการทํ าโพลีอะคริลา

ไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสในสภาพธรรมชาติจากตัวอยางที่ไดจากการสกัดและทํ าบริสุทธิ์
ในขั้นตอนตางๆ  เนือ่งจากมีโปรตีนมาตรฐานชนิด HMW เปรียบเทียบอยูแลว ตามวิธี
การในขอ 2.9.2 พบวาทั้งสวนที่ยอมโปรตีนและกิจกรรมในการยับยั้งอะไมเลสของสาร
ยบัยั้งนั้น ยอมติดแถบที่บริเวณเดียวกัน ดังรูปที่ 15 แถบสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจาก
การทํ าบริสุทธิ์ในขั้นตอนสุดทาย ซึ่งก็คือจาก Hydroxyapatite มีคาการเคลื่อนที่
สัมพัทธประมาณ 0.62 มีนํ ้าหนักโมเลกุลประมาณ 70,800 ดาลตัน ดังรูปที่ 18

3.6.3  นํ้ าหนักโมเลกุลยอยของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนกโดย
วิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ   
เมื่อนํ าตัวอยางสารยับยั้งอะไมเลสที่ผ านขั้นตอนทั้งหมดของการทํ า

บริสทุธิแ์ลว มาหานํ้ าหนักโมเลกุลโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพ ตามราย
ละเอียดของวิธีการซึ่งระบุไวในหัวขอ 2.9.3 พบวา แถบโปรตีนที่ปรากฏมี 1 แถบ (ดัง
แสดงในรูปที่ 14  ซึง่สามารถคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยได เทากับ 68,400 ดาลตัน
โดยการเปรียบเทียบคาการเคลื่อนที่สัมพัทธหรือ Rf ของสารยับยั้งอะไมเลสดังกลาวกับ
กราฟระหวางคา Rf ของแถบโปรตีนมาตรฐาน 6 ชนิด ไดแก     ฟอสฟอรีเลส บี, BSA,
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โอวลับูมิน,คารบอนิกแอนไฮเดรส, ซอยบีนทริปซินอินฮิบิเตอร และแอลฟา-แลคทัลบูมิน
กับคา log นํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนแตละชนิด ดังแสดงในรูปที่ 19

การหานํ้ าหนักโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลสดวยโพลีอะคริลาไมดเจล
อิเลก็โทรฟอรีซิส โดยเปรียบเทียบคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของสารยับยั้งอะไมเลสกับ
โปรตนีมาตรฐาน พบวาสารยับยั้งอะไมเลสแบบไมแปลงสภาพ มีนํ้ าหนักโมเลกุล
70,800 ดาลตัน ใกลเคียงกับแบบแปลงสภาพคือ 68,400 ดาลตัน และใกลเคียงกับเมื่อ
หาโดยวธิเีจลฟลเตรชันคือ 70,000 ดาลตัน ตามลํ าดับ และขนาดโมเลกุลที่พบนี้อยูใน
ชวงใกลเคียงกับในสารยับยั้งอะไมเลสจากแหลงอื่น เชน สารยับยั้งอะไมเลสจาก
phaseolamin (Phaseolus vulgaris) มีขนาดมวลโมเลกุล 49,000 ดาลตัน (Layer et
al., 1985)  และสารยับยั้งอะไมเลสจาก Streptomyces tendae มีขนาดมวลโมเลกุล
60,000 ดาลตัน (Haas-Lauterbach et al., 1993)
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รูปที ่16   การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์ดวย
คอลัมน  CM-cellulose  โดยคอลัมน Sephadex G-75
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รูปที ่17  การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์จากคอลัมน
CM-cellulose โดยคอลัมน Sephadex G-75   จากกราฟมาตรฐาน
(แกน x : Log Mr ของโปรตีนมาตรฐาน และแกน y : Kav ซึง่เปนคาสัมประสิทธิ์การ
กระจายของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิด)



85

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1
1.1
1.2

4.8 5 5.2 5.4 5.6 5.8 6
Log Mr

R f

ThyroglobulinCatalas
Ferritin

LDH

AI

BSA

รูปที ่18 การหานํ้ าหนักโมเลกุลรวมของสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าใหบริสุทธิ์จาก
คอลัมน Hydroxyapatite โดยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ ไม
แปลงสภาพที่ 7% เจลจากกราฟมาตรฐาน  (แกน x : Log Mr ของโปรตีนมาตร
ฐาน และ แกน y : Rf ซึง่เปนคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐานแตละ
ชนิด)
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รูปที ่19  การหานํ้ าหนักโมเลกุลยอยของสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์จากคอลัมน
Hydroxyapatite โดยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบแปลงสภาพที่ 4-10%
เจล จากกราฟมาตรฐาน   (แกน x : Log Mr ของโปรตีนมาตรฐาน และ แกน y : Rf ซึ่ง
เปนคาการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐานแตละชนิด)
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3.7  ผลการศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้งอะไมเลส
   3.7.1  การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บสารยับยั้งอะไมเลสในรูปของ

สารละลายไวที่อุณหภูมิ 37, 4 และ –20 °ซ
เมื่อนํ าสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจากเมล็ดเนียงนก หลังจากขั้นตอนการทํ า

บริสทุธิ์แลว  มาทํ าการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเก็บสารยับยั้งอะไมเลสในรูปของ
สารละลายไวที่อุณหภูมิ 37, 4 และ –20 °ซ  เปนเวลา 1 สัปดาห พบวา คารอยละกิจ
กรรมการยับยั้ง เมื่อเก็บสารยับยั้งอะไมเลสที่อุณหภูมิ –20 °ซ มีคาคอนขางคงที่  สวนที่
อุณหภูมิ 4 °ซ เร่ิมมีคาลดลงในวันที่ 5  และพบวาสามารถเก็บสารยับยั้งอะไมเลสไวที่
อุณหภูมิ 37 °ซ ไดเพียง 1 วัน เพราะหลังจากนั้นคารอยละกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส
จะลดลงอยางรวดเร็วจนมีคาเทากับ 0  ดังกราฟรูปที่ 20

สารยับยั้งอะไมเลสเปนสารประเภทโปรตีนเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ ทํ า
ใหเกิดการคงตัวไดมากกวาเมื่อเก็บที่ 4 และ 37 °ซ เพราะโปรตีนจะไมเสียสภาพ ซึ่ง
โดยทั่วไปก็นิยมเก็บในอุณหภูมิ –20 °ซ

  3.7.2  ผลของอุณหภูมิตอคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส
เมือ่น ําสารละลายที่ผานการสกัด และทํ าบริสุทธิ์แลว มาศึกษาผลของ

อุณหภมิูตอการทํ างานของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก เปรียบเทียบกับการ
ทํ างานของเอนไซมอะไมเลส พบวาสารสกัด และสารที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลว ทํ างาน
ไดดีที่ชวงอุณหภูมิคลายกัน คือที่อุณหภูมิในชวง 4-37 °ซ  สามารถทํ างานไดดี มีคา
คอนขางคงที่  และพบวาอุณหภูมิที่ทํ างานไดดีที่สุดคือ 40 °ซ  แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูง
กวา 40 °ซ ขึน้ไปพบวาทํ างานไดลดลง และไมสามารถทํ างานไดอีกที่อุณหภูมิ 50 °ซ
ขึน้ไป ซึ่งอาจเนื่องมาจากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นทํ าใหกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสและกิจ
กรรมการยับยั้งอะไมเลสลดลง และสูญเสียสภาพธรรมชาติได สารยับยั้งอะไมเลสไม
สามารถทํ าหนาที่ในการยับยั้งเอนไซมอะไมเลสอีกตอไป (รูปที่ 21) ตามผลการทดลอง
เปรียบเทียบวิธีการสกัดสารยับยั้งอะไมเลสถูกสกัดไดดีดวยวิธีไมใชความรอน คือวิธี
ของ Pueyo และ Delgado-Salinas (1997)    ผลการทดลองนี้ สนับสนุนวาสารยับยั้ง
อะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก เปนชนิดไมทนความรอน
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สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนกสามารถทํ างานไดในชวงอุณหภูมิ
4-50 °ซ แตสามารถทํ างานไดดีที่สุดในอุณหภูมิ 40 °ซ เมื่อเปรียบเทียบกับสารยับยั้ง
อะไมเลสจากแหลงอื่นๆ พบวาสารยับยั้งอะไมเลสสวนใหญ ทํ างานไดดีที่อุณหภูมิ 25-
40 °ซ และสามารถทนความรอนไดถึง 70-80 °ซ แตถาอุณหภูมิสูงมากนัก อาจทํ าให
สารยับยั้งอะไมเลสเสียสภาพและทํ างานไมได (Marshall and Lauda, 1975)
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รูปที่ 21 ผลของอุณหภูมิตอคากิจกรรมการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลสของสารสกัด
และสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว
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3.7.3  ผลของ pH ตอคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส
การศกึษาผลของ pH ตอการทํ างานของสารสกัดจากเมล็ดเนียงนก และ

สารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว ที่อุณหภูมิ 37 °ซ  เปรียบเทียบกับการทํ างานของ
เอนไซมอะไมเลส  พบวาสารสกัด และสารยับยั้งอะไมเลสบรสิทุธิ์ ทํ างานไดดีในชวง
pH คลายกัน คือ ที่ pH 6.0-6.8 และสามารถยับยั้งไดสูงสุดที่ pH 7.0  สวนที่ pH 5.0
และชวง pH 8.0-9.0 เปนชวง pH ที่ไมเหมาะกับการทํ างาน ดังรูปที่ 22 

pH ทีเ่หมาะสมในการทํ างานของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนกคือ
pH ในชวง 6.0-8.0 และทํ างานไดดีที่สุดที่ pH 7.0 ซึง่พบวาใกลเคียงกับชวง pH ของ
สารยับยั้งอะไมเลสจากแหลงอื่นๆ ที่พบวาทํ างานไดดีที่ pH เปนกลาง เชน
phaseolamin มีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดที่ pH ในชวง 6.0-8.0 (Marshall and Lauda,
1975)สวน pigeonpea มีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดที่ pH 7.0(Giri and Kachole, 1998)

3.7.4 ผลการศึกษาจลศาสตรของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก
จากการนํ าสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลว ปริมาณ 3 ความ

เขมขน มาทดสอบหาจลนศาสตรของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก เพื่อจํ าแนก
ลกัษณะการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลสที่มีตอเอนไซมอะไมเลส โดยใชสารตั้งตนคือ
นํ ้าแปงที่ความเขมขนตางๆกัน  พบวาคา Km ไมเปลี่ยนแปลง แตอัตราความเร็วสูงสุด
Vmax มีคาลดลง ดังรูปที่ 23  ดังนั้นสารยับยั้งอะไมเลสมีลักษณะการยับยั้งเปนแบบ
non-competitive

จากกราฟจะเห็นวาคา Km ไมตกบนแกน 1/S ตามทฤษฎีของจลนศาสตร
แสดงวา AI ทีท่ ําบรสิุทธิ์จากเมล็ดเนียงนก มีความชอบที่จะจับกับในรูปของ ES
complex มากกวาจับในรูปของเอนไซมอิสระ  เพราะวาถาสารยับยั้งอะไมเลสชอบจับ
กบัเอนไซมอิสระจริง กราฟของคา Km จะตัดบนแกน x    ซึง่ประสบการณจากการ
ทดลองไดสนับสนุนดังนี้ ในครั้งแรกๆที่ทํ าการทดลองไดใสสบัสเตรท (นํ้ าแปง) กับสาร
ยับยั้งอะไมเลสลงไปกอน แลวจึงใสเอนไซมอะไมเลส พบวาคาการยับยั้งคอนขางตํ่ า
แตเมื่อเปลี่ยนลํ าดับการใสเปน สารยับยั้งอะไมเลส เอนไซม และสบัสเตรท ตามลํ าดับ
(Marshall and Lauda, 1975) พบวาคา Km สูงมากกวาหลายเทา
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ในการศึกษาจลนศาสตรของสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก พบวา
คา Km ที่ไดจาก Lineweaver-Burk plot กบันํ้ าแปงมีคาคงที่ และคา Vmax ลดลง สอด
คลองกับสารยับยั้งอะไมเลสจากแหลงอื่นๆ ที่สวนใหญมีการยับยั้งแบบไมแขงขัน เชน
Phaseolus vulgaris (Marshall and Lauda, 1975), เมล็ดขาวสาลี (O’ Donnell and
McGeeney, 1976)
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รูปที่ 22 ผลของ pH ตอคากิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสของสารสกัด และสารยับยั้ง
อะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว โดยทดสอบที่ pH ตางๆ คือ 5.0, 6.0, 6.8, 7.0, 8.0
และ 9.0
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 รูปที่ 23  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง 1/V ทีเ่วลา 3 นาที และ 1/S   กบัผลความ
เขมขนของสารยับยั้งอะไมเลสที่ยับยั้งการทํ างานของเอนไซมอะไมเลสบริสุทธิ์
จากเมล็ดเนียงนกที่ 0, 25 และ 50%   ที่ความเขมขนของนํ้ าแปง (S) เทากับ
0, 1, 2, 4 และ 6% นํ้ าแปงในบฟัเฟอร 0.02 M sodium phosphate buffer,
pH 6.8   โดยคา V คือความเร็วของปฏิกิริยา หรือ mg glucose ที่เกิดขึ้นที่
เวลา 3 นาที ที่ 37 °ซ
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3.7.5 ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนเลคตินของสารสกัดเนียงนก และ
สารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว
ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนเลคตนิของสารสกัดเนียงนก และสาร

ยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลวดวย 2 วิธีคือ
(1)   การทดสอบเลคตินโดยวิธี Heamagglutinating activity
การทดสอบเลคตินในสารสกัดเนียงนก และสารยับยังอะไมเลสที่ผานการ

ท ําบรสิทุธิ์แลว  โดยทดสอบการเกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดงของคนในเพศชายและหญิง
ทัง้ 4 หมูคือ A, B, AB และ O และทดสอบการเกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดงของหนู และ
กระตาย  พบวาสารตัวอยางทั้ง 2 ไมสามารถเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงจากทั้งของคน,หนู
และกระตาย จึงกลาวไดวาสารสกัด และสารยับยั้งอะไมเลสที่ผานการทํ าบริสุทธิ์แลวไม
มีสมบัติเลคติน

(2)   การทดสอบความสามารถในการเกาะกลุมตัวอสุจิหนู
การทดสอบความสามารถในการเกาะกลุมตัวอสุจิหนู ทั้งตัวอสุจิหนูที่ยัง

ไมเจรญิพันธุ และตัวอสุจิหนูที่เจริญพันธุ กับสารสกัดเนียงนกและสารยับยั้งอะไมเลสที่
บริสทุธิแ์ลว พบวาไมเกิดการเกาะกลุมตัวอสุจิหนู จึงสรุปไดวาทั้งสารสกัด และสาร
ยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดเนียงนกนั้น ไมมีสมบัติเลคตินอยูเลย สอดคลอง
กบัผลการทดลองในขอ (1)

จากผลการทดลองกลาวไดวา สารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนกไมมี
สมบัติการเปนเลคตนิ ตางจากผลของ ประภาพร อุทารพันธุ (2533) ที่พบวาสารสกัด
เมล็ดเนียงนกมีสมบัติเปนเลคตนิ อาจเปนไปไดวาเมล็ดเนียงนกมีปริมาณของเลคตินไม
คงที่ในแตละรุน จึงพบปริมาณเลคตินแตกตางกันไปได แตสวนใหญแลวพืชที่พบสาร
ยบัยัง้อะไมเลสมักมีสมบัติของเลคตินอยูดวย เชนเมล็ดของ Phaseolus species ใน
lima bean (P. lunatus) (Spavoli et al., 2001), Lablab purpureus (AILP)
(Fakhoury, 2001)
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3.7.6 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งอะไมเลสจากมอดแปงสาลี
และดวงถั่วเขียว
เมื่อทํ าการสกัดเอนไซมอะไมเลสจากมอดแปงสาลี และดวงถั่วเขียว แลว

ทดสอบกิจกรรมการยอยแปงพบวาไดผลดังตารางที่ 7
ผลการทดสอบสารสกัด และสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์แลว จาก

เมล็ดเนียงนก และถั่วแดง กับอะไมเลสจากมอดแปงสาลี พบวาสารสกัด และสารยับยั้ง
อะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดเนียงนก ยับยั้งอะไมเลสจากมอดแปงสาลีไดดีกวา สาร
สกัด และสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดถั่วแดง (ตารางที่ 8 และรูปที่ 24)
ผลการทดสอบกับ อะไมเลสจากดวงถั่วเขียว  พบวาสารที่สกัด และทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ด
เนยีงนกยับยั้งไดนอยกวา  สารที่สกัด และทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดถั่วแดง
ดงัตารางที่ 9 และรูปที่ 25

จากผลการทดลองกลาวไดวาสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดและทํ าบริสุทธิ์จาก
เมลด็เนียงนกสามารถยับยั้งอะไมเลสจากมอดแปงสาลีไดมากกวาดวงถั่วเขียว   สอด
คลองกับสมบัติที่พบในสารยับยั้งอะไมเลสจากแหลงอื่นที่กลาววาสารยับยั้งอะไมเลส
จากแหลงตางกันจะตานทานตอแมลงไดตางชนิดกัน เชน RASI ยับยั้งอะไมเลสจากตัว
ออนของ red flour beetle (Tribolium castaneum), P. vulgaris ยับยั้งอะไมเลสจาก
common bean weevils (Zabrotes subfasciatus และ Acanthoscelides obtectus
(Osborn et al., 1988)
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ตารางที่ 7  คากิจกรรมและคากิจกรรมจํ าเพาะของอะไมเลสที่สกัดจากมอดแปงสาลี
และดวงถั่วเขียว

ชนิดของ
แมลง

    Amylase activity
( mg glucose/3 min )

mg
protein

Specific activity
( mg glucose at 3 min/mg

protein )
มอดแปงสาลี 0.552 0.302 1.828
ดวงถั่วเขียว 0.158 0.272 0.581

ตารางที่ 8  รอยละการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลส แหลงตางๆ ตอ อะไมเลสที่สกัด
จากมอดแปงสาลี และดวงถั่วเขียว

%การยับยั้งอะไมเลสของแมลง
แหลงของสารยับยั้ง

มอดแปงสาลี ดวงถั่วเขียว
สารสกัดเนียงนก 99.69 27.06

สาร AI จากเนียงนก 100 0

สารสกัดถั่วแดง 94.08 35.29

สาร AI จากถั่วแดง 88.16 43.53

หมายเหตุ : กิจกรรมอะไมเลสมอดแปงสาลี = 0.552 หนวย
กิจกรรมอะไมเลสดวงถั่วเขียว = 0.158 หนวย
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 Wheat flour beetle
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รูปที ่24  แสดงผลการทดสอบความสามารถของสารสกัดเมล็ดเนียงนก ( NN-Ext. ),
สารยบัยัง้ที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดเนียงนก ( NN-AI ), สารสกัดเมล็ดถั่วแดง
( RB-Ext. ) และ สารยบัยั้งที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดถั่วแดง ( RB-AI )   ในการ
ยับยั้งเอนไซมอะไมเลสจากมอดแปงสาลี
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 Green bean weevil
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รูปที ่25   แสดงผลการทดสอบความสามารถของสารสกัดเมล็ดเนียงนก ( NN-Ext. ),
สารยบัยัง้ที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดเนียงนก ( NN-AI ), สารสกัดเมล็ดถั่วแดง
( RB-Ext. ) และ สารยับยั้งที่ทํ าบริสุทธิ์จากเมล็ดถั่วแดง ( RB-AI ) ในการ
ยบัยั้งเอนไซมอะไมเลสจากดวงถั่วเขียว


