
1.   บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

สารยับยั้งอะไมเลส (amylase inhibitor, AI)   คือสารยับยั้งเอนไซมยอย
คารโบไฮเดรทที่เนนในการศึกษาวิจัยครั้งนี้  สารยับยั้งอะไมเลสเปนสารประเภทโปรตีน
ทีพ่บไดในพืชตระกูลถั่วแหลงอาหารโปรตีนของคนทั่วโลก ตลอดจนเมล็ดและสวนตางๆ
ของพืชตระกูลอ่ืนๆ เชน ขาวสาลี มะมวง (Thomson, 1993)  การศึกษาคุณสมบัติของ
สารยับยั้งอะไมเลส ในการยับยั้งกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสของคน สัตว และแมลง โดย
กลุมวิจัยประเทศตางๆ พบวามีความเปนไปไดในการนํ าสารยับยั้งอะไมเลส มาใช
ประโยชนได 2 แนวทางคือ 1). ใชในการรักษาโรคเบาหวาน (diabetes) โรคอวน
(obesity)   และโรคไขมันอุดตันในหลอดเลือด   (hyperlipidemia)     ซึง่เปนปญหา
สาธารณสุขของโลกในยุคปจจุบัน เพราะผลการยับยั้งของสารตออะไมเลสมีผลตอ
carbohydrate tolerance, gastric emptying, satiety ตลอดจนการเพิ่มนํ้ าหนัก (Doi
et.al., 1995; Koike et.al., 1995)    2).  ใชในการปองกันแมลงศัตรูพืช โดยสรางพืชให
มีสารนี้ (Suzuki and Ishimoto, 1999)

กอนการนํ าสารยับยั้งอะไมเลส มาใชในทั้ง 2 แนวทางอยางจริงจัง มีความ
จ ําเปนที่ตองทราบปริมาณที่มีอยูจริงในพืชธรรมชาติที่คนและสัตวบริโภค เพื่อทราบ
ปริมาณที่ควรไดรับ ชนิดของพืชที่มี ตลอดจนตรวจสอบสมบัติทางชีวเคมีของสารยับยั้ง
อะไมเลส ที่มีอยูในพืชตางๆ อยางแนชัด เนื่องจากไดมีหลักฐานยืนยันวาสารยับยั้ง
อะไมเลส ของพืชแตละชนิดมีความจํ าเพาะ และเลือกจับหรือยับยั้งกิจกรรมอะไมเลส
จากแหลงตางๆ แตกตางกัน      Ishimoto และ Kitamura (1992) พบวา bean weevil
(Acanthoscelides obtectus Say) และ Mexican bean weevil (Zabrotes
subfaciatus Boheman) ทนตอสารยับยั้งอะไมเลสของถั่ว และเปนตนเหตุของการสูญ
เสยีหลงัเก็บเกี่ยวเปนอยางมาก ดังนั้นการคนหาสารยับยั้งอะไมเลสซึ่งมีผลตออะไมเลส



2

ทีมี่ความจํ าเพาะตอ pathogens แตไมมีผลตอสัตวเลี้ยงลูกดวยนมยอมนํ าประโยชนสู
คนได

การทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสใหปราศจากสารรบกวนอื่นในธรรมชาติ 
จะชวยใหการตรวจสอบสมบัติทางชีวเคมีอันไดแก ขนาดโมเลกุล กลไกในการทํ างาน
เปนไปอยางเที่ยงตรง  งานวทิยานิพนธฉบับนี้จึงมีจุดประสงคที่จะศกึษาวิธีการที่เหมาะ
สมในการสกัดสารยบัยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก และวิธีการที่เหมาะสมในการทํ า
บริสุทธิ์พรอมกับตรวจสอบสมบัติทางชีวเคมีของสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจากการทํ า
บริสุทธิ์   เพือ่เปนขอมูลพื้นฐานของสารนี้      ตลอดจนนํ าไปเปรียบเทียบกับสารยับยั้ง
อะไมเลสในพืชอ่ืนซึ่งมีรายงานแลว เพือ่นํ าไปสูการประยุกตใชประโยชนในแนวทาง
ตางๆตอไป

การตรวจเอกสาร

1.1  สมบัติทั่วไปของสารยับยั้งอะไมเลส
สารยับยั้งอะไมเลส    (α-amylase inhibitor ยอวา AI)    เปนสารยับยั้งเอนไซม

อะไมเลส (α-amylase หรือ α-1,4-D-glucan- 4 – glucanohydrolase) พบไดทั่วไปใน
พชืเชน ขาวสาลี  ขาวไร และพืชตระกูลถั่ว ซึ่งมีสมบัติในการยับยั้งอะไมเลสจากสัตว
แตไมยับยั้งอะไมเลสในแบคทีเรีย, รา และพืชตางๆ (Jaffe et al., 1972; Marshall and
Lauda, 1975; Power and Whitaker, 1977a,b; Pick and Wober, 1978; Lajolo and
Finardi-Filho, 1985 อางโดย Chrispeels et al., 1998) และมีสมบัติเปน antifeedant
หรอื โปรตีนปกปองเมล็ดจากแมลงศัตรูพืช   สารยับยั้งอะไมเลสเปนสารประเภทไกลโค
โปรตีน มีนํ้ าหนักโมเลกุลตามธรรมชาติเฉลี่ย 10-80 กิโลดาลตัน โดยวิธีเจลฟลเตรชัน
และอเิล็กโทรฟอรีซสิ        จากการศึกษารูปแบบโมเลกุลพบวามีหนวยยอยเปนทั้งแบบ
ไตรเมอร (trimer) หรือเตตระเมอร (tetramer)  ทั้งแบบโพลเีปปไทดที่เหมือนกันหรือโพลี
เปปไทดที่ตางกัน มีหนวยยอยกรดอะมิโนความยาวในชวง 47-246 ตัว (Chagolla-
Lopez et al., 1994)   สารยับยั้งอะไมเลสสวนใหญ มีลักษณะการยับยั้งเปนแบบไม
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แขงขัน (non-competitive) โดยจะจับอยางเชิงซอน (complex) กับอะไมเลสเปนแบบ
เสถียร 1:1    ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 70-80 °ซ ได มีความคงตัวและทํ างานไดดีที่
pH เปนกลาง  สารยับยั้งอะไมเลสจากพืชบางชนิดมีสมบัติคลายเลคติน (lectin-like
proteins) คือสามารถเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงได

มีการเริ่มศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของสารยับยั้งอะไมเลสตั้งแตป 1945 (Bowman,
1945) การตรวจเอกสารจนถึงปจจุบันพบวามีรูปแบบของโมเลกุลโปรตีนที่หลากหลาย
ในเมลด็ขาวสาลี สามารถยับยั้งอะไมเลสในแมลงและอะไมเลสในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
ในระดับตางๆกัน (Saunders and Lang, 1973; Silano et al., 1973 และ 1975;
Petrucci et al., 1974; Bedetti et al., 1974 อางโดย O’Donnell and McGeeney,
1976)  ความจ ําเพาะของสารยับยั้งที่พบในพืชพวกขาวสาลีและถั่วตางๆตออะไมเลส
ของสัตว ถูกคนพบเมื่อ 60 ปกอน (Kneen et al., 1943; Bowman, 1945)  ขาวสาลีมี
ความจํ าเพาะตออะไมเลสจากนํ้ าลายของคน (human salivary amylase) เปน 100
เทา เมื่อเทียบกับอะไมเลสจากตับออนของคน (human pancreatic amylase)  และ
เปน 600 เทาเมื่อเทียบกับอะไมเลสจากตับออนของหมู (porcine pancreatic
amylase) (O’Donnell and McGeeney, 1976)   kidney beans (Phaseolus
vulgaris)  มีสารยับยั้งอะไมเลสที่มีชื่อวา phaseolamin    สามารถยับยั้งปฏิกิริยาของ
อะไมเลสในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน ในมนุษย, หมู และในแมลง แตไมมีผลยับยั้งใน
พชืและจุลชีพตางๆ (Chrispeels and Raikhel, 1991; Marshall and Lauda, 1975)
สารยับยั้งอะไมเลสของ pigeonpea (Gajanus cajan L) สามารถยับยั้งไดทั้งอะไมเลส
ในนํ้ าลายมนุษย และอะไมเลสจากตับออนวัว แตไมยับยั้งอะไมเลสในพวกแบคทีเรีย,
รา และอะไมเลสในเมล็ดของ pigeonpea

สารยับยั้งอะไมเลสของถั่วขาวที่ความเขมขน 0.4 -0.5 % ของนํ้ าหนักแหง  เมื่อทํ า
บริสทุธิจ์ะพบไกลโคโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล 49,000 ดาลตัน  จากการวิเคราะหพบวา
เปนไกลโคโปรตีนที่มีคารโบไฮเดรทอยูประมาณ 9-10 %  ซึ่งคารโบไฮเดรทในไกลโค
โปรตนี อาจเปนสวนสํ าคัญในแงของความจํ าเพาะ    ที่ทํ าใหเกิดปฏิกิริยาการยับยั้งตอ
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อะไมเลส เมื่อเกิดการรวมตัวตรงบริเวณที่เปนที่จับกับสบัสเตรทของเอนไซมนี้ ขณะเกิด
การยับยั้งที่เปนแบบไมแขงขัน (Marshall and Lauda, 1975)

หนวยยอย (subunits) ของสารยับยั้งอะไมเลสมีนํ้ าหนักโมเลกุล 15,000-18,000
ดาลตัน (Lajolo and Finardi-Fiho,1985; Pick and Wober ,1978; Powers and
Whitaker,1977)    Phaseolus vulgaris ประกอบดวยสารยับยั้งอะไมเลส 2 ชนิด คือ
แบบทนตอความรอน (AI-S) และไมทนตอความรอน (AI-U)  AI-S ประกอบดวยหนวย
ยอยคือ α2β2   มี 2 active sites (Kasahara et al., 1996)  AI-U ประกอบดวยหนวย
ยอย คือ α, β และ γ (Wato et al., 2000)    สารยับยั้งอะไมเลสของ phaseolus
vulgaris มีความยาวกรดอะมิโน 77 ถึง 146 ตัว ซึ่งคลายคลึงกันกับองคประกอบของ
กรดอะมิโนที่พบในสารยับยั้งอะไมเลส และโปรตีนphytohemagglutininsที่พบในแหลง
อ่ืนๆ (Moreno and Chrispeels, 1989)   สารยับยั้งอะไมเลสในเมล็ดของ Amaranthus
hypocondriacus พันธุเมกซิกัน มีความยาวกรดอะมิโน 32 ตัว  มี disulfide bridge 3
แหง   โดยสรุปโครงสรางกรดอะมิโนในสายเปปไทดของสารยับยั้งอะไมเลส คอนขาง
แตกตางกันตามแหลงที่พบดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  แสดงโครงสรางกรดอะมิโนในสายเปปไทดของ AI ตามแหลงตางๆ
Class Source No of amino acid
Kunitz type
Cereal type
γ-Purothionin type
Ragi I-2 type
Legume lectin type
Thaumatin type
Prokaryotic type

Barley, Wheat, rice
Wheat, barley, indian finger millet
Sorghum
Indian finger millet
Common beans
Maize
Actinomycetes

176-180
124-160
47-48
95
246
173-235
75-120

(หมายเหตุ : จํ าแนกโดย Richardson, 1990 อางโดย Chagolla-Lopez et al., 1994)
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การยบัยั้งกิจกรรมอะไมเลสของสารยับยั้งอะไมเลส พบวาสวนใหญเปนแบบไม
แขงขัน โดยจะจับกันดวยสัดสวน 1:1 และเปนแบบเสถียร การจับกันนี้ขึ้นกับปจจัย
ส ําคัญ pH, ionic strength, อุณหภูมิ, เวลาในการทํ าปฏิกิริยาและความเขมขนของ
สารยับยั้งอะไมเลส  การสราง complex นี้สามารถยับยั้งปฏิกิริยาของอะไมเลสทํ าให
ลดการยอยแปงลง  การจับกันแบบ 1:1 นี้ จะแตกตัวที่ pH ตํ่ า ซึ่งเปนผลมาจากการเสีย
สภาพทางธรรมชาติของเอนไซม และไมแตกตัวโดยสภาวะอื่นๆที่ไมเหมาะสมตอการ
ยบัยั้ง (pH สูง หรืออุณหภูมิตํ่ า) (Powers and Whitaker, 1977; Wilcox and
Whitaker, 1984)  การยบัยั้งกิจกรรมอะไมเลสของสารยับยั้งอะไมเลส เกิดไดดีในชวง
pH ตัง้แต 5.5 จนถึง pH เปนกลาง (pH 7.0)      การจับกันของสารยับยั้งอะไมเลสและ
อะไมเลสสามารถถูกทํ าลายลงที่อุณหภูมิ 100 °ซ

ความคงทนตอความรอนของตัวยับยั้งนี้มีคาใกลเคียงกับเลคตินในถั่ว เมื่อให
ความรอนที่ 80 °ซ ประมาณ 30 นาที จะไมทํ าใหระดับของปฏิกิริยาการยับยั้งในถั่ว
เปลีย่นแปลงไป และเมื่อใหความรอนที่ 90 °ซ ประมาณ 30 นาที จะทํ าใหปฏิกิริยาการ
ยบัยั้งลดลงอยางมาก แตยังไมสูญเสียอยางสิ้นเชิง ถาใหความรอนที่ 100 °ซ เปนเวลา
5-10 นาที จึงจะทํ าใหปฏิกิริยาในสารยับยั้งอะไมเลสหมดไป ความแตกตางระหวาง
สารยับยั้งอะไมเลสของถั่ว (phaseolamin) และสารยับยั้งอะไมเลสของขาวสาลี คือ
สารยับยั้งอะไมเลสของขาวสาลีเปนโปรตีนที่ทนความรอน สวน phaseolamin คอนขาง
ทนความรอน จึงใชความรอนที่อุณหภูมิ 70 °ซ ในการทํ าบริสุทธิ์ได แตอยางไรก็ตาม
phaseolamin ถูกทํ าลายอยางรวดเร็วที่ความรอน 100 °ซ (Marshall and Lauda,
1975)   สารยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดเมล็ดของ pigeonpea คงตัวและทํ างานไดดีใน
ชวง pH 4.5-9.5 โดยมีคาการยับยั้งตออะไมเลสจากนํ้ าลายสูงสุดที่ pH 7.0  คา
Isoelectric point ของสารยับยั้งอะไมเลส ตรวจสอบโดยการยอมแอคทิวิตีหลังจากทํ า
isoelectro focusing gel มีคาเทากับ 6.2    ทนตอการยอยโดยเอนไซมยอยโปรตีน เชน
trypsin, chymotrypsin, bromelain และโปรตีเอสในเมล็ดของ pigeonpea เอง    สาร
ยับยั้งอะไมเลส ของ pigeonpea คงตัวที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลาหลายชั่วโมง และการ
ยบัยั้งจะเพิ่มขึ้นหลังจากบมไวที่ 60 °ซ เปนเวลา 10 นาที ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากมี
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การเปลี่ยนแปลงโครงสรางแบบไมยอนกลับ   นํ ามาซึ่งการเพิ่มจํ านวนของ active sites
มากกวา native inhibitors แตถาใหความรอนที่ 80 °ซ เปนเวลา 10 นาที กิจกรรมการ
ยบัยั้งจะถูกทํ าลายหมดไป    และการใหความรอน 100 °ซ   8 นาที  กิจกรรมการยับยั้ง
จะถูกทํ าลายอยางสมบูรณ   การบมสารยับยั้งอะไมเลส ดวย β-mercaptoethanol จะ
ท ําลายกิจกรรมการยับยั้งไดเชนกัน (Giri and Kachole, 1998)

สารยับยั้งอะไมเลสจากพืชบางชนิดมีสมบัติของเลคติน  การศึกษาโปรตีนกลุมที่มี
สมบัติของเลคตินในเมล็ดของ lima bean (P. lunatus) พบวาโปรตีนเหลานี้มีสมบัติ
เปนสารยับยั้งอะไมเลสดวย (amylase inhibitor-like, ยอวา AIL) (Sparvoli et al.,
2001)     Fakhoury และ Woloshuk (2001) รายงานวา สารยับยั้งอะไมเลสที่ไดจาก
การทํ าบริสุทธิ์สารสกัดของ Lablab purpureus (AILP) ซึ่งสามารถยับยั้งอะไมเลสจาก
เชื้อรา (fungi) หลายชนิด มีลํ าดับของกรดอะมิโนคลายคลึงกับเลคตินในกลุม lectin-
arcelin-alpha-amylase inhibitor ซึง่พบไดในพืชตระกูลถั่วทั่วไป อันเปนองคประกอบ
ส ําคัญในการตอตานแมลงศัตรูพืช  การศึกษาคุณสมบัติพบวา AILP สามารถเกาะกลุม
เมด็เลอืดแดงของคน และกระตาย ซึ่งบมกับเอนไซมจากมะละกอไวกอนได    การ
ทดลองนี้ยํ้ าใหเห็นวา AILP มีสมบัติที่เปนทั้งสารยับยั้งอะไมเลส และเลคติน   อยางไรก็
ตามสารยับยั้งอะไมเลสจากพืชบางชนิดอาจไมมีคุณสมบัติของเลคตินได เชน สาร
ยับยั้งอะไมเลสจาก kidney bean ซึ่งเรียกวา phaseolamin ไมสามารถเกาะกลุมเม็ด
เลอืดแดงของคน แมวาใชปริมาณถึง 1.08 มก./มล. ในขณะที่สารสกัดของ kidney
bean เอง สามารถเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของคนได เมื่อใชปริมาณสารสกัดเพียง 0.02
มก./มล.  การทดลองนี้แสดงใหเห็นวาสารสกัด kidney bean มีสมบัติของเลคติน หรือมี
โปรตีนอื่นที่เปนเลคตินปนอยูกับ phaseolamin (Marshall and Lauda, 1975)

1.2   แหลงคนพบและการสรางสารยับยั้งอะไมเลสของพืช
การศึกษาสารยับยั้งอะไมเลสในพืชตระกูลถั่ว เชน Phaseolus vulgaris

(common bean) cv. Greensleeves พบสารยับยั้งอะไมเลส อยูในแกน (axes) และ
ใบเลี้ยง (cotyledon) ของตนออน ซึ่งสังเคราะหพรอมกันกับ phaseolin และ
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phytohemagglutinin    เปนโพลเีปปไทดขนาดเล็ก (Mr 15,000-19,000)  สะสมอยูใน
vacuoles ทีเ่ก็บสะสมโปรตีน (protein bodies)    สารยับยั้งอะไมเลส ถูกสังเคราะหใน
rough endoplasmic reticulum (RER) และปรับแตงโครงสรางใน golgi complex แลว
ถกูขนสงเขาสู vacuoles เพื่อเก็บสะสมไว (Moreno et al., 1990)

ขาวไร, ขาวบารเลย, เมล็ดและตนของขาวสาลี มีโปรตีนยับยั้งอะไมเลสอยู 2
ชนิดคือ ชนิดปองกัน (Defense type, D-type) และชนิดควบคุม (Regulating type,
R-type) โดยชนิดปองกันมีผลยับยั้งอะไมเลสของแมลง และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม แต
ชนิดควบคุมยับยั้งอะไมเลสของธัญพืชเอง   จากการศึกษาในขาวสาลีพบวากิจกรรม
ของ สารยับยั้งอะไมเลส ทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณเพิ่มขึ้นหลังการผสมพันธุ (fertilization)
และสูงสุดเมื่อพัฒนาเปนเมล็ดแก (Robertson and Hill, 1989; Robertson et al.,
1989)     ขาวสาลีพันธุ white winter พบ R-type ปริมาณสูงในรํ าขาวซึ่งเปนสวนของ
aleurone (Morris and Paulsen, 1988)   ขาวสาลีพันธุ triticum ซึ่งมี α-amylase ตํ่ า
จะมีกิจกรรมของ สารยับยั้งอะไมเลส ชนิด R-type ตํ่ ากวาพันธุที่มี α-amylase สูง
(Masojc and Larsson-Raznikiewicz, 1991)     ขณะที่เมล็ดขาวสาลีกํ าลังงอกพบวา
กิจกรรมของ สารยับยั้งอะไมเลสไมเปลี่ยนแปลงในชวง 48 ชม. แรก แมวากิจกรรมของ
α-amylase จะเพิ่มขึ้นสูง การคนพบนี้แสดงวาสารยับยั้งอะไมเลส และ α-amylase อยู
ในสวนของเนื้อเยื่อ embryo ตางบริเวณกัน (Kanzaki et al., 1993)    การศึกษาของ
Taufel et al. (1997)  โดยใชขาวไรเปนตัวอยางพบ สารยับยั้งอะไมเลส ทั้ง 2 ชนิด (D
และR-type) เชน ขาวสาลี โดย D-type มีปริมาณสูงในสวนของ embryo และ
endosperm แตมีปริมาณคอนขางตํ่ าในสวนของ aleurone สวนใน epidermis พบได
นอย     ปริมาณความเขมขนของ D และR-type ยังแปรผันตามสภาพแวดลอมชวงการ
งอกของเมล็ด     ถาสภาพอากาศเย็นและชื้น สารยับยั้งอะไมเลส ชนิด D-type จะมี
ปริมาณตํ่ า  สภาพอากาศแหง D-type มีปริมาณสูง   สวน R-type มีปริมาณสูงใน
สภาพอากาศชื้น และมีปริมาณตํ่ าเมื่ออากาศแหง    กิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสชนิด D
และR-type ของขาวไรทุกๆสายพันธุที่ทดลองจะคงที่ชวง 72 ชม.แรกของการงอก คลาย
กบัที่พบในขาวสาลี (Taufel et al., 1997)
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สารยับยั้งอะไมเลส ของ pigeonpea  สรางในชวงระยะปลายของการพัฒนา
เมลด็และสลายไปในระยะปลายของการงอกของเมล็ด    ผลการศึกษา Giri และ
Kachole, 1998 ไมสามารถตรวจพบกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดเมล็ดที่ 20
วนัหลังจากออกดอก (20 DAF) แตเร่ิมตรวจพบกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลสในเมล็ดที่
40 วนัหลังจากออกดอก (40 DAF)(14.8 หนวยกิจกรรม) สูงขึ้นอีกที่เมล็ด 50 วันหลัง
จากออกดอก (50 DAF)(25.6 หนวยกิจกรรม) และสูงสุดเมื่อเมล็ดแกเต็มที่ (32.5
หนวยกิจกรรม)    กิจกรรมของ สารยับยั้งอะไมเลส ลดลงตามระยะเวลาในการงอกของ
เมลด็ ซึ่งอาจเนื่องจากเกิดการยอยสลายโปรตีนสารยับยั้งอะไมเลส ที่เกิดขึ้นเนื่องจาก
การงอกของเมล็ด     ในการศึกษาพบวากิจกรรมของ α-amylase ของสารสกัดเมล็ดสูง
สดุที ่40 หลังจากออกดอก (90.8 หนวยกิจกรรม) แลวเริ่มลดลงที่ 50 หลังจากออกดอก
(87.5 หนวยกิจกรรม) และตํ่ าสุดเมื่อเมล็ดแก (2.6 หนวยกิจกรรม) โดยไมสงผลใดๆกับ
สารยับยั้งอะไมเลสภายในเมล็ด

1.3   การใชประโยชนของสารยับยั้งอะไมเลส
การใชประโยชนจากสารยับยั้งอะไมเลสมีได 3 แนวทาง คือ
1). ทางการแพทย สารยับยั้งอะไมเลสสามารถชะลอการยอยแปงในทาง

เดนิอาหาร ชวยใหระดับนํ้ าตาลในเลือดลดลง เปนประโยชนแกการรักษาโรคเบาหวาน
และโรคอวน

2). ทางการเกษตร สารยับยั้งอะไมเลสมีคุณสมบัติยับยั้งอะไมเลสของ
แมลง ชวยใหสามารถใชประโยชนในการตานทานแมลงศัตรูพืชได

3). ทางอตุสาหกรรม การชะลอการยอยสลายแปงของสารยับยั้งอะไมเลส
ขณะที่มีการพัฒนาของเมล็ด อาจมีประโยชนสํ าหรับอุตสาหกรรมทํ าขนมปง

เนื่องจาก α-amylase มีบทบาทสํ าคัญในการยอยแปงในทางเดินอาหาร
ของคนและสัตว การมี สารยับยั้งอะไมเลส ในอาหารจึงมีความสํ าคัญในการทํ าลายการ
ยอยแปง ซึ่งเปนทางเลือกใหมของการรักษาและการควบคุมอาหาร (Marshall,  1975;
Puls and Keup, 1973)    สารยับยั้งอะไมเลส จากพืชโดยสวนใหญจะยับยั้งอะไมเลส



9

ของสตัวแตไมยับยั้งอะไมเลสของแบคทีเรีย, รา และพืชตางๆ  การศึกษาคุณสมบัติของ
สารยับยั้งอะไมเลส ในการยับยั้งกิจกรรมเอนไซมอะไมเลสของคน,สัตว และแมลง โดย
กลุมวิจัยประเทศตางๆ พบวามีความเปนไปไดในการนํ าสารยับยั้งอะไมเลส มาใชใน
การรักษาโรคเบาหวาน,โรคอวนและโรคไขมันอุดตันในหลอดเลือด   ปญหาสาธารณสุข
ทีเ่กดิกบัประชากรในโลกยุคปจจุบัน      เพราะผลการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลสตอ
อะไมเลส เอนไซมยอยคารโบไฮเดรทนี้มีผลตอ carbohydrate tolerance, gastric
emptying, satiety ตลอดจนการเพิ่มของนํ้ าหนัก (Doi et al., 1995; Koike et al.,
1995)

สารยับยั้งอะไมเลส สามารถจับกับเอนไซมยอยคารโบไฮเดรทแอลฟา
อะไมเลส(α-amylase)ที่ผลิตจากตอมนํ้ าลาย(salivary α-amylase) และตับออน
(pancreatic α-amylase)ของคนและสัตวได ผลของการจับกันของสารยับยั้งอะไมเลส
และเอนไซมอะไมเลส ทํ าใหเอนไซมไมทํ างานสงผลใหการยอยแปงลดลง      Jenkins
et al. (1986) และ Thompson (1988) ไดทํ าการศึกษาวิจัยและพบวาสาร anti-
nutrients ประเภท สารยับยั้งอะไมเลส ในพืชตระกูลถั่ว สงผลตอการลดนํ้ าตาลใน
กระแสเลือดของคน โดยไปยับยั้งการยอยสารอาหารคารโบไฮเดรท  Choudhury et al.
(1996) พบวาสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์จากขาวสาลียับยั้งกิจกรรมอะไมเลสจาก
ตบัออนภายในลํ าไสเล็กสวนตน (duodenum) ไดมากกวา 90%       Koike et al.
(1995) พบวาสารยับยั้งอะไมเลสจากขาวสาลี 1.5 กรัม เมื่อทํ าการทดลองใหสุนัขกิน
เปนเวลา 9 สัปดาห สามารถลดระดับกิจกรรมอะไมเลสจากตับออนลงจนสงผลตอการ
ลดระดับนํ้ าตาลกลูโคสในเลือด    Doi et al. (1995) พบวาสารยับยั้งอะไมเลสชะลอ
การยอยอาหารพวกแปง สงผลลดกลูโคสในพลาสมาเหลือ 10 มิลลิกรัม/เดซิลิตร ใน 15
นาท ีหลังอาหาร และยังลดระดับ ketone bodies หรือ 3-hydroxybutyric acid
(3-OHBA) ดวย      Kataoka และ Dimagno (1999) พบวาสารยับยั้งอะไมเลสในขาว
สาลีมีปริมาณการยับยั้งอะไมเลสไดมากกวาสารยับยั้งอะไมเลสในถั่วขาว สารยับยั้ง
อะไมเลสนี้มีประโยชนตอการชวยลดนํ้ าหนักในโรคอวน และชวยในการรักษาโรคเบา
หวานได



10

การยอยอาหารประเภทแปงลดลงมากกวา 20 % เมื่อในลํ าไสมีสารยับยั้ง
อะไมเลสที่มีความเขมขน 3-5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อาหารที่เปนคารโบไฮเดรทจะเกิดการ
ยอยอยางไมสมบูรณ (Layer et al.,1985)  การยอยแปงและการดูดซึมที่ชาลงและการ
เพิม่ขึน้ของคารโบไฮเดรทที่ผานเขาสูลํ าไสใหญ อาจเปนประโยชนตอการรักษาโรคเบา
หวานหรือโรคอวน  อัตราการยอยคารโบไฮเดรทในทางเดินอาหารสามารถตรวจสอบ
โดยหาปริมาณกลูโคสในพลาสมาหลังอาหาร (Jenkins et al., 1980; O’Dea et al.,
1981)

การศึกษาทางชีวเคมีพบวาเราสามารถพัฒนาการสรางกลไกทางธรรมชาติ 
เพือ่ปกปองการทํ าลายเมล็ดพืชจากแมลงและเชื้อโรคตางๆ ได 2 แนวทางคือ

1). เหนี่ยวนํ าใหเกิดการสังเคราะหสารยับยั้งอะไมเลสโดยเร็วในระยะที่
ออนแอที่สุดตอการถูกแมลงรุกราน  และ/หรือ

2). สราง transgenic plants ทีมี่สารยับยั้งอะไมเลสซึ่งมีความจํ าเพาะ
หลากหลายตอการยับยั้งอะไมเลสของแมลงชนิดตางๆ (Gatehouse et al., 1986;
Baker, 1988; Ishimoto and Kitamura, 1989; Gomez et al., 1991)

Shade et al. (1994)  สราง Transgenic pea (Pisum sartivum) ดวย
เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม โดยนํ ายีน สารยับยั้งอะไมเลส ของ Phaseolus vulgaris ไป
ใส เพื่อใหเมล็ดของ pea ตานทานแมลงได          Chrispeels et al. (1998)  สราง
transgenic pea  (Pisum sartivum) และ adzuki bean (Vigna angularis) โดยการนํ า
cDNA ของ αAI-1 จาก Phaseolus vulgaris     การแสดงออกของยีนชวยให pea และ
adzuki bean สามารถตานทานการกัดกินของแมลงกลุม old world bruchids ไดถึง 3
สายพันธุ คือ pea weevil (Bruchus pisorum), cowpea weevil (Callosobruchus
maculatus) และ adzuki bean weevil (Callosobruchus chinensis)        Ishimoto
และ Kitamura (1989), Chrispeels และ Raikhel (1991) พบวาสารยับยั้งอะไมเลส
จาก kidney bean มีพิษตอ cowpea weevil (Callosobruchus maculatus) และ
adzuki bean weevil    (Callosobruchus chinensis) ที่ความเขมขน 2-5 กรัม/
กิโลกรัมอาหาร     แต Grant et al. (1995) ไดแนะนํ าวาการสราง transgenic plant ที่
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มีสารยับยั้งอะไมเลสในปริมาณสูงอาจทํ าใหคนหรือสัตวที่กินพืชไดรับพลังงานจากสาร
คารโบไฮเดรทลดนอยลง  กอนทํ า transgenic plant จงึควรหาคาเฉลี่ยของสารยับยั้ง
อะไมเลสในพืชทุกชนิดอยางหลากหลายถึงปริมาณที่สามารถบริโภคไดโดยไมเกิดพิษ 
ซึง่ยังคงตองมีการศึกษาเกี่ยวกับเรื่องนี้ตอไปอีก เพื่อจะไดนํ าสารยับยั้งอะไมเลสมาใช
ประโยชนไดอยางเต็มที่

หนาที่หลักของ สารยับยั้งอะไมเลส คือ ควบคุมกิจกรรมของอะไมเลสขณะ
ทีเ่มล็ดกํ าลังสังเคราะหเม็ดแปง (starch granule) ในระหวางการเจริญเติบโต และ
สามารถปองกันการทํ าลายตนออนในเมล็ดจากอะไมเลสกอนการเก็บเกี่ยวได (Mundy
et al., 1983; Robertson and Hill, 1989)     สารยับยั้งอะไมเลสจึงอาจมีประโยชนใน
โรงงานทํ าขนมปง จากการศึกษาพบวาสามารถปรับปรุงสมบัติในขนมปงของผงแปง
จากตนออนของขาวสาลี ไดโดยเติม α-amylase/subtilisin inhibitor (BASI)
(Zawistowska et al., 1988)   ในอตุสาหกรรมเบียร พบวา BASI อาจมีผลตออัตราการ
ยอยแปงในระยะแรกของการบด แตปฏิกิริยาการยับยั้งอาจสูญเสียในการบดแปงที่
อุณหภูมิปกติได (Munck et al., 1985)

1.4  วิธีการสกัดสารยับยั้งอะไมเลส
การสกัดสารยับยั้งอะไมเลสจากตัวอยางมี 2 วิธีหลักคือ แบบที่ใชความรอน

และไมใชความรอนในการสกัด
1).  วิธีที่ใชความรอนในการสกัด

 วิธีของ Moreno et al. (1990) โดยนํ า cotyledons ของเมล็ดถั่ว
Phaseolus vulgaris (common bean) cv. Greensleeves มาบดใน 10 mM β-
mercaptoethanol (1:3 w/v) เซนตริฟวจที่ 12,000 g เปนเวลา 10 นาที แลวจึงนํ าสวน
ใสมาเติมบัฟเฟอร 0.2 M succinate, 0.1 M CaCl2 (pH 3.8)(110 µl/ml) นํ าไปบมที่
อุณหภูมิ 70 °ซ เปนเวลา 10 นาที กํ าจัดตะกอนโปรตีนโดยการเซนตริฟวสที่ 12,000 g
เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสมาปรับ pH เปน 5.6 ดวย NaOH เกบ็ไวเพื่อทํ าการ
ทดลองตอไป
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Grant et al. (1995) น ําเมล็ดถั่วมาบดแลวสกัดใน 0.02 M sodium
phosphate buffer, pH 6.9, NaCl 9 กรัม/ลิตร (1:5 w/v) คนเปนเวลา 16 ชม. ที่
อุณหภูมิ 4 °ซ หลังจากนั้นนํ ามาเซนตริฟวจที่ 50,000 g เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนใส
นํ ามาบมที่อุณหภูมิ 70 °ซ เปนเวลา 10 นาที   ทํ าใหเย็นลงทันทีดวยนํ้ าแข็ง แลวจึง
เซนตริฟวจอีกครั้งที่ 50,000 g เปนเวลา 20 นาที นํ าสวนใสมาเก็บไวเพื่อทํ าการทดลอง
ตอไป

Marshall และ Lauda (1975) น ําเมล็ดถั่วมาบดใหละเอียดแลวคนดวย
1% สารละลายโซเดียมคลอไรด เปนเวลา 1 ชม.ที่อุณหภูมิหอง นํ ามาเซนตริฟวจที่
27,000 g เปนเวลา 30 นาที เก็บสวนใสมาบมที่อุณหภูมิ 70 °ซ เปนเวลา 15 นาที
ก ําจัดตะกอนโปรตีนโดยเซนตริฟวจที่ 27,000 g เปนเวลา 60 นาที เก็บสวนใสไวทํ าการ
ทดลองตอไป

2).  วิธีที่ไมใชความรอนในการสกัด
Giri และ Kachole (1996) นํ าเมล็ดถั่ว (pigeonpea) มาลางและทํ าแหง

แลวน ําไปบดละเอียดเปนผงแลวละลายใน hexane เพื่อกํ าจัดไขมันออกไป ทํ าแหงและ
บดอกีครั้งหนึ่ง หลังจากนั้นนํ ามาคนดวย 0.1 M HCl ซึง่ประกอบดวย 0.1 M NaCl และ
1% PVP (1:6 w/v) เปนเวลา 2-2.5 ชม. นํ าไปเซนตริฟวสที่ 12,000 g แลวจึงปรับ pH
เปน 7.0 ดวย 1 M NaOH น ําไปเซนตริฟวจที่ความเร็วเทาเดิมอีกครั้งหนึ่ง เก็บสวนใสไว
ทํ าการทดลองตอไป

PVP เปนตัวตกตะกอน polyphenols(Singh, 1984) สารสกัดที่มีและไมมี
PVP จะมีกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลสคลายกัน แสดงวากิจกรรมการยับยั้งในสารสกัด
ของเมล็ด pigeonpea ไมเกี่ยวของกับ free polyphenols

Pueyo และ Delgado-Salinas (1997) น ําเมล็ดถั่วแชนํ้ าคางคืนไวแลวนํ า
ไปบดในโกรงบดที่เย็นดวยบฟัเฟอร 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM β-
mercaptoethanol, 0.1 M NaCl, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
(1:10 w/v) นํ ามาเซนตริฟวจที่ 15,000 g เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสไวทํ าการ
ทดลองตอไป
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1.5  วิธีการหาคารอยละการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลส (% inhibition of
amylase)
การตรวจสอบกิจกรรมการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลส ประกอบดวย  3 ขั้น

หลักๆ คือ
1).    ให สารยับยั้งอะไมเลส จับกับเอนไซมอะไมเลสตามระยะเวลา
2). วดักิจกรรมอะไมเลสที่เหลือจากการจับโดยใชปฏิกิริยาการยอยแปงเปนนํ้ า

ตาลเชิงเดี่ยวกลูโคส
3). ตรวจวัดปริมาณนํ้ าตาลที่เกิดขึ้นซึ่งมีหลายวิธีคือ วิธีทดสอบโดย 3,5-

dinitrosalicylic acid, วิธีทดสอบโดย alkaline copper reagent หรือตรวจวัดปริมาณ
สบัสเตรทแปงที่ไมถูกยอยโดยวิธีไอโอดีน

Marshall และ Lauda (1975) หาคารอยละการยับยั้งของสารยับยั้งอะไมเลส
โดยนํ าสารยับยั้งอะไมเลส มาบมกับอะไมเลสที่แตละอุณหภูมิ (0, 25 และ 37 °ซ) ใน
บัฟเฟอร 33.3 mM sodium glycerophosphate, pH 6.9 คากิจกรรมที่เหลือจากการ
ถูกยับยั้งของอะไมเลส ตรวจสอบโดยวิธี iodine staining assay ซึ่งเปนวิธีการวัดความ
เขมของสียอมไอโอดีนที่ลดลงในระหวางปฏิกิริยาของเอนไซมอะไมเลสกับนํ้ าแปง โดย
เตรียมอะไมเลส 1 หนวย (จํ านวนซึ่งทํ าใหเกิด 1 ไมโครโมลของ reducing sugar ตอ 1
นาที) ปริมาตรรวม 2.5 มล.  กิจกรรมที่เหลือหลังจากการบมอะไมเลสกับสารยับยั้ง นํ า
มาตรวจสอบการยอยโดยดูปฏิกิริยาเอนไซมจากการเติมนํ้ าแปง หลังจากบมที่อุณหภูมิ
37 °ซ เปนเวลา 5 นาที นํ าสารตัวอยาง 0.1 มล. จากการยอยมาเติมในสารละลาย
0.02 % iodine ใน 0.2 % potassium iodide (KI) แลวจึงนํ าไปวัดความเขมของสีที่คา
การดูดกลืนแสงที่ 680 นาโนเมตร      ในการศึกษาคุณสมบัติของ phaseolamin โดยใช
อะไมเลสจากตับออนของหมูมีขั้นตอนที่คลายกัน ยกเวนปฏิกิริยาเอนไซมในการยอยทํ า
โดยเติมนํ้ าแปงในบฟัเฟอร 40 mM sodium glycerophosphate, pH 6.9         การวัด
กิจกรรมของอะไมเลสที่เหลือทํ าโดยบฟัเฟอรดวย pH 6.9  ทํ าการบมที่อุณหภูมิ 37 °ซ
แลวตรวจสอบ reducing sugars ที่เกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตอนํ้ าแปง โดยใช
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alkaline copper reagent
Giri และ Kachole (1996) ทํ าการตรวจสอบโดยตรวจวัดปริมาณมอลโตส ที่เกิด

ขึน้หลังจากยอยดวยอะไมเลสจากตอมนํ้ าลาย โดยใช dinitrosalisylic acid reagent
(DNS) (Bernfeld, 1955; Fossum and Whitaker, 1974)   กิจกรรมอะไมเลส 1 หนวย
หมายถึง การเกิดมอลโตส 1 มก. จากแปงที่อุณหภูมิ 37 °ซ pH 6.9 ในเวลา 3 นาที
สวนกิจกรรมการยับยั้งอะไมเลส 1 หนวย หมายถึง อะไมเลส 1 หนวย ที่ถูกยับยั้งภาย
ใตภาวะดังกลาว

Pueyo และ Delgado-Salinas (1997) ทํ าการตรวจสอบโดยบมเอนไซมกับสาร
สกัดสารยับยั้งอะไมเลส เปนเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิ 37 °ซ ในบัฟเฟอร 15 mM
succinate (pH 5.6), 20 mM CaCl2, 0.5 M NaCl และ 2 มก./มล. BSA  กอนทํ าการ
ตรวจสอบกิจกรรมอะไมเลสซึ่งดัดแปลงตามวิธีของ Bernfeld (1955) โดยนํ าเอนไซมมา
บมกับ 1% นํ้ าแปงที่เตรียมใน 40 mM potassium phosphate, 50 mM NaCl, pH 6.9
หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยเติม  1 มล. dinitrosalisylic acid reagent แลวนํ าไปตมในนํ้ า
เดอืด 10 นาที เติมนํ้ า 8 มล. แลวนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 530 nm ผลที่ไดเปรียบ
เทยีบกับจํ านวนที่เทากันของเอนไซมที่ไมมีสารยับยั้งรวมอยูดวย (amylase inhibitor 1
unit หมายถึง จํ านวนของสารยับยั้งอะไมเลสที่ยับยั้ง amylase 1 unit อยางสมบูรณ)
กราฟมาตรฐานเตรียมโดยใชมอลโตส (amylase 1 unit หมายถึง จํ านวนของเอนไซมที่
ทํ าใหเกิด 1 µmol ของมอลโตสใน 1 นาทีที่อุณหภูมิ 25 °ซ)

การตรวจสอบกิจกรรมของสารยับยั้งอะไมเลส     ทํ าโดยวัดอัตราการยับยั้งตอ
อะไมเลส เชน นํ าสารละลายสารยับยั้งอะไมเลส จํ านวนหนึ่งมาบมกับอะไมเลสจากตับ
ออนของหมูที่อุณหภูมิ 37 °ซ (ประมาณ 1 ไมโครกรัม ประกอบดวย 1 หนวยของกิจ
กรรมเอนไซม) ใน 33.3 mM sodium glycerophosphate buffer, pH 6.9 ปริมาตรรวม
1.5 มล. หลงัจากบมในระยะเวลาหนึ่งแลว ก็เติมนํ้ าแปงลงไป 1 มล.     ทํ าการวัดกิจ
กรรมอะไมเลสที่เหลือดวยวิธีดังกลาวขางตนพรอมกับ substrate blank และนํ้ ายอยที่
เปนตัวควบคุมเห็นวาการยับยั้งไดสัดสวนกับจํ านวนของสารยับยั้ง การใชจํ านวนของ
สารยับยั้ง และระยะเวลาในการบม ไมควรใหคาการยับยั้งตอกิจกรรมอะไมเลสเกิน
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50 %  มักจะใชเวลาบม 20 นาที และหากิจกรรมอะไมเลสที่เหลือในเวลา 5 นาที
(1 หนวย ของกิจกรรมสารยับยั้งอะไมเลส คือจํ านวนที่ทํ าใหเกิดการยับยั้งกิจกรรม
อะไมเลสที่ 50 % ในเวลา 20 นาที ภายใตภาวะดังกลาว) แมวาสวนใหญแลวกิจกรรม
ของสารยับยั้งอะไมเลส ทํ าการวัดที่ pH 6.9 แตเมื่อศึกษาคุณสมบัติของสาร สารยับยั้ง
อะไมเลส ที่ทํ าบริสุทธิ์แลว แสดงใหเห็นวาไมใช pH สูงสุดสํ าหรับทํ าการหาคาการ
ยับยั้ง การศึกษาคุณสมบัติสวนใหญของ สารยับยั้งอะไมเลส ทํ าโดยบมกับอะไมเลสที่
pH 5.5 ตามดวยวัดกิจกรรมอะไมเลสที่เหลือที่ pH 6.9 (Marshall and Lauda, 1975)

ปฏิกิริยาของอะไมเลสกับสารยับยั้ง ตรวจสอบโดยบมอะไมเลส (0.81 µg) กับ
สารยับยั้งอะไมเลส (0.4 µg) ดวยระยะเวลาที่ตางกันเพื่อหาเวลาที่เหมาะสมที่สุด  โดย
ทํ าที่อุณหภูมิ 37 °ซ ในสารละลาย 6.7 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 ซึ่งมีสวน
ประกอบเดิม ปริมาณ 1.5 มล. สวนกิจกรรมอะไมเลสที่เหลือหลังจากการบม ตรวจวัด
โดยเติมสารละลายนํ้ าแปง และนํ ามาทดสอบการยอมดวยไอโอดีน     จํ านวนของ
อะไมเลสคํ านวณโดยใช molar extinction coefficient ที่คาการดูดกลืนแสง 280 nm
(Caldwell et al., 1952)  สวนจํ านวนของสารยับยั้งอะไมเลสตรวจวัดภายใตนํ้ าหนัก
แหงรวม การยับยั้งเกิดขึ้นสูงสุดที่ 41.5 % ซึ่งใชอะไมเลส 0.34 µg สามารถยับยั้งโดย
สารยับยั้งอะไมเลส 0.4 µg   มวลโมเลกุลของอะไมเลส คือ 51,300 ดาลตัน สวนสาร
ยับยั้งอะไมเลสคือ 49,000 ดาลตัน ในการคํ านวณสมมติวาโปรตีนทั้งหมดในอะไมเลส
คือ active enzyme

อัตราการยับยั้งตอ hog pancreatic, helix pomatia α-amylase(ไดจาก
human intestinal juice)  และ human salivary เมื่อ ตรวจสอบโดยทํ าการบมกับสาร
ยับยั้งอะไมเลสที่ระยะเวลาตางกัน  หลังจากบมแลววัดกิจกรรมอะไมเลสที่เหลือดวยวิธี
iodine staining assay   ผลการทดลองพบวา hog pancreatic,  salivary α-amylase
และhelix pomatia α-amylase มีอัตราการยับยั้งใกลเคียงกันคือ รอยละ 97 ,94 และ
100 ตามลํ าดับ
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1.6  วิธีการทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลส
การทํ าบริสุทธิ์ สารยับยั้งอะไมเลส ทํ าไดหลายวิธีโดยมีขั้นตอนหลักๆคือ
1). ตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต และการกํ าจัดโปรตีนดวย

ความรอน
2).     ผานคอลัมนโครมาโตรกราฟแบบตางๆ
3).     ทดสอบความบริสุทธิ์โดยการหากิจกรรม และทํ าอิเล็กโตรโฟรีซิส
การทํ าบริสุทธิ์มีไดหลายวิธีดังนี้
จากวิธีของ Marshall และ Lauda (1975) พบวา kidney beans, Phaseolus

vulgaris ซึ่งมีตัวยับยั้งของอะไมเลสที่มีชื่อวา phaseolamin ทํ าบริสุทธิ์โดยการตก
ตะกอนโปรตีนดวยวิธี heat treatment, dialysis และ ผาน chromatography แบบ
DEAE-cellulose, sephadex G-100 และ CM-cellulose ซึ่ง phaseolamin จะปรากฎ
อยูในระดับ 4-5 กรัม/กิโลกรัม ของปริมาณถั่วที่ใช    การทํ าบริสุทธิ์ของ phaseolamin
ใช affinity binding โดยแยกอะไมเลสจากตับออนของหมู จากสารสกัดหยาบหรือสาร
ยบัยัง้ทีท่ํ าบริสุทธิ์แลวบางสวน โดยใชหลักการจับกับ sepharose 4 B ตามวิธีของ
Porah et al. (1967)  Sepharose-α-amylase conjugate นี้เก็บที่ 20 mM acetate
buffer, pH 5.5 ซึง่ประกอบดวย 4 mM CaCl2   การเตรียมสารยับยั้งอะไมเลส มีวิธีการ
คือนํ าสารยับยั้งอะไมเลสมาละลายหรือไดอะไลสใน 20 mM acetate buffer, pH 5.5
ที่มี 4 mM CaCl2 แลวเติม immobilized α-amylase หลังจากนั้นนํ ามาบมที่ 37 °ซ
เปนเวลา 30 นาที เขยาเปนครั้งคราว แลวเจลจะถูกแยกออกจากสารละลายโดยการ
เซนตริฟวสและลางดวยบฟัเฟอร   หลังจากนั้นทํ าใหสารยับยั้งอะไมเลสหลุดออกจาก
complex bound α-amylase โดยลางดวย 100 mM citrate/phosphate buffer, pH
3.1 อยางไรก็ตามวิธีนี้มีความสะดวกนอยกวาใชเทคนิคการตกตะกอน เนื่องจากเปนวิธี
ทีเ่หมาะสมกับการทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสที่มีปริมาณเพียงเล็กนอยเทานั้น ยิ่ง
กวานั้นวิธี affinity binding ไมสามารถกระทํ าการโดยใช column chromatography
เนือ่งจากความจํ าเปนที่จะบมเอนไซมและสารยับยั้งที่อุณหภูมิสูง ขอเสียอีกอยางของ
affinity method คอืมักเกิดการทํ าลายโดยภาวะ pH ตํ่ าซึ่งจํ าเปนในการกลับคืนสภาพ
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เดิมของ phaseolamin เพื่อยับยั้งการทํ างานของอะไมเลส แตวิธีการนี้ก็ตองกลาวถึง
เพราะอาจจะเปนทางเลือกอยางหนึ่งสํ าหรับการแยกสารยับยั้งอะไมเลสจากแหลงอื่นๆ
ทีไ่มสามารถทํ าบริสุทธิ์โดยวิธีธรรมดาได วิธี affinity chromatography ชนิดนี้ใชบอย
ในการแยกสารยับยั้งของ proteolytic enzyme (Fritz et al., 1970; Feinstein, 1971)

จากวิธีของ Yamagata et al. (1998)  สารยับยั้งอะไมเลสในสารสกัดตัวอยางถูก
ท ําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเขมขน
60% ของความอิ่มตัว แลวนํ าไปเซนตริฟวจแยกตะกอนออกมา ละลายคืนดวยปริมาตร
นอยที่สุดใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 และไดอะไลสเปนเวลา 3 วัน ใน
บฟัเฟอรเดิม โปรตีนที่ไมละลายจะถูกกํ าจัดออกโดยการเซนตริฟวจ แลวนํ าสารละลาย
ทีไ่ดมาผานลงบนคอลัมน CM-cellulose หลังจากลางคอลัมนดวยบัฟเฟอรเดิมแลวชะ
คอลัมนดวย linear gradient ของ 0-0.2 M NaCl ในบฟัเฟอรเดิม นํ าหลอดที่มีกิจกรรม
ของการยับยั้งอะไมเลสมารวมเขาดวยกัน     และตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียม
ซลัเฟตที่ความเขมขน 60% ของความอิ่มตัวอีกครั้ง เก็บตะกอนหลังจากเซนตริฟวจ
และละลายคืนดวยปริมาตรนอยที่สุดในบฟัเฟอรเดิม นํ าสารละลายที่ไดนี้มาผานลงบน
คอลัมน Sephadex G-75 ชะคอลัมนดวยบัฟเฟอรเดิม นํ าหลอดที่มีกิจกรรมของการ
ยับยั้งอะไมเลสมารวมเขาดวยกันอีก แลวตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความเขมขน 60% ของความอิ่มตัว หลังจากเซนตริฟวจ นํ าตะกอนมาละลายคืนดวย
ปริมาตรนอยที่สุดในบฟัเฟอรเดิม แลวจึงทํ าวิธีเจลฟลเตรชั่นแบบเดิมซํ้ าอีก 1 รอบ ใน
ครั้งนี้เมื่อรวมหลอดที่มีสารยับยั้งอะไมเลสไดแลว ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียม
ซลัเฟต และนํ ามาละลายคืนใน 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.5 ไดอะไลส
ดวยบฟัเฟอรเดิมเปนเวลา 2 วัน นํ าสารละลายที่ไดมาผานลงบนคอลัมน CM-cellulose
หลังจากลางคอลัมนดวยบฟัเฟอรเดิมแลว  ชะคอลัมนดวย linear gradient ของ 0-
0.25 M NaCl ในบฟัเฟอรเดิม นํ าหลอดที่มีกิจกรรมของการยับยั้งอะไมเลสมารวมเขา
ดวยกัน และตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซลัเฟตอีกครั้ง เก็บตะกอนหลังจาก
เซนตริฟวจ และละลายคืนดวยปริมาตรนอยที่สุดในบฟัเฟอรเดิม นํ าสารละลายมาผาน
คอลัมน CM-cellulose ดวยวิธีเดิมอีกครั้ง รวมหลอดที่มีกิจกรรมของการยับยั้ง
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อะไมเลสมารวมเขาดวยกัน และตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอีกครั้ง เก็บ
ตะกอนหลังจากเซนตริฟวจ และละลายคืนดวยปริมาตรนอยที่สุดในบัฟเฟอรเดิม นํ า
สารละลายมาผานคอลัมน CM-cellulose ดวยวิธีเดิมอีกครั้ง รวมหลอดที่มีกิจกรรมของ
การยับยั้งอะไมเลสเขาดวยกัน แลวตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ละลาย
คืนดวย 1 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8 แลวไดอะไลสดวยบัฟเฟอรเดิมเปน
เวลา 2 วัน นํ าสารละลายที่ไดมาผานลงบนคอลัมน Hydroxyapatite หลังจากลาง
คอลัมนดวยบฟัเฟอรเดิมแลว ชะคอลัมนดวย stepwise elution ของ 10, 100 และ 500
mM sodium phosphate buffer, pH 6.8       น ําหลอดที่มีกิจกรรมของการยับยั้ง
อะไมเลสมารวมเขาดวยกัน และตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต

1.7  การหาขนาดโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลส
การหาขนาดโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลสสามารถทํ าได 2 วิธีคือ ตรวจสอบโดย

ใชอิเล็กโทรฟอรีซสิ และวิธีเจลฟลเตรชันโครมาโตรกราฟ
Moreno และ Chrispeels. (1989) พบวาจากการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสของสาร

ยับยั้งอะไมเลส แสดงใหเห็น polypeptides 3 แถบ ในชวงมวลโมเลกุล 30,000-35,000
ดาลตัน เมื่อทํ าใหเกิดโพลเีปปไทดขนาดใหญมีขนาดมวลโมเลกุล 25,000 ดาลตัน
แสดงใหเห็นวา โพลเีปปไทด 3 แถบนี้แตกตางกันดวยจํ านวนของไกลแคน (เชน เปน
พวกไกลโคฟอรม ซึ่งไดจากการวิเคราะหสภาพของคารโบไฮเดรทในโพลเีปปไทดของ
สารยับยั้งอะไมเลส) หลังจาก deglycosylation แลว เมื่อวิเคราะหดวย SDS-PAGE
พบวาหนวยยอยของสารยับยั้งอะไมเลส มีมวลโมเลกุล 15,000  ดาลตัน     Power และ
Whitaker (1977) พบวาเมื่อวิเคราะหดวย SDS-PAGE นํ้ าหนักโมเลกุลของสารยับยั้ง
อะไมเลสอาจตํ่ ากวาเมื่อเทียบกับที่คํ านวนจากการผานเจลฟลเตรชัน เนื่องจากอาจเกิด
การคลาดเคลื่อนของไกลโคโปรตีนเมื่อผานคอลัมนเจลฟลเตรชัน      Giri และ Kachole
(1998) น ําสารสกัดและสารที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซลัเฟตมาทํ า Native-
PAGE 7% ซึง่ม ี0.5% นํ้ าแปงจากวิธีของ Davis (1964) หลังจากนั้นนํ าไปทํ าใหสมดุล
ในบฟัเฟอรสํ าหรับวิเคราะหหากิจกรรมอะไมเลสเปนเวลา 5 นาที แลวจึงบมในสาร
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ละลายอะไมเลส (20 หนวย/มล.) เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37 °ซ     ลางผานนํ้ า
แลวนํ าไปยอมในสารละลายไอโอดีน (10 mM I2 ใน 14 mM KI) เปนเวลา 5 นาที ลาง
ไอโอดนีสวนเกินออกดวยนํ้ า พบแถบที่เปนสารยับยั้งอะไมเลสติดสีนํ้ าเงินเพราะมีการ
จบักบัสารละลายอะไมเลสทํ าใหไมมีอะไมเลสเหลือไปยอยนํ้ าแปง เมื่อยอมดวยสาร
ละลายไอโอดีน

Marshall และ Lauda (1975) หาขนาดโมเลกุลของสารยับยั้งอะไมเลส โดยใช
sephadex chromatography   ที่มีขนาดแตกตางกันคือ sephadex G-100 บนคอลัมน
ขนาด 90 Χ 1.5 ซม.  และ G-200 บนคอลัมนขนาด 86 Χ 2.5 ซม. ซึ่งใน sephadex G-
100 สารยับยั้งอะไมเลสจะออกมาที่ขนาดมวลโมเลกุล 43,500 ดาลตัน เมื่อใชปริมาณ
ตวัอยาง 50 มก. และใน sephadex G-200 ออกมาที่ขนาดมวลโมเลกุล 49,000 ดาล
ตัน เมื่อใชปริมาณตัวอยาง 100 มก. แสดงวาสารยับยั้งอะไมเลสที่ไดมีมวลโมเลกุลอยู
ในชวง 40,000-50,000 ดาลตัน

Yamagata et al. (1998) หาขนาดมวลโมเลกุลโดยวิธีของ Andrews (1964) ซึ่ง
ใชเจลฟลเตรชันโครมาโตกราฟคอลัมน Sephadex G-75 ทํ าใหสมดุลดวย 0.1 M
acetic acid  ใชโปรตีนมาตรฐานคือ myoglobin (Mr 17,000 ดาลตัน),
chymotrypsinogen A (25,000 ดาลตัน) และ ovalbumin (45,000 ดาลตัน) เก็บสาร
ละลายที่ออกมาหลอดละ 3 มล. ดวยอัตราการไหล 20 มล./ชม. แลววัดคาการดูดกลืน
แสงที ่ 280 นาโนเมตร หาขนาดมวลโมเลกุลของหนวยยอยโดยวิธี SDS-PAGE ดวย
โปรตีนมาตรฐานดังกลาวรวมทั้ง bovine serum albumin (Mr 17,000 ดาลตัน)

1.8  เกี่ยวกับตัวอยาง
เนียงนก (Archidendron clypearia) พชืเปาหมายในการศึกษา  เปนพืชทองถิ่นที่

มีกลิ่นฉุนรุนแรงของสารประกอบซลัเฟอรที่สูง   การศึกษาวิจัยของ Utarabhand
(1990) พบวาโปรตีนในสารสกัดเมล็ดเนียงนก มีคุณสมบัติของเลคตินคือสามารถจับ
กลุมอสุจิได    เมื่อพิจารณาจากขอมูลการวิจัยพื้นฐานตามผลงานดังกลาว  ประกอบ
กับความรูที่ไดจากการตรวจเอกสารในเรื่องคุณสมบัติทั่วไปของสารยับยั้งอะไมเลส 
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และการศึกษาลํ าดับกรดอะมิโนของสารยับยั้งอะไมเลสที่สกัดไดจากแหลงตางๆวา สาร
ยับยั้งอะไมเลสเปนโปรตีนที่มีปริมาณกรดอะมิโน cystein สูง (Strobl et al. 1995; Nitti
et al. 1995) มีสมบัติของเลคติน และงานวิจัยเบื้องตนของผศ.ดร.อโนชา ตั้งโพธิธรรม
ไดพบวาในสารสกัดเนียงนกมีสารยับยั้งอะไมเลสอยูระดับหนึ่ง(ไมไดตีพิมพ) งานวิจัยนี้
จึงเลือกเนียงนกเปนตัวอยางในการศึกษาวิเคราะหถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารนี้
โดยละเอียด

เนยีงนกเปนพืชสกุลถั่วคลายสะตอ มีชื่อวิทยาศาสตรวา Archidendron
clypearia หรือ Archidendron bubalinum Nielsen หรือ Abarema bubalinum
Kosterm หรือ Pithecolobium bubalinum  Benth หรือ Pithecellobium bubalinum
Berkil   เนยีงนกเปนพืชในวงศเดียวกับเนียงธรรมดา คือ sub-family Mimosaceae มี
ชือ่เรียกแตกตางกันไปตามพื้นที่ เชน แถวจังหวัดปตตานีเรียก กะนัวะ หรือ ยิริงบูกง
แถวจังหวัดนราธิวาสเรียกวา กอืดะ ลักษณะทั่วไปของเนียงนกคลายคลึงกับเนียง
ธรรมดามาก โดยเฉพาะใบ สวนลักษณะเดนของเนียงนกที่แตกตางไปจากเนียงธรรมดา
คอื ฝกเกือบไมมีสวนคอดเวาระหวางเมล็ด มีขนาดกวาง 2.5 ซม. ตัวฝกตรงหรือบิด
เพยีงเลก็นอยมีขนปกคลุม ผิวดานในของฝกมีสีแดงอมสม ผิวดานนอกมักมีสีเขียว ชอ
ดอกออกตามปลายกิ่งและงามใบ เปลือกแตกเปนรอง ความยาวของฝกประมาณ 7-10
ซม. ขนาดฝกมะขาม มีเมล็ดรูปไข จํ านวน 8-10 เมล็ดตอฝกขนาดเล็กกวาเนียงธรรมดา
เปลือกหุมเมล็ดมีสีมวง เมล็ดยาวประมาณ 2 ซม. (รูปที่ 1)   เนียงนกออกดอกประมาณ
เดอืนมกราคม – มีนาคม ฝกจะแกประมาณเดือนพฤษภาคม พบเนียงนกขึ้นหางๆ ตาม
ชายปาดิบชื้นบนพื้นที่คอนขางราบ เฉพาะทางภาคใตเทานั้น (กรมปาไม, 2426 อาง
โดย นพรัตน บํ ารุงรักษ, 2536) ในจังหวัดนราธิวาสพบมาก แตในจังหวัดภาคใตตอนบน
แทบไมเหน็เนียงนกขึ้นอยูเลย เมล็ดเนียงนกใชรับประทานไดเชนเดียวกับเนียงธรรมดา
แตรสชาติดอยกวาจึงไมเปนที่นิยม ชาวพื้นเมืองดั้งเดิมของเกาะสุมาตราและในประเทศ
มาเลเซยียังใชเนียงนกเปนอาหารอยูมาก นอกจากนี้ตนเนียงนกยังเปนไมที่ใหรมเงาได
ดอีีกดวย ในการใชเนียงนกเปนอาหารมักบริโภคทั้งเปลือกหุมเมล็ด เพราะเชื่อวาไมทํ า
ใหมีกลิ่นติดปากเหมือนเนียงธรรมดา ในดานราคาเนียงนกมีราคาแพงกวาเนียงธรรมดา
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เนยีงนกเปนพืชสกุลถั่วจึงมีคุณคาทางโภชนาการแนนอน การเกิดเนียงนกเปนพิษนั้น
เกดิเฉพาะบางรายที่บริโภคเนียงนกมากเกินไป และไมถูกวิธี (นพรัตน บํ ารุงรักษ,
2536)

รูปที่ 1 แสดงลักษณะของเมล็ด  และฝกของเนียงนก
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วัตถุประสงค

1. เพือ่เปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธีการสกัดสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ด
เนียงนก

2. เพื่อตรวจหาปริมาณสารยับยั้งอะไมเลสจากเมล็ดเนียงนก
3. เพื่อศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งอะไมเลสจากสารสกัดเมล็ดเนียงนก
4. เพือ่ทํ าบริสุทธิ์สารยับยั้งอะไมเลสจากสารสกัดเมล็ดเนียงนก
5. เพือ่ศกึษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารยับยั้งอะไมเลสที่ทํ าบริสุทธิ์จาก

เมล็ดเนียงนก
6. เพื่อศึกษาจลนศาสตรของการยับยั้งในสารยับยั้งอะไมเลสทีท่ํ าบริสุทธิ์

จากเมล็ดเนียงนก


