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¡À“«‘∑¬“≈—¬‡∑§‚π‚≈¬’æ√–®Õ¡‡°≈â“∏π∫ÿ√’ ∑à“¢â“¡ ∫“ß¢ÿπ‡∑’¬π °√ÿß‡∑æœ 10150

≈‘π“¡“√‘π®“°‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50  ∂Ÿ° °—¥·≈–∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¥â«¬°√¥´—≈øŸ√‘°‡¬Áπ (0.25 ‚¡≈“√å)

·≈–·¬°¥â«¬‡§√◊ËÕß High-performance liquid chromatography (HPLC) ‚¥¬„™â§Õ≈—¡πå NH2 Lichrospher 100

¢π“¥ 4 x 250 ¡¡.  Õß§√—Èß ‚¥¬„™â acetronitrile 70% (v/v) ·≈– 80% (v/v) ‡ªìπ«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ëµ“¡≈”¥—∫ ®“°π—Èπ

µ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‚¥¬ thin layer chromatography (TLC) ·≈–‰¥â °—¥ crude linamarase ®“°‡π◊ÈÕ¡—π

 ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå‡¥’¬«°—π¥â«¬∫—ø‡øÕ√å 4 ™π‘¥ ‰¥â·°à Buffer A [polyvinylpyrrolidone K30 (PVP) 1% (w/v) „π

øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0] Buffer B [PVP 1% (w/v) ·≈– Triton X-100 1% (v/v) „π

øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0] Buffer C [PVP 1% (w/v) ·≈– Tween 20 1% (v/v) „π

øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0] ·≈– Buffer D [PVP 1% (w/v) ·≈– Tween 80 1% (v/v) „π

øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0]  æ∫«à“ Buffer C „Àâª√– ‘∑∏‘¿“æ¥’∑’Ë ÿ¥  ‡¡◊ËÕπ” crude linamarase

∑’Ë °—¥¥â«¬ Buffer C ¡“∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‚¥¬°“√µ°µ–°Õπ¥â«¬‡°≈◊Õ·Õ¡‚¡‡π’¬¡´—≈‡øµ   ·≈–ºà“π§Õ≈—¡πå DEAE-Toyopearl

æ∫«à“‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¡’¢π“¥ª√–¡“≥ 65 °‘‚≈¥“≈µ—π ·≈–≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ïπ’È¡’ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√

∑”ß“π∑’Ëæ’‡Õ™ 7.0 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 °C ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æµàÕæ’‡Õ™·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘„π™à«ß°«â“ß√–À«à“ß 4.0-7.0 ·≈– 30-60 °C

µ“¡≈”¥—∫  ”À√—∫ ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) π—Èπæ∫«à“‰¡à¡’º≈µàÕ°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡

°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∂Ÿ°∑”„Àâ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¥â«¬ Na+, Mn2+, Ca2+, Zn2+ ·≈– Mg2+  „π¢≥–∑’Ë∂Ÿ°¬—∫¬—Èß‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¥â«¬ Fe3+ ·≈–

Cd2+

§” ”§—≠ : ¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50 / °“√ °—¥‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√  / Hydrophobicity / °“√∑”„Àâ‡Õπ‰´¡å
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Extraction, Purification and Characterization of

Linamarase from Cassava Root Parenchyma of the

High-cyanogen Cultivar KU-50

Linamarin from cassava peel KU-50 cultivar was extracted and purified by 0.25 M chilled H2SO4

and two steps in high-performance liquid chromatography (HPLC) using NH2 Lichrospher 100 column

(size 4 x 250 mm) and 70% (v/v) and 80% (v/v) acetonitrile as the mobile phase, respectively. Then, it was

detected the purity by thin layer chromatography (TLC). Crude linamarase was extracted from cassava root

parenchyma with buffer A [0.1 M phosphate buffer pH 6.0 containing 1% polyvinylpyrrolidone K30 (PVP)],

buffer B [0.1 M phosphate buffer pH 6.0 containing 1% PVP and 1% Triton X-100], buffer C [0.1 M

phosphate buffer pH 6.0 containing 1% PVP and 1% Tween 20] and buffer D [0.1 M phosphate buffer pH

6.0 containing 1% PVP and 1% Tween 80]. The results showed that buffer C is the highest ability for

extraction of linamarase from cassava parenchyma tissue. The linamarase was then precipitated and puri-

fied by ammonium sulfate precipitation and DEAE-Toyopearl column, respectively. The molecular weight

of the purified linamarase was estimated to be about 65 kDa. The optimum pH and temperature for linamarase

were pH 7.0 and 50 °C, respectively. The purified linamarase was stable in the broad pH range of 4.0 to 7.0

and 30 to 60 °C. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was not affect slightly on the activity of the

purified enzyme. However, linamarase activity was increased with Na+, Mn2+, Ca2+, Zn2+ and Mg2+ while it

was strongly inhibited by Fe3+ and Cd2+.

Keywords : Cassava Root KU-50 cultivar / Extraction of Linamarase / Hydrophobicity /

Purification of Linamarase / Linamarin
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1. ∫∑π”
¡—π ”ª–À≈—ß  (Manihot esculenta Crantz) ¡’

 “√ª√–°Õ∫‰´¬“‚π®’π‘§°≈Ÿ‚§‰´¥å (Cyanogenic gluco-

side) ∑’Ëæ∫¡“°Õ¬Ÿà Õß™π‘¥§◊Õ  ≈‘π“¡“√‘π (linamarin) ·≈–

‚≈∑Õ µ√“≈‘π (lotaustralin) „πÕ—µ√“ à«π 97:3 [1]

πÕ°®“°π’È „π¡—π ”ª–À≈—ß¬—ß¡’ ‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ 

(linamarase; EC  3.2.1.21) ´÷Ëß “¡“√∂¬àÕ¬ ≈“¬

 “√ª√–°Õ∫‰´¬“‚π®’π‘§°≈Ÿ‚§‰´¥åÕ¬Ÿà¥â«¬ ‚¥¬‡Õπ‰´¡å

·≈– —∫ ‡µ√∑®–·¬°°—πÕ¬Ÿà§π≈– à«π¢Õß‡´≈≈å [2-3]  ́ ÷Ëß

„π ¿“æª°µ‘®–‰¡à¡’°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—π√–À«à“ß‡Õπ‰´¡å

·≈– —∫ ‡µ√∑ ·µà‡¡◊ËÕ‡´≈≈å∂Ÿ°∑”≈“¬‚¥¬°“√∫¥¢¬’È À√◊Õ

∑”≈“¬¥â«¬«‘∏’µà“ßÊ °√–∫«π°“√¬àÕ¬ ≈“¬ “√ª√–°Õ∫

‰´¬“‚π®’π‘§°≈Ÿ‚§‰´¥å®–‡°‘¥¢÷Èπ®π‰¥â‰Œ‚¥√‡®π‰´¬“‰π¥å

´÷Ëß‡ªìπº≈‘µ¿—≥±å∑’Ë¡’§«“¡‡ªìπæ‘…·≈–‡°‘¥¢÷Èπ‡æ◊ËÕªÑÕß°—π

µπ‡Õß®“°‡À≈à“»—µ√Ÿæ◊™

ªí®®ÿ∫—π¡’°“√π”≈‘π“¡“‡√ ‰ªª√–¬ÿ°µå„™â ‡™àπ „™â„π™ÿ¥

kit À√◊Õ„™â∑” probe  ”À√—∫µ√«®«—¥ª√‘¡“≥‰´¬“‰π¥å„π

º≈‘µ¿—≥±åµà“ß Ê ‚¥¬‡©æ“–º≈‘µ¿—≥±å∑’Ë¡“®“°¡—π ”ª–À≈—ß

À√◊ÕÕ“®„™â„π°“√°”®—¥ “√ª√–°Õ∫‰´¬“‚π®’π‘§°≈Ÿ‚§‰´¥å

∑’ËÀ≈ß‡À≈◊ÕÕ¬Ÿà„π·ªÑß¡—π ”ª–À≈—ß ´÷Ëß®–„™â‡ªìπ«—µ∂ÿ¥‘∫

 ”À√—∫º≈‘µ‡§√◊ËÕß ”Õ“ßÀ√◊Õº≈‘µ¿—≥±å¬“ [4-5] ·¡â«à“®–

¡’°“√»÷°…“«‘∏’°“√ °—¥‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ®“° à«πµà“ßÊ

¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿåµà“ßÊ  ‡™àπ ®“° à«π„∫  ‡ª≈◊Õ°

·≈–‡π◊ÈÕ¢Õß “¬æ—π∏ÿå Merah Jambu ®“° à«π„∫ ≈”µâπ

‡ª≈◊Õ° ·≈–‡π◊ÈÕ¢Õß “¬æ—π∏ÿå M4 H1687 H165 ·≈– H226

·µà°√–∫«π°“√ °—¥ à«π„À≠à¡—°‡ªìπ·∫∫ hydrophilic

extraction [6-7] πÕ°®“°π’È¬—ß¡’√“¬ß“π«à“„π à«π‡ª≈◊Õ°

¡—π ”ª–À≈—ß¡’ª√‘¡“≥≈‘π“¡“√‘πÕ¬Ÿà Ÿß°«à“„π à«π¢Õß

‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß [7] ¥—ßπ—Èπ«—µ∂ÿª√– ß§å¢Õßß“π«‘®—¬π’È

§◊Õ°“√ °—¥·≈–∑”„Àâ≈‘π“¡“√‘π®“°‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‡æ◊ËÕ„™â‡ªìπ —∫ ‡µ√∑„π°“√µ√«® Õ∫°‘®°√√¡¢Õß

‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√  ·≈–À“«‘∏’°“√‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√

 °—¥≈‘π“¡“‡√ ®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50  ‚¥¬

ª√—∫ª√ÿß«‘∏’°“√ °—¥„Àâ¡’§«“¡‡ªìπ hydrophobicity ‡æ‘Ë¡

¡“°¢÷Èπ ´÷Ëß¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50 ‡ªìπ “¬æ—π∏ÿå∑’Ë

π‘¬¡‡æ“–ª≈Ÿ°°—π¡“°„πª√–‡∑»‰∑¬·≈–‡ªìπ “¬æ—π∏ÿå∑’Ë¡’

ª√‘¡“≥‰´¬“‰π¥å Ÿß (high-cyanogen cultivar) ‚¥¬

Sornyotha ·≈–§≥– [8] µ√«®æ∫ª√‘¡“≥≈‘π“¡“√‘π„π

‡ª≈◊Õ°·≈–‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß‰¥â Ÿß∂÷ß 7.71 ± 0.97 ·≈– 5.77

± 0.74 °./°°. (πÈ”Àπ—° ¥) µ“¡≈”¥—∫ ·≈–‡π◊ËÕß®“°„π

ªí®®ÿ∫—π°“√»÷°…“§ÿ≥ ¡∫—µ‘µà“ßÊ ¢Õß≈‘π“¡“‡√ ®“° à«π

¢Õß‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß¬—ß¡’¢âÕ¡Ÿ≈‰¡à¡“°π—° ¥—ßπ—Èπß“π«‘®—¬

π’È®–»÷°…“°“√∑”„Àâ≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß

 “¬æ—π∏ÿå KU-50 ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï·≈–»÷°…“§ÿ≥ ¡∫—µ‘µà“ßÊ ¢Õß

‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ¥â«¬

2. Õÿª°√≥å·≈–«‘∏’¥”‡π‘π°“√∑¥≈Õß
2.1 «—µ∂ÿ¥‘∫

ß“π«‘®—¬π’È„™â¡—π ”ª–À≈—ß ¥ “¬æ—π∏ÿå KU-50 Õ“¬ÿ

12 ‡¥◊Õπ ´÷Ëß‡°Á∫‡°’Ë¬«®“°»Ÿπ¬å«‘®—¬æ◊™‰√à ®—ßÀ«—¥√–¬Õß

À—«¡—π ”ª–À≈—ß ¥∑—ÈßÀ¡¥®–∂Ÿ°≈â“ß„Àâ –Õ“¥¥â«¬πÈ”

ª√–ª“·≈â«∑”°“√·¬°‡ª≈◊Õ°ÕÕ°®“°‡π◊ÈÕ À≈—ß®“°π—Èπ

À—Ëπ à«π‡ª≈◊Õ°‡ªìπ™‘Èπ‡≈Á°Ê ¢π“¥ª√–¡“≥ 0.2 ≈∫.´¡. ·≈–

‡π◊ÈÕ¢π“¥ª√–¡“≥ 1  ≈∫.´¡ ®“°π—Èππ”‰ª‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

4 °C °àÕπ∑’Ë®–π”‰ª„™â„π°“√∑¥≈Õß¢—ÈπµàÕ‰ª

2.2 °“√ °—¥≈‘π“¡“√‘π®“°‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß
≈‘π“¡“√‘π®“°‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß∂Ÿ° °—¥‚¥¬

¥—¥·ª≈ß«‘∏’°“√¢Õß Cooke [9] ‚¥¬°“√ªíòπ‡ª≈◊Õ°¡—π

 ”ª–À≈—ß∑’ËÀ—Ëπ‡ªìπ™‘Èπ‡≈Á° Ê 100 °. „π°√¥ —́≈øŸ√‘°‡¬Áπ

(4 °C) ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.25 ‚¡≈“√å  ª√‘¡“µ√ 200 ¡≈.

‡ªìπ‡«≈“ 15 «‘π“∑’ ∑’Ë§«“¡‡√Á«µË” µ“¡¥â«¬°“√ªíòπ∑’Ë§«“¡

‡√Á« ŸßÕ’° Õß§√—ÈßÊ ≈– 1 π“∑’ ¥â«¬‡§√◊ËÕßªíòπ Moulinex

DAE1 ·≈–À¬ÿ¥æ—°§√—Èß≈– 1 π“∑’ ‡æ◊ËÕ≈¥§«“¡√âÕπ∑’Ë‡°‘¥

¢÷Èπ√–À«à“ß°“√ªíòπ ®“°π—Èπ·¬° “√≈–≈“¬ à«π„ ÕÕ°‚¥¬

°√Õßºà“π°√–¥“…°√Õß Whatman No. 4 µ“¡¥â«¬°“√

ªíòπ‡À«’Ë¬ß∑’Ë§«“¡‡√Á« 10,000 √Õ∫/π“∑’ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 °C

‡ªìπ‡«≈“ 10 π“∑’  à«π„ ∑’Ë‰¥â§◊Õ crude linamarin ÷́Ëß

®–∂Ÿ°∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï·≈–„™â‡ªìπ —∫ ‡µ√∑ ”À√—∫µ√«® Õ∫

°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ µàÕ‰ª

2.3 °“√∑”„Àâ≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
Crude linamarin ∂Ÿ°∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ïµ“¡«‘∏’°“√¢Õß

Sornyotha ·≈–§≥– [8] ‚¥¬„™â‡§√◊ËÕß HPLC √ÿàπ C-R1A

Chromatopac (Shimadzu) ÷́ËßµàÕ°—∫§Õ≈—¡πå NH2

Lichrospher 100 (Hewlett Packard) ¢π“¥ 4 x 250
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¡¡. ‚¥¬„™â acetonitrile §«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 70 (v/v) ‡ªìπ

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë¥â«¬Õ—µ√“°“√‰À≈ 1.0 ¡≈./π“∑’ §«∫§ÿ¡

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë 25 °C ·≈–„™â Refractomonitor-IV RI (LDC

Analytical) ‡ªìπÕÿª°√≥åµ√«®«—¥§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß≈‘π“¡“√‘π

≈‘π“¡“√‘π∑’Ë‰¥â®“°°“√·¬°¥â«¬§Õ≈—¡πåπ’È∂Ÿ°∑”„Àâ¡’§«“¡

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‡æ‘Ë¡¢÷ÈπÕ’°§√—Èß¥â«¬ HPLC ∑’Ë ¿“«–‡¥’¬«°—∫¢â“ßµâπ

·µà„™â acetonitrile §«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 80 (v/v) ‡ªìπ

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë¥â«¬Õ—µ√“°“√‰À≈ 0.5 ¡≈./π“∑’ ·≈–

µ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¢Õß≈‘π“¡“√‘π¥â«¬‡∑§π‘§ TLC [8]

‚¥¬„™â≈‘π“¡“√‘π∑“ß°“√§â“ (A.G. Scientific, Biochemi-

cal Manufacturer) ‡ªìπ “√¡“µ√∞“π ®“°π—Èππ”

 “√≈–≈“¬≈‘π“¡“√‘π∑’Ë∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‰ª∑”„Àâ·Àâß¥â«¬‡§√◊ËÕß

freeze dryer (FreeZone, Labconco) ·≈–‡°Á∫‰«â∑’Ë

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ -20 °C ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√∑¥≈ÕßµàÕ‰ª

2.4 °“√µ√«®«—¥≈‘π“¡“√‘π¥â«¬ TLC
≈‘π“¡“√‘π∑’Ëºà“π°“√·¬°¥â«¬ HPLC  Õß§√—Èß

®–∂Ÿ°µ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¥â«¬‡∑§π‘§ TLC [8] ‚¥¬

À¬¥ “√≈–≈“¬µ—«Õ¬à“ß„Àâ‡ªìπ®ÿ¥‡≈Á°Ê ∫π·ºàπ TLC (silica

gel 60, F254 plate ®“°∫√‘…—∑ Merck) ·≈–·™à·ºàπ TLC

„π developing solvent ∑’Ëª√–°Õ∫¥â«¬ n-butanol : acetic

acid: distilled water = 50 : 25 : 25 (by volume) ‚¥¬

„Àâ solvent ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë¢÷Èπ‰ªª√–¡“≥ 3/4 ¢Õß·ºàπ TLC ®“°

π—Èππ”·ºàπ TLC ÕÕ°¡“«“ß∑‘Èß„Àâ·Àâß∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß ·≈–

µ√«®¥Ÿµ”·Àπàß¢Õß≈‘π“¡“√‘π‚¥¬‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫≈‘π“¡“

√‘π∑“ß°“√§â“ ‚¥¬ spray plate ¥â«¬ “√≈–≈“¬º ¡

√–À«à“ß α-diphenylamine:  “√ ≈–≈“¬º ¡ = 1: 58.5

(w/v) ´÷Ëß “√≈–≈“¬º ¡ª√–°Õ∫¥â«¬ aniline: acetone:

√âÕ¬≈– 80 H3PO4 = 1: 50: 7.5 (by volume) ·≈–Õ∫

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 105 °C ®π°√–∑—Ëß “¡“√∂  —ß‡°µ‡ÀÁπ

µ”·Àπàß¢Õß “√∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ

2.5 °“√ °—¥≈‘π“¡“‡√ ®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß
≈‘π“¡“‡√ ®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß∂Ÿ° °—¥ ‚¥¬

¥—¥·ª≈ß«‘∏’°“√¢Õß Nambisan  ·≈– Sundaresan [7]

‚¥¬ªíòπ‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß∑’ËÀ—Ëπ‡ªìπ™‘Èπ‡≈Á° Ê ¥â«¬‡§√◊ËÕßªíòπ

√à«¡°—∫  Buffer A [PVP (Fluka) √âÕ¬≈– 1 (w/v) „π

øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0]

Buffer B [PVP √âÕ¬≈– 1 (w/v) ·≈– Triton-X 100

√âÕ¬≈– 1 (v/v) „πøÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å

æ’‡Õ™ 6.0] Buffer C  [PVP √âÕ¬≈– 1 (w/v) ·≈– Tween

20 √âÕ¬≈– 1 (v/v) „πøÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1

‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0]  À√◊Õ  Buffer D  [PVP √âÕ¬≈– 1 (w/

v) ·≈– Tween 80 √âÕ¬≈– 1 (v/v) „πøÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å

§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å  æ’‡Õ™ 6.0] ‚¥¬„™âÕ—µ√“ à«π

‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß 300 °√—¡µàÕ∫—ø‡øÕ√å·™à ‡¬Áπ∑’Ë 4 °C 600

¡≈. ªíòπ‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß„Àâ≈–‡Õ’¬¥ Õß§√—Èß Ê ≈– 30 «‘π“∑’

·≈–À¬ÿ¥æ—°§√—Èß≈– 1 π“∑’ ‡æ◊ËÕ≈¥§«“¡√âÕπ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ

√–À«à“ß°“√ªíòπ ®“°π—Èπ·¬° “√≈–≈“¬  à«π„ ÕÕ°‚¥¬

°√Õßºà“π°√–¥“…°√Õß Whatman No. 4 µ“¡¥â«¬°“√

ªíòπ‡À«’Ë¬ß∑’Ë§«“¡‡√Á« 10,000 √Õ∫/π“∑’ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 °C

‡ªìπ‡«≈“ 20 π“∑’ ®“°π—Èππ” à«π„ ‰ª dialysis ¥â«¬

πÈ”°≈—ËπÀ≈“¬Ê §√—Èß ‡æ◊ËÕ¢®—¥  PVP Triton-X 100 Tween

20 À√◊Õ Tween 80 ÕÕ° ·≈â«π” “√≈–≈“¬ à«π„ ∑’Ë‰¥â

´÷Ëß‡ªìπ crude enzyme ‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 °C ‡æ◊ËÕ„™â„π

°“√∑¥≈Õß¢—ÈπµàÕ‰ª

2.6 °“√µ√«® Õ∫°‘®°√√¡‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ 
°“√µ√«® Õ∫°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√  „™â«‘∏’°“√

¢Õß OûBrien ·≈–§≥– [10]  ‚¥¬‡µ‘¡µ—«Õ¬à“ß‡Õπ‰´¡å 0.05

¡≈. ≈ß„π “√≈–≈“¬≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë·¬°‰¥â¥â«¬ HPLC

(µ“¡«‘∏’°“√¢âÕ 2.3) §«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 1 (w/v) 0.05 ¡≈.

„π “√≈–≈“¬øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å

æ’‡Õ™ 7.0 ª√‘¡“µ√ 0.2 ¡≈. „π¢«¥ vial ∑’Ë¡’Ω“ªî¥¡‘¥™‘¥

‡æ◊ËÕªÑÕß°—π°“√√—Ë«¢Õß‰´¬“‰π¥å ®“°π—Èπ∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 °C

‡ªìπ‡«≈“ 15 π“∑’ À≈—ß®“°π—ÈπÀ¬ÿ¥ªØ‘°‘√‘¬“¥â«¬‚´‡¥’¬¡

‰Œ¥√Õ°‰´¥å §«“¡‡¢â¡¢âπ 0.2 ‚¡≈“√å ª√‘¡“µ√ 0.3 ¡≈.

‚¥¬°“√„™â‡¢Á¡©’¥¬“©’¥ºà“π®ÿ°¬“ß¢Õß¢«¥ µ“¡¥â«¬°“√

‡µ‘¡ “√≈–≈“¬øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å

æ’‡Õ™ 6.0 ª√‘¡“µ√ 1.4 ¡≈.  “√≈–≈“¬∑’Ë‰¥â®–∂Ÿ°∑”

ªØ‘°‘√‘¬“‡æ◊ËÕ„Àâ‡°‘¥ ’ ‚¥¬‡µ‘¡ “√≈–≈“¬ chloramine T

(Fluka) §«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 0.5 ª√‘¡“µ√ 0.1 ¡≈. ·≈â«

·™à„ππÈ”‡¬Áππ“π 5 π“∑’ ®“°π—Èπ‡µ‘¡ “√≈–≈“¬ pyridine/

pyrazolone (pyridine: bispyrazolone: 3-methyl-1-

phenyl-5-pyrazolone = 100 ¡≈. : 0.1 °. : 0.5 °.) ≈ß‰ª

0.4 ¡≈. ‚¥¬°“√„™â‡¢Á¡©’¥¬“‡™àπ‡¥’¬«°—π ·≈–ª≈àÕ¬„Àâ
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‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“π“π 90 π“∑’ ·≈â«µ√«®«—¥ª√‘¡“≥¢Õß

‰´¬“‰π¥å∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ ‚¥¬«—¥°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë§«“¡¬“« §≈◊Ëπ

620 π“‚π‡¡µ√

ª√‘¡“≥ 1 Àπà«¬ (U) ¢Õß‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ 

À¡“¬∂÷ß ª√‘¡“≥¢Õß‡Õπ‰´¡å∑’Ë¬àÕ¬ —∫ ‡µ√∑‚¥¬„Àâ

º≈‘µ¿—≥±å‡ªìπ‰´¬“‰π¥å (HCN) 1 ‰¡‚§√‚¡≈/π“∑’ ¿“¬

„µâ ¿“«–∑’Ë∑¥ Õ∫

2.7 °“√µ√«® Õ∫ª√‘¡“≥‚ª√µ’π
µ√«®«—¥ª√‘¡“≥‚ª√µ’π„π crude enzyme ‚¥¬

«‘∏’¢Õß Lowry ·≈–§≥– [11] ·≈–„™â “√≈–≈“¬ bovine

serum albumin (Sigma-Aldrich) ‡ªìπ “√¡“µ√∞“π„π

°“√‡µ√’¬¡°√“ø¡“µ√∞“π ¢≥–∑’Ëª√‘¡“≥‚ª√µ’π∑’Ë‰¥â®“°

°“√ºà“π§Õ≈—¡πå‡æ◊ËÕ∑”„Àâ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï„™â«‘∏’°“√«—¥

°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë§«“¡¬“«§≈◊Ëπ 280 π“‚π‡¡µ√

2.8 °“√∑”„Àâ‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
°“√∑”„Àâ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï„™â«‘∏’°“√¢Õß Cooke

·≈–§≥– [9] ‚¥¬π” crude linamarase ∑’Ë‰¥â®“°°“√

 °—¥‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß¥â«¬ Buffer C ¡“∑”„Àâ‡¢â¡¢âπ¢÷Èπ

‚¥¬°“√µ°µ–°Õπ¥â«¬‡°≈◊Õ·Õ¡‚¡‡π’¬¡´—≈‡øµÕ‘Ë¡µ—«

√âÕ¬≈– 60 (w/v) À≈—ß®“°π—Èππ”‰ªªíòπ‡À«’Ë¬ß∑’Ë§«“¡‡√Á«

10,000 √Õ∫/π“∑’ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 4 °C π”µ–°Õπ∑’Ë‰¥â¡“≈–≈“¬

¥â«¬ Tris-HCl ∫—ø‡øÕ√å §«“¡‡¢â¡¢âπ 0.05 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™

8.0 ·≈â« dialysis ¥â«¬∫—ø‡øÕ√å™π‘¥‡¥’¬«°—πª√–¡“≥ 10

§√—Èß ‡Õπ‰´¡å‡¢â¡¢âπ∑’Ë‰¥âπ”‰ªºà“π§Õ≈—¡πå DEAE-

Toyopearl (Tosoh) ¢π“¥ 2.0 x 4.8 ´¡. ∑’Ë∂Ÿ° equili-

brate ¥â«¬∫—ø‡øÕ√å™π‘¥‡¥’¬«°—π ¿“¬À≈—ß°“√‡µ‘¡

‡Õπ‰´¡å·≈–≈â“ß§Õ≈—¡πå¥â«¬∫—ø‡øÕ√å™π‘¥‡¥’¬«°—π®π‰¡à

 “¡“√∂µ√«®«—¥ª√‘¡“≥‚ª√µ’π„ππÈ”≈â“ß‰¥â·≈â« ™–

‡Õπ‰´¡åÕÕ°®“°§Õ≈—¡πå¥â«¬ linear gradient ¢Õß Tris-

HCl  buffer  §«“¡‡¢â¡¢âπ 0.05 ‚¡≈“√å  æ’‡Õ™ 8.0 ÷́Ëß

ª√–°Õ∫¥â«¬‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å 0.0-0.6 ‚¡≈“√å ∑’ËÕ—µ√“°“√

‰À≈ 0.5 ¡≈./π“∑’ ‚¥¬‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß fraction ≈– 1 ¡≈. ¡“

µ√«® Õ∫ª√‘¡“≥‚ª√µ’π·≈–°‘®°√√¡‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ 

„π·µà≈– fraction  µ“¡«‘∏’°“√∑’Ë‰¥â‡ πÕ‰«â¢â“ßµâπ

2.9 Gel electrophoresis
°“√µ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏å·≈–®”π«π¢Õß‚ª√µ’π„π

µ—«Õ¬à“ß„™â«‘∏’ sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide

gel electrophoresis (SDS-PAGE) µ“¡«‘∏’°“√¢Õß

Laemmli [12] ‚¥¬µâ¡µ—«Õ¬à“ß‚ª√µ’π„π sample buffer

´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬ SDS 4% (w/v) β-mercaptoethanol

5% (v/v) glycerol 20% (w/v) bromophenol blue 0.2%

(w/v) ·≈– Tris-HCl 100 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å (æ’‡Õ™ 6.8) ‡ªìπ

‡«≈“ 5 π“∑’ „™â stacking gel ·≈– separating gel ∑’Ë

ª√–°Õ∫¥â«¬ polyacrylamide 5% ·≈– 10% µ“¡≈”¥—∫

·≈–„™â™ÿ¥‚ª√µ’π¡“µ√∞“π®“°∫√‘…—∑ Promega ‡ªìπ “√

¡“µ√∞“π‡ª√’¬∫‡∑’¬∫ ¿“¬À≈—ß®“°°“√∑” electrophore-

sis ‡ √Á®·≈â« π”‡®≈‰ª¬âÕ¡¥â«¬ Coomassie brilliant blue

R-250

2.10 ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß≈‘π“¡“‡√ 
∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
2.10.1 º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å

µ√«® Õ∫§à“æ’‡Õ™∑’Ë„Àâ°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ 

 Ÿß ÿ¥ ‚¥¬∫à¡≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‡µ√’¬¡‰¥â®“°¢—ÈπµÕπ

2.8 °—∫≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‡µ√’¬¡‰¥â®“°¢—ÈπµÕπ 2.3 §«“¡

‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– 1 (w/v) „π “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å∑’Ë¡’§«“¡

‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å ∑’Ëæ’‡Õ™µà“ßÊ ‰¥â·°à citrate buffer

(pH 4.0-6.0), phosphate buffer (pH 6.0-8.0), Tris-

HCl buffer (pH 8.0-10.0) ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 °C ‡ªìπ‡«≈“

15 π“∑’ ·≈â«µ√«®«—¥ª√‘¡“≥¢Õß‰´¬“‰π¥å∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ®“°

°“√¬àÕ¬ ≈“¬¢Õß‡Õπ‰´¡åµ“¡«‘∏’¢â“ßµâπ

2.10.2 º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß

‡Õπ‰´¡å

µ√«®«—¥°‘®°√√¡≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‡µ√’¬¡‰¥â

®“°¢—ÈπµÕπ 2.8 „π “√≈–≈“¬øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å §«“¡

‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å ∑’Ëæ’‡Õ™ 7.0 ´÷Ëß‡ªìπæ’‡Õ™∑’Ë≈‘π“¡“‡√ 

¡’°‘®°√√¡ Ÿß ÿ¥ ‚¥¬‰¥âº≈®“°°“√∑¥≈Õß„πÀ—«¢âÕ 2.10.1

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µà“ßÊ (30-80 °C) ‡ªìπ‡«≈“ 15 π“∑’ ·≈â«

µ√«®«—¥ª√‘¡“≥¢Õß‰´¬“‰π¥å∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ®“°°“√¬àÕ¬ ≈“¬

¢Õß‡Õπ‰´¡åµ“¡«‘∏’¢â“ßµâπ
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2.11 °“√µ√«® Õ∫‡ ∂’¬√¿“æµàÕ°“√∑”ß“π¢Õß
≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
2.11.1 ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡åµàÕæ’‡Õ™

·™à≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‡µ√’¬¡‰¥â®“°¢—ÈπµÕπ 2.8

„π “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å™π‘¥µà“ßÊ ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.05 ‚¡≈“√å

æ’‡Õ™ 4.0-10.0 Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 °C ‡ªìπ‡«≈“ 30 π“∑’

À≈—ß®“°π—Èππ”‡Õπ‰´¡å¡“µ√«® Õ∫°‘®°√√¡ ‚¥¬‡µ‘¡≈‘π“-

¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‡µ√’¬¡‰¥â®“°¢—ÈπµÕπ 2.3 §«“¡‡¢â¡¢âπ

√âÕ¬≈– 1 (w/v) „π “√≈–≈“¬øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å §«“¡

‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 7.0 ·≈â««—¥ª√‘¡“≥‰´¬“‰π¥å

µ“¡«‘∏’¢â“ßµâπ

2.11.2 ‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß‡Õπ‰´¡åµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

µ√«® Õ∫‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë

‡µ√’¬¡‰¥â®“°¢—ÈπµÕπ 2.8 ‚¥¬·™à‡Õπ‰´¡å„π “√≈–≈“¬

øÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 7.0 ·≈–

·ª√º—πÕÿ≥À¿Ÿ¡‘√–À«à“ß 30-80 °C ‡ªìπ‡«≈“ 30 π“∑’

À≈—ß®“°π—Èππ”¡“µ√«® Õ∫°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å‚¥¬«‘∏’

¢â“ßµâπ

3. º≈°“√∑¥≈Õß·≈–«‘®“√≥å
3.1 °“√ °—¥·≈–∑”„Àâ≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

 °—¥ crude linamarin ÕÕ°®“°‡ª≈◊Õ°¡—π

 ”ª–À≈—ß ¥â«¬°√¥´—≈øŸ√‘°‡¬Áπ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.25 ‚¡≈“√å

·≈–µ√«®«—¥ª√‘¡“≥≈‘π“¡“√‘π¥â«¬‡§√◊ËÕß HPLC ‚¥¬„™â

§Õ≈—¡πå NH
2
 Lichrospher 100 ¢π“¥ 4 x 250 ¡¡.  ·≈–

„™â acetronitrile √âÕ¬≈– 70 (v/v) ‡ªìπ«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë ·≈–

§”π«≥§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß≈‘π“¡“√‘π®“° chromatogram ∑’Ë

‰¥â ‚¥¬„™â≈‘π“¡“√‘π∑“ß°“√§â“‡ªìπ “√¡“µ√∞“π º≈°“√

∑¥≈Õßæ∫«à“ “¡“√∂ °—¥≈‘π“¡“√‘π‰¥â¡“°∂÷ß 34.86 °./°.°.

(πÈ”Àπ—°·Àâß¢Õß‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß) ¿“¬À≈—ß®“°°“√

∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï Õß¢—ÈπµÕπ‚¥¬ HPLC ́ ÷Ëß· ¥ß chromato-

gram ¥—ß√Ÿª∑’Ë 1 ·≈–µ√«® Õ∫§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¢Õß≈‘π“¡“√‘π

∑’Ë‰¥â¥â«¬ TLC æ∫«à“≈‘π“¡“√‘π∑’Ë‰¥â¡’§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‡∑’¬∫

‡∑à“°—∫≈‘π“¡“√‘π¡“µ√∞“π∑“ß°“√§â“ (√Ÿª∑’Ë 2) ´÷Ëß

≈‘π“¡“√‘π∑“ß°“√§â“¡’√“§“·æß¡“° ‚¥¬¡’√“§“ 3,500

¥Õ≈≈“√åµàÕ°√—¡ [13] ß“π«‘®—¬π’È®–„™â≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë

‰¥â‡ªìπ —∫ ‡µ√∑ ”À√—∫µ√«® Õ∫°‘®°√√¡¢Õß crude

linamarase ·≈–≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

√Ÿª∑’Ë 1  HPLC chromatogram ¢Õß≈‘π“¡“√‘π∑’Ëºà“π°“√∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï Õß¢—ÈπµÕπ

3.31 π“∑’

Retention time (π“∑’)



«“√ “√«‘®—¬·≈–æ—≤π“ ¡®∏. ªï∑’Ë 31 ©∫—∫∑’Ë 3 °√°Æ“§¡-°—π¬“¬π 2551 529

√Ÿª∑’Ë 2  TLC ¢Õß≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

3.2 °“√ °—¥≈‘π“¡“‡√ ®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß
·¡â«à“≈‘π“¡“‡√ ®–‡ªìπ  cyanide-releasing

enzyme ∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„π¡—π ”ª–À≈—ß ·≈–¡’°“√ °—¥·≈–»÷°…“

§ÿ≥ ¡∫—µ‘µà“ßÊ ¡“æÕ ¡§«√ ·µà°“√»÷°…“°àÕπÀπâ“π’È

π‘¬¡ °—¥≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°®“°¡—π ”ª–À≈—ß‚¥¬„™â«‘∏’°“√

 °—¥·∫∫ hydrophilic extraction [6-7, 14-17] ¥â«¬

∫—ø‡øÕ√å‡æ’¬ßÕ¬à“ß‡¥’¬« ´÷ËßÕ“®∑”„Àâ °—¥≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°

¡“‰¥âπâÕ¬ ¥—ßπ—Èπß“π«‘®—¬π’È®÷ß¥—¥·ª≈ßª√—∫ª√ÿß‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡

hydrophobicity „Àâ°—∫√–∫∫°“√ °—¥ ‚¥¬‡µ‘¡ Triton

Lane 1: ≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

Lane 2: ≈‘π“¡“√‘π®“°∫√‘…—∑ A.G. Scientific, Biochemical Manufacturer ´÷Ëß„™â‡ªìπ  “√¡“µ√∞“π

X-100 Tween 20 À√◊Õ Tween 80 1% ≈ß„π

 “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â °—¥¥â«¬‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π

°“√ °—¥≈‘π“¡“‡√   πÕ°®“°π’Èß“π«‘®—¬π’È‰¥â‡≈◊Õ°„™â‡π◊ÈÕ

¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50 ´÷Ëß‡ªìπ¡—π ”ª–À≈—ß™π‘¥

¢¡´÷Ëß§“¥«à“¡’ª√‘¡“≥≈‘π“¡“‡√  Ÿß ·≈–¬—ß‰¡à¡’√“¬ß“π

‡°’Ë¬«°—∫°“√»÷°…“≈‘π“¡“‡√ ®“°¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿåπ’È

¡“°àÕπ Õ’°∑—Èß‡ªìπ “¬æ—π∏ÿå∑’Ëπ‘¬¡ª≈Ÿ°°—π¡“° “¬æ—π∏ÿå

Àπ÷Ëß„πª√–‡∑»‰∑¬ º≈°“√∑¥≈Õß· ¥ß¥—ßµ“√“ß∑’Ë 1

µ“√“ß∑’Ë 1  °“√ °—¥ crude linamarase ®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß‚¥¬∫—ø‡øÕ√å™π‘¥µà“ßÊ

Buffer A 1.14 ± 0.13 56.72 ± 0.96      49.75 ± 1.09

Buffer B 1.75 ± 0.07 88.28 ± 1.84 50.45 ± 1.33

Buffer C 1.22 ± 0.18 134.79 ± 1.50 110.48 ± 1.93

Buffer D 1.20 ± 0.20 106.43 ± 1.34 88.69 ± 1.52

Extraction buffer Total protein (g) Total linamarase (U)
Specific linamarase

activity (U/g)
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®“°µ“√“ß∑’Ë 1 æ∫«à“°“√ °—¥ crude enzyme

ÕÕ°®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß ‚¥¬°“√„™â Buffer B (Triton

X-100 1%) Buffer C (Tween 20 1%) À√◊Õ Buffer D

(Tween 80 1%)  “¡“√∂ °—¥≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°®“°‡π◊ÈÕ

¡—π ”ª–À≈—ß‰¥â¡“°°«à“°“√ °—¥‚¥¬„™âøÕ ‡øµ∫—ø‡øÕ√å

‡æ’¬ßÕ¬à“ß‡¥’¬« (Buffer A) ·¡â«à“ Buffer C ‰¡à„™à

∫—ø‡øÕ√å∑’Ë °—¥‚ª√µ’π®“°¡—π ”ª–À≈—ß‰¥â¡“°∑’Ë ÿ¥ Õ¬à“ß‰√

°Áµ“¡ Buffer C „Àâ§à“ specific activity ·≈–ª√‘¡“≥

≈‘π“¡“‡√ ∑—ÈßÀ¡¥ Ÿß∑’Ë ÿ¥ ´÷Ëß· ¥ß«à“°“√ °—¥≈‘π“¡“‡√ 

¡’§«“¡®”‡æ“–°—∫™π‘¥¢Õß∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â πÕ°®“°π’È‡¡◊ËÕ

‡ª√’¬∫‡∑’¬∫§«“¡‡ªìπ hydrophobic „π∫—ø‡øÕ√å·µà≈–

™π‘¥ æ∫«à“ Buffer D ¡’§à“ hydrophobic ¡“°°«à“ Buffer

C ·≈– Buffer B µ“¡≈”¥—∫ [18] ·µà§à“ specific

activity ¢Õß≈‘π“¡“‡√ „π “√ °—¥®“° Buffer D ‰¡à‰¥â

¡’§à“ Ÿß∑’Ë ÿ¥ ́ ÷Ëßº≈°“√∑¥≈Õß· ¥ß«à“™π‘¥·≈– hydropho-

bicity ¢Õß∫—ø‡øÕ√å¡’º≈µàÕ°“√ °—¥≈‘π“¡“‡√  ¥—ßπ—Èπ

Buffer C ®÷ß‡À¡“– ¡∑’Ë®–π”‰ª„™â„π°“√ °—¥≈‘π“¡“‡√ 

ÕÕ°®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß‡æ◊ËÕ∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï·≈–»÷°…“

§ÿ≥ ¡∫—µ‘µà“ßÊ µàÕ‰ª

3.3 °“√∑”„Àâ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
¿“¬À≈—ß°“√™–‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°®“°§Õ≈—¡πå

DEAE-Toyopearl ¥â«¬ linear gradient ¢Õß Tris-HCl

buffer 0.05 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 8.0 ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬‚´‡¥’¬¡

§≈Õ‰√¥å 0.0-0.6 ‚¡≈“√å ∑’ËÕ—µ√“°“√‰À≈ 0.5 ¡≈./π“∑’

ª√“°Ø≈‘π“¡“‡√  5 peak (√Ÿª∑’Ë 3) ‡¡◊ËÕµ√«® Õ∫§«“¡

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¢Õß‡Õπ‰´¡å„π·µà≈– peak ¥â«¬ SDS-PAGE (√Ÿª

∑’Ë 4) æ∫«à“≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë‰¥â®“° peak I (Fraction ∑’Ë 18-

25) · ¥ß·∂∫¢Õß‚ª√µ’π‡æ’¬ß·∂∫‡¥’¬« ÷́Ëß¡’¢π“¥

ª√–¡“≥  65 °‘‚≈¥“≈µ—π  ·≈–¡’§à“ specific linamarase

activity ‡∑à“°—∫ 240.54 Àπà«¬µàÕ°√—¡‚ª√µ’π (µ“√“ß∑’Ë 2)

¥—ßπ—Èπ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï®“° peak π’È®÷ß∂Ÿ°√«∫√«¡‡æ◊ËÕ

π”‰ª»÷°…“§ÿ≥ ¡∫—µ‘µà“ßÊ µàÕ‰ª πÕ°®“°π’Èß“π«‘®—¬π’È

 “¡“√∂·¬°≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°‰¥âÕ¬à“ßπâÕ¬ 5 ™π‘¥ (®“° 5

peak) µ“¡§«“¡·µ°µà“ß¢Õßª√–®ÿ ‚¥¬„π peak ∑’Ë 2

¡’‚ª√µ’πÕ¬à“ßπâÕ¬ 4 ·∂∫ ¢≥–∑’Ë peak ∑’Ë 3 4 ·≈– 5 ¡’

‚ª√µ’πÕ¬à“ßπâÕ¬ 3 ·∂∫ ÷́Ëß·µ°µà“ß®“°ß“π«‘®—¬Õ◊Ëπ∑’Ëæ∫

«à“‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕÀπ÷ËßÊ ¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß®–æ∫≈‘π“¡“‡√ ‡æ’¬ß 3

™π‘¥ ∑’Ë¡’¢π“¥‡∑à“°—πª√–¡“≥ 63 °‘‚≈¥“≈µ—π ·µà· ¥ß

§à“ pI µà“ß°—π∑’Ë 4.3  3.3 ·≈– 2.9  [15-16] ´÷Ëß®“°·∂∫

‚ª√µ’π„π·µà≈–·∂«∑’Ë· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 4 ¬—ß‰¡à “¡“√∂√–∫ÿ

‰¥â·πà™—¥«à“≈‘π“¡“‡√ ∑—Èß 5 peak ∑’Ëæ∫π’È¡’¢π“¥‡∑à“‰À√à

·≈–¡’À≈“¬ isozyme À√◊Õ‰¡à ¥—ßπ—Èπ ≈‘π“¡“‡√ „π·µà≈–

peak ®÷ßπà“ π„®∑’Ë®–∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‡æ◊ËÕ»÷°…“·≈–‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫§ÿ≥ ¡∫—µ‘µà“ßÊ µàÕ‰ª ·≈–®“°√Ÿª∑’Ë 4 ®–‡ÀÁπ‰¥â«à“

„π crude linamarase (lane C) ¡’‚ª√µ’πÀ≈“¬·∂∫ ·µà

‡¡◊ËÕπ”‰ªºà“π§Õ≈—¡πå DEAE- Toyopearl ‚ª√µ’π à«π

Àπ÷Ëß‰¡à “¡“√∂®—∫°—∫§Õ≈—¡πå  DEAE-Toyopearl ¿“¬„µâ

 ¿“«–∑’Ë„™â„π°“√∑¥≈Õß ®÷ßÀ≈ÿ¥ÕÕ°¡“®“°§Õ≈—¡πåµ—Èß

·µà¢—ÈπµÕπ°“√≈â“ß§Õ≈—¡πå¥â«¬ Tris-HCl ∫—ø‡øÕ√å ∑’Ë

§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.05 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 8.0 ¥—ßπ—Èπ∫“ß·∂∫

‚ª√µ’π®÷ß‰¡à¡’ª√“°ØÕ¬Ÿà„π lane 1-5 ¢Õß√Ÿª∑’Ë 4 ´÷Ëß lane

1-5 π’È®–ª√“°Ø·µà·∂∫¢Õß‚ª√µ’π∑’Ë “¡“√∂®—∫°—∫§Õ≈—¡πå

·≈–∂Ÿ°™–ÕÕ°®“°§Õ≈—¡πå¥â«¬  linear gradient ¢Õß Tris-

HCl buffer 0.05 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 8.0 ÷́Ëßª√–°Õ∫¥â«¬

‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å 0.0-0.6 ‚¡≈“√å
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√Ÿª∑’Ë 3  √Ÿª·∫∫¢Õß‚ª√µ’π·≈–≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë™–ÕÕ°®“°§Õ≈—¡πå  DEAE-Toyopearl ¥â«¬ linear  gradient

¢Õß Tris-HCl  buffer 0.05 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 8.0 ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å 0.0-0.6 ‚¡≈“√å

√Ÿª∑’Ë 4  SDS-PAGE  ¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß

Lane M: ‚ª√µ’π¡“µ√∞“π

Lane 1: ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï®“° peak I

Lane 2: ≈‘π“¡“‡√ ®“° peak II

Lane 3: ≈‘π“¡“‡√ ®“° peak III

Lane 4: ≈‘π“¡“‡√ ®“° peak VI

Lane 5: ≈‘π“¡“‡√ ®“° peak V

Lane C: Crude linamarase
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3.4 º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ
¢Õß‡Õπ‰´¡å
®“°√Ÿª∑’Ë 5 æ∫«à“≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑”ß“π‰¥â¥’

„π™à«ßæ’‡Õ™√–À«à“ß 6.0 ∂÷ß 7.0 (¡“°°«à“√âÕ¬≈– 80) ‚¥¬

¡’°‘®°√√¡ Ÿß ÿ¥∑’Ëæ’‡Õ™ 7.0 ·≈–®“°°“√µ√«® Õ∫

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß≈‘π“¡“‡√ µàÕæ’‡Õ™ æ∫«à“≈‘π“¡“‡√ ¡’

‡ ∂’¬√¿“æ¡“°°«à“√âÕ¬≈– 80 ∑’Ëæ’‡Õ™ 4.0 ∂÷ß 6.0 ‚¥¬

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß≈‘π“¡“‡√  Ÿß ÿ¥∑’Ëæ’‡Õ™ 4.0 „π¢≥–∑’Ëæ’‡Õ™

7.0 ́ ÷Ëß‡ªìπæ’‡Õ™∑’Ë≈‘π“¡“‡√ ∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥ ¡’‡ ∂’¬√¿“æ

¢Õß‡Õπ‰´¡å‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 70 ·≈–∑’Ëæ’‡Õ™¡“°°«à“ 8.0

‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß≈‘π“¡“‡√ ≈¥≈ß‡À≈◊ÕπâÕ¬°«à“√âÕ¬≈– 50

Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡∑’Ëæ’‡Õ™ 8.0-10.0 ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‰¥â

®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß¬—ß§ß¡’°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å  ÷́Ëßµà“ß

®“° cassava latex linamarase ÷́Ëß‰¡à “¡“√∂¬àÕ¬

Crude enzyme 1.22 ± 0.18 134.79 ± 1.50 110.48 ± 1.93 1.00 100.00

60% Ammonium 0.90 ± 0.07 121.81 ± 0.65 135.34 ± 1.62 1.23  90.37
sulfate precipitation

DEAE-Toyopearl 0.13 ± 0.01 31.27 ± 0.18 240.54 ± 1.47 2.18  23.20

µ“√“ß∑’Ë 2  °“√∑”„Àâ≈‘π“¡“‡√ ®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

Purification step
Total

Protein (g)
Total

Activity (U)
Specific Activity

(Unit/g)
Purification

Factor
Yield (%)

 —∫ ‡µ√∑‰¥â‡≈¬∑’Ëæ’‡Õ™¡“°°«à“ 8.0 ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æµË”

∑’Ëæ’‡Õ™ Ÿß [19] ·≈–‡π◊ËÕß®“°≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‰¥âπ’È

∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥∑’Ëæ’‡Õ™ 7.0 ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æµàÕæ’‡Õ™„π

™à«ß°«â“ß®÷ß∑”„Àâ≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¡’§ÿ≥ ¡∫—µ‘·µ°µà“ß

®“°≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë‰¥â®“° Trifolium repens (‚§≈‡«Õ√å¢“«)

[20], Linum usitatissimum (≈‘π‘π) [21], Hevea

brasiliensis (¬“ßæ“√“) [22]  ·≈– Phaseolus lunatus

(∂—Ë«√“™¡“¥) [23] ÷́Ëß≈‘π“¡“‡√ ‡À≈à“π’È∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ëæ’‡Õ™

µË”°«à“ (optimum pH ª√–¡“≥ 5) ·≈–¡’‡ ∂’¬√¿“æ

µàÕæ’‡Õ™„π™à«ß·§∫Ê (æ’‡Õ™ª√–¡“≥ 4-5) ¥—ßπ—Èπ®÷ß‡ÀÁπ

‰¥â«à“ ·¡â®–‡ªìπ‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë¡“®“°æ◊™·≈– “¡“√∂

¬àÕ¬ ≈“¬≈‘π“¡“√‘π‰¥â‡À¡◊Õπ°—π ·µàÀ“°¡“®“°æ◊™µà“ß™π‘¥

°—π®–¡’§«“¡ “¡“√∂„π°“√∑”ß“π„π™à«ßæ’‡Õ™∑’Ëµà“ß°—π

√Ÿª∑’Ë 5  º≈¢Õßæ’‡Õ™µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
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3.5 º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ
¢Õß‡Õπ‰´¡å
º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß≈‘π“¡“‡√ 

· ¥ß¥—ß√Ÿª∑’Ë 6 ´÷Ëßæ∫«à“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°‘®°√√¡

¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘ÏÕ¬Ÿà„π™à«ß°«â“ß√–À«à“ß 30-60 °C

‚¥¬∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 °C Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡

°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ ≈¥≈ßÕ¬à“ß√«¥‡√Á«∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß°«à“

60 °C ¢≥–∑’Ë≈‘π“¡“‡√ ¡’‡ ∂’¬√¿“æ¥’¡“°°«à“√âÕ¬≈– 80

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30-50 °C ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß°«à“ 70 °C ≈‘π“¡“‡√ 

¡’°‘®°√√¡·≈–‡ ∂’¬√¿“æπâÕ¬°«à“√âÕ¬≈– 20 º≈°“√

∑¥≈Õßπ’È·µ°µà“ß®“°º≈°“√∑¥≈Õß¢Õß Yeoh [6]  ∑’Ëæ∫

«à“≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°„∫·≈–‡ª≈◊Õ°¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß

π—Èπ∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °C ·µà∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘π’È

‡Õπ‰´¡å Ÿ≠‡ ’¬°‘®°√√¡∂÷ß√âÕ¬≈– 34 ·≈–√âÕ¬≈– 45 µ“¡

≈”¥—∫  ¢≥–∑’Ë≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï®“°ß“π«‘®—¬π’È∑”ß“π‰¥â¥’

∑’Ë ÿ¥∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 °C ·≈–∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘π’È°‘®°√√¡¢Õß

‡Õπ‰´¡å≈¥≈ß‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 15 πÕ°®“°π’È∂â“‡ª√’¬∫‡∑’¬∫∑’Ë

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 55 °C ‡∑à“°—π ®–‡ÀÁπ‰¥â«à“≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

®“°ß“π«‘®—¬π’È¡’°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å≈¥≈ß‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 20

‡∑à“π—Èπ ·≈–®“°º≈°“√∑¥≈Õß¢Õß Elias ·≈–§≥– [19]

∑’Ëæ∫«à“≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°πÈ”¬“ß¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß

∑”ß“π‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 35 °C ¢≥–∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 60 °C

°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å‡À≈◊Õ‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 20 ·≈– Ÿ≠‡ ’¬

°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡åÕ¬à“ß ¡∫Ÿ√≥å∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 70 °C ·≈–

®“°°“√∑¥≈Õß¢Õß Eksittikul ·≈– Chulavatnatol [15]

∑’Ëæ∫«à“≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°°â“π„∫ ≈”µâπ ·≈–‡ª≈◊Õ°

¡—π ”ª–À≈—ß Ÿ≠‡ ’¬°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å‚¥¬ ¡∫Ÿ√≥å∑’Ë

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘‡æ’¬ß 60 °C ¥—ßπ—Èπ®÷ß‡ÀÁπ‰¥â«à“≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

∑’Ë‰¥â®“°ß“π«‘®—¬π’È¡’‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß°«à“‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫°—∫≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°°â“π„∫ ≈”µâπ ·≈–

‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß [15] ≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°„∫·≈–

‡ª≈◊Õ°¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß [6] ·≈–≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°

πÈ”¬“ß¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß [19] ∑—Èßπ’ÈÕ“®‡π◊ËÕß¡“®“°¡—π

 ”ª–À≈—ß∑’Ë„™â„π°“√∑¥≈Õßπ—Èπ‡ªìπ§π≈– “¬æ—π∏ÿå ‚¥¬

Yeoh [6] „™â “¬æ—π∏ÿå Merah Jambu Elias ·≈–§≥–

[19] „™â “¬æ—π∏ÿå M4 ¢≥–∑’Ë°“√∑¥≈Õßπ’È„™â “¬æ—π∏ÿå

KU-50 À√◊ÕÕ“®‡π◊ËÕß¡“®“°≈‘π“¡“‡√  °—¥®“°‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕ

§π≈– à«π¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß ¥â«¬‡Àµÿπ’È®÷ß∑”„Àâ‡Õπ‰´¡å¡’

‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕÿ≥À¿Ÿ¡‘·µ°µà“ß°—π

√Ÿª∑’Ë 6  º≈¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µàÕ°“√∑”ß“π·≈–‡ ∂’¬√¿“æ¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
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3.6 º≈¢ÕßÕ‘ÕÕπ‚≈À–µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß
≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï
°“√∑¥≈Õßπ’È π„®»÷°…“º≈¢ÕßÕ‘ÕÕπ‚≈À–µàÕ

°“√∑”ß“π¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë °—¥®“° à«π¢Õß‡π◊ÈÕ

¡—π ”ª–À≈—ß‡æ◊ËÕ®–‰¥â∑√“∫«à“¡’º≈‡À¡◊ÕπÀ√◊Õµà“ß®“°

≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë °—¥‰¥â®“° à«πÕ◊ËπÊ ¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß

Õ¬à“ß‰√ ®“°µ“√“ß∑’Ë 3 æ∫«à“°“√‡µ‘¡ EDTA „Àâ¡’§«“¡

‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬‡ªìπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å ¡’º≈„Àâ≈‘π“¡“‡√ 

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¡’°‘®°√√¡≈¥≈ß‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 4.62 ·≈–∂÷ß·¡â®–‡µ‘¡

EDTA „Àâ¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬‡ªìπ 100 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å·≈â«

°Áµ“¡ ·µà°‘®°√√¡≈‘π“¡“‡√ ≈¥≈ß‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 10.77 ‡¡◊ËÕ

‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫™ÿ¥§«∫§ÿ¡´÷Ëß‰¡à¡’°“√‡µ‘¡ EDTA º≈°“√

∑¥≈Õß· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“ EDTA ‰¡à¡’º≈µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß

≈‘π“¡“‡√  ÷́Ëßº≈°“√∑¥≈Õß∑’Ë‰¥â§≈â“¬°—∫ß“π«‘®—¬¢Õß

Cooke ·≈–§≥– [14] ∑’Ë»÷°…“≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë °—¥

‰¥â®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß‡™àπ°—π ·≈– Eksittikul ·≈–

Chulavatnatol [15] ∑’Ë»÷°…“≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë °—¥‰¥â

®“°°â“π„∫ ≈”µâπ ·≈–‡ª≈◊Õ°¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß ´÷Ëßæ∫«à“

‡¡◊ËÕ‡µ‘¡ EDTA §«“¡‡¢â¡¢âπ 10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å‰¡à¡’º≈µàÕ

°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√  ·≈–‡æ◊ËÕ„Àâ‡°‘¥§«“¡·πà„®«à“

‚≈À–µà“ßÊ ∂Ÿ°°”®—¥ÕÕ°®“°µ—«Õ¬à“ß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

®πÀ¡¥·≈â« ®÷ß‰¥âπ”µ—«Õ¬à“ß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ëºà“π°“√

‡µ‘¡ EDTA 100 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å  ‰ª dialysis  ¥â«¬ Tris-HCl

buffer §«“¡‡¢â¡¢âπ 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å (æ’‡Õ™ 7.0) °àÕπ ·≈â«

®÷ßπ”¡“∫à¡°—∫‚≈À– —́≈‡øµ™π‘¥µà“ßÊ (‚≈À– —́≈‡øµ®–¡’

§«“¡ “¡“√∂„π°“√≈–≈“¬‰¥â¥’°«à“‚≈À–„π√ŸªÕ◊Ëπ) ‚¥¬

„Àâ¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬‡ªìπ 1 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å (∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ

π’È°“√‡µ‘¡Õ‘ÕÕπ‚≈À–µà“ßÊ ‰¡à¡’º≈µàÕ background  ¢Õß

°“√µ√«®«—¥°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å) ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 °C  ‡ªìπ

‡«≈“ 1 ™—Ë«‚¡ß ®“°π—Èππ”¡“µ√«® Õ∫°‘®°√√¡¢Õß

‡Õπ‰´¡å∑’Ë‡À≈◊Õ æ∫«à“ Na+ Mn2+ Ca2+ Zn2+ ·≈– Mg2+ ¡’

º≈™à«¬ àß‡ √‘¡„Àâ°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ¢≥–∑’Ë

Fe2+ Cu2+ ·≈– NH4
+ ∑”„Àâ°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ ≈¥≈ß

πâÕ¬°«à“√âÕ¬≈– 25  à«π Fe3+ ·≈– Cd2+ ∑”„Àâ°‘®°√√¡

¢Õß≈‘π“¡“‡√ ≈¥≈ß¡“°°«à“√âÕ¬≈– 50 ·≈–‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫°—∫º≈°“√∑¥≈Õß¢Õß Elias ·≈–§≥– [19] ∑’Ëæ∫«à“

Fe3+ §«“¡‡¢â¡¢âπ 1 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å  “¡“√∂¬—∫¬—Èß°“√

∑”ß“π¢Õß≈‘π“¡“‡√ ®“°πÈ”¬“ß¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß‰¥â‡™àπ°—π

·µà¡’º≈∑”„Àâ°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å≈¥≈ß¡“°∂÷ß√âÕ¬≈– 80

¥—ßπ—Èπº≈°“√∑¥≈Õß· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï„π

ß“π«‘®—¬π’È¡’‡ ∂’¬√¿“æµàÕÕ‘ÕÕπ Fe+3 ¡“°°«à“‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫°—∫≈‘π“¡“‡√ ®“°πÈ”¬“ß¢Õß¡—π ”ª–À≈—ß πÕ°®“°

π’È®“°°“√»÷°…“¢Õß Eksittikul ·≈– Chulavatnatol [15]

æ∫«à“°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥‰¥â®“°°â“π„∫¢Õß¡—π

 ”ª–À≈—ß∂Ÿ°¬—∫¬—Èß‡≈Á°πâÕ¬¥â«¬ Mn2+ ¢≥–∑’Ë Mg2+ Ca2+

·≈– Cu2+ ‰¡à¡’º≈µàÕ°‘®°√√¡¢Õß‡Õπ‰´¡å ·µà®“°º≈ß“π

«‘®—¬π’Èæ∫«à“Õ‘ÕÕπ∑—Èß 3 ™π‘¥ ¬°‡«âπ Cu2+  “¡“√∂ àß

‡ √‘¡°‘®°√√¡¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï ®“°º≈¥—ß°≈à“«Õ“®

‡ªìπ‰ª‰¥â«à“≈‘π“¡“‡√ ®“°¡—π ”ª–À≈—ßµà“ß “¬æ—π∏ÿå ·≈–

µà“ß‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕ°—π Õ“®¡’°√¥Õ–¡‘‚π∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß ≥ ∫√‘‡«≥

active site ·µ°µà“ß°—π ¥—ßπ—Èπ®÷ß§«√¡’°“√»÷°…“≈”¥—∫

°√¥Õ–¡‘‚π·≈–‚§√ß √â“ß 3 ¡‘µ‘¢Õß≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë‰¥â®“°

‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50 „π‚Õ°“ µàÕ‰ª
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µ“√“ß∑’Ë 3 º≈¢ÕßÕ‘ÕÕπ‚≈À–·≈– EDTA  µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß

≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï

Ion or EDTA (mM) Relative activity (%)

Nonea 100.00 ± 2.97

EDTA (10) 95.38 ± 2.83

EDTA (100) 89.23 ± 2.65

Na2SO4 137.44 ± 4.08

MnSO4.H2O 137.44 ± 3.95

CaSO4.2H2O 123.08 ± 3.65

ZnSO4.7H2O 121.03 ± 3.59

MgSO4.7H2O 115.90 ± 3.44

FeSO4.7H2O 94.87 ± 2.81

CuSO4.5H2O 75.38 ± 2.24

(NH4)2SO4 74.36 ± 2.20

Fe2(SO4)3 46.15 ± 1.37

3CdSO4.8H2O 42.56 ± 1.26

a≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‰¡à‰¥â‡µ‘¡  EDTA

4.  √ÿªº≈°“√«‘®—¬
ß“π«‘®—¬π’È»÷°…“°“√ °—¥≈‘π“¡“√‘π ÷́Ëß‡ªìπ —∫ ‡µ√∑

ÕÕ°®“° à«π¢Õß‡ª≈◊Õ°¡—π ”ª–À≈—ß ·≈– °—¥

≈‘π“¡“‡√  ÷́Ëß‡ªìπ‡Õπ‰´¡åÕÕ°®“° à«π¢Õß‡π◊ÈÕ¡—π

 ”ª–À≈—ß “¬æ—π∏ÿå KU-50 º≈°“√∑¥≈Õßæ∫«à“ “¡“√∂

 °—¥·≈–∑”„Àâ≈‘π“¡“√‘π∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‚¥¬„™â°√¥´—≈øŸ√‘°‡¬Áπ

·≈–·¬°¥â«¬ HPLC 2 §√—Èß ‚¥¬§Õ≈—¡πå NH2 Lichrospher

100 πÕ°®“°π’Èæ∫«à“‡¡◊ËÕ‡æ‘Ë¡ hydrophobicity ¢Õß

∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â„π°“√ °—¥‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß  “¡“√∂ °—¥

≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°®“°‡π◊ÈÕ¡—π ”ª–À≈—ß‰¥â¡“°¢÷Èπ ·≈–æ∫«à“

Buffer C (PVP 1% ·≈– Tween 20 1% „πøÕ ‡øµ

∫—ø‡øÕ√å§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.1 ‚¡≈“√å æ’‡Õ™ 6.0) ¡’

ª√– ‘∑∏‘¿“æ Ÿß ÿ¥„π°“√ °—¥≈‘π“¡“‡√ ÕÕ°®“°‡π◊ÈÕ¡—π

 ”ª–À≈—ß ·≈–‡¡◊ËÕπ”≈‘π“¡“‡√ ∑’Ë °—¥¥â«¬ Buffer C ¡“

∑”„Àâ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‚¥¬°“√µ°µ–°Õπ¥â«¬‡°≈◊Õ·Õ¡‚¡‡π’¬¡

´—≈‡øµ ·≈–ºà“π§Õ≈—¡πå DEAE-Toyopearl æ∫≈‘π“¡“‡√ 

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï¢π“¥ 65 °‘‚≈¥“≈µ—π ®“°π—Èπ‡¡◊ËÕπ”≈‘π“¡“‡√ 

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï‰ª∑¥ Õ∫‡ ∂’¬√¿“æ æ∫«à“¡’‡ ∂’¬√¿“æ„π™à«ß°«â“ß

µàÕæ’‡Õ™·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ¢≥–∑’Ë ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡ µàÕ°“√

∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å§◊Õæ’‡Õ™ 7.0 ·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘  50 °C ·≈–

æ∫«à“ EDTA ‰¡à¡’º≈µàÕ°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å „π¢≥–∑’Ë

Na+, Mn2+, Ca2+, Zn2+ ·≈– Mg2+ ¡’º≈ àß‡ √‘¡°‘®°√√¡

¢Õß‡Õπ‰´¡å≈‘π“¡“‡√ ∫√‘ ÿ∑∏‘Ï„Àâ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ¥—ßπ—Èπ≈‘π“¡“‡√ 

∫√‘ ÿ∑∏‘Ï∑’Ë‰¥âπà“®–∂Ÿ°π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™âµàÕ‰ª

5. °‘µµ‘°√√¡ª√–°“»
ß“π«‘®—¬π’È‰¥â√—∫∑ÿπ π—∫ πÿπ®“° ”π—°ß“π°Õß∑ÿπ π—∫

 πÿπ°“√«‘®—¬ ¿“¬„µâ‚§√ß°“√ª√‘≠≠“‡Õ°°“≠®π“¿‘‡…°

√ÿàπ∑’Ë 6 ª√–®”ªï 2546 ·≈–‡ß‘πß∫ª√–¡“≥·ºàπ¥‘π¢Õß

¡À“«‘∑¬“≈—¬‡∑§‚π‚≈¬’æ√–®Õ¡‡°≈â“∏π∫ÿ√’ ª√–®”ªï 2549-

2551
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