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เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสเปนเอนไซมที่มีบทบาทสําคัญในการเชื่อมแมนโนสกับโอลิ
โกแซคคาไรดในไกลโคโปรตีนโดยเฉพาะไกลโคโปรตีนชนิดที่เชื่อมตอกับกรดอะมิโนแอสปารา
จีน (N-linked glycoprotein)  นอกจากนี้ เอนไซมชนิดนี้ยังมีความสําคัญในการนําไปใชเพ่ือการ
ตรวจวิเคราะหแมนโนสในโอลิโกแซคคาไรด รวมทั้งการนําไปสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดที่มี
แมนโนสเปนองคประกอบ  โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความสัมพันธของโครงสราง
ของเอนไซมและความจําเพาะตอการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซม  เน่ืองจาก
การศึกษาความสัมพันธดังกลาวจําเปนตองใชเอนไซมบริสุทธิ์ที่มีปริมาณมากพอตอการศึกษา
หลายปฏิกิริยา แตเอนไซมที่สกัดแยกไดมีปริมาณนอยมากๆ และไมเสถียร (unstable) อีกดวย 
ทําใหผูวิจัยไมสามารถศึกษาความสัมพันธดังกลาวตามวัตถุประสงคได  จึงไดทําการศึกษา
สมบัติทางกายภาพ จลนศาสตร และความจําเพาะตอการสลายและการสังเคราะหของเอนไซม
แทน 

 
ไดสกัดและแยกเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากเมล็ดกระเจ๊ียบแดง (Hibiscus 

sabdariffa L. var. sabdariffa) โดยวิธีการตกตะกอนโปรตีนแบบแยกลําดับสวนที่ความเขมขน
ของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 30-80 เปอรเซ็นต และตามดวยโครมาโทกราฟฟชนิดตางๆ ไดแก  
โครมาโท-กราฟแบบแลกไอออนชนิดเรซินเปนประจุบวก (DEAE-52 cellulose)  โครมาโทก
ราฟแบบแลกไอออนชนิดเรซินเปนประจุลบ (CM-52 cellulose)  โครมาโทกราฟแบบไฮดรอกซี
แอบปาไทต (hydroxyapatite)  และโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน (Sephacryl HR S-200 
และ HR S-300)  พบวาเมล็ดกระเจี๊ยบแดงมีเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 2 ไอโซไซม โดยไอ



โซไซมชนิดที่ I จะมีคาพีไอที่ 4.8 ขณะที่ไอโซไซมชนิดที่ II มีคาพีไอที่ 4.9-6.0  ไอโซไซมทั้ง 2 
ตองการ Zn2+ ชวยในการคงแอกทิวิทีของเอนไซมเม่ืออยูในสารละลายที่มีคาพีเอชเปนกรด  
เน่ืองจากไอโซไซมชนิดที่ II มีแอกทิวิทีต่ํามาก ไมเพียงพอตอการศึกษาตอ จึงศึกษาสมบัติของ
ไอโซไซมชนิดที่ I เทานั้น  จากเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสชนิดเสียสภาพธรรมชาติ (SDS-PAGE) ได
แถบโปรตีน 2 แถบ มีนํ้าหนักโมเลกุลที่ 69.6 และ 56.6 กิโลดาลตัน  นํ้าหนักโมเลกุลของ
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสในสภาพธรรมชาติอยูในชวงระหวาง 357-481 กิโลดาลตัน  ไอโซ
ไซมชนิดที่ I ถูกแยกจากไอโซไซมชนิดที่ II โดยการใชโครมาโทกราฟชนิดเรซินเปนประจุลบ 
(CM-52 cellulose) ดวยคาพีเอชที่ 4.4 ที่มีซิงคคลอไรด 1 มิลลิโมลาร และใชเกรเดียนทพีเอช
แบบขั้นบรรได (step pH gradient) เริ่มจากพีเอช 4.4 ถึง 5.0 ดวยการเวนชวงพีเอช 0.2 หนวย  
ไดโปรตีน 1 แถบที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 69.6 กิโลดาลตัน จาก SDS-PAGE จากตัวอยางไอโซไซม
ชนิดที่ I  ขณะที่ไอโซไซมชนิดที่ II ไมสามารถเห็นไดจาก SDS-PAGE เน่ืองจากความเขมขน
ของโปรตีนต่ํามากๆ  ดังน้ัน ไอโซไซมชนิดที่ I ควรประกอบดวยหนวยยอยชนิดเดียวกัน 6 
หนวย  นอกจากนี้ ยังพบวาไอโซไซมชนิดที่ I มีคาพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสลาย
สับสเตรทสังเคราะหพารา-ไนโทรเฟนนิล-อัลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซดที่พีเอช 4.0-4.5 และ 
60-70 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  คาทางจลนศาสตร Km และ Vmax ของไอโซไซมชนิดที่ I ตอ
การสลายสับสเตรทสังเคราะหพารา-ไนโทรเฟนนิล-อัลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซดเทากับ 1.05 
มิลลิโมลาร และ 0.36 ไมโครโมลตอนาที ตามลําดับ 

 
เม่ือศึกษาการสังเคราะหเบื้องตนของโอลิโกแซคคาไรดที่มีแมนโนสดวยเอนไซมที่แยก

ใหบริสุทธิ์เปนบางสวนจากโครมาโทกราฟแบบไฮดรอกซีแอบปาไทต ซ่ึงปราศจากเอนไซมบีตา-
แมนโนสซิเดสและเอนไซมไกลโคสซิเดสหลักชนิดอ่ืนๆ ดวยปฏิกิริยาการยอนกลับการสลาย  
พบวาเอนไซมมีพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาการสังเคราะหแมนโนไบโอสที่ 4.0 
และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ซ่ึงคลายคลึงกับคาที่ไดจากปฏิกิริยาการสลาย  นอกจากนี้ 
เม่ือนําเอนไซม (5 หนวยเอนไซม / มิลลิลิตร) บมกับแมนโนส 50 เปอรเซ็นตที่พีเอช 4.0 และ 

60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3, 7 และ 10 วัน จะได Manα(1−6)Man เปนผลิตผลหลักเม่ือ

เทียบกับแมนโนไบโอสชนิดอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้น คือ Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man และ 

Manα(1−4)Man  การวิเคราะหโดยโครมาโทกราฟแบบแผนเคลือบแสดงใหเห็นวาไมมีผลผลิต
ใดๆ จากตัวอยางที่บมเอนไซมกับแมนโนส 10 เปอรเซนต และไซโลส 40 เปอรเซนต หรือ
กลูโคส 40 เปอรเซนต ณ สภาวะเหมาะสม  ขณะที่ตัวอยางที่บมเอนไซมกับสับสเตรทแมนโนส 
10 เปอรเซนต และกาแลกโตสหรืออะราบิโนส 40 เปอรเซนต จะใหผลิตผลบางอยางที่ไมทราบ
แนชัด 
 



 จากผลการทดสอบปฏิกิริยาการสลายและการสังเคราะหของเอนไซมดังกลาว สามารถ
สรุปไดวาเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากเมล็ดกระเจี๊ยบแดงจัดอยูในเอนไซมคลาสที่ II ของ
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสและในแฟมิลี่ที่ 38 ของเอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลส 
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α-Mannosidase is an enzyme with an important function in linking a mannose 
to oligosaccharides in glycoproteins especially in N-linked glycoprotein.  Moreover, this 
enzyme has been important in applying to analysis of mannose in oligosaccharides and 
syntheses of oligosaccharides containing mannose.  This project had aimed to 
investigate the relationship between the enzyme structure and its oligomanoside-
synthetic specificity.  Since this study needed much amount of pure enzyme for many 
reactions but very tiny pure enzyme was obtained and it was also unstable.  So the 
investigator could not study according to the project objective.  Investigation of the 
physical properties, kinetics, and hydrolytic and synthetic specificity of the enzyme was 
studied instead. 

 

 The α-mannosidases were extracted and purified from roselle seed (Hibiscus 
sabdariffa L. var. sabdariffa) by 30-80% ammonium sulfate fractionation and followed by 
various chromatographies, i.e., anion exchange (DEAE-52 cellulose) , cation exchange 
(CM-52 cellulose), hydroxyapatite, and gel filtration (Sephacryl HR S-200 and HR S-

300) chromatographies.  It was found that roselle seed contained 2 isozymes of α-
mannosidase in which the isozyme I had pI value of 4.8 whereas the isozyme II had the 
pI value of 4.9-6.0.  Both isozymes required Zn2+ for retaining their activities while in the 
acidic solution.  Since the isozyme II had very low activity, not enough for further study, 
the isozyme I was only studied for its properties.  From denaturing gel electrophoresis 



(SDS-PAGE), two protein bands were obtained, having the molecular weight of 69.6 

and 56.6 kDa.  The native molecular weight of the α-mannosidases is in the range of 
357-481 kDa.  The isozyme I was separated from the isozyme II by using anion 
exchange chromatography (CM-52 cellulose) with the pH value at 4.4 containing 1 mM 
ZnCl2 and running step pH gradient starting from pH 4.4 to 5.0 at the intervals of 0.2 pH 
unit.  Single band having the molecular weight of 69.6 kDa was obtained from SDS-
PAGE with the isozyme I sample.  Whereas the isozyme II could not be seen due to its 
very less protein concentration.  So the isozyme I should comprise of 6 identical 
subunits.  Moreover, it was found that the isozyme I had optimal pH and temperature 

for hydrolysis of synthetic substrate, p-nitrophenyl-α-D-mannopyranoside, at pH 4.0-4.5 

and 60-70°C, respectively.  The kinetic values, Km and Vmax, of isozyme I towards 

hydrolysis of such synthetic substrate, p-nitrophenyl-α-D-mannopyranoside, are 1.05 

mM and 0.36 μmol/min, respectively. 
 
 When the preliminary syntheses of mannose-containing oligosaccharides with 

partially purified enzyme, free from β-mannosidase and the other major glycosidases, 
from hydroxyapatite chromatography were studied using reverse hydrolysis reaction.  It 
was found that the enzyme had optimal pH and temperature for mannobioses synthesis 

at 4.0 and 60°C, respectively, similar to the values obtained from hydrolytic reaction.  In 
addition, when incubated the enzyme (5 U/ml) for 3, 7 and 10 days with 50% mannose 

at pH 4.0 and 60°C, Manα(1−6)Man was the major product comparing to the other 

mannobioses, i.e., Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man and Manα(1−4)Man.  Analysis 
by thin-layer chromatography showed no product from the samples of enzyme 
incubated at optimal conditions with 10% mannose and 40% xylose or 40% glucose.  
Whereas the samples of enzyme incubated with 10% mannose and 40% either 
galactose or arabinose as substrates gave some unknown products. 
 
 From the results of hydrolytic and synthetic reactions of enzyme, it can be 

summarized that the α-mannosidases from roselle are in the class II of α-
mannosidases and in the family 38 of glycoside hydrolases. 
 

Keywords : α-Mannosidase, oligosaccharide synthesis, specificity property 
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บทนํา 
 
เอนไซมไกลโคซิเดส 
 
 เอนไซมไกลโคซิเดส (EC 3.2) เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการสลายพันธะไกลโค
ซิดิก (glycosidic bond) ของไกลโคไซด โอลิโกแซคคาไรด โพลีแซคคาไรดและคารโบไฮเดรตที่
ซับซอน เชน ไกลโคลิพิดหรือไกลโคโปรตีนได  สามารถแบงออกเปน 3 พวกใหญ ตามลักษณะ
ของพันธะไกลโคซิดิกที่สามารถสลาย ไดแก  (1) เอนไซมที่สลายคารโบไฮเดรตชนิดที่มีพันธะ
ไกลโคซิดิกเชื่อมตอกับอะตอมออกซิเจน (O-glycosyl; EC 3.2.1)  (2) เอนไซมที่สลาย
คารโบไฮเดรตชนิดที่มีพันธะไกลโคซิดิกเชื่อมตอกับอะตอมไนโตรเจน (N-glycosyl; EC 3.2.2)  
และ (3) เอนไซมที่สลายคารโบไฮเดรตชนิดที่มีพันธะไกลโคซิดิกเชื่อมตอกับอะตอมซัลเฟอร (S-
glycosyl; EC 3.2.3) 
 

กลไกการทํางานของเอนไซมไกลโคซิเดส  มี 2 รูปแบบ คือ 
1.  Inverting mechanism เปนกลไกที่มีการดําเนินปฏิกิริยาเพียงขั้นตอนเดียว และ

จําเปนตองมีนํ้าเปนตัวชวยในการทําปฏิกิริยา เม่ือเกิดการดําเนินปฏิกิริยา พันธะไกลโคซิดิก
ของผลิตผลจะมีการเปลี่ยนรูปแบบจากสารตั้งตน ดังรูปที่ 1 ตัวอยางของเอนไซมที่มีกลไกเชนน้ี 

ไดแก เอนไซมเทรฮาเลส (trehalase) และเอนไซมบีตา-อะไมเลส (β-amylase) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1  ขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาของกลไกชนิด inverting โดยเอนไซมไกลโคซิเดส 
 
2.  Retaining mechanisim  เปนกลไกการทํางานที่มีการดําเนินของปฏิกิริยา เม่ือเกิด

การสลายสารตั้งตนจะไดสารที่อยูในสภาพเปลี่ยน ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยานี้ไมจําเปนตองมีนํ้าเขา
ชวยในขั้นแรก ตอมาจะเกิดปฏิกิริยายอนกลับไดผลิตผลเกิดขึ้น พบวาเม่ือเสร็จสิ้นการดําเนิน
ปฏิกิริยา พันธะไกลโคซิดิกจะไมมีการเปลี่ยนรูปแบบ ดังรูปที่ 2 ตัวอยางของเอนไซมที่มีกลไก
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เชนนี้ ไดแก เอนไซมบีตา-กาแลกโทซิเดส (β-galactosidase) เอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 
และเอนไซมไลโซไซม (lysozyme) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2   ขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาของกลไกชนิด retaining โดยเอนไซมไกลโคซิเดส 
 

ประโยชนของเอนไซมไกลโคซิเดส 
ประโยชนในทางอุตสาหกรรม ไดแก การนําเอนไซมไปใชในการสังเคราะหนํ้าตาลชนิด

ตางๆ ในธรรมชาติที่สกัดแยกใหบริสุทธิ์ไดยาก หรือนําเอนไซมไปใชในการตรวจวิเคราะหลําดับ
ของคารโบไฮเดรต (carbohydrate engineering) สําหรับเอนไซมไกลโคซิเดสที่พบในสิ่งมีชีวิต 
พบวาเอนไซมไกลโคซิเดสมีสวนเกี่ยวของในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดชนิด N-glycans 
ในออรกาแนลของสิ่งมีชีวิตยูคาริโอต (eukaryote)  เชน  ในเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม 
(endoplasmic reticulum หรือ ER) และกอลไจ (Golgi) เปนตน (Herscovics, 1999) ดังรูปที่ 3 
 
 
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 

 

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส (α-mannosidase, α-D-mannoside mannohydrolase; 
EC 3.2.1.24) จัดอยูในกลุมเอนไซมไกลโคซิเดสชนิดที่สลายพันธะไกลโคซิดิกที่เชื่อมตอกับ
อะตอมออกซิเจน (O-glycosyl) สามารถสลายน้ําตาลโมเลกุลคูใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวได 
และทําหนาที่เชื่อมตอกับกรดอะมิโนแอสพาราจีนของโอลิโกแซคคาไรด (Asn-linked 
oligosaccharide) สามารถตรวจพบแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสไดในออรกาเนล
ของยูคาริโอตทุกชนิด 
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รูปที่ 3   กระบวนการสรางและสลายโอลโิกแซคคาไรดในไกลโคโปรตีน 
ของเซลลสตัวเลี้ยงลูกดวยนม 

 
Glc I: glucosidase I     Glc II: glucosidase II 
ER Man I: ER mannosidase I   ER Man II: ER mannosidase II 

Endo α-Man: endo α-mannosidase 
Golgi Man IA, Man IB, Man IC: Golgi mannosidase IA, IB, and IC 
GnTI: GlcNAc transferase I   Golgi Man II: Golgi mannosidase II 

GnTII: GlcNAc tranferase II   Golgi Man III: Golgi α-mannosidase III 
Cytosolic Man: Cytosolic mannosidase 

Lys Man: broad-specificity lysosomal α-mannosidase 

Lys α1,6-Man: lysosomal α1,6-mannosidase  

Lys β-Man, lysosomal β- mannosidase 
 
ที่มา: Moremen (2002) 
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ชนิดของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
 
การแบงกลุมเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสสามารถแบงกลุมไดหลายกลุมตามเกณฑ

ตางๆ ดังน้ี 
 
1.  อิงตามคาพีเอชที่เหมาะสมในการทํางาน (optimum pH) ของเอนไซม ซ่ึงสามารถ

แบงเอนไซมออกไดเปน 3 ประเภท คือ 

1.1  acidic α-mannosidase สามารถทํางานไดดีที่พีเอช 4.0–4.5 และตองมี
ไอออนโลหะ Zn2+ ชวยใหเอนไซมมีเสถียรภาพ และทํางานไดดียิ่งขึ้น 

1.2  intermediate α-mannosidase สามารถทํางานไดดีที่พีเอชเปนกลางและไม
ตองการไอออนโลหะชวยในการทํางาน 

1.3  neutral α-mannosidase สามารถทํางานไดที่พีเอช 5.5-6.0 และตองมีไอออน
โลหะ Co2+ หรือ Ca2+ ชวยใหเอนไซมมีเสถียรภาพและทํางานไดดีขึ้น 

 
2.  อิงตามลักษณะความจําเพาะตอสารตั้งตน ผลตอสารยับยั้ง ชนิดของประจุบวกที่

ตองการ นํ้าหนักโมเลกุล แหลงของเอนไซมในออแกเนลลของเซลล และกลไกการทํางานของ
เอนไซม (Moremen, 2002) สามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ 

 

2.1  ชนิดที่จําเพาะตอการสลายแมนโนสของพันธะไกลโคซิดิกที่ตําแหนง α(1−2) 
เอนไซมในกลุมน้ีจัดเปนเอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลส แฟมิลี่ที่ 47  ซ่ึงจะมีรูปรางโดเมนของ
เอนไซมในการสลายน้ําตาลแมนโนสเปนทรงกระบอกที่เกิดจากการรวมตัวของกรดอะมิโน 440–

510 ตัว  มักเปนเอนไซมชนิด neutral α-mannosidase  ตองการไอออนโลหะชนิด Ca2+ ใน
การทํางาน  สามารถถูกยับยั้งไดดวยสารจําพวกไพแรโนส (pyranose) เชน ดีออกซีแมนโนจิริ
มัยซิน (deoxymannojirimycin)  ทําหนาที่หลักในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดชนิดที่
เชื่อมตอกับกรดอะมิโนแอสพาราจีนใหสมบูรณ โดยตัดน้ําตาลแมนโนสออกจากสับสเตรท 
Man9GlcNAc2 ไดผลผลิต Man5GlcNAc2 จะพบเอนไซมกลุมน้ีไดในเอนโดพลาสมิกเรติคูลัมและ
กอลไจ (Herscovics, 2001) 

 
2.2  ชนิดที่จําเพาะตอการสลายแมนโนสของพันธะไกลโคซิดิกไดทั้งตําแหนง 

α(1−2), α(1−3) และ α(1−6)  เอนไซมกลุมน้ีเปนเอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลส แฟมิลี่ 38  
มีขนาดใหญประมาณ 110-135 กิโลดาลตัน  ตองการ Zn 2+ ในการทํางาน  สามารถถูกยับยั้งได
ดวยสารจําพวกฟวแรโนส (furanose) เชน สเวนโซนีน (swainsonine)  ทําหนาที่ไดทั้ง
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สังเคราะหและสลายโอลิโกแซคคาไรดชนิดที่เชื่อมตอกับกรดอะมิโนแอสปาราจีน  พบไดในไซ
โตพลาสซึม (cytoplasm) ไลโซโซม และกอลไจ (Herscovics, 2001 และ Meremen, 2002) 
 
 3.  อิงตามขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของจีโนมิก (genomic) และ complementary DNA 
(cDNA)  ระบบนี้มีขอดีมากกวาการอิงตามระบบที่ 1 และ 2  เน่ืองจากสามารถเปรียบเทียบ
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากแหลงตางๆ ไดจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่มีจํานวนเพิ่มขึ้น
อยางรวดเร็วในฐานขอมูล  ทําใหสะดวกในการคนควาหาลําดับเบสของเอนไซม  เพ่ือนํามาใชใน
การจําแนกโคลนและตรวจสอบหนาที่ของยีนอัลฟา-แมนโนสซิเดส   สามารถใชตัวแทนของกลุม
ลําดับกรดอะมิโนในเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่หลากหลายเพื่อนํามาใชวิเคราะหหา
ความสัมพันธระหวางลักษณะและลําดับเบสของอัลฟา-แมนโนสซิเดส  ระบบนี้สามารถแยก
เอนไซมออกเปน 3 กลุมใหญ คือ 
 

3.1  Clade I  ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่มีลําดับเบสในยูคาริโอต
ชนิดเชื้อราและเมตาซัว ซ่ึงยังแบงเอนไซมใน Clade I ไดเปน 2 กลุมยอย คือ 

(1)  กลุมยอยที่มีลําดับเบสที่ทราบหนาที่กระจายอยูในจีโนม ทําหนาที่ในเอน
โดพลาสมิกเรติคิวลัมและกอลจิคอมเพล็กซ  จัดใหเปนเอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลสแฟมิลี่ที่ 47 

(2)  กลุมยอยที่มีลําดับเบสที่ยังไมทราบหนาที่กระจายอยูในจีโนม 
 
3.2  Clade II  ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่มีลําดับเบสในยูคาริโอต

ชนิดที่มีความหลากหลายมากขึ้น นอกจากเชื้อราและเมตาซัวแลวยังมีกลุมของพืช ราเมือกและ
โปรโตซัวรวมอยูดวย  พบวาเอนไซมใน clade น้ีมีความหลากหลายในความจําเพาะทางชีวเคมี 
และมีลําดับเบสที่ทราบหนาที่ ซ่ึงทําหนาที่ในผนังไลโซโซมและกอลจิคอมเพล็กซ  เม่ือ

เปรียบเทียบเอนไซมกอลจิอัลฟา-แมนโนสซิเดส (golgi α-mannosidase) ใน Clade I และ 
Clade II พบวาเอนไซมกอลจิอัลฟา-แมนโนสซิเดสใน Clade II น้ีสามารถตัดพันธะไดทั้ง 

α(1−3) และ α(1−6) ซ่ึงแตกตางจากเอนไซมกอลจิอัลฟา-แมนโนสซิเดสใน Clade I ที่ตัด

พันธะในแมนโนสไดเฉพาะ α(1−2) เทานั้น   ไดจัดเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใน Clade II 
ใหเปนเอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลสแฟมิลี่ที่ 38 

 
3.3  Clade III  จัดอยูตรงกลางระหวาง Clade I และ II ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-

แมนโนสซิเดสที่มีลําดับเบสในยูคาริโอตชนิดเมตาซัว เชื้อรา และ อารคี (archae)  จากการ
วิเคราะหความสัมพันธของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใน Clade III เทียบกับเอนไซมอัลฟา-
แมนโนสซิเดสใน Clade I และ II   ไดจัดใหเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใน Clade III เปน
เอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลสแฟมิลี่ใหม (Gonzalez and Jordan, 2000) 
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ความสําคัญของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 

 
พบวาในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เม่ือขาดเอนไซมไลโซโซม อัลฟา-แมนโนสซิเดสจะทําให

เกิดโรคแมนโนซิโดซิส (mannosidosis) ซ่ึงพบไดใน คน วัวและแมว  โรคแมนโนซิโดซิสเกิดจาก
ความผิดปกติในการสลายแมนโนสเปนผลใหเกิดการสะสมของโอลิโกแซคคาไรดที่มีแมนโนสเปน
องคประกอบอยูในเนื้อเยื่อและปสสาวะของผูปวยหรือสัตวปวย โดยจะพบอาการปญญาออน หู
หนวก ภูมิคุมกันบกพรองและโครงรางผิดปกติ (Berg and Hopwood, 2001) 
 

แหลงที่คนพบเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
 
ในธรรมชาติสามารถตรวจสอบพบเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสไดในสิ่งมีชีวิตทั่วไป 

ไดแก 
(1)  พืช อาทิ เมล็ดมะละกอ (Ohtani and Misaki, 1983) พืชตระกูลแตง (สุพักตรและ

คณะ, 2543) กระเจ๊ียบแดง (Dumrongkiet, 1997), Triticale (Triticosecale wittmack; 
Mahadevi et al, 2002) และถั่วนางแดง (Patjaraporn, 1997) เปนตน 

(2)  สัตว เชน หอยหมวกเจ็ก (Aplysia fasciatalimpets; Andreotti et al, 2005) เปน
ตน 

(3)  จุลินทรีย เชน Penicillium citrinum (Yoshida et al, 1993)  Apergillus  niger 
(Itoh and Kamiyama, 1995) เปนตน 
 
 
โอลิโกแซคคาไรด 
 
 โอลิโกแซคคาไรด เปนคารโบไฮเดรต ซ่ึงประกอบไปดวยโมโนแซคคาไรดตั้งแต 2 ถึง 
10 หนวย ชนิดที่สําคัญและพบไดมากในธรรมชาติ คือ 
 1.  ไดแซคคาไรด (Disaccharide) เปนคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยโมโนแซคคาไรด 2 
โมเลกุลเชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก เชน  แลกโทส (lactose)  และมอลโทส (moltose) 
เปนตน 
 2.  ไตรแซคคาไรด (Trisaccharide) เปนคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยโมโนแซคคาไรด 
3 โมเลกุล เชน แรฟฟโนส (raffinose) เปนตน 
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ความสําคัญของโอลิโกแซคคาไรดในสิ่งมีชีวิต 

 
โปรตีนที่ มี โอลิ โกแซคคาไรด เชื่ อมตอกับกรดอะมิ โนแอสปาราจีน  (N-linked 

glycoprotein) จัดเปนไกลโคโปรตีนที่เกิดขึ้นจากกระบวนการปรับเปลี่ยนหลังการแปลรหัส 
(post-translational modifications) สวนของโอลิโกแซคคาไรดที่เชื่อมตอ จะมีความสําคัญในการ
เพ่ิมความหลากหลายใหกับโปรตีน และมีผลตอหนาที่ โครงสราง สมบัติทางกายภาพและ
เปาหมายในการขนสงของโปรตีน ตัวอยางเชน เพ่ิมความเสถียรใหแกโปรตีนโดยทนตอการ
สลายหรือทนตอการเสียสภาพ  เปลี่ยนสมบัติการละลายโดยเพิ่มความหนืด  ลดจุดเยือกแข็งเพ่ือ
ชวยเพ่ิมความสามารถในการละลาย  เปลี่ยนลักษณะสําหรับจดจํา (recognition)  ชวยในการ
มวน (folding) ของโปรตีน  โดยโปรตีนบางชนิดจะไมสามารถมวนได ถาไมมีการเติมหมูแซคคา
ไรด   นอกจากนี้ ยังพบวากระบวนการเติมคารโบไฮเดรตหรือไกลโคซิเลชัน (glycosylation) มี
ความจําเปนในการติดตอกันระหวางเซลล (Sears and Wong, 1998) 
 

การสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด  มี 2 วิธี คือ (Flitsch, 2000) 
 
1.  การใชวิธีทางเคมี (Chemical method)  วิธีน้ีคอนขางมีขอจํากัดหลายประการ คือ 

1.1  ขั้นตอนการสังเคราะหจะเพ่ิมมากขึ้นเม่ือโอลิโกแซคคาไรดมีขนาดใหญขึ้น 
1.2  เม่ือตองการสังเคราะหใหสารมีโครงสราง 3 มิติที่แนนอน (regioselective 

systhesis)  พบวาขั้นตอนการติดหมูพิเศษ ณ ตําแหนงที่ไมตองการเชื่อมพันธะ (protection) 
และการถอดหมูพิเศษเหลานี้ออก (deprotection) จะมีหลายขั้น 

1.3  การสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดขนาดใหญจะใหปริมาณผลผลิตสุดทาย
นอย  ทําใหการสังเคราะหระดับขนาดใหญเปนไปไดยาก 

 
2.  การใชเอนไซม (Enzymatic method)  วิธีน้ีเปนวิธีที่นิยมใชในการสังเคราะห

มากกวา เน่ืองจากไมมีขอจํากัดเหมือนการใชวิธีทางเคมี  วิธีการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด
โดยใชเอนไซมมี 2 ประเภทใหญ แบงตามชนิดของเอนไซม คือ  การใชเอนไซมจําพวกไกลโค
ซิลทรานเฟอเรส (glycosyltranferase; EC 2.4) และการใชเอนไซมจําพวกไกลโคซิเดส 
(glycosidase; EC 3.2)  แตเน่ืองจากเอนไซมจําพวกไกลโคซิลทรานเฟอเรสจะใชนํ้าตาลชนิด 
nucleotide เปนสารตั้งตน ซ่ึงมีราคาแพง  ทําใหไมเปนที่นิยมในการใชสังเคราะหโอลิโกแซคคา
ไรด  อีกทั้งในธรรมชาติ พบเอนไซมไกลโคซิลทรานสเฟอเรสปริมาณต่ํามากและเอนไซมเหลานี้
มักไมเสถียร 
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การสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดโดยใชเอนไซมไกลโคซิเดส  มี 2 วิธี คือ 
 
1.  วิธีทางเทอรโมไดนามิกสหรือวิธีการควบคุมสมดุลของปฏิกิริยาหรือวิธียอนกลับของ

ปฏิกิริยา (Thermodynamically-controlled systhesis หรือ equilibrium-controlled synthesis 
หรือ reverese hydrolysis)  วิธีน้ีทําไดโดยการลดแอกทิวิทีของน้ํา (water activity) ลง รวมกับ
การเพิ่มอุณหภูมิในขณะทําปฏิกิริยาหรือเพ่ิมความเขมขนของสับสเตรท 

 
การสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดโดยวิธีน้ีจะมีสมการการดําเนินปฏิกิริยาดังน้ี 
 
Glycosyl1-OH + Glycosyl2-OH   Glycosyl1-Glycosyl2 + H2O (1) 
 
Monosaccharides         Disaccharides    Oligosaccharides (2) 
 
2.  วิธีการควบคุมทางจลนพลศาสตรหรือวิธีการโยกยายหมูไกลโคไซด (Kinetically-

controlled systhesis หรือ transglycosidation)  วิธีน้ีจะใชสับสเตรทของคารโบไฮเดรตที่
เชื่อมตอกับหมูที่มีวงแหวนอะโรมาติก (aromatic) หรือหมูอะลิเฟติก (aliphatic) เปนตัวให
นํ้าตาล (donor)  ซ่ึงเปนสับสเตรทที่มีผลในการผลักดันใหเกิดปฏิกิริยาขึ้น  การสังเคราะหโอลิ
โกแซคคาไรดโดยวิธีน้ีมีขอดีกวาวิธีทางเทอรโมไดนามิกส คือ  สารตั้งตนไมจําเพาะ และใชเวลา
นอยกวาในการเกิดปฏิกิริยาถายทอดหมูไกลโคไซดจากตัวให (donor) ไปยังตัวรับ (acceptor)  
ปฏิกิริยานี้จะสมบูรณและใหผลผลิตสูงสุดหรือไมขึ้นอยูกับความสมดุลของอัตราการสังเคราะห
ของตัวใหนํ้าตาลและปฏิกิริยาการสลาย (hydrolysis) ของผลิตผล 

 
การสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดโดยวิธีน้ีจะมีสมการการดําเนินปฏิกิริยาดังน้ี 
 

    -HOR   + HOA 

 DOR   +   EH   E • D    DOA 
       + H2O 
 
         EH    +    DOH 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดโดยวิธีน้ี ไดแก 

(1)  ประสิทธิภาพของหมูให (leaving group) 
(2)  อัตราสวนของคาทางจลนศาสตรของการสังเคราะหตอการสลาย (kinetic synthesis 

/ hydrolysis ratio) 

-H2O -H2O 
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(3)  ประสิทธิภาพของการโยกยายหมูไกลโคซิล (glycosyl transfer) 
(4)  ความเขมขนของสารละลายหรือตัวทําละลาย (ถาใช) ที่มีตอแอกทิวิทีของเอนไซม 
(5)  ระบบของการทดลอง เปนเฟสเดียวหรือสองเฟส (two-phase system) 

 
การเลือกตัวใหนํ้าตาลและตัวรับนํ้าตาล (acceptor) มาใชในปฏิกิริยาเปนสิ่งสําคัญ  

ดังน้ัน ตัวใหนํ้าตาลควรมีสมบัติที่สามารถทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็ว ทําใหเวลาในการดําเนิน
ปฏิกิริยาถูกใชไปนอย มีผลในการชวยยับยั้งการสลายผลผลิต  สําหรับตัวรับนํ้าตาล พบวาถา
ตัวรับนํ้าตาลเปนไกลโคไซดที่มีหมูเอริล (aryl) หรือหมูไวนิล (vinyl) จะชวยใหผลผลิตได (yield) 
ของปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น   การใชอัลกอฮอลเปนตัวรับนํ้าตาลเพื่อการผลิตอัลคิล-ไกลโคไซด พบวา
ความยาวของคารบอนที่ใชมีผลตอผลผลิตได (yield)  โดยหากใชอัลกอฮอลที่มีจํานวนคารบอน
นอยจะไดผลผลิตดีกวาอัลกอฮอลที่มีจํานวนคารบอนมาก  ตัวอยางเชน  การใชเมทานอล 
(methanol) จะใหผลผลิตถึง 81%  แตถาใช 1-เฮปทานอล (1-heptanol) จะใหผลผลิตเพียง 5%   
สําหรับผลของรูปรางโครงสรางตอการเกิดปฏิกิริยา ยังไมมีขอสรุปที่แนชัด แตขอมูลบางสวน
รายงานวาปริมาณผลผลิตที่ไดขึ้นกับความมีขั้วของตัวรับนํ้าตาลมากกวาขนาดของตัวรับ 
เน่ืองจากไดออลอัลกอฮอล (diol-alcohol) มีแนวโนมใหปริมาณผลผลิตเทียบเทากับโมโนอัล
กอฮอล (mono-alcohol) ที่มีจํานวนคารบอนเพียงครึ่งหน่ึง 
 
 
ความสัมพันธระหวางเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสและการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด
ในสิ่งมีชิวิต 
 
 เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสมีความสามารถทั้งในการตัดและการตอแมนโนสจึงมี
ประโยชน ใช ในการตรวจสอบพันธะของแมนโนสที่ถูกสลายจากโอลิ โกแซคคาไรด 
(carbohydrate bioengineering)  อีกทั้งใชในการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรดชนิดตางๆ ที่มี
แมนโนสเปนองคประกอบ  ไมวาจะเปนการสังเคราะหชนิดที่ใชสับสเตรทสังเคราะหหรือ
สับสเตรทธรรมชาติก็ตาม  เชน  การสังเคราะหสารใหความหวานโดยการนําแมนโนสมาตอกับ
สารอะไกลโคนชนิดตางๆ หรือตอกับสับสเตรทที่มีความจําเพาะของพันธะ   ไดมีการคนควาที่
จะนํากอลจิ อัลฟา-แมนโนสซิเดส II มาใชในการรักษามะเร็งดวย (Elsen et al., 2001) 
 

ในป 1997  Fujita และคณะไดทําการทดลองดวยวิธี site-directed mutagenesis ในยีน
ของอัลฟา 1,2- แมนโนซิเดส  โดยทําการแทนที่กรดอะมิโนแอสปาเตทที่ตําแหนง 269 (Asp-
269) ดวยกรดอะมิโนกลูตาเมท ณ ตําแหนงเดียวกัน (Glu-269) และแทนที่กรดอะมิโนกลูตาเมท
ที่ตําแหนง 273 (Glu-273), 411 (Glu-411), 414 (Glu-414) และ 474 (Glu-474) ดวยกรดอะมิ
โนแอสปาเตท (Asp) ที่ตําแหนง 273, 411, 414, และ 474 ตามลําดับ  พบวาคาแอกทิวิทีของ
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เอนไซมลดลงอยางมาก และเกิดการเปลี่ยนแปลงคา optimum pH  นอกจากนี้ ยังไดมี
การศึกษาโครงสรางของยีสตเอนโด พลาสมิกเรติคิวลัม อัลฟา 1,2- แมนโนสซิเดส โดยใช
เทคนิคการตรวจผลึกดวยเอ็กซเรย (x-ray crystallography)  พบวาเอนไซมมีรูปรางเปนรูปถัง

เบียรทรงกระบอก (barrel)  ขางหนึ่งของถังตอกับโครงสรางบีตา-แฮรพิน (β-hairpin) ทําใหเกิด
ชองขนาดประมาณ 15 อังสตรอง  และมีไอออนของแคลเซียมอยูเหนือสวนของแฮรพิน เม่ือ
ตัดอะมิโนตัวที่ 367-371 ออกไปทําใหสวนของลูบ (loop) สั้นขึ้น  จึงสรุปไดวาการตกแตงแมน
โนสสามารถเกิดไดเฉพาะสับสเตรทหรือโอลิโกแซคคาไรดที่สามารถเขาไปในสวนที่ทําหนาที่ใน
การสลายซึ่งอยูลึกลงไปในโครงสรางของเอนไซมรูปถังเบียรทรงกระบอก (Herscovics, 2001) 
ดังรูปที่ 4 
 
 การทํางานของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจําเปนจะตองเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ
เพ่ือใหเกิดสวนของโดเมนตางๆ ในการทําหนาที่ เชน  โดเมนที่ทําหนาที่ในการจับกับสับสเตรท 
และโดเมนที่ทําหนาที่ในการทําปฏิกิริยา เปนตน   ในการปรับปรุงความสามารถของเอนไซม
พบวาอาจทําไดโดยการเปลี่ยนโครงสรางของเอนไซมทําใหความสามารถในการทํางาน
เปลี่ยนไป โดยอาจทําใหมีความจําเพาะมากขึ้น  หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงสมบัติบางอยางดัง
ตัวอยางขางตน   ซ่ึงโครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมน้ันก็เกิดจากการรวมตัวของโครงสรางปฐม
ภูมิ น่ันก็คือลําดับกรดอะมิโน ดังน้ันการปรับปรุงความสามารถของเอนไซมอาจทําเพียงเปลี่ยน
ลําดับกรดอะมิโนเทานั้น 
 
 จากเหตุผลดังกลาว ทําใหผูวิ จัยมีความสนใจในการศึกษาความสัมพันธระหวาง
โครงสรางและความจําเพาะตอการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิ
เดส  เน่ืองจากยังไมมีการศึกษาในเรื่องดังกลาว  โดยไดใชเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจาก
เมล็ดกระเจี๊ยบแดงเปนแมแบบ (model) ในการศึกษา  แตเน่ืองจากการศึกษาความสัมพันธ
ดังกลาวจําเปนตองใชเอนไซมบริสุทธิ์ที่มีปริมาณมากพอตอการศึกษาหลายปฏิกิริยา  แต
เอนไซมที่สกัดแยกไดมีปริมาณนอยมากๆ และไมเสถียร (unstable)  ทําใหไมสามารถศึกษา
ความสัมพันธดังกลาวตามวัตถุประสงคได  ทําไดเพียงการศึกษาสมบัติทางกายภาพ  
จลนศาสตร  และศึกษาความสัมพันธระหวางความจําเพาะตอการสลายและการสังเคราะห
สับสเตรทของเอนไซมแทน 
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รูปที่ 4  โครงสรางของเอนไซมเอนโดพลาสมิกเรติคิวลัม อัลฟา 1,2- แมนโนสซิเดสจาก

ยีสต ในมุมมองที่มองจากดานบน (ก) และมองจากดานขาง (ข) 
 
ก      ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ที่มา:  http://bmbiris.bmb.uga.edu/moremen/ERManI/Structure/structure3.html (21 
กันยายน 2547) 
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วัตถุประสงค 
 
 เพ่ือสืบคนถึงความสัมพันธระหวางโครงสรางและความจําเพาะตอการสังเคราะหโอลิโก-
แมนโนไซดของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
 

เน่ืองจากการศึกษาความสัมพันธที่ตั้งไวตามวัตถุประสงค จําเปนตองใชเอนไซมบริสุทธิ์
ที่มีปริมาณมากตอการศึกษาหลายปฏิกิริยา  แตเอนไซมที่สกัดแยกไดมีปริมาณนอยมากๆ และ
ไมเสถียร (unstable)  ทําใหไมสามารถศึกษาความสัมพันธดังกลาวตามวัตถุประสงคได  ทําได
เพียงการศึกษาสมบัติทางกายภาพ  จลนศาสตร  และศึกษาความสัมพันธระหวางความจําเพาะ
ตอการสลายและการสังเคราะหสับสเตรทของเอนไซมแทน 
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วิธีการทดลอง 
 
ข้ันตอนที่ 1  การสกัดสารสกัดดิบ (crude extract) จากเมล็ดกระเจี๊ยบแดง 

 1.  นําเมล็ดกระเจ๊ียบแดงที่แชนํ้าเปนเวลา 2 วัน ลางใหสะอาดดวยน้ํายาคลอร็อกซ 
(0.01% hypochlorite) และน้ํากลั่นหลายๆ ครั้ง 

2.  นําเมล็ดกระเจ๊ียบแดงปนผสมกับ 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พืเอช 7.7 
ที่ประกอบดวย 1 มิลลิโมลารของสาร phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) และ 5 เปอรเซนต
ของ polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) ดวยอัตราสวนน้ําหนักเมล็ด 1 กรัม ตอบัฟเฟอร 1 
มิลลิลิตร จากนั้นบีบเอากากออก 

3.  นําสารละลายที่เหลือไปปน (centrifuge) ดวยความเร็วสูงที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

4.  สารละลายสวนใสที่ไดนําไปกวนกับ 8 เปอรเซนต Dowex 2x8 อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง และกรองเอา Dowex 2x8 ออก 

5.  นําสารละลายที่เหลือไปปน (centrifuge) ดวยความเร็วสูงที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

6.  สารละลายสวนใสที่ไดในขั้นตอนนี้จะเรียกวาสารสกัดดิบ (crude extract) 
7.  ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมและปริมาณโปรตีนจากสารสกัดดิบที่สกัดได 
 

ข้ันตอนที่ 2  การแยกเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส (α-mannosidase) ให
บริสุทธ์ิ 
  
ขั้นตอนยอยที่ 2.1  การตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตแบบแยกลําดับสวน (ammonium sulfate 
fractionation) 

1.  เติมผลึกแอมโมเนียมซัลเฟตลงในสารสกัดดิบที่สกัดไดจากขั้นตอนที่ 1 โดยใหมี
ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 30 เปอรเซนต 

2.  นําสารละลายสารสกัดดิบที่ไดจากขอ 1 ไปปน (centrifuge) ดวยความเร็วสูงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสวนใสที่ปน
แยกไดมาเติมผลึกแอมโมเนียมซัลเฟต โดยใหมีความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เร่ิมจาก 
30 เปอรเซนต เปน 80 เปอรเซนต 

3.  นําสารละลายเอนไซมที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟตจากขอ 3 ไปปน (centrifuge) ดวย
ความเร็วสูงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํา
ตะกอนที่ไดเก็บไว และเรียกวาตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟต 30-80 เปอรเซนต (Am-30-80%) 

4.  ละลายตะกอน Am-30-80% ดวย 0.2 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พืเอช 7.7 
ใหพอดี 
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5.  ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมและปริมาณโปรตีนจากสารละลายตะกอน

แอมโมเนียมซัลเฟตที่ละลายได 
 

ขั้นตอนยอยที่ 2.2  การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์เปนบางสวนดวยวิธีทางโครมาโทกราฟแบบแลก
ไอออนชนิดเรซินเปนประจุบวก (anion-exchange chromatography) 
 1.  นําสารละลายตะกอน Am-30-80% ที่ละลายดวย 0.2 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.7 ไปไดอะไลซ (dialyze) ดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พี
เอช 7.7 และปนแยกเอาตะกอนเล็กๆ ออก ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 2.  นําสวนใสที่ไดลงในคอลัมน DEAE-52 cellulose (ขนาดคอลัมนประมาณ 80 
มิลลิลิตร) ที่อีควิลิเบรต (equilibrate) เรียบรอยแลวดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.7 โดยเก็บตัวอยางที่ไดจากคอลัมน (fraction) หลอดละ 5 มิลลิลิตร และใช
อัตราเร็วของสารชะ (flow rate) เทากับ 60 มิลลิลิตรตอชั่วโมง 

3.  ทําการชะโปรตีนชนิดตาง ๆ ทั้งโปรตีนชนิดไมตรึง (unbound protein) และโปรตีน
ชนิดตรึง (bound protein) ออกจากคอลัมนดวยสภาวะ ดังน้ี 

 3.1  ชะโปรตีนชนิดไมตรึงออกจากคอลัมนดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.7 ดวยปริมาตรเปน 10 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช (10 column volume) 

 3.2  ชะโปรตีนชนิดตรึงและเอนไซมแบบ linear gradient ดวยสวนผสมของ 10 
มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.7 ที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดจาก 0 โม
ลาร ไปยัง 0.3 โมลาร ดวยปริมาตร 10 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 

 3.3  ชะโปรตีนที่หลงเหลืออยูดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ที่ผสม
กับ 0.3 โมลาร โซเดียมคลอไรด พีเอช 7.7 ดวยปริมาตรเปน 5 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 

4.  นําตัวอยางที่ไดจากคอลัมนแตละหลอดทําการหาปริมาณโปรตีน หาปริมาณ
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส และคาความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 

 5.  รวมตัวอยางที่ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสในปริมาณสูงพอประมาณ 
(DE-pool) 
 
ขั้นตอนยอยที่ 2.3 การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์เปนบางสวนดวยวิธีทางโครมาโทกราฟแบบแลก
ไอออนชนิดเรซินเปนประจุลบ (cation-exchange chromatography) 
 1.  นําตัวอยางที่เก็บไดจากขั้นตอนยอยที่ 2.2 ขอที่ 5 (DE-pool) ไปไดอะไลซดวย 10 
มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด (ZnCl2) และ
ปนแยกเอาตะกอนเล็กๆ ออก ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที 
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 2.  นําสวนใสที่ไดลงในคอลัมน CM-52 cellulose (ขนาดคอลัมนประมาณ 30 มิลลิลิตร) 
ที่อีควิลิเบรตดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงค
คลอไรด โดยเก็บตัวอยางที่ไดจากคอลัมนหลอดละ 2 มิลลิลิตร และใชอัตราเร็วของสารชะ
เทากับ 30 มิลลิลิตรตอชั่วโมง 

3.  ทําการชะโปรตีนชนิดตางๆ ออกจากคอลัมนดวยสภาวะ ดังน้ี 
 3.1  ชะโปรตีนชนิดไมตรึงออกจากคอลัมนดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท

บัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด ดวยปริมาตรเปน 10 เทาของปริมาตรของ
เจลที่ใช 

 3.2  ชะโปรตีนชนิดตรึงและเอนไซมแบบ linear gradient ดวยสวนผสมของ 10 
มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด และมีความ
เขมขนของโซเดียมคลอไรดจาก 0 โมลาร ไปยัง 0.3 โมลาร ดวยปริมาตร 10 เทาของปริมาตร
ของเจลที่ใช 

 3.3  ชะโปรตีนที่หลงเหลืออยูดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร ที่มี 1 
มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด และ 0.3 โมลาร โซเดียมคลอไรด พีเอช 4.4 ดวยปริมาตรเปน 5 เทา
ของปริมาตรของเจลที่ใช 

4.  นําตัวอยางที่ไดจากคอลัมนแตละหลอดทําการหาปริมาณโปรตีน  หาปริมาณ
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส  และคาความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 

 5.  รวมตัวอยางที่ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสในปริมาณสูงพอประมาณ 
(CM-pool) 
 
ขั้นตอนยอยที่ 2.4  การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธีทางโครมาโทกราฟแบบไฮดรอกซีแอบปา
ไทต (hydroxyapatite chromatography) 
 1.  นําตัวอยางที่เก็บไดจากขั้นตอนยอยที่ 2.3 ขอที่ 5 (CM-pool) ไปไดอะไลซดวย 
0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.7 และปนแยกเอาตะกอนเล็กๆ ออก ดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 2.  นําตัวอยางที่ได ลงในคอลัมนไฮดรอกซีแอบปาไทต (HTP; ขนาดคอลัมนประมาณ 
15 มิลลิลิตร) ที่อีควิลิเบรตดวย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.7 เก็บตัวอยาง
ที่ไดจากคอลัมนหลอดละ 2 มิลลิลิตร และใชอัตราเร็วของสารชะเทากับ 12 มิลลิลิตรตอชั่วโมง 

3.  ทําการชะโปรตีนชนิดตางๆ ออกจากคอลัมนดวยสภาวะ ดังน้ี 
 3.1  ชะโปรตีนชนิดไมตรึงออกจากคอลัมนดวย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟต

บัฟเฟอร พีเอช 7.7 ดวยปริมาตรเปน 5 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 
 3.2  ชะโปรตีนชนิดตรึงและเอนไซมแบบ linear gradient ดวยโซเดียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.7 จากความเขมขน 0.05 โมลาร ไปยัง 0.2 โมลาร ดวยปริมาตร 10 
เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 
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 3.3  ชะโปรตีนที่หลงเหลืออยูดวย 0.2 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 

7.7 ดวยปริมาตรเปน 5 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 
4.  นําตัวอยางที่ไดแตละหลอดทําการหาปริมาณโปรตีน  หาปริมาณเอนไซมอัลฟา-

แมนโนสซิเดส  และคาความเขมขนของฟอสเฟต 

 5.  รวมตัวอยางที่ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส (HTP-pool) ได 3 สวน 
สวนที่ 1 ใชในการทดสอบการสังเคราะหโอลิโกแซคคาไรด สวนที่ 2 และ 3 นําไปแยกเอนไซม
ใหบริสุทธิ์ตอไป 
 
ขั้นตอนยอยที่ 2.5  การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธีทางโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเตรชัน 
(gel filtration) 
 1.  นํา HTP-pool ที่ไดจากขั้นตอนยอยที่ 2.4 ขอที่ 5 สวนที่ 2 และ 3 ไปทําใหเขมขน
ขึ้นดวยวิธีอัลตราฟลเตรชัน (ultrafiltration) และใชเมมเบรน (membrane) ที่คัดขนาดโปรตีน
นํ้าหนักโมเลกุล (molecular weight cut-off) เทากับ 10,000 (PM-10; Amicon) 
 2.  นํา HTP-pool สวนที่ 2 ไปลงในคอลัมนเซฟาคริลเอ็ชอารเอส-300 (Sephacryl HR 
S-300; ขนาดคอลัมนประมาณ 160 มิลลิลิตร) สําหรับ HTP-pool สวนที่ 3 นําไปลงในคอลัมน
เซฟาคริลเอ็ชอารเอส-200 (Sephacryl HR S-200; ขนาดคอลัมนประมาณ 160 มิลลิลิตร) ทั้ง 2 
คอลัมนถูกอีควิลิเบรตดวย 0.05 โมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ที่มี 0.15 โมลาร โซเดียม
คลอไรด พีเอช 7.7 เก็บตัวอยางที่ไดจากคอลัมนทั้ง 2 ชนิดโดยเก็บหลอดที่ 1 ถึง 8 หลอดละ 5 
มิลลิลิตร สําหรับหลอดตอไปเก็บหลอดละ 1 มิลลิลิตร และใชอัตราเร็วของสารชะเทากับ 30 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง 

3.  นําตัวอยางที่ไดแตละหลอด หาปริมาณโปรตีนและหาปริมาณเอนไซมอัลฟา-แมน
โนสซิเดส 

 4.  รวมตัวอยางที่ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส เรียกวา Sephacryl HR 
S-300-pool และ Sephacryl HR S-200-pool ตามลําดับ 
 
ขั้นตอนยอยที่ 2.6  การแยกไอโซไซมใหบริสุทธิ์ดวยวิธีทางโครมาโทกราฟแบบแลกไอออน
ชนิดเรซินเปนประจุลบ (cation-exchange chromatography) 
 1.  นําตัวอยางที่เก็บไดจากขั้นตอนยอยที่ 2.5 ขอที่ 5 (Sephacryl HR S-300-pool) ไป
ไดอะไลซดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอ
ไรด และปนแยกเอาตะกอนเล็กๆ ออก ดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 2.  นําสวนใสที่ไดลงในคอลัมน CM-52 cellulose (ขนาดคอลัมนประมาณ 5 มิลลิลิตร) 
ที่อีควิลิเบรตดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงค
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คลอไรด โดยเก็บตัวอยางที่ไดจากคอลัมนหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร และใชอัตราเร็วของสารชะ
เทากับ 12 มิลลิลิตรตอชั่วโมง 

3.  ทําการชะเอนไซมออกจากคอลัมนดวยสภาวะ ดังน้ี 
 3.1  เริ่มตน ชะดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.4 ที่มี 1 

มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด ดวยปริมาตรเปน 10 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 
 3.2  ตอมา ชะแบบ step gradient ดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร ที่

มี 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด เริ่มตั้งแต พีเอช 4.6, 4.8 และ 5.0 ดวยปริมาตรบัฟเฟอรเปน 10 
เทาของปริมาตรของเจลที่ใช (คาพีเอชหางกัน 0.2 หนวย) 

 3.3  ทายสุด ชะโปรตีนที่หลงเหลืออยูดวย 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตท
บัฟเฟอร ที่มี 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอไรด และ 0.3 โมลาร โซเดียมคลอไรด พีเอช 5.0 ดวย
ปริมาตรเปน 10 เทาของปริมาตรของเจลที่ใช 

4.  นําตัวอยางที่ไดแตละหลอดทําการหาปริมาณโปรตีน หาปริมาณเอนไซมอัลฟา-แมน
โนสซิเดส  และวัดคาพีเอชโดยใชเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 

 5.  รวมตัวอยางที่ประกอบดวยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส (CM pH gradient-pool) 
 
หมายเหต ุ ทุกขั้นตอน ถามิไดกลาวไวเปนอยางอ่ืน  

    (1)  ทําการทดลองที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
    (2)  หาปริมาณโปรตีน ดวยการวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

(A280) 
    (3)  หาปริมาณเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิดส ตามวิธีการที่กลาวในขั้นตอนที่ 3 
    (4)  หาคาความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดหรือฟอสเฟต โดยใชเครื่องวัดคา 

conductivity (conductivity meter) 
 
ข้ันตอนที่ 3  การตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสและ

เอนไซมไกลโคซิเดสชนิดอ่ืน 
 ตรวจสอบแอกทิวิทีของเอนไซมโดยใชพารา-ไนโทรเฟนนิลไกลโคไซด (p-
nitrophenylglycoside) เปนสับสเตรท ดวยการนําเอนไซมปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร บมกับ 10 
มิลลิโมลาร พารา-ไนโทรเฟนนิลไกลโคไซด   ถาตองการหาแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แมน

โนสซิเดส ก็ใชพารา-ไนโทรเฟนนิล-อัลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซด (p-nitrophenyl-α-D-

mannopyranoside; pNP-α-D-Man) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และ 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตท
บัฟเฟอร พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
และหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 โมลาร โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร 
ทําการวัดคาการดูดแสงของผลิตผลที่ไดคือ พารา-ไนโทรฟนอล (p-nitrophenol) ที่ความยาว
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คลื่น 400 นาโนเมตร และหาปริมาณของผลิตผลดังกลาวโดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ
พารา-ไนโทรฟนอล (Montreuil et  al., 1994) 
 
 กําหนด เอนไซม 1 หนวยเอนไซม (unit) เปนปริมาณเอนไซมที่ใชในการสลาย
สับสเตรทพารา-ไนโทรเฟนนิลไกลโคไซดแลวไดผลิตผลพารา-ไนโทรฟนอลจํานวน 1 ไมโคร
โมลตอมิลลิลิตร ตอหนวยเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและพีเอช 5.0 
 

ข้ันตอนที่ 4  การตรวจสอบปริมาณโปรตีน 
 ตรวจสอบปริมาณโปรตีนดวยวิธีการตรึงโปรตีนดวยสียอม (dye-binding assay) โดย
เติมนํ้ายาที่ตรียมดวยสียอมชนิดคูแมสซีบลูจี-250 (coomassie blue G-250; Bradford, 1976) 
1.0 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ทิ้งไว 5 นาที และทําการวัดคาการดูดแสงที่ความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร และหาปริมาณโปรตีนของตัวอยางโดยเทียบจากกราฟมาตรฐาน
ของอัลบูมินจากซีรัมวัว (bovine serum albumin) 
 

ข้ันตอนที่ 5  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส (α-
mannosidase) 
 
ขั้นตอนยอยที่ 5.1 วิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบเสียสภาพธรรมชาติ (denaturing gel 
electrophoresis; sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-
PAGE; Laemmli, 1970) 
 1.  ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเอนไซมตัวอยางที่ไดจากขั้นตอนที่ 1 (crude 
enzyme) และขั้นตอนที่ 2 (ไดแก Am-30-80%, DE-pool, CM-pool, HTP-pool, Sephacryl HR 
S-300 pool, Sephacryl HR S-200-pool และ CM pH gradient-pool) ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส
แบบเสียสภาพธรรมชาติ โดยใชแผนเจลที่ประกอบดวย 4 เปอรเซนตของ stacking gel (80 x 
20 x 0.75 มิลลิเมตร) ที่อยูใน 0.125 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด พีเอช 6.8 และ 0.1 
เปอรเซนตของ SDS และ 7.5 เปอรเซนตของ separating gel (80 x 60 x 0.75 มิลลิเมตร) ที่
อยูใน 0.375 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด พีเอช 8.8 และ 0.1 เปอรเซนต SDS และผาน
กระแสไฟลงแผนเจลที่อยูในอางบัฟเฟอร 0.025 โมลาร ทริส - 0.192 โมลาร ไกลซีน พีเอช 8.3 
และ 0.1 เปอรเซนตของ SDS ดวยคาความตางศักยคงที่ ที่ 150 โวลต เปนเวลาประมาณ 1 
ชั่วโมง 30 นาที หรือจนกระทั่งเห็นแถบสีของสียอม (dye) หางจากขอบเจลดานลางประมาณ 
0.5 ซม. 
 2.  ทําการตรวจสอบแถบโปรตีนที่แยกไดโดยนําแผนเจลแชลงในสารผสมของคูแมส
ซีบลูอาร-250 (coomassie blue R-250) ที่มี 0.1 เปอรเซนตของคูแมสซีบลูอาร-250 ใน 40 
เปอรเซ็นต เมทธานอล และ 10 เปอรเซ็นต กรดอะซีติก 
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 3.  เปรียบเทียบแถบโปรตีนที่ไดในแตละตัวอยาง และหาคาน้ําหนักโมเลกุลของหนวย
ยอย (subunit) ของเอนไซมโดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐานที่ทํา
ควบคูกับตัวอยางเอนไซม 
 
 โปรตีนมาตรฐานที่ใชเปนโปรตีนที่รูคาน้ําหนักโมเลกุลในรูปเสียสภาพธรรมชาติ คือ 

rabbit muscle myosin นํ้าหนักโมเลกุล 212,000, E.coli maltose-binding protein-β-

galactosidase นํ้าหนักโมเลกุล 158,194, E.coli β-galactosidase นํ้าหนักโมเลกุล 116,351, 
rabbit muscle phosphorylase b นํ้าหนักโมเลกุล 97,184, อัลบูมินจากซีรัมวัว นํ้าหนักโมเลกุล 
66,409, glutamic dehydrogenase จากตับวัว นํ้าหนักโมเลกุล 55,561, E.coli maltose-
binding protein 2 (MBP 2) นํ้าหนักโมเลกุล 42,710, lactate dehydrogenase M จาก
กลามเนื้อหมู นํ้าหนักโมเลกุล 36,487 และ triosephosphate isomerase จากกลามเนื้อกระตาย 
นํ้าหนักโมเลกุล 26,625 
 
ขั้นตอนยอยที่ 5.2 วิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบสภาพธรรมชาติ (non-denaturing gel 
electrophoresis หรือ ND gel; Ornstein and Davis, 1964) 
 1.  นําตัวอยางที่ไดจากขั้นตอนที่ 1 (crude enzyme) และขั้นตอนที่ 2 (ไดแก Am-30-
80%, DE-pool, CM-pool, HTP-pool, Sephacryl HR S-300 pool, Sephacryl HR S-200-pool 
และ CM pH gradient-pool) ไปตรวจสอบดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบสภาพธรรมชาติ โดย
ใชแผนเจลที่ประกอบดวย 3 เปอรเซนตของ stacking gel (80 x 20 x 0.75 มิลลิเมตร) ที่อยูใน
บัฟเฟอร 0.125 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด พีเอช 6.8 และ 5 เปอรเซนตของ separating gel 
(80 x 60 x 0.75 มิลลิเมตร) ที่อยูในบัฟเฟอร 0.025 โมลาร ทริส - 0.192 โมลาร ไกลซีน พีเอช 
8.3 และผานกระแสไฟลงแผนเจลที่อยูในอางบัฟเฟอร 0.025 โมลาร ทริส - 0.192 โมลาร 
ไกลซีน พีเอช 8.3 ดวยคาความตางศักยคงที่ ที่ 150 โวลต เปนเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง 50 
นาที หรือจนกระทั่งเห็นแถบสีของสียอม (dye) หางจากขอบเจลดานลางประมาณ 0.5 ซม. ใน
หองเย็น (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
 2.  ทําการตรวจสอบแถบโปรตีนที่แยกไดโดยนําแผนเจลแชลงในสารผสมของคูแมส
ซีบลูอาร-250 (coomassie blue R-250) ที่มี 0.1 เปอรเซนตของคูแมสซีบลูอาร-250 ใน 40 
เปอรเซ็นต เมทธานอล และ 10 เปอรเซ็นต กรดอะซีติก และตรวจตําแหนงของเอนไซมโดยการ
บมเจลกับ 1 มิลลิโมลาร ของ 4-เมทธิลอัมเบลลิเฟอริล-อัลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซด (4-

methylumbelliferryl-α-D-mannopyranoside; 4-Met-α-D-Man) ที่เตรียมใน 0.1 โมลาร 
โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 เปนเวลา 30 วินาที และนําไปสองภายใตแสงอัลตรา-ไวโอ
เลต บันทึกผลโดยการถายรูปเก็บไว 
 3.  เปรียบเทียบตําแหนงของโปรตีนและเอนไซมที่ไดในแตละตัวอยาง 
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ข้ันตอนที่ 6  การตรวจสอบคาจุดไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) หรือคาพีไอ 

(pI) ของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
ใชไอโซอิเล็กโทรโฟคัสซิงเจล (isoelectrofocussing gel หรือ IEF gel) ตามวิธีการของ 

Biorad แตมีการดัดแปลงเล็กนอย ดังน้ี 
 1.  นําตัวอยาง Sephacryl HR S-300 pool และ CM pH gradient-pool ไปแยกดวยวิธี
ไอโซอิเล็กโทรโฟคัสซิงเจล โดยใชแผนเจล (125 x 65 x 0.05 มิลลิเมตร) ที่ประกอบดวย 1 
เปอรเซนตของอะกาโรส, 5 เปอรเซนตของซอรบิทอล, 10 เปอรเซนตของกลีเซอรอล และ 2 
เปอรเซนตของแอมโฟไลท (ampholyte) โดยใช Ampholine (Pharmacia, Amersham 
Bioscience) ที่มีคาความตางของพีเอชตั้งแต 3-10 ดวยความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ผสมกับ 
Ampholine ที่มีคาความตางของพีเอชตั้งแต 4-6 ดวยความเขมขน 0.5 เปอรเซนต  และผาน
กระแสไฟลงแผนเจลที่วางอยูในหองเย็นดวยคาความตางศักยคงที่ ที่ 100 โวลต เปนเวลา 15 
นาที ตามดวยคาความตางศักย 200 โวลต เปนเวลา 15 นาที และ 450 โวลต เปนเวลา 1 
ชั่วโมง หรือจนกระทั่งคามิลลิแอมแปรคงที่ 
 2.  ทําการตรวจสอบแถบโปรตีนที่แยกไดโดยนําแผนเจลแชลงในสารผสมของคูแมส
ซีบลูอาร-250 ตามวิธีการของ BioRad โดยตรึงโปรตีนบนแผนเจลดวย fixative solution 
(เตรียมโดยผสม 30 เปอรเซนตของเมทธานอล, 5 เปอรเซนตของกรดไตรคลอโรอะซีติก และ 
3.5 เปอรเซนตของกรดซัลโฟซาลิไซลิก (sulfosalicylic acid) เขาดวยกัน) เปนเวลา 15 นาที 
จากนั้นนําไปแชใน 95 เปอรเซนตของเอทธานอล เปนเวลา 30 นาที เพ่ือลบแบ็คกราวน 
(background) ของแผนเจล แลวนํากระดาษกรองที่ชุบเอทธานอลปดแผนเจลไวและวางหนังสือ
นํ้าหนักประมาณ 1 กิโลกรัม ทับแผนเจลไวเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเจลแหงที่ไดไปแช
ในสารผสมของ 0.2 เปอรเซนต  ของคูแมสซีบลูอาร-250  ที่เตรียมใน 28 เปอรเซนตของไอโซ
โพรพานอล และ 14 เปอรเซนตของกรดอะซีติก เปนเวลา 1 ชั่วโมง และลางสียอมสวนเกินดวย
นํ้ายา destaining solution (เตรียมโดยผสม 28 เปอรเซนตของไอโซโพรพานอล และ 14 
เปอรเซนตของกรดอะซีติก) เปนเวลา 30 นาที 
 3.  ทําการตรวจสอบตําแหนงของเอนไซมโดยการบมแผนเจลกับ 1 มิลลิโมลาร ของ 4-

Met-α-D-Man ที่เตรียมใน 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 เปนเวลา 30 วินาที 
และนําไปสองภายใตแสงอัลตรา-ไวโอเลต นําเข็มฉีดยากดจุดตําแหนงของเอนไซมไวเพ่ือ
เปรียบเทียบกับตําแหนงของโปรตีนมาตรฐาน แลวบันทึกผลโดยการถายรูปเก็บไว 
 4.  เปรียบเทียบแถบโปรตีนที่ไดในแตละตัวอยาง และหาคาพีไอ (pI) ของเอนไซมโดย
เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐานที่รูคาพีไอที่แนนอน 
 
 โปรตีนมาตรฐานที่ใชเปนโปรตีนมาตรฐานที่รูคาพีไอแนนอนซ่ึงมีคาพีไอตั้งแต 3.50 
จนถึง 9.30 ดังน้ี amyloglucosidase มีคาพีไอ 3.50, soybean trpsin inhibitor มีคาพีไอ 4.55, 

β-lactoglobulin A มีคาพีไอ 5.20, bovine carbonic anhydrase B มีคาพีไอ 5.85, human 



21 

 
carbonic anhydrase B มีคาพีไอ 6.55, horse myoglobin-acidic band มีคาพีไอ 6.85, horse 
myoglobin-basic band มีคาพีไอ 7.35, lentil lectin-acidic band มีคาพีไอ 8.15, lentil lectin-
middle band มีคาพีไอ 8.45, lentil lectin-basic band มีคาพีไอ 8.65 และ trpsinogen มีคาพีไอ 
9.30 
 

ข้ันตอนที่ 7  การหาพีเอชที่เหมาะสม (optimal pH) ตอการทํางานของเอนไซม
อัลฟา-แมนโนสซิเดส 

นําตัวอยาง CM pH gradient-pool ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บมกับ 10 มิลลิโมลารของ 
pNP-a-D-Man ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และแมคอิลเวนบัฟเฟอร (McIllvain buffer) ที่มีคาพีเอช
ตั้งแต 3.0-9.5 ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และหยุด
ปฏิกิริยาโดยการเติม 1 โมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร  ทําการวัดคาการดูด
แสงของผลิตผลที่ไดคือ พารา-ไนโทรฟนอล ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร (A400) และหา
ปริมาณของผลิตผลดังกลาวโดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของพารา-ไนโทรฟนอล  คํานวณหา
คาหนวยของเอนไซมตอ 1 มิลลิลิตร 

 
ข้ันตอนที่ 8  การหาอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimal temperature) ตอการทํางาน

ของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
นําตัวอยาง CM pH gradient-pool ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร บมกับ 10 มิลลิโมลารของ 

pNP-a-D-Man ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และ 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิตั้งแต 20 จนถึง 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และ
หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 โมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร  ทําการวัดคา
การดูดแสงของผลิตผลที่ไดคือ พารา-ไนโทรฟนอล ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร (A400) และ
หาปริมาณของผลิตผลดังกลาวโดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของพารา -ไนโทรฟนอล  
คํานวณหาคาหนวยของเอนไซมตอ 1 มิลลิลิตร 

 
ข้ันตอนที่ 9 การหาคาคงที่ของไมเคิลลิส (Km) และอัตราเร็วสูงสุด (Vmax) ของ

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
สําหรับสับสเตรทชนิดสังเคราะห (synthetic substrate) ไดนําตัวอยาง CM pH 

gradient-pool ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บมกับ pNP-a-D-Man ที่มีความเขมขนตั้งแต 0.0390625 
จนถึง 40 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และ 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 
5.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และหยุดปฏิกิริยา
โดยการเติม 1 โมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ทําการวัดคาการดูดแสงของ
ผลิตผลที่ไดคือ พารา-ไนโทรฟนอล ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร และหาปริมาณของ
ผลิตผลดังกลาวตอเวลาและตอมิลลิลิตร โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของพารา-ไนโทรฟนอล 



22 

 
และสรางกราฟไมเคิลลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten) โดยใช คา vo (หาไดจากปริมาณของ
ผลิตผลพารา-ไนโทรฟนอลตอหนวยเวลาและตอมิลลิลิตรที่คํานวณได) และ [So] (หาไดจากคา
ความเขมขนของพารา-ไนโทรเฟนนิล-อัลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซดที่ใชบมกับเอนไซม) และ
สรางเสนกราฟไลนวีฟเวอรเบอรค (Line-Weaver Burk plot) โดยใชคา 1/vo และ 1/[So] หาคา 
Km และ Vmax จากกราฟทั้ง 2 

 
ข้ันตอนที่ 10  การหาชนิดไอออนของโลหะที่ชวยในการคงความเสถียร 

(stability) ของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
นําตัวอยาง HTP-pool ที่ไดจากขั้นตอนที่ 2.4 ขอยอยที่ 5 ไปไดอะไลซเปนเวลา 1 คืน

ในบัฟเฟอร 4 ชนิดคือ 
(1) 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 
(2) 10 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 ที่มี 1 มิลลิโมลาร เอธิลลีนไดเอ

มีนเตตระอะซีติกแอซิด (ethylene diamine tetraacetic acid; EDTA) 
(3) 10 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 
(4) 10 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่มี 1 มิลลิโมลาร EDTA 
 
จากนั้น นําตัวอยางที่ไดทดสอบหาแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส ถาตัว

อยางไหนไมมีแอกทิวิทีของเอนไซม ก็นําตัวอยางดังกลาวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง กับบัฟเฟอรชนิดนั้นๆ แตไมมี EDTA ผสมอยู โดยมี (1) 1 มิลลิโมลาร ซิงคคลอ
ไรด (ZnCl2) (2) 1 มิลลิโมลาร โคบอลทคลอไรด (CoCl2) หรือ (3) 1 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอ
ไรด (CaCl2) แลวทําการหาแอกทิวิทีของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสอีกครั้ง 

 
ข้ันตอนที่ 11  การทดสอบสมบัติการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซม

อัลฟา-แมนโนสซิเดส 
นําตัวอยาง HTP-pool มาทดสอบสมบัติการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดังน้ี 
 

ขั้นตอนยอยที่ 11.1  การทดสอบหาพีเอชที่เหมาะสม (optimal pH) ตอปฏิกิริยาการสังเคราะห
โอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซม 

นําตัวอยาง HTP-pool จํานวน 5 หนวยเอนไซมตอมิลลิลิตร บมกับแมนโนส 
(mannose) ความเขมขน 50 เปอรเซ็นต และ 20 มิลลิโมลารของบัฟเฟอร โดยมีปริมาตร
สุดทาย 0.3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3, 7 และ 10 วัน หยุดปฏิกิริยา
ดวยการตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และวิเคราะหผลิตผลที่ไดดวยเทคนิคโคร
มาโทกราฟแบบแผนเคลือบ (thin-layer chromatography) ดังขั้นตอนที่ 12 
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บัฟเฟอรชนิดตางๆ ที่ใชในการทดสอบคือ (1) โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.0 (2) 

โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 (3) โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 6.0 (4) โซเดียม
ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 (5) ทริส-ไฮโดรคลอไรด พีเอช 8.0 (6) ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอก
ไซด พีเอช 9.0 และ (7) ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด พีเอช 10.0 

 
ขั้นตอนยอยที่ 11.2  การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimal temperature) ตอปฏิกิริยา
การสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซม 

นําตัวอยาง HTP-pool จํานวน 5 หนวยเอนไซมตอมิลลิลิตร บมกับแมนโนสความ
เขมขน 50 เปอรเซ็นต และ 20 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.0 โดยมีปริมาตร
สุดทาย 0.3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70, 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3, 7 และ 10 
วัน หยุดปฏิกิริยาดวยการตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และวิเคราะหผลิตผลที่ได
ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนเคลือบ (thin-layer chromatography) ดังขั้นตอนที่ 12 

 
ขั้นตอนยอยที่ 11.3  การสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซมที่อุณหภูมิและพีเอชที่
เหมาะสมดวยน้ําตาลแมนโนส 

นําตัวอยาง HTP-pool จํานวน 10 หนวยเอนไซมตอมิลลิลิตร บมกับแมนโนสความ
เขมขน 50 เปอรเซ็นต และ 20 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.0 โดยมีปริมาตร
สุดทาย 0.3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 และ 7  วัน หยุดปฏิกิริยาดวย
การตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และวิเคราะหผลิตผลที่ไดดวยเทคนิคโครมาโทก
ราฟแบบแผนเคลือบ (thin-layer chromatography) ดังขั้นตอนที่ 12 

 
ขั้นตอนยอยที่ 11.4  การสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซมที่อุณหภูมิและพีเอชที่
เหมาะสมดวยน้ําตาลแมนโนสและโมโนแซคคาไรดชนิดอ่ืน 

นําตัวอยาง HTP-pool จํานวน 10 หนวยเอนไซมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส กับแมนโนสความเขมขน 10 เปอรเซ็นต และโมโนแซคคาไรดชนิดอ่ืน ไดแก (1) 40 
เปอรเซ็นต ไซโลส (xylose)  (2) 40 เปอรเซ็นต กาแลกโตส (galactose)  (3) 40 เปอรเซ็นต 
กลูโคส (glucose)  และ (4) 40 เปอรเซ็นต อะราบิโนส (arabinose)  ใน 20 มิลลิโมลาร 
โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 4.0 โดยมีปริมาตรสุดทาย 0.3 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 และ 7  วัน   
หยุดปฏิกิริยาดวยการตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และวิเคราะหผลิตผลที่ไดดวย
เทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนเคลือบ (thin-layer chromatography) ดังขั้นตอนที่ 12 

 
ข้ันตอนที่ 12  การวิเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ

แผนเคลือบ (thin-layer chromatography, TLC) 
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นําผลิตผลที่เกิดขึ้นจากการสังเคราะหดวยเอนไซมจากขั้นตอนที่ 11 มาวิเคราะหโดย

เทคนิคโครมาโทกราฟแบบแผนเคลือบ ดวยการจุดสารตัวอยางที่ตองการทดสอบพรอมกับสาร
มาตรฐานลงบนแผนเคลือบ (Kieselgel 60, Merck) แลวนําแผนเคลือบไปแชลงในอางแกว 
(TLC tank) ที่มีสารผสมของ 2-โพรพานอล บิวทานอล และ กรดแลกติก ในอัตราสวน 3 : 1 : 1 
เม่ือระดับของสารชะขึ้นถึงเกือบสุดแผน นําแผนเคลือบไปอบแหงและไปตรวจจุดของน้ําตาลแต
ละชนิดโดยการพนละอองของกรดซัลฟูริกความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ที่เตรียมในเอทธานอล 
และอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที สังเกตจุดของน้ําตาลที่เกิดขึ้น ทําการ
วัดคาระดับสีเทา-ดํา (grey scale) ณ ตําแหนงกึ่งกลางของจุดน้ําตาล แลวนําคาที่ไดเทียบกับ

กราฟมาตรฐานที่ใชแมนโนไบโอสชนิดเชื่อมตอดวยพันธะ α(1−3) หรือ Manα(1−3)Man 
เปนสารมาตรฐาน 

 

สารมาตรฐานที่ใชไดแก (1) แมนโนไบโอสชนิดเชื่อมตอดวยพันธะ α(1−2) หรือ 

Manα(1−2)Man  (2) แมนโนไบโอสชนิดเชื่อมตอดวยพันธะ α(1−3) หรือ Manα(1−3)Man  

(3) แมนโนไบโอสชนิดเชื่อมตอดวยพันธะ α(1−4) หรือ Manα(1−4)Man  (4) แมนโนไบโอส

ชนิดเชื่อมตอดวยพันธะ α(1−6) หรือ Manα(1−6)Man  (5) แมนโนส  (6) ไซโลส  (7) 
กลูโคส  (8) กาแลกโตส  และ (9) อะราบิโนส 
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ผลการทดลองและวิจารณผล 
 
การสกัดและแยกเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใหบริสุทธ์ิจากเมล็ดกระเจี๊ยบแดงและ
สมบัติทางกายภาพของเอนไซม 
 

จากการนําตัวอยาง HTP-pool ของเอนไซมไปไดอะไลซในบัฟเฟอรที่มีและไมมี EDTA 
และบมสารตัวอยางที่ไมมีแอกทิวิทีดวยไอออนของโลหะ 3 ชนิดคือ Zn2+, Ca2+ และ Co2+ 
พบวาไดคาแอกทิวิทีของตัวอยางเอนไซมดังตารางที่ 1  ทําใหสรุปไดวาเอนไซมอัลฟา-แมนโนส
ซิเดสตองการ Zn2+ ชวยในการคงเสถียรภาพ (stability) แอกทิวิทีของเอนไซมเม่ือเอนไซมอยูใน
สารละลายที่มีคาพีเอชเปนกรด  ผูวิจัยจึงไดเติม ZnCl2 ความเขมขน 1 มิลลิโมลารลงใน
บัฟเฟอรที่มีคาพีเอชนอยกวา 7.0  แตสําหรับบัฟเฟอรที่มีคาพีเอช 7.0 หรือมากกวา มิไดเติม 

 
ผูวิจัยไดสกัดและแยกเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใหบริสุทธิ์ โดยการตกตะกอนแบบ

แยกลําดับสวนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 30-80% (Am 30-80%) และผาน
โครมาโทกราฟชนิดตางๆ ไดแก  โครมาโทกราฟแบบแลกไอออนชนิดเรซินเปนประจุบวก 
(anion-exchange chromatography, DEAE-52 cellulose), โครมาโทกราฟแบบแลกไอออน
ชนิดเรซินเปนประจุลบ (cation-exchange chromatography, CM-52 cellulose), โครมาโทก
ราฟแบบไฮดรอกซีแอบปาไทต (hydroxyapatite chromatography, HTP Biogel), โครมาโทก
ราฟแบบเจลฟลเตรชัน (gel filtration) โดยใชเจลชนิด Sephacryl HR S-200 และ Sephacryl 
HR S-300 และโครมาโทกราฟแบบแลกไอออนชนิดเรซินเปนประจุลบ (cation-exchange 
chromatography, CM-52 cellulose) ไดคา specific activity และ purification fold แสดงใน
ตารางที่ 2 

 
เม่ือนําสารสกัดดิบของเมล็ดกระเจี๊ยบแดงผานขั้นตอนตางๆ ตั้งแตการตกตะกอนแบบ

แยกลําดับสวนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตจนกระทั่งถึงโครมาโทกราฟแบบไฮดรอกซีแอบปา
ไทต  ตัวอยางในขั้นตอนนี้จะปราศจากเอนไซมไกลโคซิเดส 4 ชนิดที่มีปริมาณสูงในสารสกัดดิบ 

ไดแก  เอนไซมบีตา-เอ็น-อะเซทธิล-ดี-กลูโคซามินิเดส (β-N-acetyl-D-glucosaminidase)  

เอนไซมบีตา-กลูโคสซิเดส (β-glucosidase)  เอนไซมบีตา-กาแลกโตซิเดส (β-galactosidase)  

เอนไซมอัลฟา-กาแลกโตซิเดส (α-galactosidase)  โดยเฉพาะเอนไซมบีตา-เอ็น-อะเซทธิล-ดี-
กลูโคซามินิเดส ซ่ึงแยกดวยวิธีการอ่ืนๆ ไดยากนอกจากวิธีการนี้  อาจเปนเพราะเอนไซมน้ีมี
สมบัติที่คลายกับเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสมาก  นอกจากนี้สารสกัดดิบที่สกัดไดมีปริมาณ

ของเอนไซมบีตา-ดี-แมนโนสซิเดส (β-D-mannosidase) ปนเปอนนอยมาก  เม่ือผานถึง
ขั้นตอนโครมาโทกราฟแบบแลกไอออนในขั้นตอนที่ 2 (CM-cellulose) พบวาไมมีการปนเปอน
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เลย  ตัวอยางเอนไซมจากโครมาโทกราฟแบบไฮดรอกซีแอบปาไทตจึงเหมาะที่จะนําไปศึกษา
สมบัติของการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซด  เน่ืองจากตรวจพบวาไมมีการปนเปอนของ
เอนไซมไกลโคซิเดสชนิดอ่ืนๆ  ผูวิจัยจึงไดแบงตัวอยางเอนไซมออกเปน 3 สวน  โดยสวนที่ 1 
ที่มีปริมาณเอนไซมมากที่สุด ถึงแมจะไมใชเอนไซมที่บริสุทธิ์แตมีคา specific activity และ 
purification fold อยูในเกณฑดีเพียงพอที่จะนําไปศึกษาสมบัติการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซด
ได  สําหรับสวนที่ 2 และ 3 ผูวิจัยไดนําเอนไซมไปแยกใหบริสุทธิ์ตอดวยโครมาโทกราฟแบบ
เจลฟลเตรชัน โดยใชคอลัมน 2 ชนิด คือ เซฟาคริลเอ็ชอารเอส-200 (Sephacryl HR S-200) 
และเซฟาคริลเอ็ชอารเอส-300 (Sephacryl HR S-300) ซ่ึงคัดขนาดโมเลกุลของโปรตีนได
ตางกัน  พบวาคา specific activity ของตัวอยางที่ไดจากคอลัมนเซฟาคริลเอ็ชอารเอส-200 มีคา
ลดลง เม่ือเทียบจากตัวอยาง HTP-pool III  เน่ืองจากปริมาณเอนไซมที่ไดมีคาลดลง ขณะที่
ปริมาณโปรตีนที่ไดแทบไมตางจากตัวอยาง HTP-pool III  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาคอลัมนเซฟาคริล
เอ็ชอารเอส-200 ไมสามารถแยกโปรตีนปนเปอนที่เหลือในขั้นตอนนี้ได  ผูวิจัยจึงไดนําตัวอยาง
จากขั้นตอนดังกลาวนี้ไปผานเซฟาคริลเอ็ชอารเอส-300 อีกครั้ง (HR S-200 – S-300)  พบวา
ไดคา specific activity และ puyrification fold ใกลเคียงกับตัวอยาง HTP-pool II ที่นําไปผาน
เซฟาคริลเอ็ชอารเอส-300 (ดูคาจากตัวอยาง HR S-300)  เม่ือนําตัวอยาง HR S-200 – S-300 
ดังกลาวไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบเสียสภาพธรรมชาติ (SDS-
PAGE)  พบวา ไดแถบโปรตีน 2 แถบที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 69,600 และ 56,600 ดาลตัน (รูปที่ 
5) 

 
นอกจากนี้ เม่ือนําตัวอยางสารสกัดดิบ Am 30-80%, DE-pool, CM-pool, HTP-pool (I, 

II และ III) และ HR S-300 ตรวจสอบแถบเอนไซมดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบสภาพ
ธรรมชาติ (non-denaturing gel)  และบมใน 1 มิลลิโมลาร  4-เมทธิลอัมเบลลิเฟอริล-อัลฟา-ดี-

แมนโนไพแรนโนไซด (4-methylumbelliferyl-α-D-mannopyranoside) พรอมตรวจแถบสวาง
ของตัวอยางภายใตแสงอัลตรา-ไวโอเลต และเทียบกับแถบโปรตีนที่ถูกตรึงดวยคูแมสซีบลูอาร-
250 (รูปที่ 7 ก และ ข)  พบวาทุกตัวอยางมีแถบสวาง 2 ตําแหนง โดยจะเห็นแถบสวางอันบน
ไดจางๆ แตจะเห็นไดชัดเจนที่สุดทั้ง 2 แถบสําหรับตัวอยาง HR S-300  แสดงวาเอนไซมอัลฟา-
แมนโนสซิเดสที่แยกไดประกอบดวย 2 ไอโซไซม  และเม่ือนําตัวอยาง HR S-200 – S-300 ไป
ผานโครมาโทกราฟแบบแลกไอออนชนิดเรซินเปนประจุลบ แตชะเอนไซมดวยบัฟเฟอรที่มีพีเอช
ตางกัน เริ่มตั้งแตพีเอช 4.4 จนถึง 5.0 โดยมีพีเอชหางกัน 0.2 หนวย (ดูวิธีการขั้นตอนที่ 2.6)  
พบวาไอโซไซมชนิดที่ I แยกออกจากชนิดที่ II  แตเนื่องจากความไมเสถียรอยางมากของไอโซ
ไซมชนิดที่ II ทําใหไมสามารถนําไอโซไซมชนิดที่ II มาศึกษาตอได  อยางไรก็ดี เม่ือตรวจสอบ
ไอโซไซมชนิดที่ 1 ดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบเสียสภาพธรรมชาติ พบวา ไดแถบโปรตีน 1 
แถบที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 69,600 ดาลตัน (รูปที่ 6) 
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ตารางที่ 1  ปริมาณเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่ตรวจวัดไดจากตัวอยางที่นําไป

ไดอะไลซดวยบัฟเฟอรที่มีและไมมี EDTA 
 

ตัวอยางที่ไดอะไลซใน
บัฟเฟอร 

ไอออนของ
โลหะ 

หนวยเอนไซม 
(unit/ml) 

% relative activity 

pH 5.5 - 4.61 1001 

pH 5.5 + 1 mM EDTA - 2.44 531 

pH 5.5 + 1 mM EDTA Zn2+ 5.11 1111 

pH 5.5 + 1 mM EDTA Ca2+ 2.57 561 

pH 5.5 + 1 mM EDTA Co2+ 2.78 601 

pH 7.0 - 3.50 1002 
pH 7.0 + 1 mM EDTA - 3.23 922 

1เปรียบเทียบจากบัฟเฟอร pH 5.5 
2เปรียบเทียบจากบัฟเฟอร pH 7.0 
 
 

ตารางที่ 2  ปริมาณโปรตีนและเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่แยกไดจากขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

 

ตัวอยาง Total 
unit of 

enzyme 

% 
Recovery 
of enzyme 

Total mg 
protein 

Specific activity 
(Unit/mg) 

Purification 
fold 

สารสกัดดิบ     3106      100    6750                      0.46              1.0 
Am 30-80%     2412       78     932                      2.58              5.6 
DE-52     1187       38      49                    24.22            52.6 
CM-52     1145       37      20                    57.25           124.5 
Hydroxyapatite-I      426       14        2.11                   201.89           438.9 
Hydroxyapatite-II       124           4         1.30                        95.38             207.3 
Hydroxyapatite-III       81         2.6        2.25                   36.00            78.3 

HR S-300        37           1.2         0.26                      142.31             309.4 

HR S-200       52         1.7        2.53                   20.55            44.7 
HR S-200 – S-300       15         0.5        0.10                  150.00           326.1 
CM, pH gradient         4.6         0.14        0.04                  115.00           250.0 
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รูปที่ 5  SDS-PAGE ของตัวอยางเอนไซม HR S-200 – S-300 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HR : ตัวอยาง HR S-200 – S-300 
 
 

รูปที่ 6  SDS-PAGE ของตัวอยางเอนไซม CM pH-gradient 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Std : โปรตีนมาตรฐาน (SDS molecular weight marker; BioLab) 
CM : ตัวอยาง CM pH-gradient 
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เน่ืองจากกอนนําเอนไซมผานคอลัมนเซฟาคริลเอ็ชอารเอส-300 ไดทําการแคลิเบรต 

(calibrate) คอลัมนดวยโปรตีนมาตรฐาน ไดแก  ไธโรโกลบูลินจากตอมไธรอยดของวัว (bovine 
thyroid thyroglobulin; นํ้าหนักโมเลกุล 669,000 ดาลตัน)  เฟอริตินจากมามของมา (horse 
spleen ferritin; 440,000 ดาลตัน)  แคทตะเลสจากตับวัว (bovine liver catalase; นํ้าหนัก
โมเลกุล 232,000 ดาลตัน)  อะโดเลสจากกลามเน้ือของกระตาย (rabbit muscle adolase; 
นํ้าหนักโมเลกุล 158,000 ดาลตัน)  และอัลบูมินจากซีรัมของวัว (bovine serum albumin; 
นํ้าหนักโมเลกุล 66,000 ดาลตัน)  เม่ือผานตัวอยางเอนไซมเพ่ือการแยกในคอลัมนดังกลาว จึง
สามารถคํานวณหาคาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมได พบวาอยูในชวง 357,000-481,000 ดาล
ตัน  จึงพอสรุปไดวา ไอโซไซมชนิดที่ I ควรประกอบดวยหนวยยอยชนิดเดียวกันรวม 6 หนวย 
นอกจากนี้ เม่ือนําตัวอยาง CM pH-gradient ตรวจดวยวิธีอิเล็กโทรโฟคัสซิงเจล (รูปที่ 8 ก และ 
ข) พบวาไอโซไซมจาก CM pH-gradient มีคาพีไอที่ 4.8 เม่ือเทียบกับตัวอยาง Am 30-80% ซ่ึง
จะใหคาพีไอ 2 ชวงใหญๆ คือที่ พีไอ 4.8 และที่ 4.9-6.0 (รูปที่ 9) แสดงวาไอโซไซมชนิดที่ II มี
คาพีไอที่ 4.9-6.0 
 

เม่ือทําการตรวจสอบสมบัติของเอนไซม พบวาไอโซไซมชนิดที่ I สามารถสลาย
สับสเตรทพารา-ไนโทรเฟนนิล-อัลฟา-ดี-แมนโนไพแรนโนไซดไดดีที่พีเอช 4.0-4.5 และที่
อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส (รูปที่ 10 ก และ ข ตามลําดับ) 

 
เม่ือศึกษาคาทางจลนศาสตรของไอโซไซมชนิดที่ I พบวาในการสลายสับสเตรท pNP-

a-D-Man ที่พีเอช 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไอโซไซมชนิดที่ I มีคา Km เทากับ 1.05 
มิลลิโมลาร และคา Vmax เทากับ 0.36 ไมโครโมลตอนาที (รูปที่ 11) 
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สมบัติการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 

 
ไดทําการศึกษาปฏิกิริยาการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซมอัลฟา-แมนโนส

ซิเดสโดยใชตัวอยางเอนไซม HTP-pool I   เน่ืองจากมีคา specific activity และ purification 
fold อยูในเกณฑที่ดีเพียงพอตอการศึกษา  โดยนําเอนไซมบมกับแมนโนสความเขมขน 50 
เปอรเซนตที่พีเอชตางๆ กันหรือที่อุณหภูมิตางๆ กัน เปนเวลา 3, 7 และ 10 วัน เพ่ือหาสภาวะ
ที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซด  และหยุดปฏิกิริยาตัวอยางดวยการตม
เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นวิเคราะหผลิตผลที่ไดดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบแผนเคลือบและเทียบ
คาระดับสีเทา-ดํา (grey scale)  โดยแบงการวิเคราะหเปน 2 รูปแบบ คือ (1) กลุมของ 

Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man และ Manα(1−4)Man  และ (2) Manα(1−6)Man  

เน่ืองจากระบบตัวชะที่ใช สามารถแยก Manα(1−6)Man ออกจากแมนโนไบโอสชนิดอ่ืนได 
 
จากการวิเคราะหพบวาอุณหภูมิและพีเอชที่ใหผลิตผลทั้ง 2 กลุม สูงสุดที่ 60 องศา

เซลเซียส และที่พีเอช 4.0   ดังนั้น จึงสามารถสรุปไดวา อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอ
ปฏิกิริยาการสังเคราะหของเอนไซมอยูที่ 60 องศาเซลเซียส (รูปที่ 12 และ 14) และพีเอช 4.0 
(รูปที่ 13 และ 15) ตามลําดับ 

 
เม่ือนําเอนไซมดังกลาวไปบมกับแมนโนสความเขมขน 50 เปอรเซ็นต หรือความเขมขน 

10 เปอรเซ็นต แตผสมกับโมโนแซคคาไรดชนิดอ่ืน 4 ชนิด ที่สามารถพบไดในโอลิโกแซคคาไรด
ที่อยูในไกลโคโปรตีน ไดแก  ไซโลส  กาแลกโตส  กลูโคส  หรืออะราบิโนสความเขมขน 40 
เปอรเซ็นต  ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และพีเอช 4.0 ไดผลดังรูปที่ 16 และตารางที่ 3 

 
พบวาการบมเอนไซมกับแมนโนส 50 เปอรเซนต ที่อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม  จะ

ใหผลิตผลแมนโนไบโอสสูงสุด  ซ่ึงผลผลิตที่ไดมีทั้ง Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man, 

Manα(1−4)Man และ Manα(1−6)Man  เม่ือวิเคราะหปริมาณผลิตผลที่ไดจากกลุมของ 

Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man และ Manα(1−4)Man เทียบกับปริมาณของ 

Manα(1−6)Man ที่ได พบวาปริมาณของ Manα(1−6)Man เกิดขึ้นมากกวา ไมวาจะใชเวลา
บม 3 หรือ 7 วัน (ตารางที่ 3) 

 
เม่ือบมเอนไซมกับแมนโนส 10 เปอรเซนต และโมโนแซคคาไรดชนิดอ่ืนๆ ที่มีความ

เขมขน 40 เปอรเซนต จะไดผลที่แตกตางกัน กลาวคือ  เม่ือบมเอนไซมกับแมนโนสและไซโลส
หรือกลูโคสจะไมพบผลิตผลเกิดขึ้น  แตเม่ือบมเอนไซมกับแมนโนสและกาแลกโตสเกิดผลิตผลที่
มีตําแหนงจุดผลิตผลไมตรงกับสารมาตรฐานแมนโนไบโอสใดๆ  ผลิตผลที่ไดน้ีมีแนวโนมจะเปน
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ผลิตผลชนิดใหมที่เกิดจากการเชื่อมตอของแมนโนสและกาแลกโตส และ/หรือกาแลกโตไบโอส 
และปริมาณที่เกิดขึ้นจะเพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาของการบม  สําหรับการบมเอนไซมกับแมน

โนสและอะราบิโนสจะไดผลิตผลที่มีตําแหนงจุดผลิตผลตรงกับ Manα(1−6)Man เม่ือเวลาผาน
ไป 7 วัน  ผลิตผลที่ไดนาจะเปนผลิตผลที่เกิดจากการเชื่อมตอของแมนโนสกับอะราบิโนส และ/

หรือ Manα(1−6)Man  อยางไรก็ดี คงตองยืนยันผลวาผลิตผลที่ไดจากการบมเอนไซมกับแมน
โนสและกาแลกโตสหรืออะราบิโนสเปนผลิตผลชนิดใดดวยการพิสูจนดวยวิธีการตางๆ เพ่ิมมาก
ขึ้น 
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รูปที่ 7  Non-denaturing gel  ของตัวอยางเอนไซมที่ไดจากการผานโครมาโทกราฟ 

 ก.  ตรวจตําแหนงของเอนไซม  โดยการบมเจลดวย 1 มิลลิโมลาร ของ 4-Met-α-D-
Man ที่เตรียมใน 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 เปนเวลา 30 วินาที และนําไป
สองภายใตแสงอัลตรา-ไวโอเลต 
 ข.  ตรวจโปรตีนโดยการยอมเจลดวย coomassie blue R-250 
 ก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คอลัมนที่ 1 : สารสกัดดิบ   คอลัมนที่ 2 : ตัวอยางเอนไซม Am 30-80% 
คอลัมนที่ 3 : ตัวอยางเอนไซม DE-pool  คอลัมนที่ 4 : ตัวอยางเอนไซม CM-pool 
คอลัมนที่ 5 : ตัวอยางเอนไซม HTP-pool I คอลัมนที่ 6 : ตัวอยางเอนไซม HTP-pool II 
คอลัมนที่ 7 : ตัวอยางเอนไซม HTP-pool III คอลัมนที่ 8 : ตัวอยางเอนไซม HR S-300 
 
I : ไอโซไซมชนิดที่ 1    II : ไอโซไซมชนิดที่ 2 
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รูปที่ 8  Isoelectrofocussing gel  ของตัวอยางเอนไซม CM pH-gradient 

ก.  ตรวจตําแหนงของเอนไซม  โดยการบมเจลดวย 1 มิลลิโมลาร ของ 4-Met-α-D-
Man ที่เตรียมใน 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 เปนเวลา 30 วินาที และนําไป
สองภายใตแสงอัลตรา-ไวโอเลต 

ข.  ตรวจโปรตีนโดยการยอมเจลดวย coomassie blue R-250 
 
 ก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คอลัมนที่ 1 : โปรตีนมาตรฐาน (IEF molecular weight marker; Pharmacia) 
คอลัมนที่ 2-6 : ตัวอยางเอนไซม CM pH-gradient 
 
I : ไอโซไซมชนิดที่ 1 



34 

 
รูปที่ 9  Isoelectrofocussing gel ของตัวอยางเอนไซม CM pH-gradient  และ Am 30-

80% 

ทําการตรวจตําแหนงของเอนไซม โดยการบมเจลดวย 1 มิลลิโมลาร ของ 4-Met-α-D-
Man ที่เตรียมใน 0.1 โมลาร โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร พีเอช 5.0 เปนเวลา 30 วินาที และนําไป
สองภายใตแสงอัลตรา-ไวโอเลต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คอลัมนที่  1, 2 :  ตัวอยางเอนไซม CM pH-gradient 
คอลัมนที่  3, 4 :  ตัวอยางเอนไซม Am 30-80% 
 
I : ไอโซไซมชนิดที่ 1   II : ไอโซไซมชนิดที่ 2 
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รูปที่ 10  พีเอช (ก) และอุณหภูมิ (ข) ที่เหมาะสมตอการสลายสับสเตรท  pNP-a-D-

Man ของไอโซไซมชนิดที่ I 
 ก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ข 
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รูปที่ 11  Line-Weaver Burk Plot ของไอโซไซมชนิดที่ I ในการสลายสับสเตรท 

pNP-a-D-Man ที่พีเอช 5.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 12  แผนเคลือบแสดงผลิตผลที่ไดจากการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดวย

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่อุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13  แผนเคลือบแสดงผลิตผลที่ไดจากการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดวย

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่พีเอช 4.0-10.0 
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รูปที่ 14  แผนภูมิแสดงผลิตผลที่ไดจากการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดวย

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่อุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส 
 

 ก.  แสดงผลิตผล Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man  และ Manα(1−4)Man 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 ข.  แสดงผลิตผล Manα(1−6)Man 
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รูปที่ 15  แผนภูมิแสดงผลิตผลที่ไดจากการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดวย

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสที่พีเอช 4.0-10.0 
 

 ก.  แสดงผลิตผล Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man  และ Manα(1−4)Man 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 ข.  แสดงผลิตผล Manα(1−6)Man 
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รูปที่ 16  แผนเคลือบแสดงผลิตผลที่ไดจากการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดดวย

เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากการบมเอนไซมกับสับสเตรทชนิดตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 : แมนโนส 50 เปอรเซ็นต 
2 : แมนโนส 10 เปอรเซ็นต กับไซโลส 40 เปอรเซ็นต 
3 : แมนโนส 10 เปอรเซ็นต กับกาแลกโตส 40 เปอรเซ็นต 
4 : แมนโนส 10 เปอรเซ็นต กับกลูโคส 40 เปอรเซ็นต 
5 : แมนโนส 10 เปอรเซ็นต กับอะราบิโนส 40 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 3  ผลิตผลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการสังเคราะหโดยเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิ      

เดสดวยสับสเตรทชนิดตางๆ ที่อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม 
 

ผลิตผลที่ไดจากปฏิกิริยาการสังเคราะห (มิลลิโมลาร) 

3 วัน 7 วัน 

แมนโนส 
กับโมโนแซค

คาไรด 
M(1-2)M, 

M(1-3)M หรือ 
M(1-4)M 

M(1-6)M unknown M(1-2)M, 
M(1-3)M หรือ 

M(1-4)M 

M(1-6)M unknown 

แมนโนส 420.36 601.81 - 571.57 813.51 - 

ไซโลส - - - - - - 

กาแลกโตส - - 269.15 - - 753.02 

กลูโคส - - - - - - 

อะราบิโนส - - - - 571.57 - 

 M(1-2)M : Manα(1−2)Man   M(1-3)M : Manα(1−3)Man 

 M(1-4)M : Manα(1−4)Man   M(1-6)M : Manα(1−6)Man 
 
 



42 

 

สรุปผลการทดลอง 
 
การสกัดและแยกเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใหบริสุทธ์ิจากเมล็ดกระเจี๊ยบแดงและ
สมบัติทางกายภาพของเอนไซม 
 

1.  เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากเมล็ดกระเจี๊ยบแดงจัดอยูในเอนไซมคลาสที่ II ของ
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสและในแฟมิลี่ที่ 38 ของเอนไซมไกลโคไซดไฮโดรเลส 

 
2.  เมล็ดกระเจี๊ยบแดงมีเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 2 ไอโซไซม 
 
3.  เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากเมล็ดกระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa L. var. 

sabdariffa) ถูกสกัดและแยกใหบริสุทธิ์ดวยวิธีตกตะกอนโปรตีนแบบแยกลําดับสวนที่ความ
เขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 30-80 เปอรเซ็นต และตามดวยโครมาโทกราฟแบบแลก
ไอออนชนิดเรซินเปนประจุบวก (DEAE-52 cellulose)  โครมาโทกราฟแบบแลกไอออนชนิดเร
ซินเปนประจุลบ (CM-52 cellulose)  โครมาโทกราฟแบบไฮดรอกซีแอบปาไทต 
(hydroxyapatite)  โครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน โดยใชเจล 2 ชนิด คือ Sephacryl HR S-
200 และ HR S-300  ซ่ึงจะไดเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 2 ไอโซไซมปนกัน  ทายสุดแยกไอ
โซไซมทั้ง 2 ชนิด ดวยโครมาโทกราฟแบบแลกไอออนชนิดเรซินเปนประจุลบ (CM-52 
cellulose) โดยการชะแบบเกรเดียนทพีเอชจาก 4.4 ถึง 5.0 

 
4.  ไอโซไซมทั้ง 2 ชนิดตองการ Zn2+ ชวยในการคงแอกทิวิทีของเอนไซมเม่ืออยูใน

สารละลายที่มีคาพีเอชเปนกรด 
 
5.  ไอโซไซมชนิดที่ I มีคาพีไอที่ 4.8 ขณะที่ไอโซไซมชนิดที่ II มีคาพีไอที่ 4.9-6.0 
 
6.  สมบัติทางกายภาพของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากเมล็ดกระเจี๊ยบแดง คือ 

6.1  นํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสในสภาพธรรมชาติอยูในชวง
ระหวาง 357-481 กิโลดาลตัน 

6.2  นํ้าหนักโมเลกุลของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสในสภาพเสียธรรมชาติอยูที่ 
69.6 และ 56.6 กิโลดาลตัน 

 
7.  สมบัติทางกายภาพของไอโซไซมชนิดที่ I คือ 

7.1  มีคาพีไอที่ 4.8 
7.2  มีนํ้าหนักโมเลกุลในสภาพเสียธรรมชาติอยูที่ 69.6 กิโลดาลตัน 
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7.3  ประกอบดวยหนวยยอยชนิดเดียวกัน 6 หนวย 
7.4  มีคาพีเอชที่เหมาะสมตอการสลายสับสเตรทสังเคราะห pNP-a-D-Man ที่ 4.0-

4.5 
7.5  มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสลายสับสเตรทสังเคราะห pNP-a-D-Man ที่ 60-

70 องศาเซลเซียส 
7.6  มีคา Km และ Vmax ของไอโซไซมชนิดที่ I ตอการสลายสับสเตรทสังเคราะห 

pNP-a-D-Man เทากับ 1.05 มิลลิโมลาร และ 0.36 ไมโครโมลตอนาที ตามลําดับ 
7.7  มีคา Km และ Vmax ของไอโซไซมชนิดที่ I ตอการสลายสับสเตรทธรรมชาติ 

Manα(1−2)Man เทากับ มิลลิโมลาร และ ไมโครโมลตอนาที ตามลําดับ 
 
 

สมบัติการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส 
 
 1.  เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสมีคาพีเอชที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาการสังเคราะหแมน
โนไบโอสที่ 4.0  ซ่ึงใกลเคียงกับคาพีเอชที่เหมาะสมกับปฏิกิริยาการสลาย 
 
 2.  เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาการสังเคราะหแมน
โนไบโอสที่ 60 องศาเซลเซียส  ซ่ึงใกลเคียงกับอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาการสลาย 
 
 3.  เม่ือนําเอนไซมบมกับแมนโนส 50 เปอรเซ็นตที่พีเอช 4.0 และ 60 องศาเซลเซียส 

(พีเอชและอุณหภูมิเหมาะสม) เปนเวลา 3, 7 และ 10 วัน จะได Manα(1−6)Man เปนผลิตผล

หลักเม่ือเทียบกับแมนโนไบโอสชนิดอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้น คือ Manα(1−2)Man, Manα(1−3)Man 

และ Manα(1−4)Man 
 
 4.  เม่ือนําเอนไซมบมกับแมนโนส 10 เปอรเซ็นต และไซโลส 40 เปอรเซนต หรือ
กลูโคส 40 เปอรเซนต ที่พีเอช 4.0 และ 60 องศาเซลเซียส ไมมีผลผลิตใดๆ เกิดขึ้น 

 
5.  เม่ือนําเอนไซมบมกับแมนโนส 10 เปอรเซ็นต และกาแลกโตส 40 เปอรเซนต 

หรืออะราบิโนส 40 เปอรเซนต ที่พีเอช 4.0 และ 60 องศาเซลเซียส จะใหผลิตผลบางอยางที่ไม
ทราบแนชัด 
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ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

 
โดยปกติสามารถสกัดและแยกเอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสใหบริสุทธิ์ไดทั้งจากพืช จุลิ

นทรีย ยีสต และเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม  แตเม่ือตองการศึกษาความสัมพันธระหวาง
โครงสรางและความจําเพาะตอการสังเคราะหโอลิโก-แมนโนไซดของเอนไซม ตามวัตถุประสงค
ที่ตั้งไว จําเปนตองใชเอนไซมบริสุทธิ์ที่มีปริมาณมากพอตอการศึกษา  มักพบวาเอนไซมที่สกัด
แยกใหบริสุทธิ์จากพืชมีปริมาณนอยมากๆ และไมเสถียร (unstable)  (Wongvithoonyaporn, 
1997 และ Arthan, 1997)  ทําใหไมสามารถนําไปใชในการศึกษาความสัมพันธดังกลาวตาม
วัตถุประสงคได  ผูวิจัยจึงเสนอแนะวาถาตองการศึกษาความสัมพันธดังกลาวตามที่ระบุไว ควร
ใชเอนไซมที่สกัดและแยกไดจากจุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา  ซ่ึงการใชเชื้อราเปนแหลงผลิต
เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดส มีขอไดเปรียบคือ 

 
1.  สามารถเลี้ยงเชื้อราใหผลิตเอนไซมไดมากพอที่จะใชในการศึกษาได 
 
2.  ปริมาณโปรตีนที่มีในเชื้อราจะนอยกวาปริมาณโปรตีนในพืช ทําใหงายในการสกัด

และแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ ในแงของวิธีการและขั้นตอนที่ตองใชในการแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์ 
 
3.  ความจําเพาะของตําแหนงการสลายพันธะของเอนไซมตอแมนโนส เม่ือเปรียบเทียบ

ความจําเพาะของเอนไซมจากเชื้อราและเอนไซมจากพืช พบวาเอนไซมจากพืชสวนใหญจะเปน

เอนไซมที่มีความจําเพาะตอการสลายพันธะ ณ ตําแหนง α(1−2), α(1−3) และ α(1−6)  

ขณะที่เอนไซมอัลฟา-แมนโนสซิเดสจากเชื้อรามีทั้งกลุมที่สลายพันธะ ณ ตําแหนง α(1−2) 

(Singh et al, 2000)  และกลุมที่สลายพันธะ ณ ตําแหนง α(1−2), α(1−3) และ α(1−6) 
(Keskar et al, 1996)  ทําใหการสังเกตผลหลากหลายขึ้นและงายขึ้น เม่ือสมบัติความจําเพาะมี
การเปลี่ยนแปลง 
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