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บทคัดยอ 
ลินามาเรสเปนเอนไซมในกลุม β-glucosidase ซึ่งสกัดไดจากมันสําปะหลัง (Manihot esculenta)  

ทําหนาทีใ่นปฏิกริยิาไฮโดรไลซิสเปลี่ยนลินามารินซึ่งเปนไซยาโนเจนิคกลูโคไซด (cyanogenic glucoside) ให
สารผลิตภัณฑเปนไซยาโนไฮดรนิ เอนไซมในกลุม β-glucosidase สามารถทําหนาที่เปน คะตะลิสต ในการ
เรงปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชันกบั ไดสารกลูโคไซด  โดยคุณสมบัติพิเศษที่ตางไปจากเอนไซมในกลุม β-
glucosidase ชนิดอื่นคือ ลินามาเรสจากมันสําปะหลัง สามารถที่จะทําปฏิกิริยากับทุตยิะอัลกอฮอล และตติ
ยะอัลกอฮอล ไดด ี

โครงการวจิัยนี้เปนการศกึษาสเตอรโิอซีเลคทวิิต ี ของปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชันของเอนไซม ลินา
มาเรส โดยใช ทุตยิะอัลกอฮอลที่ม ีchiral center ที่ตําแหนง carbinol carbon  โดยเอนไซมจะทําปฏกิริยิากบั 
enantiomeric alcohol ไดดีไมเทากัน จุดประสงคประการหนึง่ของการศึกษานี ้ เพื่อที่จะนําไปสูความเขาใจใน
หนาที่และกลไกการทํางานของ เอนไซม linamarase และอาจนาํไปสูการนาํเอนไซมนี้ไปพฒันาใชประโยชน
ในการสังเคราะหสารในกลุม glycoside ที่มีประโยชนตอไป 
 ในปฏิกิริยา transglucosylation สารตั้งตนทีใ่ชไดแก glucosyl acceptor คือ chiral alcohol และ 
glucosyl donor เปน p-nitrophenolic glucopyranoside (pNPGlc) ได glucoside product  ที่มีสมบตัิทาง 
สเตอริโอเคมตีางกนั โดยจะเปน diastereomeric mixture และพบวาปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชันของลินามา
เรสทําปฏิกิริยากับ R-alcohol ไดดีกวา S-alcohol ในการวิเคราะหติดตามปฎิกิริยาจะใชเทคนิค TLC และ 
liquid chromatography mass epectroscopy (LC-MS) วิธีการทาํใหสารผลติภัณฑบรสิทุธิ์จะใชเทคนคิ 
silica-gel column chromatography และ HPLC สวนการเปรยีบเทียบอตัราสวนปรมิาณของสารผลิตภัณฑที่
เกดิขึ้นใช 1H-NMR Spectrophotometry   
  
 
 
 
 
 
 
 
 



บทนํา 
มันสําปะหลัง 
 มันสําปะหลังจัดเปนพืชที่เจริญเติบโตใน
เขตรอน ซึ่งมชีื่อทางวทิยาศาสตร วา Manihot 
esculenta Crontz มันสําปะหลังสามารถ
ขยายพันธุไดอยางรวดเร็วโดยเมล็ด หรือการปก
ชํา เปนพชืทีช่อบแสงแดด เตบิโตไดในทุกสภาพ
ดนิในประเทศไทย มันสาํปะหลงัจัดไดวาเปนพชื
เศรษฐกิจที่สําคัญ สามารถนํามาแปรรูปเปน
อาหารได เนื่องจากประกอบดวยสารอาหาร
ประเภท คารโบไฮเดรต นอกจากนั้นยังสามารถ
นํามาหมักเพื่อเปลี่ยนเปนแอลกอฮอล ไดอีกดวย 
โดยทําการเปลี่ยนจากแปงมันสาํปะหลงันี้ให
กลายเปนน้ําตาล หลังจากการหมักจะปลอย
แอลกอฮอลออกมา  ประโยชนของแปงมัน
สาํปะหลงันอกจากทีใ่ชเปนอาหารแลว ยังมอีกี
มากมาย เชน    อตุสาหกรรมกระดาษ โดยใชแปง
เคลือบบนผิวกระดาษ หรือการผลิตผงชูรส เปน
ตน 
 
เอนไซมเบตากลูโคซิเดส (β-glucosidase) 
 เอนไซมเบตากลูโคซิเดส หรือ เรียกตาม
ชนิดเอนไซมวา EC 3.2.1.21 ซึ่งจัดเปนเอนไซม
ในกลุมไกลโคซิเดส (glycosidase) หรือ EC 3.2 
ซึ่งทําหนาที่เรงปฏิกริยิาการเกดิไฮโดรไลซิส 
(hydrolysis) ที่ตําแหนงพันธะไกลโคซิเดส โดยจะ
เกิดปฏิกิริยาอยางเฉพาะเจาะจง เอนไซม
เบตากลูโคซิเดสนี ้ สามารถพบทั่วไปในสิ่งมชีีวติ 
ในพืชสวนใหญจะมีเอนไซมชนิดนี้เพื่อพฤติกรรม
ตางๆ ตามชีววิทยาของมัน 
 
เอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลัง 

ลินามาเรส เปนเอนไซมในกลุม β-
glucosidase จากมันสําปะหลัง (Cassava)  
นอกจากมันสําปะหลังจะเปนแหลงพลังงานที่
สาํคญัสาํหรับสิ่งมชีีวติแลว  กย็ังคงเปนพืชที่
สามารถนาํมาสกดัเอนไซมในกลุมไกลโคซิเดส 
ชื่อ ลินามาเรส (linamarase) ซึ่งเปนชนิด เบตา 
กลูโคซิเดส (β-glucosidase)  โดยสามารถสกัด

ไดจาก กานใบ (petiole) เปลือกหุมชั้นนอกของ
หัวมัน (root cortex) และ ลาํตน (stem)  2,1 
เอนไซมลินามาเรส ทําหนาทีใ่นปฏิกริยิาไฮโดรไล
ซิสเปลี่ยนลินามารินซึ่งเปนไซยาโนเจนิคกลูโค
ไซด (cyanogenic glucoside) ใหสารผลิตภัณฑ
เปนไซยาโนไฮดริน เอนไซมในกลุม β-
glucosidase สามารถทําหนาที่เปน คะตะลิสต ใน
การเรงปฏิกิริยาทรานกลูโคซิเลชันกับ ไดสาร
กลูโคไซด  โดยคุณสมบตัพิิเศษที่ตางไปจาก
เอนไซมในกลุม β-glucosidase ชนิดอื่นคือ ลินา
มาเรสจากมันสําปะหลัง สามารถที่จะทําปฏิกิริยา
กับทุติยะอัลกอฮอล และตตยิะอลักอฮอล ไดด ี

 
กลไกการเกิดปฏิกิริยา 
 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ของพันธะ
ไกลดคซิดิก (glycosidic bond)  จะเกี่ยวของกบั 
ตําแหนงของกรดอะมิโน คอื กรดกลตูามิก 
(glutamic acid)  2 ตัว ในลักษณะการเกิดแบบ 
acid-base catalysis ลักษณะการเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส จะมี 2 ชนิด ไดแก retention 
configuration และ inversion  configuration  

เอนไซมลินามาเรสจากมันสําปะหลัง  ที่
ใชในการทดลองครั้งนี ้ จะเปนลักษณะของ 
retention configuration ในการเรงปฏิกิริยา 
transglucosylation โดยสารตั้งตนที่ใช ไดแก 
chiral alcohol และ glucosyl donor โดยจะใชเปน 
p-NPGlc 4  โดย linamarase จะ hydrolyze p-
NPGlc แลวจะได   p-nitrophenol ออกมาและ
สวนของ glucose จะติดอยูกบัเอนไซมในรูป 
oxonium ion และขั้นตอนหลังจะเกิดปฏิกิริยา 
nucleophilic addition ของ alcohol  ได 
glucoside product  ที่มีสมบตัิทาง 
stereochemistry  ตางกัน โดยจะเปน 
diastereomeric mixture กลไกการเกิดปฏิกิริยา
สามารถแสดงไดดังตอไปนี ้
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แผนภาพแสดงกลไกการเกิดปฏิกริยิาไฮโดรไลซิสของเอนไซมลินามาเรส 



 
วัตถุประสงค 
 1. ศึกษาการสังเคราะหสารกลูโคไซดของ
เอนไซมลินามาเรส โดยปฏิกิรยิาทรานกลูโคซิเล
ชันที่ใชแอลกอฮอลทุติยภูมิทําหนาที่เปน glucose 
accepter 
 2. แยกกลโูคไซดที่สงัเคราะหไดใหบรสิทุธิ์  
และศึกษาโครงสรางสามมิติของกลูโคไซดที่
สังเคราะหได 

 

โครงการวจิัยนี้เปนการศกึษา stereoselectivity 
ของปฏิกิริยา transglucosylation ของ เอนไซมลิ
นามาเรส โดยใช alcohol substrate เปน 
secondary alcohol ที่มี chiral center ที่ตําแหนง 
carbinol carbon  เปนไปไดวาเอนไซมลินามาเรส 
จะทําปฏกิริยิากับ enantiomeric alcohol ไดดีไม
เทากัน เนื่องจาก เอนไซมประกอบดวย chiral 
amino acids ดังนั้นจึงทําหนาที่เปน asymmetric 
catalyst จุดประสงคประการหนึ่งของการศึกษานี ้
เพื่อที่จะนําไปสูความเขาใจในหนาที่และกลไกการ
ทํางานของ เอนไซมลินามาเรส  และอาจนําไปสู
การนาํเอนไซมนี้ไปพัฒนาใชประโยชนในการ
สังเคราะหสารในกลุมไกลโคไซมที่มปีระโยชน
ตอไป 

1. การวัดคุณภาพเอนไซม 
วิธีการทดลอง 

การทดสอบคณุภาพนี้จะอาศยัการ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสีของ p-NPGlc (p-
Nitrophenyl-β-D-glucospyranoside) ในการ
ทดลองจะใชสารนี้เขมขน 50 mM.  และใชลินามา
เรส เขมขน 10 mg/ml แลวเจอืจางเปน 500เทา 
ในสารละลาย phosphate buffer pH 5.5 ปริมาตร 
50 µl ที่ 30 °c เปนเวลา 10 นาท ี  สารทีจ่ะ
สามารถตรวจสอบไดจากการเกดิปฏกิริยิาดงั
กลาวคือ  p-Nitrophenol  โดยอาศยัคุณสมบตัิ
ของการดูดกลืนแสงในชวง UV ที่ความยาวคลื่น
เทากับ 400  nm. เมื่ออยูในสภาวะเบส (โดยเตมิ 

0.2 M. Na2CO3 2 ml.) คาการดูดกลืนที่วัดได จะ
นําไปเปรียบเทียบกับ standard curve ของ p-
Nitrophenol  คาที่วัดไดจะคํานวณเปน unit / ml. 
หรือ µmol / min / ml 

 
ผลการทดลอง 
  วัดคาการดูดกลืนแสงไดเทากับ 0.291  
(คาเฉลี่ยซึ่งหักจาก blank เรียบรอยแลว) 
  คา activity สามารถคํานวณไดเทากับ 
40.42 unit / ml. 
  ดังนั้น 1 unit เทากับ 24.7 ml 
 
สรุปผลการทดลอง 
  คา activity ที่สามารถคํานวณไดอยู
ในชวงที่ยอมรับได ดังนั้นเอนไซมลินามาเรสที่
สกดัจากกานใบมันสาํปะหลงันี ้ สามารถนาํไปทํา
ปฏิกิริยา transglucosylation ตอไปในขั้นตอไปได 

2. สังเคราะหสารอลัคลิกลโูคไซด โดย
ใชเอนไซมลินามาเรส ในปฏิกิริยา ทรานส
กลูโคซิลเลชัน 

วิธีการทดลอง 
 เนื่องจากลินามาเรส สามารถทํา
ปฏกิริยิากับแอลกอฮอลทตุิยภมูไิดด ี  ดงันั้น
งานวิจยันี้จึงนําไปสูการศกึษาการเกดิปฏกิริยิา 
transglucosylation ที่เกิดกับแอลกอฮอลที่ไม
สมมาตร (chiral alcohol) โดยใช   p-NPGlc เปน
สารตั้งตน ซึ่งแอลกอฮอลทุตยิภมูิทีใ่ชจะอยูในรูป
ของ  racemic mixture                   

 

• การสังเคราะหสารอัลคิลกลูโคไซด โดยใช 
Benzene methanol  

- ผสม p-NPGlc 60 mg ใน 
Benzenemethanol ปริมาตร 4 ml ทําใหละลาย
มากที่สุด 
- เติมลินามาเรส 200 µl (ประมาณ 4 unit) 
แลวนําไปตั้งใน water bath ที่ 30 °c 



- ติดตามปฏิกริยิา โดยใช TLC (โดยใชระบบ
10 % MeOH/ CH2Cl2) 
- เมื่อเกดิปฏกิริยิาสมบูรณ นาํสารผสม
ดงักลาวมาสกัดแยกดวยระบบ H2O/CH2Cl2 
- นําสารในชั้นน้ําไปตรวจสอบอีกครั้งดวย
เทคนิค LC-MS 
- แยกสารในชั้นน้ํา โดยอาศยัเทคนิค silica gel 
column chromatography ระบบของสารละลาย 
10 % MeOH/ CH2Cl2 
- ใชเทคนิค HPLC เพื่อทําใหไดสารที่มีความ
บริสุทธิ์มากขึ้น 
- วิเคราะหสารที่แยกได  โดยเทคนิค 1H-NMR 
 
• การสังเคราะหสังเคราะหอัลคลิกลโูคไซด 
โดยใช Benzene ethanol และ Benzene 
propanol 
ทําการทดลองเชนเดยีวกบัใน Benzenemethanol  
แตเปลี่ยนชนิด alcohol  เปน Benzeneethanol 
และ Benzenepropanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 1 3 2 1 3 

UV ; 254 nm stain 

 

 secondary alcohol ที่สนใจในการทํา การวจิยัครั้งนี ้ไดแก 
                  
 ชื่อสารเคม ี โครงสรางโมเลกุล น้ําหนักโมเลกุล  

 
1. Benzene methanol 

(1-phenyl-1-ethanol) 

  
 

122 
 

 

 
2. Benzene ethanol 

(1-phenyl-2-propanol) 

  
136 

 

 
3. Benzene propanol 

(4-phenyl-2-butanol) 
 

  
 

150 

 

 
 

 

ผลการทดลอง 
 
ตอนที ่1. : Benzene methanoic glucoside Synthesis 
 

Ø ผลจาก TLC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OH

OH

OH

1 = glucose 
2 = pNPGlc 
3 = reaction mixture 

Glucoside product 



Product + Na 

 
Ø Spectrum จาก LC-MS 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
MW ของ product = 284               

 
 
 
 
 

Ø Spectrum ผลจาก 1H-NMR ของ product 

• CH2Cl2 เปนสารละลาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



2 1 3 2 1 3 

UV ; 254 nm stain 

Na + Glc-O-Me : C7H14O6 (MW =194) 

Na + glucoside product 

ตอนที ่2. : Benzene propanoic glucoside Synthesis 
 
Ø ผลจาก TLC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ø Spectrum จาก LC-MS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MW ของ product = 312               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Glucoside product 
1 = glucose 
2 = pNPGlc 
3 = reaction mixture 



Ø Spectrum ผลจาก 1H-NMR ของ product 
• D2O เปนสารละลาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ลักษณะการเกิดปฏิกิริยาไดแก 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

product 

OH

O Glc

O2N

O
Glc

OH

O2N
+ +Linamarase +    Glucose 

product 

OH

O2N

O Glc

O
Glc

O2N

OH

Linamarase  + + 

 
+    Glucose 



สรุปผลการทดลอง 

ตอนที1่.: Benzenemethanoicglucoside 
                Synthesis 

 ลักษณะการเกิดปฏิกิริยาจะเปนแบบ 2-
phase system เนื่องจาก alcohol ที่ใชไมละลาย
น้ํา ทําใหการทําปฏิกิริยาของแอลกอฮอล และ
เอนไซมซึ่งละลายในชั้นน้ํา เกิดขึ้นที่ผิวประชิด
ของทั้งสองตัว 
 

 ผลจาก LC-MS ทําใหยืนยันไดวา ปฏกิิริยา
เกดิขึ้น ตามที่ไดสมมตฐิานไว แสดงวา ลนิามา
เรสทําหนาที่เรงปฏิกิริยาไดถึงแมวาจะใหสารที่มี
ความเกะกะ (steric) สูงก็ตาม 
 

 เนื่องยังมีน้ําปะปนอยูจากในระบบ ทําใหเกิด
การแขงขันทางปฏิกิริยากับแอลกอฮอล เพราะทํา
หนาที่เปน nucleophile ไดเชนเดียวกัน จึงทําใหมี
กลูโคสเกิดขึ้นดวย  
 

 จากการคํานวณหา % yield พบวาไดเทากบั 
40.5 % ซึ่งสอดคลองกบัอทิธิพลของหมูแทนที่ทีม่ี
ลักษณะเกะกะมากขึ้น (more steric) โดย
เปรยีบเทียบกบัการทดลองโดยใช 2-butanol และ 
3-methyl-2-butanol พบวา ได % yield สูงถึง 
78.7 และ 78.8 ตามลําดบั ดงันัน้จึงสรปุไดวา สาร
ที่มีความเกะกะสูง จะสามารถเกิดปฏิกิริยาไดต่ํา
กวา สารที่มีความเกะกะนอย 

 
 จากการคาํนวณ โดยเปรียบเทยีบอัตราสวน

ของ R-product และ S-product จาก 1H-NMR 
Spectrum ของสาร benzene methanoic 
glucoside ที่สังเคราะหได พบวาไดเทากับ 84.9 
% d.e. ในขณะที่ 2-butanol และ 3-methyl-2-
butanol พบวา ได % d.e. เทากบั 55.6  
 

 ดงันั้นสามารถสรปุไดวา สารทีม่ีความเกะกะ
สงู ถึงแมจะสามารถสงัเคราะหไดในปริมาณที่นอย 
แตสมบตัิทางสเตอรโิอซิเลคทฟี จะสูงกวา สารทีม่ี
ความเกะกะนอย 

 

ตอนที2่.: Benzenepropanoicglucoside  
                Synthesis 

 ลักษณะการเกิดปฏิกิริยาจะเปนแบบ 2-
phase system เชนเดียวกัน เนื่องจาก
แอลกอฮอลที่ใช ไดแก benzene propanol (4-
phenyl-2-butanol) มีขัว้ใกลเคยีงกบัแอลกอฮอลที่
ใชในการทดลองตอนที ่1 คือ benzene methanol 
(1-phenyl-1-ethanol) เพียงแตเปลี่ยนลักษณะ
ของหมูแทนที่ใหมีความเกะกะมากขึ้น 
 

 ผลจาก LC-MS ทําใหยืนยันไดวา ปฏิกิริยา
เกิดขึ้น ตามที่ไดสมมติฐานไว 
 

 จาก 1H-NMR Spectrum ทําใหทราบวาสาร
ที่สามารถแยกได ยังไมบรสิทุธิเ์พยีงพอ จึงทาํให
ยังไมสามารถวิเคราะหผลการทดลองได 

 
 การวิเคราะหโครงสรางจาก 1H-NMR ยัง

ไมสามารถหาขอมูลอางองิได ดงันั้นในการ
วิเคราะหโครงสรางจงึตองใช เทคนคิและวิธีการ
อื่น ในการเปรยีบเทยีบ R-product และ S-
product 
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