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เม่ือทำโปรติเอสจากปานศรนารายณ์ Agave sisalana ให้บริสุทธิ,บางส่วนโดยการตกตะกอนด้วย

แอมโมเนียมชัลเฟตท่ีความเข้มข้นอ่ิมตัว 25-80 เปอรัเช็นต์ แล้วนำไปทำโครมาโตกราที!แบบคอลัมน์ด้วย Sephadex 

G-100 และ DEAE-cellulose พบว่านีแอคติวิตีจำเพาะ 4.32 ยูนีตต่อมลลิกรัมโปรตีน มิความบริสุทธิใพมข้ึน 

25.41 เท่า และให้ผลผลิตเอนไซม์ 185.65 เปอร์เซ็นต์ เม่ือนำไปทดสอบแอคติวิตีหลังจากทำอิเลกโตโฟริชีลแบบ 

ไม'เสืยสภาพด้วยเคชีน 0.5 เปอร์เซ็นต์ พบแทบแอคตีวิตีเพยง 1 แทบ และเม่ือนำไปหาน้ําหนักโมเลกุล

โดยวิธิเจลทีเลเตรชันโครมาโตกราที!โดยไข้คอลัมน์ Sephadex G-100 พบว่าขนาดโมเลกุลของเอนไซม์นีเท่ากับ 

21,800 ดาลตัน

pH และ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเร่งปฎํกริยาการย่อยสลายเคชีนของโปรติเอสน้ี คือ pH 7.5 และ 65 “ข 

ตามลำดับ และมิความเสทยรท่ี pH 8.3 และอุณหภูมิ 20-40°ซ จากการคืกษาด้านจลน์ศาสตร์พบว่าเอนไซม์น้ิมีค่า 

Km ต่อ เคชีน BSA และฮีโมโกลบิน เท่ากับ 0.084, 0.161 และ 0.877 เปอร์เซ็นต์โดยน้ีาหนัก ตามลำตับ เอนไซม์'น 

มิความจำเพาะต่อลับสเตรตท่ีเป็นเปปไทต์ลังเคราะห์โดยจำเพาะต่อเปปไทต์ด้านคาร์บอกซิลของลิวซีน

Mก2"และ Cd2* ลามารถยับย้ังแอคตีวิตีของเอนไชม'ได้เช่นเดยวกันกับ HgCI2,p-chloromercuricbenzoate 

และ lodoacetamide ในขณะท่ี Na2ร20 5 1 diithiothetol และ 2-mercaptoethanol จะกระด้นแอคติวิตีของเอนไซม์ 

ผลข้างด้นน้ี ข้ึให้เห็น'ว่า โปรติเอสจากปานศรนารายณ์น้ีควรจะเป็น sulfhydryl protease
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Protease from A. sisalana was partial purified by precipitation by 25-80 % ammoniumsuifete 

precipitation, Sephadex G-100 column and DEAE -cellulose column chromatography. The purification obtained 

was 25.41 fold with specific activity of 4.32 Units/mg protein and %yeild of 186.65 %. Activity stain after non- 

denaturing gel electrophoresis with 0.5% casein as substrate showed a single band The molecular weight of 

21,800 was shown with Sephadex G-100 column chromatography. The pH optimum of this enzyme was 7.5 and 

the temperature optimum was 65 °C, the enzyme was stable at pH 8.3 and 20-40 °C, respectively. The kinetic 

study of partial purified enzyme showed Km of 0.084, 0.161 and 0.877 % by weight for casein, BSA and 

hemoglobin respectively. The enzyme also showed specificity towards peptide of G-terminal side of leucine. 

Mn2*, Cd2+ HgClr  p-chloromercuricbenzoate and iodoacetamid could inhibit protease activity while Na2S205 , 

diithiothreitol and 2-mercaptoethanol, activated the enzyme. These results suggested that the enzyme from 

A. sisalana was sulfhydyl protease
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คาย'อ.

0 ซ — องศาเซลเชียล

มล. มลลลตร

มก. — มิลลิกรัม

กก. = กิโลกรัม

พ /พ = weight by weight

Kทา = Michaelis-Menten constant

Vmax
= Maximum velocity

% = เปอร์เซ็นต์
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