
บฑฑ 3

ผลการทดลอง

3.1  ประสิทธิกาผชองการผลิตโบรมิเลนผงจากต้นสับปะรดโดยวิธีตกตะกอนด้วยระ?โตน

เมื่อทำการผลิตผงโบรมิเลนโดยใ?ขั้นตอนท่ีเสนอโดย นิมิตพิสุทร ทเรงคะชวนะ 
(2530) ผลการทดลองในตารางท่ี 2 แสดงให้เห็นว่าการนำต้นสับปะรดมาบีบเอา

น้ําออกด้วย เคร่ืองบีบแบบสกรู เห็นวิธีท่ีให้น้ําค้ันข้ังมีแอคติวิติของโบรมิเลน และปริมาทเ

โปรตีนสูงกวานำค้ันชองต้นสับปะรดท่ีบีบได้โดยเคร่ืองบีบแบบไฮดรอลิด หลังจากตกตะกอน 
โบรมิเลนจากน้ําค้ันของต้นสับปะรดท่ีเตรียมได้ฑง 2 วิธีด้วยอะ?โตนแบบสองข้ันตอนคีอ 
ในข้ันตอนแรกใ?อัตราส่วนของสารละลายเอนไชมื่ต่ออะ?โตนเห็น 1 ต่อ 0 .7  โดยปริมาตร 
ส่วนน้ําใสท่ีได้นำไปตกตะกอน?าอีกครงด้วยอะ?โตน โดยเมื่มอัตราส่วนของสารละลาย

เอนไชม่ืต่ออะ?โตนเห็น 1 ต่อ 3 โดยปริมาตร เม่ือตกตะกอนโบรมิเลนลงมา แล้วนำ

ไปอบแห้ง ผลปรากฎว่าผงโบรมิ เลนท่ี เตรียมจากน้ําค้ันของต้นสับปะรดท่ีได้จากการบีบ

ด้วย เคร่ืองบีบแบบสกรูให้ค่าแอคติวิตีต่อมิลลิกรัมผงโบรมิ เลนสูงประมา(น 352 หน่วย?ติยูต่อ 
มิลลิกรัมผง ในฃทเะท่ีวิธีการ เตรียมน้ําสับปะรดด้วยการบีบแบบไฮโดรลิคให้ค่าตากว่า

เล็กน้อย นอกจากน้ีผลผลิตของผงโบรมิเลนท่ี เตรียมได้โดยวิธีบีบแบบสกรูยังมีค่าสูงอีก

ด้าย (3 .68  กรัมจากต้นสับปะรดท่ีปอกเปลีอกแล้วจำนฺวน 1 กิโลกรัม )

3 .2  กา?เมื่มความบุรีฟิทรึ๋ชองผงโบรมิเลน

3 -2 .1  การติกษาตัวทำสะลายที่เหมาะสมของผงโบรมิเลน

ละลายผงโบรมิเลน (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ในตัวทำละลาย 2 ชนิด 
ติอ น้ํากล่ัน และสารละลาย 0 .2  โมลารื่ฟอสเฝตบัปเน่อรื่ นีเอช 7 .6  กวนเบา  ๆ ท่ี

4 องคาเชลเ?ยส แล้วตรวจสอบแอคติวิตีฃองโบรมิเลนและปริมาทเโปรตีนในทุก  ๆ 1 ขั้วโมง

จนครบ 4 ขั้วโมง

จากรูปท่ี 1 จะเห็นได้ว่าแอคติวิติขอ งโบรมิเลนในสารละลายที่ใ?นํ้า
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ตารางที่ 2 การตีกษาวิธีฝืกัตแยกท่ีเหมาะสมต่อการแยกโบรมิเลนวากตีนล้บปะรด แล้วทำ 
การตกตะกอนแยกผงโบร'รเลนวากสารละลายตีวยอะซีโตนตามวิธีข้อ 2 .8

1 ว,il การสกัด โปรตีน/ นอคติวิตี/ เอนไซม์ แอฅติว็ตีจ้า เนาะ ปริมา Hi ผง

ตีน 1 กก. ตีน 1 กก. แอฅติวิตี ของผงโบรรเสน โบรมเลน

<*103มก.) ( x l0 S (หน่วย?ตียู/ (X103หน่วยซตียู (ก ./ต ้น !ก ก .>

หน่วยซตียู) มก.ผง) /มก.โปรตีน)

เคท่ึงบบแบบสกรู 3.54 6.37 352 2.44 3.68

เคร๋ึองบบไอตรอสิค 1.69 4.79 314 2.84 2.93
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๐ ■ นากลัน
A  0 .2  โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร์,

เวลา (ซ ัว โม ง )

รูปที' า แสดงค ุณสมบ ัต ิในการละลายของผงโบรม ิเลน เมือทดลอง 
ละลายผงโบรม ิเลน  ( 100 ม ก . /ม ล . )  ในน้ากลัน และ 
ในสารละลาบฬอสเฟฅบัฟเฟอร์, พ ีเอซ 7 .6  ฅรไจสอบ  
แอคต ิว ิต ีของโบรม ิเลน และความเข ้มข ้นของโปรต ีนท ีเวลา
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เห็นตัวทำละลายมีค่าคงท่ีตลอดเวลาของการทคลอง ในขทเะท่ีแอคติาตืของโบรมีเลนใน

สารละลายที่ใ'! 0 .02 โมลาร์ ฟ่อสเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร นีเอช 7 .6  เห็นตัวทำละลายมีค่าลดลง

เหก๊อเนียง 38 Iปอรเซนต หลังจากตงทึ้งไว้นานเนียง 4 ข้วโมง เท่าน้ีน ดังน้ํน

น้ํากลั่นจึงเห็นตัวทำละลายท่ีเหมาะสมของผงโบรมีเลนมากกว่าสารละลายฟ่อสเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร

0 .2  โมลาร นีเอช 7 .6

3 .2 .2  การติกษาการละลายชองผงโบรมีเลนในนากล่ัน

ไดัทำการทคลองติกษาความลามารกในการละลายของผงโบรมีเลนใน 
น้ํากล่ัน โดยแปรผันปริมาทเของผงโบรมิเลนต่าง  ๆ กันในช่วงระหว่าง 1-100 มีลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร เชนตรินีวล่ัแยกสารละลายใสมาตรวจสอบแอคติวิตีฃองโบ','มิ เลน และความ 
เข้มข้นของโปรตีน ตามวิธีข้อ 2 .4 .1  และ 2 .5 .3  ตามลำดับ ส่วนตะกอนเปียก

นำไปอบแห้งท่ี 105 องคาเซลเข้ยล เห็นเวลา 24 ข้วโมง แล้วนำมาข้งน้ําหนัก

จากรูปท่ี 2 จะเห็นไค้ว่าแอคติวิตีของโบรมิเลน และความเข้มข้น

โปรตีนมีค่าเม่ืมช้ินเห็นลัดส่วนโดยตรงกับผงโบรมีเลนท่ีใข้เม่ืมช้ินในช่วง 1 ก๊ง 100 มีลลิ 
กรัมต่อมีลลิลิตร นีเอชของสารละลายมีค่าเร่็มต้นประมาทเ 6 .9  และจะมีค่าลดลง

เม่ือปริมาทเผงโบรมิเลนท่ีละลายมีค่าสูงช้ิน และมีค่าเก๊อบคงท่ี (นีเอช 5 .5 ) เม่ือ

ปริมาทเผงโบรมีเลนเม่ืมจาก 50-100 มิลลิกรัมต่อมีลลิลิตร ส่วนตะกอนท่ีไม่ละลายน้ํา

( In s o lu b le )  จะมีค่าเมื่มสูงในช่วงความเข้มข้นของโบรมีเลนตา  ๆ แต่เม่ือใช้ปริมาทI

ผงโบรมี เลนสูงช้ินแล้วสาร เหล่าน้ีจะละลายไค้มากช้ิน ดังน้ีน'ในการ เตรียมสารละลาย

เอนไชมื่จากผงโบรมีเลนในงานวิจัยนี้จึงจำกัดการเตรียมสารละลายให้มีความเข้มข้นไม่สูง 
กว่า 100 มีลลิกรัมต่อมีลลิลิตรของน้ํา เม่ือแน่ใจว่าไม่เกินขีดจำกัดของการละลายของ

ผงโบรมีเลน

3 .2 .3  การติกบากา?ละลายชองผง1ใบ?มีเฟิน1ในระข้เตตบัฟ่เฟ่อร นีเอช 5 .5  
ละลายผงโบรมีเลนในลารละลายอะชีเตตบัฟ่เฟ่อร นีเอช 5 .5

ให้มีปริมาทเผงโบรมีเลนในสารละลาย 1 มีลลิลิตร เห็น 1, 5, 20, 50, 75 และ 100 
มีลลิกรัม เซนตรินีวล่ัแยกสารละลายโลมาตรวจสอบนอคติวิตีของโบรมีเลน ตามวิธีข้อ

2 .4 .1  วัดความเข้มข้นของโปรตีน ตามวิธีข้อ 2 .5 .3  และข้งน้ําหนักของลารท่ีไม่

ละลายหลังจากนำไปอบแห้งท่ี 105 องศาเซล เข้ยล นาน 24 ข้วโมง
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0  แอคติว ิต ีของโบรม ิเลนท ั้งหมด

A  ปริมาณโปรตีนทั้งหมด

ปริมาณผงโบรม ิเลน (ม ิลล ิกร ัม)

รูปที 2 เปรียบเทียบรูปแบบ และล ักษณะของการเพ ิมการละลายของผง

โบรม ิเลนในนากล ัน เม ือแปรผ ันปริมาณของผงโบรม ิเลนอยู่ในซ ่วง 
1 -1 0 0  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เชนตริ'‘ฟ ิวส ์!แยกสารละลาย,ใลน0'ามาวัด 
พีเอข แล ้วตรวจสอบแอคติว ิต ีของโบรม ิเลน และความเข ้มข ้นของ 
โปรตีน
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จากรูปท่ี 3 นบว่าท้ังแอคติวิตีของโบรมิเลนแล«ความเข้มข้นของโปรตีน 
เน่ึมเห็นล้ดส่วนโดยตรงกับผงโบรมิเลนท่ีเน่ีมฃ้ินในช่วง 1 ถึง 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
นีเอชของลารล«ลายไม่เปล่ียนแปลงมากนัก มีค่าอยู่ในช่วง 5 .5 -6 .0  แล«ส่วนของ

สารท่ีไม่ล«ลายจ«เน่ีมมากข้ินตามผงโบรมิเลนท่ีเน่ีมช้ินในช่วงท่ีใข้ปริมา[แของผงโบรมิเลน 
เท่ากับ 1-50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังจากน้ันถ้าเน่ีมปริมา[แของผงโบรมิเลนสูงกว่า

น้ีแล้วส่วนท่ีล«ลายไม่ได้น้ีจ«มีการล«ลายไค้ด็ช้ิน ดังน้ันการ'ใข้อ«ซีเตตบัฟ่เ,ฝอร เห็นตัว

ท่าล«ลายผงโบรมิเลนจ«จำกัดให้มีค่าไม่ เกินความ เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมีลลิลิตรของ 

บัฟ่เฟ่อร

3 .2 .4  การถึกษาปริมา[แอ«ซีโตนท่ีเพมา«ลมในการตกต«กอนโบรมิเลนจาก 
สารล«ลายผงโบรมิเลน

เนื่องจากโบรมิเลนท่ีใข้ในการทดลองน้ีเห็นสารล«ลายในน้ําซีงแตก 
ต่างจากงานวิจัยของนิมิตนิสุทธิ [แรงค«ชวน« (2530) ดังนั้นจีงจำเ ห็นต้องถึกษา

สกาว«ท่ีเหมา«สมของการตกต«กอนโบรมิเลนด้วยอ«ซีโตนความเข้มข้นท่ีเหมา«สมใหม่ 
โดยนำสารล«ลายโบรมิเลน (แอคติวิตีเท่ากับ 3 .6 x 10e หน่วยซีดียู แล«มีปริมา[แโปรตีน 
เท่ากับ 160 มิลลิกรัม) มาปรับนิเอชเห็น 4 .3  แล้วนำไปตกต«กอนโบรมิเลนด้วยอ«ซีโตน 
ในอัตราส่านของลารส«ลายต่ออ«ซีโตนต่าง ก ถึอ 1*■  2» 1 S3, 1 :3 -5 ) 154 แล« 1:5

ผลการทดลองในรูปท่ี 4 จ«เห็นได้ว่าอัตราส่วนของลารล«ลายโบรมีเลน 
ต่ออ«ซีโตนท่ีเหมา«สมต่อการตกต«กอนจ«มีอัตราส่วนอยู่ร«หว่าง 1ร3 ถึง 1:4 โดยท่ีอัตรา 
ส่วน 1 :3 .5  จ«ให้ค่าแอคติวิตีท่ีวัดได้สูงท่ีสุด แล«ค่าแอคติวิตีจำเนา«ชองโบรมิเลนสูง

ใกล้เคียงกัน

3 .2 .5  การถึกษาชนิดของบัฟ่เฟ่อรท่ีเหมา«ลมต่อการไดร«ไสซีฟึลารล«ลายผง

โบรมิเลน

ท่าการถึกษาโดยใข้สารล«ลายผงโบรมิเลนในนํ้ากลั่นไปไดอ«ไลชใน 
สารล«ลาย 0 .1  โมลาร โซเดียมฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร นิเอช 7 .6  แล«ในสารล«ลาย

0.1 โมลาร์ โนแตลเชียมฟ่อสเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร นีเอช 7 .6  ท่ี 4 องคาเชลเชียล เห็นเวลา 
1 ข้วโมง ตามวิธีข้อ 2 .8 .1  แล้วตรวจสอบแอคติวิติฃองโบรมิเลน ตามวิธีข้อ 2 .4 .1

ผลการทดลองในตารางท่ี 3 แสดงให้เห็นว่าไม่มีการสูณเลิยแอคติวิตี
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o  แอดติว ิต ีของโบรมิเลนทีงหมด

A ปริมาณโปรตีนทงหมด 

0  ปริมาณสารทีไม ่ละลายทํ้งหมด

รูปที 3 เปรียบเทียบรูปแบบ และล ักษณะของการเพ ิมการละลายของผง

โบรม ิเลน เม ือม ีปริมาณเพ ีมขนในสารละลายอะทีเฅตบัฟเฟอร 
พีเอข 5 - 5  เชนตริฟ ้วสแยกสารละลายใสนามาตรวจสอบพ ีเอซ  
แอดติว ิต ีของโบรม ิเลน และปริมาณโปรตีน
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o  แอดต ิว ิฒ เหล ือ  

A  โปรต ีนท ีเหล ือ

รูปที b การศกษาปริมาพอะซ ีโตนท ีเหมาะสมในการตกตะกอนโบรม ิเลน  
ทีอุณหภูมิ 0 ถ ืง - 1 0  อ งศาเซล เซ ียส  ตรวจสอบแอคติ'วิตีของ 
โบรม ิเลน  และปริมาณโปรตีน 
แอคติวิตีท ีเหลือ (%) = แอคติวิตีท ีว ัคได้ทั้งหมด

แอคติวิต ีเริมตันหงหมด

โปรต ีนท ีเหล ือ (%) = โปรตีนท ีว ัดได ้ท ีงหมด

โปรตีนเร ิมต ันท ั้งหมด

xlOO

x i o o

แอ
คต

ิวิต
ีจา

เพ
าะ

 
(x

io
3

) 
(ห

น1
วย

ซีด
ีย/

มิล
ลิก

รัม
โป

รต
ีน)



30

ดาราง'ท 3 เปรียบเทียบผลกระทบซองซนิคตัวทำละลายท่ีใข้ทำไคอะไลซีสต่อแอคติวิติของ 
โบร!แลน เมื่อไดอะไลซสารละลายผงโบรมีเลน (แอคติวิตีเร่ีมต้น 1 •15X10S 
หน่ายซดียู และปรีมาทเโปรตินเร่ิมต้น 483.3 มลลิกรัม) ในตัวทำละลายชนิดต่าง  ๆ
ท่ีอุพหภูมิ 4 องคาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วตรวจลอบแอคติวิตีของ

โบรมิ เลนตามวิธีข้อ 2 .4 .1

ตัวทำละลาย แอคติวิติ แอคติวิติ โปรตีน a แอคติวิติ

ท้ังหมด ท่ีเหลีอ ท่ีเหลีอ จ้าเนาt

<X10Gชีตียู) (%) (%) <X l0aซีคียู/

มก.โปรตีน)

นากล้น 1.03 89.6 86.2 2.47

0.1 โมลาร โซเคียมฟ่อลเฟ่ต 1.18 102.6 94.8 2 .55

บัฟ่เฟ่อร์, นเอซ 7 .6

0.1 โมลาร โนแตลเชียม 0.95 82.6 94.8 2.07

ฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร, นีเอซ 7 .6

แอคติ'วิตีท่ีเหลีอ (%) = แอคติวิติท่ี'วัค'ได้'ท้ังหมด X 100

แอคติวิติเร่็มต้นท้ังหมด

โปรตีนท่ีเหลีอ (%) = โปรตีนท่ีวัดได้ท้ังหมด X 100

โปรตีน เร่ีมต้น'ท้ังหมด
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ของโบรมิเลนไปเลยเมื่อไดอะไลชั่ในสารละลาย 0-1 โมลาร โซเดียมฝอส๗ ตบฟ่เฟ่อ,ร 
นีเอช 7 .6  และในขผะเดียวกันก็ให้ค่าแอคติวิตีจำเนาะของโบรมิเลนสูงสุดอีกด้วย แต่

อย่างไรก็ตามนบว่า การไคอะไลชั่สารละลายผงโบรมิ เลนในน้ํากล่ันก็ให้แอคติวิตีจำ เนาะ

ที่สูงใกล้เคียงกัน ถึงแม้จะมีการสูญเสิยแอคติวิติของโบรมิเลนไปบ้างเล็กน้อย

3 .2 .6  การดีกบาเวลาที่เหมาะสมในกา?ไดอะไล?สสารละลายผงโบ?มิ เลน

เมื่อนำสารละลายโบรมีเลน (แอคติวิติ 6 .4x 10e หน่วย?ดียู และปริมาทI 

โปรตีน 320 มิลลิกรัม) มาไดอะไลช่ัในน้ํากล่ันทีอุทเหภูมิ 4 องคาเซลเ?ยลเล็นเวลา 2-6  
(ๆว'โมง โดยเปล่ียนนาทุก  ๆ 2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานำมาตรวจสอบแอคติวิติซอง

โบรมิ'เลน และปริมาทเโปรตีน ตามวิธีข้อ 2 .4 .1  และ 2 .5 .3  หลังจากน้ันนำไปตก

ตะกอนด้วยอะ?โตน (อัตราส่วน 1 ต่อ 3) เปรียบเทียบแอคติวิติของผงโบรมิเลนท่ี

เตรียมได้กับผงโบรมิเลนเร่ืมต้น

จากรูปท่ี 5 จะเห็นได้ว่าสารละลายโบรมิเลนที่ม่านการไคอะไลชั่ใน 

น้ํากล่ันนาน 6 ชั่วโมงไม่สูญเสิยแอคติวิตีของโบรมิเลนไปเลย ในฃทเะท่ีปรีมาทเโปรตีน

ลดลงไปถึง 17 เปอรเชนต ผงโบรมี,เลนท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยอะ?โตนมีแอคติวิตี

ต่อน้ําหนักผง 1 มิลลิกรัมเน่ีมช้ืนจาก 225 เล็น 417 หน่วย?ดียู แอคติวิติจำเนาะของ

เอนไชม่ืก็มีค่าเน่ีมช้ืนด้วย โดยเฉนาะผงโบรมิเลนที่ไดอะไลชั่นาน 6 ช่ัวโมงจะมีแอคติวิตี 
จำ เนาะสูงท่ีสุด นอกจากน้ีปรีมาทแก้าท่ีวัคได้จากผงโบรมี เลนหลังจากทำไดอะไล?สก็

จะลดลง เมื่อใช้เวลาทำไคอะไล?ส เน่ีมมากช้ืน

3 .2 .7  การเนมความบุรีสุทรื่ของผงโบรมิเลนโดยเทคนิคอลตรานิลเตรชัน

เมื่อม่านสารละลายผงโบรมิเลนที่เตรียมได้ตามวิธี 2 .8  ลงในเครื่อง

อุลตรานิลเตรชันท่ีใช้เย่ือแผ่นลังเคราะห็แบบ YM10 ของบริษัท Amicon ตามวิธีข้อ 2 .8 -2  
วัดแอคติวิติของโบรมิเลนในส่วนท่ีทำให้เข้มข้นช้ืน และส่วนท่ีผ่านเย่ือแผ่นลัง เคราะห็

ผลปรากฏว่านบแอคติวิตีส่วนใหญ่ (ประมา(น 98 เปอรื่เชนต่) ในส่วนของสารละลายโบรมิเลน 
ท่ีถูกทำให้เข้มข้นช้ืน ในฃ[นะท่ีนบแอคติวิตีฃองโบรมิเลนในส่วนท่ีม่านเย่ือแม่นลังเคราะห็

ตากว่า 1 เปอร่ืเชนต้ และเม่ือนำสารละลายโบรมิเลนเข้มข้นน้ีมาตกตะกอนด้วยอะ?โตน 
จะได้ผงโบรมีเลนท่ีมีแอคติวดีต่อผง 1 มิลลิกรัม เน่ีมช้ืนจาก 308 เล็น 473 หน่วย?ดีย 
และให้ค่าแอคติวิติจำเนาะของโบรมิเลนเพมชื้นด้วยเช่นกัน (รูปท่ี 6)



๐  แอคติวิฅีทีเหลือ

A  โปรตีนท ีเหลือ  
□  แอคติ'วิตี'อาเพาะ 
0  ปริมาณเถ ้า

รูปที 5 การศ ึกษาผลกระทบของเวลาในการไดอะไลซ ีสสารละลายผง

โบรม ิเลน  เม ือไดอะไลซในน ํ้ากลนเป ็นเวลาต ่าง  ๆ กัน ณ 
อุณหภูมิ น องศาเๆชลเชียส โดยเปลี่ยนนาทุก  ๆ 2 ช ัวโมง  
เมือครบ เวลา เซนตริ'ฟิวส์!แยกสารละลาย'ใสมาตกตะกอน 
โบรม ิเลนด ้วยอะซโตน ตรวจสอบแอคติวิต ี ปริมาณโปรตีน 
และปริมาณเถ้า (ดูภาคผนวกที 10 ) ของผงโบรม ิเลนท  ี
เตร ียมได ้
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3 .2 .8  การเนีมความบริฝ็ท^ชองผงใบรมิเลนโดยคอล้มใ!ดูโอไลชี ชี 225 
เม่ือผ่านสารลบลายโบรมิเลน CปริมากÎโปรตีน 641 มิลลิกรัม แลบ

เอนไชม่ืนอคติวิติ 6 .83x10s หน่วย,ชีคียู) ลงในคอล้มนท่ีบรรจุเรชีนชนิดดูโอไลช

ชี 225 ตามวิธีข้อ 2 .8 .3  แยก'ได้ลารลบลายเอนไชม่ืท่ีเท่ีน,โปรตีนส่วน'ใหญ่ 1 นีค

แลบเม่ืนส่วนท่ีมีแอคติวิตีฃองโบรมิเลนอยู่ด้วย <รูปท่ี 7) เม่ือรวมส่วนของเอนไชม่ืท่ี

มีแอคติวิติซองโบรมิเลนสูงเข้าด้วยกัน แล้วนำไปตกตบกอนด้วยอบชีโตน (1 ต่อ 3 โดย 
ปริมาตร) จบได้ผงโบรมิเลนท่ีมิแอคติวิตีต่อมิลลิกรัมผงเน่ีมฃ้ินเม่ืน 375 หน่วยชีดียู แต่มี 
แอคติวิตีฃองโบรมิเลนเหลึอ 63 .5 เปอรเชนต่ ในฃกเบท่ีมีโปรตีนเหลึอ 31 .5  เปอร

เชนต่ แอคติวิติจำเนาบของเอนไชม่ืเน่ีมซิ้นเม่ืน 2.14X10° หน่ายชีดียูต่อมิลลิกรัม

โปรตีน แลบปริมากแก้าลคลงเหลีอเนียง 21 .9  เปอร เชนต่ (ตารางที่ 4)

3 .2 .9  การเนมความบริลุทธ่ึของผงโบ?มิเลนโดยคอล้มนเชน่าเดกช จี 100 
เม่ือผ่านสารลบลายโบรมิเลน (ปริมากเโปรตีน 207 มิลลิกรัม แลบ

เอนไชม่ืแอคติวิตี 5.6X10E หน่วยชีดียู) ลงในเชน่าเดกๆ! จี 100 ชีงทำให้สมดุลยอยู่ 
ด้วยฟ่อสเฟ่ตบัน่เฟ่อร นีเอช 7 .6  ความเข้มข้น 0.01 โมลาร ตามวิธีข้อ 2 .8 .4

จากรูปท่ี 8 นบว่าลามารถชบโบรมิเลนได้เนียง 1 นีค ชีงเม่ือนำ 
ไปตกตบกอนโบรมิเลนด้วยอบชีโตน (1 ต่อ 3 โดยปริมาตร) ได้ผงโบรมิเลนท่ีมีแอคติวิตี 
ต่อมิลลิกรัมผงเน่ีมฃ้ีนเม่ืน 604 หน่วยชีดียู แต่มีแอคติวิตีซองโบรมิเลนเหลีอเนียง 31

เปอรเซนต่ ในขกเบท่ีมีโปรตีนเหลีอปรบมากเ 42 เปอรเชนต แอคติวิติจำเนาบของ

เอนไชม่ืเม่ืน 2.01X103 หน่วยชีดียูต่อมิลลิกรัมโปรตีน แลบมีปริมากแก้าลดลงเหลีอ

เนียง 25 .7  เปอรเชนต่ (ตารางที่ 5)

3 .3  การตีกใท่วิธีเตรียม'ใบรมิเลนบริลุใใธจากด้นล้บปบรด

3 .3 .1  การตีกษาอฑธีนลชองลารกรบด้นการทำงานชองเอนไชม่ื (A c t iv a to r ) 
ต่อการทำงานชองโบรมิเลนจากนาค้ํนชองด้นล้บปบ?ด

3 .3 .1 .1  กรดอบมีโนชีสเทอีนไฮโดรคลอไรด

เม่ือนำน้ําค้ํนของด้นล้บปบรด (เตรียมตามวิธี 2 .7 .1 )

มาเติมกรดอบมิโนชีสเทอีนไฮโดรคลอไรด ความเข้มข้นแตกต่างกันตงแต่ 1-20 มิลลิ
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ตารางท ี 4

ขนฅอน แอคติวัต โปรตีน แอคติวัต เอนไซม์ ปรมาพ
ท่ีเหลือ ทีเหลือ จาเพาะ แอคติวัต เสัา

(%) (%) (x103^ คียู/ (ทีดียู/ (%)
มก.โปรตีน) มก.ผง)

ผง'โบรมิเลน 100 100 1 .07 195 43.3

ดู'โอพ  ที225 63 .5 31 .5 2 .14 375 21 .9

‘ท]ที 7 และตารางท ี A แสดงผลการศ ึกษารูปแบบของการแยกสารละลาย

ผงโบรม ิเลนให ้ม ีความบริส ุทธ ิเพ ิมเนด ้วยคอล ้มนด ูโอไลซ ์ ซ ี225 (ขนาด  
1 .5 x 2 0  ซ ม .) ซะสารละลายเอนไซมด ้วย 0 .0 2  โมลาร อะซ ีเตฅ  
บัฟเฟอร์, พ ีเอซ 5 .5  (อ ัต รา เร ็ว  50 ม ล ./ซ ม . )  เก็บแฟรคซันละ 3 มล. 
รวมแฟรคซันท ีม ีแอคติว ิต ีของโบรมิเลนสูง นาไปตกตะกอนด้วยอะซีโตน  
วัดแอคติวิตี และปร ิมาณโปรต ีนของผงโบรม ิเลนท ีเตร ียมได ้
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ตารางท ี 5

ข้ันฅอน แอคฅิวิตี โปรตีน แอคฅิริตี เอนไซม์ ปริมาณ
ตีเหลือ ตีเหลือ จาเพาะ แอคฅิริตี เถ้า

(%) (%) (x103üตียู/ (ตีตียู/ (%)
มก.โปรตีน) มก.ผง)

ผงโบรมิเลน 100 100 2.71 320 37.9

เซฟา1ดกม์ 31.0 41 .8 2.01 604 25.7

รูปที 8 และตารางท ี 5 แสดงผลการศ ึกษารูปแบบของการแยกสารละลาย

เอนไชมจากผงโบรม ิเลนให ้ม ีความบริส ุทธ ิส ูงขนด ้วยคอล ัมน ์เซฟาเดกซ  
จี 0ๆ0 (ขนาด 2 . 5 * 3 ^  ช ม .) กรองสารละลายเอนไชมด ้วยอ ัตรา  
เร ็ว  า 16 ม ล ./ข ม . เก็บแฟรคชันละ 5 มล. รวมแฟรคชันทีมี 
แอคต ิว ิต ีของโบรม ิเลนสูงนาไปตกตะกอนด้วยอะช ัโตน วัดแอดติวิต  ี
และปริมาณโปรต ีนของผงโบรม ิเลนท ีเตร ียมได ้
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โมลาร นํ-าไปอุนฑ่ือุณหภูมิ 37 องศาเซลเ?ยส เป็นเวลา 10 นาที แล้วนำสารละลาย

ที่ไค้ไปวัคแอดติวิตีของโบรมีเลน ตามวิธีข้อ 2 .4 .1

ผลการทดลองรูปท่ี 9 แสดงให้เห็นว่ากรดอะมิโนซ๊สเฑอีน 
ไฮโดรคลอไรดความเข้มข้น ธ -20 มิลลิโมลาร สามารกเร่งการทำงานของโบรมีเลน

จากน้ําต้ันของค้นลับปะรดเน่ีมข้ันไค้ประมาผ 1.4 เท่าของการทำงานของโบรมิเลนเมื่อไม่ 
มีสารกระตุ้นแอคติวิตี

3 .3 .1 .2  กรดอะมีโน?สเทอนุไฮโดรคลอไรด และกรดเอทธิลลีน 

ไดอะมีนเททระอุะ?ทิด

เม่ือให้น้ําค้ันของค้นล้บปะรด (เตรียมตามวิ?ข้อ 2 .7 .1 )

ทำปฏิกิริยากับกรดเอทธิลลีนไคอะมีนเฑฑระอะ?ทิค ความเข้มข้นต่าง  ๆ ต้ังแต่ 1-10

มิลลิโมลาร นาน 10 นาที ท่ี 37 องคาเซลเ?ยล แล้ววัคแอคติวิติของโบรมีเลน

(วิธีข้อ 2 .4 .1 )

ผลการทคลองรูปท่ี 10 นบว่ากรดเอทธิลลีนไคอะมีนเทฑระ 
อะ?ทิคไม่มีความสามารถในการกระตุ้นการทำงานของโบรมีเลนเลย แต่เม่ือเติมกรด

เอทธิลลีนไคอะมีนเทฑระอะ?ทิค ความเข้มข้นต่าง  ๆ ลงในสารละลายโบรมิเลน?งมีกรด 
อะมีโน?ลเฑอีน ไฮโดรคลอไรด ความเข้มข้น 6 มีลลีโมลารอย่ก่อนแล้ว นำไปอุ่นท่ีสภาวะ

เดียวกันกับข้างบนนาน 10 นาที นบ-ว่ากรดอะมิ,โน?สเทสิน ไฮโดรคลอไรด 6 มิลลิโมลาร

ท่ีมีกรดเอทธิลลีนไคอะมีนเฑฑระอะ?ทิค ความเข้มข้นต้ังแต่ 5-10 มิลลี'โมลาร์ สามารถ 
กระตุ้นการทำงานชองโบรมิเลนไค้สูงกว่าเมื่อกระตุ้นด้วยกรดอะมิโน?สเทอีนไฮโดรคลอไรค 
หริอกรดเอทธิลลีนไดอะมีนเฑทระอะ?ทิคเนียงอย่างเดียว ย่ีงไปก-ว่าน้ัน-ระยะเวลาท่ีใข้

ในการกระตุ้นเอนไชมื่ยังตั้นกว่าเมื่อใข้กรดอะมิโน?สเทอีนไฮโดรคลอไรดเนียงอย่างเดียว 
โดด  ๆ อีกด้วย อย่างไรก็ตามสารกระตุ้นแอคติวิตีของโบรมีเลนทง 2 ชนิดจะทำงาน

ไค้สูงสุดเม่ืออุ่นกับเอนไชม่ืท่ี 37 องคาเชลเ?ยล นานอย่างน้อย 10 นาที

3 .3 .1 .3  โซเดียมเมทาไบข้สไปที่

อุ่นน้ําต้ันของค้นล้บปะรด (เตรียมตามวิธีข้อ 2 .7 .1 )  กับ 
สารละลายโซเดียมเมฑาไบข้ลไปที่ความเข้มข้น 10-50 มิลลิ'โมลาร ท่ี 37 องศาเซลเ?ยส 
นาน 10 นาที หลังจากน้ํนนำสารละลายท่ีไค้ไปวัคแอคติวิตีของโบรมิเลน
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กรดอะม ิโนซีสเทอีน ไฮ โดรคลอไรค  (ม ิลล ิ'โมลาร)

รปที 9 ผลกระทบของกรดอะมิโนซีลเทอีน ไฮ โดรคลอไรด  บ— —  1 0 i  1, v ~
ต ่อการทางานของโบรม ิเลนจากนำค ันของต ้นส ับปะรด  
เม ือให ้ทาปฏ ิก ิร ิยาก ับโบรม ิเลน ทีอุณหภูมิ 37 องศา  
เซลเฃ ียส เป ็น เวลา า0 นาที หลังจากนํ้นวัดแอคติวด  ี
ของโบรม ิเลน



o  กรดเอทธิลล ีนไดอะม ีนเททระอะซ ีท ิด ■
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A กรดอะม ิโนซีลเทอีน ไฮโดรคลอไรด

รปที 10 ผลกระทบร'วมของกรดอะมิโนซีสเทอีน ไฮ โด รค ล อ ไรด ์ 
และกรด เอทธิลลีนไดอ ะมีน เททร ะอ ะซีทิค ต'อการทางาน  
ของโบรม ิเลนจากนำค ั้นของต้นส ับปะรด โดยแปรผัน' 
ความเข ้มข ้นของกรดเอทธิลล ีน ’ไดอะมีน,เททระอะซีท ิค 
( 1 - 1 0  ม ิลล ิ'โมลาร) และกรดอะมิโนซ ีสเทอีน ไ ฮ โด ร -  
คลอไรด ์ ( 1 - 1 0  ม ิลล ิ'โมลาร) ท ํ้งให ้เก ิดปฏ ิก ิร ิยาท ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซล เซ ียส  นาน 10 นาที หลังจาก  
นนนาไปวัดแอคต ิว ิต ีฃองโบรม ิเลน ตามวิธีข้อ 2 . 4 . 1



ผลการทดลองตามรูปท่ี 11 จะเห็นได้ว่าโชเดียมเมทาไบ 

ข้ลไน่ท่ีท่ีความเข้มข้น 20 มีลลิโมลาร่ืช้ืนไป สามารถกระตุ้นการทำงานของโบรมีเลน

จากนำค้ันของต้นสืบปะรดได้เน่ิมช้ืนประมาณ 1.5 เท่าของการทำงานของโบรมิเลนเมื่อไม่ 

มีสารกระตุ้นแอคติวิต็

3 .3 .2  การติกนาอัตราส่วนของปริมาณโปรตีนต่อกรดโนลีอะไค?ลีคท่ีเหมาะสม 

ในการตกตะกอนโบรมิ เลน

เม่ือนำสารละลายโบรมิเลนท่ีแยกได้จากต้นสืบปะรดตามวิธีข้อ 2 .7  
มาตกตะกอนโบรมิเลนด้วยกรดโนลีอะไคร่ืลีค ตามวิธีข้อ 2 .9  โดยแปรค่าอัตราส่วนของ

โปรตีนต่อกรดอยู่ในช่วงระหว่าง 0 .4 -8 .0  (น้ําหนัก/น้ําหนัก)

ผลการทดลองนบว่ากรดโนลีอะไคร์ลีดสามารถตกตะกอนโบรมิเลนได้ 
เน่ิมช้ืนเม่ือเน่ิมปริมาณท่ีใข้ตกตะกอน ค่าสูงสุดอยู่ท่ีอัตราส่วนชองโปรตีนต่อกรดเท่ากับ

2 .0  และถ้า เน่ีมปริมาณกรดโนลีอะไคร์ลิคต่อไป ก็นบว่าไม่มีการ Iน่ิมปริมาณโบรมีเลนท่ี

ตกลงได้ ตรงกันข้ามกลับมีการสูแ!เลียแอคติวิตีของโบรมีเลนเน่ิมช้ืนด้วย ผงโบมีเลน

ท่ีเตรียมจากสารละลายเอนไชม่ืท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร่ืลีคจะมีปริมาณเถ้า 
ต่ํามาก ค่าสูงสุดของเถ้าที่นบในผงโบรมิเลนมีค่าไม่เกิน 4 เปอรเชนต่เท่านน (รูปท่ี 12)

เป็นท่ีน่าสนใจว่า เม่ือนำสารละลาย เอนไชม่ืท่ีได้จากการตกตะกอน 

โบรมีเลนด้วยกรดโนลีอะไคร่ืลีคในอัตราส่วนชองปริมาณโปรตีนต่อกรดเป็น 2 .0  ( น้ําหนัก/ 
น้ําหนัก) ปรับนีเอชเป็น 4 .3  แล้วตกตะกอนต่อด้วยอะชีโตน (1 ต่อ 3 โดยปริมาตร)

ตามวิธีข้อ 2 .9  สามารถเตรียมได้ผงโบรมีเลนท่ีมีแอคติวิตีสูงถิง 2,145 หน่วยข้ดียู

ต่อมีลลิกรัมผง ในขณะท่ีค่าแอคติวิตีจำ เนาะของ เอนไชมื่จะยังมีค่าไม่ เปล่ียนแปลงไป

จากเดิมมากนัก (2 .74X103 หน่วยข้ดียูต่อมีลลิกรัมโปรตีน) (ตารางที่ 6)

3 .3 .3  ผลกระทบของวิธีสกัดแยกโบรมีเลนจากต้นลับปะ?ดต่อแอคติวิตีของผง 
โบรมีเลนท่ีเตรียมได้ด้วยวิธีตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร่ืลีค

เม่ือนำสารละลายโบรมีเลนท่ีไต้จากการสกัดหริอบีบเอาน้ําออกจากต้น 
ลับปะรดด้วยเคร่ืองตีบ่น เคร่ืองบีบไฮครอลิด หริอ เคร่ืองบีบแบบสกรู (เตรียมตามวิธีข้อ 
2 .7 ) นำไปตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร่ืลิคท่ีอุณหภูมิ 4 •องศาเชลเข้ยล ในอัตราส่วน

ของปริมาณโปรตีนต่อกรดเป็น 2 .0  ตามวิธีข้อ 2 .9  แล้วตรวจลอบแอคติวิตีฃองผง
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โซเด ียมเมทาไบซ ัลไฟท (ม ิลล ิโมลาร')

รปที าา ผลกระทบของโซเด ียมเมทาไบซ ัลไฟท ์ต ่อการทางาน  
ของ'โบรมิเลนจากนาคั้นของตันสับปะรด เม ือให้ทา 
ปฏ ิก ิร ิยาก ับโบรม ิเลน ทีอุณหภูมิ 37 องศาเซล เซ ียส  
นาน 10 นาที หล ังจากนนวัดแอคติว ิฅ ีของโบรม ิเลน



kz

o  แอคติวิตีท ีเหลือ

โป รต ีน :ก รด โพ ล ีอ ะไค รล ิค  (โดยน ้าหน ัก)

รูปที 12 การศึกษาอัตราส่วนของปริมาณโปรตีนต ่อกรดโพลีอะไครลิศท ี 
เหมาะสมในการตกตะกอนโบรมิเลนจากน้าคนของต ้นส ับปะรด  
โดยแปรค่าปริมาณกรดโพลือะไคร'ลค แล้วทาการตกตะกอน  
โบรม ิเลน  ตามวิธีข้อ 2 .9  ตรวจสอบแอคติว ิต ีของโบรม ิเลน  
ความเข ้มข ้นโปรต ีน และปร ิมาณเถ ้าของผงโบรม ิเลนท ีเตร ียม
VI yเด
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ตารางที่ 6 การH ตรียมโบรม็เลนบริสู'ทชสูงจากต้นสืบปะรด โดยการตกต»กอนโบรม็เลน 

ด้วยกรดโนลีอ»ไครลิค <อัตราส่วนโปรตีนต่อกรดเท่ากับ 2) ตามวัชชก 2 .9  

แล้วตรวจสอบแอคติวัติแส»ปริมาท!โปรตีนชองผงโบรม ิเสนท่ีเตรียมได้ ตามวัชีขอ

2 .4 .1  แล» 2 -5 .3  ตามสำคับ

ขนตอนการ เพ่ิม แอคติวัติ โปรตีน แอคติวัติ แอคติวัติ เอนไซม

ความบริสุฑธึ๋ ท้ังหมด ท้ังหมด ท่ี เหลือ จ ้าเน า» แอคติวัติ

(X10G? ดียู) น 1 0 3ม ก .) (X) น 1 0 3ชีติย ู/ (ซ ีด ีย ู/

มก.โปรตีน) มก.ผง)

น้ํๆค้ันต้นสืบปะรด 117-37 5 0 .5 9 100 2 .3 2 -

กรดโนลีอะไคร์ลิค 9 9 -5 2 3 4 .5 6 8 4 .8 2 -8 8 -

อ»ซีโตน 5 7 .2 0 2 0 .8 4 4 8 .7 2 -7 4 2 , 145
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โบรมีเลนที่เตรียมได้

จากตารางที่ 7 ผลการทดลองแลคงให้เห็นว่าการบีบเอาน้ําออก

จากต้นสับปะรดด้ายเคร่ืองบีบแบบสกรูเห็นวิธีท่ีให้น้ําค้ันจากต้นสับปะรดท่ีมีแอคติวิตีของโบรมี 
เลน และปริมาพโปรตีนสูงสุด ในขพะท่ีการปีบเอาน้ําออกด้วยเคร่ืองปีบไฮดรอลิค

และการสกัดแยกด้วยเคร่ืองติบ่นจะได้น้ําค้ันของต้นสับปะรดท่ีมีแอคติวิตีของโบรมีเลนใกล้ 
เคียงกัน แต่น้ําค้ันท่ีได้จากการสกัดด้วยเคร่ืองตีบ่นจะมํปริมาทเโปรตีนท่ีสูงกว่าน้ําค้ันท่ีได้

จากการบีบด้วยเครื่องบีบไรดรอลิค เม่ือนำน้ําค้ันท่ีได้จากการแยกฑง 3 วิธีไปตกตะกอน

ด้วยกรดโนลีอะไครื่ลิค ผลปรากฎว่าผงโบรมีเลนท่ีเตรียมจากน้ําค้ันท่ีปีบโดยเคร่ืองบีบ

แบบสกรูมีแอคติวิตีจำเนาะชองเอนไซม่ืสูงสุด ในเวลาเดียวกันก็ให้ค่านอคติวิตีต่อมีลลิกรัม 
ผงโบรมีเลนสูงสุดด้วยเช่นกัน โดยมีค่าสูงกง 2,365 หน่วยชีดียูต่อมิลลิกรัม ในขทเะท่ี

อีก 2 วิธีให้ค่าตากว่าเล็กน้อย นอกจากน้ีปริมา«ผลิตภัทเ‘กผงโบรมีเลนท่ี เตรียมได้ยังมี

ปริมา[นสูงสุดอีกด้วย <1.9 กรัมจากต้นสับปะรดท่ีปอกเปลีอกแล้วจำนวน 1 กิโลกรัม)

3 .3 .4  กา?คีกษาวิธีการทำแห้งท่ีเหมาะสมต่อผงโบมีเลน

เตรียมผงโบรมิเลนโดยวิธีตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไครื่ลิค ตามวิธี

ข้อ 2 .9  ตะกอนเปียกท่ีได้นำไปอบแห้งในตู้อบและตู้อบสูท)(ไทกาศอทเหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส เห็นเวลาต่าง  ๆ (10 -60 นาที) เม่ือครบเวลาซีงน้ําหนักผงโบรมีเลนแล้ว

ตรวจสอบแอคติวิตีฃองโบรมีเลนท่ีเหลีอหลังจากการทำแห้ง

ผลการทดลองรูปท่ี 13 และรูปท่ี 14 จะเห็นได้ว่าการทำแห้งผงโบรมิเลน 
ด้วยการอบตะกอนเปียกในต้อบ หริอในต้อบสูทเญากาคท่ีอุทเหภูมิ 50 องคาเซลเซียสมีการ

สูญเสิยแอคติวิตีของโบรมีเลนเกิดช้ินใกล้เคียงกัน (ประมาทเ 30 เปอร่ืเชนต้) หากแต่

วำการอบแห้งด้วยตู้อบสูญญากาคจะช่วยให้การระเหยชองน้ําออกไปได้เร็วกว่าตู้อบธรรมดา 
ท่ีอุทเหภูมิเดียวกัน (ตะกอนเปียก 1 กรัม ตู้อบสูญญากาคใซีเวลาในการอบแห้งเนียง 20 
นาที ในฃทเะท่ีตู้อบธรรมคาจะต้องใซีเวลากึง 80 นาที จิงจะได้ผงโบรมิเลนท่ีมีความแห้ง 
คงท่ีประมาทเ "50 เปอร่ืเชนต้)

3 .4  การคีกบาความเสถียรของผงโบรมิเลน

3 .4 .1  เปรียบ เทียบความ เสกึยรของผงโบรมี เลนท่ี เตรียมโดยวิธีตกตะกอนด้วย
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ตาราง1il 7 การคกษาวิธีสก้ตแยกท่ีเหมาะสมต่อการแยกใV ï f l เสนจากตีนสืบปะรพิ แสืวทา 

การตกตะกอนแยกผงโบรมิ Iสนจากสารละสายพิวยกรดในสิอะไคร์สิฅ ตามวิธีข้อ 2.9

วิธีปีบ โปรตีน/ แอคติวิตี/ เอนไซม์ แอคติ'วิตี แอกตีวิตี โปรตีน ปธีมาทเ

หรอสกพิ นอ. ตีน กก. ตีน แอคติวิตี จาเนาะ ที่เหสอ ท่ี เหตีอ ผสผสต
(>น03มก. ) (*106ซีตียู) ( ซีดย/ (ซีตียู/มก. (•/.) (%) (โ )./

มก.ผง) โปรตีน) กก.ตีน)

เครื่องตีบ่น 2-26 5-22 2.255 3.22 68.8 45.9 1.5

เครื่องปีบ 1.44 5.12 2.090 3.67 37.9 46.6 0.9
ไอดร อสค

เคัรองปีบ 3.48 12.94 2,365 4.30 48.7 42.1 1 .9

แบบสกรู
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รูปที า3 การต ิกษาระยะเวลาท ีเหมาะสมต ่อการทาแห ้งของผงโบรม ิเลน  
เม ือเตร ียมโบรม ิเลนโดยการตกตะกอนด ้วยกรดโพล ือะไครล ิค  
ตามวิธีข้อ 2 .9  แล้วนาไปอบแห้งในตู้อบธรรมดาทีอุณหภูมิ 
50 องศาเซล เซ ียส  เป ็น เวลาต ่าง  ๆ กัน แล ้วทาการว ัด  
แอคต ิว ิฅ ีของโบรม ิเลนท ีเหล ือ

เป
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ร ูป ท ี_น  ' การส ืกษาระยะเวลาท ีเหมาะสมในการทาแห ้งผงโบรม ิเลน

เม ือเตร ียมผงโบรม ิเลนโดยการตกตะกอนด ้วยกรดโพล ือะไคร ีลด  
ตามวิธ ีข ้อ 2 .9  แล้วนาไปอบแห้งในตู้อบสูญญากาศ อุณหภูมิ 
50 องศาเซล เซ ียส  เป ็น เวลาต ่าง  ๆ กัน ทาการว ัดแอคต ิว ิต  ี
ของโบรม ิเลนท ี เหลือ
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กรดโนลีระไค?สิค แสะอะชีโตน
น้าผงโบมิเลนท่ีเตรียมโดยวิธีตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร็ลีค (วิธีข้อ 

2.9) และผงโบรมิเลนท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยอะชีโตน (วิธีข้อ 2.8) มาเก็บรักบา 
ไว้ท่ี 25 องศาเซลเชียล ติดตามวัคแอคติวิตีฃองโบรมิเลนในช่วงเวลาต่าง  ๆ กันนาน
90 วัน

ผลการทดลอง (รูปท่ี 15) แสดงให้เห็นว่าผงโบรมิเลนท่ีเตรียมโดยวิธี 
ตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร์ลีคมิความเสถียรสูงกว่าผงโบรมิเลนท่ีเตรียมโดยวิธีตกตะกอน 
ด้วยอะชีโตนอย่าง เห็นได้ชัดเม่ือ เก็บไว้ในสภาวะท่ีกำพนค นบว่าในช่วงระยะ เวลาของ
การเก็บนาน 90 วัน ผงโบรมิเลนท่ีเตรียมด้วยกรดโนลีอะไคร็ลิคเก๊อบจะไม่มีการสูท!
เลียนอคติวิตึชองโบรมีเลนเลย (แอคติวิตีเหลีอประมาทเ 95 เปอรเชนต ใน 90 วัน)
ในฃทเะท่ีผงโบรมิ เลนท่ี เตรียมด้วยอะชีโตนจะมีการลดแอคติวิตีฃองโบรมี เลนลงอย่างลม่ืา 
เสมอจนเพลีอแอคติวิติประมา(น 50 เปอรเชนต่เม่ือเก็บไว้ในสภาวะเดียวกัน นาน 90 วัน

3.4.2 ผลกระทบของโชเคียมเบนโชเรตต่อุความเสถียรชองผงโบรมีเลนที่
อุทเพภุมิห้อง

เตรียมผงโบรมิเลนโดยวิธีตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไครลีค ตามวิธี 
ข้อ 2.9 แบ่งตะกอนโบรมิเลนเห็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึงน้ามาเติมผงเบนโชเอต <0.1
๗ อรเชนต โคยน้ําหนัก) บดให้เข้ากันดี น้าไปอบให้แห้ง แล้วน้าฑงสองส่วนไปเก็บ
รักษาไว้ในเดสชิเคเตอรท่ีอุกเพภูมิห้อง (30 องคาเชลเชียส) ติดตามวัดแอคติวิติของ
โบรมิเลนในช่วงเวลาต่าง  ๆ นาน 10 เดีอน

ผลการทคลองรูปท่ี 16 นบว่าล้าพรับผงโบรมิเลนท่ีไม่ได้เติมเบนโชเอต 
ในช่วงแรกจะมีอัตราการลดแอคติวิติอย่างรวดเร็ว จนกระท่ัง เพลีอแอคติวิตีเนียง 50
ะปอร็เชนต่เม่ือเก็บไว้นาน 1 เดีอน พลังจากน่ึนอัตราการลดแอคติวิติฃองโบรมิเลนจะ
ข ้าลงจนเก๊อบคงท่ี โดยยังสามารถตรวจนบแอคติวิติของโบรมิเลนก๊ง 40 เปอร็เชนต่
เมื่อเก็บไว้เห็นเวลานาน 10 เดีอน

ในขกเะท่ีผงโบรมิเลนท่ีเติมเบนโชเอต (0.1 เปอร็เชนต่โดยน้ําพนัก) 
ในช่วงแรกก็จะมีอัตราการลดลงของแอคติวิตีอย่างรวดเร็วเช่นกัน และจะลดลงจนเหลีอ
แอคติวิติของโบรมิเลนประมากเ 50 เปอร็เชนต์ในช่วงระยะเวลาที่เก็บรักษานาน 2 เดีอน
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รุปที า5
โด ย ว ิธ ีต ก ต ะ ก อ น ด ้ว ย ก รด โพ ล ีอ ะ ไค รล ิค  (ว ิธ ีข ้อ  2 . 9 )  
และอะซ ี'โตน  (ว ิธ ีข ้อ  2 . 8 )  ห ล ัง จ า ก เก ็บ ร ัก ษ า ไว ้ท ี 
อุณหภูมิ 25 อ ง ศ า เซ ล เช ่ย ส  ต ิด ต าม ว ัด แอค ต ิว ิต ีท ีช ่วง  
เว ล า ต ่า ง  ๆ กัน จนครบ 90 วัน
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ร ะ ย ะ เว ล า ท ีเก ็บ  น ด ือ น )

รูปท ี 16 เป ร ีย บ เท ีย บ ผ ล ก ร ะ ท บ ข อ ง โซ เด ีย ม เบ น โซ เอ ต  (0 .1 %  พ /พ )
ต ่อ ค ว า ม เส ถ ีย ร ข อ ง ผ ง โบ ร ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม ด ้ว ย ก ร ด โพ ล ีอ ะ ไค ร ัล ิค  
เม ือ เก ็บ ร ัก ษ า ไว ้ พ อุณหภูมิห้อง (3 0  อ งค า  เซ ล เซ ีย ส )  ใ น  
สภาวะท ีม ื และไม ่ม ี 0 .1%  โ ซ เด ีย ม เบ น โ ซ เอ ฅ  ต ิดตามว ัด  
แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง โบ รม ิเล น ใน ซ 1ว ง เว ล า ต ่า ง  ๆ ก ันจนครบ 10 เด ือน
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หลังจากน้ันกัตราการลดชองแอคติวิติจะลดลงจนเกัอบจะคงท่ีเช่นกัน นบ'ว่า มิ แอคเติวิติ
ของโบรมิเดในหลีอยู่ประมาก! 50 เปอรเชนตเมื่อเก็บไว้นาน 7 เด๊อ้น หลังจากน้ัน
แอ้คติวิตีชองโบรมิเลนจะลดลงจนใกล้เคียงกับแอคติวิตีของผงโบรมิเลนท่ีไม่เติมเบนโซเอต 

3.4.3 ผดกระทบขอ้งสารเพ่ิมความ เสถียรของผงโบรมิ เดนท่ีอุก!หมูมิ 25 และ 
4 องศา เซล เชียด

เตรียมผงโบรมิเลนโดยวิธีตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร็ลีค ตามวิธี
ข้อ 2.9 เติมสารเพ่ิมความเสถียรชนิดต่าง  ๆ คีอ กรดอะมิโนซีดเทอ้นไอโครคดอ้ไรด
(0.1 และ 1.0 เปอรเชนต) โซเดียมเบนโชเอ้ต (0.1 และ 1.0 เปอ้รเชนต่) และ 
น้ําตาลแลคโฅด (5 และ 10 เปอรเชนต์) ลงในฅะกอ้นเปียกของโบรมิเดนท่ีเตรียมได้ก่อน 
นำไปอบแห้งด้ายด้อ้บสูญโทกาศอุก!หมูมิ 50 องศาเชดเชียสนาน 1 ชั่วโมง ผงโบรมิเดน
ท่ี เตรียมได้นำไป เก็บรักษาไว้ท่ีอุก!หมูมิ 25 และ 4 องศาเชดเชียล วัคแอคติวิตีฃอง
โบรมิเลนเม่ืน'ระยะ  ๆ จนครบ 90 วัน

ผลการทดลอง (รูปท่ี 17 และ 18) จะเห็นได้ว่ารูปแบบของความ
เสถียรของผงโบรมิเลนท่ีอุก!หมูมิ 25 องศาเซลเชียสเม่ือมิสารเพ่ิมความเสถียรชนิดต่าง  ๆ
กันจะมิลักษกเะคล้ายกัน คีอแอคติวิตีฃองโบรมิเลนจะลดดงอย่างรวดเร็วในช่วง 8 วันแรก 
หลังจากน้ันแอ้คติวิติจิงเร่ิมคงท่ี สารเพ่ิมความเสถียรชนิดต่าง  ๆ จะมิความสามารกใน
การรักษาความเสถียรของโบรมิเลนได้แตกต่างกันคีอ โซเดียมเบนโซเอ้ต 1 เปอ้ร์เชนต 
น่าจะเห็นสารเพ่ิมความเสถียรท่ีดีท่ีสุด ‘พบว่าในช่วงระยะเวลาของการเก็บรักษาผง
โบรมิเลนเม่ือมิ 1 เปอร็เชนต์โซเดียมเบนโซเอตนาน 90 วันเกีอบไม่มิการสูญเลียแอคติวิติ 
ของโบรมิเลนเลย ส่วนผงโบรมิเลนท่ีเติมกรดอะมิโนชีสเทอีนไฮโดรคลอไรค 0.1
เปอร็เชนต์ และน้ําตาลแลค,โตส 5 เปอร็เชนตจะมิแอคติวิติเหลีออยู่ในปริมาก!ท่ีใกล้เคียง 
กับผงโบรมิ เลนท่ีไม่ เติมสาร เพ่ิมความเสถียร เม่ือ เก็บไว้เห็นระยะ เวลา เดียวกัน (แอ้คติวิติ 
เหลีอประมาทเ 95 เปอร็เชนต ใน 90 วัน) ในชกเะท่ีการเพมความเข้มข้นชองน้ําตาล
แลคโตสเห็น 10 เปอร่ิเชนต และชีลเฑอีนไอโดรคลอไรค์เห็น 1 เปอร็เชนต และ
โซเดียมเบนโชเอต ความเข้มข้น 0.1 เปอร่ิเชนต ไม่มีผลในการเพ่ิมความเสถียรให้ผง 
โบรมิเลน ในทางตรงกันข้ามกลับมีแนวโน้มไปลดความเสถียรของเอนไชม่ืในผงโบรมิเลน
ลงอีกด้วย (แอคติวิตีเหลีอเพียง 87, 80 และ 80 เปอร็เชนต์ ตามลำดับ ในระยะเวลา
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ร ูปที า 7 เป ร ียบ  เท ีย บ อ ิท ธ ิพ ล ข อ งส า ร เพ ิม ค ว า ม เส ถ ีย รข อ งผ ง  
โบ ร ม ิเล น  เม ือ เต ิม ส า ร เพ ิม ค ว า ม เส ถ ีย รข น ิด ต ่า งก ัน  
ตามสภาวะท ีกาหนด เก ็บร ักษาไว ้ท ีอ ุณ หภ ูม ิ 25  อ งศ า  
เซ ล เท ีย ส  ต ิด ต า ม ว ัด แ อ ค ต ิว ิฅ ีข อ ง โบ รม ิเล น ท ีซ ่ว ง เว ล า  
ต ่าง ๆ กัน นาน 9 0  วัน
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ไ ม ่เต ิม 0 .1  % โ ซ เด ีย ม เบ น โ ซ เอ ฅ

รูปห ี 18 เป ร ีย บ เท ีย บ อ ิท ธ ิพ ล ข อ งส ารเพ ิม ค วาม  เส ถ ีย รข อ งผ ง
โบ ร ม ิเล น  เม ือ เก ็บ ร ัก ษ า ผ ง โบ รม ิเล น ท ีม ีส า ร เพ ิม ค ว า ม  
เส ถ ีย รซ น ิค ต ่า ง  ๆ ตามกาหนด ไว ้ท ีอ ุณหภูม ิ h  อ งศ า  
เซ ล เซ ีย ส  ต ิด ต าม ว ัด แ อ ค ต ิว ิฅ ีท ีช ่ว ง เวล าต ่า ง  ๆ กัน 

นาน 9 0  วัน



ผลการทดลองท่ีอุทเหภูมิ 4 องศา เซลเชียลนาน 90 วันให้ผลคล้ายคลิง 
กับท่ีอุทเหภูมิ 25 องศาเซลเซียลมาก นบว่าแอคติวิตีฃองโบรมิเลนลดลงน้อยกว่าผง
โบรมิเลนท่ีเก็บไว้ท่ีอุทเหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ผงโบรมิเลนที่เติมโซเดียมเบนโซเอต
1 ฟ่อรเชนต ยังคงเล็นผงโบรมิ เลนท่ีมิความเสถียรสูงสูดช้ิงมีค่าใกล้เคียงกับผงโบรมิ เลน 
ท่ีเติมกรดอะมิโนซีลเฑอีนไอโครคลอไรด 0.1 ฟ่อรเซนต อย่างไรก็ตามความเสถียร
ท่ีอุทเหภูมิ 4 องศาเซลเซียสซองโบรมิเลนจะสูงกว่าท่ี 25 องศาเซลเซียส ผงโบรมิเลน
ท่ีเติมน้ําตาลแลคโตส 5 เปอรเซนตจะให้แอคติวิติท่ีใกล้เคียงกับแอคติวิติของผงโบรมิเลนท่ี 
ไม่เติมสารเน่ีมความเสถียร (เหลิอแอคติ1วิตี!!ระมาทเ 96-98 เปอรเชนตของแอคติวิตี
เร่ิมต้น) ล้าหรับผงโบรมิเลนที่เติมโซเดียมเบนโซเอต 0.1 เปอริ่เชนต น้ําตาล
แลคโตส 10 เปอร่ิเชนต และเติมกรคอะมิโนซีสเทอีนไaโครคลอไรด 1 ฟ่อ'ร่ืเชนตจะมี 
แอคติวิตีลคลงไปบ้างเล็กน้อย คีอเหลิอแอคติวิติประมากเ 93, 90 และ 87 เปอริ่เชนต
ตามล้าดับ

3.5 กา?เนมความบุรีสูทธชองผงโบรมิเลนท่ีเตรียมได้โดยกา?ตกตะกอนด้วยกรดโนลิอะไคร่ืลิค
3.5.1 เทคนิครลพ'รานิลเพรรัน

ผ่านสารละลายเอนไชมชองผงโบรมิเลนท่ีเตรียมโดยวิธีตกตะกอนด้วย 
กรดโนลิอะไคริ่ลิคลงในเครื่องอุลตรานิลเตรรัน ท่ีใช้เย่ือแม่นล้งเคราะหแบบ YM 10
ของบริษัท Ami con ตามวิธีในช้อ 2-8.2 น้าโบรมิเลนส่วนเข้มข้นท่ีเหลิอในภาซนะซีง
เล็นส่วนท่ีมิแอคติวิตีสูงไปตกตะกอนโบรมิเลนด้ายอะซีโตน ผลการทคลอง (รูปท่ี 19)
จะตรวจนบแอคติวิต็ส่วนใหญ่ (ประมาทเ 90 เปอรื่เชนต) ในส่วนของสารละลายโบรมิเลน 
ท่ีถูกทาให้เข้มข้นช้ิน หลังจากตกตะกอนโบรมิ เลนจากส่วนเข้มข้นด้วยอะซีโตนจะได้ผง
โบรมิเลนท่ีมีแอคติวิตีเน่ืมช้ินจาก 1,760 เล็น 2,140 หน่วยซีดียต่อมิลลิกรัมผง ในขทเะ
ท่ีค่าแอคติวิติจำเนาะของโบรมิเลนเกีอบคงท่ี (2.92 X103 หน่วยซีดียต่อมิลลิกรัมโปรตีน)

และเย่ือคีกษาความบรีสูฑร่ึของโบรมิเลนท่ีแยกได้เทียบกับโบรมิเลน 
เร่ิมต้นโดยใช้เทคนิคโนลิอะไครื่ละไมคเจล ตามวิธีข้อ 2.6 จะยังคงตรวจนบจำนวน
แถบลิของโปรตีน 7 แถบ ซีงมีรูปแบบคล้ายคลิงกันกับท่ีตรวจนบในเอนไชมโบรมิเลน



ร ูปที 19 ก า ร เพ ิม ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิข อ ง ผ ง โบ ร ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม ได ้โด ย ก า ร ต ก ต ะ ก อ น ด ้ว ย ก ร ด โพ ล ือ ะ ไค ร ่ล ค ด ้ว ย เท ค น ิค อ ุล ต ร า น ิล เต ร ซ ัน  
(YM 10 m e m b ra n e ) ต าม ว ิธ ีข ้อ  2 . 8 . 2  แ ล ้วต ก ต ะก อ น 'โบ รม ิเล น ด ้วย อ ะ ซ ี'โต น  ต รวจส อบ แอ ค ต ิว ิต ีแล ะป ร ิม าณ  
โป ร ต ีน ข อ ง ผ ง โบ ร ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม ไ ด ้

แ อ ค ต ิว ิต ีท ีเห ล ือ  บฏ โป ร ต ีน ท ีเห ล ือ  (2 )  แ อ ค ต ิว ิต ีจ า เพ า ะ  □  เอ น ไซ ม ์แ อ ค ต ิว ิต ี

*  กอน
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ก่อนเน่ีมความบริสฑธ่ึ (Rf  มีค่า 0.20, 0.43, 0.47, 0.55, 0.62, 0.76 นลบ
0.89 ตามล้าดับ) แสคงให้เห็นว่า เทคนิคน้ีอาจวบ เหมาบสำหรับการเน่ีมความ เข้มซ้น
ของโบรมีเลนชแต่ไม่มีผลต่อการทำให้บรีสุทรมากนัก-

3 . 5 * 2  ว ิธ ี i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t ü g r a p h y

เม๋ึอผ่านสารลบลายเอนไชม่ของผงโบรมิเลนท่ีเตรียมได้โดยการตกตบ 
กอนด้วยกรดโนลีอบไครลีคลงในคอลัมนท่ีบรรจุด้วยคารบอกชีเมฑธีลเซลลูโลส แล้วซบด้าย
0.01 โมลาร์ ชีเตรทบัผ่เฟ่อร์ นีเอช 6.0 จนกรบฑ่ังไม่มีโปรตีนออกมาอีก จ็งชบสาร
ลบลายเอนไซม์ต่อด้วยของผสมโนแตสเชียมคลอไรค์ ( เกรเคียนที่เล้นตรง) ความเข้มข้น 
0 กง 0.5 โมลาร ใน 0.1 โมลารชีเตรทบัฟ่เฟ่อร พีเอซ 6.0 วัคแอคติวิตี'ซอง

โบรมิเลนในแต่ลบแฟ่รคข้นท่ีแยกได้ ตามวิธีข้อ 2.4.1 ผลการทดลอง (รูปท่ี 20)
ปรากฎว่านบองค์ปรบกอบของโบรมิเลน 2 ชนิด โดยองคปรบกอบแรกไม่จับกับคารบอกชี
เมฑธีลเซลลูโลส ส่วนองคปรบกอบท่ีสองจับกับคารบอกชีเมทธีลเซลลูโลส แลบแยกได้
โดยการซบด้วยสารลบลายเกรเคียนทของโนแตลเชียมคลอไรด ความเข้มข้น 0.12 โมลาร 
องค์ปรบกอบท่ีลองน้ีเห็นองค์ปรบกอบส่วนใหญ่ของโบรมิเลน ซ่ึงเม่ือนำไปตกตบกอนด้วย
อบชีโตนจบได้ผงโบรมิเลนท่ีมีแอคติวิตีลูงปรบมาณ 2,222 หน่วยชีคียูต่อมีลลีกรัมผง มี
แอคติวิตีจำเนาบของเอนไชม่ื 3.18X103 หน่วยชีคียู ต่อมีลลิกรัม'โปรตีน ในปรีมากเ
ของผงโบรมีเลนที่เตรียมได้ 0.3 กรัมจากผงโบรมีเลนเร่็มด้น 1 กรัม (ตารางที่ 8)

ผลการคีกษาความแดกต่างของชนิดเอนไซม์ในองค์ปรบกอบฑง 2 ชนิด 
น้ีโคยใข้เทคนิคโนลีอบไครลบไมค์เจล ตามวิธีข้อ 2.6 (รูปท่ี 21) นบรูปแบบโปรตีนซอง 
องค์ปรบกอบฑ้ัง 2 ชนิดน้ีแตกต่างกัน โดยองค์ปรบกอบแรกจบให้แถบลีของโปรตีน
จำนวน 5 แถบซ่ึงมีค่า Rf เท่ากับ 0.40, 0.47, 0.51, 0.70 แลบ 0.84 ตามล้าดับ 
ส่วนองค์ปรบกอบท่ีลองซ่ึงเห็นองค์ปรบกอบส่วนใหญ่ให้จำนวนแถบลีโปรตีนเนียง 3 แถบเท่า 
น้ีน แลบมีค่า Rf เห็น 0.20, 0.50 แลบ 0.65 ตามล้าดับ ในข(นบท่ีตรวจนบ
แถบลีโปรตีนของสารลบลายโบรมิเลนก่อนเน่็มความบรีลุทธีมีจำนวนมากถิง 7 แถบ (Rf 
เท่ากับ 0.20, 0-24, 0.38, 0.44, 0.49, 0.66 แลบ 0.82) แลดงให้เห็นว่าเทคนิค 
น้ีอาจเหมาบล้าหรับการ เน่ืมความบรีสุทธ่็ของโบรมีเลน



แ ส ด งผ ล ก า รท ีก ษ า ร ูป แ บ บ ข อ งก า รแ ย ก ส า รล ะ ล า ย เอ น ไซ ม จ า ก ผ งโบ รม ิเล น  
ท ีได ้จ า ก ก า รต ก ต ะ ก อ น ด ้ว ย ก รด โพ ล ีอ ะ ไค ร ์ล ิค  ให ้ม ีควานบ ร ิส ุ'ทธ ิม ากขน  
ด ้ว ย ค อ ล ัม น ค ารบ อ ก ท ีเม ท ธ ิล เซ ล ล ูโล ส  (ข น าด  2 .5 * 1 0  ซ ม .) ซ ะ โ บ ร ม ิเล น  
ด ้ว ย เก ร เด ีย น ท แ บ บ เส ้น ต ร ง ข อ ง โพ แ ต ส เท ีย ม ค ล อ ไร ด  ค วาม เข ้ม ข ้น  
0 - 0 . 5  โม ล า ร  ใน  0 .0 า  โม ล า ร  ช ัเต ร ท บ ัฟ เฟ อ ร ์ พ ีเอ ซ  6 .0  ด ้วย 
อ ัต ร า เร ็ว ข อ ง ก า ร ไ ห ล  50 ม ิล ล ิล ิต รฅ ่อ ซ ัว โม ง  เก ็บแฟ รคช ันละ า0 ม ล .
ที b  อ ง ศ า เซ ล เท ีย ส  รว ม แ ฟ รค ช ัน ท ีม ีแ อ ค ต ิว ิฅ ีข อ งโบ รม ิเล น ส ูงน า ไป  
ตกตะกอน ด ้วยอะท ีโต น  ต รวจส อบ แอ ค ต ิว ิต ี และป ร ิม าณ โป รต ีน ขอ งผ ง 
โบ ร -ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม ได ้

รูปที 20 และตารางท ี 8
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รูปที 20

o  การด ูด ก ล ืน แส ง

ต า รา งท ี 8

ขนตอน แอคติวิตี 
ท้ํงหมด 

(><106ทีดียู)

โปรตีน 
ท้ังหมด 

(><103มก.)

แอคติวิตี 
ที เหลือ 

(%)

แอคติวตี 
จาเพาะ 

(><103ทีตียู/ 
มก.โปรตีน)

เอนไซม์ 
แอคติวิตี
(ทีตียู/
มก.ผง)

ผงโบรมิเลน 6.86 2 . 5 0 100 2 .7 4 2,145

คารบอกทีเมทธิล- 
เซลลูโลส
(.01โมลาร ์ ทีเตรท)

0 .14 0.52 2.1 0.27 -

คารบอกทีเม'ทธิล- 
เซลลูโลส (0 -0 .5  
โมลาร โพแตสเซยม 
คลอไรด, )

2 .58 0.81 37.6 3 .19

อะทีโตน 2.10 0.66 36.9 3 .18 2 ,222

โพ
แฅ

สเ
ทีย

มค
ลอ

ไร
ด์ 

(โม
ลา

ร)
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ร ูป ที' 2 า ก า รต ีก ษ า ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิข อ งโบ รม ิเล น ห ล ังจ า ก ท ีเพ ิม ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิด ้ว ย
คอล ัม น ค ารบ อกส ิเม ท ธ ิล  เซ ล ล ูโล ส  โด ย ใ ช ้เท ค น ิค โพ ล ีอ ะ ไ ค /ล ะ ไ ม ด ้ เจล  
ย ้อม ส ิโป รต ีน ด ้วยค ูม าสส ิ บ ร ิล เล ีย น ท บ ล ู

1 . โบ รม ิเล น ก ่อน เพ ีม ค 'วาม บ ร ิส ุ'ท ธ ิ (จ า ก ผ ง โบ ร ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม  
ด ้ว ย ก ร ด โพ ล ีอ ะ ไค /ล ิค )  (1 0 0  ไม โค ร ก ร ัม ^

2 .  อ ง ค ป ร ะ ก อ บ ท ีห น ิง ข อ ง โบ ร ม ิเล น ส ิง ได ้จ า ก ก า ร ซ ะ ด ้ว ย ส ิเฅ ร ท ­
บ ฟ เฟ อ ร ั พ ีเอ ซ  6 . 0  ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 .0 1  โ ม ล า ร ั
(1 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม )

3 .  อ ง ค ป ร ะ ก อ บ ท ีส อ ง ข อ ง โบ ร ม ิเส น ท แ ย ก โด ย ก า ร ซ ะ ด ้ว ย ส า ร - 
ล ะ ล า ย ผ ส ม โพ แ ฅ ส เส ิย ม ค ล อ ไรด ้ ( เก ร เต ีย น ท เส ้น ต ร ง )
ค วาม เข ้ม ข ้น  0 - 0 . 5  โ ม ล า /  ใ น  0 .0 1  โ ม ล า / ส ิเ ต ร ท -
บ ฟ เฟ อ /  พ ีเอ ซ  6 .0  (1 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม )
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3.5-3 ว? gel f i l t r a t io n
นำผงโบรมีเลนท่ีเตรียมด้วยกรดโนลิอะไคร่ิลิคมาละลายน้ํา เชนตรินีวค์ 

แยกส่วนสารละลายใส นำมาผ่านลงในคอลัมน์เซน่าเดกซ์ จี 100 [ๆงทำ1ให้สมดลยอยู่
ด้วยริเตรทบัน่เน่อร่ิ นีเอช 6.0 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร เก็บแน่รคข้นและวัคแอคติวิตี 
ของโบรมิเลน ตามวิธีข้อ 2 . 4 . 1  ผลการทดลอง (รูปท่ี 22)  นบองค์ประกอบของ
โบรมิเลน 1 นีคท่ีมีแอคติวิตีของโบรมิเลนอยู่ประมาณ 58 ๗ อรเชนต และเม่ือนำองค์
ประกอบส่วนน้ีไปตกตะกอนด้วยอะริโตน จะได้ผงโบรมีเลนท่ีมีแอคติวิตีต่อมิลลิกรัมผง
เน่ิมสูงประมาณ 1,980 หน่วยชีดิยู แอคติวิติจำเนาะของโบรมีเลน 1.80X103 หน่วย
ชีดียูต่อมิลลิกรัมโปรตีน และการเน๋ึมความบร็สุฑธีฃองผงโบรมีเลนด้วยวิธีข้างด้นน้ีสามารถ 
เตรียมได้ผงโบรมีเลนประมาณ 0.6 กรัมจากผงโบรมีเลนเร่ิมด้น 1 กรัม (ตารางที่ 9)

ผลการตีกษาความบรีลทธฃองโบรมิเลนท่ีแยกได้โคยใข้เทคนิคโนลีอะ- 
ไฅริ่ละไมค์เจล ตามวิธีข้อ 2.6 (รูปท่ี 23) ผลปรากฎว่านบจำนวนแถบลิโปรตีนลดลง 
เหลึอเนียง 5 แถบริงมีค่า Rp 0.39, 0.45, 0.49, 0-67 และ 0.81 ตามลำดับ 
(โบรมีเลนก่อนเน่ีมความบรีสุทธีมีจำนวนแถบลิโปรตีน 7 แถบท่ีมี Rp เห็น 0.20, 0.24,
0.38, 0.44, 0.49, 0.66 และ 0.82) แสดงให้เห็นว่าผงโบรมิเลนท่ีเตรียมได้มี
ความบรีสูทร่ิ เน่็มช้ินกว่า เดิม

3 . 5 . 4  ว ิธ ี i o n  e x c h a n g e  และ g e l  f i l t r a t i o n

การเน่ีมความบริสุทธ่ึชองผงโบรมีเลนท่ีเตรียมโดยการตกตะกอนด้วย 
กรดโนลีอะไคร่ิลิคอีกวิธีหน่ีง ทำได้โดยผ่านสารละลายโบรมี เ ลนลงในคอลัมน์คาร่ิบอกชี
เมทธีลเซลลูโลส ชะสารละลายเอนไชม่ืด้วย 0.01 โมลาริ่ ริเตรทบัน่เฟ่อริ่ นีเอช 6.0
จนกระท่ังไม่มีโปรตีนออกมาอีกแลัว หลังจากน้ีน'ชะด้วยสารละลายผสม'โนแตส เข้ยม
คลอไรค์ (เกรเตียนฑเลันตรง) ความเข้มข้น 0 ถึง 0.5 โมลาริ่ ใน 0.01 โมลาริ่ 
ริเตรทบัน่เน่อริ่ นีเอช 6.0 ทำการทดลองเช่นเคียวกับข้อท่ี 3.5.3 แยกเอาโบรมิเลนใน 
แฟ่รคข้นท่ีเห็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ (0.12 โมลาร่ิโนแตสเริยมคลอไรด) ไปผ่านใน 
คอลัมน์เชน่าเดกช จี 100 (ทำการทดลองเช่นเคียวกับข้อท่ี 3 .5 .3) ผลปรากฎว่าได้ 
โบรมีเลนเนียงองค์ประกอบเคียวท่ีมีลักษณะชองรูปแบบการแยก (รูปท่ี 24) และเม่ือ 
นำองค์ประกอบน้ีไปตกตะกอนโบรมีเลนด้วยอะริโตน จะได้ผงโบรมีเลนท่ีมีแอคติวิตีต่อ



แ ส ด ง ผ ล ก า รส ิก ษ า ร ูป แ บ บ ข อ งก า รแ ย ก ส า รล ะ ล า ย เอ น ไซ ม ์จ า ก ผ ง โบ รม ิเล น  
ท ีเต ร ีย ม ด ้ว ย ก ร ด โพ ล ีอ ะ ได ร ีล ิด  ให ้ม ีด 'วาฒ ร ิส ุท ธ ิม าก ขน ด ้วย ค อ ล ้ม ,น 
เซ ฟ า เด ก ซ  จี 100 (ข น าด  2 . 5 * 3 5  ซ ม . )  ร ่งท าให ้ส ม ด ุลยอย ู'ด ้วย  
ข ัเฅ ร ท บ ัฟ เฟ อ ร ี พ ีเอ ข  5 . 0  ค วาม เข ้ม ข ้น  0.01 โม ล า ร ี, ท ี่ h  อ งศ า  
เซ ล เซ ีย ส  เก ็บ แฟ รคข ัน ละ 10 ม ิลล ิล ิตร ด ้ว ย อ ัต รา ก า รไห ล  70 ม ล . /  
ซ ม . แ ล ้ว รว ม แ ฟ รคข ัน ท ีม ีแ อ ด ต ิว ิต ีข อ งโบ รม ิเล น ส ูง  น าไป ต กต ะกอ น  
ด ้วย อ ะ ซ ีโต น  ต รวจส อ บ แอ ค ต ิว ิต ี แ ล ะ ป ร ิม าณ โป รต ีน ข อ งผ งโบ รม ิเล น
ท ีเต ร ีย ม ไ ด ้

รูปที 22 และตารางท ี 9
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ร ูปที 22

ต า ร า ง ท ี 9

ขนตอน แอคติว'ต 
ทั้งหมด

( X  1 0 6 ช ีด ีย ู)

โ ป รตีน 
ทั้งหมด 

( XI 0 3 มก.)

แอคติ'วิตี 
ท ีเหล ือ 
( % )

แอคติ'ว*'ตี 
จ า เพ า ะ

( X 1 0 3 ช ีด ีย ู/
มก.โปรตีน)

L อนไซม 
แอคติ'ว ตี 
(ช ีด ีย ู/  

ม ก .ผ ง )

ผงโบ รม ิเลน 1 .7 9 1 .2 0 1 00 1 . 5 0 1 ,6 2 8

เข ฟ า เด ก / 1 .2 3 0 .6 9 5 8 .0 1 .7 7 -

อ ะชีโ ตน 1 .2 2 0 .6 8 5 7 .2 1 .8 0 1 ,9 8 0
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รูป ุท ี_ 2 3  ก า รต ีก ษ า ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิข อ ง โบ รม ิเล น ท ีแ ย ก ให ้บ ร ิส ุท ธ ิเพ ิม ข น  โด ย ผ ่า น
ค อ ล ้ม น เซ ฟ า เด ก ซ จ ี 100 เม ือ ใช ้เท ค น ิค โพ ล ีอ ะ ไค ร ล ะ ไม ด  เจล  แล ้ว 
ย ้อ ม ล ีโป รต ีน ด ้วย ค ูม าส ท ีJJร ิล เล ีย น ท บ ล ู

ๆ . โบ รม ิเล น ก ่อ น ท า ให ้บ ร ิส ุท ธ ิเพ ิม ข ํ้น  (จ า ก ผ ง โบ ร ม ิเล น ท ี 
เต ร ีย ม ด ้ว ย ก รค โพ ล ือ ะ ’ไค ร ล ค ) (1 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม )

2 .  โบ ร ม ิ เล น ท ีแย ก จาก ค อ ล ัม น เซฟ า เด ก ซ ์จ ี 100 (1 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม )
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มิลลิกรัมผงสูงลิง 2,255 หน่วยชีดียู แอคติวิตีจาเนาะของเ อนไชม่ืเน่ีมช้ินมีค่าป ระมาทเ
3•53x103 หน่วย?ดียูต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถแยก เ อนไชมแอคติวิตีออกมาได้ประมาทเ
16.5 เปอรเชนตของนอคติวิตีเร่ิมต้น และนยกได้ผงโบรมิเลนประมาทเ 0.2 กรัม จาก
ผงโบรมิเลนเริ่มต้น 1 กรัมก่อนนำมาเน่็มความบริลุฑธ (ตารางที่ 10)

เม่ือดักษาความบริสุฑธของโบรมิเลนในแต่ละช้ินตอนของการแยกให้ 
บริสุทธเน่ีมช้ินด้วยวิธีดังกล่าวข้างต้น โดยติดตามรูปแบบของโปรตีนท่ีได้จากเทคนิคของ
โนลิอะไคริ่ละไมดเจล อิเลคโตรโฟ่ริ?ล ผลปรากฎว่าลามารถตรวจนบจำนวนแถบสิ
ของโปรตีนลดลงจาก 7 แถบ เห็น 3 แถบ และ 2 แถบจากโบรมิเลนท่ีแยกได้แต่ละขนตอน 
ตามลำดับ (รูปท่ี 25) โดยท่ีค่า Rf  ของโบรมิ เลนก่อนเน่็มความบริสุทร่ึมิค่าเห็น 0.21,
0.24, 0.38, 0.44, 0.49, 0.66 และ 0.82 ค่า Rr ของโบรมิเลนท่ีผ่าน
คอลัมน่คาร่ิบอกชีเมทธีลเชลลูโลสมีค่าเท่ีน 0.21, 0.50 และ 0.65 และค่า Rf ของ 
โบรมิเลนหลังจากท่ีม่านฑงคอลัมน่คาร่ิบอก?เมทธีลเชลสูโลส และคอลัมน่เช1ฝาเดกช
จี 100 มิค่าเห็น 0.52 ช้ิงเห็นแถบท่ีเห็นองค่ประกอบส่วนใหญ่ และแถบท่ีจางมาก 
มีค่า 0.66 ตามลำดับ แสดงให้เห็นว่ามีการเน่ิมความบริสุทธ่ึฃองโบรมิเลนเกิดช้ินใน
แต่ละช้ินตอนการแยกท่ีใ'f l  นวิธีข้างต้น

3.6 การดักษาความเสถียรของผงโบ?มิเลนท่ีมีความบริสุทร่ิสูง
น่าผงโบรมิเลนท่ีได้จากการตกตะกอนด้วยกรดโนลิอะไคร่ิลิคไปเน่ีมความบริสุฑธ 

ด้วยวิธีต่าง  ๆ คึอ เทคนิคอุลตรานิลเตรชัน (การทดลองข้อ 3-5.1) คอลัมนคาร่ิบอกซี
เมทธีลเชลสูโลล (การทดลองข้อ 3.5.2) คอลัมนเซน่าเดกช้ิ จี 100 (การทดลองข้อ
3.5 .3) ทงคอลัมนคาร่ิบอก?เมทธีลเชลสูโลลและคอลัมนเขน่าเดกช้ิ จี 100 (การ
ทดลองข้อ 3 .5.4) แล้วน่าไปเก็บรักษาไว้ในเดส?เคเตอร่ิท่ีอุทเหภูมิ 25 องคาเชลเ?ยล 
หลังจากน้ันติดตามวัคแอคติวิตีฃองโบรมิเลน เปรียบเทียบกับแอคติวิตีฃองผงโบรมิเลน
ก่อนเน่็มความบริสุฑธ และเก็บรักษาไว้ โแ อุทเหภูมิเคียวกัน เห็นระยะ  ๆ จนครบ 90 วัน 

จากผลการทดลอง (รูปท่ี 26) จะเห็นได้ว่าผงโบรมิ เลนท่ี เน่ีมความบริสุทร่ิด้วย 
คอล้มนเชน่าเดกช้ิ จี 100 มิความเสถียรสูงท่ีสุด นบว่าเกึอบไม่มีการสูญเสิยแอคติวิตี
ของโบรมิเลนเลยในช่วง 50 วันแรก หลังจากน้ันแอคติวิตีจีงลดลงเล็กน้อย (แอคติ1วิตี



รฺปท ี z h และตารางท ี า0

แ ส ด งผ ล ก า รส ิก ษ า แ ล ะ ร ูป แ บ บ ก า ร เพ ีม ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิข อ ง โบ รม ิเล น ท ีแ ย ก ได ้ 
จ า ก ค อ ล ัม น ค า รบ อ ก ร เม ท ธ ิล เซ ล ล ูโล ส  แ ล ้ว น าม าผ ่าน ต ่อ ใน ค อ ล ัม น เซ ฟ า - 
เด ก ซ  จี 100 (ข น าด  2 .5 * 3 5  ช ม . )  ซ ะ โบ ร ม ิเล น ด ้ว ย  0 .0 1  โม ล า ร  
ธ ิเฅ ร ท บ ัฟ เฟ อ ร  พ ีเอ ซ  6 .0  อ ัต ร า ก า ร ไห ล  70 ม ิล ล ิล ิต รต ่อ ซ ัว โม ง  
ที k  อ ง ศ า เซ ล เท ีย ส  เก ็บแฟ รคซน ละ 10 ม ิลล ิล ิตร
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รูปที 2k

เลขท ีแฟ รค ช ัน

ต า รา งท ี า0

ข้ันตอน แอคติวิตี 
ท้ํงหมด 

( X1 0 ?̂ตียู )

โปรตีน 
บงหมด 

(X103 มก.)

นอคติวิตี 
หเหลือ 

( % )

แอคติวิตี 
จาเพาะ 

^ 1 0 3?ด ีย ู/ 
มก.โปรตีน)

เอนไซม์ 
แอคติวิ'ตี
(? ตียู/
มก.ผง)

ผงโบรมิ1ลน 6 .86 2.49 100 2 . 7 6 2,145

คารบอกใ!เม'ทธิล- 
เซลลูโลส

2.58 0.81 37.6 3.19 -

เซฟา1คกม์ จ ี100 1 .17 0.33 17.1 3.55 -

อะ?โตน 1 .13 0.32 16.5 3.53 2,255
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รูปท ี 25 ก า รต ีก ษ า ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิข อ ง โบ รม ิเล น ท ีผ ่า น ก า ร เพ ิ่ม ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิด ้ว ย  
ค อล ้ม น ค ารบ อกท ีเม ทธ ิล  เซ ล ล ูโล ส  แ ล ะค อ ม ล ้ม น เซ ฟ าเด ก ซ จ  100 
โด ย ,ใช ้เท ค น ิค 'โพ ล ีอ ะ โค ร ล ะ ไม ด เจ ล  :(ว ิธ ีข ้อ  2 . 6 )  แล ้วย ้อมส ี 
โป รต ีน ด ้วย ค ูม าส ท ีบ ร ิล เล ีย น ท บ ล ู

ๆ . โบ รม ิเล น ก ่อ น ท ำ ให ้บ ร ิส ุท ธ ิเพ ิ่ม ข ํ้น  (จ า ก ผ ง โบ ร ม ิเล น  
ท ี่เต ร ีย ม ด ้ว ย ก รค 'โพ ล ีอ ะ ไค ร ล ิค ) ( 1 0 0 ไ ม โ ค ร ก ร ัม )

2 .  โบ ร ม ิ เล น ท ี่แย ก จาก ค อล ้ม น ค าร ับ อก ท ีเม ท ธ ิล  เซ ล ล ูโล ส  
(1 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม )

3 .  โบ ร ม ิ เล น ท ี่แ ย ก จ าก ค อ ล ้ม น เซ ฟ า เด ก ซ จ ี 100 
(1 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม )
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•  ก อ น เพ ิม ค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ

o  ค อ ล ัม น ค า รบ อ ก ซ ีเม ท ธ ิล เซ ล ล ูโล ส

A  ค อ ล ัม น เซ ฟ า เด ก ซ ์ จ ี 100'

อ  ท ั้งค อ ล ัม ป ้ค า รบ อ ก ซ ีเม ท ธ ิล เซ ล ล ูโล ส  และ 
ค อ ล ัม น เซ ฟ า เด ก ซ  จ ี 100

รูปท ี 26  เป ร ีย บ เท ีย บ ค ว า ม เส ถ ีย รข อ งผ งโบ รม ิเล น ก 'อ น 'เพ ิม ค ว า ม
บ ร ิส ุท ธ ิแ ล ะ ห ล ังจ าก น าไป .เพ ิม ค วาม ข ร ิส ุ,ท ธ ิให ้ส ูงข น ด ้วย  
เทค น ิค ต ่าง  ๆ กัน ห ล ังจากน ั้น เก ็บ ร ักษ าไว ้ท ีอ ุณ หภ ูม ิ 25 
อ ง ค า เซ ล เซ ีย ส  ต ิด ต าม ว ัด แ อ ค ต ิว ิต ีท ีข 'วง เวล าต ่าง  ๆ กัน 
จนครบ 90 วัน .
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เหล็อประมาณ 93 ฟอรเซนฅ) ในขณะท่ีการเน่็มความบริสุฑธ๋ึด้วยวิธีอ่ืน  ๆ มีรูปแบบ
ซองการสูญเลียแอคติวิดีท่ีคล้ายกัน แอคติวิดีจะลดลงอย่างรวดเร็วในระยะการเก็บ
20 วันแรกจนเหล๊อแอคติวัติประมาณ 72-80 เปอร็เซนตเม่ือเก็บนาน 90 วัน เซ่นเดียว 
กันกับผงโบรมีเลนท่ีไม่ได้ผ่านขนตอนเน่ีมความบริลุทร่ึจะมีแอคติาตีลดลงในช่วง 20 วันแรก 
เซ่นกัน แด่แอคติวิติลดลงในปริมาทเท่ีน้อยกว่า (แอคติวดีลดลงเนียง 8 เปอร็เชนต)
แล้วหลังจากน้ันแอคติวัติของโบรมิเลนจะลดลงน้อยมากจนมีค่าค่อนข้างคงม่ื เห็น!ท่ีน่า
ลังเกตได้ว่า การเน่ึมความบริสูฑธฃองผงโบรมีเลนไม่มีผลพ่อการเน่็มความ เสถียรของ
โบรมิเลนเม่ือเก็บรักษาไว้ในสภาวะท่ีโทหนดน้ินาน 90 วัน ในทางตรงกันข้ามผงโบรมีเลน
ท่ีได้จากการเน่ีมความบริสุทธ๋ึบางวิธีอาจมีแนวโน้มของการลดความเสถียรลงกว่าเติม

3.7 การติกษาสมบัติทางกายภานและจลนศาลตร็ชองโบรมีเลน
3-7.1 ผลกระทบของนีเอชพ่อการทำงานของโบรมิเลน

ไข้สารละลายผงโบรมีเลนท่ีได้จากการตกตะกอนด้ายกรดโนลีอะไคร็ลิค 
และสารละลายโบรมีเลนซีงมีความบริสุทธิสูงท่ีได้จากการเน่ีมความบริสูฑธ๋ึผงโบรมีเลนด้วย 
คอลัมน์คาร็บ๊อกซีเมทธิลเซลลูโลส ตามด้วยคอลัมน์ เซ,ฝาเดกซ จี 100 จากการทดลองข้อ
3-5-4 น้ามาวัคแอคติวัติของโบรมีเลนเม่ือให้ทำปฏ็กิริยากับเคซีนท่ีนีเอชต่าง  ๆ ในช่วง
6-11-0 (นีเอข ธ ถ ีง  8 ใข้น่อลเนีตบัป๗ อร) (นีเอช 8 กง 11-0 ไข้ไกลซีนบั'ฝ๗ อร็) 
ดามวิธีข้อ 2-4-1

ผลการทดลอง (รูปท่ี 27) แสดงให้เห็นว่านีเอขท่ีเหมาะสมในการ 
ทำงานของผงโบรมีเลนท่ีเตรียมได้จากกรดโนลีอะไคร็ลิดจะอยู่ในช่วงนีเอขท่ีเห็นด่างค็อ 
นีเอชประมาณ 9-10 ในขณะท่ีมีแนวโน้มว่านีเอชท่ีเหมาะสมในการทำงานของโบรมีเลน
ซ่็งมีความบรีสุทธิสูงจะมีช่วงนีเอชของการทำงานท่ี เหมาะสมกว้างกว่าเลกน้อย ค๊อประมาณ 
ช่วงของนีเอชระหว่าง 8 ถีง 10

3-7-2 ผลกระทบของอณุหภมีต่อการทำงานของโบรมีเลน
เตรียมสารละลายจากผงโบรมีเลนท่ีตกตะกอนด้วยกรดโนลีอะไคร็ลิค 

และสารละลายโบรมิเลนซีงมีความบริสุฑr สูงท่ีได้จากการเน่ีมความบริสูฑรของผงโบรมีเลน 
ด้วยคอลัมน์คาร็บ๊อกซีเมฑธิลเซลลูโลส ตามด้วยคอลัมน์เซ'ฝาเดกซ จี 100 (การทดลอง
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1 0 0 -

8 0 -

I
7 ระ
? ท ’
a ระ รัะ CT

6 0 -

4 0 -

ก ่อ น เพ ีม ค ว า ^ ร ิส ุท ธ ิ

ห ล ัง เพ ิม ค ว า ฒ ร ิส ุท ธ ิ 
o  ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร

A  ไก ล ซ ีน บ ัฟ เฟ อ ร ํ

K

2 0 -

เ™*^-------- 1-----------1----------ๆ ----------- 1----------- 1----------- 1----------- 1---------
6  7  8  9  1 0  11 1 2

พ ีเอ ซ

ร ูปที 27 'ผลกร’ะ ท บ ข อ งพ ีเอ ช ต ่อ แ อ ค ต ิว ิฅ ีข อ งผ งโบ รม ิเล น ท ี.เต ร ีย ม  
โด ย ว ิธ ีโพ ล ีอ ะ ไค ร ์ล ิค แ ล ะ โบ ร ม ิเล น ท ีม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิส ูง  
ว ัค แ อ ค ต ิว ิฅ ีข อ งโบ รม ิเล น ท ี 37 อ ง ศ า เซ ล เธ ีย ส  ใน  
ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ ( 0 .0 5  โ ม ล /ล ิต ร )  พ ีเอ ข ต า ง  ๆ 
คือ 6 .0  -  8 . 0  (ฟ อ ส เฟ ต ,บ ฟ Iฟ อ ร ิว ิ และ 8 .0  -  า 1 .0  
(ไก ล ซ ีน บ ัฟ เฟ อ ร ์)  ต าม ว ิธ ีข ้อ  2 . 4 . 1
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ข้อ 3 . 5 . 4 )  น ้ามา,ทาปฏิกริยากับเคซีนที่อุ(1เหภูมิต่าง  ๆ ก ันในระหว่าง 2 5 -8 5  องศา

เซลเซ ียส วัคผลิตกั!!เที่ที่เกิดขั้นตามวิธีข้อ 2 -4 .1

ผลการทดลอง (รูปที่ 2 8 ) แสดงให้เห็นว่าผลกระทบของอุ!นหมูมิต่อ 

การทำปฏิก ิร ิยาซองโบรมิเลนในทั้ง 2 แหล่งจะมิรูปแบบคล้ายศลิงกัน อุ!!เหมูมิที่เหมาะ

สมในการทำงานของโบรมิเลนทั้งก่อนแสะหลังเนี่มความบริสูทซึ่จะมิค ่าเท่ากันคึอประมากเ 

6 0 -  65 องศาเซลเซ ียส

3 . 7 . 3  ผลกระทบของ น ีเ อชต่อศวามเสก ียรชองโบรมิเลน

เมื่อ เก ็บรักษาสารละลาย เอนไซม ื่จากผงโบรม ิเลน ( ตกตะกอนด้วย

กรดโผล ิอะใครล ิด) และจากผงโบรมิเลนที่เน ี่มความบริสูทธึ่ด ้วยคอลัมน์คาร็บอกซีเมฑธีล

เซลลูโลส ตามด้วยคอลัมน์เซน่าเดกชั่ จี 100 (การทดลองข้อ 3 . 5 . 4 )  ไว ้ในสารละลาย

บัน่เน่อร็ ( 0 .0 5  โม ลาร) ต่างชนิดที่ม ิน ีเอชต่าง  ๆ กัน ค็อ อะซีเตตบัน ่เน ่อร น ีเอช

3 . 0 - 6 . 0  น่อสเน่ตบัน่เน่อร็ น ีเอช 6 . 0 - 8 . 0  และทร ีส-ไฮโดรคลอร ิค บ้น่เน่อร็

น ีเอช 8 . 0 - 1 0 . 0  ท่ีอุทเหมูมิ 4 องศาเซลเซ ียส นาน 24 ช ั่วโมง แล ้วน ้าไปว ิเคราะห  

แอคติวิฅ ีฃองโบรมิเลนที่เหลีออยู่ตามวิธีข ้อ 2 - 4 .1

จากรูปที่ 29 นบว่าความเสถียรชองโบรม ิเลนจะม ิค ่าส ูงในด ้านท ี่น ีเอช  

ค่อนไปทางเห็นกรด คีอ น ีเอชตากว่า 7 ลงไป ถีงแม้ท ี่น ีเอชลคลงไปถีง 3 .0

เอนไชมื่ก ็ย ังคงม ิความเสถียรส ูงอยู่ (แอคติวิต ีย ัง เหลีอถีง 80 เปอร เชนต่เม ื่อเก ็บไว ้ท ี่

นีเอชนํ้นนาน 24 ช ั่ว โม ง) แต่ก ้าน ีเอชสูงกว่า 8 .0  ข ั้นไปความเสถ ียรของโบรม ิเลน

ต ่อน ีเอชจะลดลง?ย ่างรวดเร ็ว เช่นที่นีเอช 10 จะมิแอคติวิต ีเหลีอเนียง 50 เปอร็เชนต่ 

เมื่อเต ิมเอนไชมไว้ท ี่บ ัน ่เน ่อร็นนนาน 24 ช ั่วโมงเท ่านน การทำให้เอนไชน์บริส ูฑธื่เน ี่ม

ขั้นจะไม ่ม ิผลต่อความเสถียรชองโบรมิเลนต่อนีเอชแต่อย่างใด

3 . 7 . 4  ผลกระทบชองอุ!นหมูม ิต ่อความเสถียรชองโบรม ิเลน

นำสารละลายเอนไชมของผงโบรมิเลนที่ได ้จากการตกตะกอนด้วยกรด  

โนล ีอะไคร็ล ิค แสะสารละลายโบรมิเลนที่ทำให้บริส ูทธึ๋แล้ว (การทดลองข้อ 3 - 5 - 4 )

มาอุ่นท่ีอุ!!เหมูมิ 3 0 , 3 7 , 50 และ 70 องคาเซลเซ ียส นาน 0 , 0 . 5 ,  1, 2 และ 4 

ช ั่วโมง เม ื่อครบเวลาน้ามาวัดแอคติว ิต ีของโบรมิเลนที่เหลีออยู่ตามวิธ ีข ้อ 2 .4 .1

ผลการติกษา (รปที่ 3 0 ) จะเห็นได้ว่าอุ!!เหมูมิมิผลต่อความเสถียร
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ก1อ น เพ ิม ค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ

ร ูปท ี 28 ผ ล ก ระท บ ขอ งอ ุณ ห ภ ูม ิต ่อ แอ ค ต ิว ิต ีขอ งผ งโบ รม ิเล น  
( เต ร ีย ม ด ้ว ย ก รด 'โท ล ีอ ะ ใค ร ูล ิค ) แ ล ะ โบ รม ิเล น ท ี 
ม ีด วาม บ ร ิส ุ,ทธ ิส ูง.'ฒ  ว ัดแอด ต ิว ิต ีของ'โบ รม ิเลน 'ท ี 
อ ุณหภูม ิต ่าง ๆ ใ น  0 .0 5  โม ล า ร ีฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 
พ ีเอ ข  7 .0  .

/  -  ______ÛMZ ____
I f lm ]  ................. 1Éj&jT* ~ ^  ~""'โ

! เ ท แ ท ; เ • " ย น........ ./บ ั! ร ์
I ฟ ้เพ ์น  Î  . . . . โ£ 1 1
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ก ่อ น เพ ิม ค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ 

ห ล ัง เพ ิม ค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ

รปห ี 2 9  ผ ล ขอ ง1พ ีเอ ซ ต ่อ ค ว า ม เส ถ ีย รข อ ง ผ ง 'โบ รม ิ เลน 1ท ีตกตะกอน 
ด ้ว ย ก รด โพ ล ีอ ะ ไค รล ิค แ ล ะ โบ รม ิเล น ท ีม ีค ว า ม บ ร ิส ท ธ ิส ูง  
เม ือ ล ะ ล า ย อ ย ู่ใน ส า รล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์, ( 0 .0 5  โ ม ล า ร )

พ ีเอ ใ]ต ่า ง  ๆ คือ 3 .0  -  6 .0  (อ ะ พ ีเต ต บ ัฟ เฟ อ ร ์,)
6 .0  -  8 . 0  (ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์,) 8 . 0  -  1 0 .0  
(ท ร ีส - ไ ฮ โ ด ร ค ล อ ร ิค )  บ ัฟ เฟ อ ร ์, ทีอุณหภูมิ 4 อ งศ า  
เซ ล เพ ีย ส  นาน 24 บ ัว โม ง  แล ้ว-ว ัดแอคต ิ'ว ิฅ ีของ 
โบ รม ิเล น 'ท ีเห ล ือ  ต าม ว ิธ ีข ้อ  2 . 4 . 1



ร ูปท ี 30 ผ ล ก า ร ศ ึก ษ า ค ว า ม เส ถ ีย ร ข อ ง ผ ง โบ ร ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม โด ย ก า ร ต ก ต ะ ก อ น ด ้ว ย ก ร ด โพ ล ีอ ะ ไค ร ีล ค  แ ล ะ โบ ร ม ิเล น  
ท ี'ทา'ให ้'บร ิส ุทธ ิขน เม ือ ท ด ล อ งเก ็บ ไว ้ท ีอ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ,  3 7 ,  50 และ 70 อ ง ศ า เซ ล เฃ ีย ส  นาน 0 ,  0 . 5 ,
1 , 2 และ น  ซ ัว โม ง  ว ้ด แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง โบ รม ืเล น ท  37  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ใ น  0 .0 5  โ ม ล า ร ์ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร  
พ ีเอ ซ  7 .0  ต าม ว ิธ ีข ้อ  2 .^ .1
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ของ1โบ'รมิเลนflง 2 แหส่ง ลีอเมื่อเก็บไว้ท่ีอุกเหภูมิ 30 และ 37 องศาIชลi f ยลในๆ}วง 
1 'ร่าโมงแรกจะสูญเลียแอคติวิติไปประมากเ 30 เปอร์1ซนต หลังจากน้ํนจะมีค่าค่อน
ข้างคงท่ีถึงแม้'จะเก ็บไว้ท่ีอุกเหภูมิน้ีนนานถึง 4 }ๆว'โมง (แอคติวิตีเหลีอออู่ประมากเ 60 เปอร์ 
เชนต) เม่ือเน่็มอุกเหภูมิให้สูงช้ินเป็น 50 องศาเชลเชียส โบรมิเลนทั้ง 2 แหล่งจะมิ
แอคติวิตีลดลงอย่างรวดเร็ว แต่โบรมิเลนที่ไค้จากการตกตะกอนด้วยกรดโVJลีอะไคร์ลิค
จะมิความเสืกึยรสูงกว่าโบรมิเลนที่มีฅวามบรีสุฑรึ่สูง ดังจะเห็นไค้จากแอคติวิตีฃอง
โบรมิเลนท่ีฅกตะกอนค้ายกรคโนลีอะไคร็ลิคจะลดลงเหลีอประมากเ 50 เปอร็เชนต เม่ือ
เก็บไว้ท่ีอุกเหภูมิน้ีนาน 1 ข้าโมง ในฃทเะท่ีโบรมิเลนช้ิงมีความบริสืทธ่ึสูงกว่าจะมีแอคติวิติ
ลดลงไป 50 เปอร็เชนต เม่ือ เก็บไว้ที่สภาวะเดียวกันนี้,นานครึ่งชั่วโมงเท่านี้น เช่นเดียว 
กันท่ีอุกเหภูมิ 70 องศาเชลเชียล เอนไชมื่จากทั้ง 2 แหล่งสูญเลียแอคติวิตีไปเกีอบหมดเม่ือ 
เก็บไว้ท่ีอุกเหภูมิน้ีนาน 1 ข้าโมง(มีแอดติวิตีของโบรมิเลน เหลีอเนียง 5 เปอร็เชนต่ และ 
10 เปอรึ่เชนต์ ล่าหรับโบรมิเลนท่ีมีความบรีลุทรึ่สูงกับโบรมิเลนที่ตกตะกอนค้ายกรดโนลีอะ 
ไคร็ลิคตามล่าดับ)

3 .7 .5  ผลกระ,ทบชองความเข้มข้นชองลับลเต?ทเคชีนต่อแอคติวิตีของโบรมิเลน 
เมื่อวัดแอคติวิตีฃองโบรมีเลน ท่ีอุกเหภูมิ 37 องศาเชลเชียลตามวิธี 

ข้อ 2 .4 .1  โดยแปรเปลี่ยนความเข้มข้นของเคชีน ตงแต่ 2 . 17X 10~7 กึง 133X10-7 
โมลาร็ นบว่าความลัมนันธระหว่างส่วนกลับของความเข้มข้นของเคชีนต่อส่วนกลับซอง
แอคติวิตีโบรมิเลนจากส่วนน้ําคนของค้นลับปะรด (เตรียมตามวิธีข้อ 2 .7 )  จากผง
โบรมิเลนที่เตรียมโดยวิธีตกตะกอนด้วยอะชีโตน (วิธีทดลองข้อ 2 .8 )  จากผงโบรมิเลน 
ที่เตรียมโดยวิธีตกตะกอนค้ายกรดโพลีอะไคร็ลีค (วิธีทดลองข้อ 2*9) และผงโบรมิเลน 
ท่ีมีความบรีลุฑธ่ีสูง (การทดลองข้อ 3 .5 .4 )  โดย Lineweaver-Burk plot, มิลักษกเะ 
ดังรูปท่ี 31, 32 , 33 และ 34 ตามล่าดับ เม่ือค่านวทเค่า Km ชองโบรมิเลนจะ
ไค้ค่า Km ที่ไค้จากแหล่งต่าง ๆ ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยล่าคัญดีอมีค่า 2.0X10- 5 ,
1•67x10~B, 1.43x10-B และ 1.11x10-* โมลาร็ ล่าหรับโบรมิเลนจากน้ําคน
ค้นลับปะรด ผงโบรมิเลนเตรียมด้วยอะชีโตน ผงโบรมิเลนเตรียมด้วยกรดโนลี
อะไคร็ลิค และผงโบรมิ เลนท่ีมีความบรีลุฑธสูงตามลำดับ
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รูปที 31 L in e w e a v e r  -  BurK P l o t  ข อ ง เอ น ไซ ม ์โบ ร ม ิเล น จ า ก น ้า ค ้น  
ของต ันส ับ ป ะรด  (เด ร ีย ม ต า ม ว ิธ ีข ้อ  2 . 7 )  ก ับ ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ ง  
ส ับ ส เต รท เค ธ ีน  ว ัด แอค ต ิว ิต ีต าม ว ิธ ีข ้อ  2 .^ .1  ท ีอ ุพหภูม ิ 37 อ งศ า  
เซ ล เธ ีย ส  โด ย ใ ซ ้เค ธ ีน ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่า ง  ๆ ก ันตงแต ่ 2 . ๆ7 Xา 0 “ 7 
ถ ง า 3 3 * 1 0 - 7  โม ล า ร
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ใ / [ ร ]  (X 1 0 5 ) ( f i ) " 1

ร ูปหี 3 2  L in e w e a v e r -B u rK  P l o t  ข อ ง โบ รม ิเล น ท ีเต ร ีย ม โด ย ก า ร  
ตกตะกอนด้วยอะซ ีโตน (ว ิธ ีข ้อ  2 .8 )  ก ับความเข ้มข ้นของ 
ล บ ส เฅรท เค ซ ีน  ว ัดแอคต ิว ิต ีของโบรม ิเลน  ตามวิธ ีข ้อ 2 .4 .1  
ทีอุพหภูมิ 37 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  โด ย ใข ้เค ซ ีน ค วาม เข ้ม ข ้น ต ่าง  ๆ 
ก ันฅ ํ้งแต ่ 2 .1 7 *1 0 ~ 7 ถ ึง ๆ33 *10~ 7 โม ล าร
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ใ / [ ร ]  ( x i o 6 ) ( M ) " 1

รุ.̂  33  L in e w e v e r - B u r x  P l o t  ข อ ง โบ ร ม ิเล น ท ีเต ร ีย ม โค ย ก า ร ต ก  
ต ะ ก อ น ค ว ย ก รด โพ ล อ ะ ไค รล ค  (ว ธ ข ้อ  2 . 9 )  ก ับ ค วาม เข ้ม ข ้น  
ส ับ ส เต รท เค ซ ี'น  ว ัด แ อ ด ต ิว ิฅ ีข อ งโบ รม ิเล น  ต าม ว ิธ ีข ้อ  2 .4 .1  
ทอุณหภูมิ 37  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  โด ย ใ ช ้เค ซ ีน ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่าง ๆ 
ก ัน ต ังแต ่ 2 .  ๆ7 x 'ใ 0 “ 7 ถ ึง  า 3 3 x 10~^ โม ล า ร
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ใ / [ ร ]  ( x io 5 ) ( M ) "1

ร ูปที 3^ L in e w e a v e r - B u r x  P l o t  ข อ งโบ รม ิเล น ท ีม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิส ูง
(ก า รท ด ล อ งข ้อ  3 . 5 . ^ )  ก ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ับ ส เด รท เด ซ ี,น 
ว ัด แ อ ค ต ิว ิฅ ีข อ งโบ รม ิเล น ต า ม ว ิธ ีข ้อ  2 .1 t .  1 ทีอุพหภูม ิ 37 
อ งศ า  เซล  เช ียส  โด ย ใข ้เค ช ีน ด ว า ม เข ้ม ข ้น แ ต ก ต ,างก ัน ต งแต ่ 
2 .1 7 x 1 ๐- 7  ถ ึง  า 3 3 *1 0 ~ 7 โ ม ล า ร ์
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3.8 การตีกบาสภาวะท่ี เหมาะสมในการตรึงใบรมีเลนด้วยคารู่,'บอกชีเมทธิส เซลลูโลส 
(C M -c e llu lo s e )

เม่ือท้าการทดลองตรึงเอนไซม์ในสารละลายผงโบรมีเลนท่ีได้จากการตกตะกอน 
ด้วยกรดโพลีอะไคร์ลีค <วิธีซ้อ 2-9) บนคารู่พเชีเมฑธิลเซลลูโลส โดยแปรผันความ
เข้มข้นซองโปรตีน (3-24 มิลลีกรัม) ตามวิธีข้อ 2.10.2 แล้ววัดแอคติวิตีชองโบรมิเลน 
ท,งในส่วน'ซอง,โบรมิเลนตรึง และท่ีอยู่ในส่วนน้ําใส (วิธีข้อ 2.4.1)

ผลการทดลอง (รูปท่ี 35) จะ เห็นได้ว่าเม่ือแปรค่าปริมาทเของโปรตีนของสาร 
ละลายท่ีจับกับคาร์บอกซีเมฑธีลเซลลูโลสปริมาทเคงท่ี 1 กรัม (น้ําหนักเปียก) (ปริมาตร 1 
มิลลีสตร) ให้อยู่ในช่วงตงแต่ 3-24 มิลลีกรัม โบรมีเลนตรึงที่ได้จะจับเอาโบรมีเลนไว้ 
ได้สูงสุดเม่ือปริมาทเโปรตีนในสารละลายโบรมิเลนมีค่าอยู่ในช่วงประมาทเ 3-6 มีลลิกรัม 
หลังจากน้ันความสามารถในการจับโบรมีเลนจะมีค่าลดลงเม่ือเพ่ีมปริมาทเโปรตีน ในขทเะ 
เตียวกันถ้าพจารพาแอคติวิตีฃองโบรมี เลนท่ี เหลีอ'ในส่วนนาใสหลังการตรีงโบรมี เลนในแต่ 
ละความเข้มข้นซองโปรตีน จะ เห็นได้ว่า เม่ือไข้ปริมาทเโปรตีนในสา รละลายมากเนไป
กว่า 6 มีลลีกรัมแล้ว ความสามารถในการจับโบรมีเลนของคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลส
จะลดลงจริง ๆ

3.8.2 ผลกระทบของเวลาในกา?ตรึงใบรมีเลนกับคารบรกซีเมทธิลเซลลูโลส
เมื่อตรึงเอนไซม์โบรมีเลนในสารละลายซองผงโบรมิเสน ( เตรียม

ตามวิธีข้อ 2.9) กับคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลส ตามวิธีข้อ 2-10.2 ท่ี 4 องคาเซลเซียส 
โดยแปรค่าของเวลาในการตรึง ( 1 0 - 6 0  นาที) แล้วตรวจสอบแอคติวิตีฃองโบรมีเลน 
ท่ีถูกตรึงเข้ากับคาร็บอกซี เมทธิลเซลลูโลส (วิธีข้อ 2 .4 .1 ) พบว่าการเพ่ีมเวลาจาก
10 เห็น 60 นาทีไม่มีผลกระทบต่อแอคติวิตีฃองเอนไซม์โบรมีเลนในส่วนของโบรมิเลนตรึง 
เลย ในซพะเดยวกันเม่ือตรวจสอบแอคติวิตีของโบรมีเลนส่วนท่ีเหลีอในน้ําใสหลังการ
ตรึง จะนบว่าปริมาทแเอคติวิตีของโบรมีเลนทงหมดจะลตต่ําลงบางเล็กนอย เม่ือเพ่ีม
เวลาในการตรึงให้นานขน (รูปท่ี 36) แสดงให้เห็นว่าการจับกันระหว่างเอนไซม์กันดาร 
บอกชีเมฑธิลเซลลูโลสเกิดเนได้อย่างราดเร็วมาก (ตากว่า 10 นาที)

3.8.3 ผลกระทบของความเข้มข้นของ'น vl เต่อ?ต่อการตรึงโบรมีเลนบน
คาร์บอกชีเมฑธิลเซลลโลส
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o ----- - O  โบรมิเลนตรึง

รูปที 35 อิทธิพลของปริมาณโปรตีนในสารละลายผงโบรมิ เลนทีเหมาะสม 
ต่อการจับกับคาริบอกซีเมทธิลเซลลูโลส เมือตรึงโบรมิ เลนทีมี 
ความเข้มข้นของโปรตีนต่าง ๆ กันบนคาริบอกซีเมทธิล เซลลโลส
( วิธีข้อ 2 .1 0 .2  ) แล้ววัดแอคติวิฅีของโบรมิเลนทั้งในส่วน 
ของ'โบรมิเลนตรึง และทีอยู่ในส่วนน้าใสหลังการตรึงโบรมิเลน 
ในแต่ละความเข้มข้นของโปรตีน
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รูปท่ี 36 ผลกระทบของเวลาในการตรึงโบรมิเลนกับคารบอกทีเมทธิล
เซลลูโลสที่ h  องสาเซลเทียส ตามวิธีข้อ 2 .1 0 .2  เมือครบ 
เ วลาติดตามวัดแอคติวิฅีของโบรมิ เลนทั้งในส่วนของโบรมิ เลน 
ตรึงและที่อยู่ในส่วน'นาใสหลังการตรึงโบรมิเลน เป็นเ วลานาน 
ต่าง ๆ กัน
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เม่ือทำการตรึงโบรมีเลนกับดารบอกชีเมทธิลเซลลูโลสในโซเคียม 
อะชีเตตบฟ่เฟ่อร์ พีเอ'ช 5.0 ความเข้มขนต้ังแต่ 0-0.5 โมลารท่ีอุกเหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ตามวิธีข้อ 2.10.2 แล้ววัคแอดติวิตีของโบรมิเลนท้ํงในส่วนของโบรมิเลนตรึงและส่วน
น้ําใลท่ีเหลือหลังการตรึง

ผลการทดลอง (รูปท่ี 37) นบ'ว่าความเข้ม,ข้น'ซอง,โซเคียมอะชีเตต 
มีอิทธิพลต่อการจับของโบรมิเลนกับคารบอกซีเมทธีลเชลลูโลสโดยตรง การจับของ
โบรมิเลนกับดารบอกชีเมทธิล เซลลูโลสเกิดได้คีท่ีสุดในสภาวะท่ีมีสารละลายโซเคียมอะซีเตต 
บัฟ่เฟ่อร ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ณ พีเอช 5.0 พบแอคติวิคีฃองโบรมิเลนตรึงสงถึง 
94 เปอรเชนต แต่ถ้าเน่ีมความเข้ม'ข้น'ซองอะซีเตตบัฟ่เฟ่อรช้ืน'ไปความสามารถ'ในการ
ตรึงโบรมิเลนบนคารบอกซี เมฑธิลเซลลูโลสจะลดลง (นบแอคติวิตีของโบรมิเลนตรึงเนียง 
62 เปอร์เซนต์เม่ือตรึงในอะชีเตตบัฟ่เฟ่อร ความเข้มข้น 0.5 โมลาร) และเมื่อวิเคราะห์ 
แอคติวิติฃองโบรมิเลนท่ีเหลือในส่วนน้ําใสหลังการตรึงก็จะนบแอคติวิตีของโบรมิเลนเน่ีมสูง 
ข้ันเม่ือเน่็มความเข้มข้นของอะชีเตต บัฟ่เฟ่อร พีเอช 5.0 เช่นกัน

3.8.4 ผลชองพีเอชต่อกา?พรึงชองโบ?มีเลนกับดารบอกชีเมทธิลเชลลูโลล
ทำการตรึงโบรมิเลนเข้ากับตาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสในสภาวะท่ีมีความ 

เข้ม'ข้น'ของบัฟ่เฟ่อร คิอ โซเดียมอะซีเตตบัฟ่เฟ่อรคงท่ี 0.05 โมลาร์ แต่แปรผันค่าพีเอช 
ของสารละลาย 3 ค่าค็อ 3-8, 4.8 และ 5.3 และในขณะ เดียวกันได้ทดลองตรึง
โบ-รมิเลน'ใน 0.05 โมลารฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร ท่ีค่าพีเอ'ชต่างกัน 2 ค่าคอ 6.9 และ 7.2 
ท่ีอุทเหภูมิ 4 องคาเซลเซียสเช่นเคียวกัน (วิธีข้อ 2.10.2) แล้วติดตามวัดแอคติวิดของ
โบรมิเลนในส่วนของเอนไซม์ท่ีถูกตรึง และส่วนท่ีเหลือในสารละลาย

ผลการทดลองในรูปท่ี 38 แลคงให้เห็นว่าการแปรผันค่าพีเอชท่ีใข้ใน 
การตรึงโบรมิเลนในช่างระหว่าง 3 .5-7.0 ไม่น่าจะมีผลต่อการจับของโบรมิเลนกับคาร 
บอกชีเมทธิลเซลลูโลสมากนัก (แอคติวิติคงเหลือประมาโ)เ 75 เป'อรเชนต่) ส่าหรับสาร
สะลายฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร 0.05 โมสาร พีเอช 6.9 กับ 7.2 จะคงนบแอดติวิตีไนโบรมิเลน 
ตรึงประมาณ 68 เปอรเชนต่ ซ่ึงอาจเห็นได้ว่าการจับของโบรมิเลนกับคารบอกซีเมฑธิล
เซลลูโลส'ในสารละลายอะชีเตตท่ีนีเอ'ชตา  ๆ จะดีกว่า เม่ือใช้'ฟ่อลเฟ่?ฌัฟ่เฟ่อรนีเอชสูงข้ัน 
เช่นเคียวกันเม่ือติดตามวัดแอคติวิตีฃองใบรมิเลนไนส่วนน้ําใลท่ีเหลือ จะพบได้ว่าโบรมิเลน
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o -------o  โบรมิเลนตรึง
• -------•  ส่วนนำใส

รบหี37 ผลกระทบของความเข้มข้นบัฟเฟอร์ต่อการจับของ'โบรมิ!,ลน่
บนคารบอกรเมทธิลเซลลูโลส เมอตรึงโบรมิเลนใน 
สภาวะทีมีโซเดียมอะปึเตฅบ้พีเฟอรึ' พีเอซ 5 .0  
ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามวิธีข้อ 2 .1 0 .2  แล้ววัด 
แอคติวิตีของโบรมิเลนทั้งในส่วนโบรมิเลนตรึงและ 
ในส่วนนาใสหลังการตรึง .



82

•ร■ระ.

1 0 0 -

8 0 -

oO
60-X

5 ระ
~  a  เท >

7ระ 4๐ ~O'C' <rr°(T&:
ร ิ: ระ
ค ิ ฅ ิ

2 0 -

0 y /

รูปที 38

----  โบรมิเลนตรง
ส่วนน้ําใส

0  อ ะ ซ ีเฅ ฒ ัฟ เฟ อ ร ์ 
•  ฟอสเฟ ตบ ัฟ เฟ อร ์

— I-----------° T --------------1----------------1---------------1----------------โ
3 4 5 6 7 8

พีเอข
ผลกระทบของพีเอซต่อการจับของโบรมิ เลนกับคารบอกดู่ 
เบทธิลเซลลูโลส เมือตรึงโบรมิ เลนในสภาวะทีมีความ 
เข้มข้นของบัฟเฟอร์คงที (0 .0 5  โมลาร์) แต่แปรผันค่า 
พีเอซในสารละลายตามวิธีข้อ 2 .1 0 .2  หลังจากน้นวัด 
แอคติวิฅีของโบรมิ เลนในส่วนโบรมิ เลนตรึง และในส่วน 
นํ้าใสหลังการตรึง .
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ท่ีไม่จับกับคารบอกชีเมฑธิลเซลลูโลสจะเน่ืมสูงช้ินเม่ือเน่ีมนีเอซของสารละลายบัฟ่๗ อรเซ่นกัน

3.9 การสิกบาอิทธีผลของกลูตารัลดีไช/พ่อแอดติวิฅีชองโบรมิเลน พ?งคารบรก%เมทธิล 
เซลลูโลส

เม่ือนำโบรมเลนตริง (เตรียมตามวิธีข้อ 2 . 1 0 . 2 ) 1  กรัม มาฑาปฏิกิรียากับ 
กลูตารั ลคีไอ/ 10 มิลลิลิตรท่ีมิความเข้มข้นแตกต่างกัน <0.005-0.08 โมลาร์) โดยนำ 
ไปเขย่า เบา  ๆ ด้วยเคร๋ืองเขย่าอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง หลังจาก

น้ันล้างกลูตารัลติไช/ออก แล้ววัคแอคติวิตีของโบรมิเลนในโบรมิเลนตริงเทียบกับค่าท่ี

วัดได้เม่ือใข้โบรมิเลนอิสระฑ็าปฏิกีริยากับกลูตารัลคีไช/ในสภาวะเคียวกัน

ผลการ,ทคลอง (รูปท่ี 39) แสดงให้เห็นว่ากลูตารัลติไช/สามารถยับย้ังแอคติวิตื 
ของโบรมิเลนได้เม่ือความเข้มข้นสูงช้ิน อย่างไรก็ตามกสูตารัลคีไช/จะสามารถยับย้ัง

แอดติวิตีของโบรมิเลนอิสระได้สูงกว่าโบรมิเลนตริงอย่างเห็นได้ข้คท่ีทุกความเข้มข้นของ 
กลูตารัลคีไช/ท่ีใข้ ท่ีความเข้มข้นกลูตารัลดีไช/ 0 . 0 1  โมสารจะยับย้ังแอคติวิตีฃอง

โบรมิ เลนอิสระได้สูงถิง เก๊อบ 60 เปอรเชน/ โนขณะท่ีโบรมิเลนตริงด้วยดารบอกซี

เมฑธีลเซลลูโลสจะถูกยับย้ังไปประมาณ 1 0  เปอรเซ,น/เท่าน้ัน แต่ทีความเข้มข้นของ

กลูตารัลคีไอ/สูงช้ินจะสามารถยับย้ังแอดติวิตีของย้ังโบรมิเลนตริงและโบรมิเลนอิสระได้ 
ใกล้เคียงกันมากช้ิน

3.10 การสิกษาอิทธิผลของกลูฅารัฟิติไช/แสะเชกซาเมทธีลลินไดอะมินต่อแรคติวิติซอง 
โบ?มิเลนตริงดา?บอกชีเมทธีลเซลลูโลส

เม่ือให้โบรมิเลนตริง'ทาปฏิก๊รียากับกลูตารัลคีไช/ 0.01 โมลา? พ่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส นาน 2  ช่ัวโมง หลังจากล้างกลูตารัสติไช/ยยกแล้ว นำไป'ทาปฏิกิริยา

กับเชกซาเมทธีลลีนไดอะมินความเข้มข้นต่าง 9 (0 -0 .1  โมลาร) ท่ีอุณหภูมิ 15 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที แล้วล้างเชกชาเมทธีลลีนไคอะมินออก โบรมิเลนตริง

คาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีได้นำไปวัคแอดติวิต๊ของโบรมิเลน โคยวิธีข้อ 2 .4 .1
ผลการทดสอง (รูปท่ี 40) แสตงให้เห็นว่าเม่ือใข้กัสูตารัสติไช/ 0.01 โมสาร
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A โบรมิเลนอิสระ

กลูฅารัลดีไฮด (โมลาร)

รูปที39 เปรียบเทียบผลกระทบของความเข้มข้นกลูตารัลคไฮด์ต่อแอดติวิตี
ของโบรมิเลนอิสระ และโบรมิเลนตรีงคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส 
โดยแปรผันความเข้มข้นกลูฅารัลดีไอด (0 .0 0 5 -  0 .0 8  โมลาร)' 
แล้วให้ทาปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮด ทีอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียส 
นาน 2 ซาโมง ติดตามวัดแอดติวิตีของโบรมิเลน ตามวิธีข้อ
2 .4 .1
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I
รปที /tQ- ผลกระทบรวมของกลูตารัลดีไฮด 0.01 โมลาร กับความ 

เข้มข้นของเฮกซาเมทธิลลีนไดอะมีนต่อแอคติวิตีของโบร­
มเลนฅรืงคารบอกสิ เมทธิล เซลลูโลส เมือให้โบรมิ เลนตรึง 
คารบอกสิเมทธิลเซลลูโลสทเสริมด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 0.01  
โมลาร (วิธีข้อ 2 .1 0 .3 )  ทาปฏิกิริยากับเฮกซาเมทธิลลีน
ไดอะมีนที า5 องศาเซลเสิยส นาน 30 นาที แล้ววัดแอค 
ติวิฅีของโบรมิเลน ตามวิธีข้อ Z . U . 1
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และเป็กชาเมฑธิลสินไดอะมีน ( 0 - 0 . 1  โมลาร) จะมีผลในการยับย้ังแอคตีวิตีของโบรมิเลน 
ในโบรมีเ.ลนต?งดารบอกรีเม,ทริลเซลลูโลส๓ อบลมบูรพ ดีอโบฬนลนตรึงจะสูญเสีย

แอคติวิตีของโบรมิเลนไปถีง 85 เปอรเชนต่เม่ือใช้เอกชาเมทธิลลีนไคอะมีนความ เข้มข้น

0.01 โมลาร และจะลดแอดติวิตีลงเหลิอเนียง 5 เปอรเชนตเม่ือเน่็มความเข้มข้นของ 
เอกซาเมทธิ'ลสินไดอะมีนเม่ืน 0 . 1  โมลาร

3.11 การดีกพาดวามเสถียรทางกายภานของโบ?มิเลนตรึงคา?บอกรีเมทธิสเซลลูโลส

เม่ือนำโบรมิเสนตรึงดาร์บอกรีเมทธิลเซลลูโลส (วิธีข้อ 2 - 1 0 . 2 ) มาเขย่า 
ในเคร่ืองเขย่าช่็งควบคุมอพหภูมิไว้ท่ีอุทเหภูมิ 4 แสะ 25 องคาเซลเรียล (ความเร็ว

1 0 0  รอบต่อนาที) หลังจากน้ันวัดแอดตีวิตีของโบรมิเลนตรึงท่ีช่วงเวลาต่าง  ๆ กันนาน

120 นาที ผลการทดสอง (รูปท่ี 41) นบว่าโบรมิ เลนตรึง๓ อบไม่มีการสูญเสียแอดติวิตี 
เม่ือเขย่าท่ีสภาวะท่ีกำหนดให้น้ีนาน 120 นาที ฑ้ังท่ีอุทเหภูมิ 4 และ 25 องคาเซลเซียส 

ผลการทดลองในรูปท่ี 42 แสดงให้เห็นอย่างข้ดเจนว่าแต่ถ้าหากเนมเวลาของ 
การเขย่าไปเม่ืน 65 วันท่ีอุถเหภูมิ 25 องคาเซลเซียส โบร'มิเลนฅรึงดารรอกรีเมทธิ'ล

เซลลูโลสจะมีการสูญเสียของแอดตีวิตีซองโนรมีเลนส่วนหน้ีงไป จะเหลอแอดตีวิตีเนียง

ประมา!น 50 เปอร่ืเชนต์เม่ือเขย่านานประมาทเ 24 วัน และแอคติวิตีฃองโบรมิเลนตรึง

น้ีจะลดลงค่อนข้างสมรเสมอจนเหลออยู่ประมาทเ 26 เปอร์เซนต์ เม่ือเขย่าโบรมีเสนตรึง 
ดารบอกรี เมทธิล เซลลูโลสนาน 65 วัน เม่ืนท่ีน่าลังเกตว่าโบรมิ เสนตรึงชนิดท่ี เลรึมด้วย

กลูดารัลค๊ไรดเม่ือห้าการทดลองในสภาวะเคียวกันจะมีการสูญเสียแอดติวิตีของเอนไชม่ืใน 
ช่วงแรกอย่างรวดเร็วจนเหลีอแอคติวิตีประมาทเ 50 เปอร็เชนตเม่ือเขย่านานเนียง 5 วัน 
แล้วจังมีค่าค่อนข้างคงท่ี หลังจากน้ันแอคติวิต็จังเร่ืมลคลงอีกในรูปแบบท่ีคล้ายกันกับ

โบรมิเสนตรึงด้วยดาร็นอกรีเมทธิล เซลลูโลสชนิดท่ีไม่ เสริมด้วยกลูตารัลดีไอด์

3.12 การดีกพา เปรียบ เทียบสมบัติชองโบร'มีเลนและใบ?มิเสนตรึงด้วยคาริ'บอกรีเมทธิล-- 
เซลลูโลส

3.12.1 ผลกระทบของนีเอชต่อการห้างานของโบรมีเลนและโบรมีเสนตรึง 
เม่ือดีกพาความล้มนันร่ืระหว่างนีเอชกับแอคติวิตีซองโบรมิเสนอีสระ
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h  องศาเซลเซียส

รูปที. น]  เปรียบเทียบความเสถียรทางกายภาพของโบรมิเลนตรึงคารีบอกซี- 
เมทธิลเซลลูโลสทีอุณหภูมิแตกต่างกัน เมือนามาเขย่าด้วยความเร็ว 
100 รอบต่อนาที ทีอุณหภูมิ h  และ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
120 นาทีติดต่อกัน ติดตามวัดแอดติวิฅีของโบรมิเลนทีช่วงเวลา 
ต่าง ๆ กัน
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๐  ไม่เสริม

รปที 14 2 เปรียบเทียบความเสถียรทางกายภาพของโบรมิ เลนตรีงคารีบอกซี- 
เมทธิลเซลลูโลสชนิดเสริม และไม่เสริมด้วย 0.01 โมลาร ี 
กลูฅารัลดีไฮด์ เมอนามาเขย่าด้วยดวามเร็ว 100 รอบต่อนาที 
ทีอุณหภูมิคงที 25 องศาเซลเซียส แล้วติดตามวัดแอคติวิตีของ 
โบรมิ เลนเป็นระยะ ๆ นาน 65 วัน
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โบ?มิเลนตรัง และโบ?มิ เลนตรังเสริมด้วยกลูตารัลดีไอค ผลการทดลอง (รูปที่ 43)

นบ'ว่าตั้งโบรมิ เลนอิสระ โบร'มิIลนตรัง และโบ?มิ เลนตรังที่เสริมด้วยกลูตา?สดีไฮค์

0 .01  โมลาร์ สามารถ เร่งปฏิกิริยากา?ไอโค?ไลชั่เครันได้คีที่ค่านีเอชใกล้เคียงกันคึอ

ที่ค่านเอชที่ เหมาะสมต่อการทำงานของ เอนไซม์ป?ะมา» 9 .6  และที่นีเอชสูงกว่านี้เนียง

เล็กน้อยแอคติวิตีของเอนไซม์จะลดลงอย่าง?วคเร็ว ในฃผะที่ค่านีเอชในด้านที่ตํ่ากว่านี้

จะมีผลกระทบต่อการทำงานของเอนไซม์โบรมิ เลนน้อยกว่า

3 .1 2 .2  ผลกระทบของ'อุผหภูมิต่อความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา 

ของใบ?มิเลน และโบร'มิเลนพรัง

เมื่อดีกษาความล้มผันธระหว่างแอคติวิตีของโบรมิเลน 

กับโบรมิเลนตรังคา?บอกชีเมทธิลเซลลูโลสตั้งชนิดที่เสริมและไม่เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮด 

กับอผหภูมิของการ เกิดปฏิกิริยา ผลการทดลองรูปที่ 44 แสดงให้เห็นว่าตั้งโบ?มิเสน

ตรังชนิดที่เสริมและไม่เสริมด้วยกลูตๆรัลดีไอด้, สามารถเร่งปฏิกิร ิยาการไฮโดรไลซ

เฅรันได้ดีที่อุผหภูมิใกล้เคียงกัน และมิอุผหภูมิที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาตากว่า

โบรมีเลนอิสระอย่างชัดเจน คีอมีค่าอุผหภูมิ'ท่ีเหมาะสมประมาผ 45 องศาเซลเซียส

ในขผะที่โบรมิ เลนอิสระมีอุผหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาสูงประมาผ 65 องศาเซลเรัยส

3 .1 2 .3  ผลกระทบของนีเอชต่อความเสถียรของโบรมิเลนแสะ 

โบรม ิเลนตรังคารพ!ช ีเมทธิลเซลลูโลส

เมื่ออินคิวเบตเอนไซม์โบ?มิเลน และโบ?มิเลนตรัง

คา?บอกรัแมฑธิลเซลลูโลสชน ิดที่เสริมและไม่เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮคในสารละลายบฟ่เฟ่อร ็

ที่มีนีเอชต่าง  ๆ ตั้งแต่ 3 . 5 -9 .6 ท่ีอุผหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เห็นเวลา 24 ชั่วโมง 

แล้วน้ามาวัดแอคติวิติฃองโบรมิเลน ตามวิธีขอ 2.4 .1  ผลการทดลองในรูปที่ 45 จะ

เห็นได้ว่าเอนไซม์โบรมิเลนตั้ง 3 ชนิดจะมิความเสถียรได้คิในช่วงนีเอชที่เห็นกรด โดย

โบรมิเลนตรังมีดวามเสถียรในช่วงของนีเอชแคบกว่าโบรมิเลนอิลระ และโบรมิเลนตรังที่ 

เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮด้ โบรมีเลนอิสระจะมิความเสถียรต่อนีเ&ซในช่วงกวางมากที่สดค๊อ 

อยู่ในช่วงนีเอช 4-7 ในฃผะที่โบรมิเลนตรังเสริมกลูตารัลดีไอค์มิความเสถียรระหว่าง

ค่านีเอชประมาผ 4 -6  และโบรมิเสนตรังที่ไม่ได้เสริมจะมิฅ่าศวามเสถียรที่นีเอชประมาผ

5 เท่าน้ัน



เปรียบเทีฒผลกระทบของพีเอซต่อแอคติวิตีของเอนไขมโบรมิเลน วัดแอคติวิตีตามวิธีทดลองข้อ
2.4.1 ที 37 องศาเซลเซียส เมือใช้โบรมิเลนอิสระ (ร ูปท 4ี3 ก) โบรมิเลนตรง (รูปท่ี 
43 ข) และโบรมิเลนตรงเสริมกลูตารัลดีไอ'ด (รูปท ี43, ด) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 0.05 
โม ลาร ์พ ีเอข  ต่าง ๆ ดือ พีเอข 6 .0 - 8 .0  (ฟอสเฟตบัฟเฟอร์) พีเอข 8 .0 -1 1 .5  
(ไกลซีนบัฟเพอร์)



รูปที A3 ก .

(โบรมิเลนอิสระ)
o  ฟอสเฟตบัฟเฟอริ,

W / T iH0 6
T
8 10 12 6

รูปที A3 ข . รูปที A3 ค.

(โบรมิเลนตรึง) (โบรมิเลนตรึงเสริมกลูตารัลดีไฮด)
A ไกลซีนบัฟเฟอร

8 10 12 6 8 10 12 O
พีเอช
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A โบรมิเลนอิสระ 
๐ โบรมิเลนตรึง
□  โบรมิเลนตรึงเสริมกลตารัลดีไฮด

รูปท่ี 44. เปรีฒ เทียบผลกระทบของอุณหภูมิต่อแอคติวิฅีของ เอนไซม
โบรมิเลน และโบรมิเลนตรึงคารบอกทีเมทธิลเซลลูโลส 
ขนิดเสริมและ'ไม่เสริมกลูตารัลดี'ไอด เมือวัดแอคฅวิตีซอง 
โบรมิเลนทีพีเอช 7 .0  ...



รูปที 45 เปรียบเทียบผลของพีเอขต่อความเสถียรของโบรมิเลน เมือ'ใช้โบรมิเลนอิสระ (รูปที 4$ ก)
โบรมิเลนตรีงคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลส .(รูปที 45 ข) และโบรมิเลนตรีงเสริมกลูตารัลดีไฮด 
(รูปที 45 ค) แช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0 .0 5  โมลาร ซนิดต่าง ๆ คือ อะชีเตต- 
บฟเฟอริ (พีเอข 3 .5 - 6 .0 )  ฟอสเฟตบัฟเฟอริ (พีเอข 6 .0 - 8 .0 )  และไกลซีนบัฟเฟอร์ (พีเอซ 
8 .0 - 9 .5 )  ทีอุณหภูมิ น องคาเช ียลเช ียส นาน z b  ขัวโมง แล้ววัดแอคติวิตีของโบรมิเลน



๐□  อะซีเตตบัฟเฟอร์

100-

รูปที 45 ก 

(โบรมิเลนอิสระ)

80

a

7รฺ§ 40(TC’(T ร :ร:ฅ ิ
20 -

0 t f - T
3

I โ
5 7

า โ
9 11

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์

รูปที' 45 ข 

(โบรมิเลนตรึง)

t f -ๆ ------ 1------ 1------- r
3 5 7 9
พีเอซ

A  ไกลซีนบัฟเฟอร์ 

รูปที 45 ค

(โบรมิเลนตรึงเสริมกลูตารัลดีไฮด)
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T
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3 .1 2 .4  เปรียบเทียบผลกร}ทบชองอุณหภูมิต่อความเสถียรชองโบรมิเสน 

แล}โบรมิเลนตรังคาร็บอกซีเมทธลเซลลูโ ลส

เมื่อวัดแอดติวิตีชองโบรมิเสนในรูปโบรมิเลนอิสร}:

แส}โบรมิเลนตริงศาร็บอกชีเมทธีลเซลลูโลสชนิดที่เสริมแล}ไม่เสริมด้วยกสูตารัลดีไอด้ 

ห ล ัง จากอินฅิวเบตท่ีอุณหภูมิ 30, 37, 50 แล}: 70 องศาเซลเซียส เห็นเวลา 0 .5 ,

1 ,2  แล}; 4 ชั่วโมง (วิธีข้อ 2 -4 .1 )

ผลการทดลอง (รูปที่ 46) แสคงให้เห็นว่าในช่วงอุณหภูมิ 

ที่ไม่สูงมาทนัก (3 0 -5 0  องศาเซลเซียส) โบรมิเลนตริงท้งชนิดที่เสริมแล}:ไม่เสริมด้วย

กลูตารัสดีไอด้มิความเสถียรมากกว่าโบรมิเลนอิสร}อย่างเห็นได้ชัด (ที่ 30 องศาเซลเซียส 

โบรมิเลนตริงจ}ไม่มิการสูแ!เสียแอคตีวิตีเลย ในขณ}ที่โบรมิ เลนอิสร}เสียแอคติวิตีไป

กว่า 40 เปอรเชนต) แต่ล้าเน่็มอุณหภูมิให้สูงมากช้ิน (70  องศาเซลเชียส) แล้วจ}:

ไม่สามารกจำแนกความเสถียรชองโบรมิเลนตริงแล}อิสร}ได้ชัดเจนนัก เนรา}โบรม ิเลน  

ท้ัง 3 ชนิดจ}สูแ]เสียแอคตีวิตีไปอย่างรวดเร็วจนไม่สามารถแยกความแตกต่างได้ นอก

จากนี้ผลการทดลองในรูปที่ 46 ช. ยังมิแนวโน้มที่แสดงให้เห็นว่าที่อุณหภูมิไม่สูงมากนักฅึยที่ 

37 องศาเซลเซียสนี้น โบรมิเลนตริงที่เสริมด้วยกลูตารัลดีไอด้จ}มิความเสถียรสูงกว่า

โบรมิเลนตริงคาร็บ๊อกซีเมฑธีลเซลลูโลสชนิดที่ไม่ได้เสริม

3 .1 2 .5  การดีกษาผลของความ เข้มข้นลับสเตรทเคซีนต่อแอศตีวิตี 

ชองโบร'มิเลน แล}โบรมิเลนตริงคาร็บอกซีเมฑธีลเซลลูโลส

เมื่อวัดแอคตีวิตีชองโบรมิเลนอิสร} โบรมิเลนตริงคาร-

บอกซีเมทเสเซลลูโลสชนิดที่เสริมแล}ไม่ได้เสริมด ้า ย กลูตารัลดีไอด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ตามวิธีข้อ 2 .4 .1  โดยแปรเปลี่ยนความเข้มข้นของเคซีนตั้งแต่ 4 . 5 X 1 0 '7 

ถีง 1 3 3 x10 '7โมสาร นบว่าความลัมน้นด้ร}พวางส่วนกลับของความเข้มข้นของเคซีนต่อ

ส่วนกลับแอคติวิตีชองโบรมิเสนตรังโดย L in ew ea ve r-B u rk  P lo t  มิลักษณ}ดังรูปท่ี 47

ซึ่งเมื่อคำนวณค่าคงที่ทางจลนคาสตร็คอ Kjr1 ชองโบรมิ เสนอิสร} โบรมิเสนตริงคาร็บอกซี

เมทธีลเซลลูโลส แล}โบรมิเสนตริงที่เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮด้นบว่ามิค่าเห็น 1 . 4 3 x l0 's ,

7 . 4 1 x 1 0 " 7  แล} 9 . 5 2 X 1 0 ' 7  โ ม ล า ร ็ต า ม ล ำ ด ับ  แ ส ด ง ใ ห ้ เ ห ็น ว ่า ก า ร ต ร ิง เ  อ น ไ ซ ม ื ่

โ บ ร ม ิ เ ล น จ } : ม ิผ ล ใ ห ้ค ่า  K m ข อ ง ก า ร เ ร ่ง ป ฎ ็ก ิร ิย า ย ่อ ย ส ล า ย เ ค ซ ีน ส ค น ้อ ย ล ง ก ว ่า 1โ บ ร ม ิ เ ล น



เป ร ียบ เท ียบ ผลกระท บ ของอ ุณ ห ภ ูม ิต ่อความ เสถ ียรของเอน ไซม โบ รม ิเลน  เม ือ ใช ้โบ รม ิเล น อ ิส ระ  
โบ รม ิเล น ต ร ีงค า ร ีบ อ ก ช ีเม ท ธ ิล เซ ล ล ูโล ส  ซ'นิด,ท ีเสร ิม แล ะ 'ไม ่เสร ิม กส ูต 'าร ัลด ีไฮด  โด ย อ ิน ค ิว เบ ฅ  
ไว ้ใน ส ารล ะล าย ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ 0 .0 5  โม ล า ร ์ พ ีเอ ซ  7 .0  ทีอุณหภูมิ 30 อ ง ศ า เซ ล เช ีย ส  
(ร ูปท ี 46 ก ) 37 อ ง ศ า เซ ล เช ีย ส  (ร ูป ท ี่ 4 6  ข ) 50 อ ง ศ า เซ ล เช ีย ส  (ร ูป ท ี่ 4 6  ค ) และ 
70 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  (ร ูปท ี 4 6  ง )  เป ็น เว ล า  0 .5 ,  1 , 2 , และ b ช ั่ว 'โมง แล ้วว ัดแอคต ิว ิต ี 
ของ'โบรม ิเลน'ท ี 37 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส



A  โบ ร ม ิเล น อ ิส ร ะ  o  โบ ร ม ิเล น ต ร ึง  □  โ บ ร ม ิเล น ต ร ึง เส ร ิม ก ล ูต า ร ัล ด ีไ ฮ ด ์
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A  โบ รม ิเล น อ ิส ระ  
๐  โบ รม ิเล น ต ร ึง
0  โบ รม ิเล น ต ร ึง เส ร ิม ด ้วย ก ล ูต าร ัล ด ีไฮ ค

1 /  เคชีน M o 6 ) (โมลาร) “ 1

ร ูปที 47 L in ew e ave r-B u n<  P lo t  ข อ งโบ รม ิเล น อ ิส ระ  และโบ รม ิเลน  
ตรงค ารบ อ กซเม ท ธ ิล เซล ล ูโล ส ชน ิด ท ีเส ร ิม แล ะไม ่เส ร ิม ด ้วยกล ูฅ าร ัล  
ดี'โฮด ก ับ ความ เข ้มข ้นส ับ สเฅรท เคซ ีน  ว ัดแอคต ิว ิต ีตามวิธ ีทดลอง 
ข้อ 2 . น ..1 ทีอุผหภูมิ 37 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  โคย'ไข ้เคซ ี'นความ 
เข ้มข ้นแตกต ่างก ันต ํ้งแต1 น .5 *1 0 ~ 7 ถ ึง า3 3*1 0~ 7 โม ล า ร
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ขสวะอย่าง*รดI จน 20 แสะ 15 เท่า สำหรับ,โบรมเสนต?งแสะ,โบ'วมิเสนตรึงเสริม
กสูตารัสดีไฮด์ ตามสำดับ

3.13 กาวดีกบาสภาวะท่ีเหมาะสมชองกาวเก็บ?ทบาโบรมิเสน แสะโบ?มิเสนตวิง 
คาว'บอกซีเมทธิสเซลลูโลส

เม่ือนา เอนไซม์โบ?มิ เสนในรูปโบ?มิ เสนอิสวะ และโบ?มิเลนตวิงคาวบอกซี

เมทธิสเซลลูโลสท้ังชนิดท่ีเสริมแสะไม่เสริมกลูตารัสดีไฮด มาเก็บรักษาไว้ในลา?สะสาย

บัฟ่เฟ่อ? (0 .0 5  โมสา?) ต่างชนิดกันคีอฟ่อสเฟ่ตบัฟ่เ‘ฝ-อ? พีเอช 7 .0  และอะชีเตต 
บัฟ่เฟ่อ? นีเอช 5 .0  ท่ีอุ!!เหภูมิ 4, 25 แสะ 37 องคาเซลเซียส แล้วติดตาม-วัคแอคติวิตี 
ชองโบ?มิเสนท่ี เหสีอใน?ะยะเวลาต่าง  ๆ นาน 120 วัน ตามวิธีข้อ 2 .4 .1

ผลกา?ทดลอง (จากรูปท่ี 48) จะเห็นได้'ว่าสา?ละลายฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อ?

นีเอซ 7.0 ไม่เหมาะสมนักท่ีจะไข้'ในกา?เก็บรักษาโบ?มิเลนอิส?ะ แสะโบ?มิเลนตวิง

ท้ังสองชนิดท่ีเสริมและไม่เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮค ซ่ึงเห็นได้จากการลดลงชองแอคติวิตี

อย่างรวดเร็วตงแต่ช่วงแรกชองระยะการเก็บท้ังท่ีอุกเหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส 
และเม่ือ เก็บท่ีอุกเหภูมิสูงช้ิน (37 องศาเซลเซียส) โบรมิ เลนท้ัง 3 ชนิดจะมิกา?ลดแอคติวิต๊ 
สงอย่างรวดเร็วใกล้เคียงกันจนไม่สามา?กจำแนกความแตกต่างได้ อย่างไรก็ตาม

เม่ือเก็บโบ?มิเลนไว้ในสารละลายฟ่อสเฟ่ตบัฟ่๗อร์ท่ีอุกเหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โบ?มิเสน 
ท้ัง 3 รูปแบบจะมิความเสถียรมากกว่าเม่ือเก็บรักษาไว้ท่ีอุกเหภูมิ 25 แสะ 37 องศาเซลเซียส 
ตามสำดับ เห็นท่ีน่าล้งเกตว่าในสารละสายฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อ? (พีเยช 7 .0 ) ท่ีใช้น้ี

โบ?มิเลนในสภานอิสวะจะมิความเสถียรสูงสุดไม่ว่าท่ีอุกเหภูมิใดก็ตาม รองลงมาคี&โบ?มิเสน 
ต?งคาว■ บอกซีเมฑธีลเซลลูโลส แสะโบ?มิเลนท่ีมิความเสถียรตรท่ีสุดก็คีอโบ?มิเสนตวง

คาวบอก1ซี เมทเส เซลลูโลส,ท่ีเสริมด้วยกสูตารัลคีไฝ็ต

แต่เม่ือน่าโ บ ? มิเลนท้ัง 3 ชนิดน้ิมาเก็บรักษาไว้ในอะซีเตตบัฟ่เฟ่อ?' พีเอช 5.0  
ความเข้มข้น 0.05 โมสาร็ ท่ีอุกเหภูมิ 4, 25 แสะ 37 องศาเซลเซียสเช่นเดียวกัน

ผลการทดลอง (รูปท่ี 49) แสดงให้เห็นว่าสารสะลายอะซีเตตบัฟ่เฟ่อร็เหมาะสมท่ีจะใช้เก็บ 
โบรมิเลนตรงมากกว่าสารละลายฟ่อสเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร์ ซ่ึงแสดงให้เห็นได้จากค่าแอคติวิติ

ของโ บ ? มิเสนท้ัง 3 ชนิดท่ีเหลึอหลังทำการทดลองท่ีสภาวะเดียวกันจะมิค่าสูงกวาท่ีทุกอุกเหภูมิ



รูปท่ี 48, การสิกษาสภาวะที เหมาะสมของการ เก็บรักษาโบรมิ เลน และโบรมิ เลนตรึงด้วยคารับอกที เมทธิล เซลลโลส
เมอเก็บรักษาโบรมิ เลนในรูปโบรมิ เลนอิสระและโบรมิ เลนตรึงที่งขนิดทีเสริมและไม่เสริมด้วยกลูฅารัลคีไฮค 
ไว้ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรั ความเข้มข้น 0 .0 5  โมลาร ั พีเอซ 7 .0  ทีอุณาหภูมิต่าง ๆ กัน ดือ อุณหภูมิ 
37°ซ (รูปท่ี 48 ก) อุณหภูมิ 2 5 °ซ (รูปที 48 ข) และอุณหภูมิ น ซ (รูปที 48 ค) แล้วติดตามวัดแอคติวิต ี
ของโบรมิ เลนทีเหลือในทุก ๆ ระยะการเก็บนาน 120 วัน



A โบรมิเลนอิสระ 
(รูปที 48 ก) 

(37° ซ)

๐ โบรมิเลนตรึง 
(รูปที 48 ซ) 

(25° ซ)

ci ๘ระยะเวลาทเกบ

□  โบรมิเลนตรึงเสริมกลูตารัลดีไฮด์ 
(รูปท 4 8  ด)

(4° ซ)



ก ารส ืก ษ าส ภ าวะท ีเห ม าะส ม ขอ งก ารเก ็บ ร ัก ษ าโบ รม ิเล น  แล ะโบ รม ิเล น ต ร ังด ้วย ด าร ับ อ ก ท ีเม ทธิล 
เซ ล ล ูโล ส  เม ือ เก ็บ ร ัก ษ า โบ รม ิเล น ใน ร ูป โบ รม ิเล น อ ิส ระ  แล ะโบ รม ิเล น ฅ ร ังท ีงข น ิด ท ีเส ร ิม แล ะ  
ไม ่เส ร ิม ด ้วย ก ล ูต าร ัล ด ีไฮ ด  ใน ส ารล ะล าย อ ะท ีเต ต ษ ัฟ เฟ อ ร ั ความ เข ้มข ้น  0 . 0 5  โม ล า ร ั พ ีเอ ซ
5 .0  ทีอุณหภูมิต่าง ๆ ดือ อุณหภูมิ 37°ซ (ร ูปท ี่ 4 9  ก ) อุณหภูมิ 25° ซ (ร ูป ท ี 49 ซ) และที 
อุณหภูมิ นิ ซ ( ร ูป ท ี49 ก) แล ้วต ิดตามว ัดแอดต ิว ิต ีของโบรม ิเลนท ีเหล ือในท ุก  ๆ ระยะ 
ก ารเก ็บ น าน  120 วัน
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A  โบ ร ม ิเล น อ ิส ร ะ  o  โ บ ร ม ิเล น ต ร ึง  □  โบ ร ม ิเล น ต ร ง ท เส ร ิม ก ล ูต า ร ัล ด ีไ ฮ ด
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ของการทดลอง ท่ีน่าลนใจค็อในอะชีเตตบัฟ่๗อร์น๊ีเอนไซม์โบรมีเลนต?งท่ี,ง 2  ชนิด

คูเหมีอนว่าจนมีความเสถียรสูงกว่าโบรมีเลนอิสระท่ีอุทเหภูมิ 25 องฅาเชลเชียล ใน'แทน;

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซล เชียสน้ันความเสถียรของเอนไชม์อิสระจะสูงข้ันกว่าเอนไซม์ต?งเส?ม 
กลูตารัลดีไฮดเล็กน้อย แต่ก็ยังมีค่าต่ํากว่าเอนไซม์ต?งคารพ)ชีเมทธิลเซลลูโลสท่ีไม่

ได้เล?มกลูตารลคีไรค เซ่นเคียวกันท่ีอุทเหภูมิสูงข้ันเล็น 37 องศาเซลเชียลจะไม่ลามารถ

สืงเกตเห็นความแตกต่างของความ เสถียรต่ออุณ'หมูมิฃองเอนไซม์'ท้ัง 3 ชนิดอย่าง เห็นชัดนัก 
เนราะจะมีการสูโบเสืยแอคติวิตีฃอง เอนไซม์ไปค่อนข้าง เร็วมาก
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