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ลันศณี จงจิตสำราญ: การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยโปรตีนในนํ้ายางธรรมชาติ ระหว่าง
ปาเปนตรืงรูปบนเม็ดทรายกับปาเปนอิสระ (COMPARISON OF NATURAL RUBBER LATEX 
DEPROTEINIZATION EFFICIENCY BETWEEN SAND-IMMOBILIZED AND FREE PAPAIN) อ.ที'

„ ปรึกษา ผศ. วินิจ ชำวิวรรธน์. อ. ที'ปรึกษาร่วม : รศ. ดร. จรียา บุญญวัฒน์. 123 หน้า. ISBN 
974-632-395-4

การตรึงปาเปนบนทรายโดยวิธีเชื่อมข้าม เมื่อใช้ melamine เป็นตัวกระตุ้นทราย กลูทารัลดีไฮด์เป็นตัว 
เช่ือมข้าม และมี 20 มีลลิโมลาร์ ชีสเตอีน 10 มีลสิโมลาร์ EDTA ในสารละลายปาเปนความเข้มข้น 1 มีลสิกรัม; 
มีลลิลิตร pH 8.5 ตรึงเป็นเวลา 150 นาที ที'อุณหภูมิห้'อง ได้ปาเปนตรึงรูปที'มี โปรตีน 0.59-0.63 มีลลิกรัม/ กรัม 
ทราย มีนอคติวิตีในช่วง 40-50 CDU/กรัม ทราย pH ที'เหมาะสมฃองปาเปนตรึงรูปในการย่อยเคซีนคือ 6.5 ค่า Km 
= 4.319 มีลสิกรัม/มีลสิลิตร สูงกว่าปาเปนอิสระ (3.770 มีลสิกรัม/มีลลิลิดร) เล็กน้อย ความเสถียรที' pH 8-10 ดีกว่า 
ปาเปนอิสระแต่ทนต่ออุณหภูมิเพียง 40 องศาเซลเซียส ต่ําก'ว่าปาเปนอิสระ (60 องศาเซลเซียส) ปาเปนตรึงรูปมี 
ความเสถียรต่อการเก็บรักษาที'อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียส ในลักษณะรองแข็งดีกว่าการแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 
9 ปาเปนตรึงรูปลามารถใช้งานแบบต่อเนื่องในลักษณะคอลัมน์โดยการชะด้วยเคซีน (1%) ได้ถึง 7 วัน โดยแอคติว ิ
ตีไม่เปลี่ยนแปลง แต่การใข้ซํ้าเป็นงวดแบบไม่ต่อเนื่อง 3 คร้ัง ปาเปนตรึงรูปสูญเสียแอคติวิตี 50%

เม่ือ'ใ'ข้น้ํายางธรรมชาติ 25% เนื้อยางแห้ง (DRC) เป็นซับสเทรต ปาเปนตรึงรูป 200 CDU/นื้ายาง 20 
มีลสิลิตร ในภาวะเหมาะสม pH 8.5 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เวลา 4 ช่ัวโมง สามารถลดปริมาณโปรตีนวัดในรูป 
% ไนโตรเจน (ปริมาณโปรตีน = 6.25 X ปริมาณไนโตรเจน%) เหลือ 0.37% ถ้าปันแยกนื้ายางก่อนปรับความเข้ม 
ข้นเป็น 10% เนื้อยางแห้งแล้วเติมปาเปนตรึงรูปสามารถลดปริมาณไนโตรเจนเหลือเพียง 0.15% ที'ปริมาณเอนไซม์ 
ที'เท่ากัน อย่างไรก็ดี ทีปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 200 CDU ปาเปนตรึงรูปมีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ
ไนโตรเจนในนื้ายางธรรมชาติได้ตํ่ากว่าปาเปนอิสระ คือจากปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้น 0.67% ลดเหลือ 0.37% แต่ 
ปาเปนอิสระลดได้เหลือ 0.29% เม่ือไข้เอนไซม์ 200 CDU เท่ากัน ยางธรรมชาติโปรตีนตั๋าทีผลิตได้จากปาเปนตรึง 
รูปมีสมบัติทางกายภาพและมีลี่งเจือปนที'ไม่ใช่ยางในปริมาณที'ไม่แตกต่างจากเมื่อผลิตด้วยปาเปนอิสระ ความ
เสถียรของปาเปนตรึงรูปเมื่อใข้กับน้ืายางธรรมชาติแบบเป็นงวดไม่ต่อเนื่อง ใข้ได้อย่างมาก 2 คร้ัง แอคติวิตี'ของ 
เอนไซม์ลดเหลือ 50% เทียบกับแอคตีวิตีเริ่มต้น ตังน้ันการใช้ปาเปนตรึงรูปลดปริมาณโปรตีนในน้ืายางธรรมชาติ 
จืงไม่คุ้มทุน เนื่องจากค่าใช้จ่ายในการตรึงปาเปนเพม 40 เท่าของการใช้ปาเปนอิสระ

พ ิม พ ์ต ้น ฉ บ ับ บ ท ค ัด ย ่อ ว ิท ย า น ิพ น ธ ์ภ า ย ใ น ก ร อ บ ส ีเ ข ีย ว น ี ้ ! พ ิย ง แ ผ ่น เ ด ีย ว

ภาควชา..... .ง™พ..เ.ท่.
สาขาวิชา ,เ.}ไ!).โ.ฟ้.?.
ปีการศึกษา......253.7.

เทคโนโลย ีหางย ีวภาพ
เทคโนโลยีทางท ีวภาพ



พีภพ ์ตนรบ ้บ บทกัพย่อภายานิพนธ์ภายในกรอบสี!ขียวนี้เพียงแผ่น!ดยา

# #KEY WORD:
C42671:]MAJOR BIOTECHNOLOGY

NATURAL RUBBER /DEPROTEINIZED RUBBER /IMMOBILIZED 
PAPAIN
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P a p a in  can  b e  im m o b iliz e d  on san d  by c r o s s - l i n k i n g  m ethod , u s in g  
m elam ine and  g lu ta r a ld e h y d e  a s  a c t i v a t o r  and c r o s s - l i n k i n g  a g e n t .  In  
th e  p r e s e n c e  o f  20 mM C y s te in ,  10 mM EDTA and 1 mg/ml p a p a in  s o l u t i o n  
pH 8 .5  f o r  150 m in u te s  a t  room te m p e r a tu r e ,  th e  im m o b iliz e d  p a p a in  
c o n ta in s  0 . 5 9 - 0 . 6 3  mg p r o t e i n / g  sa n d  and th e  a c t i v i t y  i s  40-50  CDU/g 
sa n d . U sin g  c a s e in  a s  s u b s t r a t e ,  th e  optim um  pH o f  im m o b iliz e d  p a p a in  
i s  6 .5  w ith  pH s t a b i l i t y  in  th e  ra n g e  o f  8 -9 , w hich  i s  h ig h e r  th a n  f r e e  
p a p a in ,  b u t  th e  s t a b i l i t y  t o  te m p e ra tu re  i s  o n ly  40°c,  lo w er th a n  f r e e  
p a p a in  (60°c) . The K™ v a lu e  o f  im m o b iliz e d  p a p a in  i s  4 .3 1 9  m g/m l, w hich 
i s  s l i g h t l y  h ig h e r  th a n  f r e e  p a p a in  (3 .7 7 0  m g /m l), b u t  i t s  s to r a g e  
s t a b i l i t y  a t  4°c a s  m o is t  cak e  i s  lo n g e r  th a n  in  b u f f e r  s o l u t i o n  pH 9. 
Im m o b iliz e d  p a p a in  p ack ed  in  a colum n i s  a b le  t o  d i g e s t  c a s e in  (1%) 
c o n t in u o u s ly  f o r  7 d ay s w ith o u t  lo s s  o f  a c t i v i t y ,  b u t  in  th e  b a tc h  
sy s te m  im m o b iliz e d  p a p a in  l o s t  50% o f  i t s  a c t i v i t y  a f t e r  3 r e p e a te d  
u s e s .

When n a t u r a l  ru b b e r  l a t e x  25% DRC i s  u s e d  a s  s u b s t r a t e  f o r  
im m o b iliz e d  p a p a in  200 CDU/20 ml l a t e x  a t  optim um  pH 8 .5 ,  te m p e ra tu re  
45°c and  r e a c t i o n  tim e  4 h r s . Im m o b ilized  p a p a in  c an  re d u c e  p r o t e i n  in  
n a t u r a l  ru b b e r  l a t e x  a s s a y e d  a s  th e  r e d u c t io n  o f  n i t r o g e n  c o n te n t  (% 
p r o t e i n  c o n te n t  = 6 .2 5  X % n i t r o g e n  c o n te n t )  down to  0.37% . When th e  
n a t u r a l  ru b b e r  l a t e x  was c e n t r i f u g e d  and d i l u t e d  t o  10% DRC b e f o r e  
a d d in g  im m o b iliz e d  p a p a in ,  th e  n i t r o g e n  c o n te n t  can  be  re d u c e d  to  0.15% 
w ith  th e  same am ount o f  enzym e. However im m o b iliz e d  p a p a in  s t i l l  h as  
lo w er d e p r o t e i n i z a t i o n  e f f i c i e n c y  th a n  f r e e  p a p a in .  At e q u a l am ount o f  
200 CDU, im m o b iliz e d  p a p a in  can  re d u c e  n i t r o g e n  c o n te n t  from  0.67% to  
0.37% , w here f r e e  p a p a in  can  re d u c e  n i t r o g e n  c o n te n t  t o  0.29% . The 
d e p r o t e i n i z e d  n a t u r a l  ru b b e r  (DPNR) p ro d u c e d  by im m o b iliz e d  p a p a in  
shows s i m i l a r  raw  ru b b e r  p r o p e r t i e s ,  and o th e r  n o n - ru b b e r  c o n ta m in a n ts  
a t  th e  same l e v e l  a s  DPNR p ro d u c e d  by f r e e  p a p a in .  The s t a b i l i t y  o f  
im m o b iliz e d  p a p a in  d e c r e a s e d  50 %, a f t e r  2 r e p e a te d  u s e s  f o r  l a t e x  
d e p r o t e i n i z a t i o n  in  th e  b a tc h  sy s te m , t h e r e f o r e  im m o b iliz e d  p a p a in  i s  
s t i l l  n o t  v a l i d  f o r  n a t u r a l  ru b b e r  l a t e x  d e p r o t e i n i z a t i o n ,  b e c a u s e  th e  
o p e r a t in g  c o s t  f o r  p a p a in  im m o b il iz a t io n  i s  40 f o l d  o f  u s in g  f r e e  
p a p a in
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มก. ลิลลิกรัม
A Absorbance

BSA = bovine  serum albumin

CDU = c a s e i n  d i g e s t i o n  u n i t

EDTA - e t h y l e n e  d i a m i n e t e t r a a c e t i c  ac id

K
m

= M i c h a e l i s -  Menten c o n s t a n t
mM = m i l l i m o l a r

CV-DPNR = c o n s t a n t  v i s c o s i t y  d e p r o t e i n i z e d  n a tu r a l  

rubber

DRC - dry rubber c o n ten t

P 0 ะ i n i t i a l  p l a s t i c i t y  va lu e  of  th e  unage  

t e s t
P . h . r . = part  per hundred of  dry rubber

PRI ะ p l a s t i c i t y  r e t e n t i o n  index

M ; microgram

DPNR = d e p r o t e i n i z e d  n atu ra l  rubber
APTS = a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e

HMT = hexa m ethylenete tram ine
MM melamine
m 1 - m i l l i l i t e r
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