
วธการทดลอง

2 .1  ครุภั[V ท
Beckman R e f r ig e r a t e d  C e n t r i f u g e ,  m odel J -2 1  c  บริษัท Beckman  

In s tr u m e n ts  I n c . ,  บ .S .A .

C o n d u c t iv i t y  M e te r , m odel CDM 83 บริษัท R a d io m e te r , 

C o p en h a gen , Denm ark.
F r a c t io n  C o l l e c t o r ,  m odel LKB 2 0 7 0  U l t r o  Rac 11 บริษัท LKB,

S w ed en .

pH M e te r , m odel Z e r o m a tic  IV บริษัท Beckman In s tr u m e n ts  I n c . ,

U .S .A .

M u ff le  f u r n a c e ,  m odel F u r n a tr o l  II บริษัท T h erm o ly n e , U .S .A .  

Vaccuum Oven D r y e r , m odel VT 50 42  EK บริษัท H a r e a u s , G erm any. 

S p e c tr o p h o to m e te r ,  m odel S p e c t r o n ic  2 0 0 0  บริษัท B a u sch  & Lamb,

U .S .A .

S p e c tr o p h o to m e te r , m odel S p e c t r o n ic  20  บริษัท B a u sch  & 

Lomb, U .S .A .

Top B ench  C e n t r i f u g e ,  m odel M inor 35  บริษัท MSE L t d . ,  E n g la n d . 

U l t r a f i l t r a t i o n  C e l l ,  m odel 8 4 0 0  บริษัท A m icon C o r p o r a t io n ,

U .S .A .

W ater B a th , m odel A 4668  บริษัท C h a r le s  H ea rso n  and C o .L t d . ,

E n g la n d .

B le n d e r  บริษัท N a t i o n a l ,  J a p a n .

เครื่องบีบแบบไอครอลิค ออกแบบและสร ้างโดย ศ .ด ร . ลมดํกดึ่ ด ำรง เส ิค
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ภาคว ิชาเคม ีเทคน ิค  คผะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรผมหาวิทยาลัย

เครื่องบนแบบสกรู ส ร ้างโต ยภ าคว ิช าเคม ีเท คน ิค  คผะว ิทยาค]สตร ์ จุฬาสงกรผ  ์

มหาวิทยาลัย

2 . 2  เ คมีภัผฑ์
C a s e in  ( h a m m a rsten ) , L - C y s te in e  h y d r o c h lo r id e ,  p o l y a c r y l i c  

a c i d ,  G e la t in ,  D u o l i t e  C -2 2 5  จากบริษัท QDH C h em ica l L t d . ,  E n g la n d . 

G lu ta r a ld e h y d e  จากบริษัท Sigm a C h em ical C o .,  บ .S .A . C'arboxym ethy 1 

c e l l u l o s e ,  จากบริษัท Whatman, E n g la n d . S ep h a d ex  G100 จากบริษัท P h ar­

m a c ia , S w ed en , l o w - f a t  m ilk  pow der " S lim ” , จากบริษัท I v e r s o n  D a ir y  

G roup, U .S .A . และยะซีโตนจากบริษ ัท สุราออร■ ยา ประเทศไทย

ส ารเคม ีน อกเห น ิอจากน ี้เท ี่น สารท ี่ใช ้ว ิเคราะห ระด ับ  R ea g en t g r a d e  ไต ้จาก  

บริษัท Sigm a C h em ica l C o . ,  ข . s . A . ,  บริษัท BDH C h em ica l L t d . ,  E n glan d  

แสะบริษัท F lu k a , S w it z e r la n d  เป็นส่วน!หณ่

2 . 3  โท รเพ ร ิยมสารสะสาย

2 . 3 . 1  การเตร ียมสารสะสายท ี่ใช ้หาปร ิมาผโปรต ีน
2 . 3 . 1 . 1  สารสะสายอส ุคาไสนคอปเปอ? ( a l k a l i n e  c o p p e r )  

ก . สารสะสาย ก . ส ะสายโซ เต ียมคาร ์บ อเน ต 2 กรัม 

ใน สารละสายโซ เด ียม ไอครอกไซ ค 0 .1  โม ล าร ์ 100 มิสลิลิตร

ซ. สารสะสาย ซ. สะลายค ิวปริกซ ัส๗ ต 1 กร ัมในโท

กลั่น 100 มีลสิสีตร
ค . สารสะสาย ค . ละล ายโน เต ส เซ ียม โซ เด ียม บ าร ์เฑ รต

1 กรัม ในนากลั่น 100 มีสลิลิตร

ผสมสารสะสาย ก . 100 มิลลิลิตร สายละสาย ข. 1

มีสลิลิตร แสะสารละสาย ค . 1 ม ีสลิล ิตรก่อนใช้

2 . 3 . 1 . 2  สารสะสายมีนอสุ ( P h e n o 1 r e a g e n t )
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ผสมโซเด ียมท ้งสเตต 50  กรัม โซ เด ียม โม ล ิบ เดต

1 2 .5  กรัม นากลั่น 3 5 0  มิลลิลิดร 85  เปอรเชนต กรดฟ่อสฟ่อริค 2 5  มิลลิลิตร

กรดไอโดรคลอริคเห ้มห ้น 50  มิลลิลิตร รีฟ่ลักช ( r e f l u x )  ด ้วยความร้อนตํ่า ๆ นาน

10 ห ้วโมง แล ้วเต ิมล ิเธ ิยมห ้ล เฟ ่ต  7 5  กรัม นํ้ากลั่น 25  มิ»สิลิตร และน ํ้าโบรม ีน 2 - 3

หยด ต้มไล่'โบรมีนที่มากเกินพอประมาผ 15 น าท ีท ึ้งไว ้ไห ้เย ็น เก ็บใน ซ วดล ิชา ล ารล ะล าย  

น ี้สามารถเก ็บ ไว ้ได ้น าน  3 - 6  เค ีอน เว ล าให ้ท ำให ้เจ ือ จ าง  1 เท ่าด ้ายน ํ้ากล ั่น

2 . 3 . 1 . 3  ล า?ล ะ ล าย ไบ ย ุเร ต  (B iu r e t , r e a g e n t )

ผลมคิวปริกห้ลเฟ่ต 1 .5  กรัม โซเดียม'โนนตสเห้ยม

ฑารเฑรต 6 กร ัมใน 10 เปอรเซนต โซ เด ียมไอครอกไซด 3 0 0  มีลลิลิตร แล ้วเต ิม

น ํ้ากลั่นจนได้ปริมาตรสุดท้าย 1 ,0 0 0  มิลสิลิตร เก ็บสารละลายใน ซ วดล ิชา
2 . 3 . 2  การเตร ียมฟ ึารละลายให ้ใน กา?ว ้ดแอคต ิว ิต ิซ องโบ รม ็เลน

2 . 3 . 2 . 1  ฝ ็ารละลายเคห ้น  0 . 6  เปอรเซนต

ละลายเคห ้น  0 . 6  กรัม ใน  0 .0 5  โม ล ารโซ เด ีย ม  

ไอโดรเจน ฟ ่อสเฟ ่ต  80  มีลลิลิตร ปร ับน ีเอชเย ็น  7 . 0  ด ้วยลารละลายกรดไอโครคลอร ิค

0 .1  นอรมัล เต ิมนํ้ากลั่นจนได้ปริมาตรสุดท้าย 100 มิ»สิลิตร ลารละลายน ี้ควร

เตรียมให ้ใหม่ฑ ุกครง

2 . 3 . 2 . 2  ล าร ล ะล าย ท ี่ให ้เจ ือ จ าง เอ น ไช ม

ละลายกรดอะม ีโนช ีสเฑ อ ีนไอโครคลอไรด 0 .4 7 3  กรัม 

และกรดเอทธิลลินไดอะมีนเฑฑระอะห้ท ีค 0 .2 2 3  กรัม ในนากลั่น ปร ับน ีเอชเย ็น  4 . 5

ด้วย 0 .1  นอรม ัลโซเด ียมไอดรอกไชค เต ิมนํ้ากลั่นจนได้ปริมาตรสุดท้าย 100 ม ิ»»ลิตร  

สารละลายน ี้ควร เตรียมให ้ใหม่ฑ ุกครง

2 . 3 . 2 . 3  ลา?ละลายให ้ตกตะกอนโปรต ีน

ละลายกรดไตรคลอโรอะห ้ท ีค 1 7 .9 7 4  กรัม ใน สารละ  

ลายท ี่ม ี'โซเด ียมอะห ้เตต 1 8 .0 5 4  กรัม และกรดอะห้ทีค 1 8 .9  มิ»สิลิตร เติมนํ้ากลั่นจน 

ได ้ปร ิมาตรสุดท ้าย 1 ,0 0 0  มิลสิลิตร

2 . 3 . 2 . 4  ส ารล ะล าย เจ ล าต ีน  5 .0  เปอรเชนต

ละลายเจลาตีน 5 กรัมในน้ําร้อน 75 มิลลิลิตร ทำให้
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เป็นจนมิอุทเหภูมิประมากเ 45  อ งค าเซ ล เซ ียส  น ้ามาปร ับน ีเอชเป ็น  4 . 5  เต ิมน ํ้ากส ่นให ้ได  ้

ปริมาตรสุดท้าย 100 มิลลิลิตร
2.3 .2 .5  สารละลายนม 20 เปรรเซนต

บดนมผงนร่องมันเนย 20  กรัม ใน'โกร่งที่ม ี 0 . 2  โม ลาร  

อะ?เตตบ ัฟ ่เฟ ่อร ็ น ีเอช  5 .3  ประมากเ 10 มิลลิลิตร ให ้เข ้าก ัน ด ี แล ้ว เต ิม ส ารละลาย  

บัฟ่เฟ่อร จนได้ปริมาตรสุดท้าย 100 มิลลิลิตร

2 .4  ว ิธ ีว ัดแรคต ิว ิต ีของโบรมเลน

การวัคแอคต ิว ิต ิฃองโบรม ิเลนท ้าได ้หลายว ิธ ีแตกต ่างก ันตามชน ิดของล ้บลเตรทท ี่

ใข ้คอ
2 . 4 . 1  เด?น ( c a s e i n )  เป ็นล ้บลเต?ท (ด ัดแปลงจากค ่ม ิอ การวัคแอคติว ิต  ี

ของโบรม ิเลนจากบริษ ัท P o ly a m in e  (T a iw an ) C o r p o r a t io n )

น ้าสารละลายเอน ไซ ม ์ต ัวอย ่างท ี่ต ้องการตรวจลอบแอคต ิว ิต ิมาเจ ีอจาง  

ด ้วยสารละลายของกรดอะม ิโน?ลเฑ อ ีน ไฮโดรคลอไรด ์ และกรดเอฑธีลลินไตอะมินเทฑระ  

อะ?ฑ ิคให ้ม ีความเข ้มข ้นของเอนไซม ์ท ี่เหมาะลม (ปริมากเโปรต ีนไม ่เก ิน 0 .0 6  มิลลิกรัม)

อ ุ่นสารละลายเอนไซม ์น ี้ 1 มิลลิลิตร ท่ีอุกเหภูมิ 37  อ ง ค า เซ ล เ? ย ล  นาน 5 นาทีแล้ว

จ ิง เต ิม ล าร ล ะ ล าย เค ?น  5 มิลลิลิตร น้าไปอุ่นต่อที่อุกเหภูมิ 37  อ ง ค า เซ ล เ? ย ล เป ็น เว ล า

10 นาที เม ื่อค รบ เวลาเต ิม ล ารละลายกรด ไต รค ลอ โรอะ?ท ีค  5 ม ิลล ิล ิตรผสมให ้เข ้าก ัน

อ ย ่างร ว ด เร ็ว ด ้ว ย  เค ร ื่อ ง เข ย ่า  ต ั้งฑ ื้งไวัท ี่อุกเหภูมิ 37  องค าเซ ลเซ ียส  เป ็น เว ล า 30

นาที หล ังจากน ี้นนำไปเชนตริน ีวส ่แยกส ่วนน ํ้าใลมาวัด ฺการด ูดกลีนแสงท ี่ 27 5  น าโน เม ตร

ด ้วย เค ร ื่องส เป ค โต รโฟ ่โต ม ิ เตอร ็

ส่าหรับหลอดควบคุม ไห ้เต ิม ลารละลายกรดไตรคลอโรอะ?ท ีค ใน ส าร

ละลายเอนไซม ์ก ่อน แ ล ้ว จ ีง เต ิม ส ารล ะล าย เค ?น  ต ่อจากน ี้นดำเน ินการทดลองด้วยวิธ ี

เด ียวกันกับหลอดตัวอย่าง น ้าค ่าการด ูดกลีนแสงท ี่อ ่านได ้ในหลอดควบคุมไปห ักจากค ่าการ

ดูดกลีนแสงของหลอดตัวอย่าง แล้วจีงน้าไปเปรียบเทีบบกับกราฟ่มาตรฐานชองไทโร?น
กำหนดให ้เอนไซม์ 1 หน่วย ( C a s e in  D i g e s t i o n  U n i t ,  CDU)

ค ีอไมโครกร ัมของไทโร?นท ี่ถกย ่อยสลายจากเค?นท ี่ 37  อ ง ศ า เซ ล เ? ย ล  น ีเอช  7 . 0  ใน* งท;) I / พพ



น

เว ล า  1 นาที
2 . 4 . 2  เจลาต ิน  ( g e l a t i n )  เป ็นลับสเตรท (ต ัดแปลงจากว ิธ ีของ K u n itz ,

1947)

ทำการว ิเคราะห ์แอคต ิว ิต ีฃ องส ารละลายเอน ไซ ม ์ใน ต ัวอย ่าง โด ย ใช  ้

ส ารละลายเอน ไซ ม ์ต ัวอย ่าง 1 มิลลิลิตร (ปร ิมาพโปรต ีนไม ่เก ิน  1 .7  ม ิลลิกรัม) มาอิน

ค ิว เบ ต ก ับ ส ารละลายเจลาต ีน  2 5  มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 45  อ งศ าเซ ล เช ้ย ส  เป ็น เว ล า 20  

นาที เม ื่อครบเวลาหยด 3 เป อรเช น ต ไฮ โด รเจน เป อรออก ไช ด  2 หยด แล้วปรับน ีเอช  

ของส ารละลายเอน ไซ ม ์เป ็น  6 . 0  ด ้วยสารละลาย 0 .1  นอรม ัลโซเด ียมไฮดรอกไซด  ์

หลังจากน ั๊นเต ีมฝอรมัลด ีไฮด์ 10 มิลลิลิตร ผสมให ้เช ้าก ัน  แล ้วจ ิงน ็าไป ไต เตรท ด ้าย  

ส ารละลายโซ เด ียม ไฮครอกไชดความ เข ้ม ช ้น  0 .1  นอรมัล จน ได ้น ีเอซของสารละลาย  

เป็น 9 . 0

ล ้าหร ับหลอดควบคุมดาเน ินการทดลองเช ่นเด ียวก ับหลอดตัวอย่าง 

เน ียงแต ่ห ยดไฮโดรเจน เป อรออกไชด ้ 2 หยด ใน สารละลายเอน ไซม ์ก ่อน  แล ้วจ ิง เต ิม ส าร  

ล ะล าย เจ ล าต ีน  นำค ่าปริมาทเโชเค ียมไฮดรอกไซด์ท ี่ใช ้ไตเตรทในหลอดควบคุมไปห ัก

จากปริมาทเท ี่ใช ้ไตเตรทในหลอดตัวอย ่าง ค ่าท ี่ได ้นำไปคำนาถแป ็นหน ่วยของเอนไซม ์ได ้โดย
GDU/g = (T -B ) (1 0 0 0 )  ( 0 . 1 )  ( 1 4 )

mg. enzym e

T = ปร ิมาทเโซเด ียมไฮครอกไซด ์ท ี่ใช ้ไตเตรทในหลอดต ัวอย ่าง  

B = ปริมาทเโชเค ียมไฮดรอกไซด์ท ี่ใช ้ไตเตรทในหลอดคาบค ุม

เม ื่อกำหนดให ้เอนไซม ์ 1 หน่วย ( G e l a t in  D i g e s t i o n  U n i t ,  

GDU) คีอรลล ิกร ัมของไทโรช ้นท ี่ได ้จากการย ่อยสลายเจลาต ีนท ี่อ ุทเหบ ูร 45  อ งศ าเซ ล เช ้ย ส  

น ีเอช  4 . 5  เป ็น เว ล า 20  นาที

2 . 4 . 3  นมผงVJร ่องม ันเนย ( lo w  f a t  m ilk )  เป ็นลับสเตรท (ต ัดแปลงจากว ิธ  ี

ของ G r e e n b e r g , 1955)

วิธ ีว ัดนอคติว ิต ีอ ีกวิธ ีหน ั๋งทำได้โดย เต ิมสารละลายนม 5 มิลลิลิตรลง 

ใน  1 มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม ์ต ัวอย ่างท ี่ม ีปร ิมาทเโปรต ีนอย ู่ในช ่วงระหว่าง

0 . 3 - 0 . 9  มิลลิกรัม เข ย ่า ให ้เช ้าก ัน  จ ับ เวลาการแข ็งต ัวของสารละลายน ม  ท่ีอุณหภูมิ 37
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องศ าเซ ลเห ้ยส

กำหนดให้เอนไซม 1 หน่วย (M ilk  C l o t t i n g  U n i t ,  MCU)

คีอปริมาทแอนไชม์ท ี่กำให ้สารละลายนม 5 มิลลิลิตร แข็งตัวที่อุทเหภูมิ 37  องศา เซลเห ้ยส  

พ ีอ ช  5 .3  ใน เว ล า  1 นาที

2 . 5  วิธีวัดปริมาทเโปรตีน

วิธ ีท ี่ให ้ว ัดปริมาทเโปรตีนกำไค้ 3 วิธีขิ้นกับขั้นตอนของการวิจัย และปริมาทเ

โปรต ีนท ี่ม ิในสารละลายต ัวอย ่า ง
2 . 5 . 1  วิธ ี Lowry (L ow ry , 19 51 ) ให ้เม ื่อสารละลายท ี่ต ัองการหาปร ิมาทเ 

โปรตีน มิปริมาทเ,โปรตีนตํ่าค็อ อย ู่ในช ่วง 0 - 1 0 0  ไมโครกร ัม  และไม่ม ิสารอนรบกวนปฏิก ิริยา 

เช ่น สารละลายที่แยกไค้จากคอลัมน ื่ในขั้นตอนการกำ เอนไซม์ให้บริส ุทธื่

นำสารละลายต ัวอย ่างท ี่ค ้องการวัดปร ิมาทเโปรต ีน 0 .1  มิลลิลิตรผสม 

ก ับสารละลายอ ัลคาไลน ่คอปเปอร 3 มิลลิลิตร ตํ้งทึ้งไว้ที่อุทเหภูมิห้อง 10 นาท ีแล ้วเต ิม

ส าร ล ะ ล าย พ ีอ ล ร ิเอ เจ น ท  0 . 3  มิลลิลิตร เขย่าและตั้งท ึ้งไว ้ให ้เก ิดล ีท ี่อ ุกเหภูม ิห ้องประมาทเ 

30  นาที นำไปว ัคการด ูดกล ีนแลงของสารละลายล ิท ี่เก ิดข ี้นท ี่ความยาวคล ื่น  65 0  น าโน เม ตร  

เปร ียบเท ียบล ีท ี่เก ิดช ื้น ก ับล ิท ี่ไค ้จากการให ้สารละลาย โปรตีนมาตรฐานที่ม ีปริมากเโปรตีน

ตงแต่ 0 - 1 0 0  ไมโครกร ัม  เม ื่อน ำม ากำป ฏ ิก ิร ิยาก ับพ ีอลร ิ เอ  เจนที่ค ้วยวิธ ี เด ียวก ัน

2 . 5 . 2  วิธี B iu r e t  (Z am en h of, 19 57 ) ให ้เม ื่อส ารละลายท ี่ค ้องการ

หาปริมากเโปรตีนสูงกว่าในกรทีเห้อ 2 . 5 . 1  ค ีออย ู่ในช ่วง 0 . 5 - 7 . 0  มิลลิกรัม และไม่ม ี

สารอื่นรบกวนการ เก ิดปฏ ิก ิร ิยา เช ่น สารละลายเอนไชม ื่ท ี่ เตร ียมไค ้หล ังจากการตกตะ  

กอนค้วยอะห้โตน

นำสารละลายต ัวอย ่างท ี่ค ้องการวัดปร ิมาทเโปรต ีน 1 มิลลิลิตร ผสมกับ 

ส าร ล ะล าย ไบ ย ูเร ต  4 มิสลิลิตร เขย่าและตงทึ้งไว ้ให ้เก ิดล ิท ี่อ ุทเหภูม ิห ้องประมากเ 30  นาที 

นำไปวัคการด ูดกล ีนแสงของสารละลายล ิช ื้งเก ิดช ื้นท ี่ความยาวคล ื่น  540  น าโน เม ตร  

เปร ียบเท ียบล ิท ี่เก ิดช ื้นก ับล ิท ี่ไค ้จากการให ้สารละลายโปรต ีนมาตรฐานท ี่ม ีปร ิมาทเโปรต ีนต ั้ง 

แต่ 0 . 5 - 7 . 0  มิลลิกรัม เม ื่อกำป ฏ ิก ิร ิยาก ับ สารละลายไบ ย ูเรตด ้วยว ิธ ีการเด ียวก ัน
2 . 5 . 3  ว ิธ ีน ี้ค ัดแปลงจากวิธ ี B iu r e t  เน ื่องจากสารละลายเอน ไซ ม ์ท ี่ไค ้จาก
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การสกัดจากต้นสืบปะรดมีปริมาทเน้ําตาลริดิวช้ิ ( r e d u c i n g  s u g a r )  ส ูง  จ ึง มีผล'รบกวน

การเกิดสิฃองสารละลาย ดังน้ันจึงจำ เป็นต้องตกตะกอนโปรตีนก่อนด้วยสารละลายกรดไตร 
คลอโรอะ (ๆทิด แล้วจึงน้าตะกอนท่ีแยกได ไ้ปหาปริมาทเโปรตีนด้วยว ิธ ี B i u r e t

น้าสารละลายตัวอย่างท่ีต้องการวัดปริมาทเโปรตีน 1 มิ»ลิลิตร ผสมกับ 
สารละลายกรดไตรคลอโรอะ?ทิด 10 เปอรเชนต 1 มิ»ลิลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วย

เครื่องเขย่า ตั้งที่งไว้'ในอ่างนํ้าแข็งนาน 30 นาทิ ต่อจากน้ันน้ามาเชนตร่ืผ้วล่ืแยกส่วน

ตะกอนไว้ แล้วเติมสารละลายไบยูเรต 4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทึ้งไว้ให้เกิดสิที่ 
อุทเหภูมิห้องประมาทเ 30 นาที แล้วน้าไปวัคการดูดกลีนแสงของสารละลายลิท่ีเกิดช้ินท่ี

ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับลีท่ีเกิดช้ินกับตะกอนโปรตีนของสารละลาย 
โปรตีนมาตรฐานท่ีมีปริมาทเโปรตีนต้ังแต่ 0 .5 -7 .0  มิ»»กรัม เม่ือทำปฏิกิริยากับสาร

ละลายไบยูเรตด้วยวิธีเดียวกัน

2 .6  กา?แยกลา?ละลายโปรตีนด้วยวิธีอีเลคโตรโน่ริ?ลแบบโผลีอะไค?ละไมดเจล

บรรจุสารละลายเอนไชมื่ลงในแท่งเจลขนาด 0.5X10 เชนตีเมตร น้าไป 
แยกด้วยวิธีเจลอีเลคโตรโฟ่ริ?ส ใข้วิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีของ Davis (1964),

Weber a Osborn (1969) ลารละลายเอนไซม่ืท่ีใข้จะมีปริมาทเโปรตีนอยู่ในช่วง

25-200 ไมโครกรัม หรีอประมาทเ 25-200 ไมโครลิตร ไข้กระแลไV]ผ้า 3 มิ»»

แอมแปรต่อแท่งเจล เวลาท่ีใข้ในการแยกนานประมาทเ 2 ข้วโมงในสารละลาย

ฑริส-ไกล?น บัน่เฟ่อร ผีเอช 8 .3  และย้อมลีโปรตีนด้วยคูมาล? บริลเลียนท่ีบสู

(Coomassie b r i l l i a n t  b lue )

2 .7  การเตรียมลารละลายโบรมิเลนจากต้นสืบปะรด

2 .7 .1  การเตรียมสารละลายโบรมิเลนโดยไข้เครื่องตีบ่น (B lende r)

น้าต้นสืบปะรดท่ีปอกเปลีอกแล้ว และห่ันตามขวางของลำด้นให้ได้ความ 
หนาประมาทเ 0 .1 -0 .2  เชนตีเมตร มาปัน'ในน้ํากล่ืน ด้ายอัตราส่วน ชองต้นสืบปะรดต่อน้ํา 
กล่ันเป็น 2 ต่อ 1 (นํ้าหนัก/ปริมาตร) โดยแบ่งปันหลายรอบ ในแต่ละรอบใข้ต้นสืบปะรด 
หนัก 300 กรัมปันในน้ํากล่ัน 500 มิ»»ลิตร ด้วยเคร่ืองตีบ่นชนิดต้ังโต๊ะของบริษัทเนข่ันแนล
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นาน 2 นาที บีบนาเก็บ'ไว้ แล้วท่าเช่นน้ีอีกจนครบปริมาตรของน้ํากล่ันท่ีใช้สกัดแยก

นำนาค้ันท่ี'บีบแยก'ได้'ในแต่ล ะ รอบมารวมกัน หลังจากน้ีนจีงใช้น้ําค้ันท่ีรวมได้น้ีมาป่นช้ากับต้น 

ลับปะรดท่ี เหลีอต้วยลัดส่วนของน้ําคน 500 มิลลิลิตรต่อต้นลับปะรด 300 กรัม จนครบ

ปริมาทเต้นลับปะรด'ท้ังหมด รวมน้ําค้ันท่ีบีบแยกไต้ฑงหมดนำมากรอง จะไต้สารละลาย

โบรมิ เลนท่ี เตรียมโดยใช้เครื่องตีบ่น

2 .7 .2  การเตรียมลารละลายโบรมิเลนโดยใช้เครื่องบีบไอดรอลิค (H y d ra u lic

p re s s )

การ เตรียมสารละลายโบรมิเลนวิธีน้ีท่าได้โดยบรรจุต้นลับปะรดท่ีปอก 
เปลิอกแล้ว และห่ันตามขวางให้มีความหนาประมาทเ 0 .1 -0 .2  เซนติเมตร ลงในช่อง 
ใส่ตัวอย่างของเครื่องบีบไฮครอลิคจำนวน 300 กรัม จากน้ีนบีบน้ําต้นลับปะรดออกมาให้ 
ไต้มากท่ีสุด จนกระท่ังไม่มีน้ําออกมาอีก กรองน้ําค้ันท่ีบีบไต้น้ีเพ่ีอแยกกากออกโดยใช้ผ้า 
ขาวบาง สารละลายที่ไต้เป่นสารละลายโบรมี เลนที่เตรียมโดยใช้เครื่องบีบไอดรอลิค

2 .7 .3  การเตรียมฟึารละลายโบรมเลนโดยใช้เครื่องบีบแบบลกร (Screw press) 
ท่าการเตรียมลารละลายโบรมีเลนด้วยเคร่ืองบีบแบบสกรู โดยแช่ต้น

ลับปะรดท่ีปอกเปลีอกแล้ว และห่ันเป่นรูปลิเหล่ียมขนาด 1x1 น้ีว'ใน 0.1 เปอร่ืเชนต้

โซเดียมเบนโซเอตนานประมาทเ 1 นาที ต่อจากน้ีนนำไปบีบด้วยเคร่ืองบีบแบบสกรู

กากของต้นลับปะรดท่ีบีบเอาน้ําออกแล้ว นำมาเติมโซเดียมเบนโซเอต 0 .1  เปอร่ืเชนต้ 
ด้วยลัดส่วนของกาก 3 กิโลกรัมต่อโซเดียมเบนโขเอต 1 ลิตร กวนให้เช้ากันแล้วบีบ

เอาน้ําออกโดยใช้เคร่ืองบีบด้วยมีอแบบสกรู น้ําค้ันท่ีไต้นำไปรวมกับน้ําค้ันท่ีไต้จากการ

บีบด้วย เคร่ืองบีบแบบสกรูในครงแรก จากน้ีนกรองน้ําค้ันท่ีไต้ด้วยผ้าขาวบาง เพ่ีอแยก

กากขนาดใหญ่ออก จะได้สารละลายโบรมี เลนท่ี เตรียมด้วย เคร่ืองบีบแบบสกรู

2 .8  กา?ผลิตโบ?มีเลนจากต้นลับปะรดโดยวิธีตกตะกอนด้วยอะช้โตน (นิมิตนิสุฑร่ื ทเรงคะขวนะ,

2530)

เตรียมสารละลายโบรมิเลนจากต้นลับปะรดโดยใช้เคร่ืองบีบแบบไอดรอลิค 
หรีอเคร่ืองบีบแบบสกรูตามวิธีข้อ 2 .7 .2  และ 2 .7 .3  กรองแยกกากขนาดเล็กออกด้วย 
กระดาษกรองเบอรื่ 1 ของบริษัท Whatman ในกังกรองท่ีมีระบบสูญณากาค ส่วนน้ําใสท่ี
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ได้นำไปเติมโซเคียมเมทาไบข้ลไฟ่ท กรดเอทธิลลีนไดอะมีนเฑทระอะข้ทิศ โซ เคียม เบน 
โซเอต และ ca t f lo e  ให้มีดวามเข้มซ้นสุดท้าย 0 .1  เปอรเซนต์ ปรับนึเอชของ

สารละลายเป็น 4 .3  ด้วยสารละลายกรคอะข้ทีค 2 นอร่ืมัล แล้วนำไปตกตะกอนด้วย

อะข้โตน 2 ครั้ง ในกังตกตะกอนท่ีมีระบบควบดุมอุทเหภูมิ 0 ก๊ง 4 องศาเซลเข้ยล

โดยในครั้งแรกใข้อัตราส่วนของสารละลายเอนไซม์ต่ออะข้โตนเป็น 1 ต่อ 0 .7  โดยปริมาตร 
กรองแยกสารละลายใสมาตกตะกอนด้วยอะข้โตนอีกคร้ัง โดยเนี่มอัตราส่วนของสาร

ละลายเอนไซม์ต่ออะข้โตนเป็น 1 ต่อ 3 โดยปริมาตร ตั้งทึ้งไว้ให้ ตกตะกอนอย่าง

ลมบูรก่เมากข้ีนนานประมาถเ 15-20 นาที ต่อจากนนกรองแยกเอาส่วนตะกอนโบรมีเลน

ไปอบแห้งด้วยเคร่ืองอบแห้งสุญญากาศ ท่ีอุทเหภูมิ 50 องศาเซลเข้ยส นาน 3 รั้วโมง

ตราจลอบแอคติวีตีและปริมาทเโปรตีนของผงโบรมี เลนท่ีเตรียมได้ ตามวิธิข้อ 2 .4 .1

และ 2 .5 .3  ตามลำดับ

นำผงโบรมิ เลนท่ีได้ละลายน้ําแล้ว เชนตริฉาล็แยก เอาส่วนท่ีไม่ละลายออก 
ส่วนสารละลายน้ําใสท่ีได้นำไปแยกให้บริสุฑธ่ีสุงข้ินด้วยวิธีการต่าง ๆ ดังต่อไปน้ี

2 .8 .1  ไดระไลข้ล ( d ia ly s is )  นำสารละลายโบรมิเลนมาไดอะไลรั้ในนํ้า

กล่ัน ท่ีอุทเหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 -6  รั้วโมง หลังจากน้ีนเชนตริธิ)วล่ั

แยกส่วนสารละลายใส นำไปตกตะกอนโบรมีเลนด้วยอะข้โตน (อัตราส่วน 1 ต่อ 3 
โดยปริมาตร) ผงโบรมิเลนท่ีได้นำไปอบแห้งด้วยตู้อบ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเข้ยล

นาน 3 รั้วโมง เปรียบเทียบแอคติวิตีของผงโบรมิเลนท่ีเตรียมได้กับผงโบรมีเลนเรื่มด้น

2 .8 .2  อุลตราฉลเตรข้นฺ ( u l t r a f i l t r a t i o n )  นำสารละลายโบรมีเลนไป

ผ่านลงในเครื่องอุลตรามิลเตรข้น ท่ีใข้เย่ือแผ่นลังเคราะหแบบ YM10 ของบริษัท

Ami c o n  C o r p o r a t i o n  ข้งยอมให้สารท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลเล็กกว่า 10,000 ดาลตัน 

ผ่านออกไปได้ โคยใข้ความดันจากก๊าชไนโตรเจนในระดับ 3 .5  กก ./ซม .3 ท่ีอุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส จนปริมาตร'ของสารละลาย'โนรมิเลนลดลงเหลีอประมาทเคร่ืงหน้ีง

วัคแอคติวิตีฃองโบรมีเลนท้ึงในส่วนสารละลาย เข้มข้นท่ีเหลีออยู่ในภาชนะ และส่วนท่ีม่าน

เย่ือแผ่นลังเคราะห แล้วนำสารละลายส่วนเข้มข้นน้ีไปตกตะกอนโบรมีเลนด้วยอะข้โตน

(อัตราส่วน 1 ต่อ 3 โดยปริมาตร) เปรียบเทียบแอคติวิตีของผงโบรมีเลนที่ได้หลังการ

อบแห้งท่ีอุทเหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 รั้วโมง กับแอคติวิตีของผงโบรมีเลนเร่ืมต้น
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2 .8 .3  io n exchange ชนิดตูโรไลซ์ ฐ  225 นาสารละฟ้าย'โนรมิเลน'ไป

ผ่านลงในคอลัมน์ท่ีบรรจุตูโอไลช่ั ชี 225 (ขนาด 1.5X20 ซม.) ชะโบรมิเสนออกจาก 
คอลัมน์ด้วย 0 .02 โมสาร อ*}ชีเตตบัน่๗ อร์ พี!,อช 5 .5  เก็บสารละลายโบรมิเสนท่ี

นยกได้เป็นแน่รดชัน (3 มิลลิลิตร) แล้วน้าไปวัตแอคติวีติของโบรมิเลนในแต่สะแน่รดชัน

หลังจากน้ันรวมแน่รคชันท่ีมิเอนไซม์แอคติวีติสูงเข้าด้ายกัน ปรับพีเอชเป็น 4 .3  แล้วตก

ตะกอนด้วยอะชีโตน (อัตราส่วน 1 ต่อ 3 โดยปริมาตร) เซนตร์พีวล์แยกผงโบรมิเลนไป 
อบแห้งด้วยตู้อบอุ!)เหภูมิ 50 องศาเซลเชียล เป็นเวลา 3 ซั่วโมง เปรียบเทียบแอคติวิติ

ของผงใบรมิเลนท่ีเตรียมได้กับแอคติวีติ,])องผงโบรมิเลนเรี่มต้น

2 .8 .4  Gel f i l t r a t i o n  น้าลารละลายโบร-มิเลนไปกรองไนคอลัมน์ท่ีมึ

เซน่าเดกซ์ จี 100 (ขนาด 2.5X34 ซม.) ชีงทำให้สมดุลย์อยู่ด้วยฟ่อลเน่ตบัน่เฟ่อร์พีเอช

7 .6  ความเข้มข้น 0.01 โมลารี, เก็บลารละลายเอนไซม์ท่ีออกจากคอลัมน์เป็นแน่รดชัน 
ขนาดแน่รดชันละ 5 มิโ)ลลิตร วัดแอดติวีติของโบรมิเลนในแต่ละแน่รดชันท่ีแยกได้แล้ว

รวมแน่รดชันส่วนท่ีมีแอคติวีติฃองโบรมิเลนสูงน้ามาปรับพีเอชเป็น 4 .3  ตกตะกอน'โบ'รมิเลน 
ด้วยอะชีโตนในอัตราส่วน 1 ต่อ 3 โดยปริมาตร ผงโบรมิเลนท่ีได้น้าไปอบแห้งในตู้อบ

อุ!แหภูมิ 50 องศาเซลเชียล นาน 3 ชั่วโมง เปรียบเทียบแอคติวีตีฃองผงโบรมิเลนท่ี

เตรียมได้กับแอคติวีตีฃองผงโบรมิเลนเร่็มต้น

2 .9  การลกัดแยกเอนไซม์โบรมิเลนของต้นลับปะรVIห้บริลุทธโดยไข้กรดโผลิอะไดร์ลิค 
(ดัดแปลงจากวีรของ C a y g ill และค(นะ, 1983)

เตรียมสารละลายโบรมิเสนจากต้นลับปะรด ตามวี?ข้อ 2 .7  แล้วน้าไปเติม

ลารละลายของกรดอะมิโนชีลเฑอืนไฮโดรคลอไรค และกรดเอท?ลลีนไดอะมินเฑทระ

อะซีทิด พีเอซ 4.5 ให้มีดวามเข้มข้นไนสารละลายเป็น 6.0 มิลลิ'โมสาร และ 5.0 มิลลิ 
โมลาร์ต'เมฟ้าดับ หลังจากน้ันน้าไปตกตะกอนโบรมิเลนด้วยกรดโผลีอะใคร์ลิด ท่ี;อุ!แหภูมิ

4 องศา เซลเชียส ไนอัตราส่วนของปริมา!แโปรตีนต่อกรดท่ี เหมาะลม ( อัตราเราในการ

เติมกรด 10 มิลลิลิตรต่อนาที) ต่อจากน้ันเซนตริพีาม์แยกตะกอนท่ีได้มาละลายใน 0.4
นอรีมล โซเดยมไบคารีบอเนต แล้วจีงตกตะกอนโซเดยมไบคาร์บอเนตท่ีมาทเกินผอด้วย

10 เปอร์เชนต แคลเซียมคลอ'ไรต จนพีเอชชองสารละลายเป็น 7.0 หลังจากน้ัน
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เชนตริมิาด์แยกส่วนน้ําใสไปปรับนีเอชเป็น 4 .3  แล้วน้าไปตกตะกอนด้วยการเติมอะ?โตน 
ในอัตราส่วน 1 ต่อ 3 โดยปริมาตร เชนตร์รวด์แยกส่วนตะกอนโบรมิเลนไปอบแห้งใน

ตู้อบสูท)ญากาดอุพ'พลูมิ 50 องศาเชลเชียส นาน 1 ชั่วโมง ตรวจลอบแอคติวิตีและปริมาทเ 
โปรตีนฃองผงโบรมิเลนที่เตรียมได้ ตามวิธีข้อ 2 .4 .1  และ 2 .5 .3  ตามล้าดับ

น้าผงโบรมิเลนที่เตรียมได้มาละลายน้ํา เชนตริ vh ด์แยกเอาส่วน่ท่ีไม่ละลายออก 
ส่วนสารละลายน้ําใสท่ีได้น้าไปเน่ีมความบริสุทธ่ึได้โดยผ่านลงในคอลัมน้ีท่ีบรรจุคารบอกชี 
เมทธีลเชลลูโลส (C M -ce llu lo se ) (ขนาด 2.5x10 ชม.) ชะโบรมิเลนออกจาก

คอฟิมน้ีโดยใข้เทคนิคเกรเคียนฑแบบเล้นตรงท่ีมิความเข้มข้นของโนแตลเชียมคลอไรด์

0 ถึง 0 .5  โมลาร ในลารละลาย 0.01 โมลารชีเตรฑบัน่เน่อร นีเอช 6 .0  เก็บ

แน่รคข้นของ เอนไชม'จากคอลัมน ( ขนาดแน่รคช่ันละ 10 มิลลิลิตร) น้าไปวัคแอคติวิตีของ 
โบรมิ เลนในแต่ละแน่รคข้นของ เอนไชมท่ีแยกได้ รวมแน่รคข้นท่ีมีแอคติวิตีของโบรมิ เลนสูง 
น้ามาทำให้เข้มข้นช้ืนโดยบรรจุลงในถุงไคอะไลชีส แล้วทำการดคน้ําออกด้วยน้ําตาลผง 
ผ่านสารละลายโบรมิเลนเข้มข้นน้ีลงในฅอลัมน้ีท่ีมิเชน่าเดกช่ั จี 100 (ขนาด 2.5X35 
ชม.) ชะคอล้มน้ีด้าย 0.01 โมลารชีเตรทบัน่เฟ่อร นีเอช 6 .0  เก็บลารละลายเท่ีน 
แน่รคข้น (ขนาด 10 มิลลิลิตร) วัดแอคติวิตีฃองโบรมิเลนในแต่ละแน่รคข้นท่ีแยกได้

รามแน่รคข้นท่ีมีแอคติวิตีฃองโบรมิเลนสูงเข้าด้วยกัน ในบางครงลารละลายโบรมิเลน

น้ีอาจทำให้เข้มข้นช้ืนด้วยน้ําตาลผงเช่นเคียวกับวิธีดังกลาวข้างบน หลังจากน้ีนน้าไปปรับ 
ผีเอชของสารละลายเที่น 4 .3  ทำการตกตะกอนโบรมิเลนด้ายอะชีโตนในอัตราส่วน

1 ต่อ 3 โดยปริมาตร ผงโบรมิเลนท่ีได้น้าไปอบแห้งในตู้อบสูท)QPกาคอุทเหภูมิ 50 องคา 
เซลเชียลนาน 1 ชั่วโมง เปรียบเทียบแอคติวิตีของเอนไชมในผงโบรมิเลนท่ีเตรียมได้กับ 
ผงโบรมิเลน1.ร่็มด้น

2.10 กา?ตรงโบ?มิเฟินด้วยคารบอกชีเมทธีลเชลสูโลล (C M -ce llu lo se )

2 .1 0 .1  วิธีเตรียมคา?บอกชีเมฑธีลเชฟิสุโฟิล

แช่คารบอกชีเมทธีลเชลสูโลส 10 กรัมใน 0 .5  นอช่ัมัล โชเคียม 
ไรด?อกไซด์ 150 มิลลิลิตร นาน 30 นาที รินน้ําท้ึง แล้วล้างด้วยนากลนจน1ผีเอช 
ต่ํากว่า 8 .0  ต่อจากน้ีนน้ามาแช่ใน 0 .5  นอรมัล กรดไรโดรคลอริค 150 มิลลิลิตร
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เป็นเวลา 30 นาที รินส่วนน้ําใสท้ึงแล้วเต็ม 150 มิลลิลิตรของสารละลายเดิมตงท้ึงต่อ 
ไปอีกนาน 30 นาที รินน้ําใลทึ้งอีกค!งหนึ๋ง พลังจากนนล้างด้วยน้ํากล่ันหลาย  ๆ ค!งจน 
ผีเอชเน่ีมช้ืนมาประมาทเ 7 .0  นำไปแซ่ในสารละลาย 0 .5  โมลาร อะชีเตตบั,ฝ๗ อร่ื

นีเอช 5 .0  เก็บรักษาไว้ท่ีอุทเหภูมิ 4 องศาเซลเชียสเนี่!อไว้'ใน'{นต่อไป

2 .1 0 .2  วิธีเตรียมโบรมิเลนตรึง

นำผงโบรมิเลน (เตรียมได้ตามวิธีข้อ 2 .9 ) มาละลายน้ํา เชนตริฉวล่ั 
แยกเอาส่วนสารละลายน้ําใสไปผสมกับคารบอกชีเมทธีล เซลลูโลส 4( เตรียมตามวิธีข้อ 2 .1 0 .1 )  
ในบึก เกอร ให้ได้อัตราส่วนของสารละลายโบรมิเลนต่อคารื่บ๊อกชีเมทธีลเซลลูโลส เป็น 1 
ต่อ 1 (ปริมาตรต่อน้ําหนักเบึยก) นำไปกวนเบา ๆท ี่ 4 องศาเซลเชียสด้วยเครื่องกวน 
แท่งแม่เหล็ก ( m a g n e t i c  s t i r r e r )  ที่ความเร็วชีงเหมาะสมนาน 30 นาที เชนตริรวล็ 

แยกส่วนท่ีเป็นโบรมิเลนตรีงออกมาล้างด้วย 0 .05 โมลารื่ อะชีเตตบัฟ่๗ อร่ื นีเอช 5 .0  
อุทเหภูมิ 0-10 องศาเซลเชียส ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 โคยปริมาตร จำนวน 2 ครง

โบรมิ เลนตรีงที่ได้เก็บแซ่ไว้ใน 0 .05  โมลารื่ อะชีเตตบัฟ่๗ อร่ื นีเอช 5 .0  อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเชียส

2 .1 0 .3  วิธีเตรียมโบรมเลนตรีงชนิดท่ีเสริมด้วยกลุตารัลดีไอด

การเตรียมทำได้โดยเติม 0.01 โมลารื่ กลูตารัลดีไอด้ 10 มิลลิลิตร 
ลงใน 1 กรัมของโบรมิเลนตรีงด้วยคารื่บอกชีเมทธีลเซลลูโลส (เตรียมตามวิธีข้อ 2 .1 0 .2 )  
แล้วนำไปเขย่าท่ีอุทเพภูมิ 25 องศาเซลเชียล นาน 2 ข้วโมง หลังจากนนล้างตะกอน

โบรมิเลนตรีงด้ายน้ํากล่ัน 2 ค!ง ท ละ 30 มิลลิลิตร ว้คแอคติวิติชองโบรมิเลนตรีง

ชนิดท่ีเสริมด้วยกลูตารัลด๊ไฮด้ท่ีเตริยมได้ ตามวิธีข้อ 2 .4 .1
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