
บ'ทสรุปและวิจารพ

4 .1 ดักยภานของเทคนิคที่ใช้ในการเนมความบริลทธของผงโบรมิเลนที่เตรียมโดยวิธีตก 
ตะกอนด้วยอะชึโตน

จากการตัดตามฑั้งเอกลาร•วิจัยและค่าขอจดลิทธีบัตรนบว่าการผลิตโบรมิเลนผง 

จากต้นสืบปะรดในระดับรุตลาหกรรมที่ได้ผลดี และเก็นที่นิยมใช้ไคยส่วนใหญ่จะทำโดยวิธี

ดกตะกอนด้ายอะวิโตนและแอลกอฮอล (B a i l  e t . a l ,  1941; H e in i eke a G o r tn e r ,  

1957; H e in ic k e , 1961; รน e t . a l ,  1967; Makay, 1969; Toyama, 1969; 

นิมิต,นิลทร พรงคะชวนะ, 2530) ในงานวิจัยนี้ได้ใช้วิธีที่รายงานไว้ไดยนิมิตนิสูทธ'

พรงคะชวนะ (2530) ผลิตผงโบรมิเลนโดยการตกตะกอนด้วยอะซีโตนจากลารละลาย

โบรมิเลนที่แยกได้จากด้นสืบปะรด ‘พบว่าผงโบรมิเลนที่เตรียมจากลารละลายโบรมิเลน

ที่บีบจากต้นสืบปะรดด้วยเครื่องบีบแบบลกรูให้ค่าแอคติวิตีของผงโบรมิเลนสูงกว่าค่าที่ได้จาก 

การบีบด้วยเครื่องบีบแบบไอดรอลิค ซึ่งน่าจะเก็นผลเนี้องมาจากวิธีบีบแบบลกรูลามารกทำ

ให้ได้ปริมาณนี้าคั้นจากต้นสับปะรดมากกว่า นอกจากนี้อาจมิผลทาให้เซลของด้นสับปะรด

แตกมากกว่าวิธีบีบด้วยไอดรอลิคจิง'ทำไห้ได้ผลผลิตของผงใบรมิเลนสูงขนมากกว่า ผง

โมรมิเลนที่เตรียมได้มิแอคติวิติสูงประมาพ 352 หน่ายซดียูต่อมิลลิกรัมผง ซึ่งมีค่าแอคติวิตี 

สูงก'ว่าผง1โบ'รมิเลนที่,นิมิต1นิสูทธ พรงคะชวนะ (2530) เคยรายงานไว้ (102 หน่วยซีดียู 

ต่อมิลลิกรัมผง) เมื่อเตรียมโดยวิธีตกตะกอนด้วยอะช๊โตนเช่นเดียวกัน ความแตกตางนี้

อาจมิลาเหตุมาจากหลายประการ เช่นความแตกต่างชองอายด้นสับปะรด ช่วงฤดูของ

การ เก็บเกี่ยว รวมทั้งระยะเวลาในการเก็บรักษาด้นสับปะรดก่อนน่ามาสกัดแยกเอนไซมื่

ซึ่งปัจจัยเหล่านี้มีรายงานว่ามีผลต่อแอคติาฅีของโบรมีเลน (วินิจ ขำวิวรรธนี้» 2527 ;

H e in ic k e  & G o r tn e r ,  1957) H e in ic k e  (1961 ) ได้รายงานค่าแอคติวิตีของ 

ผงโบรมิเลนที่เตรียมโดยวิธีตกตะกอนด้วยอะชีโตนว่ามีค่าประมาพ 390 หน่วยชีดียูต่อมิลลิ 

กรัมผง นอกจากนี้ยังมิเอนโซมื่ชนิดอื่น เช่นเอนไซมื่แอซิคปอล'ฝาเทล เอน'ไชม์เปอร

ออกวิเตล และสารอนินทรียจำนวนมาก (ประมาพ 20 -60  เปอรื่เซนต) ตกตะกอนลงมา

บทท่ี 4



101

ผฬ้มกับเอนไซม์โบรมิเลน จึงมีผลให้ผงโบรมิเลนท่ีเตรียมได้โดยวิธีตกตะกอนด้วย

อะชีโตนมีค่าแอคติวิตีต่อมิลลิกรัมผงต่ํา

ผลการเน่ีมความบริสืฑธของผงโบรมิเลนด้วยเทคนิคพ้ืนฐานทางชีวมานท่ัวไป 
โดยเร่ิมจากการติกบาชนิดของตัวทำละลาย และความเข้มข้นท่ีเหมาะลมต่อโทรละลาย

ผงโบรมีเลน ช่ิงนบว่าความเข้มข้นของผงโบรมิเลนใน,นากล่ันไม่เกิน 1 0 0  มีลลิกรัมต่อ

มีลลิลิตร จะให้ค่าการละลายของโปรตีนและเอนไซม์เป็นล้ดส่วนกับผงโบรมิเลนท่ีละลาย

และปริมากเของการละลายของลารไม่ละลายน้ําก็เก๊อบมีค่าคงท่ี ในขทเะท่ีแอคติวิตีชอง

เอนไซม์โบรมีเลนจะลดลงเม่ือละลายใน 0.2 โมลาร^อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร่ิผีเอช 7.6 แลดง 
ให้เห็นค่า io n ic  s treng th  อาจมีผลต่อความเลกียรของเอนไชม ดังน้ันในการเตรียม 
ลารละลายผงโบรมิเลนเพ้ือใช้เป็นลารเร่ิมตันในการทำให้บริลุทธิลูงช้ินจึงทำได้โดยการ 
ละลายผงโบรมีเลนในน้ํากล่ันแทนท่ีจะใช้ 0.2 โมลาร่ิ ฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ่อร่ิผีเอช 7.6 จึงทำ 
ให้ตัองทดลองติกบาหาความเข้มข้นอะชีโตนท่ีเหมาะลมไนการตกตะกอนผงโบรมีเลนออกจาก 
ลารละลายช้ําใหม่อีกคร้ังหน่ึง ผลการทดลอง (รูปท่ี 4) แลดงให้เห็นว่าความเข้มข้น

ของอะชีโตนท่ีใช้ตกตะกอนผงโบรมีเลนจากลารละลายในน้ําไม่มีความแตกต่างกับค่าท่ีใช้ใน 
การตกตะกอนโบรมีเลนจากลารละลายผงโบรมิเลนใน 0 . 2  โมลาร่ิฟ่อลเฟ่ตบันเฟ่อร่ิ ผีเอช

7.6 ช่ิงรายงานไว้โดยนิมิตผีสืฑธ่ึ [นรงคะชวนะ (2530) (อัตราส่วนของปริมากเลารละลาย 
เอนไซม์ต่ออะชีโตนมีค่าอยู่ในช่วง 1ะ3 ก๊ง 1ะ4) ดังน้ันในกา รตกตะกอนโบรมิเลนจาก 
ลารละลายผงโบมิเลนในน้ํากล่ันจะใช้อัตราส่วนของลารละลายเอนไซม์ต่ออะชีโตนเป็น 1ะ3

การไดอะไลซีลเป็นวิธีแรกท่ีเลีอกใช้ในการเพ้ืมความบริลุฑธีฃองลารละลายผง 
โบรมิเลน เนอลดปริมากเลารอนินทรียท่ีมีในผงโบรมิเลนช่ิงแลดงออกด้วยค่าปริมากเนาา

(ash) ไนผงโบรมิเลนท่ีเตรียมด้วยอะชีโตน เม่ือทดลองไตอะไลช่ิลารละลายผงโบรมีเลน 
ในน้ีากล่ันท่ีอุกเหภูมิ 4 องศาเซลเชียล นาน 6  ช่ัวโมง แล้วตกตะกอนผงโบรมิเลนด้วย

อะชีโตน ผลปรากฏว่าผงโบรมิเลนมีความบริลุทธิ เน่ิมช้ินบางเล็กน้อย ให้ค่าแอคติวิติ

จำเผาะของ เอนไซม์ลูงช้ิน 1.4 เทำ แอคติวิตีต่อมีลลิกรัมผงเน่ืมช้ินประมากเ 1.9 เท่า

และปริมากแถ้าลดลงเหลีอประมากเ 28 เปอร่ิเชนต์จากผงเร่ิมตัน (รูปท่ี 5) อธิบายได้ว่า 
เทคนิคดังกล่าวน่าจะมีส่วนช่วยในการแยกเอาลารอนินทรีย เช่น แร่ธาตุท่ีเป็นองคประกอบ 
ของตีนหริอของบุยท่ีเติมลงไปเพส่าน้ีออกจากโมเลกุลของผงโบรมิเลน โดยอาดัยหลักการ
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แนร่ของสารท่ีมีขนาดเล่ีกกว่ารูของเร่อกัง เคราะห์วิงถูกแยกออกไปได้บางบางส่วน ในขณะ 
ท่ีโบรมิเสนชิงมีขนาดใหญ่ (น้ําหนักโมเลกุล 33,000) แสะองดประกอบอน  ๆ เข่น โปรตีน 
ชนิดร่น และคาร่ืโบไอเดรดยังถูกกักขังไว้ภายใน จะ เห็นได้ว่าวิธํไคอะไลซีสน้ืเพ่ิมความ

บริสูทธของผงโบรมีเลนได้ไม่มากนักแต่ก็สามารถลดปริมาณลารอนินทรียลงไปได้ W ilson

<1974) ให้ข้อกังเกตว่าวิธีไดอะไลซีสไม่เหมาะสมกับการประยุกดในอุตสาหกรรมเน่ืองจาก 
ต้องใช้เวลานาน และต้องใช้ต้นทุนในการผลิตค่อนช้างสูง

การทดสองเพ่ิมความบริสุทธ๋ีฃยงเอนไซม์ผงโบรมีเลนด้วยวิธีกรองด้วยอุลตรานิล- 
เดรขัน โดยผ่านสารสะลายผงโบรมีเลนในเคร่ืองอุสตรานิลเตรขันท่ีใช้เร่อแผ่นกังเคราะห์ 
แบบ YM 1 0  ของบริษัท Amicon (รูปท่ี 6 ) นบแอคติวิตีฃองโบรมีเลนส่วนใหญ่ในส่วน

เอนไชมเข้มช้นท่ีเหสีออยู่ในภาชนะ เนราะโบรมีเลนมีน้ําหนักโมเลกุลสูงประมาณ 33,000 
คาสตัน วิงไม่สามารถไหสม่านแผ่นเร่อกังเคราะห์ชนิด YM 1 0  ได้ ส่วนโปรตีนท่ีมีชนาด

โมเลกุลด่ํากว่า 1 0 , 0 0 0  จะถูกกั จัๆดออกไปบางส่วน วิงมีผสทำให้ค่าแอคติวิตีต่อน้ําหนัก

แห้งเพ่ิมช้ืนประมาณ 1-5 เท่า และให้ค่าแอคติวิตีจำเนาะของโบรมีเสนเพ่ิมช้ืนประมาณ

1.9 เท่า จะเห็นได้ว่าวิธีอุสตรานิลเตรขันเหมาะสมส่าหรับการทำให้เอนไซม์โบรมีเสน

เข้มข้นช้ืนมากกว่าท่ีจะนำมาใช้ในการเพ่ิมความบริสุทธของผงโบรมีเลน ช่ีงผลการทดลอง

น้ิลอดคล้องกับงานของโชคขัย ธีรกุลเกียรติ (2528) ซ่็งรายงานว่าเทคนิคอุลตรานิลเตรขัน 
ไม่สามารเพ่ิมความบริสุทร่ืของสารละลายผงโบรมีเสนได้มากนัก ไม่ว่าจะใช้เร่อแผ่น

กังเคราะห์ท้ังแบบ YM 1 0  และ YM 30 กตาม

เม่ือทดลองเพ่ิมความบริสุฑธฃองผงโบรมีเสนด้วยดอกัมนถูโอไลช์ซี 225 ชิงเห็น 
เรชินท่ีมีธรรมชาติ แสะสมบัติในการแลกเปล่ียนประจุบวก ผลปรากฎว่าท่ีนิเอชของ

การทดลอง (นิเอช 5-5) จะตรวจนบแอคติวิติของโบรมีเลนส่วนใหญ่ในส่วนชองสารสะสาย 
เอนไซม์ท่ีไหลม่านฅอกัมนท่ีบรรจุไว้ด้วยถูโอไสช ซี 225 เรชิน ผงโบรมีเสนท่ีไต้จากโทร-

ดกตะกอนด้วยยะซีโตนจะมีแอคติวิติต่อน้ําหนักแห้งเพ่ิมขนประมาณ 1 .9  เท่า แสะมีแอคติวิตี 
จำ เนาะ เพ่ิมช้ืน 2 เท่า (รปท่ี 7 แสะตารางท่ี 4) ชิงเป็นค่าใกล้เคียงกันกับรายงานของ 
He in i  eke ( 1969) กังแม้'จะ,ใช1้โบ'รมีเลน-จากแหส่งท่ีด่างกัน เป็นท่ีน่ากังเกดว่าการ

เพ่ิมความมริสุทธ่ึของสารละลายผงโบรมิเสนด้วยคอกัมห์ถูโอไลห์ ซี 225 เป็นไปในลักษณะ 
ท่ีสารแปลกปลอมร่น  ๆ รวมท้ังโปรตีนบางชนิดเป็นตัว เช้าจับกับเรชินในขณะท่ีโบรมิเสน
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เองไม่จับ ท่ีลมาวะดังกล่าวน้ีเอนไซม์โบรมิเลนจีงควรจะมีประจุลฑธีเป็นลบ นอกจาก

น้ีลาร,i นิดอ่ืน ๆ ท่ีมีประจุลบก็จะไหลผ่านเรชินชนิดน้ีได้โช่นกัน วิธีน้ีจีงอาจไม่เหมาะนักท่ี

จะใข้เน่ิมความบริลุทธีฃองผงโบรมิเลนช่ังทำให้บรีลุทธ๋ึบางส่วนแล้ว อย่างไรก็ตามข้ํนตอน 
การทำให้โบรมิเลนบริสุฑธีวิธีน้ีน่าจะเหมาะล้าหรับการแยกสิงปนเบ้ือนในน้ําคนท่ีได้จากต้น 
ล้บปะรดโดยตรง ช่ังมีล่านประกอบของสิงปนเบ้ือนสูง และมีปริมาตรของลารละลาย

เอนไชมมาก  ๆ ด้วย

เทคนิคการ เน่ิมความบริสุฑรฃองโปรตีนท่ีนิยมใช้กันท่ัวไปอีกวิธีหน้ีง ค็อ การแยก 
โดยอากัยความแตกต่างของขนาดโมเลกุล เม่ือนำลารละลายผงโบรมิเลนท่ีเตรียมด้วย

อะชิโตนมา เน่ิมความบรีสุฑธด้วยคอลัมน้ีเซน่าเดกช่ั จี 100 (รูปท่ี 8 , ตารางท่ี 5) ได้ผง 
โบรมิเลนท่ีมีแอคติวิตีต่อน้ําหนักแห้งเน่ิมข้ัน 1.9 เท่า ในข!นะท่ีแอคติวิติจำเนาะของ

เอนไซม์ลดลงเล็กน้อย แลดงให้เห็นว่า เทคนิคของการแยกด้วย เซน่าเดกช่ัมิล่วนในการ

ลดปริมา!นของลารอนินทรียบางส่วนลงได้แต่ทำให้แอคตีวิตีของผงโบรมิเลนสูท!เลียไปบ้าง 
ฑงน้ีอาจเป็นไปได้ท่ีเทคนิคน้ีอาจมีการแยกเอามหโมเลกุลบางชนิด เช่นคาร่ิโบไรเดรต

ท่ีเป็นองคประกอบของโปรตีน หร๊อโปรตีนบางล่วนท่ีปนเบ้ือนออกไป จีงทำให้โบรมิเลน

ท่ีมีความบริสุฑร่ืสูงน้ีมีโอกาสถูกย่อยสลายตัวเองได้เน่ิมข้ันในระหว่างข้ันตอนการเน่ิมความ 
บริลทธ่ึก็ เป็น'ได้

จากผลการทคลองท่ีได้นยายามทำให้ผงโบรมิเลนท่ีได้จากการตกตะกอนด้วย 
อะชิโตนบริลุฑธ่ึมากข้ันด้วยวิธีการต่าง  ๆ ไม่ลามารถเน่ิมความบริสุฑธฃองผงโบรมิเลนได้ 
มากนัก โดยเฉล่ียแล้วสามารถทำให้ค่าแอคติวิตีจำเนาะของโบรมิเลนสูงข้ันได้ประมา!น
1.4-2.0 เท่า และมีแอคติวิติต่อมิลสิกรัมผง เน่ิมข้ันเนียง เล็กน้อยเช่นกันประมา!น 1.4-
1.9 เท่า ผลท่ีได้จะได้ผลิตมัทเ‘กของผงโบรมิเลนท่ีมีค่าแอคติวิตีต่อน้ีาหนักแห้งอยู่ในช่วง
ระหว่าง 281-604 หน่วยชิดียู ช่ังเป็นค่าความบรีลุฑธท่ีไม่สูงนัก ชั่งอาจเป็นได้ว่าการ
นำผงโบรมิเลนท่ีใชิวิธีการ เตรียม เร่ิมต้นด้วยการตกตะกอนด้วยอะชิโตนแล้วนำมาเน่ิม 
ความบริลุฑธ๋ึด้วย1วิธีท่ีเหมาะลมอ่ืน  ๆ ต่อไปดังท่ีทดลองมาน้ี อาจไม่ใช่วิธีท่ีเหมาะลม
ในการ เตรียมผงโบรมิเลนท่ีมีแอคติวิดีต่อน้ําหนักแห้ง และแอคติวิตีจำเนาะของโบรมี เลน
สูงตามต้องการก็ได้
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4 .2  การ เตรียม'ใบ'รมเลนบุรีสูทธจากตนสับปะรด

มีรายงานมากมายว่าแอคติวิตีของโบรมิเลนในสารละลายที่สกัดจากส่วนต่าง  ๆ

ของสับปะรดสามารถกระตุ้นให้มีแอคติวิตีสูงชิ้นด้วยสารเคมีต่าง ๆ พลายชนิด (G reenbe rg  

a  W in n ic k , 1940 ; H e ïn ic k e , 1966 ; Toyama, 1969 ; Wiseman, 1973)

การสิก'พา เบื้องต้นกังอิทธินลฃองสารกร!}ดุ้นการทำงานฃอง เอนไซม์ต่อการทำงานชองโบรมีเลน 

จากนั้าค้ันของต้นสับปะรด นบว่ากรดอะมิโนซีสเทอีนไฮโดรคลอไรต์ และโซเดียมเมทา

ไบข้ลไปที่ความเข้มข้นเหมาะสมจะสามารถกระตุ้นการทำงานของโบรมิเลนให้สูงชิ้นได้ไกล 

เคียงก้นประมาทI 1 .4 -1 .5  เท่า (รูปที่ 9 และ 11) และความสามารถในการกระตุ้น

การทำงานของโบรมีเลนจะเนิ่มสูงสูดเมื่อเติมกรดเอทธิลสีนไดอะมีนเททระอะชีทิคร่วมกับ 

กรดอะมิโนชีสเฑอีนไฮโดรคลอไรค์ (รูปที่ 10) นบว่าจะกระตุ้นให้โบรมีเลนมีแอคติวิติเนิ่ม 

สูงชิ้นอีกประมาผ 1 เท่าของการทำงานเมื่อกระตุ้นโบรมีเลนด้วยกรดอะมิโนริเสเฑอีนไฮโดร 

คลอไรด์อย่างเดียวโดด  ๆ อาจอธิบายได้ว่ากรดอะมีโนริเสเฑอีนไฮโดรคลอไรด์ แสะ

โซเดียมเมทาไบชัลไนที่มีคุผสมบัติเนิ่นตัวรีติวช สามารถไปรํดิวที่นันธะไดชัลไปดบน

โมเลกุลของโบรมิเลนให้เปลี่ยนเนิ่นหมู่ซัลไปดรีลที่สามารถทำงานได้ในบริเว&แร่งซอง 

โบรมิเลน จังทำให้การทำงานของโบรมิเลนเนิ่มสูงชิ้นได้ (H e ïn ic k e , 1966)

สำหรับกรด เอทธิสลีนไดอะมีนเฑทระอะซีทิคนั้นเนิ่นสารที่มีคุผสมบัติในการเนิ่นตัว'จับประจ 

ของโลหะต่าง  ๆ ได้ดี เช่น 0น2+ , Mg2+ , Hg2 + ที่อาจปนมากับสารละลายเอนไซม์จาก 

น้ําค้ํนของต้นสับปะรด โดยเฉนาะอิออนของโลหะปรอท (Hg2+) ริเงมีรายงานว่าเนิ่น

สารยับยั้งการทำงานของโบรมิเลน (G la z e r a  S m ith , 1971) ดังนั้นการเติมกรด

เอทธิลลีนไดอะมีนเทฑระอะชีทิคร่วมกับซีสเฑอีนไฮโดรคลอไรดอาจช่วยลดผลของอิออนต่อ 

การยับยั้งการทำงานของโบรมิเลน S m ith  a K im rnel, 1960 รายงานว่าการเสรีม

ด้วยกรดเอทธิลลีนไดอะมีนเฑทระอะซีทิคจะมีผลให้มีการกระตุ้นการทำงานของโบรมี เลนสูง 

กว่า เมื่อมีสารกระตุ้นกรดอะมี'โน?ส เทอินไฮโดรคลอ'ไรคเนียงอย่าง เดียว เช่นกัน

C a y g i l l  และคผะ (1983 ) รายงานว่ากรดโนลีอะไครลีคเนิ่นสาร เคมีที่ใข้ไน 

การตกตะกอนโบรมิเสนจากนํ้าคั้นของต้นสับปะรดได้ถ้าใช้ปริมาผที่เหมาะสมทำการดกตะกอน 

ในงานวิจัยนื้ได้ทำการดัดแปลงวิธีการของ C B yg i11 มาใช้ตกตะกอนโบรมีเลนจากสาร

ละลายโบรมีเลนที่ได้จากต้นสับปะรดโดยใช้กรดโนสอีะไครลิค ผลปรากฎว่า (รูปที่ 12)
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อัตราส่านของปริมาณโปรตีนต่อกรดที่ให้ค่าแอคติวิตีฃองโบรมีเลนสูงสุดคอที่อัตราส่วน 2 .0  

สามารถตกตะกอนแอคติวิตีของโบรมีเลนลงมาไค้เกีอบสมบูรณ ในฃโ!น'.ท่ีนบปริมาณโปรติน

60 เปอร์เชนต์ และ เมื่อน้าสารละลายโบรมีเลนที่มีความบรีสุบธีของเอนไซม์สูงขิ้นนี้ไป

ตกตะกอนโบรมีเลนชํ้าด้วยอะซีโตน จะไค้ผงโบรมีเลนที่มีแอคติวิตีสูงถ๊ง 2 ,1 45  หน่าย

ชีดียูต่อมิลลิกรัมผง และมีค่าแอคติวิตีจ้า เนาะของเอนไซม์ไม่เปลี่ยนไปจาก เดิมมากนัก

<ตารางที่ 6 ) แลดงให้เห็นว่าการตกตะกอนโบรมีเลนด้วยอะซีโตนในขนตอนนี้ไม่ช่วยเมื่ม 

ความบริสุบธึ่ชองโบรมีเลน แต่เปนเนียงวิธีที่ใช้เมื่อแยกโบรมีเลนจากสารละลายเอนไซม์ 

ลงมาให้อยู่ในรูป เอนไซม์ผงเท่านั้น นอกจากนี้ยังนบว่าผงโบรมี เลนที่เตรียมด้วยกรดโนลี

อะไคร์ลีคมีป^ เมาณเค้าตามาก (มีค่าไม่เกน 4 เปอรื่เชนต์) การท่างานของกรดโนลี

อะไครลิคในการตกตะกอนโปรตีนไค้ อาจอธีบายว่าเกิดขิ้นไค้เนั๋องจากกรดโนลีอะไครลิค 

เป็นสารโมเลกุลใหณ่ที่สามารถแตกตัวให้ประจุลบจ้านวนมาก (com plex a n io n s ) ดังน้ัน 

โปรตีนที่จะลามารถตกตะกอนไค้จะต้องเป็นโปรตีนที่มีการแตกตัวให้ประจุสทธีเป็นบวกใน 

สภาวะของการตกตะกอนนี้ (น ีเอช 4 .5 )  มีรายงานว่าเอนไซม์โบรมิเลนจากส่วนลำค้น

นี้มีค่าไอโซอิเลคบรีคที่นีเอชประมาณ 9 -5  (M u rach i e t . a l ,  1964) จากผลการ

บดลองนอจะกล่าวไค้ว่าวิธีตกตะกอนโบรมิเลนจากนี้าคํ้นค้นสับปะรดค้ายกรดโนลีอะไครื่ลิค 

เป็นวิธีท่ี เหมาะสมในการเตรียมโบรมีเลนให้มีความบริสุฑธสูง ผงโบรมีเลนที่ไค้มีค่า

แอคติาตีต่อนํ้าหนักแห้งสูงประมาณ 1,941 หน่วยชีดิยูต่อมีลลิกรัมผง ปริมาณผลีตภัณ‘กฃอง

ผงโบรมิเลนมีค่าประมาณ 1 .2  กรัม จากค้นสับปะรดที่ปอกเปลีอกแล้วจ้านวน 1 กิโลกรัม 

(จากค่าเฉลี่ยการทคลอง 7 ค !ง  คูในภาคผนวกท่ี 11) นอกจากนี้ผลการวิจัย (ตาราง

ท่ี 7) ยังแสดงให้เห็ยว่าการเตรียมโบรมีเลนบริสุฑธสูงด้วยกรดโนลีอะไครื่ลีคยังไม่มีช้อ

จ้ากัดของวิธีการสกัดโบรมีเลนจากค้นสับปะรดไม่ว่าจะใช้วิธีสกัดด้วยเครื่องตีบ่นชนัดตงโต๊ะ 

เครื่องบีบแบบสกรู หรีอเครื่องบีบไฮดรอลีค ทุกวิธีสามารถเตรียมไค้ผงโบรมิเลนที่มี

แอคติวิตีสูงใกล้เคียงกัน

การคีกษาระยะเวลาท่ี เหมาะสมต่อการท่าแห้งผงโบรมีเลนท่ี เตรียมด้วยกรดไนลี 
อะไคร่ืลิค ผลการทดลอง (รูปท่ี 13 และ 14) นบว่าวิธีอบแห้งด้วยตู่'อบสูพนาทาคใช้ 
เวลาในการอบแห้งผงโบรมิเลนน้อยกว่าการอบแห้งในตู่'อบธรรมตาประมาณ 4 เท่า (ใช ้
เวลา 2 0  นาที ลำหรับตู่อบสูพนากาฅ และใช้เวลา 80 นาทีลำหรับตู่อบธรรมดา) บงน้ี
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เพราะตู้อบสูญญากาศมีการระเหยเอาน้ําออกไปได้เร็วกว่า แต่อย่างไรก็ตามพบว่าท้ํง 2

วิ?มีการสูท}เสียแอดติวิตใกล้เคียงกัน (ประมาทเ 30 เปอรเซนต) ซ่ืง เห็นผลมาจากการ

เกียสภาพเอนไซม์ไปเนองจากความร้อน (อุทเหภูมิ 50 องศาเซลเซียส) การท่ีตู้อบธรรมคา 
มีการสูท)เกียแอคติ1วิตี'ไป'ใกล้เคียงกับตู้อบสูญณากาศ อาจเห็นผลมาจากเวลาท่ีใช้ในการ

อบแหงในการทคลองน้ี (ไม่เกิน 1 2 0  นาที) การสูญเกียแอคติวิตีฃองเอนไซม์อยู่ในระดับ 
ใกล้เคียงกัน แต่ล้าเพ่ิม เวลาอบแห้งนานช้ินคาดว่าการลดลงของแอคติวิตีควรเพ่ิมช้ิน

ตามล้าดับ ดังน้ัน เพ่ีอหลีกเล่ียงไม่ให้เกิดผลกระทบจากอุ[แหภูมิให้มากนัก จีงเกีอกใช้

วิธีอบแห้งด้วยตู้อบสูญญากาค เพ่ีอให้ผงโบรมิเลนล้มผัลอยู่ [น อุ[แหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
นัอยท่ีสุด

เมื่อทำการคีกษาเปรียบเทียบความเสถียรชองผงโบรมีเลน ผลการทดลอง

(รูปที่ 15) แสดงให้เห็นอย่างเด่นซัดว่าผงโบรมีเลนที่เตรียมด้วยกรดโพลีอะไคร็ลีคมีความ 

เสถียรต่ออุ(แหภูมีสูงกว่าผงโบรมีเลนที่เตรียมด้วยอะซีโตน ชิ้งเห็นช้อดีของผลตภั[แท่ีผง

โบรมีเลนที่เตรียมได้ในเชิงพาณิชยอีกด้วย และเมื่อทำการทดลองเ ก็บผงโบ รมีเลนที่

เตรียมด้วยกรดโพกีอะไคร็ลิคไว้ที่อุทเหภูมิห้องนบว่าที่แอคติวิตีเหลึอประมา[แ 50 เปอรเชนต์ 

เมื่อเก็บนาน 1 เคีอน และความคงตัวของผงโบรมีเลนจะ เพิ่มชิ้นเมื่อมีการ เติมโซ เคียม

เบนโซ เอตเห็นสารเพิ่มความ เสถียรของผงโบรมิ เลน ผลจากการคีกษาผสกระทบของสาร 

เพิ่มความเสถียรชนิดต่าง  ๆ คีอกรดอะมีโนชีลเฑอีนไฮโดรคลอไรค โซเดียมเบนโซเอต

แสะนํ้าตาลแลคโตส ต่อแอคติวิติฃองผงโบรมีเลนท่ีอุ[แหภูมิ 25 และ 4 องศาเซลเซียส

(รูปที่ 17 และ 18) แสดงให้เห็นว่าการเก็บรักษาผงโบรมีเลนไว้ที่อุ[แพภูมิตาประมาเแ 4 

องศาเซลเซียส ผงโบรมิเสนจะมีความคงตัวสูงสุด และท่ีอุ[แหภูมิน้ีไม่พบความแตกต่าง

ซองผลกระทบจากสารเพิ่มความเสถียรชนิดต่าง  ๆ มากนัก ในฃ[แะที่ความเสถียรของ

ผงโบรมิเลนท่ีอุ[แหภูมิ 25 องศาเซลเซียสจะเพิ่มชิ้นอย่างซัด เจนเมื่อมีสารเพิ่มความ เสถียร 

ต่าง  ๆ อยู่ด้วย ในจำนวนสารเพิ่มความเสถียรเหล่านี้นบว่าโซเดียมเบนโซเอต IX

น่าจะเห็นสารเพิ่มความเสถียรที่ดีสุค รองลงมาค็อ ซีลเฑอีนไฮโดรคลอไรค์ แสะนาตาล 

แลคโตล การที่สารเหล่านี้สามารถรักษาความเสถียรของผงโบรมิเลนได้คาดว่าเห็นผลมา 

จากการ เห็นตัวช่วยห้องกันการ เกิดออกซี เคชั่นที่บรีเวทแร่งขอ.งเอนไซม์จากสารที่ทำให้เกิด 

ออกซิเดชิ้นต่าง  ๆ เช่น ออกซิเจน (H e in ic k e , 1966) นอกจากนีผงเบนโซเอตยัง
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ช่วยม้องกันการปนเปีอนของแบคทีเรีย หรอจุลพีบางขนิดได้อีกด้วย

4 .3  กา?เนึ่มความบุรีสูท!ของผงใบ?มีเลนที่เตรียมได้จากกา?ตกต«กอนด้วยกรดโนสิระไคร้ลิค 

ผงโบรมีเลนที่เตรียมโดยการตกตะกอนด้วยกรดในสิอ«ไคร้'ลิดถึงแม้จ«มีแอคติวิต ี

ต่อมีลลิกรัมผง และแอคติวิตีจำเนา«ของเอนไซม์สูงก็ตาม แต่เมอนำมาติกพาความ

บรีสูฑธฃองโบรมีเลนโดยการติดตามรูปแบบซองโปรตีนที่ได้จากเทคนิคโนลิอะไคร้ละไมค์เจล 

อีเลคโตรโน่รีซีลก็ยังตรวจนบจำนวนแถบสิของโปรตีนมากถึง 7 แถบ แลคงให้เหนว่ายังมี

โปรตีนอีกหลายชนิดที่ปนเปีอนอยู่กับโบรมีเลน เมื่อทำการติกษาดูว่าองค์ปร«กอบไดของ

โปรตีนนี้งแยกได้เป็นส่วนที่มีแอคติวิตีของโบรมี เลน โดยผ่าแท่งเจ•ลที่ได้หลังจากทำ

อีเลคโตรโฟ่รีชีสเป็น 2 ส่วน ส่วนหนี้งนำไปย้อมสิโปรตีน แล«อีกส่วนนำไปตัดเป็นท่อน  ๆ

ช้ินล«ป?«มาณ 0 .5  เซนตรีเมตร บด'ในสา?ล«ลายบัผ่เฟ่อ? แล้วตรวจลอบแอคติวิตี

ของโบรมีเลน นบว่าไม่สามารถตรวจนบแอคติวิตีของโบรมีเลนได้เลย ทั้งนี้อาจเป็น

เนรา«ปริมาทเโบรมีเลนที่ใส่ลงในแท่งเจลอาจน้อยเกินไปจนไม่ลามารถตรวจนบแอคติวิตีพรีอ 

อาจเป็นเนรา«ในระหว่างการแยกด้วยเทคนิคโนสิอ«ไคร้ละไมค์เจสมีการสูญเสิยแอคติวิตี 

ชองเ อนไชม์โบรมีเลนไปก็ได้ ผลการทดลอง (มาคผนวกที่ 9 ) นบว่าโนสิอ«ไคร้ละไมค์

เจลลามารถยับยงแอคติวิตีชองโบรมีเลนบางส่วนได้ด้วย อย่างไรก็ตามในการที่จ«ติกษา

คุทเสมบัติต่าง  ๆ ของโบรมีเลนเอง จำเป็นอย่างยี่งที่จ«ต้องเนี่มความบริสูฑธึ่ของโบรมีเลน 

ที่ผลิตไห้ได้มากที่ลุดเท่าที่จ«ทำได้ ทั้งนี้เนอลดผลของปฏิกิริยาข้างเคียงอ้นอาจ เกิดจาก

องค์ประกอบอ่ึนท่ีปะปนอยู่ด้วย อีกปร«การหนี้งการจ«นำผงโบรมีเลนไปใช้อุตสาหกรรม

บางประเมท'จำเป็นต้องใช้ผงโบรมีเลนที่มีความบริสูทชสูง  ๆ เช่นไนอุตสาหกรรมยา และ 

อาหารบางปร«เมท ( B e rn d t , e t . a l ,  1968)

ในงานวิจัยน้ีได้นยายามเน่ีมความบริสูทรฃองผงโบ?มีเลนท่ีได้จากการตกตะกอน 
ด้วยกรดโนสิอ«ไคร้ลิคด้วยเทคนิคต่าง  ๆ นบว่าวิธีการเน่็มความบริสูทธด้ายคอลัมน้ีคาร-

บอกซีเมทธีลเซลลูโลสติดตามด้วยคอลัมน์เซ'ฝาเดกช่ จี 1 0 0  ลามารถเน่็มความบริ'สูฑร่ึ

ของผงโบรมีเลนได้สูงสูด ถึงแม้ว่าวิธีน้ีจ«แยกองค์ประกอบของโบ?มีเลนให้มีค่าแอคติวิตี

จำเนาะ และค่าแอคติวิตีต่อน้ําหนักแห้งเน่็มสูงช้ินได้ไม่มากนัก (ตารางที่ 1 0 ) แต่วิธีน้ี 
ก็ลามารถแยกองค์ประกอบของโบ?มีเลนท่ีมีความบริสูทธ๋ึมากช้ินได้ (ลดซนิดของโปรตีนท่ี
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แยกได้Aง รูปท่ี 25) การที่ค่าแอคตีวิตี'จำเนาะของสารละลายเอนไชมโนรมิเลนเนิ่ม่ขั้น 

อาจเนิ่นผลเมื่องมาจากในข้นตอนการเนิ่มบริสุฑธี๋ชองโบรมีเลนโดยการแยกโปรตีนชนิดอี่น 

ยอกไปน้ีน อาจมีการแยกเอาองคประกอบบางส่วนของโบรมิเลน เซ่นดารโบไรเดรต

หรีออาจมีการแยกเอาเอนไซม์โบรมิเลนในรูปแบบบางรูปซึ่งอาจมีด[นสมบัติในการเร่งปฎ็กิริยา 

ได้เหมี'อนกัน แต่มีสมบัติทางกายภานบางซนิดต่างกันและมีแอดติวิตีน้อยกว่าซึ่งปะปนมาใน

สารละลายผงโบรมิเลนบางส่วนออกไปด้วยคอลัมนคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลส Minami

และด[นะ <1971) ได้รายงานการแยกองค์ประกอบของโบรมีเลนด้วยเทคนิคไอโซอีเสดทริค 

โฝกัสชี,ง ว่าสามารถแยกองค์ประกอบโบรมี เ ลนท่ี เ นิ่นโป รตีนเบส (b a s ic  p r o te in )

และโปรตีนกรด ( a c id ic  p r o te in )  ออกจากกันได้ และมีค่าไอโซอิเลคฑริคที่นีเอข

9 .4 5  และ 4 .7  ตามลำดับ M urach i และด[นะ <1964) รายงานว่าโปรตีนที่มี

แอคติวิตีชองโบรมีเลนสูงซึ่งแยกได้จากด้นกับปะรคมีคุ[นสมบัติเนิ่นโปรตีนจำนวกโปรตีนเบส 

ที่มีค่าไอโซอิเลคฑริคนีเอชประมาทเ 9 .5 5  ดังนี้นจิงเนิ่นไปได้ว่าโบรมีเลนที่แยกได้จาก

คอกัมนคาร์บอกซีเมฑธิล เซลลูโลสในงานวิจัยนี้ ซึ่ง เน่ินองค์ประกอบส่วนใหญ่ และมีแอดติวิตี 

ของโบรมิเลนสูง (รูปที่ 20) น่าจะเ นิ่นโปรตีนในกลุ่มโป รตีนเบสเซ่นเดียวกัน และเมื่อ

น่าส่วนของโบรมิเลนที่แยกได้จากดอกัมนคาร์บอกชีเมทธิล เซลลูโลสไป เน่ิมความบริสืทรต่ฟ้ 

ด้วยคอกัมนเซ,ฝาเดกชี จี 100 ดาดว่ามีการแยกโปรตีนชนิดอี่นออกไปได้บ้างอก เซ่นกัน

แสะอาจเนิ่นไปได้ว่ามีการแยกเอาองค์ประกอบของเอนไซม์บางส่วน เซ่น ดารโบไรเดรต  

ออกไป จีงทำให้โบรวั้นลนมีดวามบริสูฑธึ่เนิ่มขั้นได้เล็กน้อย M urach i (1964 ) ;

Scocca & Lee (1969 ) ; H usa in  และ Lowe (1970 ) ได้รายงานการใช้คอลัมน 

เซฝาเดทช จี 100 ว่าลามารถเนิ่มค่าแอดติวิตีจำ เนาะของโบรมีเสนได้เล็กน้อย เซ่นกัน 

เนิ่นไปได้วำโทรจะเนิ่มความบริสูทธึ๋ฃองโบรมีเลนให้มากขั้นอาจต้องโทรข้นตอนที่มากกว่านี ้

ห?อต้องโทรข้นตอนที่มีดวามจำเนาะสูง เซ่นเทคนิคของแอฟ่นีนิตีโครมาโตกราฝนี (Bobb , 

D ., 1972 ; Cooreman , e t .  a l ,  5976)

ผลการดีกษาความบริสทธของโบรว็ทลนในแต่ละข้นของการแยกด้วยที่งฅอลัมน 

คาม์บอกชีเมทธิลเซลลูโลส แสะเซฝาเดกช์จี 100 (รูปที่ 24) ก๊งแม้จะนบรูปแบบของ 

การแยกโบรมิเลนมีดวามสมมาตร และมีเนียงองค์ประกอบเดียวแล้วกตาม แต่จาก

รูปแบบการแยกโปรตีนด้วยเทคนิคโนลีอะไดรละไมค์เจล อเสคโฅรโฝริชีส (รูปที่ 25)
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กลับแสดงไห้เห็นว่ามีองคประกอบของเอนไซม์ถัง 2  ซนด ท่ีเห็นองค์ประกอบส่วนใหณ่แทบหน่ัง 
แสะองคประทอบรองอีกแทบนน่ัง (แถบถีเข้มและจางต่างกัน) ซ่ึงยังไม่ทราบแน่ว ่า เห็น

โปรตีน'ท่ีปใแปีอนมา นรออาจเ ห็นโปรตีนฑ่ืเห็ นผลมาจากการย่อยสลายตัวเองของเอนไซม์ 
โบรมีเสนท่ีเกิดข้ันในระหว่างข้ันตอนชองการ เพ่ิมความบริสุฑธก็เห็นไต้ (Ota 1964, 1968) 

และเม่ือเปรียบเทียบความ เสถียรของผงโบรมีเลนท่ีอทเหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
(รูปท่ี 26) นบว่าการเพ่ิมความบริลุฑธ่ึฃองผงโบรมีเลนไม่มีผลต่อการเพ่ิมความเสถียรชอง 
โบรมิเสน และการเพ่ิมความบริสุฑธ๋ึบาง'วิธีมีแนว,โน้มลดความเสถียรลงกว่าเดิม แสดง

ให้เห็นว่าการแยกองค์ประกอบอ่ืน  ๆ เซ่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ห?อแร่ธาตุต่าง ๆ

ออกไป อาจทำให้ผงโบรมีเลนไต้รับอิทธิพลของลภาวะท่ีมีผลทำให้เอนไซม์เถียสภาน

ธรรมชาติ เซ่น ความรัอนไต้มากกว่าผงโบรมิเลนท่ีอยู่ในลักm ะท่ีเห็นองค์ประกอบของสืาร 
หลาย  ๆ ซนิดก็ไต้

4.4 การติโททสมบัติทางกายภาน และจลนศาสตร์ชองโบ?มิเลน

การติกบานิเอชที่เหมาะลมในการย่อยสลายลับลเตรทเคซีนต้วยเอนไซม์โนรมีเลน 

ทำโห้ช่วยนิเอชตั้งแต่ 6 .0  ขั้นไป เนราะลับสเตรทเคซีนจะละลายไต้ห้อยลงเมื่อนีเอช

ของสารละลายตาก,ว่า 6 .0  ผลการทดลอง (รูปที่ 27 ) แสดงให้เห็นว่าโบรมีเสินที่เตรียม 

ต้วยกรดโพถีอะไคร์ลิคทั้งชนิดที่ห้าไปเพิ่มความบริสุทธี่ขั้นด้วยคอมลัมนั่คารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส 

ตามด้วยคอลัมนั่เซน่าเดกชจี 100 และชนิดที่ไม่ไต้ทำให้บริสุทธเพิ่มขั้น มีนิเอชที่เหมาะสม 

ในการย่อยเคซีนในช่วงนิเอชที่เห ็น ค่างทั้งคู่ โดยที่โบรมีเลนบริ'ฟ้ทธึ๋สูงจะมีช่วงนิเอชของ

การทำงานกว้างกว่า เล็กห้อย (นิเอช 8 -1 0 ) อาจอธิบาย'ไต้ว่า'ที่บริ เวทแร่ง'ชองเ อนไชม์

โบรมีเลนมีกรด'อะมีโนซีส เฑอีนซึ่งจาเห็นในการทำงานชองเอนไซม์อยู่ ( M urach1 และ

Y a su i, 1965) และค่าการแตกตัวของกรดอะมีโนซีลเทอืน <pK_> มีค่าประมาพ 0 .3

ดังนนการทำงานชองโบรมีเลนจะเกิดไต้ดีที่นีเอชสูง  ๆ ในช่วงที่เห็นด่าง การเพิ่มความ

บริสูทธชยง เอนไซม์ไม่ไต้ทำให้โครงรูปของเอนไซม์โบรมีเลนเปลี่ยนไปมากนักโดยเฉพาะที่ 

บริเวทแร่ง โบร'มีเลนบริสฑธึ่ลงจึงยังคงสามารถย่อยสับสืเตรทเคขนไต้ดีในช่วงนิเอชที่

เห็นค่างเช่นกัน เพยงแต่โอกาสที่สับสเดรฑเคซีนจะเข้ามาอยู่ใกล้ชดกับเอนไซม์ใบรมีเสน 

บริสูทธิมีมากกว่าโบรมีเลนที่ไม่ไต้เพิ่มความบริสุฑธึ่ จึงนบว่ามีช่วงนีเอชชองการทำงาน
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กว้างกว่า เล็กน้อย นละเมื่อพีเอชเน็่มมากกว่า 10 .0  เอนไซม์โบรมิเสนทั้ง 2 ชนิดอาจจะ 

เสิยลกานธรรม'ชาติ'ไปบางส่วนมีผล'ให้การ'ทางาน'ชองเอนไซม์'โบรมิเลนลดลงอย่างเห็นได้'ชัด 

การดิกษาพีเอชต่อความเสถียรของโบรมิเลน (รูปที่ 29) อาจอธิบายได้ด้วย 

เหตุผลเดียวกันว่า การที่โบรมิเลนทั้ง 2 ชนิด มิความเสถียรสูงในด้านนีเ•อชค่อนไปทาง

กรด (พีเอชประมาทเ 3 -8 )  อาจเล็นเพราะพีเอชช่วงที่เล็นกรดนี้หมู่ซัลไ‘ฝคริลของกรด

อะมีโนซีสเทยีนในบริเวณเร่งจะไม่อยู่ในรูปที่เหมาะต่อการทำงาน การย่อยตัวเองของ

เอนไซม์โบรมีเสนจังเกิดไค้น้อยกว่าเมื่ออยู่ในสภาวะที่ เล็นค่าง ชงโบรมิเลนลามารททำ

งานได้ดี - หรีออาจเล็นไปไค้ว่ามีกลุ่มบางกลุ่มของกรดอะมิโนที่บริเวทแร่งเปลี่ยนแปลงไป 

จากเดิมไม่มากนักในสภาวะที่ค่อนไปบางกรด แต่เมื่อพีเอชสูงมากชิ้นจะมีผลกระทบต่อ

กลุ่มดังกล่าวไค้มากจังเสิยสภาพธรรมชาติไปอย่างรวดเร็วได้

อุทเหภูมิท่ี เหมาะสมในการ เกิดปฏิกิริยาของ เอนไซม์โบรมี เสนจะอยู่ในช่วง 60 - 

65 องคาเซลเซียส ทั้งในโบรมิเลนที่ทำให้บริสุฑธึ่บางส่วน และโบรมิเลนบริลุฑธึ่สูง

แสดงให้เห็นว่าการทำงานของโบรมีเลนนี้ไม่ชิ้นอยู่กับเอนไซม์ยื่น  ๆ ที่เล็นองคประกอบ

(รูปที่ 28) เมื่อทดลองเก็บสารละลายโบรมีเลนไว้ที่อุทเหภูมิต่าง  ๆ <37 “ 7 0 * ช) เล็น 

เวลา 4 ช ั่วโมง พบว่าท่ีอุทเหภูมิ 30 และ 37 องคาเซลเซียส โบรมิเลนทั้ง 2 ชนิด

ไม่มิความแตกต่างของความเสถียร ในขณะท่ีเม่ือเน่็มอุ[นหภูมิสูงช้ิน (50 องคาเซลเซียส)

โบรมิเลนบริลุทธจะมิค'วามเสถียรน้อยลง (รูปที่ 30 ค .)  ชั่งเล็นผลมาจากการเพมอุทเหภูมิ 

ทำให้อัตรา เร็วของการ เกิดปฏิกิริยาเนึ่มชิ้นจนมองเห็นความแตกต่างของความ เสถียรต่อ 

อุทเหภูมิในโบรมิเลนท้ัง 2 แหล่ง โบรมิเสนบริ'สืทธสูงมีการกำจัดเอาโปรตีนและคารโบ- 

ไฮเดรตบางส่วนออกไป จังได้รบอิทธิ'นสซองความร้อนโดยตรงมากกว่าในขทเะที่เก็บ

รักษา'ไว้ท่ีอุทเหภูมิเดียวกัน และเม่ือเพ่ีมอุทเหภูมิสูงช้ินอีก'จนถีง 70 องคาเซลเซียส

โบรมิเลน'ทั้ง 2 ชนิดจะถูกทำลายสภาพธรรมชาติของเอนไซม์ไปอย่างรวดเร็ว

เมื่อทำการดิกษาเปรียบเทียบความสามารถของโบรมิเลนจากแหล่งต่าง ๆ ใน 

ทารเข้าทำปฏิกริยากับตับสเตรทเคซีน ท่ีอุทเหภูมิ 37 องคาเซลเซียส พีเอช 7 .0  โดยด ู

จากค่า Km ที่ไค้จากการสร้างความตัมพันธ์ตามวิธี 1 i r.e we a v e r  -  Burk P lo t  พบว่า 

โบรมิเสนในสารละลายที่ยังไม่ไค้ทำให้บริสูทธึ่ (นํ้าคั้นค้นตับปะรด) สารสะลายของ

โนรมิ เ ลนที่ผ่านการเพึ่มความบริสูทธึ่ค้วยอะซีโตน ด้วยกรดโพล๊อะไครสิค และโบรมิเลน
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ที่มีความบ?สูทธสูง (ผ่านคอล้มนคาร็บอกซีเมฑธิลเซลลูโลส และเซฝา เตกซ์ จี 100)

จะให้ค่า K111 ต่อสืบส เต'รทเคซีน'ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัทุ! แสคงว่าความจำ เนาะ

ฅ่อเคซีน หรอความสามารถของโบรมิเลนในการจับกับล้บสเตรทเคซันไม่เปล่ียนแปลง

ไปมากนัก กิงแม้โบรมีเลนจะมีความบ?สูทธสูงช้ินจนเกิอบเหลอเนียงโปรตีนขนัดเคียว

แล้วก็ตาม แสดงให้เห็นว่าการแยกเอาองคประกอบบางส่วนส่วนท่ีไม่ใช่โปรตีน ห?อ

โปรตีนท่ีไม่ใช่เอนไซม ห?อแม้กระท่ังโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเห็นเอนไซม์ท่ีเบนองก็ประกอบ

ส่วนน้อยบางส่วนออกไปจะไม่มีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของโบรมีเลนแต่อย่างไร

4 .5  การต?งโบรมีเสนด้วยคา•ท!อกซีเมทธิลเซลลูโลส

ในงานวิจัยนี้ได้คีกษาวิธิต?งโบรมีเลนด้วยคาร็บอกซีเมทธลิเซลลูโลส แสะติด

ตามด้วยโทรทำปฏิกิริยาของใบรมีเสนตรงคาร่บอกซีเมทธิลเซลลูโลส กับสารเสริมความ

แขง ( s t r e n g th )  ของเอนไซม์ต?ง ในที่นี้ใช้กลูตารัลคีไรต์ซีง เห็นสารท่ีมีกลุ่มปฏิกิริยา

2 กลุ่มต่อโม เสกล และมีรายงานมากมายที่ใช้ไนการต?งโปรตีเอลได้โคยการเกิด c ro s s  -  

l i n k in g  (Ohmiya และคณะ, 1978 ; Khan และ S id d ig i  (1985 ) ;Dua และ 
คณะ, 1985)

คารVอกซีเมทธิส เซลลูโลสได้ถูกใช้เห็นวัสดุด?งเอนไซม์ทริปชิน แอลฝา -

ไคโมท?ปซีน มาตงแต่บี ค .ศ . 1969 (C h ib a ta , 1978) ในงานวิจัยนี้ได้เล็อกใช้

คารร!อกซีเมทธิล เซลลูโลส เห็นวัสดุต?งเอนไซม์เพราะ เห็นสารผลิตภัณต์ที่ได้จากธรรมชาติ 

เมื่อใช้ต?งเอนไซม์แล้วผลผลิตที่ได้จะสามารกนำไปใช้ประโยชนส่าหรับมนุษย์ห?อล้ฅวได้โดย 

ไม่มีผลกระทบช้างเคียง ทำให้เหมาะสืมที่จะประยุกต์ในขบวนการทางด้านอาหารได้

จากผลงานวิจัยได้พบบัจจัยที่มีผลกระทบต่อแอคติวิตีฃองใบรมีเลนต?งคาร็บอกซีเมทธิลเซลลูโลส 

เช่น ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ นีเอชของสารละลายที่ใช้ทำปฏิกิริยา io n ic  s t r e n g th

ของสารละลายที่ใช้ และเวลาที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา เหล่านี้เห็นด้น ผลการทดลอง

( รปท่ี 35) แสดงให้เห็นว่าโบรมีเลนสามารกจับกับคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส'ได้คีเมื่อมีปริมาณ 

เอนไซม์ไม่สูงนัก (ปริมาณโปรตีน 3 -6  มีลลิกรัม) อาจเห็นเพราะโบรมิเลนเห็นเอนไซม  ์

ที่มีขนาดค่อนช้างใหญ่และมีสายคารโบไรเดรตเซี’อมต่อกันโมเลกุลด้วย การคีกษาผล

ของ เวสาในการต?งโบรมีเลนพบว่าโบรพิเลน•จะจับกับคารบอกซีเมฑธิลเซลลูโลสได้เร็ว
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มาก (ร ูปfl 36) การจับกันจะเสชั่จส์นสมบูร^นงขนร่มตัวภายในเวลา 10 นามี ฟ้าห?บ

การสิกษา io n ic  s t r e n g th  ของบัฟ่๗ อรต่อการตริงพบว่าการตริงจะเกิดชิ้นไค้ตีในสาร 

ละสายบัฟ่เฟ่อน่ืท่ีมีค่า io n ic  s t r e n g th  ไม่สูงนัก (0 .0 5  โมลาร) (รูปที่ 37) ทั้งนี้เป็น 

ผลมาจากการเพี่ม io n ic  s t r e n g th  จะทำให้ความเสถียรชองเอนไซม์ลดลง ชั๋งผสการ­

ทดสองที่สนับสนุนไค้รายงานไวไนข้างต้นแส้ว (ดูรูปที่ 1) เนื่องจากการตริงโบรมิเลน

ด้วยคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสนี้เป็นการตริงด้วยวิธีอิออนิก จึงไค้ทำการสิกษาผลของผีเอช 

ต่อการตริงโบรมิเสน (รูปที่ 38) แสดงให้เห็นว่าการตริงเกิดชิ้นไค้คีในสภาวะที่พเ•อชเป็น 

กรต (ผีเอชประมาทเ ธ .5 -5 .5 )  ชั่งอยู่ในช่วงผีเอขที่เอนไซม์โบรมิเสนมความเสกียรสูง

ในขณะเดียวกันก็มีส่วนของโมเลกุลที่มีประจุเป็นบวกเหมาะกับการจับกลุ่มคาร-บอกซกบน 

เซลลูโลสไค้สูงด้วยเช่นกัน เมื่อเพิ่มผีเอชให้สูงชิ้นมิแนวโน้มว่าการจับของโบรมิเลนกับ

คารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสจะลดลง คุณสมบัติท่ีกล่าวกีงน้ืเป็นข้อจำกัดของการนำ

โบรมิเลนตริงคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสไปใช้ในการย่อยสลายโปรตีนในสภาวะที่ผีเอชสูง  ๆ

(ผีเอชที่เหมาะสมของการเร่งปฏิกิริยาด้วยโบรมิเลนมีค่าประมาณ 9 -1 0 ) จึงไค้สิกบาหา 

วิธีเพมความ เสกียรชองโบรมิ เลนตริงคาร่บอกซี เมฑเล เซลลูโลสให้สูงชิ้น โดยการเสริม

ด้วยสารจำพวกที่มิกลุ่มที่ว่องไวต่อปฏิกิริยาหลายกลุ่มในที่นี้เล๊อกกลูตารัลตีไอด

เม่ือทดลองตริงโบรมิเลนด้วยคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลสแส้วเสริมด้วยกลูการัลดํไอค 
ความเข้าข้น 0 . 0 1  โมสาร พบว่าไม่สามารถเน่ีมความเลนยรทางกายภาพของโบรมิเลน 
ตริง เม่ือนำมา เขย่าเบา  ๆ ท่ีอุณหภูมิ 25 องคาเซลเชียล (รูปท่ี 42) ช่ัง-อาจอธิบายไค้ 
ว่ากลูตาร้ ลตี'ไอตท่ี เสริม เข้าไปน้ีสามารถเช่ัอมต่อภายในโมเลกุล หรือเช่ัอมต่อระหว่าง

โมเลกุลโบรมิเลนทำให้มีโครงรูปท่ีคงตัวช้ิน นต่กลูตารัลด้ใฮดไม่สามารถเช่ัอมต่อกับ

คารบอกซีเมทเสเซลลูโลสท่ีใข้เป็นสารตริงเอนไซม์ไค้ เน่ืองจากไม่มีหมู่ท่ีจะเข้าทำปฏิ

กิริยากัน จึงทำ,ให้'โบรมิเสนตริงท้ังชนิด,ท่ีเสริมและ'ไม่เสริมกสูต'ารัสดีไฮตมิค'วามเสกียร

ทางกายภาพใกล้เคียงกัน
ฟ้าหรับ เอกชา เมทเสลํนไคอะมีน ช่ัง เป็นสาร เพ่ิมความแข็ง'ของ เอนไซม์ตริงอีก 

ชนิดช่ังมีรายงานว่าสามารถเพ่ิมความเสถียร๚องเอนไซม์ไค้เม่ือทำงานร่วมกับกลูตารัสดีไอด 
(Chi bate, 1982) แต่ฟ้าหรับในงานวิจัยน้ีพบว่า เอกชาเมทธิลสีนไคอะมีนไม่สามารถ

เพ่็มความเสถียรทางกายภาพไห้โบรมิเสนตริงดารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีเสริมด้วยกสูตารัล
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ตีไอ?,! (รูปที่ 4 0 )  นอกจากนี้ยังไปยับยั้งแอคต็วิตีของเอนไซม์อย่างรุนแรงอีก?โวยจังไม่

ได้เสือโเการ?»รงเอนไซม์โดยเสริมด้วยเอก1ซานเท!«สิน'ไดอนมีน

4 .6  การต โี)'บาสมบัตีข■ อง'โบรมิเกนและ'โบรวิทลนตรังคาร์บ๊อก,ชี Iม-ทธิล Iชลกูโลส

การคึกพาพเอชที่เหมานสมในการย่อยสลายเคชีน (รูปที่ 43) นบว่าโบรมิเสน 

ยั้ง 3 รูปแบบ ค็อ โบรมิเลนอิสรน โบรมิเสนฅริงยั้งชนิดที่เสริมแสนไม่เสริมด้วยกสูตารัส 

ตีไอ?! สามารกเร่งปฏิกิริยาการไอโดรไลชิ้เคชีนได้ตีที่นีเอชปรนมาทเ 9 .6  เท่ากัน

แสดงให้เห็นว่าการตริงโบรมิเสนไม่มีผลทำให้โครงรูปของเอนไซม์เปลี่ยนไปโดยเฉนาน 

ที่บริเวทนร่งของเอนไซม์ โบรมิ เลนตริงจังทำ งานไ?าไนสภาวนเคียวกับเมื่ออยู่ในรูป

เอนไซม์อีสรน แลนเมื่อทำการคีกษาฅวามเสกียรต่อนีเอช (รูปที่ 45) จังนบว่าโบรมิเลน 

ตริงยั้งชนิดที่เสริมแลนไม่เสริมด้วยกสูตารัลตีไอ?)ไม่มีผลในการเมื่มความเสถียร?น่านเอชเช่นกัน

เม่ือคึกพาผลกรนทบชองกุทเหภูมิต่อแอคตีวตีซองโบรมิเสนนบว่าอทเหภูมิท่ีเหมานสม 

ในการย่อยสลายเคชีนของโบรมิเลน?าริงยั้งชนิดที่เสริมแลนไม่เสริม?ทยกลตารัลคีไอด์มิค่า 

ใกล้เตียงกัน (45  องศาเซลเซียส) แลนมิความเสถียรต่ออทเภูมิเนื่มชิ้นกว่าเอนไซม์อีสรน 

ในช่วงอุทเหภูมิ 30 -50  องคาเซลเซียส (รูปที่ 46) คาดว่าเห็นผลมาจากการตริงเอนไซม์ 

ไวบนดาร์มอกซีเมทธิสเชสสูโสสจนช่วยให้เอนไซม์มีโครงรูปที่แน่นอนชิ้น โดยเฉนานเมื่อ

เสริมกสูตารัลคีไอ?!ไห้เห็นต้าเชิ้อมภายในโมเลกุล การเปลี่ยนแปลงรูปแบบโครงสร้าง

ของโบรวั้นลนตริงชนิดเสริม?าวยกสูตารัลดีไป็ดเมื่อได้รับอิทธินลฃองความร้อนจังเกิดชิ้นน้อย 

(รูปที่ 46 ช .)

เมื่อเปรียบเทียบค่าคงที่ทางจลนคาสตรของโบรมิเลนยั้ง 3 ชนิด นบว่าการตริง 

เอนไซม์ทำให้ค่า Krn ลดลง โบรมิเลนตริงคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลสจนมีค่า Kre ตาท่ีสุค 

(รูปที่ 47) อาจอธิบายไ?าว่าการตริงโบรมิเลนบนคารบยกซีเมทธิลเซลลูโลสนี้โบรมิเลน

จนถูกตริงให้มีรูปที่ค่อนขางแน่นอนเห็นการลดนสังงานจลน่บางส่วนชองโมเลกุลเอนไซม์ลง 

เนื่องจากโมเลกุลของลับลเตรทเคชีนมีฃนาดใหญ่การลดนลังงานจลนของเอนไซม์ลงจนม ิ

ผลทำให้โอกาสที่เอนไซม์จนจับกับลับสืเตรทตรงต่าแหน่งที่มีความจำเนานไ?,เมากช้ิน แสน 

ลับสเ?ารฑจนถูกย่อยสลายได้มากกว่าเมื่อเอนไซม์อยู่ในสภาานที่เห็นอีสรน แต่เมื่อเลริม

กสูตารัลตีไอ?ามาเห็นตัวเซอมโครงสร้างชองโมเลกุล โอกาลที่โครงรูปของเอนไซม์จน
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เปลี่ยนไปจ็งมิน้อยกว่าเมื่ออยู่ในรูปเอนไซม์ตริงชนิดไม่เสริมกลูตารัลด็ไรด คงน้ันการท่ี
เอน'ไซม์จะขดตัวให่มสักbทเะโค'รงรูป'ท่ีนอ เหมาะกับการเข้า,ทาปฏิกิริยา-ของสับสเต'รท1จัง เกิด 
ช้ิน'ได้น้อยกว่าด้วย

การเก็บรักษาโบรมิเลนนบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดชองโบรมิเลนท้ังท่ีอยู่สภาพ 
อิสระ และโบรมิเลนตริงคีอท่ีอทเหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ช้ิงเอนไซม์จะสดการทำงานสง 
โบรมิ เสนอิสระมิความเสถียรเม่ือ เก็บรักษาในฟ่อสเฟ่ตบัฟ่เฟ่อรนีเอช 7 .0 มากกว่า

อะซีเตตบัฟ่เฟ่อร VUอช 5.0 ซ่ืงให้ผลสนับสนุนกับผลการทดลองช้างต้น (รูปท่ี 29)

ในข[นะท่ีโบรมิเลนตริงคารบอกซีเมทรํลลูโลสท้ังชนิดท่ีเสริมและไม่เสริมด้วยกลูตารัลดีไรต 
แสดงให้เห็นว่าเหมาะสมท่ีจะเก็บในสารละลายอะซีเตตบัฟ่เฟ่อร นีเอช 5.0 มากกว่า 
ท้ังน้ีอาจเห็นเนราะนีเอชมิผลกระทบต่อการจับของโบรมิเสนกับคารบอกซีเมฑริลเซลลูโลส 
ซงได้กล่าวมาแล้วในช้างต้นว่าท่ีนเอช 5.0 การจับกันเกิดช้ินได้คึกว่าท่ีนีเอช 7.0 ดังน้ัน 
เม่ือเก็บโบรมิเสนตริงไว้ท่ีนีเอช 7.0 เห็นไปได้ว่าจะมิโบรมิเลนบางส่วนท่ีหลุดออกจาก

โบรมิเลนตริงคารบอกซีเมทริสเซลลูโลสได้ แสะนบว่าท่ีอุ[นหภูมิ 25 องศาเซลเซียส

โบร-มิIลนตริงท้ัง 2 ชนิดมิความเสถียรกว่า เอนไซม์อิสระ แต่ท่ีอพหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
โบรมิเสนตริงคารบอกซีเมทธลเซลลูโลสมิความเสถียรสูงสุด แสดงให้เห็นว่าการตริง

โบรมิเลนด้วยคารบอกซีเมฑธิลเซลลูโลสทำให้เอนไซม์มิความเสถียรต่ออุ[นหภูมิเน่ีมช้ิน
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สรุปผลการ■ ทคลอง

1 . การท้าให้โบรมิเลนจากน้ําค๊ันต้นสืบปะรคบรีสฑร โคยการตกตะกอนด้วย

อ*iซ'โตน ไต้ผงโบรร เลนฑ่ึมีแอคติวิติประมาทเ 352 ±9 หน่วยชีคียู่ต่อมิลลิกรัมผง นอคติวิติ 
อำเนา»;ของ เอนไซม์ 2.4 X 103  4 หน่วยซีดียูต่อมิลลิกรัมโปรตีน และเ ตรียมไต้ผลิตภัพ,ท

ผงโบรมิเลน 3-7 กรัมต่อต้นสืบปะรค 1 กิโลกรัม

2 - ผลการเน่็มความบรีลทธ๋ึชองผงโบรมิเลนด้วยเทคนิคฑางร็!วกานต่าง  ๆ กัน

ให้ผลดังน้ี

U Uวธ นอคติวิติสืมพัทธ์1 แอดติวิติอำ เนา»;สืมฬัทธ2

ไดอะไลขีล 1.9 1.4

อุลตราพัลเตรชัน 1.5 1.9

คูโอไลช ? 225 1.9 2 . 0

เซปาเดกซ์ จี 1 0 0 1.9 0 . 8

แอคติวิติสืมพัทธ = แอคติวิติผงโบรมัเลน

แอคติวิติผงโบรมิเลนเร่็มต้น

นอคติว็ติอำเนาะสัมพัทธ = แอคติ1วิติ'อำเนาะ

แอคติวิติอำ เนาะของผง เร่็มต้น

3. ผลการติกพาลารกระตุ้นแอคติวิตีฃองโบรมิเลนจากน้ีาค้ันต้นรับปะรดนบ 
กรคอะมิโนซีส เฑอํนไอโครคลอไรค 6  มิลลิโมลารท่ีมีกรค เอทธิ;ลลีน'ไตอ*:มีนเทท-ระอะซีทิด 
ความเข้มข้น 5-10 มิลลิโมลาร ลามารถกระตุ้นการท้างานของโบรมิเลนสูงลคประมาพ

4.3 เท่าของการท้างานเม่ือไม่มีสารกระตุ้น

4. การเตรียมผงโบรมิเลนบรีลุฑธ๋ึสูงจากต้นสับปะรคโดยการตกตะกอนโบรมิเลน

จากน้ําค้ันต้นสืบปะรคต้วยกรดโนลิอะไครลิฅ ท่ีอุทเหภูมิ 4 องศาเซล เซยล ในอัตราลาน
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ของปริมาทเ,โปรตีนต่อกรดเriาî*ï'บ 2 .0  ได้ผงโบรมีนลนท่ีมีแอคติรติสูง 1,941 หน่วยชีติย
ต่อมิลลกีรัมผง แอคติ1วิตี'อำ เนาะซองเอนไซม์ 3-17 X 103 หน่วยชีคียูต่อมิลลีกรัม'โปรตีน 
และปริมา01เถ้า 3.9 ฟอรเชนต ปริมาผผลิตกัผๆาผงโบรมีเลนท่ีได้ 1 .2  กรัมต่อด้น
สับปะรด 1 กิโลกรัม

5. ผลการเพิ่มความบริสุทธื่ของโบรมิเลนที่ได้จากการตกตะกอนด้วยกรดโนลี 
อะไคริ่ลีคด้วยเทคนิคต่าง  ๆ ให้ผลดังน้ี

Ci en วิธี แอคติวิตีลัมน้ฑร แอคติ'วิติ'จำ เนาะลัมพัทธ์

อุลตรานิลเตรชัน 1 . 2 1 . 0

คอลัมน์คาร์บอกชี เ มทธิล เซลลูโลส 1 . 0 1 . 2

คอลัมน์เซน่าเดกซจี 1 0 0 1 . 2 1 . 2

คอลัมน์คา'รบอกชี เมทธิล เซลลูโลส 1 - 1 1.3

ตามด้วยเซน่าเดกซจี 1 0 0

6. การแยกให้ได้โบรมิเลนบริสุทธ่ืสูงทำได้โดยการผ่านสารละลายผงโบรมิเลน
ท่ีเตรียมด้วยกรดโนลีอะไคร่ิลิคลงในคอลัมน์คาร่ิบอกชีเมทธิลเซลลูโลส ซะโบรมิเลน
ด้วยเกรเคียนทแบบเส้นของสารละลายผสมโนแตสเชียมคลอไรด์ แยกเอาโบรม็เลนท่ี
เป็นองคประกอบส่วนใหญ่ (0.12 โมสารโนแตลเชียมคลอไรต) ไปผ่านต่อในคอลัมน์
เซน่าเดกช จี 100 แล้วนำไปตกตะกอนด้ายอะชีโตน ได้ผงโบรมีนลนท่ีมีแอตติวิตีสูง
2,255 หน่วยชีคียูต่อมิลลิกรัมผง แอคติาตีจำเนาะ 3-53 X 103 หน่วยชีคียูต่อ
มิลลีกรัม1โปรตีน ในปริมาณผลีตภั[น,กผงโบรมิเลน 0.2 กรัมจากผงโบรมเลนเร่ิมด้น
1  กรัม

7. การตรวจสอบความบริสุทธีของผงโบรมีนลนท่ีมีความบริสุท»สูงด้วยเทคนิค

โนลีอะไคร่ิละไมคเจล อัเลคโตรโน่รีซิส นบแถบลีโปรตีน 2  แถบ แถบท่ีเป็นองค

ประกอบส่วนใหญ่มีค่า Rr 0.52 และแถบท่ีจางมากมีค่า Rf 0-66 ตามล้าดับ
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8 . สม{fôของผงโบรร เลน!!ฝานเนตอนการ เฉมความบริสุ'ท^ห้วยค;;เลัมใ!คาริบอก1ดู 
เมทริกเซลสู'โลสตามด้วยเซ'ฝาเดกซ์จี 1 0 0  เทียบกับผงโบรมิเลนก่อนนำมาเพ่ิมความบริสุทธ๋ึ 
นบว่า

8 . 1  นิเอซท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาของการไอโดรไลซลับลเตรท 
เคซีนไม่ต่างกันอย่างเห็นซัด โบรมีเลนบริสทธิสูงมีค่านิเอชอยู่ในช่วง 9-10 และโบรมิเลน 
ก่อนเพ่ิมความบริสุฑรมีค่านิเอชระหว่าง 9-10

8 - 2  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาของการไฮโดรไลช่ัลับสเตรท 
เคซีนมีค่าเท่ากันคอ ประมาณ 60-65 องอาเซลเซียส

8-3 นิเอซต่อความเสถียรซองโบรมีเลน'ทงก่อนและหลังการเพ่ิมความ 
บริสูฑธิมีค่านิเยซอยู่ช่วงระหว่าง 3-7

8.4 โบรมีเลนบริสุทธ่ึสูงมิค่าเสถียรต่ออุณหภูมิลดสงท่ีอุณหภูมิ 50 องคา

เซลเซียส แอคตีวิตีชองโบรมีเลนบริสูฑรสูงลดลง 50 เปอร์เซนต์ ในเวลาครั่งชี่วโมง

ในขณะท่ีโบรมีเลนก่อนเพ่ิมความบริลุฑธ่ืใช้เวลานาน 1 ช่ัวโมง

8 .5 การเพ่ิมความบริสูฑธ๋ึไม่ทำให้ความสามารถในการจับกันของ

เยน'ไซม์กับลับรเตรทเคซีนแตกต่างกันอย่างมีนัยลัาคัญ เมอเทียบกับโบรมีเลนก่อนเพ่ิม

ความบริสุฑร่ั

9. สภาวะท่ีเหมาะสมในการตริงโบรมีเลนด้วยคาริบอกซีเมทธิสเซลลูโลส

9.1 ปริมาณโบรมีเลนท่ีใช้ควรมีค่าปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 3-6 มิลลิกรัม 
ต่อคาริบอกรีเมทธิลเซลลูโลส 1  กรัม <น้ําหนักเปียก)

9.2 เวลาไนการตริง 10-60 นาที

9.3 บัฟ่เฟ่อริท่ีใช้ในการตริง ค็อ อะชีเตตบัฟ่๗ อริ นิเอซ 5.0 
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร่ั

1 0 . กสูตารัลคีไฮตความเข้มข้น 0 . 0 1  โมลาร่ั มีผลในการเพ่ิมความเสถียรต่อ 
อุณหภูมิซองโบรมีเลนตริงคาริบอกซีเมทธิลเซลลูโลส แต่ไม่มีผลในการเพ่ิมความเสถียรทาง 
กายอาน

1 1 . เฮกซาเมทธิลลีนไดอะมีนมีผลยับย้ังการทำงานซองโบรมีเลนตริงคาริบอกซี

เ ม ท ธ ิ ล เ ซ ล ล ู โ ล ส
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1 2  . ผลการต่กษ'า เปริยบ เมียบคุณลมป้&ของโบรรเลนและโบรมิเลนตริง 
คาร์บอกชีเมทธิลเซลลูโลสท้ังชนิดเสริมและไม่เสริมด้วยกลูตารัลคีไฮต์ให้ช้อลรูปดังน้ี

1 2 . 1  พีอชท่ีเหมาะสมในการไฮโดรไลซสืบสเตรทเคซีนมีค่านิเอช 
ใกล้เคียงกัน คีอ น็เอชประมาณ 9.6

1 2 . 2  การตริง เอนไซมด้วยคารบอกชี เมฑธิล เซลลูโลสท้ังชนิด เสริมและไม่ 
เสริมด้วยกลูตารัสดีไฮคทำให้อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการไฮโดรไลชสืบสเตรทเดชีนมีค่าสด

ต่ําลง คีอมิค่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมประมาณ 45 องศาเซลเชียล ในขณะท่ีโบรมิเลนอิสระมี 
อุณหภูมิท่ี เหมาะสมในการทำงานสูงประมาณ 65 องศาเซล เชียล

12.3 ความเสถียรต่อพีอชของโบรมิเลนท้ัง 3 รูปแบบ มีความเสถียร 
ได้ดีในช่วงพีอชท่ีเห็นกรด โบรมิเลนตริงคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลสมีศวามเสถียรในช่วง 
พีอช 4-5 และโบรมิเลนตริงเสริมกลูตารัลดีไฮต์มีช่วงความเสถียรกว้างช้ินเห็น 4-6 
โบรมิเลนอิสระมิความเสถียรต่อนีเอชช่วงกวางท่ีลุดคีอไนช่วงนํเอช 4-7

12-4 โบรมิ เลนตริงท้ังชนิดเสริมและไม่ เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮต์มิความ 
เสถียรต่ออุณหภูมิมากกว่าโบรมิเลนอิสระอย่างเห็นชัดท่ีอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเชียล 
โบรมิเลนตริงชนิดเสริมกลูตารัลคีไฮต์มีดวามเสถียรต่ออุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียสได้สูง 
กว่าโบรมิเลนตริงคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลสชนิดไม่เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮด้

12.5 การตริงโบรมิเลนด้วยคารบอกชีเมทธิลเซลลูโลสทำให้ความฟ้ามารก 
ไนการไฮโดรไลชสืบลเตรทเคชีน (Kn1) ดีข้ินประมาณ 20 เท่า เม่ือเมียบกับโบรมิเลนอิสระ 
และเร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลชเคชีน (K t1) ดีข้ินประมาณ 15 เท่า ลำหรับโบรมิเลนตริง 
คารนอกชีเมทธิลเซลลูโลสชนิดเสริมด้วยกลูตารัลดีไฮค

ผลงานวัจัยท้ังหมดน้ีบรรลุวัตคุประลงคท่ีท้ังไว้ และลามารกใช้เห็นแนวทางใน

การผลิตผงโมรมิเลนท่ีมิศวามบริลุทธ่็ลูงจากด้นสืบปะรดในประเทศไทยในระดับขยายส่วนได้ 
รวมท้ังลามารกใช้เห็นแนวทางในการผลิตเอนไซม่ืโบรมิเลนในรูปโบรมิเลนตริง ซ็่งเ ห็นรูป 
แบบหน่ึงท่ีเหมาะลมเม่ือนำไปลู่การใช้งานอย่างต่อเน่ือง อันเห็นแม่แบบของการประยุกต์

ใช้เอนไซม่ืโบรมิเลนในระดับอุตสาหกรรมต่อไป
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