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บทคดัย่อ 
 

จากการศึกษาการสกดัเอนไซมโ์บรมิเลนจากส่วนเหลือทิ้งสับปะรด คือ แกน เปลือก และ
ล าตน้ โดยการตีป่นร่วมกบัน ้าแขง็ปราศจากไอออน เป็นเวลา 5 นาที พบวา่ส่วนล าตน้ให้ค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์โบรมิเลนสูงสุด และเม่ือน าส่วนของล าตน้มาท าการตีป่นร่วมกบัน ้ าแข็งปราศจาก
ไอออนเป็นเวลา 5 นาที ร่วมกบัโฮโมจีไนส์ เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นกรองดว้ยผา้ขาวบางและน าไป
ป่ันเหวี่ยง น าส่วนใสท่ีไดไ้ปวดักิจกรรมของเอนไซม์โบรมิเลนพบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูง
กวา่การไม่ใชเ้คร่ืองโฮโมจีไนส์ จากนั้นน าส่วนใสไปตกตะกอนสองคร้ังดว้ยอะซีโตนเยน็ 4 องศา-
เซลเซียส โดยให้ความเขม้ขน้ของอะซิโตนเยน็เร่ิมตน้ร้อยละ 35 และให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น
ร้อยละ 80 น าตะกอนเอนไซมท่ี์ไดไ้ปท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็จะไดเ้อนไซมผ์ง และท าการศึกษาผล
ของเวลาท่ีใช้ในการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งต่อการละลายของเอนไซม์ กิจกรรมทั้งหมดของ
เอนไซม ์กิจกรรมจ าเพาะทั้งหมด ร้อยละของผลได ้และจ านวนเท่าของความบริสุทธ์ิและพบว่ามี
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (วเิคราะห์ทางสถิติในทุกสดมภ)์ เม่ือท าการศึกษาหาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซมพ์บวา่ เอนไซมท์ างานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช 7.0 และอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส ในการศึกษาความคงตวัของเอนไซม์โบรมิเลนพบว่าในสภาวะสารละลาย
เอนไซมมี์ความคงตวัเม่ืออยูใ่นบฟัเฟอร์พีเอช 7.0 และช่วงอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียสเอนไซมมี์
ความคงตวัมากท่ีสุด และหากท าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่
มีกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือเท่ากบัร้อยละ 93.86 
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ABSTRACT 
 
 The study of bromelain extraction from pineapple wastes which cores peels and stems. 
There was the stem have the highest bromelain activity in pineapple stems. Bromelain was 
obtained from stems using blender with deionized ice for 5 minutes, homogenizing for 5 minutes, 
filtering by a filter cloth and then centrifuging. The absorbance of the supernatant of this process 
was measured for bromelain activity. The result showed that the proteolytic activity of this extract 
was higher than non homogenizing extract. The supernatant was then precipitated by 35% cold 
acetone (4°C). The supernatant was repeatedly precipitated with 80% cold acetone.The first and 
second precipitates were combined and then freeze dryed for 10 hours. The powdered enzyme 
was statistically analyzed for the effects on the solubility of enzyme, total activity, specific 
activity, yield and purity factor and the the freeze drying time had significantly effects on all 5 
factors of the enzyme. The optimum conditions for activity and stability of powdered bromelain 
were examined. The result showed that the optimum conditions were at pH 7.0 and 60°C. This 
enzyme was steadied at pH 7.0 and 30-40 °C. After maintaining at 4°C for 24 hours, bromelain 
had the residual activity at 93.86%. 
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ตารางภาคผนวกท่ี 11 ผลการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของระยะเวลาการท าแหง้ 46 
แบบแช่เยอืกแขง็ ท่ีระยะเวลา 8, 10 และ 12 ชัว่โมง ท่ีมีผลต่อการ 
ละลายของเอนไซมห์ลงัจากผา่นการแช่เยอืกแขง็ และกิจกรรมจ าเพาะ 
ทั้งหมดของเอนไซม ์



 ฌ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
                                                                                                                                                 

ตารางที่                     หน้า 
ตารางภาคผนวกท่ี 12 ผลการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของระยะเวลาการท าแหง้ 46 

แบบแช่เยอืกแขง็ ท่ีระยะเวลา 8, 10 และ 12 ชัว่โมง ท่ีมีผลต่อการ 
ละลายของเอนไซมห์ลงัจากผา่นการแช่เยอืกแขง็ และร้อยละของผลได ้

ตารางภาคผนวกท่ี 13 ผลการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของระยะเวลาการท าแหง้ 47 
แบบแช่เยอืกแขง็ ท่ีระยะเวลา 8, 10 และ 12 ชัว่โมง ท่ีมีผลต่อจ านวน 
เท่าของความบริสุทธ์ิดว้ย 

ตารางภาคผนวกท่ี 14 ผลการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของผลของค่าความคงตวัของ 47 
เอนไซมต่์อค่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือ เม่ือท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2, 4, 6, 8, 16, 20 และ  24 ชัว่โมง  
  



 ญ 

สารบัญรูปภาพ 
                                                           หน้า 
  รูปที่ 
2.1 สัณฐานวทิยาและกายวภิาคของสับปะรด                                                       5 
4.1  ผลของอุณหภูมิท่ีหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมโ์บรมิเลนเม่ือท าการบ่ม 27   

เอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70  และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
4.2  ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมโ์บรมิเลน โดยการบ่มเอนไซม ์ 28 

ท่ีพีเอชต่าง ๆ กนั คือซิเตรตบฟัเฟอร์(พีเอช 3-6) และใชฟ้อตเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 6-9) 
เป็นเวลา 20 นาที 

4.3  ผลของค่าความคงตวัของเอนไซมโ์บรมิเลนต่ออุณหภูมิ เม่ือท าการบ่มเอนไซม ์ 29 
ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

4.4 ผลของค่าความคงตวัของเอนไซมโ์บรมิเลนต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือ เม่ือท า 31 
การบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 2, 4, 6, 8, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง 

4.5 ผลของความคงตวัต่อพีเอชของเอนไซมโ์บรมิเลนต่อค่าของกิจกรรมของเอนไซม ์ 31 
ท่ีเหลือ เม่ือท าการบ่มเอนไซมใ์นสารละลายซิเตรตบฟัเฟอร์ (พีเอช 3-6) และ 
ฟอตเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 6-9) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

รูปภาคผนวกท่ี 1  กราฟมาตรฐานไทโรซีนค่าการดูดกลืนแสง 40 
                             ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
รูปภาคผนวกท่ี 2  กราฟมาตรฐาน Bovin Serum Albumin ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100,  42 

200, 300, 400 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีค่าการดูดกลืนแสง 
ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร  

  



บทที ่1 
บทน า 

 
1.1  ทีม่าและความส าคัญ 
 สับปะรดเป็นพืชทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึงของประเทศไทย มีปริมาณการผลิตจ านวนมาก ซ่ึง
ผลผลิตน้ีจะน าไปจดัจ าหน่ายโดยตรง และส่วนมากจะน าเขา้สู่อุตสาหกรรมสับปะรดกระป๋อง จาก
อุตสาหกรรมน้ีเองท่ีท าให้มีของเหลือทิ้งจากสับปะรดมากมาย เช่น เปลือก  แกน  ใบ และล าตน้ 
โดยส่วนท่ีเหลือทิ้งเหล่าน้ี ส่วนใดท่ีน าไปแปรรูปต่อไดก้็น าไปแปรรูป เช่น ปุ๋ย หรืออาหารสัตว ์ ซ่ึง
ผลิตภณัฑเ์หล่าน้ีมีมูลค่าทางการตลาดต ่า และจากการคน้ควา้พบวา่ในสับปะรดมีเอนไซมโ์บรมิเลน
อยู่เป็นจ านวนมาก เราจึงคาดว่าน่าจะน าของเหลือทิ้งจากสับปะรดโดยเฉพาะส่วนล าตน้ มาเป็น
วตัถุดิบในการผลิตเอนไซมโ์บรมิเลนซ่ึงมีมูลค่าทางการตลาดสูงกวา่ 
 เอนไซมโ์บรมิเลนนั้นเป็นเอนไซมเ์ร่งการยอ่ยสลายโปรตีน มีน ้ าหนกัโมเลกุล 23 กิโลดาลตนั  
มีลกัษณะพิเศษ คือมีโอลิโกแซ็กคาไรด์สายเด่ียวเช่ือมต่อกบัพอลิเปปไทด์ และมีคุณสมบติัตา้นการ
อกัเสบ และยบัย ั้งลกัษณะการจบัตวัเป็นกอ้นของเลือด ปัจจุบนัถูกน ามาใชป้ระโยชน์อยา่งมากมาย 
ไม่ว่าจะเป็นอุตสาหกรรมอาหาร ผงซักฟอก ฟอกหนงั อุตสาหกรรมเกษตรต่างๆ และท่ีส าคญัคือ
อุตสาหกรรมยาซ่ึงสามารถน าโบรมิเลนมาใช้รักษาโรคต่างๆได้เช่น การอักเสบติดเช้ือต่างๆ       
โรคไขข้ออักเสบ ถือเป็นเอนไซม์ท่ีมีประโยชน์หลายด้านในทางการค้า เราจึงศึกษาการผลิต
เอนไซม์โบรมิเลนจากล าต้นสับปะรดเพื่อดูแนวโน้มในการผลิตเอนไซม์ เพื่อน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมในดา้นต่างๆท่ีกล่าวมาต่อไป 
 
1.2  วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

1.  เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัเอนไซมโ์บรมิเลนจากล าตน้ของสับปะรดและ 
การท าเอนไซมโ์บรมิเลนให้บริสุทธ์ิ 

2.       ท  าการศึกษาวธีิการและสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิเพื่อผลิตเป็น
เอนไซมผ์ง 
              3. ท าการศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมโ์บรมิเลนท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ เช่นพีเอชและ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานและค่าความคงตวัต่อพีเอชและอุณหภูมิ 
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1.3  ขอบเขตของงานวจัิย 
        การท าการศึกษาสภาวะท่ีใชใ้นการสกดัเอนไซมโ์บรมิเลนจากตน้สับปะรด เพื่อใชก้ารสกดั
และไดกิ้จกรรมของเอนไซมสู์งสุด และน าเอนไซมส์กดัหยาบท่ีสกดัไดม้าท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิการ
ท่ีเหมาะสมต่อการน าไปผลิตเอนไซมผ์งเพื่อใชเ้ป็นส่วนประกอบของผงหมกัเน้ือนุ่ม  ท าการศึกษา
คุณสมบติัของเอนไซมโ์บรมิเลนท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ เช่น พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างาน ค่าความคงตวัพีเอชและอุณหภูมิ 
1.4  ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. เพื่อใหไ้ดว้ธีิการท่ีเหมาะสมในการสกดัและท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิบางส่วน 
2. ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานและสภาวะท่ีมีผลต่อค่าความคงตวัของเอนไซม ์
3. เพือ่เป็นแนวทางในการใชข้องเหลือทิ้งในการผลิตผลิตภณัฑท่ี์มีมูลค่าสูงข้ึน คือผลิต

เป็นเอนไซมผ์งเพื่อหมกัเน้ือนุ่ม 
 



บทที ่2 
ทฤษฎแีละหลกัการ 

 
2.1  สับปะรด (ศิริชยั, 2541) 
 สับปะรดเป็นพืชใบเล้ียงเด่ียวจดัอยู่ใน Family  Bromeliaceae มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า    
Ananas  comosus  ซ่ึงเป็นพืชท่ีมีใบประเภทอุม้น ้ า และมีดอกแยกเป็นสามส่วน ใบยาวข้ึนเป็น
เกลียวรอบตน้ พืชในตระกูลน้ีประกอบดว้ย 2000 สปีชีส์ จากทั้งหมด 46 จีนสั เป็นพืชท่ีข้ึนในเขต
ร้อนและร้อนช้ืน โดยมีถ่ินก าเนิดอยู่ในทวีปอเมริกา มีเพียงหน่ึงสปีชีส์ท่ีพบในทวีปแอฟริกา
ตะวนัตก   สับปะรดท่ีเราคุน้เคยและรับประทานกนัมีเพียงสปีชีส์เดียว มีบางสปีชีส์ท่ีใชป้ลูกเพื่อใช้
ท าเป็นเส้นใย บางชนิดใช้ปลูกเป็นไม้ประดับและเป็นอาหารสัตว   พืชอีกชนิดหน่ึงช่ือ 
Bromeliads เป็นไมป้ระดบัของทวีปอเมริกา จดัเป็นพืชโบราณท่ีมีวิวฒันาการเช่นเดียวกบัสับปะรด 
ซ่ึงเป็นบรรพบุรุษของสับปะรดบางจีนสั อาจมีความสูงถึง 10 เมตร พืชในจีนสัเหล่าน้ีทั้งหมดเป็น
พชืท่ีข้ึนบนบก มีล าตน้ยาว มีรากจ านวนมาก ใบแคบ และมีขนเพื่อช่วยลดการสูญเสียน ้ า  สับปะรด
ซ่ึงเดิมมีถ่ินก าเนิดในทวีปอเมริกาใต ้ แต่ปัจจุบนัไดแ้พร่กระจายไปยงัเขตร้อนและร้อนช้ืนทัว่โลก 
ซ่ึงส่วนใหญ่จะเป็นการปลูกเพื่อบริโภคผลสด และท าเป็นน ้ าผลไม ้  สับปะรดท่ีปลูกกนัโดยทัว่ไป
จะมีความสูงประมาณ 1 เมตร ล าตน้จริงๆจะสั้น แต่ส่วนของใบและกา้นดอกจะขยายยาวออกมา 
แหล่งปลูกสับปะรดท่ีใหญ่ท่ีสุดคือท่ีรัฐฮาวายของสหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีพื้นท่ีปลูก 1 ใน 3 ของโลก 
และผลิตสับปะรดกระป๋องไดถึ้งร้อยละ 60 ของโลก รองลงไปไดแ้ก่ จีน บราซิล และเมก็ซิโก 
 2.1.1  พฤกษศาสตร์ของสับปะรด 

การศึกษาทางชีววิทยาดา้นพฤกษศาสตร์ของสับประรด เป็นการศึกษาเพื่อพฒันา
ไปสู่ความรู้ทางชีววิทยาดา้นอนุกรมวิธานสัณฐานวิทยาและพนัธุศาสตร์ของสับปะรด เพื่อใชเ้ป็น
การเทียบเคียงระหวา่งพืชชนิดเดียวกนัและพืชในวงศ์ท่ีใกลเ้คียงกนั สับปะรดถูกจดัอยูใ่นประเภท  
ไมดิ้น ซ่ึงพืชในวงศน้ี์อาจแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ชนิดตามสภาพความเป็นอยูคื่อ กลุ่มท่ีเจริญเติบโตโดย
มีรากหาอาหารบนพื้นดิน (terrestrial)  กลุ่มท่ีเจริญเติบโตบนตน้ไมโ้ดยมีรากอากาศคลา้ยกลว้ยไม ้
(epiphytes) และกลุ่มท่ีเจริญเติบโตอยูบ่นผาหินหรือโขดหิน (saxicolous)  แมว้า่สับปะรดจะถูกจดั
อยูใ่นกลุ่มแรก คือพืชดิน แต่ก็มีลกัษณะบางอยา่งของพืชในกลุ่มท่ี 2  ดว้ยเหมือนกนั กล่าวคือ
สามารถเก็บน ้าเอาไวต้ามซอกใบไดเ้ล็กนอ้ย และมีเซลลส์ าหรับเก็บน ้าเอาไวใ้นใบ ท าใหท้นทานต่อ
สภาพแหง้แลง้ 
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2.1.1.1  การจ าแนกทางอนุกรมวธิานของสับปะรด 
Kingdom         Plant Kingdom 
Sub-kingdom   Spermatophyta 
Class                Angiospermae 
Sub-class         Monocotyledones 
Order               Farinosae 
Family            Bromeliaceae 
Genera            Ananas and Pseudananas 
Species           comosus 
Scientific name ของสับปะรด คือ Ananas comosus (L.) Merr.) 

2.1.1.2  สัณฐานวิทยาและกายวภิาคของสับปะรด 
สับปะรดพนัธ์ุท่ีปลูกเป็นการคา้ไดแ้ก่พนัธ์ุปัตตาเวยี (Cayenne variety) มีส่วนประกอบท่ี

ส าคญัดงัน้ี 
1.  ล าตน้ (stem) ประกอบดว้ยปลอ้งสั้น ๆ และใบมากมาย 
2.  กา้นผล (peduncle) คือกา้นพยงุผลซ่ึง มีใบเล็ก ๆ ติดอยู เช่ือมติดกบัส่วนบนของล าตน้ กา้นผล
น้ีอาจมีตาเล็กๆ ติดอยูถ่า้สภาพเหมาะสมจะพฒันาไปเป็นตะเกียง 
3.  ตะเกียง (slip) คือ หน่อท่ีเกิดจากตาบนกา้นผล ตะเกียงน้ีถา้น าไปปลูกขยายจะกินเวลา 18 –20 
เดือนจึงจะใหผ้ล 
4.  ใบ (leaf) รูปร่างแคบ ยาว เรียว จ านวนใบอาจมีถึง 50 – 100 ใบต่อตน้ ข้ึนกบัความอุดมสมบูรณ์ 
5. ผล (multiple fruit) จดัเป็นผลรวมท่ีเกิดจากการเช่ือมติดกนัของผลยอ่ย (จ านวน 100 – 200 ผล) 
เขา้กบัแกนกลางของช่อดอก 
6.  จุก (crown) ส่วนขยายพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะคลา้ยหน่อ แต่เกิดข้ึนบนส่วนยอดของผลใชป้ลูกขยาย 
พนัธ์ุไดดี้ ตามปกติหน่ึงผลจะมี 1 จุก ถา้น าไปปลูกขยายพนัธ์ุจะกินเวลานาน 22 – 24 เดือน 
7.  หน่ออุม้ลูก (hapas) คือหน่อท่ีเกิดจากตาในบริเวณจุดเช่ือมระหวา่งกา้นผล และล าตน้ใชข้ยาย 
พนัธ์ุไดเ้ช่นเดียวกบัหน่อขา้ง 
8.  หน่อขา้ง (aerial sucker) คือหน่อท่ีเกิดจากตาบนล าตน้ ใชข้ยายพนัธ์ุไดดี้โดยจะกินเวลาประมาณ 
14 – 16 เดือนจึงจะใหผ้ล 
9.  หน่อดิน (underground sucker) เป็นหน่อท่ีเกิดจากตาบนล า ตน้ส่วนท่ีอยูใ่ตผ้วิดิน 
10. ราก (root) อาจแบ่งไดเ้ป็น 2 พวกคือ รากเหนือดิน และรากใตดิ้น ท า หนา้ท่ีหาอาหารและ        
ยดึเหยีย่วล าตน้ 
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รูปที ่2.1  สัณฐานวทิยาและกายวภิาคของสับปะรด  (ศิริชยั, 2541) 
 2.1.2  องค์ประกอบทางเคมีของสับปะรด 

จากน ้ าหนกัของผล 100 กรัมจะประกอบดว้ยส่วนต่าง ๆ ดงัน้ีคือ พลงังาน 47 – 52 แคลอร่ี 
น ้า 85 - 87 กรัม  โปรตีน 0.4 -0.7 กรัม  ไขมนั 0.2 - 0.3 กรัม  ปริมาณคาร์โบไฮเดรตสุทธิ 11.6 -13.7 
กรัม เส้นใย (fiber) 0.4 -0.5 กรัม  เถา้ 0.3 - 0.4 กรัม  แคลเซียม 17 -18 มิลลิกรัม  ฟอสฟอรัส 8 - 12 
มิลลิกรัม เหล็ก 0.5 มิลลิกรัม โซเดียม 1 - 2 มิลลิกรัม โพตสัเซียม 125 -146 มิลลิกรัม แคโรทีน      
32 - 42 มิลลิกรัม ไทเอมีน 0.06 - 0.08 มิลลิกรัม ไรโบฟลาวิน 0.03 - 0.04 มิลลิกรัม ไนเอซิน         
0.2 - 0.3 มิลลิกรัม และกรดแอสคอร์บิก 17 - 61 มิลลิกรัม 

2.1.3  พนัธ์ุสับปะรด (เกศิณี, 2539) 
พนัธ์ุสับปะรด สับปะรดท่ีนิยมปลูกทัว่โลกแบ่งออกไดเ้ป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ี 
กลุ่มคาเยน (Cayenne) เป็นสับปะรดรับประทานสดและแปรรูปท่ีส าคญัท่ีสุดมีก าเนิดใน

ประเทศเวเนซูเอลา เป็นพนัธ์ุมาตรฐานส่งออกของรัฐฮาวายของประเทศสหรัฐอเมริกา ประเทศ
ฟิลิปปินส์ เคนยา เมก็ซิโก ไตห้วนั ออสเตรเลีย แอฟริกาใต ้ กินี และเปอร์โตริโก มีพนัธ์ุยอ่ย 2 พนัธ์ุ 
คือ พนัธ์ุคาเยนหนาม (Spiny Cayenne) ปัจจุบนัไม่นิยมปลูก และพนัธ์ุคาเยนไร้หนาม (Smooth 
Cayenne) เป็นพนัธ์ุท่ีนิยมปลูก   ลกัษณะทัว่ไป ทรงตน้สูง 20-50 เซนติเมตร ใบมีจ านวน 60-80 ใบ
ต่อตน้ ยาวประมาณ 100 เซนติเมตร กวา้งประมาณ 6.5 เซนติเมตร สีเขียวเขม้ดา้นหลงัใบมีจุดประ  
สีแดง ดา้นใตใ้บสีเทาเงิน ขอบใบตรงและเรียบ ท่ีส่วนปลายและฐานใบมีหนามขนาดเล็กอยู่
ประปราย ช่อดอก ประกอบดว้ยดอกยอ่ยประมาณ 150 ดอก กา้นช่อดอกยาว 7.5-15.0 เซนติเมตร 
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ดอกมีสีน ้ าเงินปนม่วงอ่อน รูปร่างของผลเกือบจะเป็นทรงกระบอก โดยฐานผลใหญ่กวา่ส่วนอ่ืน
เล็กนอ้ย ผลอ่อน   สีเขียวคล ้า ผลสุกสีเหลืองมีจุดประสีเขียว ผลยอ่ยหรือตาแบนและกวา้ง ขนาด
ประมาณ 2.5 เซนติเมตร เน้ือแน่นมีสีเหลืองอ่อนจนถึงสีเหลือง รสชาติดีมาก ไม่มีเมล็ด                 
น ้ าสับปะรดมีน ้ าตาลร้อยละ 12-16 และกรดร้อยละ 0.5-0.9  มีจุก 1 อนั ตะเกียง 0-10 อนั หน่อ        
0-3 อนั อ่อนแอต่อโรคและแมลงหลายชนิดโดยเฉพาะโรคเห่ียว เช่น พนัธ์ุปัตตาเวีย ตาด า ตาแดง 
นางแล น ้ าผึ้งของไทย St. Michael ของเกาะอะซอร์เลส Cayenne Lisse ของไอโวรีโคสต์ มาร์ตินิค 
Cayenne ของแอฟริกาใต ้เคนยา และ Hilo ของรัฐฮาวาย สหรัฐอเมริกา  

กลุ่มควีน (Queen) เป็นสับปะรดรับประทานสด ปลูกมากท่ีออสเตรเลีย และ แอฟริกาใต้
ลกัษณะทัว่ไป ทรงตน้ ใบ และผลขนาดเล็กกวา่พนัธ์ุคาเยน ขอบใบมีหนามขนาดเล็กอยูถ่ี่ๆ ผลแก่
ก่อนพนัธ์ุอ่ืน ผลหนกั 0.5-1.0 กิโลกรัม กา้นผลยาว 7-12 เซนติเมตร ผลยอ่ยขนาดเล็กและนูน ผลสุก
สีเหลืองทอง เน้ือสีเหลืองทองเขม้ เน้ือกรอบไม่มีเส้นใย กล่ินและรสชาติดีเยี่ยม ตา้นทานโรคดีกวา่
พนัธ์ุคาเยน เช่น พนัธ์ุภูเก็ต สวี สิงคโปร์ ของไทย  Macgregor ของออสเตรเลีย  Z Queen ของ
แอฟริกาใต ้ Ripley Queen Red ของมาเลเซีย ฟิลิปปินส์ อินเดีย อเมริกาใต ้ และ Cabezona ของ
เปอร์โตริโก 

กลุ่มเรดสแปนิช (Red Spanish) เป็นสับปะรดรับประทานสด ปลูกมากท่ีหมู่เกาะอินดีส-
ตะวนัตก คิวบา เปอร์โตริโก และเมก็ซิโก ลกัษณะทัว่ไป ทรงตน้ ใบ และผล ขนาดก่ึงกลางระหวา่ง
พนัธ์ุคาเยนและพนัธ์ุควนี ใบ ยาวประมาณ 1.2 เมตร ใบมีหนาม ผลผอมยาว 20-25 เซนติเมตร หนกั 
0.9-1.8 กิโลกรัม รูปค่อนขา้งส่ีเหล่ียมจตุัรัส ผลยอ่ยประมาณ 80 ผล ผลยอ่ยขนาดใหญ่ ผลสุกสีแดง
ปนส้ม เน้ือสีเหลืองอ่อน มีเส้นใย กล่ินหอม เป็นท่ีนิยม รสชาติเปร้ียวและเผด็เล็กนอ้ย แกนใหญ่   
จุกยาว 20-25 เซนติเมตร บนจุกมีใบโคง้และมีหนามยาวมีตะเกียงเกิดอยูใ่กลก้บัผล มีความตา้นทาน
ต่อโรคและแมลง โดยเฉพาะโรคเห่ียวและมวน เช่น อินทรชิต ขาวของไทย  Sugar Loaf ของ
อเมริกาเขตร้อน  Yellow Mauritius ของศรีลงักา อินเดียตะวนัตก และรัฐฟลอริดา ของอเมริกา 

กลุ่มสิงคโปร์สแปนิช (Singapore Spanish) เป็นสับปะรดแปรรูป ปลูกมากท่ีประเทศ
มาเลเซีย ลกัษณะทัว่ไป ใบ มีจ านวนประมาณ 50 ใบต่อตน้ ใบยาว 100 เซนติเมตร ขอบใบเรียบและ
มีหนามท่ีปลายเล็กนอ้ย ผล กา้นผลเล็กและยาวความยาว 20-25 เซนติเมตร ผลทรงกระบอก ผลสุก
สีส้มปนแดง น ้ าหนกั 1.6-2.3 กิโลกรัม ผลยอ่ยลึก เน้ือสีเหลืองทอง มีเส้นใย รสชาติดี แกนเล็ก        
จุกยาว 10-30 เซนติเมตร มกัมีหลายอนั ตะเกียง 0-15 อนั ตา้นทานโรคและแมลงบางอยา่งดี 

2.1.4  พนัธ์ุสับปะรดทีป่ลูกในประเทศไทย 
จารุพนัธ์ ทองแถม (2526) ระบุว่า มีการปลูกสับปะรดในประเทศไทยเป็นเวลานานแลว้ 

โดยการสันนิษฐานว่า ชาวโปรตุเกสเป็นชาติแรกท่ีน ามาเผยแพร่ยงักรุงศรีอยุธยาในตอนต้น
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คริสตศ์ตวรรษท่ี 16  จากนั้นมีการน าพนัธ์ุสับปะรดเขา้มาอีกหลายคร้ัง ซ่ึงพนัธ์ุสับปะรดท่ีปลูกใน
ปัจจุบนัอาจมีช่ือเรียกต่างกนัไปตามทอ้งท่ีแต่ท่ีพบมากมีดงัน้ีคือ 

พนัธ์ุปัตตาเวีย (Smooth Cayenne ; Sarawak, Kew) สับปะรดพนัธ์ุน้ีเร่ิมเขา้มาแพร่หลายใน
ประเทศไทยและไดรั้บความนิยมอย่างมาก โดยเราอาจรู้จกัในนามสับปะรดศรีราชาทั้งน้ีเพราะ
บาทหลวงผูห้น่ึงได้น าพนัธ์ุมาจากอินเดียและทดลองปลูกในไร่ของโรงเรียนอสัสัมชัญศรีราชา      
จ. ชลบุรี ส่วนท่ีเรียกวา่สับปะรดปัตตาเวยีนั้น อาจเป็นเพราะมีชาวมลายไูดน้ าเอาพนัธ์ุสับปะรดน้ีมา
จากประเทศอินโดนีเซีย มาปลูกแพร่หลายท่ีอ าเภอปราณบุรี จ. ประจวบคีรีขนัธ์ จนมีผูรู้้จกัในนาม
สับปะรดปราณบุรี อยา่งไรก็ตามไม่วา่จะเป็นช่ือ ศรีราชา ปัตตาเวีย และปราณบุรี ทั้งหมดจดัอยูใ่น
กลุ่มของพนัธ์ุ Smooth Cayenne ซ่ึงเป็นพนัธ์ุเดียวกบัท่ีปลูกในแหล่งผลิตส าคญัอ่ืนๆ ของโลกโดยท่ี
เป็นพนัธ์ุท่ีมีรสหวานและรูปทรงดีจึงเหมาะแก่การปลูกเป็นอุตสาหกรรม สับปะรดพนัธ์ุน้ีมีใบสี
เขียวเขม้ ผิวใบดา้นบนเป็นมนัเงา ขอบใบเรียบ กลางใบมกัมีสีแดงอมน ้ าตาล ปลายใบมีหนาม
เล็กนอ้ย ช่อดอกมีดอกยอ่ยเฉล่ียประมาณ 150 ดอก กลีบดอกสีม่วงอมน ้ าเงินผลอาจมีขนาดใหญ่ 
เปลือกผลสีเขียวปนด า ตาต้ืน เน้ือในสีเหลืองอ่อนถึงเหลืองเขม้ 
 พนัธ์ุอินทรชิต หรืออินทรชิตแดง (Singapore Spanish ) จดัเป็นสับปะรดพนัธ์ุเก่าแก่ท่ีสุด
ของประเทศไทย ซ่ึงสันนิษฐานว่าชาวโปรตุเกสเป็นผูน้ าเอาเขา้มาเผยแพร่ในประเทศไทยสมยั     
กรุงศรีอยธุยา และมีการขยายพนัธ์ุสืบต่อกนัมาจนกลายเป็นพนัธ์ุพื้นเมือง สับประรดพนัธ์ุอินทรชิต
มีทรงตน้ใหญ่ขนาดเดียวกบัพนัธ์ุปัตตาเวยี แต่มีหนามคมรูปโคง้งอ มีสีน ้าตาลอมแดงท่ีขอบใบ ใบมี
สีเขียวอ่อน ลกัษณะดา้นไม่เป็นมนั ใบไม่เป็นร่องเช่นพนัธ์ุปัตตาเวีย ผลมีขนาดเล็กกว่าพนัธ์ุ
ปัตตาเวยี ตาลึก เน้ือสีเหลืองทองเม่ือแก่ รสหวานอ่อนไม่หอม มีเส้นใยมาก ผลเล็กเกินกวา่จะบรรจุ
กระป๋อง อาจมีตะเกียงท่ีกอ้นผล ทนทานต่อโรครากและไส้เน่า 
 พนัธ์ุขาว (Green Spanish) เป็นพนัธ์ุสับปะรดท่ีมีทรงพุ่มเต้ีย ใบแคบและสั้ นกว่าพนัธ์ุ
อินทรชิต ขอบใบเตม็ไปดว้ยหนาม เน้ือมีสีเหลืองทองรสหวานอ่อนคุณภาพของเน้ือไม่ดีนกั ผลมกั
มีหลายจุก เขา้ใจวา่เป็นพนัธ์ุท่ีกลายมาจากอินทรชิต 

พนัธ์ุภูเก็ต หรือพนัธ์ุสวี (Mauritius Pine ; Malacca Queen; Ceylon ; Red Ceylon)ใบของ
สับปะรดพนัธ์ุน้ีจะแคบและยาวกว่าพนัธ์ุขาวและอินทรชิต ใบมีสีเขียวอ่อนและมีแถบสีแดง
ตอนกลางใบ ขอบใบเตม็ไปดว้ยหนามสีแดง ผลมีขนาดเล็ก เน้ือสีเหลืองรสหวานกรอบ มีกล่ินหอม 
นิยมบริโภคสด ปลูกกนัมากในจงัหวดัภูเก็ตและชุมพร 

พนัธ์ุนางแล และพนัธ์ุน ้ าผึ้ง  อาจจดัเป็นสายพนัธ์ุยอ่ยของพนัธ์ุปัตตาเวีย ซ่ึงเป็นพนัธ์ุใน
กลุ่มของ Cayenne โดยมีรูปทรงของใบและดอกคลา้ยคลึงกบัพนัธ์ุปัตตาเวียมาก ขอบใบไม่มีหนาม 
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แต่มีหนามเล็กน้อยท่ีปลายใบ กล่าวกนัว่าผูน้ าพนัธ์ุน้ีมาจากประเทศศรีลงักาและมาปลูกท่ีต าบล  
นางแล อ.เมือง จ.เชียงราย จึงมีผูเ้รียกวา่ พนัธ์ุนางแล 

พนัธ์ุตราดสีทอง  จดัเป็นสับปะรดสายพนัธ์ุใหม่ท่ีถูกพฒันาโดยเกษตรกรจงัหวดัตราด มี
ลกัษณะผสมระหวา่งสับปะรดพนัธ์ุปัตตาเวยี และสับปะรดภูเก็ต ผลเล็ก เน้ือฉ ่าน ้าและหวาน 

2.1.5  การแปรรูปสับปะรด (ส านกังานเศรษฐกิจอุตสาหกรรม, 2545) 
เน่ืองจากสับปะรดหลงัจากการเก็บเก่ียวแลว้อาจเกิดการเน่าเสียโดยง่าย ไม่สามารถรักษา

ความสดไวไ้ดน้าน และไม่สะดวกแก่การขนส่งหรือขายระหวา่งประเทศ จึงจ าเป็นตอ้งมีการแปรรูป
เพือ่ใหเ้ก็บรักษาไดน้านข้ึนหรืออาจแปรรูปเป็นผลิตภณัฑต่์างๆ ไดห้ลายชนิด 
 สับปะรดกระป๋องนบัวา่เป็นการแปรรูปท่ีนิยมมากท่ีสุด เน่ืองจากสามารถก าหนดมาตรฐาน
ไดง่้ายและสะดวกแก่การขนส่งและการเก็บรักษา นอกจากน้ีโรงงานบางแห่งไดน้ าผลพลอยได ้คือ 
น ้ าสับปะรด มาผลิตในรูปของน ้ าสับปะรดเขม้ขน้แบบแช่แข็ง (frozen concentrate) แบบปลอดเช้ือ 
(aseptic concentrate) สับปะรดบดละเอียดท่ีบรรจุในถุงปลอดเช้ือ (aseptic crushed pineapple) และ
การสกดักล่ินสับปะรด (pineapple essence) เป็นตน้ ทั้งน้ี เพื่อให้ผลิตภณัฑ์มีความหลากหลาย
ตอบสนองความตอ้งการของผูบ้ริโภคในตลาดเพื่อรักษายอดขายและส่วนแบ่งดา้นการตลาดไว ้
ส่วนของเหลือทิ้งในการผลิตเช่นเปลือกนั้นพบวา่มีการน าไปขายเพื่อผลิตอาหารสัตวใ์นราคาท่ีถูก 
 
2.2  เอนไซม์โบรมิเลน 
 2.2.1  เอนไซม์โบรมิเลนและการเรียกช่ือเอนไซม์      

เอนไซมโ์บรมิเลนเป็นเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย
โมเลกุลของสารประเภทโปรตีน จดัอยู่ในกลุ่มของเอนไซม์พวกท่ีมีกลุ่มซัลไฟดริลในบริเวณเร่ง 
(sulfhydryl  protease) เช่นเดียวกบัเอนไซม์ปาเปนจากมะละกอ และเอนไซม์ฟิซินจากมะเด่ือ 
(Murachi, 1964)  เป็นเอนไซมท่ี์อยูภ่ายในเซลล์ (intracellular  enzyme) พบในเน้ือเยื่อส่วนต่างๆ
ของพืชวงศ์บรอมิเลียซิอ้ี เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการย่อยโปรตีนและ    
เปปไทด์ ยงัสามารถเร่งการย่อยสารพวกเอไมด์ (amide) และเอสเทอร์ (ester) ของกรดอะมิโน
และเปปไทด์ดว้ย เพื่อเป็นการตดัปัญหาความยุง่ยากในการเรียกช่ือเอนไซมจึ์งรวบรวมช่ือทัว่ๆไป
ของเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสารประเภทโปรตีนท่ีพบในเน้ือเยื่อส่วน
ต่างๆ ของพืชชนิดต่างๆในวงศ์น้ีว่า โบรมิเลน (Bromelain) เพื่อให้การเรียกช่ือเอนไซม์มี
ความจ าเพาะยิ่งข้ึน บ่งบอกถึงส่วนของเน้ือเยื่อ สายพนัธ์ุ และสกุลของพืชในวงศด์งักล่าว จึงมีการ
ใช้ช่ือท่ีสมบูรณ์ (complete name) ข้ึน โดยจะมีการเติมค าน าหน้าระบุถึงสกุล สายพนัธ์ุ และส่วน
ของเน้ือเยื่อท่ีพบในเอนไซมด์งักล่าว ตวัอย่างเช่น Ananas  comosus (L)  Merr.variety, stem  
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bromelain  ซ่ึงหมายถึงเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของการยอ่ยสารโปรตีน พบใน
ล าตน้ของสับปะรดสายพนัธ์ุ Cayenne ซ่ึงมกัเรียกสั้นๆโดยทัว่ไปวา่ stem  bromelain  (Heinicke 
และCortner, 1957) ปัจจุบนัมกัมีการใชร้หสัของ Enzyme  Commission ซ่ึงเป็นรหสั 4 ตวัตามหลงั
ช่ือเอนไซม์ทัว่ๆไป เช่น Bromelain (E.C.3.4.4.24) ซ่ึงรหัส 4 ตวัน้ีจะบ่งบอกถึงลักษณะของ
ปฏิกิริยาการเร่งการยอ่ยของเอนไซมน์ั้นๆ  
 2.2.2  แหล่งของเอนไซม์โบรมิเลน   

โบรมิเลนเป็นเอนไซมท่ี์พบในเน้ือเยือ่ส่วนต่างๆของพืชในวงศบ์รอมิเลียซิอ้ีท่ีรู้จกั
กนัดีคือ สับปะรด (Ananas  comosus (L)  Merr.) เอนไซมช์นิดน้ีพบคร้ังแรกเม่ือประมาณศตวรรษท่ี 
19 ซ่ึงพบในน ้าสกดัท่ีสกดัจากเน้ือเยือ่ของผลสับปะรด ต่อมาพบเอนไซมเ์ดียวกนัในส่วนอ่ืนๆ ของ
สับปะรด เช่น กา้น เปลือก แกน ใบท่ีผล ใบท่ีตน้ หน่อขา้งล าตน้ และล าตน้ โดยเฉพาะในน ้ าสกดั
จากส่วนของล าตน้จะมีปริมาณเอนไซม์สูงสุด โดยล าตน้สับปะรดท่ีมีความแก่อ่อนต่างกนัจะมี
ปริมาณต่างกนั ล าตน้ท่ีมีความแก่มากข้ึนจะยิ่งมีปริมาณเอนไซมม์ากข้ึน กล่าวคือ ล าตน้อายุ 3 ปี มี
เอนไซม์ร้อยละ 53 ในขณะท่ีล าต้นอายุ 2 ปี และ 1 ปี มีเอนไซม์อยู่ร้อยละ 36 และร้อยละ 11 
ตามล าดบั ส่วนเน้ือเยือ่อ่อนจะมีเอนไซมเ์พียงเล็กนอ้ย (Heinicke และ Cortner, 1957) 

2.2.3  คุณสมบัติทางเคมีของเอนไซม์โบรมิเลน 
เอนไซม์โบรมิเลนเป็นสารประกอบประเภทไกลโคโปรตีน(glycoprotein) โดยมี

ส่วนโมเลกุลของโอลิโกแซ็กคาไรด์หน่ึงกลุ่มต่อหน่ึงโมเลกุลเอนไซม์ ในหน่ึงกลุ่มน้ีจะมีน ้ าตาล
แมนโนส 3 โมล กลูโคส 1 โมล ไซโลส 1 โมล และแอล-อะซิติลกลูโคซามีน 2 โมล ซ่ึงจบัคู่อยูก่บั
สายเปปไทดด์ว้ยพนัธะโควาเลนต ์(Scocca และ Lee, 1969) ส าหรับชนิดและปริมาณกรดอะมิโนใน
โมเลกุลโบรมิเลน 1 โมเลกุล ประกอบดว้ยกรดอะมิโนจ านวน 285 ตวัและเฮกโซซามีน 4 โมเลกุล 
มีกรดอะมิโนท่ีมีคุณสมบติัเป็นเบสอยูจ่  านวนมากกวา่พวกท่ีเป็นกรด ดงัตารางท่ี 2.1 ในโมเลกุลของ
เอนไซม์จะมีไกลซีน (glycine) อยูท่างดา้น C-terminal และวาลีน (valine) อยูท่างดา้น N-terminal 
โมเลกุลประกอบดว้ย disulfide bridge 5 ต าแหน่งต่อโมเลกุล แต่จะมีกลุ่มซลัไฟดริลเพียง 1 กลุ่มต่อ
โมเลกุลเท่านั้นซ่ึงจ าเป็นส าหรับเร่งปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม ์(Murachi และคณะ, 1964) 

2.2.4 คุณสมบัติทางกายภาพของเอนไซม์โบรมิเลน   
เอนไซม์โบรมิเลนจากล าต้นสับปะรด จดัเป็นโปรตีนพวกมีคุณสมบติัเป็นเบส 

(basic  protein) สามารถละลายน ้ าได้ ไม่ละลายในแอลกอฮอล์  อะซีโตน มีน ้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 30,000 ดาลตนั เม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมป์าเปนจากมะละกอ พบวา่เอนไซมโ์บรมิเลน
มีคุณสมบติัเป็นเบสมากกวา่และโมเลกุลมีขนาดใหญ่กวา่ปาเปนประมาณ 1.5 เท่า มีค่าคงท่ีของการ
ตกตะกอน (sedimentation constant, S°20, w) เท่ากบั 2.73 S  ค่าคงท่ีของการแพร่ (diffusion constant, 
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D°20, w) เท่ากบั 7.77 × 10
-7 ตารางเซนติเมตรต่อวนิาที  โมเลกุลจะเกิดการเปล่ียนแปลงโครงร่างอยา่ง

ถาวรเม่ืออยูใ่นสภาพท่ีกรดด่างสูงกวา่ 10.3  (Murachi และคณะ, 1964)  
 
ตารางที ่2.1  ชนิดของกรดอะมิโนท่ีเป็นองคป์ระกอบของ Stem bromelain 
 

ชนิดของสาร จ านวนต่อโมเลกุล ชนิดของสาร จ านวนต่อโมเลกุล 
ไขมนั 
ฮิสทีดีน 
แอมโมเนีย 
ฮาจินีน 
กรดแอสปาติค 
ทรีโอนีน 
ซีรีน 
กรดกลูตามิค 
โปรตีน 
ไกลซีน 

20 
1 
25 
10 
27 
12 
24 
20 
13 
29 

อะลานีน 
ฮาฟ ซีสเตอีน 
วาลีน 
เมไทโอนีน 
ไอโซลิวซีน 
ลิวซีน 
ไทโรซีน 
เฟนิลอะลานีน 
ทริฟโตเฟน 

30 
11 
19 
4 
20 
9 
19 
9 
8 

รวม               285 
เฮกโซซามีน    4 
ท่ีมา : Murachi และคณะ, 1964 

 
2.2.5  คุณสมบัติการท างานของเอนไซม์โบรมิเลน        
 เอนไซมโ์บรมิเลนจากล าตน้สับปะรดมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการย่อย

สารประเภทโปรตีน เป็นเอนไซมท่ี์มีกลุ่มซลัไฟดริลในบริเวณเร่ง โดยการเร่งปฏิกิริยาสารตั้งตน้นั้น
จะใชก้ลุ่มไทออล (thiol  group) และกลุ่มอิมิดาโซล (imidazole  group) ท่ีบริเวณเร่ง เป็นตวัท าให้
เกิดการยอ่ยพนัธะของสารตั้งตน้ นอกจากโบรมิเลนจะสามารถเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสารพวกโปรตีน
แลว้ ยงัสามารถยอ่ยพวกเปปไทด์  เอไมด ์ เอสเทอร์ของกรดอะมิโนและเปปไทด์ไดด้ว้ย  เอนไซม์
โบรมิเลนเป็นเอนไซมท่ี์มีความสามารถเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยเคซีนและฮีโมโกลบินไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
สภาวะท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์นั้นจะมีพีเอชเท่ากบั 7.0 เม่ือใช้เคซีนเป็นสารตั้งตน้
และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมประมาณ 63-65 องศาเซลเซียส (กลัยา, 2520 ; Ball และคณะ, 1941; Glazer 
และคณะ, 1971) เอนไซมโ์บรมิเลนน้ีสามารถท าลายดว้ยความร้อนท่ีมีอุณหภูมิสูงกว่า 70 องศา-
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เซลเซียส  มีความคงตวัในช่วงพีเอช 3.0-3.5 เม่ือพีเอชต ่ากวา่ 2.5 เอนไซมจ์ะไม่คงตวั (Su และคณะ, 
1975) 

2.2.6  ประโยชน์ของเอนไซม์โบรมิเลน 
  เน่ืองจากเอนไซมโ์บรมิเลนมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสารประเภท
โปรตีนเช่นเดียวกบัเอนไซม์ปาเปน และโปรตีนอ่ืนๆ จึงมีการน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
ต่างๆ เช่นเดียวกนั ในอุตสาหกรรมมีการน าเอนไซม์น้ีไปใชใ้นการผลิตเบียร์ เพื่อช่วยป้องกนัการ
เกิดความขุ่นของเบียร์ในขณะเก็บรักษา (Heinicke และ Cortner , 1957 ) ช่วยเพิ่มความยืดหยุน่และ
ปริมาณของขนมปัง ท าให้เน้ือนุ่มข้ึน ช่วยเร่งกระบวนการหมกัน ้ าปลาไส้ตนั (ประเสริฐ, 2526)       
ยิ่งไปกวา่นั้นเอนไซมโ์บรมิเลนยงัมีความสามารถในการตกตะกอนโปรตีนในน ้ านมได ้ดงันั้นอาจ
น ามาประยกุตใ์ชใ้นการผลิตเนยแขง็แทนเอนไซมเ์รนเนทได ้นอกจากน้ีในอุตสาหกรรมยา มีการใช้
เอนไซม์โบรมิเลนในตวัยาช่วยย่อยอาหาร ยาถ่ายพยาธิ (Hwang, 1951) ใช้ช่วยละลายเมือกก่อน
เอ็กซ์เรยม์ดลูก ใชเ้ป็นยาแกอ้กัเสบ (Hunter และ Henry, 1955) ยบัย ั้งการจบัตวัเป็นล่ิมหรือกอ้น
เลือด  ปรับปรุงการไหลเวียนของเลือดท่ีหัวใจและหลอดเลือด  ยบัย ั้งการเจริญของเน้ืองอก             
เอาเน้ือเยื่อท่ีตายออกไปจากบาดแผล  ส่งเสริมการดูดซึมตวัยาชนิดต่างๆ (Gregory และ N.D., 
1996) และยงัใชใ้นอุตสาหกรรมอ่ืนๆ เช่นอุตสาหกรรมฟอกหนงั เพื่อท าใหพ้องและนุ่มข้ึน 
 2.2.7  การผลติเอนไซม์โบรมิเลน 
  เอนไซม์โบรมิเลนเป็นเอนไซม์ท่ีอยู่ในเน้ือเยื่อของสับปะรดดังนั้ นการผลิต
เอนไซมโ์บรมิเลนจะตอ้งสกดัโดยการท าใหเ้ซลลแ์ตกและปลดปล่อยเอนไซมอ์อกมาจากเซลล์อยา่ง
สมบูรณ์ เช่นการบดด้วยทราย  การโฮโมจิไนซ์ด้วยเคร่ืองตีป่น  หรือใช้แรงเฉือนร่วมกบัการใช้
ความดันสูงๆอดัเน้ือเยื่อ  Heinicke (1957) พบว่าการใช้เคร่ืองหีบออ้ยท่ีมีแกนหมุน 3 อนั จะ
สามารถสกดัเอนไซม์จากล าตน้ได้มากท่ีสุดคือสามารถบีบน ้ าออกจากล าตน้ได้ร้อยละ 36 ของ
น ้ าหนกัล าตน้ท่ีปอกเปลือก  Su และคณะ (1975) สกดัเอนไซมจ์ากล าตน้สับปะรดดว้ยวิธีอดัดว้ย
ความดัน แล้วป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา        
10 นาที  นอกจากน้ีในการสกดัเอนไซม์มีการตีป่นกบัน ้ ากลัน่และป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10000 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (ทนง, 2529; นภนีรา และคณะ, 2535) 
และมีการศึกษาพบวา่การบีบล าตน้สับปะรดดว้ยเคร่ืองไฮโดรริกให้ผลดีกวา่การตีป่นร้อยละ 21-25    
(นิมิตพิสุทธ์ิ, 2530)  เม่ือสกดัเอนไซมแ์ลว้จะตอ้งน ามาท าใหมี้ความเขม้ขน้และบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 

จุรีรัตน์ (2530) พบวา่ความเขม้ขน้ของอะซิโตนท่ีเหมาะสมในการตกตะกอนมีค่า    
ร้อยละ 65 – 70 และมีรายงานว่าการตกตะกอนสองคร้ังด้วยอะซิโตนเย็นคร้ังท่ีหน่ึงในปริมาณ   
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ร้อยละ 35 และคร้ังท่ีสองเติมให้ไดป้ริมาณร้อยละ 56 จะให้ผลดีท่ีสุด (ทนง, 2529 ; นภนีรา และ
คณะ, 2535) 

Heinicke (1957) ศึกษาการตกตะกอนเอนไซมโ์ดยใชอ้ะซิโตน โดยน าส่วนใสจาก
น ้ าท่ีสกดัไดม้าเติมสารรีดิวส์ซ่ิง (reducing agent) ลงไปให้มีความเขม้ขน้ 0.005-0.01 โมลาร์ และ
ปรับพีเอชให้อยู่ช่วง 3.5-5.5 แล้วจึงตกตะกอนเอนไซม์ด้วยอะซิโตน 2 ขั้นตอน โดยขั้นแรกจะ
ตกตะกอนดว้ยอะซิโตนเยน็ (ประมาณ 1 องศาเซลเซียส) เขม้ขน้ร้อยละ 30-33 โดยปริมาณทั้งหมด 
เพื่อตกตะกอนโปรตีนส่วนน้ีทิ้งไป หลังจากนั้นจึงน าส่วนใสท่ีแยกตะกอนออกหมดแล้วมา
ตกตะกอนดว้ยอะซิโตนเยน็ร้อยละ 60-66 โดยปริมาณทั้งหมด จะไดต้ะกอนเอนไซม์สีขาว น าไป  
ท าแหง้โดยใชเ้คร่ืองท าแหง้แบบแช่แขง็ (freeze dryer) แลว้น ามาบดจะไดเ้อนไซมโ์บรมิเลนเขม้ขน้
ในสภาพแหง้ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมป์ระมาณ 300-2200 GDU (Gelatin Digestion Unit) ต่อกรัม 

Su และคณะ (1975) ศึกษาพบว่าการตกตะกอนโบรมิเลนด้วยเอธิลแอลกอฮอล์
เขม้ขน้ร้อยละ 40-60 จะไดต้ะกอนเอนไซมสู์งสุด หรืออาจตกตะกอนเป็น 2 ขั้นตอนคือขั้นตอนแรก
อาจตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตวัร้อยละ 60 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แยกตะกอน
เอนไซม์ดว้ยเคร่ืองเหวี่ยงความเร็ว 6500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้ตกตะกอนอีกคร้ังดว้ย
แอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 50 แล้วเอาไปท าแห้ง เอนไซม์ท่ีได้สามารถเก็บไวน้าน 60 วนั โดย
ปฏิกิริยาลดลงเพียงร้อยละ 13 

นิมิตพิสุทธ์ิ (2530) ศึกษาวธีิการตกตะกอนเอนไซมโ์บรมิเลนโดยการใช้กรดแทน-
นิก พบว่าการใช้กรดแทนนิกในช่วงความเขม้ขน้ 2-4 กรัมต่อลิตรจะไดช่้วงท่ีตกตะกอนเอนไซม์
ออกมาไดม้ากท่ีสุด 

Apte (1979) ท าการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สัปปะรดเพื่อสกดัเอนไซม ์และท าให้บริสุทธ์ิ
โดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซี โตนต่อด้วยเจลฟิวเตรชั่นโดยใช้ เซฟาเด็กซ์ จี  100         
(Sephadex G 100) แลว้ท าการเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมใ์นแต่ละระยะการเจริญเติบโตของ
เน้ือเยือ่  

Rowan และคณะ (1988) คน้พบเอนไซมอ์ะแนนนาอิน (ananain) ซ่ึงเป็นซิสเตอีน
โปรตีเอส ท่ีแยกได้จากสารสกัดหยาบของเอนไซม์โบรมิเลน โดยการท าให้บริสุทธ์ิด้วย
กระบวนการโครมาโตรกราฟฟี (affinity chromatography) บน Sepharose-Gly-Phe-glycinaldehyde 
semicarbazone และโครมาโตรกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ ( cation exchange chromatography ) 
จากการทดลองน้ีพบว่า เอนไซม์อะแนนนาอินมีน ้ าหนกัโมเลกุล 25000 กิโลดาลตนัใกลเ้คียงกบั
เอนไซมโ์บรมิเลนท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล 25000 กิโลดาลตนั ต่างกนัตรงท่ีความจ าเพาะต่อสับสเตรทท่ี
เป็นเปปไทดแ์ละโปรตีน 
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Doko ( 1991 ) ท าการสกดัเอนไซม์โบรมิเลนจากน ้ าสับปะรด และท าให้บริสุทธ์ิ
โดยใช้ ไมโครฟิวเตรชั่น ( microfiltration ) ใช้เมมเบรนขนาด 8 ไมโครเมตรและท าอลัตราฟิว-
เตรชัน่โดยการใช้เมมเบรนท่ีมี  molecular weight cut-off  1000 ดาลตนั ต่อจากนั้นท าการ
ตกตะกอนโปรตีน 2 คร้ัง ดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีอ่ิมตวัร้อยละ 60 และ 70  น าไปอลัตราเซนติ-
ฟิวส์ท่ี 27000 g อุณหภูมิ 2-3 องศาเซลเซียส และน าไปแช่เยือกแข็ง  ในการทดลองน้ีมีผลไดร้้อยละ 
50  สารสกดัท่ีไดมี้โปรตีนร้อยละ 98 และพบวา่เอนไซมมี์ความสามารถในการท างานลดลงระหวา่ง
กระบวนการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
 2.2.8  การรักษาความคงตัวของเอนไซม์ 
  เม่ือเอนไซมอ์ยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมอาจท าให้เอนไซมสู์ญเสียกิจกรรม ดงันั้น
ความคงตวัจึงเป็นส่ิงส าคญัมาก โดยเฉพาะหากตอ้งการผลิตทางการคา้ จึงมีการศึกษาวิธีการรักษา
ความคงตวัของเอนไซม์โบรมิเลน Heinicke (1957) พบวา่การพ่นฟองก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์ลงไป
ในน ้าสกดัเอนไซมจ์ะช่วยรักษาความคงตวัของเอนไซมไ์ดดี้ข้ึน นอกจากน้ียงัมีการใชส้ารรีดิวส์ซ่ิง
เป็นตวัช่วยรักษาความคงตวัของเอนไซม ์   Heinicke พบวา่สามารถใชก้รดเบนโซเอทเป็นสารเพิ่ม-
ความคงตวัไดโ้ดยอาจอยู่ในรูปกรดเบนโซอิก รูปเกลือโซเดียมโพตสัเซียม แอมโมเนีย แคลเซียม 
แมกนีเซียม ลิเทียมเบนโซเอทและรูปอ่ืนๆ โดยอาจเติมในช่วงสกดัเอนไซม์ เติมในน ้ าสกดัหรือ      
เติมในตะกอนเอนไซมเ์ปียกก่อนแหง้  จากรายงานของ Wiseman (1978) พบวา่พอลิเอธิลีนไกลคอล
กบัเกลือของตะกัว่และแบเรียมสามารถช่วยกระตุน้และรักษาความคงตวัของเอนไซมไ์ด ้แต่ไม่ควร
ใช้กบัอาหารเน่ืองจากอาจไดรั้บสารพิษ    และนิมิตพิสุทธ์ิ (2530) พบว่าหากใช้โซเดียมเมตาไบ-
ซลัไฟด์ ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ หรือซีสเตอีนไฮโดรคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ ช่วยท า
ใหเ้อนไซมเ์สถียร เก็บไดน้าน โดยในระยะเวลา 7 วนั กิจกรรมเอนไซมล์ดลงเพียงร้อยละ 8 
 2.2.9  การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์โบรมิเลน 
  ในการตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์โบรมิเลนมีหลายวิธีซ่ึงในการหากิจกรรมวิธี
ต่างๆนั้น อาศยัคุณสมบติัในการเร่งการยอ่ยสลายสารประกอบโปรตีนและการเร่งปฏิกิริยาการจบั
ตวัเป็นกอ้นของโปรตีนนม (milk clotting)  
  Heinicke (1957) ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์โบรมิเลนโดยท าปฏิกิริยากบั
โปรตีนในสารละลายพร่องไขมนั (skim milk solution) ในสภาพท่ีมีพีเอชเท่ากบั 3.5 แลว้จบัเวลา 
จนกระทัง่โปรตีนในน ้ านมเร่ิมแข็งตวัเกาะเป็นกอ้น (clot) ซ่ึงจะรายงานเป็นหน่วย MCU (Milk 
Clotting Unit) 

Su และคณะ (1975) ไดด้ดัแปรงวธีิการหากิจกรรมของเอนไซม์ โดยใชส้ารละลาย
เอนไซม ์1.0 มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากบัสารละลายเคซีน ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.6 ในฟอตเฟตบฟัเฟอร์
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ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ พีเอช 7.0 จ  านวน 5.0 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที แลว้หยุดปฏิกิริยาดว้ยสารตกตะกอนโปรตีนจ านวน 5 มิลลิลิตร ซ่ึงสารละลายตกตะกอน
โปรตีนน้ีประกอบดว้ยกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acid, TCA) ความเขม้ขน้ 0.11      
โมลาร์ โซเดียมอะซิเตท ความเขม้ขน้ 0.22โมลาร์ และกรดอะซิติก ความเขม้ขน้ 0.33 โมลาร์ บ่มไว้
เป็นเวลา 30 นาที กรองเคซีนท่ีตกตะกอนออกดว้ยกระดาษกรองแลว้น าไปวดัเปปไทด์ท่ีละลายอยู ่
โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร รายงานปฏิกิริยาเอนไซมอ์อกมาใน
รูป CDU (Casein  Digestion  Unit)  หมายถึง ปฏิกิริยาเอนไซมท่ี์ยอ่ยเคซีนท่ีพีเอช  7.0 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส แลว้ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรเพิ่มข้ึนเท่ากบัไทโรซีน         
1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที 

 Shinya (2003) ท าการตรึงเอนไซม์โบรมิเลนและตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์
โบรมิเลน 2 วิธี วิธีแรก ท าโดยเจือจางเอนไซม์ด้วยฟอตเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์        
พีเอช 8.0 ท่ีมี EDTA ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์และซิสเตอีน ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์                
น าสารละลายโบรมิเลนเจือจาง ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร มาเติมสารตั้งตน้ N-benzyl- L-arginine ethyl 
ester (BAEF) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันไทเทรตด้วยโพตสัเซียมไฮดรอกไซด ์        
ความเขม้ขน้ 0.05 นอร์มอล  จนถึงระยะเวลาท่ีก าหนด ค านวณกิจกรรมจากอตัราเร่ิมตน้ของการ
ไฮโดรไลซิส BAEF และปริมาณโพตสัเซียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชภ้ายในเวลาท่ีก าหนด และสร้างกราฟ
กิจกรรมสัมพทัธ์กบัเวลา    ส่วนวิธีท่ี 2 ท าการเจือจางเอนไซม์ตามเดิม น าสารละลายเอนไซม์มา         
1 มิลลิลิตร เติมฟอตเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 8.0 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ
สารละลายเคซีนเข้มขน้ร้อยละ 2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เติมสารละลายกรดไตรคลอโรแอซีติก ความเขม้ขน้ร้อยละ 3 เพื่อหยุด
ปฏิกิริยา น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

Huang (2004) ท าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โบรมิเลนโดยใช ้                   
Z-L-asparagine-4-nitrophenyl ester ปริมาตร 75 ไมโครลิตรเป็นสารตั้งตน้ เติมสารละลายโบรมิเลน      
6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และอะซิเตตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์      
พีเอช 4.6 ท่ีประกอบด้วยโพตัสเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ และแอล-ซิสเตอีน          
ความเข้มข้น1.0 โมลาร์ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี            
ความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร 

Grabovac และคณะ (2006) ท าการตรึงเอนไซม์โบรมิเลนบนเฮปพาริน       
(Heparin)  และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์จาก พารา-ไนโตรฟีนอล ( p-nitrophenol ) ท่ีปล่อย
ออกมาจาก N- -CBZ-L-lysin p-nitrophenol ester ของเอนไซมโ์บรมิเลน โดยเติมโซเดียมอะซิเตต
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บฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร์ พีเอช 4.6 ปริมาตร 2.6 มิลลิลิตร และสารละลายโบรมิเลน 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม N- - 
CBZ-L-lysine  p-nitrophenol ester ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพื่อ
ตกตะกอนเฮปพาลิน และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร 

Gupta และคณะ (2006) ท าการตรึงเอนไซม์โบรมิเลนบนตวัดูดซับท่ีเป็นโลหะ 
และตรวจสอบกิกรรมของเอนไซม์ โดยใช้เคซีนเป็นสารตั้งตน้ ปฏิกิริยาของสารผสมในปริมาตร
ทั้งหมด 0.5 มิลลิลิตร ประกอบด้วยโบรมิเลนในปริมาณท่ีเหมาะสม โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ พีเอช 7.5  แอล-ซิสเตอีนความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ และโพตสัเซียมคลอ-
ไรดค์วามเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์  ปฏิกิริยาเร่ิมเม่ือเติมสารละลายเคซีน ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และเติม
สารละลายกรดไตรคลอโรแอซิติก ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 1 มิลลิลิตร วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 670 นาโนเมตร 

Vall’es และคณะ (2007) ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมโ์บรมิเลนโดยเติมสาร
สกดัหยาบของเอนไซมโ์บรมิเลน 0.1 มิลลิลิตร สารละลายเคซีนในTris-HCl บฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 
0.1 โมลาร์ พีเอช 8.0 ปริมาตร 1.1 มิลลิลิตร และซิสเตอีน ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เติมสารละลายกรดไตรคลอโรแอซีติก ความเขม้ขน้
ร้อยละ 5 ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยา น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยแรง 3000 g นาน 30 นาที วดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

Habib และคณะ (2007) ท าการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์โบรมิเลน โดย
ใช้เคซีนเป็นสารตั้ งต้น ปฏิกิ ริยาพื้นฐานของสารผสมในปริมาตรทั้ งหมด 0.5  มิลลิลิตร 
ประกอบด้วยโบรมิเลนในปริมาณท่ีเหมาะสม  สารละลายซีสเตอีนไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้        
5 มิลลิโมลาร์ และเคซีน ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5  ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความ
เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ พีเอช 7.0  ปฏิกิริยาเร่ิมจากการเติมเคซีน บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 15 นาที และ
เติมสารละลายกรดไตรคลอโรแอซิติก ความเขม้ขน้ร้อยละ 20โดยปริมาตรท่ีเยน็ เพื่อไปจบักบัเคซีน 
น าไปวางบนน ้ าแข็ง 10 นาที เร่งการตกตะกอนโดยใช้การป่ันเหวี่ยงท่ี 2000 รอบต่อนาที 20 นาที 
น าส่วนใสท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีละลายในกรดท่ี 275 นาโนเมตร 



บทที ่3 
วธีิการด าเนินการวจิยั 

 
3.1  วตัถุดิบ 
 สับปะรดจากไร่สับปะรดท่ี อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี 
 
3.2  สารเคมี 

3.2.1 สารเคมีท่ีใชท้ดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์ คือ EDTA  ซีลเตอีน  ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
เคซีน และกรดไตรคลอโรแอซีติก 

 3.2.2  สารเคมีท่ีใชต้กตะกอนเอนไซม ์คือ อะซีโตน   
3.2.3 สารเคมีท่ีใชใ้นการหาโปรตีนโดยวธีิการ Bradford’s  คือ Bovin Serum Albumin, 

Bradford’s reagent 1X 
 
3.3  อุปกรณ์ 

3.3.1  เคร่ืองชัง่สาร  
 3.3.2  เคร่ืองวดัพีเอช 

3.3.3  ตูค้วบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3.3.4  เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  คิวเวตตช์นิดควอทต ์และเซมิควอทต ์
 3.3.5  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง และหลอดส าหรับป่ันเหวีย่งขนาดต่างๆ 
3.3.6  เคร่ืองโฮโมจิไนส์แบบใชค้ล่ืนความถ่ีสูง (sonic homogenizer) ปิเปต และลูกยาง 
3.3.7  เคร่ืององัน ้า 
3.3.8  เคร่ืองคนสาร (stirrer) และแท่งแม่เหล็ก  
3.3.9  เคร่ืองตีป่น (blender)  
3.3.10 บิกเกอร์ 
3.3.11 ออโตปิเปต (autopipette) และทริป 
3.3.12 ปิเปต และลูกยางหลอดทดลอง  
3.3.13 ขวดปรับปริมาตรขนาดต่างๆ และขวดสีชา 
3.3.14 หลอดทดลอง และท่ีวางหลอดทดลอง 
3.3.15 ผา้ขาวบาง 
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3.4  วธีิการทดลอง   
3.4.1 ศึกษาการสกดัเอนไซม์โบรมิเลนจากส่วนต่างๆของสับปะรด  

  (ดดัแปลงจากนภนีราและคณะ, 2535) 
  3.4.1.1  น าสับปะรดส่วนต่างๆ 3 ส่วน แยกเป็น แกน เปลือก ล าตน้ มาสับละเอียด 
ใส่ในเคร่ืองตีป่น เป็นเวลา 5 นาที โดยใส่น ้ าแข็งปราศจากไอออน(deionized water) ในอตัราส่วน 
1 : 1  

3.4.1.2 แยกกากออกดว้ยผา้ขาวบาง 
3.4.1.3 น าส่วนใสท่ีไดไ้ปท าการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาทีท่ี 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  เก็บส่วนใส 
3.4.1.4 น าสารละลายเอนไซม์ท่ีได้ไปตรวจหากิจกรรม (activity) ของเอนไซม ์

และเปรียบเทียบปริมาณเอนไซมท่ี์สกดัได ้
การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์ (Shinya และคณะ, 2003) 

       1.  น าเอนไซม์ท่ีไดม้าเติมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ พีเอช 8.0 
เติม EDTA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ และซีลเตอีนความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ เพื่อเจือจางเอนไซม์
และเร่งปฏิกิริยาผสมใหเ้ขา้กนั 

2. น าสารละลายเอนไซมท่ี์เจือจาง 1.0 มิลลิลิตร มาท าปฏิกิริยากบัเคซีนความ
เขม้ขน้ร้อยละ 2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้  0.05  โมลาร์ พีเอช 8.0 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลอง บ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที ส าหรับ
แบลงคใ์ชน้ ้าปราศจากไอออนแทนสารละลายเอนไซมเ์จือจาง 

3. เติมสารละลายกรดไตรคลอโรแอซีติกความเข้มข้นร้อยละ 3 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4.  น าส่วนใสมาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร น าค่าท่ีได ้
ไปหาปริมาณกรดอะมิโนโดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน    

5.  ท ากราฟมาตรฐานของกรดอะมิโนไทโรซีน โดยน าสารละลายมาตรฐานท่ี
เตรียมไวม้าเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 80 และ100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร น าค่าท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน 

6.  ค  านวนกิจกรรมของเอนไซมใ์นหน่วย Casein  Digestion  Unit (CDU)/ml โดย 
CDU คือ Casein  Digestion  Unit  หมายถึง ปฏิกิริยาเอนไซมท่ี์ยอ่ยเคซีนท่ี พีเอช  8.0 อุณหภูมิ 37
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องศาเซลเซียส แลว้ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรเพิ่มข้ึนเท่ากบัไทโรซีน 
1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที 

 
3.4.2 ศึกษาการสกดัเอนไซม์โบรมิเลน จากล าต้นสับปะรด 

  (ดดัแปลงจาก นภนีรา และคณะ, 2535) 
  3.4.2.1  น าล าตน้สับปะรดมาสับละเอียด ใส่ในเคร่ืองตีป่นโดยเปรียบเทียบปริมาณ
เอนไซม์ท่ีได้จากการน าล าตน้สับปะรดมาสับละเอียด ใส่ในเคร่ืองตีป่นเป็นเวลา 5 นาที โดยใส่
น ้ าแข็งปราศจากไอออนในอตัราส่วน 1 : 1 น าไปท าการโฮโมจิไนส์ดว้ยเคร่ืองโฮโมจิไนส์แบบใช้
คล่ืนความถ่ีสูง เป็นเวลา 5 นาที แยกกากออกดว้ยผา้ขาวบาง น าส่วนใสไปป่ันเหวีย่งเช่นเดิม 

3.4.2.2 น าส่วนใสท่ีได้ไปท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาทีท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  เก็บส่วนใส 

3.4.2.3 น าสารละลายเอนไซม์ท่ีได้ไปตรวจหากิจกรรม (activity) ของเอนไซม ์
และเปรียบเทียบกิจกรรมเอนไซมท์ั้ง 2 วธีิการ 
 

3.4.3  ศึกษาปริมาณความเข้มข้นของอะซิโตนเย็นที่ใช้ในการตกตะกอนเอนไซม์ โดยใช้  
อะซิโตนเยน็เร่ิมต้นทีร้่อยละ 35 และใช้อะซิโตนเยน็ซ ้าคร้ังทีส่องเป็นร้อยละ 50, 60, 70 และ 80      
(ดดัแปลงจาก นภนีรา และคณะ, 2535) 

3.4.3.1 น าสารละลายเอนไซมท่ี์เตรียมได ้100 มิลลิลิตร เติมอะซิโตนเยน็ 4 องศา- 
เซลเซียสร้อยละ 35 ของปริมาตรสารละลายเอนไซม ์ทิ้งให้ตกตะกอน 90 นาที ท่ี 4 อาศาเซลเซียส 
ในสภาวะคนตลอดเวลา 

3.4.3.2 ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส 20 นาที เก็บตะกอนโดยใชฟ้อตเฟตบฟัเฟอร์ลา้งตะกอนท่ีได ้

3.4.3.3 น าส่วนใสมาเติมอะซิโตนจนกระทัง่มีความเขม้ขน้ตามท่ีก าหนด  ทิ้งให ้
ตกตะกอนในสภาวะเดิม 

3.4.3.4 ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส       
20 นาที  เก็บตะกอนรวมกบัตะกอนคร้ังแรก 

3.4.3.5 น าตะกอนเอนไซมท่ี์ไดไ้ปตรวจหากิจกรรม (activity) ของเอนไซมก่์อน 
การท าแหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ ( Freeze  dryer) เพื่อเปรียบเทียบผลของการท าแหง้ 

3.4.3.6 น าไปท าแหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  
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การท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็  
1. ท าความสะอาดเคร่ือง ตรวจเช็กระดบัน ้ ามนั ปิดปลายท่อน ้ าทิ้ง ก่อนท าแห้ง

ประมาณ 30 นาทีใหเ้ปิดเคร่ือง และเปิดสวติซ์ลดอุณหภูมิ 
2. เปิดฝาเคร่ือง น าภาชนะท่ีบรรจุสารละลายเอนไซม์วางเรียงลงในเคร่ือง ปิดฝา

เปิดสวติซ์ลดความดนั ปิดปลายท่ออากาศใหห้มดทุกท่อ สภาวะภายในเคร่ืองจะเป็นสุญญากาศ การ
ท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็จะเร่ิมข้ึน 

3. เม่ือครบก าหนดระยะเวลา ในท่ีน้ีใช ้10 ชัว่โมง ปิดสวทิซ์ลดความดนั เปิดท่อให้
อากาศเขา้ เปิดฝาเคร่ืองน าเอนไซมผ์งท่ีไดอ้อก น าไปชัง่น ้าหนกัและเก็บในภาชนะท่ีเหมาะสม  

4. เปิดสวติซ์เพิ่มอุณหภูมิเพื่อละลายน ้าแขง็ เปิดปลายท่อน ้าทิ้งใหน้ ้าไหลออก และ
เช็ดท าความสะอาดเคร่ืองใหเ้รียบร้อย 

3.4.3.7 น าเอนไซม์ผงท่ีได้ไปตรวจสอบการละลายได้  หากิจกรรม (activity)  
และปริมาณโปรตีนของเอนไซมด์ว้ยวิธี Brandford’s  (Vall´es และคณะ, 2007) โดยน าเอนไซมผ์ง 
มาละลายในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 8.0 ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร แลว้ตรวจหากิจกรรม
ของเอนไซมแ์ละปริมาณโปรตีนตามวธีิดงักล่าว 

การหาปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Brandford’s มีขั้นตอนต่อไปน้ี 
                            1.  น าสารละลายเอนไซมต์วัอยา่งมาเจือจางใหไ้ดร้ะดบัท่ีตอ้งการ 

2.  ดูดสารละลายเอนไซมเ์จือจางปริมาตร 40 ไมโครลิตรใส่ในหลอดทดลอง เติม 
Bradford’s reagent 1X ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ส าหรับแบลงคใ์ชน้ ้ าปราศจากไอออนแทนสารละลาย
เอนไซม ์ตั้งทิ้งไว ้5 นาที 

3.  ท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร น าค่าท่ีได้ไป
เปรียบเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 

4.  ท ากราฟมาตรฐานโปรตีน โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน Bovin Serum 
Albumin (B2) ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการเจือจางให้มีระดบัความเขม้ขน้ 100, 200, 
300, 400 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดูดสารละลายมาตรฐานเจือจาง 40 ไมโครลิตรใส่หลอด
ทดลองและท าตามขั้นตอนเช่นเดียวกบัการหาปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซม ์แลว้น าค่าท่ีได้
ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

3.4.3.8  ท าการศึกษาเปรียบเทียบระยะเวลาการท าแหง้ท่ีเหมาะสมโดยการเก็บผลท่ี 
8, 10  และ 12  ชัว่โมง ตรวจสอบการละลายได ้ หากิจกรรมและปริมาณโปรตีนของเอนไซมด์ว้ยวิธี 
Brandford’s  ตามขั้นตอนในหวัขอ้ 3.4.1.4 และ 3.4.3.7 ตามล าดบั  
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3.4.4  ศึกษาปัจจัยทีเ่หมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์โบรมิเลน  
(ดดัแปลงจาก Vall´es และคณะ, 2007) 
3.4.4.1  อุณหภูมิ 
1.  น าเอนไซมผ์ง มาละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.05 โมลาร์  

พีเอช 8.0 ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร 
2.  ปิเปตสารละลายเอนไซม ์1 มิลลิลิตรท าการตรวจหากิจกรรมของเอนไซมโ์ดย 

ใหท้  าปฏิกิริยากบัสารละลายเคซีนท่ีอุณหภูมิต่างๆไดแ้ก่   30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส  
3.4.4.2   พเีอช 
1.  น าเอนไซม์ผงมาละลายในซิเตรตบฟัเฟอร์ (พีเอช 3-6) หรือฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

(พีเอช 6-9) ความเขม้ขน้  0.05 โมลาร์ ใหมี้ความเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตรและมีพีเอชในช่วง 3.0, 4.0, 
5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 

2.  ปิเปตสารละลายเอนไซม ์1 มิลลิลิตรท าการตรวจหากิจกรรมของเอนไซมโ์ดย
ใหท้ าปฏิกิริยากบัสารละลายเคซีน 

 3.4.5  ศึกษาสภาวะทีม่ีผลต่อความคงตัวของเอนไซม์ 
3.4.5.1  อุณหภูมิ 
1.  น าเอนไซมผ์ง มาละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้  0.05 โมลาร์ พีเอช 

7.0 ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร 
2.  ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิต่างๆคือ   30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา  1 ชัว่โมง และอีกชุดหน่ึงบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส สุ่มตวัอยา่งเอนไซมเ์พื่อหากิจกรรมท่ีเวลา 2, 
4, 6, 8, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง  

3.  ปิเปตสารละลายเอนไซม ์1 มิลลิลิตรท าการตรวจหากิจกรรมของเอนไซมโ์ดย 
ใหท้  าปฏิกิริยากบัสารละลายเคซีน  

3.4.5.2   พเีอช 
1. น าเอนไซมผ์ง มาละลายในซิเตรตบฟัเฟอร์ (พีเอช 3-6) หรือฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

(พีเอช 6-9) ความเขม้ขน้  0.05 โมลาร์ ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร และมีพีเอชในช่วง 3.0, 
4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  1 ชัว่โมง 

3.  ปิเปตสารละลายเอนไซม ์1 มิลลิลิตร ท าการตรวจหากิจกรรมของเอนไซมโ์ดย 
ใหท้  าปฏิกิริยากบัสารละลายเคซีน 
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 3.4.6  ท าการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และ     
ท าการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติทีร่ะดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95  

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียตวัแปรท่ีท าการศึกษาโดยวิธี Duncans New Multiple 
Range Test (DMRT) และท าการวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ SPSS version 11.5     



บทที ่4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 ศึกษาการสกดัเอนไซม์โบรมิเลนจากส่วนต่างๆของสับปะรด  

จากการศึกษาการสกดัเอนไซมจ์ากส่วนต่างๆของสับปะรดท่ีเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมทาง
การเกษตรแบ่งวิเคราะห์  3 ส่วน คือ แกน  เปลือก  ล าตน้ โดยน าส่วนดงักล่าวในปริมาณท่ีเท่ากนั 
มาสกดัโดยการตีป่นร่วมกบัน ้าแขง็ปราศจากไอออน อตัราส่วน 1:1 แยกกากออกดว้ยผา้ขาวบาง น า
ส่วนใสท่ีไดไ้ปท าการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที  เก็บส่วนใสน าสารละลายเอนไซม์ท่ีไดไ้ปตรวจหากิจกรรมของเอนไซม์ พบว่ากิจกรรม
ของเอนไซมท่ี์ไดจ้ากการสกดัทั้ง 3 ส่วนคือ แกน เปลือก และล าตน้ มีค่าเท่ากบั 0.56, 0.34 และ 3.16  
ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 ซ่ึงเม่ือท าการวิเคราะห์ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  ของทั้ง 3 ส่วน พบว่าส่วนของล าตน้เป็นส่วนท่ีพบปริมาณของ
เอนไซมม์ากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัแกนและเปลือก ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Heinicke และ
Cortner (1957) ท่ีวิเคราะห์กา้น เปลือก แกน ใบท่ีผล ใบท่ีตน้ หน่อขา้งล าตน้ และล าตน้ พบว่า
โดยเฉพาะในน ้ าสกดัจากส่วนของล าตน้จะมีปริมาณเอนไซมสู์งสุด และสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ
Laura และคณะ (2005) ท่ีพบวา่ล าตน้ของสับปะรดมีปริมาณเอนไซมสู์งสุดเม่ือเทียบกบัส่วนต่างๆ
จากผลของสับปะรด ดงันั้นในการศึกษาในขั้นต่อไปจึงเลือกใช้ส่วนของล าตน้ในผลิตเอนไซม ์  
โบรมิเลนเพื่อใหไ้ดป้ริมาณเอนไซมท่ี์สูง และคุม้กบัค่าใชจ่้ายในกระบวนการผลิต 
 
ตารางที ่4.1  ผลของกิจกรรมของเอนไซมโ์บรมิเลนท่ีสกดัไดจ้ากส่วนต่างๆของสับปะรด คือ แกน 

เปลือก ล าตน้โดยการตีป่น เป็นเวลา 5 นาที ร่วมกบัน ้าแขง็ปราศจากไอออน 
 

ตวัอยา่ง กิจกรรมของเอนไซม ์(CDU/ml.) 
แกน 0.56b 
เปลือก 0.34c 
ล าตน้ 3.16a 

 
หมายเหตุ  ตวัอกัษร a, b และ c หลงัตวัเลขท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างทางสถิติอยา่งมี

นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ ร้อยละ 95 
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4.2 ศึกษาการสกดัเอนไซม์โบรมิเลนจากล าต้นสับปะรด 
 ในการสกดัเอนไซมโ์บรมิเลนจากล าตน้ของสับปะรดซ่ึงมีปริมาณเอนไซมสู์งเม่ือเทียบกบั
ส่วนอ่ืนๆของสับปะรด ไดท้  าการศึกษาวิธีการสกดัท่ีสามารถสกดัแยกเอนไซมอ์อกมาไดม้ากท่ีสุด    
สองวธีิการ คือ วธีิการท่ีหน่ึงการตีป่นล าตน้สับปะรดกบัน ้ าแข็งปราศจากไอออน และวิธีการท่ีสอง
ตีป่นล าตน้สับปะรดกบัน ้ าแข็งปราศจากไอออนร่วมกบัน าไปโฮโมจิไนส์ด้วยเคร่ืองโฮโมจิไนส์
แบบใชค้ล่ืนความถ่ีสูง พบวา่วธีิการท่ีหน่ึงและวธีิการท่ีสองใหผ้ลของกิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั  3.36 
และ4.13 CDU/ml. ตามล าดบั แสดงดงัตารางท่ี 4.2  ซ่ึงวิธีท่ีสองให้กิจกรรมเอนไซม์สูงกว่า ทั้งน้ี
อาจเน่ืองมาจากการโฮโมจิไนส์ท าให้เซลล์พืชมีการแตกตวัปลดปล่อยเอนไซม์โบรมิเลนออกมา
มากข้ึน ดงันั้นวธีิท่ีสองคือการตีป่นล าตน้สับปะรดกบัน ้าแขง็ปราศจากไอออนร่วมกบัน าไปโฮโมจิ-
ไนส์ดว้ยเคร่ืองโฮโมจิไนส์แบบใชค้ล่ืนความถ่ีสูงจึงเหมาะสมในการสกดัเอนไซม ์ และสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัของ Heinicke (1961) ท่ีกล่าววา่การโฮโมจิไนส์และการบดกบัทรายจะท าให้การสกดัดี
มากข้ึนเพราะว่าสามารถท าให้เซลล์แตกและปลดปล่อยเอนไซม์ออกมาจากส่วนเน้ือเยื่อของ
สับปะรด และงานวิจยัของ Vall’es และคณะ (2007) ไดร้ายงานวา่เม่ือท าการโฮโมจิไนส์ผลไมใ้น
การสกดัเอนไซมจ์ะพบวา่น ้าผลไมห้รือสารละลายเอนไซมท่ี์ไดมี้กิจกรรมของเอนไซมสู์งข้ึน 
 
ตารางที ่4.2  ผลของวธีิการสกดัเอนไซมโ์บรมิเลนจากล าตน้สับปะรดดว้ยวธีิการตีป่น และการตีป่น
ร่วมกบัโฮโมจิไนส์ เป็นเวลา 5 นาที 
 

วธีิการสกดั กิจกรรมของเอนไซม ์(CDU/ml.) 
การตีป่น 5 นาที 3.36 

การตีป่น 5 นาทีร่วมกบัโฮโมจิไนส์ 5 นาที 4.13 
 
4.3  ศึกษาปริมาณความเข้มข้นของอะซิโตนเย็นที่ใช้ในการตกตะกอนเอนไซม์ โดยใช้อะซิโตนเย็น
เร่ิมต้นทีร้่อยละ 35 และใช้อะซิโตนเยน็ซ ้าคร้ังทีส่องเป็นร้อยละ 50, 60, 70 และ 80      
 การสกดัเอนไซม์โบรมิเลนจากล าตน้สับปะรดโดยวิธีการตีป่นล าตน้สับปะรดกบัน ้ าแข็ง
ปราศจากไอออน เป็นเวลา 5 นาที ร่วมกบัน าไปโฮโมจิไนส์ดว้ยเคร่ืองโฮโมจิไนส์แบบใช้คล่ืน
ความถ่ีสูง 5 นาที แยกกากออกดว้ยผา้ขาวบาง น าส่วนใสท่ีไดไ้ปท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าสารละลายเอนไซม์ท่ีเตรียมได ้100 
มิลลิลิตร เติมอะซิโตนเยน็ 4 องศาเซลเซียส 35 มิลลิลิตร ทิ้งให้ตกตะกอนในสภาวะคน 90 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิ4 องศา-
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เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เก็บตะกอนโดยการลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 8.0  น าส่วนใสมา
เติมอะซิโตนจนกระทัง่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยตามท่ีก าหนด  ทิ้งให้ตกตะกอนในสภาวะเดิม  ป่ัน
เหวีย่งเก็บตะกอนรวมกบัตะกอนคร้ังแรก น าตะกอนเอนไซมท่ี์ไดไ้ปตรวจหากิจกรรมของเอนไซม ์
 กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม์ท่ีไดจ้ากการตกตะกอนดว้ยอะซิโตนเย็น 4 องศาเซลเซียส  
ความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีร้อยละ 50, 60, 70 และ 80 มีค่าเท่ากบั 89.1, 94.2, 219 และ352.78 ยูนิต  
ตามล าดบั แสดงดงัตารางท่ี 4.3 
  
ตารางที่ 4.3  ผลของการตกตะกอนเอนไซมโ์บรมิเลนจากล าตน้สับปะรดโดยอะซิโตนเยน็ 4 องศา

เซลเซียส ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ร้อยละ35 และตกตะกอนซ ้ าคร้ังท่ี 2 เป็นความเขม้ขน้
ร้อยละ  50, 60, 70 และ 80 เป็นเวลา 90 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ร้อยละของ 
อะซิโตนเยน็ 

กิจกรรมทั้งหมดของ
เอนไซม ์(ยนิูต) 

กิจกรรมจ าเพาะ
ทั้งหมดของเอนไซม ์
(ยนิูตต่อมิลลิกรัม

โปรตีน) 

ร้อยละ
ของผลได ้

จ านวนเท่า
ของความ
บริสุทธ์ิ 

50 89.1d     0.94 d 18.56 d 0.09 d    
60 94.2c    1.18 c 19.60 c 0.12 c   
70 219b 1.50 b 45.63 b 0.15 b 
80 352.78a 2.19 a 73.99 a 0.22 a 

หมายเหตุ  ตวัอกัษร a, b, c และ d หลงัตวัเลขท่ีแตกต่างกนัในแต่ละสดมภแ์สดงถึงความแตกต่าง
ทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ ร้อยละ 95 

 ซ่ึงเม่ือท าการวิเคราะห์ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 พบวา่ท่ีปริมาณความเขม้ขน้ของอะซิโตนเยน็ 4 องศาเซลเซียส ร้อยละ 80ให้ค่ากิจกรรมทั้งหมด
ของเอนไซม์  กิจกรรมจ าเพาะทั้งหมดของเอนไซม์ ร้อยละของผลได้และจ านวนเท่าของความ
บริสุทธ์ิดีท่ีสุด โดยจากผลดงักล่าวพบวา่การเพิ่มความเขม้ขน้ของอะซิโตนเยน็ 4 องศาเซลเซียส ท า
ให้กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม์เพิ่มมากข้ึน ทั้งน้ีอาจเกิดมาจากอะซิโตนท่ีมากข้ึนสามารถลดค่า
ไดอิเลคตริกคอนสแทนต ์(dielectric  constant)ไดม้าก เพราะอะซิโตนจะไปแยกเกาะยึดกบัน ้ าท าให้
วงแหวนรอบๆโปรตีนหมดไปท าให้โปรตีนตกตะกอน แต่เม่ือมีการทดลองตกตะกอนซ ้ าอีกเป็น
ความเขม้ขน้ร้อยละ 90 พบว่าไดเ้อนไซม์เพิ่มข้ึนจากเดิมน้อยมาก ทั้งน้ีอาจเกิดจากปริมาณความ
เข้มข้นของอะซิโตนเย็น 4 องศาเซลเซียส ร้อยละ 80  เป็นปริมาณสมดุลท่ีเหมาะสมในการ
ตกตะกอน ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Vall’es และคณะ (2007) ท่ีรายงานว่าการเติมอะซิโตน      
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4 ใน 5 ของปริมาตรสารละลายเอนไซม์จะท าการเก็บตะกอนไดถึ้งร้อยละ 96 และสอดคล้องกบั
การศึกษาของ Heinicke (1961) ท่ีพบวา่มีการตกตะกอนท่ีเหมาะสมเม่ือท าการตกตะกอนคร้ังท่ีหน่ึง
โดยใชป้ริมาตรของอะซิโตนเป็น 1 ใน 3 ของปริมาตรสารละลายเอนไซม ์และตกตะกอนเพิ่มจนมี
ปริมาตรอะซิโตนเป็น 2 ใน 3 ของปริมาตรสารละลายเอนไซม์ นอกจากน้ีพบงานวิจยัท่ีขดัแยง้คือ
งานวิจยัของ จุรีรัตน์ (2530) พบวา่ความเขม้ขน้ของอะซิโตนท่ีเหมาะสมในการตกตะกอนเอนไซม ์         
โบรมิเลนมีค่าร้อยละ 65 – 70  และงานวิจยัของ ทนง (2529) กบังานวิจยัของ นภนีรา และคณะ
(2535) รายงานวา่การตกตะกอนเอนไซมโ์บรมิเลนสองคร้ังดว้ยอะซิโตนเยน็คร้ังท่ีหน่ึงในปริมาณ
ร้อยละ 35 และคร้ังท่ีสองเป็นปริมาณร้อยละ 56 จะใหผ้ลดีท่ีสุด ส าหรับงานวจิยัท่ีขดัแยง้นั้นอาจเกิด
จากสภาวะในการศึกษาต่างกนัส่งผลใหข้อ้มูลท่ีศึกษาไดน้ั้นมีความแตกต่างกนั 
 
4.4  ศึกษาระยะเวลาการท าแห้งแบบแช่เยอืกแข็งทีม่ีผลต่อการผลติเอนไซม์ผง 
 ท าการศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เพื่อสังเกตการละลาย
หลงัการท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ของเอนไซม ์และกิจกรรมทั้งหมดของเอนไซมท่ี์ดีท่ีสุด โดยท าการ
สกดัเอนไซมแ์ละตกตะกอน 2 คร้ังดว้ยอะซีโตนเยน็ 4 องศาเซลเซียส ให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น
ร้อยละ 80  เก็บตะกอนตามขั้นตอนเดิม  สังเกตลกัษณะการละลายของเอนไซม ์แลว้น าไปท าแห้ง
แบบแช่เยือกแข็ง ท าการเก็บผลท่ี 8, 10 และ12 ชัว่โมง ไดค้่ากิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม์เท่ากบั
379.91, 389.22 และ 152.4 ยนิูต ตามล าดบั แสดงดงัตารางท่ี 4.4 
 
ตารางที่ 4.4  ผลของระยะเวลาการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท่ีระยะเวลา 8, 10 และ12 ชัว่โมงท่ีมีผล

ต่อการละลายหลงัการแช่เยือกแข็ง  กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม์  กิจกรรมจ าเพาะ
ทั้งหมดของเอนไซม ์ร้อยละของผลได ้และจ านวนเท่าของความบริสุทธ์ิ  

 
ระยะเวลาการ

ท าแหง้ 
(ชัว่โมง) 

การละลายหลงัการ 
แช่เยอืกแขง็ 

กิจกรรม
ทั้งหมดของ
เอนไซม ์ 
(ยนิูต) 

กิจกรรมจ าเพาะ
ทั้งหมดของ
เอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน) 

ร้อยละ
ของ
ผลได ้

จ านวน
เท่าของ
ความ
บริสุทธ์ิ 

8 การละลายค่อนขา้งดี 
มีลกัษณะคลา้ยสภาพ
ก่อนการท าแหง้ 

379.91b 0.566 b 31.98 b 0.345 b 
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ตารางที่ 4.4  ผลของระยะเวลาการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท่ีระยะเวลา 8, 10 และ12 ชัว่โมงท่ีมีผล
ต่อการละลายหลงัการแช่เยือกแข็ง  กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม์  กิจกรรมจ าเพาะ
ทั้งหมดของเอนไซม ์ร้อยละของผลได ้และจ านวนเท่าของความบริสุทธ์ิ (ต่อ) 

 
ระยะเวลาการ

ท าแหง้ 
(ชัว่โมง) 

การละลายหลงัการ 
แช่เยอืกแขง็ 

กิจกรรม
ทั้งหมดของ
เอนไซม ์ 
(ยนิูต) 

กิจกรรมจ าเพาะ
ทั้งหมดของ
เอนไซม ์

(ยนิูตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน) 

ร้อยละ
ของ
ผลได ้

จ านวน
เท่าของ
ความ
บริสุทธ์ิ 

10 การละลายค่อนขา้งดี
มาก มีลกัษณะคลา้ย
สภาพก่อนการท า

แหง้ 

389.22a 0.595 a 32.76 a 0.363 a 

12 การละลายไม่ดี มี
ตะกอนของเอนไซม์
แขวนลอยอยูใ่น

สารละลายอยา่งเห็น
ไดช้ดั 

152.4c 0.213 c 12.83 c 0.130 c 

หมายเหตุ  ตวัอกัษร a, b และ c หลงัตวัเลขท่ีแตกต่างกนัในแต่ละสดมภแ์สดงถึงความแตกต่างทาง
สถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ ร้อยละ 95 

ซ่ึงเม่ือท าการวิเคราะห์ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 โดยดูไดจ้ากตวัอกัษรหลงัตวัเลขในขอ้มูลแต่ละสดมภ ์พบวา่แต่ละระยะเวลาการท าแห้ง ขอ้มูลท่ี
น ามาวิเคราะห์ทางสถิติมีลกัษณะสัมพนัธ์กนั คือระยะเวลาการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท่ีชัว่โมงท่ี 
10 มีการละลาย  กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม์  กิจกรรมจ าเพาะทั้งหมดของเอนไซม์  ร้อยละของ
ผลไดแ้ละจ านวนเท่าความบริสุทธ์ิดีท่ีสุด เม่ือเทียบกบัชัว่โมงท่ี 8 และ12 คือมีความแตกต่างอยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติจากการแช่เยือกแข็งเม่ือใช้เวลาน้อยหรือมากกว่า 10 ชั่วโมง ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ระยะเวลาการท าแห้งท่ีมากเกินไปท าให้เอนไซมเ์สียสภาพ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Heinicke 
(1961), Huang (1999) และ Vall’es และคณะ (2007) ท่ีรายงานวา่การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็น
วธีิท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการเก็บรักษาเอนไซม ์  
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4.5 ศึกษาปัจจัยทีเ่หมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์โบรมิเลน 
 4.5.1 อุณหภูมิ 
  ท าการศึกษาหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซมโ์ดยน าเอนไซม์
ผงท่ีไดม้าละลายในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 8.0 ใหมี้ความเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร แลว้น าไปหาค่า
กิจกรรมท่ีอุณหภูมิต่างๆ ดงัน้ี 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ไดค้่ากิจกรรม 2.51, 2.797, 
3.78, 4.59, 3.62 และ 2.57 CDU/ml. ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.1 
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รูปที ่4.1  ผลของอุณหภูมิท่ีหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมโ์บรมิเลนเม่ือท าการบ่มเอนไซม ์
 ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70  และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

  จากกราฟจะเห็นว่า การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิท าให้กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มข้ึน
จนถึงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมซ่ึงในท่ีน้ีคือท่ี 60 องศาเซลเซียส เน่ืองจากการเพิ่มอุณหภูมิท าให้สารท่ีจะ
เขา้ท าปฏิกิริยามีพลงังานมากพอท่ีจะเขา้สู่สภาพเปล่ียน (อารี, 2548) แต่เม่ือผ่านอุณหภูมิน้ีไป จะ
พบวา่กิจกรรมของเอนไซมจ์ะลดลงอยา่งรวดเร็ว เน่ืองจากความร้อนท่ีมากเกินไปท าให้เอนไซมเ์สีย
สภาพตามธรรมชาติซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gupta และ Saleemuddin (2006) และ Vall’es 
และคณะ (2007) ท่ีพบวา่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของ
เอนไซม ์
 4.5.2  พเีอช 
  ท าการศึกษาหาพีเอชท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซมโ์ดยน าเอนไซมผ์ง
ท่ีไดม้าละลายในฟอตเฟตบฟัเฟอร์หรือซิเตรตบฟัเฟอร์ ให้มีค่าพีเอชเท่ากบั 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
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โดยให้มีความเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร แลว้น าไปหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ท่ีพีเอชต่างๆ พบวา่ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์โบรมิเลนได้สูงสุดท่ีพีเอช 7 ซ่ึงมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 2.96 
CDU/ml. และรองลงมาคือพีเอช 8 และ 6 และให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากบั 2.81 และ 2.74 
CDU/ml. ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 
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:

รูปที ่4.2 ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมโ์บรมิเลน โดยการบ่มเอนไซมท่ี์ 
พีเอชต่าง ๆ กนั คือซิเตรตบฟัเฟอร์(พีเอช 3-6) และใชฟ้อตเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 6-9) 
เป็นเวลา 20 นาที 

  จากกราฟพบว่า เอนไซม์ให้ค่ากิจกรรมสูงสุดท่ีฟอตเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.0 
เน่ืองจากท่ีพีเอชน้ีท าให้เอนไซม์มีประจุสุทธิท่ีท าให้มีอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาสูงส่งผลให้
เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการท างาน แต่เม่ือพีเอชเปล่ียนแปลงไปไม่ว่าจะลดลงหรือเพิ่มข้ึนจะ
ส่งผลให้ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ลดลง เพราะกรดอะมิโนท่ีเป็นกรดและเบสเกิดการ
แตกตวัท าให้พนัธะไอออนิกในโครงสร้างตติยภูมิสูญเสียไป เอนไซมสู์ญเสียสภาพตามธรรมชาติ
และประจุสุทธิของเอนไซมโ์ดยเฉพาะบริเวณเร่ง ท าใหป้ฏิกิริยาเกิดไดไ้ม่ดี (อารี, 2548) จึงสามารถ
กล่าวไดว้า่ ฟอตเฟสบฟัเฟอร์พีเอช 7.0 เป็นพีเอชท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซมโ์บรมิ-
เลน ซ่ึงค่อนขา้งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Huang (1999) ท่ีรายงานวา่พีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการ
ท างานอยูใ่นช่วง พีเอช 6.8-9.0 และเหมาะสมท่ีสุดท่ี 7.8 ส่วนงานวิจยัของ Gupta และSaleemuddin  
(2006) พบวา่พีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการท างานคือ พีเอช  7.5 
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4.6  ศึกษาสภาวะทีม่ีผลต่อความคงตัวของเอนไซม์ 
 4.6.1 อุณหภูมิ 
  ท าการศึกษาหาอุณหภูมิท่ีมีผลต่อความคงตวัของเอนไซม์ โดยน าเอนไซม์ผงท่ี
ไดม้าละลายในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.0 ให้มีความเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆไดแ้ก่ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น าไปหาค่ากิจกรรม
ของเอนไซม ์พบวา่ไดค้่ากิจกรรมของเอนไซมโ์บรมิเลนเท่ากบั 2.75, 2.63, 1.76, 0.989, 0.108 และ 
0.05 CDU/ml. ตามล าดบั คิดเป็นร้อยละของกิจกรรมเอนไซมท่ี์เหลืออยูสู่งสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส และรองลงมาคือ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลืออยู่
เท่ากบัร้อยละ 100, 95.64 และ 64 ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 
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รูปที ่4.3  ผลของค่าความคงตวัของเอนไซมโ์บรมิเลนต่ออุณหภูมิเม่ือท าการบ่มเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 

 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
  จากกราฟพบวา่ เอนไซมมี์ความคงตวัท่ีอุณหภูมิในช่วง 30-40 องศาเซลเซียสและ
สูญเสียความคงตวัอยา่งรวดเร็วในช่วงอุณหภูมิ 40-70 องศาเซลเซียส เห็นไดว้า่เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน
ความคงตวัของเอนไซมจ์ะลดลงตามล าดบั  ซ่ึงสอดคลอ้งการศึกษาของนภนีรา และคณะ(2535) ท่ี
พบวา่ความคงตวัของเอนไซมล์ดลงเม่ืออุณหภูมิสูงมากกวา่ 50 องศาเซลเซียส 
  และเม่ือท าการศึกษาความคงตวัของเอนไซมเ์ม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บรักษาเอนไซม ์ โดยน าเอนไซมผ์งท่ีไดม้าละลายในฟอตเฟตบฟัเฟอร์ 
พีเอช 7.0 ใหมี้ความเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท าการสุ่มตรวจใน



 30 

ชัว่โมงท่ี 0, 2 , 4, 6, 8, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง พบว่าไดค้่ากิจกรรมของเอนไซม์โบรมิเลนเท่ากบั 
2.93, 2.91, 2.90, 2.89, 2.87, 2.85 และ 2.84 CDU/ml. ซ่ึงเม่ือท าการวิเคราะห์ความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์มีค่าลดลงตาม
ระยะเวลาในการเก็บรักษาในทุก 2 ชัว่โมงแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.5  และ
เม่ือคิดเป็นกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือหลงัจากเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่มีกิจกรรม
ของเอนไซม์ท่ีเหลือเท่ากับร้อยละ 93.86  ดังแสดงในรูป 4.4 Vall’es และคณะ(2007)ได้
ท าการศึกษาโดยเก็บรักษาเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 7.0 พบวา่สามารถเก็บรักษา
เอนไซมไ์ดน้านถึง 50 ชัว่โมง โดยไม่สูญเสียค่ากิจกรรมของเอนไซม์อยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงแสดงให้
เห็นวา่การเก็บรักษาเอนไซมท่ี์อุณหภูมิต ่าจะช่วยใหค้่าความคงตวัของเอนไซมต่์ออุณหภูมิมีมากข้ึน 
 
 ตารางที ่4.5 ค่าความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของการเก็บรักษาเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ            

4 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 2, 4, 6, 8, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง 
 

ระยะเวลา (ชัว่โมง) กิจกรรมของเอนไซม ์(CDU/ml) 
0 2.93a 
2 2.91b 
4 2.90bc 
6 2.89c 
8 2.87d 

16 2.80e 
20 2.78f 
24 2.75g 

หมายเหตุ  ตวัอกัษร a, b, c, d, e, f และ g หลงัตวัเลขท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่าง
ทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ ร้อยละ 95 
4.6.2  พเีอช 

 ท าการศึกษาหาพีเอชท่ีมีผลต่อความคงตวัของเอนไซม ์โดยน าเอนไซมผ์งท่ีไดม้าละลายใน
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์หรือซิเตรตบฟัเฟอร์ ท่ีพีเอชต่างๆได้แก่ 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9  โดยให้มีความ
เขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น าไปหาค่า
กิจกรรมของเอนไซม ์พบวา่ไดค้่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากบั 2.75, 2.56, 2.65, 2.69, 2.91, 2.76,    
2.66 และ 2.64 CDU/ml. ตามล าดบั คิดเป็นร้อยละของกิจกรรมเอนไซมท่ี์เหลือ ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5 
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รูปที ่4.4 ผลของค่าความคงตวัของเอนไซมโ์บรมิเลนต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือ เม่ือท าการ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2, 4, 6, 8, 16, 20 และ 24 ชัว่โมง 
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รูปที่ 4.5 ผลของความคงตวัต่อพีเอชของเอนไซมโ์บรมิเลนต่อค่าของกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เหลือ

เม่ือท าการบ่มเอนไซมใ์นสารละลายซิเตรตบฟัเฟอร์ (พีเอช 3-6) และฟอตเฟตบฟัเฟอร์  
 (พีเอช 6-9) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
 จากกราฟพบว่าเอนไซม์มีความคงตัวดีในฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7.0 และเม่ือพีเอช
เปล่ียนแปลงไปพบว่าความคงตวัของเอนไซม์ลดลงส่งผลให้ประสิทธิภาพในการท างานของ
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เอนไซม์ลดลงด้วย ดงันั้นหากตอ้งการเก็บรักษาเอนไซม์ในสภาพสารละลายฟอตเฟสบฟัเฟอร์       
พีเอช 7.0 จึงเหมาะสมท่ีสุดในการเก็บรักษาเอนไซม์  ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Gupta และ
Saleemuddin (2006) พบวา่เม่ือเก็บรักษาเอนไซมใ์นบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอชมากกวา่หรือนอ้ยกวา่ในช่วง 
พีเอช 7.0-7.5 ความคงตวัของเอนไซมจ์ะมีค่าลดลง ทั้งน้ีเอนไซม์โบรมิเลนท่ีไดเ้ป็นเอนไซม์ท่ีได้
จากล าตน้ของสับปะรดซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีความแตกต่างทางโครงสร้างกบัเอนไซมใ์นส่วนของผล
สับปะรดดงันั้น พีเอช 4.0 ซ่ึงเป็นพีเอชท่ีอยูใ่นน ้ าผลสับปะรดจึงไม่เหมาะสมในการรักษาความคง-
ตวัของเอนไซม ์
 

 
 



บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

 การทดลองน้ีเป็นการศึกษากระบวนการผลิตเอนไซม์โบรมิเลน โดยท าการวิเคราะห์ส่วน
ต่างๆของสับปะรดได้แก่ แกน เปลือกและล าต้น พบว่าล าต้นมีปริมาณเอนไซม์มากท่ีสุด ซ่ึง
กระบวนการผลิตเร่ิมจาก การน าส่วนของล าตน้มาท าการตีป่นร่วมกบัน ้ าแข็งปราศจากไอออนเป็น
เวลา 5 นาที น าไปโฮโมจีไนส์ เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นกรองดว้ยผา้ขาวบาง และน าไปป่ันเหวี่ยง น า
ส่วนใสท่ีไดไ้ปตกตะกอน 2 คร้ังดว้ยอะซีโตนเยน็ 4 องศาเซลเซียส ให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็นร้อย
ละ 80 น าตะกอนเอนไซมท่ี์ไดไ้ปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นเวลา 10 ชัว่โมงจะไดเ้อนไซมผ์งท่ีมี
ประสิทธิภาพการละลาย กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม ์กิจกรรมจ าเพาะทั้งหมดของเอนไซม ์ร้อยละ
ของผลได ้และจ านวนเท่าของความบริสุทธ์ิมากท่ีสุด เม่ือท าการวิเคราะห์หาสภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับการท างานของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์ท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช 7.0 และอุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส ส าหรับความคงตวัของเอนไซมพ์บวา่ในสภาวะสารละลายเอนไซมมี์ความคงตวัเม่ืออยูใ่น
บฟัเฟอร์พีเอช 7.0 และช่วงอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียสเอนไซมส์ามารถรักษาสภาพความคงตวั
ได้ หากท าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่ามีกิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์เหลือเท่ากบัร้อยละ 93.86 ซ่ึงสามารถรักษาประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซมไ์วไ้ด ้
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (อารี, 2548) 
 ท าการเตรียมสารละลาย ก และ ข โดยการท าการเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการและ
น ามาผสมกนัใหไ้ดค้่ากรดด่างท่ีตอ้งการ 
 สารละลาย ก : สารละลายของโมโนเบสิค โซเดียมฟอสเฟต (ท าการละลาย NaH2PO4  27.8 
กรัมในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 
 สารละลาย ข : สารละลายของไดเบสิค โซเดียมฟอสเฟต (ท าการละลาย Na2HPO4.7H2O 
53.65 กรัมหรือ Na2HPO4.12H2O 71.7 กรัมในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 
 จ  านวนมิลลิลิตรของสารละลาย ก (x) ผสมกบัสารละลาย ข (y) เจือจางดว้ยน ้ากลัน่เป็น 
200 มิลลิลิตร  
 
ตารางภาคผนวกที ่1   แสดงการผสมกนัระหวา่งสารละลาย ก และสารละลาย ข ของสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ใหไ้ดค้่ากรดด่างท่ีตอ้งการ 
X Y ค่ากรดด่าง X Y ค่ากรดด่าง 

93.5 
92.0 
90.0 
87.7 
85.0 
81.5 
77.5 
73.5 
68.5 
62.5 
56.5 
51.0 

6.5 
8.0 

10.0 
12.3 
15.0 
18.5 
22.5 
26.5 
31.5 
37.5 
43.5 
49.0 

5.7 
5.8 
5.9 
6.0 
6.1 
6.2 
6.3 
6.4 
6.5 
6.6 
6.7 
6.8 

45.0 
39.0 
33.0 
28.0 
23.0 
19.0 
16.0 
13.0 
10.5 
8.5 
7.0 
5.3 

55.0 
61.0 
67.0 
72.0 
77.0 
81.0 
84.0 
87.0 
90.5 
91.5 
93.0 
94.7 

6.9 
7.0 
7.1 
7.2 
7.3 
7.4 
7.5 
7.6 
7.7 
7.8 
7.9 
8.0 
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การเตรียมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ (อารี, 2548) 
 ท าการเตรียมสารละลาย ก และ ข โดยการท าการเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการและ
น ามาผสมกนัใหไ้ดค้่ากรดด่างท่ีตอ้งการ 
 สารละลาย ก : สารละลายของกรดซิตริก ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ (ท าการละลายกรดซิตริก 
51.01 กรัมในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 
 สารละลาย ข : สารละลายของโซเดียมซิเตรต (ท าการละลาย C6H5O7Na3.2H2O 29.41กรัม
ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 
 จ  านวนมิลลิลิตรของสารละลาย ก (x) ผสมกบัสารละลาย ข (y) เจือจางดว้ยน ้ากลัน่เป็น 
100 มิลลิลิตร  
 
ตารางภาคผนวกที ่2   แสดงการผสมกนัระหวา่งสารละลาย ก และสารละลาย ข ของสารละลาย    

ซิเตรตบฟัเฟอร์ ใหไ้ดค้่ากรดด่างท่ีตอ้งการ 
X Y ค่ากรดด่าง X Y ค่ากรดด่าง 
46.5 
43.7 
40.0 
37.0 
35.0 
33.0 
31.5 
28.0 
25.5 

3.5 
6.3 
10.0 
13.0 
15.0 
17.0 
18.5 
22.0 
24.5 

3.0 
3.2 
3.4 
3.6 
3.8 
4.0 
4.2 
4.4 
4.6 

23.0 
20.5 
18.0 
16.0 
13.7 
11.8 
9.5 
7.2 

 

27.0 
29.5 
32.0 
34.0 
36.3 
38.2 
41.5 
42.8 

4.8 
5.0 
5.2 
5.4 
5.6 
5.8 
6.0 
6.2 

 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

1.  การหากจิกรรมของเอนไซม์โบรมิเลน 
สารเคมีทีใ่ช้ 
 ก.  สารละลายเคซีน : ละลายเคซีนความเข้มข้นร้อยละ 2 ในสารละลาย0.05 โมลาร์      
ไดเบสิคโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4.7H2O) ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ ปรับพีเอชเป็น 7.0 ดว้ยกรด
เกลือ 0.1 นอร์มอล โดยเตรียมสารในสภาวะคนและให้ความร้อนตลอดเวลา สารละลายเคซีนตอ้ง
เตรียมใหม่ทุกวนั 
 ข.  สารละลายท่ีใชเ้จือจางเอนไซม ์: ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์  พีเอช 8.0 
เติม EDTA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ และซีลเตอีนความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ เตรียมใหม่ทุกวนั 
 ค.  สารละลายกรดไตรคลอโรแอซีติก : ละลายกรดไตรคลอโรแอซีติกความเข้มข้น       
ร้อยละ 3 ในน ้าปราศจากไอออนเตรียมใหม่ทุกวนั 
 
การหากราฟมาตรฐาน 
ตารางภาคผนวกที ่3  การวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานไทโรซีนท่ี 280 นาโนเมตร 

 
ปริมาณไทโรซีน            
( ไมโครกรัม/มล. ) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 
20 0.172 0.164 0.170 0.171 

40 0.356 0.350 0.350 0.350 

60 0.521 0.553 0.541 0.532 

80 .0710 0.727 0.721 0.724 

100 0.899 0.892 0.910 0.890 
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y = 0.0089x

R2 = 0.9996
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รูปภาคผนวกที ่1  กราฟมาตรฐานไทโรซีนค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร  
 
การหากจิกรรมของเอนไซม์โบรมิเลน 
 

กิจกรรมของเอนไซม ์  =   ไมโครกรัมของไทโรซีน  × จ านวนเท่าการเจือจางสารละลายเอนไซม ์
โบรมิเลน (ยนิูต/มล.)             น ้ าหนกัโมเลกลุของไทโรซีน  × ระยะเวลาบ่ม × ปริมาณเอนไซม ์(มล.) 

 
จากสมการของกราฟมาตรฐาน   y = 0.0089x   เม่ือแทนค่า y  ดว้ยค่าการดูดกลืนแสงของ

ไทโรซีนสามารถค านวณหาความเขม้ขน้ของไทโรซีน (ไมโครกรัม/มล.) และน ามาค านวณหาค่า
กิจกรรมของเอนไซมโ์บมิเลนไดใ้นหน่วย Casein  Digestion  Unit (CDU)/mg และ CDU/ml  โดย 
CDU คือ Casein  Digestion  Unit  หมายถึง ปฏิกิริยาเอนไซมท่ี์ยอ่ยเคซีนท่ี พีเอช  8.0 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส แลว้ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรเพิ่มข้ึนเท่ากบัไทโรซีน 
1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที 
วธีิการค านวณค่าต่างๆ 

1. กิจกรรมของเอนไซมท์ั้งหมด                    =    กิจกรรมของเอนไซม ์ × ปริมาตรของเอนไซม ์
2. กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์      =    กิจกรรมของเอนไซม ์ 
                                                                    ปริมาณโปรตีน 
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3. ผลได ้            =    กิจกรรมของเอนไซมท์ั้งหมดในแต่ละขั้นตอนของการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ   ×  100       
                                              กิจกรรมของเอนไซมท์ั้งหมดของ  crude  enzyme   
4. จ านวนเท่าของความบริสุทธ์ิของเอนไซม ์   
                           =    กิจกรรมจ าเพาะของแต่ละขั้นตอนของการท าเอนไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิ    
                                                      กิจกรรมจ าเพาะของ  crude  enzyme   

 

2.  การหาปริมาณโปรตีนโดยวธีิท า Brandford’s Method 
ท ากราฟมาตรฐานโปรตีน โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน Bovin Serum Albumin (B2) 

ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการเจือจางให้มีระดบัความเขม้ขน้ 100, 200, 300, 400 และ 
500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเติม Brand ford reagent 1x ท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 595 นาโนเมตร และสร้างกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน 

 
ตารางภาคผนวกที ่4  การวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานโปรตีน Bovine serum albumin

ท่ี 595  นาโนเมตร 
 

ปริมาณBovine serum 
albumin (ไมโครกรัม/มล. ) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 ค่าเฉล่ีย 
100 0.052 0.085 0.060 0.066 

200 0.136 0.205 0.200 0.180 

300 0.219 0.310 0.245 0.230 

400 0.415 0.328 0.338 0.333 

500 0.405 0.434 0.420 0.420 
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y = 0.0008x

R2 = 0.9931
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รูปภาคผนวกที่ 2  กราฟมาตรฐานของ Bovin Serum Albumin ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100, 200, 300,    

400 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีค่าการดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 595     
นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


