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ท ่าก า?แ ย ก เอ น 'ไ ง ม ์ฉ ว ท ?ล โ ป ?ด เอ ส ํค าก  B a c i l l u s  s u b t i l i s  T IS T R  25  ให ับ?ส ํทร์'โดย 
ก า?ตกต ะกอน ด ้วยแอม โม เน ียม ป ลเฟ ต ร ่ม ด 'ว  4 0  - 70% แ ล ้วม ่าน ค อ ล ํม น ้โค ?ม าโต ?ก ?าฟ ฟ  2 ฟฉด ดอ 
ป เร ม  เปลส ูโลส ํ แ ล ะ เป ฟ า เร ก ป ้ 3 7 5  ส ำม า?ถ แ ยก เอ น ไ ป ม น ีว ท ?ล โป ?ศ เอ ส ํให ัม ีค ว าม บ ?^ท ร เฟ ่ม ส ัน  
4 .6  เท ่า ท ดส ํอบความบ?£๓ร’โดย เทคฉค โพ ส ือ ะไค ?ล าไม ด ้ เค ล  ร เล ค โต ?โฟ ?ป ส ํได ้แ ถ บ โป ?ด น เพ ับ ง 
แนบเดบว น ำไป ห ายน าด แล ะห น ่วยบ ่อ ยยอ งเอ น ไป น ้ โ ด ย ๆ ร ' เอ ส ํด เอ ส ํ โ พ ส ือ ะ ไ ค ?ล าไ ผ ด ้ เคล 
ก เล ค โ ต ?โ ฟ ?ป ส ํ พ บ ว ่าเอน ไป ม ์’เป ็น โพ ดเป ป ไท ด ้ส ำบ เส ่บ ว ม ีย น าด โ ม เล ก ุล  3 7 ,0 0 0  ดาลด'น

ส ํภ าวะท ั้เห ม าะส ํม ใน ก า?เ? 'งป ?]ก ?บ าก า?บ 'อ บ ส ํล าย เด ่ป น ด ิท ึ่^ด ท ี่ pH.7 และกุณห[เมี 50 ๐ป .
เอนไปม'?!ท’าให ับ?ส ํทร ’ํน ้ไ ม ่สำม า?น บ 'อ ย ส ํล าย 'พ ัน ระ เอ ส ํเท อ ?ได ้ แ ล ะค าก ก า?ด ก 'ษ าค ่าค ง 'ด ่ท างค ล น ด ่าส ํต ?
ย อ ง เอ น ไ ป ม ้ (K ) ต ่อส ํบ ส ํเต?ท  เคปน ฮโมโกลจน แ ล ะ เอ โป ค อ ล  ม ีค ่าเท ่าก ''บ  0 . 0 4 ,  0 .0 6  จล ก โม ล /
ดต? และ 10 ม ก . /ม ล .  ต าม ล ำด ,บ ‘ส ํงท ่าก า?ท ด ล อ งเป ?ข บ เม ียบ ก 'บ เอ น ไ ป ม ่’ T h e r m o l y s i n  คาก
B_. t h e r m o p r o t e o l y t i c u s  พบว่า T h e r m o l y s in  ม ีค วาม ค าเพ าะต ่อ ส ํ'บ ส ํเต ?ท ท ั้งส ำม ป น ีค ด ก ว ่า
เอนไปม ้ท ่ท ่าให ับ?ส ํทร ั๋'คาก T IS T R  25  แต ่เอน ไป ม ้คาก  T IS T R  25  ม ีค ว าม เ? ว ส ํง ส ํด  (V ) ใน ก า?m ax
เ ?'งป ?]ก?ยาส ับ ส ํเต?ท ท ั้ง  สำมปนีดน้ดกว่า T h e r m o l y s i n  และ เจ ่อด ก 'พ าค วาม ค 'าเพ าะต ่อส ับ ส ํ เต?ท ท ี่ เค ูน  
เป ป ไท ด ้ส ั'ง เค ?าะ ห ั พบว'าฉวท?'ลโป?ต เอ ส ํจ าก  T IS T R  2 5  ส ำม า?ถ บ ่อ ยส ับ ส ํเต ?ท ?เม ียน าด ต ั้งแต ่ 
t r i p e p t i d e  สันไป แ ล ะม ีค ว าม ค าเพ าะ ต ่อ ป ล าบ ด ้าน  N ยองก?ดอะม ีโน ยน าคให ญ ่ เป่น ลววิ!'น,
พ ัม ีลอะลานีน ห?อ อา?"ดัฉน เป ่น เด ิยวก 'บ เอ น ไป ม  T h e r m o l y s in

เอ น ไป ม ์น ีวท ?ล โป ?ด เอ ส ํค าก  13. s u b t i l i s  T IS T R  25 ม ีป?มาส;อะตอมส ังกะส ิใน 
โ ม เล ก ุล เท ่าก บ  1 . 5  อ ะ ต อ ม /โ ม เล ก ุล  เอ น ไป ม ส ูก ป ับ ย ั้งป ?)ก ?ยาได ้ด ้วยส ำ?ด เล ต ด ัง  EDTA และ 
P h e n a n t h r o l i n e  ค าก ก า?ท ด ล อ งใส ั EDTA ท ่ค ว าม เย ัม ย ัน  1 ม ีล ล โม ลา? ส ำม า?ถ ป ับ ย ั้งป เ]ก ?ข า 
ป?ะมาถ; 80% และแอคด ๆเ?(จ ะ ก ส ับ ด น ไ ด ้ล ้าม ีก า? เด ม ได ว าเล น ท ?แ ห ม าะ ส ํม  ส ังคากกา?ท ดลอง'พ บ ว ่า 
เจ ่อ ม ีก า ? เด ม  1 ม ีล ส ิโม ล า?ยอ ง Zn+ + , Mn++ และ Co++ แอคดๆ ด คะส ำม า?ถ ก ส 'ํบ ด น ม าไ ด ้ด ิก ว ่า เจ ่อ  
เด ม  1 ม ีลลโม ลา?'ยอง C a+ + , F e ++ และ Mg++
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UDOMLUCK THITIRUKPANICH ะ PU R IFIC A TIO N  AND CHARACTERIZATION OF
NEUTRAL PROTEASE FROM BACILLUS S U B T IL IS  T IS T R  2 5 .  TH ESIS ADVISOR ะ
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N e u t r a l  P r o t e a s e  f r o m  B a c i l l u s  s u b t i l i s  T IS T R  25 w a s  p u r i f i e d  4 .6  
f o l d  b y  u s i n g  am m onium  s u l f a t e  p r e c i p i t a t i o n , .  C M - c e l l u l o s e  a n d  S e p h a d e x  G -75  
c o lu m  c h r o m a t o g r a p h y ,  r e s p e c t i v e l y .  T he e n z y m e  w a s  h i g h l y  p u r i f i e d  a n d  
s h o w e d  o n e  b a n d  o n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  T he p u r i f i e d  e n z y m e  
w as  p r o v e d  t o  b e  a  m o n o m e r w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 7 ,0 0 0  b y  SDS p o l y a c r y 
l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .

T h e  o p tim u m  pH a n d  t h e  o p tim u m  t e m p e r a t u r e  w e r e  7 a n d  5 0  ๐ c .  T h e r e  
w as n o  e s t e r a s e  a c t i v i t y .  M i c h a e l i s  c o n s t a n t (  K ) f o r  c a s e i n ,  h e m o g lo b in  a n d  
a z o c o l l  w e r e  0 . 0 4 ,  0 . 0 6  mM a n d  10 m g /m l ,  r e s p e c t i v e l y .  C o m p a r a t i v e  s t u d i e s  
w i t h  T h e r m o l y s in  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p u r i f i e d  e n z y m e  h a s  l o w e r  a f f i n i t y  b u t  
g r e a t e r  m axim um  v e l o c i t y  (Vm ax) f o r  t h e s e  3 s u b s t r a t e s .  T h e  e n z y m e  s h o w e d  
s i m i l a r  s p e c i f i c i t y  w i t h  T h e r m o l y s in  t o w a r d s  s y n t h e t i c  s u b s t r a t e s .  T h ey  
h y d r o l y s e d  p e p t i d e  b o n d s  a t  t h e  a m in o  e n d  o f  b u l k y  a m in o  a c i d s  s u c h  a s  
L e u c i n e ,  P h e n y l a l a n i n e  a n d  A r g i n i n e .

T h e  z i n c  c o n t e n t  o f  n e u t r a l  p r o t e a s e  f r o m  B . s u b t i l i s  T IS T R  25  w as  
a p p r o x i m a t e l y  1 . 5  a t o m / m o l e c u l e  e n z y m e . T h e  e n z y m e  w a s  i n a c t i v a t e d  b y  
c h e l a t i n g  a g e n t s  EDTA a n d  P h e n a n t h r o l i n e .  E ig h t y ,  p e r c e n t  o f  t h e  e n z y m e  w a s  
i n a c t i v a t e d  b y  1 mM EDTA. T h e  i n a c t i v e  e p p y m e  coup.pl b e  _ jp p t te r  ^ a c t i v a t e d  

b y  t h e  a d d i t i o n  o f  I  mM, Zn+ + , Mn++ o r  Co t h a n  Ca , F e  o r  Mg .
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BTEE = B e n z o y l t y r o s in e  e t h y l  e s t e r

CM = C a rb o x ym e th y 1

DFP = D i is o p r o p y l  f lu o r o p l io s p h a te

EDTA - E th y lè n e d ia m in e  t e t r a a c i t i c  ai

PMSF = F h e n y lm e fh y ls u l f o n y 1 f l u o r i d e

Krr» - Mi c h a e 1 is -M e n te n  c o n s ta n t

Vmax Maximum v e l o c i t y

NBZ = N -B e n z o y l

N -Succ = N -S U C C in y l
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