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บทint
โป'ร(ะ! I. ฉสเ ปีน1 อนไชมท่ี'ค้า!!นาท่ี I ร่งปฏกริยาการอก«สลายโปรตน มการคนนบ

เอนไชมน้ัมากว่าสองรอยปี (M ihalyi,1972; Adler-Nissen,1986) โตยเริมจากการ 
กังเกตระบบการย่อยในกระเนาะอาหารกัตว่ โนปีคศ. 1783 spallanzanilè)นำนาย่อยจาก 
กระเนาะอา!ทรกัตว่ออกมาศกษาการย่อยอาหารภาชนอกกัดว่ทดลองเป็นครงแรก ในปี คศ.
1836 Schwann ไดสกัดสารจาก mucous lino ทองกระเนาะลาหารกัคว่มาศกษาแสะให 
ร่อว่า "Pepsin" 'ร่งมาจากค้าภาษากริกคือ Pepsis ริงแปลว่า การย่อย (digestion) 
pepsin นเปีนเอนไชมชนิดท่ีสองในโสกท่ีน!ท!กัง'•ทก "Amylase"!ดย Kirchoffในปี คศ. 
1814 (แด่ค้าว่า"เอนไชม" Kuhne เป็นคัใหค้านิยามและเริยกใริในปีคศ.1878)หลังจากปี 
การคันนบเอนไชมโปรคืIอสจากระบบทางเดินทาหารกัดว่แลา ยงนบในIนือเย่ืออ่ืนๆอีก รวม 
ท่ีงมการคนนบในนืชและจุลรินจำนวกราและแบฅฑเริกต่างๆ อีกควย <Mat,รน]:)ara &. Feder, 
19711 โปร่ดีเอสจากนืชท่ีพบเป็นชนิดแรกคือ "Papain" ในยางมะละกอ โคย Wurtz 
Bouchut ในปี คค,. 1879 โปรดเอสจาก Baci I Jus subt.j I is เป็นโปรตีเอสจากจุลริน 
ติวแรกฑีดนนบ คอ "S ub tilis in '' โคท (Junte!Ix.Tg >1. 01 t.esen โนปี คศ.1954

จนกง!ไจจุบินไติมการดิก)ทเก่ียวกับ! อนไชมโปรดเอสไวมากมาย แคะไตมการจค 
แบ่งชนิดของโปรตีเอสไวหลายวส เข’น แบ่งคามจุดกา!น ิ พ ไ ด ! ปีนสานชนิดคือ จากกัดว . 
จากปีช แสะ จากจุลริน หริอ!!บ่งฅามสก!HUะ :นริ!'«นเร่ง (active s ite ) ของเอนไชม
ได เ ปีนส่ีชนิด คือ serine , th io l . mel.îil แสะ acid protease หริอถาแบ่งตาม 
ลักษณะการติ’ตบนสายโนอีเ!เปไทดแบ่งไตสองชนิด คือ exoprotease ติดท่ีปลายสายและ
endoprotease ติดท่ีในระหว่างสายโนสเ ป)]ไทด

จากการท่ีโปรด! อสต่างชนิดมสมบิตแตกต่างกันทาใหสามารกนามาใช!]ระโยชน 
ในทางอุตสาหกรรมไดทลายประเภท < Wal'd. 1983 ) Il h il ! อสท่ีใชไนอุตสา!พรรมฝวนใหญ่
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จ«ไดมา'ฟากจุลชน เน ื่องจากI ป็ณเหล่งท ี่เหมาะสมในการทลดป’ร่ม๚นมาก แล«การสก ัด

เ อนไชม่ท่าไค้ง, าย เ น ื่องจากจุลสินทสิตแลวส่งออกภายนอก เ ชลล ( e x t .r a c e  1 lu  1 a r  enzym e ) 

เอนไชม ีโปรต ีเอสจากจ ุลส ินแบ ่งเป ็น  3 ประเภทใหญ่ๆ < K eay ,1971) คือ

1. A c id  p r o t e a s e  เร ่งปฏกริยาไค,ด'ในช่วง pH ประมาf« 2 - 5  ส ่วนโ!ฟ  

ไค ้จากจุลส ินจานวก เชียราและมี'สตี ไม ่ค ่อยนบใ!เแบดม ีเร ่ย มกรfเอะมโนแ อลปาI ทดอยู่ที่

บ ร ่เวท แร ่ง  ( F r u t o n ,1 9 7 0 )ไม ่ถ ูกย ็บยงโดยสารพวก D i is o p r o p y l  f lu o r o p h o s p h a te  

(D F P ), และ E t h y le n e d ia m in e t e t r a a c e t i c  a c id  (EDTA) แต่ถ ูกยบยงโดยสารนวก  

d ia z o k e t o n e  com p ou n d s(M izube และค‘นะ, 1973) M utsubara h F e d e r (1 9 7 1 )  

แบ่งกอกเป ็น 2 ชนิด ตงนื่

1 .1  R en n in -1  ik e  a c id  p r o t e a s e  ชนิดส่าค้ญมีนามาใช่ประโยชนิ

ท างก าร ค ้า  ค ือโป รต ีเอสม ีไค ้จาก Mu c o r  p u s i l  lu s  , Mucor mi e lle  i  และ

E n d o th ia  p a r a s i t i c a  ส่วน'ใหญ่'ใชในยุตสา!!กรรมการทาเนยแซง

1.1.1 Mucor p r o t e a s e  ทง Mucor p u s i i l u s  และ Mucor

m ie h e i เป็นนวก T h en n op h i l e  M̂_ p u s i  11 u s  เจรกฺเไค้คทอแ)หกุมช่วง 2 0 -5 5  ช ส่วน 

.ฯ.m ie h e i เจริกเดที่ 3 0 -6 0  °ช  •โป รดเกส จาก M.m ie h e i เป ็นไกลโคโปรต ีน ม ืคาร ่โบ  

ไซเดรดเป ็นส ่วนประกอบอยู่ 07 มืน่ืาหนิร่1โม เท ก ุล  3 8 .0 0 0  มี pH ท ี่เหมาะสมเท ่าก ับ  4 .5  

( เม ืก ใ  ช่เf โม’โกลบิ!)เป ็นกัปสเด*เท) โปรต ีนไสจาก M. p u s i l  lu s  เป็น s im p le  p e p t id e  

c h a in  มีกรคอะมี,โน'ชีสเฅถีน 2 ตาแหน่ง ไม่มีนแธะได'นิลไ!!ตี นาหนกโมเลกุล 3 0 .0 0 0

pH ท ี่เห มาะสมเท ่าก ับ  4 ( เมื่อ'ใช่อีโม'โกลบนเป็นสบสเด'รท) เอนไชม ีม ีความเสถ ียรต ีในช ่วง 

pH 3 -6  แล ะโป รด เอ ส จาก  Mucor ทงสกงชนิดนิเม ือปร่บสภาวะการท่างานใ!,น ิหมาะสมจะ 

สามารกใช ่ในการผลตเนยแช ็งท ี่ม ีค ุณ กานคเหม ีอ!เก ัปท ี่ใช ่โปรต ีเอสจากกร»เนา«ถ ูกวว ( c a  1Ï 
r e n n e t  p r o t e a s e )  ( A u n s tr u p ,1980)

1 . 1 . 2  E n d o th ia  p a r a s i t i c a  p r o t e a s e  คันนบ [นมี คค.

1963 โด ย  รย]-d in a s  ม ีนา!!นกใมเลแลกย ู่ในช ่วง 3 4 .0 0 0 -3 9 .0 0 0  เป็น'โนลี!ปป'ไทคลาย 

เด ี่ยว  pH ท ี่เหมาะสมเท ่าก ัป  2 และ 2 .5  ส ่าหร่ทก ับสเตรทอีในโกลบนและเดชี!เตามลำตบ
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1 .2  P ep s  in - J  ik e  A c id  p r o t e a s e  ใช ิย ่อ  ยโปรต ีนรองเาวเหล ืองใน  

อ ุตสาหกรรมการทำช ิอ ํ๊ว( s o y  s a u c e )  เอนไฟ ้ม ีกคุ่มน ั้ท ี่ใช ิมากในอุตสาใใกรรมคือโปรคืเยส่ท ี่ได  

จาก A s p e r g i l l u s  o r y z a e  เอน'ไชมีนั้มี pH ท ี่เหมาะส ่ม เท ่ากบ 4 - 4 . 5  และเป ็น

e n d o p r o t e a s e  ‘
2. A l k a l in e  P r o t e a s e  เร ่งปฏก ิร ่อาไดด ีในม ่วง pH 7 - 1 1  นliftงไน 

แบคทเร ่ย ร า  และยีสต มีส่มÎÎฅฅลิายเลนไซมีทร่ปชินและไคโมฑร่บชินในส้ตว่ นาทใโก
โม เล ก ุล ใน ม ่ว ง  1 5 ,0 0 0 - 3 0 ,0 0 0  ม ีการนำมาใช ้ในอ ุดสาหกรรมหลายประเภท โด ย เฉ น าะ  

ใช ้มากในอุตสาหกรรมผงช ิกน ัอก อลดาไลน โปรด ีเ อส ่ท ี่ม ีผ ูสนใจศกษาและนำมาใช ้มากใน

อุตสาหกรรมคืออ้ใไคาไสน ิโปรด ีเอสท ี่ได ีจากแบคฑ ีIร่ยตระกูลบาชิลล ิส และเป ็นเอนไซมที่รกรด 

อะม ีโน เซร ่น ท ี่บร ่เวณ เร ่งป ีองเอน ไซ ม ี เร ่ยก เอน ไช ม น ั้ว ่า  S u b t i l i s i n  ชิงแบ่งออกเป็ใ■ เ

2 ชนิด ( Keay และคณะ ,1 9 7 0  ) ต่งนื๊

2 .1  S u b i i 1 i ร in  C ar1s b e r g  เป ็นเอนไชม ีโปรดเอสจากจ ุลช ินควแรกท ี่ 

นบโดย L in d e r s tr o m  Lane & o t t e s e n  ในป ี ค ศ .1947 เร ่,มม ีการนำมาใช ้ทางอ ุดสาห  

กรรมครงแรกในป ี คศ. 1960 เม ื่อนบว ่าเป ็น เอนไชม ีท ี่ม ีสมบด ีเหมาะในการใช ้เฅมในผง

ชิกปฉก ( D e t e r g e n t )  ปจจ ุบนมีการนำมาใช ้อย ่างกว ่างป ีวางในอ ุตสาหกรรมผงช ิกปอกและ  

อุตสาหกรรมอื่นๆอีกหลายชนิด

S u b t i l i s i n  C a r ls b e r e  นิผลิตโดย II. J i c h e n i i  o r in is  มีแอคดวด ี

ดีที่สุดที่ pH ใก ล ,ๆ  10 ม ดวามเสค ืยรใน ม ่วง pH ก ว ่าง  คือ pH 5 - 1 0  ท่ี 2 5 'ซ เอนไชม 

น ิประกอบตวยโนกเใ1ปไทดสายเด ี่ยว มกรตละมโน 274 ดว ไม่ม ีกรดอะมีในชิสเตอีนและ

นับสะไดชิลไปด ท ี่บร ่เวทแร ่งม ีกรดยะม ีโน S e r  2 2 1 , H is  64 และ Asp 32 มีนำหบก 

โ}แ ล ก ุล  2 7 ,0 0 0  ถ ูกย ับยงโดยสารท ี่ทำปฏลิร ่ยากบกรดละม ีโนเชร ่น  เม่น D i is o p r o p y l  

f  lu o r o p h o s ) )h a te  (DFP) และ P h e n y l m eth y l s u lp h o n y l! '  J u o r id e  (PMSFM ป็นฅน 

และเป ็น เอนไชม ีท ี่ไม ่ค ่อยม ีความจำเนาะต ่อช ิบสเดรทชน ิดใด ( b ro a d  s p e c i f i c i t y  I 

สามารถย่อยสลายน ับซะเปปไท(ใกอบกุกชน ิด และสา}ทรกย ่อยน ับสะเลส ่เทอร ่ได ้ต ่วย

นอกจากน ิยงสามารกนบเ ลนไชมีชนิดนิ 1น B. punii lu s  1 Murk land ส. S m ith . 1971)



4

2 .2  S u b i i l  i s  in  BPN เอนไชมชน ิดน ํ้แยกไดจากเอนไชมทางการคา

ชนิดหนง คือ B a c t e r i a l  P r o t e a s e  N a g a r a se  ม ีการแยกให ้บร ิล ุrraและทำให ้ตกผลิกเป ีน  

คร ั้งแรกในป ี คศ. 1954  โด ย  H a g ih a ra  และในป ี คศ. 1960  o t t e s e n  B S p e c to r

ได ้แ  ยกเอนไชม ีชน ิดน ิไห ้จากเอน-ไชม ีทางการค ้าอ ีกต ัว  คือ B a c t e r i a l  P r o t e a s e  Novo  

ริ?งนบว่ามี am ino a c i d  s e q u e n c e  เหมีอนกับ S u b t i l i s i n  BPN (S m ith  และค(นะ 

,1 9 6 8 )  จงเร ียกช ีอ เอ น ไช ม ีน อ ีกอย ่างว ่า  S u b t i l i s i n  N ovo เอนไชมีนประกอบด้วย

กรคอะนิโ'น 275  ต ัว  และการเร ียงต ัวของกรดอะม ีโนส ่วนใ!พ ู่ม ีล ักษณ ะเหม ือน'h om ology)  

กบของ S u b t i l i s i n  C a r ls b e r g  โดยม ีแตกต ่างก ัน เน ียง 58  ต ัว  และไม ่ม ีกรดอะมีโน

ช ีลเดอีนเหมือนกัน ท ี่บ ร ิเวณ เร ่งของเอน ไชม ีม ื S e r  221 ,H is  54  และ Arg 32 และ

ไม ่ค ่อยจำเน าะก ับส ืบ ศเตรท Iอนไชม ีน ั้ด ้องการแคลเช ียมไอออนส ่วยทำให ้เอนไชม ีเส ือ ียว

เมื่ออทmภูมีลูง,V?รีอที่ pH ตาหร ียล ูงมากๆ และCa++ม ีผลต่อเอนไชม ีนมากกว่า S u b t i l i s i n  

C a r ls b e r g  คุณล,มบัฅ ิท ั่วไปคล้ายกับเอนไชมี S u b t i l i s i n  C a r ls b e r g  แต่ S u b t i l i s i n  

BPN นิไม’ก,อยน ิยมนำมาใซไนทางการค ้า

3 . N e u tr a l  p r o t e a s e  เร ่งปฏ ิก ิร ิยาได ้ฅท ี่ pH เบนกลาง นบทั่วไปทั่งใน

แบ ค ท ีเร ียแกะรา ม ี^กษ าไว ้ใน แบคท ีเร ียในกล ุ่มบาช ีลล ้ลห ลายชน ิด  เส่น จาก B a c i l l u s

s u b t i l i s , B .c e r e u s ,  B .m eg a ter iu m , B .s t e a r o t h e r m o p h i lu s  (K e a y ,1 9 7 2 )  

B .t h u r i n g i e n s i s  < L i h. Y o u s te n , 1 9 7 5 ) ,  b . punii lu s  (Tran ohau B 

U ra n ek , 1 9 7 4 ' ,  B . th o r m o p r o te o  i y t i c u s  ' T h e r m o ly s in )  (K eay h  w i l d i ,  

1 9 7 0 ก.เละ B .p o lym yxa  (F o g a r ty  B- G r i f f i n ,  19 73 ) ใน แบ คท ีเร ีย  B . p o ly m y x a , 

B .m eg a te r iu m , B .c e r e u s , และ B .t h e r m o p r o t e o ly t i c u s  ม ีการผล ิตเฉนาะ

เอนไชม ีน ิวฑรัลโปรส ืเอสเท ่าน ั้น  แต ่ใน  B. s u b t i l i s  นบว่าผลิตทั้งเอนไชมีน ิวทวัลและ

อ ัลคาไลนโปรค ืเ ยล' นอกจากใน.แบคท ีเร ียกล ุ่มน ั้แล ้วยงม ีการต ักบาโนเช ีอราและแบคท ีเร ีย

อีกหลายชนิด เส ่ น S t I-ep to m y ces n a r a e n s i s  (H ira m a tsu  , 1967) , ร .

g r i s e u s  (N oinoto B. N a r a s h a s h i ,  19 59 ) P . a e r u g in o s a  (H o r ih a r a  B T su z u k i,
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19 6 7 ) และ A s p e r g i l l u s  o r y z a e  (N ak adai และคณะ, 1973.)

เอนไชม ีน ิวฑรัลโปรต ิเอส ม ีล ัก!ฒะและสมบัต ิทางค ้า!!ต ่างๆ สรุปไค้ดัง

ต่อไปน

สมบ ัต ิทางกายภานและเคม ี ( P h y s ic a l  &. C h em ica l P r o p e r t i e s )

เ อนไชมีนิวทรัลโปรติ เ อสมีนาห!ไกโม I ลก ุลในบ ัวง 3 5 ,0 0 0 - 4 5 ,0 0 0  จาก 

การต ิกษาหานาหน ักโม(ลก ุล โดยเทคน ิค  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ใน  B .s u b t i l  i s  

NRRLB 3411  , B .s u b t i l i s  v a r . a m v lo s a c c h a r i t ic u s  และ T h e r m o ly s in  จาก  

B .t h e r m o p r o t e o ly t i c u s  นบว่าเอนไชมีม ี!!นาด 4 4 ,7 0 0  5 3 3 ,8 0 0  และ 3 7 ,5 0 0  

คามสำดับ (T su ru  และคณะ, 1966 ; o h t a  และคณะ , 19 66 ) D .T su ru  และคณะ 

(1 9 6 5 )  ร าย ง าน ,ว่าเอน'ไชมีน ิวฑรัล'โป'รติเอสเกดการ a u t o l y s i s  ไค ้ง ่า ย  โดยนบว่า

ค ่าน ั้าหน ักโมเลก ุลป ิองเอนว่โชม ีน ิวฑรัลโปรต ิเอสจาก B. s u b i  i l  i s  รู่ง'หาด้วย'วิธี

S e d im e n ta t io n  e q u i l ib r iu m  ป ีนก ับระยะเวลาหลังจาก f u l l  s p e e d  ของ sed im en  

t a t i o n  run ค ้าเป ิยน กราพ ัระห ว ่างเ วลาก ับค ่านาหน ักโมเลก ุลจะไค ้ค ่าความบ ันIห็นลบและ 

จะยิ่งเห ็นลบมากขนเม ี่อความเป ิมป ีนของเอนไชม ีเนมป ีน ร ู่ง อ าจ จ ะ เก ิด จ าก ก าร  a u t o l y s i s  

ของเอนไชม ี ด ังน ั้นการหานิาหน ักโมเลก ุลท ื่แบ ัจรงป ีอง n a t i v e  i n t a c t  enzym e ควร

ไ.ซความ เ ข้มปินของ เ อนไชมีตาที่สุด

นิวทรสโปรติ เ อสเ ห็นเ ฮนไชมีฑมีลักษณะ 1 ห็นโนล I ปปไทดสาย เ ติ'ยวไม่มี พันธะ 

ไดบัลไ!')ติ เอน'ไชมีน ิวทรัลโป,รติเอส'จาก B .s u b t i l i s  NRRLB3411 ประกอบด้วย

กรดอะมี,ใน  325  ตัว <Keay &. W ild ) ,  1970) มีไกลรู่ณ เละลีวร ู่นอยู่ฑปลายสายโนลี 

เปบไทติค้านปลาย N และปลาย C ตามลาดับ เอน'ไชมี-จากสายพันธุ'ลีนมีกรดอะมี'โนฑึ

ปลาย N ต ่างออกไป เบ ัน  เอนไชม ีจาก B .s u b t i l i s  v a r . amy1o s a c c h a r i t i e u s  

เห ็นอะลานิใเ (D .T su ru  และค ณ ะ,1 9 6 6 )  และเอนไชม ีจาก B .t h e r m o p r o t e o ly t i c u s  

เ ห ็เไอ โช ล ว ร ู่น -ท ’รโอน น -ไกลร ู่น -ท ร ืใอน ีน  และใ4บว่าส่วนประกอบปิองกรดอะมี'โนในสาย

โ น ล ีเ ป ป ไ ท ต ิจ า ก  B . s u b t i l i s  N R R L B 3 4 1 1  ก ล า ย ก ับ ป ีอ ง  B . s u b t i l i s  v a r . a m y l o s a



c h a r i t i c u s  แต่ต ่าง•ร่ากชอง B. t h e n n o p r o t e o ly t ic u s  น?ทรางท 1) I. K eay a  

w i l d i ,  1970)

เอนไชม ีน ิวทรัลโปรต ิเอสเป ็น m e t a l lo - e n d o p r o t e a s e  คือ มไอออน 

โอหะเส ์นส ่วนประกอบโนโมเลก ุล และมีความส์าคัภู]ต่อการI ร่งปฏิกิร ่ยาปีองเอน'ไชมี ไอออน  

อ่าน'ใหภู/ท่ี!นบ คือ Zn++มีการโ?กษาลักบณะชอง Zn++ ใ•น'โมเลกุลชอง T h e r m o ly s in  รู่-ง 

เป ็นโมเลก ุลน ับ  ( f o l d e d ) ท ำให ้เก ิด เป ็น  2 lo b e s  แยกจากก ัน โดยร ่องลก(d e e p  c l e f t )

(  M a t t h e w  , 1 9 7 7 )  ร ู่ง เ ป ็น อ ่ว น ท ี่ม ีอ ะ ต อ ม ข อ ง ก ัง ก ะ ม ีอ ย ู่ ( ร ูป ท  1 ) โ ค ร ง ส ร ่า ง ช อ ง เ อ น ไ ช ม  ี

T h e r m o l y s i n  ท ี่บ ร ิเ ว ณ จ ับ ก ับ ล ับ ส เ ต ร ท  ( b i n d i n g  s i t e '  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ก ร ค อ ะ ม ีโ น  6  ต ัว  

ใ ก ล ้ก ับ อ ะ ต อ ม ข อ ง ล ัง ก ะ ม ี ( M o r i h a r a  o k a ,  1 9 6 8 )  แ ล ะ น บ ,ว ่า เ ม ึ๋อ เ อ า  Z n + +  อ อ ก จ า ก

โ ร ]  เ ล ก ุล ช อ ง  เ อ น ไ ช ม ีท ำ ไ ห ้ม ีก า ร  เ ป ล ี่ย น โ ค ร ง ร ูป  ( c o n f  o r m a t i o n ) ช อ ง โ ม เ ล ก ุล เ ม ีย ง เ ล ็ก น ้อ ย  

ด ัง น ั้น  Z n + +  จ ัง ไน่น ่า ม ีค ว า ม สำคัญต ่อ ค ว า ม เ ส ถ ีย ร  ( s t a b i l i t y )  ช อ ง เ อ น ไ ช ม ี ( W e a v e r  

แ ล ะ ค ณ ะ ,  1 9 7 6 )  ก า ร ต ิก ษ า ก ิง ค ว า ม อ ่า ค ัภ ู! ข อ ง  Z n + +  ใ น น ้ว ท ร ัล โ ป ร ต ิเ อ ส ต ่อ ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร

เ ร ่ง ช อ ง เ อ น ไ ช ม ี โ ด ย ใ ช ้ส า ร ต ิเ ล ต ต ั้ง  เ ม ่น  E D T A  ด ง  Z n + + อ อ ก จ า ก โ ม เ ล ก ุล เ อ น ไ ช ม ี

ท ำ ใ ห ้เ อ น ไ ช ม ีส ูภ ู! เ ม ีย แ อ ค ต ิว ิต ิ ( i n a c t i v a t e d )  แ ล ะ เ ม ื่อ เ ต ิม  Z n +  + เ ช ้า , 1 ป ใ ห ม ่ท ำ ใ ห ้เ อ น ไ ช ม  ี

ม ีแ อ ค ต ิร ิต ิก ล ับ ค ืน  ( r e a c t i v a t e d )  ป ร ะ ม า ณ  4 0 - 8 0  y  แ ม ้จ ะ เ ต ิม  Z n 4 4 จ น ก ง ป ร ิม า ณ ท ี่ม า ก  

เ ก ิน น อ  ( D . T s u r u  แ ล ะ ค ณ ะ , 1 9 6 4 )  ป ร ิม า ท ]  Z n 4^ น โ ม เ ล ก ุล ช อ ง เ อ น ไ ช ม ีน ว ท ร ัล โ ป ร ต ิเ อ ส  

จ า ก  E . s u b i . i l  i s  N R R L B  8 4 1 1 ,  b .  t h e r i n o p n ' t e o l y t i c u s ,  B . s u b t . i l i s  v a r .  

a i p y l o s a c c h a r i t i c u s  ม ี 1 . 4 ,  1 . 5  แ ล ะ .  1 . 5  ไ ม โ ค ร ก ร ่ม / ม ีล ม ีก ร ่ม โ ป ร ต ีน ต า ม อ ่า ด ับ  

ค ือ ม ี 1 ห ร ือ  2  อ ะ ต อ ม ก ัง ก ะ ม ี/ โ ม เ ล ก ุล เ อ น ไ ช ม ี ( K e a y  k  w i l d i , 1 9 7 0 )  น อ ก จ า ก น ้ 

ใ ใ ! ' โ ร ] เ  ล ก ุล ช อ ง น ิว ฑ ร ัล โ ป ร ต ิเ  อ ส ย ัง ม ีไ อ อ อ น ข อ ง แ ค ล เ ม ีย ม  เ ป ็แ อ ่ว น ป ร ะ ก อ บ  เ ม ่น  ใ ใ ! โ ม  เ ล ก ุล  

ข อ ง น ิว ท ร ่ล โ ป ร ต ีเ อ ส จ า ก  B .  a m y l o l i q u e f a c i e n s  แ ล ะ  ป .  t h e r m o p r o t e o l y t i c u s  

ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย แ ค ล เ ม ีย ม  2  แ ล ะ  4  อ ะ ต อ ม / โ ร ] เ ล ก ุล เ อ น ไ ช ม ี ต า ม ล า ด ับ  ' W a r d ,  1 9 8 8 '

6



ฅ ารางท ี่ 1 แชดงส่วนประกอบของกรดอะมิในในสายโนล เ ปปไทดชอง เ อนไชม 
นิวทรัลโปรตเอสชนิดต ่างๆ Œ aey  ๖. w i l d i ,1 9 7 0 )

B . s u b t i l  i s  NRRL B3411 B . s u b i . i l i s  v a r . T h e r m o ly s in
a m y lo s a c c h a r i t ic u s

C a lc u la t e d  from C a lc u la t e d  from
Found d a ta  o f  McConnb Found d a t a  o f  O htac

Lys 17 16 17 12
H is 5 5 5 9
Ary 8 8 9 10
Asp 48 48 49 44
Thr* 29 29 31 24
S or ’ 31 "า 2 •j O% ะ, เ- 24
G lu 27 26 26 21
Pro 9 11 12 8
G ly 30 29 30 37
A la 28 27 28 29
Cys 0 0 0 0
V al 19 19 17 25
Met, 4 4 2 2
I l e 13 14 13 19
Leu 21 20 23 17
Tyr 22 23 24 30
Plie 11 11 10 10
Try 3 3 3 5

S e r in e and T h r e o n in e  v a lu e s  a r e e x t r a p o la t e d  t o  z e r o h y d r o ly s  i s
t im e ,o t h e r v a lu e s a r e  mean o f  2 4 ,4 8 and 72 h r . v a lu e s

McConn และคณะ, 1964  
oh ta. และคณะ, 1966

A



a

11i _ 1  II ntl'.;'Uni'แบโทา งทวางใน  เ ทกทชอง 1 อ'ฝไชน Tlienaolys 3 1)
1 M att.hev, 1 ะ)77 >

วง■ ท่อนท1 นๆ แ ท il-งอะ'-คอนชองทํใก~ท 1 อ^คอมนบร I วนิ'I ร ุ่งชอง I อบไ'ชน 
วงกโ)นทนา ( เทแงยน(■ เอนจองนกทเขฆน 4 อะทอนในโน!ททอชองI อบไชน
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I อนไชมนิวทรืลโปรตีเ อชเน ิน เ อนไชมที่ถ ีความเสถ ียรนอฮมากเม ื่อเทยบกบ  

โปรต ีเอสชน ิดอ ื่นๆ ถ ีาอ ินค ิวเบตน ิวฑ ร ืลโปรต ีเอสจาก B .s u b i i l i s  ท่ี pH 7 25"ช เนิน

เว ล า  24 ช ั่วโมงจะย ังคงถ ีแอคต ิวต ีเหล ือ 80% แต่จะสูญเลืยแอคคิวตีไปถีง 90% เมื่ออินคิว 

เบตที่ ยอ0ช 15 นาที เอนไชมน ิวฑรืกโปรต ีเอสท ี่มความเสถ ียร ทนต่อafinหู)นิสูงไคิดที่สด

คิอ T h e r m o ly s in  จาก B . t h e r m o p r o t e o lv t ÏCUS โคยหนว่าเอนไชมย ่งคงถ ีแอคค ิว ตี

อยู่ 50% หลงการอินควเบตฑื่อุณหภูมิ 8 0 °ช  เน ิน เว ล า 1 ช ั่วโมง (E ndo, 19 65 ;  

O h ta . 19 6 6 ) ช ั่งการท ี่เอนไชมสามารถทนรอนไคิดกว่าน ิวฑรสโปรต ีเยสชน ิคอ ื่นอาจเน ื่อง

จาก T h e r m o ly s in  ถ ีเปอร ืเชนฅธองกรตอะมโนชน ิดท ี่เน ินไฮโดรโปน ิคมากกว่าและถ ีแคล

เช ีย ม /โม  เสก ุล เ อนไชมมากกว่า < A u n str u p , 19 80 ) ถ ีรายงาใพ ืน ย ่น ว ่าC a*"* ช1วยเท ิ่ม  

ความ เ สถียรชอง เ อนไชม น อกจากท ำให เ อนไชมฑนรอนไคตีธน ที่ความ เ ธมชีนของ

Ca++ม ากกว ่า 2 x 1 0 _3โม ส าร  จร:ช ่วยสคการเกด a u t .o l .v s is  ชองเอน ไช i ทด

(N cC o n n .19 64 ) นอกจากน C a '^ย ังสามารกทำให ํโอนไชมท ี่ก ูก i n a c t i v a t e d  คิวย

EDTA ถีแอดคิวตีกลบตีน 1คิมากขน เมอ r e a c t i v a t e  คิวย Zn' ' <Tsuru แล»คท!ร. 1966)

สมบคิท'•ไงคานเอนุไ.ชม (E n zym ic  P r o p e r t i e s )

นิวทรัสโปรตี เ อสเ นิน m e ta l Joenzym e จงถ ูกย ่นยงโดยสารนวกต ีเ ลฅคิง 

เซ่น EDTA, O -P h e n a n t h r o l in e ,  D i t h iz o n e  แต ่ไม ่ถ ูกย ่บย ังโดย DFP,ธนl i h y d r y l  

r e a g e n t .  Soyl>ean t r y p s i n  i n h i b i t o r  หรือ p o t a t o  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  

Y asunobu แสะคา)ร: (1 9 6 4 )  นม'ว่าเอนไชม่ที่ถูกย่บย'ง,โดยสารต ีเกฅต ็้ง  จะถีแอคตวิตีกลบตีน 

ประมาญ 3 8 -8 2 °/ เม ื่อ เค ิม  Zn++ ,C o +H แสะ Mn++ในซ่วงความเชีมชี'น 1x10 * โม ส าร  ื

โคฮที่แอดคิวตีจะกสํบตีนมากหรือนิอยอนกับหลายนิจจย เ ซ่นความ เ ชีมชีนของสารตี I สตคง

ซ ่ว ง เว ล าช อ งก าร  t r e a t  ค ิวยสารย ับยงแอคค ิร ืต ี และชนิดป ีองไควาเลนที เมทสไอออน 

ท ีใ!ท น ก าร  r e a c t e v a t e  เนินคน (T su ru  และคณะ, 1966)

โนน ง'ความจา เน าะ ชองปฏกริยาการไฮโดรไลสพนสะ เ ปปไทดโคย เ อนไชม 

นบ'ว่านิวท'ริ'ส,โป'รตีเ โ)สถีความ,จาเน าะต ่อป ลายดาน  N ปีองสบสเฅรทที่เนินกรดอะม เนชนิด

โฮ ไ ด ร โ‘(•เนินหรอ b u lk y  am ino a c id  เช่น.กรคย ะมโนลวชน หรอกรคอะมโนนนสอสานน
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แ ต ่จ า ก ก า ร ศ ก ษ า ข อ ง  M a t s u b a r a  แ ก ะ ค ณ ะ  ( 1 9 G 9 )  แ ส ด ง ใ ห เ ใ ช ท ่า เ อ น ไ ช ม ี T h e r m o l y  

ร 1 ท ไ ม ่ส า ม า ร ถ ย ่อ ย พ ัน ธ ะ เ ป บ ไ ท ด ท ี่ด ้า น  ค า ร บ อ น ิล  ข อ ง ก ร ด อ ะ ม ีโ น ไ ฮ โ ด ร โ พ ับ ิค  ท ี่ค ิด ก ับ ด ้า น  N  

ข อ ง ก ร ด อ ะ ม ีโ น โ ป ร ล ิน  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง น ิม ีก า ร ย ืน ก ัน ใ น น ิว ฑ ร ัก โ ป ร ต ีเ อ ส  จ า ก  B . s u b t i l i s

ใ น อ ก ร า ย ง า น ห ท ี่ง  ( B e n s o n  h  Y a s u n o b u , 1 9 6 8 )  ท ี่ง แ ส ด ง ว ่า ค ว า ม จ า เ น า ะ ข อ ง เ อ น ไ ซ ม  ี

ต ่อ ก ร ด อ ะ ม ีโ น ไ ส โ ด ร โ ป บ ค ธ ั้น ณ เ ก ร ด อ ะ ม ีโ น ต ํ'ว ก ัด ไ ป ด ้ว ย  จ า ก ร า ย ง า น ก า ร ศ ก ษ า ก า ร ต ด พ ัน ธ ะ  

เ ป บ ไ ฑ ด ใ น ส า ย อ ิน ซ ูล ิน  ( i n s u l i n  c h a i n )  โ ด ย น ิว ท ร ัล โ ป ร ค ิเ อ ส จ า ก  B . s u t i l i s  ( F e d e r  

B i L e w i s  ,  1 9 6 7 ;  M o r i h a r a  แ ก ะ ค ณ ะ  ,  1 9 6 8  ;  T s u r u  แ ล ะ ค f น ะ ,  1 9 6 7 )  , B . t h e r  

m o p r o t e o l y t i c u s  ( M a t s u b a r a  แ ล ะ ค ณ ะ ,  1 9 6 6 ;  M o r i h a r a  b - T s u z u k i , 1 9 6 6 )  , B .  

m e g a t e r i u r n ,  ( M i l l e U i A c h e r ,  1 9 6 9 ) แ ล ะ A . o r y z a e ( M o r i h a r a  แ ก ะ ค ณ ะ .  1 9 6 8 )  น บ ว ่า  

ม ีจ ุด ท ี่ถ ูก ต ด ใ น ส า ย อ ิน ซ ูล ิใ น ห ม ีอ น ก ้น  ค อ  ท ี่ค ่า แ ห เ ท ่ร ะ ห ว ่า ง  H i s  5 - L e u  6 ,  H i s  1 0 - L e u  1 1 .  

A l a  1 4 - L e u  1 5 ,  T r y  1 6 - L e u l 7 , G l y  2 2 - P h e  2 4  แ ก ะ  P h e  2 4 - P h e  2 5  ช ง จ า ก

ก า ร ท ค ล อ ง น ั๊จ ะ เ  ใ พ ท ่ค ่า แ ! ฟ ง ท ี่ถ ูก ด ้ค บ น ส า ย อ ิน ซ ูล ิน  ค อ  ป ล า ย ต า น  N ข อ ง ก ร ด ย ะ ม ีโ น ล ิว ช ีน  

แ ล ะ ม ีน ก อ ล า น ิน น น เ อ ง  แ ล ะ จ า ก ก า ร ค ิก ษ า ค ว า ม จ า เ ! 'ท ะ ก ับ ส ้บ ส เ ต ร ท ช น ิด ท ี่ม ีพ ัน ธ ะ เ อ ส ่เ ท อ ร

น บ ว ่า  เ อ น ไ ช 'ม ีน ิว ท ร ัก โ ! I ร ต  เ อ ก ไ ม ่ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ก า ย พ ัน ธ ะ เ  ท ส ! ท อ ร ่ไ ด ้ ( B o y e r .  1 9 7 1  )

ป ร ะ โ ย ข ,น ข อ ง เ  อ น ุไ ช ม ีน ิว ท ร ัล โ ป ว ด ี I อ ส ุ

ม ีก า ร น ่า  เ ย น ไ ช ม ีน ิว ท ร ัถ โ ป ร ค ิ เ อ ส ุ ม า ใ ! / ป ร ะ โ ย ช น ิท า ง ด " ) น - อ ุค ส า ห ก ร ร ม ห ล า ย  

ประเภท ( W a r d ,  1 9 8 5 )  เ ช ่น  ใ ช ่ย ่อ ย โ ป ร ด ีน ใ น อ ุต ส า ห ก ร ร ม เ ม ีย ร , พ ัย ก ห น ง . ช ีเ ว . น า ป ล า ,

ก า ร ผ ล ิต  Y e a s t  e x t r a c t  แ ล ะ ใ ช ่ใ น อ ุต ส า ห ก ร ร ม ท ำ เ น ย แ ข ็ง แ ก ะ ป ีน . ม ช ง ต ่า ง ๆ  น บ ว ่า ท ิว

ฑ ร ัล โ ป ร ด เ อ ส ุจ า ก  B . s u b t i l  i s  ช ่ว ย ป ร ับ ค ณ ภ า น ข อ ง แ น ่ง ทำข น ม ช ง ป ร ะ เ ภ ท  c r a c k e r ) !  ล ะ  

b i s c u i t  ท ํ' ! ใ ห ส า ม า ร ถ แ ผ ่เ ม ีใ เ แ ผ ่น บ า ง ไ ด โ ด ย ไ ม ่พ ก ข า ด แ ล ะ ล ด ! ' ) อ ง อ า ก า ศ ท ี่เ ก ด ร ะ ! ท ่า ง ก า ร  

อ บ  (B a r r e l . ! . ,  1 9 7 5 )  แ ล ะ เ ม ื่อ ใ ช ่น ิว ท ร ัล โ ป ร ด เ ก ส ร ่ว ม ก ับ เ อ น ไ ช ม ีไ ล เ ป ส ุ( L i p a s e ) ใ น ก า ร  

ท ำ เ น อ แ ข ็ง น บ ว ่า ช ่ว ย I ม ีม ร ส ุช า ค ิข อ ง เ น ย แ ข ็ง แ ก ะ ไ ! ท ำ ไ ห เ ก ด ร ส ข ม  ( G o d f r e y , 1 9 8 3 )
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วัคกุประสงคจองโครงการ ุว ิจย

จากการด ิกษาเบองค ้น  (นงษสวักด b  ส ิริจนคกานต. 1987< นนว่า B- 

s u b i i l  i s  TISTR 25 ท ี่แยกไค ้จากด ินในประเทศไทยสามารกผล ิตโปรฅ ีเอส ่ในระด ับส ูง  

กว่าสายนนสุมาตรฐาน B. ] i c h e in lo r im s  ATCC 21 41 5  ( เป ็น ส าย ด ัน น ง ล ีใช ใน ก า ร  

ผลิตอัลคาไลนใปรดีเอสระดับอตสา!ชารรม > เม ื่อ เล ียงใน อาห ารเลยงเซ ือส ูต รป ร ิบ คาท ี่เส ร ิม  

ค้วย 0 . 1 e/- กล ูคาเม ท  pH 6 ท่ีย'ไนกน 30°ซ และหบว่าในสภาวะลีแบคลีIร ิยสายนนธทองลน  

จะผลิตน ิวทริลต ่ออ ัลดาไลนโปรดีเอส ในอัตราส ่วน 1 ะ3 โครงการว ิจ ยต ่อ ม า'จ โรจน ก ุลก ิจ , 

1989 'ได ้แยกและ'ท ๎าเ อนไซมอักดาไสนโปรดีเอสจากสายนน!ณใหบริส ุทธและดิกษาสมบตต่างๆ 

ของ เ อนไซมอักคาไลนใบรด เ อส ส ่าหริบโครงงานวิจยนมีว ักก ุประสงคเ ที่อดิกชา เ อทไชน

กิทฑรัลโปรดี เ อส ดังลี

1. ด ิกชาว ิธ ีการแยก( อนไซมนาทริสโปรุค เ อสืใหบริสูทธ

2 . ศกชาสมปกทางกายกาน เคน และจถนศาลตริ ของเอนไซมนิวทริ'ล 

โป ร ุก  ! ทสท่ี!! ยกไค้

โ-:. ศกชาความ'จ-น นาะ จองเ อนไซมลีวทรุลโปรดี เ อสที่;เยกไค ในการย ่อย  

สลายนนธะเปบไทค้

4 . ดิกษาซกิเคและความส์าคกุ)จองไอออนโลหะ ต่อแอคติว ิด ีป ียงเอนโชม

5 . เปร ียบเล ีอบเอนไขมท ี่แยกไค ้ กบเอนไชมนวทริลโปรด ีเอสท ี่ใชฑาง 

การค ้าซงไค ้'ร ิบการด ิกษาไว ันล ิว
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