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อ.ทีปรกษา •.ผศ.วินิจ ขาวิวรรธน รศ.ดร.สี(นที’ พณิชยกุล, 141 หน้า

การวิจัยIพือเทีมความบ?สุทธิของผง'โบรมิIลนทีเฅรยม'โดยการตกตะกอนคัวยอะทีโตน'ให้สูงขํ้น 

ด้วยเทคนิคการไดอะไลทีส อุลฅรานิลเตรชัน ดูโอไล,ที ที225 และเซฟาเคกที, จี100 โครมาโตกราฟน ิ

พบว่าเทคนิคดังกล่าวไม1สามารถเนิมความบริสุทธิของเอนไซม์ให้สูงฃํ้นได้ไม่มากนัก(~1 . 4 - 2 เท ่า),แอคติวิฅ 

ของผงโบรมิเลนมืค่าประมาณ 281-604 หน่วยทีดียูต่อมิลลิกรัมผง แอคติวิดีของโบรมิเลนในน้าสกัดจากบัน 

สิบปะรดสามารกระด้นให้สูงขํ้นได้ด้วยกรดอะมิโนทีสเทถีนไฮโดรคลอไรด์ และโซเดียมเมทาไบซัลไฟท กรด 

เอทธิลดีนไคอะมีนเททระอะทีทีคสามารถเสริมฤทธิการกระด้นแอคติวิดีของเอนไซม์โดยกรดอะมิโนทีสเทอน 

ไฮโดรคลอไรดัได้ประมาณ 1 .5  เท่า ผงโบรมิเลนทีทาให้บริสุทธิบางส่วนโดยการตกตะกอนด้วยกรดโพดี 

อะไคริลิคจะมีแอคติวิฅต่อมิลลิกรัมผงสูงกว่าผงโบรมิเลนจากการตกตะกอนโดยอะทีโตนประมาณ 4 -5  เท่า 

(-1941 หน่วยทีคยูต่อนิลลิกรัมผง) และให้ผลผลิตประมาณ 1 .2  กรัมต่อกิโลกรัมบันสิบปะรด การทาให้ 

เอนไซม์จากผงโบรนิเลนทีเฅริยมไบับริสุทธิสูงขํ้นโดยใชัเทคนิคอุลฅรานิลเฅรชัน คาริบอกทีเมทธิลเซลลูโลส 
โครมาโฅกราฟนิ เซฟาเคกที’ จี100 โครมาโฅกราฟนิ หรือเทคนิคร่วมของคาริบอกทีเมทธิลเซลลูโลสกับ 
เซฟา เดกที’ จ ี100 โครมาโตกราฟนิไม่มีผลในการเพิ่มแอคติวิดีของเอนไซม์ แต่จากการตรวจสอบด้วย

เทคนิค'โพลีอะ’ไคริละ’ไมม์เจล อิเลคโฅรโฟริทีสพบว่ามีซนิดของ'โปรตีน'ในผง’โบรนิเลนลดลง ผงโบรนิเลน 

ทีมีความบริสุทธิสูงน้ํจะมีคุณสมบัติต่าง  ๆ ในการเร่งปฏิก ิร ิยาการไฮโดรไลที’เ คทีน เกือบไม่แตกต่างกันกับผง 

โบรนิเลนก่อนเนิมความบริสุทธิ ยกเบันเอนไซม่ทีมความบริสุทธิสูงจะมความเสถียรต่ออุณหภูมิลดลง เอนไซม  ์

โบรนิเลนสามารถฅรืงบนคาริบอกทีเมหธิลเซลลูโลสและเสริมบัวยกฐฅารัลดีไฮดัได้ โดยทีเอนไซม์ฅรืงทั้ง 

ชนิดเสริมและไม่เสริมด้วยกลูตารัลดีไฮคจะเร่งปฏิกิริยาได้สูงสุดทีอุณหภูมิตากว่าเอนไซม์ลิสระ (45 "ซส่าหรับ 

เอนไซม์ฅรืงและ 6 5 'ซ สาหรับเอนไซม์ลิสระ) โบรมิเลนฅรืงมีความเสถียรต่ออุณหภูมิ (3 0 -50  "ซ) สูง 
กว่าเอนไซม์ลิสระอย่างชัดเจน นอกจากนก'ารฅรืงเอนไซม่บนคาริบอกทีเมทธิลเซลลูโลสจะหาให้ความ 

สามารถในการไฮโดรไลทีสิบสเตรทIคทีนเพมขํ้นประมาณ 15-20 เท่าเมือเหยบกับเอนไซม์ลิสระ
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S e v e ra l a tte m p ts  to  f u r t h e r  p u r i f y  th e  b ro m ela in  powder o b ta in e d  
from a ce to n e  p r e c i p i t a t i o n  s te p  were made on d i a l y s i s ,  u l t r a f i l t r a t i o n , D u o lite  
C -225 and Sephadex G -100 chrom ato graph y . By u s in g  th o se  te c h n ig u e s , th e  p u r i ty  
o f th e  enzyme were found to  be i n s i g n i f i c a n t l y  in c re a s e d  (~ 1 .4 -2  f o l d s ) .  The 
a c t i v i t y  o f b rom ela in  powder was 281-604 CDU/mg pow der. The a c t i v i t y  o f brome
l a i n  from stem e x t r a c t s  co u ld  be r a i s e d  by e i t h e r  c y s te in e  h y d ro c h lo r id e  o r  
sodium m e ta b is u lp h i te .  The a c t iv a t io n  e f f e c t  o f c y s te in e  h y d ro c h lo r id e  on th e  
enzyme a c t i v i t y  was a d d i t i o n a l ly  enhanced (- —’ 1.5  f o ld s )  when supplem ented  w ith  
e th y le n e d ia m in e te t r a a c e t ic  a c id .  P a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  by p o ly a c r y l ic  a c id  
y ie ld e d  a p p ro x im a te ly  1 .2  g b ro m ela in  pow der/kg stem  w ith  th e  a c t i v i t y  p e r  mg 
powder (-1941 CDU) 4-5 fo ld s  h ig h e r  th an  t h a t  from th e  a ce to n e  p r e c i p i t a t i o n .  
The f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f so o b ta in e d  enzyme powder by u l t r a f i l t r a t i o n ,  CM- 
C e llu lo s e  chrom atography and Sephadex G-100 chrom atography o r  com bin ation  o f 
th e  two l a t e r  te c h n iq u e s  gave no improvement o f b ro m ela in  a c t i v i t y .  N ev erth e 
l e s s ,  r e s u l t s  from PAGE a n a ly s is  d e a r y  i l l u s t r a t e d  th e  d e c re a se  in  ty p es  o f 
p r o te in  in  th e  enzyme pow der. T his h ig h ly  p u r i f ie d  b ro m ela in  powder was n o t 
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  from th e  p o ly a c r y l ic  a c id  enzyme powder a t  th e  a s p e c t  
o f  i t s  p r o p e r t i e s  to  c a ta ly z e  c a s e in  h y d ro ly s is  a lth o u g h  i t s  s t a b i l i t y  to  
te m p e ra tu re  was found to  be lo w ered . B rom elain  co u ld  be im m obilized  on CM- 
C e l lu lo s e ,  e i t h e r  w ith  o r  w ith o u t g lu ta r a ld e h y d e . Both im m obilized  enzymes 
had th e  optimum te m p e ra tu re  a t  4 5 °c , w h ile  th e  f r e e  form o p tim a lly  c a ta ly z e d  
r e a c t io n  a t  6 5° c . The im m obilized  was more s t a b l e  a t  30-50°c th an  th e  f r e e  
enzyme. M oreover th e  r e s u l t s  a ls o  in d ic a te d  t h a t  im m o b iliz a tio n  o f b ro m ela in  
on C M -C ellu lose c o u ld  enhance i t s  c a p a c i ty  to  h y d ro ly ze  s u b s t r a t e  c a s e in  by 
15-20 fo ld s  in  com parison  to  th e  f r e e  enzyme.
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