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ภาคผนวกที 1 กราฟมาตรฐานสำหรับหาปริมาณ โปรต ีนโดย 

ว ิธ ีลอร ี (L o w ry  และคณะ , า95า)

2 0  4 0  6 0  8 0  100

ปริมาณโป.รตีน (ไมโครกร ัม)
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ภาคผนวกที 2 กราฟมาตรฐานสำหร ับหาปร ิมาพโปรต ีนโคย

ว ิธ ี'ใบ ย ูเรล  (Z a m e n h o f, 1957)
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ภาคผนวกที 3 กราฟมาตรฐานสาหรับหาปริมาณ โปรต ีนโดยว ิธ ีท ีด ัคแปลง 
จ า ก ว ิธ ีไบ ย ูเรต  โดยตกตะกอนโปรต ีนด ้วยสารละลาย 
กรด ไต รค ล อ โรอ ะซ ีท ิค  แล ้วนาตะกอนโปรต ีนท ีแยกได ้ 
ไปหาปริมาณ โปรต ีน ตามวิธ ีข ้อ 2 .5 .3

ปริมาณโปรตีน (ม ิลล ิกรัม)
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ภาคผนวกที1 น กราฟมาฅรฐานสาหร ับหาปร ิมาณ กรดอะม ิโนไทโรส ิน
ที่ เก ิดจากการย ่อยสลายเคส ิน  ด ้วย เอ น ไช ม โบ รม ิเล น  
ตามวิธ ีข ้อ 2 .4 .1

ก รด อ ะม ิโน ไท โรส ิน  (ไม โค รก ร ัม /ม ิล ล ิล ิต ร )
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ภาคผนวกที 5 กราฟความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างปร ิมาณ เอนไซม ์ กั1ฟริมาณ
ก รด อ ะม ิโน ไท โรช ีน  ท ีได ้จากการย ่อยสลายเคซ ีนด ้วย  
เอนไซม ์'โบ รม ิเลน  แล ้วว ัดปร ิมาณ กรดอะม ิโนไทโรซ ีน  
ท ีเก ิดข ํ้น เป ็นค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี 275 น า โน เม ต ร  
ตามวิธ ีทดลองข ้อ 2 .4 .1

ปริมาณโปรตีน (ม ิลลิกรัม)
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กราฟความส ั 'มพัเนธ์ระหว่างปริมาทนอนไซม์ก ับ

ปริมาณ กรดอะม ิโนไทโรซ ี'นท ี’ใด ้จากการย ่อย 
ส ล าย เจล าฅ ิน ด ้วย เอ น ไซม ์โบ รม ิเล น  แล้ววัด 
ป ร ิม าณ กรดอะม ิโนไทโรซ ีนท ีเก ิดขนโดยการ 
ไต เต รท ด ้ว ย ส า รล ะ ล า ย โซ เด ีย ม ไฮ ด รอ ก ไซ ด ์ 
ความเข ้มข ้น  0 .1  นอรมล ตามวิธ ีข ้อ 2 .4 .2
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ภาคผนวกที' 7 กราฟความส ัพพ ันธ,ระหว่างปริมาณ เอน'ไซมก ับส ่วน 

กล ับ ของเวล าใน ก ารแข ็งต ัวของส ารล ะล าย น ม เม ือ  
เต ิม ส ารล ะลายโบ รม ิเล น  า ม ิลล ิล ิตรลงในสารละลาย 
นมพร1องบ ัน เนย 5 ม ิล ล ิล ิต ร เขย ่าให ้เข ้าก ัน แล ้วจ ับ เวล า

การแข ็งต ัวของสารละลายนมท ีอ ุณ หภ ูม ิ 37 อ งศ า เซ ล เข ็ย ส  
ตามวิธ ีข ้อ 2 . k . 3
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ภาคผนวกที 8 ก ราฟ ค วาม ส ้ม !พ ระห ว ่า งแ อ ค ต ิว ิฅ ีข อ งโบ รม ิ เลนทีว ัค
ด ้วยว ิธ ีด ัดแปลงจากค ู่ม ือการว ัดแอคต ิว ิฅ ีจากบริษ ัท P o ly a m in e  
(T a iw a n )  C o rp o ra t io n  ตามวิธ ีข ้อ 2 . 4 . า ( ๐ ) แ ล ะ  
ว ิธ ีท ีด ัดแปลงจากว ิธ ีของ K u n itz  (1 9 4 7 ) ( A  )

สารละลายผสม 1 มล. (ประกอบด้วย 0.1 มล. โบรมิเลน 0.8 มล. ฟอสเฟตบัฟเฟอร์’
0.2 โมลาร ทีเอช 7.6 และ 2 เมอร์แคบโทเอทธานอล 0.2 โมลาร 0.1 มล.)
หำปฏิกิริยากับเคทีน 1%ที' 37*ช นาน 20 นาที

กำหนดให้หน่วยของเอนไซม์คอไมโครกรัมของไทโรทีนทีได้จากการย่อยสลายเคทีน 1 % 
ที 37° ซ ในเวลา 1 นาที
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ภาคผนวกที 9 ผ ล ขอ งโพ ล ีอ ะไค ร ีล ะ ไม ด เจ ล  ธ ีง ใช ้เป ็น ต ัว รอ งร ับ
ใน ก า รท ำอ ิเล ค โฅ รโฟ ร ิส ิส  ตามวิธ ีข ้อ 2 .6  ต่อแอคติ 
ว ิฅ ีของโบ รม ิ เลน เม ืออ ินค ิว เบฅสารละลายโบรม ิ เลน 
1 มิลลิล ิตร ก ับแท ่ง'โพล ือะ'ใครละไมm จล า เซนต ิเมตร 
(บ ด ล ะเอ ียด ) ทีอุณหภูมิ 4° ซ นาน 1 ช ั่ว ,โม งค ร ึ่ง  
เซนตร ิฟ ้วส ์แยกสารละลายใสนำมาว ัดแอคต ิว ิต ีฃองโบร 
ม ิเลนท ี เหลือ เปรียบ เท ียบก ับแอคต ิว ิฅ ีของโบรม ิเลน เมือ 
ไม ่ได ้อ ิน ค ิว เบ ฅ ก ับ โพ ล ีอ ะไค รล ะไม ด เจล  ตามวิธ ีข ้อ 2 .4 .1
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ภาคผนวกที

วิธีการ

การคานวณ

10 การวิเคราะห์ปริมาณเห้า (Ash) โคยวิธีของ AOAC (1975)

นังตัวอย่างให้ไห้นาหนักแน่นอน ประมาณ 1 -  2 กรัม ใส่ในห้วยกระเบ้ํองทนไฟ 
ทีอบเตรียมไห้และทราบนาหนักแน่นอน นาไปเผาห้วยตะเกียงบุนเสนในตู้ควัน จน 
ควันเขม่าดาหมด นาไปเผาต่อในเตาเผาทีอุณหภูมิ 650 องคาเซลเร็เยส เผาจน 
กระทงเห้าเย็นทีขาว (นานประมาณ 3 - 4  ขั่วโมง) นาออกมาท้ํงให้เย็นใน 
เคสทีเคเตอรั แห้วจีงชงน้ําหนักของสารทีเหลือ นามาคานวณเย็นห้อยละของเห้า 
ต่อไป

เห้า (%) = น้ําหนักของเห้า 
นาหนักตัวอย่าง



ตารางแสดงผลการเตรียมโบรมิเลนจากต้นสับปะรด โดยวิธีตกตะกอนด้วยกรดโพลอะไคร์ลค ตามวิธีข้อ 2.9ภาคผนวกที 11

t r e a t m e n t
a c t i v i t y  
k g . stem
( X 1o 6CDU)

p r o t e i n  
k g . stem
(x1O^mg)

R e c o v e r y
a c t i v i t y

(%)

R e c o v e r y
p r o t e i n

(%)

Enzyme
a c t i v i t y
( CDU/mg)

S p e c i f i c  a c t i v i t y  
(x10"^CDU/mg p r o t e i n )

Ash  

( %)

Y ie ld
( g / k g .  s te m )

1 0 .5 7 0 .4 2 6 7 .3 3 3 .7 1485 2 .5 6 4 .1 0 .9 8

2 0 .6 5 0 .4 9 5 9 .4 3 0 .3 1485 2 .8 6 6 .0 1 .3 2

3 0 .8 5 0 .9 9 3 9 .4 1 8 .0 1 540 2 .8 0 4 .1 0 .3 3

4 6 .0 0 2 .4 0 6 4 .1 4 2 .9 23 65 3 .7 5 3 . 6 1 .6 3

5 5 .2 2 2 .2 6 6 3 .8 4 5 .9 22 55 3 .2 2 3 .1 1 .4 8

6 1 2 .9 4 3 .4 8 4 8 .7 4 2 .1 23 65 4 .3 0 3 .1 1 .91

7 5 .1 2 1 .4 4 3 7 .9 3 6 .6 2090 2 .7 0 3 .3 0 .9 3

X 4 .4 8 1 .6 4 5 4 .4 3 5 .6 1941 3 .1 7 3 .9 1 .2 3

137



138

ภาคผนวกห 12

ผลงานวจันพ ิมพเผยแพรเรอง " P u r i f i c a t i o n  and C h a r a c t e r iz a t io n  o f  

B r o m e la in  from  P in e a p p le  stem "  บทคคยอหมายl ลข B 95 vctlา 5 h z  น าเลน อใน  

การประช ุมว ิชาการว ิทยาศาลฅร ์ และเทคโน โลย ีแห ่งประเทศไทย ครงท 1 3  ผ มหาว ิทยาล ัย- 

ลงฃลานครินทร์ ว ิทยาเขฅหาคใหญ่ ระหว่างวันห 20 -  22 ตุลาคม 2530
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ชึ๋0- ทกุท ทัmนก น?เขา ร่องนราSTBณ ์______________  rm im i :
„  ' _ „ _ r-, . 1-. „  □  ทาขกาฬ □  เทชทร□  นาย ย  น.ท. □  นา0 □  กา. □ อ. □  un. □  าท. □  fl. H ชว่กาฬ □  วก^เทกโน
ทีทำ.ทน กากไชาริ!วเกม ภฌะไทยาสาสคร่ ง-สาลงทรณมหาวทยาลัย □  วิฑย์-กกชา□  ทรไ‘(ย-นวทค่กม
กห. 10ง00_____________________________ โทร. 2414^03 □  นฬฑย์ □  ทาไป

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF BROMELAIN FROM PINEAPPLE 
STEM
Nitaya Wongnarativat*, Sanha Panichajakul*, Vinich Khamviwat*, and Somsak 
Damronglerd**
•Department of Biochemistry and “‘ Department of Chemical Technology,Faculty of 
Science, Chulalongkorn University, Bangkok, 10500

Bromelain is a proteolytic enzyme found in pineapple plant. In this research 
project, bromelain from the pineapple stem was partially purified by first precipita
tion with polyacrylic acid and acetone. The partial purified enzyme powder exhibited 
enzyme activity of 2,145 CDU/mg. powder. Further purification of enzyme by using 
Carboxy methyl cellulose column and Sephadex G-100 column gave the specific 
activity of enzyme to be 1.37 and 1.52 higher than the original crude enzyme. The 
purified enzyme established optimal temperature at 65°C. 'rhe pH optimum of 7.9- 
10.1 was obtained when casein was used as the substrate. The Michaelis-Menten
constant, K . was found to be 11.43 nanomoles for casein, m
กา รแยกใทัin tinธ และคุณสมบ้คของโบรมเลนงากนับทับปะรก
นกยา ไองนราธไฌน* ทัณท่ หณชยกุล* วนง ขาไวรรอน* และ สมนักค การงค่เลส**
•กากไชาริ!วเกม แทะ • •กากไชาเกมเทกนก กฌะไทยาสาสคร่ จุฬาลงกรณมหาไหยาทับ ถนนหกทไห 
กทม 10500

โบรมเลนเป็นเอนไชมย่อยโปรคินหหบมากในบ่านต่าง  ๆ ของค้นทับปะรก ในงานวง'โ!นใค้เคร่ยมโบรม- 
เลนโกยการคกคะทอนเอนใชม์งาทบ่าบน้าก้นของก้นทับป;:รกค้าบทรกโหลอ;;กร่ลท และอะริ!'โคน ไค้ผงโบรมเลน 
หมแอกคิวคเท่าทับ 2,145 หน่วยร!คภูต่อมลถกทัมนัาหนักแห้ง เมอผ่านสารละลายเอน'ไชมโนการบอกปีเมหคิลเชลถู- 
โทสคอทัมบ และกอทัมน้เชปาเกกบ่ จ 100 แยกไค้สารละลายเอนใชมหมกวามบรลุหธขบ 1.37 เท่า และ T.52 
เท่า คามลาก้บ อณหภูมท!หมาะสมต่อการเร่งปวุ่]กรยาของเอนไชมกอ 65‘ช และหเอข่หเหมาะสมในกฺารวก 
แอกคิวฅของเอนใชมงะอยู่ในบ่วง 7.9 กง 10.1 ค่ากงหหางงลน้สาสคร่ใบการจ''บทับระหร่างเอนไชมทับเกริ!น 
0<๓) มค่า 11.43 บาโนโมล
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ภากผนวกที่ 13 มาตราฐานผลิตภ ัผท ี่โบรม ิเลนที่ได ้จากอุตสาหกรรม

บริษัท D o le
C a s e in  D i g e s t io n  U n i t s 9 5 0 -1 1 0 0 u/m g

G e la t in  D i g e s t i o n  U n i t s 1 2 6 0 -1 8 0 0 GDU/g

Ash 1 2 -2 5 X

บริษัท BDH C h e m ic a l, L td .

G e la t in  D i g e s t i o n  U n i t s ~  1200 GDU/g

บริษัท K o c h -L ig h t , L td .

G e la t in  D i g e s t io n  U n it s - 1 2 0 0 GDU/g

บริษัท Sen va

G e la t in  D i g e s t io n  U n i t s - 1 2 0 0 GDU/g

ผงโบรม ิเลนท ี่ผล ิตได ้ในงานวิจ ัยน ี้
C a s e in  D i g e s t io n  U n it s - 1 9 4 0 U/mg

G e la t in  D i g e s t io n  U n it s — 28 00 GDU/g

Ash ~  4 K' t

1 CDU = ปร ิมาณ เอนไชมท ี่ท ้าให ้'เก ิดอะม ิโนไนโตรเจน 1 ไม โครกร ัม จากการย ่อย  

สลายเฅช ี'น'ในเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 ° ข พ ีอ ช  7 .0  

1 G DU =■  ปร ิมาณ เอน ไชม ิท ี่ท ้าให ้เก ิดอะม ิโน ไน โตรเจน  1 ม ิลลิกรัม-จากการย่อย 

ส ล าย เจ ล าต ิน เท ี่น เว ล า 20  นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 5 ' ช  พ ีอ ช  4 .5
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ประวัต ิพ ูเข ียน

นางสาว นิดยา ว่องนราริวัฌน์ เกิดวันที่ 11 ■ พฤศจิกายน น .ศ . 2504  

สำเร็จการคิกใทปร็ญณาวิฑยาศาสตรบัผฑ ิต (ช ีว เค ม ี)  จากค!นะวิทยาคาสดร' จุฬาสงกร!น 

มหาวิทยาสัย เมอปี’พ .ค . 2 5 2 6
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