
บทท่ี  4

4 .1  ผ ลการเต ร ีย ม เอ น ไช ม โป รต ีเอส ุ (c r u d e  enzym e)

จ า ก ก า ร เล ย ง แ อ  B .s u b t i l i s  TIETTR 25 ในอาหารเหลวส ูตรปรบตาท ี่เสร ิม

ด้วย 0 . 1  % กรดกลูดามิก ท่ี pH 7 อุก!หภูมิ 30 ช ในขวดรูปชมบู่ปีนาด 1 ลิตร โด ย ใส ่ 

อาห ารเล ีย ง เน ีอ ข วด ล ะ 375  มล. จำนวน 4 ชวดจะไดสารละลาย c r u d e  enzym e^พส่ว'น 

'นา'ใสประมาณ 1 .5  ลิตร ย ิ่งม ีแอคตริต ีของเอน'ไชมโป'รตีเอส 0 .4 7  หน ่วย/มล. ปริมาญ

โปรต ีน 0 .0 2  ม ก ./ม ล  และค ่าแอ ค ต ิวต ีจำเน าะเท ่าก ับ  2 1 .5  หน ่วย/มก. เต าร างท ี่ 2) 

นำ c r u d e  enzym e ที่ได้นี้ไปทำให้บริสุฑรต่อไป

4 .2  ผลการทำเอนไชมุน ิวทริล'โป'รตีเอสุ'ให ้บริสุ,ทธิ

4 . 2 . 1  ผลการตกตะกอนด้วยแอม'โมเนยมร้/ลเปฅอิ่มตว

นำ c r u d e  enzym e ท ี่เตร ียมไค ่ มาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมร้/ลเนต 

อิ่มตัว 0-40%  และ 40-70%  นบว่าปริมากทอนไชมีโปรตีเอส ุส ่วนใ»พ ู่ากตะกอนที่ 40-70%  

ของแอมโมเน ียมริ/ลเนตอิ่มต ัว ย ิ่งได ้เปอร ีเช»«ย ิ่งลผล ิตเอนไชม ี (% y i e ld *  เท ่าก ับ 58%

และเอ!เไชม ีม ีความบริส ุทธเน ิ่มข ั้น 2 เท ่า  (ต ารางท ี่ 2 ) นำตะกอนของเอนไชม ีท ี่ไดละลาย  

ใ!เบน)เนอรีแล ้วกำจดI กล ีอแฮมโมIน ียมริ/ลเนตออกด้วยวิธ!ดอะไลส ุ หล ังจากนั้นจงนำไปผ่าน  

คอลัมนํฆเ อ ็ม -เช ล ล ูโล ส เน ื่อ แ ย ก เ อนุไชมีให้บริสุทธยิ่งขั้น

4 . 2 . 2  ผลการแยกเอน ุไชมน ุวทรัลโปรุตเอส ุด ้วยคอลัมน ร ิ? เอม -เชลล ุโลส ุ

จากผลการทดลองแสดงในรูปท ี่ 2 นบว่าคอลัมนํน ีสามารถแยกโปรตีนออกได  ้

เนิ่น 3 p eak  โดยโปรตีนส ่วนใ'»พ ู่จะออกมาใน p eak  แรก (p ea k  A) ยิ่งเน ิ่นโปรตีนที่

ไม่ฮคจบก,บเรริ/นถูกชะออกด้วย e q u i l i b r a t i n g  b u f f e r  pH 6 . 5  และเนิ่นโปรตีนนีไมม 

แอคต ิว ิต ีป ีองเอน ไชม ่โปรต ีเอส ุ ส่วนโปรตีนอีก 2 กลุ่ม (p ea k  B และ C) ชะยอกโดย



ร ูปแบบการนยกและทำโปรต ีเอช จาก B . s u b i ท i s  TISTR 25 ให้บรชุฑธด้วยคอลัมนี C M -c e l ]u lo s e
บรรจ ุโปรตนจาก 4 0 -7 0  เปอรเชนค แลมโมเน ียม'อ ัลเปฅ แปรค!{นบละลายอยู่ใน 40  ม ล.ล ิม ิคาโชลบ ัป เป ลร pH 6 . 5  ลงใน  

คอล้มนี C M - c e l lu lo s e  ปีนาด 1 .7  X 22 ชม.ชะด ้วยล ิม ิดาโชลบ ัปเปอรประมาณ  250  มล.แล ้วตามด ้วย l i n e a r  s a l t ,  g r a d ie n t .  
(2 5 0  มล. ล ิม ิดาโชลบ ัปเปอร pH 6 . 5  และ 25 0  มล.ป ิองล ิม ิตาโชลบ ัป เป ลร pH 6 . 5  ท่ีมิ 0 . 2  โม ล /ล ิต ร  โช เดยม ค ลอไรด ้)
อ ัตราการไหล 30 ม ล ./ช ม . เก็บแยกล้วนหลลดละ 5 ม ล.(วธทดลองป ีอ 3 . 5 . 4 )  

p ea k  A แปรคอันปีองโปรตีนท ี่ไมมนอคติว ิต ีของโปรตีเอช
p ea k  B แปรคอันป ิฮงน ีวทรัลโปรต ีเอช
p ea k  C แปรคอ ันป ีองแอลคาไลนโปรฅเอช
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ก า ร ๆ  หำ 2  ผ ก ก า ร ท ำ ' ไ ท ! ท ใ-'ไช ;ท ท ท ร ัก [ป " ''ก  I .อ ก บ ร ิก ท ธ

ซนก อ i เก ารท็าใฑับริกฺทธ ปริมาตร 
« มกกิกิคร »

โปรดนราม 
<มกกิกรัม)

แอดตวลี'รวม 
‘หน่วย< +

นอคติวิดจาเนาะ 
(หน่วย/มิกสิกรัม'

Y ield  
( % )

P u r if ic a t io n  
fo ld

crude enzyme 1500 2 2 .5 701 21.5 100 1
ตะก อน.แ อมโม เ น่ยมชก เ นต

อมดา 0-40% 10 0 .7 5 .4 7 .7 0 .8 0 .4
40-70% 29.5 9 .4 406 43.2 58 .0 2 .0

หกังคฮกัมน1CM-cel lu  lo se
peak A 70 3 2 0 0 0 0
peak B 45 1.2 92 80.0 12.0 3. (

peak c 50 2 .0 150 7 5 .0 2 .4 3 .5
1 'เก งคอกัมน่รephadexG-75

peak 1 ร .04 0 0 0 0
peak 2 13 .74 73 98.6 10.4 4 .6

¥  1 ใฑเวยปิองเอนไชมิ คอ ปริมา?นเปปไพท-!รือกรดอะมิโนท่ีเกิดจากการย่อยเคริki 0.5% ท่ี 45°ช ใ!น ากา 1 นาท 
เปรืยมเที่ยบเปีน ไ.นโครโมกใ)องไทโรรืใi



การกา lin e a r  grad ien t ของโชเสียมคลอไรด ( 0 - 0 .2โมลา'ร) โคยโปรตีน peak B 
แล«โปรตีน peak C ถูกท'ะออกควย 0 .0 4  และ 0 .0 7  โมลารโชเสียมคลอไรดตามลำดับ 
โปรตีน.ท้ัง 2 peak นื้มแอคติวิตีของโปรตีเอล เมื่อโรลารยับยั้ง F.DTA และ PMSF ทดลอบ 
นบว่าโปรตีน peak B เป็น'ไวท'รัถโปรตีเอล และโปรตีน peak C เป็นอัลคาไลนโปรตีเอล 
เท น ไชมีน่วฑรัลโปร ต ีเ ฮลท่ีแ ยก ได้จ าก  สีเ ย ม - เชลลโลลนมความบริลุทธเนมปีน 0 . 7  เท่า
( ต า ร า ง ท่ี 2> เก็บรวบราม แ ป รครนไ:น peak B แล้วทำให้เข้มข้นขนโดยไข้วิธ
u l t r a f i l t r a t io n  น ่าไปต ร ว จ ลอบความบรลุทธด้วยวิธ โนถือ«ไคร ลาไมสี เจลอเลด'โตร- 
โปรสีล

4 .2 .3  ผลการทำเอนุไชมีน่วทรัลโปรตีเอลให้บรุลุทธเน่ิมจโเด้วยวิธ เจล โลIครุร'น 
( เชปาเด็กสี ส ี-75)

น่าเอนไชมีโปรุตีเอล peak B จากคอลัมน่สีเอ็ม-เชลลูโลล ท่ีทำให้เข้มข้นขน 
มาผ่านคอล้มนเชปาเด็กสี จ -75 เมื่อชะลอกด้วยลมดาโชล บัปเฟ่อร pH 6 .5  ท่ีมีแคลเสียม 
คลอไรดผลมลยู่ นบว่ามโปรตีนออกมา 2 peak (รูปท่ี 3) โปรตีน peak แรกออกมาท่ี
e lu t io n  volume 81 มล.แ ล ะ เป็นโปรตีนท่ีไม่มีโปรตีเอลแอคติวิตี ส่วนโปรตีน peak ท่ี 2 
ถูกชะออกท่ี e lu t io n  volume 123 มล.มีโปรตีเอลแอคติว่ตี และบริลุทธิเน่ิมขน 4 .6  เท่า 
(ตารางที่ 2) น่าเลนไชมีน่าทรลโปรตีเอลที่แยกได้จากคอล้มน่ เชปาเด็กสี จ -75 นี ไป 
คราจลอบความป ร ิลุทธด้วยวิธโนถือะไครลาไมสีเ จลอ เ ลคโครุโปริสีล

4 .0  ผลการตรวจลอบความบูร:ลุทธจองI.กนไชม่น่วทรถ'ใ.ปรุคเอล,ใ.คุยวิธ โนถือะไครลาไมค 
( จล อ 1 ลคโครุ'โป'ริสี-ล

จากการตรวจลอบครั้งแรก โดยน่า เ อนุไชมีนวทรัลโปรุตี เอลท่ีได้จากคอลัมน่ สีเ อึม- 
เชฺลล'โลล มาทำอเลฅโฅรโปรุสีลเปรไบเมียบทับโปรตีนใน crude เอนไชมี และในตะกอน 
แลมโม!.น่ยมชลเปด นบว่าจานวนแถบโปรตีนหลังตกคะกอนด้วยแอมโม เนยม'ข้ลเปดน้อยกว่า
ใน crude เอนไชมี และหลังจากผ่านคอลัมน่ ชเอ ึม-เชลถูโลล เหลอแถบโปรตีนเนยง 2-3  
แถน (ๆปท่ี 4) ที่ระยะ 1 และ 2 เชนติเมตรจากขอบบนแท่งเจล จงตัดเจลส่วนบนนออก



ร ูปแบบการทำน ิวทร ัลโปรต ีเอชจาก B . s u b t i l i s  TIETTR 25 ใ'แบริชุฑธเนมจนด้วยคอลัมน เชปาเด ็กใส ์ จ - 75
บรรจุโปรตีน p eak  B จากคลลันน $ เล ็ม - เช ล ล ูโล ล  คงในคถลันน เชป าเด ็กซ , จ ี- 75  ปีนาด 1 .7  X 85  ชม. 

ชะทอกด้วย 10 ม ิลล ิโมลาร ล ิม ิดาโชลบ ัปเปอร pH (ว ่.5 ทน 2 น ิลล ิโมลารแดลเซยมคลอไรด ็ อ ัตราการไหล  
15 ม ล ./ช ม . เก ็บแยกฝวใเหลลดละ 1 .5  มล.(ว ิธทดลองข ้อ  3 . 5 . 5 )  

p ea k  1 แปรคซันปิลงโปรตีนที่ไม ่ม ีแอคตีว ิต ีป ิองโปรตีเอช
p ea k  2 แปรคลันปิองน ิวฑรัลโปรตีเอช
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ร!!แบบของโปรดนที่ได ้'จากปีนฅอนต่างๆโนการทาเอนไชรทททรักโป‘รฌ โ.'ก่ใ.'เร่ in  กท 
ไครลาไมต เจล  อเลฅโตรโ!เร ิซ?! pH 8 .0  

ตามวธืการทคลองในข ้อ ร . G
1. c r u d e  enzym e น!เรคข้น 1 100 ไน โครกรมโปรตน 1 
8 . 40-707 , แอมโมเนียมข้ลเนตแปรคข้'น' 100 ไรรโครกรม ๒ •■ นำน'
า .  น ีวทร ัลโปรต ีเอส ํ (p ea k  B) จากฅ ยล ัม น ีข ้เอม -เซ 'ลลใลล  

( 50  ไมโครกรัมโปรต ีน)
4 . น ีวทร ัลโปรต ีเอส (p ea k  2) จากคอกนน เข'นาIตี-กซ' จ-':

(25 ไมโครกรัมโปรตีน)



รู\เท ? แชดงฅ้าแโใน่งไท»แท่ง เจล โนสีอะไครลาไมค ท่ีม น อดตวิคของเ 
(โดยการนำแท่งเจลที่ 3 จากรูปท่ี 4 ที่ไนได้ยัทมสีโปรดนมาตัคเท่ีณเถบย่อย 
y อนไชมแอดฅวฅ)

อนไชมโปรคี เ อช 
แล้วฬกัดแล้'วาด



P r o t e a s e  A c t i v i t y  ( A 2 8 0 )

0  0 . 2  0 . 4  0 . 6  0 . 8  1 1 . 2  1 . 4  1 . 6  1 . 8  2 . 0
D i s t a n c e  f r o m  g e l  T o p  ( c m  )



ร ูปท่ี 6 แสตงผลปิอง เอ'ทธานอล , PMSF แล» P h e n a n t h r o l in e  ต ่อแอคติว ิต ิป ีองเอนไช}! 
โป รต ิเอ ส  จากแถบย่อยบนแท่ง เจล โน ล ือ»ไครลาไม ด

IS Control 
G3 10 % Ethanol 
m  1 mM PMSF 
n  ImM Phenanthroline
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เนิน 10 ร้นๆละ 2 มิลลเมตร นำไปบดละลายในบัฝเปอรี pu 6 .5  ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐ช.
ฑงไว้ 10 ช่ว'โมง เพ่ือ'ให้\โปรตีน'ในแท่งเจลละลายออกมา'ในบัปเ'ฝอร แล้วจงนำสารละลาย 
ที่ได้ในแด่ละแปรคชนออกมาว้ดแอคติวิตีปีองโปรตีเอส ได้ผลการทดลองในรูปท่ี 5 แสดงว่า 
โปรตีนแถบบนที่ระยะห่างจากธอบบนแท่งเจล 1 ชม.เท่านั้นที่มีแอคติวิตีปิองเอนไชมีโปรตีเอส 
และเมื่อนำไปทดสอบชนิดอองโปรตีเอสโดยใรสารยับยั้ง PMSF และ O -P h e n a n th ro l in e  

นบว่าในทุกแปรคชนท่ีมีแอคติว ิต ีชองโปรตีเอสถูกยับยั้งโดย 0  -  P h e n a n th r o l in e  เท่าน้ัน 
ไม่ถูกยับยั้งด้วย PMSF (รูปท่ี 6) จากผลท่ีได้แถบโปรตีน 2-3 แถบ และมีแอคติว้ตีปิอง 
นิวทรัลโปรตีเอสเนียงแถบเดียว แสดงว่าเอนไชมีที่ได้ยังไม่บรีสุฑธจีงนำโปรตีนจาก peak 
B หลังคอลัมน์ดีเอ็ม-เชลลูโลสนีไปทำใหับริสุฑธเนิ่มร้น โดยผ่านคอลัมน์เชปาเด็กดี จ ี-75
ได้โปรตีนแยกออกเนิน 2 peak นำ peak ท่ีมีแอคติวิตีปิลงเอนไชมีโปรตีเอสมาตรวจสอบ 
ด้วยวิธีอิเล็คโตรโปรีดีส เปรียบเทียบกบโปรตีนหลังคอลัมน์ดีเอ็ม-เชลลูโลส นบว่าเมื่อผ่าน 
คอลัมน์เชปาเด็กดีแล้วเอนไชมีมีความบรีสุฑธเนิ่มร้น เหลือแถบโปรตีนในเจลอิเลคโตรโป-
รีดีสเนียงแถบเดียว (รูปท่ี 4) แสดงว่าด้วยจนตอนในจอ 4 .2  สามารถทำใหัเอนไชมี
นิวฑรัลโปรตี เ อส์มีความบรีสุฑซสูง จีงนำ เ อนไชมีน้ัไปศกษาสมหัติด้านด่างๆในอนดอนต่อไป

4 . 4  ผลการติกษาสมบัต ิจอง เ อนุไชมีน ิวทรัลโปรตีเ อสที่มีความบรีสุทุกสูง

4 . 4 . 1  ผลการติกษานาหนก1โ ม เล ก ุล'โดย'วดี เจลน ีลเตรชน

ผ ่านสารละลายโปรต ีนมาตรฐาน และสารละลาย เ อนไชมีนิวทรีลโปรตี เ อสท่ี 

แยกได ้ลงใน คอล ัม น ์เช ป าเด ็กด ี จ ี-? ร  แล ้วชะออกด้วยอมดาโชลบัเ)Iปอร (ว ิธ ีจอ 3 . 7 .1 )

ผลการทดลองแสดงในรูปท ี่ 7 จะ เห ่นว ่าโปรต ีนมาตรฐาน BSA. O va] bum in , Therm ol y s  in  

C h y m o try p sin o g en  A และ M y o g lo b in  ถูกชะออกจากคอลัมน์ด้วย e J u t io n  volum e  

9 0 , 1 0 3 . 5 , 1 2 6 , 1 2 4 . 5  และ 1 3 3 .5  มล.ตามลำด ับ  ในจณะที่เอนไชมีน ิวทรลโปรตีเอสจาก 

B . s u b t i l  i s  T1STR 25 ยอกจากคอลัมน์ท e lu t - io n  vo lu m e 123 มล. เม ีอนำมา 

คำนวณค่า Kav เปร ียบเท ียบกบกราปมาตรฐาน (รูปที่ 8)  นบว่าน)นไชมีน ิวฑรีลใปรดีเอสม  ี

นั้าหนกโมเลก ุลประมาณ 2 7 ,0 0 0  ดาลตน



รูปท 7 รูปแบบการแยกโปรตีนใแฅฮลัมในชฝาเดึก'ส์ ต ี-75
การทา e lu t io n  volume ซองโปรตีนมาตรฐาน 

เพื่อใทนํ้าทนักโมเ กกุกของ เ อนไชม โดยคอลัมน์เโพาเ ต็ก^ ต ี-75
ตามวิธีทดลองในข้อ 3 .7 .1

และ I ลนไชมนิวทรัลโปร่ตี เ  อช 
(ขนาด 1 .7  X 85 ช ม .)



P r o t e i n  c o n t e n t  ( A 2 8 0 )  N e u tr a l  P r o t e a s e



รุปก 8 กราใเแสดงความสืม{ท®วะหว่าง Kav แกะ lot? ของนาหนักโมเลกุลของโปรตนมาตรฐาน 
ในการสืกษานาหนักโมเลกุลของเอนไชมนวทรัลโปรดเฮส โดยคอลัมน์เชใ•เาเด็ก,# จ -  75

ดามว่สีการทคลองขอ 3 .7 .1' ข!ทด 1 .7  X 85 ชม.)



Myoglobin
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1
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4 . 4 . 2  ผ ล ก า ร ต ิก ษ า ห น ่ว ย ย ่อ ย แ ล ะ น า ห น ัก โ ม เ ล ก ล โ ด ย ว ิธ ี เ อ ส ด ีเ อ ส ุ โ น ส ีอ ะ ไ ค ร ล า ไ ม ค  ์

เ จ ล  อ ีเ ล ค โ ต ร ุโ ป ร ีต ิส

นำนิวทรัลโปรตีเอสที่แยกได้บริสุทธสูงจากข้อ 4 .3  มาหา,แน่วยย่อยและ

นํ้าหนักโม เ ลกุล โดยว ิธ ี เ อ?(ดี เ อส-อ ี เ ลคโตรโปรีต ิส I ปรีอบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานได้ผล

การทดลองในรูปที่ 9 นบว่ามีแถบโปรตีนขนาดใใพูห่นงแถบ เคลื่อนที่อยู่ระหว่างโปรดีน

มาตรฐาน O va lb u m in  และ C h ym o try p s in o g e n  A และมีแถบโปรตีนย่อยขนาด

เล ็กเคลื่อนที่ใกล้เต ียงก ับ c y to c h ro m e  C เห็นนัด 2 แถบ นอกจากนั้ฮังมีแถบสีจางๆอีก 

หลายแถบในระหว่างกลาง ติงน่าจะเห ็นแถบโปรตีนที่เก ิดจากการย่อยตัวเ อ ง ( a u to ly s  i s ) 

ของเอนไชม ี จงท่าการทดลองเพื่อทีสูจนํข้อสนนิษฐานน โดยเต ิม EDTA ที่ความเข้มข้น

10 ม ีถลโมลารลง'ในสารละลายเอนไชม ีท ี่เตรียมเพ ื่อนำมาลงโน เอสด ีเอส-อ ิเลคโตรโปร ีต ิส  

ไดัผลการทดลองแสดงในรูปที่ 10 ต ิงนบว่าหลงเติม EDTA ได ้แถบโปรตีนเท ียงแถบเดียว

และเคส ิอนท ี่ในเอสด ีเอส-โนส ีอะไครลาไมด เจล ด้วยค่า r e l a t i v e  m o b i l i t y  (R4.) 

เท่ากับ 0 .5 4  เมื่อเปรียบเทียบกับกราปความสมนันธีระหว่างค่า R# กับนํ้าหนักโมเลกุลของ 

โปรตีนมาตรฐาน BSA, O v a lb u m in , c h y m o try p s in o g e n  A , T h e rm o ly s in  และ 

M y o g lo b in  (รูปที่ 11) นบว่าน ิวทรัลโปรตีเอสจาก B . s u b t i l  i s  T ISTR  25 มีน้ํา'หนัก 

โมเลก ุลเท ่าก ับ  3 7 ,0 0 0  ดาลตัน

4 . 4 . 3  ผ ล ก า ร ต ิก ษ า  p H  แ ล ะ อ ุท เหภ ุม ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร เ ร ุ่ง ป ? [ ก ิร ิย า จ อ ง เ อ น ุไ ช ม ี

ท ่า ก า ร ว ัด แ อ ค ต ิว ิต ีธ อ ง เ อ น ไ ช ม ีน ิว ฑ ร ัล โ ป ร ต ีเ อ ส ท ี่ท ่า ใ ห ้บ ร ิส ุฑ ธ จ า ก  T I S T R  2 5  

แ ล ะ น ิว ฑ ร ัล โ ป ร ด ีเ อ ส ท ี่ม ีผ ู้ต ิก ษ า ไ ว ้แ ล ้ว  ( c o m m e r c i a l  p r o t e a s e  ) จ า ก  B . p o l y m y x a  

แ ล ะ  T h e r m o l y s i n  จ า ก  B . t h e r m o p r o t e o l y t i c u s  โ ด ย ใ ข ้เ ค ต ิน เ ห ็น ส บ ส เ ต ร ท  ใ น น ัว ง  

p H  4 . 5 - 1 0 . 0  ไ ด ้ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ดังร ูป ท ี่ 1 2  ต ิง แ ส ด ง ใ ห ้เ ห ็น ว ่า  p H  7 เ ห ็น  p H  ท ี่เ ห ม า ะ ส ม  

สำหรับเ อ ็น ไ ช ม ีฑ ั้ง ส า ม ช น ํด ใ น ก า ร เ ร ่ง ป ฏ ก ิร ิย า เ ม ื่อ ใ น ัเ ค ต ิน เ ห ็น สบส เ ฅ ร ท  แ ต ่ล ัก ษ ณ ะ  p H  ท ี ่

เ ห ม า ะ ส ม ส ำ ห ร ับ เ อ น ไ ช ม ีจ า ก  I b _  p o l y m y x a  แ ล ะ  T h e r m o l y s i n  ค ่อ น ข า ง จ ะ ก ว ้า ง ก ว ่า

เ อ น ไ ช ม ีจ า ก  T I S T R  2 5  ค อ  อ ย ู่ใ น ช่วง p H  6 . 5 - 8 . 5
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1 2  3 4

รปก่ี 9 รูปแ บบฮองโปรตีนมาตร;รานน?)น เ อนไชม่นาทรัสโปรตี เ อก ‘เทก,ใดท เ อสตี I ทส- 

โ'แลฉะ:ไครลาไ?)ด เจถ อ ีเสคโดรโปร ิโ}ส• วิธีทดสองจ้อ 3 . 7 . 2 '

1. N e u t r a l  p r o te a s e  i l ไม่ม EDTA I 30 ไมโครกร ัมโปรต ีน '

2 . C y to ch rom e  c  MW. 1 2 ,2 7 0  ดาสตัน': 20 ไมโครกรัมโปรต ีน)

3 . c h y m o try p s in o g e n  A MW. 2 5 ,0 0 0  ดาลคัน. ( 20 ไ?)โครกรัมโปรตีน)

4 . O va lb u m in  MW. 4 5 ,0 0 0  ดาลคัน' 20 ไมโครกรั?)โปรต ีน,
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1 2 3.  4 5 6 7 +

ร ูปท่ี 10 รูปแบบของโปรตีนงทฅรฐา!4เล^อนไชมน ิวทร ัลโปรด ีเอส แยกโดย เอสด ีเอส- 

โนลอะไครลาไมด ี เาส อเสคโตรโปร 3ิส(วิธทดลองข้อ 3 . 7 . 2 )

1 . BSA M W .66,000 ดาลดัน ( 20 ไมโครกร ัมโปรต ีน)

2 . O va lb u m in  MW. 4 5 ,0 0 0  ดาลดัน ( 20 ไมโครกรัมโปรต ีน)

3 . c h y ra o t ry p s in o g e n  A MW. 2 5 ,0 0 0  ดาลดัน ( 20 ไมโครกรัมโปรต ีน)

4 . C y to ch rom e  c MW. 1 2 ,2 7 0  ดาลดัน ( 20 ไมโครกรัมโปรต ีน)

5 . N e u t r a l  p r o te a s e  ท่ีมื EDTA ( 30 ไมโครกรัมโปรต ีน)

6 ,7  T he rm o l y s i n  ( 30 ไมโครกรัมโปรต ีน)



ร ูปฑ่ึ 11 กรานแสดงความeiมพันธร K'หว ่าง R e la t i v e  m o b i l i t y  แก ่- iO '2 

อองนาใทไท่โm  ก่ก ุก ่อองโปรตี!เมาดรฐาน ในการสืณทนํ้า!ทโท่โม I ก่กุก่อองเทนโชนน-

111•รตี I, อก่ โคยาส เ อก่ตี เ อส -โน ลือ«ไฅรลาไมตี ! าก่ อ ! ก่คโต ร โปรชก ่' วสีทดก่องออ :
วทรก่ 
ร . 7 .^»
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รปท่ี 12 ผลปีอง pH ต่อแอคติวิต ีชองเอนไชมนิวฑรัลโปรติเอสลาก B . s u b i i l i s  T ISTR  25 
เปรืยบเทียบกบเอน'ไชมมาตรฐาน Therm o ly s  1ท แลîiน ิาฑรัลโปรตีเอสลาก B .p o ly m v x a  
วัดแอคติวิติฑื่ pH ค ่า ง ,ๅฅานาสีในขอ 3 .3 .2

ชนิดจองบปเใ•เอร pH
อะชีเตด 4 .5 -5 .5
อนิดา,โ'ชล 5 .5 -7 .5
คาโคได เ ลด 7 .0 -8 .5
คารบอเนต 8 .5 - 1 0 .0



Protease Activity (A280)
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ร ูป?i 13 ผลของอุfmนาทีต่อแอคสิวิสืของทีวท^ลโปรสืเอชจาก IL  s u b t i l  i s  T ISTR  25

เปรยบเทียบกับเอนไชมมาตรฐาน T h e rm o ly s in  และเอนไชมจาก B .p o lym v xa

วํดแอคติวิติท่ีอททนามิต่างๆ ตั้งแต่ 2 0 - 7 0 °ช ท่ี pH 7 ตามวิธทดลองในขอ 3 .7 .4
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เมอวัดแอค‘ดวดีของเอนไชมิฑั้งสามสนดนฑอุทท๓ ม 2 0 -7 0  ° ช ไดผลแสดงใน  

รูปท 13 คอ น ิวทรัลโปรดเอสจาก T ISTR  25 , น ิาทรัลโปรดีเอสจาก ธ . p o ly m y xa  และ 

T h e r in o ly s in  เร่งปฏกรยาได้'ด ท่ีอุแพภูมิ 5 0 ,3 0  และ 55 องฬาเชลเ#ยสตามลำดับ

4 .4 .4  ผลการ'สักiท อกทใก'มิ'ทI ทมาะส»ในการเกนเอนุไชม

นา เ อนไชมินิ•หารักโปรด เ อสททาไหบริสุใชํ!ทเกวนไปเก็บทอกทใภูมิ - 2 0  และ: 

4 ° ช โดยเอนไชม ิถะลายอยู่ใน 10 มิถลใมลาร่อมิดาใชล บฟ่เปอร่ pH 6 .5  ทมิ 2 มิกล 

ไมลาร่แคลเสัยมคลอไรดอยู่ดาย เร ่]นเวลา 1 , 2 , 5 , 7 , 0 , 1 5 , 3 0 , 6 0  วัน แล'วนามาวัด

แอดฅวิดี ไดผลแสดงไนรูปท 14 จะ Iห น ไดว ่า เ อน ุไชม ิไม ่ค ่อยเสถยรไม ่สามารกาานฅ ่อการ  

f r e e z e  และ th a w  I.มอเก็บท -2 0 °ช  ก าร !ก ็บ I อนุไชมิท 4 °ช  จะเหมาะสมกว่า สา

มาวกเก ็บไค ้ 1 สปดาห โดยไม่สู!■ น!ก็ย!เอดฅว่ด แค่แอคคว่ตจะลดลงเหลอเนยง 60 และ 

20 1ปอร่เชนต หลงการเก ็บไา 2 และ 4 สป';ทห ตา»ลำดับ

4 . 4 . 5  ผลการสักมาปกกริยาการ!รุ่งการไท'ใฅรไลส่สนสเฅรทธรรมชาด
วัคแอคฅวฅของเอนไชมินวทรั’ลโปรด ีเอสจาก T1STR 25 เปรียบเทยบกับ

T h e rm o ly s in  คามทอ 3 . 6 .2  ‘โดยใ#โปรดนกับสเครทด่างๆคอ C a s e in , H em og lo b in  

และ A z o c o l l  นาผลทไน}!ว'ผลทดกราใเและคานา!เ' นาค่า K , v  •ทองกับสเฅรท!เด่I ท m  a . X

ละ'กันค'โดย'วซี U n e v e n v e r  B u rk  p l o t  ไดผลแส่คงในรูปท 14 -16  แกะสรุปไวใน

ตารางท 3 นบว่าค่า 1\๓ ทองเอนไชนจาก T ISTR  25 ส่าหวับสบสเตรททง 3 ชนดมค่าสูง 

กว่าค ่า K ทองเอนใชน T h e n n o ly s in  แสดงว่าเอนไชม ิจาก T1STR 25 นความ

สามารถยดจับกับสบสเตรท C a se in  , H em og lo b in  และ A z o c o l l  ไดไม ่ด I ท่า

T h e r in o ly s in  และเมอเปรียบเทยบก ับความเร็วสงส ุดในภารเร ่งปฏ ิก ิร ิยา (V_ > ของ

เอนไชมิทั้งส่องชนิด นบว ่านาทรลโปรดเอสจากแรTR 25 Iร ่งปฏกร ิยาไฮโดรไลส ์

ก ับส!ฅรททง 3 ชนิดไค้ดีกว่า T h e rm o ly s in  อย่างเห ็นได#ด

4 .4 .6  ผลการ'สักมาป'ๆกริยาการ เ รุ่งการย่อยสลาย!ท่เธะ เ อสเ ทฝิร่

การสักษาป?[กริยาการ เ ร,งการย่อยสลายบันธะ เ อสเ ทลร่ ทอง เ อนุไชมินาทรัก 

ไปๆดีเอสจาก T ISTR  25 โด ย ใ#  N -B e n z o y l- L - T y r o s in e  E th y l  E s te r  ( BTEE)



รูปท่ี 14 ความเสถียรของเอนไชมนิวฑรลโปรดเอส จาก IL subi i l  i s  TISTR 25 
เมื่อเก็บในสารสะลาย 10 มลถีโมล/ถีดร อิมิดา'โซลบฝเปอร pH 6 .5  ท่ีม 2 มิลถีโมลาร
แคลเซียมคลอไรดในช่วงเวลาต่างๆกัน ทอanนาม 4 ช และ - 2 0 'ช



\

% R e m a i . n i n g  A c t i v i t y

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
T i m e  ( d a y )

4°c --Q-- -20 ๐c



ร ูปท่ี 15 L in e w e a v e r -B u rk  p l o t  ของเอนไชมนวฑรลโปรตีเอส เปรียบเนียนกับ 
T h e rm o ly s in  เม ื่อใ!/ c a s e in  เป็นกับสเตรท ทำการวํคแอคติวิตี ท่ีอุกเหภูมิ 5 0 '’ช

pH 7 ตามวธใ.'น,ทอ 3 . 3 .2



(V)  \ a 2 8 0 / M 1 N )



รูปท่ี 16 
T h e r m o l y s i n

Lineweaver-Burk p lo t ของเอนไซมใไวทรลโบรติเทส เปรียบเทียบกบ 
เมอใ!/ hemoglobin เป็นสืบ?แตรท ทำการวดแอคติๆสีท่ีอุกmภูมิ 50 °ช

pH 7 ตามวิธีในข้อ 3 . 3 . 2
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รูปท 17 L in e w e a v e r -B u rk  p l o t  ปีองเอนไโส่ทเาฑรัลโปรติเอ?Ü ปรอบเทํอบกบ 
T h e rm o ly s in  เนอไปี' a z o c o l l  เป็นสื,บสเฅรฑ ทำการวัดแอคติว้ติที่อุณในาม 50'•๔ pH 7 
ตามวซในข้อ 3 . 3 . 2  ทุกประการ ยกเว้นหยุดปฏิกิริยาโดยนำไปนส่ใทแช็งแทนการเติม

10 r j อร ิเชนคกรดไตรคลอโรอะส่?ติก วัดสีในส่วนใทใสที่ A520



■ 0.5

V 1(A520/MIN) 1 
600 \ -

5 0 0

4 0 0

600

2 0 0

1 0 0 ETP
J ê P '

P

ร '

0.5 1 1.5
[A z o c o ll] -1 ( m g / m l  y 1

c>

2.5
■ ข!

TISTR 25 ° -  Thermolysin



ตา'ท 'ห ้า 3 สรปค่า K และ v__ ป ีองเอนไชî l îทฑรัลโปรค่เอสกบ T h e rm o ly s in-------------------------  ชุ r u  m a x

เม ื่อ โi f โปรดนต่างชาได เ ป็นสืบลI ฅรท < วิธทดลองข้อ 3 . 0 . 2 '

สืบ?แฅรท

ชนดชอง 
เ ฮนไชมนิวฑรัล 

โปรด เอช

ค่าคงททาง จลนสาสดร

Km Vinax * *

C a se in TlfTTR 25 0 .0 4 0 .0 8 6

T h e rm o ly s in 0..01 A . 022

H em og lo b in T ISTR  25 0 .0 5 0 .0 1 1

T h e rm o ly s in 0 .0 4 0 .0 0 6

A z o c o l l T ISTR  25 1 5 .1 5 0 . 150

__
T h e rm o ly s in 8 .6 0 0 .0 3 3

+ K โเอง c a s e in  และ h e m o g lo b in  มหาเวยIป็แ มลลิ‘ เมล/ล ิตร แต่ a z o c o l lm  —

มหน่วยเป็น ม ก ./ม ล .

++ V มีหน่วยเป็น A /  m in  สำหรับสืบสเดรท C a se in  และ H e m og lo b inm a x  2 . 8 0

A /  m in  สำหรับสืบสเครท A z o c o l l5 2 0
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เป็นลับส์เฅรทตามวิธีในข้อ 0 .7 .7  นบว่านิวทวิ'ลนิวทวิ,ลโปรต ิเฮสจาก T ISTR  25 และ

T h e rm o ly s  in  ไม ่สามารถ เ ร่งการย่อยสลาย?น้?เธะ เ อส เ ทอร

4 . 4 . 7  ผ ล ก า ร ค ิก บ าอ ? า ธ ิน ล ไ อ อ อ ? เโ ล ใ ? ะ แ ล ะ ต ัา ย ับ ย ั้ง ต ่อ แ อ ค ค ิว ิต ิจ อ ง เ อน ุไชม
จากการติณทอิ?าร?งลปิองไอออใเโล??ะชนิดต่างๆต่อแอคติวิตีธองเอนไช?m วทรัล 

โปรดเอสจากสายพันธุ T ISTR  25 ตามวิธีการทดลองในข้อ 3 . 7 .8  ได้ผลการทดลองแสดงใน  

ดารางท ี่ 4 นบว่า Ca++และ Mg4’+ม่ผลทำให้»อคติวิคืจองเอนไชรนนมจนเล็กน้อย (5 -14% )  

.จณะที่ F e++ ,M n++ แกะ Co++ มีผลลดแอคติวิติปิองเอนไชมลงไปประมาณ 1 0 -1 5  % และ 

Zn++ทำให้แอคติวิดจองเอ?เไชมีลดลงอย่างสัดเจนกง 50 เปอรเชนติ

ตารางท ี่ 3 แสดงผลการติกษาBrเธีนลจองตัวยับยั้งชนิดต่างๆต่อเอน'ไชมีโ?ง

จากผลการทดลองนบว่า สารคเลตตง EDTA และ O -P h e n a n th r o l in e  สามารถยับยง 

แอคติวิดจอง เ อนุไชม่ไค้หมด โดยที่สารชนิดอ?เที่ใข้ฑดถองใ?เสภาวะเดียวก้นไม่สามารถ

ยับยั้งแอคติวิฅของเอนุไชม่ได้ แสดง,ว่า'ใน,โม I ถกุลจองเ อนไช?หท่จะมีไอออนโลหะที่จาเป็?เ

ต ่อการ1ร่งปฏกิริยาของเอ?เไชมี

4 . 4 . 8  ผลการติกบากาามส่าสูญจอง Zn ++ต่อเ(อคติวิดจองเอนไชมี

จากผลการทดลองใ?เตารางที่ 6 นบว่าเ อ?เไชมีนิวฑรัลโปรติเ อสจาก TISTTR 

25 และ T h e r ra o ly s in  มีปริมาณ Zn+ + เท่ากบ 0 .8 5  และ 1 .2 0  ppm ติงคิดเป็นปริมาณ 

จอง Zn++ต่อโมเลกุลจองเอ?เไช?น? ทกับ 1 .5  และ 2 อะตอม/โมเลก ุล ตามลำดับ และ 

หลังจากไดอะไลส์เอ?เไชมีใแบั?■ น?•เอริ pH 7 ท่ีมี EDTA และ C a d 2ความเข้มข้?เอย่างถะ 2 

มีลลิโมลาริ นบว่าปริมาณ Zn++ลดลงประมาณ 50 เปอริเชนติ แต่แอคติ'วดีลดลงเกือบ??มด 

และเมอไดอะไลส์เนมใ?เบั?•น?]อริเด?เที่ไท่มี EDTA แต่มี C aC l2 ปริมาณ Z n++ที่ว ัดได้เนิ่มขน 

เลก?น้อย จณะที่แอคติวิติก็เนิ่มขนเป็?เประมาณ 18 เปอริเชนติจองค่า c o n t l 'o l  การเต ิม  

Zn++ใ?น้กับเอ?เไชมีที่ถูก i n a c t i v a t e  ด้วย EDTA โดยการไดอะไลส์เนิ่มในบ?น?•เอริเติมที่ 

ไม'มี?ย้ัง EDTA และ C aC l2 แต่มี Zn++ที่ความเข้มขั?เ 0 . 5 ,1  หรือ 2 มีลสิโมลาริ นบว่า 

ปริมาณ Zn++ที่ว ัดได้ (?ยั้งในรูปอิสระและจับกับเอนไชมี' เนิ่มขนตามความเข้มข้?เของ Z n++

ที่เติม และแอดติวิติจองเอ?เไชมีทเนิ่ม'ข?เตามลำดับด้วย
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คารางท ี่ 4 ผลของไอออนของโลหะต่อแอคติวิต ิของเ อนไชมนิวฑรัลโปรติเ อชจาก 
B. s u b t i l i s  T ISTR  25

1 mli m e ta l io n % R em a in in g  a c t i v i t y

c o n t r o l 100

Mg++ 1 0 5 .5

Mn++ 8 7 .7

Fe++ 9 0 .4

Zn++ 4 9 .7

Ca++ 1 1 4 .0

Co++ 8 5 .5



ผลของ?*าร เคพีต่างใ*นิคต่อแอดสิาสีIIองนาฑรลโปรฅี เ อ?*จากค ารางท ี่
B. s u b t i l i s  T IS TE

I n h i b i t . o r s -7: R em a in in g  a c t i v i t y

c o n t r o l 100

น) % E th a n o l 9 7 .0

10 mM PMSF 9 7 .1

10 inM 1 , 1 0 -P h e n a n th r o l in e 0

10 mM EDTA 0

10 mM Io d o a c e ta m id e 9 2 .8

น) mM p -C h lo ro m e rc u r i l> e n z o ic  a c id 10 1 .4

10 mM N -e th y lm a le im id e 9 7 .3
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ตารางท ี่ 6 แสดงปริมาณและความส์าคัญของ Zn++ต่อนิวทรัลโปรดิเอส จาก T ISTR  25+

เ. อนไชม ปริมาณ 2 n ++ % R em a in in g

ppin » A c t i v i t y

T h e rm o ly s in 1 .2 0 a

T ISTR  25 0 .8 5 100

T ISTR  25 หลังไดอะไลส ์ครั้งท ี่ l b 0 .4 5 2 .6

T ISTR  25 หลังไดอะไลส ์ครั้งท ี่ 2nc 

T ISTR  25 หลังไดอะไลสดรั้งท ี่ 2ปี๗

0 .6 0 1 8 .2

เดิม 0 .5  mM Zn++ 3 7 .5 4 3 .6

1 mM Z n++ 5 6 .0 5 8 .3

2 mM Zn++ 8 4 .5 6 2 .2

+ ต ัวเลขท ี่แสดงในคาราง ได ้จากค่าเฉลี่ยของการทดลอง 2 ครั้ง 

ไม'ได้วัดแอคติวิสื

๒ ไดอะไลลี่คร ั้งท ี่ 1 ในทริสนัฝเปอริ pH 7 ท่ีม 1 raM EDTA และ 2 mM C a d  2
ไดอะไลส์ครั้งท ี่ 2ก ต่อจากครั้งที่ 1 ในฑริสนัใแฝฮริ pH 7 ท่ีม 2 mM CaC 12

d ไดอะไลส ์คร ั้งท ี่ 2ปิ ต่อจากครั้งที่ 1 ในฑริสบัฟ่เฟ่อริ pH 7 ที่เดิม Zn++

ท ี่ค ว า ม เข ม ข ้น  0 . 5 , 1  ห ร ิอ  2  mM



การแทนท Zn44 ควยไดวา เ ถนท่ไอออนชนิดฝืน

จ า ก ผ ล ก า ร ท ค ล อ ง 'ใ น ด า ร า -งที่1 7 น บ ว ่า เม ื่อ .  in a c t iv a te  เอ น ไ ช น ิ ด้วย 

ก า ร เด น  1 ม ล ล ัโ ม ล า ร ิ EDTA ท 4 ° ช  เ d u เ ว ล า  2 0  น าท  ต าน ว ่ส ์ท ค ล อ ง 'ใน ท ้อ  3 . 7 . 9  
ม ผ ล ท ำ ไ ห ้เอ น ไ ช ม ม ีแ ฮ ค ต ิว ด ีเอ น ไ ช น ิล ด ล ง ป ร ะ ม า ณ  8 0  เป อ ร เช น ต  แ ล ร เม ื่อ เต ิม ไ ด ว า เล น ท  
ไ อ อ อ น ช น ิด อ น ล งไ ป  ท ี่ค ว า ม เข ้ม จ ัน  1 ม ล ล โิม ล า ร  ไ น ปริมาฅรท ี่ทำให ้เอ น ไ ช น ิก ับ  EDTA เจ อ  
จ า ง ล ง  2 0  เท ่า  น บ ว ่า ไ ด ว า เล น ท ่ไ อ อ อ !ห้าท ำ ไ ห ้เอ น ไ ช 'นิมแอ ค ต ิว ด ีก ล ับ ค ืน ม าม าก ท ี่สุด

I 2 0 - 3 0 % ' ค ือ  Co++,Mn++แ ล ะ  Z n + + ส ่วน Ca++,F e++ แ ล ะ  Mg++ ท ำ ไ ห ้แ อ ค ต ิวดีกล ับ  
ค ืน .ม าบ าง  เล ็ก น อย ( 8 -1 6 % >  ไ ใ เช ก า ว ะ ท ี่ท ำ ก า ร ท ค ล อ ง

4 . 4 . 9  ด ล ก า ร ต ิก เท ค ว า ม จ า เใ ท ะ ข อ ง เอ น ไ ช น ิต ิโ ) เป ป ไ บ ค ล ัง เค ร า ะ ! !
จากการติกษาความ'จาเนาะของเอนไชน ิน ิวทรัลโปรดีเอสจาก T ISTR  25 

เ ปริยม ทายบกับ Therm o ly s  in  ต่อลับช เ ฅรทที่ เ ท่ีน.เ ปปไทคลัง เ คราะหชนิดที่ปลายอะมโน

อชระและไม่อิชระ ส่าหรับลับชI ฅรฑท่ีมกล่ม pNA ที่ปลายคาริบอกข้ถและมปลายอะมโนไม่

อชระชามารถติดตามปฏกิร ิยาโดยวดการเกิด‘สืปีอง pNA ติงมการดูดกล!เนชงที่ 105 นาโน  

I มด•ใ นบว่าด้วปีริสนชามารกติดตามจลนชาชคริของการย่อย เ ปปใทด'โดย เ อนไชมใน เ วลา 5 

นาท ได ้เฉพาะค ู่ของเอนไชน ิ-ล ับชเฅรท ระ!!ว ่างเอนไชน ิจาก T u r n ;  25 กับลับชเตรทที่

เที่น S u c c -A la -A la -P ro -L e u  pNA และ pNA 'ร ูปท ี่ 18) และเม ื่อ เนมระยะเวลา  

การทำปฏกิริยาใ!โทนขนจนปฏกิริยาเกิดขนโดยชมบูรณ '1 0  ช ม . ' แล ้วนำไฮโดรไลเชทท ี่ 

ได ้ไป s p o t  TLC p la t e  ได ้ผลการทดลองแชดงในตารางท ี่ 8 และ รูปที่ 19 นบว่า

เอนไชนิจาก T ISTR  25 ชามารถตัดลับชเฅรท S u c c -A la -A la -P ro -L e u  pMA ท่ี 

ต่าน!!'บ ่งระหว่าง Leu กับ pNA หริอที่ตำแ!!น่งปลายด้านอะมโนของ Leu เข ้นเดีทากันเอนไชม  

T he rm o l y s i n  และส่าหรับลับชนารท S u e c -A la -A la -P ro  P lie pNA เอนไชนิจาก

T ISTR  25 ชามารถตัดที่ตำแหน่งระหว่าง Phe กับ pNA ต ิงต ่างจาก T h e rm o ly s in

ฑตัฅที่ตำแหน่งระหว่าง P ro  กับ Phe ส่าหรับลับชเฅรททมสืและปลายอะนิ!โนไม่อชระอนๆ

'การางท ี่ 8 ' นบว่าถาลับชเดรทมขนาดเล็ก คือ มกรดอะมโนเน ียงต ัวเด ียว เข้น

N B z-A rg  pNA , N B z -T y r p.VA และ S ucc -P he  pÀ'A เอนไชนิไม ่ชามารถเกิดปฏกิริยา
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ตารางท ี่ 7 การน■ ทนท่ี Zn++ด้วยไดวาเลนทไอออนชนิดอน

เอนไชมจาก TISTTR 25 % R em a in in g  A c t i v i t y

c o n t r o l 100

I n a c t i v a t i o n :  EDTA 19 .4

R e a c t iv a t io n :  Ca++ 2 4 .0

Co++ 4 3 .0

Mg++ 16 .8

Mn++ 3 5 .1

Fe++ 2 2 .2

Zn++ 3 1 .9 '

' none 8 .2

* นำเอนไชsmวทรัลโปรติเอชจาก TISTR  25 มาอิน่ฅิวเบตกับ 1 mM EDTA ท่ี 4 °ช  

20 นาท แล้วจงนำมาเติม ImM ไดวาเกใกาไอออน ชนิดต่างๆ ท่ี 4 ° ช .20 นาที 

( รายละเอืยดวิสืทดลองแชดง1ในข้อที่ 3 .7 .9 )
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ย่อยสืบสเตรทใด แต่ถานิจารแทกับสํเดรฑที่ม ีปี!ทดใพู่เขน เส่ใเ เป็น t r i p e p t i d e  ได้แก่

S u c c - A la -A la -A la  pNA และ N B z -F h e -V a l-A rg  pNA นบ,ว่าตำแใ■ ท!งท่ีถูกนิวทรัล

โปรดเอสจาก T ISTR  25 และ T h e rm o ly s in  ตัดคือ พันธะที่ต ่อระหว่าง A rg  กับ pNA 

ส่านกับสเตรท M Bz-Va1 -0 1 y -A rg  pNA นบว่าเอนไชมจาก T ISTR  25 อาจตัดที่ตำแหน่ง 

ระหว ่าง G ly -A rg  หรอที่ระหว่าง A rg  กับ pNA ขณะท่ี T h e rm o ly s i l l  ต ัดเฉนาะ 

ตำแห'น่ง,ระหว ่าง A rg  กับ pNA และส่าหรับกับสเฅุรท N B z -P ro -P h e -A rg  pNA 

เอใ{ไชมจาก T ISTR  25 อาจตัดที่ตำแหน่งระหว่าง P ro  กับ P lie , หรอ P lie  กับ A rg  

และระหว่าง A rg  กับ pNA ส่วน T h e rm o ly s in  ตัดกับสเตรฑนั้ที่ตำแหน่งระหว่าง P ro  กับ 

Phe และที่ A rg  กับ pNA เโ}นกัน ผลลรุปจากตารางที่ 8 แสดงไวในรูปท ี่ 19 โ?งจะเห็น 

ว่ากัาหรับกับกัเฅรทที่มกรดฉะมิโน 3 หรอ 4 ตัว ที่ปลายละมิไนไม่อิสระนิดํๆแาฑท่ส่วนใพู่ท ี ่

ลูกตัดโดย เ อนไชมีนิวฑรัลโปรดเอกัทั้งสองชนิดนิ คือพันธะที่ต ่อระหว่างเป1A ทดทปลายด้าน

0 กับ pNA ไม่ว่ากรดอะมิไนที่ปลาย C จะเป็นชนิดได นอกจากนั้นเอนไชมีมักจะฅัดที่ปลาย 

X ของกรดอะมิโนขนาดใหญ่ เส่น L e u , Phe และ A rg

เมอสืก!ทการไฮโดรไลส่ก ับสเฅรทชนิดปลายอะมิโนอิสระ โดยน ่าไฮโดร

ไกเฮทจากการบ่มเอ!{ไชม ่และก ับสเต'รท!ทน 10 ชม .ไป  spo t. บนแผ่น TLC เนอนิจารกท 

เปรอบเทียบระหว่างกับกัเกรทที่เป ็น t r i p e p t i d e  และ t e t r a p e p t id e  'ต ารางท ี 9 , 

รูปท่ี 20> นบว่านิวทรัลโปรด Iอ?(ทั้งโ(องชนดตัดที่ปลาย N ของกรดอะมิ1โน P lie  และ

Leu  ในกับสเฅรท G ly -G ly -P h e ,G ly -G ly - L e u  และ G ly - P h e -A la -A la  แ ล ะ ตัด

ท ี่ตำแหน่งระหว่าง Phe กับ pNA ส่าหรับกับกัเฅรท A la -A la -P h e  pNA แต ่เอนไชม 
ทั้งสองชนิดนั้ไม่สามารถตัดพันธะเปปไทดไนกับสเดรท G ly - G ly - A la  และ G ly - P r o - A la  

แก ัดงว ่าเ อนไชม่ทั้ง 2 ชนิดนสามารกคัดพันธะเปปไทดได้เฉนาะใน กับกัเ ฅรฑทีมกรคอะมโน 

ข!ทดใหญ่ ( b u l lp /  am ino  a c id )  เส่น Phe หรอ Leu

ต า ร า ง ท ี่ 1 0  เป ็น ผ ล โ ด ย ก ัร ุป แ ก ัด ง ด ว า ม จ า เน า ะ ข อ ง เอ น ไ ช ม จ า ก  T I S T R  2 5  
- เ ป รยบ  เ ท ียบ ก ับ  T h e r m o l y s  i l l  ใ น ก า ร ไ ฮ โ ด ร ไ ล ล  I ป ป ไท ด ก ัง  เ ค ร า ะ ห ็ท ั้ง ส อ ง ก ล ุ่ม ค ือ  ชนิด 
ป ล า ย อ ะ ม โ น อ ิส ร ะ แ ล ะ ไ ม ่อ ิส ร ะ  ด ู่ง ส ร ูป ไ ด ้ว ่า เอ น ไ ช ม ีท ั้ง ส อ ง  ม ีค ว า ม จ ำ เน า ะ ต ่อ เป ป ไ ท ด

ก ับ ส เต ร ท เห ม ีอ น ก ัน



CO

S P E C T R O N I C  C Q  J
A 4 0 5  

0.5 -

ร ูt i l l 18 การคดคามวก'น,ดาVÏครกา'รไ;!' [ดรไก 'ไ! i l i j  h  พ ส ิง I ก รา ;:mVมก' กก

S u c - .A la -A h i-P ro -L e u  pN.A แกะ; S u c - A la - A la - l ’ro -P h e  p\'A

0.4
ตามวฮทดกกงท 3.7.10 คิดดามผกโคฆการวดฺการดูดท;โนนดงฑ

คาาม,':ทวดก'น. 405 'นาโ'! J เ มดร

0.3

Suc—A lล -A la - P r o - Leu pN'A

S u c - A  1 a -A la -P ro -P h e  pNA
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ท า-1างฑึ่ 8 ค ่า R ซอง sp ot. บนแผ่น TLC ชองกรดอรนิโนมาตรราน แกะ
enzym e h y d r o ly s a t e s  ท ี่ไดจากการอนคิว เ บด เ อนไชมชนิดต่างๆกบ
สืบๆเกรทชนิดปลายอรนิโนไม่ลสื?ร

S y n th e t ic  p e p t id e s  
and  am ino  a c id s

R า

c o n t r o l T ISTR  25 T h e rm o ly s in

p - N i t r o a n i l i n e 0 .8 0

A la 0 .4  O

Y a l 0 .5 7

A rg 0 .2 5

T y r 0 .6 4

r r o 0 .3  1

P lie 0 .6 9

Leu 0 .6 7

Leu p\'A 0 .7 2

1 Q ly 0 . ;

\T 5z -A rg  pN’A - - -

\T -Z -T y r  pNA - .80 .8 0

M B z -P h e -V a l-A rg  pNA - .8 0 .8 0

,\T3z -  Va 1 -  G 1 y  -  A r  g p.\' A - . 8 0 , .5 9 .8 0

N B z -P ro -P h e -A rg  pNa - . 2 3 , . 3 7 , . 8 0 . 8 0 , . 3 7

N -S ucc -P he  pMA - - -

\ '-S u c e -A 1 a -A 1 a -A 1 a pNA - .8 0 . 80

N -S u c c -A la -A la -P ro - L e u  p.MA - .7 0 , . 8 0 .7 0

N -S u c c -A la -A la -P ro -P h e  pNA - .8 0 .7 0

+  c o n t r o l  ค ิอ  ไ ม ่ใ ส ่เอ น ไ ช ม ฑ ำ ป ฏ ก ิร ิย า  
ด ือ  ไ ม ่น ิจ ุด
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รูปท่ี 19 ความจา เนา»ในการไฮโดรไลส ์เ ปปไ.ทค์สืบสเฅรท เช่นิดปลายอ«มิโ,I เไม ่อ ิสระ 
ชอง I กนไช.มนิวฑรักโปรด เ อส< กกสรแสกงพ ัช»ทเ อนไชมสามารถดัดไต้)

N B z -P h e -V a l-A rg  pNA T ISTR  25

N B z -P he -V a1-A rg ^pN A T h e rm o ly s in

N B z -V a l-G ly -A rg ^ p N A T ISTR  25

N B z -V a l-G ly -A rg ^ p N A T h e rm o ly s in

;  1 1R B z -P ro -P h e -A rg  p.MA T ISTR  25

M B z -P ro -P h e -A rg  pNA T h e n n o ly s in

!
N -S u cc -A  l a —A la —A la  p.VA T ISTR  25

N -S u c c -A 1a - A la - A la  pNA T h e n n o ly s in

N -S nco -A  ] a -A la -P r o - l ,e u ^ pNA T ISTR  25

N -S u c c -A la -A la -P ro - L e u pNA T h e n n o ly s in

N -S u c c -A la -A 1a -P ro -P h e pNA T ISTR  25

N -S u cc -A  la -A la -P r o -P h e pNA T h e rm o ly s  in



ตารางท ี่ 9 ค ่า R ของ s p o t  บนแผ่น ÏLC ของกรดอะมโนมาตรราน และ
enzym e h y d r o ly s a t e s  ท ี่ได ้จากการอ ินค ืวเบตเอนไชม ่ชน ิดต ่างๆก ับ
กับชเตรทชนิดปลายอะมโนอิสระ

S y n th e t ic  p e p t id e s  
and  am ino  a c id s

c o n t r o ls T I  STR 25 T h e rm o ly s in

G ly . 39

A la .4 3

Pl'O .3 4

Phe .6 5

Leu .6 5

pNA .8 0 -
G ly -P r o -A la - - -
G ly -G ly -P h e .3 7 , . 5 0 . 3 7 , . 5 0 , . 6 2 . 3 7 , . 5 0 , . 6 3

G ly -G ly -L e u . 3 7 , .5 0 . 3 7 , . 5 0 , . 6 3 . 3 7 , . 5 0 , . 6 3

G ly -G ly - A la - - -

A la -A la -P h e  pNA .8 0 .8 0 .8 0

*  c o n t r o l  คือ ไม่ใส่เอนไชม่ทำปฏิกิร ิยา 

คือ ไม่นบจุด



64

i

V u»

\

ร ูปท่ี 20 ดวามจำเนาะใงเการไฮโดรไลส์เปปไทดสีบชเตรทชนิดปลายอะมิโไ*อ ิส ์ระ 

ของ เ อนไชมนาทรัลโปรดี เ อช ( ลูกศรแชดงพัน,ฮะที่I อนไชมชามารถตดได้)

G ly -G ly -L e u T I  STR 25

G ly -G ly - L e u T h e rm o ly s in

JG ly -G ly -P h e T I  STR 23

G ly -G ly -P h e T h e rm o ly s in

G ly - P h e -A la -A la T I STR 25

G ly -P h e -A la -A la T h e rm o ly s in

A1a - A la - P lie*pNA  
A 1a -A 1a -Phe^pNA

r

T I STR 25 
T h e rm o ly s in
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คารางท ี่ 10 เปร ียบเท ียบการไฮโดรไลส ์เปปใทดส ืงเคราะห ์ โดยเอนไชม่นิวฑรีล 

โปรด ืเฮ?(จาก B;_ s u b i  i l  i s  T ISTR  25 และ T h e rm o ly s in  
(+ )  ไฮ โด รไล ส ์, ( - )  ไม ่ไฮ โดรไลส ์

เ

S y n th e t ic  p e p t id e s H y d r o ly s is

TIETTR 25 T h e rm o ly s in

ชนิดที่ม่ปลายอะมิโนอิสระ

G ly - P r o - A la - -

G ly - G ly - A la - -

G ly -G ly - L e u + 4
G ly -G ly -P h e + +

A la -A la -P h e  pNA 4 4
ชนิดที่ปลายอะมโนไม่อิสระ

N B z -A rg  pNA - -

N B z -T y r  pNA - -

N B z -P h e -V a l-A i'g  pNA 4 4

N B z -V a l-G ly -A rg  pNA 4 4
N B z -P ro -P h e -A rg  pNA + 4
N -S u cc -P h e  pNA - -

N -S u c c -A la -A la - A ]น pNA + 4
N -S u c c -A la -A la -P ro - L e u  pNA 4 4
N -S u c c -A la -A la -P ro -P h e  pMA + 4
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