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บทที É  3 

ประสิทธิภาพของโบรมิเลนจากผลสับปะรดในการย่อยถั Éวเหลือง 
 

บทนํา 

 

โบรมิเลน (bromelain)  เป็นเอนไซม์ในกลุ่มซิสเตอีนโปรติเอส  (cysteine protease)  พบในสับปะรด 

(Ananas comosus (L.) Merr.)  ซึÉงเป็นพืชตระกูล  Bromeliaceae (Devakate et al.,  2009)  โบรมิเลนพบใน

ส่วนเนื Ê อเยืÉอ  ลําต้น  ผล  และใบของสับปะรด  โดยพบในส่วนของเนื Ê อมากทีÉสุด (วราพันธุ ์และคณะ, 2547)

สามารถนําไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมทางอาหารและยา  เช่น  ผลิตผงทําให้เนื Ê อนุ่ม  ทําให้เบียร์ใส       

ผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสท และผลิตยาช่วยย่อยอาหารและยาขับปัสสาวะ เป็นต้น  โบรมิเลนจากส่วนของ     

ลําต้นหรือ  stem bromelain (EC 3.4.22.32)  มีจุดตัดกว้าง จําเพาะกับตําแหน่งกรดอะมิโนไลซีน     

อะลานีน  ไทโรซีน  ไกลซีน  และแอสพาราจีน  (Silverstain and Kezdy, 1975)  โบรมิเลนจาก     

ส่วนของผลหรือ fruit bromelain  (EC 3.4.22.33)  ซึÉงพบในนํ Êาสับปะรดทําหน้าทีÉตัดพันธะเปปไทด์ใน

โมเลกุลของโปรตีน  ทั Ê งนี Êการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมโบรมิเลนส่วนของผลสามารถใช้เคซีน  ฮีโมโกลบิน            

เจลาติน หรือสับสเตรทสังเคราะห์เป็นสับสเตรทในการทําปฏิกิริยา  โดยสภาวะทีÉเหมาะสมในการทํา

ปฏิกิริยาของเคซีน  คือ  พีเอช  7.7  ทีÉอุณหภูมิ  59  องศาเซลเซียส  ฮีโมโกลบิน  คือ  พีเอช  2.9  ทีÉอุณหภูมิ 

37  องศาเซลเซียส  azoalbumin  คือ  พีเอช 7.5  ทีÉอุณหภูมิ  55  องศาเซลเซียส และ azocasein  คือ  พีเอช 

6.5  อุณหภูมิ  55  องศาเซลเซียส (Corzo et al., 2011) 

ถัÉวเหลืองจัดเป็นพืชตระกูลถัÉวทีÉมีโปรตีนสูงถึงร้อยละ 34 (อาณดี, 2553) ราคาถูกและ

คุณภาพดี  โปรตีนจากถัÉวเหลืองประกอบด้วยกรดอะมิโนทีÉจําเป็น  เยืÉอใย  ไขมันไม่อิÉมตัว  วิตามิน 

และแร่ธาตุทีÉ มีประโยชน์ต่อสุขภาพ  นอกจากนั Êนยังมีสารออกฤทธิ Í ทางชีวภาพทีÉเป็นเปปไทด์            

เช่น  lunasin และสารพฤกษเคมี (phytochemical)  ทีÉสําคัญคือ  isoflavones lecithin saponin 

phytic acid phytosterols phenolic acid tocopheral boron folic acid และ omega-3 fatty acid           

เป็นต้น (สุวลี, 2548; Dia et al., 2009)  เนืÉองจากโปรตีนถัÉวเหลืองเป็นแหล่งโปรตีนคุณภาพสูง              

จึงมีการศึกษาวิจัยการใช้ประโยชน์จากโปรตีนถัÉวเหลืองกันอย่างแพร่หลาย  มีการนําเอนไซม์ย่อย

โปรตีนหลายชนิดมาใช้ในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลือง  รวมถึงโบรมิเลน  ซึÉง Lamsal et al. (2007)       

ได้ทําการศึกษาวิจัยการใช้โบรมิเลนในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลือง  โดยพบว่า  โปรตีนถัÉวเหลืองหลัง

การย่อยมีคุณสมบัติการไหลเปลีÉยนแปลงไป  Ma et al. (1996) ทําการสกัดโปรตีนจากกากถัÉวเหลือง   

ทีÉพีเอช  9.0  อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30  นาที  พบว่า  ได้โปรตีนถัÉวเหลืองร้อยละ 53 

วราพันธุ ์และคณะ  (2547)  พบว่า  การใช้นํ Ê าสับปะรดซึÉงเป็นแหล่งของโบรมิเลนต่อถัÉวเหลือง        
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ในอัตราส่วน  1:2  ในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลืองเป็นเวลา  90  นาที  ทําให้ได้โปรตีนละลายได้ทั Ê งหมด 

มีค่าเพิÉมสูงขึ Ê น  และวารยา  (2538)  นํากากถัÉวเหลืองไปย่อยด้วยเอนไซม์ Neutrase (‘R)  ทีÉอุณหภูมิ              

50  องศาเซลเซียส  พีเอช  6.5  เป็นเวลา  120  นาที  พบว่า  ผลิตภณัฑ์ทีÉได้มีปริมาณ  amino acid nitrogen 

เท่ากับ  3.21  กรัมต่อลิตร  จากศักยภาพการย่อยสลายโปรตีนของโบรมิเลนดังกล่าว  การศึกษานี Ê จึงมี

วัตถุประสงค์ในการศึกษาเพืÉอหาสภาวะทีÉเหมาะสมของโบรมิเลนในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลือง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สถ
าบ
ันวิ
จัย
เทค

โน
โลยี

เกษ
ตร



 
 

15 

อุปกรณ์และวิธีการ 

 

3.1  การเตรียมโบรมิเลนหยาบ  (preparation of crude bromelain) 

ใช้ผลสับปะรดพันธุ ์ปัตตาเวีย อายุประมาณ  5  เดือน  ทีÉปลูกในเขตพื ÊนทีÉจังหวัดลําปาง            

ในการศึกษาครั Êงนี Ê   ล้างทําความสะอาดผลสับปะรด  ปอกเปลือก  หัÉนเป็นชิ Ê นขนาดเล็ก  คั Ê นเอา     

นํ Ê าสับปะรด  แล้วกรองด้วยผ้าขาวบางจะได้เป็นโบรมิเลนหยาบ  (crude bromelain)  ดังภาพทีÉ  4

จากนั Ê นทําการตรวจวิเคราะห์คุณภาพ  ค่าพีเอชโดยใช้เครืÉองวัดพีเอช (pH meter)  ปริมาณของแข็งทีÉ

ละลายได้ทั Ê งหมดโดยใช้ hand refractometer  ปริมาณกรดทั Ê งหมด (เทียบกับกรดซิตริก) โดยวิธีการ

ไตเตรท  ปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมด (Bollag et al., 1996)  ปริมาณ free alpha amino 

nitrogen (FAN) ตามวิธีดัดแปลงจาก Wylie and Johnson (1961) และทําการวิเคราะห์ค่ากิจกรรม

โปรติเอส ตามวิธีดัดแปลงจาก Chomsri (2001) และ Khan et al. (2003) 

 

 

สับปะรด 

 

ล้างนํ Ê าสะอาด 

 

ปอกเปลือก 

 

หัÉนเป็นชิ Ê นขนาดเล็ก 

 

คั Ê นเอาแต่นํ Ê า  

 

กรองด้วยผ้าขาวบาง 

 

โบรมิเลนหยาบ (crude bromelain) 

 

 

ภาพทีÉ 4  ขั Ê นตอนการเตรียมโบรมิเลนหยาบ (crude bromelain) จากผลสับปะรด 
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3.2  ศึกษาประสิทธิภาพของโบรมิเลนจากผลสับปะรดในการย่อยโปรตีนจากถั Éวเหลือง 

 ใช้ถัÉวเหลืองพันธุ ์ราชมงคล 1 ทีÉปลูกและเก็บเกีÉยวจากสถาบันวิจัยเทคโนโลยีเกษตร โดยมี

ปัจจัยทีÉศึกษา 2 ปัจจัย  คือ  อัตราส่วนถัÉวเหลืองกับโบรมิเลนหยาบจากผลสับปะรด (โดยนํ Ê าหนัก)      

5  ระดับ  คือ  1:1  1:2  1:3  1:4 และ  1:5  และระยะเวลาในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลือง  4  ระยะเวลา  

คือ  2  4  6  และ  12  ชัÉวโมง  กระบวนการศึกษาดังภาพทีÉ  5  ทําโดยชัÉงถัÉวเหลืองบดละเอียด  10  กรัม  

ใส่ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร  จํานวน 5 ขวด จากนั Ê นเติมโบรมิเลนหยาบ  10  20  30  40 และ  

50  กรัม  เพืÉอให้ได้อัตราส่วนของถัÉวเหลืองบดละเอียดต่อโบรมิเลนหยาบเท่ากับ  1:1  1:2  1:3 1:4  

และ  1:5  ตามลําดับ นําไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิทีÉอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  2  4  6  

และ 12  ชัÉวโมง  เติมนํ Ê าเดือดจนได้นํ Ê าหนักรวมเท่ากับ  60  กรัม  แล้วนําไปต้มให้ความร้อนทีÉอุณหภูมิ  

95  องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30  นาที  เมืÉอครบเวลาทีÉกําหนด  เติมนํ Ê าจํานวน  40  กรัม แล้วนําไปกรอง

ด้วยผ้าขาวบาง เรียกของเหลวทีÉได้นี Ê ว่า  ไฮโดรไลเสท  ทําการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีของไฮโดรไลเสท  

โดยนําตัวอย่างของเหลวทีÉแยกได้ไปเหวีÉยงแยกตะกอนด้วยเครืÉองหมุนเหวีÉยง (centrifuge; Ortoasa, 

digicen 20–R, Spain) ทีÉระดับความเร็ว  8,000g  เป็นเวลานาน  10  นาที  นําส่วนใสทีÉได้ไป

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมด  ปริมาณ FAN และจําแนกโปรตีนถัÉวเหลืองหลังการย่อย

ด้วยวิธี  SDS-PAGE  

 

3.3  การจําแนกโปรตีนถั Éวเหลืองหลังจากการย่อย 

 จําแนกขนาดของโปรตีนในถัÉวเหลืองไฮโดรไลเสทโดยใช้วิธี  sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  ด้วยชุดวิเคราะห์โปรตีน  (mini Protein® tetra 

cell; Bio-Rad, Biorad Laboratories, USA)  ตามวิธีของ Laemmli (1970)  โดยกําหนดสภาวะ   

การวิเคราะห์  คือ  4% stacking gel และ  15% running gel พร้อมทั Ê งใช้โปรตีนมาตรฐาน (marker; 

Amersham, low molecular weight, GE Healthcare UK) เพืÉอแสดงขนาดโปรตีนโดยประมาณ 

และทําการย้อมสีโปรตีนด้วย Coomassie Brilliant Blue R 250 โปรตีนมาตรฐานประกอบด้วย

โปรตีน  6  ชนิด  ดังแสดงในตารางทีÉ  5 
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ตารางทีÉ 5  องค์ประกอบของโปรตีนมาตรฐาน  (low molecular weight  ของ  GE Healthcare) 
 

ชนิดโปรตีน ขนาดโมเลกุล  (kDa) 

                    phophorylase  b 97.00 

                    Albumin 66.00 

                    Ovalbumin 45.00 

                    carbonic anhydrase 30.00 

                    trypsine inhibitor 20.10 

                    α –lactalbumin 14.40 

 

3.4  การวิเคราะห์ผลทางสถิต ิ

 วางแผนการทดลองแบบ  5x4  factorial in completely randomized design  (5x4 factorial in 

CRD)  วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ  ANOVA  (analysis of variance)  และเปรียบเทียบค่าเฉลีÉยด้วย

การวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิตแิบบ Duncan’s  new  multiple  range  test  (DMRT)  ทําการทดลอง  

3  ซํ Ê า 
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ภาพทีÉ 5  ขั Ê นตอนการเตรียมโปรตีนถัÉวเหลืองไฮโดรไลเสทด้วยโบรมิเลนจากผลสับปะรด 

 

สถ
าบ
ันวิ
จัย
เทค

โน
โลยี

เกษ
ตร



 
 

19 

ผลการทดลอง 

 

3.1  คุณสมบัติและคุณภาพของโบรมิเลนจากผลสับปะรด 

 โบรมิเลนหยาบหรือ  crude bromelain  (ภาพทีÉ  6)  ทีÉใช้ในการศึกษานี Ê   มีค่ากิจกรรม     

โบรมิเลนเฉลีÉยเท่ากับ  2,297.83  หน่วย  เมืÉอนําโบรมิเลนหยาบมาทําการตรวจวิเคราะห์คุณภาพ

ทางเคมี  พบว่า  โบรมิเลนหยาบทีÉได้มีค่าพีเอช  ปริมาณกรดทั Ê งหมด  ปริมาณของแข็งทีÉละลายได้

ทั Ê งหมด  ปริมาณ FAN  และปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมด  ดังตารางทีÉ  6 

        
 

ภาพทีÉ 6  ลักษณะสับปะรดพันธุ ์ปัตตาเวียทีÉใช้ในการศึกษา   

  (ก)  ลักษณะผลสับปะรดทีÉใช้เตรียมโบรมิเลน 

  (ข)  นํ Ê าสับปะรดทีÉคั Ê นได้ หรือ โบรมิเลนหยาบ (crude  bromelain)   

 

ตารางทีÉ 6  คุณสมบัติของโบรมิเลนหยาบจากผลสับปะรด 
 

                           คุณสมบัต ิ           ปริมาณ 

                  ค่ากิจกรรมโบรมิเลน  (units)      2,297.83+511.27 

                  pH               3.45+0.35 

                  TA  (%)             0.45+0.01 

                  TSS  (๐Brix)           12.80+0.95 

                  FAN  (mg/l)         105.37+31.84 

                  โปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมด (mg/l)         200.34+0.03 
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ภาพทีÉ 7  ลักษณะถัÉวเหลืองพันธุ ์ราชมงคล 1 ทีÉใช้ในการศึกษา   

  (ก)  ลักษณะเมล็ดถัÉวเหลืองพันธุ ์ราชมงคล 1   

  (ข)  ลักษณะถัÉวเหลืองพันธุ ์ราชมงคล 1 เมล็ดแห้งบดละเอียด   

 

3.2  ผลการศึกษาสภาวะการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากถั Éวเหลืองด้วยโบรมิเลนหยาบ 

การผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสทจากถัÉวเหลืองบดละเอียด  (ภาพทีÉ  7)  โดยใช้โบรมิเลนหยาบ

หรือนํ Ê าสับปะรดเติมในถัÉวเหลืองบดละเอียดทีÉอัตราส่วนถัÉวเหลืองต่อโบรมิเลนหยาบ  1:1  1:2  1:3  

1:4  และ  1:5  (โดยนํ Ê าหนัก)  พบว่า  ไฮโดรไลเสททีÉได้มีปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมดอยู่ระหว่าง  

155.51–252.18  มิลลิกรัมต่อลิตร  และปริมาณ  FAN  อยูร่ะหว่าง  346.96–1,181.26  มิลลิกรัมต่อลิตร  

(ตารางทีÉ  7)  โดยทีÉปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมดมีแนวโน้มลดลง  เมืÉออัตราส่วนของถัÉวเหลือง

ต่อโบรมิเลนหยาบเพิÉมขึ Ê นและระยะเวลาในการย่อยทีÉนานขึ Ê น  ส่วนปริมาณ  FAN  ของไฮโดรไลเสททีÉ

ได้จากการใช้ถัÉวเหลืองต่อโบรมิเลนหยาบในอัตราส่วน 1:3 1:4 และ 1:5 มีปริมาณสูงกว่าอตัราส่วน  

1:1 และ  1:2  (p≤0.05)  เมืÉอพิจารณาปัจจัยด้านระยะเวลา  พบว่า  การย่อยถัÉวเหลืองด้วยโบรมิเลน

หยาบนาน  2  4  6  และ  12  ชัÉวโมง  มีผลทําให้ได้ไฮโดรไลเสททีÉได้มีปริมาณ  FAN  แตกต่างกัน

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)  โดยระยะเวลาย่อยนาน 12 ชัÉวโมง  จะทําให้ไฮโดรไลเสททีÉได้มี

ปริมาณ  FAN  สูงสุด  คือ  964.20  มิลลิกรัมต่อลิตร  สําหรับการศึกษาครั Ê งนี Ê ได้ทดลองใช้นํ Ê าแทน

โบรมิเลนหยาบ  เติมลงในถัÉวเหลืองบด  นําไปไว้ในสภาพเดียวกับการย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ เมืÉอ

นําของเหลวทีÉกรองได้ไปทําการวิเคราะห์หาปริมาณ FAN และปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมด  

พบว่า  มีค่าอยู่ระหว่าง  92.71-250.44  และ  110.10-450.25  มิลลิกรัมต่อลิตร  ตามลําดับ 
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ตารางทีÉ 7  ผลของอัตราส่วนของถัÉวเหลืองกับโบรมิเลนหยาบและระยะเวลาในการย่อยโปรตีน   

   ถัÉวเหลืองต่อปริมาณ  FAN  และปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมดในไฮโดรไลเสท 
 

*ตัวเลขทีÉมีอักษรกํากับต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ(p0.05)  

ปัจจัย 
ปริมาณ FAN  (mg/l) โปรตีนทีÉละลายได้

ทั Êงหมด (mg/l) 
ถั Éวเหลือง:นํ Êาสับปะรด (w/w) * * 
     อัตราส่วน  1:1      423.72+71.57c      230.19+25.17a 
     อัตราส่วน  1:2      637.31+196.20 b      228.56+28.80a 
     อัตราส่วน  1:3      818.73+291.12a      206.99+17.27b 
     อัตราส่วน  1:4      753.24+294.98a      170.48+23.75c 
     อัตราส่วน  1:5      801.30+249.30a      176.09+21.92c 
ระยะเวลาในการย่อย (ชั Éวโมง)                 * * 
     2    ชัÉวโมง      468.33+81.71d      214.97+31.90a 
     4    ชัÉวโมง      607.50+177.89c      206.72+29.74a 
     6    ชัÉวโมง      707.40+184.21b      200.10+42.65ab 
     12  ชัÉวโมง      964.20+310.46a      188.05+28.30b 
อิทธิพลร่วม (อัตราส่วน x ชั Éวโมง)                 * * 
     อัตราส่วน  1:1 x 2    ชัÉวโมง      346.96+9.24i      252.18+5.40a 
     อัตราส่วน  1:1 x 4    ชัÉวโมง      407.39+37.30hi      245.51+10.99ab 
     อัตราส่วน  1:1 x 6    ชัÉวโมง      444.61+70.57hi      220.00+21.34abcde 
     อัตราส่วน  1:1 x 12  ชัÉวโมง      495.92+63.25ghi      203.07+23.29cdefg 
     อัตราส่วน  1:2 x 2    ชัÉวโมง      446.10+81.49hi      235.26+9.74abcd 
     อัตราส่วน  1:2 x 4    ชัÉวโมง      577.54+148.92efghi      218.20+14.27abcde 
     อัตราส่วน  1:2 x 6    ชัÉวโมง      631.12+100.58defgh      240.64+59.62abc 
     อัตราส่วน  1:2 x 12  ชัÉวโมง      894.46+115.45bc      220.13+12.50abcde 
     อัตราส่วน  1:3 x 2    ชัÉวโมง      528.84+53.51fghi      213.72+23.44abcdef 
     อัตราส่วน  1:3 x 4    ชัÉวโมง      736.08+150.53cdefg      217.69+7.18abcde 
     อัตราส่วน  1:3 x 6    ชัÉวโมง      828.74+133.72cde      196.15+22.66defgh 
     อัตราส่วน  1:3 x 12  ชัÉวโมง    1181.26+298.55a      200.39+6.67cdefg 
     อัตราส่วน  1:4 x 2    ชัÉวโมง     504.22+30.84ghi     187.56+31.67efgh 
     อัตราส่วน  1:4 x 4    ชัÉวโมง     586.84+225.27 efghi     180.77+14.63efgh 
     อัตราส่วน  1:4 x 6    ชัÉวโมง     773.83+156.37cdef     155.51+25.77h 
     อัตราส่วน  1:4 x 12  ชัÉวโมง   1148.09+182.67a     158.08+7.68gh 
     อัตราส่วน  1:5 x 2    ชัÉวโมง     515.53+50.87fghi     186.15+19.41efgh 
     อัตราส่วน  1:5 x 4    ชัÉวโมง    729.68+123.27cdefg     171.41+9.18fgh 
     อัตราส่วน  1:5 x 6    ชัÉวโมง    858.69+68.93cd     188.21+35.65efgh 
     อัตราส่วน  1:5 x 12  ชัÉวโมง   1101.29+221.47ab     158.59+6.77gh 
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3.3  ผลการจําแนกโปรตีนถั Éวเหลืองหลังจากการย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ 

ภาพทีÉ  8  9  และ 10  แสดงรูปแบบ (pattern)  ของโปรตีนถัÉวเหลืองทีÉพบในไฮโดรไลเสททีÉ

เตรียมได้จากการทดลองครั Ê งนี Ê   ผลการเปรียบเทียบและการวิเคราะห์รูปแบบของโปรตีนถัÉวเหลืองใน

ไฮโดรไลเสททีÉเตรียมจากถัÉวเหลืองกับโบรมิเลนหยาบทีÉอัตราส่วน  1:1  1:2  1:3  1:4  และ  1:5  ด้วย

ระยะเวลานาน  2  ชัÉวโมง (ภาพทีÉ  8)  พบว่า  โปรตีนทีÉมีขนาดนํ Ê าหนักโมเลกุลเล็กกว่า  30  kDa

ปรากฏบนแถบบนแผ่นเจลเป็นจํานวนมาก ในขณะทีÉโปรตีนขนาดนํ Ê าหนักมากกว่า  30  kDa ปรากฏ

เป็นแถบบนแผ่นเจลในปริมาณทีÉน้อยกว่า  ซึÉงรูปแบบของโปรตีนมีลักษณะคล้ายกับระยะเวลา        

ในการย่อยนาน  12 ชัÉวโมง  นัÉนคือแถบโปรตีนขนาดเล็กกว่า  30  kDa  จะปรากฎในลักษณะของ

แถบโปรตีนทีÉมีความเข้มข้นสูงกว่าแสดงในภาพทีÉ  9 

ผลการจําแนกโปรตีนถัÉวเหลืองไฮโดรไลเสททีÉเตรียมจากการใช้ถัÉวเหลืองต่อโบรมิเลนหยาบ

อัตราส่วน  1:3  โดยใช้ระยะเวลาในการย่อยนาน  2  4  6  และ  12  ชัÉวโมง  พบว่า  ระยะเวลา      

การย่อยทีÉนานขึ Ê น  ทําให้โปรตีนขนาดใหญ่มีปริมาณลดลง  ในทางตรงกันข้ามโปรตีนขนาดเล็ก       

มีจํานวนเพิÉมมากขึ Ê น  จากการพิจารณาแถบโปรตีนบนแผ่นเจลทีÉแสดงให้เห็นถึงความเข้มข้น               

ของแถบโปรตีนขนาดใหญ่ทีÉลดลง  ในขณะทีÉความเข้มข้นของแถบโปรตีนขนาดเล็กมีปริมาณเพิÉมขึ Ê น   
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ภาพทีÉ 8  แผ่นเจล  SDS-PAGE  ของไฮโดรไลเสททีÉได้จากการย่อยถัÉวเหลืองด้วยโบรมิเลนหยาบ 

  อัตราส่วนต่าง  ๆ ระยะเวลานาน  2  ชัÉวโมง   

  (1)  โปรตีนมาตรฐาน               

  (2)  ถัÉวเหลืองผสมนํ Ê ากลัÉน  อัตราส่วน  1:3   

  (3)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:1 

  (4)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:2 

  (5)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:3 

  (6)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:4 

  (7)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:5 
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ภาพทีÉ 9  แผ่นเจล  SDS-PAGE  ของไฮโดรไลเสททีÉได้จากการย่อยถัÉวเหลืองด้วยโบรมิเลนหยาบทีÉ 

 อัตราส่วนต่าง  ๆ ระยะเวลานาน  12  ชัÉวโมง   

  (1)  โปรตีนมาตรฐาน   

  (2)  ถัÉวเหลืองผสมนํ Ê ากลัÉนอัตราส่วน  1:3   

  (3)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:1   

  (4)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:2   

  (5)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:3   

  (6)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:4   

  (7)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  อัตราส่วน  1:5   
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ภาพทีÉ 10  แผ่นเจล  SDS-PAGE  ของไฮโดรไลเสททีÉได้จากการย่อยถัÉวเหลืองด้วยโบรมิเลนหยาบ 

อัตราส่วน  1:3  ทีÉระยะเวลาต่าง  ๆ  

 (1)  โปรตีนมาตรฐาน   

 (2)  ถัÉวเหลืองผสมนํ Ê ากลัÉน  12  ชัÉวโมง   

 (3)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  นาน  2  ชัÉวโมง   

 (4)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  นาน  4  ชัÉวโมง   

 (5)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  นาน  6  ชัÉวโมง   

 (6)  ถัÉวเหลืองย่อยด้วยโบรมิเลนหยาบ  นาน  12  ชัÉวโมง   
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วิจารณ์ 

 

โบรมิเลน  เป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนทีÉพบได้ทั Ê งในส่วนของลําต้น  ผล  และใบ  ของสับปะรด  

(Devakate et al.,  2009)  จากผลการศึกษาวิจัยของนิอร และคณะ  (2554)  พบว่า  สับปะรดทีÉมี

ระดับความสุกทีÉมากเกินไป  ค่ากิจกรรมเอนไซม์ย่อยโปรตีนของโบรมิเลนจะมีค่าลดลง  การศึกษานี Ê

จึงคดัเลือกผลสับปะรดทีÉมีลักษณะของผลสีเหลืองของตาร้อยละ 10 (Mohammed, 2004)  ภาพทีÉ 6  

มาใช้ในการเตรียมโบรมิเลนหยาบ  โบรมิเลนหยาบทีÉใช้ในการศึกษามีค่ากิจกรรมเฉลีÉยเท่ากับ  

2,297  หน่วย  โดย  1  หน่วยของเอนไซม์ในการศึกษานี Ê  แสดงถึงกิจกรรมโปรติเอสทีÉสามารถย่อยได้ 

1  ไมโครกรัมสัมมูลย์  (µg equivalent)  ไทโรซีนต่อนาที  ณ  สภาวะทีÉกําหนด  (ภาคผนวก  ค)        

ค่ากิจกรรมโบรมิเลนทีÉตรวจวิเคราะห์ได้จากการศึกษานี Ê  สอดคล้องกับผลการวิจัยของรุ่งทิพย์ และ

สงวนศรี (2551) และ Pardo et al. (2000) ทีÉพบว่าค่ากิจกรรมโบรมิเลนอยู่ในช่วง  992-3312  หน่วย

การนําโบรมิเลนหยาบไปใช้ย่อยถัÉวเหลืองบดละเอียดในการศึกษานี Ê   จะเห็นได้ว่าโบรมิเลนหยาบ    

มีศักยภาพในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลืองสายพันธุ ์ราชมงคล 1 โดยพิจารณาจากผลการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมดและปริมาณ free α-amino nitrogen หรือ FAN  ทีÉมีค่าเพิÉมขึ Ê น 

ตามปริมาณการใช้โบรมิเลนและระยะเวลาในการย่อยเพิÉมขึ Ê น  ทั Ê งนี ÊการเพิÉมปริมาณโบรมิเลนหยาบ

จากอัตราส่วนของถัÉวเหลืองกับโบรมิเลนหยาบจาก  1:1  เป็น  1:5  ทําให้ปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้

ทั Ê งหมดมีค่าลดลงร้อยละ  76  และปริมาณ  FAN  มีค่าเพิÉมขึ Ê นร้อยละ  52  ส่วนการเพิÉมระยะ        

ในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลืองจาก  2  ชัÉวโมง เป็น  12  ชัÉวโมง ทําให้ปริมาณโปรตีนทีÉละลายได้ทั Ê งหมด 

มีค่าลดลงร้อยละ  87  และปริมาณ  FAN  มีค่าเพิÉมขึ Ê นร้อยละ  48  ซึÉงผลการทดลองดังกล่าวเป็นผล

เนืÉองจากการทํากิจกรรมของโบรมิเลนทีÉ ทําการย่อยโปรตีน  ทําให้เกิดหน่วยย่อยของโปรตีน              

เปปไทด์สายสั Ê นๆ  และกรดอะมิโนเพิÉมขึ Ê น  (พัชรา, 2541)  โดยทีÉการเพิÉมความเข้มข้นของเอนไซม์

และเพิÉมระยะเวลาในการย่อยส่งผลต่อผลิตภัณฑ์ทีÉเกิดขึ Ê น (Rickwood and Hame, 1992) ทั Ê งนี Ê

คณ ะ วิจัย ห ลาย ก ลุ่ม ไ ด้ ราย งานศัก ย ภาพใ น ก ารย่ อย โป รตีน ถัÉ ว เ ห ลืองของ โบร มิ เ ลน                             

ในลักษณะใกล้เคียงกับการศึกษานี Ê  (วราพันธุ ์และคณะ, 2547; Lamsal et al., 2007; วารยา, 2538)           

เมืÉอพิจารณาผลการวิเคราะห์ปริมาณ  FAN  ทีÉมีผลมาจากปัจจัยของอัตราส่วนของถัÉวเหลืองต่อ             

โบรมิเลนหยาบและปัจจัยของระยะเวลาในการย่อย  จึงคัดเลือกอัตราส่วนของถัÉวเหลืองต่อ               

โบรมิเลนหยาบทีÉอัตราส่วน  1:3  และปัจจัยของระยะเวลาในการย่อยนาน  12  ชัÉวโมง  เป็นสภาวะทีÉ

เหมาะสมในการย่อยโปรตีนในถัÉวเหลืองด้วยโบรมิเลนหยาบจากผลสับปะรด  เนืÉองจากสภาวะ

ดังกล่าว  ทําให้เกิดปริมาณ FAN  สูงสุดในไฮโดรไลเสท (ตารางทีÉ  6) 
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เทคนิคอิเล็กโตรไฟรีซิส  เป็นเทคนิคทีÉใช้แยกและวิเคราะห์ชีวโมเลกุล (อาภัสสรา,  2537)   

ซึÉงการทดลองครั Ê งนี Ê  ได้นําเอาวิธี  SDS-PAGE  ของ Laemmli  (1970)  มาใช้ในการศึกษารูปแบบและ

จําแนกขนาดของโปรตีนถัÉวเหลืองในไฮโดรไลเสททีÉ เตรียมจากสภาวะทีÉ กําหนดทีÉแตกต่างกัน                            

จากผลการทดลองทีÉได้  พบว่า  โบรมิเลนมีความสามารถในการย่อยโปรตีนถัÉวเหลืองได้  โดยอธิบาย

ได้จากจํานวนโปรตีนขนาดใหญ่ทีÉมีปริมาณลดลงและจํานวนโปรตีนขนาดเล็กทีÉมีปริมาณเพิÉมขึ Ê น             

ในไฮโดรไลเสททีÉเตรียมโดยใช้โบรมิเลนหยาบในปริมาณความเข้มข้นทีÉสูงขึ Ê นและระยะเวลานานขึ Ê น  

ซึÉงวราพันธุ ์และคณะ (2547) และวารยา (2538)  ก็ได้รายงานการใช้โบรมิเลนย่อยโปรตีนถัÉวเหลือง

แล้วทําให้โปรตีนมีขนาดเล็กลงด้วยเช่นกัน  และผลการศึกษารูปแบบโปรตีนด้วยวิธี  SDS-PAGE                

ยังสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ทางเคมีอีกด้วย  กล่าวคือ  ปริมาณ FAN ทีÉเพิÉมขึ Ê นกับโปรตีน

โมเลกุลขนาดเล็กทีÉมีปริมาณมากขึ Ê นตามความเข้มข้นของโบรมิเลนและระยะเวลาในการย่อยทีÉ

เพิÉมขึ Ê น  ซึÉงปริมาณ  FAN  เป็นค่าทีÉแสดงถึงปริมาณไนโตรเจนของกรดอะมิโนอิสระ (Fleet, 1992)  

แสดงว่า  ไฮโดรไลเสททีÉมีปริมาณ  FAN  สูงก็จะบ่งชี Ê ได้ว่าไฮโดรไลเสทนั Ê นมีกรดอะมิโนอยู่สูงด้วย 
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สรุป 

 ประสิทธิภาพของโบรมิเลนจากผลสับปะรดในการย่อยถัÉวเหลือง  สภาวะทีÉเหมาะสมใน   

การย่อยโปรตีนในถัÉวเหลืองด้วยโบรมิเลนหยาบจากผลสับปะรด  คือ  การใช้อัตราส่วนระหว่าง      

ถัÉวเหลืองบดละเอียดต่อโบรมิเลนหยาบจากผลสับปะรด  ในอัตราส่วน  1:3  และทําการย่อยทีÉ

อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส เป็นเวลา  12  ชัÉวโมง 
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