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 วัตถุประสงคของการศึกษาเพื่อทําใหเอนไซมบริสุทธิ์บางสวน และศึกษาคุณลักษณะของ
เอนไซมในปลากะตัก (Stolephorus spp.)โดยศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมี คือ พีเอชและอุณหภูมิ
ที่เหมาะสม ผลของเกลือ ความจําเพาะเจาะจงตอสารตั้งตน  และสารยับยั้งกิจกรรมของโปรตีเนส  
พบวา  กิจกรรมยอยสลายตัวเอง (autolytic activity) เกิดขึ้นสูงสุดที่ 60  องศาเซลเซียส  อยาง
ไรก็ตามเมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือมีผลใหการยอยสลายลดลง โปรตีเนสที่สกัดจากปลากะตัก
ทั้งตัวสามารถยอยสลายสารตั้งตนสังเคราะหสําหรับทริปซิน คือบิวทิลออกซิคารบอนิล-แอสพาร
ติก(เบนซิล)-โพรลีน-อารจีนีน-7-อะมิโด-4-เมทิลคลูมาริน (butyl-oxycarbonyl-Asp(oBzl)-

Pro-Arg-7-amido-4-methylcoumarin)     และถูกยับยั้งโดยสารยับยั้งทริปซินในถั่วเหลือง  
(soybean trypsin inhibitor)  ลิวเพปติน  (leupeptin) และ โทซิล-แอล-ไลซีน คลอโรเมทิล คี
โตน (N-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone) นอกจากนี้โปรตีเนสที่แสดงกิจกรรมสูงสุด คือ
โปรตีเนสที่คลายทริปซิน (trypsin-like proteinase)     และทริปซิน (trypsin) ที่สกัดจาก
เครื่องในของปลากะตัก  ในขณะที่ในสวนของกลามเนื้อปลา      พบเฉพาะโปรตีเนสที่คลายทริป
ซิน   โดยน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีเนสในสวนของเครื่องในของปลากะตัก คือ 31, 35, 44, 49 
และ 57 กิโลดาลตัน ซ่ึงทําการตรวจวัดกิจกรรมดวยวิธีการยอมสี   ในสภาวะที่มีเกลือโซเดียม
คลอไรดความเขมขน 4.0 โมลาร  ในสวนของกลามเนื้อ พบโปรตีเนสที่มีขนาด 56 กิโลดาลตัน 
เมื่อทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวยวิธีการใหความรอน การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความ
เขมขนรอยละ 30-60 การแยกดวยเทคนิค การแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange)  ความ
สามารถในการเกิดอันตรกิริยาไฮโดรฟอบิก (hydrophobic interaction) และแยกตามขนาดมวล
โมเลกุล (gel filtration)  สามารถแยกโปรตีเนสไดเปน 4 สวน คือ P111 P21 P31 และ P4   
โดยพบวาทั้ง 4 สวนสามารถยอยสลายสารตั้งตนสังเคราะหสําหรับทริปซิน    มีอุณหภูมิและพี
เอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมคือ 50-60 องศาเซลเซียส  และ 8.5 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา   
สารยับยั้งทริปซินในถั่วเหลือง ลิวเพปติน และโทซิล-แอล-ไลซีน คลอโรเมทิล คีโตน   สามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของโปรตีเนสที่ทําบริสุทธิ์บางสวนได    และยังพบวาแคลเซียมไอออนไมมีผลตอ
กิจกรรมของเอนไซมที่แยกไดยกเวน P111 โดยโปรตีเนสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนมีขนาด 
27 ถึง 65 กิโลดาลตัน โปรตีเนสที่คลายทริปซินสามารถยอยสลายเนื้อปลากะตักไดที่อุณหภูมิ 35 
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The objectives of this study were to characterize and partially purify 

endogenous proteinases from Indian anchovy. In addition, biochemical 

characteristics, including pH and temperature optimum, effect of NaCl concentration, 

substrate specificity, and inhibitor were elucidated. Autolytic activity was maximum 

at 60 oC and decreased with increasing NaCl concentration. Crude proteinases isolated 

from whole fish effectively hydrolyzed synthetic substrates of trypsin, especially 

butyloxycarbonyl-Asp(oBzl)-Pro-Arg-7-amido-4-methylcoumarin and was inhibited 

by soybean trypsin inhibitor (SBTI), leupeptin, and N-tosyl-L-lysine chloromethyl 

ketone (TLCK). Trypsin-like proteinase and trypsin from viscera exhibited the highest 

activity, while only activity of trypsin-like proteinases from muscle was predominant. 

Molecular weight (MW) of crude proteinases in viscera of Indian anchovy was 

estimated to be 31, 35, 44, 49, and 57 kDa by activity staining in the presence of 4.0 

M NaCl. MW of crude proteinases extracted from muscle was 56 kDa. Trypsin-like 

proteinases were partially purified using heat treatment, 30-60% saturation 

ammonium sulfate fractionation, anion exchange, hydrophobic interaction, and gel 

filtration chromatography. Four fractions (P111, P21, P31, and P4) exhibiting 






