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บทที่ 4 
ค่ากจิกรรมโบรมิเลนในกระบวนการท าไวน์สับปะรด 

บทน า 

ปัจจบุนัเอนไซม์มีบทบาทตอ่อตุสาหกรรมอาหารและอตุสาหกรรมเคร่ืองด่ืมเป็นอย่างมาก 
เช่น  การใช้เพคติเนสในการสกัดน า้ผลไม้ การเติมอะไมเลส และ โปรติเอสจากแบคทีเรียลงไปใน
การผลิตเบียร์  การใช้เอนไซม์ปาเปนและอะไมโลกลโูคสซิเดสในการกรองเบียร์  เพ่ือลดปัญหาของ
การเกิดตะกอนโปรตีน  เป็นต้น (นิธิยา  และ ไพโรจน์, 2547) โบรมิเลนเป็นเอนไซม์ในกลุ่มเอนไซม์
ยอ่ยโปรตีน (proteolytic  enzyme)  ท่ีส าคญัชนิดหนึ่งในอตุสาหกรรมอาหาร  พบในสบัปะรดเป็น
ส่วนใหญ่  (Hebber et al., 2008) โบรมิเลนเป็น  endoprotease ท่ีอยู่ในกลุ่ม cysteine protease 
(Khan et al., 2003) ท่ีพบในเนือ้เย่ือ  ล าต้น  ผล  และใบของสบัปะรด โบรมิเลนจากส่วนของ           
ล าต้นสบัปะรดหรือ stem bromelain (EC 3.4.22.32) มีขนาดน า้หนกัโมเลกุล 24.5 kDa และ      
โบรมิเลนจากส่วนของผลสบัปะรดหรือ fruit bromelain (EC 3.4.22.3) มีขนาดโมเลกลุ 25 kDa 
(Polaina and MacCabe, 2007; Xue et al., 2010; Anonymous, 2010c)  โบรมิเลน
ประกอบด้วยกรดอะมิโน  283 หน่วย  มีพีเอชท่ีเหมาะสมในการย่อยเคซีนท่ีพีเอชเท่ากับ 7.0 
cysteine  hydrogen sulfide (H2S) และ sodium cyanide (NaCN) ช่วยกระตุ้นการท างานของ
เอนไซม์  ส่วน  Hg2+และ  Ag+ ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ (Koh et al., 2006)  โบรมิเลนได้ถกู
น าไปใช้กนัอย่างแพร่หลายในกระบวนการแปรรูปอาหาร ได้แก่ การท าให้เนือ้นุ่ม การน าไปใช้ใน
อตุสาหกรรมเบเกอร่ี และ การท าให้โปรตีนคงตวัในอุตสาหกรรมเคร่ืองด่ืม โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
กลุ่มน า้ผลไม้และเบียร์  (Meyer, 2001; Esti et al., 2011) นอกจากนัน้ยงัมีการศกึษาวิจยัการน า
โบรมิเลนไปใช้ในประโยชน์กันอย่างกว้างขวาง  แพรวไพลิน และคณะ (2552) ได้ท าการศึกษา
คณุสมบตัิและการย่อยสลายเห็ดด้วยโบรมิเลนเพ่ือน ามาเป็นสารปรุงแต่งรสในอาหาร ซึ่งพบว่า
หลงัจากท่ีน าโปรตีนมาท าการย่อยเห็ดแล้วท าการวิเคราะห์สารหอมระเหยท่ีให้กลิ่นในโปรตีนถึง    
7 ชนิด วราพนัธุ์  และคณะ (2547) ได้น าโบรมิเลนเข้ามาช่วยในการย่อยถัว่เหลือง  พบว่า โปรตีน
ในถัว่เหลืองละลายออกมาได้ดีเม่ือน ามาแช่ในน า้สบัปะรด IIaria et al. (2011) ท าการวิจยัโดยท า
ให้โปรตีนในไวน์ขาวเกิดความคงตวัโดยใช้โบรมิเลน  คณะวิจยัได้ศึกษาสภาวะความเข้มข้นของ
เอทธานอลอยู่ในช่วงระหว่างร้อยละ 0-25 ผลการศกึษา  พบว่า ปริมาณเอทธานอลท่ีระดบัต ่าสุด
ร้อยละ10 จะมีผลในการยบัยัง้คา่กิจกรรมโบรมิเลน Esti et al. (2011) ศกึษาสารประกอบในไวน์ท่ี
มีผลต่อการยับยัง้ค่ากิจกรรมโบรมิเลนท่ีได้จากส่วนของล าต้นสับปะรดในไวน์สังเคราะห์              
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ผลการศึกษา พบว่า  แอลกอฮอล์ในไวน์ และซัลเฟอร์ไดออกไซด์ท่ีเติมในไวน์  มีคุณสมบตัิเป็น    
ตวัยบัยัง้ค่ากิจกรรมโบรมิเลน  โดยซัลเฟอร์ไดออกไซด์มีความสามารถในการยับยัง้ค่ากิจกรรม  
โบรมิเลนสูงสุด ในขณะท่ี gallic tannin และ ellagic tannin ไม่มีคุณสมบตัิในการยับยัง้              
คา่กิจกรรมโบรมิเลนท่ีได้จากสว่นของล าต้นสบัปะรด     
 โปรตีน เป็นโพลีเอไมด์ (polyamides) ท่ีพบในสิ่งมีชีวิตประกอบไปด้วยหน่วยย่อย              
ท่ีเรียกวา่ กรดอะมิโน (amino acids) สามารถแสดงบทบาทได้หลายๆอย่างเช่น  เอนไซม์  ฮอร์โมน  
เป็นต้น  (ยานี, 2554)  โปรตีนในไวน์ส่วนใหญ่พบในน า้หมกัท่ีมาจากผลองุ่น หรือตวัผลไม้ท่ีใช้    
ในการหมัก  และในระหว่างกระบวนการหมัก  โดยโปรตีนจะถูกสกัดออกมาในระหว่าง
กระบวนการหมัก ซึ่งจะมากกว่าท่ีมาจากน า้หมักเร่ิมต้นท่ีใช้  โปรตีนท่ีพบในไวน์มีปริมาณอยู่
ในช่วง 10-500  มิลลิกรัมตอ่ลิตร  มีขนาดน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 20-30 kDa (Sauvag  et  al.,  
2010)  แม้ว่าปริมาณโปรตีนในไวน์จะมีอยู่น้อย  แตก็่มีความส าคญัตอ่คณุภาพลกัษณะของไวน์  
โดยเฉพาะในไวน์ขาว  จะมีผลต่อลกัษณะความคงตวัท่ีพบในไวน์ขาว เม่ือท าการบรรจไุวน์จะพบ
ปัญหาคือ  เกิดตะกอนขึน้หลังท าการบรรจุ  เช่นเดียวกับการผลิตไวน์ขาวจากสับปะรดจะพบ
ปัญหาตะกอนหลงัท าการบรรจขุวด ซึง่เป็นลกัษณะของตะกอนของโปรตีน ดงันัน้ การศกึษานีจ้ึงมี
วตัถุประสงค์  เพ่ือศึกษาผลของโบรมิเลนและโปรตีนท่ีมีในผลสบัปะรดท่ีระดบัความสุกแก่ต่างๆ 
ของสบัปะรดท่ีมีผลตอ่คณุภาพไวน์ขาวจากสบัปะรดท่ีหมกัด้วยยีสต์ 4 สายพนัธุ์   
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 

4.1  คุณลักษณะของโบรมิเลนในน า้สับปะรดที่ระดับความสุกแก่ต่างๆ  

 วางแผนการทดลองแบบ CRD (completely  randomized  design) ท าการทดลอง 3 ซ า้  
โดยใช้ผลสบัปะรดพนัธุ์ปัตตาเวียท่ีปลูกในเขตพืน้ท่ีจงัหวดัล าปาง  ปี  2555 ในการศกึษาครัง้นี ้  
แบ่งระดบัความสุกของผลสบัปะรดเป็น 3 ระดบั  โดยอาศยัสีเหลืองของเปลือกตาสบัปะรดคือ      
สีเหลืองของตาบนเปลือกสบัปะรดร้อยละ 10-35 (M2)  ร้อยละ  35-70 (M3)  และร้อยละ 70-80 
(M4)  ตามวิธีของ Mohammed (2004)  ล้างท าความสะอาดผลสบัปะรด  ปอกเปลือก หัน่เป็นชิน้  
คัน้เอาน า้สบัปะรด  แล้วใช้น า้สบัปะรดท่ีได้นีเ้ป็นโบรมิเลนหยาบ (crude bromelain)  ไปท าการ
วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนท่ีละลายได้ทัง้หมด  ตามวิธีดดัแปลงจาก Bollag et al. (1996)  และ
คา่กิจกรรมของโปรติเอส  ตามวิธีดดัแปลงจาก  Chomsri  (2001)  และ  Khan  et  al. (2003)  
ดงัแสดงใน  ภาคผนวก ค 

4.2 ค่ากิจกรรมของโบรมิเลนในระหว่างการหมักน า้สับปะรดและในไวน์สับปะรด  

 วางแผนการทดลองแบบ 3x4  factorial  in  CRD (completely  randomized  design)  
ในการหมกัไวน์สบัปะรด  โดยมีปัจจยัท่ีศึกษา 2 ปัจจยั คือ  ระดบัความสุกแก่ของสบัปะรดแบ่ง
ออกเป็น  3 ระดบั คือ  สีเหลืองของตาบนเปลือกสบัปะรดร้อยละ 10-35 (M2)  ร้อยละ  35-70 
(M3)  และร้อยละ 70-80 (M4)  และสายพนัธุ์ยีสต์ท่ีแตกตา่งกนั 4 พนัธุ์  คือ Saccharomyces 
cerevisiae E1 S. cerevisiae B1 Toluraspora delbrueckii และ Kluyveromyces  
thermotolerans  ในการหมกัไวน์สบัปะรดมีวิธีการเช่นเดียวกบัข้อ 3.2  (บทท่ี 3)  เก็บตวัอย่างไวน์
สบัปะรด  มาท าการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของโบรมิเลนและโปรตีนในระหว่างการหมกัทุก 3 วัน 
ของการหมกัจนครบ  15  วนั  

4.3  การจ าแนกโปรตีนของไวน์สับปะรด   

 เก็บตัวอย่างไวน์สับปะรดหลังจากยุติการหมัก  น าไปจ าแนกขนาดของโปรตีนในไวน์
สับปะรดท่ีได้จากการหมักโดยวิธี  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel  
electrophoresis (SDS-PAGE) ด้วยชดุวิเคราะห์โปรตีน  (mini  protein ® tetra cell; Bio-rad,  
Biorad  laboratories,  USA)  ตามวิธีของ Laemmli (1970) ก าหนดสภาวะการวิเคราะห์  คือ  4% 
stacking  และ 12 %  running  gel  พร้อมทัง้ใช้โปรตีนมาตรฐาน  (marker;  Amersham, low 
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molecular  weight, GE healthcare UK)  เพ่ือแสดงขนาดโปรตีนโดยประมาณ และ ท าการย้อมสี
โปรตีนด้วย  Coomassie  brilliant  Blue R 250  โปรตีนมาตรฐานประกอบด้วยโปรตีน  6 ชนิด  
ดงัแสดงในภาคผนวก ค 

4.4  การวิเคราะห์ทางสถติ ิ

 วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมลูโดยวิธี  ANOVA  (analysis of variance)  และ
เปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยการวิเคราะห์ความแตกตา่งทางสถิติโดยวิธี  Duncan’s  new  multiple  
range  test  (DMRT)  ท าการทดลอง  3 ซ า้ 
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ผลการทดลอง 

4.1  คุณลักษณะของโบรมิเลนในน า้สับปะรดที่ระดับความสุกแก่ต่างๆ 

 การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของโบรมิเลนในสับปะรดท่ีความสุกแก่ต่างกัน  พบว่า  ท่ีระดบั
ความสกุแก่ของสบัปะรดตา่งกัน มีผลตอ่ค่ากิจกรรมของโบรมิเลนท่ีพบในสบัปะรดท่ีแตกต่างกัน 
(p<0.05)  โดยคา่กิจกรรมของโบรมิเลนในผลสบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่ระดบั M2 มีคา่กิจกรรม
ของโบรมิเลนสงูสดุคือ 2,007.35 หน่วย  รองลงมาคือ สบัปะรดท่ีระดบัความสกุ M3 และ M4  คือ 
1,108.82  และ  411.03 หนว่ย  ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 4.1   
 
 

 
 ภาพท่ี 4.1  คา่กิจกรรมของโบรมิเลนท่ีพบในสบัปะรดท่ีความสกุแก่ทัง้ 3 ระดบั 
หมายเหตุ:    อกัษรก ากบัตา่งกนับนกราฟแทง่  แสดงถึงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  (p<0.05)  
 

4.2  ค่ากิจกรรมโบรมิเลนในระหว่างการหมักน า้สับปะรดและในไวน์สับปะรด 

 เม่ือท าการตรวจตดิตามการเปล่ียนแปลงคา่กิจกรรมของโบรมิเลนในระหว่างการหมกัไวน์
สบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่ตา่งๆ  ทัง้ 3 ระดบั  พบว่า คา่กิจกรรมสมัพทัธ์  (relative activity) ของ
โบรมิเลนจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงระยะเวลา 3 วนัแรกของการหมกั  โดยท่ีคา่กิจกรรมสมัพทัธ์
ของโบรมิเลนท่ีเหลือสงูสดุของ M2  M3 และ M4  มีคา่คิดเป็นร้อยละเท่ากบั  51.38  67.93   และ  
35.81 ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.2) เม่ือท าการหมกัไวน์สบัปะรดโดยใช้น า้สบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่
แตกตา่งกนัทัง้ 3 ระดบั นาน 15 วนั พบวา่ ไวน์สบัปะรดท่ีได้จากการหมกัน า้สบัปะรดท่ีระดบัความ
สกุแก่ระดบั M4  มีคา่กิจกรรมของโบรมิเลนสมัพทัธ์เหลือสงูสดุเพียงร้อยละ 7.44 ในขณะท่ีการใช้
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น า้สบัปะรดท่ีมาจากสบัปะรดความสกุแก่ระดบั M2 มีค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ของโบรมิเลนคงเหลือ
สงูสดุคือร้อยละ  43.71  ดงัแสดงในภาพท่ี  4.2  
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ภาพท่ี 4.2 การเปล่ียนแปลงของคา่กิจกรรมสมัพทัธ์ของโบรมิเลนในระหวา่งการหมกั 
 ไวน์สบัปะรดจากสบัปะรดท่ีมีความสกุแก่ทัง้ 3 ระดบั 
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การตรวจวิเคราะห์ค่ากิจกรรมโบรมิเลนในไวน์สบัปะรดหลงัจากเสร็จสิน้การหมกั 15 วนั  
พบว่า  ค่ากิจกรรมโบรมิเลนท่ีเหลืออยู่ในไวน์สับปะรดมีค่าแตกต่างกันดงัแสดงในตารางท่ี 4.2     
ในด้านปัจจยัของความสกุแก่ของผลสบัปะรดท่ีแตกตา่งกนั 3 ระดบั  คือ M2  M3  และ M4  พบว่า  
การใช้ผลสับปะรดท่ีระดับความสุกแก่แตกต่างกัน  ส่งผลให้ค่ากิจกรรมโบรมิเลนท่ีเหลืออยู่ใน     
ไวน์สบัปะรดมีความแตกตา่งกัน  (p<0.05)  โดยพบว่า  ไวน์สบัปะรดท่ีท าจากสบัปะรดท่ีระดบั      
ความสุกแก่ M2 มีค่ากิจกรรมโบรมิเลนเหลืออยู่เท่ากับ  817.53 หน่วย  ซึ่งมีค่าสูงกว่า                    
ไวน์สบัปะรดท่ีท าจากสบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่ M3 (372.20 หน่วย) และ M4 (11.23 หน่วย) 
ตามล าดบั  ส่วนในด้านปัจจยัของสายพนัธุ์ยีสต์ท่ีใช้ในการหมกัน า้สบัปะรดจ านวน 4 สายพนัธุ์ 
พบว่าการใช้ยีสต์  T. delbrueckii  และ K. thermotolerans  ในการหมกัน า้สบัปะรด  มีผลท าให้
ไวน์สบัปะรดมีคา่กิจกรรมของโบรมิเลนสงูกว่าการใช้ S. cerevisiae E1  S. cerevisiae  B1      
ในการหมกัน า้สบัปะรด (p<0.05)  และเม่ือพิจารณาปฏิสมัพนัธ์  (interaction)  พบว่า กิจกรรม
โบรมิเลนท่ีเหลืออยูใ่นไวน์สบัปะรดมีคา่แตกตา่งกนั โดยมีความสอดคล้องกบัผลกระทบจากแตล่ะ
ปัจจยั 
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ตารางท่ี 4.1 ผลของระดบัความสกุแก่ของสบัปะรดและสายพนัธ์ยีสต์ตอ่คา่กิจกรรมโบรมิเลน 
 และโปรตีนท่ีเหลืออยูใ่นไวน์สบัปะรด 
 

Factor Bromelain activity (unit) Protein (mg/l) 
maturity level  *  * 

M2 817.53±90.66a 124.51±29.97ab 
M3 372.20±44.86b 135.21±26.60a 

M4 11.23±21.68c 101.28±12.71b 

yeast  strain  *  ns 

S. cerevisiae E1 (S1) 371.04±328.30c 106.83±7.42 
S. cerevisiae  B1 (S2) 355.75±336.75c 117.40±16.64 

T. delbrueckii  (T) 306.41±385.22b 127.26±26.94 

K. thermotolerans (K) 468.22±398.18a 129.83±44.54 

interaction  *  ns 

M2xS1 732.20±48.67c 110.06±0.59 

M2xS2 748.93±33.12c 124.10±7.83 

M2xT 857.42±10.81b 116.60±13.38 

M2xK 931.98±24.33a 147.26±66.83 

M3xS1 380.91±11.49cd 105.00±9.26 

M3xS2 318.31±28.38ef 123.51±24.66 

M3xT 361.80±23.36f 159.64±13.47 

M3xK 427.76±10.14d 152.67±13.21 

M4xS1 0.00±0.00g 105.42±12.54 

M4xS2 0.00±0.00g 104.58±14.89 

M4xT 0.00±0.00g 105.53±0.77 

M4xK 44.93±16.22g 89.58±19.61 

*ตวัเลขที่มีอกัษรก ากบัตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนั แสดงถึงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)   
ns = ไมม่ีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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4.3  ผลของการจ าแนกโปรตีนของไวน์สับปะรด 

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีนในน า้สับปะรดท่ีมาจากสับปะรดความสุกแก่ต่างๆ  
พบว่า  ในผลสบัปะรดมีปริมาณของโปรตีนอยู่ระหว่าง  592.86-708.33  มิลลิกรัมตอ่ลิตร (ภาพท่ี
4.3)  และหลงัจากการหมกัน า้สบัปะรดนาน 15 วนั  พบว่า  ไวน์สบัปะรดหลงัเสร็จสิน้การหมกัมี
ปริมาณโปรตีนลดลงเหลืออยูร่ะหวา่ง  89.58-159.64  มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 

 
ภาพท่ี 4.3  ปริมาณโปรตีนเฉล่ียท่ีพบในน า้คัน้ของผลสบัปะรดท่ีความสกุแก่ทัง้  3  ระดบั 
  และในไวน์สบัปะรด 
หมายเหตุ:     อกัษรก ากบับนกราฟแท่งสีฟ้าและสีแดงที่แตกต่างกนัแสดงถึงข้อมลูมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
  ทางสถิติ(p<0.05)    
                            ns = ที่ก ากบับนกราฟแทง่สแีดงแสดงถึงข้อมลูไมม่ีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 จากการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงของโปรตีนระหว่างการหมกัไวน์สับปะรดโดยใช้
สับปะรดท่ีระดบัความสุกแก่ต่างกัน  พบว่า ในระหว่างการหมักปริมาณโปรตีนจะลดลงอย่าง
รวดเร็วในช่วง 3 วนัแรกของการหมกั  จากนัน้การเปล่ียนแปลงของโปรตีนมีแนวโน้มลดลงอย่าง
ช้าๆ และคอ่นข้างคงท่ีประมาณ 9-10 วนั  ระหวา่งการหมกั  (ภาพท่ี 4.4 )  โดยปริมาณของโปรตีน
เฉล่ียท่ีพบในไวน์สบัปะรดท่ีได้จากสบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่ตา่งกนัอยู่ในช่วง  432.47-770.69  
มิลลิกรัมตอ่ลิตร   
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ภาพท่ี 4.4  การเปล่ียนแปลงของโปรตีนในระหวา่งการหมกัน า้สบัปะรดจากผลท่ีมีระดบั 
 ความสกุแก่ 3 ระดบั 
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 ภาพท่ี 4.5  แสดงรูปแบบของโปรตีนท่ีพบในน า้สบัปะรด  และภาพท่ี  4.6  และ  4.7  
แสดงรูปแบบของโปรตีนท่ีพบในไวน์สบัปะรด  โดยเปรียบเทียบการใช้ผลสบัปะรดท่ีระดบัความแก่  
M2  M3  และ M4  ในเตรียมน า้สบัปะรด  แล้วหมกัด้วยยีสต์ S. cerevisiae E1  S. cerevisiae  
B1  T. delbrueckii  และ  K. thermotolerans  พบว่า ไวน์สบัปะรดท่ีท าจากผลสบัปะรดท่ีมีระดบั
ความสกุแก่แตกตา่งกันและหมกัด้วยยีสต์ท่ีแตกตา่งกนั  มีผลท าให้รูปแบบของโปรตีนท่ีพบในไวน์
มีความแตกตา่งกนั  จากภาพท่ี 4.6 และ 4.7 จะเห็นได้ว่า  ไวน์สบัปะรดจากผลสบัปะรดระดบั
ความสกุแก่ M3 และ M4  มีแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุขนาดประมาณ  28. 4 kDa ท่ีมี  ความ
เข้มมากกว่าไวน์สบัปะรดจากสบัปะรดท่ีระดบัความสุกแก่ M2  และการใช้สบัปะรดท่ีระดบัความ
สกุแก่เพิ่มมากขึน้  แถบโปรตีนขนาดเล็กกว่า 20 kDa จะมีความเข้มท่ีลดลง  นอกจากนีย้งัพบว่า  
มีแถบโปรตีนท่ีมีน า้หนักโมเลกุลขนาด  25.4 kDa ในไวน์สับปะรดทุกสิ่งทดลองท่ีท าจากผล
สบัปะรดท่ีความสุกแก่ทัง้ 3 ระดบั  และหมกัด้วยยีสต์ทัง้ 4 สายพนัธุ์ โดยจะพบว่ารูปแบบของ
โปรตีนท่ีพบน า้สับปะรดแต่ละระดบัความสุกแก่ท่ีใช้ในการหมักไวน์สบัปะรด  หลงัจากท่ีท าการ
หมักไวน์เห็นได้ว่ารูปแบบของโปรตีนในไวน์สับปะรดท่ีปรากฏจะมีลักษณะใกล้เคียงกับ               
น า้สบัปะรดท่ีน ามาใช้ในการหมกั 
 

 
 
ภาพท่ี 4.5  แผน่เจล SDS-PAGE ของน า้สบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่ทัง้ 3 ระดบั   

     (1)  โปรตีนมาตรฐาน 
      (2)  น า้สบัปะรดท่ีระดบัความสกุ  M2 
      (3)  น า้สบัปะรดท่ีระดบัความสกุ  M3 
      (4)  น า้สบัปะรดท่ีระดบัความสกุ  M4 
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ภาพท่ี 4.6  แผน่เจล SDS-PAGE  ของไวน์สบัปะรดท่ีมาจากสบัปะรดความสกุแก่ 
 ทัง้ 3 ระดบั ร่วมกบั S. cerevisiae E1  และ S. cerevisiae B1 หลงัยตุ ิ 
 การหมกั 15 วนั  
       (1)  ไวน์สบัปะรด M2S1 
       (2)  ไวน์สบัปะรด M2S2 
       (3)  ไวน์สบัปะรด M3S1 
       (4)  ไวน์สบัปะรด M3S2 
       (5)  ไวน์สบัปะรด M4S1 
       (6)  ไวน์สบัปะรด M4S2 

      (7)  โปรตีนมาตรฐาน 
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ภาพท่ี 4.7  แผน่เจล SDS-PAGE  ของไวน์สบัปะรดท่ีมาจากสบัปะรดความสกุแก่ 
 ร่วมกบั T. delbrueckii และ  K. thermotolerans หลงัยตุกิารหมกั 15 วนั  
       (1)  ไวน์สบัปะรด M2T 
       (2)  ไวน์สบัปะรด M2K 
       (3)  ไวน์สบัปะรด M3T 
       (4)  ไวน์สบัปะรด M3K 
       (5)  ไวน์สบัปะรด M4T 
       (6)  ไวน์สบัปะรด M4K 

      (7)  โปรตีนมาตรฐาน 
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วิจารณ์ 

 โบรมิ เลนซึ่ง เป็นเอนไซม์ในกลุ่มเอนไซม์ย่อยโปรตีน   (proteolytic enzyme)                      
เป็น  endoprotease  ท่ีอยู่ในกลุ่ม  cysteine protease (Khan et al., 2003)  ท่ีพบในเนือ้เย่ือ   
ล าต้น  ผล  และใบของสับปะรด  โบรมิเลนจากส่วนของผลสับปะรด หรือ fruit bromelain        
(EC 3.4.22.33) เป็นโปรติเอสท่ีเรียกว่า  glucoprotein proteinase (Corzo et al., 2011)             
มีขนาดน า้หนกัโมเลกลุประมาณ  25  kDa (Xue et al., 2010; Anoymous, 2010c)  การศกึษา
กิจกรรมโบรมิเลนในครัง้นี ้ ท าการทดลองเพ่ือตรวจสอบอิทธิพลของค่ากิจกรรมโบรมิเลนของ      
น า้หมกัท่ีเตรียมจากผลสบัปะรดท่ีระดบัความสกุ  3 ระดบั  โดยใช้ยีสต์ 4 สายพนัธุ์ในกระบวน   
การหมกั  ผลจากการตรวจวิเคราะห์คา่กิจกรรมโบรมิเลนในน า้สบัปะรดเร่ิมต้นท่ีใช้ในการหมกัไวน์
สบัปะรด  ท าให้ทราบวา่คา่กิจกรรมของโบรมิเลนจะมีคา่ลดลงเม่ือผลสบัปะรดมีระดบัความสกุแก่
เพิ่มมากขึน้  ซึ่งผลการศึกษาท่ีได้นีส้อดคล้องกับผลงานวิจัยของนิอร  และคณะ  (2554)  และ         
ค่ากิจกรรมของโบรมิเลนมีค่าลดลงในระหว่างการหมกั  และพบหลงเหลืออยู่ในไวน์สบัประรดท่ี               
ท าจากผลสบัปะรดท่ีระดบัความสุกแก่ M2 และ M3 ในขณะท่ีไวน์สบัปะรดท่ีท าจากสบัปะรด
ระดบัความสกุแก่ M4 ตรวจไม่พบคา่กิจกรรมของโบรมิเลน  ยกเว้นไวน์สบัปะรดท่ีหมกัด้วยยีสต์  
K. thermotolerans  การลดลงของคา่กิจกรรมโบรมิเลนนี ้ คาดว่าเกิดขึน้จากผลของความเข้มข้น
ของแอลกอฮอล์ท่ีเข้มข้นมากขึน้จากการหมกัน า้ตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ของยีสต์ โดยแอลกอฮอล์ 
ท่ีระดบัความเข้มข้นสงูกว่าร้อยละ 10 จะส่งผลตอ่การยบัยัง้คา่กิจกรรมโบรมิเลน (IIaria et al., 
2011;)  ปริมาณโปรตีนท่ีพบในผลสับปะรดท่ีระดับความสุกแก่ทัง้  3 ระดับ (592.86-708.33  
มิลลิกรัมต่อลิตร) มีค่าใกล้เคียงกับผลการศึกษาวิจยัของนิอร และคณะ (2554) แต่มีค่าสูงกว่า   
ผลการศึกษาของเข็มทอง  (2554)  ในขณะท่ีผลการวิเคราะห์โปรตีนในไวน์สับปะรด  พบว่า           
มีปริมาณโปรตีนอยู่ในปริมาณท่ีน้อยกว่าน า้หมักเร่ิมต้น (89.58-159.64 มิลลิกรัมต่อลิตร)  
ปริมาณโปรตีนในไวน์สบัปะรดนี ้ มีคา่อยู่ในระดบัท่ีพบในไวน์ขาวจากผลองุ่น  (Ribéreau-Gayon 
et al., 2006a)  การลดลงของโปรตีนนีอ้าจเกิดจากโบรมิเลนซึ่งเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีน  ท่ียงัคงมี
คา่กิจกรรมของการยอ่ยโปรตีนอยูท่ัง้ในระหวา่งการหมกั และในผลิตภณัฑ์ไวน์สบัปะรด  โบรมิเลน
อาจย่อยโปรตีนท่ีมีอยู่ในระหว่างกระบวนการหมัก  ซึ่งมีทัง้โปรตีนจากสับปะรด โปรตีนจาก
จุลินทรีย์ท่ีพบในระหว่างการหมัก  โดยเฉพาะยีสต์ (Chomsri, 2008) ผลจากการท างานของ       
โบรมิเลนท่ีท าการย่อยโปรตีนดงักล่าว ท าให้เกิดหน่วยย่อยของโปรตีน  เปปไทด์สายสัน้ๆ  และ
กรดอะมิโนเพิ่มขึน้ (พัชรา, 2541)  ซึ่งอาจจะท าให้เกิดรสขมขึน้ในไวน์สับปะรดได้ เน่ืองจาก       
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กรดอะมิโนหรือเพปไทด์บางกลุ่มท่ีได้จากการย่อยสลายของโปรตีนท่ีมีคณุสมบตัิให้รสขม (Belitz 
et al., 2009)       
 เม่ือพิจารณาผลจากการจ าแนกโปรตีนเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส  ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีใช้แยก
และวิเคราะห์ทางชีวโมเลกลุ  (อาภสัสรา, 2537)  จะเห็นได้ว่า  ไวน์สบัปะรดท่ีท าจากน า้สบัปะรด 
ท่ีมีค่ากิจกรรมโบรมิเลนสูง  หรือไวน์สบัปะรดท่ีมีค่ากิจกรรมโบรมิเลนเหลืออยู่  จะมีแถบโปรตีน     
ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุขนาดเล็กกวา่ 20 kDa เป็นจ านวนมาก  เม่ือเทียบกบัไวน์สบัปะรดท่ีตรวจไม่พบ
ค่ากิจกรรมโบรมิเลน  ซึ่งน่าจะมีส่วนสัมพัทธ์กับผลการวิเคราะห์โปรตีนท่ีลดลง  กล่าวคือ                
โบรมิเลนย่อยโปรตีนในน า้หมักและไวน์  ได้เป็นเปปไทด์หรือกรดอะมิโน  ท าให้ปริมาณโปรตีน
ลดลงในผลิตภณัฑ์ไวน์สบัปะรด  ผลจากการศกึษานี ้ น่าจะบง่บอกได้ถึงระดบัความสกุแก่ของผล
สับปะรดท่ีมีผลต่อค่ากิจกรรมของโบรมิ เลน  และระดับของค่ากิจกรรมโบรมิ เลนท่ีพบ                 
ในน า้สับปะรดท่ีใช้เป็นน า้หมักเ ร่ิมต้น  ในระหว่างกระบวนการหมัก  และในผลิตภัณฑ์             
ไวน์สับปะรดส่งผลกระทบต่อคุณภาพของไวน์สับปะรด  ซึ่งน่าจะได้มีการศึกษาถึงอิทธิพลของ     
ค่ากิจกรรมโบรมิ เลนท่ีมีต่อองค์ประกอบทางเคมี  และคุณภาพทางประสาทสัมผัสของ                 
ไวน์สบัปะรดตอ่ไป   
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สรุป 
 

การศึกษาคุณลักษณะของโบรมิเลนในน า้สับปะรดท่ีระดับความสุกแก่ 3 ระดับคือ                 
สีเหลืองของตาบนเปลือกร้อยละ 10-35 (M2)  ร้อยละ 35-70 (M3)  และร้อยละ 70-80 (M4)        
โดยใช้ยีสต์ 4 สายพนัธุ์คือ  Saccharomyces cerevisiae E1  S.  cerevisiae  B1 Toluraspora 
delbrueckii และ Kluyveromyces  thermotolerans  ท าให้ได้ข้อสรุปผลการศกึษาดงันี ้ 
 1. คา่กิจกรรมของโบรมิเลนในผลสบัปะรดท่ีระดบัความสกุแก่ระดบั M2 มีคา่กิจกรรมของ
โบรมิเลนสงูสดุคือ 2,007.35 หน่วย  รองลงมาคือ สบัปะรดท่ีระดบัความสกุ  M3  และ M4  คือ  
1,108.82  และ  411.03 หนว่ย  ตามล าดบั  
 2. ระดบัความสกุแก่ระดบัของผลสบัปะรดมีผลตอ่คา่กิจกรรมสมัพทัธ์ (relative activity) 
ของโบรมิเลนท่ีลดลงในระหวา่งการหมกัไวน์สบัปะรด   
 3. การใช้ผลสับปะรดท่ีระดับความสุกแก่แตกต่างกันในการท าไวน์สับปะรด ส่งผลให้    
คา่กิจกรรมโบรมิเลนท่ีเหลืออยูใ่นไวน์สบัปะรดมีความแตกตา่งกนั 
 4. แถบโปรตีนท่ีมีน า้หนกัโมเลกุลน้อยกว่า 20 kDa ของไวน์สบัปะรดท่ีปรากฏอยู่บน     
แผน่เจลบง่ชีถ้ึงอิทธิพลของคา่กิจกรรมโบรมิเลนในน า้หมกัและไวน์ท่ีมีตอ่องค์ประกอบโปรตีนท่ีพบ
ในไวน์สบัปะรด  
 5. การใช้น า้สบัปะรดท่ีมีค่ากิจกรรมของโบรมิเลนสูงส่งผลต่อลกัษณะของโปรตีนท่ีมีใน
ไวน์สบัปะรดมีน า้หนกัโมเลกลุเล็กลง   
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