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 วัตถุประสงคหลักของโครงการวิจัยนี้เพื่อศึกษาการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสโดยตรงจากน้ําหมัก จากเชื้อ  
Bacillus Subtilis TISTR 25  โดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 และ โพแทสเซียมฟอสเฟต โดยแบง
งานวิจัยนี้ออกเปนสามสวนใหญๆ คือ สวนที่หนึ่งเปนการศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบ (7.5  8.5  
9.5 และ 10.5)  สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง (22:1  3:1  1:1  1:3  1:25) และความเขมขนของ
ปริมาณน้ําหมัก (10  20  30  40  และ 50 เปอรเซนตโดยน้ําหนักของระบบ) ที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก คากิจกรรม
จําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส  และเปอรเซนตผลได  พบวาภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส คือ ที่คา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางเทากับ 1:25  และ ความเขมขนของน้าํ
หมักเทากับ 50 เปอรเซนตโดยน้ําหนักของระบบ ใหประสิทธิภาพการสกัด คากิจกรรมจําเพาะ  และเปอรเซนตผลได ซึง่มี
คาเทากับ 48.3 และ 17.7  หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีนและ 62.2 เปอรเซนต ตามลําดับ 
 สวนที่สองคอืการเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด  โดยใช ปริมาตรไหลผาน  จํานวนขัน้ตอนสมดุล คุณสมบัติ
ทางกายภาพ  สดัสวนของอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาค ปริมาณของแข็งในระบบ  ความงายในการทําความสะอาด 
และสามารถดูแลรักษาและซอมบํารุงไดงาย  พบวาหอสกัดแบบ Oldshue  Rushton  เปนหอสกัดที่เหมาะสมที่สุด โดย
ออกแบบใหมี ความสูง 500 มิลลิเมตร  เสนผานศูนยกลาง  46 มิลลเิมตร  เสนผานศูนยกลางของใบพัด  18 มิลลิเมตร  
เสนผานศูนยกลางภายในของวงแหวน  23 มิลลิเมตร  และระยะหางระหวางวงแหวน 23 มิลลิเมตร  
 สวนที่สามซึ่งเปนสวนสุดทายของงานวิจัยนี้ คือ ศึกษาอิทธิพลของความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด (0  
50  100  150  และ 200 รอบตอนาที)  อัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว (1.0  2.1  3.4  และ  5.3  มิลลิลิตร
ตอนาที) และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง (17.9 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที) และความเขมขนของน้ําหมัก
เร่ิมตนที่เติมในวัฏภาคตอเนื่อง (20  40  60 และ 72 เปอรเซนตโดยน้ําหนัก) ที่มีผลตอจํานวนเทาความบริสุทธิ ์ 
เปอรเซนตผลได  และประสิทธิภาพการสกัด  โดยทําการสกัดแบบตอเนื่องในหอสกดั  โดยใหวัฏภาคกระจายตัวซึ่งมี
องคประกอบของ PEG 1000 เทากับ  42.5 % (w/w) และโพแทสเซยีมฟอสฟอต เทากับ 2.5 % (w/w)  น้ํา 55.0 %(w/w) 
ไหลขึ้นสวนทางกบัวัฏภาคตอเนื่องที่ไหลลง  ซึ่งมอีงคประกอบของโพแทสเซยีมฟอสเฟต เทากับ 28.0 % (w/w) และน้ํา
(หรือน้ําหมัก) 72.0% (w/w)  ซึ่งพบวาที่ภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ Oldshue 
Rushton คือ ที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 100 รอบตอนาที อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวฏั
ภาคตอเนื่อง เทากับ 3.4 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลําดับ  และมีความเขมขนของน้ําหมักเริ่มตนเทากับ 20 
เปอรเซนต โดยน้ําหนักของวัฏภาคตอเนื่อง ซึ่งใหจํานวนเทาความบริสุทธิ์ เปอรเซนตผลได  และประสิทธิภาพการสกัด 
เทากับ  6.0  73.7  เปอรเซนต  และ 0.79 ตามลําดับ และพบวาแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการสกัดแลวซึ่งอยูในวัฏภาค
กระจายตัว มีกิจกรรมลดลง 12.9  9.2  6.2 เปอรเซนต เมื่อเก็บไวเปนเวลา 1 เดือน ที่ 32 ± 2   4  -20 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ และภาวะที่เหมาะสมจากการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton ในงานวิจัยนี้
สามารถนําไปคํานวณหาคาอุทกพลศาสตรของของเหลวและขอมูลการถายเทมวล เพือ่ใชในการออกแบบและขยาย
ขนาดหอสกัดตอไป 
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 The aim of this research was to determine proper conditions for extraction of alkaline protease  from 
fermentation broth of Bacillus Subtilis TISTR 25  using aqueous two phase systems of PEG 1000 and potassium 
phosphate. The research was divided into three sections. The first section was to study  effects of system pH  
(7.5 , 8.5, 9.5, and 10.5), volume ratio of upper and lower phases (22:1, 3:1, 1:1 ,1:3 and 1:25), and fermentation 
broth concentrations (10, 20, 30, 40, 50 % w/w) on partition coefficients  and specific activity of alkaline protease. 
The optimal conditions for alkaline protease extraction were pH value of 7.5, volume ratio of 1:25, 50% w/w 
fermentation broth which gave the partition coefficient , specific activity, and yield percent of 48.3 , 17.7 U/mg 
protein, and 62.2, respectively. 
 The second section was to select type and design suitable extraction column. The criteria used were: 
total throughput , numbers of equilibrium stages,  physical properties of the aqueous two phase system,  
volumetric flow rate ratio,  ability to handle solid, ease of cleaning, and low maintenance characteristic. Judging 
from all these criteria, Oldshue Rushton column was selected and designed for further study. The column was 
500 mm. high with the column diameter of 45 mm, impeller diameter of 18 mm., ring  internal diameter of 23 mm., 
and  compartment height of 23 mm. 
 The third and final section of this research was the study of impeller revolution speed (0, 50, 100, 150, 
and 200 rpm), dispersed (1.0, 2.1, 3.4, and 5.3  ml/min) and continuous phase flow rates (17.9 and 11.8 ml/min), 
and fermentation broth concentration (20, 40, 60, 72% w/w in continuous phase) effects on purity factor, yield 
percent, and column extraction efficiency. Extraction was done in continuous mode with dispersed phase 
composed of 42.5% w/w PEG1000, 2.5% w/w potassium phosphate, and 55.0 %w/w water flowing upwards, and 
continuous phase of 28.0% potassium phosphate, and 72.0 % w/w water flowing downwards.  It was found that 
the optimal conditions for alkaline protease extraction in the Oldshue Rushton column were impeller speed of 100 
rpm, dispersed and continuous phase flow rates of 3.4, and 11.8 ml/min, and 20% w/w of fermentation broth 
which gave purity factor, yield percent, and extraction efficiency of 6.0, 73.7, and 0.79, respectively. It was also 
found the activity of the extracted alkaline protease dissolve in PEG1000 rich phase system reduced from its 
initial activity 12.9, 9.2, and 6.2 percent when left at 32 ± , 4 and –20 °C  respectively, for one month. The proper 
conditions found for alkaline protease extraction in Oldshue Rushton  column in this work can be used for further 
investigation to determine characteristic velocity, and mass transfer coefficient for the design of larger extractor. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปดวยความชวยเหลือจากหลายๆทาน ผูเขียนขอขอบ   
พระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.สีรุง  ปรีชานนท อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธ  เปนอยางสูงที่ไดให
คําปรึกษาที่มคีุณคาตอการดําเนนิและพฒันางานวจิัย ตรวจทานแกไขวิทยานพินธ ตลอดจนการ
พัฒนาความคดิใหเปนนักวิจยัที่ดี และ รองศาสตราจารย นภา ศวิรังสรรค  อาจารยที่ปรึกษา
วิทยานิพนธรวมและใหความอนุเคราะหเชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25      
 
 ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.ธวชัชัย ชรินพาณิชกุล ประธานกรรมการและ ผูชวย
ศาสตราจารย ดร. สุทธิชัย อัสสะบํารุงรัตน และ อาจารย ดร. เหมือนเดือน พิศาลพงศ กรรมการ
สอบวิทยานิพนธ ซึง่ไดเสนอขอคิดเหน็ที่เปนประโยชนและแกไข เพิ่มเติมสวนที่บกพรองของ
งานวิจยันี ้
 
 ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลยั และภาควชิาวิศวกรรมเคมี ที่ไดสนับสนุนใหทนุอุดหนนุการ
วิจัยครั้งนี ้
 
 ขอขอบคุณพี่ๆเพื่อนๆ และนองๆ หองวิจัยวิศวกรรมชีวเคมี ที่ใหคําแนะนําและความ
ชวยเหลือจนงานวิจัยนี้สําเรจ็ลุลวงไปไดดวยด ี
 
 ขอขอบคุณนองๆ จากภาควชิาชีวเคม ี  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ที่ได
ใหคําแนะนําการเลี้ยง เชื้อ Bacillus subtilis TISTR 25 เพื่อผลิตแอลคาไลนโพรทีเอสในงานวิจัยนี้ 
ตลอดจนคําแนะนาํที่เกี่ยวกบัเอนไซม 
 
 ทายสุดนี้ขอขอบพระคุณ คณุพอ คุณแม คุณยาย(ที่ลวงลับไปแลว)และขอบคุณทุกคนใน
ครอบครัวที่คอยเปนกาํลังใจและใหการสนับสนนุทางการศึกษาตลอดมา จนทาํใหผูวิจัยสามารถ
ทํางานวิจยัสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
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สัญลกัษณตัวแปร 
 
a  พื้นที่ผิวสมัผัส, m2 

A  พื้นที่หนาตัด, m2 

c  จํานวนของสารประกอบในระบบ 
iC  ความเขมขนของสารประกอบ i  ในระบบ 
1
iC  ความเขมขนของสารประกอบ i  ในวัฎภาคที่หนึ่ง (วัฎภาคบน) 
2
iC  ความเขมขนของสารประกอบ  i ในวัฎภาคที่สอง (วัฎภาคลาง) 
1cC  ความเขมขนในวัฏภาคตอเนื่องกอนเขาหอสกัด  
2cC  ความเขมขนในวัฏภาคตอเนื่องที่ออกจากหอสกัด  

*
rC  ความเขมขนในวัฏภาคตอเนื่องที่ออกจากหอสกัดที่ภาวะสมดุล  

D คาสัมประสิทธิ์การแพร, m2/s 
rd  เสนผานศูนยกลางของใบกวน,m 
cd  เสนผานศูนยกลางภายในของหอสกัด,m 
sd  เสนผานศูนยกลางภายในของวงแหวน,m 
32d  ขนาดเฉลี่ยของหยดของเหลว, m 

xc F,F  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคตอเนื่อง, ml/min 
yd F,F  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคกระจายตัว, ml/min 

1cF  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคตอเนื่องเขาหอ, ml/min 
2cF  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคตอเนื่องออกหอ, ml/min 

G พลังงานอิสระ กิปป 
g  แรงโนมถวงโลก, m/s2 

ch  ระยะหางระหวางวงแหวนภายในหอสกัด, m 
HTU  ความสงูของหอสกัดของการถายเทมวลหนึง่หนวย (Height of transfer unit), m 
k  คาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลผานฟลม 
K  คาคงที ่Boltzmann  

oxK  คาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม อางองิวัฏภาคตอเนื่อง,m/s 
odoy K,K  คาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม อางองิวัฏภาคกระจายตัว,m/s 

l  ความยาวของครีบใบพัด, cm 
L  ความสงูของหอสกัด, m 

ji m,m  คาสัมประสิทธิ์การแยก i  และ j  ตามลําดับ 



 ต

สัญลกัษณตัวแปร (ตอ) 
 

)0(m  คาสัมประสิทธิ์การแยกของตัวถูกละลายโปรตีนที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 
จุดไอโซอิเล็กตริกของโปรตีนนัน้ 

M  น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน 
dM  Murphee efficiency  อางองิวัฏภาคกระจายตัว 

in  จํานวนโมลของสารประกอบ i  
N  อัตราการถายเทมวล,  ความเขมขน/เวลา 
NTU   จํานวนหนวยที่ถายเทมวล (Number of transfer units) 
P  ความดันของระบบ 
T  อุณหภูมิสัมบูรณของระบบ 

cU  ความเร็วในการไหลของวัฏภาคตอเนื่อง m/s 
dU  ความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวั m/s 
rU  สัดสวนความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัตอวฏัภาคตอเนื่อง 

1V  ปริมาตรของวฏัภาคบน 
2V  ปริมาตรของวฏัภาคลาง 
NV  characteristic velocity m/s  

            (ที่ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัดเทากบั N รอบตอนาท)ี 
w  ความกวางของครีบใบพัด, cm 

bw  ความกวางของ baffer ในหอสกัด, cm 
ix  สัดสวนโมลของสารประกอบ i  ในวัฏภาคตอเนื่อง 
*
ix  สัดสวนโมลของสารประกอบ i  ในวัฏภาคตอเนื่องที่สมดลุ 
inx  สัดสวนโมลของสารประกอบเปาหมายในวัฏภาคตอเนื่องที่เขาหอสกัด 
outx  สัดสวนโมลของสารประกอบเปาหมายในวัฏภาคตอเนื่องที่ออกจากหอสกัด 

Y  เปอรเซนตผลได 
iy  สัดสวนโมลของสารประกอบ i ในวัฏภาคกระจายตัว 
*
iy  สัดสวนโมลของสารประกอบ i  ในวัฏภาคกระจายตวั 
iny  สัดสวนโมลของสารละลายเปาหมายในวฏัภาคกระจายตัวที่เขาหอสกดั 
outy  สัดสวนโมลของสารละลายเปาหมายในวฏัภาคกระจายตัวที่ออกจากหอสกัด 

z  ประจุสุทธิของโปรตีน 
CZ  ระยะหางระหวางวงแหวนภายในหอสกัด 



 ถ

สัญลกัษณตัวแปร (ตอ) 
 
สัญลกัษณอักษรกรกี 
 

iµ  ศักยเคมี ของสารประกอบ  i  
ijβ  คาสัมพนัธการเลือกของสารประอบ i และ j  

φ  วัฏภาค 
ϕ  สัดสวนปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัตอปริมาตรของเหลวทั้งหมดในหอสกัด, hold up 
γ  แรงตึงผิว (interfacial tension), kg/s2=103 dyne/cm 

iLγ  activity coefficient ของสารประกอบ i ในของเหลว 
ρ∆  ผลตางของความหนาแนนของวัฏภาค, kg/m3 

η  ปจจัยกาํหนดลักษณะของวฏัภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของโปรตีน 
θ  ลักษณะเฉพาะของโปรตีน ข้ึนกับพารามิเตอรภายนอก เชน อุณหภูมิ  
 องคประกอบของพอลิเมอรและเกลือในระบบ, สารเติมแตงเกลือที่ใช ฯลฯ  
δ  ความหนาของชั้นฟลมของหยดของเหลว 
λ  ประสิทธิภาพการสกัด 

C∆  ผลตางของความเขมขนของสารละลายระหวางวัฏภาค 
 
สัญลกัษณของตัวหอย 
 
f  คาที่ความจุสูงสุด (flooding point) 

j,i   ชนิดของสารประกอบในระบบ 
lm  คาเฉลี่ย ล็อกการิทึม (log - mean) 
φ
in  จํานวนโมลของสารประกอบ i ในวัฏภาค φ  

P  ความดัน 
T  อุณหภูมิที่สมบูรณ เคลวิน (K) 
1 วัฏภาคที่หนึ่ง หรือวัฏภาคบน 
2  วัฏภาคที่สอง หรือวัฏภาคลาง 
 
 
 
 



 ท

สัญลกัษณตัวแปร (ตอ) 
 
สัญลกัษณ ตัวยก 
 
1 วัฏภาคที่หนึ่ง หรือวัฏภาคบน 
2  วัฏภาคที่สอง หรือวัฏภาคลาง 
*  ภาวะที่สมดุล 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 โพรทีเอส (protease) หรือ โพรทีโอไลติก เอนไซม (proteolytic enzymes)  เปนเอนไซมที่
ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน เปนเอนไซมที่เกิดจากการหมักเชื้อจุลินทรีย เชนพวก
เชื้อราและแบคทีเรีย ซึ่งแบคทีเรียสกุลบาซิลัส (Bacillus) จะเปนแบคทีเรียที่นิยมใชในการผลิต  
โพรทีเอส เนื่องจากบาซิลัสสามารถผลิตโพรทีเอสเปนเอนไซมที่ถูกสกัดออกภายนอกเซลล  
(extracellular enzyme) ในปริมาณที่สูง  
 

โพรทีเอส เปนเอนไซมที่มีความตองการใชมากที่สุดในอุตสาหกรรม โดยมีปริมาณถึง 60 
เปอรเซนตของเอนไซมทั้งหมดที่ใชในอุตสาหกรรม  (Ng & Kenealy, 1986) ซึ่งอุตสาหกรรมที่   
โพรทีเอสเขาไปมีความสําคัญไดแก อุตสาหกรรม ผงซักฟอก การซักแหง ฟอกหนัง อาหารและยา 
ดังนั้นจากการที่สามารถนําโพรทีเอสไปใชไดในงานหลายชนิด ทําใหการผลิตและการทําให       
โพรทีเอสบริสุทธิ์และสามารถแยกโพรทีเอสออกมาจากน้ําหมักไดปริมาณมากที่สุดโดยไมเกิด
ความเสียหายแกโพรทีเอสจึงเปนงานที่มีสําคัญอยางมาก 
 
 สารละลายน้ําสองวัฏภาคเปนวิธีการหนึ่งที่ไดรับการยอมรับอยางกวางขวางในการแยก
โปรตีนหรือเอนไซมจากน้ําหมักหรือจากสารละลาย เนื่องจากเปนระบบที่ทําไดงาย มีประสิทธิภาพ
สูง และสะดวกในการดําเนินการ   และมีสภาวะแวดลอมของระบบเหมาะสมตอเอนไซม คือ ไมทํา
ใหเอนไซมเสื่อมสภาพ เนื่องจากน้ําเปนตัวทําละลายธรรมชาติของเอนไซม ซึ่งสารละลายน้ํา
สองวัฏภาค มีดวยกัน 2 ระบบ คือ ระบบที่ประกอบดวยพอลิเมอร 2 ชนิด และ ระบบที่เปนพอลิเม
อรหนึ่งชนิดรวมกับเกลือ  โดยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสามารถทําใหเอนไซมบริสุทธิ์หรือ
เขมขนขึ้นเนื่องจากการเลือกที่จะละลายในวัฏภาคใดวัฏภาคหนึ่งของเอนไซมมากกวาอีกวัฏภาค
หนึ่ง  ซึ่งปจจัยในการเลือกหรือแยกของเอนไซมจะขึ้นอยูกับองคประกอบของระบบ คาความเปน
กรด-ดาง  ชนิดและความเขมขนของเอนไซม เปนตน  ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะมีแรงตึง
ผิวระหวางวัฏภาคต่ํา (interfacial tension) คือ ประมาณ 0.0001-0.1 dyn/cm (Andersson และ คณะ 
, 1983)  ดังนั้นเมื่อมีการกวนระบบเกิดขึ้น จะทําใหหยดของวัฏภาคมีขนาดเลก็ไดงายและมีพื้นที่
ผิวสัมผัสของวัฏภาคไดมาก จึงสามารถลดปญหาเรื่องการถายเทมวลสารได 
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 ที่ผานมาไดมีการวิจัยนําระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคมาประยุกตใชกับการแยกแอล
คาไลนโพรทีเอส (alkaline protease)  (Sinha และ คณะ, 1996 ; Hotha และ คณะ, 1997; 
นันทิญา, 2543)  งานวิจัยนี้มุงเนนที่จะนําภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส 
(นันทิญา, 2543 ) มาศึกษาและพัฒนาตอ  ซึ่งนันทิญาไดศึกษาการแยกครูดแอลคาไลนโพรทีเอส
ซึ่งไดผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์แลวบางสวน แตในงานวิจัยนี้จะศึกษาการแยกแอลคาไลนโพร
ทีเอสจากน้ําหมักโดยตรง  โดยใชสารละลายน้ําสองวัฏภาคระบบพอลิเมอร-เกลือ และยังมุงเนนที่
จะนําภาวะที่ไดจากการทดลองในบีกเกอรไปใชในหอสกัด  โดยมีเปาหมายที่จะเลือกและออกแบบ
หอสกัดและหาภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส  เพื่อที่จะสามารถนําไปใชเปน
ขอมูลเบื้องตนในการพัฒนาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส โดยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคใน
ระดับขยายขนาดตอไป 
 
1.1 วัตถุประสงค 
 
 เพื่อหาภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสจาก น้าํหมักโดยใชระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ 
 
1.2 ขอบเขต 
 
1. ศึกษาภาวะและระบบของสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ Polyethylene glycol 1000 (PEG1000) 

และ โพแทสเซียมฟอสเฟตที่เหมาะสมสําหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้าํหมัก โดยใช
คาคงที่สมดุล  ความบริสุทธิ์ และ เปอรเซนตผลได เปนเกณฑในการพิจารณา โดยปจจัยที่
ทําการศึกษามีดังนี ้

 
1.1 คาความเปนกรด-ดาง คาที่ทาํการศึกษาอยูในชวง 7.5 –10.5  
1.2 สัดสวนปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง คาทีท่ําการศึกษาในชวง 22:1 – 1:25 
1.3 สัดสวนโดยน้าํหนักของน้ําหมักที่เติมในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค  อยูใน ชวง  

10 – 50 เปอรเซนต ของระบบทั้งหมด 
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2. เลือกชนิดและออกแบบหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ 
 
3. ศึกษาปจจยัทีม่ีผลตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมกัในหอสกัดที่ออกแบบ โดยใช 

จํานวนเทาความบริสุทธิ ์เปอรเซนตผลได  และประสิทธภิาพการสกัด เปนเกณฑในการ
พิจารณา โดยปจจัยที่จะทาํการศึกษามีดงันี ้
3.1 ความเร็วรอบในการกวน  ( รอบตอนาท,ี rpm )  คาที่ทาํการศึกษาอยูในชวง 0 – 200 รอบ

ตอนาท ี
3.2 อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว (วัฏภาคบน)  คาทีท่ําการศึกษาอยูในชวง 

1.0 –5.3 มิลลิลิตรตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนือ่ง (วัฏภาคลาง)  
คาที่ทาํการศึกษามีคาเทากบั 17.9 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี

3.3  ความเขมขนของสารละลาย (solution) คาที่ทาํการศึกษาอยูในชวง 20-72 เปอรเซนต 
โดยน้ําหนักของวัฏภาคตอเนื่อง  

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.3.1 ทราบถึงภาวะและองคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่เหมาะสมใน
การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมัก  
 1.3.2 ทราบถึงภาวะที่เหมาะสมและอิทธิพลของปจจัยตางๆที่มีผลตอการสกัดแอลคาไลน 
โพรทีเอส โดยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ 
 1.3.3 เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดระดับขยาย
ขนาด 
  



บทที่ 2 
 

ทฤษฎี 
 
2.1 บทนํา 
 
 ในบทนี้จะกลาวถงึ เอนไซมแอลคาไลนโพรทีเอส เทอรโมไดนามกิของสมดุลวัฏภาค    
ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค  เครื่องสกัดและวิธีการเลือกชนิดของเครื่องสกัด  ซึ่งเปนความรูที่
ตองใชในการศึกษาการสกดัแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัด 
 
2.2 แอลคาไลนโพรทีเอส 
  

แอลคาไลนโพรทีเอส หรือ เซอรีนโพรทีเอส (serine protease) เปนโพรทีเอสชนิดหนึ่ง ซึ่ง
เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกริิยาการยอยสลายโปรตีน โดยโพรทีเอสจะยอยสลายพันธะเปปไทด
ของโปรตีนโมเลกุล โพรทีเอสเปนไซมที่มีความสําคัญมากในกระบวนการผลิตของอุตสาหกรรม
อาหาร อุตสาหกรรมฟอกหนัง และอุตสาหกรรมซักฟอก 

 
แอลคาไลนโพรทีเอส จะทาํหนาที่ยอยสลายโปรตีนในภาวะสารละลายทีเ่ปนดาง โดย

เอนไซมชนิดนีจ้ะมี หมู –OH group อยูที่บริเวณเรง (active site)  ซึ่งเอนไซมในกลุมนี้ไดแก       
ไคโมทริปซิน (chymotrypsin), ทริปซนิ (trypsin), อีลาสเตส (elastase), ทรอมบิน(thrombin) 
และซับทิลิซนิ (subtilisin)  แอลคาไลนโพรทีเอสจะถกูยบัยั้งการทาํงานโดยตัวยับยัง้จําเพาะที่มีผล
ตอกรดอะมโินเซอรนี ไดแก ได-ไอโซโพรพีลฟลูออโรฟอสโฟเนต (di- isopropylflourophosphonate,  
DFP)  และ ฟนิลเมททิลซัลโฟนลิ ฟลอูอไรด (phenylmethyl sulphonyl fluoride, PMSF) 
เนื่องจากเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงตอคาความเปนกรด-ดาง และปจจัยอืน่ที่แวดลอม ดงันัน้
ปจจัยทีม่ีผลตอการเสื่อมสภาพของแอลคาไลนโพรทเีอส จึงไดแก คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
สารเคมี และแรงกล                             
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2.3 เทอรโมไดนามิกของสมดุลวัฏภาค 
 
 ในกระบวนการแยกสารจะอาศัยคุณสมบัติทางเทอรโมไดนามกิของสาร ซึ่งอธิบายไดดวย
สมการทีเ่ปนความสมัพนัธของเทอรโมไดนามิกของสาร โดยจะเกีย่วของถึงความตองการพลังงาน 
สมดุลของวัฏภาค และขนาดของเครือ่งมือที่จะใชแยก ในหัวขอนี้จะกลาวถึงคุณสมบัติและ
หลักการทางเทอรโมไดนามกิที่ใชสําหรับกระบวนการแยกสารที่สมดุลวัฏภาค  ไดแก เงื่อนไขของ
สมดุลของวัฏภาค  ปจจัยการแยก (separation factor ) เปนตน 
 

2.3.1 เงื่อนไขของสมดุลของวฏัภาค 
 
ถาในระบบสารผสมมากกวา 1 วัฏภาคประกอบดวย สวนประกอบ c ชนิด และมี φ วฏัภาค 

สามารถเขยีนภาวะทางเทอรโมไดนามิกทีส่มดุลของสารไดดังสมการที ่2.1 
 

 

c,,1i,

PPP

TTT
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i

)2(
i

)1(
i

)()2()1(

)()2()1(

KK

K

K

=µ=µ=µ

==

==

φ

φ

φ

   2.1 

 
สามารถเขยีนความสัมพันธของศักยเคมี กับ พลงังานอสิระกิปป ( Gibbs free energy , 

G(φ))   ไดดังสมการที ่2.2 
 

  ( )
( )

( )
( )φ

φ

φ
φ

∂
∂

=µ
iin,P,Ti

i )n(
)G(      2.2 

 
ดังนัน้การเขาสูสมดุลของระบบขึ้นอยูกับ 3 ปจจัย คือ อุณหภูมิ ความดัน และศักยเคมี

ของแตละสารประกอบในระบบ ซึ่งโดยปกติสมดุลในระบบของเหลว-ของเหลว จะดําเนนิการที่
อุณหภูมิและความดันคงที ่ดังนัน้จะไดวา 

 
  ( ) 0)G(d P,T =φ       2.3 
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 2.3.2 คาสัมประสิทธิ์การแยก  
 
เปนอัตราสวนของสัดสวนเชงิโมล (mole fraction) ของสารประกอบที่กระจายตัวอยูใน

ระบบ 2 วัฏภาคที่ภาวะสมดุล โดยในหัวขอนี้จะกลาวเฉพาะในกรณีที่ภาวะสมดุลของ 
ของเหลว-ของเหลว เทานั้น 

 
นิยามคาสัมประสิทธิ์การแยกสําหรับระบบของเหลว-ของเหลว แสดงไดดังสมการที ่2.4 
 

   )1(
iL

)2(
iL

)2(
i

)1(
i

i x
xm

γ
γ

==      2.4 

 

 ซึ่งสําหรับระบบสารละลายเจือจาง (dilute solution) จะพบวาคาสดัสวนเชงิโมลของตัว
ถูกละลายจะแปรผันตรงกับคาความเขมขนของตัวถกูละลายนั้น ( xi α Ci ) ดังนัน้ 
 

)2(
i

)1(
i

i C
Cm =      2.5 

 
2.3.3 ปจจัยการแยก ( Separation Factor) 
 

 เปนตัวแปรที่สะทอนถึงองคประกอบที่ภาวะสมดุล และเปนคาที่บอกถึงประสทิธภิาพใน
การแยกของกระบวนการนัน้ในกรณีที่เปนของเหลว-ของเหลว คาปจจัยการแยกจะมีชื่อเรียก
เฉพาะวา คาสมัพันธการเลือก (relative selectivity, βij) ซึ่งนยิามดงัสมการที ่2.6 
 

   
( ) ( )( )
( )( ))2(

j
2

i

1
j

1
i

ij x/x
x/x

=β      2.6 

  
การแยกจะใหประสิทธิภาพดีก็ตอเมื่อคาปจจัยการแยกมีคามากกวา หรือตํ่ากวา 1   

จาก สมการ 2.4 และ 2.6 สามารถเขยีนไดดังสมการที่ 2.7 
 

   
( ) ( )( )
( )( ) j

i
)2(

j
2

i

1
j

1
i

ij m
m

x/x
x/x

==β     2.7 
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2.4 การสกัดของเหลวดวยของเหลว ( liquid-liquid extraction) 
 
 การสกัดของเหลวดวยของเหลว เปนการแยกตัวถูกละลาย (solute) ออกจากสารละลาย 
โดยนํามาสัมผัสกับตัวทาํละลาย (solvent) ซึ่งควรมีคุณสมบัติไมผสมกับวัฏภาคสารละลาย
เปนวัฏภาคเดยีวกนั สามารถผสมกับตัวถูกละลายไดเพียงอยางเดียว  ดงันัน้ตัวถูกละลายจึงถกู
สกัดจากวัฏภาคของสารละลายไปสูวัฏภาคของตัวทําละลาย โดยอาศยัคุณสมบัติทางเคมีของสาร
ในระบบ  การสกัดของเหลวดวยของเหลวนิยมใชในกรณีที่ไมสามารถสกัด หรือสกัดไดไมดีดวย
การ กลัน่ การระเหย การตกผลึก ซึง่อาจจะเนื่องมาจากอิทธพิลของอุณหภูมิที่มีตอคุณสมบัติของ    
ผลิตภัณฑ 
 

 2.4.1 ระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาค ( Aqueous Two-Phase Systems, ATPS) 
 
 ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค (ATPS) เปนระบบหนึ่งของการสกัดของเหลวดวย
ของเหลว ซึง่เปนที่รูจกัมาตัง้แตป ค.ศ. 1896  มี 2 ระบบ คือระบบที่เปนพอลิเมอร 2 ชนิด และอีก
ระบบ คือระบบที่เปนพอลเิมอรกับเกลือ โดยมนี้ําเปนตัวทําละลายในทัง้สองวัฏภาค ดังนั้นจงึได
สารละลายน้ําสองวัฏภาคทีแ่ยกชั้นกันอยูเนื่องจากความแตกตางกนัทางกายภาพและเคมีของ   
วัฏภาค โดยวฏัภาคที่หนึง่จะจะประกอบดวยพอลิเมอรชนิดหนึ่งอยูมาก สวนพอลิเมอรอีกชนิดหนึ่ง
หรือเกลือจะประกอบอยูมากในวัฏภาคทีส่อง จากความแตกตางกันทางกายภาพและเคมีของ    
วัฏภาคทําใหสามารถแยกตวัถูกละลายเปาหมายออกจากสารละลายได เนื่องจากตัวถูกละลาย
แตละชนิดจะสามารถกระจายและละลายในแตละวัฏภาคไดแตกตางกัน 
 

2.4.2 แผนภาพวฏัภาค ( phase diagrams) 
 
 การเขียนแผนภาพวัฏภาค สามารถเขยีนได 2 ลักษณะ คือ เขียนแบบสามเหลี่ยมดานเทา 
และเขียนแบบสามเหลี่ยมมมุฉาก ซึ่งการเขียนแบบหลงัจะนิยมใชมากกวาแบบแรก โดยแกน y 
(แนวตั้ง) จะแสดงเปอรเซนตโดยน้ําหนักของพอลิเมอรที่มีมากในวฏัภาคบน สวนแกน x 
(แนวนอน) แสดงเปอรเซนตโดยน้ําหนกัของพอลิเมอรอีกชนิดหนึง่หรือเกลือที่มีมากในวัฏภาคลาง 
ดังนัน้ทกุจุดบนแผนภาพวัฏภาคจะมีคาโดยน้ําหนักเทากบั 100 เปอรเซนตเสมอ แผนภาพวัฏภาค
รูปแกนมุมฉาก จะไมแสดงความเขมขนของตัวทาํละลายน้าํ ซึง่แตกตางจากแผนภาพวัฏภาครปู
สามเหลี่ยมดานเทา  ในหวัขอนี้จะแสดงองคประกอบของวัฏภาคเฉพาะแผนภาพแบบสามเหลีย่ม
มุมฉาก ดังรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1  แผนภาพวัฏภาคของระบบ PEG 1000/โพแทสเซียมฟอสเฟต/น้ํา  ความเปน 

  กรดดาง 7.5 อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส และที่ความดนับรรยากาศ         
  (นันทิญา, 2543) 

 
 กราฟเสนโคงที่แสดงในรูปที ่2.1 เรียกวา เสนแบงวัฏภาค (binodal curve) ซึ่งเกิดจากการ
แยกวัฏภาคของพอลิเมอรกบัเกลือ ที่ความเขมขนตางๆของสารทัง้สองชนิด โดยจุดที่อยูเหนือเสน
แบงวัฏภาค สารละลายจะมีลักษณะเปนของเหลว 2 วัฏภาค สวนจุดที่อยูใตเสนแบงวัฏภาค 
สารละลายจะมีลักษณะเปนของเหลววัฏภาคเดียว  เสนตรงที่เชื่อมระหวางจุดบนเสนแบงวัฏภาค 
เรียกวา เสนผกู (tie line) สารละลายผสมที่แสดงบนเสนผูกเดียวกนัจะมีองคประกอบในแตละวฏั
ภาคเทากัน แตสัดสวนเชิงปริมาตรของวฏัภาคบนตอวฏัภาคลาง (V1/V2) จะแตกตางกนั โดย
สัดสวนเชงิปริมาตรดังกลาวจะมีความสัมพันธกับสัดสวนของเสนผูก (AB/BC)  จุด M ที่อยูบนเสน
แบง       วฏัภาคจะเรียกวา จุดวกิฤต ิ (critical point) ซึ่งจะมีองคประกอบของทั้งสองวัฏภาค
เทากัน 
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2.5 เครื่องมือแยกสารและวิธกีารเลือกเครื่องมือแยกสารในระบบของเหลว-ของเหลว 
 
 การสกัดของเหลวดวยของเหลวอยางมีประสิทธิภาพนัน้ นอกจากจะตองเลอืกและ
ออกแบบเครื่องมือที่ใชในการสกัดใหเหมาะสมตอระบบและสารที่ตองการสกัดแลวยงัตองคํานึงถึง
ภาวะในการดาํเนนิการสกัดดวย ซึง่ไดแก  อัตราการกวนของใบกวนหรือแรงกล (ในกรณีทีห่อสกดั
ประกอบดวยใบกวน) อัตราไหลของวัฏภาคกระจายตัว (disperse phase) และวัฏภาคตอเนื่อง 
(continuous phase)  และความเขมขนของตัวถูกละลาย และปจจยัอืน่ๆ ซึง่ขึ้นอยูกบัลักษณะของ
เครื่องมือที่ใชแยกดวย อยางเชนระยะหางและความกวางของวงแหวน (annular ring) ในกรณีที่
หอสกัดประกอบดวยวงแหวน เนื่องจากปจจัยดังกลาวจะสงผลถึง ขนาดของหยด และ การ
กระจายขนาดของหยด (droplet size distribution)  การกระจายในแนวนอน (axial dispersion)
สัดสวนวัฏภาคกระจายตัวทีม่ีในหอสกัด (hold-up)  การรวมตัวของหยดที่บริเวณอินเตอรเฟส 
(droplet coalescence at interfaces) ความจุสูงสดุ (flooding point)  และการถายเทมวล 
(mass transfer) ดังนั้นปจจัยตางๆ เหลานี้จงึเปนสิ่งสําคัญที่ตองทาํการศึกษาสําหรับการสกดั 
ผลิตภัณฑแตละชนิด  โดยเฉพาะขอมูลการถายเทมวลเพราะเปนขอมลูที่มีความเฉพาะเจาะจงกบั
เครื่องแยกแตละชนิด 
  

 2.5.1 เครื่องมือแยกสาร 
 

 เครื่องมือแยกสาร สามารถแบงออกไดเปน 4 ประเภทใหญๆ  คือ ชนิด  mixer-settler , หอสกัด
แบบไมมแีรงกล (non mechanical column) หอสกัดแบบมแีรงกล (mechanical column) และเครื่องแยก
แบบเหวี่ยง (centrifugal contactor) โดยเครื่องแยกแบบหอสกัดจะเปนการดําเนนิการแบบไหลสวนทาง
ของวัฏภาคกระจายตวั (disperse phase) และวัฏภาคตอเนื่อง (continuous phase) เนื่องจาก
เปนลักษณะการไหลที่ใหประสิทธิภาพการสกัดดีที่สุด 
 

2.5.1.1 แบบ mixer-settler 
 
ของเหลวสองวัฏภาคจะผสมกันโดยการกวนและจะถูกแยกออกจากกนั โดยการ

ปลอยใหนอนกน (settling)  บางครั้งไดมกีารนาํ mixer-settler มาตอกันแบบอนกุรม หรือไมก็ตอ
แบบขนานโดยใหมีการไหลแบบสวนทางกันของของเหลวสองวัฏภาค หลกัการของ mixer-settler 
คือของเหลวชนิดหนึ่งจะถูกทําใหกระจายตัวอยูในของเหลวอีกชนิดหนึ่งโดยการปนกวนของใบพดั 
วัฏภาคที่ถูกทาํใหกระจายตวันัน้อาจจะเปนวัฏภาคทีห่นกักวาหรือเบากวาก็ได ลักษณะของถังกวน
(Mixer) จะแสดงดังรูปที่ 2.2 และ settler ดังรูปที่ 2.3 และลักษณะของใบพัดที่ใชจะขึ้นอยูกับ
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ลักษณะของของเหลวและความตองการใชงาน ซึ่งแสดงดังรูปที ่ 2.4   ถาการกระจายตัวเกิดขึ้นได
งายและการเขาสูสมดุลเกิดขึน้ไดเร็ว สวนใหญจะเกิดกับของเหลวทีม่ีแรงตึงผิวต่ําและความหนดื
ต่ํา การผสมจะเกิดขึ้นไดในกระบวนการที่งาย  เชน ในทอกวนผสม (jet mixer) การไหลอยาง
ปนปวนในปลายกระบอกฉดี (nozzle mixer)  หรือใน ปากทอเลก็ (orifice mixer) หรือในเครื่องกวน
ผสมชนิดอืน่ทีม่ีแรงเฉือน 

 
การรวมกนัเปนสองวัฏภาค จะเกิดขึ้นเนื่องจากแรงโนมถวงในถงัใบที่สอง ซึ่งจะ

เรียกวา settler หรือ ทอในแนวนอน (decanter horizontal vessle) ดังรูปที่ 2.4 ซึ่งจะ
ประกอบดวย แผนกั้นที่ใหเกิดการกระทบ (impingement buffle) ทําหนาทีล่ดความเร็วของ
ของเหลวสองวัฏภาคที่ผสมกันอยู เพื่อใหเกิดการแยกชัน้ของวัฏภาคไดเร็วขึ้น 

 
 

 
 
รูปที่ 2.2  เครื่องสกัดแบบ mixer (Seader และ Henley,1997) 
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รูปที่ 2.3 ถัง settler (Seader และ Henley,1997) 
 
 

 
 
รูปที่ 2.4 ใบกวนลกัษณะตางๆ : (a) marine-type propeller ; (b) centrifugal 

turbine ; (c) pitched-blade turbine ; (d) flat-blade paddle ; (e) flat-blade turbine. (Seader 
และ Henley,1997) 
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2.5.1.2 หอสกัดแบบไมมีแรงกล 
 

• spray column 
 

เปนวธิีทีง่ายและธรรมดาและเกาแกที่สุดของการสกัด ของเหลวที่
กระจายตวัจะเปนวัฏภาคที่เบากวาหรือหนักกวาก็ได  จะมีของเหลวเพียงชนิดเดียวเทานัน้ที่จะถกู
ฉีดเขามาโดยหัวฉีดพน (spray nozzle) ของเหลวอกีวฏัภาคหนึ่งจะออกแบบใหผานชองของเพลท
(plate)ภายในหอสกัด ซึ่งโดยทั่วไปแลวรูจะมีขนาดใหญ  หอสกัดแบบ spray จะออกแบบให
อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางตอความยาวของหอสกดัมีคามาก  เพื่อใหการสัมผัสกันของ
ของเหลวเกิดขึ้นไดดี 

 
 

 
 
รูปที่2.5 แสดงหอสกัดแบบ spray column (Seader และ Henley,1997) 

 
• packed column 
 

การแพคเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวในการสัมผัส ทําใหการถายเทมวลเกิดดีขึ้น นอกจากนีย้ังทาํ
ใหหยดของเหลวที่มีขนาดใหญมีขนาดเลก็ลง ซึ่งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวในการสัมผัสของของเหลว
สองวัฏภาค วัสดุที่ใชในการแพคสามารถใชไดเหมือนกับวสัดุที่ใชในการแพคของหอกลั่น
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(distillation column) หรือหอแบบดูดซับ (adsorption column) วัสดุที่ใชแพคจะถูกทําใหเปยก
โดยวัฏภาคตอเนื่องกอนเพือ่ใหเกิดการถายเทมวลทนัทีเมื่อวัฏภาคกระจายตวัไหลเขามา 

 
• plate column 

 
ตะแกรงเพลท (sieve plate) ในหอสกัด จะชวยลดการสมัผัสในแนวแกน นอกจากนี้

อาจเพิม่จํานวนเพลทในหอสกัดไดเพื่อทําใหการสัมผัสของของเหลวเพิม่ข้ึน วัฏภาคกระจายตัว
อาจจะเปนวัฏภาคที่เบาหรือหนกักวาก็ได ในกรณีทั่วไปของเหลวที่ถกูทาํใหกระจายตวัจะมี
ลักษณะคลายกับฟองของไอระเหย (vapor bubbles)ในหอกลั่น วัฏภาคที่หนักกวาจะเปนวัฏภาค
ตอเนื่องจะไหลจากเพลททีอ่ยูดานบนลงสูเพลทที่อยูถดัลงมา แตถาวัฏภาคที่หนักกวาเปนตัวถูก
ทําใหกระจายตัว จะใหวัฏภาคที่เบากวาเปนวัฏภาคที่ไหลอยางตอเนือ่งขึ้นไปตามแนวแกนตั้ง  หอ
สกัดควรมีขนาดเสนผานศนูยกลางโตกวา 4.5 เมตร  และรูของตะแกรงเพลทควรมีเสนผาน
ศูนยกลางยาว 0.32 ถึง 0.64 เซนติเมตร และระยะหางระหวางรูควรมีขนาด 1.75 ถึง 1.95 
เซนติเมตร  และ เพลทควรวางหางกนั 10 ถึง 15 เซนติเมตร (Seader และ Henley,1997) เพลท
โดยปกติจะเปนแบบแผนราบไมมีแผนกนัในแนวตัง้ (weirs) แสดงดังรูปที่ 2.6 

 

 
รูปที่ 2.6 แสดงหอสกัดแบบ plate column (Walas,1988) 
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2.5.1.3 หอสกัดแบบที่มีแรงกลชวยในการกวน  
 

ในกรณีที่แรงตึงผิวของของเหลวทั้งสองชนิดมีคาสงู หรือ ความหนาแนน
ของของเหลวมีคาต่ํา หรือของเหลวมีความหนืดสูงมาก ตองใชแรงกลของการกวนเขามาชวยให
เกิดการสัมผัสและลดแรงตานของการถายเทมวลของของเหลวทัง้สองวัฏภาค ซึง่หอสกัดแบบทีม่ี
แรงกลชวยในการกวนหรือเพิ่มพืน้ที่สัมผัสมีหลายชนิดดังนี ้
 

1. pulsed column 
 
    เร่ิมมีการใชงานครั้งแรกในอตุสาหกรรมนิวเคลียร ในป 1950 แต
ไมไดรับความนิยมในอุตสาหกรรมอื่น เนือ่งจากปญหาของเครื่องมือและยากที่จะพัฒนาใหพัลส ที่
ไหลผานมีปริมาตรมากขึน้ ซึ่งหอสกัดแบบพัลส ม ี2 แบบ คือแบบ  pulsed  packed column และ 
pulsed perforated plate column ซึ่งการพัลสอยางตอเนื่องจะทําใหเกิดแรงเฉือน ทาํใหหยด
ของวัฏภาคมขีนาดเล็กลง ทําใหการถายเทมวลเกิดไดดี ซึ่งโครงสรางของหอสกัดมีลักษณะคลาย
กับ packed column และ plate column แตจะมีการเพิ่มตัวกําเนิดหรือทําใหเกิดแรงพัลส 
 

2. เครื่องกวนโดยการหมุน ( rotating agitators)  
 
 การผสมเกิดขึน้จากแรงเฉือนของใบพัด และจะมีสวนทีท่ําหนาทีเ่ปน 
mixer-settler อยูในหอสกดัเดียวกนั ซึง่แสดงดังรูปที่ 2.7  ซึ่งหอสกัดลักษณะนี้ไมจําเปนตองใช
ปมพและมอเตอรหลายตัว ใบพัดที่ใชในหอสกัดชนิดนี้แสดงดังรูปที ่2.3 
 

• Scheibel column 
 

      แสดงดังรูปที ่ 2.7 (a)  เปนหอสกัดที่ใหของเหลวไหลสวนทาง
กันโดยภายในหอสกัดไมมีแผนกัน้ (unbaffle) ใบพัดเปนแบบ flat-blade turbine  ดังแสดงในรูปที่ 
2.4 หอสกัดลกัษณะนีจ้ะม ีwire mesh packing ใสไวเพื่อปองกนัการยอนกลับมาผสมของวัฏภาค
ในแนวแกน และยังทําใหเกดิการรวมตัวและการแยกตวัของหยดของเหลว  วัสดุที่เปน mesh จะ
ถูกทาํใหเปยกโดยวัฏภาคกระจายตวั ถาเปนหอสกัดขนาดใหญ คือเสนผานศูนยกลางมากกวา 1 
เมตร จะใส baffle ทั้งดานในและดานนอก โดย baffle จะมีลักษณะเปนวง เพื่อทาํใหแนวการไหล
เบนออกไปจากแนวเดิม ทําใหการสัมผัสกนัของของเหลวดีขึ้น ดังรูปที ่2.7 (b) ถาระบบมีแรงตึงผิว
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และความหนดืสูงจะเอา wire mesh ออก ขอเสียของวิธีนี้คือไมสามารถนาํตัวกวนออกมาลางหรือ
ทําความสะอาด รูปที ่ 2.7 (c) เปนการออกแบบเพื่อแกปญหาขางตน  โดยเสนผานศูนยกลางของ
ใบพัดมีขนาดเล็กกวา baffle ดานใน 
 

 
 
รูปที่ 2.7  แสดง Scheibel column (a, b, c)  และ Oldshue Rushton column (d)   

(Seader และ Henley,1997) 
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 รูปที่ 2.7 ( ตอ ) แสดง RDC (e) ; ARDC (f) ; Kuhni column (h,i) ; Reciprocating plate 
column (j) ; Raining bucket (RTL) contactor (k)  (Seader และ Henley, 1997) 
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• Oldshue – Rushton column 
 
    เปนหอสกัดทีป่รากฏขึ้นในป 1952 ใชวงแหวนเปนตวัแบงหอสกัด
ออกเปนสวนตามความยาวของหอสกัด โดยในแตละสวนจะประกอบดวยใบกวน แบบ 4 หรือ 6 
bladed flat turbines ที่ติดอยูกับแกนหมนุ นอกจากนี้ในแตละสวนยงัประกอบดวย  baffle อีก 4 
อันที่ติดอยูที่ผนังในแนวตัง้  ซึ่งหอสกัดชนิดนี้เปนอีกชนิดหนึ่งที่แกปญหาการกลับมาผสมกัน
ของวัฏภาคในแนวแกน และเปนหอสกดัที่มีเสนผานศูนยกลางของใบพัดมีขนาดเล็กกวาเสนผาน
ศูนยกลางของวงแหวน ดงันั้นจงึงายที่จะนําแกนใบพัดออกมาทําความสะอาดหรือซอมแซม ดงั
การคํานวณรศัมีวงแหวน ระยะหางระหวางวงแหวน และขนาดของใบพัด มีแนวทางการคํานวณ
ดัง  สมการ 2.8 (Thornton, 1992) แตอยางไรก็ตามรัศมีและระยะหางของวงแหวนที่เหมาะสมตอ
การสกัดจะไดจากการทดลองเทานัน้ 

 

6.04.0cdch
08.0cdbw

55.035.0cdsd
5.033.0cdrd

−=
=

−=
−=

     2.8 

 
• Rotating-disk contactor (RDC)   
 

เปนหอสกัดทีป่รากฏชวงเดียวกับ Scheilbel และ Oldshue 
Rushton และสามารถใชกับการสกัดของเหลว-ของเหลวไดอยางกวางขวางมากที่สุด ที่ผนงัของหอ
สกัดจะประกอบไปดวยวงแหวนมีลักษณะเหมือนกนั Oldshue Rushton  โดยจะตางกนัตรงทีจ่ะ
ใชจานหมนุแทนใบพัด  ดังรูปที่ 2.7 (e) ดังนัน้การทีจ่ะนําใบพัดออกมานอกหอสกัดจะทาํไดงาย  
นอกจากนี้ความเร็วในการกวนของใบพัดยังเปนตัวกาํหนดขนาดของหยดของของเหลวภายในหอ
สกัดดวย โดยมีแนวทางการคํานวณระยะหางและรัศมีของวงแหวนดังนี ้(Thornton, 1992) 

 

67.0
cd13.0ch

7.0cdsd
6.0cdrd

=

=
=

    2.9 
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• asymmetric rotating-disk contractor ( ARDC) 
 
      พัฒนามาจาก RDC ซึ่งมีการใชงานในอุตสาหกรรมตั้งแตป 1965 ดัง

รูปที่ 2.7 (f) จากรูปจะประกอบไปดวยสวนที่เปน baffle และชุดของพัดทีม่ีลักษณะเปนแผน จะ
เห็นลกัษณะทีเ่ปน asymmetric ดังรูปที่ 2.7 (g)   โดยมีสวนที่สมัผัสกัน  ของเหลวจะไหลไปยงั
สวนที่ถายเทมวลโดย baffle ที่วางอยูแนวตั้ง ARDC ออกแบบใหยงัคงมีแรงเฉือนอยู แตลดการ
กลับมาผสมกนัของของเหลว เพราะตองการแยกสวนที่เปนการผสมและการนอนกนออกจากกนั 

 
• Kuhni column  

 
        เปนหอสกดัที่สรางขึน้มาจากแนวความคิดคลายกับของ Scheibel ซึ่ง
แสดงดังรูปที ่2.7 (h) หอสกัดจะมีลักษณะคลายกับหอสกัดแบบ perforated plate ซึ่งรูจะเปนตวัที่
ยอมใหมกีารไหลในแนวแกนเกิดขึ้น และเพลทจะชวยลดการกลับมาผสมของวัฏภาคในแนวแกน 
แตจะตางกนัตรงที่จะมีใบพดัไปอยูระหวางเพลท ซึง่ใบพัดที่ใช เปนแบบ shrouded turbine ซึ่ง
เปนใบพัดที่ใหการผสมในแนวนอนเกิดขึ้นไดมาก รูปที่ 2.7 (i) แสดงการไหลเวียนของของเหลว    
หอสกัดชนิดนีจ้ะมีเสนผานศูนยกลางมากกวา 3 เมตร ซึ่งการขยายขนาดทําไดโดยใชแกนของ
ใบพัด 3 แกนมาตอขนานกัน การคํานวณระยะหางของเพลท และพื้นทีท่ี่ยอมใหเกิดการใหผาน
ของของเหลว มีแนวทางคํานวณดังนี้ (Thornton, 1992) 

 

6.0
cd3.02.0ch

5.033.0cdrd

−=

−=
    2.10 

  stator free area = 20-40 เปอรเซนต 
 

• Reciprocating plate column  
 
  มีลักษณะคลาย Pulsed column  โดยหอสกัดแบบนีจ้ะใหการเคลื่อนที่

ข้ึนลงของเพลทเปนตวัใหแรงกลแกระบบ และรูของเพลทจะเปนทางไหลผานของวัฏภาคใน
แนวแกน ซึง่รูขนาดใหญจะยอมใหวัฏภาคตอเนื่องไหลผาน และรูขนาดเล็กสําหรับวัฏภาคกระจาย
ตัว ดังแสดงในรูปที ่ 2.7 (j) ซึ่งการถายเทมวลจะเกิดขึ้นไดดีหรือไมจะขึ้นอยูกับความถี่และ
ระยะทางในการเคลื่อนที่ขึน้ลงของเพลทและการยอนกลับมาผสมของวัฏภาคระหวางกระบวนการ   
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• Raining bucket contactor (RTL)  
 
        บางครัง้เรียกหอสกัดชนดินี้วา Graesser ตามชื่อผูออกแบบ ใชกับ
การสกัดที่ของเหลวมีความหนาแนนตางกนันอยและมีแรงตึงผิวต่ํา และชอบที่จะอยูในรปูของ 
emulsion ดังรูปที่ 2.7 (k)  ประกอบดวยแผนจาน ที่ตอกันแบบอนกุรมเปนชัน้ๆ และแกนหมุนจะ
อยูตรงกลางรูของแผนจานดังรูป แตละอันจะประกอบไปดวย C-shaped bucket ซึ่งติดอยูรอบๆ 
แผนจาน 
 

2.5.2 วิธีเลือกเครื่องมือแยกสาร 
 
 การเลือกชนิดของเครื่องมือแยกสารมีความสําคัญอยางมาก เพราะตองเลือกเครือ่งมือ
แยกสารทีม่ีความเหมาะสมกับระบบและสารที่ตองการสกัด และใหประสิทธิภาพการสกัดสูงสุด ซึ่ง
จากการคนควาของผูทาํวิจยัพบวา  Thornton (1992)  ไดแนะนาํหลักการเลือกชนิดของเครื่องมือ
แยกสารไวละเอียดที่สุด ดังตารางที่ 2.1 ซึ่งจะกลาวในหัวขอนี้ 
 

2.5.2.1 ปริมาตรไหลผาน 
 

ปริมาตรไหลผานทั้งหมดคืออัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว
กับวัฏภาคตอเนื่องรวมกนั จากตารางที่ 2.1 พบวาปริมาตรไหลผานที่มีคานอยที่สดุคือ  มีคานอย
กวาหรือเทากบั 0.25 ลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง  ซึ่งเปนปริมาตรไหลผานทีพ่บในหอสกัดที่มีขนาดเสน
ผานศนูยกลาง 10 เซนติเมตร หรือ พบในหอสกัดที่มีขนาดเล็กกวาหอสกัดที่ใชในหองทดลองขนาด
ใหญ หรือ ใน  pilot scale ขนาดเล็ก  สวนปริมาตรไหลผานที่มีคามากที่สุด คือประมาณ 250 
ลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง ซึ่งเปนชวงของปริมาตรไหลผานที่พบวามีการใชอยูในอุตสาหกรรมเคมี
และ      อุตสาหกรรมปโตรเลียมทัว่ไป   

 
2.5.2.2 จํานวนขั้นตอนสมดุล (Number of theoretical stages, NTS)  

 
จํานวนขัน้ตอนสมดุลเปนพารามิเตอรที่มคีวามสาํคัญสําหรับการกําหนด

ความสงูของหอสกัด โดยการเพิ่มความสงูของหอเปนการเพิ่มการทาํงานของหอสกดั ซึ่งจะทําให
ผลิตภัณฑที่ออกจากหอสกดัมีความบริสุทธิ์มากขึ้นเมื่อจํานวนขัน้ตอนสมดุลมากขึน้ และหอสกัด  
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ตาราง 2.1 แสดงขอมูลและ วิธีการเลือกหอสกัด 
 

ที่มา : Thornton  เลม 1 (1992) 
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ตาราง 2.1 (ตอ) แสดงขอมูลและ วิธกีารเลือกหอสกัด 

ที่มา : Thornton  เลม 1 (1992) 
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ตาราง 2.1 (ตอ) แสดงขอมูลและ วิธกีารเลือกหอสกัด 

 
ที่มา : Thornton  เลม 1 (1992) 
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แตละชนิดจะมีคาของจํานวนขั้นตอนสมดุลที่เหมาะสมแตกตางกนั ดังนั้นจากตารางที่ 2.1 จะเหน็
วาจาํนวนขัน้ตอนสมดุลจะมีอิทธพิลตอการเลือกชนิดของหอสกัด  

 
2.5.2.3  คุณสมบัติทางกายภาพของระบบ (physical properties of system) 

 
      คุณสมบัติทางกายภาพของระบบจะมอิีทธิพลตอการถายเทมวลภายใน

คอลัมน ดังนัน้จึงควรเลือกชนิดของหอสกัดใหเหมาะสมกับระบบที่ใชในการสกัด ซึ่งจะมีอิทธพิล
ตอการออกแบบความสงูของหอสกัดและคุณสมบัติของผลิตภัณฑที่ได เชน หอสกัดแบบฉีดพนจะ
มีการถายเทมวลภายในหอสกัดไมดีนัก เนื่องจากไมมีแรงกลในการชวยเพิม่พืน้ที่ผวิสัมผัสระหวาง
ของเหลว ดงันัน้จึงควรเลือกระบบที่มีแรงตานในการถายเทมวลนอย เชน แรงตงึผิวระหวางวัฏภาค
ควรจะมีคานอยเปนตน 

 
• คุณสมบัติทางกายภาพทัว่ไป  คือ พารามิเตอร  ( ) 2/1/ gργ ∆  ซึ่งจะมี

อิทธิพลตอขนาดของหยด โดยคาที่มมีากกวา 0.6  สําหรับหอสกัดทีไ่มมีแรงกลภายในหอสกัด 
จะทําใหหยดของเหลวมีขนาดใหญและประสิทธิภาพของหอสกัดจะต่ํา สวนหอสกัดที่มีแรงกล
เขามาชวยสามารถแกปญหานี้ไดโดยการเพิ่มกาํลังของแรงกล ซึง่จะทําใหขนาดของหยดเลก็
ลง  ซึง่  Thornton (1992) ไดอางไววา Gayler และ Pratt (1953) ไดเสนอความสัมพันธขนาด
ของหยด    วฏัภาคกระจายตัวและพารามเิตอร ( ) 2/1/ gργ ∆ สําหรับหอสกัดแบบแพค ไวดังนี ้ 

 
( ) 2/1

32 g/92.0d ρ∆γ=     2.11 
  

• ความแตกตางของความหนาแนน  การแยกของวัฎภาคจะชาและการ
ควบคุมระดับของการสัมผัสของ 2 วัฏภาคจะยาก เมื่อความแตกตางของความหนาแนนของ 2    
วัฏภาค อยูในชวง 30-50 กโิลกรัมตอลูกบาศกเมตร  ถามีคาต่าํกวา 30 กิโลกรัมตอลูกบาศก
เมตร จะเหมาะกับเครื่องสกดัแบบเหวี่ยง 

 
• ความหนืด  ถาความหนืดของวัฏภาคใดวฏัภาคหนึ่ง หรือ ทัง้ 2 วัฏภาค 

มีคามากกวา 20 cp จะมีอิทธพิลอยางมากตอประสิทธิภาพและภาวะในการทํางานของหอสกดั 
ซึ่งไดแก ความเร็วในการกวน และความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัและวฏัภาคตอเนื่อง 
เนื่องจากถาระบบที่มีความหนืดสงู จะตองใหความเร็วในการกวนมีคาสูงตามไปดวย เพื่อจะทาํให
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พื้นที่ในการสมัผัสของของเหลวมีคาสูง  อยางไรก็ตามไมมหีลักการทั่วไปที่ใชในการทํานายการ
ดําเนนิการในกรณีที่ความหนืดมีคามากกวา 20 cp  ซึ่งสวนมากจะตองศึกษาจากการทดลอง 
 

2.5.2.4 สัดสวนของความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัวและวฏัภาค
ตอเนื่อง (Extreme phase ratio) 
 

ถาสัดสวนของความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัและวัฏภาค
ตอเนื่องมีคาต่ํา จะทาํให hold–up ของวัฏภาคกระจายตัวและพืน้ทีผิ่วสัมผัสของวฏัภาคมีคาต่ํา 
ในทางกลบักนัถาอัตราสวนการไหลมีคามากจะทําใหวัฏภาคที่ไหลตอเนื่องจะมีการกลับมาผสม 
(backmixing) มากขึ้น ซึง่จากกรณีทัง้สองจะมีอิทธพิลตอการถายเทมวลภายในหอสกัด ดังนั้นจึง
สงผลตอประสิทธิภาพและการทาํงานของหอสกัด 

 
2.5.2.5 Short residence time 

 
ในบางระบบตองการใหตัวถกูละลายใชเวลาอยูในหอสกัดนอยที่สุด เชน 

การสกัดเพนนซิิลิน (penicillin) ซึ่งตองการเวลาในการสัมผัสนอยทีสุ่ดเพื่อหลีกเลีย่งการสูญเสีย
มูลคาของผลติภัณฑ ดังนัน้เครื่องสกัดแบบ centrifuge จึงเปนที่นิยมที่สุดในกรณีนี ้และกรณีอ่ืนๆ 
ก็ข้ึนอยูกับการประมาณเวลาที่ตัวถูกละลายอยูในแตละขั้นตอนของหอสกัด 
 

 2.5.2.6 ความสามารถในการรองรบัอนุภาคของแข็ง (Ability to handle 
solids) 

 
 เครื่องมือสกดับางชนิดจะอุดตันเนื่องจากของแข็ง ดังนั้นจงึตองรื้อมาทาํ

ความสะอาด ยกเวน หอสกดัแบบ rotary agitated pulse   และ reciprocating  ซึ่งเปนเครื่องมือที่
สามารถใชไดกับระบบที่มีของแข็งไดมากพอสมควร มีเครื่องมอืเพียงชนิดเดยีวที่สามารถใชกับ
ระบบที่มีของแข็งมากๆได คือ  rotary film สําหรับในกรณีที่ตองการเอาของแข็งออก ก็สามารถ
ใชไดกับเครื่อง  Raining bucket   
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2.5.2.7 ความสามารถในการเกิดอิมัลชั่น (Tendency to emulsify) 
 

หอสกัดแบบไมมีแรงกล    Raining bucket   และ rotary film จะเปน
เครื่องมือที่เหมาะตอระบบที่มีแนวโนมจะเปนอิมัลชนัไดเพียงเล็กนอย  เครื่องสกัดแบบ centrifuge 
เปนหอสกัดแบบที่มีแรงกลที่เหมาะสมกบัระบบที่เปนอิมัลชั่นและไดรับความนยิมที่สุด 
 

2.5.2.8 ขอจาํกัดในพืน้ที่ (Limitation of space) 
 

สําหรับกรณีทีม่ีขอจํากัดในเรื่องความสงูของพืน้ที่ในการติดตั้งเครื่อง
สกัด จะทําใหเครื่องสกัดแบบหอสกัดทกุชนิดไมเหมาะสมการใชงาน ซึ่งถามีขอจํากัดในกรณนีี้ 
เครื่องสกัด แบบ mixer-settler และ centrifugal จะเหมาะสมที่สุด แตถากรณีที่มขีอจํากัดในเรือ่ง
พื้นที่ที่ใชเปนฐานของเครื่องสกัด mixer-settler และ raining bucket จะไมเหมาะสมตอขอจํากดันี้ 
เนื่องจากตองการพืน้ที่ในการติดตั้งมาก 

 
2.5.2.9 ความตองการวัสดุชนิดพิเศษสาํหรับการออกแบบ (Special 

material of construction required) 
 

การเลือกวัสดุที่เหมาะสมในการสรางเครื่องมือสกัดหรือหอสกัดจะมี
ความสาํคัญเมื่อวัสดุมีการผุกรอนเนื่องจากผลิตภัณฑหรือชนิดของของเหลว ซึ่งวสัดุที่ใชทาํเครื่อง
สกัดมีสองแบบ คือ แบบที่เปนโลหะหรือโลหะผสม เชน  สแตนเลสและแบบที่ไมใชโลหะ  เชน ยาง 
พลาสติก  วัสดุที่ไมใชโลหะไมเหมาะสมทีจ่ะนํามาใชทําหอสกัดแบบทีม่ีแรงกล และไมเหมาะที่จะ
ใชทําแกนใบพดั 
 

2.5.2.10 ความสะดวกในการทําความสะอาด (Ease of cleaning) 
 

เปนหวัขอที่ใชเลือกเครื่องมอืสกัดสําหรับการแยกของแข็งออกจาก
ระบบ เนื่องจากระบบที่มีของแข็งมักจะตองทาํความสะอาดเครื่องมือบอยครั้ง 
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2.5.2.11  การบํารุงรกัษา (Low maintenance) 
 

การบํารุงรักษาจะทาํไดงายกับหอสกัดที่สามารถถอด หรือแยก
สวนประกอบภายในหอสกดัออกได และจะมีมูลคาในการบํารุงรักษาตํ่าเมื่อเลือกใชวัสดุที่
เหมาะสมกับระบบ 
 

2.5.212  คุณสมบัติของตัวทําละลาย (Solvent properties) 
 

 สวนใหญการใชงานของการสกัดของเหลวดวยของเหลว จะเกี่ยวของกับตัวทําละลาย
อินทรีย (organic  solvent)  ซึ่งบางครั้งจะเกิดการระเหยของตัวทาํละลาย และจะเปนอันตรายถา
ตัวทําละลายสามารถติดไฟไดงาย ในกรณีนี้ทาํใหตนทนุในการใชตัวทําละลายทดแทนมีคาสูง  ซึ่ง
ในกรณีนี้ตองการหอสกัดทีม่ีการปลอยสารออกแคเพียงทางเดียว 
 



บทที่ 3 
 

ตรวจเอกสาร 
 

3.1 ปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเอนไซม 
 
 คาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient)  เปนคาคงที่ที่แสดงถึงประสิทธิภาพในการ
แยกเอนไซม หรือโปรตีน ที่ตองการในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค ซึ่งนิยามดังสมการที่ 3.1 
โดยมีปจจัยหลายประการที่สงผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ไมวาจะเปนทั้งทางตรงหรือทางออม 
บางปจจัยจะสงผลตอคุณสมบัติของเอนไซมหรือโปรตีนที่ตองการแยกและบางปจจัยจะสงผลตอ
คุณสมบัติของสารที่เปนองคประกอบของระบบ ซึ่งจะสงผลใหคาสัมประสิทธิ์การแยกแตกตางกัน
ออกไป โดยสามารถอธิบายไดดวยสมการ Bronstedt (สมการ 3.2,  Kula และ คณะ 1982; 
Cabral และ Aires-barros,1993) 
 

2
i

1
i

C
Cm =      3.1 

     
และ 
 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ η

= KT
M

em      3.2 
   

จากสมการ Bronstedt จะเห็นวา คาสัมประสิทธิ์การแยกเปนฟงกชันขึ้นอยูกับน้ําหนัก
โมเลกุลของตัวถูกละลาย อุณหภูมิของระบบและปจจัยที่กําหนดลักษณะของวัฏภาคและแรง
กระทําที่วัฏภาคมีตอตัวถูกละลาย  อยางไรก็ตามเปนการยากที่จะสามารถเลือกหรือคํานวณภาวะ
ในการแยกที่เหมาะสม และเปนการยากที่จะเขาใจและอธิบายถึงพฤติกรรมในการแยกของเอนไซม
หรือโปรตีนแตละชนิดที่ตองการแยกในระบบสารละลายน้ําวัฏภาคที่แตกตางกัน เนื่องจากปจจัย
ในการแยกมีความเกี่ยวเนื่องและมีอิทธิพลตอกัน ดังนั้นภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยกจึงหาได
จากการทดลองเทานั้น  เนื่องจากงานวิจัยนี้ตองการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส (ขนาด 27,000 Da) 
ที่อุณหภูมิหอง ดังนั้นจากสมการ Bronstedt จะเห็นวา η  เปนเพียงพารามิเตอรเดียวที่มีผลตอการ
แยกแอลคาไลนโพรทีเอส ซึ่งปจจัยที่มีผลตอคา η  ซึ่งไดแก ชนิดและน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร
ที่เกิดเปนวัฏภาค ชนิดและความเขมขนของเกลือ แรงไอออนิก และคาความเปนกรด-ดางซึ่งมีผล
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ตอองคประกอบของระบบ และจากที่งานวิจัยนี้เปนงานที่ศึกษาภาวะการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส
ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟต ที่ตอเนื่องมาจาก
งานวิจัยของนันทิญา (2543)  ซึ่งนันทิญาพบวาการเติมโซเดียมคลอไรดไมทําใหการแยกของแอล
คาไลนโพรทีเอสดีขึ้น ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาเพียงอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอ
องคประกอบของระบบที่สงผลตอ η  เพียงอิทธิพลเดียว แตอยางไรก็ตามในบางงานวิจัย 
(Papamichael และ คณะ,1991 ; Schemidt และคณะ, 1996 ;Sebastiao และคณะ, 1996) 
พบวาปริมาณโปรตีนหรือเอนไซมที่เติมในระบบในปริมาณที่แตกตางกันจะทําใหองคประกอบหรือ
แรงกระทําระหวางโมเลกุลกับระบบเปลี่ยน ซึ่งจะมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมชนิด
นั้นๆ  นอกจากนี้ Hotha และ Banik (1997)  พบวาสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาค
ลางบนเสนผูกเดียวกันใหคาสัมประสิทธิ์การแยกตางกัน  ดังนั้นบทนี้จะกลาวถึงปจจัยสําคัญที่มี
ผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกซึ่งไดแก อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง ปริมาณของเอนไซมหรือ
โปรตีนรวมเริ่มตน  สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง แมวางานวิจัยนี้ไมได
ทําการศึกษาอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม แตอยางไรก็ตามในน้ําหมักมีเอนไซมและ
โปรตีนอยูหลายชนิด ซึ่งทําใหการแยกของเอนไซมและตัวถูกละลายอื่นที่ละลายอยูในน้ําหมักใน
ระบบและภาวะเดียวกันมีคาแตกตางกัน ซึ่งสงผลตอความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ตองการแยก 
ดังนั้นจึงจะกลาวถึงในบทนี้ดวย 
 
 3.1.1 ความเปนกรด-ดางของระบบ 
 
 เนื่องจากงานวิจัยนี้ศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการแยกแอลคาไลน
โพรทีเอสในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในกรณีที่เปนพอลิเมอรกับเกลือ ดังนั้นจึงจะกลาวถึง
เฉพาะงานวิจัยที่ศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการแยกเอนไซมหรือโปรตีนใน
ระบบพอลิเมอรกับเกลือเทานั้น 
 
 คาความเปนกรด-ดางจะมีอิทธิพลตอคุณสมบัติ 2 ประการที่สงผลตอคาสัมประสิทธิ์การ
แยก ประการท่ีหนึ่ง จะมีอิทธิพลตอคุณสมบัติของตัวถูกละลาย ซึ่งตัวถูกละลายในที่นี้คือโปรตีนซึ่ง
เปนสารชีวโมเลกุลที่สามารถแตกตัวเปนประจุได ดังนั้นคาความเปนกรด-ดางของตัวทําละลาย ที่
ตางกันจะทําใหการแตกตัวของโปรตีนแตกตางกัน สงผลใหประจุรวมบนโปรตีนมีคาแตกตางกันไป
ตามคาความเปนกรด-ดางของตัวทําละลาย ซ่ึงจะสงผลที่ตางกันตอแรงกระทําระหวงโมเลกุลหรือ
ระหวางโปรตีนกับระบบ ประการที่สองคือ  ระบบที่มีคาความเปนกรด-ดาง แตกตางกัน จะมี
องคประกอบของระบบไมเหมือนกัน เนื่องจากในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในกรณีที่เปน         



 29

พอลิเมอรกับเกลือ จะปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางของระบบดวยปริมาณและสัดสวนของ
เกลือ ทําใหคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคมีความแตกตาง
กัน เมื่อมีคาความเปนกรด-ดางตางกัน 
 
 Zaslavsky (1995) ไดเสนอสมการที่สามารถทํานายคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน
เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดางไดดังสมการ 3.3  
 

z)0(mlnmln θ+=      3.3 
   
 จากสมการที่ 3.3 จะพบวา คาสัมประสิทธิ์การแยก จะขึ้นอยูกับ คาสัมประสิทธิ์การแยกที่
คาความเปนกรด-ดางเทากับคา pI ประจุรวมสุทธิของเอนไซมหรือโปรตีนที่ตองการแยก และ  
พารามิเตอรภายนอกอื่นๆ ที่อยูในเทอมของ θ  เชน แรงระหวางโมเลกุลตัวถูกละลายและตัวทํา
ละลาย เปนตน 
 
 จากการศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง ของระบบตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ซึ่ง 
ใหผลสอดคลองในทางเดียวกัน คือ  Kaul และ Asenjo ,1994 ; Samentor และ คณะ,1994; 
Sebastiao และ คณะ ,1994; Videira และ Aires-Barros, 1994; Tanuja และ คณะ ,1997  
พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนจะมีคาสูงขึ้นเมื่อความเปนกรด-ดางของระบบมีคาสูงกวา
คา pI ของโปรตีนชนิดนั้นๆ เนื่องจากที่คาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีคามากกวาคา pI 
โปรตีนชนิดนั้นๆ จะแสดงประจุมวลรวมเปนลบและจะถูกผลักจากฟอสเฟตไอออนซึ่งเปนประจุลบ
ดวยกัน ทําใหโปรตีนแยกไปอยูในวัฏภาคบนไดมากขึ้น แตจากงานวิจัยของนันทิญา (2543) ซึ่ง
ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ซึ่งมีคา pI ประมาณ 9 กลับพบวา คาความเปนกรด-ดางของ
ระบบสงผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ไมเปนไปในทิศทางเดียวกัน คือ เมื่อคาความเปนกรด-ดาง 
มากขึ้นจาก 7.5 ถึง 9.5 คาสัมประสิทธิ์การแยกจะสงูขึ้น แตจะลดต่ําลงเมื่อคาความเปนกรด-ดาง
มีคา 10.5 แสดงดังตารางที่ 3.1  
 
 การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของตัวทําละลาย ที่มีผลตอประจุรวมของโมเลกุล
ของตัวถูกละลาย   โดยประจุมวลรวมของตัวถูกละลายจะขึ้นกับปริมาณของกลุมไอออนิก (ionic 
group) และขึ้นอยูกับการกระจายตัวของแรงของขั้วประจุ  ซึ่ง Yang และ คณะ (1994) พบวา คา
ความเปนกรด-ดางของระบบ มีอิทธิพลตอการแยกโปรตีน Cephaoporin และ desacetyl 
cephalosporin นอยมาก  
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ตาราง 3.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
 

คาความเปนกรด-ดาง องคประกอบ 
ของระบบ 

ชนิดของเอนไซม 
และคา pI m 

1. Kaul และ คณะ 
(1994),  
 1. pH 5.0 
 2. pH 7.0 
 3. pH 8.5 

PEG4000/ฟอสเฟต/น้ํา 
 

โปรตีน จาก 
E.coli 

 
pI <7 

 
 

≈  0.15 
≈   0.20 
≈ 0.35 

 
2.Sarmentor และ 
คณะ (1994) 
 1. pH 6.4 
 2. pH 7.3 
 3. pH 8.7 
 4. pH 9.6 

 
 
17.7% PEG1000/ โพแทสเซียม
ฟอสเฟต/น้าํ 

Cytochrome b5 

 

pI=4.4 

 
 

0.23 
0.60 
2.1 
9.80 

3. Sebastiao และ 
คณะ (1994) 
 1. pH 5.0 
 2. pH 6.0 
 3. pH 8.0 
 4. pH 9.0 

30% PEG1000/10%  
โซเดียมฟอสเฟต หรือ โพแทสเซียม
ฟอสเฟต Cutinase 

 
pI=4.5-5 

 
 

48.00 
91.00 
141.00 
303.00 

Tanuja และ คณะ 
(1997) 
 1. pH 3.2 
 2. pH 9.5 

5.1% PEG6000/ 7.5% Na2HPO4 Amyloglu-
cosidase 

pI=3-4 

 
 

0.01 
0.25 

นันทิญา (2543) 
 1. pH 7.5 
 2. pH 8.5 
 3. pH 9.5 
 4. pH 10.5 

 
20.7%PEG 1000/15.29%phos./น้ํา 
20.68%PEG 1000/13.98%phos./น้ํา 
18.0%PEG 1000/13.01%phos./น้ํา 
37.72%PEG 1000/27.43%phos./น้ํา 

Alkaline- 
protease 

 
pI ≈9 

 
2.00 

12.00 
20.00 
15.30 
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เมื่อแยกโปรตีนทั้งสองในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG และฟอสเฟต ซึ่งแสดงใหเห็น
วาแรงไฮโดรโฟบิก มีอิทธิพลชัดกวาแรงทางประจุ  ดังนั้นจึงไมสามารถสรุปไดวา ศักยไฟฟามี    
อิทธิพลโดยตรงตอการแยกของตัวถูกละลาย เพราะยังมีพารามิเตอรภายนอกอื่นๆอีกที่อธิบายได
ในเทอมของ θ  เชน แรงระหวางตัวถูกละลายและตัวทําละลาย ซึ่งแรงนี้จะขึ้นอยูกับองคประกอบ
ของพอลิเมอรและเกลือในแตละวัฏภาค  จะเห็นไดวามีความซับซอนของอิทธิพลของคาความเปน
กรด-ดางที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ดังนั้นการศึกษาอิทธิพลนี้จากการทดลองจะงายกวา
การทํานายคาจากทฤษฎี (Zaslavsky,1995) 
 
 3.1.2 ปริมาณเอนไซมหรือโปรตีนที่ตองการ 
 
 นอกจากโครงสรางและน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแลว ชนิดของโปรตีนยังสงผลถึง
ปริมาณโปรตีนที่สามารถเติมลงไปในระบบดวย ความเขมขนของโปรตีนจะไมมีอิทธิพลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกก็ตอเมื่อโปรตีนที่เติมลงไปนั้นมีความเขมขนต่ํา คือนอยกวา 1 กรัม/ลิตร 
(Schemidt, และ คณะ 1996) แตจากการศึกษาการแยกโปรตีนที่ละลายน้ําไดจาก E.coli ในระบบ 
PEG/เกลือ/น้ํา ของ Kaul และ Asenjo (1994) พบวาความเขมขนของโปรตีนที่เติมลงไปในระบบที่
มีคามากกวา 0.5 กรัมตอลิตร ก็จะสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของคาสัมประสิทธิ์การแยกที่ลดลง
ไดอยางชัดเจน  
 

Papamichael และคณะ(1991) ศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของเอนไซมและโปรตีนที่
ปนเปอนเร่ิมตนตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมเปาหมาย (เอนไซมฟูมาเรส) ออกจาก
โปรตีนที่ปนเปอน ในระบบ PEG/โพแทสเซียมฟอสเฟต/น้ํา ที่องคประกอบของระบบที่แตกตางกัน  
พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมเปาหมายมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อปริมาณเอนไซมเร่ิมตน
เพิ่มข้ึน ยกเวนที่องคประกอบของระบบที่มี PEG เทากับ 18%   และ โพแทสเซียมฟอสเฟตเทากับ 
12.5 % ซึ่งพบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกของฟูมาเรสมีคาสูงขึ้นอยางเห็นไดชัด ในขณะที่คา
สัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนรวมที่ปนเปอนอยูกับเอนไซมเร่ิมตนมีคาลดลงอยางมากในทุก   
องคประกอบของระบบเมื่อปริมาณเอนไซมและโปรตีนมีคาเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นจึงสงผลใหจํานวนเทา
ความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน (purification factor)  

 
จากการศึกษาของ Schemidt, และ คณะ (1996)  พบวา ที่ภาวะไมเติมเกลือในระบบ 

ความเขมขนของโปรตีนที่เพิ่มข้ึนในระบบสงผลใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของ อะไมโลกลโูคซิเดส 
(amyloglucosidase) และซับทิลิซิน (subtilisin) ลดลง แตมีอิทธิพลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของ 



 32

ทริปซิน อินฮิบิเตอร (trypsin inhibitor) เปลี่ยนแปลงนอยมากคือคาคอนขางคงที่คอนไปทาง
เพิ่มข้ึนเล็กนอย ดังแสดงในตารางที่ 3.2 เนื่องจากความเขมขนเริ่มตนของเอนไซมมีอิทธิพลตอ             
พฤติกรรมการแยกของ ทริปซิน อินฮิบิเตอรนอยมาก  เพราะโดนบดบังดวยอิทธิพลของน้ําหนัก
โมเลกุลของเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดสซึ่งมีคาสูง ดังนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมเร่ิมตนจึง
ทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง ดังจะไดกลาวถึงอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุลในหัวขอที่ 3.1.4  

 
 Sebastiao และ คณะ (1996) ศึกษาการแยกเอนไซมคิวติเนส (cutinase) ออกจาก

โปรตีนที่ปนเปอน ในระบบ PEG1000/ฟอสเฟต/น้ํา พบวาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมและ
โปรตีนรวมที่ปนเปอนจะลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเร่ิมตนเพิ่มมากขึ้น แตคาสัมประสิทธิ์
การแยกของคิวติเนสจะมีคาลดลงมากกวาของโปรตีนที่ปนเปอน 

 
ตาราง 3.2 ผลของปริมาณเอนไซมหรือโปรตีนที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 

 
ปริมาณเอนไซม 

หรือโปรตีนที่ตองการ 
องคประกอบ 
ของระบบ ชนิดของเอนไซม m 

1. Papamichael และ คณะ   
    (1991)  
          -   3 –15 กรัม ตอลิตร 

PEG18%/ 
Phosphate12.5%
/น้าํ 

 

Fumarase 
 

1.20-1.30  
1.5-0.9a 

2.  Schemidt และ คณะ  
     (1996)  
 - 2  g/kg ของระบบ 
            - 4 g/kg ของระบบ 
           - 7 g/kg ของระบบ 
           - 9 g/kg ของระบบ 

  

 
PEG4000/
ฟอสเฟต/น้าํ 
 
 
 

Amyloglucosidase 
 
 

 
0.07 
0.06 
0.04 
0.02 

3.  Sebastiao และ คณะ 
(1996) 
1-10  เปอรเซนต ของระบบ 

PEG1000/
ฟอสเฟต/น้าํ 
 

Cutinase ≈ 80.00-2.00 
≈ 0.03-0.09a 

  a     คือคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ปนเปอน 
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จากงานวิจัยของ Papamichael และคณะ (1991) แสดงใหเห็นวาอิทธิพลของปริมาณ
เอนไซมและโปรตีนที่ปนเปอนที่ เติมในระบบรวมกับองคประกอบของระบบที่มีผลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยก เพราะองคประกอบที่ตางกันทําใหแนวโนมของคาสัมประสิทธิ์การแยก
แตกตางกันเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมและโปรตีนรวมที่ปนเปอนที่เติมในระบบ และจากงานวิจัยของ 
Schemidt และคณะ (1996) แสดงใหเห็นถึงอิทธิพลของชนิดของเอนไซมที่ตองการแยกในระบบ
เดียวกันวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมเริ่มตนทําใหแนวโนมคาสัมประสิทธิ์การแยกที่
แตกตางกัน ดังนั้นจะเห็นวาชนิดและความเขมขนของเอนไซมและโปรตีนรวมที่ปนเปอนที่เติมใน
ระบบและองคประกอบของระบบมีอิทธิพลรวมกัน ทั้งนี้เนื่องจากปจจัยทั้งสามจะมีผลตอแรง
กระทําระหวางโมเลกุลและระหวางโมเลกุลกับระบบ ดังนั้นการจะอธิบายถึงพฤติกรรมในการแยก
ของเอนไซมหรือโปรตีนแตละชนิดควรพิจารณาปจจัยเหลานี้ควบคูกันไป 

 
3.1.3. สัดสวนเชิงปริมาตรวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 

 
  สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง คือ ปริมาตรของวัฏภาคบน
ตอวัฏภาคลางบนเสนผูกเดียวกัน ซึ่งที่ทุกจุดบนเสนผูกเดียวกัน ระบบจะมีองคประกอบของแตละ    
วัฏภาคเหมือนกัน ดังนั้นคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมแตละชนิดควรจะมีคาเทากัน แต 
อยางไรก็ตาม จากงานวิจัยของ Hotha และ Banik (1997) ซึ่งศึกษาการแยก แอลคาไลนโพรทีเอส
จากเชื้อ B. thuringiensis H14  ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG (น้ําหนักโมเลกุล 
9000, 6000 และ 4000) และโพแทสเซียมฟอสเฟต พบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนเมื่อ 
สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางมีคาลดลง โดยที่ระบบมี PEG 4000 คา
สัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนจาก 1.85 เปน 4.70 เม่ือสัดสวนเชิงปริมาตรลดลงจาก 6.69 เปน 
1.08 ซึ่งจะเห็นวามีการเปลี่ยนแปลงของคาสัมประสิทธิ์การแยกมากกวา 50 เปอรเซ็นต หลังจาก
นั้นจะลดต่ําลง เมื่อสัดสวนปริมาตรลดลงจาก 1.08 เปน 0.32 โดยมีคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง
จาก 4.70 เปน 4.45 สวนในระบบที่มี PEG 9000 พบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนจาก 
1.74 เปน 2.33 เมื่อสัดสวนเชิงปริมาตรลดลงจาก 4.88 เปน 0.30 ซึ่งจะเห็นวามีการเปลี่ยนแปลง
ของคาสัมประสิทธิ์การแยกประมาณ 26 เปอรเซนตในขณะที่ระบบที่มี PEG 6000 มีการ
เปลี่ยนแปลงคาสัมประสิทธิ์การแยกจาก 2.586 ถึง 2.677 เมื่อลดสัดสวนเชิงปริมาตรจาก 5.67 
เปน 0.30 ซึ่งพบวามีการเปลี่ยนแปลงของคาสัมประสิทธิ์การแยกนอยกวาที่ระบบเปน PEG 4000 
และ   PEG 9000   
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 จากงานวิจัยของ Sebastiao และ คณะ (1996) ซึ่งแยก คิวติเนส ในระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาคของ PEG 1000 และ โซเดียมหรือโพแทสเซียมฟอสเฟต พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยก
ของคิวติเนสจะมีคาลดลงเล็กนอย เมื่อลดสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางใน
ขณะที่คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ปนเปอนกลับมีคาสูงขึ้นมากกวาคาสัมประสิทธิ์การ
แยกของคิวติเนส 
 
 ดังนั้นจะเห็นวางานวิจัยทั้งสองตรงขามกับทฤษฎีการแยกทั่วไป จากงานวิจัยของ 
Sebastiao และ คณะ (1996) พบวา ชนิดของเอนไซมหรือโปรตีนใหแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของ
คาสัมประสิทธการแยกแตกตางกัน เมื่อปรับสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางใน
ระบบเดียวกัน และจากงานวิจัยของ Hotha และ Banik (1997) พบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกของ
แอลคาไลนโพรทีเอสไมมีแนวโนมที่แนนอนตามน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร และใหแนวโนม
แตกตางกันในแตละองคประกอบของระบบ ดังนั้นจะเห็นวาไมมีกฏเกณฑใดแนนอนในการบงบอก
ถึงคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซม เมื่อมีการปรับเปลี่ยนสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอ  
วัฏภาคลาง ดังนั้นจึงควรศึกษาจากผลการทดลองเทานั้น 
 
 3.1.4 โครงสรางและน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมหรือโปรตีน 
 

 จากการศึกษาถึงผลของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
เอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase),ซัปทิซิลิน (subtilisin) และ ทริปซินอินฮิบิเตอร 
(trypsin inhibitor)ในระบบ PEG4000/ฟอสเฟต/น้ํา ของ Schemidt และคณะ (1996) พบวาเมื่อ
โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากขึ้นจะใหคาสัมประสิทธิ์การแยกที่ลดลง ซึ่งไมสอดคลองกับสมการที่ 
3.2 ที่วาคาสัมประสิทธิ์การแยกจะแปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมหรือโปรตีน และจาก
การศึกษาการแยกโปรตีน 5 ชนิดใน ระบบ PEG/เด็กซแทรน/น้ํา ของ Forciniti และคณะ (1991)  
กลับพบวาผลการทดลองไมไดเปนไปตามสมการที่ 3.2  ซึ่งแสดงคาดังตารางที่ 3.1 จะเห็นวา     
ไคโมทริปซิโนเจนจะมีคาสัมประสิทธิ์การแยกสูงกวาไลโซไซม ทั้งที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา ทั้งนี้
อาจเนื่องจากความชอบที่จะอยูในแตละวัฏภาคของโปรตีนแตละชนิดแตกตางกัน และอาจจะมี
ปจจัยอ่ืนซึ่งอยูในรูปพารามิเตอร η  ที่มีอิทธิพลมากกวาอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุล ดังนั้นจึงไม
สามารถอธิบายคาสัมประสิทธิ์การแยกจากการพิจารณาผลกระทบจากปจจัยสําคัญเพียงปจจัย
เดียวได ดังที่ไดกลาวมาแลวตอนตน 
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ตาราง 3.3 ผลของชนิดและน้ําหนักโมเลกุลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
 

น้ําหนกัโมเลกลุของเอนไซม 
หรือโปรตีนที่ตองการ 

ชนิดของเอนไซม องคประกอบ 
ของระบบ m 

1. Forciniti, และ คณะ 
(1991),  

1. 1.32 x 104 
2.  2.32 x 104 
3.  6.50 x 104 
4.  7.30x 104 

 5.  25.0 x 104 

 
 
Lysozyme  

Chymotrypsinogen A 
Bovine Serum Albumin 
Transferrin 
Catalase  

PEG10000/ 
เด็กแทรน 

500000/น้ํา 
 

 
 

0.69-0.54 
1.64-2.7 
0.37-.043 
0.23-0.04 

0.037-0.025 
2. Schemidt และ คณะ 

(1996) 
 1. 20.0 kDa 
 2. 27.5 kDa 

 3. 97.0 kDa 

 
 
Trypsin inhibitor 
Subtilisin 
Amyloglucosidase 

 
PEG/ฟอสเฟต/

น้ํา 
 

 
 

2.6 
1.6 
0.11 

 
 
 3.2 การสกัดโดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัด 
   
  การประยุกตใชสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัด สวนมากนิยมศึกษาเพื่อ
นําไปพัฒนากระบวนการออกแบบเครื่องมือสกัดและการขยายขนาดของการสกัดเอนไซมในระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค ซึ่งอาศัยความรูทางอุทกพลศาสตรของวัฏภาคและขอมูลการถายเท
มวลของเอนไซมหรือโปรตีนภายในหอสกัด ที่ภาวะการดําเนินการที่ทําใหประสิทธิภาพการสกัดใน
หอสกัดมีคามากที่สุด 
 
 จากงานวิจัยของ Save และ Pangarker (1993) ซึ่งศึกษาการแยก อะไมโลกลูโคซิเดส ที่มี
ความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 และ 
โซเดียมฟอสเฟตในหอสกัดแบบ spray ที่มีเสนผานศูนยกลางและความสูง เทากับ 30 มิลลิเมตร  
และ 1000 มิลลิเมตร ตามลําดับ โดยใชเทคนิคการทําให PEG อยูในรูป ของ colloidal gas 
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aphrons (CGAs) โดยกวนอยางปนกวนที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที หลังจากนั้น ปน
กวนดวย 1000  รอบตอนาที เพื่อให CGAs สามารถแขวนลอยอยูไดจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง 
และทําใหฟองอากาศใน PEG คงที่ดวยสารลดแรงตึงผิว ดังนั้นวิธีการนี้จึงเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวอีก
วิธีการหนึ่ง ซึ่งพบวา การเพิ่มอัตราไหลของวัฏภาคกระจายตัวทําใหสัมประสิทธิ์การถายเทมวล 
(Kda) มีคาสูงขึ้น 
 
 Pawar และ คณะ (1997) ศึกษาการแยก อะไมโลกลูโคซิเดส และบีตา กาแลคโตซิเดส ที่
มีความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 4000 และ 
โซเดียมฟอสเฟตในหอสกัดแบบ spray ที่มีเสนผานศูนยกลางเทากับ 50 มิลลิเมตรและ สวนสูงที่
ใชในการสกัด 500 มิลลิเมตร โดยศึกษาอิทธิพลของความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัวที่มี
ผลตอการถายเทมวลของเอนไซมทั้งสองชนิด โดยกําหนดใหวัฏภาคตอเนื่องมีความเร็วในการไหล
คงที่ที่ 0.2 มิลลิเมตรตอวินาที ในขณะที่ปรับความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัว เปน 2-6 
มิลลิเมตรตอวินาที ซึ่งเมื่อใหมีการไหลขนาน (co-current) และสวนทางกัน (counter current)
ของวัฏภาคกระจายตวัและวัฏภาคตอเนื่อง พบวาสัมประสิทธิ์การถายเทมวล (Kda) มีคามากขึ้น
ตามความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัว  
 
 Coimbra และคณะ (1998) ใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 6000 และ      
ไดเบสิค (diabasic) โพแทสเซียมฟอสเฟตศึกษาอิทธิพลที่มีผลตอคา hold up ของวัฏภาคกระจาย
ตัวในหอสกัดแบบ PRDC ซึ่งออกแบบตาม Tambourgi และ คณะ (1993) ซึ่งมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางเทากับ 51 มิลลิเมตร และสูง 700 มิลลิเมตร แตสวนที่ใชสกัดสูงเพียง 300 มิลลิเมตร ซึ่ง
ปจจัยที่ทําการศึกษา   ไดแก ความเร็วรอบในการปนกวน (34, 108 และ 152  รอบตอนาที) และ
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว (16,  32,  62,  70  และ 80 มิลลิลิตรตอนาที) โดย
กําหนดใหความเร็วในการไหลของวัฏภาคตอเนื่องคงที่ที่ 16 มิลลิลิตรตอนาที ซึ่งพบวาจํานวนหยด
ของวัฏภาคกระจายตัวจะเพิ่มมากขึ้น และ ความเร็วในการ settling ของหยดจะลดลงเมื่อ
ความเร็วรอบในการปนกวนมีคาเพิ่มข้ึน สงผลให hold up ของวัฏภาคกระจายตัวสูงขึ้น และพบวา
เมื่อเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวก็สงผลให hold up สูงตามไปดวยเชนกัน  
 
 ในขณะที่ Porto และคณะ (1997) ศึกษาการแยก ไซโตโครม บี 5 ที่สกัดจาก E. coli ซึ่งมี
โปรตีนรวมที่ปนเปอนในระบบสสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 (18 % w/w) และ 
โพแทสเซียมฟอสเฟต (16% w/w) มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ในหอสกัดแบบ PRDC ที่มี
เสนผานศูนยกลางเทากับ 32 มิลลิเมตรและ สูง 160 มิลลิเมตร โดยศึกษาอิทธิพลของความเร็ว
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รอบในการปนกวน (35, 150, 250  รอบตอนาที) และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว
และวัฏภาคตอเนื่อง เทากับ 3.0 และ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ  พบวาภาวะที่เหมาะสมตอ
การสกัดคือภาวะที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 140 รอบตอนาที  เพราะใหคาความบริสุทธิ์
สูงกวาในน้ําหมัก (purity factor) ถึง 1.7 เทา  แตอยางไรก็ตาม Porto และคณะ (1997) ก็ไมได
อธิบายถึงอิทธิพลของอัตราไหลเชิงปริมาตรที่มีผลตอการสกัด ไซโตโครม บี 5  โดยอธิบายเพียงวา 
การเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว เทากับ 0.5 –3 มิลลิลิตรตอนาที โดยคงอัตรา
ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องไวที่ 1 มิลลิลิตรตอนาทเีทาเดิม ทําให hold up ของวัฏภาค
กระจายตัวเพิ่มข้ึน ซึ่งจากงานวิจัยของ Porto และคณะ (1997) พบวาประสิทธิภาพการสกัดของ 
ไซโตโครม บี 5  มีคาประมาณ 1 ไมขึ้นกับความเร็วรอบในการปนกวนในขณะที่ (Tambourgi และ 
คณะ 1993) กลาววาประสิทธิภาพการสกัดจะสูงขึ้นเมื่อความเร็วรอบในการปนกวนมากขึ้น 
 
 จากงานวิจัยขางตนจะเห็นวาไมมีการศึกษาถึงอิทธิพลของปริมาณเอนไซมเร่ิมตน ตอการ
สกัดเลย ซึ่งเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการถายเทมวลขามวัฏภาค โดยงานวิจัยนี้จะศึกษาอิทธิพล
ของปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการถายเทมวลภายในหอสกัด ซึ่งไดแก ความเร็วรอบในการปนกวน 
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง และ ผลตางของความเขมขน
เอนไซมระหวางวัฏภาค 



บทที่ 4 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
4.1 อุปกรณ 
 

1. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง ( 4-digits balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
2. เครื่องกวนแบบแมเหล็กพรอมเตาใหความรอน (magnetic stirrer / hot plate) ของ 

บริษัท Ika Labortechnik, Germany. 
3. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน MP 220 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland. 
4. เครื่องหมนุเหวี่ยง (centrifuge) รุน Kubota 5100 ของบริษัท Kubota corporation, 

Japan 
5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  รุน Spectronic 20 Genesys 

ของบริษัท Spectronic Instruments, USA 
6. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ (Incubator Shaker) รุน G-FS ของบริษัท Gessells 

Chaft fur labortechnik , Germany 
7. อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Julabo HC-2/8 ของบริษทั Labortechnik 

GMBH,Germany. 
8. ปมรีด (Peristatic pump)  

8.1 รุน Master Flex 7518-10 ของบริษัท Cole Parmer Instrument, Co, USA. 
8.2  รุน Micro tube pump ของ บริษทั Tokyo Rikakikai, Japan 

 
4.2 เคมีภัณฑ 
 

1. กรดไฮโดรคลอริก 37% (HCl) ของบริษัท BDH Laboratory, England. 
2. กรดฟอสฟอรกิ (H3PO4) ของบริษัท Lipton Manufacturing Chemists, England. 
3. กรดไตรคอลโรอะซีติก (TCA) ของบริษัท Merck, Germany. 
4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck,Germany 
5. โบวีนซีรัมอัลบูมิน ( Bovine Serum Albumin, BSA) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
6. โพลีเอททิลนีไกลคอล น้าํหนกัโมเลกุลเฉลีย่ 1000 (PEG 1000) ของ Ajax, Australia. 
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7. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Ajax, Australia. 
8. โพแทสเซยีมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Ajax, Australia. 
9. เอโซเคซีน (Azocasein) ของ บริษัท  Sigma, Germany 
10. โคมาเซ บิเลียนบลู จ ี250 (comasie billient blue G 250) ของบริษัท 

Ajax,Australia. 
11. แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4 •7H2O4) ของบริษัท ASP. Ajax Finechem, Australia 
12. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2 •2H2O) ของบริษัท ASP. Ajax Finechem, Australia 
13. ยีสตสกัด (Yeast extract) ของบริษัท Ajax, Australia 
14. กลูโคส (glucose, C6H12O6) ของบริษัท Ajax, Australia 
15. ทริสเอชซีแอล ( Tris HCl) ของบริษัท  Carlo ERBA,Italy 
16. แอบโซลูท เอทานอล ( Absolute ethanol) ของบริษัท  Carlo ERBA,Italy 
17. โทลูอีน (Toluene) ของบริษทั Merck, Germany 
18. น้ํากรอง 

 
   ซึ่งสารเคมทีั้งหมดมีความบริสุทธิ์ระดับหองปฏิบัติการยกเวน ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต และ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่ดําเนินการในหอสกัด ซึ่งมีความบริสุทธิ์ระดบั
การคา 
 
4.3 เอนไซม 
 

งานวิจยันี้ใชแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis  TISTR 25    ซึ่งไดรับความอนุเคราะห
เชื้อจุลินทรียจาก รศ.นภา ศิวรังสรรค ภาควิชาชวีเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั   

 
วิธีเลี้ยงเชื้อ B. subtilis  TISTR 25  (วรรณวิมล, 2539)  ซึ่งมีสูตรอาหารดังนี ้ในน้ํากรอง 1 

ลิตร ประกอบดวย ยีสตสกดั 20 กรัม กลูโคส  5 กรัม KH2PO4 5 กรัม MgSO4 •7H2O 0.5 กรัม 
และ CaCl2 •2H2O 0.01 กรัม โดยคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 7 โดยเติมเชื้อลงไป 0.5 
เปอรเซ็นต โดยปริมาตรของสารอาหารทัง้หมด หลงัจากนัน้นาํไปเขยาในเครื่องเขยาเปนเวลา 48 
ชั่วโมง แลวแยกน้าํหมกัออกจากเซลลดวยเครื่องหมุนเหวีย่ง แลวนําน้ําหมักที่แยกไดไปเก็บไวที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซยีส 
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4.4 วิธกีารทดลอง 
 
 การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส จาก B. subtilis  TISTR 25   แบงไดสองสวน คือ  สวนแรก
เปนการทดลองเพื่อหาภาวะเหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสในบีกเกอรขนาดเล็ก สวนที่
สองเปนการหาภาวะที่เหมาะสมในการดําเนินการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ 
Oldshue Rushton  
 
 4.4.1 การศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสในบีกเกอรขนาดเล็ก 
 
  4.4.1.1 การหาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม 
 
   องคประกอบโดยน้ําหนักของ PEG 1000 และ โพแทสเซียมฟอสเฟตของระบบที่
เหมาะสมตอการแยกแอลคาไลนโพรทเีอสที่คาความเปนกรด-ดางตางๆ ดังนี ้  20.70 % PEG 
1000 และ 15.92% โพแทสเซียมฟอสเฟต (pH 7.5),  20.68% PEG 1000 และ 13.98%
โพแทสเซยีมฟอสเฟต (pH 8.5),  18% PEG 1000 และ 13.01%โพแทสเซียมฟอสเฟต (pH 9.5)  
37.72% PEG 1000 และ 16.05% โพแทสเซียมฟอสเฟต (pH 10.5) ตามลําดับ (นันทิญา,2543)   
จากนั้นเติมน้ําและปนกวนใหสารละลายทัง้หมดผสมกันดีแลว เติมน้าํหมกัลงไปปรมิาณ 2 กรัม 
ในขณะที่มกีารปนกวนตลอดเวลา หลงัจากนัน้ปรับคาความเปนกรด-ดางใหไดตามตองการ (7.5, 
8.5, 9.5 และ 10.5) ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดฟอสฟอริกเขมขนใน
ปริมาณเล็กนอย หลงัจากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงที่ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี จึงนํา
ตัวอยางในแตละวัฏภาคไปหาแอคติวิตีของเอนไซม และปริมาณโปรตีนทั้งหมดเพือ่คํานวณหาคา
สัมประสิทธิก์ารแยกและความบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทีเอส 
 
 4.4.1.2 หาสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปริมาณน้าํหมกัทีเ่หมาะสม 
 
 นําคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองหวัขอ 4.4.1.1 มาเลือกจุดบนเสน
ผูกเสนเดียวกนั 5 จุด เมื่อคิดเปนสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางจะมีคาดังนี ้22, 
3, 1, 0.33 และ 0.06  โดยแตละจุดมีองคประกอบดังนี้   41.67 % PEG 1000 และ 3.50% 
โพแทสเซยีมฟอสเฟต,  31.67% PEG 1000 และ 9.50%โพแทสเซยีมฟอสเฟต, 20.70 % PEG 
1000 และ 15.92% โพแทสเซียมฟอสเฟต 10.83% PEG 1000 และ 21.75%โพแทสเซียมฟอสเฟต  
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1.67% PEG 1000 และ 27.00% โพแทสเซียมฟอสเฟต ตามลําดับ (นนัทิญา,2543)  หลงัจากนั้น
เติมน้ําและปนกวนใหสารละลายผสมกันดี  โดยแตละจุดมีการแปรปริมาณน้าํหมกั 5 คา คือ 10, 
20, 30, 40, และ 50 เปอรเซนตโดยน้าํหนกัของระบบ  โดยน้ําหนักรวมของทกุการทดลองมีคา
เทากับ 10 กรัม หลังจากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง   ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 
นอรมอลหรือกรดฟอสฟอรกิเขมขนในปรมิาณเล็กนอย หลงัจากนัน้นําไปหมุนเหวีย่งที ่ 3,000 รอบ
ตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที จึงนาํตัวอยางในแตละวัฏภาคไปหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณ
โปรตีนทัง้หมดเพื่อคํานวณหาคาสมัประสิทธิ์การแยกและความบริสทุธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอส 
 
 4.4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมตอการดําเนินการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ 
Oldshue Rushton 
 
 การหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการดําเนนิการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton โดยการใหวัฏภาคกระจายตวัและวัฏภาคตอเนือ่งไหลสวนทางกัน โดยให     
วัฏภาคที่มี PEG 1000 อยูมากเปนวัฏภาคที่ไหลขึ้น คือไหลเขาทางดานลางของหอสกัด และให  
วัฏภาคที่มีโพแทสเซียมฟอสเฟตอยูมากเปนวัฏภาคที่ไหลลง คือไหลเขาหอสกัดทางดานบน โดยมี
องคประกอบของวัฏภาคกระจายตวัดังนี ้ 42.5% PEG 1000 และ 2.49 % โพแทสเซียมฟอสเฟต  
สวนองคประกอบของวัฏภาคตอเนื่องมีเพยีงโพแทสเซยีมฟอสเฟตและน้ํา คือ 28% โดยน้ําหนัก
ของระบบ  หลังจากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหไดตามตองการดวยสารละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดฟอสฟอรกิเขมขนในปรมิาณเล็กนอย หลงัจากนัน้ก็ดําเนนิการสกัด
แอลคาไลนโพรทีเอส ตามภาวะที่ตองการศึกษา คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด     (0, 
50, 100, 150, และ 200 รอบตอนาท)ี  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว (1.0 , 2.1, 
3.4 และ 5.3 มิลลิเมตรตอนาท)ี และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง (11.8 และ 17.9 
มิลลิลิตรตอนาท)ี ความเขมขนของน้าํหมักเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่อง (20,40,60, และ 72 
เปอรเซนตโดยน้ําหนกัของวฏัภาคตอเนื่อง)  โดยดําเนนิการสกดัจนกระทั่งความเขมขนของ      
แอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนทั้งหมดของขาออกของทั้งสองวัฏภาคมีคาคงที ่ หลงัจากนั้นจงึ
นําไปวิเคราะหหาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสและของโปรตีนเพื่อนําไปคํานวณ 
เปอรเซนตผลได  จํานวนเทาความบริสุทธิ ์และประสิทธภิาพการสกัด ทําการหาความคลาดเคลื่อน
ของการทดลอง โดยการทําการทดลองซ้ํากัน 3 การทดลอง ที่ภาวะการดําเนนิการสกัดเหมือนกนั 
พบวา เปอรเซนตผลไดมีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตาง ± 4.57 เปอรเซนต 
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4.5 การวิเคราะห 
 
 4.5.1 การวเิคราะหกจิกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส (Raja และ คณะ 1993) 
 
 บมตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตรกับสารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซนตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร pH เทากับ 10.5  เขมขน 0.1 โมลาร 0.9 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั นําไปแชในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที  นาํขึ้นแชในอางน้ําเย็น 4 องศาเซลเซียส แลวหยุดปฏิกิริยาทนัที
ดวย 10 เปอรเซนตโดยน้าํหนักตอปริมาตรของสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตร  
นําไปหมุนเหวีย่งใหตกตะกอนที่ความเรว็รอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาท ี ดูดสวนใสมา
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร เพื่อหากิจกรรมของเอนไซม  โดยคา
กิจกรรมของเอนไซมเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองซ้าํกนั 3 คร้ังในหนึง่ชุดการทดลอง ซึ่งมคีา
สัมประสทิธิ์ความแตกตาง(the coefficient of variation) เทากบั ± 3.7 เปอรเซนต  และของ
กระบวนการทดลองตั้งแตเตรียมระบบจนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการ  โดยทาํการทดลองซ้าํกนั 3 ชุด
การทดลอง พบวามีคาสัมประสทิธิ์ความแตกตาง เทากบั  ± 9.27 เปอรเซนต 
  
 ในการวัดกิจกรรมของเอนไซมตองทาํหลอดควบคุมเปรียบเทียบหาปรมิาณไทโรซนีที่ได
จากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง โดยใส 10 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัตอปริมาตรของ
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตรลงไปกอนแลวจึงคอยเตมิตัวอยาง,Tris-HCl บัฟเฟอร
และสารละลายเอโซเคซีน 0.9 และ 1 มิลลิลิตร ตามลําดบั  ผสมใหเขากัน นาํไปบมที่อุณหภูม ิ45 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที แลวนาํแชในอางน้ําเย็น 4 องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปหมุน
เหวีย่งใหตกตะกอน ดูดสวนใสมาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร นําคาดูดกลนื
แสงของหลอดควบคุมลบออกจากคาการดดูกลืนแสงจากหลอดตัวอยาง คาํนวณหากจิกรรมของ
เอนไซมหลงัจากลบคาดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม (แสดงวิธีคํานวณ ดังภาคผนวก ข)  
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 4.5.2 การเตรียมสารละลายเพื่อหากจิกรรมของแอลคาไลนโพรทเีอส (Raja และ คณะ 
1993) 
 

ก) สารละลายTris-HCl บัฟเฟอร 0.1 โมลาร  
 
ละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร 6.05 กรัมในน้ํากลัน่ 400 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคา

ความเปนกรด-ดางดวยดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดไฮโดรคลอริก 2 
นอรมอลจนไดคาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 500 มิลลิลิตร 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
ข) สารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซนตโดยน้าํหนักตอปริมาตร 
 
เตรียมเอโซเคซีน 1 กรัม เตมิ Absolute ethanol 2 มิลลิลิตร  โทลูอีน 1 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่น คนจนเอโซเคซนีละลายจนหมด แลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร หลังจากนัน้ 
บรรจุในขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
ค) กรดไตรคลอโรอะซีติก 10% โดยน้าํหนักตอปริมาตร 
 
เตรียมกรดไตรคลอโรอะซีติก 50 กรัม เตมิน้ํากลั่น คนจนกรดละลายจนหมดแลว

ปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร บรรจุขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
 

 4.5.3 การวเิคราะหหาปริมาณโปรตีน ( Sedmak และ Grossberg และ คณะ, 1977; 
Kaul และ คณะ Asenjo, 1993) 
 
 เติมตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร กับน้ํากลั่น 2.4 มิลลิลิตร และสารละลายโคมาเซ บเิลีย่นบลู   
จี 250  1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปวัดคาดูดคลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบูมิน (แสดง
ดังภาคผนวก ก) โดยความเขมขนของโปรตีนเปนคาเฉลีย่จากการทดลองซ้าํกนั 3 คร้ังในหนึ่งชุดการ
ทดลอง ซึง่มีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตาง (the coefficient of variation) เทากับ ± 5.36 เปอรเซนต  
และของกระบวนการทดลองตั้งแตเตรยีมระบบจนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการ  โดยทาํการทดลองซ้าํ
กัน 3 ชุดการทดลอง พบวามคีาสัมประสทิธิค์วามแตกตาง เทากับ  ± 7.29 เปอรเซนต 
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หมายเหต ุ หลอดเปรียบเทยีบ ( blank) 
 
 -     หลอดเปรยีบเทียบของการวัดโปรตีนในน้าํหมัก  เติมน้ําแทนตวัอยาง 0.1 มิลลิลิตร 

- หลอดเปรียบเทียบของการวดัโปรตีนในวัฏภาคกระจายตวั เติมสารละลายของวัฏภาค
กระจายตวั แทนตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตรที่มีองคประกอบเหมือนกับทีใ่ชในการทดลอง
แตไมมีเอนไซมอยูในวัฏภาค  

- หลอดเปรียบเทียบของการวดัโปรตีนในวัฏภาคตอเนื่อง เติมสารละลายของวัฏภาค
ตอเนื่องแทนตวัอยาง 0.1 มิลลิลิตรที่มีองคประกอบเหมือนกับที่ใชในการทดลองแต
ไมมีเอนไซมอยูในวัฏภาค 

 
 4.5.4 เตรียมสารละลายเพือ่หาปริมาณโปรตีน ( Sedmak และ Grossberg และ คณะ, 
1977; Kaul และ คณะ Asenjo, 1993) 
 

ก) กรดไฮโดรคลอริก 0.6 นอรมอล 
 
เตรียมกรดไฮโดรคลอริก 37%  24.87 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนครบ 500 มิลิลิตร 
 
ข) สารละลายโคมาเซ บิเลี่ยนบลู G 250 0.06 เปอรเซนตโดยน้าํหนักตอ

ปริมาตร 
 
เตรียมโคมาเซ บิเลี่ยนบล ูG 250  0.06 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก 0.6 นอร

มอล  คนจนละลาย หลังจากนัน้ปรับปริมาตรดวย กรดไฮโดรคลอริก 0.6 นอรมอล จนมีปริมาตร
ครบ 100 มิลลิลิตร แลวนาํมากรองดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 และตองทาํการเตรียม
ใหมทกุครั้งกอนทาํการทดลอง 
 
 
  



บทที่ 5 
 

ผลการทดลองและวิเคราะหผล 
 
 จากวัตถุประสงคที่ตองการพฒันาการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส โดยใชระบบสารละลาย
น้ําสองวัฏภาคของนันทิญา (2543) ซึ่งศึกษาการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสที่อยูในรูปของครูด
เอนไซมผง (crude enzyme) จากเชื้อ  Bacillus subtilis NS 99 ในระบบสารละลายน้ําสอง      
วัฏภาคของ PEG 1000/โพแทสเซยีมฟอสเฟต/น้ํา  ที่อุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ โดย
ศึกษาถึงอิทธพิลของปจจัยที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ไดแก ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
ความยาวของเสนผูก และคาความเปนกรด-ดางของระบบที่สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบน
ตอวัฏภาคลางเทากับ 1 พบวาคาสมัประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม
คาความเปนกรด-ดาง แตจะลดลงเมื่อเพิม่ความยาวของเสนผกูและความเขมขนของโซเดียมคลอ
ไรด ภาวะที่เหมาะสมที่สุดตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส คือระบบที่ประกอบดวย PEG1000 
18.00% (w/w) ,โพแทสเซยีมฟอสเฟต 13.01% (w/w) ที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 
9.5 ซึ่งใหคาสมัประสิทธิก์ารแยกเทากับ 20.0 และเปอรเซนตผลไดเทากับ 95.1 โดยงานวจิัยนี้จะ
แยกแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมกัโดยตรงแทนแอลคาไลนโพรทีเอสซ่ึงอยูในรูปครูดเอนไซมผง 
 
5.1 ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอร 
 

5.1.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค 
 
จากความตองการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสโดยตรงจากน้ําหมัก ทาํใหภาวะของคาความ

เปนกรด-ดางที่นนัทิญา (2543) ศึกษาไว อาจจะไมเหมาะสมที่จะนาํมาใชกับการแยกแอลคาไลน-
โพรทีเอสจากน้ําหมัก จากเชื้อ B. Subtilis TISTR 25 เนื่องจากนันทญิา (2543) ไดศึกษาการ แยก
แอลคาไลนโพรทีเอสที่เปนครูดเอนไซม ซึ่งผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยการผานเครื่องอัลตราฟวเตชัน่
และตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ดังนัน้เอนไซมจึงมีความบริสุทธิ์และเขมขนอยูในระดับ
หนึง่ ในขณะที่น้าํหมักจะประกอบดวย ชวีโมเลกุลหลายชนิด ไดแก โปรตีน  เปปไทด ตางชนิดกนั 
และสารอาหารที่อาจหลงเหลืออยู เชน กลูโคส ยีสตสกัด และเกลอืชนิดตางๆ  เปนตน โดยที่
โปรตีนตางๆจะประกอบดวยกลุมของกรดและเบสที่มปีริมาณแตกตางกนัซึง่จะทําใหคา pI ของชีว
โมเลกุลมีคาแตกตางกนัดวย ดังนัน้ประจุบนชวีโมเลกุลเหลานี้จะแตกตางกนั เมื่อคาความเปน
กรด-ดางของ  ตัวทําละลายเปลี่ยนไป (Zaslavsky,1995) ดังนั้นการแยกของชีวโมเลกุลตางชนดิ
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กันในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคระบบเดียวกนัจะแตกตางกนั ซึ่งจะสงผลตอคาความบริสุทธิ์
ของเอนไซมทีต่องการ อยางไรก็ตามการปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดาง นอกจากจะเปลี่ยน
ประจุสุทธิบนตัวถูกละลายแลวยังอาจจะทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไปดวย ดังนัน้จาก
เหตุผลตางๆขางตน จงึมีความจําเปนที่จะตองศึกษาอทิธิพลของคาความเปนกรด-ดางตอการแยก
แอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมักเปนการเพิ่มเติมจากงานวิจยัของนนัทิญา (2543)  

 
งานวิจยันี้ศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบอยูในชวง 7.5 ถึง 10.5 ซึ่ง

ไมไดทําการศกึษาอทิธพิลของคาความเปนกรด-ดางที่มคีาต่ํากวา 7.5 เนื่องจากไมมขีอมูลของเสน
แบงวัฏภาคที่คาความเปนกรด-ดางต่ํากวา 7.5 ประกอบกับพบวากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส
ในสารละลายบัฟเฟอรจะลดลงเมื่อคาความเปนกรดดางของสารละลายบัฟเฟอรต่ํากวา 7.5 ดัง
กราฟรูปที่ 5.1  

 

รูปที่ 5.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทาํงานของเอนไซมโปรตีเอสผง จาก 
Bacillus subtilis TISTR 25 เมื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมที่ 45  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที ( วรรณวิมล ,2540 ) 
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ที่คาความเปนกรด-ดาง 7.5 วัดกิจกรรมของเอนไซมไดสูงกวาที่คาความเปนกรด-ดางอื่น เนื่องจาก 
B.subtilis TISTR 25 ในขณะที่ผลิตแอลคาไลนโพรทีเอสสามารถผลิตนิวทรอลโพรทีเอสไดใน
ปริมาณที่มากดวย (ปกรณ,2532) ซึ่งนวิทรอลโพรทีเอส เปนเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการ
ยอยโปรตีนไดที่คาความเปนกรด-ดางเปนกลางคือประมาณ 7-8 และมีความเสถียรอยูในชวงคา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 5 - 10 ดังนัน้จากนวิทรอลโพรทีเอสทีม่ีปริมาณมากอาจทาํใหผล
วิเคราะหออกมาดังกราฟรูปที่ 5.1  
 
 การปรับคาความเปนกรด-ดางของระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคในกรณีที่เปนพอลิเมอร-
พอลิเมอร คือการปรับเปลี่ยนสัดสวนของบัฟเฟอรที่เติมในระบบ ในกรณีของงานวิจยันี้มีระบบเปน
พอลิเมอรกับเกลือ (โพแทสเซียมฟอสเฟต) ดังนั้นการปรบัเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางสามารถทาํ
ไดโดยการเปลีย่นสัดสวนของ K2HPO4 และ KH2PO4 และปริมาณของโพแทสเซยีมฟอสเฟตซึ่งเปน
องคประกอบของระบบ โดยคาความเปนกรด-ดางของระบบจะสูงขึน้เมื่อสัดสวนของ K2HPO4 และ 
KH2PO4 มากขึ้น ดังนั้นจะพบวาการปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางจะสงผลตอคุณสมบัติสอง
ประการของวฏัภาค  ประการแรกคือ คณุสมบัติทางกายภาพของวฏัภาค โดยสดัสวน K2HPO4 
และ KH2PO4 ที่เปลี่ยนแปลงทาํใหองคประกอบของระบบและวัฏภาคเปลี่ยน โดยโพแทสเซียม
ฟอสเฟตที่เพิม่ข้ึนทาํใหความหนาแนนของวัฏภาคลางมคีามากขึน้ สงผลใหการแยกตัวของวัฏภาค
เร็วขึ้น นอกจากนี้ปริมาตรน้ําที่เอนไซมสามารถละลายอยูไดกน็อยลงและจะสงผลใหเอนไซมถูก
ผลักไปอยูในวฏัภาคบนมากขึ้น ตามปรากฎการณ ‘’ salting – out ’’ (Sebastiao และคณะ,1996) 
ประการที่สอง คือ  คุณสมบัติทางเคมี นัน่คือ คาความเปนกรด-ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงไป จะเหนี่ยวนาํ
ใหประจุมวลรวมของโมเลกลุของตัวถูกละลายเปลี่ยนไปดวย ซึง่จะสงผลตอแรงกระทําระหวางตวั
ถูกละลายแตละชนิดและแรงกระทาํระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายและโมเลกุลของพอลิเมอร
หรือเกลือทีม่ีในวัฏภาคเปลีย่นแปลงไป ดังนัน้จากเหตุผลที่คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมี
ของวัฏภาคเปลี่ยนแปลงไป จึงสงผลใหการแยกของตวัถูกละลายตางชนิดกนัที่คาความเปนกรด-
ดางตางกันมีความแตกตางกัน ดังนั้นจะเห็นไดวาคาความเปนกรด-ดางเปนปจจัยสาํคัญซึ่งมี
อิทธิพลตอคาสัมประสิทธิก์ารแยกของเอนไซม จากผลการทดลองในรูปที่ 5.2 พบวา สมัประสิทธิ์
การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจะมีคาลดลงเมื่อคาความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึน โดยคา
สัมประสิทธิก์ารแยกจะลดลงถึง 78.4 เปอรเซนต เมื่อคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนจาก 7.5 เปน 
10.5   รูปที่ 5.3 แสดงอิทธพิลของคาความเปนกรด-ดางตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน (ซึ่ง
เปนสารปนเปอน) ซึ่งใหผลในทางตรงขามกับกรณีของแอลคาไลนโพรทีเอส โดยพบวาเมื่อคา
ความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึนจาก 7.5 เปน 10.5 คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนจะมีคา
สูงขึ้นถงึ 42.2 เปอรเซ็นต ทัง้นี้อาจเนื่องจากโปรตีนที่ปนเปอนในระบบมีอยูมากมายหลายชนิด ซึง่
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จะมีความแตกตางจากแอลคาไลนโพรทีเอสทั้งในแงของน้าํหนักโมเลกุล และแรงกระทาํระหวาง
โมเลกุลของตวัถูกละลายและตัวทาํละลาย (สมการ 3.2) แตอยางไรก็ตามเปนที่นาสังเกตวาคา
สัมประสิทธิก์ารแยกของแอลคาไลนโพรทเีอสจะมีคาสงูกวาคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน ถึง
ประมาณ 20 เทา เมื่อพิจารณาที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 และ ประมาณ 170 เทา เมื่อ
พิจารณาที่คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5 แสดงใหเหน็วาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคทีม่ี
องคประกอบดังที่พจิารณาในงานวิจัยนี้มคีวามสามารถในการสกัดแยกแอลคาไลนโพรทีเอสออก
จากเอนไซมปนเปอนชนิดอืน่ไดคอนขางด ี 

รูปที่ 5.4 แสดงถึงอทิธพิลของคาความเปนกรด-ดางของระบบตอความเขมขนของแอล
คาไลนโพรทีเอสในแตละวฏัภาค โดยพบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสในวัฏภาคบน 
(จะมี PEG 1000 อยูมาก) มีคาลดลงเมือ่คาความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึน โดยที่คาความ
เปนกรด-ดาง แทบไมมผีลตอคาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคลาง (ซึ่งมี
โพแทสเซยีมฟอสเฟตอยูมาก) เลย เปนที่นาสังเกตวาในแตละชุดทดลอง เราเริ่มตนดวยปริมาณ
แอลคาไลนโพรทีเอสที่เทาๆ กัน (โดยมีองคประกอบของน้าํหมักเทากบั 20%(w/w) ในทุกคาความ
เปนกรด-ดาง แตคากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส (หรือความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอส) 
ที่วัดได 
 

 
รูปที่ 5.2 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ ์

การแยกแอลคาไลนโพรทีเอส  ที่ปริมาณน้าํหมกั 20% (w/w) 
ที่อุณหภูมิและความดนับรรยากาศ 
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รูปที่ 5.3 อิทธิพลคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของ

โปรตีนทัง้หมด ที่ปริมาณน้ําหมัก 20% (w/w) ที่อุณหภูมิและความดัน
บรรยากาศ 

 

 
รูปที่ 5.4 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลตอกิจกรรมของแอลคาไลนโพร

ทีเอสในวัฎภาคบนและลางที่ปริมาณน้ําหมัก 20% (w/w)  
ที่อุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ 
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กลับลดลงเมื่อความเปนกรด-ดางเพิม่ข้ึน ทัง้นี้อาจเปนเพราะระบบที่มีคาความเปนกรด-ดาง
เพิ่มข้ึนจะมีปริมาณของโพแทสเซียมฟอสเฟตเพิ่มข้ึนดวย ทาํใหปริมาณน้าํที่เหลอือยูสําหรับทาํ
ละลายแอลคาไลนโพรทีเอสมีนอยลง จงึอาจเกิดการตกตะกอนของเอนไซมบางสวนขึ้น 
(sebastiao และคณะ 1996) เปนผลทาํใหปริมาณเอนไซมทีว่ัดไดทีภ่าวะสมดุลมคีานอยกวาเมื่อ
เร่ิมตน  นอกจากนี้การเกิดแผนฟลมบางๆ ที่มีลกัษณะเปนฝาสีขาวๆ ตรงผิวสัมผัสระหวางวัฏภาค 
(interface layer) ซึ่งสามารถเห็นไดดวยตา อาจจะทาํใหมวลรวมของเอนไซมของระบบไมสมดุล 
เมื่อคิดเทียบกบัปริมาณเริ่มตนที่เติมลงไปในระบบ ทั้งนี้ในแตละการทดลองจะมีฝาเกดิขึ้นไม
เทากัน ดังนัน้การเกิดฝาตรงผิวสัมผัสระหวางวัฏภาคจึงอาจเปนเหตุผลหนึง่ทีท่ําใหกราฟรูปที่ 5.4 
มีมวลรวมของแตละระบบไมเทากัน และเมื่อนําคากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบน
ในรูปที่ 5.4 หารดวยปริมาณโปรตนีที่วัดไดในวัฏภาคบน (ภาคผนวก ค) จะไดคากิจกรรมจาํเพาะ
ของแอลคาไลนโพรทีเอส ซึง่แสดงดังรูปที่ 5.5 

 
รูปที่ 5.5 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอกิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพร

ทีเอสในวัฏภาคบน มีปริมาณน้ําหมัก 20% (w/w) ที่อุณหภูมิหองและความดนั
บรรยากาศ 

 
คากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส เปนคาที่แสดงถึงปริมาณของแอลคาไลนโพร

ทีเอสตอปริมาณโปรตีน ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงความบริสุทธิ์ของเอนไซมตอโปรตีนทัง้หมดที่มีอยู 
แตอาจจะยังมสีารปนเปอนอืน่ๆนอกจากโปรตีนที่มีอยูในน้าํหมัก ซึ่งอาจจะปนเปอนอยูในวัฏภาค

0

10

20

30

40

6.5 7.5 8.5 9.5 10.5 11.5

ความเปนกรด-ดางของระบบ

กิจ
กร
รม
จํา
เพา

ะข
อง
แอ
ลค
าไล

นโ
พร
ทีเอ

ส
 ( ย

ูนิต
ตอ
มิล
ลิก
รัม
โปร

ตีน
 )



 51

บนกับแอลคาไลนโพรทเีอส เชน สารตั้งตนในการหมัก  เชน กลูโคส แมกนีเซยีมซลัเฟต แคลเซยีม-
ไดคลอไรด ซึ่งไมไดทําการศึกษา ณ ทีน่ี้  รูปที่ 5.5 แสดงคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรที
เอสในวัฏภาคบน ซึ่งมีคาสูงสุดที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 ดังนั้น จากกราฟรูปที่ 5.2 และ 
5.5 สามารถสรุปไดวา ที่ความเปนกรด-ดาง 7.5 เปนภาวะที่ใหคาสัมประสิทธิ์การแยกแอลคาไลน
โพรทีเอสและคากิจกรรมจําเพาะสงูที่สุด จึงจะนําภาวะนี้ไปทําการทดลองเพื่อหาปริมาณน้าํหมกั
และสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางที่เหมาะสม ในการแยกแอลคาไลนโพรทเีอส 
จากเชื้อ B. subtilis TISTR 25 ตอไป 
 

5.1.2 อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัที่เติมในระบบและสัดสวนโดยปริมาตรของ   
วัฎภาคบนตอวัฎภาคลาง 
 

เสนผูกที่เชื่อมองคประกอบของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางเปนจุดที่อยูในภาวะสมดุล  ทุก
จุดบนเสนผกูเดียวกนัจะมีสัดสวนเชงิปริมาตรของแตละวัฏภาคตางกนั แตองคประกอบของแต
ละวัฏภาคเทากัน ดงันัน้ระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกนัควรจะใหคาสมัประสิทธิก์ารแยกเทากนั แต
เปอรเซนตผลไดจะตางกนัซึง่ขึ้นอยูกับสัดสวนปริมาตรของระบบ ดังสมการที่ 5.1 (Kula และ คณะ 
1982) เมื่ออางอิงวัฏภาคบน 
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21      5.1 

 
 คาสัมประสทิธิ์การแยก เปนคาคงที่สมดลุคาหนึ่งที่คํานวณจากภาวะสมดุล ซึง่ม ี 3 ปจจัยทีม่ี  
อิทธิพลโดยตรงตอคานี ้ คือ อุณหภูมิ  ความดัน  องคประกอบของระบบ โดยปจจัยทางเคมีและ
กายภาพอื่นๆ เชน ชนิด น้าํหนักโมเลกุล และความเขมขนของพอลิเมอรหรือของเกลือตอการเกดิ      
วัฏภาค คาความเปนกรด-ดาง ชนิดและความเขมขนของสารเติมแตง ฯลฯ เปนปจจัยที่มีผลตอ
ลักษณะและคณุสมบัติของตัวถูกละลายซึง่เปนอิทธิพลทีท่ําใหตัวถกูละลายกระจายเขาไปแต
ละวัฏภาคแตกตางกนัออกไป จากการทดลองนี้ทาํทีภ่าวะอุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ 
ดังนัน้องคประกอบจึงเปนอิทธิพลเดียวที่มผีลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกที่สมดุล  

 
 ในการทดลองนี้เปนการหาปริมาณน้ําหมกัที่เติมไปในระบบที่เหมาะสมโดยทาํการทดลอง
ควบคูไปกับการหาสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางที่เหมาะสม โดยปริมาณ
ของน้ําหมกัที่เปลี่ยนไปในระบบจะใสแทนที่ปริมาณน้ํา ดังนัน้เมื่อปริมาณน้ําหมกัเพิม่ข้ึนก็จะทําให
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ปริมาณน้าํที่ตองเติมลดลง เพื่อยงัคงรักษาใหทุกการทดลองมนี้ําหนกัของระบบรวมเทากนัหมด 
ดังนัน้ปริมาณน้ําหมักที่เติมลงไปจะมีผลตอองคประกอบทางเคม ีคือ จากทีก่ลาวแลววาในน้ําหมกั
ประกอบดวยโมเลกุลของชวีโมเลกุลหลายชนิด ดงันัน้น้าํหมกัที่เขมขนในระบบจะทําใหแรงกระทํา
ระหวางโมเลกลุชนิดเดียวกันและระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายมากขึ้น โดยความเขมขนของ
แอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบนจะมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อลดสัดสวนโดยปรมิาตรของวัฏภาคบนและ  
วัฏภาคลางทีทุ่กปริมาณน้ําหมัก แตจะมีคาลดลงเมื่อลดปริมาณน้ําหมัก เพื่อคงใหสัดสวนเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคบนและวัฏภาคลางคงที่ แสดงดงักราฟรูปที ่5.6 (a)  
 

รูปที่ 5.6 (b) แสดงใหเห็นถึงอิทธิพลของอัตราสวนเชงิปริมาตรของทั้งสองวัฏภาค และ
ปริมาณน้าํหมกัที่มีผลความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสในวัฏภาคลาง จะเหน็วาความเขมขน
ของแอลคาไลนโพรทีเอสที่สดัสวนเชิงปริมาตร 1:25 จะมีคาสูงกวาทีส่ัดสวนอื่นๆ อยางเหน็ไดชัด 
ทั้งนี้เปนเพราะที่สัดสวนเชงิปริมาตร 1:25 จะประกอบดวยวัฏภาคลางในปริมาตรที่สูง ทาํใหมี
ปริมาณของแอลคาไลนโพรทีเอสมากตามไปดวย อยางเห็นไดชัด  
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(a) 

(b) 
 

 รูปที่ 5.6 อิทธิพลของสดัสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 
และปริมาณน้าํหมกัทีม่ีผลตอผลของกิจกรรมของแอลคาไลน 
โพรทีเอสในวฏัภาคบน(a) และวัฏภาคลาง(b) 
 ที่อุณหภูมิหองและความดันบรรยากาศ 

 
 

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000

0 10 20 30 40 50 60
ปริมาณน้ําหมัก  ( %w/w )

แอ
ลค
าไล

นโพ
รท
ีเอส

ใน
วัฏ
ภา
คบ

น
 ( ยู

นิต
ตอ
ลิต
ร)

สัดสวนปริมาตร 22:1 สัดสวนปริมาตร 3:1 สัดสวนปริมาตร 1:1 สัดสวนปริมาตร 1:3 สัดสวนปริมาตร 1:25

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180

0 10 20 30 40 50 60
ปริมานน้ําหมัก (% w/w)

แอ
คล
าไล

นโพ
รท
ีเอส

ใน
วัฏ
ภา
คล
าง

 (ยู
นิต

ตอ
ลิต
ร)

สัดสวนปริมาตร 22:1 สัดสวนปริมาตร 3:1 สัดสวนปริมาตร 1:1 สัดสวนปริมาตร 1:3 สัดสวนปริมาตร1:25



 54

 รูปที่ 5.7 แสดงคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสที่คาปริมาณน้าํหมกัและ 
สัดสวนเชงิปริมาตรที่แตกตางกนั ผลการทดลองที่ได ไมไดปรากฏแนวโนมที่ชัดเจนพอที่จะอธิบาย 
ไดมากนกั แตพบวาที่สัดสวนเชงิปริมาตร 1:25 จะใหคาสัมประสทิธิ์การแยกเฉลี่ยประมาณ 50 
ในขณะที่สัดสวนปริมาตร 22:1 จะใหคาสัมประสิทธิก์ารแยกเฉลี่ยประมาณ 10 จะเหน็ไดชัดวา
แมวาในแตละระบบจะมีองคประกอบของแตละวัฏภาคเหมือนกัน ตางกนัเพียงสัดสวนเชงิปริมาตร 
แตคาสัมประสิทธิ์การแยกที่ไดมีคาแตกตางกนัอยางเห็นไดชัด โดยไดทําการทดลองกวนระบบเปน
เวลา 40 นาทีเพื่อทดสอบวาแอลคาไลนโพรทีเอสมีเวลาเพียงพอสาํหรับการถายเทมวลกอนทีจ่ะ
เขาสูสมดุลดวยการเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที (Forciniti และ Hall, 
1991; Lee และ Chang และ คณะ 1990; Schmidt และ คณะ, 1995; Sebastiao และ คณะ, 
1994; Sebastiao และ คณะ;1996; Videira และ Aires-Barros,1994; Yang และ คณะ, 1994) 
ซึ่งพบวา ที่ภาวะสมดุลใหคาสัมประสิทธิก์ารแยกที่ไมแตกตางกนัมากนัก (ไมไดรายงานผลไวใน
งานวิจยันี)้ เมื่อเวลาเปลี่ยนแปลงไป 40 นาที ดังนั้นเราจึงคอนขางมัน่ใจวาคาสัมประสิทธิท์ี่
เปลี่ยนแปลงเมื่อสัดสวนเชงิปริมาตรของวฏัภาคบนตอวฏัภาคลางเปลีย่นไมไดเกิดจากการที่แอล
คาไลนโพรทีเอสถายเทมวลไดไมเทากนักอนที่จะเขาสูสมดุล ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ
งานวิจยัของ Hotha และ Banik (1996) และ Sebastiao และ คณะ (1996) โดย Sebastiao และ 
คณะ (1996) ใหเหตุผลวาความแตกตางของคาสัมประสิทธิ์การแยกที่พบกับระบบที่อยูบนเสนผกู
เดียวกนั อาจเนื่องมาจากความสามารถในการละลายเอนไซมที่แตกตางกนัของแตละระบบ แต
ทั้งนี้ขึ้นกบัปริมาณเอนไซมรวมทีพ่ิจารณาในทัง้ระบบ ปริมาณเอนไซมที่เขาไปเกนิความสามารถ
ในการละลายของระบบ จงึอาจเกิดการตกตะกอนได ทําใหคาสมัประสิทธิก์ารแยกทีว่ัดไดมีคา
แตกตางกนั 
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 รูปที่ 5.7 อิทธิพลของสดัสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 

และปริมาณน้าํหมกัทีม่ีผลตอคาสัมประสทิธิ์การแยกของแอลคาไลนโพร
ทีเอส ที่อุณหภูมิหองและความดนับรรยากาศ 

 
 

รูปที่ 5.8 แสดงกิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบนที่สัดสวนเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคบนตอวฏัภาคลางที่แตกตางกนั ทีส่ัดสวนเชงิปริมาตรเทากับ 22:1, 3:1, 1:1 
1:3 จะมีคากจิกรรมจําเพาะไมแตกตางกนัมากนกัตลอดทุกชวงของปริมาณน้ําหมกั ซึง่หมายถึงวา 
ปริมาณน้าํหมกัที่เพิ่มข้ึนสงผลใหการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสและของโปรตีนทั้งหมดเปนไปใน
ทิศทางเดียวกนั จึงทําใหคากิจกรรมจําเพาะมีคาคอนขางคงที่ คากิจกรรมจาํเพาะของแตละ
สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางคอนขางคงที่คอนไปทางลดลงเล็กนอย ในขณะที่        
กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสในวัฏภาคบนทีส่ัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอ    
วัฏภาคลางเทากับ 1:25 มีคามากที่สุดและมีคามากขึ้นอยางเหน็ไดชัดเมื่อปริมาณน้ําหมักเพิ่มข้ึน 
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รูปที่ 5.8 อิทธิพลของสดัสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและ

ปริมาณน้าํหมกัที่มีผลตอคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอส
ในวัฏภาคบน ที่อุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ 

 
ซึ่งแสดงวาที่สดัสวนเชงิปริมาตรเทากับ 1:25 ความเขมขนของน้าํหมักมีอิทธพิลตอการแยกแอล
คาไลนโพรทีเอสมากกวาโปรตีนที่ปนเปอน  คาเปอรเซนตผลไดของแอลคาไลนโพรทีเอสคํานวณได
จากสมการที่ 5.1 แสดงใหเห็นในรูปที่ 5.9 จากผลการทดลองจะเหน็วาเปอรเซนตผลไดที่สัดสวน
เชิงปริมาตร 1:25 มีคานอยกวาที่สัดสวนอืน่ๆ ถงึประมาณ 20 เปอรเซนต โดยที่สัดสวนเชิง
ปริมาตรที่เพิม่ข้ึนจาก 1:3 เปน 22:1 แทบจะไมมีผลตอคาเปอรเซนตผลไดมากนกั 
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รูปที่ 5.9 อิทธิพลของสดัสวนโดยปรมิาตรของวัฏภาคบนและวัฏภาคลาง 

และปริมาณน้าํหมกัทีม่ีผลตอคาเปอรเซนตผลไดของแอลคาไลน 
โพรทีเอส ที่อุณหภูมิหองและความดนับรรยากาศ 

 
ดังนัน้จากคากิจกรรมจําเพาะและคาเปอรเซนตผลได ภาวะทีสั่ดสวนเชงิปริมาตรของ    

วัฏภาคบนและวัฏภาคลางเทากับ 1:25 และน้ําหมักเทากับ 50 เปอรเซนตใหคาบริสุทธิ์ของแอล
คาไลนโพรทีเอสสูงสุด (คากิจกรรมจําเพาะเทากับ 17.7 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) แตใหเปอรเซนต
ผลไดต่ํามาก (62.2 เปอรเซนต) ซึ่งจุดที่มสีัดสวนปริมาตรเทากับ 1:25 และมีน้ําหมักเทากับ 30.0 
เปอรเซนต ใหเปอรเซนตผลไดสูงกวาทีน่้ําหมักเทากับ 50 เปอรเซนต ถึง 8.0 เปอรเซ็นต  แตพบวา 
คากิจกรรมจําเพาะมีคาต่ํากวาจุดที่น้าํหมกัเทากับ 50 เปอรเซนต ถงึ 16.7 เปอรเซนต จึงควรเลือก
จุดที่มีสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง เทากบั 1:25 และมีปริมาณน้ําหมักเทากับ 
50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก นาํไปคัดเลือกและออกแบบหอสกัดตอไป  
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5.2 การเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด 
 
 5.2.1 การเลอืกชนิดของหอสกัด 
 
 จากการคนควาของผูทาํวิจยั พบวาหนังสอืสวนใหญ (Arthayukti,1998; Laddha และ 
Ernest ,1978; McCabe และ คณะ, 1993; Seader,1997; Walas,1988)  จะกลาวถึงหอสกัดแต
ละชนิดและขอดีขอเสียรวมถึงวธิีเลือกชนดิของหอสกัดอยางคราวๆ ไมมหีลักการเลือกหรือ
ออกแบบหอสกัดที่เปนกฎเกณฑแนนอน ซึ่งจากการคนควาของผูทําการวิจยัพบวา Thornton 
(1992) ไดเสนอหลักการเลอืกและออกแบบหอสกัดไดละเอียดกวาหนังสือเลมอ่ืน ซึ่งมีปจจัยทีใ่ช
ในการพิจารณาและเลือกหอสกัดตามตารางที ่2.1 ซึ่งแสดงคาปจจยัตางๆที่ตองใชในการพิจารณา 
โดยระบุเลขทีห่ัวขอดวยตวัเลขของพารามเิตอรตามตารางที่ 2.1 เพื่อความงายในการพิจารณา
เปรียบเทียบคากับตารางที2่.1 
 
ขอมูลที่นาํมาพิจารณาและเลือกชนิดของหอสกัด 
 
1.ปริมาตรไหลผานทั้งหมด   ≤ 0.25 m3/h   
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนการทดลองในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ ดังนั้นจะมีปริมาตร
ไหลผานทัง้หมดนอยกวา 250 ลิตรตอช่ัวโมง (0.25 ลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง) ซึ่งเปนระดับตํ่าสุดที่
ไดมีการกําหนดไวในตารางที่ 2.1 

 
2. จํานวนขัน้ตอนสมดุล ( Number of theoretical stage, NTS) : มากกวา 1 
 

จํานวนขัน้ตอนสมดุล เปนปจจัยหนึ่งทีค่วรไดจากการดําเนินการในหอสกัดหรือเกิดจาก
การกําหนดคุณสมบัติของผลิตภัณฑที่ผานการสกัดแลว ซึง่ในงานวิจยันีย้ังไมมีการกาํหนด       
คุณสมบัติของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานหอสกัดวาควรมคีวามเขมขนหรือความบริสุทธิ์ระดับใด 
ดังนัน้จึงยังไมทราบวาจํานวนขั้นตอนที่สมดุลที่ตองการใชในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสควรอยู
ในชวงใด และจากตารางที่ 2.1 พบวาหอสกัดแตละชนิดมีชวงของจํานวนขัน้ตอนที่สมดุลที่   
เหมาะสมแตกตางกนั ดังนั้นงานวิจยันีจ้ึงกําหนดใหจาํนวนขัน้ตอนสมดุลที่จะใชในการสกัดแอล
คาไลนโพรทีเอสควรมีคามากกวา 1 จํานวนขั้นตอนสมดุล ทั้งนี้เพื่อตองการใหหอสกัดทีจ่ะ
ออกแบบใหสามารถยืดหยุนในการใชงานได 
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3. คุณสมบัติทางกายภาพ  
 

คุณสมบัติทางกายภาพที่สามารถวัดไดจากวัฏภาคทัง้สอง คือ ผลตางของความหนาแนน
ของวัฏภาคบนและวัฏภาคลาง จากระบบซึ่งประกอบดวย PEG 1.7 เปอรเซนต และ โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 27 เปอรเซนตโดยน้ําหนกั โดยมีคาความเปนกรด-ดางเทากบั 7.5 โดยการดึงปริมาตร
ของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางไปชั่งน้าํหนัก พบวามีความหนาแนนเทากับ 1,021.8 และ 1,250.8 
กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร ตามลําดับ ดังนัน้ผลตางของความหนาแนนของวัฏภาคทั้งสองเทากบั 
229 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร 
 
6. สัดสวนของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัวตอวัฏภาคตอเนื่อง :0.04 (1:25) 
 

สัดสวนของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตอวัฏภาคตอเนื่อง เปนขอมูล
หนึง่ที่ใชในการพิจารณาและเลือกชนิดของหอสกัดตามตารางที่ 2.1 และเปนขอมูลที่ควรไดจาก
การดําเนินการในหอสกัด แตเนื่องจากยงัไมมีขอมูลนี ้ ดังนัน้จงึใชสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาค
บนตอวัฏภาคลางที่ภาวะเหมาะสมที่สุดตอการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอรซึ่งมีคาเทากับ 
0.04 แทนสัดสวนของอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัตอวัฏภาคตอเนื่อง เพื่อใชเปน
แนวทางในการเลือกชนิดของหอสกัด  

 
8. ปริมาณของแข็งในระบบ : พอสมควร 
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมกั ดงันั้นอาจเปนไปไดวามี
เศษเซลลของแบคทีเรียตกคางอยูหลังจากการเหวี่ยงแยกน้ําหมกัออกจากเซลลแบคทีเรียแลว 
ประกอบกับตองการออกแบบหอสกัดใหมคีวามยืดหยุนกับการใชงาน ถาตองการศึกษาระบบที่มี
ปริมาณของแข็งในระบบก็สามารถใชหอสกัดนี้ได ดังนัน้จึงเลือกระดบัปริมาณของแข็งที่มีในระบบ
ปริมาณพอสมควร 
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13. ความงายในการทําความสะอาด 
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ศึกษาการแยกแอลคาไลนโพรทเีอสจากน้ําหมักในระบบสารละลายน้าํ
สองวัฏภาค ซึ่งอาจจะทําใหหลงัจากการดําเนินการสกัดแลวอาจมีเศษเซลลและน้ําหมกัรวมถึง
สารละลายน้ําของวัฏภาคทั้งสองติดอยูตามหอสกัด ประกอบกับน้ําหมักมีกลิน่คอนขางแรง ดงันัน้
จึงมีความจาํเปนอยางยิง่ทีห่อสกัดควรจะทําความสะอาดไดงาย 

 
14. การดูแลรักษาและซอมบํารุงงาย 
 

ในหวัขอนี้จะมีลักษณะของรายละเอียดคลายกับขอที่ 13 ดังนั้นควรเลือกการดูแลรักษา
และซอมบํารุงไดงายเพื่อเปนการประหยัดคาใชจาย 

 
 โดยจะพิจารณาปจจัยในการเลือกชนิดของหอสกัดในขอ 3 กอน เหตทุี่ไมพิจารณารวมกับ
ปจจัยอื่น เนื่องจากความแตกตางของความหนาแนนระหวางวัฏภาคที่วัดไดไมไดอยูในชวงที่ใช
พิจารณาในตารางที่ 2.1  ซึ่งความแตกตางของความหนาแนนระหวางวัฏภาคที่วัดไดมีคามาก คือ 
299 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร ทําใหวฏัภาคแยกตัวออกจากกันไดเร็ว ดังนั้นจงึจะคัดหอสกัดที่
เหมาะสมกับระบบที่วัฏภาคทั้งสองมีความแตกตางของความหนาแนนนอยและแยกตัวไดชาออก 
ซึ่งไดแก  คอลัมนที่ไมมเีครื่องกลเขามาชวยทุกชนิด, RTL และ หอสกัดแบบหมนุเหวี่ยง
(Centrifuge extractor) ออก 
 

เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติของปจจัยกับหอสกัดที่เหลือจากการคัดออกแลวพบวาม ี ‘U’ ซึ่งมี
ความหมายวาไมเหมาะสมในหอสกัดชนดิใดตองคัดหอสกัดชนิดนัน้ออก เนื่องจากมีคุณสมบัติบาง
พารามิเตอรไมเหมาะสมกับความตองการของการทําวิจัย ซึง่แสดงชนิดของหอสกัดที่ถูกคัดออกดงั     
ตารางที่ 5.1  หลังจากนั้นก็เลือกหอสกัดทีม่ีความเหมาะสมมากที่สุด ซึง่แสดงในตารางที่ 5.2  
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ตารางที่ 5.1  ชนิดของหอสกัดที่ถูกคัดออกเนื่องจากคณุสมบัติของปจจัยไมเหมาะสมกับ
ความตองการที่จะออกแบบ 
 

Ref ชนิดของเครื่องสกัด ไมเหมาะสมกบัขอมูลในขอที ่
Ac1(i) 
Ac1(ii) 
Ac2(ii) 
Ac3(i),(iii) 
Ac3(ii),(iv) 

Scheibel 
Asymmetric RDC 
Rotary film 
Pump-settler 
Mixer-settler 

8, (13) 
(8) 
(1) 
1, (6), (8) 
(8) 

 
หมายเหต ุ หัวขอที่อยูในวงเล็บ เปนหัวขอที่ใหระดบัของความเหมาะสมตอหอสกัดเปนคา 

‘D’ ซึ่งหมายความวา อาจมีปญหาถาเลือกหอสกัดชนิดนี้ ดงันัน้ตองศึกษา       
รายละเอียดอืน่เพิม่เติม และหัวขอที่ไมอยูในวงเล็บใหคา ‘U’ 

 
 ตารางที่ 5.2 หอสกัดที่เหลอืจากการคัดออกและจะถูกประเมิน 
 

ปจจัยที่ใชในการพิจารณา Ref ชนิดเครื่องสกดั 
1 2 6 8 13 14 

Ab1(i) 
Ab1(ii) 
Ab1(iii) 
Ab2(I) 
Ab2(ii) 

Rotary disc 
Multi-impeller(Oldshue Rushton) 
Kuhni 
Pulsed plate 
Reciprocating plate 

S 
S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 
S 
S 

P 
P 
P 
P 
P 

P 
P 
P 
P 
P 

S 
S 
P 
S 
S 

S 
S 
S 
S 
S 

 
หมายเหต ุ S หมายถึง มคีวามเหมาะสม 
  P หมายถึง มคีวามเปนไปไดที่จะนาํไปใชกับปจจัยที่ใชในการพิจารณา 
 

จากตารางที่ 5.2 เมื่อพิจารณาปจจัยที่ใชในการสกัดพบวา หอสกัดแบบ Kuhni เปนหอ
สกัดที่มีคุณสมบัติดอยกวาหอสกัดชนิดอืน่ ทัง้นีเ้นื่องจากเปนหอสกดัที่ทําความสะอาดยากกวาหอ
สกัดชนิดอื่น ดังนัน้จึงเหลือหอสกัดอีก 4 ชนิดที่มีระดับของคุณสมบัติของปจจัยเทากัน คือ RDC, 
Mutti-impeller (Oldshue Rushton) , Pulsed plate  และ Reciprocating plate  โดย Pulsed 
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plate เปนหอสกัดแบบมแีรงกลภายในหอสกัดชนิดเดียวที่ไมมีสวนประกอบของแกนใบพัดจึงไม
ตองถอดแกนใบพัดออกมาทําความสะอาด ซึ่งอาจเปนเหตุผลนี้ที่สวนใหญนิยมใชงานใน     
อุตสาหกรรมนิวเคลียร แตอยางไรก็ตามมักมีปญหาทางเทคนิค อยางเชน การเพิ่มปริมาตรของ 
pulsed ใหมากขึ้นเปนไปไดยาก ซึ่งจากเหตุผลนี้อาจทําใหหอสกัดชนิดนี้ไมเปนที่นยิมใน           
อุตสาหกรรมอืน่ สวน Reciprocating plate เปนหอสกัดที่ยุงยากในการสรางเครื่องมือ เนื่องจาก
ตองใหแรงกลที่ทาํให plate เคลื่อนที่ขึน้ลง และเปนทีน่ิยมนอยกวาหอสกัดแบบที่มีใบพัดในหอ
สกัด หอสกัดที่เหลือ คือ RDC และ Oldshue Rushton ซึ่งเปนหอสกัดแบบที่มีแรงกลจากใบกวน
เหมือนกนันอกจากนี้ยงัมวีงแหวนที่มีลกัษณะเหมือนกนัอีกดวย ดงันัน้จึงสามารถเลือกหอสกดั
ชนิดใดก็ได แตในงานวจิัยนีเ้ลือกหอสกัดชนิด Oldshue Rushton เนื่องจากเปนหอสกัดที่ไดรับการ
พัฒนาตอมาจาก RDC และยังไมไดรับการวิจัยอยางกวางขวางมากนกั 
 
 5.2.2  การออกแบบหอสกัดแบบ Oldshue Rushton 
 

 เนื่องจากไมมรีายละเอียดและหลักการในการออกแบบหอสกัดที่เปนการทดลอง
ขนาดหองปฏิบัติการมากนกั  โดย Thronton (1992)  ไดเสนอแนะหลักการออกแบบหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton ซึ่งพอใหเปนแนวทางในการออกแบบ โดยมีสูตรการคํานวณดังนี ้

 

6.04.0cdch
08.0cdbw

55.035.0cdsd
5.033.0cdrd

−=
=

−=
−=

     2.8 

 
 จากที่กลาวมาแลววา มีหนงัสือและงานวจิัยที่กลาวถึงหลักการออกแบบหอสกัดนอยมาก
และจากหนงัสือของ Thronton (1992) ซึ่งไดกลาวถึงงานวจิัยตางๆที่ศึกษาภาวะและการ
ดําเนนิการในหอสกัด แบบ Oldshue Rushton  โดยงานวิจยัเหลานีจ้ะกลาวถึงเสนผานศนูยกลาง
ของของหอสกดัที่ใชในดําเนนิการสกัดแตไมมีการกลาวถงึความสูงหรือสัดสวนของความสงูตอเสน
ผานศนูยกลางของหอสกัด ทั้งนี้เนือ่งจากความสงูของหอสกัดที่ใชจะขึ้นอยูกบัจํานวนขัน้ตอน    
สมดุลที่ใชในการสกัดใหไดคุณสมบัติของผลิตภัณฑตามที่ตองการและพารามิเตอรการถายเทมวล
โดยพารามิเตอรการถายเทมวลจะขึน้อยูกับระบบที่ใชในการสกัด ชนิดของสารที่ตองการสกัด
รวมถึงภาวะตางๆที่ใชในการดําเนินการสกัด ซึ่งจะสงผลใหลกัษณะการไหลภายในหอสกดั
แตกตางกนั ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอการถายเทมวลที่จะเกิดขึ้นภายในหอสกัด และยังไมมหีนงัสือ
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และงานวิจยัใดระบุแนนอนวาเสนผานศูนยกลางของหอสกัดแบบ Oldshue Rushton มีใชอยู
ในชวงใด แต Thornton (1992) และ Walas(1988) ไดอางถงึงานวิจยัของ Stichlmair (1980) วา
ไดศึกษาการสกัดในระบบ โทลูอีน อะซีโตน น้ํา ซึง่มีสัดสวนความเร็วในการไหลของวัฏภาค
กระจายตวัตอ     วัฏภาคตอเนื่องเทากับ 1.5 ในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการชนิดตางๆ โดยใชเสน
ผานศนูยกลางของหอสกัดอยูใน ชวง 5.0 ถึง 15.0 เซนติเมตร ดังนั้นงานวิจยันี้จงึจะกําหนดใหหอ
สกัดที่จะออกแบบมีขนาดเสนผานศูนยกลางเทากับ 5.0 เซนติเมตร ซึ่งเปนคาต่ําสดุที่ Stichlmair 
(1980) ไดทําการศึกษา แตเนื่องจากความจํากัดของขนาดหอสกัดทีท่ําจากอะคลลิีก ที่มีขายอยู
ทั่วไป ไมมีเสนผานศูนยกลางภายในเทากับ 5.0 เซนตเิมตร ดังนั้นจงึกําหนดใหเสนผานศูนยกลาง
ภายในหอสกดัที่ออกแบบมขีนาดเทากับ 4.6 เซนติเมตร ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ 5.0 เซนติเมตร
มากที่สุด 
 
 ดังนัน้เมื่อกาํหนดใหเสนผานศูนยกลางภายในเทากับ 4.6 เซนติเมตร และกําหนดคาของ
สมการที ่2.8 ใหมดังนี้  
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=

     2.8 

 
พบวาหอสกัดจะมีเสนผานศูนยกลางของใบพัดเทากับ (dr) 1.8 เซนตเิมตร และเสนผาน

ศูนยกลางภายในของวงแหวน (ds) เทากบั 2.3 เซนติเมตร แบฟเฟล (wb) เทากับ 0.4 เซนติเมตร 
และเนื่องจากไมมีขอมูลการถายเทมวลเบือ้งตนในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton และงานวิจัยนี้
มีวัตถุประสงคเพื่อจะหาภาวะเหมาะสมจากการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอส เพื่อทีจ่ะสามารถนํา
ภาวะที่เหมาะสมจากงานวิจยันี้ไปคํานวณหาขอมูลการถายเทมวล เพือ่ใชในการออกความสงูของ
หอสกัดทีถู่กตอง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงกําหนดความสงูของหอสกัดเทากับ 50 เซนตเิมตร โดยไมได
ตั้งอยูบนขอมลูการถายเทมวลใดเลย และเนื่องจากสมการที ่ 2.8 คํานวณไดเพียงเสนผาน
ศูนยกลางของใบพัด แตไมสามารถบอกความกวางสูงของครีบของใบพดัที่ติดอยูกับจานของใบพัด 
ดังนัน้จึงจะใชการออกแบบ turbine ของ Macabe (1993)  ซึ่งมีสมการดังนี ้ 
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เพราะฉะนัน้จะไดความกวางและความยาวของครีบใบพดัเทากับ 0.4 และ 0.5 เซนติเมตร 

ตามลําดับ โดยแสดงหอสกดัแบบ Oldshue Rushton  และใบพัด พรอมดวยองคประกอบของหอ
สกัดและใบพดัที่ออกแบบเสร็จแลวดังรูปที่ 5.10 
 
  แตอยางไรก็ตามเสนผานศูนยกลางของใบพัด เสนผานศูนยกลางภายในของวง
แหวนรวมถงึระยะหางระหวางวงแหวนที่เหมาะสมตอการสกัดควรจะไดมาจากการทดลองเทานั้น 
ทั้งนี้เนื่องจากหนงัสือแตละเลมใหการคํานวณหาระยะหางและเสนผานศูนยกลางของ             
องคประกอบของหอสกัดดงักลาวแตกตางกัน อยางเชน Laddha และ Degeesan (1978) กลาว
วา ระยะหางของวงแหวนควรมีขนาดเทากับเสนผานศนูยกลางของหอสกัด นอกจากนี ้ Thornton 
(1992) และ Laddha และ Degeesan (1978) ก็ยงัอางถงึงานวิจัยตางๆที่ศึกษาถึงอิทธิพลของ
ระยะหางและเสนผานศูนยกลางขององคประกอบของหอสกัดเหลานี้ที่สงผลตอการสกัดในการ
สกัดของเหลวดวยของเหลว  ดังนัน้จงึเปนขอพิสูจนไดวาไมมกีฎเกณฑแนนอนในการออกแบบหอ
สกัด ทั้งนี้เนือ่งจากลกัษณะทางกายภาพของหอสกัดเหลานี้จะมีผลตอคาอุทกพลศาสตรและการ
ยอนกลับมาผสมของวัฏภาค ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอประสิทธิภาพถายเทมวลของการสกัด ดงันั้น
สมการที ่ 2.8 เปนเพยีงแนวทางที่ใชในการออกแบบเทานั้น คาทีเ่หมาะสมตอการสกัดอยางแทจริง
จึงควรมาจากการทดลองเทานัน้  นอกจากนีพ้บวางานวิจยัที่ศึกษาการสกัดเอนไซมหรือโปรตีนใน
ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคในหอสกดั (Jafarabad และคณะ, 1992; Pawar และ คณะ, 
1993; Pawar และคณะ, 1997; Porto และ คณะ, 1997)  ไมมีงานวิจัยใดกลาวถงึที่มาและการ
ออกแบบหอสกัดที่ใชในการสกัดเลย ยกเวน Coimbra และคณะ(1998) ที่อธิบายวาออกแบบหอ
สกัด แบบ PRDC ตามงานวจิัยของ Tamburgi และ คณะ (1993) 
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        วัฏภาคกระจายตัวไหลออก 
 
 
 
วัฏภาคตอเนื่องไหลเขา 
 
 
 
 
               50 cm 
 
      
 
       2.3 cm 
 

                 
 
วัฏภาคกระจายตัวไหลเขา 
 
 
 
 
        วัฏภาคตอเนื่องไหลออก 
                1.8cm 
     

            2.3 cm 
 
              4.6 cm 
 
รูปที่ 5.10  แบบจําลองหอสกัดแบบ Oldshue Rushton ที่ใชในงานวิจยั 
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        รูปที่ 5.11  หอสกัดแบบ Oldshue Rushton ที่ประกอบดวยใบพดัอยูในภาวะพรอมจะใชงาน 
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5.3 การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัด 
  

จากการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้าํหมักโดยใชสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 
1000 และ โพแทสเซยีมฟอสเฟตในบีกเกอร  โดยศึกษาอิทธิพลคาความเปนกรด-ดางของระบบ 
สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปรมิาณน้าํหมักที่เติมในระบบ  พบวาภาวะที่
เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสมากที่สุด คือ ที่คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5 และ
สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง เทากับ 1:25 โดยมีปริมาณน้าํหมกัที่เตมิใน
ระบบเทากับ 50 เปอรเซนตโดยน้ําหนักของระบบทัง้หมด ซึง่เปนปริมาณมากที่สุดที่สามารถเติมใน
ระบบได ดังนัน้จึงนําเอาภาวะของคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 มาดําเนินการสกัดแอลคาไลน
โพรทีเอสในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton แลวทําการศึกษาภาวะของอัตราไหลเชิงปริมาตรของ   
วัฏภาคบน (ในทีน่ี้คือวัฏภาคกระจายตัว ซึ่งม ี PEG อยูปริมาณมาก ) ตอวัฏภาคลาง (วัฏภาค
ตอเนื่อง ซึง่มฟีอสเฟตอยูในปริมาณมาก) และปริมาณน้ําหมักที่เตมิในระบบใหม ทั้งนี้เนื่องจาก 
ปจจัยทัง้สองมีอิทธพิลตอการถายเทมวลขามวัฏภาคในหอสกัด ในขณะที่การดําเนนิการสกัด  
แอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอรเปนภาวะที่วัฏภาคอยูในภาวะสมดุล ซึ่งเปนภาวะที่บงบอกถึง
ประสิทธิภาพการสกัดทีม่ากที่สุดที่สามารถเกิดขึ้นไดในภาวะนัน้  

 
ในการศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสในหอสกัด แบบ Oldshue Rushton จะ

ทําการศึกษาอิทธิพลของปจจัยทีม่ีผลตอการถายเทมวลขามวัฏภาคของแอลคาไลนโพรทีเอส ซึง่มี
ดวยกนั 3 ปจจัย ปจจัยแรกคือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพดั ปจจัยที่สอง คือ อัตราไหล
เชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง ปจจัยที่สาม คือ ความเขมขนของแอล
คาไลนโพรทีเอสเริ่มตนในวฏัภาคตอเนื่อง และเลือกภาวะการดําเนนิการสกัด เมื่อเปรียบเทียบวา
ภาวะใดเปนการสกัดที่เหมาะสม โดยพิจารณา เปอรเซนตผลได จาํนวนเทาความบริสุทธิ์ และ 
ประสิทธิภาพการสกัดควบคูกันไป  
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5.3.1 อิทธิพลของความเร็วรอบในการปนกวนตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอส 
 
  จากการศึกษาอิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนในการสกัดแอลคาไลนโพร
ทีเอส โดยใชระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคในหอสกดัแบบ Oldshue Rushton โดยใหวัฏภาค
กระจายตวัและวัฏภาคตอเนือ่งไหลสวนทางกันดวยอัตราไหลเชิงปริมาตรเทากับ 2.1 มิลลิลิตรตอ
นาที และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลาํดับ และมีปริมาณน้ําหมักเริ่มตนเทากับ 20 เปอรเซนต
โดยน้ําหนักของวัฏภาคตอเนื่อง โดยมีองคประกอบโดยน้ําหนักของวัฏภาคกระจายตัวดังนี้ PEG 
1000 42.5 % (w/w) และ โพแทสเซียมฟอสเฟต 2.5 %(w/w)   สวนองคประกอบของวัฏภาค
ตอเนื่องคือโพแทสเซียมฟอสเฟต  28%(w/w)  และน้ําผสมน้ําหมกั 72 %(w/w)  (นันทิญา, 2543) 
โดยที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 ซึ่งทาํการทดลองที่อุณหภูมิหองและความดันบรรยากาศ 
ที่ความเร็วรอบในการปนกวน 5 ระดับ คือ 0, 50, 100, 150 และ 200 รอบตอนาท ี โดยดําเนนิการ
สกัดแอลคาไลนโพรทีเอส จนกระทั่งความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและความเขมขนของ
โปรตีนของสายออกของวัฏภาคทั้งสองมคีาคงที ่ ดังแสดงในรูปที ่ 5.12 และ 5.13 ซึ่งพบวาความ
เขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีน (ซึ่งหมายถงึ แอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนปนเปอน
อ่ืนๆ ) จะคอนขางคงที่หลังจากวัฏภาคทั้งสองไหลออกจากหอสกัดเปนเวลา 10 นาท ี (โดยนาทีที่ 0 
คือเวลาที่หยดแรกของวัฏภาคทั้งสองไหลออกจากหอสกัด)  ซึ่งถือวาระบบเขาสูภาวะคงที่ (steady 
state) การศึกษาถึงอิทธิพลของคาตัวแปรดําเนินการตางๆที่มีผลตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสซ่ึง
รายงานในลําดับตอมาจะเสนอคาที่ภาวะคงที่เทานัน้ 
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      (a) 

 
      (b) 

 
รูปที่ 5.12  กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัว (a) และวัฏภาค   

ตอเนื่อง (b) ตามเวลา ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, Fc = 
17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาค
ตอเนื่อง 
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      (a) 
 

 
      (b) 

 
รูปที่ 5.13  ความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาคกระจายตัว (a) และวัฏภาคตอเนือ่ง 

(b) ตามเวลา ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, Fc = 17.9 
ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

0

10

20

30

40

50

60

0 5 10 15 20 25เวลา (นาที)

คว
าม
เขม

ขน
ขอ
งโป

รต
ีนใ
นวั
ฏภ

าค
กระ

จา
ยต
ัว (
มิล
ลิก
รัม
ตอ
ลิต
ร)

0 rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 

20
30
40
50
60
70
80

0 5 10 15 20 25เวลา (นาที)

คว
าม
เขม

ขน
ขอ
งโป

รต
ีน ใ

น วั
ฏภ

าค
ตอ
เนื่อ

ง
(มิล

ลิก
รัม
ตอ
ลิต
ร)

0 rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 



 71

 เพื่อทดสอบวาตัวทาํละลายในแตละวัฏภาคมีอิทธิพลตอการเสื่อมสภาพของแอลคาไลน
โพรทีเอสหรือไม จงึไดทําการทดลองนําแอลคาไลนโพรทีเอสละลายในวัฏภาคกระจายตวัซึ่งม ี
PEG อยูมาก และ วัฏภาคตอเนื่อง ซึง่มีโพแทสเซียมฟอสเฟตอยูมาก แลววัดกิจกรรมของเอนไซม
ตามเวลา จนถึงเวลา 90 นาที ซึง่เปนเวลาทัง้หมดที่แอลคาไลนโพรทเีอสจะอยูในหอสกัดในแตละ
คร้ังของการทดลอง ดังแสดงในกราฟรูปที ่5.14  จากผลการทดลองพบวา กิจกรรมของแอลคาไลน
โพรทีเอสมีคาลดลงเพียง 3.0 และ 10.0 เปอรเซนต ในวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง 
ตามลําดับ (คาสัมประสิทธิ์ความแตกตางของการทดลองทัง้กระบวนการเทากับ  ± 7.3 
เปอรเซนต) ซึ่งแสดงใหเหน็วาคากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีภ่าวะการสกัดคงทีท่ี่วัดไดเปน
ผลมาจาก  อิทธิพลของภาวะการสกัดนัน้ๆ และมีผลเนื่องจากการเสื่อมสภาพของเอนไซมโดยตัว
ทําละลายนั้นๆนอยมากจนอาจสามารถละเลยได ซึ่งการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเสื่อมสภาพ
ของเอนไซมมคีานอยมากตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 นาท ี

 
 รูปที่ 5.14 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส  ในวัฏภาคกระจายตัวและใน 

วัฏภาคตอเนื่องตามเวลา ซึ่งทําการทดลองในบีกเกอรขนาดเล็ก  
ที่คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5 อุณหภูมิหองและ 
ความดันบรรยากาศ 
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 รูปที่ 5.15 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอของแอลคาไลนโพรท ี

เอสและโปรตีนในวัฏภาคกระจายตวั ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1  
ml/min, Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w)  
ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
 จากรูปที่ 5.15  แสดงความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนที่แพรจากวัฏภาค
ตอเนื่องเขาสูวฏัภาคกระจายตัว ดวยการไหลสวนทางกันของวัฏภาค พบวาความเขมขนของ   
แอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนในวัฏภาคกระจายตัวจะแปรผันตามความเร็วรอบในการปนกวน 
เนื่องจากความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัดในหอสกัดจะมีอิทธิพลตอพื้นที่ผิวสมัผัสของ      
วัฏภาค (พารามิเตอร a ในสมการที ่ 5.3) ผลตางของความเขมขนของสารละลายระหวางวัฏภาค 
( )C∆ และสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ( oyK  ซึ่งในสมการนีจ้ะอางองิวัฏภาคกระจายตัว แต
อยางไรก็ตามสมการนี้สามารถอางอิงวัฏภาคตอเนื่องไดเชนกนั โดยรูปสมการยงัคงเดิม) ซึ่งเปนตวั
แปรที่สงผลตอการถายเทมวลสาร สามารถอธิบายความสัมพันธของอัตราการถายเทมวลของตวั
ถูกละลายจากวัฏภาคตอเนือ่งไปยังวัฏภาคกระจายตัวไดดังสมการที่ 5.3 
 

CaKN oy ∆=      5.3
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โดยความเร็วรอบในการปนกวนของใบพดัในหอสกัดมอิีทธิพลตอ 3 ตัวแปรที่แสดงในสมการที่ 5.3
ตัวแปรแรกคือ พืน้ที่ผิวสัมผัส  ซึง่เปนพืน้ที่ตั้งฉากกับทศิการถายเทมวลสาร คือ เมือ่ความเร็วรอบ
ในการปนกวนสูงขึ้นจะทําใหขนาดของหยดของวัฏภาคเล็กลงและ hold up เพิ่มข้ึน (Coimbra 
และ คณะ, 1998) ทําใหพืน้ที่ผวิสัมผัสของวัฏภาคเพิม่ข้ึน สงผลใหแนวโนมของอัตราการถายเท
มวลรวม (ความเขมขนตอเวลา) เพิ่มขึ้น ตวัแปรที่สองคือผลตางของความเขมขน  ความเร็วรอบใน
การปนกวนที่เพิ่มข้ึนจะทาํใหมีการผสมยอนกลับ (back mixing) เกดิมากขึ้น ซึง่มผีลทําใหผลตาง
ของความเขมขนของสารละลายระหวางวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องทีทุ่กตําแหนงในหอ
สกัดมีความแตกตางกนันอยกวาที่ความเร็วรอบในการปนกวนของใบต่ํา (Arthayukti,1998) ทาํให
อัตราการถายเทมวลสารลดลง นอกจากนี้ความเร็วรอบในการปนกวนยังมีผลตอคาสัมประสทิธิ์
การถายเทมวล คือ เมื่อความเร็วรอบในการปนกวนสูงขึ้น นอกจากจะทําใหหยดของวัฏภาคมี
ขนาดเล็กลงแลว แรงเฉือนจากใบพัดยังทําใหเกิดการไหลของวัฏภาคแบบปนปวน (turbulence) 
มากขึ้น ซึ่งอธิบายความสัมพันธความหนาของชัน้ฟลมกับคาสัมประสิทธการถายเทมวลผานชัน้
ฟลม (film coefficient) ของแตและวัฏภาคดังสมการที่ 5.4 (Laddha และ Degaleesan, 1978) 
 

δ
=

Dk       5.4 
 
 จากสมการที ่ 5.4 เมื่อความหนาของชัน้ฟลมลดลง  จะไดคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลผานชั้น
ฟลมของแตละวัฏภาคเพิ่มข้ึน สงผลใหคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลรวมในสมการที่ 5.5 และ 5.6 
(Laddha และ Degaleesan, 1978) เพิ่มข้ึน  โดยคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลผานชัน้ฟลมของ
แตละวัฏภาคมีความสมัพนัธกับคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม  ดงันี ้
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 จากผลการทดลองพบวาอัตราการถายเทมวลของแอลคาไลนโพรทเีอสจากวัฏภาค
ตอเนื่องไปยงัวัฏภาคกระจายตัวมีคาสงูขึ้นตามความเรว็รอบของการปนกวน ทั้งนี้นาจะเกิด
เนื่องจากอทิธพิลของการเพิม่พื้นที่การถายเทมวลและคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลรวม ซึ่งมี
อิทธิพลมากกวาการลดผลตางของความเขมขนอันเกิดเนื่องมาจากการผสมยอนกลบัที่มากขึ้นและ
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จากแอลคาไลนโพรทีเอสที่แพรเขาไปอยูในวัฏภาคกระจายตัวมากขึน้ตามความเรว็รอบในการปน
กวน สงผลใหเปอรเซนตผลไดในการสกดัแอลคาไลนโพรทีเอสซึง่คํานวณดังสมการที่ 5.7 มีคา
สูงขึ้นตามความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด ซึง่แสดงผลดังรูปที ่5.16  แตอยางไรก็ตามจะเห็น
วา สมการที ่ 5.7 จะเปนคนละสมการกบัสมการที ่ 5.1 ทั้งนี้เนื่องจากสมการที ่ 5.1 จะใชกับกรณีที่
ระบบอยูในภาวะสมดุล  

 

)100
FC
FC

(100yield%
1c1c

2c2c ×
•
•

−=      5.7 

 
  เนื่องจากงานวิจัยนี้เตรียมวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องที่ใชดําเนนิการในหอ
สกัดอยูในภาวะสมดุล ดงันัน้จึงคาดวาไมมีการถายเทมวลขามวัฏภาคของน้ําหรือสารที่เปนองค 
ประกอบอื่นของวัฏภาค  มเีพียงตัวถกูละลาย (ที่อยูในน้ําหมัก) ที่อยูในวัฏภาคตอเนื่องเทานัน้ที่มี
การถายเทมวลขามวัฏภาค เนื่องจากตัวถกูละลายในระบบของงานวจิยันี้เปนระบบสารละลายเจอื 
 

 
รูปที่ 5.16 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอเปอรเซนตผลไดใน

การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, 
Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของ วัฏ
ภาคตอเนื่อง 
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จาง (dilute solution) ดังนั้นจึงสามารถละเลยการถายเทมวลของตัวถูกละลายได ซึ่งอาจประมาณ
ไดวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของอัตราไหลเชิงปริมาตรของแตละวัฏภาค จึงสามารถเขียนสมการที่ 
5.7 ไดใหมดังนี ้
 

)100
C
C

(100yield%
1c

2c ×−=      5.8 

 
จากสมการที่ 5.3 และจากเหตุผลทีพ่ื้นที่ผิวสัมผัสและสมัประสิทธิก์ารถายเทมวลรวมแปร

ผันตามความเร็วรอบในการปนกวน  ทําใหโปรตีนทีเ่ปนสารปนเปอนก็แพรเขาไปอยูในวัฏภาค
กระจายตวัไดมากขึ้นดวย  แตอยางไรกต็ามแมวาพืน้ที่ผิวในการสัมผัสและความหนาของชัน้ฟลม
ของหยดวัฏภาคในการถายเทมวลของโปรตีนและแอลคาไลนโพรทีเอสจะมีคาเทากัน แตคา
สัมประสิทธิก์ารแพร (Diffusion coefficient) ของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนมีคาตางกันจงึ
ทําใหคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลผานฟลมของแตละวฏัภาคตางกัน  นอกจากนีค้าสัมประสิทธิ์
การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีน ในสมการที่ 5.5 และ 5.6 ก็มีคาตางกนั รวมทัง้ความ
เขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสและโปรตีนในวัฏภาคตอเนื่องก็มีคาตางกนัดวย  ดังนั้นคา
สัมประสิทธิก์ารถายเทมวลของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนจึงมีคาตางกัน สงผลใหการถายเท
มวลของตัวถูกละลายทั้งสองชนิดใหคาไมเทากนั 
 

ดังนัน้จากการเพิ่มข้ึนของความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนใหวัฏภาค
กระจายตวัตามความเรว็รอบในการปนกวนดังรูปที ่ 5.15  จะทาํใหคากิจกรรมจําเพาะของแอล
คาไลนโพรทีเอสมีคาลดลงเมื่อความเรว็รอบสูงขึ้น ซึ่งแสดงดังรูปที ่5.17 
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รูปที่ 5.17  อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอคากิจกรรมจําเพาะ
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัว ภาวะการทดลองคือ Fd 
= 2.1 ml/min, Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 
20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
และเมื่อนําคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสที่ไดจากการสกัดไปเปรียบเทียบกับคา   
กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสที่อยูในน้ําหมกัเริ่มตนจะไดจํานวนเทาของความบริสุทธิ์
ของแอลคาไลนโพรทีเอส (purity factor) แสดงดังรูปที่ 5.18 
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รูปที่ 5.18 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอคาจํานวนเทาความ

บริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสในภาคกระจายตวัตอในน้ําหมัก 
ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 
ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
 จากภาวะที่ใชในการดําเนนิการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส สามารถคาํนวณหา
ประสิทธิภาพการสกัด (λ ) ดังสมการที ่5.8 (ดัดแปลงจากTambourgi และ คณะ 1993) 
 

*
rc

rc

CC
CC

−
−

=λ      5.9 

  

0

2

4

6

8

10

12

0 50 100 150 200 250
ความเร็วรอบในการปนกวน รอบตอนาที

จํา
นว
นเท

าค
วา
มบ

ริสุ
ทธิ์
ขอ
งแ
อล
คา
ไลน

-
โพ
รท
ีเอส

 ใน
PE

G 
ตอ
ใน
น้ํา
หม

ัก



 78

 
รูปที่ 5.19 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอประสิทธิภาพการสกัด

แอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัด ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, 
Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของ 
วัฏภาคตอเนื่อง 

 
จากรูปที ่ 5.19 พบวา ประสิทธิภาพการสกัดจะแปรผันตามความเรว็รอบในการปนกวน  ทัง้นี้
เนื่องจากความเร็วรอบในการปนกวนที่สงูขึ้นทาํให พื้นที่ผิวสมัผัสและคาสัมประสิทธิ์การถายเท
มวลรวมมีคามากขึ้น สงผลใหอัตราการถายเทมวล (ความเขมขนตอเวลา) เพิ่มข้ึน ซึง่จากรูปที่ 
5.19 จะพบวาที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 0 รอบตอนาทใีหประสิทธิภาพการสกัดเพียง 
0.57  แสดงใหเหน็ถงึอิทธพิลของแรงกลในหอสกัดตอการถายเทมวลสารที่มีผลตอพื้นที่ผิวสัมผัส
และสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ซึง่พบวาเมื่อความเร็วรอบในการปนกวนเพิ่มเปน 50 รอบตอ
นาทีใหประสิทธิภาพการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสสูงขึ้นถึง 20.4 เปอรเซนต ในขณะที่ ความเร็ว
รอบในการปนกวน 100 รอบตอนาทีใหประสิทธิภาพการสกัดสูงกวาที่ 50 รอบตอนาทีเพยีง 13.4      
เปอรเซนตเทานั้น 
 
 ดังนัน้จากรูปที่  5.16,  5.18 และ 5.19 จึงเลือกความเร็วรอบในการปนกวนที่มีคาเทากับ 
0  50 และ 100 รอบตอนาที เพื่อหาอัตราไหลเชงิปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาค
ตอเนื่องที่เหมาะสม เนื่องจากเปนชวงที่ใหจํานวนเทาของความบริสุทธิข์องแอลคาไลนโพรทีเอสตอ
น้ําหมักสงู  แมวาเปอรเซนตผลและประสิทธิภาพการสกัดจะใหผลตรงกันขามกบัความบริสุทธิ์ แต
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เปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการสกดัสามารถพัฒนาใหมากขึ้นไดโดยการเพิม่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว  
 
 5.3.2 อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยอิทธพิลของอัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว 
 
  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องที่ไหลผานหอ
สกัด มีอิทธิพลตอพื้นที่ผิวสมัผัส ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัในหอสกัด (hold up) สัมประสิทธิ์
การถายเทมวลรวม (save และ คณะ, 1992; Coimbra และคณะ,1998) เวลาที่วฏัภาคทั้งสองใช
สัมผัสกัน ซึ่งจะสงผลตอการถายเทมวลและประสิทธิภาพของการสกดั โดยในงานวิจัยสวนใหญที่
ศึกษาสกัดโปรตีนหรือเอนไซมโดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัด (Jafarabad และ
คณะ, 1992; Pawar และ คณะ, 1993; Pawar และคณะ, 1997 Porto และ คณะ, 1997; 
Coimbra และคณะ, 1998) จะกาํหนดใหอัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องมีคาคงที่แลว
จะปรับเปลี่ยนอัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ซึง่การเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตวัจะเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสของวัฏภาคทัง้สองเนื่องจากปริมาณของวัฏ
ภาคกระจายตวัไหลผานหอสกัดมากขึน้ แตอยางไรก็ตามถาวัฏภาคกระจายตัวไหลผานหอสกัดเรว็
เกินไปอาจสงผลใหประสิทธภิาพการสกัดที่เกิดขึ้นยังไมถึงคาสงูสุด เพราะเวลาในการถายเทมวล
สารมีนอย (Laddha และ Degaleesan ,1978) 
 
 จากการทดลองเปลี่ยนอัตราไหลเชิงปริมาตร โดยการกําหนดใหวัฏภาคตอเนื่องมคีาคงที่ 
ที่ 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ีและแปรคาอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัเปน 4 คา คือ 1,  
2.1,  3.4, และ 5.3 มิลลิลิตรตอนาท ีที่ความเร็วรอบ 0,  50  และ 100 รอบตอนาที  โดยมีปริมาณ
น้ําหมักเทากบั 20 เปอรเซนตโดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนื่อง 
 
 จากการปรับเปล่ียนคาอัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวทาํใหไมสามารถ
เปรียบเทียบปริมาณของแอลคาไลนโพรทเีอสในหนวยของความเขมขนได เนือ่งจากการ
ปรับเปลี่ยนความเรว็ในการไหลของวัฏภาคกระจายตัวออกเปน 4 ระดับ ทาํใหปริมาตรของวัฏภาค
กระจายตวัที่ไหลผานหอสกดัรวมทั้งที่รวมตัวอยูในสวน settler ซึ่งเปนสวนบนของหอสกัดมี
ปริมาณตางกนั ดงันัน้จงึจะอธิบายถึงปริมาณแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตวัดวยคา
เปอรเซนตผลได  ซึง่แสดงคาดังรูปที ่5.20  พบวาคาเปอรเซนตผลไดที่ความเร็วรอบในการปนกวน
ที่มีคาเทากับ 100 รอบตอนาที จะใหเปอรเซนตผลไดสูงที่สุดทีท่กุคาอัตราไหลเชิงปริมาตรของ   
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วัฏภาคกระจายตัว และทีค่วามเร็วรอบในการปนกวนที่มีคาเทากับ 0  รอบตอนาท ี พบวา       
เปอรเซนตผลไดจะมีคาสูงขึน้ตามคาอัตราไหลเชงิปริมาตร  คือแอลคาไลนโพรทีเอสไดแพรเขาไป
ในวัฏภาคกระจายตัวไดมากข้ึน 

 
รูปที่  5.20 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏภาคกระจายตวัที่สงผลตอคาเปอรเซนตผลไดในการสกัดแอล
คาไลนโพรทีเอส  ภาวะการทดลอง คือ Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 
ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
 แตในกรณีที่การปนกวนเทากับ 50 และ 100 รอบตอนาทีเปอรเซนตผลไดจะสูงที่สุดเมื่ออัตราไหล
เชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว มีคาเทากับ 2.1 และ 3.4 มิลลิลิตรตอนาท ีตามลําดับ หลังจาก
นั้นจะลดลง ทั้งนี้อาจเนือ่งจากวัฏภาคทั้งสองมีเวลาสําหรับการถายเทมวลสารในหอสกัดนอยลง
เมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเพิ่มข้ึนจงึทาํใหการถายเทมวลเกิดขึน้ไดไมเต็มที ่
 

รูปที่ 5.21 แสดงอิทธิพลของอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตอคากจิกรรม
จําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส โดยจะพบวาคากจิกรรมจําเพาะมีคาลดต่ําลงเมื่ออัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวมีคาสูงขึน้ แสดงวาโปรตีนปนเปอนสามารถถูกสกัดไปยังวัฏภาค
กระจายตวัไดมากขึ้น (และในอัตราเพิม่ข้ึนมากกวาแอลคาไลนโพรทีเอส) ตามอัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว 
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รูปที่  5.21 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏภาคกระจายตวัที่มีผลตอคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรที
เอสในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวะการทดลอง คือ Fc = 17.9 
ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
นอกจากนีย้ังพบวาคาความชันของกราฟที่แตละความเร็วรอบในการปนกวนมีคาความชันของ
กราฟตางกนั คือ ที่ความเรว็รอบในการปนกวนของใบพัดเทากับ 50 และ 100 รอบตอนาท ี คา
กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสลดลง 55.9 และ 42.2 เปอรเซนต ตามลาํดับ เมื่ออัตรา
ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัเพิม่ข้ึนจาก 1.0 เปน 5.3 มิลลิลิตรตอนาที โดยความชนั
ของเสนกราฟทั้งสองเสนคอยๆลดลง เมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรมีคาสูงขึ้น ในขณะที่ความเร็วรอบ
ในการปนกวนของใบพัดเทากับ 0 รอบตอนาที  กจิกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสลดลง 
39.0เปอรเซนต โดยลดลงอยางรวดเร็วในชวงอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัเทากบั 
1.0 - 2.1 มิลลิลิตรตอนาที หลังจากนั้นคอยๆ ลดลงจนเกือบจะคงที่ในชวงอัตราไหล 3.4 ถึง 5.3 
มิลลิลิตรตอนาท ี
  
 รูปที่ 5.22 แสดงถึงคาจํานวนเทาของความบริสุทธิข์องแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการ
สกัดแลว พบวาจาํนวนเทาความบริสุทธิจ์ะลดลงเมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว 
ในทุกๆความเร็วรอบของการปนกวนและจะลดลงเมื่อความเรว็รอบในการปนเพิ่มข้ึนโดยจํานวน
เทาความบริสุทธิ์มีคาสงูสุดเทากับ 15 เทาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวั 1.0 
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มิลลิลิตรตอนาทีและที่ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ี และมีคาต่ําสุดเทากับ 2.36 
เทาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวั 5.3 มิลลิลิตรตอนาทีและที่ความเร็วรอบในการ
ปนกวน 100 รอบตอนาท ี

 
 รูปที่ 5.22  อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร  

ตอคาจํานวนเทาความบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสกิจกรรมจําเพาะ 
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวการณ 
ทดลอง คือ Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20% 
(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
ในการทดลองนี้อัตราการถายเทมวลรวมในหนวยมวลตอเวลาควรจะเพิ่มข้ึนเมื่ออัตราการ

ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัมากขึ้น  ดงันั้นสามารถพจิารณาการถายเทมวลในการ
ทดลองนี้ เปน 2 กรณี กรณีที่หนึง่ คือ ปรับเปลี่ยนความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด โดย
กําหนดใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวคงที ่ ซึง่ความเร็วรอบในการปนกวนที่สูงจะ
สงผลใหสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวมและพื้นที่ผวิสัมผัสเพิ่มข้ึน แมวาผลตางของความเขมขน
ของสารละลายระหวางวัฏภาคทั้งสองจะลดลงแตก็เปนปจจัยทีม่ีอิทธพิลนอย  ดงันัน้จึงยังสงผลให
ประสิทธิภาพการสกัดเพิม่ข้ึน ดงัรูปที ่ 5.23 ซึ่งใหผลการทดลองเชนเดียวกับหัวขอที่ 5.31 กรณีที่
สอง คือ ปรับเปลี่ยนอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวั โดยกําหนดใหความเร็วรอบใน
การปนกวนคงที่ เมื่ออัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเพิ่มข้ึน ทาํใหปริมาตรของ      
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วัฏภาคกระจายตัว (hold up)ในหอสกัดมคีามากขึน้ สงผลใหพื้นที่ผิวสัมผัสของวฏัภาคมีมากขึน้ 
(Coimbra และ คณะ 1998) และยังเปนการเพิ่มคาสมัประสิทธิ์การถายเทมวลรวมอกีดวย (Save 
และ คณะ, 1993) ซึ่งจะทําใหอัตราการถายเทมวลเกิดไดดีขึ้น โดยพิจารณาไดจากเปอรเซนต
ผลไดที่เพิ่มข้ึน แตอยางไรกต็ามการเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวมีขอเสีย คือ 
ทําใหวัฏภาคไหลผานหอสกดัเร็วเกินไป ทาํใหเวลาที่ใชในการถายเทมวลนอย สงผลใหการถายเท
มวลเกิดขึ้นไดไมเต็มที่ ดังแสดงในผลการทดลองรูปที ่ 5.23 ซึ่งพบวาประสิทธิภาพการสกดัมี
แนวโนมลดลงเมื่ออัตราการไหลเพิม่ข้ึน 
 

 
รูปที่ 5.23 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏกระจายตัวตอคาประสิทธิภาพการสกัด ในการสกัดแอลคาไลนโพร
ทีเอสในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวะการทดลอง คือ Fc = 17.9 
ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 
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 จากการทดลองในชุดตอมาเปนการทดลองลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 
จาก 17.9 มิลลิลิตรตอนาที เปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที (ซึ่งเปนอัตราไหลเพยีงระดับเดียวที่
สามารถลดลงและปมยังสามารถทาํงานได) โดยยงัคงอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว
ไวที่ระดับเดิมคือ 1.0 , 2.1, 3.4 และ 5.3 มิลลิลิตรตอนาที ทัง้นีเ้พื่อศึกษาถงึผลทีม่ีตอเปอรเซนต
ผลได จํานวนเทาความบริสุทธิ์และประสทิธิภาพการสกัด 
 
 จากการลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง จาก 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ี เปน 
11.8 มิลลิลิตรตอนาที ทําใหเวลาในการสัมผัสของวัฏภาคทั้งสองมากขึ้น  แอลคาไลนโพรทีเอส
สามารถถายเทมวลจากวัฏภาคตอเนื่องสูวัฏภาคกระจายตัวไดมากขึน้ สงผลใหเปอรเซนตผลไดมี
คาสูงขึ้นที่ทกุความเร็วรอบ และทุกคาอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวซึง่แสดงดัง
กราฟรูปที่ 5.24 
 

 
รูปที่    5.24 อิทธิพลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏภาคกระจายตัว ที่มีผลตอคาเปอรเซนตผลได ภาวะการทดลอง คือ 
Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัของวัฏภาค
ตอเนื่อง pH=7.5 
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 จากรูปที ่ 5.24  พบวา การเพิ่มพืน้ที่ผิวสัมผัสโดยการเพิม่ความเรว็รอบในการปนกวนของ
ใบพัดจะมีอิทธิพลในการถายเทมวลของแอลคาไลนโพรทีเอสมากกวาการเพิม่พืน้ทีผิ่วโดยการเพิม่
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว คือ ที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 50 และ 
100 รอบตอนาที เมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเพิ่มข้ึนจาก 1.0 ถึง 5.3 
มิลลิลิตรตอนาที พบวาเปอรเซนตผลไดคอนขางคงที่โดยมีคาเพิ่มขึ้นเพียง 16.8 และ 5.4 เปอรเซนต 
ตามลําดับ เนื่องจากความเร็วรอบในการปนกวนนอกจากจะใหขนาดหยดของทั้งสองวัฏภาคเล็ก
ลงแลว ยงัทาํใหความหนาของชั้นฟลมของหยดวัฏภาคบางลง ทาํใหคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวล
เพิ่มข้ึน สงผลใหฟลักซของตัวถูกละลายเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนไปตามสมการที่ 5.3 ในขณะที่การเพิม่
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวจะทาํใหขนาดเล็กลงเนื่องจากไหลผานรทูี่ไหลกาํเนิด
ไดเร็วขึ้น ซึ่งพบวาขนาดหยดเล็กลงอยางเห็นไดชัดเมือ่สังเกตดวยตา ประกอบกับปริมาตรที่
เพิ่มข้ึนจงึทําใหพืน้ที่ผิวสัมผัสเพิ่มข้ึน แตอยางไรก็ตามเปอรเซนตผลไดก็ไมเปลี่ยนแปลงตามอัตรา
ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัมากนัก (5.4 เปอรเซนต) แตสําหรับที่ไมมีการปนกวน หรือ
ที่ความเร็วในการปนกวนของใบพัดเทากบั 0 รอบตอนาที พบวา การเพิม่พืน้ทีผิ่วสัมผัสดวยการ
เพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวที่เพิ่มขึน้มีอิทธิพลอยางมากตอการเพิ่มข้ึนของ    
เปอรเซนตผลได เนื่องจากเปนปจจัยเดยีวทีท่าํใหพื้นที่ผิวสัมผัสเพิม่ข้ึน แตอยางไรก็ตามพบวา
เปอรเซนตผลไดเร่ิมคงที่เมื่อ อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวเทากับ 3.4 มิลลิลิตรตอ
นาท ี ซึ่งอาจคาดไดวา แมจะเพิ่มความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัมากขึ้นไปกวานี้จะไม
ทําใหเปอรเซนตผลไดเพิ่มข้ึนมากนกั  
 
 จากรูปที ่ 5.25 (a) พบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสแปรผันตามความเร็วรอบ
ในการปนกวน ซึ่งพบวาที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 50 และ 100 รอบตอนาทีมีลักษณะ
ของเสนกราฟคลายกนัและคอนขางมีคาใกลเคียงกันอยางเปนลําดับ คือที่ความเรว็รอบในการปน
กวน 100 รอบตอนาท ี มคีากิจกรรมของเอนไซมสงูกวาที่ 50 รอบตอนาที ที่ทกุอัตราไหลเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ในขณะที ่ 0 รอบตอนาที มีคาเสนกราฟคลายกับที ่ 50 และ 100 
รอบตอนาท ีแตมีคาต่ํากวามาก ซึง่แสดงใหเหน็ถงึอิทธพิลของการมีและไมมีแรงกลภายในหอสกัด
ตอคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวมและพื้นที่ผิวสมัผัส ซึ่งสงผลตอการถายเทมวลไดอยางชัดเจน   
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       (a) 

       (b) 
 

รูปที่  5.25   อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยกับคาอัตราไหลเชงิ
ปริมาตรของวฏักระจายตวัทีม่ีผลตอความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอส 
(a) และความเขมขนของโปรตีน (b) ในวัฏภาคกระจายตัว ภาวะการ
ทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้ําหมัก = 20 เปอรเซนตโดย
น้ําหนกัของวัฏภาคตอเนื่อง pH=7.5 
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แตพบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสแปรผกผนักับอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาค
กระจายตวั เนื่องจากแอลคาไลนโพรทีเอสถูกเจือจางดวยปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวที่เพิ่มข้ึน 
แมวาเปอรเซนตผลไดจะเพิม่ข้ึนก็ตาม แตยังไมมากเพยีงพอที่จะใหคาความเขมขนของแอลคาไลน
โพรทีเอสเพิ่มข้ึนตาม เนื่องจากกาํหนดใหคาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสเริม่ตนใน      
วัฏภาคตอเนื่องกอนจะไหลเขาหอสกัดมีคาคงทีเ่ทากนัทกุการทดลอง 
 

จากกราฟรูปที ่ 5.25 (b) พบวาการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาค
กระจายตวัทีท่กุความเร็วรอบในการปนกวนก็ลดลงตามอัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจาย
ตัว โดยจะลดลงอยางรวดเรว็ในชวงแรกและจะลดชาลงในชวงอัตราไหลเชิงปริมาตร อยูในชวง 2.1 
ถึง 3.4 มิลลิลิตรตอนาท ี แตจะเพิ่มข้ึนเมือ่ อัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว  3.4 ถึง 
5.3 มิลลิลิตรตอนาท ี  ทั้งนีเ้นื่องจากเปอรเซนตผลไดของโปรตีน ซึง่แสดงในกราฟรปูที่ 5.26 พบวา
เปอรเซนตผลไดของโปรตีนจะแปรผันตามความเรว็รอบในการปนกวนและมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตาม  

 

 
รูปที่  5.26  อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยกับคาอัตราไหลเชิง

ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวที่มีผลตอเปอรเซนตผลไดของโปรตีน 
ภาวะการทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนต
โดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนือ่ง pH=7.5 
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อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวที่มีคาสงูขึน้ ซึง่จะเห็นวาที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว  เทากับ 5.3 มิลลิลิตรตอนาที เปอรเซนตผลไดมีคาสูงมาก จงึอาจ
ทําใหความเขมขนของโปรตนีทัง้หมดทีว่ัดไดดังรูปที่ 5.25 (b) มีคาเพิม่ข้ึน 
 
 จากที่อธิบายถึงอิทธิพลของการมีและไมมีแรงกลภายในหอสกัดที่สงผลตอการถายเทมวล
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในรูปที่ 5.25 (a) ซึ่งพบวามีอิทธิพลเชนเดยีวกับของโปรตนีในรูปที่ 5.26
แตพบวาเปอรเซนตผลไดของโปรตีนจะมีคาต่ํากวาของแอลคาไลนโพรทีเอสมากแมวาภาวะในการ
ดําเนนิการเดยีวกนัก็ตาม (โดยเปอรเซนตผลไดสูงสุดของโปรตีนเทากับ 22.6 เปอรเซนต เมือ่
เปรียบเทียบกบั 77.6 เปอรเซนตในกรณีของแอลคาไลนโพรทีเอส) ดังนั้นอทิธพิลตางๆที่สงผลตอ
การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสก็จะสงผลตอโปรตีนเชนกนั แตเนื่องจากคาสัมประสิทธิ์การแยก
ของโปรตีนและแอลคาไลนโพรทีเอสมีคาตางกนัจงึทาํใหการถายเทมวลมีอัตราแตกตางกนั  
 

ดังนัน้จากรูปที่ 5.25  (a) และ 5.25 (b) จะไดคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส
จากผลหารของความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสกับความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาค
กระจายตวั ซึง่แสดงผลดังกราฟรูปที ่5.27 พบวาที่ทกุความเร็วรอบในการปนกวน กจิกรรมจําเพาะ
ของแอลคาไลนโพรทีเอสมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นเปนเสนตรง และมีคาสูงสุดที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตวัมีคาเทากับ 3.4 มิลลิลิตรตอนาท ี หลงัจากนั้นจะลดต่ําลงเนื่องจากความ
เขมขนของแอลคาไลนทีถู่กเจือจางดวยปรมิาตรที่มากขึน้ของวัฏภาคกระจายตวัและความเขมขน
ของโปรตีนที่เพิ่มข้ึน โดยจะมีคาลดต่ําลงมาทนัททีี่ความเรว็รอบในการปนกวนของใบพัดเทากบั 
50 และ 100 รอบตอนาที แตที่ 0 รอบตอนาท ี คากิจกรรมจาํเพาะจะลดต่ําลงมาเพียง 3.4 
เปอรเซนต ทั้งนี้เนื่องจากความเขมขนของโปรตีนทีว่ัดไดที่ความเร็วในการปนกวนเทากับ 0 รอบตอ
นาท ีที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเทากับ  5.3  ดังรูปที่ 5.26 เพิ่มข้ึนเล็กนอยใน
ขณะที่ ความเร็วรอบในการปนกวน 50 และ 100 รอบตอนาท ีความเขมขนของโปรตีนเพิ่มข้ึนมาก 
ทั้งนี้เนื่องจากอิทธิพลของการมีแรงกลในหอสกัดที่สงผลตอการถายเทมวลมากกวาในกรณทีี่ไมมี
แรงกล 
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รูปที่  5.27 อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยกับคาอัตราไหลเชิง

ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวที่มีผลตอกจิกรรมจําเพาะของแอลคาไลน
โพรทีเอสในวฏัภาคกระจายตัว ภาวะการทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min 
ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนตโดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนื่อง pH=7.5 

 
ดังนั้นจากรูปที่ 5.27 เมื่อนําคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาค

กระจายตัวไปหารดวยคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสในน้าํหมัก กจ็ะไดจํานวนเทา
ของความบริสุทธิ์ของการสกดัแอลคาไลนโพรทีเอส ซึ่งแสดงดังรูปที ่ 5.28   พบวาที่อัตราไหลเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวเทากับ 3.4 มิลลิลิตรตอนาที จะใหจาํนวนเทาของความบริสทุธิ์สูง
ที่สุดในทุกความเร็วรอบในการปนกวน โดยมีคาเทากบั  8.3, 6.4 และ  6.0 ที่ ความเร็วรอบในการ
ปนกวนเทากบั 0, 50 และ 100 รอบตอนาท ีตามลาํดับ 
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รูปที่  5.28 อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยคา Fdที่มผีลตอจํานวนเทา

ความบริสุทธิข์องแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัวตอน้ําหมกั 
ภาวะการทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนต
โดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนือ่ง pH=7.5 

 
 ดังนัน้จากการลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนือ่งจาก 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ี
เปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที พบวา เปอรเซนตผลไดมีคาสูงขึ้นที่ทกุภาวะของการทดลองในขณะที่
ประสิทธิภาพการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสและคาความบริสุทธิ์สูงสดุของแตละความเร็วรอบใน
การปนกวนของใบพัดมีคาใกลเคียงกัน (ยกเวนความบริสุทธิ์ที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากบั 
0 รอบตอนาท)ี  ดังนั้นจะเหน็วาการลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนือ่งจาก 17.9 
มิลลิลิตรตอนาที เปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที ใหคาการสกัดของเกือบทุกตัวแปรดขีึ้น แตอยางไรก็
ตามไมสามารถสรุปไดวาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องมีคาต่ํากวา 11.8 มิลลิลิตร 
ตอนาท ีจะมคีาการสกัดของตัวแปรดีกวาที่ 11.8 มิลลิลิตรตอนาทีเสมอไป ทัง้นี้ตองพิจารณาจาก
ผลการทดลองเทานั้น  และจากเปอรเซนตผลได คาความบริสทุธิ ์  และประสทิธิภาพการสกดัที่
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคตอเนื่องมีคาเทากับ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี จงึควรเลือกภาวะที่
ความเร็วรอบปนกวนเทากบั 100 รอบตอนาท ี อัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 
3.4 มิลลิลิตรตอนาที เนื่องจากเปนภาวะใหเปอรเซนตผลไดสูง และไดคาความบริสุทธิแ์ละ       
ประสิทธิภาพการสกัด เทากับ 73.7 เปอรเซนต และ 0.79 ตามลําดับ เพื่อไปหาปริมาณความเขมขน  
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคตอเนื่องกอนการเขาหอสกัดที่เหมาะสมตอไป 
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 5.3.3 อิทธิพลของความเขมขนของน้ําหมัก 
 
 จากการนาํภาวะที่เหมาะสมในการปนกวนของใบพัดและอัตราไหลเชิงปริมาตรของ      
วัฏภาคกระจายตัว ซึ่งมีคาเทากับ 100 รอบตอนาท ีและ 3.4 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ โดยมี
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคตอเนื่องเทากับ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี มาปรับเปลี่ยนความ
เขมขนของน้าํหมักที่เติมในวฏัภาคตอเนื่อง เพื่อศึกษาอทิธิพลของแรงขับ (driving force) ของ
ผลตางของความเขมขนของน้ําหมักระหวางวัฏภาคทัง้สอง โดยทําการปรับเปลี่ยนความเขมของน้าํ
หมักในวัฏภาคตอเนื่องเปน 4 ระดับคือ 20, 40, 60 และ 72 เปอรเซนต โดยน้าํหนักของวัฏภาค
ตอเนื่อง ซึ่ง 72 เปอรเซนตเปนปริมาณน้ําหมักที่สูงที่สุดที่สามารถเติมในวัฏภาคตอเนื่องได ดังนัน้
ที่ความเขมขนที่ระดับนี้จงึไมมีน้ําเปลาผสมอยูในวัฏภาคตอเนื่องเลย 
 
 เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําหมักในวฏัภาคตอเนื่องมากขึ้นผลตางของความเขมขนของแอลคาไลน
โพรทีเอสระหวางวัฏภาคและวัฏภาคตอเนือ่งก็จะมีคามากขึ้น สงผลใหแรงขับระหวางวัฏภาคมีคา
สูงขึ้น ดงันัน้แอลคาไลนโพรทีเอสจะแพรจากวัฏภาคตอเนื่องไปสูวัฏภาคกระจายตวัไดในอัตราที่
เร็วขึ้น จงึพบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัวดังแสดง ในรูปที่ 5.29  

 
รูปที่ 5.29  อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอความ

เขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสและโปรตีนทีว่ัดไดในวัฏภาคกระจายตวั 
ภาวะการทดลอง คือ ที่ความเรว็รอบในการปนกวนของใบพัดเทากบั 
100 rpm และ FdและFc = 3.4  11.8 ml/min ตามลําดับ pH = 7.5  
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มีคาเพิม่ข้ึน  ผลของความเขมขนของน้าํหมกัตอความความเขมขนของโปรตีนที่สกัดไดในวัฏภาค
กระจายตัว แสดงและอธิบายไดในลักษณะเชนเดียวกับกรณีของความเขมขนของแอลคาไลนโพร   
ทีเอส เมื่อแอลคาไลนโพรทเีอสสามารถแพรเขาสูวัฏภาคกระจายตัวไดในอัตราที่สูงขึ้น เมื่อปริมาณ
น้ําหมักเริ่มตนมีคามากขึ้น เมื่อผลตางของความเขมขนที่มากขึ้น ทาํใหเปอรเซนตผลไดมีคามาก
ขึ้น ดังรูปที ่ 5.30 และจะลดต่ําลงเล็กนอยที่ระดบัความเขมขนของน้ําหมกัในวัฏภาคตอเนื่อง
มากกวา 40 เปอรเซนต โดยลดลงประมาณ 2-3 เปอรเซนต เมื่อปริมาณน้ําหมกัเริม่ตนเพิม่ข้ึนจาก 
40 เปน 72 เปอรเซนต จะเห็นไดวาเปอรเซนตผลไดเปลี่ยนแปลงนอยมาก และยงัอยูในชวงความ
คลาดเคลื่อนของการทดลอง     
 

รูปที่ 5.30 อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอเปอรเซนต
ผลได ภาวะการทดลอง คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด = 100 
rpm และคา FdและFc  = 3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  
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รูปที่ 5.31  อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอคา     

กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอส ภาวะการทดลอง คือ 
ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด = 100 rpm และคา FdและFc  = 
3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  

 
 และจากกราฟรูปที่ 5.31 แสดงใหเห็นวากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสมีคาลด
ต่ําลง เมื่อความเขมขนของน้ําหมักในวัฏภาคตอเนื่องมคีามากขึน้ ซึ่งสงผลใหจาํนวนเทาของความ
บริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสตอในน้ําหมักมีคาลดต่ําลงดวย ดงัรูปที่ 5.32 เนื่องจากความ   
เขมขนของโปรตีนที่เพิม่ข้ึน ทั้งนี้อาจเนือ่งจากแรงขับของผลตางของความเขมขนของโปรตีนจะมี
อิทธิพลมากกวาที่แรงขับของผลตางของความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอส  
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รูปที่ 5.32  อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอจํานวน

เทาความบริสทุธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสตอน้ําหมัก ภาวะการทดลอง 
คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพดั = 100 rpm และคา FdและFc  
= 3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  

 
 ผลของความเขมขนน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องตอคาประสิทธิภาพการสกัดแสดงดัง
รูปที่ 5.33 ซึ่งพบวา เมื่อความเขมขนของน้ําหมักเพิ่มข้ึน จาก 20 เปน 40 เปอรเซนตโดยน้าํหนกั
ประสิทธิภาพการสกัดจะมคีาเพิ่มข้ึน 8.0 เปอรเซนต และหลงัจากนั้นจะมีคาลดลงประมาณ 3-5 
เปอรเซนต ซึ่งคอนขางคงที่หลงัจากความเขมขนของน้าํหมกัในวัฏภาคตอเนื่องมีคาสูงกวา 40 
เปอรเซนต  ซึ่งแสดงใหเหน็วา ความเขมขนของน้าํหมักในวฏัภาคตอเนื่อง มีอิทธิพลตอ
ประสิทธิภาพการสกัดนอยกวาปจจัยความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัดและปจจัยอัตราไหล
เชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง ซึ่งอาจสรุปไดวา ความเร็วรอบในการปน
กวนของใบพดัมี 
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รูปที่ 5.33  อิทธิพลของความเขมขนของน้าํหมักเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มีผลตอ

ประสิทธิภาพการสกัดของแอลคาไลนโพรทีเอสตอน้าํหมัก ภาวะการ
ทดลอง คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด = 100 และคา Fd

และFc  = 3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  
 
 จากเปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการสกัดที่เพิ่มข้ึนทีถ่ึง 8.9 และ 8.0 เปอรเซนต ที่
ความเขมขนของน้าํหมักในวฏัภาคตอเนื่องเทากบั 40 เปอรเซนตเมือ่เปรียบเทยีบกบัที ่20 เปอรเซนต 
แตในทางกลบักันกลับพบวาความบริสุทธิ์แสดงในรปูของคากิจกรรมจําเพาะลดลงถงึ 37.5 
เปอรเซนต  ดงันัน้จึงควรเลอืกความเรว็รอบในการปนกวนเทากับ 100 รอบตอนาที อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 3.4 และ11.8 มิลลิลิตรตอนาที 
ตามลําดับ และความเขมขนของน้าํหมักในวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 20 เปอรเซนต เปนภาวะการ
สกัดแอลคาไลนโพรทีเอสที่ดสีุด เนื่องจากใหเปอรเซนตผลไดเทากับ 73.7 เปอรเซนต ประสิทธิภาพ
การสกัด 0.79 และใหจํานวนเทาความบริสุทธิ์สูงถึง 6.0 เทา ซึ่งเปนคาที่สูงกวาคาที่ความเขมขน
ของน้ําหมกัอื่นๆในวัฏภาคตอเนื่อง 
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 ผูวิจัยไดทาํการทดสอบความเสถียรของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการสกัดแลวและ
ละลายอยูในวฏัภาคกระจายตัว ซึ่งประกอบดวย PEG 42.5 %, โพแทสเซียมฟอสเฟต 2.5% และ
น้ํา 55.0 % โดยน้าํหนัก  เพื่อหาระยะเวลาที่สามารถเก็บรักษาเอนไซมไวในวฏัภาคกระจายตัว
กอนทีจ่ะนําไปใชงาน ดวยการเก็บไวเปนเวลา 1 เดือนที่อุณหภูมิ 32 ± 2 , 4 และ -20 องศา
เซลเซียส พบวากิจกรรมของเอนไซมมีการลดลงจากคาเริ่มตน 12.9, 9.2  และ 6.2 เปอรเซนต 
ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นวาความเสถียรของเอนไซมแปรผกผันกับอุณหภูมิที่เก็บรักษา ซึง่จากการ
ทดลองอาจถอืวาเอนไซมมคีวามเสถียรคอนขางมากแมเก็บไวที่อุณหภูมิหอง ซึ่งแสดงใหเหน็วา 
วัฏภาคกระจายตัว ซึ่งประกอบดวย PEG1000 อยูมากสามารถปองกันใหเอนไซมเสื่อมสภาพได
ชาลงแมจะเปนที่อุณหภูมิหอง 
 
 จากการตรวจเอกสารในหัวขอ 3.2 พบวามงีานวิจยัทีศ่ึกษาการสกดัเอนไซมในหอสกัด 
โดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคไมมากนกั และ ยงัไมมีงานวิจัยใดศึกษาการสกัดเอนไซมใน
หอสกัดแบบ Oldshue Rushton ดังนัน้งานวิจยันี้จงึไมสามารถเปรยีบเทียบกับงานวิจยัอื่นไดเลย  
ทั้งนี้เนื่องจากงานวิจยัสวนใหญจะศึกษาคณุสมบัติของการดําเนนิการในหอสกัดที่มีผลตอคา hold 
up ( Coimbra และ คณะ, 1998; Save pangarker,1993; Pawar และ คณะ 1997) และยังเปน
การศึกษาการสกัดเอนไซมทีม่ีความบรุสทิธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ (Save pangarker,1993; 
Pawar และ คณะ 1997) ดังนัน้งานวิจัยเหลานัน้จึงไมมีขอมูลที่งานวิจัยนี้สามารถนํามา
เปรียบเทียบได  แตอยางไรก็ตามงานวิจัยของ Porto และ คณะ (1997)  ไดศึกษาการสกัดเอนไซม 
ไซโตโครมบี 5 ที่ยงัไมผานการทําใหบริสุทธิ์ในหอสกัดแบบ PRDC ซึ่ง Porto และ คณะ (1997) 
พบวาจํานวนเทาความบริสุทธมีคาเทากับ 1.7 ในขณะที่มีประสิทธิภาพการสกัดประมาณ 1 และ
ไมขึ้นกับความเร็วรอบในการปนกวน ซึ่งเปนงานวิจยัที่มีลักษณะหอสกัดและการดําเนนิงานวิจัย
ใกลเคียงกับงานวิจัยนี ้ แตก็ไมสามารถนาํมาเปรยีบเทยีบกับงานวิจยันี้ได ซึง่มีเหตุผลที่เกี่ยวของ
ดวยกนั 3 ขอ ขอที ่ 1 คือ ไซโตโครมบี 5 และแอลคาไลนโพรทีเอสมนี้าํหนักโมเลกุลและความเปน
ประจุตางกัน ขอที่ 2 คือ ระบบที่ใชแยกสารชีวโมเลกลุทั้งสองมีองคประกอบตางกนั ขอที่ 3 คือ 
ลักษณะทางกายภาพภายในหอสกัดมีลักษณะแตกตางกัน ดังนัน้ จากขอที ่ 1 และ 2 จะใหคา
สัมประสิทธิก์ารแยกที่ภาวะสมดุลมีคาตางกัน ดังสมการของ Bronstadt (สมการที ่ 3.2)  ซึ่งจะมี
ความสัมพันธกับคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ดังสมการที ่5.5 และ 5.6  และจากขอที่ 3 จะ
ทําใหคา    อุทกพลศาสตรของของเหลวภายในหอสกัดแตกตางกนั ซึง่จะทําใหผลของการสกัดที่ได
แตกตางกนั   
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จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton ในงานวิจัยนี้ทาํใหสามารถนํามาใชเปนภาวะทีสํ่าหรับการหาขอมูลเบื้องตน 
เพื่อใชในการออกแบบหอสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสทีม่ขีนาดใหญข้ึนตอไป โดยมีพารามิเตอร
สําคัญสําหรับการออกแบบ 2  พารามิเตอร คือ พืน้ที่หนาตัดของหอสกัด ซึง่สามารถคาํนวณได
จากสมการที ่5.10  หรือ 5.11 

 

c
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A =            5.11 

 
โดยสวนมาก Uc และ Ud  ที่ใชในการดําเนินการในหอสกัดจะมีคานอยกวาความเร็วในการไหลที่
ความจุสูงสุด (flooding point) โดยสามารถคาํนวณ ความเรว็ในการไหลของวัฏภาคที่ความจุ
สูงสุดไดจากการ ดิฟเฟอเรนชีเอส (differentiate)  สมการ ที่ 5.12  ( Thornton ,1992 อางถึง 
Gayler และ คณะ ,1953) เทียบกับ hold up ใหมีคาเทากับ 0 ดังนี ้
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  แตอยางไรก็ตาม จากสมการที่ 5.13 และ 5.14 จะมีพารามิเตอรที่ไมทราบคา นัน่คือ คา 
VN  ซึ่งสามารถคํานวณ ได 2 วิธี วิธีแรกคอื จากการทดลองโดยใหหยดของวัฏภาคกระจายตวัหนึง่
หยดไหลภายในหอสกัดที่มวีฏัภาคตอเนื่องอยูเต็มหอ แตไมมีการไหลของวัฏภาคตอเนื่องที่ภาวะ
ในการกวนที่ใชในการสกัด แลววัดเวลาที่หยดของวัฏภาคกระจายตวัไหลออกจากหอสกัด อีกวธิี
หนึง่คือ หาไดจากการเขียนกราฟความสัมพนัธของสมการทางซายมือและขวามือของสมการที ่
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5.12 โดย VN คือความชนัของกราฟที่ได  อยางไรก็ตาม VN ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงคาอุทกพลศาสตร
ของของไหล ซึ่งจะขึ้นกับความเร็วรอบในการปนกวน เสนผานศนูยกลางของใบพัด  เสนผาน
ศูนยกลางภายในของวงแหวน  ระยะหางระหวางวงแหวน  ดงันัน้การปรับเปลี่ยนคาใดคาหนึ่งของ
ปจจัยเหลานี้จะทําใหคา VN เปลี่ยนแปลงไปดวย    พารามิเตอรที่สอง คือ ความสูงของหอสกดั  
เนื่องจาก Oldshue Rushton เปนหอสกัดแบบ ดิฟเฟอเรนเชียล (differential) ดังนัน้ จึงสามารถ
คํานวณความสูงของหอสกดัไดเมื่อทราบคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ซึ่งหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton มีความสัมพันธของคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวมกับสัมประสิทธิ์ของ
ขั้นตอนสมดุลดังสมการที่ 5.16 
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ซึ่งเปนสมการที่มาจากการสมดุลมวลภายในหอสกัด ดังนัน้เมือ่ทราบคาสัมประสิทธิ์การถายเท
มวลรวมแลวสามารถคาํนวณหาขั้นตอนสมดุลของหอสกัดไดจากสมการที ่5.17 
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ซึ่งเปนผลคูณของจํานวนขั้นตอนสมดุลกับเทอมของความสูงของการถายเทมวลตอหนึ่งหนวย
ขั้นตอนสมดุล  อยางไรก็ตามคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลรวมควรจะตองมาจากภาวะที่
เหมาะสมตอการสกัดเทานัน้ ทัง้นี้เนื่องจากเมื่อภาวะการสกัดที่ตางกนัจะทําใหคาสมัประสิทธิก์าร
ถายเทมวลรวมตางกนัดวย 
 
 

 



บทที่6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
6.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 6.1.1 การศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการแยกแอลคาไลนโพรทเีอสในบีกเกอร 
   

• อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบ 
 

ที่ทาํการศึกษามีทัง้หมด 4  คา คือ 7.5   8.5   9.5 และ 10.5 พบวาคาความเปนกรด-ดาง
ที่ 7.5 เปนภาวะที่ใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสและคากิจกรรมจําเพาะ 
(ความบริสุทธิ)์ สูงสุด คือ มคีาเทากับ 49.1 และ 31.8 ตามลําดับ 
 

• อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัและสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง   
จากการทดลองในชุดนี้คงคาความเปนกรด-ดางของระบบไวที่ 7.5 ซึง่เปนคาที่เหมาะสม

ที่สุด เพื่อศึกษาอิทธิพลของปริมาณน้ําหมัก 5 คา คือ 10,  20,  30,  40,  50 เปอรเซนต  โดย
น้ําหนกัของระบบรวมกับอิทธิพลของสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 5 คา คอื   
22:1   3:1   1:1   1:3 และ 1:25 ตอการสกัดโดยพิจารณาจากคาสมัประสิทธิก์ารแยก กิจกรรม
จําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสและเปอรเซนตผลได พบวาที่สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบน
ตอ       วัฏภาคลางเทากบั 1:25 และปริมาณน้ําหมกัเทากับ 50 %(w/w)  เปนภาวะที่เหมาะสม
ที่สุดตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอร คือใหสัมประสทิธิก์ารแยก กิจกรรมจําเพาะของ
แอลคาไลนโพรทีเอสและเปอรเซนตผลไดเทากับ 48.3, 17.7  ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ 62.2 
%ตามลําดับ 
 

6.1.2 การเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด 
 

การเลือกชนิดและออกแบบหอสกัดในงานวิจยันี้อางองิหลักการของ Thornton 
(1992) โดยมปีจจัยทีน่ํามาเปนเกณฑในการพิจารณาดงันี ้

 
• ปริมาตรการไหลผานทัง้หมด ≤ 0.25 ลูกบาศเมตรตอช่ัวโมง 
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• จํานวนขัน้ตอนสมดุล มากกวา 1 ข้ันตอนสมดุล 
• คุณสมบัติทางกายภาพ พจิารณาในแงของผลตางของความหนาแนนของวัฏภาค

ทั้งสอง  โดยระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ทําการศึกษามีผลตางของความหนาแนนเทากับ 
229 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร 

• สัดสวนของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตอวัฏภาคตอเนื่อง 
เทากับ 0.04 

• ปริมาณของแข็งในระบบ : พอสมควร 
• ตองการใหหอสกัดงายตอการทําความสะอาด 
• ตองการใหหอสกัดงายตอการดูแลรักษาและซอมบํารุง 

 
ชนิดของหอสกัดที่เหมาะสมคือ หอสกัดแบบ Oldshue Rushton โดยออกแบบใหมีเสน

ผานศนูยกลางของหอสกัด โดยมีระยะหางระหวางวงแหวนและความสูงหอสกัดเทากับ 23 และ 
500 มิลลิเมตร ตามลําดับ 
 

6.1.3 การศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัชนิด Oldshue Rushton  การ
ทดลองในชุดนี้ ศึกษาถึงอิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวน อัตราการไหลเชิงปริมาตรของ  
วัฏภาคกระจายตัวและความเขมขนของน้าํหมกัที่ภาวะคงที่ ตอ จํานวนเทาของความบรสิุทธิ์  
เปอรเซนตผลได และประสิทธิภาพการถายเทมวล  โดยระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคที่ใชในการ
สกัดมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5    ประกอบดวย วัฏภาคกระจายตวั ซึ่งมสีัดสวนเชงิมวล
ดังนี ้ PEG1000   โพแทสเซียมฟอสเฟต  และน้าํ  เทากับ 42.5 และ 2.5 เปอรเซนตตามลาํดับ  
สวน   วัฏภาคตอเนื่องประกอบดวย โพแทสเซียมฟอสเฟต และ น้าํ (หรือน้ําหมัก) เทากับ 28.0 
และ 72.0 เปอรเซนต ทําการสกัดโดยมวีัฏภาคกระจายตัวไหลขึ้นสวนทางกับวัฏภาคตอเนื่องซึง่
ไหลลง 

 
• อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวน 

ในการทดลองนี้ควบคุมใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาค
ตอเนื่องมีคาคงที่เทากับ 2.1 และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับและวัฏภาคตอเนื่อง
ประกอบดวยปริมาณน้าํหมกั 20 เปอรเซนตโดยน้าํหนัก สวนความเร็วรอบในการปนกวนที่
ทําการศึกษาคือ 0,   50, 100, 150, และ 200 รอบตอนาท ีพบวาความเร็วรอบในการปนกวนที่
สูงขึ้นมีผลทําให      เปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการถายเทมวลสูงขึ้น ในขณะที่จํานวนเทา
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ความบริสุทธิล์ดต่ําลง ทัง้นีเ้นื่องจากปนกวนที่สูงขึน้สงผลใหการถายเทมวลสารของโปรตีน
ปนเปอนสงูขึน้ดวยเชนกนั โดยพบวาที่ 0 รอบตอนาทีไดคาจํานวนเทาของความบรสุิทธิ์ เปอรเซนต
ผลได และประสิทธิภาพการถายเทมวลเทากับ 9.2,  35.6 เปอรเซนต และ 0.58 ตามลําดบั 
ในขณะที่ 200 รอบตอนาทีใหคา 2.2 ,  74.4 เปอรเซนต และ 0.9 ตามลําดับ  

 
• อิทธิพลของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว 

 
ในหอสกัดนี้ควบคุมใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องมีคาคงที่เทากับ 17.9 

มิลลิลิตรตอนาท ีแลวปรับคาอัตราไหลเชงิปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว 4 คา คือ 1.0,  2.1,  3.4 
และ 5.3 มิลลิลิตรตอนาท ีตามลําดับ โดยทําการศึกษาที่ความเร็วรอบในการปนกวน 0,  50  และ 
100 รอบตอนาที ในทกุชุดการทดลองนีท้ําการสกัดทีป่ริมาณน้าํหมกั 20 เปอรเซนต โดยน้ําหมัก
ในวัฏภาคตอเนื่อง พบวา อัตราไหลเชิงปริมาตรทีม่คีาสูงเกนิไปจะทําใหเปอรเซนตผลไดลดลง 
ทั้งนี้เนื่องจากเวลาในการสมัผัสกันของวฏัภาคทั้งสองมีนอยจงึทาํใหการถายเทมวลเกิดขึ้นไดไม
เต็มที ่ โดยที่ความเรว็รอบในการปนกวน  50 และ100 รอบตอนาท ี  และอัตราไหลเชิงปริมาตร
เทากับ 5.3 มิลลิลิตรตอนาทีใหเปอรเซนตผลไดต่ํากวาที่อัตราไหลเชงิปริมาตรเทากับ 2.1 มิลลิลิตร
ตอนาที ถึง 12.9 เปอรเซนต และ 7.8 เปอรเซนต  ตามลําดับ และ จาํนวนเทาความบริสุทธิ์ก็ลดลง
ถึง 45.1 และ 41.0 เปอรเซนต ตามลําดบั  ในขณะที่ความเรว็รอบในการปนกวน 0 รอบตอนาที ที่
ระดับอัตราไหลเชิงปริมาตรเดียวกนักลับใหปริมาตรสูงขึน้ถึง 33.3 เปอรเซนต และจํานวนเทา
ความบริสุทธิล์ดลงเพียง 4.1 เปอรเซนต แตอยางไรก็ตามประสิทธิภาพการสกัดของทัง้ 3 ความเร็ว
รอบที่ระดับอัตราไหลเชงิปรมิาตรเดยีวกับที่กลาวขางตนมีการเปลี่ยนแปลงอยูในชวง 3.0 – 7.0 
เปอรเซนต เทานัน้ 
 

• อิทธิพลของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 
 

จากการทดลองลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องจาก 17.9 มิลลิลิตรตอ
นาทีเปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที โดยยังคงใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวมีคา 
4 คาดังเดิมคือ 1.0,  2.1,  3.4,  5.3 มิลลิลิตรตอนาที  เปนการแกไขเพื่อใหวัฏภาคทั้งสองใช
เวลาสัมผัสกันมากขึ้น เพื่อใหเกิดการถายเทมวลขึน้ไดเต็มที่  และทาํการศึกษาที่ความเรว็รอบ
ในการปนกวน  0,  50 และ 100 รอบตอนาท ี และ ปริมาณน้าํหมกัเริ่มตนเทากับ 20 
เปอรเซนตโดยน้ําหนกัของวฏัภาคตอเนื่อง พบวา ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง
มีคาเทากับ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี ใหคาเปอรเซนตผลไดดีกวาทีทุ่กการทดลองของอัตราไหล
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เชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ี ในขณะที่จํานวนเทาของความ
บริสุทธิ์และประสิทธิภาพการสกัดที่มีคาสงูสุดในแตละความเรว็รอบในการปนกวนมคีา
ใกลเคียงกนั  พบวาที่อัตราไหลของวัฏภาคตอเนื่องและวัฏภาคกระจายตัวเทากับ 11.8 และ 
3.4 มิลลิลิตรตอนาท ี ที่ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาที ใหเปอรเซนตผลได  
จํานวนเทาของความบริสุทธิแ์ละประสิทธภิาพการสกัดดีที่สุดของการทดลองในนี ้ คือ มีคา
เทากับ  6.0,   73.7  เปอรเซนต และ 0.79 ตามลําดับ 

 
•  อิทธพิลของความเขมขนของน้าํหมักเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่อง 

 
จากการทดลองนี้ควบคุมใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาค

ตอเนื่อง รวมถึงความเร็วรอบในการปนกวนมีคาคงทีท่ี่ 3.4 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที 100 รอบ
ตอนาท ี ตามลําดับ แลวปรบัเปลี่ยนปริมาณน้ําหมกัเริม่ตนที่เตมิในวฏัภาคตอเนื่องเปน 4 คา คือ 
20,  40,  60  และ 72 เปอรเซนตโดยน้าํหนัก ซึ่ง 72 เปอรเซนตเปนปริมาณน้ําหมักมากที่สุดที่
สามารถเตมิไปในวัฏภาคตอเนื่องได ดงันัน้ที่ความเขมขนนี้จงึไมมนี้ําเปลาในวัฏภาคตอเนื่องเลย 
ซึ่งพบวา ที่ระดับปริมาณน้าํหมกัเริ่มตนเทากับ 40 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัใหเปอรเซนตผลไดทีม่ี
คาสูงสุดคือ 82.5 เปอรเซนต  ซึ่งมีคาสูงกวาที่ระดับความเขมขนของน้ําหมักเทากบั 20,  60 และ 
72 เทากับ 8.9  0 และ 2.6 เปอรเซนตตามลําดับ และพบวาจํานวนเทาของความบริสุทธิจ์ะลด
ต่ําลงเมื่อปริมาณน้ําหมกัเริม่ตนในวัฏภาคตอเนื่องมีมากขึ้น พบวา ที่ระดับปริมาณน้ําหมักเริ่มตน
เทากับ 20 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัใหจาํนวนเทาของความบริสุทธิ์สูงที่สุด คือ 6.0 เทา ซึ่งมคีาสูง
กวาที่ระดับปริมาณน้าํหมักเริ่มตนเทากับ 40  และ 72 เปอรเซนต ถงึ 37.5 และ 69.8 เปอรเซนต  
ตามลําดับ ในขณะที่ประสิทธิภาพการสกัดมีแนวโนมเชนเดียวกับคาเปอรเซนตผลได คือ ที่ระดบั
ปริมาณน้าํหมกัเริ่มตนเทากบั 40 เปอรเซนตเปนระดับที่ใหประสิทธิภาพการสกดัสูงสุด ซึ่งมคีา
เทากับ 0.88  ซึ่งมีคาสงูกวาคาที่ระดบัปริมาณน้าํหมักเทากับ 20 เปอรเซนตเทากับ 10.2 
เปอรเซนต 

 
 6.1.4 ภาวะเหมาะสมที่สดุในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ Oldshue 
Rushton โดยใหวัฏภาคกระจายตัว ซึ่งมีองคประกอบของ PEG1000  เทากับ 42.5% (w/w) และ 
โพแทสเซยีมเทากับ 2.5%(w/w) ไหลสวนทางกับวัฏภาคตอเนื่องซึ่งมอีงคประกอบของโพแทสเซยีม
เทากับ 28% (w/w) ซึ่งทาํการศึกษาอิทธิพลของปจจัยทีม่ีผลตอการถายเทมวลภายในหอสกัด โดย
ใช จํานวนเทาความบริสทุธิ ์ เปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการสกัดเปนเกณฑในการเลือก
ภาวะที่เหมาะสมตอการสกดั พบวาที่ความเรว็รอบในการปนกวนเทากับ 100 อัตราไหลเชิง
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ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 3.4 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที
ตามลําดับ และปริมาณน้าํหมักเทากับ 20 %(w/w) เปนภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลน
โพรทีเอสในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton คือ มี ความบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทีเอส 
มากกวาในน้าํหมัก  6.0 เทา เปอรเซนตผลไดเทากับ 73.7  และประสิทธิภาพการสกดัเทากับ 0.79  
 
 6.1.5 ผูวจิัยไดทําการทดสอบความเสถียรของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการสกัดแลว
และละลายอยูในวัฏภาคกระจายตวั ซึ่งประกอบดวย PEG 42.5 %, โพแทสเซยีมฟอสเฟต 2.5% 
และน้ํา 55.0 % โดยน้าํหนกั  เพื่อหาระยะเวลาที่สามารถเก็บรักษาเอนไซมไวในวฏัภาคกระจายตัว
กอนทีจ่ะนําไปใชงาน ดวยการเก็บไวเปนเวลา 1 เดือนที่อุณหภูมิ 32±2, 4 และ -20 องศาเซลเซยีส 
พบวากิจกรรมของเอนไซมมกีารลดลงจากคาเริ่มตน 12.9,   9.2   และ 6.2 เปอรเซนต ตามลําดับ  
 
6.2 ขอเสนอแนะ  
 
 ควรทําการศึกษาปจจยัที่เปนองคประกอบทางกายภาพของหอสกัด ไดแก ระยะหาง
ระหวางวงแหวน เสนผานศูนยกลางภายในวงแหวน รวมถึงเสนผานศูนยกลางของใบพัด เพราะ
ปจจัยเหลานีม้ีอิทธพิลตอการถายเทมวล รวมถงึการยอนกลับมาผสมกันของสารละลายภายในหอ
สกัด 
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ตารางที่ ก คามาตรฐานของการดูดกลืนแสงของโบวีนซรัีมอัลบูมิน (BSA) ในน้าํเปลา 
 

ความเขมขนของ BSA 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงของ BSA 
ที่ 620 นาโนเมตร 

30.6 
60.2 
90.0 
120.0 
150.0 

0.049 
0.083 
0.128 
0.169 
0.208 

 
 
 

รูปที่ ก. คามาตรฐานการดูดกลืนแสงของโปรตีน (BSA)  
 
 
 
 
 
 

 
 

y = 0.0014x
R2 = 0.9974
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วิธีการคํานวณหาปริมาณเอนไซม 
 

นิยามของกิจกรรมของเอนไซม  คือ คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร
เปลี่ยนไป 0.1 หนวย คือ1 ยูนิตของแอลคาไลนโพรทีเอส  
 

คาการดูดกลนืแสง เปลี่ยนไป 0.1 หนวย ไดกิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส 1 ยูนติ 
คาการดูดกลนืแสงเปลี่ยนไป 1 หนวย ไดกิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส 10 ยูนิต 
  
ในการวิเคราะหดูดตัวอยางมา 100 ไมโครลิตร ไดกิจกรรมของแอลคาไลนโพรทเีอส 10 ยู

นิต ถาเทยีบกจิกรรมของแอลคาไลนโพรทเีอสตอ 1 มิลลิลิตร (1000 ไมโครลิตร)จะได กิจกรรมของ
แอลคาไลนโพรทีเอส เทากบั 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเทียบเวลา 20 นาทีที่ใชในการบมใหแอล
คาไลนโพรทีเอสทํางาน จะไดวา มกีิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสเทากับ 5 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอ
นาที ซึง่สามารถเขียน เปนการคํานวณดังนี ้

 
เอนไซม 100 ไมโครลิตร ได กิจกรรมของเอนไซม 10 ยูนติ 
เอนไซม 1000 ไมโครลิตร  จะไดกิจกรรมของเอนไซม  

100
1000*10

=   
       
         = 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
เมื่อคิดเทียบตอเวลาจะได กจิกรรมของเอนไซม     =

20
100  

 
          = 5 ยูนิตตอมิลลิลตรตอนาท ี
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ตาราง ค.1 ความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนที่ทาํการทดลองในบีกเกอรเมื่อ 
    ปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดาง 

 
กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส 

(ยูนิตตอลิตร) 
ความเขมขนของโปรตีน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) PH 
วัฏภาคบน วัฏภาคลาง วัฏภาคบน วัฏภาคลาง 

7.5 194.68 227.50 15.95 53.33
8.5 76.67 112.50 18.09 53.09
9.5 90.00 100.00 15.71 49.04

10.5 59.17 68.33 21.19 40.95
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ตารางที่ ค.2 ความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ทาํการทดลองในบีกเกอร เมื่อปรับเปลี่ยนสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปริมาณน้ําหมัก 
 

กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบน (ยนูิตตอลิตร) กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคลาง (ยูนิตตอลิตร) สัดสวนเชิงปริมาตร/ 
ปริมาณน้ําหมัก 22:1 3:1 1:1 1:3 1:25 22:1 3:1 1:1 1:3 1:25 

10 35.00 50.00 138.33 232.50 1515 10.00 7.50 5.00 0.00 24.17 
20 63.33 140.00 198.333 375.00 2625 11.67 15.00 7.50 11.25 65.00 
30 150.00 181.67 304.167 503.33 4025 10.00 5.00 4.17 15.00 67.50 
40 205.00 276.67 420.83 644.17 5545 7.50 10.00 9.17 110.00 110.00 
50 298.33 392.5 526.67 865.47 6900 32.50 37.50 73.33 167.50 167.5 

 
ตารางที่ ค.3 ความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ทาํการทดลองในบีกเกอร เมื่อปรับเปลี่ยนสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปริมาณน้ําหมัก 
 

ความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาคบน 
 (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาคลาง 
 (มิลลิกรัมตอลิตร) 

สัดสวนเชงิปริมาตร/
ปริมาณน้าํหมกั 

22:1 3:1 1:1 1:3 1:25 22:1 3:1 1:1 1:3 1:25 
10 2.87 8.57 31.42 51.07 130.71 62.50 51.071 12.85 7.50 1.07 
20 9.64 18.92 42.14 64.28 215.71 84.28 60.714 36.07 18.57 13.21 
30 23.21 47.85 56.07 90.71 249.28 100.71 82.14 65.35 34.64 23.92 
40 30.71 57.85 68.21 120.71 277.85 120.71 104.28 70.71 68.21 49.28 
50 42.14 72.85 74.28 143.92 322.14 154.64 119.28 93.21 72.85 68.21 
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ตารางที่ ค.4 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีถู่กสกดัในหอสกัดทีค่วามเร็วรอบตางๆ ตามเวลา ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและตอเนื่อง 
  เทากับ 3.4 และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ 
 

กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว (ยูนิตตอลิตร) กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่อง (ยูนิตตอลิตร) 
เวลา 0rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 0 rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 

0 789.17 775.00 937.50 1090.00 1238.33 582.50 488.33 336.67 298.33 276.67 
5 759.17 785.00 944.17 1069.17 1279.17 553.33 372.22 299.167 257.50 247.50 

10 765.00 798.33 948.33 1051.67 1251.67 500.83 355.56 300.83 235.83 197.50 
20 720.83 826.67 942.50 1071.67 1291.67 491.67 383.33 285.00 249.17 181.67 

 
ตารางที่ ค.5 ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกดัที่ความเร็วรอบตางๆ ตามเวลาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและตอเนื่อง 
  เทากับ 3.4 และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ 
 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคกระจายตัว (มิลลิกรัมตอลิตร) ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่อง (มลิลิกรัมตอลิตร) 
เวลา 0rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 0 rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 

0 16.07 22.14 21.90 37.85 38.57 80.35 69.05 53.21 41.43 41.78 
5 12.14 18.81 31.19 38.21 42.62 73.92 61.07 45.71 42.85 32.14 

10 13.214 18.33 29.04 36.43 44.76 68.57 55.36 45.47 41.07 32.14 
20 10.35 17.14 28.93 40.95 46.19 69.28 58.57 42.14 39.64 33.93 
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ตารางที่ ค.6 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีถู่กสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 908.33 632.22 625.83 402.50 545.00 455.00 335.53 362.5 

10 791.67 589.17 518.33 409.17 500.00 454.00 418.33 352.5 
20 724.167 554.167 483.33 392.5 556.00 471.67 431.67 352.5 

 
ตารางที่ ค.7 ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกดัที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง17.9 มิลลิลิตรตอนาที  
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min  5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min  5.3 ml/min 
0 4.52 5.00 5.95 5.95 71.67 71.92 69.76 67.86 

10 3.57 6.79 6.79 4.52 69.05 69.76 62.87 61.43 
20 4.29 5.71 5.00 4.76 71.18 67.62 66.9 67.86 
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ตารางที่ ค.8 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีถู่กสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 1030.00 869.17 641.67 397.5 401.67 315.00 356.67 491.67 

10 1035.00 847.5 650.83 388.33 420.00 373.33 370.83 489.17 
20 973.00 861.67 641.67 400.00 401.67 345.83 377.50 497.50 

 
ตารางที่ ค.9  ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกดัที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง17.9 มิลลิลิตรตอนาที  
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 13.10 13.57 8.57 10.95 78.21 68.10 78.22 63.21 

10 13.81 13.21 11.19 10.35 75.24 67.86 75.24 59.76 
20 11.42 11.79 9.76 9.76 77.62 67.86 77.62 60.00 
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ตารางที่ ค.10 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 1035.83 908.33 826.67 660.00 205.00 200.83 200.83 191.67 

10 1043.33 940.83 798.33 650.00 195.83 203.33 196.00 170.00 
20 1060.83 945.00 812.50 677.50 195.00 176.67 176.67 163.33 

 
ตารางที่ ค.11  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง17.9 มิลลิลิตรตอนาที  
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 28.57 16.19 14.05 26.79 77.62 74.05 82.62 67.13 

10 25.71 15.48 10.1 21.43 77.38 75.71 65.00 59.29 
20 26.79 16.19 10.48 24.30 77.62 73.81 68.21 65.72 
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ตารางที่ ค.12 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 694.17 460.00 282.50 235.00 374.17 345.83 295.00 360.83 

10 787.50 427.50 314.67 269.00 376.67 335.00 252.50 265.83 
20 775.83 441.67 335.00 306.00 350.83 316.67 247.50 262.50 

 
ตารางที่ ค.13  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 21.52 3.8 3.80 2.85 80.357 78.21 77.62 78.33 

10 21.67 5.71 3.09 2.85 80.00 82.14 80.00 77.86 
20 19.28 5.95 3.09 2.85 81.92 60.00 78.21 73.09 
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ตารางที่ ค.14 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 922.50 769.17 649.17 553.33 375.00 265.00 258.33 553.33 

10 922.50 759.17 663.33 560.00 286.67 244.17 256.00 560.00 
20 902.50 775.83 618.33 555.83 305.00 263.33 238.33 555.83 

 
ตารางที่ ค.15  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 21.19 14.29 10.00 13.21 75.71 72.14 68.92 63.21 

10 21.42 11.43 8.81 18.57 77.14 72.14 66.42 59.76 
20 24.76 10.95 8.57 15.71 69.76 77.14 69.28 60.00 
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ตารางที่ ค.16 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 1303.33 937.50 820.83 643.33 387.25 336.67 463.33 306.67 

10 1341.67 948.33 796.67 644.17 375.00 299.17 354.17 345.00 
20 1320.83 942.33 813.33 659.17 396.67 300.83 332.50 316.67 

 
ตารางที่ ค.17  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

เวลา 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 1 ml/min 2.1 ml/min 3.4 ml/min 5.3 ml/min 
0 24.52 21.90 18.57 17.14 284.76 60.36 63.21 41.78 

10 26.43 21.90 18.09 21.43 56.42 50.23 58.21 32.14 
20 26.01 21.78 18.33 20.71 56.67 49.28 60.00 32.14 
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ตารางที่ ค.18 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีค่วามเขมขนในน้าํหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง  ตามเวลา ความเร็วรอบในการปนกวน 
          100 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว และวัฏภาคตอเนื่อง 3.4 และ 11.84 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลาํดับ 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่ความเขมขนน้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงที่
ความเขมขนน้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (ยูนิตตอลิตร) 

เวลา 20% 40% 60% 72% 20% 40% 60% 72% 
0 826.67 929.17 1215.00 1382.50 200.00 195.00 301.67 414.17

10 798.33 934.17 1227.50 1441.67 190.00 170.00 229.17 276.67
20 812.50 950.00 1286.67 1472.50 176.67 138.33 200.83 255.83

 
ตารางที่ ค.19  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัด ที่ความเขมขนในน้ําหมกัเริ่มตนตางๆ ในวัฏภาคตอเนื่อง  ตามเวลา ความเร็วรอบในการปนกวน 

          100 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว และวัฏภาคตอเนื่อง 3.4 และ 11.84 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลาํดับ 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่ความเขมขนน้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในวัฎภาคตอเนื่องที่ความเขมขน
น้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (มิลลิกรัมตอลิตร)  

เวลา 20% 40% 60% 72% 20% 40% 60% 72% 
0 10.05 17.14 42.38 51.64 82.62 113.80 131.19 144.05 

10 10.72 19.28 43.57 62.62 65.00 59.28 132.14 146.67 
20 10.48 20.71 45.23 64.28 68.20 65.72 132.86 141.67 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาววิไลวรรณ  ชวยยก เกิดเมื่อวนัที ่15 พฤศจิกายน 2518 ที่ อ. กงหรา จังหวัดพัทลงุ 
สําเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาวชิาอุตสาหกรรมเกษตร ภาควิชาอุตสาหกรรม
เกษตร คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในป
การศึกษา 2540 หลังจากนัน้ไดเขาศกึษาในหลกัสตูรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชา
วิศวกรรมเคม ีคณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั ในปการศึกษา 2541 
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