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 วัตถุประสงคหลักของโครงการวิจัยนี้เพื่อศึกษาการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสโดยตรงจากน้ําหมัก จากเชื้อ  
Bacillus Subtilis TISTR 25  โดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 และ โพแทสเซียมฟอสเฟต โดยแบง
งานวิจัยนี้ออกเปนสามสวนใหญๆ คือ สวนที่หนึ่งเปนการศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบ (7.5  8.5  
9.5 และ 10.5)  สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง (22:1  3:1  1:1  1:3  1:25) และความเขมขนของ
ปริมาณน้ําหมัก (10  20  30  40  และ 50 เปอรเซนตโดยน้ําหนักของระบบ) ที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก คากิจกรรม
จําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส  และเปอรเซนตผลได  พบวาภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส คือ ที่คา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางเทากับ 1:25  และ ความเขมขนของน้าํ
หมักเทากับ 50 เปอรเซนตโดยน้ําหนักของระบบ ใหประสิทธิภาพการสกัด คากิจกรรมจําเพาะ  และเปอรเซนตผลได ซึง่มี
คาเทากับ 48.3 และ 17.7  หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีนและ 62.2 เปอรเซนต ตามลําดับ 
 สวนที่สองคอืการเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด  โดยใช ปริมาตรไหลผาน  จํานวนขัน้ตอนสมดุล คุณสมบัติ
ทางกายภาพ  สดัสวนของอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาค ปริมาณของแข็งในระบบ  ความงายในการทําความสะอาด 
และสามารถดูแลรักษาและซอมบํารุงไดงาย  พบวาหอสกัดแบบ Oldshue  Rushton  เปนหอสกัดที่เหมาะสมที่สุด โดย
ออกแบบใหมี ความสูง 500 มิลลิเมตร  เสนผานศูนยกลาง  46 มิลลเิมตร  เสนผานศูนยกลางของใบพัด  18 มิลลิเมตร  
เสนผานศูนยกลางภายในของวงแหวน  23 มิลลิเมตร  และระยะหางระหวางวงแหวน 23 มิลลิเมตร  
 สวนที่สามซึ่งเปนสวนสุดทายของงานวิจัยนี้ คือ ศึกษาอิทธิพลของความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด (0  
50  100  150  และ 200 รอบตอนาที)  อัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว (1.0  2.1  3.4  และ  5.3  มิลลิลิตร
ตอนาที) และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง (17.9 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที) และความเขมขนของน้ําหมัก
เร่ิมตนที่เติมในวัฏภาคตอเนื่อง (20  40  60 และ 72 เปอรเซนตโดยน้ําหนัก) ที่มีผลตอจํานวนเทาความบริสุทธิ ์ 
เปอรเซนตผลได  และประสิทธิภาพการสกัด  โดยทําการสกัดแบบตอเนื่องในหอสกดั  โดยใหวัฏภาคกระจายตัวซึ่งมี
องคประกอบของ PEG 1000 เทากับ  42.5 % (w/w) และโพแทสเซยีมฟอสฟอต เทากับ 2.5 % (w/w)  น้ํา 55.0 %(w/w) 
ไหลขึ้นสวนทางกบัวัฏภาคตอเนื่องที่ไหลลง  ซึ่งมอีงคประกอบของโพแทสเซยีมฟอสเฟต เทากับ 28.0 % (w/w) และน้ํา
(หรือน้ําหมัก) 72.0% (w/w)  ซึ่งพบวาที่ภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ Oldshue 
Rushton คือ ที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 100 รอบตอนาที อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวฏั
ภาคตอเนื่อง เทากับ 3.4 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลําดับ  และมีความเขมขนของน้ําหมักเริ่มตนเทากับ 20 
เปอรเซนต โดยน้ําหนักของวัฏภาคตอเนื่อง ซึ่งใหจํานวนเทาความบริสุทธิ์ เปอรเซนตผลได  และประสิทธิภาพการสกัด 
เทากับ  6.0  73.7  เปอรเซนต  และ 0.79 ตามลําดับ และพบวาแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการสกัดแลวซึ่งอยูในวัฏภาค
กระจายตัว มีกิจกรรมลดลง 12.9  9.2  6.2 เปอรเซนต เมื่อเก็บไวเปนเวลา 1 เดือน ที่ 32 ± 2   4  -20 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ และภาวะที่เหมาะสมจากการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton ในงานวิจัยนี้
สามารถนําไปคํานวณหาคาอุทกพลศาสตรของของเหลวและขอมูลการถายเทมวล เพือ่ใชในการออกแบบและขยาย
ขนาดหอสกัดตอไป 
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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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สัญลกัษณตัวแปร 
 
a  พื้นที่ผิวสมัผัส, m2 

A  พื้นที่หนาตัด, m2 

c  จํานวนของสารประกอบในระบบ 
iC  ความเขมขนของสารประกอบ i  ในระบบ 
1
iC  ความเขมขนของสารประกอบ i  ในวัฎภาคที่หนึ่ง (วัฎภาคบน) 
2
iC  ความเขมขนของสารประกอบ  i ในวัฎภาคที่สอง (วัฎภาคลาง) 
1cC  ความเขมขนในวัฏภาคตอเนื่องกอนเขาหอสกัด  
2cC  ความเขมขนในวัฏภาคตอเนื่องที่ออกจากหอสกัด  

*
rC  ความเขมขนในวัฏภาคตอเนื่องที่ออกจากหอสกัดที่ภาวะสมดุล  

D คาสัมประสิทธิ์การแพร, m2/s 
rd  เสนผานศูนยกลางของใบกวน,m 
cd  เสนผานศูนยกลางภายในของหอสกัด,m 
sd  เสนผานศูนยกลางภายในของวงแหวน,m 
32d  ขนาดเฉลี่ยของหยดของเหลว, m 

xc F,F  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคตอเนื่อง, ml/min 
yd F,F  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคกระจายตัว, ml/min 

1cF  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคตอเนื่องเขาหอ, ml/min 
2cF  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฎัภาคตอเนื่องออกหอ, ml/min 

G พลังงานอิสระ กิปป 
g  แรงโนมถวงโลก, m/s2 

ch  ระยะหางระหวางวงแหวนภายในหอสกัด, m 
HTU  ความสงูของหอสกัดของการถายเทมวลหนึง่หนวย (Height of transfer unit), m 
k  คาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลผานฟลม 
K  คาคงที ่Boltzmann  

oxK  คาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม อางองิวัฏภาคตอเนื่อง,m/s 
odoy K,K  คาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม อางองิวัฏภาคกระจายตัว,m/s 

l  ความยาวของครีบใบพัด, cm 
L  ความสงูของหอสกัด, m 

ji m,m  คาสัมประสิทธิ์การแยก i  และ j  ตามลําดับ 
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สัญลกัษณตัวแปร (ตอ) 
 

)0(m  คาสัมประสิทธิ์การแยกของตัวถูกละลายโปรตีนที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 
จุดไอโซอิเล็กตริกของโปรตีนนัน้ 

M  น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน 
dM  Murphee efficiency  อางองิวัฏภาคกระจายตัว 

in  จํานวนโมลของสารประกอบ i  
N  อัตราการถายเทมวล,  ความเขมขน/เวลา 
NTU   จํานวนหนวยที่ถายเทมวล (Number of transfer units) 
P  ความดันของระบบ 
T  อุณหภูมิสัมบูรณของระบบ 

cU  ความเร็วในการไหลของวัฏภาคตอเนื่อง m/s 
dU  ความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวั m/s 
rU  สัดสวนความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัตอวฏัภาคตอเนื่อง 

1V  ปริมาตรของวฏัภาคบน 
2V  ปริมาตรของวฏัภาคลาง 
NV  characteristic velocity m/s  

            (ที่ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัดเทากบั N รอบตอนาท)ี 
w  ความกวางของครีบใบพัด, cm 

bw  ความกวางของ baffer ในหอสกัด, cm 
ix  สัดสวนโมลของสารประกอบ i  ในวัฏภาคตอเนื่อง 
*
ix  สัดสวนโมลของสารประกอบ i  ในวัฏภาคตอเนื่องที่สมดลุ 
inx  สัดสวนโมลของสารประกอบเปาหมายในวัฏภาคตอเนื่องที่เขาหอสกัด 
outx  สัดสวนโมลของสารประกอบเปาหมายในวัฏภาคตอเนื่องที่ออกจากหอสกัด 

Y  เปอรเซนตผลได 
iy  สัดสวนโมลของสารประกอบ i ในวัฏภาคกระจายตัว 
*
iy  สัดสวนโมลของสารประกอบ i  ในวัฏภาคกระจายตวั 
iny  สัดสวนโมลของสารละลายเปาหมายในวฏัภาคกระจายตัวที่เขาหอสกดั 
outy  สัดสวนโมลของสารละลายเปาหมายในวฏัภาคกระจายตัวที่ออกจากหอสกัด 

z  ประจุสุทธิของโปรตีน 
CZ  ระยะหางระหวางวงแหวนภายในหอสกัด 
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สัญลกัษณอักษรกรกี 
 

iµ  ศักยเคมี ของสารประกอบ  i  
ijβ  คาสัมพนัธการเลือกของสารประอบ i และ j  

φ  วัฏภาค 
ϕ  สัดสวนปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัตอปริมาตรของเหลวทั้งหมดในหอสกัด, hold up 
γ  แรงตึงผิว (interfacial tension), kg/s2=103 dyne/cm 

iLγ  activity coefficient ของสารประกอบ i ในของเหลว 
ρ∆  ผลตางของความหนาแนนของวัฏภาค, kg/m3 

η  ปจจัยกาํหนดลักษณะของวฏัภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของโปรตีน 
θ  ลักษณะเฉพาะของโปรตีน ข้ึนกับพารามิเตอรภายนอก เชน อุณหภูมิ  
 องคประกอบของพอลิเมอรและเกลือในระบบ, สารเติมแตงเกลือที่ใช ฯลฯ  
δ  ความหนาของชั้นฟลมของหยดของเหลว 
λ  ประสิทธิภาพการสกัด 

C∆  ผลตางของความเขมขนของสารละลายระหวางวัฏภาค 
 
สัญลกัษณของตัวหอย 
 
f  คาที่ความจุสูงสุด (flooding point) 

j,i   ชนิดของสารประกอบในระบบ 
lm  คาเฉลี่ย ล็อกการิทึม (log - mean) 
φ
in  จํานวนโมลของสารประกอบ i ในวัฏภาค φ  

P  ความดัน 
T  อุณหภูมิที่สมบูรณ เคลวิน (K) 
1 วัฏภาคที่หนึ่ง หรือวัฏภาคบน 
2  วัฏภาคที่สอง หรือวัฏภาคลาง 
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สัญลกัษณตัวแปร (ตอ) 
 
สัญลกัษณ ตัวยก 
 
1 วัฏภาคที่หนึ่ง หรือวัฏภาคบน 
2  วัฏภาคที่สอง หรือวัฏภาคลาง 
*  ภาวะที่สมดุล 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 โพรทีเอส (protease) หรือ โพรทีโอไลติก เอนไซม (proteolytic enzymes)  เปนเอนไซมที่
ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน เปนเอนไซมที่เกิดจากการหมักเชื้อจุลินทรีย เชนพวก
เชื้อราและแบคทีเรีย ซึ่งแบคทีเรียสกุลบาซิลัส (Bacillus) จะเปนแบคทีเรียที่นิยมใชในการผลิต  
โพรทีเอส เนื่องจากบาซิลัสสามารถผลิตโพรทีเอสเปนเอนไซมที่ถูกสกัดออกภายนอกเซลล  
(extracellular enzyme) ในปริมาณที่สูง  
 

โพรทีเอส เปนเอนไซมที่มีความตองการใชมากที่สุดในอุตสาหกรรม โดยมีปริมาณถึง 60 
เปอรเซนตของเอนไซมทั้งหมดที่ใชในอุตสาหกรรม  (Ng & Kenealy, 1986) ซึ่งอุตสาหกรรมที่   
โพรทีเอสเขาไปมีความสําคัญไดแก อุตสาหกรรม ผงซักฟอก การซักแหง ฟอกหนัง อาหารและยา 
ดังนั้นจากการที่สามารถนําโพรทีเอสไปใชไดในงานหลายชนิด ทําใหการผลิตและการทําให       
โพรทีเอสบริสุทธิ์และสามารถแยกโพรทีเอสออกมาจากน้ําหมักไดปริมาณมากที่สุดโดยไมเกิด
ความเสียหายแกโพรทีเอสจึงเปนงานที่มีสําคัญอยางมาก 
 
 สารละลายน้ําสองวัฏภาคเปนวิธีการหนึ่งที่ไดรับการยอมรับอยางกวางขวางในการแยก
โปรตีนหรือเอนไซมจากน้ําหมักหรือจากสารละลาย เนื่องจากเปนระบบที่ทําไดงาย มีประสิทธิภาพ
สูง และสะดวกในการดําเนินการ   และมีสภาวะแวดลอมของระบบเหมาะสมตอเอนไซม คือ ไมทํา
ใหเอนไซมเสื่อมสภาพ เนื่องจากน้ําเปนตัวทําละลายธรรมชาติของเอนไซม ซึ่งสารละลายน้ํา
สองวัฏภาค มีดวยกัน 2 ระบบ คือ ระบบที่ประกอบดวยพอลิเมอร 2 ชนิด และ ระบบที่เปนพอลิเม
อรหนึ่งชนิดรวมกับเกลือ  โดยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสามารถทําใหเอนไซมบริสุทธิ์หรือ
เขมขนขึ้นเนื่องจากการเลือกที่จะละลายในวัฏภาคใดวัฏภาคหนึ่งของเอนไซมมากกวาอีกวัฏภาค
หนึ่ง  ซึ่งปจจัยในการเลือกหรือแยกของเอนไซมจะขึ้นอยูกับองคประกอบของระบบ คาความเปน
กรด-ดาง  ชนิดและความเขมขนของเอนไซม เปนตน  ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะมีแรงตึง
ผิวระหวางวัฏภาคต่ํา (interfacial tension) คือ ประมาณ 0.0001-0.1 dyn/cm (Andersson และ คณะ 
, 1983)  ดังนั้นเมื่อมีการกวนระบบเกิดขึ้น จะทําใหหยดของวัฏภาคมีขนาดเลก็ไดงายและมีพื้นที่
ผิวสัมผัสของวัฏภาคไดมาก จึงสามารถลดปญหาเรื่องการถายเทมวลสารได 
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 ที่ผานมาไดมีการวิจัยนําระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคมาประยุกตใชกับการแยกแอล
คาไลนโพรทีเอส (alkaline protease)  (Sinha และ คณะ, 1996 ; Hotha และ คณะ, 1997; 
นันทิญา, 2543)  งานวิจัยนี้มุงเนนที่จะนําภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส 
(นันทิญา, 2543 ) มาศึกษาและพัฒนาตอ  ซึ่งนันทิญาไดศึกษาการแยกครูดแอลคาไลนโพรทีเอส
ซึ่งไดผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์แลวบางสวน แตในงานวิจัยนี้จะศึกษาการแยกแอลคาไลนโพร
ทีเอสจากน้ําหมักโดยตรง  โดยใชสารละลายน้ําสองวัฏภาคระบบพอลิเมอร-เกลือ และยังมุงเนนที่
จะนําภาวะที่ไดจากการทดลองในบีกเกอรไปใชในหอสกัด  โดยมีเปาหมายที่จะเลือกและออกแบบ
หอสกัดและหาภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส  เพื่อที่จะสามารถนําไปใชเปน
ขอมูลเบื้องตนในการพัฒนาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส โดยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคใน
ระดับขยายขนาดตอไป 
 
1.1 วัตถุประสงค 
 
 เพื่อหาภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสจาก น้าํหมักโดยใชระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ 
 
1.2 ขอบเขต 
 
1. ศึกษาภาวะและระบบของสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ Polyethylene glycol 1000 (PEG1000) 

และ โพแทสเซียมฟอสเฟตที่เหมาะสมสําหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้าํหมัก โดยใช
คาคงที่สมดุล  ความบริสุทธิ์ และ เปอรเซนตผลได เปนเกณฑในการพิจารณา โดยปจจัยที่
ทําการศึกษามีดังนี ้

 
1.1 คาความเปนกรด-ดาง คาที่ทาํการศึกษาอยูในชวง 7.5 –10.5  
1.2 สัดสวนปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง คาทีท่ําการศึกษาในชวง 22:1 – 1:25 
1.3 สัดสวนโดยน้าํหนักของน้ําหมักที่เติมในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค  อยูใน ชวง  

10 – 50 เปอรเซนต ของระบบทั้งหมด 
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2. เลือกชนิดและออกแบบหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ 
 
3. ศึกษาปจจยัทีม่ีผลตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมกัในหอสกัดที่ออกแบบ โดยใช 

จํานวนเทาความบริสุทธิ ์เปอรเซนตผลได  และประสิทธภิาพการสกัด เปนเกณฑในการ
พิจารณา โดยปจจัยที่จะทาํการศึกษามีดงันี ้
3.1 ความเร็วรอบในการกวน  ( รอบตอนาท,ี rpm )  คาที่ทาํการศึกษาอยูในชวง 0 – 200 รอบ

ตอนาท ี
3.2 อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว (วัฏภาคบน)  คาทีท่ําการศึกษาอยูในชวง 

1.0 –5.3 มิลลิลิตรตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนือ่ง (วัฏภาคลาง)  
คาที่ทาํการศึกษามีคาเทากบั 17.9 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี

3.3  ความเขมขนของสารละลาย (solution) คาที่ทาํการศึกษาอยูในชวง 20-72 เปอรเซนต 
โดยน้ําหนักของวัฏภาคตอเนื่อง  

 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.3.1 ทราบถึงภาวะและองคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่เหมาะสมใน
การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมัก  
 1.3.2 ทราบถึงภาวะที่เหมาะสมและอิทธิพลของปจจัยตางๆที่มีผลตอการสกัดแอลคาไลน 
โพรทีเอส โดยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ 
 1.3.3 เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดระดับขยาย
ขนาด 
  



บทที่ 2 
 

ทฤษฎี 
 
2.1 บทนํา 
 
 ในบทนี้จะกลาวถงึ เอนไซมแอลคาไลนโพรทีเอส เทอรโมไดนามกิของสมดุลวัฏภาค    
ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค  เครื่องสกัดและวิธีการเลือกชนิดของเครื่องสกัด  ซึ่งเปนความรูที่
ตองใชในการศึกษาการสกดัแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัด 
 
2.2 แอลคาไลนโพรทีเอส 
  

แอลคาไลนโพรทีเอส หรือ เซอรีนโพรทีเอส (serine protease) เปนโพรทีเอสชนิดหนึ่ง ซึ่ง
เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกริิยาการยอยสลายโปรตีน โดยโพรทีเอสจะยอยสลายพันธะเปปไทด
ของโปรตีนโมเลกุล โพรทีเอสเปนไซมที่มีความสําคัญมากในกระบวนการผลิตของอุตสาหกรรม
อาหาร อุตสาหกรรมฟอกหนัง และอุตสาหกรรมซักฟอก 

 
แอลคาไลนโพรทีเอส จะทาํหนาที่ยอยสลายโปรตีนในภาวะสารละลายทีเ่ปนดาง โดย

เอนไซมชนิดนีจ้ะมี หมู –OH group อยูที่บริเวณเรง (active site)  ซึ่งเอนไซมในกลุมนี้ไดแก       
ไคโมทริปซิน (chymotrypsin), ทริปซนิ (trypsin), อีลาสเตส (elastase), ทรอมบิน(thrombin) 
และซับทิลิซนิ (subtilisin)  แอลคาไลนโพรทีเอสจะถกูยบัยั้งการทาํงานโดยตัวยับยัง้จําเพาะที่มีผล
ตอกรดอะมโินเซอรนี ไดแก ได-ไอโซโพรพีลฟลูออโรฟอสโฟเนต (di- isopropylflourophosphonate,  
DFP)  และ ฟนิลเมททิลซัลโฟนลิ ฟลอูอไรด (phenylmethyl sulphonyl fluoride, PMSF) 
เนื่องจากเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงตอคาความเปนกรด-ดาง และปจจัยอืน่ที่แวดลอม ดงันัน้
ปจจัยทีม่ีผลตอการเสื่อมสภาพของแอลคาไลนโพรทเีอส จึงไดแก คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
สารเคมี และแรงกล                             
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2.3 เทอรโมไดนามิกของสมดุลวัฏภาค 
 
 ในกระบวนการแยกสารจะอาศัยคุณสมบัติทางเทอรโมไดนามกิของสาร ซึ่งอธิบายไดดวย
สมการทีเ่ปนความสมัพนัธของเทอรโมไดนามิกของสาร โดยจะเกีย่วของถึงความตองการพลังงาน 
สมดุลของวัฏภาค และขนาดของเครือ่งมือที่จะใชแยก ในหัวขอนี้จะกลาวถึงคุณสมบัติและ
หลักการทางเทอรโมไดนามกิที่ใชสําหรับกระบวนการแยกสารที่สมดุลวัฏภาค  ไดแก เงื่อนไขของ
สมดุลของวัฏภาค  ปจจัยการแยก (separation factor ) เปนตน 
 

2.3.1 เงื่อนไขของสมดุลของวฏัภาค 
 
ถาในระบบสารผสมมากกวา 1 วัฏภาคประกอบดวย สวนประกอบ c ชนิด และมี φ วฏัภาค 

สามารถเขยีนภาวะทางเทอรโมไดนามิกทีส่มดุลของสารไดดังสมการที ่2.1 
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สามารถเขยีนความสัมพันธของศักยเคมี กับ พลงังานอสิระกิปป ( Gibbs free energy , 

G(φ))   ไดดังสมการที ่2.2 
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ดังนัน้การเขาสูสมดุลของระบบขึ้นอยูกับ 3 ปจจัย คือ อุณหภูมิ ความดัน และศักยเคมี

ของแตละสารประกอบในระบบ ซึ่งโดยปกติสมดุลในระบบของเหลว-ของเหลว จะดําเนนิการที่
อุณหภูมิและความดันคงที ่ดังนัน้จะไดวา 

 
  ( ) 0)G(d P,T =φ       2.3 
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 2.3.2 คาสัมประสิทธิ์การแยก  
 
เปนอัตราสวนของสัดสวนเชงิโมล (mole fraction) ของสารประกอบที่กระจายตัวอยูใน

ระบบ 2 วัฏภาคที่ภาวะสมดุล โดยในหัวขอนี้จะกลาวเฉพาะในกรณีที่ภาวะสมดุลของ 
ของเหลว-ของเหลว เทานั้น 

 
นิยามคาสัมประสิทธิ์การแยกสําหรับระบบของเหลว-ของเหลว แสดงไดดังสมการที ่2.4 
 

   )1(
iL

)2(
iL

)2(
i

)1(
i

i x
xm

γ
γ

==      2.4 

 

 ซึ่งสําหรับระบบสารละลายเจือจาง (dilute solution) จะพบวาคาสดัสวนเชงิโมลของตัว
ถูกละลายจะแปรผันตรงกับคาความเขมขนของตัวถกูละลายนั้น ( xi α Ci ) ดังนัน้ 
 

)2(
i

)1(
i

i C
Cm =      2.5 

 
2.3.3 ปจจัยการแยก ( Separation Factor) 
 

 เปนตัวแปรที่สะทอนถึงองคประกอบที่ภาวะสมดุล และเปนคาที่บอกถึงประสทิธภิาพใน
การแยกของกระบวนการนัน้ในกรณีที่เปนของเหลว-ของเหลว คาปจจัยการแยกจะมีชื่อเรียก
เฉพาะวา คาสมัพันธการเลือก (relative selectivity, βij) ซึ่งนยิามดงัสมการที ่2.6 
 

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

j
2

i

1
j

1
i
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=β      2.6 

  
การแยกจะใหประสิทธิภาพดีก็ตอเมื่อคาปจจัยการแยกมีคามากกวา หรือตํ่ากวา 1   

จาก สมการ 2.4 และ 2.6 สามารถเขยีนไดดังสมการที่ 2.7 
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 7

2.4 การสกัดของเหลวดวยของเหลว ( liquid-liquid extraction) 
 
 การสกัดของเหลวดวยของเหลว เปนการแยกตัวถูกละลาย (solute) ออกจากสารละลาย 
โดยนํามาสัมผัสกับตัวทาํละลาย (solvent) ซึ่งควรมีคุณสมบัติไมผสมกับวัฏภาคสารละลาย
เปนวัฏภาคเดยีวกนั สามารถผสมกับตัวถูกละลายไดเพียงอยางเดียว  ดงันัน้ตัวถูกละลายจึงถกู
สกัดจากวัฏภาคของสารละลายไปสูวัฏภาคของตัวทําละลาย โดยอาศยัคุณสมบัติทางเคมีของสาร
ในระบบ  การสกัดของเหลวดวยของเหลวนิยมใชในกรณีที่ไมสามารถสกัด หรือสกัดไดไมดีดวย
การ กลัน่ การระเหย การตกผลึก ซึง่อาจจะเนื่องมาจากอิทธพิลของอุณหภูมิที่มีตอคุณสมบัติของ    
ผลิตภัณฑ 
 

 2.4.1 ระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาค ( Aqueous Two-Phase Systems, ATPS) 
 
 ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค (ATPS) เปนระบบหนึ่งของการสกัดของเหลวดวย
ของเหลว ซึง่เปนที่รูจกัมาตัง้แตป ค.ศ. 1896  มี 2 ระบบ คือระบบที่เปนพอลิเมอร 2 ชนิด และอีก
ระบบ คือระบบที่เปนพอลเิมอรกับเกลือ โดยมนี้ําเปนตัวทําละลายในทัง้สองวัฏภาค ดังนั้นจงึได
สารละลายน้ําสองวัฏภาคทีแ่ยกชั้นกันอยูเนื่องจากความแตกตางกนัทางกายภาพและเคมีของ   
วัฏภาค โดยวฏัภาคที่หนึง่จะจะประกอบดวยพอลิเมอรชนิดหนึ่งอยูมาก สวนพอลิเมอรอีกชนิดหนึ่ง
หรือเกลือจะประกอบอยูมากในวัฏภาคทีส่อง จากความแตกตางกันทางกายภาพและเคมีของ    
วัฏภาคทําใหสามารถแยกตวัถูกละลายเปาหมายออกจากสารละลายได เนื่องจากตัวถูกละลาย
แตละชนิดจะสามารถกระจายและละลายในแตละวัฏภาคไดแตกตางกัน 
 

2.4.2 แผนภาพวฏัภาค ( phase diagrams) 
 
 การเขียนแผนภาพวัฏภาค สามารถเขยีนได 2 ลักษณะ คือ เขียนแบบสามเหลี่ยมดานเทา 
และเขียนแบบสามเหลี่ยมมมุฉาก ซึ่งการเขียนแบบหลงัจะนิยมใชมากกวาแบบแรก โดยแกน y 
(แนวตั้ง) จะแสดงเปอรเซนตโดยน้ําหนักของพอลิเมอรที่มีมากในวฏัภาคบน สวนแกน x 
(แนวนอน) แสดงเปอรเซนตโดยน้ําหนกัของพอลิเมอรอีกชนิดหนึง่หรือเกลือที่มีมากในวัฏภาคลาง 
ดังนัน้ทกุจุดบนแผนภาพวัฏภาคจะมีคาโดยน้ําหนักเทากบั 100 เปอรเซนตเสมอ แผนภาพวัฏภาค
รูปแกนมุมฉาก จะไมแสดงความเขมขนของตัวทาํละลายน้าํ ซึง่แตกตางจากแผนภาพวัฏภาครปู
สามเหลี่ยมดานเทา  ในหวัขอนี้จะแสดงองคประกอบของวัฏภาคเฉพาะแผนภาพแบบสามเหลีย่ม
มุมฉาก ดังรูปที่ 2.1 



 8

 
รูปที่ 2.1  แผนภาพวัฏภาคของระบบ PEG 1000/โพแทสเซียมฟอสเฟต/น้ํา  ความเปน 

  กรดดาง 7.5 อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส และที่ความดนับรรยากาศ         
  (นันทิญา, 2543) 

 
 กราฟเสนโคงที่แสดงในรูปที ่2.1 เรียกวา เสนแบงวัฏภาค (binodal curve) ซึ่งเกิดจากการ
แยกวัฏภาคของพอลิเมอรกบัเกลือ ที่ความเขมขนตางๆของสารทัง้สองชนิด โดยจุดที่อยูเหนือเสน
แบงวัฏภาค สารละลายจะมีลักษณะเปนของเหลว 2 วัฏภาค สวนจุดที่อยูใตเสนแบงวัฏภาค 
สารละลายจะมีลักษณะเปนของเหลววัฏภาคเดียว  เสนตรงที่เชื่อมระหวางจุดบนเสนแบงวัฏภาค 
เรียกวา เสนผกู (tie line) สารละลายผสมที่แสดงบนเสนผูกเดียวกนัจะมีองคประกอบในแตละวฏั
ภาคเทากัน แตสัดสวนเชิงปริมาตรของวฏัภาคบนตอวฏัภาคลาง (V1/V2) จะแตกตางกนั โดย
สัดสวนเชงิปริมาตรดังกลาวจะมีความสัมพันธกับสัดสวนของเสนผูก (AB/BC)  จุด M ที่อยูบนเสน
แบง       วฏัภาคจะเรียกวา จุดวกิฤต ิ (critical point) ซึ่งจะมีองคประกอบของทั้งสองวัฏภาค
เทากัน 
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2.5 เครื่องมือแยกสารและวิธกีารเลือกเครื่องมือแยกสารในระบบของเหลว-ของเหลว 
 
 การสกัดของเหลวดวยของเหลวอยางมีประสิทธิภาพนัน้ นอกจากจะตองเลอืกและ
ออกแบบเครื่องมือที่ใชในการสกัดใหเหมาะสมตอระบบและสารที่ตองการสกัดแลวยงัตองคํานึงถึง
ภาวะในการดาํเนนิการสกัดดวย ซึง่ไดแก  อัตราการกวนของใบกวนหรือแรงกล (ในกรณีทีห่อสกดั
ประกอบดวยใบกวน) อัตราไหลของวัฏภาคกระจายตัว (disperse phase) และวัฏภาคตอเนื่อง 
(continuous phase)  และความเขมขนของตัวถูกละลาย และปจจยัอืน่ๆ ซึง่ขึ้นอยูกบัลักษณะของ
เครื่องมือที่ใชแยกดวย อยางเชนระยะหางและความกวางของวงแหวน (annular ring) ในกรณีที่
หอสกัดประกอบดวยวงแหวน เนื่องจากปจจัยดังกลาวจะสงผลถึง ขนาดของหยด และ การ
กระจายขนาดของหยด (droplet size distribution)  การกระจายในแนวนอน (axial dispersion)
สัดสวนวัฏภาคกระจายตัวทีม่ีในหอสกัด (hold-up)  การรวมตัวของหยดที่บริเวณอินเตอรเฟส 
(droplet coalescence at interfaces) ความจุสูงสดุ (flooding point)  และการถายเทมวล 
(mass transfer) ดังนั้นปจจัยตางๆ เหลานี้จงึเปนสิ่งสําคัญที่ตองทาํการศึกษาสําหรับการสกดั 
ผลิตภัณฑแตละชนิด  โดยเฉพาะขอมูลการถายเทมวลเพราะเปนขอมลูที่มีความเฉพาะเจาะจงกบั
เครื่องแยกแตละชนิด 
  

 2.5.1 เครื่องมือแยกสาร 
 

 เครื่องมือแยกสาร สามารถแบงออกไดเปน 4 ประเภทใหญๆ  คือ ชนิด  mixer-settler , หอสกัด
แบบไมมแีรงกล (non mechanical column) หอสกัดแบบมแีรงกล (mechanical column) และเครื่องแยก
แบบเหวี่ยง (centrifugal contactor) โดยเครื่องแยกแบบหอสกัดจะเปนการดําเนนิการแบบไหลสวนทาง
ของวัฏภาคกระจายตวั (disperse phase) และวัฏภาคตอเนื่อง (continuous phase) เนื่องจาก
เปนลักษณะการไหลที่ใหประสิทธิภาพการสกัดดีที่สุด 
 

2.5.1.1 แบบ mixer-settler 
 
ของเหลวสองวัฏภาคจะผสมกันโดยการกวนและจะถูกแยกออกจากกนั โดยการ

ปลอยใหนอนกน (settling)  บางครั้งไดมกีารนาํ mixer-settler มาตอกันแบบอนกุรม หรือไมก็ตอ
แบบขนานโดยใหมีการไหลแบบสวนทางกันของของเหลวสองวัฏภาค หลกัการของ mixer-settler 
คือของเหลวชนิดหนึ่งจะถูกทําใหกระจายตัวอยูในของเหลวอีกชนิดหนึ่งโดยการปนกวนของใบพดั 
วัฏภาคที่ถูกทาํใหกระจายตวันัน้อาจจะเปนวัฏภาคทีห่นกักวาหรือเบากวาก็ได ลักษณะของถังกวน
(Mixer) จะแสดงดังรูปที่ 2.2 และ settler ดังรูปที่ 2.3 และลักษณะของใบพัดที่ใชจะขึ้นอยูกับ
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ลักษณะของของเหลวและความตองการใชงาน ซึ่งแสดงดังรูปที ่ 2.4   ถาการกระจายตัวเกิดขึ้นได
งายและการเขาสูสมดุลเกิดขึน้ไดเร็ว สวนใหญจะเกิดกับของเหลวทีม่ีแรงตึงผิวต่ําและความหนดื
ต่ํา การผสมจะเกิดขึ้นไดในกระบวนการที่งาย  เชน ในทอกวนผสม (jet mixer) การไหลอยาง
ปนปวนในปลายกระบอกฉดี (nozzle mixer)  หรือใน ปากทอเลก็ (orifice mixer) หรือในเครื่องกวน
ผสมชนิดอืน่ทีม่ีแรงเฉือน 

 
การรวมกนัเปนสองวัฏภาค จะเกิดขึ้นเนื่องจากแรงโนมถวงในถงัใบที่สอง ซึ่งจะ

เรียกวา settler หรือ ทอในแนวนอน (decanter horizontal vessle) ดังรูปที่ 2.4 ซึ่งจะ
ประกอบดวย แผนกั้นที่ใหเกิดการกระทบ (impingement buffle) ทําหนาทีล่ดความเร็วของ
ของเหลวสองวัฏภาคที่ผสมกันอยู เพื่อใหเกิดการแยกชัน้ของวัฏภาคไดเร็วขึ้น 

 
 

 
 
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 ใบกวนลกัษณะตางๆ : (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 หอสกัดแบบไมมีแรงกล 
 

• spray column 
 

เปนวธิีทีง่ายและธรรมดาและเกาแกที่สุดของการสกัด ของเหลวที่
กระจายตวัจะเปนวัฏภาคที่เบากวาหรือหนักกวาก็ได  จะมีของเหลวเพียงชนิดเดียวเทานัน้ที่จะถกู
ฉีดเขามาโดยหัวฉีดพน (spray nozzle) ของเหลวอกีวฏัภาคหนึ่งจะออกแบบใหผานชองของเพลท
(plate)ภายในหอสกัด ซึ่งโดยทั่วไปแลวรูจะมีขนาดใหญ  หอสกัดแบบ spray จะออกแบบให
อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางตอความยาวของหอสกดัมีคามาก  เพื่อใหการสัมผัสกันของ
ของเหลวเกิดขึ้นไดดี 

 
 

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

 
• packed column 
 

การแพคเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวในการสัมผัส ทําใหการถายเทมวลเกิดดีขึ้น นอกจากนีย้ังทาํ
ใหหยดของเหลวที่มีขนาดใหญมีขนาดเลก็ลง ซึ่งเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวในการสัมผัสของของเหลว
สองวัฏภาค วัสดุที่ใชในการแพคสามารถใชไดเหมือนกับวสัดุที่ใชในการแพคของหอกลั่น
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(distillation column) หรือหอแบบดูดซับ (adsorption column) วัสดุที่ใชแพคจะถูกทําใหเปยก
โดยวัฏภาคตอเนื่องกอนเพือ่ใหเกิดการถายเทมวลทนัทีเมื่อวัฏภาคกระจายตวัไหลเขามา 

 
• plate column 

 
ตะแกรงเพลท (sieve plate) ในหอสกัด จะชวยลดการสมัผัสในแนวแกน นอกจากนี้

อาจเพิม่จํานวนเพลทในหอสกัดไดเพื่อทําใหการสัมผัสของของเหลวเพิม่ข้ึน วัฏภาคกระจายตัว
อาจจะเปนวัฏภาคที่เบาหรือหนกักวาก็ได ในกรณีทั่วไปของเหลวที่ถกูทาํใหกระจายตวัจะมี
ลักษณะคลายกับฟองของไอระเหย (vapor bubbles)ในหอกลั่น วัฏภาคที่หนักกวาจะเปนวัฏภาค
ตอเนื่องจะไหลจากเพลททีอ่ยูดานบนลงสูเพลทที่อยูถดัลงมา แตถาวัฏภาคที่หนักกวาเปนตัวถูก
ทําใหกระจายตัว จะใหวัฏภาคที่เบากวาเปนวัฏภาคที่ไหลอยางตอเนือ่งขึ้นไปตามแนวแกนตั้ง  หอ
สกัดควรมีขนาดเสนผานศนูยกลางโตกวา 4.5 เมตร  และรูของตะแกรงเพลทควรมีเสนผาน
ศูนยกลางยาว 0.32 ถึง 0.64 เซนติเมตร และระยะหางระหวางรูควรมีขนาด 1.75 ถึง 1.95 
เซนติเมตร  และ เพลทควรวางหางกนั 10 ถึง 15 เซนติเมตร (Seader และ Henley,1997) เพลท
โดยปกติจะเปนแบบแผนราบไมมีแผนกนัในแนวตัง้ (weirs) แสดงดังรูปที่ 2.6 

 

 
รูปที่ 2.6 แสดงหอสกัดแบบ plate column (Walas,1988) 
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2.5.1.3 หอสกัดแบบที่มีแรงกลชวยในการกวน  
 

ในกรณีที่แรงตึงผิวของของเหลวทั้งสองชนิดมีคาสงู หรือ ความหนาแนน
ของของเหลวมีคาต่ํา หรือของเหลวมีความหนืดสูงมาก ตองใชแรงกลของการกวนเขามาชวยให
เกิดการสัมผัสและลดแรงตานของการถายเทมวลของของเหลวทัง้สองวัฏภาค ซึง่หอสกัดแบบทีม่ี
แรงกลชวยในการกวนหรือเพิ่มพืน้ที่สัมผัสมีหลายชนิดดังนี ้
 

1. pulsed column 
 
    เร่ิมมีการใชงานครั้งแรกในอตุสาหกรรมนิวเคลียร ในป 1950 แต
ไมไดรับความนิยมในอุตสาหกรรมอื่น เนือ่งจากปญหาของเครื่องมือและยากที่จะพัฒนาใหพัลส ที่
ไหลผานมีปริมาตรมากขึน้ ซึ่งหอสกัดแบบพัลส ม ี2 แบบ คือแบบ  pulsed  packed column และ 
pulsed perforated plate column ซึ่งการพัลสอยางตอเนื่องจะทําใหเกิดแรงเฉือน ทาํใหหยด
ของวัฏภาคมขีนาดเล็กลง ทําใหการถายเทมวลเกิดไดดี ซึ่งโครงสรางของหอสกัดมีลักษณะคลาย
กับ packed column และ plate column แตจะมีการเพิ่มตัวกําเนิดหรือทําใหเกิดแรงพัลส 
 

2. เครื่องกวนโดยการหมุน ( rotating agitators)  
 
 การผสมเกิดขึน้จากแรงเฉือนของใบพัด และจะมีสวนทีท่ําหนาทีเ่ปน 
mixer-settler อยูในหอสกดัเดียวกนั ซึง่แสดงดังรูปที่ 2.7  ซึ่งหอสกัดลักษณะนี้ไมจําเปนตองใช
ปมพและมอเตอรหลายตัว ใบพัดที่ใชในหอสกัดชนิดนี้แสดงดังรูปที ่2.3 
 

• Scheibel column 
 

      แสดงดังรูปที ่ 2.7 (a)  เปนหอสกัดที่ใหของเหลวไหลสวนทาง
กันโดยภายในหอสกัดไมมีแผนกัน้ (unbaffle) ใบพัดเปนแบบ flat-blade turbine  ดังแสดงในรูปที่ 
2.4 หอสกัดลกัษณะนีจ้ะม ีwire mesh packing ใสไวเพื่อปองกนัการยอนกลับมาผสมของวัฏภาค
ในแนวแกน และยังทําใหเกดิการรวมตัวและการแยกตวัของหยดของเหลว  วัสดุที่เปน mesh จะ
ถูกทาํใหเปยกโดยวัฏภาคกระจายตวั ถาเปนหอสกัดขนาดใหญ คือเสนผานศูนยกลางมากกวา 1 
เมตร จะใส baffle ทั้งดานในและดานนอก โดย baffle จะมีลักษณะเปนวง เพื่อทาํใหแนวการไหล
เบนออกไปจากแนวเดิม ทําใหการสัมผัสกนัของของเหลวดีขึ้น ดังรูปที ่2.7 (b) ถาระบบมีแรงตึงผิว
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และความหนดืสูงจะเอา wire mesh ออก ขอเสียของวิธีนี้คือไมสามารถนาํตัวกวนออกมาลางหรือ
ทําความสะอาด รูปที ่ 2.7 (c) เปนการออกแบบเพื่อแกปญหาขางตน  โดยเสนผานศูนยกลางของ
ใบพัดมีขนาดเล็กกวา baffle ดานใน 
 

 
 
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 ( ตอ ) แสดง RDC (e) ; ARDC (f) ; Kuhni column (h,i) ; Reciprocating plate 
column (j) ; Raining bucket (RTL) contactor (k)  (Seader และ Henley, 1997) 



 17

• Oldshue – Rushton column 
 
    เปนหอสกัดทีป่รากฏขึ้นในป 1952 ใชวงแหวนเปนตวัแบงหอสกัด
ออกเปนสวนตามความยาวของหอสกัด โดยในแตละสวนจะประกอบดวยใบกวน แบบ 4 หรือ 6 
bladed flat turbines ที่ติดอยูกับแกนหมนุ นอกจากนี้ในแตละสวนยงัประกอบดวย  baffle อีก 4 
อันที่ติดอยูที่ผนังในแนวตัง้  ซึ่งหอสกัดชนิดนี้เปนอีกชนิดหนึ่งที่แกปญหาการกลับมาผสมกัน
ของวัฏภาคในแนวแกน และเปนหอสกดัที่มีเสนผานศูนยกลางของใบพัดมีขนาดเล็กกวาเสนผาน
ศูนยกลางของวงแหวน ดงันั้นจงึงายที่จะนําแกนใบพัดออกมาทําความสะอาดหรือซอมแซม ดงั
การคํานวณรศัมีวงแหวน ระยะหางระหวางวงแหวน และขนาดของใบพัด มีแนวทางการคํานวณ
ดัง  สมการ 2.8 (Thornton, 1992) แตอยางไรก็ตามรัศมีและระยะหางของวงแหวนที่เหมาะสมตอ
การสกัดจะไดจากการทดลองเทานัน้ 

 

6.04.0cdch
08.0cdbw

55.035.0cdsd
5.033.0cdrd

−=
=

−=
−=

     2.8 

 
• Rotating-disk contactor (RDC)   
 

เปนหอสกัดทีป่รากฏชวงเดียวกับ Scheilbel และ Oldshue 
Rushton และสามารถใชกับการสกัดของเหลว-ของเหลวไดอยางกวางขวางมากที่สุด ที่ผนงัของหอ
สกัดจะประกอบไปดวยวงแหวนมีลักษณะเหมือนกนั Oldshue Rushton  โดยจะตางกนัตรงทีจ่ะ
ใชจานหมนุแทนใบพัด  ดังรูปที่ 2.7 (e) ดังนัน้การทีจ่ะนําใบพัดออกมานอกหอสกัดจะทาํไดงาย  
นอกจากนี้ความเร็วในการกวนของใบพัดยังเปนตัวกาํหนดขนาดของหยดของของเหลวภายในหอ
สกัดดวย โดยมีแนวทางการคํานวณระยะหางและรัศมีของวงแหวนดังนี ้(Thornton, 1992) 

 

67.0
cd13.0ch

7.0cdsd
6.0cdrd

=

=
=

    2.9 
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• asymmetric rotating-disk contractor ( ARDC) 
 
      พัฒนามาจาก RDC ซึ่งมีการใชงานในอุตสาหกรรมตั้งแตป 1965 ดัง

รูปที่ 2.7 (f) จากรูปจะประกอบไปดวยสวนที่เปน baffle และชุดของพัดทีม่ีลักษณะเปนแผน จะ
เห็นลกัษณะทีเ่ปน asymmetric ดังรูปที่ 2.7 (g)   โดยมีสวนที่สมัผัสกัน  ของเหลวจะไหลไปยงั
สวนที่ถายเทมวลโดย baffle ที่วางอยูแนวตั้ง ARDC ออกแบบใหยงัคงมีแรงเฉือนอยู แตลดการ
กลับมาผสมกนัของของเหลว เพราะตองการแยกสวนที่เปนการผสมและการนอนกนออกจากกนั 

 
• Kuhni column  

 
        เปนหอสกดัที่สรางขึน้มาจากแนวความคิดคลายกับของ Scheibel ซึ่ง
แสดงดังรูปที ่2.7 (h) หอสกัดจะมีลักษณะคลายกับหอสกัดแบบ perforated plate ซึ่งรูจะเปนตวัที่
ยอมใหมกีารไหลในแนวแกนเกิดขึ้น และเพลทจะชวยลดการกลับมาผสมของวัฏภาคในแนวแกน 
แตจะตางกนัตรงที่จะมีใบพดัไปอยูระหวางเพลท ซึง่ใบพัดที่ใช เปนแบบ shrouded turbine ซึ่ง
เปนใบพัดที่ใหการผสมในแนวนอนเกิดขึ้นไดมาก รูปที่ 2.7 (i) แสดงการไหลเวียนของของเหลว    
หอสกัดชนิดนีจ้ะมีเสนผานศูนยกลางมากกวา 3 เมตร ซึ่งการขยายขนาดทําไดโดยใชแกนของ
ใบพัด 3 แกนมาตอขนานกัน การคํานวณระยะหางของเพลท และพื้นทีท่ี่ยอมใหเกิดการใหผาน
ของของเหลว มีแนวทางคํานวณดังนี้ (Thornton, 1992) 

 

6.0
cd3.02.0ch

5.033.0cdrd

−=

−=
    2.10 

  stator free area = 20-40 เปอรเซนต 
 

• Reciprocating plate column  
 
  มีลักษณะคลาย Pulsed column  โดยหอสกัดแบบนีจ้ะใหการเคลื่อนที่

ข้ึนลงของเพลทเปนตวัใหแรงกลแกระบบ และรูของเพลทจะเปนทางไหลผานของวัฏภาคใน
แนวแกน ซึง่รูขนาดใหญจะยอมใหวัฏภาคตอเนื่องไหลผาน และรูขนาดเล็กสําหรับวัฏภาคกระจาย
ตัว ดังแสดงในรูปที ่ 2.7 (j) ซึ่งการถายเทมวลจะเกิดขึ้นไดดีหรือไมจะขึ้นอยูกับความถี่และ
ระยะทางในการเคลื่อนที่ขึน้ลงของเพลทและการยอนกลับมาผสมของวัฏภาคระหวางกระบวนการ   
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• Raining bucket contactor (RTL)  
 
        บางครัง้เรียกหอสกัดชนดินี้วา Graesser ตามชื่อผูออกแบบ ใชกับ
การสกัดที่ของเหลวมีความหนาแนนตางกนันอยและมีแรงตึงผิวต่ํา และชอบที่จะอยูในรปูของ 
emulsion ดังรูปที่ 2.7 (k)  ประกอบดวยแผนจาน ที่ตอกันแบบอนกุรมเปนชัน้ๆ และแกนหมุนจะ
อยูตรงกลางรูของแผนจานดังรูป แตละอันจะประกอบไปดวย C-shaped bucket ซึ่งติดอยูรอบๆ 
แผนจาน 
 

2.5.2 วิธีเลือกเครื่องมือแยกสาร 
 
 การเลือกชนิดของเครื่องมือแยกสารมีความสําคัญอยางมาก เพราะตองเลือกเครือ่งมือ
แยกสารทีม่ีความเหมาะสมกับระบบและสารที่ตองการสกัด และใหประสิทธิภาพการสกัดสูงสุด ซึ่ง
จากการคนควาของผูทาํวิจยัพบวา  Thornton (1992)  ไดแนะนาํหลักการเลือกชนิดของเครื่องมือ
แยกสารไวละเอียดที่สุด ดังตารางที่ 2.1 ซึ่งจะกลาวในหัวขอนี้ 
 

2.5.2.1 ปริมาตรไหลผาน 
 

ปริมาตรไหลผานทั้งหมดคืออัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว
กับวัฏภาคตอเนื่องรวมกนั จากตารางที่ 2.1 พบวาปริมาตรไหลผานที่มีคานอยที่สดุคือ  มีคานอย
กวาหรือเทากบั 0.25 ลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง  ซึ่งเปนปริมาตรไหลผานทีพ่บในหอสกัดที่มีขนาดเสน
ผานศนูยกลาง 10 เซนติเมตร หรือ พบในหอสกัดที่มีขนาดเล็กกวาหอสกัดที่ใชในหองทดลองขนาด
ใหญ หรือ ใน  pilot scale ขนาดเล็ก  สวนปริมาตรไหลผานที่มีคามากที่สุด คือประมาณ 250 
ลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง ซึ่งเปนชวงของปริมาตรไหลผานที่พบวามีการใชอยูในอุตสาหกรรมเคมี
และ      อุตสาหกรรมปโตรเลียมทัว่ไป   

 
2.5.2.2 จํานวนขั้นตอนสมดุล (Number of theoretical stages, NTS)  

 
จํานวนขัน้ตอนสมดุลเปนพารามิเตอรที่มคีวามสาํคัญสําหรับการกําหนด

ความสงูของหอสกัด โดยการเพิ่มความสงูของหอเปนการเพิ่มการทาํงานของหอสกดั ซึ่งจะทําให
ผลิตภัณฑที่ออกจากหอสกดัมีความบริสุทธิ์มากขึ้นเมื่อจํานวนขัน้ตอนสมดุลมากขึน้ และหอสกัด  
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ตาราง 2.1 แสดงขอมูลและ วิธีการเลือกหอสกัด 
 

ที่มา : Thornton  เลม 1 (1992) 
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ตาราง 2.1 (ตอ) แสดงขอมูลและ วิธกีารเลือกหอสกัด 

ที่มา : Thornton  เลม 1 (1992) 
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ตาราง 2.1 (ตอ) แสดงขอมูลและ วิธกีารเลือกหอสกัด 

 
ที่มา : Thornton  เลม 1 (1992) 
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แตละชนิดจะมีคาของจํานวนขั้นตอนสมดุลที่เหมาะสมแตกตางกนั ดังนั้นจากตารางที่ 2.1 จะเหน็
วาจาํนวนขัน้ตอนสมดุลจะมีอิทธพิลตอการเลือกชนิดของหอสกัด  

 
2.5.2.3  คุณสมบัติทางกายภาพของระบบ (physical properties of system) 

 
      คุณสมบัติทางกายภาพของระบบจะมอิีทธิพลตอการถายเทมวลภายใน

คอลัมน ดังนัน้จึงควรเลือกชนิดของหอสกัดใหเหมาะสมกับระบบที่ใชในการสกัด ซึ่งจะมีอิทธพิล
ตอการออกแบบความสงูของหอสกัดและคุณสมบัติของผลิตภัณฑที่ได เชน หอสกัดแบบฉีดพนจะ
มีการถายเทมวลภายในหอสกัดไมดีนัก เนื่องจากไมมีแรงกลในการชวยเพิม่พืน้ที่ผวิสัมผัสระหวาง
ของเหลว ดงันัน้จึงควรเลือกระบบที่มีแรงตานในการถายเทมวลนอย เชน แรงตงึผิวระหวางวัฏภาค
ควรจะมีคานอยเปนตน 

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

อิทธิพลตอขนาดของหยด โดยคาที่มมีากกวา 0.6  สําหรับหอสกัดทีไ่มมีแรงกลภายในหอสกัด 
จะทําใหหยดของเหลวมีขนาดใหญและประสิทธิภาพของหอสกัดจะต่ํา สวนหอสกัดที่มีแรงกล
เขามาชวยสามารถแกปญหานี้ไดโดยการเพิ่มกาํลังของแรงกล ซึง่จะทําใหขนาดของหยดเลก็
ลง  ซึง่  Thornton (1992) ไดอางไววา Gayler และ Pratt (1953) ไดเสนอความสัมพันธขนาด
ของหยด    วฏัภาคกระจายตัวและพารามเิตอร ( ) 2/1/ gργ ∆ สําหรับหอสกัดแบบแพค ไวดังนี ้ 

 
( ) 2/1

32 g/92.0d ρ∆γ=     2.11 
  

• ความแตกตางของความหนาแนน  การแยกของวัฎภาคจะชาและการ
ควบคุมระดับของการสัมผัสของ 2 วัฏภาคจะยาก เมื่อความแตกตางของความหนาแนนของ 2    
วัฏภาค อยูในชวง 30-50 กโิลกรัมตอลูกบาศกเมตร  ถามีคาต่าํกวา 30 กิโลกรัมตอลูกบาศก
เมตร จะเหมาะกับเครื่องสกดัแบบเหวี่ยง 

 
• ความหนืด  ถาความหนืดของวัฏภาคใดวฏัภาคหนึ่ง หรือ ทัง้ 2 วัฏภาค 

มีคามากกวา 20 cp จะมีอิทธพิลอยางมากตอประสิทธิภาพและภาวะในการทํางานของหอสกดั 
ซึ่งไดแก ความเร็วในการกวน และความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัและวฏัภาคตอเนื่อง 
เนื่องจากถาระบบที่มีความหนืดสงู จะตองใหความเร็วในการกวนมีคาสูงตามไปดวย เพื่อจะทาํให
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พื้นที่ในการสมัผัสของของเหลวมีคาสูง  อยางไรก็ตามไมมหีลักการทั่วไปที่ใชในการทํานายการ
ดําเนนิการในกรณีที่ความหนืดมีคามากกวา 20 cp  ซึ่งสวนมากจะตองศึกษาจากการทดลอง 
 

2.5.2.4 สัดสวนของความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัวและวฏัภาค
ตอเนื่อง (Extreme phase ratio) 
 

ถาสัดสวนของความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัและวัฏภาค
ตอเนื่องมีคาต่ํา จะทาํให hold–up ของวัฏภาคกระจายตัวและพืน้ทีผิ่วสัมผัสของวฏัภาคมีคาต่ํา 
ในทางกลบักนัถาอัตราสวนการไหลมีคามากจะทําใหวัฏภาคที่ไหลตอเนื่องจะมีการกลับมาผสม 
(backmixing) มากขึ้น ซึง่จากกรณีทัง้สองจะมีอิทธพิลตอการถายเทมวลภายในหอสกัด ดังนั้นจึง
สงผลตอประสิทธิภาพและการทาํงานของหอสกัด 

 
2.5.2.5 Short residence time 

 
ในบางระบบตองการใหตัวถกูละลายใชเวลาอยูในหอสกัดนอยที่สุด เชน 

การสกัดเพนนซิิลิน (penicillin) ซึ่งตองการเวลาในการสัมผัสนอยทีสุ่ดเพื่อหลีกเลีย่งการสูญเสีย
มูลคาของผลติภัณฑ ดังนัน้เครื่องสกัดแบบ centrifuge จึงเปนที่นิยมที่สุดในกรณีนี ้และกรณีอ่ืนๆ 
ก็ข้ึนอยูกับการประมาณเวลาที่ตัวถูกละลายอยูในแตละขั้นตอนของหอสกัด 
 

 2.5.2.6 ความสามารถในการรองรบัอนุภาคของแข็ง (Ability to handle 
solids) 

 
 เครื่องมือสกดับางชนิดจะอุดตันเนื่องจากของแข็ง ดังนั้นจงึตองรื้อมาทาํ

ความสะอาด ยกเวน หอสกดัแบบ rotary agitated pulse   และ reciprocating  ซึ่งเปนเครื่องมือที่
สามารถใชไดกับระบบที่มีของแข็งไดมากพอสมควร มีเครื่องมอืเพียงชนิดเดยีวที่สามารถใชกับ
ระบบที่มีของแข็งมากๆได คือ  rotary film สําหรับในกรณีที่ตองการเอาของแข็งออก ก็สามารถ
ใชไดกับเครื่อง  Raining bucket   
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2.5.2.7 ความสามารถในการเกิดอิมัลชั่น (Tendency to emulsify) 
 

หอสกัดแบบไมมีแรงกล    Raining bucket   และ rotary film จะเปน
เครื่องมือที่เหมาะตอระบบที่มีแนวโนมจะเปนอิมัลชนัไดเพียงเล็กนอย  เครื่องสกัดแบบ centrifuge 
เปนหอสกัดแบบที่มีแรงกลที่เหมาะสมกบัระบบที่เปนอิมัลชั่นและไดรับความนยิมที่สุด 
 

2.5.2.8 ขอจาํกัดในพืน้ที่ (Limitation of space) 
 

สําหรับกรณีทีม่ีขอจํากัดในเรื่องความสงูของพืน้ที่ในการติดตั้งเครื่อง
สกัด จะทําใหเครื่องสกัดแบบหอสกัดทกุชนิดไมเหมาะสมการใชงาน ซึ่งถามีขอจํากัดในกรณนีี้ 
เครื่องสกัด แบบ mixer-settler และ centrifugal จะเหมาะสมที่สุด แตถากรณีที่มขีอจํากัดในเรือ่ง
พื้นที่ที่ใชเปนฐานของเครื่องสกัด mixer-settler และ raining bucket จะไมเหมาะสมตอขอจํากดันี้ 
เนื่องจากตองการพืน้ที่ในการติดตั้งมาก 

 
2.5.2.9 ความตองการวัสดุชนิดพิเศษสาํหรับการออกแบบ (Special 

material of construction required) 
 

การเลือกวัสดุที่เหมาะสมในการสรางเครื่องมือสกัดหรือหอสกัดจะมี
ความสาํคัญเมื่อวัสดุมีการผุกรอนเนื่องจากผลิตภัณฑหรือชนิดของของเหลว ซึ่งวสัดุที่ใชทาํเครื่อง
สกัดมีสองแบบ คือ แบบที่เปนโลหะหรือโลหะผสม เชน  สแตนเลสและแบบที่ไมใชโลหะ  เชน ยาง 
พลาสติก  วัสดุที่ไมใชโลหะไมเหมาะสมทีจ่ะนํามาใชทําหอสกัดแบบทีม่ีแรงกล และไมเหมาะที่จะ
ใชทําแกนใบพดั 
 

2.5.2.10 ความสะดวกในการทําความสะอาด (Ease of cleaning) 
 

เปนหวัขอที่ใชเลือกเครื่องมอืสกัดสําหรับการแยกของแข็งออกจาก
ระบบ เนื่องจากระบบที่มีของแข็งมักจะตองทาํความสะอาดเครื่องมือบอยครั้ง 
 
 
 
 

 



 26

2.5.2.11  การบํารุงรกัษา (Low maintenance) 
 

การบํารุงรักษาจะทาํไดงายกับหอสกัดที่สามารถถอด หรือแยก
สวนประกอบภายในหอสกดัออกได และจะมีมูลคาในการบํารุงรักษาตํ่าเมื่อเลือกใชวัสดุที่
เหมาะสมกับระบบ 
 

2.5.212  คุณสมบัติของตัวทําละลาย (Solvent properties) 
 

 สวนใหญการใชงานของการสกัดของเหลวดวยของเหลว จะเกี่ยวของกับตัวทําละลาย
อินทรีย (organic  solvent)  ซึ่งบางครั้งจะเกิดการระเหยของตัวทาํละลาย และจะเปนอันตรายถา
ตัวทําละลายสามารถติดไฟไดงาย ในกรณีนี้ทาํใหตนทนุในการใชตัวทําละลายทดแทนมีคาสูง  ซึ่ง
ในกรณีนี้ตองการหอสกัดทีม่ีการปลอยสารออกแคเพียงทางเดียว 
 



บทที่ 3 
 

ตรวจเอกสาร 
 

3.1 ปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเอนไซม 
 
 คาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient)  เปนคาคงที่ที่แสดงถึงประสิทธิภาพในการ
แยกเอนไซม หรือโปรตีน ที่ตองการในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค ซึ่งนิยามดังสมการที่ 3.1 
โดยมีปจจัยหลายประการที่สงผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ไมวาจะเปนทั้งทางตรงหรือทางออม 
บางปจจัยจะสงผลตอคุณสมบัติของเอนไซมหรือโปรตีนที่ตองการแยกและบางปจจัยจะสงผลตอ
คุณสมบัติของสารที่เปนองคประกอบของระบบ ซึ่งจะสงผลใหคาสัมประสิทธิ์การแยกแตกตางกัน
ออกไป โดยสามารถอธิบายไดดวยสมการ Bronstedt (สมการ 3.2,  Kula และ คณะ 1982; 
Cabral และ Aires-barros,1993) 
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จากสมการ Bronstedt จะเห็นวา คาสัมประสิทธิ์การแยกเปนฟงกชันขึ้นอยูกับน้ําหนัก
โมเลกุลของตัวถูกละลาย อุณหภูมิของระบบและปจจัยที่กําหนดลักษณะของวัฏภาคและแรง
กระทําที่วัฏภาคมีตอตัวถูกละลาย  อยางไรก็ตามเปนการยากที่จะสามารถเลือกหรือคํานวณภาวะ
ในการแยกที่เหมาะสม และเปนการยากที่จะเขาใจและอธิบายถึงพฤติกรรมในการแยกของเอนไซม
หรือโปรตีนแตละชนิดที่ตองการแยกในระบบสารละลายน้ําวัฏภาคที่แตกตางกัน เนื่องจากปจจัย
ในการแยกมีความเกี่ยวเนื่องและมีอิทธิพลตอกัน ดังนั้นภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยกจึงหาได
จากการทดลองเทานั้น  เนื่องจากงานวิจัยนี้ตองการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส (ขนาด 27,000 Da) 
ที่อุณหภูมิหอง ดังนั้นจากสมการ Bronstedt จะเห็นวา η  เปนเพียงพารามิเตอรเดียวที่มีผลตอการ
แยกแอลคาไลนโพรทีเอส ซึ่งปจจัยที่มีผลตอคา η  ซึ่งไดแก ชนิดและน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร
ที่เกิดเปนวัฏภาค ชนิดและความเขมขนของเกลือ แรงไอออนิก และคาความเปนกรด-ดางซึ่งมีผล
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ตอองคประกอบของระบบ และจากที่งานวิจัยนี้เปนงานที่ศึกษาภาวะการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส
ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟต ที่ตอเนื่องมาจาก
งานวิจัยของนันทิญา (2543)  ซึ่งนันทิญาพบวาการเติมโซเดียมคลอไรดไมทําใหการแยกของแอล
คาไลนโพรทีเอสดีขึ้น ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาเพียงอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอ
องคประกอบของระบบที่สงผลตอ η  เพียงอิทธิพลเดียว แตอยางไรก็ตามในบางงานวิจัย 
(Papamichael และ คณะ,1991 ; Schemidt และคณะ, 1996 ;Sebastiao และคณะ, 1996) 
พบวาปริมาณโปรตีนหรือเอนไซมที่เติมในระบบในปริมาณที่แตกตางกันจะทําใหองคประกอบหรือ
แรงกระทําระหวางโมเลกุลกับระบบเปลี่ยน ซึ่งจะมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมชนิด
นั้นๆ  นอกจากนี้ Hotha และ Banik (1997)  พบวาสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาค
ลางบนเสนผูกเดียวกันใหคาสัมประสิทธิ์การแยกตางกัน  ดังนั้นบทนี้จะกลาวถึงปจจัยสําคัญที่มี
ผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกซึ่งไดแก อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง ปริมาณของเอนไซมหรือ
โปรตีนรวมเริ่มตน  สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง แมวางานวิจัยนี้ไมได
ทําการศึกษาอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม แตอยางไรก็ตามในน้ําหมักมีเอนไซมและ
โปรตีนอยูหลายชนิด ซึ่งทําใหการแยกของเอนไซมและตัวถูกละลายอื่นที่ละลายอยูในน้ําหมักใน
ระบบและภาวะเดียวกันมีคาแตกตางกัน ซึ่งสงผลตอความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ตองการแยก 
ดังนั้นจึงจะกลาวถึงในบทนี้ดวย 
 
 3.1.1 ความเปนกรด-ดางของระบบ 
 
 เนื่องจากงานวิจัยนี้ศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการแยกแอลคาไลน
โพรทีเอสในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในกรณีที่เปนพอลิเมอรกับเกลือ ดังนั้นจึงจะกลาวถึง
เฉพาะงานวิจัยที่ศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการแยกเอนไซมหรือโปรตีนใน
ระบบพอลิเมอรกับเกลือเทานั้น 
 
 คาความเปนกรด-ดางจะมีอิทธิพลตอคุณสมบัติ 2 ประการที่สงผลตอคาสัมประสิทธิ์การ
แยก ประการท่ีหนึ่ง จะมีอิทธิพลตอคุณสมบัติของตัวถูกละลาย ซึ่งตัวถูกละลายในที่นี้คือโปรตีนซึ่ง
เปนสารชีวโมเลกุลที่สามารถแตกตัวเปนประจุได ดังนั้นคาความเปนกรด-ดางของตัวทําละลาย ที่
ตางกันจะทําใหการแตกตัวของโปรตีนแตกตางกัน สงผลใหประจุรวมบนโปรตีนมีคาแตกตางกันไป
ตามคาความเปนกรด-ดางของตัวทําละลาย ซ่ึงจะสงผลที่ตางกันตอแรงกระทําระหวงโมเลกุลหรือ
ระหวางโปรตีนกับระบบ ประการที่สองคือ  ระบบที่มีคาความเปนกรด-ดาง แตกตางกัน จะมี
องคประกอบของระบบไมเหมือนกัน เนื่องจากในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในกรณีที่เปน         
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พอลิเมอรกับเกลือ จะปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางของระบบดวยปริมาณและสัดสวนของ
เกลือ ทําใหคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคมีความแตกตาง
กัน เมื่อมีคาความเปนกรด-ดางตางกัน 
 
 Zaslavsky (1995) ไดเสนอสมการที่สามารถทํานายคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน
เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดางไดดังสมการ 3.3  
 

z)0(mlnmln θ+=      3.3 
   
 จากสมการที่ 3.3 จะพบวา คาสัมประสิทธิ์การแยก จะขึ้นอยูกับ คาสัมประสิทธิ์การแยกที่
คาความเปนกรด-ดางเทากับคา pI ประจุรวมสุทธิของเอนไซมหรือโปรตีนที่ตองการแยก และ  
พารามิเตอรภายนอกอื่นๆ ที่อยูในเทอมของ θ  เชน แรงระหวางโมเลกุลตัวถูกละลายและตัวทํา
ละลาย เปนตน 
 
 จากการศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง ของระบบตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ซึ่ง 
ใหผลสอดคลองในทางเดียวกัน คือ  Kaul และ Asenjo ,1994 ; Samentor และ คณะ,1994; 
Sebastiao และ คณะ ,1994; Videira และ Aires-Barros, 1994; Tanuja และ คณะ ,1997  
พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนจะมีคาสูงขึ้นเมื่อความเปนกรด-ดางของระบบมีคาสูงกวา
คา pI ของโปรตีนชนิดนั้นๆ เนื่องจากที่คาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีคามากกวาคา pI 
โปรตีนชนิดนั้นๆ จะแสดงประจุมวลรวมเปนลบและจะถูกผลักจากฟอสเฟตไอออนซึ่งเปนประจุลบ
ดวยกัน ทําใหโปรตีนแยกไปอยูในวัฏภาคบนไดมากขึ้น แตจากงานวิจัยของนันทิญา (2543) ซึ่ง
ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ซึ่งมีคา pI ประมาณ 9 กลับพบวา คาความเปนกรด-ดางของ
ระบบสงผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ไมเปนไปในทิศทางเดียวกัน คือ เมื่อคาความเปนกรด-ดาง 
มากขึ้นจาก 7.5 ถึง 9.5 คาสัมประสิทธิ์การแยกจะสงูขึ้น แตจะลดต่ําลงเมื่อคาความเปนกรด-ดาง
มีคา 10.5 แสดงดังตารางที่ 3.1  
 
 การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของตัวทําละลาย ที่มีผลตอประจุรวมของโมเลกุล
ของตัวถูกละลาย   โดยประจุมวลรวมของตัวถูกละลายจะขึ้นกับปริมาณของกลุมไอออนิก (ionic 
group) และขึ้นอยูกับการกระจายตัวของแรงของขั้วประจุ  ซึ่ง Yang และ คณะ (1994) พบวา คา
ความเปนกรด-ดางของระบบ มีอิทธิพลตอการแยกโปรตีน Cephaoporin และ desacetyl 
cephalosporin นอยมาก  
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ตาราง 3.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
 

คาความเปนกรด-ดาง องคประกอบ 
ของระบบ 

ชนิดของเอนไซม 
และคา 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 ซึ่งแสดงใหเห็น
วาแรงไฮโดรโฟบิก มีอิทธิพลชัดกวาแรงทางประจุ  ดังนั้นจึงไมสามารถสรุปไดวา ศักยไฟฟามี    
อิทธิพลโดยตรงตอการแยกของตัวถูกละลาย เพราะยังมีพารามิเตอรภายนอกอื่นๆอีกที่อธิบายได
ในเทอมของ θ  เชน แรงระหวางตัวถูกละลายและตัวทําละลาย ซึ่งแรงนี้จะขึ้นอยูกับองคประกอบ
ของพอลิเมอรและเกลือในแตละวัฏภาค  จะเห็นไดวามีความซับซอนของอิทธิพลของคาความเปน
กรด-ดางที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ดังนั้นการศึกษาอิทธิพลนี้จากการทดลองจะงายกวา
การทํานายคาจากทฤษฎี (Zaslavsky,1995) 
 
 3.1.2 ปริมาณเอนไซมหรือโปรตีนที่ตองการ 
 
 นอกจากโครงสรางและน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแลว ชนิดของโปรตีนยังสงผลถึง
ปริมาณโปรตีนที่สามารถเติมลงไปในระบบดวย ความเขมขนของโปรตีนจะไมมีอิทธิพลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกก็ตอเมื่อโปรตีนที่เติมลงไปนั้นมีความเขมขนต่ํา คือนอยกวา 1 กรัม/ลิตร 
(Schemidt, และ คณะ 1996) แตจากการศึกษาการแยกโปรตีนที่ละลายน้ําไดจาก E.coli ในระบบ 
PEG/เกลือ/น้ํา ของ Kaul และ Asenjo (1994) พบวาความเขมขนของโปรตีนที่เติมลงไปในระบบที่
มีคามากกวา 0.5 กรัมตอลิตร ก็จะสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของคาสัมประสิทธิ์การแยกที่ลดลง
ไดอยางชัดเจน  
 

Papamichael และคณะ(1991) ศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของเอนไซมและโปรตีนที่
ปนเปอนเร่ิมตนตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมเปาหมาย (เอนไซมฟูมาเรส) ออกจาก
โปรตีนที่ปนเปอน ในระบบ PEG/โพแทสเซียมฟอสเฟต/น้ํา ที่องคประกอบของระบบที่แตกตางกัน  
พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมเปาหมายมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อปริมาณเอนไซมเร่ิมตน
เพิ่มข้ึน ยกเวนที่องคประกอบของระบบที่มี PEG เทากับ 18%   และ โพแทสเซียมฟอสเฟตเทากับ 
12.5 % ซึ่งพบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกของฟูมาเรสมีคาสูงขึ้นอยางเห็นไดชัด ในขณะที่คา
สัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนรวมที่ปนเปอนอยูกับเอนไซมเร่ิมตนมีคาลดลงอยางมากในทุก   
องคประกอบของระบบเมื่อปริมาณเอนไซมและโปรตีนมีคาเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นจึงสงผลใหจํานวนเทา
ความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน (purification factor)  

 
จากการศึกษาของ Schemidt, และ คณะ (1996)  พบวา ที่ภาวะไมเติมเกลือในระบบ 

ความเขมขนของโปรตีนที่เพิ่มข้ึนในระบบสงผลใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของ อะไมโลกลโูคซิเดส 
(amyloglucosidase) และซับทิลิซิน (subtilisin) ลดลง แตมีอิทธิพลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของ 



 32

ทริปซิน อินฮิบิเตอร (trypsin inhibitor) เปลี่ยนแปลงนอยมากคือคาคอนขางคงที่คอนไปทาง
เพิ่มข้ึนเล็กนอย ดังแสดงในตารางที่ 3.2 เนื่องจากความเขมขนเริ่มตนของเอนไซมมีอิทธิพลตอ             
พฤติกรรมการแยกของ ทริปซิน อินฮิบิเตอรนอยมาก  เพราะโดนบดบังดวยอิทธิพลของน้ําหนัก
โมเลกุลของเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดสซึ่งมีคาสูง ดังนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมเร่ิมตนจึง
ทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง ดังจะไดกลาวถึงอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุลในหัวขอที่ 3.1.4  

 
 Sebastiao และ คณะ (1996) ศึกษาการแยกเอนไซมคิวติเนส (cutinase) ออกจาก

โปรตีนที่ปนเปอน ในระบบ PEG1000/ฟอสเฟต/น้ํา พบวาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมและ
โปรตีนรวมที่ปนเปอนจะลดลงเมื่อความเขมขนของเอนไซมเร่ิมตนเพิ่มมากขึ้น แตคาสัมประสิทธิ์
การแยกของคิวติเนสจะมีคาลดลงมากกวาของโปรตีนที่ปนเปอน 

 
ตาราง 3.2 ผลของปริมาณเอนไซมหรือโปรตีนที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 

 
ปริมาณเอนไซม 

หรือโปรตีนที่ตองการ 
องคประกอบ 
ของระบบ ชนิดของเอนไซม m 

1. Papamichael และ คณะ   
    (1991)  
          -   3 –15 กรัม ตอลิตร 

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  เปอรเซนต ของระบบ 

PEG1000/
ฟอสเฟต/น้าํ 
 

Cutinase ≈ 80.00-2.00 
≈ 0.03-0.09a 

  a     คือคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ปนเปอน 
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จากงานวิจัยของ Papamichael และคณะ (1991) แสดงใหเห็นวาอิทธิพลของปริมาณ
เอนไซมและโปรตีนที่ปนเปอนที่ เติมในระบบรวมกับองคประกอบของระบบที่มีผลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยก เพราะองคประกอบที่ตางกันทําใหแนวโนมของคาสัมประสิทธิ์การแยก
แตกตางกันเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมและโปรตีนรวมที่ปนเปอนที่เติมในระบบ และจากงานวิจัยของ 
Schemidt และคณะ (1996) แสดงใหเห็นถึงอิทธิพลของชนิดของเอนไซมที่ตองการแยกในระบบ
เดียวกันวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมเริ่มตนทําใหแนวโนมคาสัมประสิทธิ์การแยกที่
แตกตางกัน ดังนั้นจะเห็นวาชนิดและความเขมขนของเอนไซมและโปรตีนรวมที่ปนเปอนที่เติมใน
ระบบและองคประกอบของระบบมีอิทธิพลรวมกัน ทั้งนี้เนื่องจากปจจัยทั้งสามจะมีผลตอแรง
กระทําระหวางโมเลกุลและระหวางโมเลกุลกับระบบ ดังนั้นการจะอธิบายถึงพฤติกรรมในการแยก
ของเอนไซมหรือโปรตีนแตละชนิดควรพิจารณาปจจัยเหลานี้ควบคูกันไป 

 
3.1.3. สัดสวนเชิงปริมาตรวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 

 
  สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง คือ ปริมาตรของวัฏภาคบน
ตอวัฏภาคลางบนเสนผูกเดียวกัน ซึ่งที่ทุกจุดบนเสนผูกเดียวกัน ระบบจะมีองคประกอบของแตละ    
วัฏภาคเหมือนกัน ดังนั้นคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซมแตละชนิดควรจะมีคาเทากัน แต 
อยางไรก็ตาม จากงานวิจัยของ Hotha และ Banik (1997) ซึ่งศึกษาการแยก แอลคาไลนโพรทีเอส
จากเชื้อ B. thuringiensis H14  ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG (น้ําหนักโมเลกุล 
9000, 6000 และ 4000) และโพแทสเซียมฟอสเฟต พบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนเมื่อ 
สัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางมีคาลดลง โดยที่ระบบมี PEG 4000 คา
สัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนจาก 1.85 เปน 4.70 เม่ือสัดสวนเชิงปริมาตรลดลงจาก 6.69 เปน 
1.08 ซึ่งจะเห็นวามีการเปลี่ยนแปลงของคาสัมประสิทธิ์การแยกมากกวา 50 เปอรเซ็นต หลังจาก
นั้นจะลดต่ําลง เมื่อสัดสวนปริมาตรลดลงจาก 1.08 เปน 0.32 โดยมีคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง
จาก 4.70 เปน 4.45 สวนในระบบที่มี PEG 9000 พบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนจาก 
1.74 เปน 2.33 เมื่อสัดสวนเชิงปริมาตรลดลงจาก 4.88 เปน 0.30 ซึ่งจะเห็นวามีการเปลี่ยนแปลง
ของคาสัมประสิทธิ์การแยกประมาณ 26 เปอรเซนตในขณะที่ระบบที่มี PEG 6000 มีการ
เปลี่ยนแปลงคาสัมประสิทธิ์การแยกจาก 2.586 ถึง 2.677 เมื่อลดสัดสวนเชิงปริมาตรจาก 5.67 
เปน 0.30 ซึ่งพบวามีการเปลี่ยนแปลงของคาสัมประสิทธิ์การแยกนอยกวาที่ระบบเปน PEG 4000 
และ   PEG 9000   
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 จากงานวิจัยของ Sebastiao และ คณะ (1996) ซึ่งแยก คิวติเนส ในระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาคของ PEG 1000 และ โซเดียมหรือโพแทสเซียมฟอสเฟต พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยก
ของคิวติเนสจะมีคาลดลงเล็กนอย เมื่อลดสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางใน
ขณะที่คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ปนเปอนกลับมีคาสูงขึ้นมากกวาคาสัมประสิทธิ์การ
แยกของคิวติเนส 
 
 ดังนั้นจะเห็นวางานวิจัยทั้งสองตรงขามกับทฤษฎีการแยกทั่วไป จากงานวิจัยของ 
Sebastiao และ คณะ (1996) พบวา ชนิดของเอนไซมหรือโปรตีนใหแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของ
คาสัมประสิทธการแยกแตกตางกัน เมื่อปรับสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางใน
ระบบเดียวกัน และจากงานวิจัยของ Hotha และ Banik (1997) พบวา คาสัมประสิทธิ์การแยกของ
แอลคาไลนโพรทีเอสไมมีแนวโนมที่แนนอนตามน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร และใหแนวโนม
แตกตางกันในแตละองคประกอบของระบบ ดังนั้นจะเห็นวาไมมีกฏเกณฑใดแนนอนในการบงบอก
ถึงคาสัมประสิทธิ์การแยกของเอนไซม เมื่อมีการปรับเปลี่ยนสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอ  
วัฏภาคลาง ดังนั้นจึงควรศึกษาจากผลการทดลองเทานั้น 
 
 3.1.4 โครงสรางและน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมหรือโปรตีน 
 

 จากการศึกษาถึงผลของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
เอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase),ซัปทิซิลิน (subtilisin) และ ทริปซินอินฮิบิเตอร 
(trypsin inhibitor)ในระบบ PEG4000/ฟอสเฟต/น้ํา ของ Schemidt และคณะ (1996) พบวาเมื่อ
โปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากขึ้นจะใหคาสัมประสิทธิ์การแยกที่ลดลง ซึ่งไมสอดคลองกับสมการที่ 
3.2 ที่วาคาสัมประสิทธิ์การแยกจะแปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมหรือโปรตีน และจาก
การศึกษาการแยกโปรตีน 5 ชนิดใน ระบบ PEG/เด็กซแทรน/น้ํา ของ Forciniti และคณะ (1991)  
กลับพบวาผลการทดลองไมไดเปนไปตามสมการที่ 3.2  ซึ่งแสดงคาดังตารางที่ 3.1 จะเห็นวา     
ไคโมทริปซิโนเจนจะมีคาสัมประสิทธิ์การแยกสูงกวาไลโซไซม ทั้งที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา ทั้งนี้
อาจเนื่องจากความชอบที่จะอยูในแตละวัฏภาคของโปรตีนแตละชนิดแตกตางกัน และอาจจะมี
ปจจัยอ่ืนซึ่งอยูในรูปพารามิเตอร η  ที่มีอิทธิพลมากกวาอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุล ดังนั้นจึงไม
สามารถอธิบายคาสัมประสิทธิ์การแยกจากการพิจารณาผลกระทบจากปจจัยสําคัญเพียงปจจัย
เดียวได ดังที่ไดกลาวมาแลวตอนตน 

 



 35

 
ตาราง 3.3 ผลของชนิดและน้ําหนักโมเลกุลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
 

น้ําหนกัโมเลกลุของเอนไซม 
หรือโปรตีนที่ตองการ 

ชนิดของเอนไซม องคประกอบ 
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 การสกัดโดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัด 
   
  การประยุกตใชสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัด สวนมากนิยมศึกษาเพื่อ
นําไปพัฒนากระบวนการออกแบบเครื่องมือสกัดและการขยายขนาดของการสกัดเอนไซมในระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค ซึ่งอาศัยความรูทางอุทกพลศาสตรของวัฏภาคและขอมูลการถายเท
มวลของเอนไซมหรือโปรตีนภายในหอสกัด ที่ภาวะการดําเนินการที่ทําใหประสิทธิภาพการสกัดใน
หอสกัดมีคามากที่สุด 
 
 จากงานวิจัยของ Save และ Pangarker (1993) ซึ่งศึกษาการแยก อะไมโลกลูโคซิเดส ที่มี
ความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 และ 
โซเดียมฟอสเฟตในหอสกัดแบบ spray ที่มีเสนผานศูนยกลางและความสูง เทากับ 30 มิลลิเมตร  
และ 1000 มิลลิเมตร ตามลําดับ โดยใชเทคนิคการทําให PEG อยูในรูป ของ colloidal gas 
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aphrons (CGAs) โดยกวนอยางปนกวนที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที หลังจากนั้น ปน
กวนดวย 1000  รอบตอนาที เพื่อให CGAs สามารถแขวนลอยอยูไดจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง 
และทําใหฟองอากาศใน PEG คงที่ดวยสารลดแรงตึงผิว ดังนั้นวิธีการนี้จึงเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวอีก
วิธีการหนึ่ง ซึ่งพบวา การเพิ่มอัตราไหลของวัฏภาคกระจายตัวทําใหสัมประสิทธิ์การถายเทมวล 
(Kda) มีคาสูงขึ้น 
 
 Pawar และ คณะ (1997) ศึกษาการแยก อะไมโลกลูโคซิเดส และบีตา กาแลคโตซิเดส ที่
มีความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 4000 และ 
โซเดียมฟอสเฟตในหอสกัดแบบ spray ที่มีเสนผานศูนยกลางเทากับ 50 มิลลิเมตรและ สวนสูงที่
ใชในการสกัด 500 มิลลิเมตร โดยศึกษาอิทธิพลของความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัวที่มี
ผลตอการถายเทมวลของเอนไซมทั้งสองชนิด โดยกําหนดใหวัฏภาคตอเนื่องมีความเร็วในการไหล
คงที่ที่ 0.2 มิลลิเมตรตอวินาที ในขณะที่ปรับความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัว เปน 2-6 
มิลลิเมตรตอวินาที ซึ่งเมื่อใหมีการไหลขนาน (co-current) และสวนทางกัน (counter current)
ของวัฏภาคกระจายตวัและวัฏภาคตอเนื่อง พบวาสัมประสิทธิ์การถายเทมวล (Kda) มีคามากขึ้น
ตามความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตัว  
 
 Coimbra และคณะ (1998) ใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 6000 และ      
ไดเบสิค (diabasic) โพแทสเซียมฟอสเฟตศึกษาอิทธิพลที่มีผลตอคา hold up ของวัฏภาคกระจาย
ตัวในหอสกัดแบบ PRDC ซึ่งออกแบบตาม Tambourgi และ คณะ (1993) ซึ่งมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางเทากับ 51 มิลลิเมตร และสูง 700 มิลลิเมตร แตสวนที่ใชสกัดสูงเพียง 300 มิลลิเมตร ซึ่ง
ปจจัยที่ทําการศึกษา   ไดแก ความเร็วรอบในการปนกวน (34, 108 และ 152  รอบตอนาที) และ
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว (16,  32,  62,  70  และ 80 มิลลิลิตรตอนาที) โดย
กําหนดใหความเร็วในการไหลของวัฏภาคตอเนื่องคงที่ที่ 16 มิลลิลิตรตอนาที ซึ่งพบวาจํานวนหยด
ของวัฏภาคกระจายตัวจะเพิ่มมากขึ้น และ ความเร็วในการ settling ของหยดจะลดลงเมื่อ
ความเร็วรอบในการปนกวนมีคาเพิ่มข้ึน สงผลให hold up ของวัฏภาคกระจายตัวสูงขึ้น และพบวา
เมื่อเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวก็สงผลให hold up สูงตามไปดวยเชนกัน  
 
 ในขณะที่ Porto และคณะ (1997) ศึกษาการแยก ไซโตโครม บี 5 ที่สกัดจาก E. coli ซึ่งมี
โปรตีนรวมที่ปนเปอนในระบบสสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 1000 (18 % w/w) และ 
โพแทสเซียมฟอสเฟต (16% w/w) มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ในหอสกัดแบบ PRDC ที่มี
เสนผานศูนยกลางเทากับ 32 มิลลิเมตรและ สูง 160 มิลลิเมตร โดยศึกษาอิทธิพลของความเร็ว
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รอบในการปนกวน (35, 150, 250  รอบตอนาที) และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว
และวัฏภาคตอเนื่อง เทากับ 3.0 และ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ  พบวาภาวะที่เหมาะสมตอ
การสกัดคือภาวะที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 140 รอบตอนาที  เพราะใหคาความบริสุทธิ์
สูงกวาในน้ําหมัก (purity factor) ถึง 1.7 เทา  แตอยางไรก็ตาม Porto และคณะ (1997) ก็ไมได
อธิบายถึงอิทธิพลของอัตราไหลเชิงปริมาตรที่มีผลตอการสกัด ไซโตโครม บี 5  โดยอธิบายเพียงวา 
การเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว เทากับ 0.5 –3 มิลลิลิตรตอนาที โดยคงอัตรา
ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องไวที่ 1 มิลลิลิตรตอนาทเีทาเดิม ทําให hold up ของวัฏภาค
กระจายตัวเพิ่มข้ึน ซึ่งจากงานวิจัยของ Porto และคณะ (1997) พบวาประสิทธิภาพการสกัดของ 
ไซโตโครม บี 5  มีคาประมาณ 1 ไมขึ้นกับความเร็วรอบในการปนกวนในขณะที่ (Tambourgi และ 
คณะ 1993) กลาววาประสิทธิภาพการสกัดจะสูงขึ้นเมื่อความเร็วรอบในการปนกวนมากขึ้น 
 
 จากงานวิจัยขางตนจะเห็นวาไมมีการศึกษาถึงอิทธิพลของปริมาณเอนไซมเร่ิมตน ตอการ
สกัดเลย ซึ่งเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการถายเทมวลขามวัฏภาค โดยงานวิจัยนี้จะศึกษาอิทธิพล
ของปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการถายเทมวลภายในหอสกัด ซึ่งไดแก ความเร็วรอบในการปนกวน 
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง และ ผลตางของความเขมขน
เอนไซมระหวางวัฏภาค 



บทที่ 4 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
4.1 อุปกรณ 
 

1. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง ( 4-digits balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
2. เครื่องกวนแบบแมเหล็กพรอมเตาใหความรอน (magnetic stirrer / hot plate) ของ 

บริษัท Ika Labortechnik, Germany. 
3. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน MP 220 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland. 
4. เครื่องหมนุเหวี่ยง (centrifuge) รุน Kubota 5100 ของบริษัท Kubota corporation, 

Japan 
5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  รุน Spectronic 20 Genesys 

ของบริษัท Spectronic Instruments, USA 
6. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ (Incubator Shaker) รุน G-FS ของบริษัท Gessells 

Chaft fur labortechnik , Germany 
7. อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Julabo HC-2/8 ของบริษทั Labortechnik 

GMBH,Germany. 
8. ปมรีด (Peristatic pump)  

8.1 รุน Master Flex 7518-10 ของบริษัท Cole Parmer Instrument, Co, USA. 
8.2  รุน 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. ยีสตสกัด (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 

 
   ซึ่งสารเคมทีั้งหมดมีความบริสุทธิ์ระดับหองปฏิบัติการยกเวน ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต และ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่ดําเนินการในหอสกัด ซึ่งมีความบริสุทธิ์ระดบั
การคา 
 
4.3 เอนไซม 
 

งานวิจยันี้ใชแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis  TISTR 25    ซึ่งไดรับความอนุเคราะห
เชื้อจุลินทรียจาก รศ.นภา ศิวรังสรรค ภาควิชาชวีเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั   

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

ลิตร ประกอบดวย ยีสตสกดั 20 กรัม กลูโคส  5 กรัม KH2PO4 5 กรัม MgSO4 •7H2O 0.5 กรัม 
และ CaCl2 •2H2O 0.01 กรัม โดยคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 7 โดยเติมเชื้อลงไป 0.5 
เปอรเซ็นต โดยปริมาตรของสารอาหารทัง้หมด หลงัจากนัน้นาํไปเขยาในเครื่องเขยาเปนเวลา 48 
ชั่วโมง แลวแยกน้าํหมกัออกจากเซลลดวยเครื่องหมุนเหวีย่ง แลวนําน้ําหมักที่แยกไดไปเก็บไวที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซยีส 
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4.4 วิธกีารทดลอง 
 
 การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส จาก B. subtilis  TISTR 25   แบงไดสองสวน คือ  สวนแรก
เปนการทดลองเพื่อหาภาวะเหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสในบีกเกอรขนาดเล็ก สวนที่
สองเปนการหาภาวะที่เหมาะสมในการดําเนินการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ 
Oldshue Rushton  
 
 4.4.1 การศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสในบีกเกอรขนาดเล็ก 
 
  4.4.1.1 การหาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม 
 
   องคประกอบโดยน้ําหนักของ PEG 1000 และ โพแทสเซียมฟอสเฟตของระบบที่
เหมาะสมตอการแยกแอลคาไลนโพรทเีอสที่คาความเปนกรด-ดางตางๆ 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)   
จากนั้นเติมน้ําและปนกวนใหสารละลายทัง้หมดผสมกันดีแลว เติมน้าํหมกัลงไปปรมิาณ 2 กรัม 
ในขณะที่มกีารปนกวนตลอดเวลา หลงัจากนัน้ปรับคาความเปนกรด-ดางใหไดตามตองการ (7.5, 
8.5, 9.5 และ 10.5) ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดฟอสฟอริกเขมขนใน
ปริมาณเล็กนอย หลงัจากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงที่ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี จึงนํา
ตัวอยางในแตละวัฏภาคไปหาแอคติวิตีของเอนไซม และปริมาณโปรตีนทั้งหมดเพือ่คํานวณหาคา
สัมประสิทธิก์ารแยกและความบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทีเอส 
 
 4.4.1.2 หาสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปริมาณน้าํหมกัทีเ่หมาะสม 
 
 นําคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองหวัขอ 4.4.1.1 มาเลือกจุดบนเสน
ผูกเสนเดียวกนั 5 จุด เมื่อคิดเปนสัดสวนเชิงปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางจะมีคาดังนี ้22, 
3, 1, 0.33 และ 0.06  โดยแตละจุดมีองคประกอบดังนี้   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
เติมน้ําและปนกวนใหสารละลายผสมกันดี  โดยแตละจุดมีการแปรปริมาณน้าํหมกั 5 คา คือ 10, 
20, 30, 40, และ 50 เปอรเซนตโดยน้าํหนกัของระบบ  โดยน้ําหนักรวมของทกุการทดลองมีคา
เทากับ 10 กรัม หลังจากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง   ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 
นอรมอลหรือกรดฟอสฟอรกิเขมขนในปรมิาณเล็กนอย หลงัจากนัน้นําไปหมุนเหวีย่งที ่ 3,000 รอบ
ตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที จึงนาํตัวอยางในแตละวัฏภาคไปหากิจกรรมของเอนไซม และปริมาณ
โปรตีนทัง้หมดเพื่อคํานวณหาคาสมัประสิทธิ์การแยกและความบริสทุธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอส 
 
 4.4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมตอการดําเนินการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ 
Oldshue Rushton 
 
 การหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการดําเนนิการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton โดยการใหวัฏภาคกระจายตวัและวัฏภาคตอเนือ่งไหลสวนทางกัน โดยให     
วัฏภาคที่มี PEG 1000 อยูมากเปนวัฏภาคที่ไหลขึ้น คือไหลเขาทางดานลางของหอสกัด และให  
วัฏภาคที่มีโพแทสเซียมฟอสเฟตอยูมากเปนวัฏภาคที่ไหลลง คือไหลเขาหอสกัดทางดานบน โดยมี
องคประกอบของวัฏภาคกระจายตวัดังนี ้ 42.5% PEG 1000 และ 2.49 % โพแทสเซียมฟอสเฟต  
สวนองคประกอบของวัฏภาคตอเนื่องมีเพยีงโพแทสเซยีมฟอสเฟตและน้ํา คือ 28% โดยน้ําหนัก
ของระบบ  หลังจากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหไดตามตองการดวยสารละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดฟอสฟอรกิเขมขนในปรมิาณเล็กนอย หลงัจากนัน้ก็ดําเนนิการสกัด
แอลคาไลนโพรทีเอส ตามภาวะที่ตองการศึกษา คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด     (0, 
50, 100, 150, และ 200 รอบตอนาท)ี  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว (1.0 , 2.1, 
3.4 และ 5.3 มิลลิเมตรตอนาท)ี และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง (11.8 และ 17.9 
มิลลิลิตรตอนาท)ี ความเขมขนของน้าํหมักเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่อง (20,40,60, และ 72 
เปอรเซนตโดยน้ําหนกัของวฏัภาคตอเนื่อง)  โดยดําเนนิการสกดัจนกระทั่งความเขมขนของ      
แอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนทั้งหมดของขาออกของทั้งสองวัฏภาคมีคาคงที ่ หลงัจากนั้นจงึ
นําไปวิเคราะหหาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสและของโปรตีนเพื่อนําไปคํานวณ 
เปอรเซนตผลได  จํานวนเทาความบริสุทธิ ์และประสิทธภิาพการสกัด ทําการหาความคลาดเคลื่อน
ของการทดลอง โดยการทําการทดลองซ้ํากัน 3 การทดลอง ที่ภาวะการดําเนนิการสกัดเหมือนกนั 
พบวา เปอรเซนตผลไดมีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตาง ± 4.57 เปอรเซนต 
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4.5 การวิเคราะห 
 
 4.5.1 การวเิคราะหกจิกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส (Raja และ คณะ 1993) 
 
 บมตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตรกับสารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซนตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร pH เทากับ 10.5  เขมขน 0.1 โมลาร 0.9 มิลลิลิตร 
ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั นําไปแชในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที  นาํขึ้นแชในอางน้ําเย็น 4 องศาเซลเซียส แลวหยุดปฏิกิริยาทนัที
ดวย 10 เปอรเซนตโดยน้าํหนักตอปริมาตรของสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตร  
นําไปหมุนเหวีย่งใหตกตะกอนที่ความเรว็รอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาท ี ดูดสวนใสมา
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร เพื่อหากิจกรรมของเอนไซม  โดยคา
กิจกรรมของเอนไซมเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองซ้าํกนั 3 คร้ังในหนึง่ชุดการทดลอง ซึ่งมคีา
สัมประสทิธิ์ความแตกตาง(the coefficient of variation) เทากบั ± 3.7 เปอรเซนต  และของ
กระบวนการทดลองตั้งแตเตรียมระบบจนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการ  โดยทาํการทดลองซ้าํกนั 3 ชุด
การทดลอง พบวามีคาสัมประสทิธิ์ความแตกตาง เทากบั  ± 9.27 เปอรเซนต 
  
 ในการวัดกิจกรรมของเอนไซมตองทาํหลอดควบคุมเปรียบเทียบหาปรมิาณไทโรซนีที่ได
จากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง โดยใส 10 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัตอปริมาตรของ
สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตรลงไปกอนแลวจึงคอยเตมิตัวอยาง,Tris-HCl บัฟเฟอร
และสารละลายเอโซเคซีน 0.9 และ 1 มิลลิลิตร ตามลําดบั  ผสมใหเขากัน นาํไปบมที่อุณหภูม ิ45 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที แลวนาํแชในอางน้ําเย็น 4 องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปหมุน
เหวีย่งใหตกตะกอน ดูดสวนใสมาวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร นําคาดูดกลนื
แสงของหลอดควบคุมลบออกจากคาการดดูกลืนแสงจากหลอดตัวอยาง คาํนวณหากจิกรรมของ
เอนไซมหลงัจากลบคาดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม (แสดงวิธีคํานวณ ดังภาคผนวก ข)  
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 4.5.2 การเตรียมสารละลายเพื่อหากจิกรรมของแอลคาไลนโพรทเีอส (Raja และ คณะ 
1993) 
 

ก) สารละลายTris-HCl บัฟเฟอร 0.1 โมลาร  
 
ละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร 6.05 กรัมในน้ํากลัน่ 400 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคา

ความเปนกรด-ดางดวยดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดไฮโดรคลอริก 2 
นอรมอลจนไดคาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 500 มิลลิลิตร 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
ข) สารละลายเอโซเคซีน 0.2 เปอรเซนตโดยน้าํหนักตอปริมาตร 
 
เตรียมเอโซเคซีน 1 กรัม เตมิ Absolute ethanol 2 มิลลิลิตร  โทลูอีน 1 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่น คนจนเอโซเคซนีละลายจนหมด แลวปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร หลังจากนัน้ 
บรรจุในขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
ค) กรดไตรคลอโรอะซีติก 10% โดยน้าํหนักตอปริมาตร 
 
เตรียมกรดไตรคลอโรอะซีติก 50 กรัม เตมิน้ํากลั่น คนจนกรดละลายจนหมดแลว

ปรับปริมาตรใหครบ 500 มิลลิลิตร บรรจุขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
 

 4.5.3 การวเิคราะหหาปริมาณโปรตีน ( Sedmak และ Grossberg และ คณะ, 1977; 
Kaul และ คณะ Asenjo, 1993) 
 
 เติมตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร กับน้ํากลั่น 2.4 มิลลิลิตร และสารละลายโคมาเซ บเิลีย่นบลู   
จี 250  1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปวัดคาดูดคลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบูมิน (แสดง
ดังภาคผนวก ก) โดยความเขมขนของโปรตีนเปนคาเฉลีย่จากการทดลองซ้าํกนั 3 คร้ังในหนึ่งชุดการ
ทดลอง ซึง่มีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตาง (the coefficient of variation) เทากับ ± 5.36 เปอรเซนต  
และของกระบวนการทดลองตั้งแตเตรยีมระบบจนกระทัง่เสร็จส้ินกระบวนการ  โดยทาํการทดลองซ้าํ
กัน 3 ชุดการทดลอง พบวามคีาสัมประสทิธิค์วามแตกตาง เทากับ  ± 7.29 เปอรเซนต 
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หมายเหต ุ หลอดเปรียบเทยีบ ( blank) 
 
 -     หลอดเปรยีบเทียบของการวัดโปรตีนในน้าํหมัก  เติมน้ําแทนตวัอยาง 0.1 มิลลิลิตร 

- หลอดเปรียบเทียบของการวดัโปรตีนในวัฏภาคกระจายตวั เติมสารละลายของวัฏภาค
กระจายตวั แทนตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตรที่มีองคประกอบเหมือนกับทีใ่ชในการทดลอง
แตไมมีเอนไซมอยูในวัฏภาค  

- หลอดเปรียบเทียบของการวดัโปรตีนในวัฏภาคตอเนื่อง เติมสารละลายของวัฏภาค
ตอเนื่องแทนตวัอยาง 0.1 มิลลิลิตรที่มีองคประกอบเหมือนกับที่ใชในการทดลองแต
ไมมีเอนไซมอยูในวัฏภาค 

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

ก) กรดไฮโดรคลอริก 0.6 นอรมอล 
 
เตรียมกรดไฮโดรคลอริก 37%  24.87 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนครบ 500 มิลิลิตร 
 
ข) สารละลายโคมาเซ บิเลี่ยนบลู G 250 0.06 เปอรเซนตโดยน้าํหนักตอ

ปริมาตร 
 
เตรียมโคมาเซ บิเลี่ยนบล ูG 250  0.06 กรัม ละลายในกรดไฮโดรคลอริก 0.6 นอร

มอล  คนจนละลาย หลังจากนัน้ปรับปริมาตรดวย กรดไฮโดรคลอริก 0.6 นอรมอล จนมีปริมาตร
ครบ 100 มิลลิลิตร แลวนาํมากรองดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 และตองทาํการเตรียม
ใหมทกุครั้งกอนทาํการทดลอง 
 
 
  



บทที่ 5 
 

ผลการทดลองและวิเคราะหผล 
 
 จากวัตถุประสงคที่ตองการพฒันาการแยกแอลคาไลนโพรทีเอส โดยใชระบบสารละลาย
น้ําสองวัฏภาคของนันทิญา (2543) ซึ่งศึกษาการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสที่อยูในรูปของครูด
เอนไซมผง (crude enzyme) จากเชื้อ  Bacillus subtilis NS 99 ในระบบสารละลายน้ําสอง      
วัฏภาคของ PEG 1000/โพแทสเซยีมฟอสเฟต/น้ํา  ที่อุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ โดย
ศึกษาถึงอิทธพิลของปจจัยที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก ไดแก ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
ความยาวของเสนผูก และคาความเปนกรด-ดางของระบบที่สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบน
ตอวัฏภาคลางเทากับ 1 พบวาคาสมัประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม
คาความเปนกรด-ดาง แตจะลดลงเมื่อเพิม่ความยาวของเสนผกูและความเขมขนของโซเดียมคลอ
ไรด ภาวะที่เหมาะสมที่สุดตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส คือระบบที่ประกอบดวย PEG1000 
18.00% (w/w) ,โพแทสเซยีมฟอสเฟต 13.01% (w/w) ที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 
9.5 ซึ่งใหคาสมัประสิทธิก์ารแยกเทากับ 20.0 และเปอรเซนตผลไดเทากับ 95.1 โดยงานวจิัยนี้จะ
แยกแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมกัโดยตรงแทนแอลคาไลนโพรทีเอสซ่ึงอยูในรูปครูดเอนไซมผง 
 
5.1 ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอร 
 

5.1.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค 
 
จากความตองการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสโดยตรงจากน้ําหมัก ทาํใหภาวะของคาความ

เปนกรด-ดางที่นนัทิญา (2543) ศึกษาไว อาจจะไมเหมาะสมที่จะนาํมาใชกับการแยกแอลคาไลน-
โพรทีเอสจากน้ําหมัก จากเชื้อ B. Subtilis TISTR 25 เนื่องจากนันทญิา (2543) ไดศึกษาการ แยก
แอลคาไลนโพรทีเอสที่เปนครูดเอนไซม ซึ่งผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยการผานเครื่องอัลตราฟวเตชัน่
และตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ดังนัน้เอนไซมจึงมีความบริสุทธิ์และเขมขนอยูในระดับ
หนึง่ ในขณะที่น้าํหมักจะประกอบดวย ชวีโมเลกุลหลายชนิด ไดแก โปรตีน  เปปไทด ตางชนิดกนั 
และสารอาหารที่อาจหลงเหลืออยู เชน กลูโคส ยีสตสกัด และเกลอืชนิดตางๆ  เปนตน โดยที่
โปรตีนตางๆจะประกอบดวยกลุมของกรดและเบสที่มปีริมาณแตกตางกนัซึง่จะทําใหคา pI ของชีว
โมเลกุลมีคาแตกตางกนัดวย ดังนัน้ประจุบนชวีโมเลกุลเหลานี้จะแตกตางกนั เมื่อคาความเปน
กรด-ดางของ  ตัวทําละลายเปลี่ยนไป (Zaslavsky,1995) ดังนั้นการแยกของชีวโมเลกุลตางชนดิ
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กันในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคระบบเดียวกนัจะแตกตางกนั ซึ่งจะสงผลตอคาความบริสุทธิ์
ของเอนไซมทีต่องการ อยางไรก็ตามการปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดาง นอกจากจะเปลี่ยน
ประจุสุทธิบนตัวถูกละลายแลวยังอาจจะทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไปดวย ดังนัน้จาก
เหตุผลตางๆขางตน จงึมีความจําเปนที่จะตองศึกษาอทิธิพลของคาความเปนกรด-ดางตอการแยก
แอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมักเปนการเพิ่มเติมจากงานวิจยัของนนัทิญา (2543)  

 
งานวิจยันี้ศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบอยูในชวง 7.5 ถึง 10.5 ซึ่ง

ไมไดทําการศกึษาอทิธพิลของคาความเปนกรด-ดางที่มคีาต่ํากวา 7.5 เนื่องจากไมมขีอมูลของเสน
แบงวัฏภาคที่คาความเปนกรด-ดางต่ํากวา 7.5 ประกอบกับพบวากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส
ในสารละลายบัฟเฟอรจะลดลงเมื่อคาความเปนกรดดางของสารละลายบัฟเฟอรต่ํากวา 7.5 ดัง
กราฟรูปที่ 5.1  

 

รูปที่ 5.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทาํงานของเอนไซมโปรตีเอสผง จาก 
Bacillus subtilis TISTR 25 เมื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมที่ 45  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที ( วรรณวิมล ,2540 ) 
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ที่คาความเปนกรด-ดาง 7.5 วัดกิจกรรมของเอนไซมไดสูงกวาที่คาความเปนกรด-ดางอื่น เนื่องจาก 
B.subtilis TISTR 25 ในขณะที่ผลิตแอลคาไลนโพรทีเอสสามารถผลิตนิวทรอลโพรทีเอสไดใน
ปริมาณที่มากดวย (ปกรณ,2532) ซึ่งนวิทรอลโพรทีเอส เปนเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาการ
ยอยโปรตีนไดที่คาความเปนกรด-ดางเปนกลางคือประมาณ 7-8 และมีความเสถียรอยูในชวงคา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 5 - 10 ดังนัน้จากนวิทรอลโพรทีเอสทีม่ีปริมาณมากอาจทาํใหผล
วิเคราะหออกมาดังกราฟรูปที่ 5.1  
 
 การปรับคาความเปนกรด-ดางของระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคในกรณีที่เปนพอลิเมอร-
พอลิเมอร คือการปรับเปลี่ยนสัดสวนของบัฟเฟอรที่เติมในระบบ ในกรณีของงานวิจยันี้มีระบบเปน
พอลิเมอรกับเกลือ (โพแทสเซียมฟอสเฟต) ดังนั้นการปรบัเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางสามารถทาํ
ไดโดยการเปลีย่นสัดสวนของ K2HPO4 และ KH2PO4 และปริมาณของโพแทสเซยีมฟอสเฟตซึ่งเปน
องคประกอบของระบบ โดยคาความเปนกรด-ดางของระบบจะสูงขึน้เมื่อสัดสวนของ K2HPO4 และ 
KH2PO4 มากขึ้น ดังนั้นจะพบวาการปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางจะสงผลตอคุณสมบัติสอง
ประการของวฏัภาค  ประการแรกคือ คณุสมบัติทางกายภาพของวฏัภาค โดยสดัสวน K2HPO4 
และ KH2PO4 ที่เปลี่ยนแปลงทาํใหองคประกอบของระบบและวัฏภาคเปลี่ยน โดยโพแทสเซียม
ฟอสเฟตที่เพิม่ข้ึนทาํใหความหนาแนนของวัฏภาคลางมคีามากขึน้ สงผลใหการแยกตัวของวัฏภาค
เร็วขึ้น นอกจากนี้ปริมาตรน้ําที่เอนไซมสามารถละลายอยูไดกน็อยลงและจะสงผลใหเอนไซมถูก
ผลักไปอยูในวฏัภาคบนมากขึ้น ตามปรากฎการณ ‘’ salting – out ’’ (Sebastiao และคณะ,1996) 
ประการที่สอง คือ  คุณสมบัติทางเคมี นัน่คือ คาความเปนกรด-ดางทีเ่ปลี่ยนแปลงไป จะเหนี่ยวนาํ
ใหประจุมวลรวมของโมเลกลุของตัวถูกละลายเปลี่ยนไปดวย ซึง่จะสงผลตอแรงกระทําระหวางตวั
ถูกละลายแตละชนิดและแรงกระทาํระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายและโมเลกุลของพอลิเมอร
หรือเกลือทีม่ีในวัฏภาคเปลีย่นแปลงไป ดังนัน้จากเหตุผลที่คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมี
ของวัฏภาคเปลี่ยนแปลงไป จึงสงผลใหการแยกของตวัถูกละลายตางชนิดกนัที่คาความเปนกรด-
ดางตางกันมีความแตกตางกัน ดังนั้นจะเห็นไดวาคาความเปนกรด-ดางเปนปจจัยสาํคัญซึ่งมี
อิทธิพลตอคาสัมประสิทธิก์ารแยกของเอนไซม จากผลการทดลองในรูปที่ 5.2 พบวา สมัประสิทธิ์
การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจะมีคาลดลงเมื่อคาความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึน โดยคา
สัมประสิทธิก์ารแยกจะลดลงถึง 78.4 เปอรเซนต เมื่อคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนจาก 7.5 เปน 
10.5   รูปที่ 5.3 แสดงอิทธพิลของคาความเปนกรด-ดางตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน (ซึ่ง
เปนสารปนเปอน) ซึ่งใหผลในทางตรงขามกับกรณีของแอลคาไลนโพรทีเอส โดยพบวาเมื่อคา
ความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึนจาก 7.5 เปน 10.5 คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนจะมีคา
สูงขึ้นถงึ 42.2 เปอรเซ็นต ทัง้นี้อาจเนื่องจากโปรตีนที่ปนเปอนในระบบมีอยูมากมายหลายชนิด ซึง่
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จะมีความแตกตางจากแอลคาไลนโพรทีเอสทั้งในแงของน้าํหนักโมเลกุล และแรงกระทาํระหวาง
โมเลกุลของตวัถูกละลายและตัวทาํละลาย (สมการ 3.2) แตอยางไรก็ตามเปนที่นาสังเกตวาคา
สัมประสิทธิก์ารแยกของแอลคาไลนโพรทเีอสจะมีคาสงูกวาคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน ถึง
ประมาณ 20 เทา เมื่อพิจารณาที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 และ ประมาณ 170 เทา เมื่อ
พิจารณาที่คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5 แสดงใหเหน็วาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคทีม่ี
องคประกอบดังที่พจิารณาในงานวิจัยนี้มคีวามสามารถในการสกัดแยกแอลคาไลนโพรทีเอสออก
จากเอนไซมปนเปอนชนิดอืน่ไดคอนขางด ี 

รูปที่ 5.4 แสดงถึงอทิธพิลของคาความเปนกรด-ดางของระบบตอความเขมขนของแอล
คาไลนโพรทีเอสในแตละวฏัภาค โดยพบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสในวัฏภาคบน 
(จะมี PEG 1000 อยูมาก) มีคาลดลงเมือ่คาความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึน โดยที่คาความ
เปนกรด-ดาง แทบไมมผีลตอคาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคลาง (ซึ่งมี
โพแทสเซยีมฟอสเฟตอยูมาก) เลย เปนที่นาสังเกตวาในแตละชุดทดลอง เราเริ่มตนดวยปริมาณ
แอลคาไลนโพรทีเอสที่เทาๆ กัน (โดยมีองคประกอบของน้าํหมักเทากบั 20%(w/w) ในทุกคาความ
เปนกรด-ดาง แตคากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส (หรือความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอส) 
ที่วัดได 
 

 
รูปที่ 5.2 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ ์

การแยกแอลคาไลนโพรทีเอส  ที่ปริมาณน้าํหมกั 20% (w/w) 
ที่อุณหภูมิและความดนับรรยากาศ 
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รูปที่ 5.3 อิทธิพลคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของ

โปรตีนทัง้หมด ที่ปริมาณน้ําหมัก 20% (w/w) ที่อุณหภูมิและความดัน
บรรยากาศ 

 

 
รูปที่ 5.4 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลตอกิจกรรมของแอลคาไลนโพร

ทีเอสในวัฎภาคบนและลางที่ปริมาณน้ําหมัก 20% (w/w)  
ที่อุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ 

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6

6.5 7.5 8.5 9.5 10.5 11.5
ความเปนกรด-ดางของระบบ

m p
(สัม

ปร
ะส
ิทธิ์
กา
รแย

กข
อง
โป
รต
ีนทั้
งห
มด

)

0

100

200
300

400

500

600

6.5 7.5 8.5 9.5 10.5 11.5
คาความเปนกรด-ดาง

แอ
ลค
าไล

นโพ
รท
ีเอส

 ( ยู
นิต

ตอ
ลิต
ร )

วัฎภาคบน วัฎภาคลาง



 50

กลับลดลงเมื่อความเปนกรด-ดางเพิม่ข้ึน ทัง้นี้อาจเปนเพราะระบบที่มีคาความเปนกรด-ดาง
เพิ่มข้ึนจะมีปริมาณของโพแทสเซียมฟอสเฟตเพิ่มข้ึนดวย ทาํใหปริมาณน้าํที่เหลอือยูสําหรับทาํ
ละลายแอลคาไลนโพรทีเอสมีนอยลง จงึอาจเกิดการตกตะกอนของเอนไซมบางสวนขึ้น 
(sebastiao และคณะ 1996) เปนผลทาํใหปริมาณเอนไซมทีว่ัดไดทีภ่าวะสมดุลมคีานอยกวาเมื่อ
เร่ิมตน  นอกจากนี้การเกิดแผนฟลมบางๆ ที่มีลกัษณะเปนฝาสีขาวๆ ตรงผิวสัมผัสระหวางวัฏภาค 
(interface layer) ซึ่งสามารถเห็นไดดวยตา อาจจะทาํใหมวลรวมของเอนไซมของระบบไมสมดุล 
เมื่อคิดเทียบกบัปริมาณเริ่มตนที่เติมลงไปในระบบ ทั้งนี้ในแตละการทดลองจะมีฝาเกดิขึ้นไม
เทากัน ดังนัน้การเกิดฝาตรงผิวสัมผัสระหวางวัฏภาคจึงอาจเปนเหตุผลหนึง่ทีท่ําใหกราฟรูปที่ 5.4 
มีมวลรวมของแตละระบบไมเทากัน และเมื่อนําคากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบน
ในรูปที่ 5.4 หารดวยปริมาณโปรตนีที่วัดไดในวัฏภาคบน (ภาคผนวก ค) จะไดคากิจกรรมจาํเพาะ
ของแอลคาไลนโพรทีเอส ซึง่แสดงดังรูปที่ 5.5 

 
รูปที่ 5.5 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีผลตอกิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพร

ทีเอสในวัฏภาคบน มีปริมาณน้ําหมัก 20% (w/w) ที่อุณหภูมิหองและความดนั
บรรยากาศ 

 
คากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส เปนคาที่แสดงถึงปริมาณของแอลคาไลนโพร

ทีเอสตอปริมาณโปรตีน ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงความบริสุทธิ์ของเอนไซมตอโปรตีนทัง้หมดที่มีอยู 
แตอาจจะยังมสีารปนเปอนอืน่ๆนอกจากโปรตีนที่มีอยูในน้าํหมัก ซึ่งอาจจะปนเปอนอยูในวัฏภาค
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บนกับแอลคาไลนโพรทเีอส เชน สารตั้งตนในการหมัก  เชน กลูโคส แมกนีเซยีมซลัเฟต แคลเซยีม-
ไดคลอไรด ซึ่งไมไดทําการศึกษา ณ ทีน่ี้  รูปที่ 5.5 แสดงคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรที
เอสในวัฏภาคบน ซึ่งมีคาสูงสุดที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 ดังนั้น จากกราฟรูปที่ 5.2 และ 
5.5 สามารถสรุปไดวา ที่ความเปนกรด-ดาง 7.5 เปนภาวะที่ใหคาสัมประสิทธิ์การแยกแอลคาไลน
โพรทีเอสและคากิจกรรมจําเพาะสงูที่สุด จึงจะนําภาวะนี้ไปทําการทดลองเพื่อหาปริมาณน้าํหมกั
และสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางที่เหมาะสม ในการแยกแอลคาไลนโพรทเีอส 
จากเชื้อ B. subtilis TISTR 25 ตอไป 
 

5.1.2 อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัที่เติมในระบบและสัดสวนโดยปริมาตรของ   
วัฎภาคบนตอวัฎภาคลาง 
 

เสนผูกที่เชื่อมองคประกอบของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางเปนจุดที่อยูในภาวะสมดุล  ทุก
จุดบนเสนผกูเดียวกนัจะมีสัดสวนเชงิปริมาตรของแตละวัฏภาคตางกนั แตองคประกอบของแต
ละวัฏภาคเทากัน ดงันัน้ระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกนัควรจะใหคาสมัประสิทธิก์ารแยกเทากนั แต
เปอรเซนตผลไดจะตางกนัซึง่ขึ้นอยูกับสัดสวนปริมาตรของระบบ ดังสมการที่ 5.1 (Kula และ คณะ 
1982) เมื่ออางอิงวัฏภาคบน 
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21      5.1 

 
 คาสัมประสทิธิ์การแยก เปนคาคงที่สมดลุคาหนึ่งที่คํานวณจากภาวะสมดุล ซึง่ม ี 3 ปจจัยทีม่ี  
อิทธิพลโดยตรงตอคานี ้ คือ อุณหภูมิ  ความดัน  องคประกอบของระบบ โดยปจจัยทางเคมีและ
กายภาพอื่นๆ เชน ชนิด น้าํหนักโมเลกุล และความเขมขนของพอลิเมอรหรือของเกลือตอการเกดิ      
วัฏภาค คาความเปนกรด-ดาง ชนิดและความเขมขนของสารเติมแตง ฯลฯ เปนปจจัยที่มีผลตอ
ลักษณะและคณุสมบัติของตัวถูกละลายซึง่เปนอิทธิพลทีท่ําใหตัวถกูละลายกระจายเขาไปแต
ละวัฏภาคแตกตางกนัออกไป จากการทดลองนี้ทาํทีภ่าวะอุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ 
ดังนัน้องคประกอบจึงเปนอิทธิพลเดียวที่มผีลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกที่สมดุล  

 
 ในการทดลองนี้เปนการหาปริมาณน้ําหมกัที่เติมไปในระบบที่เหมาะสมโดยทาํการทดลอง
ควบคูไปกับการหาสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางที่เหมาะสม โดยปริมาณ
ของน้ําหมกัที่เปลี่ยนไปในระบบจะใสแทนที่ปริมาณน้ํา ดังนัน้เมื่อปริมาณน้ําหมกัเพิม่ข้ึนก็จะทําให
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ปริมาณน้าํที่ตองเติมลดลง เพื่อยงัคงรักษาใหทุกการทดลองมนี้ําหนกัของระบบรวมเทากนัหมด 
ดังนัน้ปริมาณน้ําหมักที่เติมลงไปจะมีผลตอองคประกอบทางเคม ีคือ จากทีก่ลาวแลววาในน้ําหมกั
ประกอบดวยโมเลกุลของชวีโมเลกุลหลายชนิด ดงันัน้น้าํหมกัที่เขมขนในระบบจะทําใหแรงกระทํา
ระหวางโมเลกลุชนิดเดียวกันและระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายมากขึ้น โดยความเขมขนของ
แอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบนจะมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อลดสัดสวนโดยปรมิาตรของวัฏภาคบนและ  
วัฏภาคลางทีทุ่กปริมาณน้ําหมัก แตจะมีคาลดลงเมื่อลดปริมาณน้ําหมัก เพื่อคงใหสัดสวนเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคบนและวัฏภาคลางคงที่ แสดงดงักราฟรูปที ่5.6 (a)  
 

รูปที่ 5.6 (b) แสดงใหเห็นถึงอิทธิพลของอัตราสวนเชงิปริมาตรของทั้งสองวัฏภาค และ
ปริมาณน้าํหมกัที่มีผลความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสในวัฏภาคลาง จะเหน็วาความเขมขน
ของแอลคาไลนโพรทีเอสที่สดัสวนเชิงปริมาตร 1:25 จะมีคาสูงกวาทีส่ัดสวนอื่นๆ อยางเหน็ไดชัด 
ทั้งนี้เปนเพราะที่สัดสวนเชงิปริมาตร 1:25 จะประกอบดวยวัฏภาคลางในปริมาตรที่สูง ทาํใหมี
ปริมาณของแอลคาไลนโพรทีเอสมากตามไปดวย อยางเห็นไดชัด  
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(a) 

(b) 
 

 รูปที่ 5.6 อิทธิพลของสดัสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 
และปริมาณน้าํหมกัทีม่ีผลตอผลของกิจกรรมของแอลคาไลน 
โพรทีเอสในวฏัภาคบน(a) และวัฏภาคลาง(b) 
 ที่อุณหภูมิหองและความดันบรรยากาศ 
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 รูปที่ 5.7 แสดงคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสที่คาปริมาณน้าํหมกัและ 
สัดสวนเชงิปริมาตรที่แตกตางกนั ผลการทดลองที่ได ไมไดปรากฏแนวโนมที่ชัดเจนพอที่จะอธิบาย 
ไดมากนกั แตพบวาที่สัดสวนเชงิปริมาตร 1:25 จะใหคาสัมประสทิธิ์การแยกเฉลี่ยประมาณ 50 
ในขณะที่สัดสวนปริมาตร 22:1 จะใหคาสัมประสิทธิก์ารแยกเฉลี่ยประมาณ 10 จะเหน็ไดชัดวา
แมวาในแตละระบบจะมีองคประกอบของแตละวัฏภาคเหมือนกัน ตางกนัเพียงสัดสวนเชงิปริมาตร 
แตคาสัมประสิทธิ์การแยกที่ไดมีคาแตกตางกนัอยางเห็นไดชัด โดยไดทําการทดลองกวนระบบเปน
เวลา 40 นาทีเพื่อทดสอบวาแอลคาไลนโพรทีเอสมีเวลาเพียงพอสาํหรับการถายเทมวลกอนทีจ่ะ
เขาสูสมดุลดวยการเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 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) 
ซึ่งพบวา ที่ภาวะสมดุลใหคาสัมประสิทธิก์ารแยกที่ไมแตกตางกนัมากนัก (ไมไดรายงานผลไวใน
งานวิจยันี)้ เมื่อเวลาเปลี่ยนแปลงไป 40 นาที ดังนั้นเราจึงคอนขางมัน่ใจวาคาสัมประสิทธิท์ี่
เปลี่ยนแปลงเมื่อสัดสวนเชงิปริมาตรของวฏัภาคบนตอวฏัภาคลางเปลีย่นไมไดเกิดจากการที่แอล
คาไลนโพรทีเอสถายเทมวลไดไมเทากนักอนที่จะเขาสูสมดุล ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ
งานวิจยัของ Hotha และ Banik (1996) และ Sebastiao และ คณะ (1996) โดย Sebastiao และ 
คณะ (1996) ใหเหตุผลวาความแตกตางของคาสัมประสิทธิ์การแยกที่พบกับระบบที่อยูบนเสนผกู
เดียวกนั อาจเนื่องมาจากความสามารถในการละลายเอนไซมที่แตกตางกนัของแตละระบบ แต
ทั้งนี้ขึ้นกบัปริมาณเอนไซมรวมทีพ่ิจารณาในทัง้ระบบ ปริมาณเอนไซมที่เขาไปเกนิความสามารถ
ในการละลายของระบบ จงึอาจเกิดการตกตะกอนได ทําใหคาสมัประสิทธิก์ารแยกทีว่ัดไดมีคา
แตกตางกนั 
 
 



 55

 
 รูปที่ 5.7 อิทธิพลของสดัสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 

และปริมาณน้าํหมกัทีม่ีผลตอคาสัมประสทิธิ์การแยกของแอลคาไลนโพร
ทีเอส ที่อุณหภูมิหองและความดนับรรยากาศ 

 
 

รูปที่ 5.8 แสดงกิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบนที่สัดสวนเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคบนตอวฏัภาคลางที่แตกตางกนั ทีส่ัดสวนเชงิปริมาตรเทากับ 22:1, 3:1, 1:1 
1:3 จะมีคากจิกรรมจําเพาะไมแตกตางกนัมากนกัตลอดทุกชวงของปริมาณน้ําหมกั ซึง่หมายถึงวา 
ปริมาณน้าํหมกัที่เพิ่มข้ึนสงผลใหการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสและของโปรตีนทั้งหมดเปนไปใน
ทิศทางเดียวกนั จึงทําใหคากิจกรรมจําเพาะมีคาคอนขางคงที่ คากิจกรรมจาํเพาะของแตละ
สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางคอนขางคงที่คอนไปทางลดลงเล็กนอย ในขณะที่        
กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสในวัฏภาคบนทีส่ัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอ    
วัฏภาคลางเทากับ 1:25 มีคามากที่สุดและมีคามากขึ้นอยางเหน็ไดชัดเมื่อปริมาณน้ําหมักเพิ่มข้ึน 
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รูปที่ 5.8 อิทธิพลของสดัสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและ

ปริมาณน้าํหมกัที่มีผลตอคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอส
ในวัฏภาคบน ที่อุณหภูมหิองและความดันบรรยากาศ 

 
ซึ่งแสดงวาที่สดัสวนเชงิปริมาตรเทากับ 1:25 ความเขมขนของน้าํหมักมีอิทธพิลตอการแยกแอล
คาไลนโพรทีเอสมากกวาโปรตีนที่ปนเปอน  คาเปอรเซนตผลไดของแอลคาไลนโพรทีเอสคํานวณได
จากสมการที่ 5.1 แสดงใหเห็นในรูปที่ 5.9 จากผลการทดลองจะเหน็วาเปอรเซนตผลไดที่สัดสวน
เชิงปริมาตร 1:25 มีคานอยกวาที่สัดสวนอืน่ๆ ถงึประมาณ 20 เปอรเซนต โดยที่สัดสวนเชิง
ปริมาตรที่เพิม่ข้ึนจาก 1:3 เปน 22:1 แทบจะไมมีผลตอคาเปอรเซนตผลไดมากนกั 
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รูปที่ 5.9 อิทธิพลของสดัสวนโดยปรมิาตรของวัฏภาคบนและวัฏภาคลาง 

และปริมาณน้าํหมกัทีม่ีผลตอคาเปอรเซนตผลไดของแอลคาไลน 
โพรทีเอส ที่อุณหภูมิหองและความดนับรรยากาศ 

 
ดังนัน้จากคากิจกรรมจําเพาะและคาเปอรเซนตผลได ภาวะทีสั่ดสวนเชงิปริมาตรของ    

วัฏภาคบนและวัฏภาคลางเทากับ 1:25 และน้ําหมักเทากับ 50 เปอรเซนตใหคาบริสุทธิ์ของแอล
คาไลนโพรทีเอสสูงสุด (คากิจกรรมจําเพาะเทากับ 17.7 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน) แตใหเปอรเซนต
ผลไดต่ํามาก (62.2 เปอรเซนต) ซึ่งจุดที่มสีัดสวนปริมาตรเทากับ 1:25 และมีน้ําหมักเทากับ 30.0 
เปอรเซนต ใหเปอรเซนตผลไดสูงกวาทีน่้ําหมักเทากับ 50 เปอรเซนต ถึง 8.0 เปอรเซ็นต  แตพบวา 
คากิจกรรมจําเพาะมีคาต่ํากวาจุดที่น้าํหมกัเทากับ 50 เปอรเซนต ถงึ 16.7 เปอรเซนต จึงควรเลือก
จุดที่มีสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง เทากบั 1:25 และมีปริมาณน้ําหมักเทากับ 
50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก นาํไปคัดเลือกและออกแบบหอสกัดตอไป  
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5.2 การเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด 
 
 5.2.1 การเลอืกชนิดของหอสกัด 
 
 จากการคนควาของผูทาํวิจยั พบวาหนังสอืสวนใหญ (Arthayukti,1998; Laddha และ 
Ernest ,1978; McCabe และ คณะ, 1993; Seader,1997; Walas,1988)  จะกลาวถึงหอสกัดแต
ละชนิดและขอดีขอเสียรวมถึงวธิีเลือกชนดิของหอสกัดอยางคราวๆ ไมมหีลักการเลือกหรือ
ออกแบบหอสกัดที่เปนกฎเกณฑแนนอน ซึ่งจากการคนควาของผูทําการวิจยัพบวา Thornton 
(1992) ไดเสนอหลักการเลอืกและออกแบบหอสกัดไดละเอียดกวาหนังสือเลมอ่ืน ซึ่งมีปจจัยทีใ่ช
ในการพิจารณาและเลือกหอสกัดตามตารางที ่2.1 ซึ่งแสดงคาปจจยัตางๆที่ตองใชในการพิจารณา 
โดยระบุเลขทีห่ัวขอดวยตวัเลขของพารามเิตอรตามตารางที่ 2.1 เพื่อความงายในการพิจารณา
เปรียบเทียบคากับตารางที2่.1 
 
ขอมูลที่นาํมาพิจารณาและเลือกชนิดของหอสกัด 
 
1.ปริมาตรไหลผานทั้งหมด   ≤ 0.25 m3/h   
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนการทดลองในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการ ดังนั้นจะมีปริมาตร
ไหลผานทัง้หมดนอยกวา 250 ลิตรตอช่ัวโมง (0.25 ลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง) ซึ่งเปนระดับตํ่าสุดที่
ไดมีการกําหนดไวในตารางที่ 2.1 

 
2. จํานวนขัน้ตอนสมดุล ( Number of theoretical stage, NTS) : มากกวา 1 
 

จํานวนขัน้ตอนสมดุล เปนปจจัยหนึ่งทีค่วรไดจากการดําเนินการในหอสกัดหรือเกิดจาก
การกําหนดคุณสมบัติของผลิตภัณฑที่ผานการสกัดแลว ซึง่ในงานวิจยันีย้ังไมมีการกาํหนด       
คุณสมบัติของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานหอสกัดวาควรมคีวามเขมขนหรือความบริสุทธิ์ระดับใด 
ดังนัน้จึงยังไมทราบวาจํานวนขั้นตอนที่สมดุลที่ตองการใชในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสควรอยู
ในชวงใด และจากตารางที่ 2.1 พบวาหอสกัดแตละชนิดมีชวงของจํานวนขัน้ตอนที่สมดุลที่   
เหมาะสมแตกตางกนั ดังนั้นงานวิจยันีจ้ึงกําหนดใหจาํนวนขัน้ตอนสมดุลที่จะใชในการสกัดแอล
คาไลนโพรทีเอสควรมีคามากกวา 1 จํานวนขั้นตอนสมดุล ทั้งนี้เพื่อตองการใหหอสกัดทีจ่ะ
ออกแบบใหสามารถยืดหยุนในการใชงานได 
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3. คุณสมบัติทางกายภาพ  
 

คุณสมบัติทางกายภาพที่สามารถวัดไดจากวัฏภาคทัง้สอง คือ ผลตางของความหนาแนน
ของวัฏภาคบนและวัฏภาคลาง จากระบบซึ่งประกอบดวย PEG 1.7 เปอรเซนต และ โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 27 เปอรเซนตโดยน้ําหนกั โดยมีคาความเปนกรด-ดางเทากบั 7.5 โดยการดึงปริมาตร
ของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางไปชั่งน้าํหนัก พบวามีความหนาแนนเทากับ 1,021.8 และ 1,250.8 
กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร ตามลําดับ ดังนัน้ผลตางของความหนาแนนของวัฏภาคทั้งสองเทากบั 
229 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร 
 
6. สัดสวนของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัวตอวัฏภาคตอเนื่อง :0.04 (1:25) 
 

สัดสวนของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตอวัฏภาคตอเนื่อง เปนขอมูล
หนึง่ที่ใชในการพิจารณาและเลือกชนิดของหอสกัดตามตารางที่ 2.1 และเปนขอมูลที่ควรไดจาก
การดําเนินการในหอสกัด แตเนื่องจากยงัไมมีขอมูลนี ้ ดังนัน้จงึใชสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาค
บนตอวัฏภาคลางที่ภาวะเหมาะสมที่สุดตอการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอรซึ่งมีคาเทากับ 
0.04 แทนสัดสวนของอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัตอวัฏภาคตอเนื่อง เพื่อใชเปน
แนวทางในการเลือกชนิดของหอสกัด  

 
8. ปริมาณของแข็งในระบบ : พอสมควร 
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนการแยกแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้ําหมกั ดงันั้นอาจเปนไปไดวามี
เศษเซลลของแบคทีเรียตกคางอยูหลังจากการเหวี่ยงแยกน้ําหมกัออกจากเซลลแบคทีเรียแลว 
ประกอบกับตองการออกแบบหอสกัดใหมคีวามยืดหยุนกับการใชงาน ถาตองการศึกษาระบบที่มี
ปริมาณของแข็งในระบบก็สามารถใชหอสกัดนี้ได ดังนัน้จึงเลือกระดบัปริมาณของแข็งที่มีในระบบ
ปริมาณพอสมควร 
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13. ความงายในการทําความสะอาด 
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ศึกษาการแยกแอลคาไลนโพรทเีอสจากน้ําหมักในระบบสารละลายน้าํ
สองวัฏภาค ซึ่งอาจจะทําใหหลงัจากการดําเนินการสกัดแลวอาจมีเศษเซลลและน้ําหมกัรวมถึง
สารละลายน้ําของวัฏภาคทั้งสองติดอยูตามหอสกัด ประกอบกับน้ําหมักมีกลิน่คอนขางแรง ดงันัน้
จึงมีความจาํเปนอยางยิง่ทีห่อสกัดควรจะทําความสะอาดไดงาย 

 
14. การดูแลรักษาและซอมบํารุงงาย 
 

ในหวัขอนี้จะมีลักษณะของรายละเอียดคลายกับขอที่ 13 ดังนั้นควรเลือกการดูแลรักษา
และซอมบํารุงไดงายเพื่อเปนการประหยัดคาใชจาย 

 
 โดยจะพิจารณาปจจัยในการเลือกชนิดของหอสกัดในขอ 3 กอน เหตทุี่ไมพิจารณารวมกับ
ปจจัยอื่น เนื่องจากความแตกตางของความหนาแนนระหวางวัฏภาคที่วัดไดไมไดอยูในชวงที่ใช
พิจารณาในตารางที่ 2.1  ซึ่งความแตกตางของความหนาแนนระหวางวัฏภาคที่วัดไดมีคามาก คือ 
299 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร ทําใหวฏัภาคแยกตัวออกจากกันไดเร็ว ดังนั้นจงึจะคัดหอสกัดที่
เหมาะสมกับระบบที่วัฏภาคทั้งสองมีความแตกตางของความหนาแนนนอยและแยกตัวไดชาออก 
ซึ่งไดแก  คอลัมนที่ไมมเีครื่องกลเขามาชวยทุกชนิด, RTL และ หอสกัดแบบหมนุเหวี่ยง
(Centrifuge extractor) ออก 
 

เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติของปจจัยกับหอสกัดที่เหลือจากการคัดออกแลวพบวาม ี ‘U’ ซึ่งมี
ความหมายวาไมเหมาะสมในหอสกัดชนดิใดตองคัดหอสกัดชนิดนัน้ออก เนื่องจากมีคุณสมบัติบาง
พารามิเตอรไมเหมาะสมกับความตองการของการทําวิจัย ซึง่แสดงชนิดของหอสกัดที่ถูกคัดออกดงั     
ตารางที่ 5.1  หลังจากนั้นก็เลือกหอสกัดทีม่ีความเหมาะสมมากที่สุด ซึง่แสดงในตารางที่ 5.2  
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ตารางที่ 5.1  ชนิดของหอสกัดที่ถูกคัดออกเนื่องจากคณุสมบัติของปจจัยไมเหมาะสมกับ
ความตองการที่จะออกแบบ 
 

Ref ชนิดของเครื่องสกัด ไมเหมาะสมกบัขอมูลในขอที ่
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 ุ หัวขอที่อยูในวงเล็บ เปนหัวขอที่ใหระดบัของความเหมาะสมตอหอสกัดเปนคา 

‘D’ ซึ่งหมายความวา อาจมีปญหาถาเลือกหอสกัดชนิดนี้ ดงันัน้ตองศึกษา       
รายละเอียดอืน่เพิม่เติม และหัวขอที่ไมอยูในวงเล็บใหคา ‘U’ 

 
 ตารางที่ 5.2 หอสกัดที่เหลอืจากการคัดออกและจะถูกประเมิน 
 

ปจจัยที่ใชในการพิจารณา 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 มคีวามเปนไปไดที่จะนาํไปใชกับปจจัยที่ใชในการพิจารณา 
 

จากตารางที่ 5.2 เมื่อพิจารณาปจจัยที่ใชในการสกัดพบวา หอสกัดแบบ Kuhni เปนหอ
สกัดที่มีคุณสมบัติดอยกวาหอสกัดชนิดอืน่ ทัง้นีเ้นื่องจากเปนหอสกดัที่ทําความสะอาดยากกวาหอ
สกัดชนิดอื่น ดังนัน้จึงเหลือหอสกัดอีก 4 ชนิดที่มีระดับของคุณสมบัติของปจจัยเทากัน คือ RDC, 
Mutti-impeller (Oldshue Rushton) , Pulsed plate  และ Reciprocating plate  โดย Pulsed 
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plate เปนหอสกัดแบบมแีรงกลภายในหอสกัดชนิดเดียวที่ไมมีสวนประกอบของแกนใบพัดจึงไม
ตองถอดแกนใบพัดออกมาทําความสะอาด ซึ่งอาจเปนเหตุผลนี้ที่สวนใหญนิยมใชงานใน     
อุตสาหกรรมนิวเคลียร แตอยางไรก็ตามมักมีปญหาทางเทคนิค อยางเชน การเพิ่มปริมาตรของ 
pulsed ใหมากขึ้นเปนไปไดยาก ซึ่งจากเหตุผลนี้อาจทําใหหอสกัดชนิดนี้ไมเปนที่นยิมใน           
อุตสาหกรรมอืน่ สวน Reciprocating plate เปนหอสกัดที่ยุงยากในการสรางเครื่องมือ เนื่องจาก
ตองใหแรงกลที่ทาํให plate เคลื่อนที่ขึน้ลง และเปนทีน่ิยมนอยกวาหอสกัดแบบที่มีใบพัดในหอ
สกัด หอสกัดที่เหลือ คือ RDC และ Oldshue Rushton ซึ่งเปนหอสกัดแบบที่มีแรงกลจากใบกวน
เหมือนกนันอกจากนี้ยงัมวีงแหวนที่มีลกัษณะเหมือนกนัอีกดวย ดงันัน้จึงสามารถเลือกหอสกดั
ชนิดใดก็ได แตในงานวจิัยนีเ้ลือกหอสกัดชนิด Oldshue Rushton เนื่องจากเปนหอสกัดที่ไดรับการ
พัฒนาตอมาจาก RDC และยังไมไดรับการวิจัยอยางกวางขวางมากนกั 
 
 5.2.2  การออกแบบหอสกัดแบบ Oldshue Rushton 
 

 เนื่องจากไมมรีายละเอียดและหลักการในการออกแบบหอสกัดที่เปนการทดลอง
ขนาดหองปฏิบัติการมากนกั  โดย Thronton (1992)  ไดเสนอแนะหลักการออกแบบหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton ซึ่งพอใหเปนแนวทางในการออกแบบ โดยมีสูตรการคํานวณดังนี ้
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 จากที่กลาวมาแลววา มีหนงัสือและงานวจิัยที่กลาวถึงหลักการออกแบบหอสกัดนอยมาก
และจากหนงัสือของ Thronton (1992) ซึ่งไดกลาวถึงงานวจิัยตางๆที่ศึกษาภาวะและการ
ดําเนนิการในหอสกัด แบบ Oldshue Rushton  โดยงานวิจยัเหลานีจ้ะกลาวถึงเสนผานศนูยกลาง
ของของหอสกดัที่ใชในดําเนนิการสกัดแตไมมีการกลาวถงึความสูงหรือสัดสวนของความสงูตอเสน
ผานศนูยกลางของหอสกัด ทั้งนี้เนือ่งจากความสงูของหอสกัดที่ใชจะขึ้นอยูกบัจํานวนขัน้ตอน    
สมดุลที่ใชในการสกัดใหไดคุณสมบัติของผลิตภัณฑตามที่ตองการและพารามิเตอรการถายเทมวล
โดยพารามิเตอรการถายเทมวลจะขึน้อยูกับระบบที่ใชในการสกัด ชนิดของสารที่ตองการสกัด
รวมถึงภาวะตางๆที่ใชในการดําเนินการสกัด ซึ่งจะสงผลใหลกัษณะการไหลภายในหอสกดั
แตกตางกนั ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอการถายเทมวลที่จะเกิดขึ้นภายในหอสกัด และยังไมมหีนงัสือ
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และงานวิจยัใดระบุแนนอนวาเสนผานศูนยกลางของหอสกัดแบบ Oldshue Rushton มีใชอยู
ในชวงใด แต Thornton (1992) และ Walas(1988) ไดอางถงึงานวิจยัของ Stichlmair (1980) วา
ไดศึกษาการสกัดในระบบ โทลูอีน อะซีโตน น้ํา ซึง่มีสัดสวนความเร็วในการไหลของวัฏภาค
กระจายตวัตอ     วัฏภาคตอเนื่องเทากับ 1.5 ในหอสกัดขนาดหองปฏิบัติการชนิดตางๆ โดยใชเสน
ผานศนูยกลางของหอสกัดอยูใน ชวง 5.0 ถึง 15.0 เซนติเมตร ดังนั้นงานวิจยันี้จงึจะกําหนดใหหอ
สกัดที่จะออกแบบมีขนาดเสนผานศูนยกลางเทากับ 5.0 เซนติเมตร ซึ่งเปนคาต่ําสดุที่ Stichlmair 
(1980) ไดทําการศึกษา แตเนื่องจากความจํากัดของขนาดหอสกัดทีท่ําจากอะคลลิีก ที่มีขายอยู
ทั่วไป ไมมีเสนผานศูนยกลางภายในเทากับ 5.0 เซนตเิมตร ดังนั้นจงึกําหนดใหเสนผานศูนยกลาง
ภายในหอสกดัที่ออกแบบมขีนาดเทากับ 4.6 เซนติเมตร ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับ 5.0 เซนติเมตร
มากที่สุด 
 
 ดังนัน้เมื่อกาํหนดใหเสนผานศูนยกลางภายในเทากับ 4.6 เซนติเมตร และกําหนดคาของ
สมการที ่2.8 ใหมดังนี้  
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พบวาหอสกัดจะมีเสนผานศูนยกลางของใบพัดเทากับ (dr) 1.8 เซนตเิมตร และเสนผาน

ศูนยกลางภายในของวงแหวน (ds) เทากบั 2.3 เซนติเมตร แบฟเฟล (wb) เทากับ 0.4 เซนติเมตร 
และเนื่องจากไมมีขอมูลการถายเทมวลเบือ้งตนในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton และงานวิจัยนี้
มีวัตถุประสงคเพื่อจะหาภาวะเหมาะสมจากการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอส เพื่อทีจ่ะสามารถนํา
ภาวะที่เหมาะสมจากงานวิจยันี้ไปคํานวณหาขอมูลการถายเทมวล เพือ่ใชในการออกความสงูของ
หอสกัดทีถู่กตอง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงกําหนดความสงูของหอสกัดเทากับ 50 เซนตเิมตร โดยไมได
ตั้งอยูบนขอมลูการถายเทมวลใดเลย และเนื่องจากสมการที ่ 2.8 คํานวณไดเพียงเสนผาน
ศูนยกลางของใบพัด แตไมสามารถบอกความกวางสูงของครีบของใบพดัที่ติดอยูกับจานของใบพัด 
ดังนัน้จึงจะใชการออกแบบ turbine ของ Macabe (1993)  ซึ่งมีสมการดังนี ้ 
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เพราะฉะนัน้จะไดความกวางและความยาวของครีบใบพดัเทากับ 0.4 และ 0.5 เซนติเมตร 

ตามลําดับ โดยแสดงหอสกดัแบบ Oldshue Rushton  และใบพัด พรอมดวยองคประกอบของหอ
สกัดและใบพดัที่ออกแบบเสร็จแลวดังรูปที่ 5.10 
 
  แตอยางไรก็ตามเสนผานศูนยกลางของใบพัด เสนผานศูนยกลางภายในของวง
แหวนรวมถงึระยะหางระหวางวงแหวนที่เหมาะสมตอการสกัดควรจะไดมาจากการทดลองเทานั้น 
ทั้งนี้เนื่องจากหนงัสือแตละเลมใหการคํานวณหาระยะหางและเสนผานศูนยกลางของ             
องคประกอบของหอสกัดดงักลาวแตกตางกัน อยางเชน Laddha และ Degeesan (1978) กลาว
วา ระยะหางของวงแหวนควรมีขนาดเทากับเสนผานศนูยกลางของหอสกัด นอกจากนี ้ Thornton 
(1992) และ Laddha และ Degeesan (1978) ก็ยงัอางถงึงานวิจัยตางๆที่ศึกษาถึงอิทธิพลของ
ระยะหางและเสนผานศูนยกลางขององคประกอบของหอสกัดเหลานี้ที่สงผลตอการสกัดในการ
สกัดของเหลวดวยของเหลว  ดังนัน้จงึเปนขอพิสูจนไดวาไมมกีฎเกณฑแนนอนในการออกแบบหอ
สกัด ทั้งนี้เนือ่งจากลกัษณะทางกายภาพของหอสกัดเหลานี้จะมีผลตอคาอุทกพลศาสตรและการ
ยอนกลับมาผสมของวัฏภาค ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอประสิทธิภาพถายเทมวลของการสกัด ดงันั้น
สมการที ่ 2.8 เปนเพยีงแนวทางที่ใชในการออกแบบเทานั้น คาทีเ่หมาะสมตอการสกัดอยางแทจริง
จึงควรมาจากการทดลองเทานัน้  นอกจากนีพ้บวางานวิจยัที่ศึกษาการสกัดเอนไซมหรือโปรตีนใน
ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคในหอสกดั (Jafarabad และคณะ, 1992; Pawar และ คณะ, 
1993; Pawar และคณะ, 1997; Porto และ คณะ, 1997)  ไมมีงานวิจัยใดกลาวถงึที่มาและการ
ออกแบบหอสกัดที่ใชในการสกัดเลย ยกเวน Coimbra และคณะ(1998) ที่อธิบายวาออกแบบหอ
สกัด แบบ PRDC ตามงานวจิัยของ Tamburgi และ คณะ (1993) 
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        วัฏภาคกระจายตัวไหลออก 
 
 
 
วัฏภาคตอเนื่องไหลเขา 
 
 
 
 
               50 cm 
 
      
 
       2.3 cm 
 

                 
 
วัฏภาคกระจายตัวไหลเขา 
 
 
 
 
        วัฏภาคตอเนื่องไหลออก 
                1.8cm 
     

            2.3 cm 
 
              4.6 cm 
 
รูปที่ 5.10  แบบจําลองหอสกัดแบบ Oldshue Rushton ที่ใชในงานวิจยั 
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        รูปที่ 5.11  หอสกัดแบบ Oldshue Rushton ที่ประกอบดวยใบพดัอยูในภาวะพรอมจะใชงาน 
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5.3 การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัด 
  

จากการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจากน้าํหมักโดยใชสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG 
1000 และ โพแทสเซยีมฟอสเฟตในบีกเกอร  โดยศึกษาอิทธิพลคาความเปนกรด-ดางของระบบ 
สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปรมิาณน้าํหมักที่เติมในระบบ  พบวาภาวะที่
เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสมากที่สุด คือ ที่คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5 และ
สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง เทากับ 1:25 โดยมีปริมาณน้าํหมกัที่เตมิใน
ระบบเทากับ 50 เปอรเซนตโดยน้ําหนักของระบบทัง้หมด ซึง่เปนปริมาณมากที่สุดที่สามารถเติมใน
ระบบได ดังนัน้จึงนําเอาภาวะของคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 มาดําเนินการสกัดแอลคาไลน
โพรทีเอสในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton แลวทําการศึกษาภาวะของอัตราไหลเชิงปริมาตรของ   
วัฏภาคบน (ในทีน่ี้คือวัฏภาคกระจายตัว ซึ่งม ี PEG อยูปริมาณมาก ) ตอวัฏภาคลาง (วัฏภาค
ตอเนื่อง ซึง่มฟีอสเฟตอยูในปริมาณมาก) และปริมาณน้ําหมักที่เตมิในระบบใหม ทั้งนี้เนื่องจาก 
ปจจัยทัง้สองมีอิทธพิลตอการถายเทมวลขามวัฏภาคในหอสกัด ในขณะที่การดําเนนิการสกัด  
แอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอรเปนภาวะที่วัฏภาคอยูในภาวะสมดุล ซึ่งเปนภาวะที่บงบอกถึง
ประสิทธิภาพการสกัดทีม่ากที่สุดที่สามารถเกิดขึ้นไดในภาวะนัน้  

 
ในการศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอสในหอสกัด แบบ Oldshue Rushton จะ

ทําการศึกษาอิทธิพลของปจจัยทีม่ีผลตอการถายเทมวลขามวัฏภาคของแอลคาไลนโพรทีเอส ซึง่มี
ดวยกนั 3 ปจจัย ปจจัยแรกคือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพดั ปจจัยที่สอง คือ อัตราไหล
เชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง ปจจัยที่สาม คือ ความเขมขนของแอล
คาไลนโพรทีเอสเริ่มตนในวฏัภาคตอเนื่อง และเลือกภาวะการดําเนนิการสกัด เมื่อเปรียบเทียบวา
ภาวะใดเปนการสกัดที่เหมาะสม โดยพิจารณา เปอรเซนตผลได จาํนวนเทาความบริสุทธิ์ และ 
ประสิทธิภาพการสกัดควบคูกันไป  
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5.3.1 อิทธิพลของความเร็วรอบในการปนกวนตอการสกัดแอลคาไลนโพรทเีอส 
 
  จากการศึกษาอิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนในการสกัดแอลคาไลนโพร
ทีเอส โดยใชระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคในหอสกดัแบบ Oldshue Rushton โดยใหวัฏภาค
กระจายตวัและวัฏภาคตอเนือ่งไหลสวนทางกันดวยอัตราไหลเชิงปริมาตรเทากับ 2.1 มิลลิลิตรตอ
นาที และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลาํดับ และมีปริมาณน้ําหมักเริ่มตนเทากับ 20 เปอรเซนต
โดยน้ําหนักของวัฏภาคตอเนื่อง โดยมีองคประกอบโดยน้ําหนักของวัฏภาคกระจายตัวดังนี้ PEG 
1000 42.5 % (w/w) และ โพแทสเซียมฟอสเฟต 2.5 %(w/w)   สวนองคประกอบของวัฏภาค
ตอเนื่องคือโพแทสเซียมฟอสเฟต  28%(w/w)  และน้ําผสมน้ําหมกั 72 %(w/w)  (นันทิญา, 2543) 
โดยที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.5 ซึ่งทาํการทดลองที่อุณหภูมิหองและความดันบรรยากาศ 
ที่ความเร็วรอบในการปนกวน 5 ระดับ คือ 0, 50, 100, 150 และ 200 รอบตอนาท ี โดยดําเนนิการ
สกัดแอลคาไลนโพรทีเอส จนกระทั่งความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและความเขมขนของ
โปรตีนของสายออกของวัฏภาคทั้งสองมคีาคงที ่ ดังแสดงในรูปที ่ 5.12 และ 5.13 ซึ่งพบวาความ
เขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีน (ซึ่งหมายถงึ แอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนปนเปอน
อ่ืนๆ ) จะคอนขางคงที่หลังจากวัฏภาคทั้งสองไหลออกจากหอสกัดเปนเวลา 10 นาท ี (โดยนาทีที่ 0 
คือเวลาที่หยดแรกของวัฏภาคทั้งสองไหลออกจากหอสกัด)  ซึ่งถือวาระบบเขาสูภาวะคงที่ (steady 
state) การศึกษาถึงอิทธิพลของคาตัวแปรดําเนินการตางๆที่มีผลตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสซ่ึง
รายงานในลําดับตอมาจะเสนอคาที่ภาวะคงที่เทานัน้ 
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      (a) 

 
      (b) 

 
รูปที่ 5.12  กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัว (a) และวัฏภาค   

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

 
      (b) 

 
รูปที่ 5.13  ความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาคกระจายตัว (a) และวัฏภาคตอเนือ่ง 

(b) ตามเวลา ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, Fc = 17.9 
ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 
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 เพื่อทดสอบวาตัวทาํละลายในแตละวัฏภาคมีอิทธิพลตอการเสื่อมสภาพของแอลคาไลน
โพรทีเอสหรือไม จงึไดทําการทดลองนําแอลคาไลนโพรทีเอสละลายในวัฏภาคกระจายตวัซึ่งม ี
PEG อยูมาก และ วัฏภาคตอเนื่อง ซึง่มีโพแทสเซียมฟอสเฟตอยูมาก แลววัดกิจกรรมของเอนไซม
ตามเวลา จนถึงเวลา 90 นาที ซึง่เปนเวลาทัง้หมดที่แอลคาไลนโพรทเีอสจะอยูในหอสกัดในแตละ
คร้ังของการทดลอง ดังแสดงในกราฟรูปที ่5.14  จากผลการทดลองพบวา กิจกรรมของแอลคาไลน
โพรทีเอสมีคาลดลงเพียง 3.0 และ 10.0 เปอรเซนต ในวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง 
ตามลําดับ (คาสัมประสิทธิ์ความแตกตางของการทดลองทัง้กระบวนการเทากับ  ± 7.3 
เปอรเซนต) ซึ่งแสดงใหเหน็วาคากิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีภ่าวะการสกัดคงทีท่ี่วัดไดเปน
ผลมาจาก  อิทธิพลของภาวะการสกัดนัน้ๆ และมีผลเนื่องจากการเสื่อมสภาพของเอนไซมโดยตัว
ทําละลายนั้นๆนอยมากจนอาจสามารถละเลยได ซึ่งการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเสื่อมสภาพ
ของเอนไซมมคีานอยมากตลอดระยะเวลาการทดลอง 90 นาท ี

 
 รูปที่ 5.14 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส  ในวัฏภาคกระจายตัวและใน 

วัฏภาคตอเนื่องตามเวลา ซึ่งทําการทดลองในบีกเกอรขนาดเล็ก  
ที่คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5 อุณหภูมิหองและ 
ความดันบรรยากาศ 
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 รูปที่ 5.15 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอของแอลคาไลนโพรท ี

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

 
 จากรูปที่ 5.15  แสดงความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนที่แพรจากวัฏภาค
ตอเนื่องเขาสูวฏัภาคกระจายตัว ดวยการไหลสวนทางกันของวัฏภาค พบวาความเขมขนของ   
แอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนในวัฏภาคกระจายตัวจะแปรผันตามความเร็วรอบในการปนกวน 
เนื่องจากความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัดในหอสกัดจะมีอิทธิพลตอพื้นที่ผิวสมัผัสของ      
วัฏภาค (พารามิเตอร a ในสมการที ่ 5.3) ผลตางของความเขมขนของสารละลายระหวางวัฏภาค 
( )C∆ และสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ( oyK  ซึ่งในสมการนีจ้ะอางองิวัฏภาคกระจายตัว แต
อยางไรก็ตามสมการนี้สามารถอางอิงวัฏภาคตอเนื่องไดเชนกนั โดยรูปสมการยงัคงเดิม) ซึ่งเปนตวั
แปรที่สงผลตอการถายเทมวลสาร สามารถอธิบายความสัมพันธของอัตราการถายเทมวลของตวั
ถูกละลายจากวัฏภาคตอเนือ่งไปยังวัฏภาคกระจายตัวไดดังสมการที่ 5.3 
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โดยความเร็วรอบในการปนกวนของใบพดัในหอสกัดมอิีทธิพลตอ 3 ตัวแปรที่แสดงในสมการที่ 5.3
ตัวแปรแรกคือ พืน้ที่ผิวสัมผัส  ซึง่เปนพืน้ที่ตั้งฉากกับทศิการถายเทมวลสาร คือ เมือ่ความเร็วรอบ
ในการปนกวนสูงขึ้นจะทําใหขนาดของหยดของวัฏภาคเล็กลงและ hold up เพิ่มข้ึน (Coimbra 
และ คณะ, 1998) ทําใหพืน้ที่ผวิสัมผัสของวัฏภาคเพิม่ข้ึน สงผลใหแนวโนมของอัตราการถายเท
มวลรวม (ความเขมขนตอเวลา) เพิ่มขึ้น ตวัแปรที่สองคือผลตางของความเขมขน  ความเร็วรอบใน
การปนกวนที่เพิ่มข้ึนจะทาํใหมีการผสมยอนกลับ (back mixing) เกดิมากขึ้น ซึง่มผีลทําใหผลตาง
ของความเขมขนของสารละลายระหวางวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องทีทุ่กตําแหนงในหอ
สกัดมีความแตกตางกนันอยกวาที่ความเร็วรอบในการปนกวนของใบต่ํา (Arthayukti,1998) ทาํให
อัตราการถายเทมวลสารลดลง นอกจากนี้ความเร็วรอบในการปนกวนยังมีผลตอคาสัมประสทิธิ์
การถายเทมวล คือ เมื่อความเร็วรอบในการปนกวนสูงขึ้น นอกจากจะทําใหหยดของวัฏภาคมี
ขนาดเล็กลงแลว แรงเฉือนจากใบพัดยังทําใหเกิดการไหลของวัฏภาคแบบปนปวน (turbulence) 
มากขึ้น ซึ่งอธิบายความสัมพันธความหนาของชัน้ฟลมกับคาสัมประสิทธการถายเทมวลผานชัน้
ฟลม (film coefficient) ของแตและวัฏภาคดังสมการที่ 5.4 (Laddha และ Degaleesan, 1978) 
 

δ
=

Dk       5.4 
 
 จากสมการที ่ 5.4 เมื่อความหนาของชัน้ฟลมลดลง  จะไดคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลผานชั้น
ฟลมของแตละวัฏภาคเพิ่มข้ึน สงผลใหคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลรวมในสมการที่ 5.5 และ 5.6 
(Laddha และ Degaleesan, 1978) เพิ่มข้ึน  โดยคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลผานชัน้ฟลมของ
แตละวัฏภาคมีความสมัพนัธกับคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม  ดงันี ้
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 จากผลการทดลองพบวาอัตราการถายเทมวลของแอลคาไลนโพรทเีอสจากวัฏภาค
ตอเนื่องไปยงัวัฏภาคกระจายตัวมีคาสงูขึ้นตามความเรว็รอบของการปนกวน ทั้งนี้นาจะเกิด
เนื่องจากอทิธพิลของการเพิม่พื้นที่การถายเทมวลและคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลรวม ซึ่งมี
อิทธิพลมากกวาการลดผลตางของความเขมขนอันเกิดเนื่องมาจากการผสมยอนกลบัที่มากขึ้นและ
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จากแอลคาไลนโพรทีเอสที่แพรเขาไปอยูในวัฏภาคกระจายตัวมากขึน้ตามความเรว็รอบในการปน
กวน สงผลใหเปอรเซนตผลไดในการสกดัแอลคาไลนโพรทีเอสซึง่คํานวณดังสมการที่ 5.7 มีคา
สูงขึ้นตามความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด ซึง่แสดงผลดังรูปที ่5.16  แตอยางไรก็ตามจะเห็น
วา สมการที ่ 5.7 จะเปนคนละสมการกบัสมการที ่ 5.1 ทั้งนี้เนื่องจากสมการที ่ 5.1 จะใชกับกรณีที่
ระบบอยูในภาวะสมดุล  

 

)100
FC
FC

(100yield%
1c1c

2c2c ×
•
•

−=      5.7 

 
  เนื่องจากงานวิจัยนี้เตรียมวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องที่ใชดําเนนิการในหอ
สกัดอยูในภาวะสมดุล ดงันัน้จึงคาดวาไมมีการถายเทมวลขามวัฏภาคของน้ําหรือสารที่เปนองค 
ประกอบอื่นของวัฏภาค  มเีพียงตัวถกูละลาย (ที่อยูในน้ําหมัก) ที่อยูในวัฏภาคตอเนื่องเทานัน้ที่มี
การถายเทมวลขามวัฏภาค เนื่องจากตัวถกูละลายในระบบของงานวจิยันี้เปนระบบสารละลายเจอื 
 

 
รูปที่ 5.16 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอเปอรเซนตผลไดใน

การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, 
Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของ วัฏ
ภาคตอเนื่อง 
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จาง (dilute solution) ดังนั้นจึงสามารถละเลยการถายเทมวลของตัวถูกละลายได ซึ่งอาจประมาณ
ไดวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของอัตราไหลเชิงปริมาตรของแตละวัฏภาค จึงสามารถเขียนสมการที่ 
5.7 ไดใหมดังนี ้
 

)100
C
C

(100yield%
1c

2c ×−=      5.8 

 
จากสมการที่ 5.3 และจากเหตุผลทีพ่ื้นที่ผิวสัมผัสและสมัประสิทธิก์ารถายเทมวลรวมแปร

ผันตามความเร็วรอบในการปนกวน  ทําใหโปรตีนทีเ่ปนสารปนเปอนก็แพรเขาไปอยูในวัฏภาค
กระจายตวัไดมากขึ้นดวย  แตอยางไรกต็ามแมวาพืน้ที่ผิวในการสัมผัสและความหนาของชัน้ฟลม
ของหยดวัฏภาคในการถายเทมวลของโปรตีนและแอลคาไลนโพรทีเอสจะมีคาเทากัน แตคา
สัมประสิทธิก์ารแพร (Diffusion coefficient) ของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนมีคาตางกันจงึ
ทําใหคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลผานฟลมของแตละวฏัภาคตางกัน  นอกจากนีค้าสัมประสิทธิ์
การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีน ในสมการที่ 5.5 และ 5.6 ก็มีคาตางกนั รวมทัง้ความ
เขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสและโปรตีนในวัฏภาคตอเนื่องก็มีคาตางกนัดวย  ดังนั้นคา
สัมประสิทธิก์ารถายเทมวลของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนจึงมีคาตางกัน สงผลใหการถายเท
มวลของตัวถูกละลายทั้งสองชนิดใหคาไมเทากนั 
 

ดังนัน้จากการเพิ่มข้ึนของความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนใหวัฏภาค
กระจายตวัตามความเรว็รอบในการปนกวนดังรูปที ่ 5.15  จะทาํใหคากิจกรรมจําเพาะของแอล
คาไลนโพรทีเอสมีคาลดลงเมื่อความเรว็รอบสูงขึ้น ซึ่งแสดงดังรูปที ่5.17 
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รูปที่ 5.17  อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอคากิจกรรมจําเพาะ
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัว ภาวะการทดลองคือ Fd 
= 2.1 ml/min, Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 
20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
และเมื่อนําคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสที่ไดจากการสกัดไปเปรียบเทียบกับคา   
กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสที่อยูในน้ําหมกัเริ่มตนจะไดจํานวนเทาของความบริสุทธิ์
ของแอลคาไลนโพรทีเอส (purity factor) แสดงดังรูปที่ 5.18 
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รูปที่ 5.18 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอคาจํานวนเทาความ

บริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสในภาคกระจายตวัตอในน้ําหมัก 
ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 
ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
 จากภาวะที่ใชในการดําเนนิการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส สามารถคาํนวณหา
ประสิทธิภาพการสกัด (λ ) ดังสมการที ่5.8 (ดัดแปลงจากTambourgi และ คณะ 1993) 
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รูปที่ 5.19 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนทีม่ีผลตอประสิทธิภาพการสกัด

แอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัด ภาวะการทดลองคือ Fd = 2.1 ml/min, 
Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของ 
วัฏภาคตอเนื่อง 

 
จากรูปที ่ 5.19 พบวา ประสิทธิภาพการสกัดจะแปรผันตามความเรว็รอบในการปนกวน  ทัง้นี้
เนื่องจากความเร็วรอบในการปนกวนที่สงูขึ้นทาํให พื้นที่ผิวสมัผัสและคาสัมประสิทธิ์การถายเท
มวลรวมมีคามากขึ้น สงผลใหอัตราการถายเทมวล (ความเขมขนตอเวลา) เพิ่มข้ึน ซึง่จากรูปที่ 
5.19 จะพบวาที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 0 รอบตอนาทใีหประสิทธิภาพการสกัดเพียง 
0.57  แสดงใหเหน็ถงึอิทธพิลของแรงกลในหอสกัดตอการถายเทมวลสารที่มีผลตอพื้นที่ผิวสัมผัส
และสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ซึง่พบวาเมื่อความเร็วรอบในการปนกวนเพิ่มเปน 50 รอบตอ
นาทีใหประสิทธิภาพการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสสูงขึ้นถึง 20.4 เปอรเซนต ในขณะที่ ความเร็ว
รอบในการปนกวน 100 รอบตอนาทีใหประสิทธิภาพการสกัดสูงกวาที่ 50 รอบตอนาทีเพยีง 13.4      
เปอรเซนตเทานั้น 
 
 ดังนัน้จากรูปที่  5.16,  5.18 และ 5.19 จึงเลือกความเร็วรอบในการปนกวนที่มีคาเทากับ 
0  50 และ 100 รอบตอนาที เพื่อหาอัตราไหลเชงิปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาค
ตอเนื่องที่เหมาะสม เนื่องจากเปนชวงที่ใหจํานวนเทาของความบริสุทธิข์องแอลคาไลนโพรทีเอสตอ
น้ําหมักสงู  แมวาเปอรเซนตผลและประสิทธิภาพการสกัดจะใหผลตรงกันขามกบัความบริสุทธิ์ แต
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เปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการสกดัสามารถพัฒนาใหมากขึ้นไดโดยการเพิม่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว  
 
 5.3.2 อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยอิทธพิลของอัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว 
 
  อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องที่ไหลผานหอ
สกัด มีอิทธิพลตอพื้นที่ผิวสมัผัส ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัในหอสกัด (hold up) สัมประสิทธิ์
การถายเทมวลรวม (save และ คณะ, 1992; Coimbra และคณะ,1998) เวลาที่วฏัภาคทั้งสองใช
สัมผัสกัน ซึ่งจะสงผลตอการถายเทมวลและประสิทธิภาพของการสกดั โดยในงานวิจัยสวนใหญที่
ศึกษาสกัดโปรตีนหรือเอนไซมโดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคในหอสกัด (Jafarabad และ
คณะ, 1992; Pawar และ คณะ, 1993; Pawar และคณะ, 1997 Porto และ คณะ, 1997; 
Coimbra และคณะ, 1998) จะกาํหนดใหอัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องมีคาคงที่แลว
จะปรับเปลี่ยนอัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ซึง่การเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตวัจะเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสของวัฏภาคทัง้สองเนื่องจากปริมาณของวัฏ
ภาคกระจายตวัไหลผานหอสกัดมากขึน้ แตอยางไรก็ตามถาวัฏภาคกระจายตัวไหลผานหอสกัดเรว็
เกินไปอาจสงผลใหประสิทธภิาพการสกัดที่เกิดขึ้นยังไมถึงคาสงูสุด เพราะเวลาในการถายเทมวล
สารมีนอย (Laddha และ Degaleesan ,1978) 
 
 จากการทดลองเปลี่ยนอัตราไหลเชิงปริมาตร โดยการกําหนดใหวัฏภาคตอเนื่องมคีาคงที่ 
ที่ 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ีและแปรคาอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัเปน 4 คา คือ 1,  
2.1,  3.4, และ 5.3 มิลลิลิตรตอนาท ีที่ความเร็วรอบ 0,  50  และ 100 รอบตอนาที  โดยมีปริมาณ
น้ําหมักเทากบั 20 เปอรเซนตโดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนื่อง 
 
 จากการปรับเปล่ียนคาอัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวทาํใหไมสามารถ
เปรียบเทียบปริมาณของแอลคาไลนโพรทเีอสในหนวยของความเขมขนได เนือ่งจากการ
ปรับเปลี่ยนความเรว็ในการไหลของวัฏภาคกระจายตัวออกเปน 4 ระดับ ทาํใหปริมาตรของวัฏภาค
กระจายตวัที่ไหลผานหอสกดัรวมทั้งที่รวมตัวอยูในสวน settler ซึ่งเปนสวนบนของหอสกัดมี
ปริมาณตางกนั ดงันัน้จงึจะอธิบายถึงปริมาณแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตวัดวยคา
เปอรเซนตผลได  ซึง่แสดงคาดังรูปที ่5.20  พบวาคาเปอรเซนตผลไดที่ความเร็วรอบในการปนกวน
ที่มีคาเทากับ 100 รอบตอนาที จะใหเปอรเซนตผลไดสูงที่สุดทีท่กุคาอัตราไหลเชิงปริมาตรของ   
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วัฏภาคกระจายตัว และทีค่วามเร็วรอบในการปนกวนที่มีคาเทากับ 0  รอบตอนาท ี พบวา       
เปอรเซนตผลไดจะมีคาสูงขึน้ตามคาอัตราไหลเชงิปริมาตร  คือแอลคาไลนโพรทีเอสไดแพรเขาไป
ในวัฏภาคกระจายตัวไดมากข้ึน 

 
รูปที่  5.20 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏภาคกระจายตวัที่สงผลตอคาเปอรเซนตผลไดในการสกัดแอล
คาไลนโพรทีเอส  ภาวะการทดลอง คือ Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 
ปริมาณน้าํหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
 แตในกรณีที่การปนกวนเทากับ 50 และ 100 รอบตอนาทีเปอรเซนตผลไดจะสูงที่สุดเมื่ออัตราไหล
เชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว มีคาเทากับ 2.1 และ 3.4 มิลลิลิตรตอนาท ีตามลําดับ หลังจาก
นั้นจะลดลง ทั้งนี้อาจเนือ่งจากวัฏภาคทั้งสองมีเวลาสําหรับการถายเทมวลสารในหอสกัดนอยลง
เมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเพิ่มข้ึนจงึทาํใหการถายเทมวลเกิดขึน้ไดไมเต็มที ่
 

รูปที่ 5.21 แสดงอิทธิพลของอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตอคากจิกรรม
จําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส โดยจะพบวาคากจิกรรมจําเพาะมีคาลดต่ําลงเมื่ออัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวมีคาสูงขึน้ แสดงวาโปรตีนปนเปอนสามารถถูกสกัดไปยังวัฏภาค
กระจายตวัไดมากขึ้น (และในอัตราเพิม่ข้ึนมากกวาแอลคาไลนโพรทีเอส) ตามอัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว 
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รูปที่  5.21 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏภาคกระจายตวัที่มีผลตอคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรที
เอสในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวะการทดลอง คือ Fc = 17.9 
ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
นอกจากนีย้ังพบวาคาความชันของกราฟที่แตละความเร็วรอบในการปนกวนมีคาความชันของ
กราฟตางกนั คือ ที่ความเรว็รอบในการปนกวนของใบพัดเทากับ 50 และ 100 รอบตอนาท ี คา
กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสลดลง 55.9 และ 42.2 เปอรเซนต ตามลาํดับ เมื่ออัตรา
ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัเพิม่ข้ึนจาก 1.0 เปน 5.3 มิลลิลิตรตอนาที โดยความชนั
ของเสนกราฟทั้งสองเสนคอยๆลดลง เมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรมีคาสูงขึ้น ในขณะที่ความเร็วรอบ
ในการปนกวนของใบพัดเทากับ 0 รอบตอนาที  กจิกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสลดลง 
39.0เปอรเซนต โดยลดลงอยางรวดเร็วในชวงอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัเทากบั 
1.0 - 2.1 มิลลิลิตรตอนาที หลังจากนั้นคอยๆ ลดลงจนเกือบจะคงที่ในชวงอัตราไหล 3.4 ถึง 5.3 
มิลลิลิตรตอนาท ี
  
 รูปที่ 5.22 แสดงถึงคาจํานวนเทาของความบริสุทธิข์องแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการ
สกัดแลว พบวาจาํนวนเทาความบริสุทธิจ์ะลดลงเมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว 
ในทุกๆความเร็วรอบของการปนกวนและจะลดลงเมื่อความเรว็รอบในการปนเพิ่มข้ึนโดยจํานวน
เทาความบริสุทธิ์มีคาสงูสุดเทากับ 15 เทาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวั 1.0 
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มิลลิลิตรตอนาทีและที่ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ี และมีคาต่ําสุดเทากับ 2.36 
เทาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวั 5.3 มิลลิลิตรตอนาทีและที่ความเร็วรอบในการ
ปนกวน 100 รอบตอนาท ี

 
 รูปที่ 5.22  อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร  

ตอคาจํานวนเทาความบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสกิจกรรมจําเพาะ 
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวการณ 
ทดลอง คือ Fc = 17.9 ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20% 
(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 

 
ในการทดลองนี้อัตราการถายเทมวลรวมในหนวยมวลตอเวลาควรจะเพิ่มข้ึนเมื่ออัตราการ

ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัมากขึ้น  ดงันั้นสามารถพจิารณาการถายเทมวลในการ
ทดลองนี้ เปน 2 กรณี กรณีที่หนึง่ คือ ปรับเปลี่ยนความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด โดย
กําหนดใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวคงที ่ ซึง่ความเร็วรอบในการปนกวนที่สูงจะ
สงผลใหสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวมและพื้นที่ผวิสัมผัสเพิ่มข้ึน แมวาผลตางของความเขมขน
ของสารละลายระหวางวัฏภาคทั้งสองจะลดลงแตก็เปนปจจัยทีม่ีอิทธพิลนอย  ดงันัน้จึงยังสงผลให
ประสิทธิภาพการสกัดเพิม่ข้ึน ดงัรูปที ่ 5.23 ซึ่งใหผลการทดลองเชนเดียวกับหัวขอที่ 5.31 กรณีที่
สอง คือ ปรับเปลี่ยนอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวั โดยกําหนดใหความเร็วรอบใน
การปนกวนคงที่ เมื่ออัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเพิ่มข้ึน ทาํใหปริมาตรของ      
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วัฏภาคกระจายตัว (hold up)ในหอสกัดมคีามากขึน้ สงผลใหพื้นที่ผิวสัมผัสของวฏัภาคมีมากขึน้ 
(Coimbra และ คณะ 1998) และยังเปนการเพิ่มคาสมัประสิทธิ์การถายเทมวลรวมอกีดวย (Save 
และ คณะ, 1993) ซึ่งจะทําใหอัตราการถายเทมวลเกิดไดดีขึ้น โดยพิจารณาไดจากเปอรเซนต
ผลไดที่เพิ่มข้ึน แตอยางไรกต็ามการเพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวมีขอเสีย คือ 
ทําใหวัฏภาคไหลผานหอสกดัเร็วเกินไป ทาํใหเวลาที่ใชในการถายเทมวลนอย สงผลใหการถายเท
มวลเกิดขึ้นไดไมเต็มที่ ดังแสดงในผลการทดลองรูปที ่ 5.23 ซึ่งพบวาประสิทธิภาพการสกดัมี
แนวโนมลดลงเมื่ออัตราการไหลเพิม่ข้ึน 
 

 
รูปที่ 5.23 อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวนรวมดวยอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏกระจายตัวตอคาประสิทธิภาพการสกัด ในการสกัดแอลคาไลนโพร
ทีเอสในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอส ภาวะการทดลอง คือ Fc = 17.9 
ml/min, pH = 7.5 ปริมาณน้ําหมัก= 20%(w/w) ของวัฏภาคตอเนื่อง 
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 จากการทดลองในชุดตอมาเปนการทดลองลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 
จาก 17.9 มิลลิลิตรตอนาที เปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที (ซึ่งเปนอัตราไหลเพยีงระดับเดียวที่
สามารถลดลงและปมยังสามารถทาํงานได) โดยยงัคงอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว
ไวที่ระดับเดิมคือ 1.0 , 2.1, 3.4 และ 5.3 มิลลิลิตรตอนาที ทัง้นีเ้พื่อศึกษาถงึผลทีม่ีตอเปอรเซนต
ผลได จํานวนเทาความบริสุทธิ์และประสทิธิภาพการสกัด 
 
 จากการลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง จาก 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ี เปน 
11.8 มิลลิลิตรตอนาที ทําใหเวลาในการสัมผัสของวัฏภาคทั้งสองมากขึ้น  แอลคาไลนโพรทีเอส
สามารถถายเทมวลจากวัฏภาคตอเนื่องสูวัฏภาคกระจายตัวไดมากขึน้ สงผลใหเปอรเซนตผลไดมี
คาสูงขึ้นที่ทกุความเร็วรอบ และทุกคาอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวซึง่แสดงดัง
กราฟรูปที่ 5.24 
 

 
รูปที่    5.24 อิทธิพลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยคาอัตราไหลเชิงปริมาตร

ของวัฏภาคกระจายตัว ที่มีผลตอคาเปอรเซนตผลได ภาวะการทดลอง คือ 
Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัของวัฏภาค
ตอเนื่อง pH=7.5 
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 จากรูปที ่ 5.24  พบวา การเพิ่มพืน้ที่ผิวสัมผัสโดยการเพิม่ความเรว็รอบในการปนกวนของ
ใบพัดจะมีอิทธิพลในการถายเทมวลของแอลคาไลนโพรทีเอสมากกวาการเพิม่พืน้ทีผิ่วโดยการเพิม่
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว คือ ที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 50 และ 
100 รอบตอนาที เมื่ออัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเพิ่มข้ึนจาก 1.0 ถึง 5.3 
มิลลิลิตรตอนาที พบวาเปอรเซนตผลไดคอนขางคงที่โดยมีคาเพิ่มขึ้นเพียง 16.8 และ 5.4 เปอรเซนต 
ตามลําดับ เนื่องจากความเร็วรอบในการปนกวนนอกจากจะใหขนาดหยดของทั้งสองวัฏภาคเล็ก
ลงแลว ยงัทาํใหความหนาของชั้นฟลมของหยดวัฏภาคบางลง ทาํใหคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวล
เพิ่มข้ึน สงผลใหฟลักซของตัวถูกละลายเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนไปตามสมการที่ 5.3 ในขณะที่การเพิม่
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวจะทาํใหขนาดเล็กลงเนื่องจากไหลผานรทูี่ไหลกาํเนิด
ไดเร็วขึ้น ซึ่งพบวาขนาดหยดเล็กลงอยางเห็นไดชัดเมือ่สังเกตดวยตา ประกอบกับปริมาตรที่
เพิ่มข้ึนจงึทําใหพืน้ที่ผิวสัมผัสเพิ่มข้ึน แตอยางไรก็ตามเปอรเซนตผลไดก็ไมเปลี่ยนแปลงตามอัตรา
ไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตวัมากนัก (5.4 เปอรเซนต) แตสําหรับที่ไมมีการปนกวน หรือ
ที่ความเร็วในการปนกวนของใบพัดเทากบั 0 รอบตอนาที พบวา การเพิม่พืน้ทีผิ่วสัมผัสดวยการ
เพิ่มอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวที่เพิ่มขึน้มีอิทธิพลอยางมากตอการเพิ่มข้ึนของ    
เปอรเซนตผลได เนื่องจากเปนปจจัยเดยีวทีท่าํใหพื้นที่ผิวสัมผัสเพิม่ข้ึน แตอยางไรก็ตามพบวา
เปอรเซนตผลไดเร่ิมคงที่เมื่อ อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวเทากับ 3.4 มิลลิลิตรตอ
นาท ี ซึ่งอาจคาดไดวา แมจะเพิ่มความเร็วในการไหลของวัฏภาคกระจายตวัมากขึ้นไปกวานี้จะไม
ทําใหเปอรเซนตผลไดเพิ่มข้ึนมากนกั  
 
 จากรูปที ่ 5.25 (a) พบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสแปรผันตามความเร็วรอบ
ในการปนกวน ซึ่งพบวาที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากับ 50 และ 100 รอบตอนาทีมีลักษณะ
ของเสนกราฟคลายกนัและคอนขางมีคาใกลเคียงกันอยางเปนลําดับ คือที่ความเรว็รอบในการปน
กวน 100 รอบตอนาท ี มคีากิจกรรมของเอนไซมสงูกวาที่ 50 รอบตอนาที ที่ทกุอัตราไหลเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ในขณะที ่ 0 รอบตอนาที มีคาเสนกราฟคลายกับที ่ 50 และ 100 
รอบตอนาท ีแตมีคาต่ํากวามาก ซึง่แสดงใหเหน็ถงึอิทธพิลของการมีและไมมีแรงกลภายในหอสกัด
ตอคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวมและพื้นที่ผิวสมัผัส ซึ่งสงผลตอการถายเทมวลไดอยางชัดเจน   
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       (a) 

       (b) 
 

รูปที่  5.25   อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยกับคาอัตราไหลเชงิ
ปริมาตรของวฏักระจายตวัทีม่ีผลตอความเขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอส 
(a) และความเขมขนของโปรตีน (b) ในวัฏภาคกระจายตัว ภาวะการ
ทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้ําหมัก = 20 เปอรเซนตโดย
น้ําหนกัของวัฏภาคตอเนื่อง pH=7.5 
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แตพบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสแปรผกผนักับอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาค
กระจายตวั เนื่องจากแอลคาไลนโพรทีเอสถูกเจือจางดวยปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวที่เพิ่มข้ึน 
แมวาเปอรเซนตผลไดจะเพิม่ข้ึนก็ตาม แตยังไมมากเพยีงพอที่จะใหคาความเขมขนของแอลคาไลน
โพรทีเอสเพิ่มข้ึนตาม เนื่องจากกาํหนดใหคาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสเริม่ตนใน      
วัฏภาคตอเนื่องกอนจะไหลเขาหอสกัดมีคาคงทีเ่ทากนัทกุการทดลอง 
 

จากกราฟรูปที ่ 5.25 (b) พบวาการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาค
กระจายตวัทีท่กุความเร็วรอบในการปนกวนก็ลดลงตามอัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจาย
ตัว โดยจะลดลงอยางรวดเรว็ในชวงแรกและจะลดชาลงในชวงอัตราไหลเชิงปริมาตร อยูในชวง 2.1 
ถึง 3.4 มิลลิลิตรตอนาท ี แตจะเพิ่มข้ึนเมือ่ อัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว  3.4 ถึง 
5.3 มิลลิลิตรตอนาท ี  ทั้งนีเ้นื่องจากเปอรเซนตผลไดของโปรตีน ซึง่แสดงในกราฟรปูที่ 5.26 พบวา
เปอรเซนตผลไดของโปรตีนจะแปรผันตามความเรว็รอบในการปนกวนและมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตาม  

 

 
รูปที่  5.26  อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยกับคาอัตราไหลเชิง

ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวที่มีผลตอเปอรเซนตผลไดของโปรตีน 
ภาวะการทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนต
โดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนือ่ง pH=7.5 
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อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวที่มีคาสงูขึน้ ซึง่จะเห็นวาที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว  เทากับ 5.3 มิลลิลิตรตอนาที เปอรเซนตผลไดมีคาสูงมาก จงึอาจ
ทําใหความเขมขนของโปรตนีทัง้หมดทีว่ัดไดดังรูปที่ 5.25 (b) มีคาเพิม่ข้ึน 
 
 จากที่อธิบายถึงอิทธิพลของการมีและไมมีแรงกลภายในหอสกัดที่สงผลตอการถายเทมวล
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในรูปที่ 5.25 (a) ซึ่งพบวามีอิทธิพลเชนเดยีวกับของโปรตนีในรูปที่ 5.26
แตพบวาเปอรเซนตผลไดของโปรตีนจะมีคาต่ํากวาของแอลคาไลนโพรทีเอสมากแมวาภาวะในการ
ดําเนนิการเดยีวกนัก็ตาม (โดยเปอรเซนตผลไดสูงสุดของโปรตีนเทากับ 22.6 เปอรเซนต เมือ่
เปรียบเทียบกบั 77.6 เปอรเซนตในกรณีของแอลคาไลนโพรทีเอส) ดังนั้นอทิธพิลตางๆที่สงผลตอ
การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสก็จะสงผลตอโปรตีนเชนกนั แตเนื่องจากคาสัมประสิทธิ์การแยก
ของโปรตีนและแอลคาไลนโพรทีเอสมีคาตางกนัจงึทาํใหการถายเทมวลมีอัตราแตกตางกนั  
 

ดังนัน้จากรูปที่ 5.25  (a) และ 5.25 (b) จะไดคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอส
จากผลหารของความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสกับความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาค
กระจายตวั ซึง่แสดงผลดังกราฟรูปที ่5.27 พบวาที่ทกุความเร็วรอบในการปนกวน กจิกรรมจําเพาะ
ของแอลคาไลนโพรทีเอสมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นเปนเสนตรง และมีคาสูงสุดที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตวัมีคาเทากับ 3.4 มิลลิลิตรตอนาท ี หลงัจากนั้นจะลดต่ําลงเนื่องจากความ
เขมขนของแอลคาไลนทีถู่กเจือจางดวยปรมิาตรที่มากขึน้ของวัฏภาคกระจายตวัและความเขมขน
ของโปรตีนที่เพิ่มข้ึน โดยจะมีคาลดต่ําลงมาทนัททีี่ความเรว็รอบในการปนกวนของใบพัดเทากบั 
50 และ 100 รอบตอนาที แตที่ 0 รอบตอนาท ี คากิจกรรมจาํเพาะจะลดต่ําลงมาเพียง 3.4 
เปอรเซนต ทั้งนี้เนื่องจากความเขมขนของโปรตีนทีว่ัดไดที่ความเร็วในการปนกวนเทากับ 0 รอบตอ
นาท ีที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวเทากับ  5.3  ดังรูปที่ 5.26 เพิ่มข้ึนเล็กนอยใน
ขณะที่ ความเร็วรอบในการปนกวน 50 และ 100 รอบตอนาท ีความเขมขนของโปรตีนเพิ่มข้ึนมาก 
ทั้งนี้เนื่องจากอิทธิพลของการมีแรงกลในหอสกัดที่สงผลตอการถายเทมวลมากกวาในกรณทีี่ไมมี
แรงกล 

 
 
 
 
 
 



 89

 
รูปที่  5.27 อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยกับคาอัตราไหลเชิง

ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวที่มีผลตอกจิกรรมจําเพาะของแอลคาไลน
โพรทีเอสในวฏัภาคกระจายตัว ภาวะการทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min 
ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนตโดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนื่อง pH=7.5 

 
ดังนั้นจากรูปที่ 5.27 เมื่อนําคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาค

กระจายตัวไปหารดวยคากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสในน้าํหมัก กจ็ะไดจํานวนเทา
ของความบริสุทธิ์ของการสกดัแอลคาไลนโพรทีเอส ซึ่งแสดงดังรูปที ่ 5.28   พบวาที่อัตราไหลเชงิ
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวเทากับ 3.4 มิลลิลิตรตอนาที จะใหจาํนวนเทาของความบริสทุธิ์สูง
ที่สุดในทุกความเร็วรอบในการปนกวน โดยมีคาเทากบั  8.3, 6.4 และ  6.0 ที่ ความเร็วรอบในการ
ปนกวนเทากบั 0, 50 และ 100 รอบตอนาท ีตามลาํดับ 
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รูปที่  5.28 อิทธพิลของความเร็วรอบในการปนกวนรวมดวยคา Fdที่มผีลตอจํานวนเทา

ความบริสุทธิข์องแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัวตอน้ําหมกั 
ภาวะการทดลอง คือ Fc= 11.8 ml/min ปริมาณน้าํหมกั = 20 เปอรเซนต
โดยน้าํหนกัของวัฏภาคตอเนือ่ง pH=7.5 

 
 ดังนัน้จากการลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนือ่งจาก 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ี
เปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที พบวา เปอรเซนตผลไดมีคาสูงขึ้นที่ทกุภาวะของการทดลองในขณะที่
ประสิทธิภาพการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสและคาความบริสุทธิ์สูงสดุของแตละความเร็วรอบใน
การปนกวนของใบพัดมีคาใกลเคียงกัน (ยกเวนความบริสุทธิ์ที่ความเร็วรอบในการปนกวนเทากบั 
0 รอบตอนาท)ี  ดังนั้นจะเหน็วาการลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนือ่งจาก 17.9 
มิลลิลิตรตอนาที เปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที ใหคาการสกัดของเกือบทุกตัวแปรดขีึ้น แตอยางไรก็
ตามไมสามารถสรุปไดวาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องมีคาต่ํากวา 11.8 มิลลิลิตร 
ตอนาท ีจะมคีาการสกัดของตัวแปรดีกวาที่ 11.8 มิลลิลิตรตอนาทีเสมอไป ทัง้นี้ตองพิจารณาจาก
ผลการทดลองเทานั้น  และจากเปอรเซนตผลได คาความบริสทุธิ ์  และประสทิธิภาพการสกดัที่
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคตอเนื่องมีคาเทากับ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี จงึควรเลือกภาวะที่
ความเร็วรอบปนกวนเทากบั 100 รอบตอนาท ี อัตราไหลเชงิปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 
3.4 มิลลิลิตรตอนาที เนื่องจากเปนภาวะใหเปอรเซนตผลไดสูง และไดคาความบริสุทธิแ์ละ       
ประสิทธิภาพการสกัด เทากับ 73.7 เปอรเซนต และ 0.79 ตามลําดับ เพื่อไปหาปริมาณความเขมขน  
ของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคตอเนื่องกอนการเขาหอสกัดที่เหมาะสมตอไป 
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 5.3.3 อิทธิพลของความเขมขนของน้ําหมัก 
 
 จากการนาํภาวะที่เหมาะสมในการปนกวนของใบพัดและอัตราไหลเชิงปริมาตรของ      
วัฏภาคกระจายตัว ซึ่งมีคาเทากับ 100 รอบตอนาท ีและ 3.4 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ โดยมี
อัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคตอเนื่องเทากับ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี มาปรับเปลี่ยนความ
เขมขนของน้าํหมักที่เติมในวฏัภาคตอเนื่อง เพื่อศึกษาอทิธิพลของแรงขับ (driving force) ของ
ผลตางของความเขมขนของน้ําหมักระหวางวัฏภาคทัง้สอง โดยทําการปรับเปลี่ยนความเขมของน้าํ
หมักในวัฏภาคตอเนื่องเปน 4 ระดับคือ 20, 40, 60 และ 72 เปอรเซนต โดยน้าํหนักของวัฏภาค
ตอเนื่อง ซึ่ง 72 เปอรเซนตเปนปริมาณน้ําหมักที่สูงที่สุดที่สามารถเติมในวัฏภาคตอเนื่องได ดังนัน้
ที่ความเขมขนที่ระดับนี้จงึไมมีน้ําเปลาผสมอยูในวัฏภาคตอเนื่องเลย 
 
 เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําหมักในวฏัภาคตอเนื่องมากขึ้นผลตางของความเขมขนของแอลคาไลน
โพรทีเอสระหวางวัฏภาคและวัฏภาคตอเนือ่งก็จะมีคามากขึ้น สงผลใหแรงขับระหวางวัฏภาคมีคา
สูงขึ้น ดงันัน้แอลคาไลนโพรทีเอสจะแพรจากวัฏภาคตอเนื่องไปสูวัฏภาคกระจายตวัไดในอัตราที่
เร็วขึ้น จงึพบวาความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคกระจายตัวดังแสดง ในรูปที่ 5.29  

 
รูปที่ 5.29  อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอความ

เขมขนของแอลคาไลนโพรทเีอสและโปรตีนทีว่ัดไดในวัฏภาคกระจายตวั 
ภาวะการทดลอง คือ ที่ความเรว็รอบในการปนกวนของใบพัดเทากบั 
100 rpm และ FdและFc = 3.4  11.8 ml/min ตามลําดับ pH = 7.5  
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มีคาเพิม่ข้ึน  ผลของความเขมขนของน้าํหมกัตอความความเขมขนของโปรตีนที่สกัดไดในวัฏภาค
กระจายตัว แสดงและอธิบายไดในลักษณะเชนเดียวกับกรณีของความเขมขนของแอลคาไลนโพร   
ทีเอส เมื่อแอลคาไลนโพรทเีอสสามารถแพรเขาสูวัฏภาคกระจายตัวไดในอัตราที่สูงขึ้น เมื่อปริมาณ
น้ําหมักเริ่มตนมีคามากขึ้น เมื่อผลตางของความเขมขนที่มากขึ้น ทาํใหเปอรเซนตผลไดมีคามาก
ขึ้น ดังรูปที ่ 5.30 และจะลดต่ําลงเล็กนอยที่ระดบัความเขมขนของน้ําหมกัในวัฏภาคตอเนื่อง
มากกวา 40 เปอรเซนต โดยลดลงประมาณ 2-3 เปอรเซนต เมื่อปริมาณน้ําหมกัเริม่ตนเพิม่ข้ึนจาก 
40 เปน 72 เปอรเซนต จะเห็นไดวาเปอรเซนตผลไดเปลี่ยนแปลงนอยมาก และยงัอยูในชวงความ
คลาดเคลื่อนของการทดลอง     
 

รูปที่ 5.30 อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอเปอรเซนต
ผลได ภาวะการทดลอง คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด = 100 
rpm และคา FdและFc  = 3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  
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รูปที่ 5.31  อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอคา     

กิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอส ภาวะการทดลอง คือ 
ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด = 100 rpm และคา FdและFc  = 
3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  

 
 และจากกราฟรูปที่ 5.31 แสดงใหเห็นวากิจกรรมจําเพาะของแอลคาไลนโพรทเีอสมีคาลด
ต่ําลง เมื่อความเขมขนของน้ําหมักในวัฏภาคตอเนื่องมคีามากขึน้ ซึ่งสงผลใหจาํนวนเทาของความ
บริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสตอในน้ําหมักมีคาลดต่ําลงดวย ดงัรูปที่ 5.32 เนื่องจากความ   
เขมขนของโปรตีนที่เพิม่ข้ึน ทั้งนี้อาจเนือ่งจากแรงขับของผลตางของความเขมขนของโปรตีนจะมี
อิทธิพลมากกวาที่แรงขับของผลตางของความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอส  
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รูปที่ 5.32  อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มผีลตอจํานวน

เทาความบริสทุธิ์ของแอลคาไลนโพรทเีอสตอน้ําหมัก ภาวะการทดลอง 
คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพดั = 100 rpm และคา FdและFc  
= 3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  

 
 ผลของความเขมขนน้ําหมกัเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องตอคาประสิทธิภาพการสกัดแสดงดัง
รูปที่ 5.33 ซึ่งพบวา เมื่อความเขมขนของน้ําหมักเพิ่มข้ึน จาก 20 เปน 40 เปอรเซนตโดยน้าํหนกั
ประสิทธิภาพการสกัดจะมคีาเพิ่มข้ึน 8.0 เปอรเซนต และหลงัจากนั้นจะมีคาลดลงประมาณ 3-5 
เปอรเซนต ซึ่งคอนขางคงที่หลงัจากความเขมขนของน้าํหมกัในวัฏภาคตอเนื่องมีคาสูงกวา 40 
เปอรเซนต  ซึ่งแสดงใหเหน็วา ความเขมขนของน้าํหมักในวฏัภาคตอเนื่อง มีอิทธิพลตอ
ประสิทธิภาพการสกัดนอยกวาปจจัยความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัดและปจจัยอัตราไหล
เชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่อง ซึ่งอาจสรุปไดวา ความเร็วรอบในการปน
กวนของใบพดัมี 
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รูปที่ 5.33  อิทธิพลของความเขมขนของน้าํหมักเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่องที่มีผลตอ

ประสิทธิภาพการสกัดของแอลคาไลนโพรทีเอสตอน้าํหมัก ภาวะการ
ทดลอง คือ ความเร็วรอบในการปนกวนของใบพัด = 100 และคา Fd

และFc  = 3.4 และ 11.8 ml/min ตามลําดับ pH= 7.5  
 
 จากเปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการสกัดที่เพิ่มข้ึนทีถ่ึง 8.9 และ 8.0 เปอรเซนต ที่
ความเขมขนของน้าํหมักในวฏัภาคตอเนื่องเทากบั 40 เปอรเซนตเมือ่เปรียบเทยีบกบัที ่20 เปอรเซนต 
แตในทางกลบักันกลับพบวาความบริสุทธิ์แสดงในรปูของคากิจกรรมจําเพาะลดลงถงึ 37.5 
เปอรเซนต  ดงันัน้จึงควรเลอืกความเรว็รอบในการปนกวนเทากับ 100 รอบตอนาที อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 3.4 และ11.8 มิลลิลิตรตอนาที 
ตามลําดับ และความเขมขนของน้าํหมักในวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 20 เปอรเซนต เปนภาวะการ
สกัดแอลคาไลนโพรทีเอสที่ดสีุด เนื่องจากใหเปอรเซนตผลไดเทากับ 73.7 เปอรเซนต ประสิทธิภาพ
การสกัด 0.79 และใหจํานวนเทาความบริสุทธิ์สูงถึง 6.0 เทา ซึ่งเปนคาที่สูงกวาคาที่ความเขมขน
ของน้ําหมกัอื่นๆในวัฏภาคตอเนื่อง 
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 ผูวิจัยไดทาํการทดสอบความเสถียรของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการสกัดแลวและ
ละลายอยูในวฏัภาคกระจายตัว ซึ่งประกอบดวย PEG 42.5 %, โพแทสเซียมฟอสเฟต 2.5% และ
น้ํา 55.0 % โดยน้าํหนัก  เพื่อหาระยะเวลาที่สามารถเก็บรักษาเอนไซมไวในวฏัภาคกระจายตัว
กอนทีจ่ะนําไปใชงาน ดวยการเก็บไวเปนเวลา 1 เดือนที่อุณหภูมิ 32 ± 2 , 4 และ -20 องศา
เซลเซียส พบวากิจกรรมของเอนไซมมีการลดลงจากคาเริ่มตน 12.9, 9.2  และ 6.2 เปอรเซนต 
ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นวาความเสถียรของเอนไซมแปรผกผันกับอุณหภูมิที่เก็บรักษา ซึง่จากการ
ทดลองอาจถอืวาเอนไซมมคีวามเสถียรคอนขางมากแมเก็บไวที่อุณหภูมิหอง ซึ่งแสดงใหเหน็วา 
วัฏภาคกระจายตัว ซึ่งประกอบดวย PEG1000 อยูมากสามารถปองกันใหเอนไซมเสื่อมสภาพได
ชาลงแมจะเปนที่อุณหภูมิหอง 
 
 จากการตรวจเอกสารในหัวขอ 3.2 พบวามงีานวิจยัทีศ่ึกษาการสกดัเอนไซมในหอสกัด 
โดยใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคไมมากนกั และ ยงัไมมีงานวิจัยใดศึกษาการสกัดเอนไซมใน
หอสกัดแบบ Oldshue Rushton ดังนัน้งานวิจยันี้จงึไมสามารถเปรยีบเทียบกับงานวิจยัอื่นไดเลย  
ทั้งนี้เนื่องจากงานวิจยัสวนใหญจะศึกษาคณุสมบัติของการดําเนนิการในหอสกัดที่มีผลตอคา hold 
up ( Coimbra และ คณะ, 1998; Save pangarker,1993; Pawar และ คณะ 1997) และยังเปน
การศึกษาการสกัดเอนไซมทีม่ีความบรุสทิธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ (Save pangarker,1993; 
Pawar และ คณะ 1997) ดังนัน้งานวิจัยเหลานัน้จึงไมมีขอมูลที่งานวิจัยนี้สามารถนํามา
เปรียบเทียบได  แตอยางไรก็ตามงานวิจัยของ Porto และ คณะ (1997)  ไดศึกษาการสกัดเอนไซม 
ไซโตโครมบี 5 ที่ยงัไมผานการทําใหบริสุทธิ์ในหอสกัดแบบ PRDC ซึ่ง Porto และ คณะ (1997) 
พบวาจํานวนเทาความบริสุทธมีคาเทากับ 1.7 ในขณะที่มีประสิทธิภาพการสกัดประมาณ 1 และ
ไมขึ้นกับความเร็วรอบในการปนกวน ซึ่งเปนงานวิจยัที่มีลักษณะหอสกัดและการดําเนนิงานวิจัย
ใกลเคียงกับงานวิจัยนี ้ แตก็ไมสามารถนาํมาเปรยีบเทยีบกับงานวิจยันี้ได ซึง่มีเหตุผลที่เกี่ยวของ
ดวยกนั 3 ขอ ขอที ่ 1 คือ ไซโตโครมบี 5 และแอลคาไลนโพรทีเอสมนี้าํหนักโมเลกุลและความเปน
ประจุตางกัน ขอที่ 2 คือ ระบบที่ใชแยกสารชีวโมเลกลุทั้งสองมีองคประกอบตางกนั ขอที่ 3 คือ 
ลักษณะทางกายภาพภายในหอสกัดมีลักษณะแตกตางกัน ดังนัน้ จากขอที ่ 1 และ 2 จะใหคา
สัมประสิทธิก์ารแยกที่ภาวะสมดุลมีคาตางกัน ดังสมการของ Bronstadt (สมการที ่ 3.2)  ซึ่งจะมี
ความสัมพันธกับคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ดังสมการที ่5.5 และ 5.6  และจากขอที่ 3 จะ
ทําใหคา    อุทกพลศาสตรของของเหลวภายในหอสกัดแตกตางกนั ซึง่จะทําใหผลของการสกัดที่ได
แตกตางกนั   
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จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton ในงานวิจัยนี้ทาํใหสามารถนํามาใชเปนภาวะทีสํ่าหรับการหาขอมูลเบื้องตน 
เพื่อใชในการออกแบบหอสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสทีม่ขีนาดใหญข้ึนตอไป โดยมีพารามิเตอร
สําคัญสําหรับการออกแบบ 2  พารามิเตอร คือ พืน้ที่หนาตัดของหอสกัด ซึง่สามารถคาํนวณได
จากสมการที ่5.10  หรือ 5.11 
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โดยสวนมาก Uc และ Ud  ที่ใชในการดําเนินการในหอสกัดจะมีคานอยกวาความเร็วในการไหลที่
ความจุสูงสุด (flooding point) โดยสามารถคาํนวณ ความเรว็ในการไหลของวัฏภาคที่ความจุ
สูงสุดไดจากการ ดิฟเฟอเรนชีเอส (differentiate)  สมการ ที่ 5.12  ( Thornton ,1992 อางถึง 
Gayler และ คณะ ,1953) เทียบกับ hold up ใหมีคาเทากับ 0 ดังนี ้
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  แตอยางไรก็ตาม จากสมการที่ 5.13 และ 5.14 จะมีพารามิเตอรที่ไมทราบคา นัน่คือ คา 
VN  ซึ่งสามารถคํานวณ ได 2 วิธี วิธีแรกคอื จากการทดลองโดยใหหยดของวัฏภาคกระจายตวัหนึง่
หยดไหลภายในหอสกัดที่มวีฏัภาคตอเนื่องอยูเต็มหอ แตไมมีการไหลของวัฏภาคตอเนื่องที่ภาวะ
ในการกวนที่ใชในการสกัด แลววัดเวลาที่หยดของวัฏภาคกระจายตวัไหลออกจากหอสกัด อีกวธิี
หนึง่คือ หาไดจากการเขียนกราฟความสัมพนัธของสมการทางซายมือและขวามือของสมการที ่
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5.12 โดย VN คือความชนัของกราฟที่ได  อยางไรก็ตาม VN ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงคาอุทกพลศาสตร
ของของไหล ซึ่งจะขึ้นกับความเร็วรอบในการปนกวน เสนผานศนูยกลางของใบพัด  เสนผาน
ศูนยกลางภายในของวงแหวน  ระยะหางระหวางวงแหวน  ดงันัน้การปรับเปลี่ยนคาใดคาหนึ่งของ
ปจจัยเหลานี้จะทําใหคา VN เปลี่ยนแปลงไปดวย    พารามิเตอรที่สอง คือ ความสูงของหอสกดั  
เนื่องจาก Oldshue Rushton เปนหอสกัดแบบ ดิฟเฟอเรนเชียล (differential) ดังนัน้ จึงสามารถ
คํานวณความสูงของหอสกดัไดเมื่อทราบคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวม ซึ่งหอสกัดแบบ 
Oldshue Rushton มีความสัมพันธของคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลรวมกับสัมประสิทธิ์ของ
ขั้นตอนสมดุลดังสมการที่ 5.16 
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ซึ่งเปนสมการที่มาจากการสมดุลมวลภายในหอสกัด ดังนัน้เมือ่ทราบคาสัมประสิทธิ์การถายเท
มวลรวมแลวสามารถคาํนวณหาขั้นตอนสมดุลของหอสกัดไดจากสมการที ่5.17 
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ซึ่งเปนผลคูณของจํานวนขั้นตอนสมดุลกับเทอมของความสูงของการถายเทมวลตอหนึ่งหนวย
ขั้นตอนสมดุล  อยางไรก็ตามคาสัมประสิทธิก์ารถายเทมวลรวมควรจะตองมาจากภาวะที่
เหมาะสมตอการสกัดเทานัน้ ทัง้นี้เนื่องจากเมื่อภาวะการสกัดที่ตางกนัจะทําใหคาสมัประสิทธิก์าร
ถายเทมวลรวมตางกนัดวย 
 
 

 



บทที่6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
6.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 6.1.1 การศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการแยกแอลคาไลนโพรทเีอสในบีกเกอร 
   

• อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางของระบบ 
 

ที่ทาํการศึกษามีทัง้หมด 4  คา คือ 7.5   8.5   9.5 และ 10.5 พบวาคาความเปนกรด-ดาง
ที่ 7.5 เปนภาวะที่ใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสและคากิจกรรมจําเพาะ 
(ความบริสุทธิ)์ สูงสุด คือ มคีาเทากับ 49.1 และ 31.8 ตามลําดับ 
 

• อิทธิพลของปริมาณน้ําหมกัและสัดสวนโดยปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง   
จากการทดลองในชุดนี้คงคาความเปนกรด-ดางของระบบไวที่ 7.5 ซึง่เปนคาที่เหมาะสม

ที่สุด เพื่อศึกษาอิทธิพลของปริมาณน้ําหมัก 5 คา คือ 10,  20,  30,  40,  50 เปอรเซนต  โดย
น้ําหนกัของระบบรวมกับอิทธิพลของสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลาง 5 คา คอื   
22:1   3:1   1:1   1:3 และ 1:25 ตอการสกัดโดยพิจารณาจากคาสมัประสิทธิก์ารแยก กิจกรรม
จําเพาะของแอลคาไลนโพรทีเอสและเปอรเซนตผลได พบวาที่สัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบน
ตอ       วัฏภาคลางเทากบั 1:25 และปริมาณน้ําหมกัเทากับ 50 %(w/w)  เปนภาวะที่เหมาะสม
ที่สุดตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในบีกเกอร คือใหสัมประสทิธิก์ารแยก กิจกรรมจําเพาะของ
แอลคาไลนโพรทีเอสและเปอรเซนตผลไดเทากับ 48.3, 17.7  ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ 62.2 
%ตามลําดับ 
 

6.1.2 การเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด 
 

การเลือกชนิดและออกแบบหอสกัดในงานวิจยันี้อางองิหลักการของ Thornton 
(1992) โดยมปีจจัยทีน่ํามาเปนเกณฑในการพิจารณาดงันี ้

 
• ปริมาตรการไหลผานทัง้หมด ≤ 0.25 ลูกบาศเมตรตอช่ัวโมง 
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• จํานวนขัน้ตอนสมดุล มากกวา 1 ข้ันตอนสมดุล 
• คุณสมบัติทางกายภาพ พจิารณาในแงของผลตางของความหนาแนนของวัฏภาค

ทั้งสอง  โดยระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ทําการศึกษามีผลตางของความหนาแนนเทากับ 
229 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร 

• สัดสวนของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตอวัฏภาคตอเนื่อง 
เทากับ 0.04 

• ปริมาณของแข็งในระบบ : พอสมควร 
• ตองการใหหอสกัดงายตอการทําความสะอาด 
• ตองการใหหอสกัดงายตอการดูแลรักษาและซอมบํารุง 

 
ชนิดของหอสกัดที่เหมาะสมคือ หอสกัดแบบ Oldshue Rushton โดยออกแบบใหมีเสน

ผานศนูยกลางของหอสกัด โดยมีระยะหางระหวางวงแหวนและความสูงหอสกัดเทากับ 23 และ 
500 มิลลิเมตร ตามลําดับ 
 

6.1.3 การศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัชนิด Oldshue Rushton  การ
ทดลองในชุดนี้ ศึกษาถึงอิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวน อัตราการไหลเชิงปริมาตรของ  
วัฏภาคกระจายตัวและความเขมขนของน้าํหมกัที่ภาวะคงที่ ตอ จํานวนเทาของความบรสิุทธิ์  
เปอรเซนตผลได และประสิทธิภาพการถายเทมวล  โดยระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาคที่ใชในการ
สกัดมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 7.5    ประกอบดวย วัฏภาคกระจายตวั ซึ่งมสีัดสวนเชงิมวล
ดังนี ้ PEG1000   โพแทสเซียมฟอสเฟต  และน้าํ  เทากับ 42.5 และ 2.5 เปอรเซนตตามลาํดับ  
สวน   วัฏภาคตอเนื่องประกอบดวย โพแทสเซียมฟอสเฟต และ น้าํ (หรือน้ําหมัก) เทากับ 28.0 
และ 72.0 เปอรเซนต ทําการสกัดโดยมวีัฏภาคกระจายตัวไหลขึ้นสวนทางกับวัฏภาคตอเนื่องซึง่
ไหลลง 

 
• อิทธิพลของความเรว็รอบในการปนกวน 

ในการทดลองนี้ควบคุมใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและวัฏภาค
ตอเนื่องมีคาคงที่เทากับ 2.1 และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับและวัฏภาคตอเนื่อง
ประกอบดวยปริมาณน้าํหมกั 20 เปอรเซนตโดยน้าํหนัก สวนความเร็วรอบในการปนกวนที่
ทําการศึกษาคือ 0,   50, 100, 150, และ 200 รอบตอนาท ีพบวาความเร็วรอบในการปนกวนที่
สูงขึ้นมีผลทําให      เปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการถายเทมวลสูงขึ้น ในขณะที่จํานวนเทา
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ความบริสุทธิล์ดต่ําลง ทัง้นีเ้นื่องจากปนกวนที่สูงขึน้สงผลใหการถายเทมวลสารของโปรตีน
ปนเปอนสงูขึน้ดวยเชนกนั โดยพบวาที่ 0 รอบตอนาทีไดคาจํานวนเทาของความบรสุิทธิ์ เปอรเซนต
ผลได และประสิทธิภาพการถายเทมวลเทากับ 9.2,  35.6 เปอรเซนต และ 0.58 ตามลําดบั 
ในขณะที่ 200 รอบตอนาทีใหคา 2.2 ,  74.4 เปอรเซนต และ 0.9 ตามลําดับ  

 
• อิทธิพลของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว 

 
ในหอสกัดนี้ควบคุมใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องมีคาคงที่เทากับ 17.9 

มิลลิลิตรตอนาท ีแลวปรับคาอัตราไหลเชงิปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว 4 คา คือ 1.0,  2.1,  3.4 
และ 5.3 มิลลิลิตรตอนาท ีตามลําดับ โดยทําการศึกษาที่ความเร็วรอบในการปนกวน 0,  50  และ 
100 รอบตอนาที ในทกุชุดการทดลองนีท้ําการสกัดทีป่ริมาณน้าํหมกั 20 เปอรเซนต โดยน้ําหมัก
ในวัฏภาคตอเนื่อง พบวา อัตราไหลเชิงปริมาตรทีม่คีาสูงเกนิไปจะทําใหเปอรเซนตผลไดลดลง 
ทั้งนี้เนื่องจากเวลาในการสมัผัสกันของวฏัภาคทั้งสองมีนอยจงึทาํใหการถายเทมวลเกิดขึ้นไดไม
เต็มที ่ โดยที่ความเรว็รอบในการปนกวน  50 และ100 รอบตอนาท ี  และอัตราไหลเชิงปริมาตร
เทากับ 5.3 มิลลิลิตรตอนาทีใหเปอรเซนตผลไดต่ํากวาที่อัตราไหลเชงิปริมาตรเทากับ 2.1 มิลลิลิตร
ตอนาที ถึง 12.9 เปอรเซนต และ 7.8 เปอรเซนต  ตามลําดับ และ จาํนวนเทาความบริสุทธิ์ก็ลดลง
ถึง 45.1 และ 41.0 เปอรเซนต ตามลําดบั  ในขณะที่ความเรว็รอบในการปนกวน 0 รอบตอนาที ที่
ระดับอัตราไหลเชิงปริมาตรเดียวกนักลับใหปริมาตรสูงขึน้ถึง 33.3 เปอรเซนต และจํานวนเทา
ความบริสุทธิล์ดลงเพียง 4.1 เปอรเซนต แตอยางไรก็ตามประสิทธิภาพการสกัดของทัง้ 3 ความเร็ว
รอบที่ระดับอัตราไหลเชงิปรมิาตรเดยีวกับที่กลาวขางตนมีการเปลี่ยนแปลงอยูในชวง 3.0 – 7.0 
เปอรเซนต เทานัน้ 
 

• อิทธิพลของอตัราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 
 

จากการทดลองลดอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องจาก 17.9 มิลลิลิตรตอ
นาทีเปน 11.8 มิลลิลิตรตอนาที โดยยังคงใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวมีคา 
4 คาดังเดิมคือ 1.0,  2.1,  3.4,  5.3 มิลลิลิตรตอนาที  เปนการแกไขเพื่อใหวัฏภาคทั้งสองใช
เวลาสัมผัสกันมากขึ้น เพื่อใหเกิดการถายเทมวลขึน้ไดเต็มที่  และทาํการศึกษาที่ความเรว็รอบ
ในการปนกวน  0,  50 และ 100 รอบตอนาท ี และ ปริมาณน้าํหมกัเริ่มตนเทากับ 20 
เปอรเซนตโดยน้ําหนกัของวฏัภาคตอเนื่อง พบวา ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง
มีคาเทากับ 11.8 มิลลิลิตรตอนาท ี ใหคาเปอรเซนตผลไดดีกวาทีทุ่กการทดลองของอัตราไหล
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เชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 17.9 มิลลิลิตรตอนาท ี ในขณะที่จํานวนเทาของความ
บริสุทธิ์และประสิทธิภาพการสกัดที่มีคาสงูสุดในแตละความเรว็รอบในการปนกวนมคีา
ใกลเคียงกนั  พบวาที่อัตราไหลของวัฏภาคตอเนื่องและวัฏภาคกระจายตัวเทากับ 11.8 และ 
3.4 มิลลิลิตรตอนาท ี ที่ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาที ใหเปอรเซนตผลได  
จํานวนเทาของความบริสุทธิแ์ละประสิทธภิาพการสกัดดีที่สุดของการทดลองในนี ้ คือ มีคา
เทากับ  6.0,   73.7  เปอรเซนต และ 0.79 ตามลําดับ 

 
•  อิทธพิลของความเขมขนของน้าํหมักเริ่มตนในวัฏภาคตอเนื่อง 

 
จากการทดลองนี้ควบคุมใหอัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาค

ตอเนื่อง รวมถึงความเร็วรอบในการปนกวนมีคาคงทีท่ี่ 3.4 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที 100 รอบ
ตอนาท ี ตามลําดับ แลวปรบัเปลี่ยนปริมาณน้ําหมกัเริม่ตนที่เตมิในวฏัภาคตอเนื่องเปน 4 คา คือ 
20,  40,  60  และ 72 เปอรเซนตโดยน้าํหนัก ซึ่ง 72 เปอรเซนตเปนปริมาณน้ําหมักมากที่สุดที่
สามารถเตมิไปในวัฏภาคตอเนื่องได ดงันัน้ที่ความเขมขนนี้จงึไมมนี้ําเปลาในวัฏภาคตอเนื่องเลย 
ซึ่งพบวา ที่ระดับปริมาณน้าํหมกัเริ่มตนเทากับ 40 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัใหเปอรเซนตผลไดทีม่ี
คาสูงสุดคือ 82.5 เปอรเซนต  ซึ่งมีคาสูงกวาที่ระดับความเขมขนของน้ําหมักเทากบั 20,  60 และ 
72 เทากับ 8.9  0 และ 2.6 เปอรเซนตตามลําดับ และพบวาจํานวนเทาของความบริสุทธิจ์ะลด
ต่ําลงเมื่อปริมาณน้ําหมกัเริม่ตนในวัฏภาคตอเนื่องมีมากขึ้น พบวา ที่ระดับปริมาณน้ําหมักเริ่มตน
เทากับ 20 เปอรเซนตโดยน้ําหนกัใหจาํนวนเทาของความบริสุทธิ์สูงที่สุด คือ 6.0 เทา ซึ่งมคีาสูง
กวาที่ระดับปริมาณน้าํหมักเริ่มตนเทากับ 40  และ 72 เปอรเซนต ถงึ 37.5 และ 69.8 เปอรเซนต  
ตามลําดับ ในขณะที่ประสิทธิภาพการสกัดมีแนวโนมเชนเดียวกับคาเปอรเซนตผลได คือ ที่ระดบั
ปริมาณน้าํหมกัเริ่มตนเทากบั 40 เปอรเซนตเปนระดับที่ใหประสิทธิภาพการสกดัสูงสุด ซึ่งมคีา
เทากับ 0.88  ซึ่งมีคาสงูกวาคาที่ระดบัปริมาณน้าํหมักเทากับ 20 เปอรเซนตเทากับ 10.2 
เปอรเซนต 

 
 6.1.4 ภาวะเหมาะสมที่สดุในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในหอสกดัแบบ Oldshue 
Rushton โดยใหวัฏภาคกระจายตัว ซึ่งมีองคประกอบของ PEG1000  เทากับ 42.5% (w/w) และ 
โพแทสเซยีมเทากับ 2.5%(w/w) ไหลสวนทางกับวัฏภาคตอเนื่องซึ่งมอีงคประกอบของโพแทสเซยีม
เทากับ 28% (w/w) ซึ่งทาํการศึกษาอิทธิพลของปจจัยทีม่ีผลตอการถายเทมวลภายในหอสกัด โดย
ใช จํานวนเทาความบริสทุธิ ์ เปอรเซนตผลไดและประสิทธิภาพการสกัดเปนเกณฑในการเลือก
ภาวะที่เหมาะสมตอการสกดั พบวาที่ความเรว็รอบในการปนกวนเทากับ 100 อัตราไหลเชิง
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ปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัวและวัฏภาคตอเนื่องเทากับ 3.4 และ 11.8 มิลลิลิตรตอนาที
ตามลําดับ และปริมาณน้าํหมักเทากับ 20 %(w/w) เปนภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลน
โพรทีเอสในหอสกัดแบบ Oldshue Rushton คือ มี ความบริสุทธิ์ของแอลคาไลนโพรทีเอส 
มากกวาในน้าํหมัก  6.0 เทา เปอรเซนตผลไดเทากับ 73.7  และประสิทธิภาพการสกดัเทากับ 0.79  
 
 6.1.5 ผูวจิัยไดทําการทดสอบความเสถียรของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ผานการสกัดแลว
และละลายอยูในวัฏภาคกระจายตวั ซึ่งประกอบดวย PEG 42.5 %, โพแทสเซยีมฟอสเฟต 2.5% 
และน้ํา 55.0 % โดยน้าํหนกั  เพื่อหาระยะเวลาที่สามารถเก็บรักษาเอนไซมไวในวฏัภาคกระจายตัว
กอนทีจ่ะนําไปใชงาน ดวยการเก็บไวเปนเวลา 1 เดือนที่อุณหภูมิ 32±2, 4 และ -20 องศาเซลเซยีส 
พบวากิจกรรมของเอนไซมมกีารลดลงจากคาเริ่มตน 12.9,   9.2   และ 6.2 เปอรเซนต ตามลําดับ  
 
6.2 ขอเสนอแนะ  
 
 ควรทําการศึกษาปจจยัที่เปนองคประกอบทางกายภาพของหอสกัด ไดแก ระยะหาง
ระหวางวงแหวน เสนผานศูนยกลางภายในวงแหวน รวมถึงเสนผานศูนยกลางของใบพัด เพราะ
ปจจัยเหลานีม้ีอิทธพิลตอการถายเทมวล รวมถงึการยอนกลับมาผสมกันของสารละลายภายในหอ
สกัด 
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ตารางที่ ก คามาตรฐานของการดูดกลืนแสงของโบวีนซรัีมอัลบูมิน (BSA) ในน้าํเปลา 
 

ความเขมขนของ BSA 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 

คาการดูดกลนืแสงของ 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. คามาตรฐานการดูดกลืนแสงของโปรตีน (BSA)  
 
 
 
 
 
 

 
 

y = 0.0014x
R2 = 0.9974
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ภาคผนวก ข 
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วิธีการคํานวณหาปริมาณเอนไซม 
 

นิยามของกิจกรรมของเอนไซม  คือ คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร
เปลี่ยนไป 0.1 หนวย คือ1 ยูนิตของแอลคาไลนโพรทีเอส  
 

คาการดูดกลนืแสง เปลี่ยนไป 0.1 หนวย ไดกิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส 1 ยูนติ 
คาการดูดกลนืแสงเปลี่ยนไป 1 หนวย ไดกิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส 10 ยูนิต 
  
ในการวิเคราะหดูดตัวอยางมา 100 ไมโครลิตร ไดกิจกรรมของแอลคาไลนโพรทเีอส 10 ยู

นิต ถาเทยีบกจิกรรมของแอลคาไลนโพรทเีอสตอ 1 มิลลิลิตร (1000 ไมโครลิตร)จะได กิจกรรมของ
แอลคาไลนโพรทีเอส เทากบั 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเทียบเวลา 20 นาทีที่ใชในการบมใหแอล
คาไลนโพรทีเอสทํางาน จะไดวา มกีิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสเทากับ 5 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอ
นาที ซึง่สามารถเขียน เปนการคํานวณดังนี ้

 
เอนไซม 100 ไมโครลิตร ได กิจกรรมของเอนไซม 10 ยูนติ 
เอนไซม 1000 ไมโครลิตร  จะไดกิจกรรมของเอนไซม  

100
1000*10

=   
       
         = 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
เมื่อคิดเทียบตอเวลาจะได กจิกรรมของเอนไซม     =

20
100  

 
          = 5 ยูนิตตอมิลลิลตรตอนาท ี
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ตาราง ค.1 ความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสและโปรตีนที่ทาํการทดลองในบีกเกอรเมื่อ 
    ปรับเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดาง 

 
กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอส 

(ยูนิตตอลิตร) 
ความเขมขนของโปรตีน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) PH 
วัฏภาคบน วัฏภาคลาง วัฏภาคบน วัฏภาคลาง 

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 ความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ทาํการทดลองในบีกเกอร เมื่อปรับเปลี่ยนสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปริมาณน้ําหมัก 
 

กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคบน (ยนูิตตอลิตร) กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฏภาคลาง (ยูนิตตอลิตร) สัดสวนเชิงปริมาตร/ 
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 ความเขมขนของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ทาํการทดลองในบีกเกอร เมื่อปรับเปลี่ยนสัดสวนเชงิปริมาตรของวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางและปริมาณน้ําหมัก 
 

ความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาคบน 
 (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนในวฏัภาคลาง 
 (มิลลิกรัมตอลิตร) 

สัดสวนเชงิปริมาตร/
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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีถู่กสกดัในหอสกัดทีค่วามเร็วรอบตางๆ ตามเวลา ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและตอเนื่อง 
  เทากับ 3.4 และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ 
 

กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว (ยูนิตตอลิตร) กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่อง (ยูนิตตอลิตร) 
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 ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกดัที่ความเร็วรอบตางๆ ตามเวลาที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวและตอเนื่อง 
  เทากับ 3.4 และ 17.9 มิลลิลิตรตอนาที ตามลําดับ 
 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคกระจายตัว (มิลลิกรัมตอลิตร) ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่อง (มลิลิกรัมตอลิตร) 
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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีถู่กสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

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 ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกดัที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง17.9 มิลลิลิตรตอนาที  
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสทีถู่กสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

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  ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกดัที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง17.9 มิลลิลิตรตอนาที  
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 17.9 มิลลิลิตรตอนาที  

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

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  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง17.9 มิลลิลิตรตอนาที  
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

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  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 0 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

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  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 50 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีอ่ัตราไหลเชิงปริมาตรของวฏัภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  
ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมแอลคาไลนโพรทีเอสวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิง
ปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (ยูนิตตอลิตร) 

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  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัดที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว ตางๆ ตามเวลา  

ความเร็วรอบในการปนกวน 100 รอบตอนาท ีและอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคตอเนื่อง 11.84 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงปริมาตร
ของวัฏภาคกระจายตัวตางๆ (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสที่ถกูสกดัในหอสกัดทีค่วามเขมขนในน้าํหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง  ตามเวลา ความเร็วรอบในการปนกวน 
          100 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว และวัฏภาคตอเนื่อง 3.4 และ 11.84 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลาํดับ 

 
               กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่ความเขมขนน้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (ยูนิตตอลิตร) 

กิจกรรมของแอลคาไลนโพรทีเอสในวัฎภาคตอเนื่องที่อัตราไหลเชิงที่
ความเขมขนน้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (ยูนิตตอลิตร) 

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  ความเขมขนของโปรตีนทีถ่กูสกัดในหอสกัด ที่ความเขมขนในน้ําหมกัเริ่มตนตางๆ ในวัฏภาคตอเนื่อง  ตามเวลา ความเร็วรอบในการปนกวน 

          100 รอบตอนาที และอัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคกระจายตัว และวัฏภาคตอเนื่อง 3.4 และ 11.84 มิลลิลิตรตอนาที  ตามลาํดับ 
 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในหอสกัดในวัฎภาคกระจายตัว 
ที่ความเขมขนน้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของโปรตีนที่ถูกสกัดในวัฎภาคตอเนื่องที่ความเขมขน
น้ําหมักเริ่มตนตางๆในวัฏภาคตอเนื่อง (มิลลิกรัมตอลิตร)  

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 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาววิไลวรรณ  ชวยยก เกิดเมื่อวนัที ่15 พฤศจิกายน 2518 ที่ อ. กงหรา จังหวัดพัทลงุ 
สําเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาวชิาอุตสาหกรรมเกษตร ภาควิชาอุตสาหกรรม
เกษตร คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในป
การศึกษา 2540 หลังจากนัน้ไดเขาศกึษาในหลกัสตูรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชา
วิศวกรรมเคม ีคณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั ในปการศึกษา 2541 
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