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บทที่ 2 

 
ทฤษฎี 

 
2.1 บทนํา 
 

ในการศึกษาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. 
subtilis NS 99 จําเปนตองมีความรูพื้นฐานเกี่ยวกับเอนไซมและวิธีการที่ใชในการสกัด ในบทนี้
แบงเปน 2 สวนหลักคือ สวนแรกกลาวถึงลักษณะโดยทั่วไปของเอนไซม ปจจัยที่มีผลตอการ
ทํางานของเอนไซม และชนดิของโพรทีเอส  สวนที่สองกลาวถึงระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใช
ในการสกัด รวมถึงพารามิเตอรที่บงบอกถึงประสิทธิภาพในการสกัดดวย 
 
2.2 เอนไซม 
 
 2.2.1 โครงสรางของเอนไซม 
  

เอนไซมเปนโปรตีนซึ่งสังเคราะหข้ึนจากเซลลของสิ่งมีชีวิต  โครงรูปของเอนไซมถูกกําหนด
ขึ้นโดยลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโน  เรียกลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนในสายโพลีเปป-
ไทดวาโครงสรางปฐมภูม ิ(primary structure)  สายโพลีเปปไทดสามารถขดตัวเปนเกลียว (helix)  
การขดตัวเชนนี้เกิดจากการสรางพันธะไฮโดรเจนระหวางออกซิเจนของพันธะเปปไทดหนึ่งกับ
ไฮโดรเจนของพันธะเปปไทดที่อยูในตําแหนงไกลออกไปในสายโพลีเปปไทดเดียวกัน  นอกจากนี้
สายโพลีเปปไทดยังสามารถขดตัวกันเปนแผนจีบเบตา  (β-pleated sheet) เรียกโครงสรางของ
การขดเปนเกลียวหรือเปนแผนจีบเบตาวาโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) 
 
 สวนเอนไซมที่เปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนกอนกลม (globular protein)  ซึ่งเกิดจากการที่
สายโพลีเปปไทดทั้งสวนที่เปนเกลียวหรือไมก็ตาม ขดไปขดมาอันเนื่องจากพันธะไฮโดรเจน  พันธะ  
ไดซัลไฟด แรงดึงดูดไฟฟาสถิตย แรงดึงดูดแบบไฮโดรโฟบิก (hydrophobic)  และแวนเดอวาล 
(Van der Waals) ระหวางหมูขางเคียงของกรดอะมิโนตาง ๆ เรียกโครงสรางเชนนี้วาเปนโครงสราง
ตติยภูมิ (tertiary structure)  นอกจากนี้เอนไซมบางชนิดเปนโปรตีนที่ประกอบดวยโพลีเปปไทด
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หลาย ๆ สายหรือหลาย ๆ หนวยยอย (subunit) มาจับกัน เรียกโครงสรางเชนนี้วาเปนโครงสราง
จตุรภูมิ (quaternary structure) 

2.2.2  การทาํงานของเอนไซม 
  

เอนไซมเปนกลุมของโปรตีนที่มีหนาที่พิเศษแตกตางจากโปรตีนและโมเลกุลทั่วไป นั่นคือมี
ความสามารถเรงปฏิกิริยาเคมีในสิ่งมีชีวิตไดอยางมีประสิทธิภาพสูงกวาตัวเรงสังเคราะหหลายเทา  
แมในปริมาณเพียงเล็กนอย (ระดับไมโครโมลาร) ก็ตาม  นอกจากนี้เอนไซมสามารถทํางานได
ภายใตสภาวะไมรุนแรง (mild condition)  ซึ่งเหมาะสมอยางยิ่งกับสภาวะภายในเซลลของ
สิ่งมีชีวิต  เอนไซมมีความจําเพาะ (specificity) ตอสับสเตรทสูงมาก  และเรงปฏิกิริยาโดยไมทําให
เกิดผลิต-ภัณฑอ่ืน รวมทั้งเพิ่มอัตราเร็วของปฏิกิริยา โดยเอนไซมมีความสามารถในการกระตุน 
(activation)  ทําใหพลังงานกระตุนของปฏิกิริยาลดลง       สารที่ทําปฏิกิริยาโดยมีเอนไซมเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา เรียกวา สับสเตรท (substrate)   สวนสารที่ไดจากปฏิกิริยา เรียกวา ผลิตภัณฑ 
(product) 
 
 เอนไซมมีขนาดนํ้าหนักโมเลกุลตาง ๆ กัน ตั้งแต 12,000 ถึง มากกวาลาน  เมื่อเทียบกับ
ขนาดของสับสเตรท พบวาเอนไซมมีขนาดใหญกวามาก  แตไมวาเอนไซมจะมีขนาดเทาใดก็ตาม  
จะมีกรดอะมิโนเพียงบางตําแหนงเทานั้นที่มีสวนในการเรงปฏิกิริยา โดยเรียกบริเวณนี้วาบริเวณ
เรง (active site)  สวนกรดอะมิโนที่ตําแหนงอ่ืน ๆ จะมีสวนชวยในการกําหนดโครงสรางของ
โมเลกุลเอนไซมเทานั้น 
 
 เอนไซมบางชนิดทํางานไดในสภาพที่เปนสายโพลีเปปไทดอิสระ เชน ไรโบนิวคลิเอสจาก
ตับออน (pancreatic ribonuclease)  นอกจากนี้ยังมีเอนไซมบางชนิดจะมีความสามารถเรง
ปฏิกิริยาไดเฉพาะเมื่อมีสารอื่นที่ไมใชโปรตีนที่มีความจําเพาะตอตัวมันมาชวยทํางานเทานั้น ซึ่ง
สารเหลานี้เรียกรวม ๆ วา โคแฟคเตอร (co-factor) แบงเปนสองประเภทตามชนิดของสารเคมีนั้น 
ประเภทหนึ่งเปนสารอนินทรีย เชน Zn2+  ของคารบอกซีเปปติเดส (carboxypeptidase)  อีก
ประเภทหนึ่งเปนสารประกอบอินทรียซึ่งเรียกรวม ๆ วาโคเอนไซม (co-enzyme) เชน ไพริดอกซอล 
ฟอสเฟต (pyridoxal phosphate) ของทรานอะมิเนส (transaminase)  เอนไซมบางชนิดตองการ
สารอนินทรีย บางชนิดตองการโคเอนไซม  และบางชนิดตองการทั้งสองประเภทในขณะเดียวกัน  
โคแฟคเตอรเหลานี้อาจจับกับเอนไซมอยางหลวม ๆ หรือจับอยางเหนียวแนนและถาวรก็ได   โค
แฟคเตอรที่จับกับเอนไซมอยางเหนียวแนนนี้เรียกวา กลุมโปรสเตติก (prosthetic group) ของ
เอนไซม  เชน ฮีม (heme) ของไซโตโครม (cytochrome)  เอนไซมที่มีโคแฟคเตอรอยูบนโมเลกุล
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ครบถวนและมีความสามารถเรงปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณ เรียกวา โฮโลเอนไซม (holoenzyme)  
แตเมื่อแยกสวนที่เปนโคแฟคเตอรออกจนเหลือแตสวนที่เปนสายโพลีเปปไทด  สวนที่เหลือเปน
เฉพาะสวนโปรตีนเรียก เอโปเอนไซม (apoenzyme)  ซึ่งทํางานไดไมดีเทาเดิมหรือทําไมไดเลย 
 

สารประกอบที่เติมลงไปในปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตัวเรงแลวทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยา
ชาลง เรียกวาตัวยับยั้ง (inhibitor) สารหลายชนิดมีสมบัติในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่
ข้ันตอนใดขั้นตอนหนึ่ง ตัวยับยั้งอาจทําปฏิกิริยากับเอนไซมที่บริเวณจับ (binding site) หรือ
บริเวณเรง (active site) แลวทําใหสับสเตรทไมสามารถจับกับเอนไซมหรือไมสามารถดําเนิน
ปฏิกิริยาไดตามปกติ 
 
 2.2.3  การเรยีกชื่อเอนไซม 
  

การเรียกชื่อเอนไซม  แตเดิมเรียกเปนชื่อสามัญ (Trivial name)  ซึ่งมกัเรียกโดยใชชื่อของ
สับสเตรทแลวตอทายดวย -ase เชน amylase, maltase, protease  นอกจากนี้ยงัมีเอนไซมชนิด
เดียวกนั แตมาจากสวนของรางกายตางกนั เชน  pancreatic α-amylase, salivary α-amylase  
ในปจจุบนัตองระบุแหลงดวย เชน human α-amylase, hog pancreatic α-amylase   ซึ่งเปน
เอนไซมทีท่ําหนาที่เดียวกันคอืยอยแปง  แตมีกรดอะมิโนที่เจาะจงตางกัน  ในป ค.ศ. 1955  คณะ-
กรรมการเอนไซมนานาชาติ (International Enzyme Commission) ไดกําหนดการเรียกชื่อเอนไซม
ตามระบบตัวเลข  โดยจัดจาํพวกของเอนไซมเปน 6 ชั้น (class) ไดแก oxidoreductases, 
transferases, hydrolases, lyases, isomerases และ ligases ตามลาํดับ  ซึง่การเรียกชื่อ
เอนไซมตามระบบตัวเลขนี ้ประกอบดวยตัวเลข 4 หมู เขียนเรียงเปนลําดับโดยคั่นดวยเครื่องหมาย 
“.”  ตัวเลขทัง้ 4 หมูมีความหมายดังนี ้

- หมูที่ 1  แสดงถึง class 
- หมูที่ 2  แสดงถึง sub-class 
- หมูที่ 3  แสดงถึง sub-sub-class 
- หมูที่ 4  แสดงถึง serial number ของเอนไซมชนิดนัน้ 

 
  เอนไซมแตละชนิดจะมีเลขรหัสเฉพาะของตัวเอง (EC number) เชน EC 1.1.1.1 คือ 
alcohol dehydrogenase , EC 2.4.1.22 คือ lactose synthase, EC 3.4.21.14 คือ alkaline 
protease 

 



 7

2.2.4  หนวยของเอนไซม (unit of enzyme) 
  

คาที่แสดงปริมาณของเอนไซมในการทําปฏิกิริยานี้เรียกวาหนวยของเอนไซม  ซึ่งมี
ความหมายตาม Commission on Enzyme of the International Union of Biochemistry วา 
“เอนไซม 1 หนวย คือ ปริมาณเอนไซมที่ใชทําปฏิกิริยาในการเปลี่ยน 1 ไมโครโมลของสับสเตรท 
ในเวลา 1 นาที  ภายใตภาวะที่กําหนด”   
 

2.2.5 ปจจัยที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม 
  

เนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีน สารหรือภาวะที่สามารถทําลายสภาพธรรมชาติของโปรตีน 
เชน ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง (pH) จึงเปนปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครง-
รูปของเอนไซม  การทํางานของเอนไซมจึงขึ้นอยูกับภาวะแวดลอมเหลานี้  โดยทั่วไปปจจยัสาํคญัที่
มีผลตอการทํางานของเอนไซม ไดแก 
 

2.2.5.1 ความเปนกรด-ดาง (pH) 
   

เอนไซมประกอบดวยสายของกรดอะมิโนมาตอกัน และกรดอะมิโนมีคุณสมบัติ
เปนแอมโฟไลท (ampholyte)  เชน อะลานีน (alanine) เมื่อละลายในน้ําจะทําหนาที่เปนกรด (ให
โปรตอน) หรือเปนดาง (รับโปรตอน)  ข้ึนอยูกับคาความเปนกรด-ดางของสารละลายและคา pK  
นั่นคือ ความเปนกรด-ดางมีผลตอประจุของกรดอะมิโน  หรือจํานวนประจุที่บริเวณเรงของเอนไซม
และโครงรูปของเอนไซมข้ึนอยูกับความเปนกรด-ดาง  ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 
จึงมีอิทธิพลตอปฏิกิริยาระหวางเอนไซมและสับสเตรท เชน อาจทําใหเอนไซมจับกับสับสเตรทไดดี
ขึ้นหรือแยลง  เอนไซมแตละชนิดมีประสิทธิภาพในการทํางานตางกันที่ความเปนกรด-ดางตางกนั  
แตจะมีชวงหนึ่งที่เอนไซมทํางานไดดีที่สุด เรียกวา optimum pH  ซึ่งมีคาตาง ๆ กันตามชนิดของ
เอนไซม เชน ฟูมาเรส (fumarase) ในอะซีเตทบัฟเฟอร 0.01 โมลาร ที่ 25 องศาเซลเซียส มี 
optimum pH ที่ 6-7 

 
2.2.5.2 อุณหภูมิ 

   
อุณหภูมิของปฏิกิริยามีผลตอการทํางานของเอนไซมเนื่องจากอุณหภูมิมีผลตอ

เสถียรภาพของเอนไซมและโคแฟคเตอร  มีผลตอปฏิกิริยาชีวเคมีทั่วไป คือ มีผลตอการละลายของ
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สับสเตรท  การแตกตัวของบัฟเฟอร  การจับกันระหวางเอนไซมและสับสเตรท, เอนไซมกับโคแฟค-
เตอรและเอนไซมกับตัวยับยั้ง  นอกจากนี้ยังมีผลตอการแตกตัวของกรดอะมิโนในบริเวณเรง 

 
  ในปฏิกิริยาเคมีทั่วไป อัตราการเรงปฏิกิริยาโดยเอนไซมจะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิ  เนื่องจากโมเลกุลมีพลังงานจลนมากขึ้น  การเพิ่มอุณหภูมิขึ้นทุก 10 องศาเซลเซียสทํา
ใหเอนไซมสวนใหญมีอัตราเร็วเพิ่มเปน 2 เทา  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
(optimum temperature) มีคาประมาณ 30-50 องศาเซลเซียส  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นถึงจุดหนึ่ง  
ความสามารถในการทํางานของเอนไซมจะลดลง  เนื่องจากเอนไซมซึ่งเปนโปรตีนจะเสียสภาพ
ธรรมชาติ  นอกจากนี้ยังมีเอนไซมบางชนิดเสียสภาพธรรมชาติที่อุณหภูมิต่ําดวย   

 
2.2.5.3 ความเขมขนของสับสเตรท  

  
 ปฏิกิริยาที่เรงโดยเอนไซมปริมาณหนึ่ง ๆ  อัตราเรว็ของปฏิกิริยาในชวงแรก (initial 

rate) จะเพิ่มข้ึนเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของสับสเตรทที่เพิ่มข้ึน ในเวลาตอมาแมจะ
เพิ่มความเขมขนของสับสเตรท แตอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะคงที่ นั่นคือเอนไซมอยูในรูปของ
เอนไซม-สับสเตรท คอมเพลกซ (enzyme-substrate complex) เทานั้น ตามสมการดังตอไปนี้ 

 
         E       +       S                                ES                              E       +        P         (2.1) 
    (เอนไซม)   (สับสเตรท)     (เอนไซม-สับสเตรท คอมเพลกซ)   (เอนไซม)   (ผลิตภณัฑ) 
 

2.2.5.4 ความเขมขนของเอนไซม 
   

อัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาจะแปรผันเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของ
เอนไซมเมื่อปฏิกิริยาอยูในภาวะที่มีสับสเตรทมากเกินพอ 
 

2.2.6 โพรทีเอส 
  

โพรทีเอส หรือโพรทีโอไลติกเอนไซม   เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลาย
โปรตีนที่ใชมากในอุตสาหกรรมตาง ๆ ภายในประเทศ   มีความสําคัญมากในกระบวนการผลติของ
อุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมเนยแข็ง, เบียร, เนื้อ, ธัญพืช, ฟอกหนัง และอุตสาห-
กรรมผงซักฟอก  โพรทีเอสมีปฏิกิริยาจําเพาะตอโปรตีน คือ ยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีน
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โมเลกุล  มีชื่อสามัญหลายชื่อ ไดแก เปปติเดส (peptidases), โพรทีเอส (protease), โพรทีเนส 
(proteinases), เปปไทด ไฮโดรเลส (peptide hydrolases) และโพรทีโอไลติกเอนไซม (proteolytic 
enzymes) 

 
 โดยทั่ว ๆ ไปแบงโพรทีเอสออกเปน 4 กลุม ตามความแตกตางของลักษณะการทํางานของ
เอนไซมไดดังนี้ 
 

2.2.6.1 แอลคาไลนโพรทีเอส (alkaline protease) หรือเซอรีนโพรทีเอส (serine 
protease) 
   

ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนในภาวะสารละลายที่เปนดาง  คา
ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมคือ 8    มี -OH group ของกรดอะมิโน
เซอรีนอยูที่บริเวณเรง ซึ่งมีความจําเปนตอความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม  เอนไซม
ในกลุมนี้ ไดแก ไคโมทริปซิน (chymotrypsin), ทริปซิน (trypsin), อีลาสเตส (elastase), ทรอม-
บิน (thrombin) และซับทิลิซิน (subtilisin) เชน ซับทิลิซิน คารลสเบิรก (subtilisin Carlberg) จาก 
Bacillus licheniformis  ซึ่งใชมากในอุตสาหกรรมสารซักฟอก  หรือซับทิลิซิน บีพีเอน (subtilisin 
BPN) จาก B. amyloliquefaciens,  B. subtilis  และ B. stearothermophilus  ซึ่งมีคุณสมบัติ
ตางจากซับทิลิซิน คารลสเบิรก  นอกจากนี้ยังมีเอนไซมที่แยกไดจากกลุมบาซิลลัสทนดาง 
(Alkalophilic Bacillus)  ซึ่งนอกจากจะทนตอความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิสูงไดดี  ยังทนตอ
สารลดความตึงผิว (surfactants) และสารที่เปนตัวแยก (sequestering agents) ที่ใชผสมในสาร
ซักฟอกไดดีกวาซับทิลิซิน คารลสเบิรก (เปยมสุข พงษสวัสดิ์ และพีรดา สิริจินตกานต, 2530)        
แอลคาไลนโพรทีเอสนี้ถูกยับยั้งการทํางานโดยตัวยับยั้งจําเพาะที่มีผลตอกรดอะมิโนเซอรนี  ไดแก  
ได-ไอโซโพรพีลฟลูออโรฟอสโฟเนต (di-isopropylfluorophosphonate, DFP) และฟนิลเมททิล
ซัลโฟนิล ฟลูออไรด (phenylmethyl sulphonyl fluoride, PMSF)  เอนไซมในกลุมนี้เปนเอนโด  
เปปติเดส (endopeptidases)  คือมีลักษณะการไฮโดรไลสโปรตีนเปนแบบตัดพันธะในสาย 

 
2.2.6.2 ไทออล (thiol protease) หรือซัลฮีดริล โพรทีเอส (sulfhydryl protease) 

   
เอนไซมในกลุมนี้มีกลุมซัลฮีดริล (sulfhydryl group, -SH) อยูที่บริเวณเรง  และ

อาจมีฮีสติดิล (histidyl) รวมอยูดวย โดยทั่วไปเอนไซมในกลุมนี้เปนโพรทีเอสจากพืช เชน ปาเปน 
(papain) จากมะละกอ, โบรมีลิน (bromelin หรือ bromelain) จากสับปะรด และไฟซิน (ficin) 
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จากลูกมะเดื่อ  นอกจากนี้มีจากจุลินทรีย เชน Streptococcus protease  เอนไซมในกลุมนี้เปน
เอนโดเปปติเดส มีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมคอนขางกวาง อยูในชวงระหวาง 6-7.5 และ
คอนขางทนตอความรอนได  อาจทนไดถึง 60-80 องศาเซลเซียสที่ความเปนกรด-ดางเปนกลาง  
 
  2.2.6.3 นิวทรลัโพรทีเอส (neutral protease) หรือเมททลัโลโพรทีเอส (metallo-
protease) 
   

ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนไดดีที่ความเปนกรด-ดางเปนกลางคือ 
ประมาณ 7   มีอะตอมของโลหะเปนสวนประกอบที่สําคัญในบริเวณเรง  โดยมากเปนสังกะสี  
อาจพบเอนไซมชนิดนี้โดยลําพังหรือปนอยูกับแอลคาไลนโพรทีเอสดวยอัตราสวนตาง ๆ กัน 
ตามแตสายพนัธุของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมนั้น ๆ สายพันธุที่พบไดแกแบคทีเรีย B. subtilis, B. 
megaterium, B. cereus และ B. stearothermophilus และเชื้อรา Aspergillus  oryzae (เปยม-
สุข พงษสวัสด์ิ และพีรดา สิริจินตกานต, 2530) ตัวอยางที่สําคัญของเอนไซมในกลุมนี้ไดแก เทอร-
โมไลซิน (Thermolysin) จาก B. stearothermophilus ที่บริเวณเรงของเอนไซมนี้ประกอบดวย
อะตอมของสังกะสี, กรดอะมิโนฮิสติดีน (histidine) และกรดกลูตามิค (glutamic acid) เอนไซมใน
กลุมนี้เปนเอกโซเปปติเดส (exopeptidase)    การทํางานของเอนไซมถูกยับยั้งไดโดยสารประเภท
ชีเลติง (metal-chelating agents) ไดแก เอททิลีนไดเอมีนเตตราอะซีเตต (ethylenediaminetetra- 
acetate, EDTA),  1, 10-ฟแนนโทรลีน (1, 10-phenanthroline) (เปยมสุข พงษสวัสด์ิ และพีรดา 
สิริจนิตกานต, 2530) 
 

2.2.6.4 แอซิดโพรทีเอส (acid protease) 
   

ทําหนาทีเ่รงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตนีในภาวะสารละลายที่เปนกรด คือชวง 
3-5  มีกลุมคารบอกซิล (carboxyl group) อยูที่บริเวณเรงอยางนอย 1 กลุม  เอนไซมในกลุมนี้สวน
ใหญผลิตไดจากเชื้อรา  แบงได 2 กลุมยอยคือ กลุมที่มสีมบัติคลายเปปซิน (pepsin-like)  ซึ่งผลติ
ไดจากราประเภท Aspergillus และ Penicillium นยิมใชในอุตสาหกรรมเนยแข็ง (กฤษณา โพธิสา-
รัตนะ, 2535) และกลุมทีม่ีสมบัติคลายเรนนิน (rennin-like) ซึ่งผลิตไดจากราประเภท Mucor และ 
Endothia (เปยมสุข พงษสวัสด์ิ และพีรดา สิริจนิตกานต, 2530) นิยมใชในอุตสาหกรรมหมักซอส
และปรับปรุงคุณภาพของแปงที่ใชในการทาํขนมปง 
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2.3 การสกัดของเหลวดวยของเหลว (liquid-liquid extraction) 
 
 การสกัดของเหลวดวยของเหลวเปนขั้นตอนสําคัญขั้นตอนหนึ่งในกระบวนการผลิต
ทางดานวิศวกรรมเคมี  พบมากในอุตสาหกรรมปโตรเคมี อุตสาหกรรมสกัดโลหะจากแร 
อุตสาหกรรมเชื้อเพลิงนิวเคลียร  นอกจากนี้ยังพบในอุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมอาหาร และ
อุตสาหกรรมยาดวย (วรพัฒน อรรถยุกติ, 2526) การสกัดของเหลวดวยของเหลวเปนการสกัดสาร
โดยอาศัยคุณ-สมบัติทางเคมีของสารในระบบ  ใชพลังงานนอย จึงสามารถประหยัดพลังงาน
ไดมาก  โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมขนาดใหญ ซึ่งนิยมใชการสกัดของเหลวดวยของเหลวในกรณีที่
วิธการแยกโดยตรงทําไดแตมีราคาแพงเกินไป หรือไมสามารถแยกสารไดดวยวิธีการทั่ว ๆ ไป เชน 
การกลั่น   
 

การสกัดของเหลวดวยของเหลวอยางมีประสิทธิภาพนั้น นอกจากจะตองออกแบบ
เครื่องมือที่ใชในการสกัดใหเหมาะสมแลว ยังตองคํานึงถึงปจจัยสําคัญตาง ๆ ที่มีผลตอการ
ควบคุมการสกัดซึ่งไดแก ดรรชนีการแยก (degree of separation), สัมประสิทธิ์การแยก (partition 
coefficient), การกระจายในแนวแกน (axial dispersion), hold-up, อัตราน้ําทวม (flooding 
rate), การกระจายขนาดของหยด (droplet size distribution), การรวมตัวของหยดที่บริเวณอิน-
เตอรเฟส (droplet coalescence at interfaces), ความสามารถในการกระจายตัว (poly- 
dispersivity) และการถายเทมวล (mass transfer) ดังนั้นปจจัยตาง ๆ เหลานี้จึงเปนสิ่งสําคัญที่
ตองทําการศึกษาสําหรับการสกัดผลิตภัณฑแตละชนิด เพื่อสามารถนําไปใชประโยชนไดอยาง
เหมาะสมตอไป 
 

2.3.1 ระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาค (Aqueous  Two-Phase Systems, ATPS) 
 

การแยกสารออกจากของผสมเนื้อเดียวกันอาจมีขอจํากัดจากคุณสมบัติทางเคมี  การ
สรางวัฏภาคที่สอง  ซึ่งไมละลายเปนเนื้อเดียวกับวัฏภาคแรกจะสามารถแยกสารออกมาได  
เนื่องจากองคประกอบของสารในระบบมีคาสัมประสิทธิ์ในการกระจาย (distribution coefficient) 
ระหวางวัฏภาคทั้งสองตางกัน  การสกัดดวยของเหลวจึงใชแยกสารละลายที่มีลักษณะเปนเนื้อ
เดียวกันได  โดยการเติมตัวทําละลายอีกชนิดหนึ่ง  ซึ่งไมผสมกันหรือแยกออกจากสารละลายชนิด
แรกได  และเกิดการกระจายขององคประกอบของของผสมระหวางวัฏภาคทั้งสอง 
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 ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค (ATPS) เปนระบบหนึ่งของการสกัดของเหลวดวย
ของเหลวซึ่งเปนที่รูจักมาตั้งแตป ค. ศ. 1896  เปนระบบที่ใชพอลิเมอร 2 ชนิดหรือพอลิเมอรกับ
เกลือ  ซึ่งสามารถละลายน้ําได  แตไมผสมกันเอง  ทําใหระบบที่ไดมีลักษณะเปนของเหลว 2 วัฏ
ภาคแยกชั้นกนัอยู  โดยที่ในวัฏภาคหนึ่งจะมีพอลิเมอรชนิดหนึ่งอยูมาก  สวนอีกวัฏภาคจะมีพอลิ
เมอรอีกชนิดหนึ่งหรือเกลืออยูมาก  ซึ่งทั้งสองวัฏภาคนี้จะมีน้ําเปนตัวทําละลาย  ระบบสารละลาย
น้ําสองวัฏภาคนี้สามารถจําแนกชนิดของระบบไดตามลักษณะของสารที่ทําใหเกิดการแยกวัฏภาค  
ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
ตารางที่ 2.1  ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค (Aqueous Two-Phase Systems, ATPS) 

(Zaslavsky, 1995) 
       

1. Nonionic polymer (P) – Nonionic polymer (Q) - Water 
Polypropylene glycol Methoxypolyethylene glycol 
 Polyethylene glycol 
 Polyvinyl alcohol 
 Polyvinylpyrrolidone 

Hydroxypropyldextran 
 Dextran 
Polyethylene glycol Polyvinyl alcohol 
 Polyvinylpyrrolidone 
 Dextran 
 Arabinogalactan 
 Hydroxypropyl starch 
 Ficoll 
Polyvinyl alcohol Methylcellulose 
 Hydroxypropyldextran 
 Dextran 
Polyvinylpyrrolidone Methylcellulose 
 Maltodextrin 
 Dextran 
Methylcellulose Hydroxypropyldextran 
 Dextran 
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ตารางที่ 2.1 ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค (ตอ) 
 

1. Nonionic polymer (P) – Nonionic polymer (Q) - Water 
Ethylhydroxyethylcellulose Dextran 
Hydroxypropyldextran Dextran 
Ficoll Dextran 

2. Polyelectrolyte (P) – Nonionic polymer (Q) - Water 
Sodium dextran sulphate Polypropylene glycol 
 Methoxypolyethylene glycol  NaCl 
 Polyethylene glycol  NaCl 
 Polyvinyl alcohol  NaCl 
 Polyvinylpyrrolidone  NaCl 
 Methylcellulose  NaCl 
 Ethylhydroxyethylcellulose  NaCl 
 Hydroxypropyldextran  NaCl 
 Dextran  NaCl 
DEAE dextran-hydrochloric acid Polypropylene glycol  NaCl          

Polyethylene glycol  Li2SO4 
 Polyvinyl alcohol 
 Methylcellulose 
Casein Dextran 
 Pectin 
 Ficoll 
 Amylopectin 
Sodium carboxymethyldextran Methoxypolyethylene glycol  NaCl 
 Polyethylene glycol  NaCl 
 Polyvinyl alcohol  NaCl 
 Polyvinylpyrrolidone  NaCl 
 Methylcellulose  NaCl 
 Ethylhydroxyethylcellulose  NaCl 
 Hydroxypropyldextran  NaCl 
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ตารางที่ 2.1 ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค (ตอ) 
 

2. Polyelectrolyte (P) – Nonionic polymer (Q) - Water 
Sodium carboxymethylcellulose Polypropylene glycol  NaCl 
 Methoxypolyethylene glycol  NaCl 
 Polyethylene glycol  NaCl 
 Polyvinyl alcohol  NaCl 
 Polyvinylpyrrolidone  NaCl 
 Methylcellulose  NaCl 
 Ethylhydroxyethylcellulose  NaCl 
 Hydroxypropyldextran  NaCl 

3. Polyelectrolyte (P) – Polyelectrolyte (Q) – Water 
Sodium dextran sulphate DEAE dextran-hydrochloric acid  NaCl 
 Sodium carboxymethyldextran  
 Sodium carboxymethylcellulose 
Sodium carboxymethyldextran Sodium carboxymethylcellulose 
Casein Sodium alginate , 0.1 M NaOH 
 Sodium carboxymethylcellulose, 0.1 M NaOH 
Ovalbumin (pH 6.6) Soybean globulins 
 Ovalbumin thermotropic aggregates 
 Casein 

4. Polymer (P) – Low Molecular Weight Component (Q) – Water 
Polypropylene glycol  Potassium phosphate 
 Glycerol 
 Glucose 
Methoxypolyethylene glycol Potassium phosphate 
Polyethylene glycol Inorganic salts, e.g., K+ (Na+, Li+, (NH4)+,etc.) 
 PO4

3-, SO4
2-, etc. 

 Glucose, maltose, cellobiose, iso-maltose, 
 maltotriose, iso-maltotriose, β-cyclodextrin 
 

















 
บทที่ 3 

 
ตรวจเอกสาร 

 
3.1 บทนํา 
 
 ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดสารทางชีวภาพ  มีการพัฒนาอยาง
กวางขวางเพื่อใชในอุตสาหกรรมแตละประเภทไดอยางเหมาะสม ในงานวิจัยนี้จําเปนตองมีขอมูล
ตาง ๆ เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาตอไป  ในบทนี้จะกลาวถึงกระบวนการสกัดสารทางชีวภาพ 
และปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient)  ซึ่งเปนพารามิเตอร
สําคัญที่แสดงถึงประสิทธิภาพของระบบ 
 
3.2 กระบวนการสกัดสารทางชวีภาพ 
 
 หลังจากผานกระบวนการผลิตเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่ตองการแลว  กระบวนการหลังการ
ผลิตซึ่งเปนขั้นตอนในการแยกผลิตภัณฑที่ตองการ  และทําใหมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปนสิ่งสําคัญ  
เนื่องจากคาใชจายในขั้นตอนนี้สูงถึง 60 เปอรเซ็นตของคาใชจายที่ใชในการผลิตทั้งหมด (Cliffe, 
1988)  ดังนั้นจึงมีงานวิจัยคอนขางมากที่ศึกษากระบวนการสกัดสารทางชีวภาพเพื่อใหเหมาะสม
ตอการสกัดสารแตละชนิด  
 
 กระบวนการหลังการผลิตโดยทั่วไปมีข้ันตอนตาง ๆ ที่สําคัญตั้งแตการทําใหเซลลแตก
สําหรับผลิตภัณฑที่อยูภายในเซลล  จนถึงการแยกผลิตภัณฑที่ตองการออกมาและทําใหบริสุทธิ์  
ซึ่งวิธีการที่เลือกใชเพื่อใหเหมาะสมกับชนิดของผลิตภัณฑ  ตองคํานึงถึงคุณสมบัติของผลิตภัณฑ
เปนสําคัญ เชน ในการสกัดเอนไซมหรือโปรตีน  ตองคํานึงถึงความเสถียรของเอนไซมหรือโปรตีน
ชนิดนั้น  รวมถึงการสกัดดวยวิธีการตาง ๆ ที่ใชรวมกันวามีความเหมาะสมมากนอยเพียงใด  
เนื่องจากโพรทีเอสหลายชนิดจะมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเมื่อใชวิธีการสกัดตาง ๆ รวมกัน (Beynon 
และ Bond, 1990) 
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กระบวนการทัว่ไปที่ใชในการสกัดสารทางชีวภาพมีดังนี ้
 
 3.2.1 การหมุนเหวี่ยง (centrifugation)  นิยมใชเมื่อมีผลิตภัณฑในปริมาณมาก เชน 
การสกัดยีสตจากน้ําหมักในอุตสาหกรรมเบียร (Cliffe, 1988) 
 
 3.2.2 การกรอง (filtration)  นิยมใชอยางกวางขวางและเปนที่รูจักโดยทั่วไป  พบมากใน
อุตสาหกรรมยาและอาหาร ซึ่งรวมถึงการกรองผานเยื่อแผนเชน ไมโครฟลเตรชัน, อัลตราฟลเตรชนั 
และ รีเวิรสออสโมซิส 

 
 3.2.3 การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation)  พบมากในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก  
และมีการพัฒนาเพื่อใชในอุตสาหกรรมใหญ  ซึ่งการตกตะกอนโปรตีนมีหลายวิธี  ขึ้นกับสารเคมีที่
ใชในการตกตะกอน ดังนี้ 
 
  3.2.3.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ  นิยมใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และ
เกลือโซเดียมซัลเฟต 
   

3.2.3.2 การตกตะกอนโปรตีนดวยตัวทําละลายอินทรีย  นิยมใชเมทานอล, เอทา-
นอล, ไอโซโพรพานอล และอะซิโตน 
   

3.2.3.3 การตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กตริก  ไมคอยพบในอุตสาหกรรม
ขนาดใหญ 
   

3.2.3.4 การตกตะกอนโปรตีนดวยนอน-ไอออนิก พอลิเมอร  โดยเติมพอลิเมอรที่
มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เชน โพลีเอททิลีนไกลคอล, โพลีไวนิลแอลกอฮอล, เมทิลเซลลูโลส หรือเด็กซ-
แทรน  ลงในสารละลายน้ําที่มีโปรตีนอยู  ซึ่งจะเกิดการแยกเปน 2 ชั้น เชนเดียวกับระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค 
   

3.2.3.5การตกตะกอนโปรตีนดวยสารโพลีอิเล็กโทรไลท นิยมใชกรดโพลีอะคริลิก, 
อะซิติก โพลีแซกคาไรด และโพลีฟอสเฟต เพื่อทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก  แต
ยังไมพบในอุตสาหกรรมขนาดใหญ  
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3.2.4 โครมาโตกราฟ (chromatography)  สารละลายที่ใชแยกโดยวิธีนี้ตองไมมีชิ้นสวน
ของเซลลปนอยู และควรมีโปรตีนอยูในชวง 5-7 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  วิธีโครมาโต-
กราฟที่พบในอุตสาหกรรมขนาดใหญมี 4 วิธีคือ 

 
 3.2.4.1 ไอออน-เอกซเชนจ โครมาโตกราฟ (Ion-Exchange Chromatography) 
 3.2.4.2 อะฟนิตี โครมาโตกราฟ (Affinity Chromatography) 
 3.2.4.3 เจล-ฟลเตรชัน โครมาโตกราฟ (Gel-Filtration Chromatography) 
 3.2.4.4 ไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) 
  

โดยที่ไอออน-เอกซเชนจ โครมาโตกราฟ  นิยมใชทั่วไปในขั้นตอนแรกของการสกัด  
เนื่องจากใชกับสารละลายโปรตีนในปริมาณมาก  สวนอะฟนิตี โครมาโตกราฟใชในกระบวนการ
ข้ันตอไป  ซึ่งมีความเขมขนของผลิตภัณฑนอยในสารละลายที่มีสารปนเปอนอยูอีกหลายชนิด  
ในขณะที่เจล-ฟลเตรชันและไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ  นิยมใชในขั้นตอนสุดทายของ
การทําใหบริสุทธิ์  เมื่อมีสารปนเปอนและปริมาณของสารละลายคอนขางนอย 
 

ไดมีผูศึกษาการสกัดโพรทเีอสดวยวิธกีารตาง ๆ สรุปไดในตารางที ่3.1 
 

ตารางที่ 3.1 การสกัดโพรทเีอสดวยวิธกีารตาง ๆ  
 

วิธีการ ชนิดของโพรทเีอส เอกสารอางอิง 
กรองแบบ cross flow ultrafiltration 
 

- แอลคาไลนโพรทีเอส จาก  
  B. licheniformis 

- TaKac และคณะ,    
 2000 

ตกผลึก (crystallization) - แอลคาไลนโพรทีเอส - Park, Lee, H.J. และ 
  Lee, E.K., 1997 

ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค - แอลคาไลนโพรทีเอส จาก 
  B. licheniformis  
- แอลคาไลนโพรทีเอส จาก 
  Bacillus sp. 
- แอลคาไลนโพรทีเอส จาก 
  B. thuringiensis H 14 

- Lee และ Chang,    
  1990 
- Sinha และคณะ, 1996 

 
- Hotha และ Banik,    
  1997 
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ตารางที่ 3.1 การสกัดโพรทเีอสดวยวิธกีารตาง ๆ (ตอ) 
 

วิธีการ ชนิดของโพรทเีอส เอกสารอางอิง 
โครมาโตกราฟ 
- HPLC ซึ่งใชคอลัมนแอนไอออน 
  เอกซเชนจและเจลฟลเตรชัน 

 
- เมททัลโลโพรทีเอส 

 
- Rodier และคณะ,  
  1997 

-ไอออนเอกซเชนจและเจลฟลเตรชัน 
 
 
 
 
 

- โพรทเีอส จาก Serratia 
   marcescens AP 3801 
- ซีพ-ี70 โพรทเีอส 
 
- แอลคาไลนโพรทีเอส 
  จาก Pseudomonas 
  aeruginosa  MN 1 

- Morita, Kondoh และ   
  คณะ, 1997 
- Morita, Hasan และ 
  คณะ, 1998 
- Bayoudh และคณะ,  
  2000 
 

  ใชคอลัมนโครมาโตกราฟรวมกนัคือ  
  1. ซีเอ็ม-เซฟาโรส ซีแอล-6บี 
  2. ดีอีเออี-เซฟาโรส 
  3. เซฟาเด็กซ จ-ี75 

- โพรทเีอส ซีเค7-1 
- โพรทเีอส ซีเค7-2 
 
 

- Lee, Park และ Hyun, 
  2000 
 
 

ตกตะกอนรวมกับโครมาโตกราฟ 
- 1. ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  2. เจลฟลเตรชันผานเซฟาเด็กซ จ-ี100 
  3. ดีอีเออี-เซลลูโลส 
- 1. ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  2. เจลฟลเตรชันผานเซฟาเด็กซ จ-ี75 
  3. อะฟนิตี โครมาโตรกราฟ 
- 1. ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  2. ดีอีเออี-เซลลูโลส 
  3. อัลฟา-เคซีน อะกาโรส 

 
- โพรทเีอส จาก 
  ปานศรนารายณ 
 
- โพรทเีอส จาก  
  Scedosporium 
  apiospermum  
- แอลคาไลนโพรทีเอส  
  จาก Bacillus sp. 
  PS 719 

 
- สมบัติ คงวิทยา, 2541 
 
 
- Larcher และคณะ, 
  1996 
 
- Hutadilok-Tawatana, 
  Painupong และ  
  Suntinanalert, 1999 
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จากตารางที่ 3.1 พบวาวิธีการที่ใชในการสกัดโพรทีเอสมีหลายวิธีดวยกัน  การเลือกใช
วิธีการตาง ๆ ใหเหมาะสมตองทราบถึงขอดี-ขอเสียและความเปนไปไดในระดับอุตสาหกรรม  การ
หมุนเหวี่ยงมีขอเสียคือ อุณหภูมิของระบบจะสูงขึ้นเมื่อใชแรงในการหมุนสูง  ซึ่งมีผลตอผลิตภัณฑ
ที่มีการเปลี่ยนแปลงตออุณหภูมิไดงาย, การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  นิยมใชใน
ระดับหองปฏิบัติการ  แตในระดับอุตสาหกรรมมักพบปญหาในการกําจัดเกลือออกจากโปรตีนที่
ตกตะกอนได  ในขณะที่การใชโซเดียมซัลเฟตตองใชที่อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส  เพื่อให
แนใจวาจะเกิดการละลายไดอยางเหมาะสม  สําหรับการใชสารโพลีอิเล็กโทรไลทในการตกตะกอน
โปรตีน  มักพบปญหาเรื่องราคาของสารโพลีอิเล็กโทรไลทและการขยายระดับ (scale up)  ซึ่งเมื่อ
ขนาดของหนวยผลิตใหญขึ้น  เวลาที่ใชในการตกตะกอนจะมากขึ้น  ทําใหเกิดการตกตะกอน
โปรตีนทั้งที่ตองการและไมตองการ  สําหรับวิธีโครมาโตกราฟมีขอจาํกัดเรื่องราคาของเจลที่ใช  ซึ่ง
ทําใหผลิต-ภัณฑที่ไดมีราคาสูง  นอกจากนี้สารที่แยกไดยากทําใหตองใชคอลัมนที่มีขนาดยาวมาก  
และการขยายระดับสําหรับโปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดใหญก็เปนปญหาสําคัญ  การใชระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคในการสกัดโพรทีเอส  จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจ  เนื่องจากสามารถแยก
สารปนเปอนออกจากเอนไซมไดงาย, ทําไดที่อุณหภูมิหอง  รวมถึงองคประกอบหลักของระบบคือ 
น้ํา  ซึ่งไมทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพ  ทั้งยังขยายระดับสูอุตสาหกรรมไดงาย  โดยใหผลได (yield) 
ในทั้งสองระดับใกลเคียงกัน  แมแฟคเตอรในการขยายระดับสูงถึง 40,000 (Cabral และ Aires-
Barros, 1993) และเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการอื่นที่ใชในการสกัดเอนไซมออกจากเซลลแลว  ระบบ
สาร-ละลายน้ําสองวัฏภาคใหคา capacity, throughput และผลไดสูงสุด  ในขณะที่คาใชจายดาน
แรงงานและพลังงานมีคาต่ําสุด (Tjerneld, 1992)  โดย Sebastiao, Cabral และ Aires-Barros 
(1996) พบวาการใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีองคประกอบของโพลีเอททิลีนไกลคอลน้ํา-
หนักโมเลกุล 1000 ปริมาณ 25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักและโซเดียมฟอสเฟต 10 เปอรเซ็นตโดยน้ํา-
หนัก ที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 4.8 เพียงขั้นตอนเดียว จะใหผลได 91 เปอรเซ็นต  
ในขณะที่การใชวิธีสกัดหลายขั้นตอนรวมกัน คือ การทําใหเซลลแตกเนื่องจากแรงดันน้ํา (osmotic 
shock), การตกตะกอนดวยกรดและวิธีโครมาโตกราฟ จะใหผลไดเพียง 77 เปอรเซ็นต  ซึ่งองค-
ประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่นิยมใชในการสกัดเอนไซม, โปรตีนชนิดตาง ๆ 
รวมถึงผลิตภัณฑอ่ืน ๆ แสดงดังตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 องคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ใชในการสกัดผลิตภัณฑ 
 

องคประกอบของระบบ ชนิดของผลิตภัณฑ เอกสารอางอิง 
1. พอลิเมอร / พอลิเมอร / น้ํา   
Polyethylene  glycol / Dextran / Water - pullulanase from Klebsiella 

  pneumoniae 
- Kroner, Hustedt 
  และ Kula, 1982 

  - alkaline protease from 
  B. licheniformis 

- Lee และ Chang, 
  1990 

  - lysozyme, transferrin,    
  albumin, catalase  และ 
  chymotrypsinogen A 

- Forciniti, Hall   
  และ Kula, 1991 
   

  - pristinamycins - Paquet และคณะ, 
  1994 

  - phosphofructokinase - Grimonprez และ    
  Johansson, 1995 

  - phosphomonoesterases - Ilieva และ คณะ,   
  1996 

 - Polymerase chain reaction 
  Inhibitory substances 

- Lantz และคณะ,    
  1996 

  - α-amylase - Liakopoulou- 
  Kyriakides, 
  Karakatsanis และ  
  Stamatoudis,1996 

Polyethylene glycol  / Crude dextran  /  Water - α-amylase และ   
  glucoamylase 

- Larsson, Arasa- 
  ratnam และ 
  Mattiasson, 1988 

Polyethylene glycol  / Hydroxypropyl starch  / 
Water 

- Lactobacillus, Lactococcus - Planas, Radstrom  
   และคณะ, 1996 

Poly (ethyleneimine) /  Hydroxyethyl cellulose / 
Water 

- Lactic acid - Kwon, Kaul และ 
  Mattiasson, 1996 

(Ethyl oxide /Propylene oxide, EOPO) / 
Hydroxypropyl starch /  Water 

- Lactobacillus, Lactococcus  
 
- Amino acids 

- Planas, Radstrom  
   และคณะ, 1996 
- Li, Zhu และ Mei, 
  1997 

EOPO / Benzoyl dextran / Water - 3-Phosphoglycerate kinase - Lu และคณะ,1996 
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ตารางที่ 3.2 องคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ใชในการสกัดผลิตภัณฑ (ตอ) 
 

องคประกอบของระบบ ชนิดของผลิตภัณฑ เอกสารอางอิง 
1. พอลิเมอร / พอลิเมอร / น้ํา   
EOPO /  Dextran  / Water - Lactic acid - Planas, Lefebver 

  และคณะ, 1997 
2. พอลิเมอร / เกลือ / น้ํา   
Polyethylene glycol / Potassium phosphate / 
Water 

- Brevibacterium 
  ammoniagenes 

- Hustedt, 1986 

  - Fumarase - Papamichael, 
  Borner และ 
  Hustedt, 1991 

  - Cytochrome b5 - Sarmento  และ 
  คณะ, 1994 

  - Clavulanic acid - Videira และ Aires- 
  Barros, 1994 

  - Alkaline protease from 
  Bacillus sp. 

- Sinha และคณะ, 
  1996 

  - Alkaline protease from 
  B. thuringiensis H 14 

- Hotha และ Banik, 
  1997 

 - Alkaline xylanases - Duarte และคณะ, 
  1999 

 - Xylanase - Jain และ Johri, 
  1999 

Polyethylene glycol / Sodium phosphate / 
Water 

- Amyloglucosidase - Tanuja และคณะ, 
  1997 

Polyethylene glycol  /  (Potassium / Sodium 
phosphate)  /  Water 

- Cutinase - Sebastiao, Cabral 
   และ Aires-Barros, 
  1993 

 - α-amylase from B. subtilis - Mistry และคณะ, 
  1996 

 - amyloglucosidase, subtilisin, 
  และ trypsin inhibitor 

- Schmidt, Andrews 
   และ Asenjo, 1996 

 - Cutinase - Sebastiao, Martel 
   และคณะ, 1997 
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ตารางที่ 3.2 องคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ใชในการสกัดผลิตภัณฑ (ตอ) 
 

องคประกอบของระบบ ชนิดของผลิตภัณฑ เอกสารอางอิง 
2. พอลิเมอร / เกลือ / น้ํา   
Polyethylene glycol / Ammonium sulphate / 
Water 

- Cephalosporin C - Yang และคณะ, 
  1994 

 - alcohol dehydrogenase และ 
  human tumous necrosis 
  factor alpha (α-TNF) 

- Su และ Feng, 
  1999 

Polyethylene glycol / Magnesium sulphate / 
Water 

- soluble proteins from 
  Escherichia coli 

- Kaul และ Asenjo, 
  1994 

Polyethylene glycol / Sodium sulphate /  Water - Amyloglucosidase และ 
β-galactosidase 

- Pawar และคณะ, 
  1997 

 
 จากตารางที่ 3.2    พบวาองคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการ
สกัดผลิตภัณฑมีการศึกษากันมากใน 2 ระบบ คือระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับ
เด็กซแทรน  และระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับโพแทสเซียมฟอสเฟต ซึ่งในระดับ
หองปฏิบัติการนิยมใชระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับเด็กซแทรน  แตระบบดังกลาว
เมื่อขยายระดับสูอุตสาหกรรม  จะมีคาใชจายสูง  เนื่องจากเด็กซแทรนมีราคาแพง (Kroner, 
Hustedt และ Kula, 1982)  อาจใชครูด เด็กซแทรน (crude dextran), ไฮโดรไลส ครูด เด็กซ
แทรนหรือไฮดรอกซีโพรพิล สตารชแทนในระดับอุตสาหกรรมได (Cabral และ Aires-Barros, 
1993)  แตยังพบปญหาจากความหนืดเนื่องมาจากเด็กซแทรน  ซ่ึงมีคาคอนขางสูงและอาจเกิด
เปนเจลได  ทําใหไมเหมาะสมตอการสกัด  สําหรับระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับ
โพแทสเซียมฟอสเฟต  นิยมใชในอุตสาหกรรมขนาดใหญ  เนื่องจากสารที่ใชมีราคาถูก  สามารถ
เกิดการแยกเปนสองวัฏภาคไดงายและเร็วกวาระบบที่ใชเด็กซแทรน (Kroner, Hustedt และ Kula, 
1982; Tjerneld, Johansson และ Joelsson, 1987; Cabral และ Aires-Barros, 1993)  ใน
งานวจิัยนี้จึงเลือกศึกษาระบบที่มีองคประกอบของโพลีเอททิลีนไกลคอลกับโพแทสเซียมฟอสเฟต  
เพื่อเปนแนวทางที่จะใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรมตอไปได 
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3.3 ปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 
 คาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient, K)     เปนพารามิเตอรสําคัญที่แสดงถึง
ประสิทธิภาพในการสกัดโมเลกุลของเอนไซม    หรือโปรตีนที่ตองการในระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาค  ปจจัยที่มีผลตอคาดังกลาวจึงเปนปจจัยสําคัญที่กําหนดความเหมาะสมของการแยก
ในระบบได  ซึ่งอธิบายไดจากสมการของ Bronstedt (Kula, Kroner และ Hustedt, 1982; Cabral 
และ Aires-Barros, 1993) ดังนี้  
 

K   =   e(λM/kT)                                      (3.1) 
 

เมื่อ K คือ สัมประสิทธิก์ารแยก 
 λ คือ ปจจัยกาํหนดลักษณะของวฏัภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของ

โปรตีน 
 M คือ น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน 
 k คือ คาคงที ่Boltzmann 
 T คือ อุณหภูมิสัมบูรณ 
 
 สัมประสิทธิ์การแยกขึ้นกับปจจัยหลายชนิด  สําหรับปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์
การแยกที่จะกลาวถึงนี้เปนเพียงสวนหนึ่งเทานั้น  และปจจัยดังกลาวยังมีความเกี่ยวเนื่องกัน  จึง
เปนการยากในการคํานวณหรือทํานายคาสัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม หรือโปรตีนแตละชนิด
ในระบบ  การหาภาวะที่เหมาะสมตอการแยกหาไดจากการทดลองเทานั้น  ซึ่งปจจัยสําคัญที่ควร
พิจารณาในการทดลองมีดังนี้  
 
 3.3.1 น้ําหนกัโมเลกลุของเอนไซมหรอืโปรตีนที่ตองการ 
 
 Forciniti, Hall และ Kula (1991)  ศึกษาผลของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตอคา
สัมประสิทธิ์การแยก โดยโปรตีนที่ทําการศึกษามี 5 ชนิดและมีน้ําหนักโมเลกุลแสดงในตารางที่ 3.3 
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ตารางที่ 3.3 น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนชนิดตาง ๆ (Forciniti, Hall และ Kula, 1991) 
 

ชนิดของโปรตนี น้ําหนกัโมเลกลุ (x 104) 
Lysozyme 1.32 
Chymotrypsinogen A 2.32 
Bovine Serum Albumin 6.50 
Transferrin 7.30 
Catalase               25.0 

 
 โดยผลของน้าํหนกัโมเลกุลของโปรตีนที่มีตอคาสัมประสทิธิ์การแยก  แสดงในตารางที่ 3.4 
 
ตารางที่ 3.4 ผลของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตอคาสัมประสิทธิ์การแยก (Forciniti, Hall และ   
                   Kula, 1991) 
 

PEG  
(%w/w) 

เด็กซแทรน 
(%w/w) คาสัมประสิทธิ์การแยก ระบบ 

บน ลาง บน ลาง Lys. Chym. Alb. Trans. Cat. 
PEG10000 / 7.0 0.7 0.4 14.1 0.69 1.64 0.37 0.23 0.037 
เด็กซแทรน 8.5 0.7 0.4 17.0 0.64 2.2 0.21 0.130 0.025 
500000 9.8 0.4 0.3 19.2 0.60 2.6 0.131 0.080 0.025 
 12.3 0.4 0.3 23.0 0.54 2.7 0.043 0.040 0.025 

 
 จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 3.4  พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลงเมื่อน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนเพิ่มข้ึน ยกเวนไลโซไซม (Lys.) ซึ่งอาจมีความชอบอยูในวัฏภาคที่มีเด็กซ
แทรนมากกวา หรือเมื่ออยูในระบบแลวมีลักษณะเปนไดเมอร (dimer) หรือไทรเมอร (trimer)  ทํา
ใหมีขนาดโมเลกุลใหญกวาไคโมทริปซิโนเจน เอ (Chym.) จึงทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของไล
โซ-ไซมมีคานอย อยางไรก็ตามผลการทดลองดังกลาวขัดแยงกับสมการที่ 3.1 ซึ่งแสดงวาคา
สัมประสิทธิ์การแยกจะแปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน แตทั้งนี้พารามิเตอร λ ซึ่งแสดงถึง
ปจจัยที่กําหนดลักษณะของวัฏภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของโปรตีน อาจมีผลกระทบ
ตอคาสัมประสิทธิ์การแยกมากกวาอิทธิพลจากน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน จึงทําใหไดผลการ
ทดลองตามที่กลาวมาแลว 
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 เนื่องจากงานวิจัยนี้กําหนดชนิดของเอนไซม คือ แอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 
99 เพื่อใชประโยชนในอุตสาหกรรมภายในประเทศ  ซึ่งเอนไซมดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
27,000 Da  ดังนั้นจึงไมมีการศึกษาถึงอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมตอคาสัมประสิทธิ์
การแยกเพิ่มเติม 
 
 3.3.2 อุณหภมูิของระบบ 
 
 การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของระบบมีผลตอสมบัติทางกายภาพของวัฏภาคของเหลว เชน 
ความหนืดและความหนาแนน  ซึ่งทําใหองคประกอบของวัฏภาคทั้งสองเปลี่ยนแปลงไป  สําหรับ
ระบบที่ประกอบดวยพอลิเมอร 2 ชนิด เชน ระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา  การเพิ่มอุณหภูมิของ
ระบบจะมีผลตอแผนภาพวัฏภาค  โดยที่การเพิ่มอุณหภูมิจะทําใหเสนแบงวัฏภาคเขาใกลจุด
กําเนิดมากขึ้น นั่นคือเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจะตองการใชความเขมขนของพอลิเมอรในการเกิดการ
แยกวัฏภาคนอยลง  ในขณะที่ระบบ PEG / เกลือ / น้ํา  จะใหผลตรงกันขาม (Johansson และ 
Tjerneld, 1994) 
 
 ผลของอุณหภูมิของระบบที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกแสดงตามสมการของ Bronstedt 
(สมการที่ 3.1)  โดยการเพิ่มอุณหภูมิมีผลใหเทอม λM/kT มีคาลดลง  ซึ่งทําใหคาสัมประสิทธิ์การ
แยกลดลงดวย อยางไรก็ตามตองคํานึงถึงปจจัยอื่น ๆ ที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกอีกดวย  
 
 จากการศึกษาของ Mehrotra และคณะ (1999)  พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการผลิต
แอลคาไลนโพรทีเอสจาก Bacillus sp. คือที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  โดยปกติกระบวนการ
หลังการผลิตเพื่อแยกเอนไซมและเซลลออกจากกัน  ควรมีภาวะไมแตกตางจากภาวะที่ใชในการ
ผลิตมากนัก  เพื่อเปนการประหยัดพลังงานและลดตนทุนการผลิต  และเนื่องจากเอนไซมเปน
โปรตีนชนิดหนึ่ง  การใชอุณหภูมิสูงอาจมีผลทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพได       ดังนั้นในงานวิจัยนี้
จึงเลือกศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ดวยระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาคที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดันบรรยากาศ 
 
 3.3.3 ความเปนกรด-ดางของระบบ 
 

ความเปนกรด-ดางของระบบมีผลตอคาสัมประสิทธิก์ารแยกดังตัวอยางที่มีผูศกึษาแลวใน
ตารางที่ 3.5 
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ตารางที่ 3.5 ผลของความเปนกรด-ดางของระบบตอคาสัมประสิทธิก์ารแยก 
 

เอนไซม องคประกอบของระบบ (%w/w) pH K Yield (%) เอกสารอางอิง 
Cytochrome b5 17.7%PEG 1000 + 15.7% 6.4 0.23 26 Sarmento และ 
 Potassium phosphate 7.3 0.6 42 คณะ, 1994 
  8.7 2.1 68  
  9.6 9.8 91  
Cutinase 30%PEG1000 + 10% Na / K 5 48 97 Sebastiao, 
 Phosphate 6 91 100 Cabral และ 
  8 141 100 Aires-Barros, 
  9 303 100 1994 
Amyloglucosidase 5.1%PEG 6000 + 7.5%  3.20 0.011 - Tanuja และ 
 Na2HPO4 9.47 0.25 - คณะ, 1997 
  
 จากผลการศึกษาคาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกตามที่มีผู
ศึกษาแลวดังแสดงในตารางที่ 3.5 พบวา เมื่อระบบมีความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึน  จะทําให
สัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดมีคาสูงขึ้นดวย   Kaul และ Asenjo (1994)  ศึกษาผล
ของการสกัดโปรตีนท่ีละลายน้ําไดจาก E. coli  ในระบบ PEG / เกลือ / น้ํา  โดยทําการศึกษาที่
ความเปนกรด-ดางของระบบมีคา 5, 7 และ 8.5  พบวา เมื่อคาความเปนกรด-ดางของระบบลดลง  
คาสัมประสิทธิ์การแยกจะลดลงดวย  และถาคาความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึนสูงกวาจุดไอ-
โซอิเล็กตริก (pI) ของโปรตีน  คาสัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนดวย ซึ่งการที่ระบบมีคาความเปน
กรด-ดางสูงกวาจุดไอโซอิเล็กตริกของโปรตีน  จะทําใหโปรตีนมีประจุเปนลบและถูกแยกไปอยู
ในวัฏภาคบนไดมากขึ้น คาสัมประสิทธิ์การแยกจึงสูงขึ้น  นอกจากนี้ Videira และ Aires-Barros 
(1994) พบวาการสกัดโพแทสเซียม คลาวูลาเนทในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  จะให
คาสัมประสิทธิ์การแยกเพิ่มข้ึนมากเมื่อความเปนกรด-ดางของระบบสูงขึ้นสําหรับระบบที่ใช PEG 
ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 1000 และ 400  ในขณะที่การใช PEG น้ําหนักโมเลกุล 6000 และ 4000 ใหคา
สัมประสิทธิ์การแยกไมแตกตางกัน 
 
 ในงานวิจัยนี้ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ดวยระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีคาความเปนกรด-ดางของระบบอยูในชวง 7-11 เนื่องจากคาความ
เปนกรด-ดางของระบบในชวงดังกลาวเปนชวงที่เหมาะสมตอการผลิตโพรทีเอสจาก Bacillus sp. 
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(Mehrotra และคณะ, 1999)  เพราะในอนาคตอาจมีการพัฒนาใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค
เพื่อแยกเอนไซมและเซลลออกจากกัน  ควบคูไปกับข้ันตอนในการหมักเพื่อผลิตเอนไซม 

 
3.3.4 ชนิดและน้ําหนักโมเลกลุเฉลีย่ของพอลิเมอร  
 
การเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรที่ใชในระบบมีผลตอลักษณะโครงสรางของ

น้ําและแรงที่กระทําระหวางโมเลกุลของสารที่อยูในระบบ ซึ่งทําใหความสามารถในการสกัดผลิต-
ภัณฑที่ตองการมีคาตาง ๆ กันไป  น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรมีผลตอพารามิเตอร λ (ในสมการ
ที่ 3.1) ซึ่งแสดงถึงปจจัยที่กําหนดลักษณะของวัฏภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของโปรตีน 
ดังนั้นคาสัมประสิทธิ์การแยกจึงเปลี่ยนแปลงไปดวย  ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีองค-
ประกอบของพอลิเมอร 2 ชนิดผสมกัน  ตองคํานึงถึงอิทธพิลของน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรทั้ง
สองชนิดที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก  Forciniti, Hall และ Kula (1991) ศึกษาการสกัดโปรตีน 5 
ชนิดในระบบของ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา ที่มีน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรตาง ๆ กัน  เมื่อใหน้ํา-
หนักโมเลกุลของเด็กซแทรนคงที่  และเพิ่มนํ้าหนักโมเลกุลของ PEG เปน 4000, 6000, 10000 
และ 20000 ตามลําดับ  พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกจะลดลง  ในทางตรงกันขามการเพิ่มน้ําหนัก
โมเลกุลของเด็กซแทรนที่ใชเปน 10000, 40000, 110000 และ 500000 ตามลําดับ โดยที่น้ําหนัก
โมเลกุลของ PEG คงที่  จะไดคาสัมประสิทธิ์การแยกสูงขึ้น  อธิบายไดวา  เมื่อน้ําหนักโมเลกุลของ
พอลิเมอรเพิ่มข้ึน  จะทําใหโครงสรางของน้ําในวัฏภาคที่มีพอลิเมอรชนิดนั้นสะสมอยูมาก
เปลี่ยนแปลงไปและมีความสามารถในการละลายเอนไซมไดนอยลง เอนไซมจึงละลายในอีกวัฏ
ภาคหนึ่งแทน (Forciniti, Hall และ Kula, 1991)  สําหรับระบบที่เปน PEG / เกลือ / น้ํา สนใจ
เฉพาะน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ PEG  ซึ่งเปนพอลิเมอรที่นิยมใชมากที่สุด (ดังแสดงในตารางที่ 
3.2)  ซึ่งตัวอยางของน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของพอลิเมอรที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกในระบบ 
PEG / เกลือ / น้ํา แสดงในตารางที่ 3.6 
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ตารางที่ 3.6 ผลของน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของพอลิเมอรตอคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 

เอนไซม องคประกอบของระบบ(%w/w) M.W. *PEG  K Yield (%) เอกสารอางอิง 
Cytochrome b5 16.7%PEG + 14.8%phos. 400 4.6 91 Sarmento และ 
 16.2%PEG + 14.3%phos. 1000 2.6 75 คณะ, 1994 
 14   %PEG + 11.8%phos. 3350 0.07 6  
 14   %PEG + 11.8%phos. 8000 0.008 0.6  
Cutinase 25%PEG + 10% phos. 1000 165 99.7 Sebastiao, 
 25%PEG + 10% phos. 3350 15 96 Cabral และ 
 12%PEG + 10% phos. 8000 0.13 90 Aires-Barros, 
     1994 
Alkaline protease 13.60%PEG + 13.75%phos. 4000 4.976 - Hotha และ 
 14.30%PEG + 11.25%phos. 6000 3.824 - Banik, 1997 
 14.60%PEG + 9.42 %phos. 9000 2.274 -  
Amyloglucosidase 5%PEG + 7.5% Na2HPO4 4000 0.161 - Tanuja และ 
  6000 0.074 - คณะ, 1997 
* M.W.PEG คือ น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ PEG 
 
 จากตารางที่ 3.6 พบวาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ PEG มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก
คอนขางสูง  ซึ่งในทุกตัวอยางของการทดลองจะใหคาสัมประสิทธิ์การแยกเพิ่มขึ้นเมื่อลดน้ําหนัก
โมเลกุลของ PEG ที่ใช   Videira และ Aires-Barros (1994) ศึกษาการสกัดกรดคลาวูลานิก ใน
ระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกจะอยูในชวง 1.5 ถึง 114 
เมื่อใช PEG ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตาง ๆ กัน  โดยการใชน้ําหนักโมเลกุลของ PEG ที่มีคานอย ๆ 
(PEG 1000 และ 400) จะมีความแตกตางของคาสัมประสิทธิ์การแยกไมมากนัก ในขณะที่การใช
น้ําหนักโมเลกุลของ PEG ที่มีคามาก ๆ (PEG 6000 และ 4000) จะมีความแตกตางอยางเหน็ไดชดั  
โดยการเพิ่มน้ําหนักโมเลกุลของ PEG จะทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
เลือกใช PEG ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 1000 เพื่อใหไดคาสัมประสิทธิ์การแยกที่มีคาสูงและเหมาะสม
ตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / 
น้ํา ซึ่งยังไมมีผูใดทําการศึกษาในระบบเดียวกันนี้  
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 3.3.5 ชนิดและความเขมขนของเกลือ 
 
 ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใช PEG และเกลือเปนองคประกอบ โดยทั่วไปนิยมใช
เกลือโพแทสเซียมฟอสเฟตหรือโซเดียมฟอสเฟต   Sebastiao, Cabral และ Aires-Barros (1994) 
ศึกษาผลจากชนิดของประจุบวกที่ใชตอคาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของคิวติเนส  
โดยทําการทดลองที่องคประกอบของระบบมี PEG 25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักและฟอสเฟต 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก  ที่อุณหภูมิ 24+1 องศาเซลเซียส และมีคาความเปนกรด-ดางของระบบ
เทากับ 6  ซึ่งไดผลดังแสดงในตารางที่ 3.7 
 
ตารางที่ 3.7 ผลของชนิดของประจุบวกตอคาสัมประสิทธิ์การแยก (Sebastiao, Cabral และ  
                   Aires-Barros, 1994) 
 

ชนิดของประจบุวก น้ําหนกัโมเลกลุของ PEG K Yield (%) 
Na+ 1000 31 95 

 3350        1.2 50 
K+ 1000 22 100 

 3350        1.6 100 
 
 พบวาในระบบที่ใช PEG 1000  คาสัมประสิทธิ์การแยกจะลดลงเมื่อใช K+ แทน Na+  
เนื่องจากในการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของระบบที่ใชโพแทสเซียมฟอสเฟต  ตองใช
ความเขมขนของพอลิเมอรและเกลือสูงกวาในระบบที่ใชโซเดียมฟอสเฟต  แสดงวาเมื่อ
องคประกอบของระบบเหมือนกัน ในระบบที่ใชโพแทสเซียมฟอสเฟต จุดดังกลาวจะอยูใกลเสน
แบงวัฏ-ภาคมากกวาระบบที่ใชโซเดียมฟอสเฟต ซึ่งจุดที่อยูหางจากเสนแบงวัฏภาคมากขึ้นจะทํา
ใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของคิวติเนสสูงขึ้นดวย ระบบดังกลาวจึงมีคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง
เมื่อใช K+ แทน Na+   ในขณะที่ผลของประจุบวกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกในระบบที่ใช PEG 
3350 ใหผลตรงกันขาม  ซึ่งโซเดียมฟอสเฟตทําใหคิวติเนสตกตะกอน  และการตกตะกอนโปรตีน
จะไมเกิดขึ้นเมื่อใชเกลือโพแทสเซียมฟอสเฟต หรือเมื่อใช PEG 1000 ในการเกิดระบบสองวัฏภาค
นี้  
 โดยปกติเกลือโซเดียมจะใชในการเตรียมระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางต่ํา (นอยกวา 6)  
สําหรับความเปนกรด-ดางของระบบที่มีคาตั้งแต 6   จะใชโพแทสเซียมฟอสเฟต (Sebastiao, 
Cabral และ Aires-Barros, 1994)  ในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาคาความเปนกรด-ดางของระบบ
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ในชวง 7-11 ดังนั้นจึงใชโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4 และ KH2PO4) ในการปรับคาความเปน
กรด-ดางของระบบใหไดตามตองการ 
 

3.3.6 ความยาวของเสนผูก (tie line length, TLL) 
 
 เนื่องจากองคประกอบของวัฏภาคบนและลางของระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกัน  จะมีคา
สัมประสิทธิ์การแยกเทากัน  แตเปอรเซ็นตผลไดตางกันขึ้นกับสัดสวนปริมาตรของวัฏภาคลาง
ตอวัฏภาคบนดังแสดงในสมการที่ 2.5  ความยาวของเสนผูกแสดงถึงความแตกตางของ
องคประกอบในทั้งสองวัฏภาค องคประกอบของสารที่ใชในระบบ (เชน PEG และ/หรือ 
โพแทสเซียมฟอสเฟต) จะเพิ่มข้ึนตามความยาวของเสนผูกที่มากขึ้น ซึ่งความเขมขนของสารที่ใช
ในระบบจะมีผลตอลักษณะของระบบที่เกิดขึ้น  ดังนั้นการศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มี
ตอคาสัมประสิทธิ์การแยกจะเกี่ยวเนื่องกับความเขมขนขององคประกอบที่ใชในการเกิดระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค  ซึ่งผลของความยาวของเสนผูกตอคาสัมประสิทธิ์การแยกมีผูศึกษาไว
ดังแสดงในตารางที่ 3.8  
 
ตารางที่ 3.8 ผลของความยาวของเสนผกูตอคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 

เอนไซม 
องคประกอบของระบบ  

(%w/w) 
ลักษณะ
ของ TLL* 

K 
Yield  
(%) 

เอกสารอางอิง 

Cytochrome b5  16.2%PEG1000+ 14.3%phos. ส้ัน 2.6 75 Sarmento  
  17.7%PEG1000+ 15.7%phos. ยาว 9.8 91 และคณะ,  
  19.7%PEG1000+ 17.7%phos. ยาวมาก 260 99 1994 
Cutinase  20%PEG1000 + 10% phos. ส้ัน 41 98 Sebastiao, 
  25%PEG1000 + 10% phos. ยาว 165 99.7 Cabral และ 
  30%PEG1000 + 10% phos. ยาวมาก 303 99.8 Aires-Barros, 
     1994 
Alkaline protease  13.6%PEG4000 +13.75%phos. ส้ัน 4.976 - Hotha และ 
  14.4%PEG4000 +13.75%phos. ยาว 3.492 - Banik, 1997 
  15.0%PEG4000 +13.75%phos. ยาวมาก 3.373 -  

* TLL คือ ความยาวของเสนผูก ซ่ึงแสดงถึงความแตกตางขององคประกอบของวัฏภาคที่อยูรวมกัน 
 Videira และ Aires-Barros (1994)  ศึกษาการแยกกรดคลาวูลานิก ในระบบ  PEG / 
โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา พบวาเมื่อเพิ่มความยาวของเสนผูก จะไดคาสัมประสิทธิ์การแยก
เพิ่มข้ึนจาก 1.5 ถึง 114   สวน Forciniti, Hall และ Kula (1991)  ศึกษาผลของความยาวของเสน
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ผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน 5 ชนิดในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา  ไดผลดัง
แสดงในตารางที่ 3.9 
 
ตารางที่ 3.9 คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนทัง้ 5 ชนิดในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้าํ ที่ความ

ยาวของเสนผกูตาง ๆ กนั (Forciniti, Hall และ Kula, 1991) 
 

PEG  
(%w/w) 

เด็กซแทรน 
(%w/w) คาสัมประสิทธิ์การแยก ระบบ 

บน ลาง บน ลาง 
TLL* 

Lys. Chym. Alb. Trans. Cat. 
PEG6000 / 6.0 4.4 6.1 9.4 3.7 0.85 1.50 0.43 0.80 0.27 
เด็กซแทรน 9.4 2.0 2.0 17.1 16.8 0.74 1.55 0.25 0.18 0.089 
40000 12.4 1.1 0.8 22.3 24.3 0.67 1.94 0.115 0.058 0.030 
 13.5 1.0 0.6 24.0 26.5 0.59 1.96 0.099 0.049 0.024 

* TLL คือ ความยาวของเสนผูก ซึ่งคํานวณจาก TLL  =  {[C(P)1 - C(P)2]2 + [C(Q)1 - C(Q)2]2}0.5 (สมการที่ 2.2) 
  

จากตารางที่ 3.9 พบวาเมื่อความยาวของเสนผูกเพิ่มขึ้น (คํานวณจากสมการที่ 2.2)  คา
สัมประสิทธิ์การแยกจะลดลงสําหรับไลโซไซม (Lys.),  อัลบูมิน (Alb.), ทรานเฟอริน  (Trans.) และ 
คะตะเลส (Cat.)  ซึ่งไดคาสัมประสิทธิ์การแยกนอยกวา 1  และจะเพิ่มข้ึนสําหรับไคโมทริปซิโนเจน 
เอ (Chym.) ซึ่งไดคาสัมประสิทธิ์การแยกมากกวา 1  เห็นไดวาความยาวของเสนผูกมีผลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกของระบบในโปรตีนที่มีขนาดใหญ (ทรานเฟอรินและคะตะเลส ซึ่งมีน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 73,000 และ 250,000 ตามลําดับ) มากกวาในโปรตีนที่มีขนาดเล็ก (ไลโซไซมและ
ไคโมทริปซิโนเจน เอ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 13,200 และ 23,200 ตามลําดับ)  (Forciniti, Hall 
และ Kula, 1991) 

 
จากการศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกตามที่ไดกลาว

มาแลวพบวา ยังไมสามารถสรุปผลดังกลาวเปนขอสรุปโดยทั่วไปได เนื่องจากมีปจจัยสําคัญอีก
หลายประการที่มีอิทธิพลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก เชน องคประกอบของระบบที่เปนพอลิเมอร 2 
ชนิดหรือพอลิเมอรกับเกลือ รวมถงึชนิดของโปรตีนหรือเอนไซมที่ตองการสกัดดวย สําหรับงานวิจัย
นี้ศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. 
subtilis NS 99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา โดยเลือกจุดกึ่งกลางของเสนผูก
นั้น ๆ  เปนองคประกอบของระบบที่ทําการศึกษา  เพื่อควบคุมสัดสวนปริมาตรของวัฏภาคบน
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ตอวัฏภาคลางใหใกลเคียงกันในทุกภาวะการทดลองเชนเดียวกับงานวิจัยของ Hotha และ Banik 
(1997) ที่ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ซึ่ง
ทําการศึกษาที่น้ําหนักโมเลกุลของ PEG ตาง ๆ กันดวย   อยางไรก็ตามจุดที่มีความเขมขนของพอ
ลิเมอรและเกลือสูงมาก ๆ อาจทําใหโปรตีนตกตะกอนได  ซึ่งจะมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของ
โปรตีนชนิดนั้นดวย 
 
 3.3.7 แรงไอออนิกจากการเติมเกลือ เชน โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
  
 การเติมเกลือโซเดียมคลอไรดที่มีประจุสุทธิเปนศูนยมีผลตอแรงไอออนิกของระบบ  ระบบ
ที่มีการเติมโซเดียมคลอไรดมีผลใหองคประกอบในการเกิดเปน 2 วัฏภาคเปลี่ยนแปลงไป  โดยมี
เสนแบงวัฏภาคเขาใกลจุดกําเนิดมากขึ้น  นั่นคือการเพิ่มความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  จะใช
ความเขมขนของพอลิเมอรและเกลือในการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคนอยลง (Mistry 
และคณะ, 1996)  ซึ่งมีลักษณะคลายกันทั้งในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา และ PEG / เกลือ / 
น้ํา (Huddleston และคณะ, 1991)   มีผูศึกษาผลของการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกในระบบ PEG / เกลือ / น้ํา แสดงในตารางที่ 3.10 
 
ตารางที่ 3.10 ผลของโซเดียมคลอไรดตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
 

โปรตีน องคประกอบของระบบ (%w/w) NaCl (%) Kprot. Kcont.  เอกสารอางอิง 
Cephalosporin C  17.5%PEG600 + 17.5% 0 1.30 - Yang และ 
                              (NH4)2SO4 2 1.30 - คณะ, 1994 
  7.3 1.29 -  
Desacetyl cephalo-  17.5%PEG600 + 17.5% 0 0.95 - Yang และ 
sporin C                              (NH4)2SO4 2 0.76 - คณะ, 1994 
  7.3 0.64 -  
Alkaline xylanases  16%PEG6000 + 8%K2HPO4 0 0.7 0.3 Duarte และ 
  3 2.5 2.7 คณะ, 1999 
  6 0.9 5.3  
  9 3.0 2.0  
  12 0.7 108  
 Kprot  คือ คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ตองการ 
 Kcont  คือ คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่เปนสารปนเปอน 
 



 40

จากตารางที่ 3.10  พบวาผลของโซเดียมคลอไรดที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอล-
คาไลนไซลาเนส (Kprot.) ไมชัดเจนเทาผลที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่เปน
สารปนเปอน (Kcont.) โดยแอลคาไลนไซลาเนสจะถูกแยกไปในวัฏภาคลางไดมากสําหรับระบบที่มี
โซเดียมคลอไรด 0, 6 และ 12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก (Kprot. < 1) และถูกแยกไปในวัฏภาคบน
ไดมากสําหรับระบบที่มีโซเดียมคลอไรด 3 และ 9 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก (Kprot. > 1)   ซึ่งระบบที่
เหมาะสมตอการแยกแอลคาไลนไซลาเนสและสารปนเปอนออกจากกันมากที่สุด คือระบบที่มี
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ 12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เนื่องจากมีความแตกตางของ 
Kprot. และ Kcont. มากกวาในภาวะอื่น ๆ ที่ทําการทดลอง ซึ่งแสดงวาสามารถแยกโปรตีนที่ตองการ
ออกจากสารปนเปอนไปในวัฏภาคที่ตางกันไดอยางชัดเจน  สวนการแยก Cephalosporin C และ 
Desacetyl cephalosporin C  พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  มีผลใหคา
สัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนทั้งสองชนิดลดลง 

 
การเติมโซเดียมคลอไรดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะของตัวทําละลายในวัฏภาค 

รวมถึงโครงสรางของผล ิตภัณฑและสารปนเปอน จึงทําใหเกิดการแยกผลิตภัณฑและสารปนเปอน
ไปในวัฏภาคทั้งสองไดตางกัน  Mistry และคณะ (1996) พบวาในระบบที่มีความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรดต่ํา คาสัมประสิทธิ์การแยกของอัลฟา-อะไมเลสมีคานอยกวาสัมประสิทธิ์การแยก
ของสารปนเปอน และที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูง  สัมประสิทธิ์การแยกของอัลฟา-อะ
ไมเลสจะมีคามากกวาสัมประสิทธิ์การแยกของสารปนเปอน  ซึ่งลักษณะดังกลาวทําใหสามารถ
แยกเอนไซมออกจากสารปนเปอนไดในการสกัดครั้งแรก โดยใหระบบมีความเขมขนของโซเดียม
คลอไรดสูง (เอนไซมสะสมอยูในวัฏภาคบน  สวนสารปนเปอนสะสมอยูในวัฏภาคลาง)  จากนั้นดึง
เอาวัฏภาคลางซึ่งมีสารปนเปอนออกและเติมสารละลายเกลือฟอสเฟตหรือซัลเฟตที่ไมมีโซเดียม
คลอไรด ทําใหเกิดการแยกวัฏภาคครั้งที่สอง  ซึ่งในครั้งนี้จะแยกเอนไซมมาอยูในวัฏภาคลาง  
สวนวัฏภาคบนซึ่งมีพอลิเมอรและโซเดียมคลอไรดที่สะสมอยูตั้งแตการสกัดครั้งแรกก็นํากลับมาใช
ในขั้นตอนแรกไดอีก 

 
Schmidt, Andrews และ Asenjo (1996)  กลาววา การใชความเขมขนของโซเดียมคลอ-

ไรดในปริมาณสูง (8.8 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)  ทําใหโปรตีนที่มีประจุบวก เชน ซับทิลิซิน 
(subtilisin) ถูกแยกไปในวัฏภาคบน  และโปรตีนที่มีประจุลบ เชน ทริปซิน อินฮิบิเตอร  (trypsin 
inhibitor) ถูกแยกไปในวัฏภาคลาง 
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เห็นไดวาความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก
ของโปรตีน  การทํานายผลดังกลาวยังขึ้นกับปจจัยอื่น ๆ อีกหลายประการ  ดังนั้นผลของโซเดียม
คลอไรดตอคาสัมประสิทธิ์การแยกสําหรับเอนไซมหรือโปรตีนแตละชนิดนั้น  ควรศึกษาจากการ
ทดลอง 

 
จากงานวิจัยที่กลาวมาทั้งหมดนี้พบวายังมีการศึกษาการสกัลแอลคาไลนโพรทีเอสดวย

ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคอยูไมมากนัก  มีเพียง Hotha และ Banik (1997) ที่ศึกษาการสกัด
แอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  โดยศึกษาผลของน้ําหนักโมเลกุล
ของ PEG และความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเทานั้น  สําหรับงานวิจัยในครั้งนี้
จะทําการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางของระบบและผลจากการเติมโซเดียมคลอไรดลงใน
ระบบ ที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ 
PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  ซึ่งเปนปจจัยที่ยังไมมีผูศึกษาไวในระบบเดียวกันนี้ 



 
บทที่ 4 

 
อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
4.1 อุปกรณ   
 

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

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

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

Japan. 
- เครื่องวิเคราะหสารไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC) รุน LC-3A ของ

บริษัท Shimadzu, Japan. 
- อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน Julabo ของบริษัท Labortechnik GMBH, 

Germany. 
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) รุน 6405 ของบริษัท 

Jenway, England. 
 
4.2 เคมีภัณฑ 
 

- โพลีเอททิลีนไกลคอล น้าํหนกัโมเลกุลเฉลีย่ 1000 (PEG1000) ของบริษัท Ajax, 
Australia.  

- ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Ajax, Australia.  
- โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Ajax, Australia.  
- โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Ajax, Australia.  
- กรดฟอสฟอรกิ (H3PO4) ของบริษัท Lipton Manufacturing Chemists, England. 
- โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
- โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ของบริษัท Ajax, Australia.  
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- โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) ของบริษัท Ajax, Australia.  
- กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Laboratory Supplies, England. 
- เคซีน (Casein from bovine milk) ของบริษัท Fluka, Switzerland. 
- กรดไตรคลอโรอะซีติก (TCA) ของบริษัท Merck, Germany. 

เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง มีความบริสุทธิ์ระดับหองปฏิบัติการ (lab grade) 
 
4.3 เอนไซม  
 
 ในงานวิจัยนี้ใชแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS99  ซึ่งเปนครูดเอนไซมผง (crude 
enzyme) ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.นภา ศิวรังสรรค จากภาควชิาชีวเคม ีคณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
4.4 วิธกีารทดลอง 
 
 การทดลองหาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก 
B. subtilis NS 99 สามารถแบงไดเปน 2 สวนคือ สวนแรกเปนการทดลองเพื่อหาภาวะที่เหมาะสม
ตอการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค   และสวนที่สองเปนวิธีการหาคาสัมประสิทธิ์การแยก 
เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ดวยระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค 
 
 4.4.1 การศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค 
 
  4.4.1.1 การเตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค 
 
  ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคเตรียมไดโดยการเติมโพแทสเซียมฟอสเฟต 
(K2HPO4 และ KH2PO4) ลงในสารละลายผสมของโพลีเอททิลีนไกลคอลน้ําหนักโมเลกุล 1000 
(PEG1000) ที่ความเขมขนตาง ๆ ในชวง 5-70 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักกับโซเดียมคลอไรด (0, 4, 7 
และ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) ซึ่งมีปริมาตรรวม 40 มิลลิลิตร  จนไดคาความเปนกรด-ดางตามที่
ตองการ (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5)  ผสมใหเขากันเปนสารละลายผสมที่มีลักษณะขุน ซึ่งการ
เตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคนี้กระทําภายใตการปนกวนตลอดเวลาและใชน้ํากรองตลอด
การทดลอง 
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  4.4.1.2 การหาเสนแบงวัฏภาค 
 
  ในการหาเสนแบงวัฏภาคจะนําสารละลายผสมที่เตรียมไดปริมาณ 5 มิลลิลิตรมา
เติมน้ํากรองทีละนอย ผสมใหเขากันจนไดสารละลายที่มีลักษณะใส คํานวณหาความเขมขนของ 
PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟสที่มีในสารละลายนั้น เพื่อเปนคาหนึ่งบนเสนแบงวัฏภาค  
จากนั้นเปลี่ยนความเขมขนเริ่มตนของสารละลาย PEG1000 ในขั้นตอนการเตรียมระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค  เพื่อหาจุดอื่น ๆ ที่อยูบนเสนแบงวัฏภาคตอไป  ผลการทดลองที่ไดเปน
คาเฉลี่ยจากการทดลองซ้ํากัน 3 ครั้ง ซึ่งมีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตาง (the coefficient of 
variation) ของชุดตัวอยางที่ทําการทดลองซ้ํากัน 3 คร้ังนี้เทากับ +0.93 เปอรเซ็นต 
   

4.4.1.3 การหาเสนผกู 
 

  การหาเสนผูกของระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางของระบบและความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรดตาง ๆ กัน ทําไดโดยปเปตสารละลายผสมที่เตรียมไดปริมาณ 10 มิลลิลิตรใสใน
หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เพื่อให
สารละลายแยกเปนสองวัฏภาคโดยสมบูรณ  จากนั้นนําตัวอยางของสารละลายในแตละวัฏภาคไป
หาปริมาณของ PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟตที่มีในแตละวัฏภาคดวยเครื่องไฮเพอรฟอ-
แมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC)  ซึ่งจุดที่เปนองคประกอบของสารทั้งสองในแตละวัฏภาคนี้
จะเปนคาหนึ่งบนเสนแบงวัฏภาคดวย  และเมื่อลากเสนเชื่อมระหวางองคประกอบในวัฏภาคบน
และวัฏภาคลางจะไดเสนผูกของระบบในภาวะนั้น ๆ  โดยภาวะหนึ่ง ๆ จะหาเสนผูก 3 เสนดวยการ
เปลี่ยนความเขมขนเริ่มตนของ PEG1000 ที่ใชในการเตรียมระบบ  ซึ่งในขั้นตอนการหาเสนผูกโดย
วิเคราะหดวย HPLC นี้ทําการทดลองเพียงครั้งเดียว 
     
 4.4.2 การหาคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 
  4.4.2.1 การเตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดแอลคาไลน-
โพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99   
     

เลือกจุดกึ่งกลางของเสนผูกแตละเสนในทุกภาวะการทดลองเปนจุดที่ใชในการ
สกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 เพื่อควบคุมปริมาตรในวัฏภาคบนและลางให
ใกลเคียงกัน และควบคุมสัดสวนของปริมาตรในวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางใหใกลเคียงกันในทุก
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ภาวะที่ทําการทดลองดวย เตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่จะใชในการสกัดโดยผสม
สารละลาย PEG1000, โซเดียมคลอไรด และโพแทสเซียมฟอสเฟตตามองคประกอบในจุด
ดังกลาว  ปรับคาความเปนกรด-ดางของระบบใหไดตามตองการ (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5) ดวย
กรดฟอส-ฟอริกเขมขนหรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลในปริมาณเพียงเล็กนอย  
โดยมีการปนกวนอยูตลอดเวลา เมื่อสารละลายทั้งหมดผสมกันดีแลว  เติมสารละลายเอนไซม
ปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงไปในระบบดังกลาว  เติมน้ํากรองจนระบบมีน้ําหนักประมาณ 12 กรัม  
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  จึงนําตัวอยางในแตละวัฏภาคไป
หาแอคติวิตีของเอนไซม  เพื่อคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสในแตละ
ภาวะการทดลองตามสมการที่ 2.3  โดยคาแอคติวิตีของเอนไซมที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการ
ทดลองซ้ํากัน 3 คร้ัง ซึ่งมีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตางของผลการทดลองเทากับ +23.54 
เปอรเซ็นต 
 
  4.4.2.2 การเตรียมสารละลายเพื่อหาแอคติวิตีของเอนไซม (นภา ศิวรังสรรคและ
สุดา เกียรติกําจรวงศ, 2540) 
 
  - สารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร  มีคาความเปนกรด-
ดางเทากับ 10.5  เตรียมโดย 
   ละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 21.2 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
   ละลายโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 16.8 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร
  ผสมสารละลายโซเดียมคารบอเนต 202.5 มิลลิลิตร กับสารละลายโซเดียมไบ
คารบอเนต 47.5 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอร
มอลหรือกรดไฮโดรคลอริก 2 นอรมอล จนไดความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5  ปรับปริมาตรดวยน้ํา
กลั่นจนครบ 1 ลิตร 
 

- สารละลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร มีคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 10.5  เตรียมโดยละลายเคซีน 0.5 กรัมในสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอรที่มี
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 คนเบา ๆ ใหความรอนเล็กนอยจนเคซีนละลายหมด ทิ้งไวให
เย็น ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดไฮโดร-
คลอริก 2 นอรมอล  ปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอรจนครบ 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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- กรดไตรคลอโรอะซีติก (trichloroacetic acid, TCA) 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร  เตรียมโดยละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 10 กรัมในน้ํากลั่น คนจนกรดละลายหมด 
ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร บรรจุในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   

4.4.2.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานไทโรซนี (tyrosine standard curve)  
(นภา ศิวรังสรรคและสุดา เกยีรติกําจรวงศ, 2540) 

 
ละลายไทโรซีน 0.01 กรัมในสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร ที่มีคา

ความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ปรับปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร และทํากราฟมาตรฐานไทโรซีน
โดยเจือจางสารละลายไทโรซีนที่ไดตามสัดสวนที่แสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 การเตรียมความเขมขนของไทโรซีนเพื่อใชในการหากราฟมาตรฐานไทโรซีน  
       

สารละลายไทโรซีน 
(มิลลิลิตร) 

สารละลายบฟัเฟอร 
(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนของไทโรซีน
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

0.0 5.0 0 
0.5 4.5 20 
1.0 4.0 40 
1.5 3.5 60 
2.0 3.0 80 
2.5 2.5 100 
3.0 2.0 120 

 
นําสารละลายที่เจือจางแลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน-

เมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) 
 

  4.4.2.4 การหาแอคติวิตีของเอนไซม (นภา ศิวรังสรรคและสุดา เกียรติกําจรวงศ, 
2540) 

 
บมตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตรกับสารละลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรที่ละลายในบัฟเฟอรปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร 0.9 มิลลิลิตร นําไปแช
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ในอางน้ําอุนที่ควบคุมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําขึ้นแชในอางน้ําเย็นหยุด
ปฏิกิริยาทันทีดวย 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  นําสวนน้ําใสวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานไทโรซีน (แสดงในภาคผนวก ก.4) 

 
  ในการวัดแอคติวิตีของเอนไซมตองทําหลอดควบคุมสําหรับเปรียบเทียบหา
ปริมาณไทโรซีนที่ไดจากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง โดยใสกรดไตรคลอโรอะซีติกลงไป
กอน  แลวจงึเติมตัวอยาง, บัฟเฟอรและสารละลายเคซีนลงไป ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําขึ้นแชในอางน้ําเย็น แลวจึงนําไปหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอน 
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  นําสวนน้ําใสวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุมลบออกจากคาการดูดกลืนแสงจากหลอด
ตัวอยาง เปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนจากกราฟมาตรฐาน 
 
  กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณของไทโรซีน 1 ไมโครกรัมที่ไดจาก
การยอยสลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส, ความ
เปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ภายในเวลา 1 นาที 
 
4.5 การวิเคราะห 
 
 ในงานวิจัยนี้ใชไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC)   ในการหาปริมาณของ 
PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟต      และใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 
นาโนเมตรในการหาแอคติวิตีของเอนไซม 
 

4.5.1 การวิเคราะหโดยใชไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC) 
 

          ไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC) ที่ใชเปนของบริษัท Shimadzu รุน LC-
3A  มีดีเทคเตอร (detector) เปนแบบรีแฟคทีฟ อินเดคดีเทคเตอร (RID = Refractive Index 
Detector)   ใชในการหาปริมาณ PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟตในแตละวัฏภาค  โดยมี
เงื่อนไขในการวิเคราะหดังนี้ 
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  4.5.1.1 หาปริมาณ PEG1000 ในวัฏภาคบน (ทุกภาวะการทดลอง) และปริมาณ
โพแทสเซียมฟอสเฟตในวัฏภาคบนและลาง (ที่ 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด)  
  

คอลัมน : Lichrocart C8 
ดีเทคเตอร : รีแฟคทีฟ อินเดคดีเทคเตอร (RID) 
วัฏภาคเคลื่อนที ่ : 50 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของเมทานอลในน้ํา 
อัตราการไหล : 0.8 มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิ : 30+2 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรของตัวอยาง : 5 ไมโครลิตร 

 
  ซึ่งกราฟมาตรฐานของ PEG1000 จากการวิเคราะหดวย HPLC โดยใชคอลัมน 
Lichrocart C8 แสดงในภาคผนวก ก.1 ในขณะที่ปริมาณ PEG1000 ในวัฏภาคลางไมสามารถหา
ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC เนื่องจากมีความเขมขนของ PEG1000 ในวัฏภาคลางนอยเกินไป 
(นอยกวา 0.001 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)  สวนกราฟมาตรฐานของโพแทสเซียมฟอสเฟตจากการ
วิเคราะหดวย HPLC โดยใชคอลัมน Lichrocart C8 แสดงในภาคผนวก ก.2 
 
  4.5.1.2 หาปริมาณโพแทสเซียมฟอสเฟตในวัฏภาคลาง (ที่ 4, 7 และ 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด) 
  

คอลัมน : Zorbax-Sax 
ดีเทคเตอร : รีแฟคทีฟ อินเดคดีเทคเตอร (RID) 
วัฏภาคเคลื่อนที ่ : 20 มิลลิโมลารของกรดฟอสฟอริกที่มีคาความเปน

กรด-ดางเทากับ 2.7 
อัตราการไหล : 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิ : 30+2 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรของตัวอยาง : 5 ไมโครลิตร 

 
ซึ่งกราฟมาตรฐานของโพแทสเซียมฟอสเฟต จากการวิเคราะหดวย HPLC โดยใช

คอลัมน Zorbax-Sax แสดงในภาคผนวก ก.3 
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4.5.2 การวิเคราะหโดยใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
 
ในงานวิจัยนี้ใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) รุน 6405 ของ

บริษัท Jenway  ประเทศอังกฤษ   เพื่อใชหาคาแอคติวิตีของเอนไซม  โดยจะวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 



 
บทที่ 5 

 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
5.1 บทนํา 
  

การทดลองหาภาวะที่เหมาะสมของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค ในการสกัดแอลคา-
ไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 มี 2 ข้ันตอนหลัก คือ ในขั้นตอนแรกเปนการหาแผนภาพวัฏ-
ภาค (phase diagram) ของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ใชในการศึกษาที่
อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดันบรรยากาศ โดยมีคาความเปนกรด-ดางของ
ระบบ (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5)  และความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (0, 4, 7 และ 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) ตาง ๆ กัน  รวมทั้งศึกษาผลของคาทั้งสองที่มีตอเสนแบงวัฏภาค  สวนใน
ขั้นตอนที่สองเปนการเลือกระบบที่จะใชในการหาคาสัมประสิทธ์ิการแยก เพื่อใหไดภาวะที่
เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ใหไดมากที่สุด  ในขณะเดียวกนั
จะศึกษาผลของความยาวของเสนผูก, ความเปนกรด-ดางของระบบ และความเขมขนของโซเดียม
คลอไรดที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกดวย 
 
5.2 แผนภาพวัฏภาคของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา 
  

Per-Ake Albertsson (1986) พบวิธีการสกัดสารทางชีวภาพดวยระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาค  ซึ่งระบบนี้ประกอบดวยสารละลายน้ําที่มีความสามารถในการละลายของพอลิเมอร
ทั้งสองชนิดในน้ํา (เชน เด็กซแทรนและ PEG)  หรือพอลิเมอรชนิดหนึ่งกับเกลือ (เชน PEG และ
โพแทสเซียมฟอสเฟต) แตกตางกัน  โดยโมเลกุลของสารทั้งสองชนิดจะถูกลอมรอบดวยโมเลกุล
ของน้ําซึ่งเปนตัวทําละลาย  และมีโครงสรางแตกตางกันตามพันธะที่เกิดขึ้นกับสารชนิดนั้น ๆ  สวน
ที่สามารถผสมกันไดจะเกิดการรวมตัวกัน  ในขณะที่สวนที่ผสมกันไมไดและไมรวมตัวกันนี้ทําให
เกิดความขุนและเกิดการแยกวัฏภาคขึ้น  ระบบจึงมีลักษณะเปนสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ไม
ผสมกันซึ่งมีลักษณะคลายกับการใชตัวทําละลายสองชนิดที่ไมผสมกัน  และระบบจะพยายามเขา
สูสมดุล คือ ไมสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดเองตามธรรมชาติ  ไมมีแรงขับ (driving force) 
ระหวางวัฏภาคที่จะไปเปลี่ยนแปลงสมบัติในแตละวัฏภาคได กลาวคือ อุณหภูมิ, ความดันและ
ศักยเคมี (chemical potential) ขององคประกอบในแตละวัฏภาคมีคาเทากัน 
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ลักษณะทางเคมีฟสิกสที่ใชบอกลักษณะที่แตกตางกันของวัฏภาคทั้งสองไดแก 
 
1. ความมีข้ัวของตัวทําละลาย (solvent polarity)  ข้ึนกับความเขมขนของพอลิเมอร 

(และเกลือ) ที่มีในวัฏภาค  ซึ่งความมีข้ัวของวัฏภาคทั้งสองจะแตกตางกันนอยลงเมื่อความเขมขน
ของพอลิเมอรลดลง  ดังนั้นระบบที่ใชพอลิเมอรและ/หรือเกลือตางชนิดกัน  จึงมีความมีข้ัวตางกัน  
ลักษณะของตัวทําละลายในทั้งสองวัฏภาคจึงตางกันดวย 
 

2. ความสามารถในการเคลื่อนที่ของน้ํา (water mobility) โดย Zaslavsky และคณะ 
(1989) อางถึงใน Zaslavsky (1995) พบวาความแตกตางของการเคลื่อนที่ของน้ําระหวางวัฏภาค
ทั้งสองของวัฏภาคที่มีความเขมขนของ PEG, PVP, และ Ficoll อยูมาก (มีขั้วนอย) กับวัฏภาคที่มี
ความเขมขนของเด็กซแทรนอยูมาก (มีข้ัวมาก) จะมีคาเทากับ 0.7x10-12 วินาที  ซึ่งแตกตางจาก
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของน้ําบริสุทธิ์ที่มีคาเทากับ 8.25x10-12 วินาที  แสดงวา สมบัติของ
น้ําที่มีพอลิเมอรผสมอยูในวัฏภาคของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะแตกตางจากสมบัติเดิม
ของน้ําบริสุทธิ์   
 

3. ลักษณะไฮโดรโฟบิกของวัฏภาค  มีผลตอโครงสรางของน้ําในวัฏภาคทั้งสองของระบบ 
ความแตกตางของไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคขึ้นกับชนิดของพอลิเมอรที่ใชในระบบและขึ้นกับความ
แตกตางระหวางความเขมขนของพอลิเมอรในวัฏภาคทั้งสองดวย  สําหรับระบบที่ใชพอลิเมอรและ
เกลือจะมีคาไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคบน (มี PEG อยูมาก) มากกวาในวัฏภาคลาง (มีเกลืออยูมาก)
ซึ่งความแตกตางของลักษณะไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคทั้งสองจะเพิ่มข้ึนในระบบดังนี้ (เด็กซแทรน / 
Ficoll) < (เด็กซแทรน / PVP) < (เด็กซแทรน / PEG) < (PEG / แอมโมเนียมซัลเฟต) < (PEG / 
โพแทสเซียมฟอสเฟต) < (PEG / แมกนีเซียมซัลเฟต) (Zaslavsky, 1995)  อยางไรก็ตามลักษณะ
ไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคทั้งสองในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะมีคาแตกตางกันนอยมากเมื่อ
เทียบกับระบบของน้ํากับตัวทําละลายอินทรีย 

 
ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคประกอบดวยน้ําเปนสวนใหญ  โดยพอลิเมอรชนิดแรกจะ

มีอยูมากในวัฏภาคหนึ่ง และพอลิเมอรชนิดที่สองหรือเกลือ จะมีมากในอีกวัฏภาคหนึ่ง  เนื่องดวย
ตัวทําละลายในทั้งสองวัฏภาคคือน้ํา  องคประกอบของวัฏภาคที่เกิดขึ้นจึงเปนสิ่งแวดลอมที่
เหมาะสมสําหรับโมเลกุลทางชีวภาพ  การสกัดโปรตีนดวยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะ
เกิดขึ้นเมื่อเติมสารละลายผสมของโปรตีนลงในระบบและโปรตีนแตละชนิดจะกระจายในวัฏภาค
ทั้งสองที่อยูอยางสมดุลไดตางกันตามลักษณะเฉพาะของตัวมันเอง  โดยการสกัดโปรตีนจะขึ้นกับ
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ลักษณะเฉพาะของโปรตีนแตละชนิดและภาวะที่ใชในการสกัด เชน องคประกอบของระบบ, ความ
เปนกรด-ดางของระบบ ฯลฯ  ภายใตภาวะที่เหมาะสมนี้ โปรตีนที่ตองการจะสะสมอยูในวัฏภาค
บนในปริมาณมาก  ขณะที่โปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่เปนสารปนเปอนจะถูกแยกไปในวัฏภาคลาง  จึงเปน
เหตุใหเกิดการสกัดโปรตีนที่ตองการได    

 
องคประกอบของระบบในแตละภาวะที่แสดงลักษณะวัฏภาคของระบบจะแสดงในรูปของ

แผนภาพวัฏภาค  โดยจุดที่เปนเสนแบงวัฏภาค (binodal curve) จะเปนจุดที่แสดงการ
เปลี่ยนแปลงวัฏภาคของระบบจากวัฏภาคเดียวเปนสองวัฏภาค  เสนผูกที่เชื่อมองคประกอบ
ของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางในเสนแบงวัฏภาคเปนจุดที่อยูในภาวะสมดุล  สารละลายผสมที่
แสดงจุดบนเสนผูกเดียวกันจะมีองคประกอบของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางเหมือนกัน  แตมี
ปริมาตรในแตละวัฏภาคแตกตางกัน  ซึ่งระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกันจะใหคาสัมประสิทธิ์การแยก
เหมือนกัน  แตเปอรเซ็นตผลไดจะตางกันขึ้นกับสัดสวนปริมาตรของระบบนั้นดังแสดงในสมการที่ 
2.5 

 
การกําหนดจุดที่ใชในการสกัดเอนไซมจําเปนตองเลือกจุดที่มีความเหมาะสมและสัมพันธ

กับเสนแบงวัฏภาค  การเลอืกจุดที่ไกลจากเสนแบงวัฏภาคมาก ๆ หรือความยาวของเสนผูกมีคา
มาก  นั่นคือระบบจะมีความเขมขนของพอลิเมอรและเกลือสูง  ซึ่งอาจทําใหโปรตีนตกตะกอนได  
ในขณะที่จุดที่มีคาใกลกับเสนแบงวัฏภาคมากเกินไป  เมื่อมีการเจือจางระบบเพียงเล็กนอย  อาจ
ทําใหองคประกอบของระบบเปลี่ยนแปลงไปจนทําใหสารละลายมีลักษณะเปนวัฏภาคเดียว ซึ่งไม
สามารถทําการสกัดได  ดังนั้นในการขยายระดับการผลิตและการใชประโยชนของระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคในอุตสาหกรรม   จะตองเลือกระบบที่มี เสถียรภาพสูงพอที่จะ
เปลี่ยนแปลงคาในการผลิตไดโดยไมทําลายระบบใหเกิดเปนระบบที่มีวัฏภาคเดียว  ระบบที่มี
ความเสถียรน้ีจะแสดงในรูปของความยาวของเสนผูก (Zaslavsky, 1995)  โดยที่ความยาวของ
เสนผูกบอกถึงความแตกตางขององคประกอบของวัฏภาคที่อยูรวมกัน   
 

5.2.1 แผนภาพวฏัภาคที่ไดจากการทดลอง 
 
ในงานวิจัยนี้ทาํการศึกษาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG1000 / โพแทสเซียม

ฟอสเฟต / น้ํา โดยภาวะที่ใชในการทดลองคือ ที่อุณหภูมหิอง (30+2 องศาเซลเซยีส) และความดนั
บรรยากาศ  ทําการแปรคาความเปนกรด-ดางของระบบเปน 4 คาคือ 7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5  
และความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 4 คาคือ 0, 4, 7 และ 10 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั  ซึ่งในแตละ
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จากรูปที่ 5.2 และรูปในภาคผนวก ค ที่แสดงอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง
ของระบบที่มีตอเสนแบงวัฏภาคที่ทําการทดลองในภาวะตาง ๆ ซึ่งมีเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของ
โซเดียมคลอไรดตางกัน 4 คา พบวา  เสนแบงวัฏภาคของระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางตางกันนี้ 
มีคาใกลเคียงกันมากจนอาจกลาวไดวา คาความเปนกรด-ดางของระบบที่แตกตางกันในชวงที่ทํา
การทดลองนี้มีผลนอยมากหรือไมมีผลตอเสนแบงวัฏภาค แตในขณะเดียวกันชวงของคาความเปน
กรด-ดางดังกลาวมีความแตกตางกันไมมากนัก ซึ่งอาจทําใหผลที่ไดไมชัดเจนเทาที่ควร  อยางไรก็
ตามผลการทดลองที่ไดจากงานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Sebastiao, Cabral และ Aires-
Barros (1994)  ซึ่งศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีคาเทากับ 6.0, 7.5 และ 9.0 ที่มีตอ
ลักษณะของเสนแบงวัฏภาคในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่อุณหภูมิ 24+1 
องศาเซลเซียส 

 
  ความแตกตางเพียงเล็กนอยของเสนแบงวัฏภาคที่เกิดขึ้นในการทดลองที่คาความ
เปนกรด-ดางตางกันนี้  อาจมีผลมาจากความเขมขนของโพแทสเซียมฟอสเฟตที่ใชเปนตัว
กําหนดคาความเปนกรด-ดางของระบบตางกัน  ซึ่งความเขมขนที่ตางกันยอมมีผลตอโครงสราง
ของน้ําภายในระบบตางกันดวย  ลักษณะการแยกวัฏภาคของระบบในแตละภาวะจึงแสดงผล
ออกมาในลักษณะดังที่เห็น  

  
5.2.2.2 อิทธิพลของโซเดียมคลอไรดตอเสนแบงวัฏภาค 

 
  ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ประกอบดวยพอลิเมอรชนิดหนึ่งที่ไมมีประจุ 
(non-ionic polymer) กับเกลือที่มีลักษณะเปน water-structure-making เชน ในระบบ PEG 
1000 /  โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ทําการศึกษานี้  จะเกิดการแยกวัฏภาคไดที่อุณหภูมิหองและ
ถือวาระบบดังกลาวเปนการผสมกันระหวางสารละลาย 2 ชนิดคือ สารละลายพอลิเมอรและ
สารละลายเกลือ  ซึ่งการแยกวัฏภาคเกิดจากความแตกตางของโครงสรางของน้ําที่เกิดจากโมเลกุล
ของตัวถูกละลายดังที่กลาวมาแลว  การเติมเกลืออนินทรียเชน โซเดียมคลอไรด ลงไปในระบบมผีล
ตอโครงสรางของตัวทําละลายน้ําที่มีในระบบ  องคประกอบของระบบที่ทําใหเกิดการแยกวัฏภาค
จึงเปลี่ยนไป  ดังนั้นโซเดียมคลอไรดจึงมีผลตอเสนแบงวัฏภาคของระบบดวย  
 
  รูปที่ 5.3 แสดงเสนแบงวัฏภาคของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา 
ที่ไดจากการทดลองเมื่อใชเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรดตางกัน 4 คาคือ 0, 4, 7 และ 
10  ในขณะที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากันที่ 7.5  สําหรับผลของโซเดียมคลอไรดที่มีตอ
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5.3 คาสัมประสิทธิก์ารแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 
 
 พฤติกรรมการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค  อธิบายไดใน 2 กลไก
ดังนี้  
 

1. การแยกตัวถูกละลายเกิดจากแรงจากการดึงดูดหรือการผลักระหวางโมเลกุลของตัว
ถูกละลายกับพอลิเมอร (และเกลือ) ที่มีในวัฏภาค (Brooks, Sharp และ Fisher, 1985 อางถึงใน 
Zaslavsky, 1995) 
 

2. การแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคเกิดจากความแตกตางของ
แรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับสารละลายน้ําที่แตกตางกันในวัฏภาคทั้งสองของ
ระบบ (Zaslavsky และ Masimov, 1988 อางถึงใน Zaslavsky, 1995) 
 

อยางไรก็ตามลักษณะพื้นฐานของการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏ-
ภาคจะคลายกับระบบน้ําและตัวทําละลายอินทรีย (aqueous-organic two-phase system)  ซึ่ง
ขึ้นกับแรงที่กระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายในระบบ  แตความแตกตาง
เพียงเล็กนอยของลักษณะตัวทําละลายในวัฏภาคทั้งสองของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคเปน
สิ่งสําคัญในการแยกตัวถูกละลายที่มีโครงสรางที่ไมแตกตางกันมากนักได  จึงเปนขอไดเปรียบใน
การแยกสารที่เฉพาะเจาะจงกวาระบบอื่น ๆ (Zaslavsky, 1995) 

 
แรงที่กระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายที่ไมมีขั้วกับสารละลายนํ้าเปนแรงแวนเดอ-

วาล สวนตัวถูกละลายที่มีข้ัวจะมีแรงกระทําตอน้ําซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงสูง เชน แรงไดโพล-ได
โพล, ไดโพล-อินดิวส ไดโพล, พันธะไฮโดรเจน ฯลฯ  สําหรับตัวถูกละลายหรืออนุภาคทางชีวภาพ
สวนมากจะถูกแยกในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีประจุ  ตัวถูกละลายที่สามารถแตกตัว
เปนไอออนไดเชน เอนไซม จะมีแรงกระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายเปน
แรงทางไฟฟาระหวางไอออน-ไอออนและไอออน-ไดโพลรวมอยูดวย  ซึ่งแรงที่กระทําระหวาง
โมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายที่แตกตางกันในระบบนี้  จะทําใหพฤติกรรมการแยกของ
ตัวถูกละลายในระบบแตกตางกันดวย 

 
การสกัดผลิตภัณฑที่ตองการออกจากสารปนเปอนดวยระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคทาํ

ไดโดยเตรียมระบบสองวัฏภาคที่องคประกอบตาง ๆ กัน และเติมสารละลายผสมของผลิตภัณฑลง
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ไปในระบบ หลังจากผสมระบบใหเขากันดีแลวจะตั้งทิ้งไวหรือนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว
เพื่อใหเกิดการแยกวัฏภาค  และผลิตภัณฑที่ตองการจะถูกแยกไปในวัฏภาคใดวัฏภาคหนึ่งตาม
ความชอบซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของตัวมันเอง  ในขณะที่สารปนเปอนจะถูกแยกไปในอีกวัฏภาค
หนึ่ง  พารามิเตอรที่แสดงถึงประสิทธิภาพของระบบในการสกัดเอนไซมหรือผลิตภัณฑที่ตองการ
คือ คาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient, K)  ในระบบที่มีประสิทธิภาพในการสกัดสูง
ตองมีคาสัมประสิทธิ์การแยกของผลิตภัณฑที่ตองการสูง (Ktarget >> 1)   ขณะที่คาสัมประสิทธิ์การ
แยกขององคประกอบอื่นๆ ที่มีในสารละลายผสม (Ki) มีคานอยมากๆ (Ki << 1)  การสกัดจะให
ผลดีเชนกันในกรณีที่ Ktarget << 1 และ Ki >> 1 
 
 พฤติกรรมการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคขึ้นกับปจจัยหลายชนิด
ดวยกัน  ซึ่งปจจัยที่มีผลตอการแยกตัวถูกละลายดังกลาวแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ ปจจัยที่มี
ผลตอลักษณะของตัวทําละลายในทั้งสองวัฏภาคและ ปจจัยที่มีผลตอคุณสมบัติของตัวถูกละลาย
ที่มีความสําคัญตอแรงกระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายน้าํทีม่ใีนวฏัภาคทัง้
สอง  ดังแสดงในตารางที่ 5.1   
 
ตารางที่ 5.1 ปจจัยทีม่ีผลตอการแยกตัวถกูละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค 
         (Zaslavsky, 1995) 
 

ปจจัยที่มีผลตอลักษณะของตัวทําละลาย ปจจัยที่มีผลตอคุณสมบัติของตวัถูกละลาย 
ชนิดของพอลิเมอรทั้งสองตอการเกิดวัฏภาค1 คาความเปนกรด-ดาง 
น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรทัง้สองตอการเกดิวัฏภาค1 ชนิดของสารเตมิแตง2 
ความเขมขนของพอลิเมอรทั้งสองตอการเกดิวฏัภาค1 ความเขมขนของสารเติมแตง2 
ชนิดของสารเตมิแตง2 การเกดิสารประกอบเชิงซอนของสารเติมแตง3 
ความเขมขนของสารเติมแตง2 การปรับตัวของโครงสราง4 
อุณหภูมิ  

1 ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใชพอลิเมอรชนิดหนึ่งกับเกลือ ชนิดและความเขมขนของเกลือทีท่าํใหเกิดวัฏภาค  
  เปนปจจัยมีผลเทา ๆ กับการเกิดวัฏภาคในระบบที่ใชพอลิเมอร 2 ชนิด 
2 สารเติมแตงที่มีน้ําหนักโมเลกลุตํ่า เชน เกลอือนินทรีย, แซคคาไรด, ยูเรีย ฯลฯ ที่ไมมีสัมพรรคภาพเฉพาะ  (specific  
   affinity) ตอตัวถูกละลาย 
3 ลิแกนดที่มีสัมพรรคภาพ (affinity ligands) เชน ยา, สีไทรอะซีน, กรดไขมัน ฯลฯ 
4  การเปลี่ยนแปลงทางเคมี, จากปฏิกิริยาของเอนไซม ฯลฯ  การตัด การรวมตัวกันหรือการเปลี่ยนโครงสรางของ  ตัวทํา
ละลายทีอ่ยูในโมเลกุลของตัวถกูละลาย 
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 ปจจัยที่มีผลตอลักษณะของตัวทําละลายในวัฏภาคทั้งสองดังแสดงในตารางที่ 5.1  
โดยทั่วไปจะศึกษาความเขมขนและน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร (หรือความเขมขนของเกลือ) ที่
ทําใหเกิดการแยกวัฏภาค  รวมถึงชนิดและความเขมขนของสารเติมแตง  ซึ่งนิยมใชเกลืออนินทรีย  
อยางไรก็ตามปจจัยบางชนิดมีผลตอทั้ง 2 ประเภท  จึงเปนการยุงยากในการทํานายคาอทิธพิลทีไ่ด
จากปจจัยเหลานี้ 
 
 คาสัมประสิทธิ์การแยก (K) ของระบบซึ่งเปนคาที่แสดงถึงประสิทธิภาพของระบบ  พบวา
มีอิทธิพลมาจากแรงหลาย ๆ ประเภทดวยกัน  ซึ่งเขียนเปนสมการไดดังสมการที่ 5.1 (Albertsson, 
1986 อางถึงใน Cabral และ Aires-Barros, 1993) 
  
   ln K = ln Kel + ln Khfob + ln Khfil + ln Kconf + ln Klig (5.1) 
 
 เมื่อ ln Kel , ln Khfob , ln Khfil , ln Kconf และ ln Klig เปนคาสัมประสิทธิ์การแยกที่มีผลจาก
อิทธิพลของแรงทางไฟฟา, แรงไฮโดรโฟบิก, แรงไฮโดรฟลิก, โครงสรางของตัวถูกละลายและแรงที่
กระทําตอลิแกนด ตามลําดับ 
 
 ในงานวิจัยนี้ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏ-
ภาคในรูปของความยาวของเสนผูก  ซึ่งเปนการเปลี่ยนองคประกอบของระบบในทั้งสองวัฏภาค, 
คาความเปนกรด-ดางของระบบและปริมาณโซเดียมคลอไรด  ซึ่งเปนสารเติมแตงที่เติมลงไปใน
ระบบ   คาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 
99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ในภาวะที่ทําการทดลองแสดงในตารางที่ 5.2 
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ตารางที่ 5.2 คาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของแอลคาไลนโพรทเีอสจาก B. subtilis 
NS 99 ในระบบ PEG1000 /  โพแทสเซยีมฟอสเฟต / น้ํา ที่ภาวะตาง ๆ 

 
องคประกอบของระบบ 

(%w/w) 
ความเขมขนของเอนไซม 

(U/ml) 
X* Y* PEG 

1000 
โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 

วัฏภาคบน 
(CT) 

วัฏภาคลาง 
(CB) 

TLL 
(%w/w) 

K 
( CT / CB ) 

Yield 
(%) 

20.70 15.29 0.1118 0.0636 48.38 2.00 69.3 
27.39 19.41 0.0132 0.0724 64.30 0.89 57.2 0 7.5 
32.31 25.48 0.0110 0.1031 80.79 0.11 25.7 
20.68 13.98 0.0789 0.0066 47.10 12.0 94.9 
25.78 20.12 0.0482 0.0219 63.38 1.72 66.6 0 8.5 
31.87 24.54 0.0658 0.0439 79.89 1.40 68.6 
18.00 13.01 0.0439 0.0022 41.26 20.0 95.1 
21.86 14.95 0.0329 0.0241 50.91 1.36 61.0   0 9.5 
22.92 15.82 0.0088 0.0285 53.79 0.56 42.5 
37.72 27.43 0.1184 0.0132 92.01 15.3 95.0 
38.63 31.17 0.0592 0.0088 97.94 9.00 92.6 0 10.5 
42.90 37.77 0.0724 0.0132 114.31 5.50 87.6 
21.00 17.05 0.0373 0.0197 53.20 1.89 69.4 
26.01 20.36 0.0088 0.0154 65.20 0.57 46.9 4 7.5 
30.69 24.46 0.0088 0.0482 78.06 0.18 19.7 
23.68 20.23 0.0285 0.0088 61.23 3.25 77.8 
26.77 20.85 0.0132 0.0811 67.75 0.68 48.4 4 8.5 
30.60 24.03 0.0022 0.0373 77.81 0.16 17.3 
22.65 10.52 0.0241 0.0066 49.64 3.67 86.0 
25.35 11.80 0.0022 0.0241 55.66 0.09 13.9 4 9.5 
25.77 13.46 0.0022 0.0285 57.89 0.08 11.5 
40.95 16.73 0.0768 0.0044 87.75 13.1 97.0 
42.00 19.65 0.0307 0.0110 92.13 2.25 81.8 4 10.5 
42.60 23.17 0.0460 0.0417 96.34 1.10 65.8 

* X คือ เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด 
  Y คือ คาความเปนกรด-ดางของระบบ 
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ตารางที่ 5.2 คาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของแอลคาไลนโพรทเีอสจาก B. subtilis 
NS 99 ในระบบ PEG1000 /  โพแทสเซยีมฟอสเฟต / น้ํา ที่ภาวะตาง ๆ (ตอ) 
 
องคประกอบของระบบ 

(%w/w) 
ความเขมขนของเอนไซม 

(U/ml) 
X* Y* PEG 

1000 
โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 

วัฏภาคบน 
(CT) 

วัฏภาคลาง 
(CB) 

TLL 
(%w/w) 

K 
( CT / CB ) 

Yield 
(%) 

21.02 10.42 0.0285 0.0241 45.77 1.18 64.6 
30.02 14.52 0.0066 0.0154 65.65 0.43 42.1 7 7.5 
30.80 17.19 0.0044 0.0132 69.49 0.25 29.8 
22.99 11.96 0.0088 0.0022 50.71 4.00 85.9 
28.64 15.28 0.0263 0.0088 64.14 2.88 81.0 7 8.5 
30.79 20.81 0.0241 0.0504 73.44 0.49 36.0 
22.99 11.73 0.0175 0.0044 50.92 4.00 85.1 
24.46 12.45 0.0241 0.0439 54.36 0.50 38.6 7 9.5 
26.01 12.77 0.0197 0.0482 57.51 0.41 38.6 
40.87 19.04 0.0329 0.0022 89.48 15.0 97.2 
41.14 20.79 0.0877 0.0154 91.59 5.71 91.1 7 10.5 
41.89 22.24 0.0504 0.0373 94.36 1.35 73.6 
22.38 9.78 0.0110 0.0307 47.68 0.36 34.6 

10 7.5 
27.06 12.21 0.0022 0.0175 58.34 0.12 15.8 
23.28 9.37 0.0132 0.0132 49.06 1.00 62.7 

10 8.5 
30.53 14.92 0.0285 0.0373 66.90 0.76 55.8 
25.55 10.06 0.0110 0.0022 54.40 5.00 89.5 
28.15 13.60 0.0197 0.0241 62.04 0.82 56.0 10 9.5 
33.63 19.17 0.0044 0.0417 76.94 0.10 14.0 
37.82 19.66 0.0241 0.0022 84.49 3.14 86.4 
41.00 21.97 0.0088 0.0175 92.64 0.50 49.0 10 10.5 
42.43 27.47 0.0132 0.1075 100.68 0.12 19.0 

* X คือ เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด 
  Y คือ คาความเปนกรด-ดางของระบบ 
 

 
 



 63

5.3.1 ผลของความยาวของเสนผูกตอคาสัมประสิทธิก์ารแยก 
 

 ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีองคประกอบของ PEG  และโพแทสเซียมฟอสเฟต
ในวัฏภาคบนและลางเหมือนกัน คือ ระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกันแตมีสัดสวนปริมาตรของวัฏภาค
บนตอวัฏภาคลางตางกัน  ในงานวิจัยนี้เลือกใชจุดที่เปนจุดกึ่งกลางของเสนผูกในภาวะตาง ๆ เพื่อ
หาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99  จุดที่มีความยาวของ
เสนผูกนอยที่สุด คือ จุดที่มีองคประกอบของ PEG และโพแทสเซียมฟอสเฟตนอยที่สุด  และจะใช
ความเขมขนของสารทั้งสองเพิ่มข้ึนที่ความยาวของเสนผูกมากขึ้น ดังแสดงในแผนภาพวัฏภาค  ซึ่ง
ความเขมขนของสารที่ใชในระบบจะมีผลตอลักษณะของระบบที่เกิดขึ้น  การเพิ่มความยาวของ
เสนผูกแสดงถึงการเพิ่มความเขมขนของฟอสเฟตในวัฏภาคลาง  ในขณะที่ความเขมขนของ
ฟอสเฟตในวัฏภาคบนจะมีคาคอนขางคงที่และมีขีดจํากัดในการละลายในวัฏภาคบนซึ่งมี PEG 
อยูมาก (Sarmento และคณะ, 1994)  เมื่อในวัฏภาคลางมีความเขมขนของฟอสเฟตอยูมากจะ
เกิดการ salting-out ของโปรตีน  โดยเกิดการกระจายของโมเลกุลของโปรตีนที่มีในวัฏภาคลางไป
ในวัฏภาคบนมากขึ้น   

 
Forciniti, Hall และ Kula (1991) ทําการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของไลโซไซม, 

อัลบูมิน, ไคโมทริปซิโนเจน เอ, ทรานเฟอรินและคะตะเลสในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา  พบวา 
คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนบางชนิดที่มีคามากกวา 1 จะมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อความยาวของเสน-
ผูกเพิ่มข้ึน  คือ มีการสะสมในวัฏภาคบนไดมากขึ้น  ในขณะที่คาสัมประสิทธิ์การแยกที่มีคานอย
กวา 1 จะมีคาลดลงเมื่อความยาวของเสนผูกเพิ่มข้ึน  แสดงวามีการสะสมในวัฏภาคลางไดมากขึ้น  
นั่นคือ ความยาวของเสนผูกที่เพิ่มข้ึนจะมีแนวโนมในการแยกโปรตีนไปในวัฏภาคใดวัฏภาคหนึ่ง
ไดมากขึ้น    

 
สําหรับผลการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis 

NS 99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ทําในงานวิจัยนี้ใหผลดังแสดงในตาราง
ที่ 5.2 และเมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อ
ระบบมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ที่เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรดตาง ๆ กัน
แสดงในรูปที่ 5.4  และผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อระบบมี
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรดเทากับ 0 ที่คาความเปนกรด-ดางตาง ๆ กันแสดงในรูป
ที่ 5.5   
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จากรูปที่ 5.4 และ 5.5 พบวาเมื่อความยาวของเสนผูกเพิ่มข้ึน  ทําใหคาสัมประสิทธิ์การ
แยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา 
มีคาลดลง  นอกจากนี้อิทธิพลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกในโปรตีนที่มี
ขนาดเล็ก (เชน ไลโซไซมและไคโมทริปซิโนเจน เอ ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 13,200 และ 
23,200 Da ตามลําดับ) จะมีคานอยมากตามที่ไดกลาวมาแลวในบทที่ 3 (หัวขอ 3.3.6) สําหรับ
แอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ที่ใชในงานวิจัยนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 27,000 
Da  แตใหคาสัมประสิทธิ์การแยกแตกตางกันมาก ดงัแสดงในรูปที่ 5.4 และ 5.5 ซึ่งผลการทดลอง
ดังกลาวแตกตางจากผลการทดลองของ Forciniti, Hall และ Kula (1991) ที่ศึกษาการสกัดโปรตีน
ทั้ง 5 ชนิดในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา ตามที่ไดกลาวมาแลว  อยางไรก็ตามความยาวของเสน
ผูกที่แตกตางกันในระบบทั้งสอง (PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา และ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา) 
อาจมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ทําการศึกษา สําหรับผลของความยาวของเสนผูก
ที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG / 
โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ไดจากงานวิจัยนี้ สอดคลองกับผลจากการทดลองของ Hotha และ 
Banik (1997) ที่ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  
ซึ่งมีลักษณะขององคประกอบของระบบและตัวถูกละลายใกลเคียงกับระบบที่ใชในงานวิจัยนี้  
เปรียบเทียบผลดังกลาวกับผลที่ไดจากงานวิจัยนี้แสดงในตารางที่ 5.3   
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ตารางที่ 5.3 คาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียม 
                   ฟอสเฟต / น้ํา ที่อุณหภูมิหอง 
 

องคประกอบของระบบ (%w/w) 
MW.ของ PEG 

เสนผูก
เสนที่ PEG โพแทสเซียมฟอสเฟต 

K เอกสารอางอิง 

1 14.60 9.42 2.274 
2 15.05 9.45 1.622 9000 
3 15.45 9.48 1.439 
1 14.30 11.25 3.824 
2 14.60 11.43 2.596 6000 
3 15.00 11.55 2.213 
1 13.60 13.75 4.976 
2 14.40 13.75 3.492 4000 
3 15.00 13.75 3.373 

Hotha และ Banik, 1997 

1 20.68 13.98 12.0 
2 25.78 20.12 1.72 1000 
3 31.87 24.54 1.40 

ผลจากงานวิจัยนี้ (ความเปน 
กรด-ดางเทากับ 8.5) 

เมื่อความยาวของเสนผูกเสนที่ 1 < 2 < 3 
   
 แสดงวามีปจจัยหลายประการที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก เชน องคประกอบของ
ระบบที่เปนพอลิเมอร 2 ชนิดหรือพอลิเมอรกับเกลือ รวมถึงชนิดของโปรตีนหรือเอนไซมที่ตองการ
สกัด  ซึ่งในการศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกยังมีไมมากนัก  
โดยเฉพาะอยางยิ่งในระบบที่เปน PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ใชในการสกัดแอลคาไลน
โพรทีเอส  ดังนั้นจึงยังไมสามารถสรุปเปนขอสรุปโดยทั่วไปได  ผลการทดลองที่ไดจากงานวิจัยนี้จะ
เปนขอมูลหนึ่งที่ใชเปนแนวทางในการพัฒนาระบบตอไปได 
 
 5.3.2 ผลของความเปนกรด-ดางตอคาสัมประสิทธิก์ารแยก 
 
 ความเปนกรด-ดางของระบบมีผลโดยตรงตอคุณสมบัติของตัวถูกละลายในระบบ (ดัง
แสดงในตารางที่ 5.1) โดยเฉพาะตัวถูกละลายไอออนิก  ซึ่งจะมีผลตอประจุรวมของโมเลกุลของตัว
ถูกละลาย  จึงทําใหมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 
99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา เปนอยางมาก  โดยทั่วไปคาสัมประสิทธิ์การ
แยกจะขึ้นกับองคประกอบหลัก 2 สวนดวยกัน ดังแสดงในสมการ 5.2 (Tanuja และคณะ, 1997) 
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    log K = log K0 + log Kel    (5.2) 
 
 เมื่อ  K คือ คาสัมประสิทธิ์การแยก 

log Kel หาไดจากปจจัยหลัก 2 ปจจัยคือ ศักยไฟฟาที่อยูระหวางวัฏภาค 
(interfacial potential) และประจุสุทธิของโปรตีน 

log K0 เปนการวัดแรงระหวางโมเลกุลเมื่อไมมีศักยไฟฟาเขามาเกี่ยวของ  ซึ่งเปน
การวัดภายใตภาวะที่ log Kel มีคาเทากับ 0  โดยเมื่อเทียบกับสมการ 5.1 คือ ผลรวมของ ln Khfob , 
ln Khfil , ln Kconf และ ln Klig ในขางขวาของสมการ 
 

นอกจากนี้ในการทํานายคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-
ดางของระบบยังสามารถอธิบายไดจากสมการดังตอไปนี้ (Zaslavsky, 1995) 
 

ln K = ln K(0) + γZ    (5.3) 
 
เมื่อ K(0) คือ คาสัมประสิทธิ์การแยกของตัวถูกละลายโปรตีนที่คาความเปนกรด-ดางของ 

ระบบเทากับจดุไอโซอิเล็กตริกของโปรตีนนัน้ 
 Z    คือ ประจุสุทธิของโปรตีน 
 γ คือ ลักษณะเฉพาะของโปรตีน ขึน้กับพารามิเตอรภายนอก เชน อุณหภูม,ิ 

องคประกอบของพอลิเมอรและเกลือในระบบ, สารเติมแตงเกลือที่ใช ฯลฯ 
 
พบวาสมการที่ 5.2 และ 5.3 มีลักษณะคลายกัน  โดยที่คาความเปนกรด-ดางของระบบ

จะมีผลตอเทอม γZ หรือ log Kel เทานั้น  คือ มีผลตอประจุสุทธิของโปรตีน  และเนื่องจาก γ มี
ความเฉพาะเจาะจงสูง  ดังนั้นพารามิเตอรภายนอก เชน อุณหภูมิ, องคประกอบของพอลิเมอรและ
เกลือในระบบ, สารเติมแตงเกลือที่ใช ฯลฯ ที่มีผลตอลักษณะเฉพาะของโปรตีนจะมีอิทธิพลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกมากกวาอิทธิพลจากประจุสุทธิของโปรตีน  โดยพารามิเตอรดังกลาวมีผลตอ
ศักยไฟฟาระหวางวัฏภาคทั้งสอง  อยางไรก็ตาม สมการดังกลาวจะทํานายผลไดไมถูกตองเสมอไป  
เนื่องจากตองพิจารณาถึงแรงที่กระทําระหวางโมเลกุลที่มีประจุและไมมีประจุในตัวทําละลายน้ํา
ของวัฏภาคทั้งสองดวย   ซึ่งแรงดังกลาวจะเปลี่ยนไปเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของโมเลกุลที่มี
ประจุหรือไมมีประจุ  นอกจากนี้การเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางของระบบ ทําใหโครงสราง
โมเลกุลของตัวถูกละลายเปลี่ยนไปดวย เชน เกิดการรวมตัวกัน หรือแยกออกเปนหนวยยอย ๆ    
และคาความเปนกรด-ดางของระบบที่ตางกันยังแสดงถึงความเขมขนของเกลือที่ใชในระบบตางกนั
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ดวย  จึงเปนการแสดงผลรวมกันของปจจัยทั้งสองที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก  การศึกษาผลของ
คาความเปนกรด-ดางที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก จึงศึกษาจากการทดลองไดงายกวาการ
ทํานายคาจากทฤษฎี (Zaslavsky, 1995)   

 
ผลการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 

ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ศึกษาในภาวะตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 5.2  เมื่อศกึษาผล
ของคาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อมีปริมาณโซเดียมคลอไรด
เทากัน  ใหผลดังรูปที่ 5.6 

         
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

















 
บทที่ 6 

 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลการทดลอง 
  

1. จากการศึกษาแผนภาพวัฏภาคของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่
อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดันบรรยากาศ  สรุปผลของปจจัยที่มีผลตอ
ลักษณะของเสนแบงวัฏภาคไดดังนี้ 
 

1.1 คาความเปนกรด-ดางของระบบมีผลตอเสนแบงวัฏภาคเพียงเล็กนอย  
ในชวงความเปนกรด-ดางที่ใชคือ 7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5  และที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 
10.5 เสนแบงวัฏภาคจะเขาใกลจุดกาํเนิดมากที่สุด  นั่นคือใชปริมาณ PEG1000 และโพแทสเซียม
ฟอสเฟตในการแยกวัฏภาคนอยที่สุด 
 
   1.2 เมื่อปริมาณโซเดียมคลอไรดในระบบมีมากขึ้น ความตองการพอลิเมอรและ
เกลือที่ใชในการเกิดวัฏภาคจะมีคาลดลง โดยเสนแบงวัฏภาคจะเขาใกลจุดกําเนิดมากขึ้น และ
ลดลงอยางเห็นไดชัดในภาวะที่มีและไมมีโซเดียมคลอไรด 
 

2. จากการศึกษาปจจัยที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก    
B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  ที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศา-
เซลเซียส) และความดันบรรยากาศ  สรุปไดดังนี้ 

 
 2.1 ความยาวของเสนผูกที่เพิ่มข้ึน มีผลทาํใหคาสมัประสิทธิ์การแยกของแอลคา-

ไลนโพรทเีอสจาก B. subtilis NS 99 ลดลงในทุกภาวะที่ทาํการทดลอง 
 
 2.2 ความเปนกรด-ดางของระบบที่เพิ่มข้ึนในชวงของคาความเปนกรด-ดางทีท่ํา

การทดลอง (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5)  เปนการเพิ่มประสิทธิภาพของระบบโดยใหคาสัมประสทิธิ์
การแยกสงูขึ้นในบางกรณ ี
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 2.3 ปริมาณโซเดียมคลอไรดที่เติมลงในระบบมีผลทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยก
ลดลง  โดยเฉพาะอยางยิ่งในระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 

 
3. ภาวะที่เหมาะสมที่สุดตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99   ใน

ระบบที่มีคาความเปนกรด-ดาง (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5) และเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียม-
คลอไรด (0, 4, 7 และ 10) ที่ทําการทดลองในงานวิจัยนี้คือ ที่ความเขมขนของ PEG1000, 
โพแทสเซียมฟอสเฟต และโซเดียมคลอไรดเปน 18.00, 13.01 และ 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
ตามลําดับ, คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 9.5, อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และ
ความดันบรรยากาศ  ซึ่งใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 
เทากับ 20.0 และใหคาเปอรเซ็นตผลไดเทากับ 95.1 
 
6.2 ขอเสนอแนะ 
 

1.ในงานวิจัยนี้ใชเอนไซมเกือบบริสุทธิ์ในการศึกษาคาสัมประสิทธิ์การแยกในระบบ 
PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  ที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดัน
บรรยากาศ ซึ่งควรทําการทดลองหาคาดังกลาวในน้ําหมักหรือสารละลายเอนไซมหรือโปรตีนที่มี
สารปนเปอนอยูดวย  เพื่อใหเห็นความแตกตางอยางชัดเจนในการแยกเอนไซมและเซลลออกจาก
กัน  จะไดทราบภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดเอนไซมอยางแทจริง 

 
2. นาจะมีการศึกษาถึงการใชสารเติมแตงเกลือชนิดอื่น  ซึ่งอาจทําใหระบบมีประสิทธิภาพ

สูงขึ้น โดยการศึกษาดังกลาวจะใชวิธีลองผิดลองถูกหรือคนควาจากงานวิจัยที่มีผูศึกษาไวแลวใน
ระบบที่ใชสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสเชนเดียวกัน 
 

3. เนื่องจากระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใชในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสยังมีผู
ศึกษาไวไมมากนัก จึงควรมีการศึกษาถึงระบบอ่ืน ๆ นอกเหนือไปจากระบบ PEG / โพแทสเซียม
ฟอสเฟต / น้ํา ที่ใชในงานวิจัยนี้ เชน ระบบ PEG / ซัลเฟต / น้ํา, PEG / ซิเตรท / น้ํา ซึ่งอาจทําให
การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 

 
4. วิธีการหาแอคติวิตีของเอนไซมที่ใชในงานวิจัยนี้ หาไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ซ่ึงกรดอะมิโนที่เปนอะโรมาติก (aromatic amino acid) ไดแก 
ทริปโตเฟน, ไทโรซีน และฟนิลอะลานีนจะถูกดูดกลืนไดในชวงคลื่นดังกลาว  แตจากการกาํหนดคา
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หนวยของเอนไซมเปนการเทียบจากปริมาณของไทโรซีนเทานั้น  ดังนั้นแอคติวิตีจริงของเอนไซมจึง
นาจะมีคาสูงกวาคาที่หาได และสําหรับ B. subtilis NS 99 มีคา optimum pH เทากับ 9.5  แตใน
การทดลองนี้ทําการหาแอคติวิตีของเอนไซมที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5  ซึ่งแอคติวติีจริง
ของเอนไซมจะมีคาสูงกวาคาที่หาไดจากการทดลอง ดังนั้นจึงควรหาคาแอคติวิตีที่คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 9.5  ซึ่งเปนคาที่เอนไซมทํางานไดดีที่สุด 

 
5. การหาแอคติวิตีของเอนไซมดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน-

เมตร อาจมีความผิดพลาดสูง เนื่องจากตัวอยางที่ใชในวัดคาการดูดกลืนแสงในชวงคลื่นดังกลาว
ไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ซึ่งหากมีส่ิงปนเปอนเพียงเล็กนอยที่อาจมองเห็นหรือมองไม
เห็นปนอยูในตัวอยาง จะทําใหการอานคาผิดพลาดไปไดมาก  ดังนั้นการทดลองจึงตองมีความ
แมนยําสูง สําหรับวิธีการอีกวิธีหนึ่งซึ่งอยูในชวงการพัฒนาเพื่อใชหาคาแอคติวิตีของเอนไซมได
สะดวกกวา จะใชสารละลายเอโซเคซีน (azocasein) 0.2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรแทน
การใชสารละลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ในขณะที่การเตรียมสารเคมีชนิด
อ่ืนและวิธีการหาแอคติวิตียังคงเหมือนเดิม  ซึ่งวิธีนี้จะทําใหไดตะกอนสีเหลืองแยกออกมาอยาง
ชัดเจนและไมกระจายตัวงายเหมือนตะกอนที่เกิดจากการทดลองที่ใชเคซีน  สวนน้ําใส (สีเหลือง) 
ที่นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงสามารถวัดคาไดในชวงที่มองเห็นไดดวยตาเปลา (ที่ความยาวคลื่น 
440 นาโนเมตร) โดยกําหนด 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 
440 นาโนเมตรเปลี่ยนแปลงไป 0.1 หนวย 
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