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บทที่ 2 

 
ทฤษฎี 

 
2.1 บทนํา 
 

ในการศึกษาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. 
subtilis NS 99 จําเปนตองมีความรูพื้นฐานเกี่ยวกับเอนไซมและวิธีการที่ใชในการสกัด ในบทนี้
แบงเปน 2 สวนหลักคือ สวนแรกกลาวถึงลักษณะโดยทั่วไปของเอนไซม ปจจัยที่มีผลตอการ
ทํางานของเอนไซม และชนดิของโพรทีเอส  สวนที่สองกลาวถึงระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใช
ในการสกัด รวมถึงพารามิเตอรที่บงบอกถึงประสิทธิภาพในการสกัดดวย 
 
2.2 เอนไซม 
 
 2.2.1 โครงสรางของเอนไซม 
  

เอนไซมเปนโปรตีนซึ่งสังเคราะหข้ึนจากเซลลของสิ่งมีชีวิต  โครงรูปของเอนไซมถูกกําหนด
ขึ้นโดยลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโน  เรียกลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนในสายโพลีเปป-
ไทดวาโครงสรางปฐมภูม ิ(primary structure)  สายโพลีเปปไทดสามารถขดตัวเปนเกลียว (helix)  
การขดตัวเชนนี้เกิดจากการสรางพันธะไฮโดรเจนระหวางออกซิเจนของพันธะเปปไทดหนึ่งกับ
ไฮโดรเจนของพันธะเปปไทดที่อยูในตําแหนงไกลออกไปในสายโพลีเปปไทดเดียวกัน  นอกจากนี้
สายโพลีเปปไทดยังสามารถขดตัวกันเปนแผนจีบเบตา  (β-pleated sheet) เรียกโครงสรางของ
การขดเปนเกลียวหรือเปนแผนจีบเบตาวาโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) 
 
 สวนเอนไซมที่เปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนกอนกลม (globular protein)  ซึ่งเกิดจากการที่
สายโพลีเปปไทดทั้งสวนที่เปนเกลียวหรือไมก็ตาม ขดไปขดมาอันเนื่องจากพันธะไฮโดรเจน  พันธะ  
ไดซัลไฟด แรงดึงดูดไฟฟาสถิตย แรงดึงดูดแบบไฮโดรโฟบิก (hydrophobic)  และแวนเดอวาล 
(Van der Waals) ระหวางหมูขางเคียงของกรดอะมิโนตาง ๆ เรียกโครงสรางเชนนี้วาเปนโครงสราง
ตติยภูมิ (tertiary structure)  นอกจากนี้เอนไซมบางชนิดเปนโปรตีนที่ประกอบดวยโพลีเปปไทด
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หลาย ๆ สายหรือหลาย ๆ หนวยยอย (subunit) มาจับกัน เรียกโครงสรางเชนนี้วาเปนโครงสราง
จตุรภูมิ (quaternary structure) 

2.2.2  การทาํงานของเอนไซม 
  

เอนไซมเปนกลุมของโปรตีนที่มีหนาที่พิเศษแตกตางจากโปรตีนและโมเลกุลทั่วไป นั่นคือมี
ความสามารถเรงปฏิกิริยาเคมีในสิ่งมีชีวิตไดอยางมีประสิทธิภาพสูงกวาตัวเรงสังเคราะหหลายเทา  
แมในปริมาณเพียงเล็กนอย (ระดับไมโครโมลาร) ก็ตาม  นอกจากนี้เอนไซมสามารถทํางานได
ภายใตสภาวะไมรุนแรง (mild condition)  ซึ่งเหมาะสมอยางยิ่งกับสภาวะภายในเซลลของ
สิ่งมีชีวิต  เอนไซมมีความจําเพาะ (specificity) ตอสับสเตรทสูงมาก  และเรงปฏิกิริยาโดยไมทําให
เกิดผลิต-ภัณฑอ่ืน รวมทั้งเพิ่มอัตราเร็วของปฏิกิริยา โดยเอนไซมมีความสามารถในการกระตุน 
(activation)  ทําใหพลังงานกระตุนของปฏิกิริยาลดลง       สารที่ทําปฏิกิริยาโดยมีเอนไซมเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา เรียกวา สับสเตรท (substrate)   สวนสารที่ไดจากปฏิกิริยา เรียกวา ผลิตภัณฑ 
(product) 
 
 เอนไซมมีขนาดนํ้าหนักโมเลกุลตาง ๆ กัน ตั้งแต 12,000 ถึง มากกวาลาน  เมื่อเทียบกับ
ขนาดของสับสเตรท พบวาเอนไซมมีขนาดใหญกวามาก  แตไมวาเอนไซมจะมีขนาดเทาใดก็ตาม  
จะมีกรดอะมิโนเพียงบางตําแหนงเทานั้นที่มีสวนในการเรงปฏิกิริยา โดยเรียกบริเวณนี้วาบริเวณ
เรง (active site)  สวนกรดอะมิโนที่ตําแหนงอ่ืน ๆ จะมีสวนชวยในการกําหนดโครงสรางของ
โมเลกุลเอนไซมเทานั้น 
 
 เอนไซมบางชนิดทํางานไดในสภาพที่เปนสายโพลีเปปไทดอิสระ เชน ไรโบนิวคลิเอสจาก
ตับออน (pancreatic ribonuclease)  นอกจากนี้ยังมีเอนไซมบางชนิดจะมีความสามารถเรง
ปฏิกิริยาไดเฉพาะเมื่อมีสารอื่นที่ไมใชโปรตีนที่มีความจําเพาะตอตัวมันมาชวยทํางานเทานั้น ซึ่ง
สารเหลานี้เรียกรวม ๆ วา โคแฟคเตอร (co-factor) แบงเปนสองประเภทตามชนิดของสารเคมีนั้น 
ประเภทหนึ่งเปนสารอนินทรีย เชน Zn2+  ของคารบอกซีเปปติเดส (carboxypeptidase)  อีก
ประเภทหนึ่งเปนสารประกอบอินทรียซึ่งเรียกรวม ๆ วาโคเอนไซม (co-enzyme) เชน ไพริดอกซอล 
ฟอสเฟต (pyridoxal phosphate) ของทรานอะมิเนส (transaminase)  เอนไซมบางชนิดตองการ
สารอนินทรีย บางชนิดตองการโคเอนไซม  และบางชนิดตองการทั้งสองประเภทในขณะเดียวกัน  
โคแฟคเตอรเหลานี้อาจจับกับเอนไซมอยางหลวม ๆ หรือจับอยางเหนียวแนนและถาวรก็ได   โค
แฟคเตอรที่จับกับเอนไซมอยางเหนียวแนนนี้เรียกวา กลุมโปรสเตติก (prosthetic group) ของ
เอนไซม  เชน ฮีม (heme) ของไซโตโครม (cytochrome)  เอนไซมที่มีโคแฟคเตอรอยูบนโมเลกุล
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ครบถวนและมีความสามารถเรงปฏิกิริยาไดอยางสมบูรณ เรียกวา โฮโลเอนไซม (holoenzyme)  
แตเมื่อแยกสวนที่เปนโคแฟคเตอรออกจนเหลือแตสวนที่เปนสายโพลีเปปไทด  สวนที่เหลือเปน
เฉพาะสวนโปรตีนเรียก เอโปเอนไซม (apoenzyme)  ซึ่งทํางานไดไมดีเทาเดิมหรือทําไมไดเลย 
 

สารประกอบที่เติมลงไปในปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตัวเรงแลวทําใหอัตราเร็วของปฏิกิริยา
ชาลง เรียกวาตัวยับยั้ง (inhibitor) สารหลายชนิดมีสมบัติในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่
ข้ันตอนใดขั้นตอนหนึ่ง ตัวยับยั้งอาจทําปฏิกิริยากับเอนไซมที่บริเวณจับ (binding site) หรือ
บริเวณเรง (active site) แลวทําใหสับสเตรทไมสามารถจับกับเอนไซมหรือไมสามารถดําเนิน
ปฏิกิริยาไดตามปกติ 
 
 2.2.3  การเรยีกชื่อเอนไซม 
  

การเรียกชื่อเอนไซม  แตเดิมเรียกเปนชื่อสามัญ (Trivial name)  ซึ่งมกัเรียกโดยใชชื่อของ
สับสเตรทแลวตอทายดวย -ase เชน amylase, maltase, protease  นอกจากนี้ยงัมีเอนไซมชนิด
เดียวกนั แตมาจากสวนของรางกายตางกนั เชน  pancreatic α-amylase, salivary α-amylase  
ในปจจุบนัตองระบุแหลงดวย เชน human α-amylase, hog pancreatic α-amylase   ซึ่งเปน
เอนไซมทีท่ําหนาที่เดียวกันคอืยอยแปง  แตมีกรดอะมิโนที่เจาะจงตางกัน  ในป ค.ศ. 1955  คณะ-
กรรมการเอนไซมนานาชาติ (International Enzyme Commission) ไดกําหนดการเรียกชื่อเอนไซม
ตามระบบตัวเลข  โดยจัดจาํพวกของเอนไซมเปน 6 ชั้น (class) ไดแก oxidoreductases, 
transferases, hydrolases, lyases, isomerases และ ligases ตามลาํดับ  ซึง่การเรียกชื่อ
เอนไซมตามระบบตัวเลขนี ้ประกอบดวยตัวเลข 4 หมู เขียนเรียงเปนลําดับโดยคั่นดวยเครื่องหมาย 
“.”  ตัวเลขทัง้ 4 หมูมีความหมายดังนี ้

- หมูที่ 1  แสดงถึง class 
- หมูที่ 2  แสดงถึง sub-class 
- หมูที่ 3  แสดงถึง sub-sub-class 
- หมูที่ 4  แสดงถึง serial number ของเอนไซมชนิดนัน้ 

 
  เอนไซมแตละชนิดจะมีเลขรหัสเฉพาะของตัวเอง (EC number) เชน EC 1.1.1.1 คือ 
alcohol dehydrogenase , EC 2.4.1.22 คือ lactose synthase, EC 3.4.21.14 คือ alkaline 
protease 
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2.2.4  หนวยของเอนไซม (unit of enzyme) 
  

คาที่แสดงปริมาณของเอนไซมในการทําปฏิกิริยานี้เรียกวาหนวยของเอนไซม  ซึ่งมี
ความหมายตาม Commission on Enzyme of the International Union of Biochemistry วา 
“เอนไซม 1 หนวย คือ ปริมาณเอนไซมที่ใชทําปฏิกิริยาในการเปลี่ยน 1 ไมโครโมลของสับสเตรท 
ในเวลา 1 นาที  ภายใตภาวะที่กําหนด”   
 

2.2.5 ปจจัยที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม 
  

เนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีน สารหรือภาวะที่สามารถทําลายสภาพธรรมชาติของโปรตีน 
เชน ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง (pH) จึงเปนปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครง-
รูปของเอนไซม  การทํางานของเอนไซมจึงขึ้นอยูกับภาวะแวดลอมเหลานี้  โดยทั่วไปปจจยัสาํคญัที่
มีผลตอการทํางานของเอนไซม ไดแก 
 

2.2.5.1 ความเปนกรด-ดาง (pH) 
   

เอนไซมประกอบดวยสายของกรดอะมิโนมาตอกัน และกรดอะมิโนมีคุณสมบัติ
เปนแอมโฟไลท (ampholyte)  เชน อะลานีน (alanine) เมื่อละลายในน้ําจะทําหนาที่เปนกรด (ให
โปรตอน) หรือเปนดาง (รับโปรตอน)  ข้ึนอยูกับคาความเปนกรด-ดางของสารละลายและคา pK  
นั่นคือ ความเปนกรด-ดางมีผลตอประจุของกรดอะมิโน  หรือจํานวนประจุที่บริเวณเรงของเอนไซม
และโครงรูปของเอนไซมข้ึนอยูกับความเปนกรด-ดาง  ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 
จึงมีอิทธิพลตอปฏิกิริยาระหวางเอนไซมและสับสเตรท เชน อาจทําใหเอนไซมจับกับสับสเตรทไดดี
ขึ้นหรือแยลง  เอนไซมแตละชนิดมีประสิทธิภาพในการทํางานตางกันที่ความเปนกรด-ดางตางกนั  
แตจะมีชวงหนึ่งที่เอนไซมทํางานไดดีที่สุด เรียกวา optimum pH  ซึ่งมีคาตาง ๆ กันตามชนิดของ
เอนไซม เชน ฟูมาเรส (fumarase) ในอะซีเตทบัฟเฟอร 0.01 โมลาร ที่ 25 องศาเซลเซียส มี 
optimum pH ที่ 6-7 

 
2.2.5.2 อุณหภูมิ 

   
อุณหภูมิของปฏิกิริยามีผลตอการทํางานของเอนไซมเนื่องจากอุณหภูมิมีผลตอ

เสถียรภาพของเอนไซมและโคแฟคเตอร  มีผลตอปฏิกิริยาชีวเคมีทั่วไป คือ มีผลตอการละลายของ
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สับสเตรท  การแตกตัวของบัฟเฟอร  การจับกันระหวางเอนไซมและสับสเตรท, เอนไซมกับโคแฟค-
เตอรและเอนไซมกับตัวยับยั้ง  นอกจากนี้ยังมีผลตอการแตกตัวของกรดอะมิโนในบริเวณเรง 

 
  ในปฏิกิริยาเคมีทั่วไป อัตราการเรงปฏิกิริยาโดยเอนไซมจะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิ  เนื่องจากโมเลกุลมีพลังงานจลนมากขึ้น  การเพิ่มอุณหภูมิขึ้นทุก 10 องศาเซลเซียสทํา
ใหเอนไซมสวนใหญมีอัตราเร็วเพิ่มเปน 2 เทา  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
(optimum temperature) มีคาประมาณ 30-50 องศาเซลเซียส  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นถึงจุดหนึ่ง  
ความสามารถในการทํางานของเอนไซมจะลดลง  เนื่องจากเอนไซมซึ่งเปนโปรตีนจะเสียสภาพ
ธรรมชาติ  นอกจากนี้ยังมีเอนไซมบางชนิดเสียสภาพธรรมชาติที่อุณหภูมิต่ําดวย   

 
2.2.5.3 ความเขมขนของสับสเตรท  

  
 ปฏิกิริยาที่เรงโดยเอนไซมปริมาณหนึ่ง ๆ  อัตราเรว็ของปฏิกิริยาในชวงแรก (initial 

rate) จะเพิ่มข้ึนเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของสับสเตรทที่เพิ่มข้ึน ในเวลาตอมาแมจะ
เพิ่มความเขมขนของสับสเตรท แตอัตราเร็วของปฏิกิริยาจะคงที่ นั่นคือเอนไซมอยูในรูปของ
เอนไซม-สับสเตรท คอมเพลกซ (enzyme-substrate complex) เทานั้น ตามสมการดังตอไปนี้ 

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

2.2.5.4 ความเขมขนของเอนไซม 
   

อัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาจะแปรผันเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของ
เอนไซมเมื่อปฏิกิริยาอยูในภาวะที่มีสับสเตรทมากเกินพอ 
 

2.2.6 โพรทีเอส 
  

โพรทีเอส หรือโพรทีโอไลติกเอนไซม   เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลาย
โปรตีนที่ใชมากในอุตสาหกรรมตาง ๆ ภายในประเทศ   มีความสําคัญมากในกระบวนการผลติของ
อุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมเนยแข็ง, เบียร, เนื้อ, ธัญพืช, ฟอกหนัง และอุตสาห-
กรรมผงซักฟอก  โพรทีเอสมีปฏิกิริยาจําเพาะตอโปรตีน คือ ยอยสลายพันธะเปปไทดของโปรตีน
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โมเลกุล  มีชื่อสามัญหลายชื่อ ไดแก เปปติเดส (peptidases), โพรทีเอส (protease), โพรทีเนส 
(proteinases), เปปไทด ไฮโดรเลส (peptide hydrolases) และโพรทีโอไลติกเอนไซม (proteolytic 
enzymes) 

 
 โดยทั่ว ๆ ไปแบงโพรทีเอสออกเปน 4 กลุม ตามความแตกตางของลักษณะการทํางานของ
เอนไซมไดดังนี้ 
 

2.2.6.1 แอลคาไลนโพรทีเอส (alkaline protease) หรือเซอรีนโพรทีเอส (serine 
protease) 
   

ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนในภาวะสารละลายที่เปนดาง  คา
ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมคือ 8    มี -OH group ของกรดอะมิโน
เซอรีนอยูที่บริเวณเรง ซึ่งมีความจําเปนตอความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม  เอนไซม
ในกลุมนี้ ไดแก ไคโมทริปซิน (chymotrypsin), ทริปซิน (trypsin), อีลาสเตส (elastase), ทรอม-
บิน (thrombin) และซับทิลิซิน (subtilisin) เชน ซับทิลิซิน คารลสเบิรก (subtilisin Carlberg) จาก 
Bacillus licheniformis  ซึ่งใชมากในอุตสาหกรรมสารซักฟอก  หรือซับทิลิซิน บีพีเอน (subtilisin 
BPN) จาก B. amyloliquefaciens,  B. subtilis  และ B. stearothermophilus  ซึ่งมีคุณสมบัติ
ตางจากซับทิลิซิน คารลสเบิรก  นอกจากนี้ยังมีเอนไซมที่แยกไดจากกลุมบาซิลลัสทนดาง 
(Alkalophilic Bacillus)  ซึ่งนอกจากจะทนตอความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิสูงไดดี  ยังทนตอ
สารลดความตึงผิว (surfactants) และสารที่เปนตัวแยก (sequestering agents) ที่ใชผสมในสาร
ซักฟอกไดดีกวาซับทิลิซิน คารลสเบิรก (เปยมสุข พงษสวัสดิ์ และพีรดา สิริจินตกานต, 2530)        
แอลคาไลนโพรทีเอสนี้ถูกยับยั้งการทํางานโดยตัวยับยั้งจําเพาะที่มีผลตอกรดอะมิโนเซอรนี  ไดแก  
ได-ไอโซโพรพีลฟลูออโรฟอสโฟเนต (di-isopropylfluorophosphonate, DFP) และฟนิลเมททิล
ซัลโฟนิล ฟลูออไรด (phenylmethyl sulphonyl fluoride, PMSF)  เอนไซมในกลุมนี้เปนเอนโด  
เปปติเดส (endopeptidases)  คือมีลักษณะการไฮโดรไลสโปรตีนเปนแบบตัดพันธะในสาย 

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

   
เอนไซมในกลุมนี้มีกลุมซัลฮีดริล (sulfhydryl group, -SH) อยูที่บริเวณเรง  และ

อาจมีฮีสติดิล (histidyl) รวมอยูดวย โดยทั่วไปเอนไซมในกลุมนี้เปนโพรทีเอสจากพืช เชน ปาเปน 
(papain) จากมะละกอ, โบรมีลิน (bromelin หรือ bromelain) จากสับปะรด และไฟซิน (ficin) 
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จากลูกมะเดื่อ  นอกจากนี้มีจากจุลินทรีย เชน Streptococcus protease  เอนไซมในกลุมนี้เปน
เอนโดเปปติเดส มีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมคอนขางกวาง อยูในชวงระหวาง 6-7.5 และ
คอนขางทนตอความรอนได  อาจทนไดถึง 60-80 องศาเซลเซียสที่ความเปนกรด-ดางเปนกลาง  
 
  2.2.6.3 นิวทรลัโพรทีเอส (neutral protease) หรือเมททลัโลโพรทีเอส (metallo-
protease) 
   

ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนไดดีที่ความเปนกรด-ดางเปนกลางคือ 
ประมาณ 7   มีอะตอมของโลหะเปนสวนประกอบที่สําคัญในบริเวณเรง  โดยมากเปนสังกะสี  
อาจพบเอนไซมชนิดนี้โดยลําพังหรือปนอยูกับแอลคาไลนโพรทีเอสดวยอัตราสวนตาง ๆ กัน 
ตามแตสายพนัธุของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมนั้น ๆ สายพันธุที่พบไดแกแบคทีเรีย B. subtilis, B. 
megaterium, B. cereus และ B. stearothermophilus และเชื้อรา Aspergillus  oryzae (เปยม-
สุข พงษสวัสด์ิ และพีรดา สิริจินตกานต, 2530) ตัวอยางที่สําคัญของเอนไซมในกลุมนี้ไดแก เทอร-
โมไลซิน (Thermolysin) จาก B. stearothermophilus ที่บริเวณเรงของเอนไซมนี้ประกอบดวย
อะตอมของสังกะสี, กรดอะมิโนฮิสติดีน (histidine) และกรดกลูตามิค (glutamic acid) เอนไซมใน
กลุมนี้เปนเอกโซเปปติเดส (exopeptidase)    การทํางานของเอนไซมถูกยับยั้งไดโดยสารประเภท
ชีเลติง (metal-chelating agents) ไดแก เอททิลีนไดเอมีนเตตราอะซีเตต (ethylenediaminetetra- 
acetate, EDTA),  1, 10-ฟแนนโทรลีน (1, 10-phenanthroline) (เปยมสุข พงษสวัสด์ิ และพีรดา 
สิริจนิตกานต, 2530) 
 

2.2.6.4 แอซิดโพรทีเอส (acid protease) 
   

ทําหนาทีเ่รงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตนีในภาวะสารละลายที่เปนกรด คือชวง 
3-5  มีกลุมคารบอกซิล (carboxyl group) อยูที่บริเวณเรงอยางนอย 1 กลุม  เอนไซมในกลุมนี้สวน
ใหญผลิตไดจากเชื้อรา  แบงได 2 กลุมยอยคือ กลุมที่มสีมบัติคลายเปปซิน (pepsin-like)  ซึ่งผลติ
ไดจากราประเภท Aspergillus และ Penicillium นยิมใชในอุตสาหกรรมเนยแข็ง (กฤษณา โพธิสา-
รัตนะ, 2535) และกลุมทีม่ีสมบัติคลายเรนนิน (rennin-like) ซึ่งผลิตไดจากราประเภท Mucor และ 
Endothia (เปยมสุข พงษสวัสด์ิ และพีรดา สิริจนิตกานต, 2530) นิยมใชในอุตสาหกรรมหมักซอส
และปรับปรุงคุณภาพของแปงที่ใชในการทาํขนมปง 
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2.3 การสกัดของเหลวดวยของเหลว (liquid-liquid extraction) 
 
 การสกัดของเหลวดวยของเหลวเปนขั้นตอนสําคัญขั้นตอนหนึ่งในกระบวนการผลิต
ทางดานวิศวกรรมเคมี  พบมากในอุตสาหกรรมปโตรเคมี อุตสาหกรรมสกัดโลหะจากแร 
อุตสาหกรรมเชื้อเพลิงนิวเคลียร  นอกจากนี้ยังพบในอุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมอาหาร และ
อุตสาหกรรมยาดวย (วรพัฒน อรรถยุกติ, 2526) การสกัดของเหลวดวยของเหลวเปนการสกัดสาร
โดยอาศัยคุณ-สมบัติทางเคมีของสารในระบบ  ใชพลังงานนอย จึงสามารถประหยัดพลังงาน
ไดมาก  โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมขนาดใหญ ซึ่งนิยมใชการสกัดของเหลวดวยของเหลวในกรณีที่
วิธการแยกโดยตรงทําไดแตมีราคาแพงเกินไป หรือไมสามารถแยกสารไดดวยวิธีการทั่ว ๆ ไป เชน 
การกลั่น   
 

การสกัดของเหลวดวยของเหลวอยางมีประสิทธิภาพนั้น นอกจากจะตองออกแบบ
เครื่องมือที่ใชในการสกัดใหเหมาะสมแลว ยังตองคํานึงถึงปจจัยสําคัญตาง ๆ ที่มีผลตอการ
ควบคุมการสกัดซึ่งไดแก ดรรชนีการแยก (degree of separation), สัมประสิทธิ์การแยก (partition 
coefficient), การกระจายในแนวแกน (axial dispersion), hold-up, อัตราน้ําทวม (flooding 
rate), การกระจายขนาดของหยด (droplet size distribution), การรวมตัวของหยดที่บริเวณอิน-
เตอรเฟส (droplet coalescence at interfaces), ความสามารถในการกระจายตัว (poly- 
dispersivity) และการถายเทมวล (mass transfer) ดังนั้นปจจัยตาง ๆ เหลานี้จึงเปนสิ่งสําคัญที่
ตองทําการศึกษาสําหรับการสกัดผลิตภัณฑแตละชนิด เพื่อสามารถนําไปใชประโยชนไดอยาง
เหมาะสมตอไป 
 

2.3.1 ระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาค (Aqueous  Two-Phase Systems, ATPS) 
 

การแยกสารออกจากของผสมเนื้อเดียวกันอาจมีขอจํากัดจากคุณสมบัติทางเคมี  การ
สรางวัฏภาคที่สอง  ซึ่งไมละลายเปนเนื้อเดียวกับวัฏภาคแรกจะสามารถแยกสารออกมาได  
เนื่องจากองคประกอบของสารในระบบมีคาสัมประสิทธิ์ในการกระจาย (distribution coefficient) 
ระหวางวัฏภาคทั้งสองตางกัน  การสกัดดวยของเหลวจึงใชแยกสารละลายที่มีลักษณะเปนเนื้อ
เดียวกันได  โดยการเติมตัวทําละลายอีกชนิดหนึ่ง  ซึ่งไมผสมกันหรือแยกออกจากสารละลายชนิด
แรกได  และเกิดการกระจายขององคประกอบของของผสมระหวางวัฏภาคทั้งสอง 
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 ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค (ATPS) เปนระบบหนึ่งของการสกัดของเหลวดวย
ของเหลวซึ่งเปนที่รูจักมาตั้งแตป ค. ศ. 1896  เปนระบบที่ใชพอลิเมอร 2 ชนิดหรือพอลิเมอรกับ
เกลือ  ซึ่งสามารถละลายน้ําได  แตไมผสมกันเอง  ทําใหระบบที่ไดมีลักษณะเปนของเหลว 2 วัฏ
ภาคแยกชั้นกนัอยู  โดยที่ในวัฏภาคหนึ่งจะมีพอลิเมอรชนิดหนึ่งอยูมาก  สวนอีกวัฏภาคจะมีพอลิ
เมอรอีกชนิดหนึ่งหรือเกลืออยูมาก  ซึ่งทั้งสองวัฏภาคนี้จะมีน้ําเปนตัวทําละลาย  ระบบสารละลาย
น้ําสองวัฏภาคนี้สามารถจําแนกชนิดของระบบไดตามลักษณะของสารที่ทําใหเกิดการแยกวัฏภาค  
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 (ตอ) 
 

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 (ตอ) 
 

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  มีการพัฒนาอยาง
กวางขวางเพื่อใชในอุตสาหกรรมแตละประเภทไดอยางเหมาะสม ในงานวิจัยนี้จําเปนตองมีขอมูล
ตาง ๆ เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาตอไป  ในบทนี้จะกลาวถึงกระบวนการสกัดสารทางชีวภาพ 
และปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient)  ซึ่งเปนพารามิเตอร
สําคัญที่แสดงถึงประสิทธิภาพของระบบ 
 
3.2 กระบวนการสกัดสารทางชวีภาพ 
 
 หลังจากผานกระบวนการผลิตเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่ตองการแลว  กระบวนการหลังการ
ผลิตซึ่งเปนขั้นตอนในการแยกผลิตภัณฑที่ตองการ  และทําใหมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเปนสิ่งสําคัญ  
เนื่องจากคาใชจายในขั้นตอนนี้สูงถึง 60 เปอรเซ็นตของคาใชจายที่ใชในการผลิตทั้งหมด (Cliffe, 
1988)  ดังนั้นจึงมีงานวิจัยคอนขางมากที่ศึกษากระบวนการสกัดสารทางชีวภาพเพื่อใหเหมาะสม
ตอการสกัดสารแตละชนิด  
 
 กระบวนการหลังการผลิตโดยทั่วไปมีข้ันตอนตาง ๆ ที่สําคัญตั้งแตการทําใหเซลลแตก
สําหรับผลิตภัณฑที่อยูภายในเซลล  จนถึงการแยกผลิตภัณฑที่ตองการออกมาและทําใหบริสุทธิ์  
ซึ่งวิธีการที่เลือกใชเพื่อใหเหมาะสมกับชนิดของผลิตภัณฑ  ตองคํานึงถึงคุณสมบัติของผลิตภัณฑ
เปนสําคัญ เชน ในการสกัดเอนไซมหรือโปรตีน  ตองคํานึงถึงความเสถียรของเอนไซมหรือโปรตีน
ชนิดนั้น  รวมถึงการสกัดดวยวิธีการตาง ๆ ที่ใชรวมกันวามีความเหมาะสมมากนอยเพียงใด  
เนื่องจากโพรทีเอสหลายชนิดจะมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนเมื่อใชวิธีการสกัดตาง ๆ รวมกัน (Beynon 
และ Bond, 1990) 
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กระบวนการทัว่ไปที่ใชในการสกัดสารทางชีวภาพมีดังนี ้
 
 3.2.1 การหมุนเหวี่ยง (centrifugation)  นิยมใชเมื่อมีผลิตภัณฑในปริมาณมาก เชน 
การสกัดยีสตจากน้ําหมักในอุตสาหกรรมเบียร (Cliffe, 1988) 
 
 3.2.2 การกรอง (filtration)  นิยมใชอยางกวางขวางและเปนที่รูจักโดยทั่วไป  พบมากใน
อุตสาหกรรมยาและอาหาร ซึ่งรวมถึงการกรองผานเยื่อแผนเชน ไมโครฟลเตรชัน, อัลตราฟลเตรชนั 
และ รีเวิรสออสโมซิส 

 
 3.2.3 การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation)  พบมากในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก  
และมีการพัฒนาเพื่อใชในอุตสาหกรรมใหญ  ซึ่งการตกตะกอนโปรตีนมีหลายวิธี  ขึ้นกับสารเคมีที่
ใชในการตกตะกอน ดังนี้ 
 
  3.2.3.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ  นิยมใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และ
เกลือโซเดียมซัลเฟต 
   

3.2.3.2 การตกตะกอนโปรตีนดวยตัวทําละลายอินทรีย  นิยมใชเมทานอล, เอทา-
นอล, ไอโซโพรพานอล และอะซิโตน 
   

3.2.3.3 การตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็กตริก  ไมคอยพบในอุตสาหกรรม
ขนาดใหญ 
   

3.2.3.4 การตกตะกอนโปรตีนดวยนอน-ไอออนิก พอลิเมอร  โดยเติมพอลิเมอรที่
มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เชน โพลีเอททิลีนไกลคอล, โพลีไวนิลแอลกอฮอล, เมทิลเซลลูโลส หรือเด็กซ-
แทรน  ลงในสารละลายน้ําที่มีโปรตีนอยู  ซึ่งจะเกิดการแยกเปน 2 ชั้น เชนเดียวกับระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค 
   

3.2.3.5การตกตะกอนโปรตีนดวยสารโพลีอิเล็กโทรไลท นิยมใชกรดโพลีอะคริลิก, 
อะซิติก โพลีแซกคาไรด และโพลีฟอสเฟต เพื่อทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ในอุตสาหกรรมขนาดเล็ก  แต
ยังไมพบในอุตสาหกรรมขนาดใหญ  
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3.2.4 โครมาโตกราฟ (chromatography)  สารละลายที่ใชแยกโดยวิธีนี้ตองไมมีชิ้นสวน
ของเซลลปนอยู และควรมีโปรตีนอยูในชวง 5-7 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  วิธีโครมาโต-
กราฟที่พบในอุตสาหกรรมขนาดใหญมี 4 วิธีคือ 

 
 3.2.4.1 ไอออน-เอกซเชนจ โครมาโตกราฟ (Ion-Exchange Chromatography) 
 3.2.4.2 อะฟนิตี โครมาโตกราฟ (Affinity Chromatography) 
 3.2.4.3 เจล-ฟลเตรชัน โครมาโตกราฟ (Gel-Filtration Chromatography) 
 3.2.4.4 ไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) 
  

โดยที่ไอออน-เอกซเชนจ โครมาโตกราฟ  นิยมใชทั่วไปในขั้นตอนแรกของการสกัด  
เนื่องจากใชกับสารละลายโปรตีนในปริมาณมาก  สวนอะฟนิตี โครมาโตกราฟใชในกระบวนการ
ข้ันตอไป  ซึ่งมีความเขมขนของผลิตภัณฑนอยในสารละลายที่มีสารปนเปอนอยูอีกหลายชนิด  
ในขณะที่เจล-ฟลเตรชันและไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ  นิยมใชในขั้นตอนสุดทายของ
การทําใหบริสุทธิ์  เมื่อมีสารปนเปอนและปริมาณของสารละลายคอนขางนอย 
 

ไดมีผูศึกษาการสกัดโพรทเีอสดวยวิธกีารตาง ๆ สรุปไดในตารางที ่3.1 
 

ตารางที่ 3.1 การสกัดโพรทเีอสดวยวิธกีารตาง ๆ  
 

วิธีการ ชนิดของโพรทเีอส เอกสารอางอิง 
กรองแบบ cross flow ultrafiltration 
 

- แอลคาไลนโพรทีเอส จาก  
  B. licheniformis 

- TaKac และคณะ,    
 2000 

ตกผลึก (crystallization) - แอลคาไลนโพรทีเอส - Park, Lee, H.J. และ 
  Lee, E.K., 1997 

ระบบสารละลายน้าํสองวัฏภาค - แอลคาไลนโพรทีเอส จาก 
  B. licheniformis  
- แอลคาไลนโพรทีเอส จาก 
  Bacillus sp. 
- แอลคาไลนโพรทีเอส จาก 
  B. thuringiensis H 14 

- Lee และ Chang,    
  1990 
- Sinha และคณะ, 1996 

 
- Hotha และ Banik,    
  1997 
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ตารางที่ 3.1 การสกัดโพรทเีอสดวยวิธกีารตาง ๆ (ตอ) 
 

วิธีการ ชนิดของโพรทเีอส เอกสารอางอิง 
โครมาโตกราฟ 
- HPLC ซึ่งใชคอลัมนแอนไอออน 
  เอกซเชนจและเจลฟลเตรชัน 

 
- เมททัลโลโพรทีเอส 

 
- Rodier และคณะ,  
  1997 

-ไอออนเอกซเชนจและเจลฟลเตรชัน 
 
 
 
 
 

- โพรทเีอส จาก Serratia 
   marcescens AP 3801 
- ซีพ-ี70 โพรทเีอส 
 
- แอลคาไลนโพรทีเอส 
  จาก Pseudomonas 
  aeruginosa  MN 1 

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

  ใชคอลัมนโครมาโตกราฟรวมกนัคือ  
  1. ซีเอ็ม-เซฟาโรส ซีแอล-6บี 
  2. ดีอีเออี-เซฟาโรส 
  3. เซฟาเด็กซ จ-ี75 

- โพรทเีอส ซีเค7-1 
- โพรทเีอส ซีเค7-2 
 
 

- Lee, Park และ Hyun, 
  2000 
 
 

ตกตะกอนรวมกับโครมาโตกราฟ 
- 1. ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  2. เจลฟลเตรชันผานเซฟาเด็กซ จ-ี100 
  3. ดีอีเออี-เซลลูโลส 
- 1. ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  2. เจลฟลเตรชันผานเซฟาเด็กซ จ-ี75 
  3. อะฟนิตี โครมาโตรกราฟ 
- 1. ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  2. ดีอีเออี-เซลลูโลส 
  3. อัลฟา-เคซีน อะกาโรส 

 
- โพรทเีอส จาก 
  ปานศรนารายณ 
 
- โพรทเีอส จาก  
  Scedosporium 
  apiospermum  
- แอลคาไลนโพรทีเอส  
  จาก Bacillus sp. 
  PS 719 

 
- สมบัติ คงวิทยา, 2541 
 
 
- Larcher และคณะ, 
  1996 
 
- Hutadilok-Tawatana, 
  Painupong และ  
  Suntinanalert, 1999 
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จากตารางที่ 3.1 พบวาวิธีการที่ใชในการสกัดโพรทีเอสมีหลายวิธีดวยกัน  การเลือกใช
วิธีการตาง ๆ ใหเหมาะสมตองทราบถึงขอดี-ขอเสียและความเปนไปไดในระดับอุตสาหกรรม  การ
หมุนเหวี่ยงมีขอเสียคือ อุณหภูมิของระบบจะสูงขึ้นเมื่อใชแรงในการหมุนสูง  ซึ่งมีผลตอผลิตภัณฑ
ที่มีการเปลี่ยนแปลงตออุณหภูมิไดงาย, การตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  นิยมใชใน
ระดับหองปฏิบัติการ  แตในระดับอุตสาหกรรมมักพบปญหาในการกําจัดเกลือออกจากโปรตีนที่
ตกตะกอนได  ในขณะที่การใชโซเดียมซัลเฟตตองใชที่อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส  เพื่อให
แนใจวาจะเกิดการละลายไดอยางเหมาะสม  สําหรับการใชสารโพลีอิเล็กโทรไลทในการตกตะกอน
โปรตีน  มักพบปญหาเรื่องราคาของสารโพลีอิเล็กโทรไลทและการขยายระดับ (scale up)  ซึ่งเมื่อ
ขนาดของหนวยผลิตใหญขึ้น  เวลาที่ใชในการตกตะกอนจะมากขึ้น  ทําใหเกิดการตกตะกอน
โปรตีนทั้งที่ตองการและไมตองการ  สําหรับวิธีโครมาโตกราฟมีขอจาํกัดเรื่องราคาของเจลที่ใช  ซึ่ง
ทําใหผลิต-ภัณฑที่ไดมีราคาสูง  นอกจากนี้สารที่แยกไดยากทําใหตองใชคอลัมนที่มีขนาดยาวมาก  
และการขยายระดับสําหรับโปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดใหญก็เปนปญหาสําคัญ  การใชระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคในการสกัดโพรทีเอส  จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจ  เนื่องจากสามารถแยก
สารปนเปอนออกจากเอนไซมไดงาย, ทําไดที่อุณหภูมิหอง  รวมถึงองคประกอบหลักของระบบคือ 
น้ํา  ซึ่งไมทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพ  ทั้งยังขยายระดับสูอุตสาหกรรมไดงาย  โดยใหผลได (yield) 
ในทั้งสองระดับใกลเคียงกัน  แมแฟคเตอรในการขยายระดับสูงถึง 40,000 (Cabral และ Aires-
Barros, 1993) และเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการอื่นที่ใชในการสกัดเอนไซมออกจากเซลลแลว  ระบบ
สาร-ละลายน้ําสองวัฏภาคใหคา capacity, throughput และผลไดสูงสุด  ในขณะที่คาใชจายดาน
แรงงานและพลังงานมีคาต่ําสุด (Tjerneld, 1992)  โดย Sebastiao, Cabral และ Aires-Barros 
(1996) พบวาการใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีองคประกอบของโพลีเอททิลีนไกลคอลน้ํา-
หนักโมเลกุล 1000 ปริมาณ 25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักและโซเดียมฟอสเฟต 10 เปอรเซ็นตโดยน้ํา-
หนัก ที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 4.8 เพียงขั้นตอนเดียว จะใหผลได 91 เปอรเซ็นต  
ในขณะที่การใชวิธีสกัดหลายขั้นตอนรวมกัน คือ การทําใหเซลลแตกเนื่องจากแรงดันน้ํา (osmotic 
shock), การตกตะกอนดวยกรดและวิธีโครมาโตกราฟ จะใหผลไดเพียง 77 เปอรเซ็นต  ซึ่งองค-
ประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่นิยมใชในการสกัดเอนไซม, โปรตีนชนิดตาง ๆ 
รวมถึงผลิตภัณฑอ่ืน ๆ แสดงดังตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 องคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ใชในการสกัดผลิตภัณฑ 
 

องคประกอบของระบบ ชนิดของผลิตภัณฑ เอกสารอางอิง 
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 องคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ใชในการสกัดผลิตภัณฑ (ตอ) 
 

องคประกอบของระบบ ชนิดของผลิตภัณฑ เอกสารอางอิง 
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 องคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคที่ใชในการสกัดผลิตภัณฑ (ตอ) 
 

องคประกอบของระบบ ชนิดของผลิตภัณฑ เอกสารอางอิง 
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    พบวาองคประกอบของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการ
สกัดผลิตภัณฑมีการศึกษากันมากใน 2 ระบบ คือระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับ
เด็กซแทรน  และระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับโพแทสเซียมฟอสเฟต ซึ่งในระดับ
หองปฏิบัติการนิยมใชระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับเด็กซแทรน  แตระบบดังกลาว
เมื่อขยายระดับสูอุตสาหกรรม  จะมีคาใชจายสูง  เนื่องจากเด็กซแทรนมีราคาแพง (Kroner, 
Hustedt และ Kula, 1982)  อาจใชครูด เด็กซแทรน (crude dextran), ไฮโดรไลส ครูด เด็กซ
แทรนหรือไฮดรอกซีโพรพิล สตารชแทนในระดับอุตสาหกรรมได (Cabral และ Aires-Barros, 
1993)  แตยังพบปญหาจากความหนืดเนื่องมาจากเด็กซแทรน  ซ่ึงมีคาคอนขางสูงและอาจเกิด
เปนเจลได  ทําใหไมเหมาะสมตอการสกัด  สําหรับระบบที่ประกอบดวยโพลีเอททิลีนไกลคอลกับ
โพแทสเซียมฟอสเฟต  นิยมใชในอุตสาหกรรมขนาดใหญ  เนื่องจากสารที่ใชมีราคาถูก  สามารถ
เกิดการแยกเปนสองวัฏภาคไดงายและเร็วกวาระบบที่ใชเด็กซแทรน (Kroner, Hustedt และ Kula, 
1982; Tjerneld, Johansson และ Joelsson, 1987; Cabral และ Aires-Barros, 1993)  ใน
งานวจิัยนี้จึงเลือกศึกษาระบบที่มีองคประกอบของโพลีเอททิลีนไกลคอลกับโพแทสเซียมฟอสเฟต  
เพื่อเปนแนวทางที่จะใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรมตอไปได 
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3.3 ปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 
 คาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient, K)     เปนพารามิเตอรสําคัญที่แสดงถึง
ประสิทธิภาพในการสกัดโมเลกุลของเอนไซม    หรือโปรตีนที่ตองการในระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาค  ปจจัยที่มีผลตอคาดังกลาวจึงเปนปจจัยสําคัญที่กําหนดความเหมาะสมของการแยก
ในระบบได  ซึ่งอธิบายไดจากสมการของ Bronstedt (Kula, Kroner และ Hustedt, 1982; Cabral 
และ Aires-Barros, 1993) ดังนี้  
 

K   =   e(λM/kT)                                      (3.1) 
 

เมื่อ K คือ สัมประสิทธิก์ารแยก 
 λ คือ ปจจัยกาํหนดลักษณะของวฏัภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของ

โปรตีน 
 M คือ น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน 
 k คือ คาคงที ่Boltzmann 
 T คือ อุณหภูมิสัมบูรณ 
 
 สัมประสิทธิ์การแยกขึ้นกับปจจัยหลายชนิด  สําหรับปจจัยสําคัญที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์
การแยกที่จะกลาวถึงนี้เปนเพียงสวนหนึ่งเทานั้น  และปจจัยดังกลาวยังมีความเกี่ยวเนื่องกัน  จึง
เปนการยากในการคํานวณหรือทํานายคาสัมประสิทธ์ิการแยกของเอนไซม หรือโปรตีนแตละชนิด
ในระบบ  การหาภาวะที่เหมาะสมตอการแยกหาไดจากการทดลองเทานั้น  ซึ่งปจจัยสําคัญที่ควร
พิจารณาในการทดลองมีดังนี้  
 
 3.3.1 น้ําหนกัโมเลกลุของเอนไซมหรอืโปรตีนที่ตองการ 
 
 Forciniti, Hall และ Kula (1991)  ศึกษาผลของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตอคา
สัมประสิทธิ์การแยก โดยโปรตีนที่ทําการศึกษามี 5 ชนิดและมีน้ําหนักโมเลกุลแสดงในตารางที่ 3.3 
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ตารางที่ 3.3 น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนชนิดตาง 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 

 
 โดยผลของน้าํหนกัโมเลกุลของโปรตีนที่มีตอคาสัมประสทิธิ์การแยก  แสดงในตารางที่ 3.4 
 
ตารางที่ 3.4 ผลของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตอคาสัมประสิทธิ์การแยก (Forciniti, Hall และ   
                   Kula, 1991) 
 

PEG  
(%w/w) 

เด็กซแทรน 
(%w/w) คาสัมประสิทธิ์การแยก ระบบ 

บน ลาง บน ลาง Lys. Chym. Alb. Trans. Cat. 
PEG10000 / 7.0 0.7 0.4 14.1 0.69 1.64 0.37 0.23 0.037 
เด็กซแทรน 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  พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลงเมื่อน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนเพิ่มข้ึน ยกเวนไลโซไซม (Lys.) ซึ่งอาจมีความชอบอยูในวัฏภาคที่มีเด็กซ
แทรนมากกวา หรือเมื่ออยูในระบบแลวมีลักษณะเปนไดเมอร (dimer) หรือไทรเมอร (trimer)  ทํา
ใหมีขนาดโมเลกุลใหญกวาไคโมทริปซิโนเจน เอ (Chym.) จึงทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของไล
โซ-ไซมมีคานอย อยางไรก็ตามผลการทดลองดังกลาวขัดแยงกับสมการที่ 3.1 ซึ่งแสดงวาคา
สัมประสิทธิ์การแยกจะแปรผันตามน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน แตทั้งนี้พารามิเตอร λ ซึ่งแสดงถึง
ปจจัยที่กําหนดลักษณะของวัฏภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของโปรตีน อาจมีผลกระทบ
ตอคาสัมประสิทธิ์การแยกมากกวาอิทธิพลจากน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน จึงทําใหไดผลการ
ทดลองตามที่กลาวมาแลว 
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 เนื่องจากงานวิจัยนี้กําหนดชนิดของเอนไซม คือ แอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 
99 เพื่อใชประโยชนในอุตสาหกรรมภายในประเทศ  ซึ่งเอนไซมดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
27,000 Da  ดังนั้นจึงไมมีการศึกษาถึงอิทธิพลของน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมตอคาสัมประสิทธิ์
การแยกเพิ่มเติม 
 
 3.3.2 อุณหภมูิของระบบ 
 
 การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของระบบมีผลตอสมบัติทางกายภาพของวัฏภาคของเหลว เชน 
ความหนืดและความหนาแนน  ซึ่งทําใหองคประกอบของวัฏภาคทั้งสองเปลี่ยนแปลงไป  สําหรับ
ระบบที่ประกอบดวยพอลิเมอร 2 ชนิด เชน ระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา  การเพิ่มอุณหภูมิของ
ระบบจะมีผลตอแผนภาพวัฏภาค  โดยที่การเพิ่มอุณหภูมิจะทําใหเสนแบงวัฏภาคเขาใกลจุด
กําเนิดมากขึ้น นั่นคือเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจะตองการใชความเขมขนของพอลิเมอรในการเกิดการ
แยกวัฏภาคนอยลง  ในขณะที่ระบบ PEG / เกลือ / น้ํา  จะใหผลตรงกันขาม (Johansson และ 
Tjerneld, 1994) 
 
 ผลของอุณหภูมิของระบบที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกแสดงตามสมการของ Bronstedt 
(สมการที่ 3.1)  โดยการเพิ่มอุณหภูมิมีผลใหเทอม λM/kT มีคาลดลง  ซึ่งทําใหคาสัมประสิทธิ์การ
แยกลดลงดวย อยางไรก็ตามตองคํานึงถึงปจจัยอื่น ๆ ที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกอีกดวย  
 
 จากการศึกษาของ Mehrotra และคณะ (1999)  พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการผลิต
แอลคาไลนโพรทีเอสจาก Bacillus sp. คือที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  โดยปกติกระบวนการ
หลังการผลิตเพื่อแยกเอนไซมและเซลลออกจากกัน  ควรมีภาวะไมแตกตางจากภาวะที่ใชในการ
ผลิตมากนัก  เพื่อเปนการประหยัดพลังงานและลดตนทุนการผลิต  และเนื่องจากเอนไซมเปน
โปรตีนชนิดหนึ่ง  การใชอุณหภูมิสูงอาจมีผลทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพได       ดังนั้นในงานวิจัยนี้
จึงเลือกศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ดวยระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาคที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดันบรรยากาศ 
 
 3.3.3 ความเปนกรด-ดางของระบบ 
 

ความเปนกรด-ดางของระบบมีผลตอคาสัมประสิทธิก์ารแยกดังตัวอยางที่มีผูศกึษาแลวใน
ตารางที่ 3.5 
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ตารางที่ 3.5 ผลของความเปนกรด-ดางของระบบตอคาสัมประสิทธิก์ารแยก 
 

เอนไซม องคประกอบของระบบ (%w/w) pH K Yield (%) เอกสารอางอิง 
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 
  
 จากผลการศึกษาคาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกตามที่มีผู
ศึกษาแลวดังแสดงในตารางที่ 3.5 พบวา เมื่อระบบมีความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึน  จะทําให
สัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดมีคาสูงขึ้นดวย   Kaul และ Asenjo (1994)  ศึกษาผล
ของการสกัดโปรตีนท่ีละลายน้ําไดจาก E. coli  ในระบบ PEG / เกลือ / น้ํา  โดยทําการศึกษาที่
ความเปนกรด-ดางของระบบมีคา 5, 7 และ 8.5  พบวา เมื่อคาความเปนกรด-ดางของระบบลดลง  
คาสัมประสิทธิ์การแยกจะลดลงดวย  และถาคาความเปนกรด-ดางของระบบเพิ่มข้ึนสูงกวาจุดไอ-
โซอิเล็กตริก (pI) ของโปรตีน  คาสัมประสิทธิ์การแยกจะเพิ่มข้ึนดวย ซึ่งการที่ระบบมีคาความเปน
กรด-ดางสูงกวาจุดไอโซอิเล็กตริกของโปรตีน  จะทําใหโปรตีนมีประจุเปนลบและถูกแยกไปอยู
ในวัฏภาคบนไดมากขึ้น คาสัมประสิทธิ์การแยกจึงสูงขึ้น  นอกจากนี้ Videira และ Aires-Barros 
(1994) พบวาการสกัดโพแทสเซียม คลาวูลาเนทในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  จะให
คาสัมประสิทธิ์การแยกเพิ่มข้ึนมากเมื่อความเปนกรด-ดางของระบบสูงขึ้นสําหรับระบบที่ใช PEG 
ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 1000 และ 400  ในขณะที่การใช PEG น้ําหนักโมเลกุล 6000 และ 4000 ใหคา
สัมประสิทธิ์การแยกไมแตกตางกัน 
 
 ในงานวิจัยนี้ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ดวยระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีคาความเปนกรด-ดางของระบบอยูในชวง 7-11 เนื่องจากคาความ
เปนกรด-ดางของระบบในชวงดังกลาวเปนชวงที่เหมาะสมตอการผลิตโพรทีเอสจาก Bacillus sp. 
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(Mehrotra และคณะ, 1999)  เพราะในอนาคตอาจมีการพัฒนาใชระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค
เพื่อแยกเอนไซมและเซลลออกจากกัน  ควบคูไปกับข้ันตอนในการหมักเพื่อผลิตเอนไซม 

 
3.3.4 ชนิดและน้ําหนักโมเลกลุเฉลีย่ของพอลิเมอร  
 
การเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรที่ใชในระบบมีผลตอลักษณะโครงสรางของ

น้ําและแรงที่กระทําระหวางโมเลกุลของสารที่อยูในระบบ ซึ่งทําใหความสามารถในการสกัดผลิต-
ภัณฑที่ตองการมีคาตาง ๆ กันไป  น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรมีผลตอพารามิเตอร λ (ในสมการ
ที่ 3.1) ซึ่งแสดงถึงปจจัยที่กําหนดลักษณะของวัฏภาคและปฏิสัมพันธตอองคประกอบของโปรตีน 
ดังนั้นคาสัมประสิทธิ์การแยกจึงเปลี่ยนแปลงไปดวย  ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีองค-
ประกอบของพอลิเมอร 2 ชนิดผสมกัน  ตองคํานึงถึงอิทธพิลของน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรทั้ง
สองชนิดที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก  Forciniti, Hall และ Kula (1991) ศึกษาการสกัดโปรตีน 5 
ชนิดในระบบของ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา ที่มีน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรตาง ๆ กัน  เมื่อใหน้ํา-
หนักโมเลกุลของเด็กซแทรนคงที่  และเพิ่มนํ้าหนักโมเลกุลของ PEG เปน 4000, 6000, 10000 
และ 20000 ตามลําดับ  พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกจะลดลง  ในทางตรงกันขามการเพิ่มน้ําหนัก
โมเลกุลของเด็กซแทรนที่ใชเปน 10000, 40000, 110000 และ 500000 ตามลําดับ โดยที่น้ําหนัก
โมเลกุลของ PEG คงที่  จะไดคาสัมประสิทธิ์การแยกสูงขึ้น  อธิบายไดวา  เมื่อน้ําหนักโมเลกุลของ
พอลิเมอรเพิ่มข้ึน  จะทําใหโครงสรางของน้ําในวัฏภาคที่มีพอลิเมอรชนิดนั้นสะสมอยูมาก
เปลี่ยนแปลงไปและมีความสามารถในการละลายเอนไซมไดนอยลง เอนไซมจึงละลายในอีกวัฏ
ภาคหนึ่งแทน (Forciniti, Hall และ Kula, 1991)  สําหรับระบบที่เปน PEG / เกลือ / น้ํา สนใจ
เฉพาะน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ PEG  ซึ่งเปนพอลิเมอรที่นิยมใชมากที่สุด (ดังแสดงในตารางที่ 
3.2)  ซึ่งตัวอยางของน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของพอลิเมอรที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกในระบบ 
PEG / เกลือ / น้ํา แสดงในตารางที่ 3.6 
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ตารางที่ 3.6 ผลของน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของพอลิเมอรตอคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 

เอนไซม องคประกอบของระบบ(%w/w) M.W. *PEG  K Yield (%) เอกสารอางอิง 
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 พบวาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของ PEG มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก
คอนขางสูง  ซึ่งในทุกตัวอยางของการทดลองจะใหคาสัมประสิทธิ์การแยกเพิ่มขึ้นเมื่อลดน้ําหนัก
โมเลกุลของ PEG ที่ใช   Videira และ Aires-Barros (1994) ศึกษาการสกัดกรดคลาวูลานิก ใน
ระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา พบวาคาสัมประสิทธิ์การแยกจะอยูในชวง 1.5 ถึง 114 
เมื่อใช PEG ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตาง ๆ กัน  โดยการใชน้ําหนักโมเลกุลของ PEG ที่มีคานอย ๆ 
(PEG 1000 และ 400) จะมีความแตกตางของคาสัมประสิทธิ์การแยกไมมากนัก ในขณะที่การใช
น้ําหนักโมเลกุลของ PEG ที่มีคามาก ๆ (PEG 6000 และ 4000) จะมีความแตกตางอยางเหน็ไดชดั  
โดยการเพิ่มน้ําหนักโมเลกุลของ PEG จะทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
เลือกใช PEG ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 1000 เพื่อใหไดคาสัมประสิทธิ์การแยกที่มีคาสูงและเหมาะสม
ตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / 
น้ํา ซึ่งยังไมมีผูใดทําการศึกษาในระบบเดียวกันนี้  
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 3.3.5 ชนิดและความเขมขนของเกลือ 
 
 ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใช PEG และเกลือเปนองคประกอบ โดยทั่วไปนิยมใช
เกลือโพแทสเซียมฟอสเฟตหรือโซเดียมฟอสเฟต   Sebastiao, Cabral และ Aires-Barros (1994) 
ศึกษาผลจากชนิดของประจุบวกที่ใชตอคาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของคิวติเนส  
โดยทําการทดลองที่องคประกอบของระบบมี PEG 25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักและฟอสเฟต 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก  ที่อุณหภูมิ 24+1 องศาเซลเซียส และมีคาความเปนกรด-ดางของระบบ
เทากับ 6  ซึ่งไดผลดังแสดงในตารางที่ 3.7 
 
ตารางที่ 3.7 ผลของชนิดของประจุบวกตอคาสัมประสิทธิ์การแยก (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 
 
 พบวาในระบบที่ใช PEG 1000  คาสัมประสิทธิ์การแยกจะลดลงเมื่อใช K+ แทน Na+  
เนื่องจากในการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของระบบที่ใชโพแทสเซียมฟอสเฟต  ตองใช
ความเขมขนของพอลิเมอรและเกลือสูงกวาในระบบที่ใชโซเดียมฟอสเฟต  แสดงวาเมื่อ
องคประกอบของระบบเหมือนกัน ในระบบที่ใชโพแทสเซียมฟอสเฟต จุดดังกลาวจะอยูใกลเสน
แบงวัฏ-ภาคมากกวาระบบที่ใชโซเดียมฟอสเฟต ซึ่งจุดที่อยูหางจากเสนแบงวัฏภาคมากขึ้นจะทํา
ใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของคิวติเนสสูงขึ้นดวย ระบบดังกลาวจึงมีคาสัมประสิทธิ์การแยกลดลง
เมื่อใช K+ แทน Na+   ในขณะที่ผลของประจุบวกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกในระบบที่ใช PEG 
3350 ใหผลตรงกันขาม  ซึ่งโซเดียมฟอสเฟตทําใหคิวติเนสตกตะกอน  และการตกตะกอนโปรตีน
จะไมเกิดขึ้นเมื่อใชเกลือโพแทสเซียมฟอสเฟต หรือเมื่อใช PEG 1000 ในการเกิดระบบสองวัฏภาค
นี้  
 โดยปกติเกลือโซเดียมจะใชในการเตรียมระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางต่ํา (นอยกวา 6)  
สําหรับความเปนกรด-ดางของระบบที่มีคาตั้งแต 6   จะใชโพแทสเซียมฟอสเฟต (Sebastiao, 
Cabral และ Aires-Barros, 1994)  ในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาคาความเปนกรด-ดางของระบบ
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ในชวง 7-11 ดังนั้นจึงใชโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4 และ KH2PO4) ในการปรับคาความเปน
กรด-ดางของระบบใหไดตามตองการ 
 

3.3.6 ความยาวของเสนผูก (tie line length, TLL) 
 
 เนื่องจากองคประกอบของวัฏภาคบนและลางของระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกัน  จะมีคา
สัมประสิทธิ์การแยกเทากัน  แตเปอรเซ็นตผลไดตางกันขึ้นกับสัดสวนปริมาตรของวัฏภาคลาง
ตอวัฏภาคบนดังแสดงในสมการที่ 2.5  ความยาวของเสนผูกแสดงถึงความแตกตางของ
องคประกอบในทั้งสองวัฏภาค องคประกอบของสารที่ใชในระบบ (เชน PEG และ/หรือ 
โพแทสเซียมฟอสเฟต) จะเพิ่มข้ึนตามความยาวของเสนผูกที่มากขึ้น ซึ่งความเขมขนของสารที่ใช
ในระบบจะมีผลตอลักษณะของระบบที่เกิดขึ้น  ดังนั้นการศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มี
ตอคาสัมประสิทธิ์การแยกจะเกี่ยวเนื่องกับความเขมขนขององคประกอบที่ใชในการเกิดระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค  ซึ่งผลของความยาวของเสนผูกตอคาสัมประสิทธิ์การแยกมีผูศึกษาไว
ดังแสดงในตารางที่ 3.8  
 
ตารางที่ 3.8 ผลของความยาวของเสนผกูตอคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 

เอนไซม 
องคประกอบของระบบ  

(%w/w) 
ลักษณะ
ของ TLL* 

K 
Yield  
(%) 

เอกสารอางอิง 

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 ความยาวของเสนผูก ซ่ึงแสดงถึงความแตกตางขององคประกอบของวัฏภาคที่อยูรวมกัน 
 Videira และ Aires-Barros (1994)  ศึกษาการแยกกรดคลาวูลานิก ในระบบ  PEG / 
โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา พบวาเมื่อเพิ่มความยาวของเสนผูก จะไดคาสัมประสิทธิ์การแยก
เพิ่มข้ึนจาก 1.5 ถึง 114   สวน Forciniti, Hall และ Kula (1991)  ศึกษาผลของความยาวของเสน
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ผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีน 5 ชนิดในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา  ไดผลดัง
แสดงในตารางที่ 3.9 
 
ตารางที่ 3.9 คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนทัง้ 5 ชนิดในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้าํ ที่ความ

ยาวของเสนผกูตาง ๆ กนั (Forciniti, Hall และ Kula, 1991) 
 

PEG  
(%w/w) 

เด็กซแทรน 
(%w/w) คาสัมประสิทธิ์การแยก ระบบ 

บน ลาง บน ลาง 
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 
เด็กซแทรน 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 ความยาวของเสนผูก ซึ่งคํานวณจาก TLL  =  {[C(P)1 - C(P)2]2 + [C(Q)1 - C(Q)2]2}0.5 (สมการที่ 2.2) 
  

จากตารางที่ 3.9 พบวาเมื่อความยาวของเสนผูกเพิ่มขึ้น (คํานวณจากสมการที่ 2.2)  คา
สัมประสิทธิ์การแยกจะลดลงสําหรับไลโซไซม (Lys.),  อัลบูมิน (Alb.), ทรานเฟอริน  (Trans.) และ 
คะตะเลส (Cat.)  ซึ่งไดคาสัมประสิทธิ์การแยกนอยกวา 1  และจะเพิ่มข้ึนสําหรับไคโมทริปซิโนเจน 
เอ (Chym.) ซึ่งไดคาสัมประสิทธิ์การแยกมากกวา 1  เห็นไดวาความยาวของเสนผูกมีผลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกของระบบในโปรตีนที่มีขนาดใหญ (ทรานเฟอรินและคะตะเลส ซึ่งมีน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 73,000 และ 250,000 ตามลําดับ) มากกวาในโปรตีนที่มีขนาดเล็ก (ไลโซไซมและ
ไคโมทริปซิโนเจน เอ ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 13,200 และ 23,200 ตามลําดับ)  (Forciniti, Hall 
และ Kula, 1991) 

 
จากการศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกตามที่ไดกลาว

มาแลวพบวา ยังไมสามารถสรุปผลดังกลาวเปนขอสรุปโดยทั่วไปได เนื่องจากมีปจจัยสําคัญอีก
หลายประการที่มีอิทธิพลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก เชน องคประกอบของระบบที่เปนพอลิเมอร 2 
ชนิดหรือพอลิเมอรกับเกลือ รวมถงึชนิดของโปรตีนหรือเอนไซมที่ตองการสกัดดวย สําหรับงานวิจัย
นี้ศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. 
subtilis NS 99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา โดยเลือกจุดกึ่งกลางของเสนผูก
นั้น ๆ  เปนองคประกอบของระบบที่ทําการศึกษา  เพื่อควบคุมสัดสวนปริมาตรของวัฏภาคบน
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ตอวัฏภาคลางใหใกลเคียงกันในทุกภาวะการทดลองเชนเดียวกับงานวิจัยของ Hotha และ Banik 
(1997) ที่ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ซึ่ง
ทําการศึกษาที่น้ําหนักโมเลกุลของ PEG ตาง ๆ กันดวย   อยางไรก็ตามจุดที่มีความเขมขนของพอ
ลิเมอรและเกลือสูงมาก ๆ อาจทําใหโปรตีนตกตะกอนได  ซึ่งจะมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของ
โปรตีนชนิดนั้นดวย 
 
 3.3.7 แรงไอออนิกจากการเติมเกลือ เชน โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
  
 การเติมเกลือโซเดียมคลอไรดที่มีประจุสุทธิเปนศูนยมีผลตอแรงไอออนิกของระบบ  ระบบ
ที่มีการเติมโซเดียมคลอไรดมีผลใหองคประกอบในการเกิดเปน 2 วัฏภาคเปลี่ยนแปลงไป  โดยมี
เสนแบงวัฏภาคเขาใกลจุดกําเนิดมากขึ้น  นั่นคือการเพิ่มความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  จะใช
ความเขมขนของพอลิเมอรและเกลือในการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคนอยลง (Mistry 
และคณะ, 1996)  ซึ่งมีลักษณะคลายกันทั้งในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา และ PEG / เกลือ / 
น้ํา (Huddleston และคณะ, 1991)   มีผูศึกษาผลของการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกในระบบ PEG / เกลือ / น้ํา แสดงในตารางที่ 3.10 
 
ตารางที่ 3.10 ผลของโซเดียมคลอไรดตอคาสัมประสิทธิ์การแยก 
 

โปรตีน องคประกอบของระบบ (%w/w) NaCl (%) Kprot. Kcont.  เอกสารอางอิง 
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 คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ตองการ 
 Kcont  คือ คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่เปนสารปนเปอน 
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จากตารางที่ 3.10  พบวาผลของโซเดียมคลอไรดที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอล-
คาไลนไซลาเนส (Kprot.) ไมชัดเจนเทาผลที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่เปน
สารปนเปอน (Kcont.) โดยแอลคาไลนไซลาเนสจะถูกแยกไปในวัฏภาคลางไดมากสําหรับระบบที่มี
โซเดียมคลอไรด 0, 6 และ 12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก (Kprot. < 1) และถูกแยกไปในวัฏภาคบน
ไดมากสําหรับระบบที่มีโซเดียมคลอไรด 3 และ 9 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก (Kprot. > 1)   ซึ่งระบบที่
เหมาะสมตอการแยกแอลคาไลนไซลาเนสและสารปนเปอนออกจากกันมากที่สุด คือระบบที่มี
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเทากับ 12 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เนื่องจากมีความแตกตางของ 
Kprot. และ Kcont. มากกวาในภาวะอื่น ๆ ที่ทําการทดลอง ซึ่งแสดงวาสามารถแยกโปรตีนที่ตองการ
ออกจากสารปนเปอนไปในวัฏภาคที่ตางกันไดอยางชัดเจน  สวนการแยก Cephalosporin C และ 
Desacetyl cephalosporin C  พบวา เมื่อเพิ่มความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  มีผลใหคา
สัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนทั้งสองชนิดลดลง 

 
การเติมโซเดียมคลอไรดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะของตัวทําละลายในวัฏภาค 

รวมถึงโครงสรางของผล ิตภัณฑและสารปนเปอน จึงทําใหเกิดการแยกผลิตภัณฑและสารปนเปอน
ไปในวัฏภาคทั้งสองไดตางกัน  Mistry และคณะ (1996) พบวาในระบบที่มีความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรดต่ํา คาสัมประสิทธิ์การแยกของอัลฟา-อะไมเลสมีคานอยกวาสัมประสิทธิ์การแยก
ของสารปนเปอน และที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูง  สัมประสิทธิ์การแยกของอัลฟา-อะ
ไมเลสจะมีคามากกวาสัมประสิทธิ์การแยกของสารปนเปอน  ซึ่งลักษณะดังกลาวทําใหสามารถ
แยกเอนไซมออกจากสารปนเปอนไดในการสกัดครั้งแรก โดยใหระบบมีความเขมขนของโซเดียม
คลอไรดสูง (เอนไซมสะสมอยูในวัฏภาคบน  สวนสารปนเปอนสะสมอยูในวัฏภาคลาง)  จากนั้นดึง
เอาวัฏภาคลางซึ่งมีสารปนเปอนออกและเติมสารละลายเกลือฟอสเฟตหรือซัลเฟตที่ไมมีโซเดียม
คลอไรด ทําใหเกิดการแยกวัฏภาคครั้งที่สอง  ซึ่งในครั้งนี้จะแยกเอนไซมมาอยูในวัฏภาคลาง  
สวนวัฏภาคบนซึ่งมีพอลิเมอรและโซเดียมคลอไรดที่สะสมอยูตั้งแตการสกัดครั้งแรกก็นํากลับมาใช
ในขั้นตอนแรกไดอีก 

 
Schmidt, Andrews และ Asenjo (1996)  กลาววา การใชความเขมขนของโซเดียมคลอ-

ไรดในปริมาณสูง (8.8 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)  ทําใหโปรตีนที่มีประจุบวก เชน ซับทิลิซิน 
(subtilisin) ถูกแยกไปในวัฏภาคบน  และโปรตีนที่มีประจุลบ เชน ทริปซิน อินฮิบิเตอร  (trypsin 
inhibitor) ถูกแยกไปในวัฏภาคลาง 
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เห็นไดวาความเขมขนของโซเดียมคลอไรดเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก
ของโปรตีน  การทํานายผลดังกลาวยังขึ้นกับปจจัยอื่น ๆ อีกหลายประการ  ดังนั้นผลของโซเดียม
คลอไรดตอคาสัมประสิทธิ์การแยกสําหรับเอนไซมหรือโปรตีนแตละชนิดนั้น  ควรศึกษาจากการ
ทดลอง 

 
จากงานวิจัยที่กลาวมาทั้งหมดนี้พบวายังมีการศึกษาการสกัลแอลคาไลนโพรทีเอสดวย

ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคอยูไมมากนัก  มีเพียง Hotha และ Banik (1997) ที่ศึกษาการสกัด
แอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  โดยศึกษาผลของน้ําหนักโมเลกุล
ของ PEG และความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเทานั้น  สําหรับงานวิจัยในครั้งนี้
จะทําการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางของระบบและผลจากการเติมโซเดียมคลอไรดลงใน
ระบบ ที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ 
PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  ซึ่งเปนปจจัยที่ยังไมมีผูศึกษาไวในระบบเดียวกันนี้ 



 
บทที่ 4 

 
อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
4.1 อุปกรณ   
 

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

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

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

Japan. 
- เครื่องวิเคราะหสารไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC) รุน LC-3A ของ

บริษัท Shimadzu, Japan. 
- อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน Julabo ของบริษัท Labortechnik GMBH, 

Germany. 
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) รุน 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. 
- โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ของบริษัท Ajax, Australia.  
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- โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) ของบริษัท Ajax, Australia.  
- กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Laboratory Supplies, England. 
- เคซีน (Casein from bovine milk) ของบริษัท Fluka, Switzerland. 
- กรดไตรคลอโรอะซีติก (TCA) ของบริษัท Merck, Germany. 

เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง มีความบริสุทธิ์ระดับหองปฏิบัติการ (lab grade) 
 
4.3 เอนไซม  
 
 ในงานวิจัยนี้ใชแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS99  ซึ่งเปนครูดเอนไซมผง (crude 
enzyme) ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.นภา ศิวรังสรรค จากภาควชิาชีวเคม ีคณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
4.4 วิธกีารทดลอง 
 
 การทดลองหาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก 
B. subtilis NS 99 สามารถแบงไดเปน 2 สวนคือ สวนแรกเปนการทดลองเพื่อหาภาวะที่เหมาะสม
ตอการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค   และสวนที่สองเปนวิธีการหาคาสัมประสิทธิ์การแยก 
เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ดวยระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค 
 
 4.4.1 การศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมตอการเกิดระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค 
 
  4.4.1.1 การเตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค 
 
  ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคเตรียมไดโดยการเติมโพแทสเซียมฟอสเฟต 
(K2HPO4 และ KH2PO4) ลงในสารละลายผสมของโพลีเอททิลีนไกลคอลน้ําหนักโมเลกุล 1000 
(PEG1000) ที่ความเขมขนตาง ๆ ในชวง 5-70 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักกับโซเดียมคลอไรด (0, 4, 7 
และ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) ซึ่งมีปริมาตรรวม 40 มิลลิลิตร  จนไดคาความเปนกรด-ดางตามที่
ตองการ (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5)  ผสมใหเขากันเปนสารละลายผสมที่มีลักษณะขุน ซึ่งการ
เตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคนี้กระทําภายใตการปนกวนตลอดเวลาและใชน้ํากรองตลอด
การทดลอง 
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  4.4.1.2 การหาเสนแบงวัฏภาค 
 
  ในการหาเสนแบงวัฏภาคจะนําสารละลายผสมที่เตรียมไดปริมาณ 5 มิลลิลิตรมา
เติมน้ํากรองทีละนอย ผสมใหเขากันจนไดสารละลายที่มีลักษณะใส คํานวณหาความเขมขนของ 
PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟสที่มีในสารละลายนั้น เพื่อเปนคาหนึ่งบนเสนแบงวัฏภาค  
จากนั้นเปลี่ยนความเขมขนเริ่มตนของสารละลาย PEG1000 ในขั้นตอนการเตรียมระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาค  เพื่อหาจุดอื่น ๆ ที่อยูบนเสนแบงวัฏภาคตอไป  ผลการทดลองที่ไดเปน
คาเฉลี่ยจากการทดลองซ้ํากัน 3 ครั้ง ซึ่งมีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตาง (the coefficient of 
variation) ของชุดตัวอยางที่ทําการทดลองซ้ํากัน 3 คร้ังนี้เทากับ +0.93 เปอรเซ็นต 
   

4.4.1.3 การหาเสนผกู 
 

  การหาเสนผูกของระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางของระบบและความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรดตาง ๆ กัน ทําไดโดยปเปตสารละลายผสมที่เตรียมไดปริมาณ 10 มิลลิลิตรใสใน
หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เพื่อให
สารละลายแยกเปนสองวัฏภาคโดยสมบูรณ  จากนั้นนําตัวอยางของสารละลายในแตละวัฏภาคไป
หาปริมาณของ PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟตที่มีในแตละวัฏภาคดวยเครื่องไฮเพอรฟอ-
แมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC)  ซึ่งจุดที่เปนองคประกอบของสารทั้งสองในแตละวัฏภาคนี้
จะเปนคาหนึ่งบนเสนแบงวัฏภาคดวย  และเมื่อลากเสนเชื่อมระหวางองคประกอบในวัฏภาคบน
และวัฏภาคลางจะไดเสนผูกของระบบในภาวะนั้น ๆ  โดยภาวะหนึ่ง ๆ จะหาเสนผูก 3 เสนดวยการ
เปลี่ยนความเขมขนเริ่มตนของ PEG1000 ที่ใชในการเตรียมระบบ  ซึ่งในขั้นตอนการหาเสนผูกโดย
วิเคราะหดวย HPLC นี้ทําการทดลองเพียงครั้งเดียว 
     
 4.4.2 การหาคาสัมประสทิธิ์การแยก 
 
  4.4.2.1 การเตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคสําหรับการสกัดแอลคาไลน-
โพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99   
     

เลือกจุดกึ่งกลางของเสนผูกแตละเสนในทุกภาวะการทดลองเปนจุดที่ใชในการ
สกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 เพื่อควบคุมปริมาตรในวัฏภาคบนและลางให
ใกลเคียงกัน และควบคุมสัดสวนของปริมาตรในวัฏภาคบนตอวัฏภาคลางใหใกลเคียงกันในทุก
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ภาวะที่ทําการทดลองดวย เตรียมระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่จะใชในการสกัดโดยผสม
สารละลาย PEG1000, โซเดียมคลอไรด และโพแทสเซียมฟอสเฟตตามองคประกอบในจุด
ดังกลาว  ปรับคาความเปนกรด-ดางของระบบใหไดตามตองการ (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5) ดวย
กรดฟอส-ฟอริกเขมขนหรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลในปริมาณเพียงเล็กนอย  
โดยมีการปนกวนอยูตลอดเวลา เมื่อสารละลายทั้งหมดผสมกันดีแลว  เติมสารละลายเอนไซม
ปริมาณ 1 มิลลิลิตรลงไปในระบบดังกลาว  เติมน้ํากรองจนระบบมีน้ําหนักประมาณ 12 กรัม  
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  จึงนําตัวอยางในแตละวัฏภาคไป
หาแอคติวิตีของเอนไซม  เพื่อคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสในแตละ
ภาวะการทดลองตามสมการที่ 2.3  โดยคาแอคติวิตีของเอนไซมที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการ
ทดลองซ้ํากัน 3 คร้ัง ซึ่งมีคาสัมประสิทธิ์ความแตกตางของผลการทดลองเทากับ +23.54 
เปอรเซ็นต 
 
  4.4.2.2 การเตรียมสารละลายเพื่อหาแอคติวิตีของเอนไซม (นภา ศิวรังสรรคและ
สุดา เกียรติกําจรวงศ, 2540) 
 
  - สารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร  มีคาความเปนกรด-
ดางเทากับ 10.5  เตรียมโดย 
   ละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 21.2 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
   ละลายโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 16.8 กรัมในน้ํากลั่น 1 ลิตร
  ผสมสารละลายโซเดียมคารบอเนต 202.5 มิลลิลิตร กับสารละลายโซเดียมไบ
คารบอเนต 47.5 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอร
มอลหรือกรดไฮโดรคลอริก 2 นอรมอล จนไดความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5  ปรับปริมาตรดวยน้ํา
กลั่นจนครบ 1 ลิตร 
 

- สารละลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร มีคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 10.5  เตรียมโดยละลายเคซีน 0.5 กรัมในสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอรที่มี
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 คนเบา ๆ ใหความรอนเล็กนอยจนเคซีนละลายหมด ทิ้งไวให
เย็น ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 นอรมอลหรือกรดไฮโดร-
คลอริก 2 นอรมอล  ปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอรจนครบ 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 



 46

- กรดไตรคลอโรอะซีติก (trichloroacetic acid, TCA) 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร  เตรียมโดยละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 10 กรัมในน้ํากลั่น คนจนกรดละลายหมด 
ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร บรรจุในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   

4.4.2.3 การเตรียมกราฟมาตรฐานไทโรซนี (tyrosine standard curve)  
(นภา ศิวรังสรรคและสุดา เกยีรติกําจรวงศ, 2540) 

 
ละลายไทโรซีน 0.01 กรัมในสารละลายคารบอเนต-ไบคารบอเนตบัฟเฟอร ที่มีคา

ความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ปรับปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร และทํากราฟมาตรฐานไทโรซีน
โดยเจือจางสารละลายไทโรซีนที่ไดตามสัดสวนที่แสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 การเตรียมความเขมขนของไทโรซีนเพื่อใชในการหากราฟมาตรฐานไทโรซีน  
       

สารละลายไทโรซีน 
(มิลลิลิตร) 

สารละลายบฟัเฟอร 
(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนของไทโรซีน
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

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 

 
นําสารละลายที่เจือจางแลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน-

เมตร ดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) 
 

  4.4.2.4 การหาแอคติวิตีของเอนไซม (นภา ศิวรังสรรคและสุดา เกียรติกําจรวงศ, 
2540) 

 
บมตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตรกับสารละลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรที่ละลายในบัฟเฟอรปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัฟเฟอร 0.9 มิลลิลิตร นําไปแช
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ในอางน้ําอุนที่ควบคุมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําขึ้นแชในอางน้ําเย็นหยุด
ปฏิกิริยาทันทีดวย 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  นําสวนน้ําใสวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานไทโรซีน (แสดงในภาคผนวก ก.4) 

 
  ในการวัดแอคติวิตีของเอนไซมตองทําหลอดควบคุมสําหรับเปรียบเทียบหา
ปริมาณไทโรซีนที่ไดจากการยอยสลายโดยเอนไซมอยางแทจริง โดยใสกรดไตรคลอโรอะซีติกลงไป
กอน  แลวจงึเติมตัวอยาง, บัฟเฟอรและสารละลายเคซีนลงไป ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําขึ้นแชในอางน้ําเย็น แลวจึงนําไปหมุนเหวี่ยงใหตกตะกอน 
กรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1  นําสวนน้ําใสวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุมลบออกจากคาการดูดกลืนแสงจากหลอด
ตัวอยาง เปรียบเทียบหาปริมาณไทโรซีนจากกราฟมาตรฐาน 
 
  กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณของไทโรซีน 1 ไมโครกรัมที่ไดจาก
การยอยสลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส, ความ
เปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ภายในเวลา 1 นาที 
 
4.5 การวิเคราะห 
 
 ในงานวิจัยนี้ใชไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC)   ในการหาปริมาณของ 
PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟต      และใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 
นาโนเมตรในการหาแอคติวิตีของเอนไซม 
 

4.5.1 การวิเคราะหโดยใชไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC) 
 

          ไฮเพอรฟอแมนส ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC) ที่ใชเปนของบริษัท Shimadzu รุน LC-
3A  มีดีเทคเตอร (detector) เปนแบบรีแฟคทีฟ อินเดคดีเทคเตอร (RID = Refractive Index 
Detector)   ใชในการหาปริมาณ PEG1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟตในแตละวัฏภาค  โดยมี
เงื่อนไขในการวิเคราะหดังนี้ 
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  4.5.1.1 หาปริมาณ PEG1000 ในวัฏภาคบน (ทุกภาวะการทดลอง) และปริมาณ
โพแทสเซียมฟอสเฟตในวัฏภาคบนและลาง (ที่ 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด)  
  

คอลัมน : Lichrocart C8 
ดีเทคเตอร : รีแฟคทีฟ อินเดคดีเทคเตอร (RID) 
วัฏภาคเคลื่อนที ่ : 50 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของเมทานอลในน้ํา 
อัตราการไหล : 0.8 มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิ : 30+2 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรของตัวอยาง : 5 ไมโครลิตร 

 
  ซึ่งกราฟมาตรฐานของ PEG1000 จากการวิเคราะหดวย HPLC โดยใชคอลัมน 
Lichrocart C8 แสดงในภาคผนวก ก.1 ในขณะที่ปริมาณ PEG1000 ในวัฏภาคลางไมสามารถหา
ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC เนื่องจากมีความเขมขนของ PEG1000 ในวัฏภาคลางนอยเกินไป 
(นอยกวา 0.001 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)  สวนกราฟมาตรฐานของโพแทสเซียมฟอสเฟตจากการ
วิเคราะหดวย HPLC โดยใชคอลัมน Lichrocart C8 แสดงในภาคผนวก ก.2 
 
  4.5.1.2 หาปริมาณโพแทสเซียมฟอสเฟตในวัฏภาคลาง (ที่ 4, 7 และ 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด) 
  

คอลัมน : Zorbax-Sax 
ดีเทคเตอร : รีแฟคทีฟ อินเดคดีเทคเตอร (RID) 
วัฏภาคเคลื่อนที ่ : 20 มิลลิโมลารของกรดฟอสฟอริกที่มีคาความเปน

กรด-ดางเทากับ 2.7 
อัตราการไหล : 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
อุณหภูมิ : 30+2 องศาเซลเซียส 
ปริมาตรของตัวอยาง : 5 ไมโครลิตร 

 
ซึ่งกราฟมาตรฐานของโพแทสเซียมฟอสเฟต จากการวิเคราะหดวย HPLC โดยใช

คอลัมน Zorbax-Sax แสดงในภาคผนวก ก.3 
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4.5.2 การวิเคราะหโดยใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง 
 
ในงานวิจัยนี้ใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) รุน 6405 ของ

บริษัท Jenway  ประเทศอังกฤษ   เพื่อใชหาคาแอคติวิตีของเอนไซม  โดยจะวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 



 
บทที่ 5 

 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
5.1 บทนํา 
  

การทดลองหาภาวะที่เหมาะสมของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค ในการสกัดแอลคา-
ไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 มี 2 ข้ันตอนหลัก คือ ในขั้นตอนแรกเปนการหาแผนภาพวัฏ-
ภาค (phase diagram) ของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ใชในการศึกษาที่
อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดันบรรยากาศ โดยมีคาความเปนกรด-ดางของ
ระบบ (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5)  และความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (0, 4, 7 และ 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) ตาง ๆ กัน  รวมทั้งศึกษาผลของคาทั้งสองที่มีตอเสนแบงวัฏภาค  สวนใน
ขั้นตอนที่สองเปนการเลือกระบบที่จะใชในการหาคาสัมประสิทธ์ิการแยก เพื่อใหไดภาวะที่
เหมาะสมตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ใหไดมากที่สุด  ในขณะเดียวกนั
จะศึกษาผลของความยาวของเสนผูก, ความเปนกรด-ดางของระบบ และความเขมขนของโซเดียม
คลอไรดที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกดวย 
 
5.2 แผนภาพวัฏภาคของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา 
  

Per-Ake Albertsson (1986) พบวิธีการสกัดสารทางชีวภาพดวยระบบสารละลายน้ํา
สองวัฏภาค  ซึ่งระบบนี้ประกอบดวยสารละลายน้ําที่มีความสามารถในการละลายของพอลิเมอร
ทั้งสองชนิดในน้ํา (เชน เด็กซแทรนและ PEG)  หรือพอลิเมอรชนิดหนึ่งกับเกลือ (เชน PEG และ
โพแทสเซียมฟอสเฟต) แตกตางกัน  โดยโมเลกุลของสารทั้งสองชนิดจะถูกลอมรอบดวยโมเลกุล
ของน้ําซึ่งเปนตัวทําละลาย  และมีโครงสรางแตกตางกันตามพันธะที่เกิดขึ้นกับสารชนิดนั้น ๆ  สวน
ที่สามารถผสมกันไดจะเกิดการรวมตัวกัน  ในขณะที่สวนที่ผสมกันไมไดและไมรวมตัวกันนี้ทําให
เกิดความขุนและเกิดการแยกวัฏภาคขึ้น  ระบบจึงมีลักษณะเปนสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ไม
ผสมกันซึ่งมีลักษณะคลายกับการใชตัวทําละลายสองชนิดที่ไมผสมกัน  และระบบจะพยายามเขา
สูสมดุล คือ ไมสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดเองตามธรรมชาติ  ไมมีแรงขับ (driving force) 
ระหวางวัฏภาคที่จะไปเปลี่ยนแปลงสมบัติในแตละวัฏภาคได กลาวคือ อุณหภูมิ, ความดันและ
ศักยเคมี (chemical potential) ขององคประกอบในแตละวัฏภาคมีคาเทากัน 
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ลักษณะทางเคมีฟสิกสที่ใชบอกลักษณะที่แตกตางกันของวัฏภาคทั้งสองไดแก 
 
1. ความมีข้ัวของตัวทําละลาย (solvent polarity)  ข้ึนกับความเขมขนของพอลิเมอร 

(และเกลือ) ที่มีในวัฏภาค  ซึ่งความมีข้ัวของวัฏภาคทั้งสองจะแตกตางกันนอยลงเมื่อความเขมขน
ของพอลิเมอรลดลง  ดังนั้นระบบที่ใชพอลิเมอรและ/หรือเกลือตางชนิดกัน  จึงมีความมีข้ัวตางกัน  
ลักษณะของตัวทําละลายในทั้งสองวัฏภาคจึงตางกันดวย 
 

2. ความสามารถในการเคลื่อนที่ของน้ํา (water mobility) โดย Zaslavsky และคณะ 
(1989) อางถึงใน Zaslavsky (1995) พบวาความแตกตางของการเคลื่อนที่ของน้ําระหวางวัฏภาค
ทั้งสองของวัฏภาคที่มีความเขมขนของ PEG, PVP, และ Ficoll อยูมาก (มีขั้วนอย) กับวัฏภาคที่มี
ความเขมขนของเด็กซแทรนอยูมาก (มีข้ัวมาก) จะมีคาเทากับ 0.7x10-12 วินาที  ซึ่งแตกตางจาก
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของน้ําบริสุทธิ์ที่มีคาเทากับ 8.25x10-12 วินาที  แสดงวา สมบัติของ
น้ําที่มีพอลิเมอรผสมอยูในวัฏภาคของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะแตกตางจากสมบัติเดิม
ของน้ําบริสุทธิ์   
 

3. ลักษณะไฮโดรโฟบิกของวัฏภาค  มีผลตอโครงสรางของน้ําในวัฏภาคทั้งสองของระบบ 
ความแตกตางของไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคขึ้นกับชนิดของพอลิเมอรที่ใชในระบบและขึ้นกับความ
แตกตางระหวางความเขมขนของพอลิเมอรในวัฏภาคทั้งสองดวย  สําหรับระบบที่ใชพอลิเมอรและ
เกลือจะมีคาไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคบน (มี PEG อยูมาก) มากกวาในวัฏภาคลาง (มีเกลืออยูมาก)
ซึ่งความแตกตางของลักษณะไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคทั้งสองจะเพิ่มข้ึนในระบบดังนี้ (เด็กซแทรน / 
Ficoll) < (เด็กซแทรน / PVP) < (เด็กซแทรน / PEG) < (PEG / แอมโมเนียมซัลเฟต) < (PEG / 
โพแทสเซียมฟอสเฟต) < (PEG / แมกนีเซียมซัลเฟต) (Zaslavsky, 1995)  อยางไรก็ตามลักษณะ
ไฮโดรโฟบิกของวัฏภาคทั้งสองในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะมีคาแตกตางกันนอยมากเมื่อ
เทียบกับระบบของน้ํากับตัวทําละลายอินทรีย 

 
ระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคประกอบดวยน้ําเปนสวนใหญ  โดยพอลิเมอรชนิดแรกจะ

มีอยูมากในวัฏภาคหนึ่ง และพอลิเมอรชนิดที่สองหรือเกลือ จะมีมากในอีกวัฏภาคหนึ่ง  เนื่องดวย
ตัวทําละลายในทั้งสองวัฏภาคคือน้ํา  องคประกอบของวัฏภาคที่เกิดขึ้นจึงเปนสิ่งแวดลอมที่
เหมาะสมสําหรับโมเลกุลทางชีวภาพ  การสกัดโปรตีนดวยระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคจะ
เกิดขึ้นเมื่อเติมสารละลายผสมของโปรตีนลงในระบบและโปรตีนแตละชนิดจะกระจายในวัฏภาค
ทั้งสองที่อยูอยางสมดุลไดตางกันตามลักษณะเฉพาะของตัวมันเอง  โดยการสกัดโปรตีนจะขึ้นกับ
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ลักษณะเฉพาะของโปรตีนแตละชนิดและภาวะที่ใชในการสกัด เชน องคประกอบของระบบ, ความ
เปนกรด-ดางของระบบ ฯลฯ  ภายใตภาวะที่เหมาะสมนี้ โปรตีนที่ตองการจะสะสมอยูในวัฏภาค
บนในปริมาณมาก  ขณะที่โปรตีนชนิดอื่น ๆ ที่เปนสารปนเปอนจะถูกแยกไปในวัฏภาคลาง  จึงเปน
เหตุใหเกิดการสกัดโปรตีนที่ตองการได    

 
องคประกอบของระบบในแตละภาวะที่แสดงลักษณะวัฏภาคของระบบจะแสดงในรูปของ

แผนภาพวัฏภาค  โดยจุดที่เปนเสนแบงวัฏภาค (binodal curve) จะเปนจุดที่แสดงการ
เปลี่ยนแปลงวัฏภาคของระบบจากวัฏภาคเดียวเปนสองวัฏภาค  เสนผูกที่เชื่อมองคประกอบ
ของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางในเสนแบงวัฏภาคเปนจุดที่อยูในภาวะสมดุล  สารละลายผสมที่
แสดงจุดบนเสนผูกเดียวกันจะมีองคประกอบของวัฏภาคบนและวัฏภาคลางเหมือนกัน  แตมี
ปริมาตรในแตละวัฏภาคแตกตางกัน  ซึ่งระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกันจะใหคาสัมประสิทธิ์การแยก
เหมือนกัน  แตเปอรเซ็นตผลไดจะตางกันขึ้นกับสัดสวนปริมาตรของระบบนั้นดังแสดงในสมการที่ 
2.5 

 
การกําหนดจุดที่ใชในการสกัดเอนไซมจําเปนตองเลือกจุดที่มีความเหมาะสมและสัมพันธ

กับเสนแบงวัฏภาค  การเลอืกจุดที่ไกลจากเสนแบงวัฏภาคมาก ๆ หรือความยาวของเสนผูกมีคา
มาก  นั่นคือระบบจะมีความเขมขนของพอลิเมอรและเกลือสูง  ซึ่งอาจทําใหโปรตีนตกตะกอนได  
ในขณะที่จุดที่มีคาใกลกับเสนแบงวัฏภาคมากเกินไป  เมื่อมีการเจือจางระบบเพียงเล็กนอย  อาจ
ทําใหองคประกอบของระบบเปลี่ยนแปลงไปจนทําใหสารละลายมีลักษณะเปนวัฏภาคเดียว ซึ่งไม
สามารถทําการสกัดได  ดังนั้นในการขยายระดับการผลิตและการใชประโยชนของระบบ
สารละลายน้ําสองวัฏภาคในอุตสาหกรรม   จะตองเลือกระบบที่มี เสถียรภาพสูงพอที่จะ
เปลี่ยนแปลงคาในการผลิตไดโดยไมทําลายระบบใหเกิดเปนระบบที่มีวัฏภาคเดียว  ระบบที่มี
ความเสถียรน้ีจะแสดงในรูปของความยาวของเสนผูก (Zaslavsky, 1995)  โดยที่ความยาวของ
เสนผูกบอกถึงความแตกตางขององคประกอบของวัฏภาคที่อยูรวมกัน   
 

5.2.1 แผนภาพวฏัภาคที่ไดจากการทดลอง 
 
ในงานวิจัยนี้ทาํการศึกษาระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคของ PEG1000 / โพแทสเซียม

ฟอสเฟต / น้ํา โดยภาวะที่ใชในการทดลองคือ ที่อุณหภูมหิอง (30+2 องศาเซลเซยีส) และความดนั
บรรยากาศ  ทําการแปรคาความเปนกรด-ดางของระบบเปน 4 คาคือ 7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5  
และความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 4 คาคือ 0, 4, 7 และ 10 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั  ซึ่งในแตละ
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จากรูปที่ 5.2 และรูปในภาคผนวก ค ที่แสดงอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง
ของระบบที่มีตอเสนแบงวัฏภาคที่ทําการทดลองในภาวะตาง ๆ ซึ่งมีเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของ
โซเดียมคลอไรดตางกัน 4 คา พบวา  เสนแบงวัฏภาคของระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางตางกันนี้ 
มีคาใกลเคียงกันมากจนอาจกลาวไดวา คาความเปนกรด-ดางของระบบที่แตกตางกันในชวงที่ทํา
การทดลองนี้มีผลนอยมากหรือไมมีผลตอเสนแบงวัฏภาค แตในขณะเดียวกันชวงของคาความเปน
กรด-ดางดังกลาวมีความแตกตางกันไมมากนัก ซึ่งอาจทําใหผลที่ไดไมชัดเจนเทาที่ควร  อยางไรก็
ตามผลการทดลองที่ไดจากงานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Sebastiao, Cabral และ Aires-
Barros (1994)  ซึ่งศึกษาอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีคาเทากับ 6.0, 7.5 และ 9.0 ที่มีตอ
ลักษณะของเสนแบงวัฏภาคในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่อุณหภูมิ 24+1 
องศาเซลเซียส 

 
  ความแตกตางเพียงเล็กนอยของเสนแบงวัฏภาคที่เกิดขึ้นในการทดลองที่คาความ
เปนกรด-ดางตางกันนี้  อาจมีผลมาจากความเขมขนของโพแทสเซียมฟอสเฟตที่ใชเปนตัว
กําหนดคาความเปนกรด-ดางของระบบตางกัน  ซึ่งความเขมขนที่ตางกันยอมมีผลตอโครงสราง
ของน้ําภายในระบบตางกันดวย  ลักษณะการแยกวัฏภาคของระบบในแตละภาวะจึงแสดงผล
ออกมาในลักษณะดังที่เห็น  

  
5.2.2.2 อิทธิพลของโซเดียมคลอไรดตอเสนแบงวัฏภาค 

 
  ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ประกอบดวยพอลิเมอรชนิดหนึ่งที่ไมมีประจุ 
(non-ionic polymer) กับเกลือที่มีลักษณะเปน water-structure-making เชน ในระบบ PEG 
1000 /  โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ทําการศึกษานี้  จะเกิดการแยกวัฏภาคไดที่อุณหภูมิหองและ
ถือวาระบบดังกลาวเปนการผสมกันระหวางสารละลาย 2 ชนิดคือ สารละลายพอลิเมอรและ
สารละลายเกลือ  ซึ่งการแยกวัฏภาคเกิดจากความแตกตางของโครงสรางของน้ําที่เกิดจากโมเลกุล
ของตัวถูกละลายดังที่กลาวมาแลว  การเติมเกลืออนินทรียเชน โซเดียมคลอไรด ลงไปในระบบมผีล
ตอโครงสรางของตัวทําละลายน้ําที่มีในระบบ  องคประกอบของระบบที่ทําใหเกิดการแยกวัฏภาค
จึงเปลี่ยนไป  ดังนั้นโซเดียมคลอไรดจึงมีผลตอเสนแบงวัฏภาคของระบบดวย  
 
  รูปที่ 5.3 แสดงเสนแบงวัฏภาคของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา 
ที่ไดจากการทดลองเมื่อใชเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรดตางกัน 4 คาคือ 0, 4, 7 และ 
10  ในขณะที่คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากันที่ 7.5  สําหรับผลของโซเดียมคลอไรดที่มีตอ
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5.3 คาสัมประสิทธิก์ารแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 
 
 พฤติกรรมการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค  อธิบายไดใน 2 กลไก
ดังนี้  
 

1. การแยกตัวถูกละลายเกิดจากแรงจากการดึงดูดหรือการผลักระหวางโมเลกุลของตัว
ถูกละลายกับพอลิเมอร (และเกลือ) ที่มีในวัฏภาค (Brooks, Sharp และ Fisher, 1985 อางถึงใน 
Zaslavsky, 1995) 
 

2. การแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคเกิดจากความแตกตางของ
แรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับสารละลายน้ําที่แตกตางกันในวัฏภาคทั้งสองของ
ระบบ (Zaslavsky และ Masimov, 1988 อางถึงใน Zaslavsky, 1995) 
 

อยางไรก็ตามลักษณะพื้นฐานของการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏ-
ภาคจะคลายกับระบบน้ําและตัวทําละลายอินทรีย (aqueous-organic two-phase system)  ซึ่ง
ขึ้นกับแรงที่กระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายในระบบ  แตความแตกตาง
เพียงเล็กนอยของลักษณะตัวทําละลายในวัฏภาคทั้งสองของระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคเปน
สิ่งสําคัญในการแยกตัวถูกละลายที่มีโครงสรางที่ไมแตกตางกันมากนักได  จึงเปนขอไดเปรียบใน
การแยกสารที่เฉพาะเจาะจงกวาระบบอื่น ๆ (Zaslavsky, 1995) 

 
แรงที่กระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายที่ไมมีขั้วกับสารละลายนํ้าเปนแรงแวนเดอ-

วาล สวนตัวถูกละลายที่มีข้ัวจะมีแรงกระทําตอน้ําซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงสูง เชน แรงไดโพล-ได
โพล, ไดโพล-อินดิวส ไดโพล, พันธะไฮโดรเจน ฯลฯ  สําหรับตัวถูกละลายหรืออนุภาคทางชีวภาพ
สวนมากจะถูกแยกในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีประจุ  ตัวถูกละลายที่สามารถแตกตัว
เปนไอออนไดเชน เอนไซม จะมีแรงกระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายเปน
แรงทางไฟฟาระหวางไอออน-ไอออนและไอออน-ไดโพลรวมอยูดวย  ซึ่งแรงที่กระทําระหวาง
โมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายที่แตกตางกันในระบบนี้  จะทําใหพฤติกรรมการแยกของ
ตัวถูกละลายในระบบแตกตางกันดวย 

 
การสกัดผลิตภัณฑที่ตองการออกจากสารปนเปอนดวยระบบสารละลายน้ําสองวฏัภาคทาํ

ไดโดยเตรียมระบบสองวัฏภาคที่องคประกอบตาง ๆ กัน และเติมสารละลายผสมของผลิตภัณฑลง
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ไปในระบบ หลังจากผสมระบบใหเขากันดีแลวจะตั้งทิ้งไวหรือนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว
เพื่อใหเกิดการแยกวัฏภาค  และผลิตภัณฑที่ตองการจะถูกแยกไปในวัฏภาคใดวัฏภาคหนึ่งตาม
ความชอบซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของตัวมันเอง  ในขณะที่สารปนเปอนจะถูกแยกไปในอีกวัฏภาค
หนึ่ง  พารามิเตอรที่แสดงถึงประสิทธิภาพของระบบในการสกัดเอนไซมหรือผลิตภัณฑที่ตองการ
คือ คาสัมประสิทธิ์การแยก (partition coefficient, K)  ในระบบที่มีประสิทธิภาพในการสกัดสูง
ตองมีคาสัมประสิทธิ์การแยกของผลิตภัณฑที่ตองการสูง (Ktarget >> 1)   ขณะที่คาสัมประสิทธิ์การ
แยกขององคประกอบอื่นๆ ที่มีในสารละลายผสม (Ki) มีคานอยมากๆ (Ki << 1)  การสกัดจะให
ผลดีเชนกันในกรณีที่ Ktarget << 1 และ Ki >> 1 
 
 พฤติกรรมการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคขึ้นกับปจจัยหลายชนิด
ดวยกัน  ซึ่งปจจัยที่มีผลตอการแยกตัวถูกละลายดังกลาวแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ ปจจัยที่มี
ผลตอลักษณะของตัวทําละลายในทั้งสองวัฏภาคและ ปจจัยที่มีผลตอคุณสมบัติของตัวถูกละลาย
ที่มีความสําคัญตอแรงกระทําระหวางโมเลกุลของตัวถูกละลายกับตัวทําละลายน้าํทีม่ใีนวฏัภาคทัง้
สอง  ดังแสดงในตารางที่ 5.1   
 
ตารางที่ 5.1 ปจจัยทีม่ีผลตอการแยกตัวถกูละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาค 
         (Zaslavsky, 1995) 
 

ปจจัยที่มีผลตอลักษณะของตัวทําละลาย ปจจัยที่มีผลตอคุณสมบัติของตวัถูกละลาย 
ชนิดของพอลิเมอรทั้งสองตอการเกิดวัฏภาค1 คาความเปนกรด-ดาง 
น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรทัง้สองตอการเกดิวัฏภาค1 ชนิดของสารเตมิแตง2 
ความเขมขนของพอลิเมอรทั้งสองตอการเกดิวฏัภาค1 ความเขมขนของสารเติมแตง2 
ชนิดของสารเตมิแตง2 การเกดิสารประกอบเชิงซอนของสารเติมแตง3 
ความเขมขนของสารเติมแตง2 การปรับตัวของโครงสราง4 
อุณหภูมิ  

1 ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใชพอลิเมอรชนิดหนึ่งกับเกลือ ชนิดและความเขมขนของเกลือทีท่าํใหเกิดวัฏภาค  
  เปนปจจัยมีผลเทา ๆ กับการเกิดวัฏภาคในระบบที่ใชพอลิเมอร 2 ชนิด 
2 สารเติมแตงที่มีน้ําหนักโมเลกลุตํ่า เชน เกลอือนินทรีย, แซคคาไรด, ยูเรีย ฯลฯ ที่ไมมีสัมพรรคภาพเฉพาะ  (specific  
   affinity) ตอตัวถูกละลาย 
3 ลิแกนดที่มีสัมพรรคภาพ (affinity ligands) เชน ยา, สีไทรอะซีน, กรดไขมัน ฯลฯ 
4  การเปลี่ยนแปลงทางเคมี, จากปฏิกิริยาของเอนไซม ฯลฯ  การตัด การรวมตัวกันหรือการเปลี่ยนโครงสรางของ  ตัวทํา
ละลายทีอ่ยูในโมเลกุลของตัวถกูละลาย 
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 ปจจัยที่มีผลตอลักษณะของตัวทําละลายในวัฏภาคทั้งสองดังแสดงในตารางที่ 5.1  
โดยทั่วไปจะศึกษาความเขมขนและน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร (หรือความเขมขนของเกลือ) ที่
ทําใหเกิดการแยกวัฏภาค  รวมถึงชนิดและความเขมขนของสารเติมแตง  ซึ่งนิยมใชเกลืออนินทรีย  
อยางไรก็ตามปจจัยบางชนิดมีผลตอทั้ง 2 ประเภท  จึงเปนการยุงยากในการทํานายคาอทิธพิลทีไ่ด
จากปจจัยเหลานี้ 
 
 คาสัมประสิทธิ์การแยก (K) ของระบบซึ่งเปนคาที่แสดงถึงประสิทธิภาพของระบบ  พบวา
มีอิทธิพลมาจากแรงหลาย ๆ ประเภทดวยกัน  ซึ่งเขียนเปนสมการไดดังสมการที่ 5.1 (Albertsson, 
1986 อางถึงใน 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 เปนคาสัมประสิทธิ์การแยกที่มีผลจาก
อิทธิพลของแรงทางไฟฟา, แรงไฮโดรโฟบิก, แรงไฮโดรฟลิก, โครงสรางของตัวถูกละลายและแรงที่
กระทําตอลิแกนด ตามลําดับ 
 
 ในงานวิจัยนี้ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการแยกตัวถูกละลายในระบบสารละลายน้ําสองวัฏ-
ภาคในรูปของความยาวของเสนผูก  ซึ่งเปนการเปลี่ยนองคประกอบของระบบในทั้งสองวัฏภาค, 
คาความเปนกรด-ดางของระบบและปริมาณโซเดียมคลอไรด  ซึ่งเปนสารเติมแตงที่เติมลงไปใน
ระบบ   คาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 
99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ในภาวะที่ทําการทดลองแสดงในตารางที่ 5.2 
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ตารางที่ 5.2 คาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของแอลคาไลนโพรทเีอสจาก B. subtilis 
NS 99 ในระบบ PEG1000 /  โพแทสเซยีมฟอสเฟต / น้ํา ที่ภาวะตาง ๆ 

 
องคประกอบของระบบ 

(%w/w) 
ความเขมขนของเอนไซม 

(U/ml) 
X* Y* PEG 

1000 
โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 

วัฏภาคบน 
(CT) 

วัฏภาคลาง 
(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 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด 
  Y คือ คาความเปนกรด-ดางของระบบ 
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ตารางที่ 5.2 คาสัมประสิทธิ์การแยกและเปอรเซ็นตผลไดของแอลคาไลนโพรทเีอสจาก B. subtilis 
NS 99 ในระบบ PEG1000 /  โพแทสเซยีมฟอสเฟต / น้ํา ที่ภาวะตาง ๆ (ตอ) 
 
องคประกอบของระบบ 

(%w/w) 
ความเขมขนของเอนไซม 

(U/ml) 
X* Y* PEG 

1000 
โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 

วัฏภาคบน 
(CT) 

วัฏภาคลาง 
(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 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรด 
  Y คือ คาความเปนกรด-ดางของระบบ 
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5.3.1 ผลของความยาวของเสนผูกตอคาสัมประสิทธิก์ารแยก 
 

 ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่มีองคประกอบของ PEG  และโพแทสเซียมฟอสเฟต
ในวัฏภาคบนและลางเหมือนกัน คือ ระบบที่อยูบนเสนผูกเดียวกันแตมีสัดสวนปริมาตรของวัฏภาค
บนตอวัฏภาคลางตางกัน  ในงานวิจัยนี้เลือกใชจุดที่เปนจุดกึ่งกลางของเสนผูกในภาวะตาง ๆ เพื่อ
หาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99  จุดที่มีความยาวของ
เสนผูกนอยที่สุด คือ จุดที่มีองคประกอบของ PEG และโพแทสเซียมฟอสเฟตนอยที่สุด  และจะใช
ความเขมขนของสารทั้งสองเพิ่มข้ึนที่ความยาวของเสนผูกมากขึ้น ดังแสดงในแผนภาพวัฏภาค  ซึ่ง
ความเขมขนของสารที่ใชในระบบจะมีผลตอลักษณะของระบบที่เกิดขึ้น  การเพิ่มความยาวของ
เสนผูกแสดงถึงการเพิ่มความเขมขนของฟอสเฟตในวัฏภาคลาง  ในขณะที่ความเขมขนของ
ฟอสเฟตในวัฏภาคบนจะมีคาคอนขางคงที่และมีขีดจํากัดในการละลายในวัฏภาคบนซึ่งมี PEG 
อยูมาก (Sarmento และคณะ, 1994)  เมื่อในวัฏภาคลางมีความเขมขนของฟอสเฟตอยูมากจะ
เกิดการ salting-out ของโปรตีน  โดยเกิดการกระจายของโมเลกุลของโปรตีนที่มีในวัฏภาคลางไป
ในวัฏภาคบนมากขึ้น   

 
Forciniti, Hall และ Kula (1991) ทําการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของไลโซไซม, 

อัลบูมิน, ไคโมทริปซิโนเจน เอ, ทรานเฟอรินและคะตะเลสในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา  พบวา 
คาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนบางชนิดที่มีคามากกวา 1 จะมีคาเพิ่มข้ึนเมื่อความยาวของเสน-
ผูกเพิ่มข้ึน  คือ มีการสะสมในวัฏภาคบนไดมากขึ้น  ในขณะที่คาสัมประสิทธิ์การแยกที่มีคานอย
กวา 1 จะมีคาลดลงเมื่อความยาวของเสนผูกเพิ่มข้ึน  แสดงวามีการสะสมในวัฏภาคลางไดมากขึ้น  
นั่นคือ ความยาวของเสนผูกที่เพิ่มข้ึนจะมีแนวโนมในการแยกโปรตีนไปในวัฏภาคใดวัฏภาคหนึ่ง
ไดมากขึ้น    

 
สําหรับผลการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis 

NS 99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ทําในงานวิจัยนี้ใหผลดังแสดงในตาราง
ที่ 5.2 และเมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อ
ระบบมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 ที่เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรดตาง ๆ กัน
แสดงในรูปที่ 5.4  และผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อระบบมี
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียมคลอไรดเทากับ 0 ที่คาความเปนกรด-ดางตาง ๆ กันแสดงในรูป
ที่ 5.5   
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จากรูปที่ 5.4 และ 5.5 พบวาเมื่อความยาวของเสนผูกเพิ่มข้ึน  ทําใหคาสัมประสิทธิ์การ
แยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา 
มีคาลดลง  นอกจากนี้อิทธิพลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกในโปรตีนที่มี
ขนาดเล็ก (เชน ไลโซไซมและไคโมทริปซิโนเจน เอ ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 13,200 และ 
23,200 Da ตามลําดับ) จะมีคานอยมากตามที่ไดกลาวมาแลวในบทที่ 3 (หัวขอ 3.3.6) สําหรับ
แอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ที่ใชในงานวิจัยนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 27,000 
Da  แตใหคาสัมประสิทธิ์การแยกแตกตางกันมาก ดงัแสดงในรูปที่ 5.4 และ 5.5 ซึ่งผลการทดลอง
ดังกลาวแตกตางจากผลการทดลองของ Forciniti, Hall และ Kula (1991) ที่ศึกษาการสกัดโปรตีน
ทั้ง 5 ชนิดในระบบ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา ตามที่ไดกลาวมาแลว  อยางไรก็ตามความยาวของเสน
ผูกที่แตกตางกันในระบบทั้งสอง (PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา และ PEG / เด็กซแทรน / น้ํา) 
อาจมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของโปรตีนที่ทําการศึกษา สําหรับผลของความยาวของเสนผูก
ที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG / 
โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ไดจากงานวิจัยนี้ สอดคลองกับผลจากการทดลองของ Hotha และ 
Banik (1997) ที่ศึกษาการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  
ซึ่งมีลักษณะขององคประกอบของระบบและตัวถูกละลายใกลเคียงกับระบบที่ใชในงานวิจัยนี้  
เปรียบเทียบผลดังกลาวกับผลที่ไดจากงานวิจัยนี้แสดงในตารางที่ 5.3   
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ตารางที่ 5.3 คาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสในระบบ PEG / โพแทสเซียม 
                   ฟอสเฟต / น้ํา ที่อุณหภูมิหอง 
 

องคประกอบของระบบ (%w/w) 
MW.ของ PEG 

เสนผูก
เสนที่ PEG โพแทสเซียมฟอสเฟต 

K เอกสารอางอิง 

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 (ความเปน 
กรด-ดางเทากับ 8.5) 

เมื่อความยาวของเสนผูกเสนที่ 1 < 2 < 3 
   
 แสดงวามีปจจัยหลายประการที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยก เชน องคประกอบของ
ระบบที่เปนพอลิเมอร 2 ชนิดหรือพอลิเมอรกับเกลือ รวมถึงชนิดของโปรตีนหรือเอนไซมที่ตองการ
สกัด  ซึ่งในการศึกษาผลของความยาวของเสนผูกที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกยังมีไมมากนัก  
โดยเฉพาะอยางยิ่งในระบบที่เปน PEG / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่ใชในการสกัดแอลคาไลน
โพรทีเอส  ดังนั้นจึงยังไมสามารถสรุปเปนขอสรุปโดยทั่วไปได  ผลการทดลองที่ไดจากงานวิจัยนี้จะ
เปนขอมูลหนึ่งที่ใชเปนแนวทางในการพัฒนาระบบตอไปได 
 
 5.3.2 ผลของความเปนกรด-ดางตอคาสัมประสิทธิก์ารแยก 
 
 ความเปนกรด-ดางของระบบมีผลโดยตรงตอคุณสมบัติของตัวถูกละลายในระบบ (ดัง
แสดงในตารางที่ 5.1) โดยเฉพาะตัวถูกละลายไอออนิก  ซึ่งจะมีผลตอประจุรวมของโมเลกุลของตัว
ถูกละลาย  จึงทําใหมีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 
99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา เปนอยางมาก  โดยทั่วไปคาสัมประสิทธิ์การ
แยกจะขึ้นกับองคประกอบหลัก 2 สวนดวยกัน ดังแสดงในสมการ 5.2 (Tanuja และคณะ, 1997) 
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    log K = log K0 + log Kel    (5.2) 
 
 เมื่อ  K คือ คาสัมประสิทธิ์การแยก 

log Kel หาไดจากปจจัยหลัก 2 ปจจัยคือ ศักยไฟฟาที่อยูระหวางวัฏภาค 
(interfacial potential) และประจุสุทธิของโปรตีน 

log K0 เปนการวัดแรงระหวางโมเลกุลเมื่อไมมีศักยไฟฟาเขามาเกี่ยวของ  ซึ่งเปน
การวัดภายใตภาวะที่ log Kel มีคาเทากับ 0  โดยเมื่อเทียบกับสมการ 5.1 คือ ผลรวมของ ln Khfob , 
ln Khfil , ln Kconf และ ln Klig ในขางขวาของสมการ 
 

นอกจากนี้ในการทํานายคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-
ดางของระบบยังสามารถอธิบายไดจากสมการดังตอไปนี้ (Zaslavsky, 1995) 
 

ln K = ln K(0) + γZ    (5.3) 
 
เมื่อ K(0) คือ คาสัมประสิทธิ์การแยกของตัวถูกละลายโปรตีนที่คาความเปนกรด-ดางของ 

ระบบเทากับจดุไอโซอิเล็กตริกของโปรตีนนัน้ 
 Z    คือ ประจุสุทธิของโปรตีน 
 γ คือ ลักษณะเฉพาะของโปรตีน ขึน้กับพารามิเตอรภายนอก เชน อุณหภูม,ิ 

องคประกอบของพอลิเมอรและเกลือในระบบ, สารเติมแตงเกลือที่ใช ฯลฯ 
 
พบวาสมการที่ 5.2 และ 5.3 มีลักษณะคลายกัน  โดยที่คาความเปนกรด-ดางของระบบ

จะมีผลตอเทอม γZ หรือ log Kel เทานั้น  คือ มีผลตอประจุสุทธิของโปรตีน  และเนื่องจาก γ มี
ความเฉพาะเจาะจงสูง  ดังนั้นพารามิเตอรภายนอก เชน อุณหภูมิ, องคประกอบของพอลิเมอรและ
เกลือในระบบ, สารเติมแตงเกลือที่ใช ฯลฯ ที่มีผลตอลักษณะเฉพาะของโปรตีนจะมีอิทธิพลตอคา
สัมประสิทธิ์การแยกมากกวาอิทธิพลจากประจุสุทธิของโปรตีน  โดยพารามิเตอรดังกลาวมีผลตอ
ศักยไฟฟาระหวางวัฏภาคทั้งสอง  อยางไรก็ตาม สมการดังกลาวจะทํานายผลไดไมถูกตองเสมอไป  
เนื่องจากตองพิจารณาถึงแรงที่กระทําระหวางโมเลกุลที่มีประจุและไมมีประจุในตัวทําละลายน้ํา
ของวัฏภาคทั้งสองดวย   ซึ่งแรงดังกลาวจะเปลี่ยนไปเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของโมเลกุลที่มี
ประจุหรือไมมีประจุ  นอกจากนี้การเปลี่ยนคาความเปนกรด-ดางของระบบ ทําใหโครงสราง
โมเลกุลของตัวถูกละลายเปลี่ยนไปดวย เชน เกิดการรวมตัวกัน หรือแยกออกเปนหนวยยอย ๆ    
และคาความเปนกรด-ดางของระบบที่ตางกันยังแสดงถึงความเขมขนของเกลือที่ใชในระบบตางกนั
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ดวย  จึงเปนการแสดงผลรวมกันของปจจัยทั้งสองที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก  การศึกษาผลของ
คาความเปนกรด-ดางที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยก จึงศึกษาจากการทดลองไดงายกวาการ
ทํานายคาจากทฤษฎี (Zaslavsky, 1995)   

 
ผลการทดลองหาคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 

ในระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ศึกษาในภาวะตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 5.2  เมื่อศกึษาผล
ของคาความเปนกรด-ดางของระบบที่มีตอคาสัมประสิทธิ์การแยกเมื่อมีปริมาณโซเดียมคลอไรด
เทากัน  ใหผลดังรูปที่ 5.6 

         
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

















 
บทที่ 6 

 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุปผลการทดลอง 
  

1. จากการศึกษาแผนภาพวัฏภาคของระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา ที่
อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดันบรรยากาศ  สรุปผลของปจจัยที่มีผลตอ
ลักษณะของเสนแบงวัฏภาคไดดังนี้ 
 

1.1 คาความเปนกรด-ดางของระบบมีผลตอเสนแบงวัฏภาคเพียงเล็กนอย  
ในชวงความเปนกรด-ดางที่ใชคือ 7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5  และที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 
10.5 เสนแบงวัฏภาคจะเขาใกลจุดกาํเนิดมากที่สุด  นั่นคือใชปริมาณ PEG1000 และโพแทสเซียม
ฟอสเฟตในการแยกวัฏภาคนอยที่สุด 
 
   1.2 เมื่อปริมาณโซเดียมคลอไรดในระบบมีมากขึ้น ความตองการพอลิเมอรและ
เกลือที่ใชในการเกิดวัฏภาคจะมีคาลดลง โดยเสนแบงวัฏภาคจะเขาใกลจุดกําเนิดมากขึ้น และ
ลดลงอยางเห็นไดชัดในภาวะที่มีและไมมีโซเดียมคลอไรด 
 

2. จากการศึกษาปจจัยที่มีผลตอคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก    
B. subtilis NS 99 ในระบบ PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  ที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศา-
เซลเซียส) และความดันบรรยากาศ  สรุปไดดังนี้ 

 
 2.1 ความยาวของเสนผูกที่เพิ่มข้ึน มีผลทาํใหคาสมัประสิทธิ์การแยกของแอลคา-

ไลนโพรทเีอสจาก B. subtilis NS 99 ลดลงในทุกภาวะที่ทาํการทดลอง 
 
 2.2 ความเปนกรด-ดางของระบบที่เพิ่มข้ึนในชวงของคาความเปนกรด-ดางทีท่ํา

การทดลอง (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5)  เปนการเพิ่มประสิทธิภาพของระบบโดยใหคาสัมประสทิธิ์
การแยกสงูขึ้นในบางกรณ ี
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 2.3 ปริมาณโซเดียมคลอไรดที่เติมลงในระบบมีผลทําใหคาสัมประสิทธิ์การแยก
ลดลง  โดยเฉพาะอยางยิ่งในระบบที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5 

 
3. ภาวะที่เหมาะสมที่สุดตอการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99   ใน

ระบบที่มีคาความเปนกรด-ดาง (7.5, 8.5, 9.5 และ 10.5) และเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของโซเดียม-
คลอไรด (0, 4, 7 และ 10) ที่ทําการทดลองในงานวิจัยนี้คือ ที่ความเขมขนของ PEG1000, 
โพแทสเซียมฟอสเฟต และโซเดียมคลอไรดเปน 18.00, 13.01 และ 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
ตามลําดับ, คาความเปนกรด-ดางของระบบเทากับ 9.5, อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และ
ความดันบรรยากาศ  ซึ่งใหคาสัมประสิทธิ์การแยกของแอลคาไลนโพรทีเอสจาก B. subtilis NS 99 
เทากับ 20.0 และใหคาเปอรเซ็นตผลไดเทากับ 95.1 
 
6.2 ขอเสนอแนะ 
 

1.ในงานวิจัยนี้ใชเอนไซมเกือบบริสุทธิ์ในการศึกษาคาสัมประสิทธิ์การแยกในระบบ 
PEG1000 / โพแทสเซียมฟอสเฟต / น้ํา  ที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) และความดัน
บรรยากาศ ซึ่งควรทําการทดลองหาคาดังกลาวในน้ําหมักหรือสารละลายเอนไซมหรือโปรตีนที่มี
สารปนเปอนอยูดวย  เพื่อใหเห็นความแตกตางอยางชัดเจนในการแยกเอนไซมและเซลลออกจาก
กัน  จะไดทราบภาวะที่เหมาะสมตอการสกัดเอนไซมอยางแทจริง 

 
2. นาจะมีการศึกษาถึงการใชสารเติมแตงเกลือชนิดอื่น  ซึ่งอาจทําใหระบบมีประสิทธิภาพ

สูงขึ้น โดยการศึกษาดังกลาวจะใชวิธีลองผิดลองถูกหรือคนควาจากงานวิจัยที่มีผูศึกษาไวแลวใน
ระบบที่ใชสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสเชนเดียวกัน 
 

3. เนื่องจากระบบสารละลายน้ําสองวัฏภาคที่ใชในการสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสยังมีผู
ศึกษาไวไมมากนัก จึงควรมีการศึกษาถึงระบบอ่ืน ๆ นอกเหนือไปจากระบบ PEG / โพแทสเซียม
ฟอสเฟต / น้ํา ที่ใชในงานวิจัยนี้ เชน ระบบ PEG / ซัลเฟต / น้ํา, PEG / ซิเตรท / น้ํา ซึ่งอาจทําให
การสกัดแอลคาไลนโพรทีเอสมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 

 
4. วิธีการหาแอคติวิตีของเอนไซมที่ใชในงานวิจัยนี้ หาไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ซ่ึงกรดอะมิโนที่เปนอะโรมาติก (aromatic amino acid) ไดแก 
ทริปโตเฟน, ไทโรซีน และฟนิลอะลานีนจะถูกดูดกลืนไดในชวงคลื่นดังกลาว  แตจากการกาํหนดคา
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หนวยของเอนไซมเปนการเทียบจากปริมาณของไทโรซีนเทานั้น  ดังนั้นแอคติวิตีจริงของเอนไซมจึง
นาจะมีคาสูงกวาคาที่หาได และสําหรับ B. subtilis NS 99 มีคา optimum pH เทากับ 9.5  แตใน
การทดลองนี้ทําการหาแอคติวิตีของเอนไซมที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 10.5  ซึ่งแอคติวติีจริง
ของเอนไซมจะมีคาสูงกวาคาที่หาไดจากการทดลอง ดังนั้นจึงควรหาคาแอคติวิตีที่คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 9.5  ซึ่งเปนคาที่เอนไซมทํางานไดดีที่สุด 

 
5. การหาแอคติวิตีของเอนไซมดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโน-

เมตร อาจมีความผิดพลาดสูง เนื่องจากตัวอยางที่ใชในวัดคาการดูดกลืนแสงในชวงคลื่นดังกลาว
ไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ซึ่งหากมีส่ิงปนเปอนเพียงเล็กนอยที่อาจมองเห็นหรือมองไม
เห็นปนอยูในตัวอยาง จะทําใหการอานคาผิดพลาดไปไดมาก  ดังนั้นการทดลองจึงตองมีความ
แมนยําสูง สําหรับวิธีการอีกวิธีหนึ่งซึ่งอยูในชวงการพัฒนาเพื่อใชหาคาแอคติวิตีของเอนไซมได
สะดวกกวา จะใชสารละลายเอโซเคซีน (azocasein) 0.2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรแทน
การใชสารละลายเคซีน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ในขณะที่การเตรียมสารเคมีชนิด
อ่ืนและวิธีการหาแอคติวิตียังคงเหมือนเดิม  ซึ่งวิธีนี้จะทําใหไดตะกอนสีเหลืองแยกออกมาอยาง
ชัดเจนและไมกระจายตัวงายเหมือนตะกอนที่เกิดจากการทดลองที่ใชเคซีน  สวนน้ําใส (สีเหลือง) 
ที่นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงสามารถวัดคาไดในชวงที่มองเห็นไดดวยตาเปลา (ที่ความยาวคลื่น 
440 นาโนเมตร) โดยกําหนด 1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่ทําใหคาการดูดกลืนแสงที่ 
440 นาโนเมตรเปลี่ยนแปลงไป 0.1 หนวย 



รายการอางอิง 
 
ภาษาไทย 
กฤษณา โพธิสารัตนะ.  2535.  การศึกษาสมบัติของอัลคาไลนโปรตีเอสจาก Bacillus spp. ชนิด

ทนตอสภาวะดาง.  วิทยานิพนธปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 
บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

นภา ศิวรังสรรค และ สุดา เกียรติกําจรวงศ.  2540.  การตรึงแอลคาไลนโปรตีเอสบนบีดโพลิอะ-
คริลาไมดและโพลิ (อะคริลาไมด-โค-กรดเมทาคริลิก)  โดยวิธีอินเวิรสซัสเพนชันโพลิ-
เมอไรเซชัน.  ทุนโครงการเรงดวนและสนับสนุนโครงการใหมเพื่อพัฒนางานวิจัยพื้นฐาน (นํา
รอง)  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

เปยมสุข พงษสวัสด์ิ และ พีรดา สิริจินตกานต.  2530.  การศึกษาเอนไซมโปรตีเอสจากบาซิลลัส
สายพันธุในประเทศไทย.  ทุนวิจัยรัชดาภิเษกสมโภช  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

วรพัฒน อรรถยุกติ.  2526.  การศึกษากระบวนการสกัดของเหลวที่จะเปนประโยชนตอการอุต-
สาหกรรมในประเทศไทย.  กรุงเทพฯ : สถาบันวิจัยและพัฒนาของคณะวิศวกรรมศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

สมบัติ  คงวิทยา.  2541.  การทําใหบริสุทธิ์บางสวนและลักษณะสมบัติทางโปรตีนจากปาน
ศรนารายณ AGAVE SISALANA.  วิทยานิพนธปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาชีว-
เคมี  บัณฑิตวิทยาลัย  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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ประวัติผูเขียน 

 

นางสาวนนัทญิา วงษมงคล   เกิดเมื่อวนัที ่  22  พฤศจิกายน  พ.ศ.  2517    ที่
กรุงเทพมหานคร      สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวิทยาศาสตรการอาหาร
และโภชนาการ  ภาควิชาคหกรรมศาสตร คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยศรนีครินทรวิโรฒ  
ประสานมิตร   ในปการศึกษา 2538      หลงัจากนัน้ไดเขาศึกษาในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตร 
มหาบัณฑิต  ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  คณะวิศวกรรมศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในป
การศึกษา 2540 
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