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วัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยนี้เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน้โพร 
ทีเอสจากน้ีาหมักของเช้ือแบคทีเรีย B a c i l l u s  s u b t i l i s  TISTR 25 โดยใช้ระบบสารละลายนี้าสองวัฎภาคใน 
หอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร โดยวัฎภาคต่อเน่ืองมีองค์ประกอบของ ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน 
ฟอสเฟต 19.65%(w/w) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.35%(w/w) และ นี้ากรอง72 % (พ/พ) วัฎ 
ภาคกระจายตัวมีองค์ประกอบของ พอลีเอทิลีนไกลคอล 1000 42.5% (พ/พ) ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน 
ฟอสเฟต 1.75%(พ/พ) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.75% (พ/พ) และน้ีากรอง 55% (พ/พ) ซ่ึงการ 
ทดลองจะประกอบด้วยการศึกษาปีจจัยท่ีมีผลต่อการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสจากแบคทีเรีย 
B a c i l l u s  s u b t i l i s  TISTR 25 โดยจะทำการหาอิทธิพลของความเข้มข้นของนี้าหมักในวัฎภาคต่อเน่ือง(20 40 
และ 55 % )(พ/พ) อิทธิพลของอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัว โดย 
กำหนดให้สัดส่วนเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัวคงท่ี ท่ี 3:1 (42/12, 69/28 และ 97/28 
มิลลิลิตรต่อนาที) และอิทธิพลของการป่นกวนของใบพัด(100 และ 140 รอบนาที) โดยพิจารณาจาก 
ประสิทธิภาพการสกัดได้แก่ จำนวนเท่าของความบริสุทธิ เปอร์เซ็นต์ผลได้ ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวล 
รวมของเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสระหว่างวัฎภาค และโพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาค 
ต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด รวมถึงจะทำการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ที่สามารถสกัดได้ จาก 
การวิจัยพบว่า ภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสกัดเ น ฝ ไชม์แอลคาไลน้โพรตีเอสจากนี้าหมักของเชื้อแบค 
ทีเรีย B a c i l l u s  s u b t i l i s  TISTR 25 โดยใช ้ระบบสารละลายนี้าสองวัฎภาคในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 
ลิตร คือ ที่ค่าความเข้มข้นของน้ีาหมักเร่ิมต้นในวัฎภาคต่อเน่ืองเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก ท่ีอัตรา 
การไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระตัวที่ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที และที่การป่นกวนของ 
ใบพัดที่อยู่ในช่วง 100-140 รอบต่อนาที โดยจะให้จำนวนเท่าของความบริชุทธิ เปอร์เซ็นต์ผลได้ และค่า 
สัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสระหว่างวัฎภาคเท่ากับ 1.39-1.43 เท่า 
52.14 - 51.78 เปอร์เซ็นต์ และ 4.49-4.52 X 10‘4 นาที'1 ตามลำดับ ซึ่งที่อัตราการไหลเชิงปริมาตรนี้ 
สามารถสกัดนี้าหมักได้ 76.82 ลิตรในระยะเวลาสกัด 1 วัน ส่วนการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์แอล 
คาไลน้โพรทีเอสที่ผ่านการสกัดแล้วซึ่งกระจายตัวอยู่ในวัฎภาคกระจายตัวที่อุณหภูมิห้อง ระยะเวลาเก็บ 3 
สัปดาห์พบว่าเอนไซม์มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงจากเริ่มต้นเป็น 14.3 เปอร์เซ็นต์
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The aim o f this research was to determine optimal conditions for extraction of  
alkaline protease from B a c il lu s  s u b t i l is  TISTR 25 fermentation broth using aqueous two- 
phase system in Oldshue-Rushton column 5.7 liter. Extraction was done in continuous 
mode with dispersed phase composed of (by weight) PEG 1000 42.5%, 
dipotassiumhydrogenphosphate 1.75%, potassiumdihydrogen phosphate 0.75%, water 
55% flowing upwards and continuous phase of dipotassium hydrogenphosphate 19.65%, 
potassium dihydrogenphosphate 6.35%, water 55% flowing downwards. The research 
was to study effects of fermentation broth concentration(20,40 and 55% พ/พ), 
continuous/dispersed flow rates(42/12, 69/20 and 97/28 ml/min),and impeller revolution 
speed(100 and 140 rpm) on purification factor, yield percent, over all mass transfer 
coefficient, and enzyme activity in continuous phase profile in extraction column. The 
stability o f the extracted alkaline protease in PEG rich-phase was also studied. It was 
found that the optimal conditions for alkaline protease extraction in Oldshue-Rushton 
column 5.7 liter were 55% พ/พ fermentation broth, continuous/dispersed phase flow rate 
o f 97/28 ml/min, and impeller speed of 100-140 rpm. These conditions gave purification 
factor, yield percent, and overall mass transfer coefficient o f 1.39-1.48, 52.14 - 51.78 % 
and 4.49-4.52 X  10"4 min"1, respectively, with this volumetric flow rate, fermentation 
broth o f 76.82 I could be extracted within one day of operation.. It was also found that 
the activity o f the extracted alkaline protease dissolve in PEG 1000 rich phase system 
reduced its initial activity from 14.3 percent after keeping at 30+2 ๐c  for 3 weeks.
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