
บทท่ี 1 
บทนํไ

โพรทีเอส หรือ โพรท ีโอไลด ิกเอนไซม ์ (Proteolytic enzyme) เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่ทำ 
หน้าที่เร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายโปรตีน เกิดจากการหมักเชือจุลินทรีย์ เช่น เชือรา หรือแบคทีเรีย 
แบคทีเรียที่นิยมใช้ในการผลิตโพรทีเอสคือแบคทีเรียสกุล Bacillus เนื่องจากแบคทีเรียสกุลน ี้
สามารถผลิตเอนไซม์โพรทีเอสออกมาภายนอกเซลล์ได้ในปริมาณที่มาก

เอนไซม์โพรทีเอส เป็นเอนไซม์ที่มีความต้องการมากที่สุดในอุตสาหกรรมโดยมีปริมาณ 
การใช้สูงถึง 60 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในอุตสาหกรรมทั้งหมด(Ng และ Kenealy,
1989) เอนไซม์โพรทีเอสเข้าไปมีบทบาทในอุตสาหกรรมหลายชนิดได้แก่ อุตสาหกรรมผงซักฟอก 
การซักแห้ง ฟอกหนัง อาหาร และยา เป็นต้น ดังนั้นการสกัดแยกเอนไซม์โพรทีเอสออกจากนี้า 
หมักให้มีความเข้มข้นสูง มีความบริสุทธิสูง และสามารถเก็บรักษาเอาไว้ได้นาน ก่อนการนำไปใช้ 
งานจึงมีความสำคัญและเป็นประโยชน้ในทางอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก

ระบบการสกัดโปรตีนหรือเอนไซม์มีอยู่ด้วยกันหลายระบบ แต่ระบบที่ได้รับการยอมรับ 
อย่างกว้างขวางในการใช้เพิ่มความเข้มข้นและเพิ่มความบริสุทธคือ การสกัดด้วยระบบสารละลาย 
นำสองวัฎภาค(Aqueous two-phase systems, ATPSs)(Sanjiv V .และคณะ, 1993) โดยระบบนีใช้ 
หลักการของการสกัดของเหลวด้วยของเหลว (liquid-liquid extraction) เป็นระบบที่ทำได้ง่าย มี 
ประสิทธิภาพสูง สะดวกในการดำเนินงาน และมีสภาวะแวดล้อมของระบบที่เหมาะสมกับเอมไซม์ 
เนื่องจากระบบสารละลายนำสองวัฎภาค มีนำเป็นตัวทำละลายหลักของระบบ ซึ่งนั้าเป็นตัวทำ 
ละลายตามธรรมชาติของเอนไซม์ด้วย ระบบการสกัดด้วยสารละลายนำสองวัฎภาคนั้นมีด้วยกัน
สองระบบ คือ ระบบที่ประกอบด้วย พอลิเมอร์ 2 ชนิดและระบบที่ประกอบด้วย พอลิเมอร์และ 
เกลือ โดยในงานวิจัยนี้จะเลือกระบบที่เป็นพอณิมอร์(พอลีเอทิลีนไกลคอล 1000; PEG 1000)และ 
เกลือ(โพแทสเซียมฟอสเฟต)

อุปกรณ์ที่ใช้ในการดำเนินงานตลอดการวิจัยนี คือ หอสกัดชนิดโอลชูรัชตัน (Oldshue- 
Rushton extraction column) ลักษณะของหอสกัดจะประกอบด้วยวงแหวนซึ่งเป็นตัวแบ่งหอสกัด 
ออกเป็นส่วนๆตามความยาวของหอสกัด ในแต่ละส่วนจะประกอบด้วยใบกวน แบบ 4 bladed disc 
turbines ที่ติดอยู่ที่แกนหมน นอกจากนียังประกอบด้วย baffle อีก 4 อันที่ติดอยู่ที่ผนังตามแนวตัง 
หอสกัดชนิดนิเป็นอีกชนิดหนึ่งที่สามารถแก้ปิญหาการกลับมาผสมกันของวัฎภาคในแนวแกน ใน 
การดำเนินการสกัดจะเริ่มต้นด้วยวัฎภาคต่อเนื่อง(ประกอบด้วยนำหมักและโพแทสเซียมฟอสเฟต 
เป็นหลัก)จะถูกป้อนทางด้านบนและจะออกจากหอทางด้านล่าง ส่วนวัฎภาคกระจายตัว(ประกอบ 
ด้วย PEG 1000 เป็นหลัก)จะถูกป้อนจากทางด้านล่างของหอผ่านรูขนาด 1-2 มิลลิเมตร โดยลักษณะ
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การกระจายตัวของวัฎภาคกระจายตัวจะเป็นหยดๆขึ้นสู่ทางด้านบนและมีแรงกล คือใบพัดเพื่อช่วย 
เพิ่มการกระจายตัวของหยดและช่วยในการผสมผสาน

ในอดีตที่ผ่านมาได้มีงานวิจัยที่สกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอส(alkaline protease) โดย 
ใช้ระบบสารละลายนํ้าสองวัฎภาคภายในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาดเล็ก(ขนาด 0.715 ลิตร)
(วิไลวรรณ, 2544) ในการสกัดเอนไซม์ภายในหอสกัดขนาดเล็กจะศึกษาปีจจัยของ ความเร็วรอบใน 
การป่นกวนของใบพัด อัตราไหลของวัฎภาคกระจายตัว อัตราไหลของวัฎภาคต่อเนื่อง และความ 
เข้มข้นเริ่มด้นของนี้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่อง ที่มีผลต่อจำนวนเท่าความบริสุทธ เปอร์เซ็นต์ผลได้ 
และประสิทธิภาพการสกัด(วิไลวรรณ, 2544) แต่ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นเพื่อจะศึกษาถึงประสิทธิภาพ 
ของการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสโดยใช้ระบบสารละลายนี้าสองวัฎภาคในหอสกัดโอลชู 
รัชตันที่มีขนาดใหญ่ขึน(ขนาด 5.7 ลิตร) เพื่อเป็นแนวทางที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้งานได้ใน 
ระดับอุตสาหกรรมต่อไป

1.1 วัตถุประสงค์
เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสจากนำหมักของเชือ 

แบคทีเรีย Bacillus subtilis TISTR 25 โดยใช้ระบบสารละลายนี้าสองวัฎภาคในหอสกัดโอลชูรัชตัน 
ขนาด 5.7 ลิตร

1.2 ขอ บ เฃ ฅ ข อ งโค รงงาน

1.2.1 ศึกษาปีจจัยที่มีผลต่อการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอส จากแบคทีเรีย
Bacillus subtilis TISTR 25 โดยปีจจัยที่ทำการศึกษามีตังนี้
1.2.1.1 ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่อง (วัฎภาคที่มีโพแทสเซียม 

ฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบหลัก) โดยค่าที่ศึกษาอยู่ในช่วง20-72 
เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก

1.2.1.2 อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจายตัว ที่สัดส่วน 
เชิงปริมาตรของทั้งสองวัฎภาคคงที่ ท่ี 3:1 โดยค่าที่ทำการศึกษาคือ 42/12, 
69/20 และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที

1.2.1.3 การป่นกวนของใบพัดโดยค่าที่ศึกษาอยู่ในช่วง 0-200 รอบต่อนาที
1.2.2 ทำการทดลองเพื่อหาประสิทธิภาพของหอสกัด โดยปิจจัยที่นำมาพิจารณาคือ

1.2.2.1 ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอส 
(Overall mass transfer coefficient; K0Da) ระหว่างวัฎภาค

1.2.2.2 เปอร์เซ็นต์ผลได้(% Yield)
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1.2.2.3 จำนวนเท่าของความบริสุทธ์เมื่อเทียบกับนำหมักเริ่มต้น(Purification 
factor; PF)

1.2.2.4 โพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอ 
สกัด

1.2.3 ทำการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ที่สามารถสกัดไต้

1.3 ป ระโยช น ์ท ี่ค าดว ่าจะได ้ร ับ

ทราบภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสโดยระบบสารละลายนํ้า 
สองวัฎภาคในหอสกัดชนิดโอลชูรัสตันขนาด 5.7 ลิตร
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