
บทที่ 3 
ตรวจเอกสาร

3.1 ปัจจัยที่มีผลฅ่อประสิทธิภาพของการสกัดในหอสกัด
งานวิจัยมีเป็นงานวิจัยที่ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัดแขกแอลคาไลน่ไพรทีเอสใน 

ระบบสารละลายนี้าสองวัฏภาคของ PEG 1000 และโพแทสเซียมฟอสเฟต ในหอสกัดโอลชูรัชตัน 
ขนาด 5.7 ลิตร ซึ่งสามารถหาประสิทธิภาพของหอสกัดได้จากอิทธิพลต่างๆที่มีผลต่อ จำนวนเท่า 
ความบริสุทธ เปอร์เซ็นต์ผลได้ และส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม ดังมี

3.1.1 อิทธิพลของ Superficial velocity ของวิฏภาคกระจายตัว (Superficial velocity of 
dispersed phase)

จากงานวิจัยของ Jafarabad และคณะ, (1992) งานวิจัยของ Pawar และคณะ. 
(1997) งานวิจัยของ Srinivas และคณะ, (2002) รวมถึงงานวิจัยของ Vahid และคณะ. 
(2005) ทั้งสี่งานวิจัยนี้ได้ทำการศึกษาถึงอิทธิพลของ Superficial velocity ของวัฎภาค 
กระจายตัว (Superficial velocity of dispersed phase) ทีมีผลต่อ dispersed phase hold up 
และส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสาร งานวิจัยทังสี่ให้ผลสอดคล้องกันโดยพบว่า เม่ือเพ่ิม 
Superficial velocity ของวัฎภาคกระจายตัว (Superficial velocity of dispersed phase) จะทำ 
ให้ค่า dispersed phase hold up และค่าส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสารมีค่าเพิ่มขืน เนื่องจาก 
เมือเพิม Superficial velocity จะทำให้ขนาดของหยดของวัฎภาคกระจายตัวมีขนาดลดลง 
ส่งผลให้พืนที่ผิวในการถ่ายเทมวลสารเพิ่มขืน ทำให้ค่า dispersed phase hold นภเพ่ิมขึ้นจึง 
ทำให้ส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสารมีค่าเพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 3.1
3.1.2 อิทธิพลของความเร็วในการปันกวนของใบพัด

งานวิจัยของ Coimbra และคณะ, (1998) งานวิจัยของ Sambbo และคณะ, (2003) 
รวมถึงงานวิจัยของ Giraldo-Zuniga และคณะ, (2004) ทำการศึกษา Axial mixing ในหอ 
สกัดชนิด Graesser liquid-liquid จากสองงานวิจัยแรกได้ทำการศึกษาถึงอิทธิพลของ 
ความเร็วรอบของใบพัดที่มีผลต่อค่า hold up โดยพบว่าเมื่อเพิ่มความเร็วในการป่นกวน 
ส่งผลให้ค่า hold up สูงขืนเนื่องจากสามารถลดขนาดของหยดของวัฎภาคกระจายตัวและ 
สามารถเพิ่มปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัว ส่วนงานวิจัยของ Giraldo-Zuniga และคณะ. 
(2004) ทำการศึกษาความเร็วในการป่นกวนของใบพัดที่มีผลต่อ Axial mixing ซึ่งจาก 
การศึกษาพบว่า เมื่อเพิ่มความเร็วในการป่นกวนนันจะส่งผลให้ขนาดของหยดของวัฎภาค 
กระจายตัวมีค่าลดลง และเมื่อเพิ่มความเร็วในการป่นกวนจะเพิ่ม Axial mixing!นวัฎภาค 
กระจายตัวได้ ดังแสดงในรูปที่ 3.2
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รูปที 3.1 (1). แสดงถึงอิทธิพลของ Superficial velocity ของวัฎภาคกระจายตัวต่อค่า dispersed
phase hold up ;
(2). แสดงถึงอิทธิพลของ Superficial velocity ของวัฎภาคกระจายตัวต่อค่าค่าสัมประ 
สิทธิการถ่ายเทมวลสาร;
0ระบ บ ท ี่ 1 , □ ระบบที่ 2  , A  ระบบที่ 3 , •  ระบบที่ 4 (Pawar และคณะ, 1997)

QdA2c

รูปที่ 3.2 แสดงอิทธิพลของความเร็วในการป่นกวนของใบพัดที่มีผลต่อ hold up (Coimbra และ
คณะ, 1977)
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3.1.3 อิทธิพลของ Sparger ในการสกัดของหอสกัดแบบ Spray (Spray column)
3.1.3.1 อิทธิพลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ Sparger

จากงานวิจัย Jafarabad และคณะ, (1991) และงานวิจัยของ Srinivas และ 
คณะ, (2 0 0 2 ) ได้ทำการวิจัยถึงอิทธิพลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ sparger ท่ี 
มีผลต่อค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลสารและค่า dispersed phase hold up โดยทำ 
การวิจัยที่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 1-2 มิลลิเมตรและ 0.5-1.33 มิลลิเมตร 
พบว่าทั้งสองงานวิจัยนี้ให้ผลแตกต่างกันเนื่องจาก รูปแบบของ sparger แตกต่าง 
กัน โดยที่ Jafarabad และคณะ,(1991) ไม่ได้กำหนดรูปแบบของตัว sparger และ 
เมื่อเพิ่มขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของ Sparger จะทำให้ค่าส้มประสิทธิการ 
ถ่ายเทมวลสารและค่า dispersed phase hold up มีค่าลดลงเนื่องจากจะทำให้ขนาด 
ของหยดที่ผ่านรูของ Sparger มีขนาดใหญ่การถ่ายเทมวลสารเกิดขึนได้น้อย จึงไป 
ลดค่าทังสอง แต่งานวิจัยของ Srinivas และคณะ, (2002) ลักษณะของ sparger เปีน 
หลอดเล็กๆ และให้เหตุผลว่าเมื่อขนาดของ Sparger เพิ่มขึนเท่ากับเป็นการเพิ่ม 
super facial velocity ทำให้ค่าส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสารและค่า dispersed 
phase hold up มีค่าเพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 3.3 และ 3.4
3.1.3.2 อิทธิพลของจำนวนรูของ sparger

งานวิจัยของ Jafarabad และคณะ, (1992) ทำการศึกษาถึงอิทธิพลของ 
จำนวนรูของ sparger ที่มีผลต่อค่าส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสารและค่า dispersed 
phase hold up โดยจำนวนรูอยู่ในช่วง 1-9 รู จากงานวิจัยพบว่าเมื่อเพิ่มจำนวนรู ทำ 
ให้ค่าส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสารและค่า dispersed phase hold up มีค่ามากขึ้น
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Symbol Distributor number (Table 3) Diameter of holes (mm)
V 5 1.0O 6 1.5□ 7 2.0

รูปที่ 3.3 แสดงอิทธิพลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ sparger ที่มีผลต่อค่า dispersed phase
hold upllละค่าส้มประสิทธิการถ่ายเทมวลสารของว,ฎภาคกระจายตัว (Jafarabad และ 
คณะ, 1991)

รูปที่ 3.4 แสดงอิทธิพลของขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของ sparger ที่มีผลต่อ dispersed phase
hold upllละค่าส้มประสิทธิ๋การถ่ายเทมวลสารของวัฎภาคกระจายตัว ■  , 0.50 mm. ; 
^  ,0.92 mm. ; #  , 1.32 mm. (Srinivas และคณะ,2002)
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3.2 การสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัดฅ่ใงๆ
จากงานวิจัยของ Han-Seung Joo และคณะ, (2001) ได้ทำการศึกษาการสกัดเอนไซม์แอล 

คาไลนโพรทีเอส จากเชอแบคทเรีย P e r is e r r u la  le u c o p h ry n a  และงานวิจัยของ Anshu และคณะ 
,(2005) ได้ทำการศึกษาการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอส จากเช้ือแบคทีเรีย haloalkaliphilic 
B a c i l lu s  p s e u d o f irm u s  โดยไชหอสกัดแบบ hydrophobic chromatography ทีมีขนาด 2.5 X 5 
เซนติเมตร และ lx  6.5 เซนติเมตรตามลำดับ ท่ีมีผลต่อจำนวนเท่าความบริสุทธ และเปอร์เซ็นต์ 
ผลได้ จากงานวิจัยของ Han-Seung Joo และคณะ, (2001) พบว่าหอสกัดชนิดน้ีสามารถเพ่ิมจำนวน 
เท่าความบริสุทธิไ ต ้เท่ากับ 49 เท่าและ ได้เปอร์เซ็นต์ผลได้เท่ากับ 75 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจัยของ 
Anshu และคณะ,(2005) พบว่าสามรถเพ่ิมจำนวนเท่าความบริสุทธได้เท่ากับ 10 เท่าและได้ 
ท]อร์เซ็นต์ผลได้เท่ากับ 82 เปอร์เซ็นต์ ส่วนงานวิจัยของ Pinar และคณะ,(2002) ทำการศึกษาการ 
สกัดเอนไซม์แอลคาไลนโพรทีเอส โดยใช้หอสกัดแบบ cation และ anion-exchangers โดยจะทำ 
การปรับเปล่ียนเรซ่ินท่ีบรรจุภายในหอสกัดท้ังหมด 4 ชนิดได้แก่ low acidic Macro-prep CM, high 
acidic Macro-prep Highs, low basic Macro-prep DEAE และ high basic Macro-prep HighQ และ 
ค่าความเป็นกรดด่างของระบบ 2 ช่วงคือ 6.5-8.0 และ 9.5-11.0 ท่ีมีผลต่อการแลกเปล่ียนไอออนท่ี 
สภาวะสมดุลและเปอร์เซ็นต์ผลได้ จากงานวิจัยพบว่า low acidic Macro-prep CM ท่ีค่าความเป็น 
กรดด่างของระบบเท่ากับ 6.5 จะให้เปอร์เซ็นต์ผลได้เท่ากับ 70 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงถือได้ว่าเป็นผลการ 
ทดลองท่ีดีท่ีสุด

จากงานวิจัยข้างต้นจะพบว่าเป็นงานวิจัยท่ีดำเนินการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอส ท่ี 
ไต้จากเช้ือแบคทีเรียต่าง  ๆส่วนหอสกัดท่ีใช้น้ันจะเป็นหอสกัดขนาดห้องปฏิบัติการเท่าาท้ั!

3.3 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ที่สามารถสกัดได้
จากงานวิจัยของ วิไลวรรณ,(2544) ได้ทำการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ท่ีสามารถ 

สกัดไต้และกระจายตัวอยู่ในวัฎภาคกระจายตัว เพ่ือหาระยะเวลาท่ีสามารถเก็บรักษาเอนไซม์ค่อนท่ี 
จะนำไปใช้งาน จากงานวิจัยพบว่าเอนไซม์มีค่ากิจกรรมลดลงจากเร่ิมต้นเท่ากับ 12.9, 9.2 และ 6.2 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือเก็บไว้เป็นเวลา 1 เดือนท่ีอุณหภูมิ 32+2, 4 และ -20 องศาเซลเซียส ตามลำดับ

3.4 การพัฒนางานวิจัยการสกัดเอนไซม์แอลคาไลม์โพรทีเอสในหอสกัดชนิดโอลชูรัชตัน
งานวิจัยน้ีไต้มีการพัฒนามาอย่างต่อเน่ืองโดย เร่ิมต้นมาจากงานวิจัยของนันทิญา, (2543) 

ซ่ึงนันทิญาได้ศึกษาการแยกแอลคาไลม์โพรทีเอสจาก B a c i l lu s  s u b t i l i s  NS 99 ในระบบสารละลาย 
นำสองวัฎภาคของ PEG 1000 กับโพแทสเซียมฟอสเฟต ท่ีอุณหภูมิห้อง (30+2 องศาเซลเซียส) และ 
ความตันบรรยากาศ โดยศึกษาอิทธิพลจากป็จจัยต่าง  ๆ เช่น ค่าความเป็นกรด-ต่างของระบบ(pH) 
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์และความยาวของเส้นผูก ท่ีมีผลต่อลักษณะของแผนภาพวัฎภาค
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และค่าส้มประสิทธิ”การแยก( m )  จากการวิจัยพบว่า p H  มีผลน้อยมากหรือไม่ม ีผลต่อการแยกวัฎภาค 
ในขณะที่การเพิ่มความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์จะไปลดความเข้มข้นของ PEG 1000 และ/หรือ 
โพแทสเซียมฟอสเฟตที่ต้องการใช้ในการเกิดการแยกวักภาค ส่วนค่า m ของแอลคาไลน์โพรทีเอส1 7 ไ .  ไ  ม์ 7  ■ A *
พบว่าจะเพิมขึนเมือ pH เพิมขืน แต่จะลดลงเมือเพิมความยาวของเส้นผูกและความเข้มข้นของ 
โซเดียมคลอไรด์ จากน้ันได้มีการพัฒนางานวิจัยน้ีต่อโดยวิไลวรรณ, (2544) ซึ่งวิไลวรรณได้ 
ทำการศึกษาการแยกแอลคาไลน์โพรทีเอสโดยตรงจากน้ีาหมักของเช้ือ B a c i l lu s  s u b t i l i s  TISTR 25 
โดยใช้ระบบเดียวกับของนันทิญา งานวิจัยน้ีจะแบ่งออกเป็นสามส่วนใหญ่ๆคือ ส่วนแรกจะศึกษา 
อิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ต่างของระบบ สัดส่วนเชิงปริมาตรของวัฎภาคบนต่อวัฎภาคล่างและ 
ความเข้มข้นของน้ีาหมักเร่ิมต้น ท่ีมีผลต่อค่าสัมประสิทธิการแยก ค่ากิจกรรมจำเพาะของแอล
คาไลน์โพรทีเอส และเปอร์เซ็นต์ผลได้ ส่วนท่ีสองคือการเลือกชนิดและออกแบบหอสกัด โดยใช้ 
ปริมาตรไหลผ่าน จำนวนข้ันตอนสมดุล คุณสมบัติทางกายภาพ สัดส่วนของอัตราไหลเชิงปริมาตร 
ของวัฎภาค ปริมาณของแข็งในระบบ ความง่ายในการทำความสะอาดและสามารถดูแลรักษาและ 
ซ่อมบำรุงได้ง่ายเป็นเกณฑ์ในการเลือกหอสกัด พบว่าหอสกัดชนิดโอลชูรัชตัน เป็นหอสกัดท่ี
เหมาะสมท่ีสุด ส่วนท่ีสามจะศึกษาถึงอิทธิพลของความเร็วรอบของการป่นกวนของใบพัด อัตรา 
ไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัว อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ือง และความเข้มข้น 
ของนำหมักท่ีเติมในวัฎภาคต่อเน่ือง ท่ีมีผลต่อจำนวนเท่าความบริสุทธ เปอร์เซ็นต์ผลได้ และ 
ประสิทธิภาพของการสกัด โดยทำการสกัดแบบต่อเน่ืองในหอสกัดขนาด 0.715 ลิตร โดยวัภภาค 
กระจายตัวมีองต์ประกอบดังนี PEG 1000 42.5%(w/w) โพตัสเซียมฟอสเฟต 2.5%(w/w) นำ 
55.0%(w/w) ไหลขืนสวนทางกับวัฎภาคต่อเน่ืองท่ีไหลลง ซ่ึงมีองค์ประกอบของ โพแทสเซียม
ฟอสเฟต 28%(w/w) น้ีาหรือน้ีาหมัก 72.0%(w/w) ซ่ึงพบว่าภาวะท่ีเหมาะสมต่อการสกัดเอนไซม์ 
แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัดแบบโอลชูรัชตันคือ ความเร็วรอบในการป่นกวนเท่ากับ 100 รอบ 
ต่อนาที อัตราไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัวและวัฎภาคต่อเน่ืองเท่ากับ 3.1 และ 11.8 
มิลลิลิตรต่อนาที ความเข้มข้น1ของน้ีาหมักเร่ิมต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์จากน้ันได้มีการพัฒนาต่อ 
โดย ธนพงษ์ และคณะ, (2545) ซ่ึง ธนพงษ์ และคณะได้ศึกษาการออกแบบหอสกัดชนิดโอลชูรัช 
ตันท่ีมีขนาดใหญ่ขืน จากข้อมูลท่ีได้จากหอสกัดต้นแบบขนาดห้อง ปฏิบัติการซ่ึงมีขนาดเล็กกว่า 
รวมถึงผลของขนาดหอสกัดต่อประสิทธิภาพการสกัด นอกจากน้ันยังตรวจสอบการสลายตัวของ
เอนไซม์ในวัฎภาคกระจายตัว ท่ีถูกเก็บไว้ในระยะเวลาหน่ึงเพ่ือพิสูจน์เสถียรภาพของผลิตภัณฑ์ท่ี 
ได้จากการสกัด โดยหอสกัดน้ีจะใช้สกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสท่ีไต้จากเชือ B a c i l lu s

s u b t i l i s  TISTR 25 โดยใช้องค์ประกอบของแต่ละวัฎภาคเหมือนกันกับของวิไลวรรณ จากการ 
ทดลองพบว่าไม่สามารถหาค่าพืนท่ีหน้าตัดและความสูงท่ีเหมาะสมได้เน่ืองจากข้อ จำกัดของป็มปึ 
ดังบันการออกแบบจึงใช้อัตราส่วนขยายเป็น 2 เท่า เพ่ือศึกษาผลของขนาดท่ีมีต่อประสิทธิภาพการ 
สกัด ซ่ึงพบว่าเม่ือเปรียบเทียบลักษณะความเข้มข้นตามความสูงของวัฎภาคต่อ เน่ืองมีลักษณะ
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ใกล้เคียงกัน และเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพสูงสุดในการสกัดพบว่าหอสกัดต้น แบบมี
เปอร์เซ็นต์ผลไต้ ความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีสกัดไต้ และความบริสุทธน้อยกว่าหอสกัดท่ีมีการ 
ขยายขนาดแล้ว สำหรับการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์พบว่า PEG มีผลช่วยรักษาเสถียรภาพ 
ของเอนไซม์
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