
บทที่ 5

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง
5.1 บทนำ

การพัฒนาการแยกเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสโดยใช้ระบบสารละลายนำสองวัฎภาคใน 
ห้องปฏิบัติการวิศวกรรมชีวเคมี ภาควิชาวิศวกรรมเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยนั้นได้มีการพัฒนา 
มาเป็นลำดับขั้น โดยเริ่มต้นจากการศึกษาการกระจายตัวของแอลคาไลน์โพรทีเอสที่อยู่ในรูปของ 
ครูดเอนไซม์(crude enzyme^วกเ,ชือ B a c i l lu s  s u b t i l is  NS99 ในระบบสารละลายนำสองวัฎภาคของ 
พอลี','. ท ิม ีน  เกลคอล 1บน w irTG1000)/ โพแทสเซียมฟอสเฟต/ นำ ที่อุณหภูมิห้องและความดัน 
บรรยากาศ(นันทิญา, 2543) ต่อมาไดม่บ, ศึกษาการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน่ไพรทีเอสจากนํ้าหมัก 
จริงโดยใช้ระบบสารละลายนำสองวิ'ฎภาคในหอสกัดชนิดโอลชูรัชดนท^, ’ ก 715 ลิตร ที่อุณหภูม ิ
ห้องและความดันบรรยากาศ(วิไลวรรณ, 2544) และ'Iเต้มีการออกแบบและขยายสานน ^ : ° 'งลช  ุ
ru ตนเป็นขนาด 5.7 ลิตร สำหรับสกัดแอลคาไลน์โพรทีเอสโดยใช้ระบบสารละลายนิ้าสองวัฎภาค 
ที่อุณหภูมิห้องและความดันบรรยากาศ(ธนพงษ์ และคณะ, 2545)

ส่วนงานวิจัยนีจะทำการศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพร 
ทีเอสจากนำหมักของเชือแบคทีเรีย B a c i l lu s  s u b t i l i s  TISTR 25 โดยใช้ระบบสารละลายนำสองวัฎ 
ภาคในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร โดยใช้ระบบสารละลายนาสองวิ'ฎภาคท่ีมีองค์ประกอบ 
ดังนี PEG 1000 21.25 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก/ โพแทสเซียมฟอสเฟต 15.25 เปอร์เซ็นต์โดย 
นำหนัก/ นำ 63.5 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก ภาวะท่ีทำการทดลองคือค่าความเป็นกรด-ด่างของระบบ 
เท่ากับ 7.5 ท่ีอุณหภูมิห้อง(30±2 องศาเซลเซียส) สัดส่วนปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ืองต่อวัฎภาค 
กระจายตัวท่ี 3:1 โดยองค์ประกอบของระบบและภาวะท่ีทำการวิจัยนันจะเป็นภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไต้ 
จากงานวิจัยของวิไลวรรณ(2544) ตำแหน่งองค์ประกอบของระบบสารละลายนำสองวัฎภาคจะ
แสดงบนแผนภูมวิ ัฎภาคดังรูปท่ี 5.1 ซ่ึงจุดท่ีแสดงในรูปท่ี 5.1 จะเป็นองค์ประกอบของระบบ 
สารละลายนำสองวัฏภาคท่ีใช้ในงานวิจัยนี โดยจะอยู่ในช่วงเหนือเส้นแบ่งวัฎภาคดังนัน
องค์ประกอบนีอยู่ในช่วงสองวัฎภาคอย่างแท้จริง
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โพแทสเซียมฟอสเฟต 25 เปอร์เซ็นต์'โดยนี้าหนัก/ นาและนาหมัก 59 เปอร์เซ็นต์โดย 
นาหนัก ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7.5(วชิระและพรพรรณ, 2548) และ ■ แทน 
องค์ประกอบของระบบสารลายนํ้าสองวัฎภาคที่ใช้ในงานวิจัยนี้

ในการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสในงานวิจัยนี้ได้ทำการเตรียมวัฎภาคต่อเนื่อง 
และวัฎภาคกระจายตัว(วิไลวรรณ, 2544) สำหรับดำเนินการสกัดดังนี ้
วัฎภาคต่อเนื่อง

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.35 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 19.65 เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก
นำกรอง 72.00 เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก

วัฎภาคกระจายตัว

PEG 1000 42.5 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.75 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก
นากรอง 55.00 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก
ซึ่งวัฎภาคต่อเนื่องจะเป็นวัฎภาคที่มีการเติมนำหมักแทนที่นี้ากรอง เม่ือเตรียมวัฎภาคต่อ

เนื่องและวัฎภาคกระจายตัวที่เหมาะสมแล้ว จะทำการป้อนวัฎภาคต่อเนื่องที่มีนำหมักผสมอยู่และ 
วัฎภาคกระจายตัวเข้าสู่หอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร ดังในหัวข้อที่ 4.3.1.2 ซึ่งหอสกัดจะมี
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ลักษณะดังแสดงในรูปที่ 4.1 และในงานวิจัยนี้จะดำเนินการสกัดแบบไหลสวนทางกันของทั้ง
สองวัฎภาคเพื่อเพิ่มการถ่ายเทมวลสารระหว่างวัฏภาคและจะเก็บตัวอย่างทังสองวัฎภาคเพื่อนำมา 
วิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ระยะเวลาต่างๆ ดังแสดงในรูปที่ 5.2
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รูปที่ 5.2 แสดงความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคกระจายตัวขาออกที่เวลาในการสกัดต่างๆ

ภาวะที่ทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากับ 40 
เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจาย 
ตัวที่ 42/12 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที

จากรูปท่ี 5.2 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของวัฎภาคกระจายตัวขาออกที่เวลาการสกัด 
ต่าง  ๆ โดยในการคำนวณหาประสิทธิภาพการสกัดของหอสกัด จะนำค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่อยู ่
ในสภาวะคงตัว(Steady state) มาคำนวณ ในสภาวะนีความเข้มข้นของเอนไซม์จะคงที่ตามเวลา จาก 
รูปที่ 5.2 แสดงให้เห็นว่า ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่เริ่มต้นออกจากหอสกัดที่เวลาที่ 0 นาทีจนถึง 
เวลาท่ี 180 นาทีมีค่าคงที่จึงถือไต้ว่าเป็นสภาวะคงตัว ตังนันเมื่อจะคำนวณหาประสิทธิภาพการสกัด 
ของหอสกัดจึงสามารถนำค่าเฉลี่ยของค่ากิจกรรมเอนไซม์มาใช้ในการคำนวณได้

ในงานวิจัยนี้จะพิจารณาประสิทธิภาพการสกัดของหอสกัดขนาด 5.7 ลิตรจากป็จจัยต่างๆ
คังปี

•  โพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด

•  ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสระหว่าง 
วัฎภาค(K0Da)

•  เปอร์เซ็นต์ผลได้ (%Yield)
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•  จำนวนเท่าความบริสุทธิ๙(Purification factor, PF)
เมื่อพิจารณาป็จจัยในการทำงานของหอสกัดจะพบว่ามีทฤษฎีที่เกี่ยวข้องกับอัตราการถ่ายเท 

มวลสาร ซึ่งสามารถพิจารณาได้จากสมการที่ 5.1 ดังนี้

5.1
จากสมการที่ 5.1 จะเห็นได้ว่ามีหลายปีจจัยที่ส่งผลให้อัตราการถ่ายเทมวลสารเปลี่ยนแปลง 

ไปได้แก่ อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัว การป่นกวนของใบพัดและความแตกต่าง 
ของความเข้มข้นระหว่างวัฎภาค เนื่องจากเมื่ออัตราการไหลของวัฎภาคกระจายตัวเปลี่ยนแปลงจะ 
ส่งผลต่อขนาดหยดของวัฎภาคกระจายตัว ซึ่งจะส่งผลต่อ hold up ของวัฎภาคกระจายตัวและพื้นที ่
ที่ใช้ในการถ่ายเทมวลสาร และเมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงความเร็วรอบของใบพัด จะทำให้ขนาดหยด 
ของวัฎภาคกระจายตัวเปลี่ยนแปลงไป เมื่อขนาดหยดของวัฎภาคกระจายตัวเปลี่ยนไป จะส่งผลต่อ 
hold up ของวัฎภาคกระจายตัว เม่ือ hold up เกิดการเปลี่ยนแปลงจะส่งผลต่อค่า a ซึ่งเป็นพื้นต่อ 
ปริมาตรที่มีการถ่ายเทมวลสารในสมการที่ 5.1 แต่การเปลี่ยนแปลงความเร็วรอบของใบพัดนอกจาก 
จะทำให้หยดของวัฎภาคกระจายตัวมีขนาดเล็กลงแล้ว แรงเฉือนของใบพัดยังทำให้เกิดการไหล

ของวัฎภาคแบบป่นป่วน(turbulence) ซึ่งสามารถอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความหนาของชั้น
ฟิล์มกับค่าสัมประสิทธ์การถ่ายเทมวลสารผ่านชั้นฟิล์ม(film  coefficient) ของแต่ละวัฎภาคดัง
สมการที 5.2 (Laddhatlละ Degaleesan, 1978)

k D
7

5.2

จากสมการที่ 5.2 เมื่อความหนาของชั้นฟิล์มลดลง จะทำให้ค่าสัมประสิทธ์การถ่ายเทมวลผ่านชั้น 
ฟิล์มของแต่ละวัฎภาคสูงขึน ส่งผลให้ค่าสัมประสิทธ์การถ่ายเทมวลรวมในสมการที่ 5.3 และ 5.4

(Laddha และ Degaleesan, 1978) เพ่ิมขึนด้วย โดยที่ค่าสัมประสิทธ์การถ่ายเทมวลผ่านชั้นฟิล์มของ 
แต่ละวัฎภาคมีความสัมพันธ์กับค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม ดังนี้

1
mky 5.3

และ
1 1 เท——  = - — +  J -  5.4K()y ky kx

และจากสมการที่ 5.1 ยังพบว่า ผลต่างของความเข้มข้นของเอนไซม์ระหว่างวัฎภาค(À C ) จะผลต่อ 
อัตราการถ่ายเทมวลสารโดยตรง

จะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพการสกัดของหอสกัดจะขึ้นอยู่ 3 ปีจจัยได้แก่ ความเข้มข้นของนี้า 
หมักเริ่มด้น อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัวและการป่นกวนของใบพัด ดังนั้น
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งานวิจัยนี จึงทำการศึกษาอิทธิพลของใ]จจัยดังกล่าวเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมกับการสกัดเอนไซม์

แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร 
กำหนดตัวแปรต่างๆดังนี้

a คอ พนทในการถ่ายเทมวลต่อ dispersion volume ทังหมดภายในหอสกัด (cmVcm')
A c  คือ ผลต่างของความเข้มข้นของเอนไซม์ระหว่างวัฎภาค (unit/cm3)

D คือ ค่าสัมประสิทธิการแพร่ (cmVmin)

k คือ ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลสารผ่านชั้นฟิล์ม (cm/min)
k x kY คือ ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลสารผ่านชันฟิล์ม อ้างอิงวัฎภาคต่อเนื่องและวัฎภาค 

กระจายตัวตามลำดับ (cm/min)
Kod คือ ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม อ้างอิงวัฎภาคกระจายตัว (cm/min)
Kox, K0Y คือ ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม อ้างอิงวัฎภาคต่อเนื่องและวัฎภาคกระจายตัว 

ตามลำดับ (cm/min) 
m คือ ค่าส้มประสิทธิการแยก

N คือ อัตราการถ่ายเทมวลสารระหว่างวัฎภาค (unit/cm3.sec)
8 คือ ความหนาของชั้นฟิล์ม(cm)

5.2 อ ิท ธ ิพ ล ข อ งค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งน ํ้าห ม ัก ใน ว ัฎ ภ าค ต ่อ เน ื่อ ง

ในการศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของนี้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่องจะทำการปรับเปลี่ยน 
ความเข้มข้นของนี้าหมักในช่วง 20-72 เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก ซึ่งที่ความเข้มข้น 72 เปอร์เซ็นต์โดย 
นี้าหนัก เป็นความเข้มข้นของนี้าหมักมากที่สุดที่สามารถเติมเข้าไปในวัฎภาคต่อเนื่องได้ แต่จากการ 
ทดลองพบว่า ความเข้มข้นเริ่มด้นของนี้าหมักที่สามารถดำเนินการสกัดได้จะอยู่ในช่วง 20-55 เปอร ์
เซ็นต์โดยนำหนัก เนื่องจากในการเตรียมวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มด้นนัน จะต้องทำการละลายโพแทส 
เซียมฟอสเฟตทังสองชนิดให้หมดเสียก่อน จากนันจึงเติมนำหมักลงในสารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟต ซึ่งจะได้วัฎภาคต่อเนื่องที่พร้อมจะดำเนินการสกัด แต่จากการเตรียมสารของวัฎภาค
ต่อเนื่องเพื่อใช้ในการสกัดนั้น วัฎภาคต่อเนื่องที่มีความเข้มข้นของนั้าหมักมากกว่า 55 เปอร์เซ็นต์ 
โดยนั้าหนัก นั้าที่มีอยู่ในวัฎภาคมีปริมาณน้อยเกินไปไม่สามารถละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตทั้ง
สองชนิดได้หมด ซึ่งเมื่อเติมนำหมักลงไป ทำให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสลด 
ลงอย่างชัดเจนดังแสดงในรูปที่ 5.3 ดังนันความเข้มข้นของนำหมักสูงสุดที่สามารถดำเนินการสกัด 
ได้คือ 55 เปอร์เซ็นต์โดยนั้าหนัก
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รูปที่ 5.3 แสดงค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ที่ความเข้มข้นต่างๆของนำหมักในถังปอนก่อน
เข้าหอสกัด

ภาวะที่ทำการทดลองคือ ที่อุณหภูมิห้อง(30+2 องศาเซลเซียส) ไม่มีการป่นกวนของ 
ใบพัด

ในขณะที่ดำเนินการสกัดเราจะทำการวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ของวัฎภาคต่อเนื่องที่ปอนเข้า 
หอสกัดตามระยะเวลาที่ทำการทดลองโดยจะพบว่า ในระหว่างดำเนินการสกัดค่ากิจกรรมเอนไซม ์
จะมีค่าค่อนข้างคงที่ ดังแสดงในรูปที่ 5.4 ในทุกๆการทดลอง จึงทำให้เราแน่ใจได้ว่าเอนไซม์ไม่ได ้
เสื่อมสภาพในระหว่างการดำเนินการสกัด



Ac
tiv

ity
(น

กit
/m

l)

33

0.500

0.400

0.300

0.200 

0.100 

0.000

รูปที่ 5.4 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มต้นตามระยะเวลาที่ทำการทดลอง

ภาวะที่ทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนี้าหมักในวัฎภาคต่อเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต ์
โดยนาหนัก ไม'มีการป่นกวนของใบพัด อุณหภูมิห้อง(30±2 องศาเซลเซียส)

5.2.1 อ ิท ธ ิพ ล ข อ งค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งน ํ้าห ม ัก ต ่อ โพ รไฟ ล ์ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งเอ น ไ ซ ม ์ใน ว ัฎ  

ภ าค ต ่อ เน ื่อ งฅ าม ค วาม ส ูงข อ งห อ ส ก ัด

เมื่อทำการศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มต้นที่ม ี
ผลต่อโพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์ในว้ฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด จาก 
การทดลองพบว่า เมื่อดำเนินการสกัดที่ความเข้มข้นนี้าหมักในช่วง 20-55 เปอร์เซ็นต์โดย 
นำหนัก จะได้ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 5.5 โดยพบว่าที่ระดับความสูง 90 เซนติเมตร 
(อ้างอิงตำแหน่งขาออกของวัฎภาคต่อเนื่องที่ความสูง 0 เซนติเมตร) ซึ่งเป็นระดับความสูง 
ที่วัฎภาคต่อเนื่องเข้าสู่หอสกัด ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่วัดไต้จึงเป็นค่ากิจกรรมของวัฎ
ภาคต่อเน่ืองขาเข้า ซึ่งมีค่าเพิ่มขืนเมื่อความเข้มข้นของนำหมักเพิ่มมากขึน และเม่ือพิจารณา 
ที่ตำแหน่ง 90 ถึง 70 เซนติเมตร พบว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่อง จะมีค่าลดลง 
จากค่าเร่ิมต้นอย่างชัดเจนเหลือเพียง 0.057-0.068 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้เนื่องจากผลของ 
Entrance effect ซึ่งเป็นผลมาจาก 2 สาเหตุ คือ 1. เกิดการถ่ายเทมวลระหว่างเอนไซม์ที่ 
กระจายตัวอยู่ในวัฎภาคต่อเนื่องขาเข้ากับบริเวณ settling zone และ ระหว่างเอนไซม์ที่ 
กระจายตัวอยู่ในวัฎภาคต่อเนื่องขาเข้ากับวัฎภาคกระจายดัวที่อยู่ภายในหอสกัด 2. เม่ือวัฎ 
ภาคกระจายตัวลอยขืนมาจะมีขนาดใหญ่และเมื่อชนกับบริเวณ interface จะแตกออกเป็น

0 40 80 120 160
Time(min)
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หยดขนาดเล็กๆ ทำให้มีพืนที่ผิวในการถ่ายเทมวลสารมาก จากทั้งสองสาเหตุจึงทำให้
บริเวณยอดหอสกัดมีการถ่ายเทมวลสารมากกว่าที่ระดับอื่นๆ ดังแสดงไว้ในหัวข้อที่ 2.5

รูปท่ี 5.5 แสดงอิทธิพลของความเข้มข้นนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มต้นต่อโพรไฟล์ความ
เข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด 
ภาวะที่ทำการทดลองคือ อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคต่อเนื่อง/วัฏภาคกระจาย 
ต ัว ท ี่42/12 มิลลิลิตรต่อนาทีการปีนกวนของใบพัด 100รอบต่อนาทีอุณหภูมิห้อง 
(30±2 องศาเซลเซียส)

และที่ระดับความสูง 70 ถึง 30 เซนติเมตร ค่ากิจกรรมเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องจะม ี
ลักษณะลดลงอย่างเป็นเส้นตรง โดยการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นในช่วงนีจะมีค่าน้อยเมื่อ 
เปริยบเทียบกับที่ระดับความสูง 90 ถึง 70 เซนติเมตร และที่ความสูงตํ่ากว่า 30 เซนติเมตร 
ลงไป จะไม่พบการเปลี่ยนแปลงค่ากิจกรรมเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องอย่างมีนัยสำคัญ
เนื่องจากมีเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสเหลือจะอยู่ในวัฎภาคต่อเนื่องน้อยมาก การสกัด 
เอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสของวัฎภาคต่อเนื่องสู่วัฎภาคกระจายตัวจะเกิดขึ้นเป็นส่วน 
ใหญ่ที่ระดับความสูง 90 ถึง 70 เซนติเมตร เมื่อพิจารณาโพรไฟล์ความเข้มข้นของโปรตีน 
รวมตามความสูงของหอสกัดดังแสดงในรูปที่ 5.6 จะพบว่าความเข้มข้นของโปรตีนในวัฎ 
ภาคต่อเนื่องจะมีค่าลดลงจากเริ่มต้นในช่วง 90 ถึง 70 เซนติเมตร ซึ่งเป็นผลมาจาก 
Entrance effect แต่'ในระดับความสูงที่ตํ่ากว่า 70 เซนติเมตรลงไป จะพบว่าความชันของแต่ 
ละเส้นกราฟมีค่าไม่แตกต่างกันมากนักเนื่องจากการถ่ายเทมวลของโปรตีนรวมมีค่า 
ใกล้เคียงกันแต่มีปริมาณโปรตีนที่เหลือในวัฎภาคต่อเนื่องแตกต่างกัน เพราะเม่ือความ
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เข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเพิ่มขึนโปรตีนรวมจะมีค่าเพิ่มขึ้น แต่การถ่ายเทมวล 
ของโปรตีนรวมระหว่างวัฎภาคมีค่าใกล้เคียงกัน จึงทำให้ปริมาณโปรตีนที่เหลืออยู่ในวัฎ 
ภาคต่อเนื่องมีค่าแตกต่างกัน

รูปที่ 5.6 แสดงอิทธิพลของความเข้มข้นนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มต้นที่มีผลต่อโพรไฟล์
ความเข้มข้นของโปรตีนในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด 
ภาวะที่ทำการทดลองคือ อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจาย 
ตัว ท่ี 42/12 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง 
(30±2 องศาเซลเซียส)

เมื่อทำการเปรียบเทียบโพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์และโปรตีนตามความสูงของหอ 
สกัดจากรูปที่ 5.5 และ 5.6 พบว่ามีความแตกต่างกัน เนื่องจากการถ่ายเทมวลสารรวม 
แตกต่างกัน เมื่อพิจารณาจากสมการที่ 5.2 ที่อัตราการไหลเชิงปริมาตรและการป่นกวนของ 
ใบพัดเท่ากัน จะทำให้ความหนาของชั้นฟิล์ม(ร) มีค่าเท่ากัน แต่เอนไซม์และโปรตีนจะมีค่า 
สัมประสิทธิการแพร1(อ) แตกต่างกันเนื่องจากเป็นสารคนละชนิดกัน จึงทำให้สัมประสิทธ 
การถ่ายเทมวลสารผ่านชันฟิล์มต่างกันและเมื่อนำมาคำนวณหาสัมประสิทธิการถ่ายเทมวล 
รวมตามสมการที่ 5.3 และ 5.4 จะพบว่าเอนไซม์และโปรตีนจะมีค่าสัมประสิทธิการถ่ายเท 
มวลรวมแตกต่างกัน จึงทำให้โพรไฟล์ของความเข้มข้นของเอนไซม์และโปรตีนตามความ 
สูงของหอสกัดต่างกัน
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5.2.2 อ ิท ธ ิพ ล ข อ งค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งน ํ้าห ม ัก ท ี่ม ีผ ล ต ่อ  จ ำน วน เท ่าข อ งค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ 

เป อ ร ์เซ ็น ต ์ผ ล ไ ด ้ แ ล ะค ่าส ัม ป ระส ิท ธ ิ่ก ารถ ่าย เท ม วล รวม

ในการทดลองจะกำหนดให้อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาค 
กระจายตัวเท่ากับ 42/12 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัดเท่ากับ 100 รอบต่อนาที 
ซึ่งผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5.7
3.500 1------------------------------------------------------------------------------------------------------T 100.00

tog๐ะ*':
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55

% Fermentation broth(w/w)
รูปที่ 5.7 แสดงอิทธิพลของความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มต้นที่มีต่อจำนวนเท่า

ของความบริสุทธิ(PF) เปอร์เซ็นต์ผลไต้ (%Yield) และค่าส้มประสิทธิการถ่ายเทมวล
รวม (K0Da)
ภาวะที่ทำการทดลองคือ อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจาย 
ตัวท่ี 42/12 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง 
(30+2 องศาเซลเซียส)

จากรูปท่ี 5.7 แสดงให้เห็นว่าจำนวนเท่าของความบริสทุธิมค่าลดลงเมื่อนี้าหมักในวัฎภาค 
ต่อเนื่องมากขึน เนื่องจากเมื่อความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเพิ่มขึ้น ส่งผลให้ 
ผลต่างความเข้มข้นของเอนไซม์และโปรตีนระหว่างวัฎภาคมีค่าเพิ่มมากขึน ทำให้แรงขับ 
ในการถ่ายเทมวลระหว่างวัฎภาคมีค่าสูงยิ่งขึน แต่เนื่องจากเมื่อความเข้มข้นของโปรตีน
เพิ่มขึนปริมาณโปรตีนที่ถูกถ่ายเทไปยังวัฎภาคกระจายตัวจึงเพิ่มขึน เม่ือนำมาคำนวณ

จำนวนเท่าของความบริสุทธิจงมีค่าลดลงจาก 3.12 เป็น 2.78และ 2.52 ที่ความเข้มข้นนํ้า 
หมัก 20, 40 และ 55 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนักตามลำดับ ซึ่งผลการทดลองนี้ให้ผลสอดคล้อง

% 
Yie

ld
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กับงานวิจัยของวิไลวรรณ,(2544) ซึ่งพบว่าจำนวนเท่าความบริสุทธิจะลดลงเมื่อความ

เข้มข้นของนำหมักเพิ่มขึน และจากการทดลองพบว่าผลต่างความเข้มข้นของนำหมักแทบ 
ไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ผลได้และค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมเลย โดยที่เปอร์เซ็นต์

ผลได้จะอยู่ในช่วง 39.08-41.55 เปอร์เซ็นต์ และค่าส้มประสิทธิ"การถ่ายเทมวลรวมจะอยู่ 
ในช่วง U O x lO 'M ^ x lO "4 นาท1

ทั้งนี้เป็นที่น่าสังเกตว่าค่าเปอร์เซ็นต์ผลได้จากการสกัดมีค่าค่อนข้างตํ่าทั้งๆที่จาก 
การทดลองพบว่าเอนไซม์เกือบทังหมดได้ถูกสกัดออกจากวัฏภาคต่อเนื่องแล้ว(ดูรูปที่ 5.5) 
โดยสาเหตุอาจเนื่องมาจากการเกิดวัฎภาคที่สามขึ้นใต้ settling zone ของวัฎภาคกระจายตัว 
เป็นไปได้ว่าเอนไซม์ที่ถูกสกัดส่วนหนึ่ง จะกระจายตัวอยู่ในวัฎภาคนี้และสะสมอยู่ไม่ได้ 
ออกมากับสายขาออกทั้งสองสาย อีกส่วนหนึ่งจะกระจายตัวอยู่ใน settling zone ในการ 
ทดลองนี้ การเก็บตัวอย่างมาพิจารณาเปอร์เซ็นต์ผลได้ จะเก็บบริเวณวัฎภาคกระจายตัวขา 
ออก(settling zone) และวัฎภาคต่อเนื่องขาออกเท่านั้นไม่ได้เก็บตัวอย่างบริเวณวัฎภาคที ่
สามจึงทำให้เมื่อทำการเปรียบเทียบปริมาณของเอนไซม์รวมระหว่างขาเข้าและขาออกจาก 
หอสกัดพบว่ามีค่าแตกต่างกันอย่างชัดเจนดังแสดงในตารางที่ 5.1

ตารางท่ี 5.1 แสดงปริมาณของเอนไซม์รวมระหว่างขาเข้าและขาออกจากหอสกัดที่
ความเข้มข้นของนำหมักเริ่มด้นต่างๆ

% fermentation broth Total enzyme in Total enzyme out*
(พ/พ) (unit/min) (unit/min)

20 10.640 4.368

40 14.700 6.761

55 28.595 12.174
* พิจารณาจากขาออกของทังสองวัฎภาค

จากตารางท่ี 5.1 แสดงให้เห็นว่าปริมาณเอนไซม์รวมขาออกของทังสองวัฎภาค มีค่าน้อย 
กว่าขาเข้าในทุกๆความเข้มข้นของนำหมัก ซึ่งเป็นผลมาจากเหตุผลที่ได้กล่าวไว้แล้วข้างต้น 
จึงทำให้เปอร์เซ็นต์ผลได้มีค่าน้อย ส่วนค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์แอล 
คาไลน์โพรทีเอสระหว่างวัฎภาคจะอยู่ในช่วง 1.30x 10"4-1.33x10'4 นาที'' ซึ่งผลการทดลอง 
นีจะสอดคล้องกับงานผลการทดลองของวิไลวรรณ(2544) โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้นของ 
นำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเพิ่มขึนค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมจะอยู่ในช่วงใกล้เคียง 
กันประมาณ 1.5x10 4-1.6 x io ' \ n ท ี'1 ที่อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/
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วัฎภาคภาคกระจายตัวที่ 11.8/3.4 มิลลิลิตรต่อนาที โดยมีค่า superficial velocity ของวัฎ 
ภาคต่อเนื่องและวัฎภาคกระจายตัวเท่ากับ 0.71 และ0.2 เซนติเมตรต่อนาที ที่ความเร็วใน 
การป่นกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาทีตามลำดับ ส่วนงานวิจัยนี้จะมีค่ารนperficial 
velocity ของวัฎภาคต่อเนื่องและวัฎภาคกระจายตัวเท่ากับ 0.66 และ 0.18 เซนติเมตรต่อ 
นาที ถือได้ว่าใกล้เคียงกัน จึงทำให้ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลสารของทั้งสองงานวิจัยมี 
ค่าใกล้เคียงกัน

5.3 อ ิ ท ธ ิ พ ล ของอัตราการไ ห ล เชิงปริมาตรของว ัฎ ภาคต่อเน่ือง/ว ัฎ ภาคกระจายตัวที่ส ัดส่วน

ของท้ังสองว ัฎ ภาคคงท่ี ท่ี 3:1

ในการทดลองนีได้ทำการปรับเปลี่ยนค่าอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎ 
ภาคกระจายตัวที่สัดส่วนของปริมาตรวัฎภาคต่อเนื่องต่อวัฎภาคกระจายตัวคงที่ ท่ี 3:1 เท่ากับ 42/12, 
69/20 และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที ตามลำดับ เพื่อหาค่าอัตราการไหลเชิงปริมาตรสูงสุดที่หอสกัด 
สามารถดำเนินการได้ โดยที่ค่าเริ่มด้นได้จากงานวิจัยของ ธนพงษ์และคณะ,(2545) ซึ่งค่าอัตราการ 
ไหลเชิงปริมาตรค่านีจะมี superficial velocity เท่ากับงานวิจัยของวิไลวรรณ,(2544) ซึ่งเป็นค่าที่ 
เหมาะสมในการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัดขนาดเล็ก(อ.715 ลิตร) แต่อย่างไรก ็
ตามในการสกัดเราต้องเตรียมสายป็อน ที่ประกอบด้วยวัฎภาคต่อเนื่องและเอนไซม์เป้าหมายเป็น
การล่วงหน้าเพื่อพร้อมสำหรับการป้อนเข้าสู่หอสกัดอย่างต่อเนื่อง และงานวิจัยนี้จำเป็นต้อง
ดำเนินการสกัดเอนไซม์ให้ได้ภายในระยะเวลา 1 วัน(เมื่อกังป้อนอยู่ในสภาวะที่อุณหภูมิห้อง) เพ่ือ 
ป้องกันการสูญเสียค่ากิจกรรมเอนไซม์ในถังป้อนมากเกินไป ซึ่งที่อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎ 
ภาคต่อเนื่อง/วักภาคกระจายตัวที่ 42/12, 69/20 และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที สามารถดำเนินการสกัด

จI “ * ” 1 "  “  I  ], A
โดยใช้ปริมาณนำหมักเท่ากับ 33.26, 54.64 และ 76.82 ลิตร ในระยะเวลาสกัด 1 วัน ทีความเข้มข้น 
ของนำหมักเริ่มด้นในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก และพบว่าเมื่อทำการทดลอง 
ปรับอัตราการไหลของทั้งสองวัฎภาคพบว่าจะมีวัฎภาคกระจายตัวผสมออกมากับวัฎภาคต่อเนื่องขา 
ออกในทุกๆอัตราการไหลโดยคิดเป็นอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคกระจายตัวที่ผสม 
ออกมากับวัฎภาคต่อเนื่องขาออกได้ 2.1, 3.4และ 4.8 มิลลิลิตรต่อนาที ที่อัตราการไหลเชิงปริมาตร 
ของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจายตัวเท่ากับ 42/12, 69/20 และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาทีตามลำดับ 
หรือเมื่อคิดเทียบกับวัฎภาคกระจายตัวขาออกจะคิดเป็น 17.5, 17.0 และ 17.14 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอัตรา 
การไหลของวัฏภาคกระจายตัวขาออกที่ 12, 20และ 28 มิลลิลิตรต่อนาทีตามลำดับ ตังนั้นในการ 
คำนวณหาค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมและเปอร์เซ็นต์ผลได้ จึงจำเป็นต้องนำปริมาตรของวัฎ 
ภาคกระจายตัวที่ผสมมากับวัฎภาคต่อเนื่องขาออกมาหักลบกับวัฎภาคกระจายตัวขาเข้า จึงจะได้ค่า 
ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมและเปอร์เซ็นต์ผลได้ที่แท้จริง และสาเหตุที่มีวัฎภาคกระจายตัว
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ผสมออกมากับวัฎภาคต่อเนื่องขาออกได้ เนื่องมาจากตำแหน่งของวัฎภาคต่อเนื่องขาออกและวัฎ
ภาคกระจายตัวขาเข้าอยู่ที่ระดับความสูงเดียวกันแต่อยู่คนละด้านของหอสกัดเท่านั้น

5.3.1 อ ิท ธ ิพ ล ข อ งอ ัต ราก ารไห ล เช ิงป ร ิม าต รต ่อ โพ รไฟ ล ์ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งเอ น ไซ ม ์ใน ว ัฎ  

ภ าค ต ่อ เน ื่อ งต าม ค วาม ส ูงข อ งห อ ส ก ัด

จากการทดลองทำการเลือกความเข้มข้นของนั้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มด้นที่ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนั้าหนักและเมื่อทำการปรับเปลี่ยนอัตราการไหลของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎ- 
ภาคกระจายตัว ท่ี 42/12, 69/20และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที จะได้ผลการทดลองตังรูปที่ 5.8 
จากการทดลองพบว่าที่ระดับความสูง 90 เซนติเมตร (อ้างอิงตำแหน่งขาออกของวัฎภาค 
ต่อเนื่องที่ความสูง 0 เซนติเมตร) เป็นระดับที่ป้อนวัฎภาคต่อเนื่องเข้าสู่หอสกัด ค่ากิจกรรม 
เอนไซม์ที่แสดงในรูปที่ 5.8 จะเป็นของวัฎภาคต่อเนื่องขาเข้า แต่มีค่าไม่เท่ากันเนื่องจาก 
เป็นวัฎภาคต่อเนื่องที่เตรียมฃึนจากคนละการทดลองและเป็นผลมาจากความเข้มข้นของ 
เอนไซม์ในนำหมักเริ่มด้นที่ไม่เท่ากัน จึงเกิดความคลาดเคลื่อนขึ้นโดยมีค่าแตกต่างกัน
ประมาณ 12.67-19.40 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อพิจารณาที่ตำแหน่ง 90 ถึง 70 เซนติเมตร ค่า 
กิจกรรมลดลงเนื่องมาจากอิทธิพลของ Entrance effect

Height(cm)

รูปที่ 5.8 แสดงอิทธิพลของอัตราการไหลเชิงปริมาตรต่อโพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์
ในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด
ภาวะที่ทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนั้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนั้าหนัก การป่นกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที
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และที่ระดับตํ่ากว่า 70 เซนติเมตร ความชันของกราฟจะต่างกัน เนื่องจากในระดับความสูง 
เดียวกัน ที่อัตราการไหล 42 เ ท  มิลลิลิตรต่อนาที มีเวลาที่ใช้ในการถ่ายเทมวลสารมากกว่า 
ที่อัตราการไหล 69 /20และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที จึงมีการถ่ายเทมวลสารมากกว่า ค่า 
กิจกรรมของเอนไซม์ที่เหลืออยู่ในวัฎภาคต่อเนื่องขาออกของอัตราการไหลนี้จึงน้อยกว่า 
เมื่อเทียบกับอัตราการไหลอื่นๆ จึงทำให้ความชันของกราฟน้อยที่สุด ส่วนที่อัตราการไหล 
69/20และ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที ค่ากิจกรรมเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องที่เหลืออยู่แตกต่าง 
กันน้อยมาก ความชันที่ได้จากกราฟไม่ค่อยแตกต่างกันมากนัก และเมื่อนำกราฟจากรูปที่

5.9 มาเปรียบเทียบกับรูปที่ 5.9 ซึ่งเป็นรูปที่แสดงอิทธิพลของอัตราการไหลเชิงปริมาตรต่อ 
โพรไฟล์ความเข้มข้นของโปรตีนในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัดจะพบว่าโพร 
ไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์และโปรตีนจะแตกต่างกัน ดังที่ได้อธิบายไว้ในหัวข้อที่ 5.2.2

รูปที่ 5.9 แสดงอิทธิพลของอัตราการไหลเชิงปริมาตรต่อโพรไฟล์ความเข้มข้นของโปรตีน 
ในวัฎภาคต่อเนื่องตามความสูงของหอสกัด
ภาวะที่ทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก การป่นกวนของใบพัด 100 รอบต่อนาที
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5.3 .2  อ ิท ธ ิพ ล ข อ งอ ัต ราก ารไห ล เช ิงป ร ิม าต รต ่อ จ ำน ว น เท ่าข อ งค ว าม บ ร ิส ูท ธ ิ่ 

เป อ ร ์เซ ็น ต ์ผ ล ไ ด ้ และค 'าส ัม ป ระส ิฑ ธ ิ๋ก ารถ ่าย เท ม วลรวม ขอ งเอ น ไซ ม ์แอ ลค าไลน ์โพ รท ี 

เอ ส ระห ว ่างว ัฏ ภ าค

การทดลองน้ีใช้ความเข้มข้นของน้ัาหมักในวัฎภาคต่อเน่ืองท่ี 55 เปอร์เซ็นต์โดย 
นำหนัก และเม่ือทำการปรับเปล่ียนอัตราการไหลของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัวท่ี 
42/12, 69/20และ 97/2 มิลลิลิตรต่อนาที จะได้ผลการทดลองตังรูปท่ี 5.10

รูปที่ 5.10 แสดงอิทธิพลของอัตราการไหลเชิงปริมาตรต่อจำนวนเท่าของความบริสุทî(PF)
เปอร์เซ็นต์ผลได้ (%Yield) และค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม (K0Da)
ภาวะที่ทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนี้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนักการป่นกวนของใบพัด 100รอบต่อนาทีอุณหภูมิห้อง(30+2 
องศาเซลเซียส)

จากรูปที่ 5.10 พบว่าเปอร์เซ็นต์ผลได้และค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมมีค่าเพิ่มมาก 
ขึ้นเมื่อเพิ่มอัตราการไหลเชิงปริมาตรเนื่องจากเมื่ออัตราการไหลเพิ่มมากขึ้น ขนาดของ

หยดของวัฎภาคกระจายตัวที่ออกจาก s p a r g e r  มีขนาดลดลงส่งผลให้มีพื้นที่ในการถ่ายเท 
มวลสารมากขึ้นและ hold u p  ของวัฏภาคกระจายตัวมีค่ามากขึ้นตังแสดงในรูปที่ 5.11 
ตังนันเอนไซม์และโปรตีนจึงสามารถถ่ายเทไปยังวัฎภาคกระจายตัวได้ในอัตราที่สูงขึ้น 
โดยค่าเปอร์เซ็นต์ผลได้จะเพิ่มขึนจาก 41.55 เป็น 52.14 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพิ่มอัตราการไหล 
ของวัฎภาคกระจายตัวจาก 12 เป็น 28 มิลลิลิตรต่อนาที แต่ค่าเปอร์เซ็นต์ผลได้ที่ได้จากการ 
ทดลองมีค่าน้อยเนื่องจากเหตุผลเดียวกันกับที่ได้อธิบายมาแล้วในหัวข้อที่ 5.2.2 ตังน้ันทำ

%Y
iel

d
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สมดุลเอนไซม์พบว่าผลรวมของความเข้มข้นของเอนไซม์ระหว่างขาเข้าและขาออกจากหอ 
สกัดมีค่าไม่เท่ากัน ดังแสดงในตารางที่ 5.2 แต่ค่าประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม ์
แอลคาไลน์โพรทีเอสระหว่างวัฎภาคมีค่าเพิ่มจาก 1.33X 10 4 เป็น 4.52X 10 4นาที , เม่ือเพ่ิม 
อัตราการไหลของวัฎภาคกระจายตัวจาก 12 เป็น 28 มิลลิลิตรต่อนาทีตามลำดับ และเม่ือ 
อัตราการไหลเชิงปริมาตรของทังสองวัฎภาคเพิ่มขึ้นโปรตีนรวมที่อยู่ภายในหอสกัดจะถูก 
ถ่ายเทไปยังวัฎภาคกระจายตัวได้ในอัตราที่เพิ่มขึ้นด้วยเช่นกัน จึงทำให้จำนวนเท่าความ

บริสุทธิของเอนไซม์จึงมีค่าลดลงจาก 2.52 เป็น 1.48 เมื่ออัตราการไหลเชิงปริมาตรของ 
วัฎภาคกระจายตัวเพิ่มขึ้นจาก 12 เป็น 28 มิลลิลิตรต่อนาที

0.20 
0 . 1 8  

0 . 1 6  

3  0 . 1 4

f  0 1 2  
I  0.10

1 008 
5  0 . 0 6

0 . 0 4  

0.02 
0.00

0  5  1 0  15  2 0  2 5  3 0
dispersed phase flow rate(ml/min)

รูปที่ 5.11 แสดงค่า D i s p e r s e d  p h a s e  h o l d  u p  ที่อัตราการไหลของวัฎภาคกระจายตัวต่างๆ
ภาวะที่ทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มต้น 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนักการป่นกวนของใบพัด 100รอบต่อนาทีอุณหภูมิห้อง(30±2 
องศาเซลเซียส)

ตารางที่ร.2 แสดงปริมาณของเอนไซม์ขาเข้าและขาออกจากหอสกัดที่อัตราไหลเชิง ปริมาตร
ของวัฎภาคกระจายตัวต่างๆ

Dispersed phase flow Total enzyme Total enzyme
rate in(ml/min) in (unit/min) out*(unit/min)

12 28.602 12.174
20 50.922 24.631
28 81.965 43.611

*  พ ิจ า ร ณ า จ า ก ข า อ อ ก ท ัง ส อ ง ว ัฎ ภ า ค
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5.4 อิทธิพลของการปนักวนของใบพดั
ในการทดลองนีจะเลือกอัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัวท่ี 

97/28 มิลลิลิตรต่อนาที ในการสกัดเนื่องจากเป็นอัตราการไหลที่ให้ค่าการถ่ายเทมวลรวมและเปอร์ 
เซ็นต์ผลได้มากที่สุด แต่จะมีค่าจำนวนเท่าของความบริสุทธิตาท่ีสุด(แต่ยังมีค่ามากกว่า 1) จากน้ัน 
จะทำการปรับการป่นกวนในช่วง 0-200 รอบต่อนาที เน่ืองจากท่ี 200 รอบต่อนาทีเป็นความเร็วรอบ 
ที่สามารถดำเนินการสกัดได้โดยที่หอสกัดไม'สั่น และในเริ่มต้นได้ทำการทดลองที่ 100 รอบนาที 
ซึ่งเป็นการป่นกวนของใบพัดที่เหมาะสมที่สุดในการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัด 
โอลชูรัชตันของวิไลวรรณ และจากงานวิจัยของ Coimbra และคณะ, (1977) งานวิจัยของ Sarubbo 
และคณะ, (2003) งานวิจัยของ Giraldo-Zuniga และคณะ, (2004) ทำการศึกษา Axial mixing ในหอ 
สกัดชนิด Graesser liquid-liquid จากสองงานวิจัยแรกได้ทำการศึกษาถึงอิทธิพลของความเร็วรอบ 
ของใบพัดท่ีมีผลต่อค่า hold up ของวัฎภาคกระจายตัว โดยเม่ือความเร็วรอบของใบพัดเพิ่มขึ้น hold 
up ของวัฎภาคกระจายตัวจะเพ่ิมข้ึน เน่ืองจากสามารถลดขนาดของหยดของวัฎภาคกระจายตัวจึงทำ 
ให้ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมและเปอร์เซ็นต์ผลได้มีค่ามากขึ้น งานวิจัยน้ีจึงไม,ได้ศึกษาท่ี
การป่นกวนต่ํากว่า 100 รอบต่อนาทีและในการทดลองเพ่ือหาค่าจุดท่วม( Flooding point) ของหอ 
สกัดพบว่า ปีจจัยท่ีเก่ียวข้องกับ Flooding point คือ ความเร็วรอบในการป่นกวนซึ่งจะส่งผลต่ออัตรา 
การไหลสูงสุดที่หอสกัดนี้จะสามารถดำเนินการได้ และ flooding point สามารถคำนวณได้จาก 
สมการท่ี 5.5 ดังนี้(Thornton, 1992)

u c f = “ o ( l - * / ) 2( l - 2* / )  5.5

เมอ X  f  แทน hold up ท flooding point สามารถหาได้จากสมการที 5.6 (Thornton, 1992)

M ( l 3 ,  พ , , ) ] ' ,; -  3
4(น. พ, ) - 1

5.6

ส่วนค่า บ c และ บ 11 คือ Superficial velocity ของวัฎภาคต่อเนื่องและวัฎภาคกระจายตัวตามลำดับ 
สามารถหาได้จากสมการที่ 5.7

บ.. = 5.7

ค่า บ 0 สามารถหาได้จากการทดลองโดย เติมวัฎภาคต่อเนื่องให้เต็มหอสกัด จากน้ันปล่อย 
ให้หยดของวัฎภาคกระจายตัว 1 หยดลอยขึ้นไปในหอสกัดโดยที่มีการป่นกวนของใบพัด จับเวลาท่ี 
หยดของวัฎภาคกระจายตัวออกจากรูของรpager จนถึงยอดหอสกัด เพื่อนำมาคำนวณหาค่า บ 0 โดย 
สามารถคำนวณได้จากสมการที่ 5.8
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5.4.1 อิทธพิลของการปน่กวนของใบพดัตอ่โพรไฟลค์วามเขม้ขน้ของเอนไซม!์นวัเ]ภาค 
ต่อเนือ่งตามความสงูของหอสกดั

จากการทดลองหา flooding point พบว่าที่การปีนกวนของใบพัด 180 รอบต่อนาที 
ไม่เหมาะท่ีจะนำมาดำเนินการกับหอสกัดนี้ เน่ืองจากที่การปีนกวนของใบพัด 180 รอบ 
ต่อนาที อัตราการไหลของวัฏภาคต่อเน่ืองท่ีสามารถดำเนินการสกัดได้มีค่าต่ํากว่าท่ีอัตรา 
การไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเน่ืองท่ีกำลังพิจารณาอยู่(97 มิลลิลิตรต่อนาที) จึงไม, 
นำความเร็วรอบนีมาพิจารณา ในการทดลองนี้จึงปรับความเร็วรอบของใบพัคที่ 100 และ 
140 รอบต่อนาที จะได้ผลการทดลองดังรูปท่ี 5.12

ภาคต่อเน่ืองตามความสูงของหอสกัด
ภาวะท่ีทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเน่ืองเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก อัตราการไหลของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัวท่ี 97/28 
มิลลิลิตรต่อนาทีอุณหภูมิห้อง(30±2 องศาเซลเซียส)

จากการทดลองพบว่าท่ีระดับความสูง 90 เซนติเมตร เป็นระดับท่ีป้อนวัฎภาค 
ต่อเนื่องเข้าสู่หอสกัด ค่ากิจกรรมท่ีวัดได้จึงเป็นค่ากิจกรรมของวัฎภาคต่อเน่ืองขาเข้าซ่ึงมี 
ค่าใกล้เคียงกันและที่ระดับความสูงในช่วง 70-90 เซนติเมตร ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 
เปล่ียน แปลงไปเป็นผลมาจาก Entrance effect และที่ระดับความสูง 30 ถึง 70 เซนติเมตร 
พบว่าความชันของกราฟทังที่ 100และ 140รอบต่อนาทีไม่แตกต่างกันมากนักเนื่องจาก 
เมื่อปรับความเร็วรอบในการปีนกวนจาก 100 เป็น 140 รอบต่อนาที เวลาท่ีวัฎภาค
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กระจายตัวอยู่ในหอสกัดจะเพ่ิมขึนจากเดิมเล็กน้อย จึงทำให้การถ่ายเทมวลสารไม่
แตกต่างจากเดิมมาก โพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์จึงใกล้เคียงกัน และรูปที่ 5.13 จะ 
แสดงโพรไฟล์ความเข้มข้นของโปรตีนตามความสูงของหอสกัดจึงใกล้เคียงกัน แต่จาก 
กราฟจะเห็นได้ความชันของกราฟมีค่าไม่แตกต่างกันมากน้ก แต่ปริมาณโปรตีนที่
เหลืออยู่ในวัฎภาคต่อเน่ืองมีค่าไม่เท่ากัน ซ่ึงเกิดจากความคลาดเคล่ือนในการเตรียมสาร 
ของแต่ละการทดลอง

Height(cm)

รูปท่ี 5.13 แสดงอิทธิพลของการป่นกวนของใบพัดต่อโพรไฟล์ความเข้มข้นโปรตีนในวัฎภาค 
ต่อเน่ืองตามความสูงของหอสกัด
ภาวะท่ีทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของน้ีาหมักในวัฏภาคต่อเน่ืองเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก อัตราการไหลของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัว 97/28 
มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิห้อง(30+2 องศาเซลเซียส)

5.4.2 อิทธิพลของการ'ปน่กวนของใบพดัทีมี่ผลต่อจำนวนเทา่ของความบริสทูธิ 
เปอร์เซน็ตผ์ลไดแ้ละคา่สม้ประสทิธกิารถา่ยเทมวลรวม

ในการทดลองนี้จะปรับความเร็วของใบพัดที่ 100 และ 140 รอบต่อนาทีจากการ 
ทดลองให้ผลดังรูปที่ 5.14 จากรูปท่ี 5.14 แสดงให้เห็นว่าความเร็วของใบพัด(เปรียบเทียบที่ 
100 และ 140 รอบต่อนาที) มีผลต่อค่าส้มประสิทธิ"การถ่ายเทมวลรวม จำนวนเท่าความ 
บริสุทธิ๙ เปอร์เซ็นต์ผลได้น้อยมาก โดยท่ีค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม จะ
เปล่ียนแปลงจาก 4.59 X 10 4เป ็น4.52X 10‘4นาที'' จำนวนเท่าความบริสุทธิลดลงจาก 1.43 
เป็น 1.39 และเปอร์เซ็นต์ผลได้มีค่าใกล้เคียงกันเท่ากับ 52.14 เป็น 51.78 เปอร์เซ็นต์ ท่ี 
ความเร็วรอบ 100 และ 140 รอบต่อนาทีตามลำดับ จากการทดลองจะเห็นได้ว่าการเพ่ิม
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ความเร็วมากขึน 40 รอบต่อนาทียังไม่เพียงพอท่ีจะส่งผลในการเปล่ียนแปลงค่า hold up 
ของวัฎภาคกระจายตัวและความหนาของชันฟิล์มมากนัก ค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวล
รวมจึงไม่แตกต่างกันเช่นเดียวกันกับจำนวนเท่าของความบริสุทธิและเปอร์เซ็นต์ผลได้
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รูปที่ 5.14 แสดงอิทธิพลของการป่นกวนของใบพัดต่อจำนวนเท่าของความบริสุทธิ(PF) 
เปอร์เซ็นต์ผลได้ (%Yield) และค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม (K0Da)
ภาวะท่ีทำการทดลองคือ ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาคต่อเน่ืองเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก อัตราการไหลของวัฎภาคต่อเน่ือง/วัฎภาคกระจายตัว 97/28 
มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิห้อง(30±2 องศาเซลเซียส)

5.5 ก าร เป ร ียบ เท ียบ ก ับ งาน ว ิจ ัยท ี่ใก ล ้เค ียงก ัน
ตังแต่อดีตท่ีผ่านมา ได้มีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการสกัดเอนไซม์และโปรตีนในหอสกัดโดย 

จะมีเอนไซม์และโปรตีนที่ถูกสกัด จากหอสกัดแต่ละชนิดแตกต่างกันออกไปและงานวิจัยตังกล่าว 
จะศึกษาหลายๆปีจจัยท่ีส่งผลต่อค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมของเอนไซม์ระหว่างวัฎภาค 
เปอร์เซ็นต์ผลได้และ จำนวนเท่าความบริสุทธิ'ท่ีได้จากหอสกัด ดังแสดงในตารางท่ี 5.4 ดังนี้
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ตางรางท่ี 5.4 แสดงงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการสกัดเลนไซม์และโปรตีนในหคสกัด
Name/ Enzyme/ ÔDa
Year Protein System Type (min ') PF %Yield
Vahid/ lipoxygenase Sodium Spray 0-9 X I O'4 - 95-98
2005 sulfate/PEG/

buffer
Srinivas/ horseradish PEG/phosphate/ Spray 0.17- - -

2002 peroxidase water 0.67X10'4
Surubbo/ BSA PEG/ Perforate 0.15-0.25 - -

2003 polysaccharide/ rotating disc
cashew-nut-tree

Pawar/ amyloglucosidase, sodium Spray 0- - -
1997 p-galactosidase sulphate/PEG/ 0.13X10'4

buffer
Igarashi/ xylanase PEG4000/ Pack 0-0.32 - 80-90

2004 potassium
phosphate/water

วิไวรรณ/ alkaline protease PEG Oldshue rushton 1.5- 6.0 73.70
2544 1000/phosphate/ 1.6X10"*

water
งานวิจัย alkaline protease PEG Oldshue rushton 1.33 - 1.39 39.08-
นี้/2006 1000/phosphate/ 4.59X10"* -3.01 52.14

water

จากตารางท่ี 5.4 แสดงให้เห็นว่าค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม เปอร์เซ็นต์ผลได้ และ 
จำนวนเท่าความบริสุทธจะมีค่าแตกต่างก ันออกไป นอกจากอิทธิพลต่างๆที่งานวิจัยนี้ได้ศึกษาแล้ว 
ยังมีอิทธิพลของ!]จจัยอื่นๆ ที่จะส่งผลต่อค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวม เปอร์เซ็นต์ผลได้ และ 
จำนวนเท่าความบริสุทธ เช่น ลักษณะของหอสกัด ชนิดของเอนไซม์หรือโปรตีน และสารที่ใช้เป็น
" น ี ้ ' , ' .  ท  นี้  " 1 ' ' "  1 “  I _
องค์ประกอบของระบบ ส่วนงานวิจัยนีจะมีค่าสัมประสิทธิการถ่ายเทมวลรวมใกล้เคียงกับงานวิจัย 
ของวิไลวรรณ(2544) เน่ืองจากมีค่า Superficial velocity ใกล้เคียงกัน ดังที่กล่าวไว้ในหัวข้อที่ 5.2.2 
ส่วนค่าจำนวนเท่าความบริสุทธิและเปอร์เซ็นต์ผลได้น้อยกว่าเนื่องจากเกิดวิ'ฎภาคที่สามขึนบริเวณ 
ใต้ settling zone ดังเหตุผลที่ได้กล่าวมาแล้วในหัวข้อที่ 5.2.2
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5.6  ก ารห าส าเห ต ุข อ งก ารส ูญ เส ียค ่าก ิจก รรม เอ น ไซ ม ์ใน ก ระบ วน ก ารส ก ัด

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าเปอร์เซ็นต์ผลได้มีค,าต่ํา(52.14 - 51.78 เปอร์เซ็นต์) ดังนั้น 
ผู้ทำวิจัยจึงได้ทำการทดลองเพิ่มเติมเพื่อหาสาเหตุของการสูญเสียค่ากิจกรรมเอนไซม์ในกระบวน 
การสกัด โดยแบ่งหัวข้อของการทดลองดังนี้

5.6.1 อ ิท ธ ิพ ล ข อ งส าร เค ม ีท ี่ใช ้เป ็น อ งค ์ป ระก อ บ ข อ งแ ต ่ล ะว ัฎ ภ าค
จากหัวข้อที่ 5.2.2 ได้กล่าวว่ามีการเกิดวัฎภาคที่สามขึ้น ใต้บริเวณ settling zone 

ของวัฎภาคกระจายตัว โดยที่งานวิจัยนี้สารเคมีที่ใช้เป็นองค์ประกอบของแต่ละวัฎภาคคุณ 
ภาพระดับการค้าแตกต่างจากงานวิจัยของวิไลวรรณ(2544) ซึ่งใช้สารเคมีคุณภาพระดับ

ห้องปฏิบัติการและไม่มีรายงานว่าพบการเกิดวัฎภาคที่สามขึ้น ดังนั้นจึงตั้งสมมุติฐานว่าวัฎ 
ภาคที่สามเกิดขึนเนื่องจากสารเคมีที่ใช้เป็นองค์ประกอบ ผู้ทำวิจัยจึงได้ทำการศึกษาการ
สกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอส ที่ความเข้มข้นของนั้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โคยนั้าหนัก สัดส่วนของทั้งสองวัฎภาคคงเดิม แต่จะดำเนินการทดลองในบึก 
เกอร์ที่มีปริมาตรรวมของทั้งสองวัฎภาคประมาณ 4 ลิตร เพื่อเปรียบเทียบการสกัดเอนไซม ์
แอลคาไลน์โพรทีเอสที่ใช้สารเคมีคุณภาพระดับการค้ากับคุณภาพระดับห้องปฏิบัติการเป็น 
องค์ประกอบของแต่ละวัฎภาค โดยผลการทดลองจะแสดงในรูปที่ 5.15 จากรูปท่ี 5.15 
แสดงให้เห็นว่าทัง 2 กรณี จะปรากฎวัฎภาคที่สามขึ้นใต้บริเวณ settling zone ของวิ'ฎภาค 
กระจายตัวเหมือนกัน และลักษณะของวิฎภาคที่สามที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเดียวกันคือ แยก 
ชันออกมาจากวิฎภาคกระจายตัวและวิฎภาคต่อเนื่องอย่างชัดเจนและมีสีขาวขุ่น ดังนั้นจึง 
สรุปได้ว่าการปรากฎวิฎภาคที่สามจะเกิดขึ้นทั้ง 2 กรณี คือการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์ 
โพรทีเอสที่ใช้สารเคมีเป็นองค์ประกอบของแต่ละวิฎภาคคุณภาพระดับการค้าและคุณภาพ 
ระดับห้องปฏิบัติการ

5.6.2 ตรวจส อ บ ก ารส ะส ม ข อ งเอ น ไซ ม ์ใน ว ิ,ฎ ภ าค ท ี่ส าม (ใต ้ se ttlin g  zone  ข อ งว ัฏ ภ าค  

ก ร ะ จ าย ต ัว )

เม่ือเกิดวิฎภาคที่สามใต้บริเวณ settling zone ของวิฎภาคกระจายตัว เอนไซม  ์
สามารถกระจายตัวอยู่ในวิฎภาคนีได้ ผู้ทำวิจัยจึงดังสมมติฐานว่าภายในวิฏภาคที่สามจะมี 
การสะสมของเอนไซม์อยู่ ดังบันเมื่อดำเนินการสกัด เอนไซม์จึงสะสมอยู่ภายในวิฎภาคที่ 
สามและไม่ถ่ายเทมายังวิฎภาคกระจายตัวได้หมด จึงเกิดการสูญเสียค่ากิจกรรมเอนไซม์ขืน 
จากสมมติฐานดังกล่าวจึงทำการทดลองโดยทำการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสใน 
หอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร ที่ความเข้มข้นของนำหมักในวิฎภาคต่อเนื่อง 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวิฎภาคต่อเนื่อง/วิฎภาคกระจายตัวที่ 
97/28 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัดที่ 100 รอบต่อนาที เพื่อตรวจสอบการสะสม 
ของเอนไซม์ในวิฎภาคที่สาม ที่ส่งผลให้ได้เปอร์เซ็นต์ผลได้ตํ่า เม่ือดำเนินการสกัดและเก็บ
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สารละลายตวัอยา่งบรเิวณวฎัภาคทีส่ามทบวา่ตวัอยา่งทีเ่กบ็ไ#จะเกดิการแยกชัน้ออกเปน็ 2 
วัฎภาคคือ วัฎภาคกระจายตวัและวัฎภาคตอ่เนือ่ง โดยทีม่สีดัสว่นของทัง้สองวัฎภาค
ประมาณ 1:1 โดยวัฎภาคกระจายตวัจะอยู่ตาันบนและวัฎภาคตอ่เนือ่งจะอยู่ตาันล่างตงัรูปที่
5.16 และเมือ่นำสารละลายตวัอย่างมาวิเคราะหห์าคา่กจิกรรมเอนไซมจ์ะไตผัลการทดลอง 
ตังรูปท่ี 5.17 จากรูปจะพบว่าค่ากิจกรรมเอนไซมท์ีเ่กบ็ไตัจากวัฎภาคทีส่ามทัง้ไนวัฎภาค 
กระจายตวัและวฎัภาคตอ่เนือ่งมคีา่คงทีต่ามเวลาทีด่ำเนนิการทดลอง คือ 1.237 และ 0.271 
ยูนติตอ่มีลลลิิตรตามลำตบั จงึถอืไตัว่าในการสกดัเอนไซมแ์อถคาไลนโ์พรทเีอสในหอ
สกัดโอลสรัูชตันขนาด 5.7 ลิตร ไมม่กีารสะสมของเอนไซมภ์ายในวัภภูาคทีส่ามจึงไม ่
สง่ผลกบัการไตเัปอรเ์ซน็ตผ์ลไตตัํา่ของงานวิจัยนี ้ และเมือ่นำคา่กจิกรรมเอนไซมท์ีเ่กบ็ไต ั
จากวัฎภาคทีส่ามในสว่นของวิ,ฎภาคตอ่เนือ่งมาเปรียบเทยีบกบัโพรไฟลค์วามเจัมจันของ 
เอนไซมใ์นวัฎภาคต่อเนือ่งของวัฏภาคทีส่ามตามความสงูของหอสกดั พบว่าความสงู
ของวัฎภาคทีส่ามจะเกดิข้ึนบริเวณตำแหนง่ที ่ 72 เซนติเมตรของหอสกดั(กาังอิงตำแหนง่ที ่
0 เซนติเมตรคือปลายหอสกดัทางตัานลา่ง)ตังแสดงในรูปที ่5.18

วัฎภาคกระจายตัว 

วัฏภาคท่ีสาม
วัฏภาคต่อเนือ่ง

รูปท่ี 5.15 (1) แสดงการสกดัเอนไซมแ์อลคาไลนไํพรทเีอสทีใ่จัสารเคมคีณุภาพระตบัการหา้;
(2 )แสดงการสกดัเอนไซมแ์อลคาไลนโ์พรทเีอสทีไ่จัสารเคมคุีณภาพระตบั 
ห์องปฏิบัติการ ;(3) แสดงการเปรยีบเทยีบการสกดัเอนไซมแ์อลคาไลนโ์พรทเีอสทีใ่จ ั
สารเคมรีะหวา่งคณุภาพระดบัการกาั(จาัย)และคณุภาพระตบัหอ์งปฏบิตักิาร (ขวา) 
ภาวะทีท่าีการทดลอง ความเจมัจันของนีา้หบกัในวฎัภาคตอ่เนือ่งเทา่กบั 55 เปอรเ์ซน็ต ์
โดยน้ีาหนัก อุณหภูมิห้อง (30± 2 องศาเซลเซยีส)
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วัฎภาคกระจายตัว 

วัฎภาคต่อเน่ือง

เปท ี ่5.16 แสดงการแยกชัน้ออกเปน็วฎัภาคกระจายตวั(ตาันบน)และวัฎภาคตอ่เนือ่ง(ตาันลา่ง) 
ของวฎัภาคทีส่ามใต ัsettling zone ของวัฎภาคกระจายตัว
ภาวะทีท่ำการทดลอง ความเข้มข้นของนไํหมักในวัฎภาคต่อเนือ่งเทา่กบั 55 เปอรเ์ซน็ต ์
โดยนํา้หมกั อุณหภมิูหอ้ง(30 + 2 องศาเซลเซยีส)

1.500

1.2๓ 

0.9๓

0.6๓  

0.3๓

0.0๓
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tïme(hr)
เปท ี ่5.17 แสดงคา่กจิกรรมเอนไซมใ์นวฎัภาคทีส่าม; ♦ แทนค่ากจิกรรมเอนไซมข์องวัฎภาค

กระจายตวัในวัฎภาคทีส่าม, ■ แทนค่ากจิกรรมเอนไซมข์องวัฎภาคต่อเนือ่งในวัฎภาค 
ท่ีสาม
ภาวะทีท่ำการทดลอง ความเข้มข้นของนํา้หมกัในวัฏภาคต่อเนือ่งเทา่กบั 55 เปอรเ์ซน็ต ์
โดยนํา้หมกั อัตราการไหลเชงิปรมิาตรของวฎัภาคตอ่เนือ่ง/วัฎภาคกระจายตวัที ่ 97/28 
มลิลิลิตรต่อนาที การซน่กวนของใบพดัที ่ 1๓ รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง (30±2 องศา 
เซลเซยีส)
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Height (cm)

รูปที่ 5.18 แสดงโพรไฟล์ความเข้มข้นของเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องของวัฎภาคที่สามตามความ 
สูงของหอสกัด และ ■ แทนค่ากิจกรรมเอนไซม์ของวัฎภาคที่สาม(วัฎภาคต่อเนื่อง)

ภาวะที่ทำการทดลอง ความเข้มข้นของนั้าหมักในวัฎภาคต่อเนื่องเท่ากัน 55 เปอร์เซ็นต ์
โดอนาหนัก อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจายตัวที่ 97/28 
มิลลลิิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัดที่ 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง (30+2 องศา 
เซลเซียส)

5.6.3 ตรวจสอบคา่กจิกรรมเอนไซมข์องวฎัภาคกระจายตวัทีผ่สมมากบัวฎัภาคตอ่เนือ่ง 
ข า อ อ ก

ในการดำเนินการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด
5.7 ลิตร จะพบว่ามีวัฎภาคกระจายตัวผสมออกมากับวัฎภาคต่อเนื่องขาออก เน่ืองจาก 
สายป้อนของวัฎภาคกระจายตัวขาเข้าและวัฎภาคต่อเนื่องขาออกมีตำแหน่งเดียวกันแต่อยู่ 
คนละด้านของหอสกัดเท่านั้น ดังนั้นผู้ท่าวิจัยจึงได้ตั้งสมมติฐานว่า ภายในวัฎภาค
กระจายตัวที่ผสมออกมานั้นจะมีเอนไซม์กระจายตัวอยู่ จึงท่าให้เกิดการสูญเสียค่า

กิจกรรมเอนไซม์ในกระบวนการสกัด และเมื่อท่าการทดลองสกัดเอนไซม์แอลคาไลน์
โพรทีเอสในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร ที่ความเข้มข้นของนำหมักในวัฎภาค 
ต่อเน่ืองเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์โดยนำหนัก อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฎภาคต่อเนื่อง/ 
วัฎภาคกระจายตัวที่ 97/28 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัดที่ 100 รอบต่อนาที 
เพื่อตรวจสอบค่ากิจกรรมเอนไซม์ของวัฎภาคกระจายตัวที่ผสมมากับวัฎภาคต่อเนื่องขา 
ออก ที่จะส่งผลให้ได้เปอร์เซ็นต์ผลได้ตํ่า ซึ่งเมื่อดำเนินการทดลองจะได้ผลการทดลอง 
ตังรูปที่ 5.19 จากรูปท่ี 5.19 แสดงให้เห็นว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่วัดได้ถือได้ว่ามีค่าคงที่
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ตลอดเวลาที่ทำการทดลองโดยมีค่าประมาณ 0.042 ยูนิตต่อมิลลิลิตร(4 มิลลิลิตรต่อนาที) 
หรือคิดเป็น 0.35 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับค่ากิจกรรมเอนไซม์ของวัฎภาคกระจายตัวขา 
ออกเท่ากับ 1.695 ยูนิตต่อมิลลิลิตร(28 มิลลิลิตรต่อนาที) ซึ่งถือได้ว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
ที่วัดได้จากวัฎภาคกระจายตัวที่ผสมมากับวัฎภาคต่อเนื่องขาออกมีค่าน้อยมาก จึงไม่

ส่งผลกับการได้เปอร์เซ็นต์ผลได้ตํ่าของงานวิจัยนี้

1.500

1.200

0.900

0.600

0.300

0.000
30 60

Time(min)
90 120

รูปที่ 5.19 แสดงค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่วัดจากวัฎภาคกระจายตัวที่ผสมมากับวัฎภาคต่อเนื่องขา 
ออก
ภาวะที่ทำการทดลอง ความเข้มข้นของนี้าหมักในวัฏภาคต่อเนื่องเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์ 
โดยนำหนัก อัตราการไหลเชิงปริมาตรของวัฏภาคต่อเนื่อง/วัฎภาคกระจายตัวเท่ากับ
97/28 มิลลิลิตรต่อนาที การป่นกวนของใบพัดเท่ากับ 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง 
(30± 2 องศาเซลเซียส)

5.6 .4  อ ิท ธ ิพ ล ข อ งก ารป ่น ก วน ข องใบ พ ัดใน ห อส ก ัด
ในการดำเนินการสกัดเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสในหอสกัดของงานวิจัยนี ้

ภายในของหอสกัดจะมีใบพัดเพื่อช่วยให้เกิดการถ่ายเทมวลของเอนไซม์และใบพัดจะทำ 
ให้เกิดแรงเฉือนขึน ตังนันจึงตังสมมติฐานว่าแรงเฉือนที่เกิดจากการป่นกวนของใบพัดจะ 
เป็นสาเหตุที่ทำให้เกิดการสูญเสียค่ากิจกรรมเอนไซม์ในกระบวนการสกัด จึงทำการ
ทดลองสกัดเอนไซม์แอลคาไลน้โพรทีเอสในหอสกัดโอลชูรัชตันขนาด 5.7 ลิตร โดยจะ 
เตรียมวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มด้นที่มีความเข้มข้นของนี้าหมักเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์โดยนี้าหนัก 
ปริมาณ 4 ลิตร จากนันเติมวัฎภาคต่อเนื่องที่เตรียมไว้ลงในหอสกัดที่มีการป่นกวนของ
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ใบพัดเท่ากับ 100 รอบต่อนาทีตลอดการทดลอง เพื่อศึกษาอิทธิพลของการ!]นกวนของ 
ใบพัดในหอสกัดที่จะส่งผลให้ได้เปอร์เซ็นต์ผลได้ตํ่า โดยจะดำเนินการทดลองและเก็บ

ตัวอย่างที่ความสูง 30 เซนติเมตรของหอสกัด ที่ระยะเวลาในการดำเนินการทดลองต่างๆ 
ดังนี 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 ชั่วโมง ซึ่งจะได้ผลการทดลองดังรูปที่ 5.20 
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รูปที่ 5.20 แสดงอิทธิพลของการป่นกวนของใบพัดที่มีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์ของวัฎภาค 
ต่อเน่ืองเริ่มด้น
ภาวะที่ทำการทดลอง ความเข้มข้นของนำหมักในวิ'ฎภาคต่อเนื่องเริ่มด้นเท่ากับ 55 
เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก การป่นกวนของใบพัดเท่ากับ 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง( 
30+ 2 องศาเซลเซียส)

จากรูปท่ี 5.20 แสดงให้เห ็น ว่าค่ากิจกรรมเอ น ไซ ม ใ์นว ัฎภาคต ่อ เน ื่อ ง เร ิ่ม ด ้น ที่วิเคราะหไ์ด ้ 
นัน มีค่าค่อนข้างคงที่ตลอดระยะเวลาที่ทำการทคลองเมื่อเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรม
เอนไซม์เริ่มด้นที่ทำการเก็บตัวอย่าง(เวลาที่ 0 ชั่วโมง) จึงสรุปได้ว่าการป่นกวนของใบพัด 
ไม่มีผลทำให้มีการลดลงของค่ากิจกรรมเอนไซม์ในวัฎภาคต่อเนื่องเริ่มด้นที่ส่งผลให้ได ้
เปอร์เซ็นต์ผลได้ตํ่า

จากการทดลองต่างๆข้างด้น จึงยังไม่พบสาเหตุของการสูญเสียค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
ระหว่างที่ดำเนินการทดลองที่จะส่งผลให้ได้เปอร์เซ็นต์ผลได้มีค่าตํ่า จึงยังไม่สามารถสรุป 
ได้ว่าเหตุใดงานวิจัยนีจึงได้เปอร์เซ็นต์ผลได้ตํ่า



55

5.7 การทดสอบเสถียรภาพของเอนไซมท์ีส่ามารถสกดัได้
ในงานวิจัยนีได้ทำการทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์แอลคาไลน์โพรทีเอสที่สามารถสกัด 

ได้ โดยเอนไซม์ที่นำมาทดสอบนั้นจะเป็นเอนไซม์ที่อยู่ในวัฎภาคกระจายตัว เป็นการทดสอบเพื่อ 
หาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเอนไซม์ไว้ก่อนจะนำไปใช้งาน โดยจะเก็บรักษาที่

อุณหภูมิห้องตังแสดงในรูปที่ 5.21 จากรูปท่ี 5.21 แสดงให้เห็นว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์มีการลดลง 
จากค่ากิจกรรมเริ่มด้นมากขึ้น โดยลดลงจากเริ่มด้นเป็น 5.81, 9.44 และ 14.29 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเก็บ 
รักษาไว้เป็นเวลา 1, 2 และ 3 อาทิตย์ตามลำดับ จากผลการทดลองตังกล่าวให้ผลสอดคล้องกับ 
งานวิจัยของวิไลวรรณ,(2544) โดยงานวิจัยของวิไลวรรณพบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง

12.9 เปอร์เซ็นต์ในระ ยะเวลาการเก็บรักษา 1 เดือนที่อุณหภูมิห้อง(30±2 องศาเซลเซียส)

Time(week)

รูปที่ 5.21 แสดงอิทธิพลของเวลาที่ใช้ในการเก็บรักษาเอนไซม์ที่มีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม ์
ภาวะที่ทำการทดลองคือ อุณหภูมิห้อง(30+2 องศาเซลเซียส)
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