
บทที่ 2

ทฤษฎี

Chen และคณะ ได้ศึกษาเกี่ยวกับการแยกฮีโมโกลบินและ อ้ลบูมิน โดยใช้พีเอซ พารา 
เมตรก ป๊มปิงแบบหนึ่งคอลัมน์ ผลจากการทดลองแสดงให้เห็นว่าพาราปมซึ่งใช้ค่าพีเอช เป็นแรง 
ผลักด้นลามารถให้ให้ผลในการแยกได้เป็นอย่างดี

Chen และคณะ ได้ศึกษาทั้งทางด้านทฤษฎีและการทดลอง เกี่ยวกับพีเอช พาราเมตรก 
แบบหลายคอลัมน์ สำหรับการแยกโปรตีน โดยมีการเปลี่ยนลักษณะการจัดวางชุดทดลองใน 
ลักษณะต่างๆ ข้อมูลจากการทดลองได้นำมาเปรยบเทียบกับผลที่ได้จากการคำนวณตามทฤษฎี 
การสมดุล ผลการทดลองจะนำมาวาดแผนภาพอย่างง่าย เพื่อแสดงการเกิดการแยกในแต่ละวง 
รอบ ความลามารถในการแยกของพาราป๊มปิง แบบสองคอลัมน์ได้ถูกแสดงให้เห็นโดยการทดลอง 
โดยใช้ระบบของฮีโมโกลบิน-อัลบูมิน-CM Sepharose-DEAE Sepharose ข้อมูลทีได้ลอดคล้อง 
กับทฤษฎีเป็นอย่างดี

กระบวนการที่พัฒนาขึ้นมาใหม่นี้ สามารถ,ใรในการเลือก'ให้โปรตีนท่ีต้องการเคล่ือน'ไปสํ 
ปลายข้างหนึ่งของคอลัมน์โค?มาโตกราพี ยิ่ง,ไปกว่าน้ัน กระบวนการน้ียังลามารถให้ประสิทธิภาพ 
ในการแยกสูง โดยไม่จำเป็นต้องล้างตัวแลกเปลี่ยนประจุ

2.1 ระบบหน ีงคอล ัมน ์

โดยทั่วไปโปรตีนมีคุณลมปติเป็นได้ท้ังประจุบวกและประจุลบ จึงสามารถถูกยึดไว่ได้ด้วย 
ทังตัวแลกเปลี่ยนประจุบวกหรอประจุลบ ค่าประจุสุทธิของโปรตีนจะข้ึนอยู่กับค่าพีเอช ที่พีเอชตํ่า 
ค่าประจุสุทธิจะเป็นบวก และโปรตีนจะถูกยึดไว้โดยตัวแลกเปล่ียนประจุบวกในขณะที่เม่ือ ค่า
พีเอซสูง โปรตีนจะมีประจุสิทธิเป็นลบ และจะถูกยึดไว้โดยตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ
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1 5นฺ I V
ค่าพีเอช ที่ทำให้ประจุสุทธิเป็นศูนย์เริยกว่า “จุดไอโซอิเลคตรก” สมบัตินีเองซึงเป็นพีน 

รานสำหรับกระบวนการแยกสารผสมโปรตีนโดยใช้พาราเมตริคป๋มปิง เมื่อพิจารณาการแยก 
โปรตีน A ออกจากสารผสม โดยโปรตีนนมีจุดไอโชอิเล็คตริกที lA และ P2<IA<P7 ดังนัน A จะม 
ประจุสุทธิเป็นลบท่ีพีเอช P r และจะมีประจุสุทธิเป็นบวกท่ี พีเอช P2 ทำให้โปรตีน A จะถูกยึดไว้ 
ด้วยดัวแลกเปลี่ยนประจุบวก R ท่ีจุด P2 และจะถูกปล่อยออกที่จุด P, ดังน้ันพาราเมตริกป๋มท่ีทำ 
การทดลองโดยใช้ค่าพีเอซ P, และ P 2  จะสามารถแยกโปรตีน A ออกจากปลายข้างที่มีพีเอชตำ 
ของคอลัมน์ ไปล่ปลายด้านที่มีค่าพีเอช สูง ปรากฏการณ์จะกลับกัน เมื่อเปลี่ยนตัวแลกเปลี่ยน 
ประจุเป็นตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก

ในระบบแรกท่ีได้แสดงไว้ในรูปท่ี 1 ประกอบไปด้วยคอลัมน์ท่ีบรรจุไว้ด้วยตัวแลกเปลี่ยน 
ประจุ และมีกังพักติดอยู่ที่ปลายทั้งสองช้างของคอลัมน์ โดยมีปริมาตรที่กังบนและกังล่างเท่ากับ 
v t และ Vb ตามลำดับ เร่ืมแรกสารผสมจะถูกเติมลงในช่องว่างของคอลัมน์ และกังพักด้านบน โดย 
กังพักด้านบนจะถูกควบคุมค่าพีเอชที่ P2 โดยเคร่ืองไตเตรตแบบอัตโนมัติ เคร่ืองไตเตรตอีกเครื่อง 
หนึ่งจะใช้สำหรับควบคุมค่าพีเอช P 1 ที่กังพักด้านล่าง ค่าความสามารถของบัฟเฟอร์ในสารละลาย 
สำหรับกังพักด้านบนและด้านล่างมีค่าเป็น 1ร2 และ 1ร1 ตามลำดับ โดยการใช้ ออลโลไฟเบอร์ 
ไดอะไลเซอร์

<I> <ID (III) <IV>
Down flow Circulation#! Up flow Clrculatlon#E

I - — + — II -— - f — III— H

รูปที 2.1กระบวนกา?แยกสารผลม ด้วยกระบวนการพีเอซ พาราเมตริก บัมปิงแบบ1 คอลัมน์
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ในหนึ่งวงรอบของระบบการทำงานจะประกอบไปด้วย 4 ขั้นตอนดังต่อไปนี

1. สารผสมที่มีค่าพีเอชตํ่า (P2) จากถังพักด้านบนจะไหลเข้าสู่ปลายด้านบนของคอลัมน์ 
ในขณะที่สารผสมจะถูกขับออกจากปลายอีกข้างหนึ่งลงสู่ถังพักด้านล่าง ปริมาตรของ 
สารผสมที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของลูกลูบ (Q t )  จะถูกกำหนดให้พอดีถับปริมาตรของ 
ซ่องว่างในคอลัมน์ (Ve)

2. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน และคอลัมน์ เพื่อให้ ค่า 
พีเอช คงที่อยู่ที่ P 2 เมื่อลิ้นสุดขั้นตอนนี้ ความเข้มข้นในถังพักด้านบนและคอลัมน์จะ 
เท่าถัน

3. สารผสมที่มีค่าพีเอชสูง ( P  1) จากถังพักด้านล่างจะไหลเข้าสู่ปลายด้านล่างของคอลัมน์ 
ในขณะที่สารผสมจะถูกขับออกจากปลายอีกข้างหนึ่งเข้าสู่ถังพักด้านบน ปริมาตรของ 
สารผสมที่เก ิดจากการเคลื่อน ท่ีของลูกสูบ (QtJ จะถูกกำหนดให้พอดีถับปริมาตรของ 
ซ่องว่างในคอลัมน์ (Ve)

4. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านล่าง และคอลัมน์ เพื่อให้ค่า 
พีเอช  กลับมาคงที่อยู่ที่ P 1 เมื่อลิ้นสุดขั้นตอนนี้ ความเข้มข้นในถังพักด้านล่างและ 
คอลัมน์จะเท่าถัน

ในภาวะสมดุล ความเข้มข้นของโปรตีนในถังพัก ถับความเข้มข้นบนตัวแลกเปลี่ยนประจุ 
แสดงไว้ในสมการต่อไปน้ี

'ว้,CO -  kp 1 <yB>oo -  kp2 <yT>oo

จะลังเกตได้ว่าอัตราการไหลภายในคอลัมน์ จะเท่าถันกับอัตราการเคลื่อนที่ของลูกสูบใน 
ถังพัก (Q) ระยะเวลาที่ใซในการหมุนเวียนภายในคอลัมน์ t 11 หริอ tlv ลามารถหาได้จากการทดลอง 
โดยจะขึนอยู่กับค่า Ve1 vb (หริอ V), และค่าพีเอซของท้ังคอลัมน์และถังพัก
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รูปท่ี 2.2 ผลกา?แยกสารผสม ด้วยกระบวนกา? พีเอซ พาราเมตรก ปัมปิง แบบ 1 คอลัมน์

ผลการทดลองได้ถูกแสดงไว้ในรูปที่ 2 ตามสมมุติฐานดังนี้

1. สมดุลระหว่างสารผสมและตัวแลกเปลี่ยนประจุในคอลัมน์เป็นฟังก์ชันเซิงเลัน ตามลมการ
X = ky

2. ระยะเวลาในการหมุนเวียน (11 หรือ (11, เพียงพอที่จะทำให้เกิดการสมดุล เม่ือล้ินสุดขั้นตอนที่ 2จิ I l  I V  จิ q

และ 4 ตามลำดับ
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2.2 ระบบสองคอลัมน์

วิธีการทดลองแบบสองคอลัมน์ประกอบด้วยทั้งหมด 4 วิธี ได้แสดงไว้ในรูปที่ 3, 5, 7 และ 
9 ในทุกๆ วิธี ประกอบด้วย 2 คอลัมน์ โดยในคอลัมน์หนึ่งจะบรรจุ ไว้ด้วยตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก 
( FT) และอีกคอลัมน์จะบรรจุไว้ด้วยตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ ( R+) อัตราการไหลภายในคอลัมน์ 
จะเท่ากับอัตราการเคลื่อนที่ของลูกสูบในถังพัก (Q) ทั้งด้านบนและด้านล่าง การทดลองนี จะเป็น 
การแยกสารผสมระหว่างโปรตีน A และ B ซึ่งมีจุดไอโชอิเล็กตรก เท่ากับ lA และ lB ตามลำดับ 
โดยที่ P3<IB<P2<1lA<p7 ซ่ึง Pv P2 และ P3 คือค่าพีเอช ในแต่ละกังพัก ดังน้ัน ทั้งโปรตีน A และ 
โปรตีน B จะมีประจุเป็นลบที่ P, และมีประจุเป็นบวกที่ P3 และเมื่อค่าพีเอชเป็น P2 โปรตีน A จะมี 
ประจุบวก ส่วนโปรตีน B จะมีประจุเป็นลบ เพราะฉะนั้นโปรตีน A จะถูกยึดไว้ด้วยตัวแลกเปลี่ยน 
ประจุบวกที่ P2 หรอ P.3 และถูกปล่อยออกที่ P, ในขณะที่โปรตีน B จะถูกยึดไว้ด้วยตัวแลกเปลี่ยน 
ประจุบวกที่ P3 และถูกปล่อยออกที่ P2 หรือ P, ปรากฏการณ์จะกลับกัน เมื่อเปลี่ยนตัวแลกเปลี่ยน 
ประจุเป็นตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ ความเข้มข้นในกังพักที่สภาวะสมดุล แสดงไว้ในรูปที่ 4, 6, 8 
และ 10 เพื่อลดความซับช้อนของการศึกษา จึงตั้งสมมุติฐานให้ kp2' = kp3 และ kp2 =  kp3 

สำหรับโปรตีน A และ k p;  = kp2 และ kp1+ = kp2 สำหรับโปรตีน B วิธีการทดลองทั้ง 4 ได้ถูก 
อธิบายไว้ดังต่อไปนี้

2.2.1 รูปแบบการทดลองที 1

ระบบน้ีประกอบไปด้วยกังพักท้ังหมด 3 กัง ดังแสดงไว้ในรูปท่ี 3 ค่าพีเอซที่กังพักด้านบน 
และล่างถูกควบคุมไว้ท่ี P1 และสำหรับกังพักตรงกลางถูกควบคุมไว้ท่ี P2 เรมแรกสารละลายความ 
เข้มข้น y0 จะถูกเติมเข้าล่กังพักด้านบน, ด้านล่าง, ตรงกลาง และคอลัมน์ท้ังสอง ซ่ึงประกอบไป 
ด้วยตัวแลกเปลี่ยนประจุบวกและลบตามลำดับ ในหน่ึงวงรอบของระบบการท่างานจะประกอบไป 
ด้วยขั้นตอน 4 ข้ันตอนดังต่อไปน้ี
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(I) (II)
Down f l ow  C i r c u l a t i o n t t l

( T R > 1

P h 2

R pH)

h “

R +

\L

, 5

( I I I)  ( I V )
Up f l o w  C i r c u l a t i o n ^ 2

pHi

R pH2

®

ร

X
BR K H

รูปท่ี 2.3 กระบวนการแยกสารผสม ด้วยกระบวนการ พีเอช พาราเมตรก ปัมปิง แบบ 2 คอลัมน์ 
รูปแบบที่1 1 2 3 4

1. ป๊มสารผสมจากถังพักด้านบน(77?)ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R+), 
ถังพักต?งกลาง (M R ) และคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) ลงส่ถังพักด้าน 
ล่าง (B R ) เป็นเวลา {1

2. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน กับคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลก 
เปลี่ยนประจุบวก และระหว่าง ถังพักตรงกลาง กับคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุ 
ลบ เป็นเวลา {11

3. ป๊มสารผสมจากถังพักด้านล่าง ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ .ถังพักตรง 
กลาง และคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก เข้าล่ถังพักด้านบน เป็นเวลา {1,

4 . สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักตรงกลาง กับคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลก 
เปลี่ยนประจุบวก และระหว่าง ถังพักด้านล่าง กับคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุ 
ลบ
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กราฟแสดงความเข้มข้น (รูปท่ี 4) ลามารถสร้างขึ้นได้ โดยใข้วิธีการสร้างกราฟเหมือนกับ 
แบบหนึ่งคอลัมน์ หลังจากผ่านขั้นตอนทั้ง 4 เป็นจำนวนหลายๆ รอบ โปรตีน A บนตัวแลกเปลี่ยน 
ประจุบวกและลบ จะมืค1วามเข้มข้นเข้ารุjค่า XR+ และ XR. ตามลำตับ กราฟที่ได้จะมืลักษณะเป็น 
รูปขั้นบันได 2 ข้ัน ตังแสดงไวิในรูปที่ 4 ในภาวะสมดุล ความเข้มข้นของโปรตีนในกังพักตรงกลาง 
จะอยู่ในสภาพสมดุลกับความเข้มข้นบนตัวแลกเปลี่ยนประจุบวกและลบที่ P 2 ตังแสดงไว้ใน 
ลมการต่อไปนี้

X R +  = k+Pi <yT>oo=k+p2 <yM>oo 
และ XR_ = kp1 <yB>00 = k'p2 <yM>oo

รูปท่ี 2.4 ผลการแยกสารผสม ด้วยกระบวนการ พีเอซ พาราเมตริก บัมปิง แบบ 2 คอลัมน์
รูปแบบที่1
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ในคอลัมน์ที่บรรจุ ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก โปรตีน A จะเคลื่อนที่จากปลายที่มีพีเอซสูง 
(P  1) ไปล่ปลายด้านที่มีพีเอซตํ่า (P2) ในขณะที่ในคอลัมน์ที่บรรจุประจุลบ จะมีทิศทางการเคลื่อนที ่
ของโปรตีน A ในทางตรงกันข้าม ดังนั้นโปรตีน A จะถูกละสมอยู่ที่ปลายด้านที่มีพีเอชสูงของ 
คอลัมน์ที่บรรจุประจุลบ โดยการเปรียบเทียบกราฟในรูปที่ 2 และ 4 จะพบว่าความลามารถในแยก 
[<yB> 00 / <yT>c0 ] ลำหรับระบบลองคอลัมน์มีประสิทธิภาพดีกว่าระบบหนึ่งคอลัมน์ รูปท่ี 4 ด้าน 
ล่าง แสดงให้เห็นว่าโปรตีน ธไม่ได้ถูกแยกออก ดังนั้น [<yB>co / <yT> 00] = 1 เป็นที่น่าลังเกตว่า 
แม้โปรตีน ธ จะมีประจุสุทธิเหมือนกันท่ีจุด P, และ P 2 แต่อาจมีค่าคงท่ีสมดุลต่างกัน ทำให้อาจ 
เก ิดการแยกของโปรตีน B เกิดขึ้นได้วิธีนี้ใช้ใด้สำหรับปัญหาเกี่ยวกับเอ็นรีชเม็นท่เท่านั้น จุด 
ประสงค์ก็คือต้องการจะได้ผลิตกัณฑ์ชึ่งมีความเข้มข้นมากกว่าความเข้มข้นของสารที่เติมลงไป

2.2.2 รูปแบบการทดลองที 2

ในระบบน้ีจะใช้กังพักจำนวน 5 กัง ประกอบด้วย กังพักด้านบน 2 กัง กังพักตรงกลาง 1 
กัง และกังพักด้านล่าง 2 กัง โดยมีค่าพีเอซเท่ากับ Pv P3, P2, P1 และ P3 ตามลำดับ (รูปท่ี 2.5)

CI) พ
pH^ Down flow Circulation#!

( T V )

C ir c u lâ t !  cm#2
( V )

p H - j D o w n  f lo w

> L ----- in------J * ---- IV------ J *

รูปท่ี 2.5 กระบวนการแยกสารผสม ด้วยกระบวนการ พีเอซ พาราเมตรีก ปัมปิง แบบ 2 คอลัมน์
รูปแบบท่ี2



รูปท่ี 2.5 กระบวนการแยกสารผสม ด้วยกระบวนการ พีเอช พาราเมตริก ปัมปิง แบบ 2 คอลัมน์ 
รูปแบบท่ี2 (ต่อ)

ในหน่ึงวงรอบของระบบการทำงานจะประกอบไปด้วยข้ันตอน 8 ขันตอนดังต่อไปน์

1 .ปมสารผสมจากถังพักด้านบน (TR:P 1) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก 
(fO, ถังพักตรงกลาง (MR) และคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) ลงล่ถังพัก 
ด้านล่าง (BR:P 1) เป็นเวลา t,

2.สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน (TR:P 1) กบคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (Rh) และระหว่าง ถังพักตรงกลาง (MR) ถับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุลบ (R) เป็นเวลา t 11
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3. ]ป๊มสารผสมจากถังพักด้านล่าง (BR:P3) ผ่านคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ 
(R), ถังพักต?งกลาง {MR) และคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก ( R +) เข้าล่ถัง 
พักด้านบน (TR-.P1) เป็นเวลา tin

4. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักตรงกลาง {MR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R1) และระหว่าง ถังพักด้านล่าง (BR:P3) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา tv

5. ป๊มสารผสมจากถังพักด้านบน {TR:P3) ผ่านคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก 
(R+), ถังพักตรงกลาง {MR) และคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) ลงล่ถังพัก 
ด้านล่าง {BR:P3) เป็นเวลา tv

6. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน {TR:P3) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R+) และระหว่าง ถังพักต?งกลาง {MR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา tv1

7. ป๊มสารผสมจากถังพักด้านล่าง {BR:P 1) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ 
(R ), ถังพักตรงกลาง {MR) และคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (R+) เข้าล่ถัง 
พักด้านบน {TR:P3) เป็นเวลา tv11

8. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักตรงกลาง {MR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R‘) และระหว่าง ถังพักด้านล่าง (fift/P,) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R) เป็นเวลา tv111

ความเข้มข้นของโปรตีนในถังพักที่ภาวะสมดุล (ก—>GO) ได้แสดงไวีในรูปท่ี 2.6

Xr+ -  k P1 [ <y 7-> co ]p1=  k p3[ <y r >oo ]p 3 =  k p2 [<yM>oo\

และ X R_ -  k p 1 [<yB>co]p1= k p3[< yB>oo ]p3= k p2 [< yM>oc]
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X

รูปท่ี 2.6 ผลการแยกสารผสม ด้วยกระบวนการ พีเอช พาราเมตริก ปัมปิง แบบ 2 คอลัมน์
รป แบบท่ี2
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โดยการเชื่อมจุด Tp11 Tp3, M +p2, M p2, Bp3 และ Bp1 จะได้แผนภาพรูปข้ันบันไดสองขัน ทัง 
โปรตีน A และ B อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของโปรตีน A ที่ถังพักด้านล่าง (B R :P  1) [<>'8>co]pi 
จะสูงกว่าความเข้มข้นของโปรตีน A ที่ถังพักด้านบน (JR :P  1) [< yJ>00]P1 มาก ในขณะที่ความเข้ม 
ข้นของโปรตีน B ในถังพักด้านบน {TR:P3) [<y 1> 0 0 ]P3 จะสูงกว่าความเข้มของโปรตีน B ท่ีถังพัก 
ด้านล่าง (BR:P3) [<yB>oo]p3 ปรากฎการณ์การแยก สามารถอธิบายได้ ดังน้ี คือท่ีระดับพีเอช P, 
กับ P2 และ P 2 กับ P3 ช่วงระหว่างจุดไอโซอิเล็กตรืคของโปรตีน A และ B คือ P 2<IA< P 1 และ 
P3<IB< P 2 ตามลำดับ ในคอลัมน์ที่บรรจุดัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) โปรตีน A จะเคลื่อนท่ีไปยังถัง 
พักด้านล่าง (8P.P,) และโปรตีน B จะเคลื่อนที่ไปยังถังพักตรงกลาง (MR) ในขณะท่ีในคอลัมน์ท่ี 
บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R ) โปรตีน A จะเคลื่อนที่ไปยังถังพักตรงกลาง (M R ) และโปรตีน 
B จะเคลื่อนที่ไปยังถังพักด้านบน (TR:P3) หรืออาจอธิบายได้ว่า โปรตีน A และ B เคล่ือนท่ีสวน 
ทางถันระหว่างถังพักด้านล่าง (BR:P 1) กับถังพักด้านบน(โP.P3)
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2.2.3 รูปแบบการทดลองที 3

ในระบบนี้จะใช้ถังพักจำนวน 4 ถัง ประกอบด้วย ถังพักด้านบน 1 ถัง ถังพักตรงกลาง 2 
ถัง และถังพักด้านล่าง 1 ถัง โดยมีค่าพีเอชเท่ากับ P2, Pv P3 และ P2 ตามลำดับ (รูปที 2.7)

(I)
D o w n  f l o w

( I I )  ( I I I )
C i r c u l a t i o n  U p  f l o w

( I V )
C i r c u l a t i o n

'.......... ..... - I  -

( V )
Down flow

( V I )
C i r c u l a t i o n

-  ! I -------------- --------------

( V I I )
U p  f l o w

-  I I I — 4“— IV
( V I I I )  ( I )

C i r c u l a t i o n  D o w n  f l o w

รูปท่ี 2.7 กระบวนการแยกลารผลม ด้วยกระบวนการพีเอชพาราเมตริกป๊มปิง แบบ 2 คอลิโมน
รูปแบบที่3
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ในหน่ึงวงรอบของระบบการทำงานจะประกอบไปด้วยข้ันตอน 8 ข้ันตอน ดังต่อไปนี

1. ปัมสารผสมจากถังพักด้านบน (77?) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (R+), 
ถังพักตรงกลาง {MR:P 1) และในเวลาเดียวถันจากถังพักตรงกลาง (MR:P3) ผ่าน 
คอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) ลงล่ถังพักด้านล่าง (BR) เป็นเวลา t,

2. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน {TR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุบวก (Rf) และระหว่าง ถังพักตรงกลาง (MR:P3) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา t„

3. ป็มสารผสมจากถังพักด้านล่าง (BR) ผ่านคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุลบ (R ), 
ถังพักตรงกลาง (MR:P3) และคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R4) เข้า^ถังพัก 
ด้านบน (TR) เป็นเวลา 1111

4. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักตรงกลาง (MR:P3) กับคอลัมน์ท่ี 
บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (FO และระหว่าง ถังพักด้านล่าง (BR) กับคอลัมน์ท่ี 
บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา tN

5 . ปัมสารผสม'จากถังพักด้านบน (TR) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (R1), 
ถังพักตรงกลาง (MR:P3) และในเวลาเดียวถันจากถังพักตรงกลาง (MR:P 1) ผ่าน 
คอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) ลงล่ถังพักด้านล่าง (BR) เป็นเวลา tv

6. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน (77?) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุบวก (R ) และระหว่าง ถังพักตรงกลาง (MR:P1) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา tv1

7. ป็มสารผสมจากถังพักด้านล่าง (BR) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุลบ (R),
ถังพักตรงกลาง (MR:P 1) และคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R1) เข้าล่ถังพัก 
ด้านบน (TR) เป็นเวลา tv11

8. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักตรงกลาง (MR:P 1) กับคอลัมน์ท่ี 
บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (FT) และระหว่าง ถังพักด้านล่าง {BR) กับคอลัมน์ท่ี 
บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R) เป็นเวลา tv111



H enมุ»เกn u  สถแท ้ท v im n n u  
รุทาทงก Ituiffl-n ทยไล้a

X

X

รูปท่ี 2.8 ผลการแยกสารผสม 
รูปแบบท่ี3

ด้วยกระบวนการ พีเอช พาราเมตรก รมปีง แบบ 2 คอลัมน์
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XR+ = k \2 <yr>=o = k+ <yM >00

X R- = k P2 <y 8> ^  = k  < yM >oo

และ <yM+>oo = 0 .5(yMRp 7 + + yMRp 3 +) = <yM>oo = 0.5( yMRp1. + yMRp3. )

โดยท่ี yMRp1+ และ yMRp3+คือ ค่าความเข้มข้นของสารผสม ที่ภาวะสมดุล ระหว่างคอลัมน์
ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (R+) กับถังฟักตรงกลาง 
MR:P 1และ iWP;P3

yMRpJ_ และ yM/ÎP3. คือ ค่าความเข้มข้นของสารผสมที่ภาวะสมดุล ระหว่างคอลัมน์
ท่ีบรรจุ ตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) กับถังฟักตรงกลาง
MR/P, และ MR:P3

รูปท่ี 2.8 แสดงความเข้มข้นของโปรตีนในถังฟักที่ภาวะสมดุล ชึ่งมีความเข้มข้นเฉลียของ
ถังฟักตรงกลาง [MR:P1 และ MR:P3] อยู่ในสภาพสมดุล กับความเข้มข้นบนตัวแลกเปลียน
ประจุบวกและลบ ตังแสดงไว้ในสมการต่อไปนี้

ผลท่ีแสดงในรูปท่ี 8 คล้ายคลึงถับที่ได้จากการทดลองในวิธีที่ 2 คือ โปรตีน A และ B จะ 
เคล่ือนท่ีสวนทางถัน แต่ในกรณีน้ีโปรตีน A จะเคลื่อนท่ีขึ้นไปล่ถังฟักด้านบน ที่พีเอช เท่ากับ P2 
ในขณะท่ีโปรตีน B เคลื่อนที่ลงไปล่ถังฟักด้านล่าง (BR) ท่ีพีเ'อชเท่ากับ P2 และจากการเปรียบ 
เทียบระหว่างรูปท่ี 6 กับรูปท่ี 8 แสดงให้เห็นอย่างเด่นซัดว่าวิธีการท่ี 2 มีประสิทธิภาพที่ดีกว่าวิธี 
การท่ี 3 กล่าวคือ

สำหรับโปรตีน A > ฮ

1 - Mode 2 -  0 0  - Mode 3
สำหรับโปรตีน B [<{/7.> 00] ,̂ 3 >

-  [ <̂ yS''>°o]/>3 - Mode 2 -  ^ y r^ o o  - Mode 3
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2.2.4 รูปแบบการทดลองที 4

ในระบบน้ีจะใช้ถังพักจำนวน 4 ถัง ประกอบด้วย ถังพักด้านบน 1 ถัง ถังพักตรงกลาง 1 
ถัง ถังพักด้านช้าง 1 ถัง และถังพักด้านล่าง 1 ถัง โดยมีค่าพีเอชเท่ากับ P 1, P2, P3 และ P1 ตาม 
ลำดับ (รูปท่ี 2.9)
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รูปท ี่2.9 กระบวนการแยกสา?ผลม ด้วยกระบวนการ พ ีเอชพาราเมตริกปมปง แบบ 2 คอลัมน์
รูปแบบที่4



24

ในหน่ึงวงรอบของระบบการทำงานจะประกอบไปด้วยข้ันตอน 6 ข้ันตอนดังต่อไปน้ี

1. ปมสารผสมจากถังพักด้านบน (77?) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (R+), 
ถังพักด้านข้าง (ร/?) และในเวลาเดียวถันจากถังพักตรงกลาง (MR) ผ่านคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) ลงล่ถังพักด้านล่าง (BR) เป็นเวลา t,

2. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านบน (TR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุบวก (R+) และระหว่าง ถังพักตรงกลาง (MR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา 111

3. ป๊มสารผสมจากถังพักด้านล่าง (BR) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุลบ (R ), 
ถังพักตรงกลาง (MR) และคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R+) เข้าล่ถังพักด้าน 
บน (TR) เป็นเวลา t 111

4. สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักตรงกลาง (MR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุ 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (R1) และระหว่าง ถังพักด้านล่าง (BR) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุลบ (R ) เป็นเวลา tlv

ร-ปมสารผสมจากถังพักด้านข้าง (SR) ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (R ) 
ไปล่ถังพักตรงกลาง (MR) เป็นเวลา tv

6.สารผสมจะถูกทำให้เกิดการหมุนเวียนภายในถังพักด้านข้าง (ร/?) กับคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปลี่ยนประจุบวก (R4) เป็นเวลา tv1

รูปท่ี 2.10 แสดงความเข้มข้นของโปรตีนในถังพักท่ีภาวะสมดุล โปรตีน A และ B จะ 
ละสมอยู่ที่ถังพักด้านล่าง (BR) และถังพักด้านข้าง (ร/?) ตามลำดับ จะลังเกตุได้ว่า ในวิธีการน้ี 
โปรตีน ธ จะไม่ถูกแยกในคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R) จึงทำให้กราฟท่ีได้ปรากฎ 
เป็นข้ันบันได เพียงขั้นเดียว
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2.10 ผลการแยกลารผสม สัวยกระบวนการ พีเอช พาราเมตรก ปัมปิง แบบ 2 คอลัมน์
รูปแบบที่4
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2.3 ร ะ บ บ ห ล าย ค อ ฟ ิม น ์

ระบบสองคอลัมน์ตามแบบวิธีที่ 1 สามารถดัดแปลงให้เป็นระบบหลายคอลัมน์ได้ ดัง 
แสดงไว้ในรูปท่ี 11 ซ่ึงประกอบไปด้วยชุดของคอลัมน์ท้ังหมด M  คอลัมน์โดยที่ M  เป็นจำนวนคู่ 
โดยวางตำแหน่งของคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวกและลบ สลับกัน ผลการทดลอง 
สามารถแสดงได้ในรูปของกราฟ ฟนเดียวกับระบบหน่ึง และสองคอลัมน์ท่ีผ่านมา

รูปที่ 2.11 กระบวนการและ ผลการแยกสารผสม ด้วยกระบวนการ พีเอซ พาราเมตริก ปัมปิง
ระบบหลายคอลัมน์



ในระบบน้ี เป็นการนำระบบสองคอลัมน์ตามแบบวิธีที่ 1 มาทำให้ใ'รได้โดยทั่วไป ค่าพีเอช
ลำหรับถังพักบนและล่างจะถูกควบคุมไว้ท่ี P 1 ล่วนค่าพีเอชลำหรับถังพักกลาง M R V MR2, ....
MR1 จะถูกควบคุมไว้ท่ี P21 Pv P21 Pv P2 ตามลำดับ ลำหรับโปรตีน A ผลการทดลองท่ีได้
ลามารถแสดงได้ในรูปของกราฟข้ันบันได M ข้ัน และประสิทธิภาพในการแยกจะสูงข้ึน (<>̂ >00 
/<yv>oo) เม่ือจำนวนคอลัมน์เพ่ิมข้ึน สรุปได้ว่า เม่ือให้ระบบพาราบัม ทำงานท่ีค่าพีเอช P, และ P2 
โดยท่ี P2<IA<P 1 จะลามารถแยกเอาโปรตีน A จากถังพักด้านบน มาสะสมอยู่ในถังพักด้านล่าง 
โดยท่ีโปรตีน B จะไม่ถูกแยกด้วยวิธีการน้ี
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