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บทคัดย่อ 
การแลกเปลี4ยนประจุเป็นเทคนิคที4มีการประยุกต์ในการแยกโปรตีนให้บริสุทธิ7  ซึ4 งอาจดาํเนินการใน

รูปแบบโครมาโตกราฟีแบบฐานคงที4 หรือโครมาโตกราฟีแบบฐานขยาย อยา่งไรก็ตาม การหาสภาวะที4เหมาะสม
ต่อการดูดซบัในคอลมัน์โดยตรงตอ้งใชเ้วลาและค่าใชจ่้ายสูง งานวิจยันี< จึงเสนอเทคนิคที4รวดเร็วและประหยดัใน
การหาสภาวะที4เหมาะสมในการดูดซบัโปรตีนของตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ โดยไม่จาํเป็นตอ้งทราบค่าพีไอของ
โปรตีนเป้าหมาย ซึ4 งเมื4อทาํการทดสอบเทคนิคที4นาํเสนอโดยการหาสภาวะในการดูดซบัโปรตีน 3 ระบบ คือ 1) 
การดูดซับไลโซไซมด์ว้ย Streamline SP 2) การดูดซบัรีคอมบิแนนท์เอนไซมเ์บตา้กลูโคสิเดสดว้ย Streamline 
Direct HST1 และ 3) การดูดซบัโปรตีนไฟโคไซยานินดว้ย Streamline Direct HST1 พบว่าเทคนิคนี< สามารถ
ประยกุตไ์ดเ้ป็นอยา่งดีกบัโปรตีนที4ใชท้ดสอบทั<ง 3 ระบบ ดงันั<น เทคนิคที4นาํเสนอนี< จึงควรจะสามารถประยกุตก์บั
ระบบการดูดซบัโปรตีนชนิดอื4นโดยใชต้วักลางแลกเปลี4ยนประจุไดเ้ช่นกนั 

 
คาํสําคญั: การแลกเปลี4ยนประจุ สภาวะในการดูดซบั การแยกโปรตีนใหบ้ริสุทธิ7  
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Abstract 
An ion exchange technique has been applied to use in protein purifications. It can be operated as fixed 

bed or expanded bed chromatography. However, the determination of optimum binding condition directly in the 
column is time consuming and expensive. This present investigation reports rapid and cost effective technique 
to determine the binding of protein to the ion exchanger, even without the knowledge of the isoelectric point of 
target protein.  This technique has been tested to determine the optimum binding condition of 3 protein systems: 
1) adsorption of lysozyme by Streamline SP, 2) adsorption of recombinant enzyme β-glucosidase by Streamline 
Direct HST1, and 3) adsorption of phycocyanin by Streamline Direct HST1. Thus, this technique should be 
possible to apply to other protein adsorption systems using ion exchanger.    

 
Keywords: ion exchange, binding condition, protein separation 
 

1. บทนํา 
การแลกเปลี4ยนประจุเป็นหน่วยปฏิบติัการ

หนึ4 งในวิศวกรรมกระบวนการชีวภาพที4ใชใ้นการแยก
ผลิตภณัฑโ์ดยเฉพาะอยา่งยิ4งโปรตีนให้บริสุทธิ7  ทั<งนี<  
อนัตรกิริยาที4 เกิดขึ< นระหว่างโปรตีนเป้าหมายและ
ตัวกลางแลกเปลี4ยนประจุเป็นแรงเนื4องจากความ
แตกต่างของประจุ ซึ4 งขั< นตอนทั4วไปในการแยก
โปรตีนโดยเทคนิคนี< ประกอบด้วย 1) การเตรียม
ตวัอย่างและตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ 2) การดูดซับ
โปรตีนเป้าหมายบนตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ 3) การ
ลา้งตวักลางแลกเปลี4ยนประจุเพื4อกาํจดัสิ4งปนเปื< อนที4
ไม่ถูกดูดซบั และ 4) การชะโปรตีนเป้าหมายออกจาก
ตวักลางดูดซับ [1] โดยขั<นตอนที4 2 เป็นขั<นตอนที4มี
ความสาํคญัมากซึ4งประสิทธิภาพในการดูดซบัมีความ
เกี4ยวขอ้งกบัประจุของโปรตีนเป้าหมาย และค่าความ
เข้มข้นของเกลือในสารละลายที4โปรตีนเป้าหมาย
ละลายอยู ่

เนื4 องจากโปรตีนสามารถแสดงออกทั< ง
ประจุบวกและประจุลบขึ<นอยู่กบัค่าไอโซอิเล็กตริก 
(พีไอ) ของโปรตีน และพีเอชของสารละลายที4

โปรตีนละลายอยู่ โดยถา้พีเอชของสารละลายมีค่า
มากกว่าพีไอโปรตีนจะแสดงประจุลบ และถา้พีเอช
ของสารละลายมีค่าน้อยกว่าพีไอโปรตีนจะแสดง
ประจุบวก ดงันั<น การทาํให้โปรตีนบริสุทธิ7 โดยการ
แลกเปลี4ยนประจุจึงสามารถใช้ทั< งการแลกเปลี4ยน
ประจุบวกและการแลกเปลี4ยนประจุลบ อยา่งไรก็ตาม 
ตอ้งคาํนึงถึงความเสถียรของโปรตีนเป้าหมายร่วม
ด้วย ในกรณีที4 รู้ค่าพีไอของโปรตีนเป้าหมายจะ
สามารถกาํหนดพีเอชที4ใชใ้นการดูดซับไดโ้ดยอาศยั
หลักการเบื< องต้น คือ กําหนดค่าพีเอชตํ4ากว่าพีไอ
ประมาณหนึ4งหน่วยสาํหรับการแลกเปลี4ยนประจุบวก 
และกาํหนดค่าพีเอชสูงกวา่พีไอประมาณหนึ4 งหน่วย
สาํหรับการแลกเปลี4ยนประจุลบ สําหรับอิทธิพลของ
ความเข้มข้นของเกลือ พบว่าไอออนของเกลือที4
ละลายอยู่ในสารละลายสามารถรบกวนการจับกัน
ระหวา่งโปรตีนเป้าหมายกบัตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ 
โดยมีการรายงานว่าเมื4อความเขม้ขน้ของเกลือสูงขึ<น
ส่งผลให้ความสามารถในการดูดซับของโปรตีน
เป้าหมายโดยตวักลางแลกเปลี4ยนประจุลดลง [2] ทั<งนี<  
สาํหรับงานดา้นการแลกเปลี4ยนประจุบางครั< งอาจพบ
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การรายงานปริมาณเกลือที4ละลายอยูใ่นสารละลายใน
รูปค่าการนาํไฟฟ้าเนื4องจากเป็นค่าที4มีความสัมพนัธ์
โดยตรงกบัปริมาณเกลือที4วดัค่าไดง่้าย 

ในปัจจุบันเทคนิคการแลกเปลี4ยนประจุมี
การประยุกต์ในหลายรูปแบบ เช่น โครมาโตกราฟี
แบบฐานคงที4 (fixed bed) [3] และโครมาโตกราฟีแบบ
ฐานขยาย (expanded bed) [4] โดยพบวา่การหาสภาวะ
ที4เหมาะสมต่อการดูดซบัในคอลมัน์โดยตรงจะตอ้งใช้
เวลาและค่าใชจ่้ายสูงถึงแมว้า่ในปัจจุบนับริษทัผูผ้ลิต
ตวักลางแลกเปลี4ยนประจุจะมีการผลิตคอลมัน์ขนาด
เล็กเ พื4อใช้สําหรับหาสภาวะในการดํา เ นินการ
โดยเฉพาะ ดงันั<น ในการทดลองนี< จึงนาํเสนอเทคนิค
อย่างรวดเ ร็วแ ละประหยัดใน การหาสภาวะ ที4
เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ดู ด ซั บ โ ป ร ตี น ข อ ง ตัว ก ล า ง
แลกเปลี4ยนประจุ โดยไม่จําเป็นทราบค่าพีไอของ
โปรตีนเป้าหมาย 

 

2. วสัดุและวธีิการทดลอง 
แหล่งของโปรตนีตวัอย่างที�ใช้ศึกษา 
 ในการวจิยันี< เลือกใชโ้ปรตีนทดสอบ 3 ชนิด 
จาก 3 แหล่ง ที4มีความแตกต่างกนัทั<งในแง่ของชนิด
ของโปรตีน และคุณสมบติัของสารละลายที4โปรตีน
ละลายอยู่ เพื4อเป็นการยืนยนัว่าระบบที4ออกแบบขึ<น
สามารถประยกุตก์บัโปรตีนที4หลากหลาย ดงันี<  
 - ไข่ขาวของไข่ไก่ เป็นแหล่งของไลไซไซม ์
ซึ4 งเป็นโปรตีนที4 มีเพียง 1 หน่วยย่อย ที4 มีนํ< าหนัก
โมเลกุลประมาณ 14 กิโลดาลตัน และมีค่าพีไอ

ประมาณ 10.7 โดยไข่ขาวของไข่ไ ก่ มีค่ า พี เอช
ประมาณ 9.0-9.5 และมีค่าการนาํไฟฟ้าประมาณ 8.60 
มิลลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร 
 - ส่วนใสที4ไดจ้ากการแยกเซลล์ออกจากนํ< า
หมกัที4ไดจ้ากการเพาะเลี<ยงยีสต ์Pichia pastoris สาย
พนัธ์ุกลายที4มียีนเบตา้กลูโคสิเดส [2] เป็นแหล่งของ
เอนไซม์เบตา้กลูโคสิเดส ซึ4 งมีค่าพีไอประมาณ 5.5 
โดยโปรตีนชนิดนี< มี 4 หน่วยยอ่ยที4เหมือนกนั โดยแต่ละ
หน่วยย่อยมีนํ< าหนักโมเลกุลประมาณ 85 กิโลดาลตัน 
ทั< งนี<  ส่วนใสของนํ< าหมักจากการเพาะเลี< ยงยีสต์ P. 
pastoris ในงานวจิยันี< มีค่าพีเอชประมาณ 5.0 และมีค่า
การนาํไฟฟ้าประมาณ 18 มิลลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร 
 - ส่วนใสที4ได้จากการนําสารแขวนลอย
เซลลส์าหร่าย Anabaena siamensis TISTR 8012 มา
ทาํให้เซลล์แตกโดยวิธีแช่แข็ง-ละลายเป็นจาํนวน 3 
ครั< ง แลว้ทาํการหมุนเหวี4ยงเพื4อกาํจดักากเซลล์ เป็น
แหล่งของโปรตีนไฟโคไซยานิน (phycocyanin) ซึ4 งมี
ค่าพีไอประมาณ 4.64 โดยโปรตีนชนิดนี< มี 12 หน่วย
ย่อย ที4 ป ระ กอ บไป ด้วยห น่วยย่อ ยชนิด แอ ลฟ า
และเบตา้อย่างละ 6 หน่วยย่อย โดยหน่วยย่อยชนิด
แอลฟาและเบตา้มีนํ< าหนักโมเลกุลประมาณ 18 และ 
17 กิโลดาลตนั ตามลาํดบั ทั<งนี<  ส่วนใสที4ไดจ้ะมีค่า 
พีเอชประมาณ 7.0 และมีค่าการนําไฟฟ้าประมาณ 
0.58 มิลลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร ซึ4 งใกล้เ คียงกับ
สารละลายบัฟเฟอร์ที4ใชใ้นการละลายเซลล์สาหร่าย
ก่อนทาํใหเ้ซลลแ์ตก 
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รูปที� 1 ลิแกนดข์องตวักลางแลกเปลี4ยนประจุบวก  
ก) Streamline SP และ ข) Streamline Direct HST1 
 
ตวักลางแลกเปลี�ยนประจุ 
 ตวักลางแลกเปลี4ยนประจุที4ใชใ้นงานวิจยันี<
ทั<งหมดเป็นผลิตภณัฑข์องบริษทั GE Healthcare เมือง 
Uppsala ประเทศสวเีดน ไดแ้ก่ 
 - Streamline SP ซึ4 งเป็นตวักลางแลกเปลี4ยน
ประจุบวกที4มีลิแกนดเ์ป็นหมู่ซลัโฟเนต (รูปที4 1ก) 
 - Streamline Direct HST1 ซึ4 งเป็นตวักลาง
แลกเปลี4ยนประจุบวกที4มีหลายหมู่ฟังก์ชันประกอบ
กนัเป็นลิแกนด์ (รูปที4 1ข) ซึ4 งบริษทัผูผ้ลิตออกแบบ
ขึ<นมาให้สามารถทาํงานได้ในสภาวะที4มีค่าการนํา
ไฟฟ้าสูงได ้ 
 

การหาสภาวะที�เหมาะสมสําหรับการดูดซับโปรตีน
ของตวักลางแลกเปลี�ยนประจุ  

งานวจิยันี< เป็นกระบวนการอยา่งง่ายที4ใชใ้น
การหาสภาวะที4เหมาะสมต่อการดูดซับโปรตีนของ
ตวักลางดูดซบั ซึ4งมีขั<นตอน ดงันี<  (รูปที4 2) 

1 .  เ ติ มตัวก ลา งแ ลก เป ลี4 ย นป ระ จุ  0 . 5 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ที4มี
ฝาปิดประมาณ 5-10 หลอด 
 2. เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์สาํหรับทาํให้
ตวักลางแลกเปลี4ยนประจุอิ4มตวั ที4มีความเขม้ขน้ 0.5 
และ 0.05 โมลาร์ และมีพีเอชแตกต่างกนั 5-10 พีเอช 
โดยควรมีพีเอชในช่วง 5-9 สําหรับการแลกเปลี4ยน
ประจุลบ และพีเอช 4-8 สาํหรับการแลกเปลี4ยนประจุ
บวก (ในงานวิจัยนี< ที4พีเอช 4.0-5.5 ใช้โซเดียมอะซิ-
เทรตบัฟเฟอร์ และที4พีเอช 6.0-8.0 ใช้โพแทสเซียม
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์) 

3. ทาํใหต้วักลางแลกเปลี4ยนประจุอิ4มตวัครั< ง
ที4 1 โดยเติมสารละลายบฟัเฟอร์แต่ละพีเอชลงในแต่
ละหลอดจากขอ้ 1 หลอดละ 10 มิลลิลิตร นาํไปเขย่า
บนเครื4องเขย่าเป็นเวลา 10 นาที แลว้ทาํการเปลี4ยน
สารละลายบฟัเฟอร์ใหม่ โดยทาํทั<งหมด 5 ครั< ง โดยใช้
สารละลายบฟัเฟอร์ที4มีความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์  

 

 
รูปที� 2 การหาสภาวะที4เหมาะสมสาํหรับการดูดซบัโปรตีนของตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ ก) พีเอช และ ข) ความ
เขม้ขน้ของเกลือหรือค่าการนาํไฟฟ้า  
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4. ทาํให้ตวักลางแลกเปลี4ยนประจุอิ4มตวัครั< ง
ที4 2 โดยดูดสารละลายบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ 
จากหลอดในขอ้ 3 ทิ<ง แลว้ดาํเนินการเช่นเดียวกบัขอ้ 3 
โดยใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ที4มีความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ 
และเพิ4มการดาํเนินการเป็น 10 ครั< ง 

5. ดูดสารละลายบัฟเฟอร์ทิ<ง จากนั< นเติม
สารละลายโปรตีนตวัอยา่งปริมาตร 1-5 มิลลิลิตร ที4มี
พีเอชเท่ากบัสารละลายบฟัเฟอร์ที4ใชท้าํให้ตวักลางดูด
ซบัอิ4มตวัลงในแต่ละหลอด นาํไปเขยา่บนเครื4องเขยา่
เป็นเวลา 1 ชั4วโมง ซึ4 งในขั<นตอนนี< เป็นขั<นตอนที4
โปรตีนเป้าหมายจะถูกดูดซบัดว้ยตวักลางแลกเปลี4ยน
ประจุ โดยในหลอดที4โปรตีนเป้าหมายถูกดูดซบัไดดี้ก็
จะเหลือโปรตีนเป้าหมายละลายในสารละลายน้อย 
(สําหรับชุดทดลองควบคุมให้นาํสารละลายโปรตีน
ตัวอย่าง ที4 พี เอชต่างๆ ใส่ลงแต่ละหลอดที4 ไม่ มี
ตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ แลว้นาํไปเขยา่พร้อมกบัชุด
ทดลอง) 

6. เมื4อครบ 1 ชั4วโมง ตั< งทิ<งไวใ้ห้ตวักลาง
แลก เปลี4ยนประจุนอนกน้ ดูดเอาส่วนใสมาวิเคราะห์
ปริมาณโปรตีนเป้าหมาย  

7. ที4กล่าวมาทั< งหมดเป็นการหาพีเอชที4
เหมาะสมต่อการดูดซบั สาํหรับการหาค่าการนาํไฟฟ้า
ที4 เ ห ม า ะ สม ต่ อ ก า ร ดู ด ซับ สา ม า ร ถ ดํา เ นิ น ก า ร
เช่นเดียวกันโดยทาํการแปรผนัค่าความเขม้ขน้ของ
เกลือในสารละลายโปรตีนซึ4งเป็นค่าที4มีความสัมพนัธ์
โดยตรงกับค่าการนําไฟฟ้า โดยทั4วไปนิยมใช้เกลือ
โซเดียมคลอไรด ์(รูปที4 2ข) 

8. ทาํการคาํนวณค่าความจุที4สภาวะสมดุล 
(equilibrium capacity, Qeq) โดยอาศยัสมการที4 1 ซึ4 ง
เป็นค่าที4นิยมใชใ้นการรายงานความสามารถในการ
ดูดซบัของตวักลางดูดซบั 

0( )eq l

ads

C C V
Qeq

V

−
=  (1) 

 
เมื4อ C0    คือ ค่าความเขม้ขน้โปรตีนเริ4มตน้ 

Ceq   คือ ค่าความเข้มข้นโปรตีนที4สภาวะ
สมดุลหลงัจากผา่นการดูดซบั 

Vl         คือ ปริมาตรของทั<งระบบ 
Vads    คือ ปริมาตรตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ  
 

วธีิการวเิคราะห์ 
 1. กิจกรรมของไลโซไซมว์เิคราะห์ตามวิธีที4
อธิบายโดย Wilken และ Nikolov (2006) [5] โดยการ
วดัความขุ่นที4ลดลงของสารแขวนลอยของเซลล ์
Micrococcus luteus ซึ4 งไลโซไซม ์1 หน่วย มีค่าเท่ากบั
ปริมาณไลโซไซม์ที4ทาํให้ค่าการดูดกลืนแสงที4 450 
นาโนเมตร ลดลง 0.001 ต่อนาที โดยในการทดลองนี<
จะรายงานความเข้มข้นของ ไลโซไซม์ในหน่วย
มิลลิกรัมของไลโซไซม์โดยใชไ้ลโซไซมข์องบริษทั 
Fluka เป็นสารมาตรฐาน 
 2. กิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคสิเดสทาํ
ตามวิธีที4เสนอโดย Evans (1985) [6] ซึ4 งเป็นวิธีที4วดั 
p-nitrophenol ที4ปลดปล่อยออกมาจากโมเลกุลของ p-
nitrophenyl-β-D-glucopyranoside เนื4องจากการทาํงาน
ของเอนไซมเ์บตา้กลูโคสิเดส โดยกาํหนดให้ 1 หน่วย 
มีค่าเท่ากบัปริมาณเอนไซมที์4ปลดปล่อย p-nitrophenol 
1 ไมโครโมลต่อนาที 
 3. ความเขม้ขน้ของโปรตีนไฟโคไซยานิน
วิเคราะห์โดยการวดัค่าดูดกลืนแสงที4ความยาวคลื4น 
615 652 และ 730 นาโนเมตร จากนั<นนาํค่าการ
ดูดกลืนแสงที4วดัได้มาคาํนวณหาความเข้มข้นของ
โปรตีนไฟโคไซยานินตามสมการที4 2 [7]  
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4. โซเดียมโดดิซิลซลัเฟต-พอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (SDS-PAGE) ดาํเนินการตาม
หลกัการของ Laemmli (1970) [8] 
 5. ค่าพีเอช และค่าการนาํไฟฟ้า  ค่าพีเอชวดั
โดยใชเ้ครื4องวดัค่าพีเอชของ HACH COMPANY รุ่น 
SensIONTM และค่าการนาํไฟฟ้าวดัโดยเครื4องวดัค่า
การนําไฟฟ้า (Conductivity meter) ของ Hand-held 
Conductivity /TDS meter รุ่น CON 6/TDS 6 
 

3. ผลการทดลองและวจิารณ์ผล 
3.1 การศึกษาสภาวะที�เหมาะสมต่อการดูดซับไลไซไซม์
ของตวักลางแลกเปลี�ยนประจุบวก Streamline SP 

การทดลองในส่วนนี< เป็นระบบแรกที4ใชใ้น
การทดสอบเทคนิคที4ออกแบบ โดยระบบที4ศึกษา คือ 
การดูดซับ ไลไซไซม์ของตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ
บวก Streamline SP โดยระบบนี<ไดท้าํการศึกษาปัจจยั
ร่วม 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ ผลของค่าการนาํไฟฟ้าในรูปของ
ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ในช่วง 0-800 
มิลลิโมลาร์ (มีค่าการนาํไฟฟ้าในช่วงประมาณ 5-70 
มิลลิซีเมนส์) และผลของพีเอชในช่วง 4.0-8.0 โดยทาํ
การปรับค่าความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์
และพีเอชของสารละลายไข่ขาวให้ได้ค่าตามที4
ตอ้งการศึกษาก่อนทาํการดูดซับ ซึ4 งผลการทดลองที4
ไดแ้สดงดงัรูปที4 3 ในรูปของค่าความจุที4สภาวะสมดุล 
(Qeq) โดยถา้ค่า Qeq สูงแสดงวา่ดูดซบัไลโซไซมไ์ดดี้  

จากรูปที4 3 เมื4อพิจารณาเฉพาะอิทธิพลของ 
พีเอช พบวา่เมื4อพีเอชสูงขึ<นให้ค่า Qeq ลดลง อยา่งไร
ก็ตาม พบวา่ที4ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์

ไม่เกิน 100 มิลลิโมลาร์ Streamline SP สามารถดูดซบั 
ไลโซไซมไ์ดดี้ในทุกพีเอชที4ทาํการศึกษา ซึ4 งเป็นการ
แสดงใหเ้ห็นวา่ค่าพีไอของไลโซไซมมี์ค่าสูงกวา่พีเอช
สูงที4สุดที4ใชใ้นการศึกษา (พีเอช 8.0) ทั< งนี<  เนื4องจาก
ไข่ขาวมีค่าการนําไฟฟ้าตํ4า ดังนั<น การเลือกใช้พีเอช 
8.0 ในการดูดซับจึงเหมาะสมกว่าการเลือกใชพ้ีเอช
ที4ต ํ4ากว่า เนื4องจากในไข่ขาวมีโปรตีนชนิดอื4นที4มีค่า
พีไอในช่วง 4.6-6.6 มากถึง 67 เปอร์เซ็นต ์[9] ซึ4 งการ
เลือกใช้พี เอช 4 .0 ในการดูดซับ ถึงแม้ว่าจะให้
ประสิทธิภาพในการดูดซับไลโซไซม์สูงกว่าแต่จะ
ส่งผลเสียในแง่ความบริสุทธิ7 ของโปรตีนเป้าหมาย
เนื4องจากจะมีโปรตีนปนเปื< อนปริมาณมาก 

[NaCl] (mM)
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รูปที� 3 อิทธิพลของพีเอชและความเขม้ขน้ของเกลือ
ต่อค่าความจุที4สภาวะสมดุล (Qeq) ของตัวกลาง
แลกเปลี4ยนประจุบวก Streamline SP ในการดูดซับ 
ไลโซไซม ์
 
 เมื4อพิจารณาอิทธิพลจากค่าการนาํไฟฟ้าใน
รูปของความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ พบวา่
ค่า Qeq จะลดลงเมื4อค่าการนําไฟฟ้าเพิ4มขึ<น (ความ
เขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์เพิ4มขึ<น) เนื4องจาก
ไอออนของเกลือจะขดัขวางการดูดซับโปรตีนของ
ตวักลางแลกเปลี4ยนประจุทาํให้ไลโซไซม์ถูกดูดซับ
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ได้น้อยลง ซึ4 งสอดคล้องกับการรายงานของ Jahic 
และคณะ (2006) [4] ทั< งนี<  ถึงแม้ว่าที4ความเข้มข้น
เกลือโซเดียมที4 0 และ 50 มิลลิโมลาร์ จะให้ค่า Qeq ไม่
ต่างกัน แต่ในการดาํเนินการจริงควรเลือกใช้ความ
เขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 50 มิลลิโมลาร์ 
เนื4องจากในระบบนี< ความเขม้ขน้ของเกลือที4เพิ4มขึ<น
เล็กน้อยจะช่วยลดโปรตีนปนเปื< อนโดยไม่ส่งผลต่อ
ความสามารถในการดูดซบัไลโซไซม ์ดงันั<น สภาวะที4

เหมาะสมสําหรับการดูดซับไลโซไซม์จากสารละลาย
ไข่ขาวของตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ Streamline SP 
คือ ระบบบัฟเฟอร์ที4มีพีเอช 8.0 และมีความเขม้ขน้
ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 50 มิลลิโมลาร์ ซึ4 งเมื4อ
ดาํเนินการภายใตส้ภาวะดงักล่าวและติดตามผลโดย 
SDS-PAGE ไดผ้ลดงัรูปที4 4 ซึ4งแสดงใหเ้ห็นวา่วธีิการ
ที4นาํเสนอนี< สามารถใชห้าสภาวะที4เหมาะสมในการ
ดูดซบัไลโซไซมโ์ดย Streamline SP 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4 การติดตามการดูดซบัไลโซมจ์ากสารละลายไข่ขาวดว้ยตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ Streamline SP ในระบบที4
พีเอช 8.0 และมีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 50 มิลลิโมลาร์ เมื4อแถวที4 1) คือ โปรตีนมาตรฐาน 2) คือ 
ไลโซไซมเ์ขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Fluka) 3) คือ สารละลายไข่ขาวก่อนการดูดซบั และ 4) คือ สารละลาย
ส่วนใสหลงัการดูดซบั 
 
3.2 การศึกษาสภาวะที� เหมาะสมต่อการดูดซับ
เอนไซม์เบต้ากลูโคสิเดสของตัวกลางแลกเปลี�ยน
ประจุบวก Streamline Direct HST1 

การทดลองในส่วนนี< เป็นตวัแทนของระบบ
ที4โปรตีนเป้าหมายเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีน (รีคอม
บิแนนทเ์อนไซมเ์บตา้กลูโคสิเดส) ที4ไดจ้ากระบบการ
แสดงออกโดย P. pastoris ซึ4 งส่วนใสที4ไดจ้ากการ
แยกเซลล์ออกจากนํ< าหมักจะมีค่ าการนําไฟฟ้า

ค่อนขา้งสูงสําหรับการแลกเปลี4ยนประจุโดยทั4วไป 
(ประมาณ 18 มิลลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร) [2] ดังนั<น 
การทดลองในส่วนนี< จึงเลือกใช ้Streamline Direct 
HST1 ซึ4งบริษทัผูผ้ลิตแนะนาํวา่สามารถทาํงานไดใ้น
สภาวะที4มีค่าการนาํไฟฟ้าสูงได ้

การทดลองในส่วนนี< มีความแตกต่างจาก
ระบบแรกที4ศึกษาการดูดซับไลไซไซม์ของตวักลาง
แลกเปลี4ยนประจุบวก Streamline SP ซึ4 งทาํการศึกษา

�  ไลโซไซม ์    

 

64.2 kDa 

48.8 kDa 

37.1 kDa 

25.9 kDa 

 

19.4 kDa 

14.8 kDa 

6.0 kDa 

    1           2            3            4 
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ปัจจัยร่วม 2 ปัจจัย ในเวลาเดียวกันทําให้จํานวน
หน่วยทดลองมีปริมาณมากถึง 35 หน่วยทดลอง แต่
ในการทดลองนี< จะเลือกศึกษาทีละปัจจยั คือ พีเอช (5 
หน่วยทดลอง) และค่าการนาํไฟฟ้า (6 หน่วยทดลอง) 
ซึ4 งพบว่ามีจาํนวนหน่วยทดลองรวมเพียง 11 หน่วย
ทดลอง ทาํใหป้ระหยดัเวลาและวสัดุในการวจิยั ซึ4งผล
การทดลองที4ไดแ้สดงดงัรูปที4 5 
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รูปที� 5 ค่าความจุที4สภาวะสมดุล (Qeq) ของตวักลาง
แลกเปลี4ยนประจุบวก Streamline Direct HST1 ในการ
ดูดซบัเบตา้กลูโคสิเดส (ก) อิทธิพลของพีเอช (ควบคุม
ค่าการนาํไฟฟ้าเท่ากบั 15.0 มิลลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร 
และค่าความเข้มข้นของเอนไซม์เบต้ากลูโคสิเดส
เริ4มตน้ (C0) 2.69 หน่วยต่อมิลลิลิตร) และ (ข) อิทธิพล
ของค่าการนาํไฟฟ้า (ควบคุมค่าพีเอชเท่ากบั 4.0 และ
ค่า C0 1.22 หน่วยต่อมิลลิลิตร) 
 
 จากผลการทดลองพบว่าเมื4อพีเอชสูงขึ< น
ส่งผลให้ค่า Qeq ลดลง (รูปที4 5ก) อยา่งไรก็ตาม ใน
ระบบนี<ไม่สามารถลดค่าพีเอชที4ใชใ้นการศึกษาให้ตํ4า
กว่า 4.0 เนื4องจากเอนไซม์เบตา้กลูโคสิเดสที4ใช้ใน

งานวิจัยนี< ไม่เสถียรที4พีเอชตํ4ากว่า 4.0 เมื4อพิจารณา
อิทธิพลของค่าการนาํไฟฟ้า พบว่าการเพิ4มค่าการนํา
ไฟฟ้าจาก 6.4 เป็น 47.0 มิลิซีเมนส์ต่อเซนติเมตร 
ส่งผลให้ค่า Qeq ลดลงเพียง 15 เปอร์เซ็นต์ เท่านั<น 
(รูปที4 5ข) แสดงให้เห็นวา่ Streamline Direct HST1 
สามารถทาํงานไดดี้แมใ้นสภาวะที4มีค่าการนําไฟฟ้า
สูงก็ตาม ซึ4 งจากการทดลองทาํให้ทราบพีเอชและค่า
การนาํไฟฟ้าสาํหรับการดูดซบั รวมถึงทราบอีกวา่การ
ดูดซบัรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากนํ< าหมกัที4ไดจ้ากการ
เพาะเลี<ยง P. pastoris โดย Streamline Direct HST1 
ไม่จาํเป็นตอ้งทาํการเจือจางนํ< าหมกัเพื4อลดค่าการนาํ
ไฟฟ้าก่อนดาํเนินการดูดซบั 
 
3.3 การศึกษาสภาวะที�เหมาะสมต่อการดูดซับโปรตีน
ไฟโคไซยานินของตัวกลางแลกเปลี�ยนประจุบวก 
Streamline Direct HST1 
 การทดลองในส่วนนี< เป็นตวัแทนของการดูด
ซับโปรตีนที4อยู่ในเซลล์ซึ4 งตอ้งผ่านการทาํให้เซลล์
แตกเพื4อปลดปล่อยโปรตีนก่อนทาํการดูดซบั โปรตีน
ติดตามที4ใช ้คือ โปรตีนไฟโคไซยานินจากสาหร่าย A. 
siamensis TISTR 8012 ซึ4 งมี 12 หน่วยยอ่ย คือ หน่วย
ย่อยชนิดแอลฟาและเบตา้อย่างละ 6 หน่วยย่อย โดย
ระบบนี< เลือกศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการดูดซับ
เพียงปัจจยัเดียว เนื4องจากสารละลายตวัอยา่งเริ4มตน้มี
ค่ า กา รนํา ไฟ ฟ้า ตํ4 าม าก  (0 .5 8  มิ ลลิ ซี เม นส์ ต่ อ
เซนติเมตร) อยา่งไรก็ตาม การทดลองในส่วนนี< ยงัคง
เลือกใช ้Streamline Direct HST1 โดยไม่ไดค้าํนึงถึง
ความสามารถในการทาํงานไดใ้นสภาวะที4มีค่าการนาํ
ไฟฟ้าสูง แต่ใหค้วามสาํคญัต่อค่าความจุในการดูดซบั
ซึ4 งมีการรายงานว่ามีค่าความจุของการดูดซับสูงกว่า 
Streamline SP [2] 
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รูปที� 6 อิทธิพลของพีเอชต่อค่าความจุที4สภาวะสมดุล 
(Qeq) ของตวักลางแลกเปลี4ยนประจุบวก Streamline 
Direct HST1 ในการดูดซับโปรตีนไฟโคไซยานิน 
(ควบคุมค่าการนาํไฟฟ้าเท่ากบั 0.58 มิลลิซีเมนส์ต่อ
เซนติเมตร และค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนไฟโคไซ-
ยานินเริ4มตน้ 0.31 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 

ผลการทดลองแสดงดงัรูปที4 6 ซึ4 งพบวา่เมื4อ
ทาํการเพิ4มพีเอชในช่วง 5.0-7.5 จะส่งผลให้ค่า Qeq 
ลดลง ซึ4งที4พีเอช 5.0 มีความเหมาะสมต่อดูดซบัโปรตีน
ไฟโคไซยานินโดยให้ค่า Qeq สูงที4สุด 3.0 มิลลิกรัม
ไฟโคไซยานินต่อมิลลิลิตรของตวักลางแลกเปลี4ยน
ประจุ ทั<งนี<  ถึงแมว้า่การลดพีเอชจะมีแนวโนม้ที4จะให้
ค่า Qeq สูงขึ<น แต่จากการทดลองพบวา่ที4พีเอชตํ4ากวา่ 
5.0 โปรตีนไฟโคไซยานินจะตกตะกอนจึงไม่เหมาะที4
จะดาํเนินการที4พีเอชตํ4ากวา่ 5.0 

สาํหรับการติดตามผลการทดลองดว้ย SDS-
PAGE (รูปที4 7) พบแถบของโปรตีนหลกั 2 แถบ ที4มี
ขนาดโมเลกุลประมาณ 17 และ 18 กิโลดาลตนั ซึ4 ง
จากการยอ้มเจลด้วยซิงค์อะซิเตรตและตรวจสอบ
ภายใตแ้สงยวู ี[10] พบวา่เกิดการเรืองแสงสีสม้ซึ4งเป็น
การยืนยนัว่าแถบดงักล่าวเป็นไฟโคบิลิโปรตีน ซึ4 งมี
ขนาดสอดคลอ้งกบัขนาดของหน่วยยอ่ยชนิดแอลฟา

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที� 7 การติดตามการศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการดูดซับโปรตีนไฟโคไซยานินของตวักลางแลกเปลี4ยนประจุ 
Streamline Direct HST1 ดว้ย SDS-PAGE เมื4อแถวที4 1 คือ โปรตีนมาตรฐาน แถวที4 2-9 คือ สารละลายส่วนใสหลงั
การดูดซบัที4พีเอช 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00 6.50 7.00 และ 7.50 ตามลาํดบั และแถวที4 10 คือ สารละลายเริ4มตน้
ก่อนการดูดซบั 
 

      1       2       3        4       5      6       7       8       9      10  
100 kDa  

70   kDa  

55   kDa  

40   kDa  

35   kDa  

25   kDa  

 

17   kDa  

 

11   kDa  

�  ไฟโคไซยานิน 
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และเบตา้ของไฟโคไซยานิน โดยที4พีเอช 5.0 ตรวจ
พบแถบของไฟโคไซยานินนอ้ยที4สุดและความเขม้
ของแถบของไฟโคไซยานินจะมากขึ<นตามพีเอชซึ4 ง
แสดงว่าที4พีเอชสูงขึ<นมีการดูดซับโปรตีนไฟโคไซ-
ยานินไดน้อ้ยลง 
 
4. สรุป 

เทคนิคอยา่งรวดเร็วและประหยดัในการหา
สภาวะในการดูดซบัโปรตีนของตวักลางแลกเปลี4ยน
ประจุ ที4 นํา เสนอเป็น เทคนิคที4 ใช้เวลาน้อยและ
ประหยดัค่าใช้จ่ายโดยใช้สารเคมีและวสัดุทดลอง
นอ้ยลง ซึ4งสามารถใชใ้นหาสภาวะที4เหมาะสมต่อการ
ดูดซับของตัวกลางแลกเปลี4ยนประจุใน 3 ระบบ
ทดสอบ ที4 มีความแตกต่างกันทั< งในแง่ชนิด ขนาด 
คุณสมบัติ  และแหล่งของโปรตีน รวมถึงชนิด
คุณสมบัติของตัวกลางแลกเปลี4ยนประจุ ดังนั< น 
เทคนิคที4นาํเสนอนี< จึงน่าจะสามารถประยกุตก์บัระบบ
การดูดซบัโปรตีนชนิดอื4นโดยใชต้วักลางแลกเปลี4ยน
ประจุไดเ้ช่นกนั  
 

5. กติติกรรมประกาศ 
ค ณ ะ ผู ้ วิ จั ย ข อ ข อ บ คุ ณ ก อ ง ทุ น วิ จั ย

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์  ( ปี  25 50)  ที4 ให้ ทุ น
สนับสนุนการทําวิจัยโครงการนี<  และขอของคุณ
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ที4 ส่งเสริม
บุคลากรในสงักดัใหไ้ดท้าํงานวจิยั 
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