
 

i 
 

 รหสัโครงการ 103106 
สญัญาเลขท่ี 1/2558 

 
รายงานวิจยัฉบบัสมบรูณ์ 

 
โครงการการผลิตเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม ์ACE 

(Angiotensin-I Converting Enzyme)  
จากโปรตีนปลานิล ด้วยปฏิกรณ์เมมเบรนเอนไซม ์

 
Production of Angiotensin-I Converting Enzyme (ACE) 

Inhibitory Peptides from Tilapia Protein using 
Enzymatic Membrane Reactor 

 

 
นางสาวนรินทร ์ เจริญพนัธ ์
คณะเทคโนโลยีการเกษตร   

มหาวิทยาลยับรูพา วิทยาเขตสระแก้ว 
 

กนัยายน 2558 
 



 

ii 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

งานวิจัยนี้ ได้ร ับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล     
(งบประมาณแผ่นดนิ) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2558  มหาวทิยาลยับรูพาผ่านส านกังานคณะกรรมการ 
การวจิยัแห่งชาต ิเลขทีส่ญัญา 1/2558 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

iii 
 

Acknowledgment 
 

This work was financially supported by the Research Grant of Burapha University through 
National Research Council of Thailand (Grant no. 1/2558) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

iv 
 

บทคดัย่อ 
 

การเกดิฟลาวลิง่เป็นปัญหาส าคญัของระบบอลัตราฟิลเตรชนั หลายเทคนิคถูกน ามาใชใ้นการ
เพิม่ประสทิธภิาพการกรองเพื่อเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทระหว่างการกรองดว้ยอลัตราฟิลเตรชนั  ระบบ 
gas-liquid two-phase flow เป็นเทคนิคหนึ่งทีน่่าสนใจส าหรบัการเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท งานวจิยันี้
มกีารศกึษาผลของขนาดเมมเบรน (molecular weight cut off; MWCO) ความดนัขบั (transmembrane 
pressure; TMP) ความเรว็ตามขวาง (cross flow velocity; CFV) และ gas-liquid two-phase flow ต่อ
การแยกเพปไทดท์ีม่ต่ีอการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE จากเนื้อปลานิลดว้ย
กระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั 

โปรตนีจากเนื้อปลานิลถูกย่อยดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L  และน าไปแยกดว้ยเมมเบรนขนาด 
MWCO 1  5  และ 10 กโิลดาลตนั  หลงัจากนัน้คดัเลอืกเมมเบรนทีม่ขีนาดเหมาะสมในการแยกเพปไทด์
ทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE เพื่อศกึษาผลของความดนัขบั ความเรว็ตามขวาง และผลของการ 
gas-liquid two-phase flow ทีค่วามเคน้เฉือน 0.020 0.026 0.030 และ 0.039 ต่อค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท
และกจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ 
(Completely Randomized Design; CRD) จากผลการทดลอง พบว่า เมมเบรนขนาด MWCO 1 กโิลดาล
ตนั ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด เหมาะสมทีจ่ะน าไปศกึษาใน
ขัน้ตอนต่อไป  การเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทแปรผนัตรงกบัค่าความดนัขบัและความเรว็ตาม
ขวาง โดยทีค่วามดนัขบั 2 บาร ์ความเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ีและการเพิม่ความเคน้เฉือนที ่0.039 
ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE สงูทีสุ่ด  ดงันัน้สภาวะทีเ่หมาะสมในการ
แยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ดว้ยเมมเบรนทีม่ ีMWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั  ทีค่วาม
ดนัขบั 2 บาร ์ควาเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ีความเคน้เฉือน 0.039 ซึง่ใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอท และ 
ค่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงู 

ระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซมถ์ูกน ามาใชใ้นการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพ  ในการศกึษา
ครัง้นี้ระบบ cyclic batch enzymatic membrane reactor (CBEMR) ถูกน ามาใชใ้นการผลติเพปไทดท์ีม่ ี
ต่อการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยเมมเบรนขนาด MWCO 1 
กโิลดาลตนั  การด าเนินการของระบบมกีารยอ่ยสารละลายโปรตนีดว้ยเอนไซมโ์ปรตนีเอสและแยกเพป
ไทดด์ว้ยอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส และค่าความเป็นกรดด่าง 8  การศกึษาตดิตามปัจจยัต่างๆ ทีม่ผีล
ต่อค่าคอนเวอรช์ัน่ (conversion) และ ผลติภาพ (productivity) ของระบบ CBEMR  และศกึษาผลของ 
gas-liquid two-phase flow ทีค่วามเคน้เฉือน 0.020 0.026 0.030 และ 0.039 ต่อค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท
และกจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ 
จากผลการทดลอง พบว่า การยอ่ยสารละลายโปรตนีบางส่วนดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ทีเ่วลาการยอ่ย 
90 นาท ี ก่อนน าเขา้สู่ระบบ CBEMR ท าใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทลดลงเลก็น้อย  การใชค้วามดนัขบัที ่
1.3 บาร ์และความเรว็ตามขวาง 1.5 เมตรต่อวนิาท ี ใหค้่าคอนเวอรช์ัน่และผลติภาพของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิ ์
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ในการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด  และการประยกุตใ์ชร้ะบบ gas-liquid two-phase flow สามารถลด
การเกดิเมมเบรนฟลาวลิง่และเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอททัง้นี้ขึน้อยู่กบัค่าความเคน้เฉือนทีใ่ช ้ จาก
การศกึษาในครัง้นี้พบว่า ค่าความเคน้เฉือนที ่ 0.039 ใหค้่าคอนเวอรช์ัน่และผลติภาพของเพปไทดท์ีม่ ี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด  คอื รอ้ยละ 202 และ 0.9 มลิลกิรมัเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม ์ ACE ต่อยนูิตของเอนไซม ์ ตามล าดบั จากผลการท าลองชีใ้หเ้หน็ว่าระบบ CBEMR มี
ประสทิธภิาพสงู สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพได ้
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Abstract 
 

Membrane fouling is a major problem in ultrafiltration system. Several techniques have 
been proposed to enhance the permeate flux during ultrafiltration. Among them, two-phase flow 
is a promising technique for permeate flux enhancement.  This work aimed to investigate the 
effect of molecular weight cut off (MWCO), transmembrane pressure (TMP), cross flow velocity 
(CFV) and gas-liquid two-phase flow on permeate flux and antioxidant peptides separation during 
ultrafiltration of tilapia protein hydrolysate.   

Tilapia protein was hydrolyzed by Alcalase 2.4L and Angiotensin-I converting enzyme 
(ACE) inhibitory peptides were separated using 1, 5 and 10 kDa hollow fiber membranes. After 
that the most suitable membrane for separating ACE inhibitory peptides was used to investigate 
the effect of TMP and CFV on permeate flux and ACE inhibitory peptides capacity.  Finally, the 
influence of gas sparging, with shear stress number of 0.020, 0.026, 0.030 and 0.039 on 
permeate flux and ACE inhibitory peptides capacity were studied. This work used Completely 
Randomized Design (CRD) for experiments.  The results showed that the membrane with MWCO 
of 1 kDa was found to be the most suitable molecular weight for separating ACE inhibitory 
peptides. The peptides fraction in 1 kDa permeate gave the highest ACE inhibitory peptides 
capacity.  The permeate flux tended to increase with TMP and CFV.  Operating at TMP of 2 bar 
and CFV of 2 m s-1 gave highest ACE inhibitory peptides permeation.  The addition of shear 
stress number up to 0.039 led to increase in permeate flux up to 42 %. Moreover, the gas 
sparging at shear stress number of 0.039 led to a significant increase of ACE inhibitory peptides 
capacity.  In conclusion,  the best conditional of ACE inhibitory peptides separation from tilapia 
protein hydrolysate with 1 kDa membrane was operating at TMP of 2 bar and CFV of 2 m s-1. 
Shear stress number up to 0.039 gave the best improvement of permeate flux, and ACE inhibitory 
activity of the permeate was increased.   

The use of enzymatic membrane reactor to integrate a reaction vessel with a membrane 
separation unit is emerging as a beneficial method for producing bioactive peptides. In this study, 
the cyclic batch enzymatic membrane reactor (CBEMR) was employed to produce ACE inhibitory 
peptides from tilapia protein.  A hollow fiber membrane (MWCO 1 kDa) was equipped with stirred 
reactor tank. The enzymatic hydrolysis and separation of peptides conditions were performed at 
constant temperature (50°C) and pH (8). The investigation was focused on the effect of process 
parameters on ACE inhibitory peptides conversion and productivity during CBEMR. Furthermore, 
the influence of gas sparging, with shear stress number of 0.020, 0.026, 0.030 and 0.039  on 
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permeate flux and ACE inhibitory peptides capacity were studied. This work used CRD for 
experiments.  It was found that proteins have to be pre-hydrolyzed for 90 min with Alcalase 2.4L 
before introduce to CBEMR to reduce flux decline due to fouling.  Operating at TMP of 1.3 bar 
and CFV of 1.5 m s-1, gave the highest ACE inhibitory conversion and productivity. The use of 
gas-liquid two-phase flow could reduce membrane fouling and increase the permeate flux, 
depending on gas injection factor. Moreover, the gas sparging at shear stress number of 0.039 
led to a significant increase of ACE inhibitory peptides capacity. The ACE inhibitory activity 
conversion and productivity were 202 % and 0.9 mg ACE inhibitory peptides/unit of enzyme, 
respectively. This result indicates that CBEMR was successfully employed to produce bioactive 
peptides. 
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,  and ; enzyme activity of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039, 
respectively) 

48 

21 Effect of gas-liquid two-phase flow on protein conversion and productivity of protein 
during CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0  = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time 
= 90 min, TMP = 1.3 bar, CFV = 1.5 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume 
= 550 mL) (, ,  and ; conversion of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 
0.039 and , ,  and ; productivity of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 
0.039, respectively) 

49 

22 Effect of gas-liquid two-phase flow on ACE inhibitory capacity conversion and 
productivity of ACE inhibitory peptides during CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0  = 
20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP = 1.3 bar, CFV = 1.5 m s-1, 
temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL) (, ,  and ; 
conversion of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039 and , ,  and ; 
productivity of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039, respectively) 

50 
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ค าอธิบายสญัลกัษณ์และค าย่อท่ีใช้ในการวิจยั (List of Abbreviations) 
 
Af ความสามารถของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE 

ในสารละลายเริม่ตน้ (µg captopril g-1 protein) 
Angiotensin Converting enzyme ACE 
Ap ความสามารถของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE 

ในเพอมเิอททีเ่วลาใดๆ (µg captopril g-1 protein)   
Cf ความเขม้ขน้ของโปรตนีในสารละลายเริม่ตน้ (mg mL-1) 
Concentration polarization คอนเซน็เตรชัน่โพลาไรเซชัน่ 
Conversion ค่าคอนเวอรช์ัน่ 
Cp ความเขม้ขน้ของโปรตนีในเพอมเิอททีเ่วลาใดๆ  (mg mL-1)   
Crossflow velocity (CFV) ความเรว็ตามขวาง (m s-1) 
Degree of hydrolysis (DH) ระดบัการยอ่ย 
Enzyme concentration ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์(unit mL-1 of protein) 
Fouling ฟาวลิง่ 
Ft อตัราการไหลของเพอมเิอททีเ่วลาการยอ่ยใดๆ (mL min-1) 
Gas-liquid two-phase flow การไหลแบบ 2 สถานะของก๊าซของเหลว  
Molecular weight cut-off  ขนาด MWCO 
Permeate เพอมเิอท 
Permeate flux (J) ฟลกัซข์องเพอมเิอท (m s-1) 
Productivity ผลติภาพ 
Protein conversiont ค่าโปรตนีคอนเวอรช์ัน่ทีเ่วลาใดๆ 
Protein transmission (Tp) ค่าการส่งผ่านโปรตนี 
Recovery ค่ารคีฟัเวอรี ่
Retentate รเีทนเทท 
Rif ความตา้นทานฟาวลิง่แบบผนักลบัไมไ่ด ้(irreversible fouling) 

(m-1) 
Rif-ex ความตา้นทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไมไ่ด ้(external 

irreversible fouling) (m-1) 
Rif-ex ความตา้นทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไมไ่ด ้(external 

irreversible fouling) (m-1) 
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ค าอธิบายสญัลกัษณ์และค าย่อท่ีใช้ในการวิจยั (List of Abbreviations)  ต่อ 
 
Rm ความตา้นทานของเมมเบรน (m-1) 
Rrf ความตา้นทานฟาวลิง่แบบผนักลบัได ้(reversible fouling) 

(m-1) 
Rt ความตา้นทานรวม (m-1) 
S0,t ความเขม้ขน้ของโปรตนีทัง้หมดในถงัปฏกิรณ์ทีเ่วลาใดๆ 

(mg mL-1) 
Substrate volumet ปรมิาตรของสารละลายในถงัปฏกิรณ์ทีเ่วลาใดๆ (mL) 
t เวลาในการยอ่ยสะสม (min)   
Transmembrane pressure (TMP) ความดนัขบั (Pa) 
Ug  ความเรว็ในการไหลของก๊าซ (m s-1) 
Ul ความเรว็ในการไหลของของเหลว (m s-1) 
Ultrafiltration (UF) อลัตราฟิลเตรชนั 
Vf ปรมิาตของสารละลายเริม่ตน้ (mL) 
Volume concentration factor (VCR) ค่าเฟคเตอรค์วามเขม้ขน้เชงิปรมิาตร 
Vp ปรมิาตของเพอมเิอททีเ่วลาใดๆ  (mL) 
ε Gas injection factor 
𝑁𝑠
′ ค่า shear stress number 

𝑢𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 ความเรว็ของของเหลว (m s-1) 
𝑢𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 ความเรว็ของของผสม (m s-1) 
𝜌𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 ความหนาแน่นของของเหลว (kg m-3) 
𝜌𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 ความหนาแน่นของของผสม (kg m-3) 
[NH2]T0 จ านวนของ α-NH2 groups ทีเ่วลาในการยอ่ยดว้ย 0 นาท ี
[NH2]Total จ านวนของ α-NH2 groups ในโปรตนีจากเนื้อปลานิลเมือ่

ถูกการยอ่ยดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ                                
[NH2]Tx จ านวนของ α-NH2 groups ในส่วนทีอ่ยูเ่หนือตะกอน

หลงัจากการยอ่ยดว้ยเอนไซมโ์ปรตเีอส เมือ่เวลาผ่านไป x 
นาท ีในแต่ละการทดลอง 

µ ความหนืดของเพอมเิอท (Pa.s) 
 



บทสรปุส ำหรบัผูบ้ริหำร 
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ประเภทงบประมาณเงนิรายได้ จากเงินอุดหนุนรฐับาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลยับูรพา  
โครงการวจิยัเรือ่ง การผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้เอนไซม ์ACE (Angiotensin-I Converting Enzyme)  
จากโปรตนีปลานิล ดว้ยปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์
Production of Angiotensin-I Converting Enzyme (ACE) Inhibitory Peptides from Tilapia Protein 
using Enzymatic Membrane Reactor 
รหสัโครงการ 103106 เลขที่โครงการระบบบรหิารงานวจิยั 2558A10802005  สญัญาเลขที่  1/2558 
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บทคดัย่อ 
 

การเกดิฟลาวลิง่เป็นปัญหาส าคญัของระบบอลัตราฟิลเตรชนั หลายเทคนิคถูกน ามาใช้ในการ
เพิ่มประสิทธิภาพการกรองเพื่อเพิ่มค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทระหว่างการกรองด้วยอัลตราฟิลเตรชนั  
ระบบ gas-liquid two-phase flow เป็นเทคนิคหนึ่งที่น่าสนใจส าหรบัการเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท 
งานวิจัยนี้ มีการศึกษาผลของขนาดเมมเบรน (molecular weight cut off; MWCO) ความดันขับ 
(transmembrane pressure; TMP) ความเรว็ตามขวาง (cross flow velocity; CFV) และ gas-liquid two-
phase flow ต่อการแยกเพปไทดท์ีม่ต่ีอการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลา
นิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั 

โปรตนีจากเนื้อปลานิลถูกย่อยดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L  และน าไปแยกดว้ยเมมเบรนขนาด 
MWCO 1  5  และ 10 กโิลดาลตนั  หลงัจากนัน้คดัเลอืกเมมเบรนทีม่ขีนาดเหมาะสมในการแยกเพปไทด์
ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE เพื่อศกึษาผลของความดนัขบั ความเรว็ตามขวาง และผลของการ 
gas-liquid two-phase flow ทีค่วามเคน้เฉือน 0.020 0.026 0.030 และ 0.039 ต่อค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท
และกจิกรรมของเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(Completely Randomized Design; CRD) จากผลการทดลอง พบว่า เมมเบรนขนาด MWCO 1 กิโล
ดาลตนั ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด เหมาะสมทีจ่ะน าไปศกึษา
ในขัน้ตอนต่อไป  การเปลี่ยนแปลงค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทแปรผนัตรงกบัค่าความดนัขบัและความเรว็
ตามขวาง โดยทีค่วามดนัขบั 2 บาร ์ความเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ีและการเพิม่ความเคน้เฉือนที่ 
0.039 ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทด์ทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สูงที่สุด  ดงันัน้สภาวะทีเ่หมาะสม
ในการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ด้วยเมมเบรนที่ม ีMWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั  



ทีค่วามดนัขบั 2 บาร ์ควาเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ีความเคน้เฉือน 0.039 ซึง่ใหค้่าฟลกัซข์องเพอมิ
เอท และ ค่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงู 

ระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซมถ์ูกน ามาใชใ้นการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพ  ในการศกึษา
ครัง้นี้ระบบ cyclic batch enzymatic membrane reactor (CBEMR) ถูกน ามาใชใ้นการผลติเพปไทดท์ี่มี
ต่อการแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลด้วยเมมเบรนขนาด MWCO 1 
กโิลดาลตนั  การด าเนินการของระบบมกีารย่อยสารละลายโปรตนีด้วยเอนไซมโ์ปรตนีเอสและแยกเพป
ไทดด์ว้ยอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส และค่าความเป็นกรดด่าง 8  การศกึษาตดิตามปัจจยัต่างๆ ทีม่ผีล
ต่อค่าคอนเวอรช์ัน่ (conversion) และ ผลติภาพ (productivity) ของระบบ CBEMR  และศึกษาผลของ 
gas-liquid two-phase flow ทีค่วามเคน้เฉือน 0.020 0.026 0.030 และ 0.039 ต่อค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท
และกจิกรรมของเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
จากผลการทดลอง พบว่า การย่อยสารละลายโปรตนีบางส่วนด้วยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ที่เวลาการ
ย่อย 90 นาท ีก่อนน าเขา้สู่ระบบ CBEMR ท าใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทลดลงเลก็น้อย  การใชค้วามดนั
ขบัที ่1.3 บาร ์และความเรว็ตามขวาง 1.5 เมตรต่อวนิาท ี ใหค้่าคอนเวอรช์ัน่และผลติภาพของเพปไทด์
ที่มีฤทธิใ์นการยับยัง้เอนไซม์ ACE สูงที่สุด  และการประยุกต์ใช้ระบบ gas-liquid two-phase flow 
สามารถลดการเกดิเมมเบรนฟลาวลิง่และเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอททัง้นี้ขึน้อยู่กบัค่าความเค้นเฉือนที่
ใช้ จากการศึกษาในครัง้นี้พบว่า ค่าความเค้นเฉือนที่ 0.039 ให้ค่าคอนเวอรช์ัน่และผลติภาพของเพป
ไทดท์ี่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สูงทีสุ่ด  คอื รอ้ยละ 202 และ 0.9 มลิลกิรมัเพปไทด์ทีม่ฤีทธิใ์น
การยบัยัง้เอนไซม ์ACE ต่อยนูิตของเอนไซม ์ตามล าดบั จากผลการท าลองชีใ้หเ้หน็ว่าระบบ CBEMR มี
ประสทิธภิาพสงู สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพได ้
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บทน ำ 
 

ควำมส ำคญัและท่ีมำของปัญหำ 
 

สารยบัยัง้แองจโิอเทนซนิ คอนเวอรต์งิเอนไซม ์(Angiotensin Converting enzyme Inhibitor, 
ACE inhibitor) ออกฤทธิใ์นการยบัยัง้การเปลีย่น angiotensin I เป็น angiotensin II ซึง่มผีลท าใหห้ลอด
เลอืดหดตวั และกระตุน้การหลัง่ของแอลโดสเตอโรน (aldosterone) ทีท่ าหน้าทีใ่นการเพิม่การดดูน ้าและ
เกลอืแร่กลบัสู่ร่างกาย ดงันัน้ ACE inhibitor จะมผีลโดยรวมในการช่วยลดความดนัโลหติในร่างกาย 
ปัจจุบันเพปไทด์ที่มีฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพผู้บริโภค    ACE 
inhibitor สามารถผลติได้จากวตัถุดบิทีห่ลากหลาย อาท ิปลาทูน่าครบีเหลอืง (Jung et al., 2006) ปลา
พอลลอค (Je et al., 2004) ปลาเฉา (Chen et al., 2012) และ ปลานิล (Charoenphun et al, 2013b) 
เป็นต้น   ปัจจุบนัปลานิล (Oreochromis niloticus) มบีทบาทส าคญัอย่างยิง่ต่อเศรษฐกิจของประเทศ
ไทย และอุตสาหกรรมการแปรรูปปลานิลเพื่อการส่งออกมกีารขยายตวัอย่างต่อเนื่อง (Department of 
Fisheries Thailand, 2014)   ดงันัน้การพฒันากระบวนการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้การท างาน
ของเอนไซม ์ACE จากโปรตนีปลานิลให้มปีระสทิธภิาพสูง ทัง้ในเชงิคุณภาพ และปรมิาณจงึเป็นสิง่ที่
น่าสนใจ  เนื่องจากการศกึษาการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์ACE แบบ
ดัง้เดมิ  มวีธิกีารทีซ่บัซอ้นหลายขัน้ตอน ตัง้แต่การสกดัโปรตนี การยอ่ยโปรตนีดว้ยเอนไซม ์(enzymatic 
hydrolysis) และการแยกเพปไทด์ ปัญหาหลกัๆ ทีพ่บคอื เอนไซมซ์ึง่มรีาคาค่อนขา้งสูงไม่คุม้ค่ากบัการ
ผลิตในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากเอนไซม์ถูกน ามาใช้ย่อยโปรตีนเพียงครัง้เดียวและถูกท าลาย   
นอกจากนี้แต่ละขัน้ตอนของการผลติใชเ้วลาค่อนขา้งนานและซบัซ้อน  ส่งผลให้คุณสมบตัทิางชวีภาพ
ของเพปไทดล์ดลงได ้  ดงันัน้ผูว้จิยัจงึมแีนวความคดิในการปรบัปรุง และพฒันากระบวนการผลติให้มี
ประสทิธภิาพมากขึน้ คอืการใช้ระบบการผลติแบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์ (Enzymatic membrane 
reactor) ที่มกีารผลติอย่างต่อเนื่อง  และใช้ประโยชน์จากเอนไซมไ์ด้อย่างคุ้มค่า สามารถเพิม่ปรมิาณ
ผลผลติ และได้เพปไทดท์ีม่สีมบตัติามต้องการ องคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากการวจิยัจะเป็นประโยชน์ต่อการผลติ
ทางการคา้ และประยกุตใ์ชใ้นระดบัอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ไดใ้นอนาคต 
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วตัถปุระสงคข์องโครงกำรวิจยั 
 

1. เพื่อศกึษาผลของ Molecular weight cut-off (MWCO)  ต่อการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั 

2. เพื่อศกึษาผลของความดนัขบั (Transmembrane pressure, TMP) และความเรว็ตามขวาง 
(Crossflow velocity, CFV) ทีเ่หมาะสมในการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE 
จากเนื้อปลานิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั 

3. เพื่อศกึษาผลของการไหลแบบ 2 สถานะ (two-phase flow) ของก๊าซของเหลว (gas-liquid) หรอื 
gas-liquid two-phase flow ต่อการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลา
นิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั 

4. เพื่อศกึษาผลของเวลาทีเ่หมาะสมในการยอ่ย (pre-hydrolysis) สารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิล
ก่อนการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE ดว้ยระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม์
หมนุเวยีนแบบกะ (cyclic batch enzymatic membrane reactor, CBEMR) 

5. เพื่อศกึษาผลของความดนัขบั และความเรว็ตามขวาง ทีเ่หมาะสมในการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์น
การยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยระบบ CBCMR 

6. เพื่อศกึษาผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์
ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยระบบ CBCMR 

 
ขอบเขตของโครงกำรวิจยั 
 

โดยการทดลองเริม่จากการกรองแยกเพื่อคดัขนาดโมเลกุลที่เหมาะสมในการผลติเพปไทด์ที่มี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้ ACE จากเนื้อปลานิล ดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัโดยใชเ้มมเบรนทีม่ ีMWCO 3 
ขนาด คอื 1 กโิลดาลตนั  5 กโิลดาลตนั และ 10 กโิลดาลตนั ตามล าดบั  ศกึษาสภาวะที่เหมาะในการ
กรองประกอบดว้ย ความดนัขบั ความเรว็ตามขวาง และ การใช ้gas-liquid two-phase flow ในการผลติ
เพปไทด์มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE จากเนื้อปลานิลด้วยด้วยกระบวนการอัลตราฟิลเตรชัน   
จากนัน้พฒันากระบวนการผลติสู่ระบบ CBCMR โดยศกึษาผลของเวลาที่เหมาะสมในการย่อยโปรตีน
จากเนื้อปลานิลต่อการแยกเพปไทดท์ี่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ด้วยระบบ CBCMR และศกึษา
สภาวะที่เหมาะ ประกอบด้วย ความดนัขบั ความเรว็ตามขวาง และ การใช้ gas-liquid two-phase flow 
ในการผลติเพปไทดม์ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยระบบ CBCMR ซึง่องคค์วามรู้
ทีไ่ด้จากการศกึษาวจิยันี้สามารถน าไปใชเ้ป็นแนวทางเพื่อพฒันาต่อยอดในการผลติระดบัอุตสาหกรรม
ได ้
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ทฤษฎี สมมติุฐำน และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจยั 
 

เพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สามารถผลติไดจ้ากโปรตนีปลานิล (Charoenphun 
et al, 2013b)  ดงันัน้การเลอืกใช้กระบวนการผลติที่เหมาะสม ท าให้ได้ผลผลติที่มคีุณภาพ ลดต้นทุน
การผลิตลงได้  การประยุกต์ใช้ปฏิกรณ์เมมเบรนเอนไซม์ในการผลิต เพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม ์ACE เป็นทางเลอืกหนึ่งทีน่่าสนใจ สามารถลดระยะเวลาการผลติลง และลดค่าใชจ้่ายเนื่องจาก
มกีารหมุนเวียนเอนไซม์กลบัมาใช้ใหม่อย่างเต็มประสทิธภิาพ เมื่อเปรยีบเทยีบกบัวธิีการผลิตแบบ
ดัง้เดมิ ดงันัน้การวจิยัในครัง้นี้จงึมจีดุมุ่งหมายเพื่อพฒันากระบวนการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม ์ACE   ศกึษาปัจจยัทีเ่ป็นตวัก าหนดประสทิธภิาพของปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซมใ์นการผลติเพป
ไทดม์ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE มหีลายปัจจยั เช่น MWCO  ความดนัขบั  ความเรว็ตามขวาง เป็น
ตน้ รวมถงึการประยกุตใ์ช ้gas-liquid two-phase flow ในการลดการเกดิฟาวลิง่และเพิม่ค่าฟลกัซใ์นการ
กรองด้วยอลัตราฟิลเตรชนั  โดยขอ้มูลที่ไดจ้ากการศกึษาถึงสภาวะที่เหมาะสมของแต่ละปัจจยั  ท าให้
สามารถควบคุมกระบวนการผลติไดอ้ยา่งเหมาะสม   

 
กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ท่ีเก่ียวข้อง 
 

กรมประมงรายงานขอ้มูลการส่งออกปลานิลของไทยปี 2557 พบว่า มกีารส่งออก 15,496 ตนั 
และมแีนวโน้มเพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่อง (Fisheries economics division, 2015)   การผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิ ์
ในการยับยัง้เอนไซม์ ACE จากเนื้อปลานิลเป็นทางเลือกหนึ่ งที่สามารถสร้างมูลค่าเพิ่มให้กับ
อุตสาหกรรมการแปรรปูปลานิล   

ระบบเรนนิน แองจโิอเทนซนิ (renin angiotensin system) เป็นระบบทีม่บีทบาทในการควบคุม
สมดุลของเหลวในรา่งกาย และมสี่วนในการควบคุมระดบัความดนัโลหติของรา่งกาย ตวัยบัยัง้แองจิ
โอเทนซนิ-คอนเวอรต์งิเอนไซม ์ มผีลยบัยัง้การท างานของระบบน้ี ซึง่ออกฤทธิใ์นการยบัยัง้การเปลีย่น 
angiotensin I เป็น angiotensin II ส่งผลใหห้ลอดเลอืดหดตวัในระบบจ าลองรา่งกายของสตัวแ์ละคนไข ้
(Wu et al., 2015)  และกระตุน้การหลัง่ของแอลโดสเตอโรนทีท่ าหน้าทีใ่นการเพิม่การดดูน ้าและเกลอืแร่
กลบัสู่รา่งกาย  ปัจจบุนัมรีายงานการยบัยัง้ ACE ของเพปไทดท์ีแ่ยกไดจ้ากการใชเ้อนไซมไ์ฮโดรไลซ์
โปรตนีสกดัจากแหล่งอาหารหลายชนิด เช่น ถัว่เหลอืง (Chiang et al., 1999) ไขข่าว (Chiang et al., 
2008) เลอืดหม ู (Wei and Chiang, 2009)  ปลานิล (Raghavan and Kristinsson, 2009)  ขา้วโพด 
(Huang et al., 2011) แมงกระพรุน (Kim et al., 2011)  ขา้วสาล ี(Qu et al., 2013) ขา้ว (Chen et al., 
2013) ถัว่ (Jakubczyk et al., 2013) ปลาตะเพยีนทะเล (Akagunduz et al., 2014) ปลาหมกึ (Balti et 
al., 2015) ปลาตุ๊กแก (Wu et al., 2015) และปลากระเบน (Lassoued et al., 2015) 

Raghavan และ Kristinsson (2009) รายงานการศกึษา เพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์
ACE จากเนื้อปลานิล โดยการยอ่ยโปรตนีดว้ยเอนไซม์ 2 ชนิดคอื ไคโอตนิเอฟ และ ฟลาโวไซม ์และแยก
เพปไทดด์ว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั ทีม่ ีMWCO ขนาด 10 และ 30 กโิลดาลตนั พบว่า เพปไทดท์ี่
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มขีนาดเลก็กว่า 10 กโิลดาลตนั มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด   Charoenphun et al. (2013a) 
ศกึษาการยอ่ยโปรตนีจากเนื้อปลานิลดว้ยเอนไซม ์4 ชนิดคอื อลัคาเลส 2.4L ฟลาโวไซม ์1000L ปาเปน 
โปรตเีอส GN  เอนไซมผ์สมระหว่างอลัคาเลส 2.4L และ ปาเปน พบว่าเพปไทดท์ีไ่ดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ใหฤ้ทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE สงูทีสุ่ดเมือ่เทยีบกบัเอนไซมช์นิดอื่น 
Charoenphun et al. (2013b)  นอกจากนี้ยงัมรีายงานการศกึษาจลศาสตรข์องเอนไซมต่์างๆ ต่อการผลติ
เพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิล พบว่า อตัราการผลติอยูท่ี ่2.57 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติรต่อนาท ี แสดงใหเ้หน็ว่าเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ ACE น่าจะเป็นเพปไทดส์าย
สัน้   

กระบวนการแบบดัง้เดมิของการผลิตเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการการยบัยัง้ ACE แบ่งออกได้ 3 
ขัน้ตอนใหญ่ๆ คือ กระบวนการสกัด การย่อยด้วยเอนไซม์หรอืสารเคม ีและการแยก เพปไทด์  ใน
ขัน้ตอนของการแยกวธิกีารที่ถูกน ามาใช้ในการแยกเพปไทด์คอื เทคนิคเจลฟิลเตรชนั (gel filtration 
technologies) (Kim et al., 2011)  และ ลิควิดโครมาโทกราฟี  (liquid chromatography) (Lau et al., 
2013) อย่างไรก็ตามวธิกีารเหล่านี้ไม่เหมาะกบัการผลติในระดบัอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ เนื่องจากใช้
เวลานาน การลงทุนสูง และปริมาณผลผลิตต ่ า  (Ward and Swiatek, 2009)  เทคโนโลยีเมมเบรน 
(membrane technology) จงึเป็นอกีหนึ่งทางเลอืกที่น่าสนใจ เหมาะส าหรบัการแยกเพปไทด์ที่โมเลกุล
ขนาดเล็กออกจากโมเลกุลขนาดใหญ่ และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการผลติระดบัอุตสาหกรรมได้ 
(Korhonen and Pihlanto, 2006) กระบวนการเมมเบรนเป็นกระบวนการที่ใช้ความดันเป็นแรงขับ 
(pressure driven) เพื่อแยกองค์ประกอบในของเหลวโดยผ่านแผ่นเมมเบรนเป็น 2 ส่วน คอื รเีทนเทท 
(retentate) เป็นส่วนที่ถูกกักกันด้วยเมมเบรน และส่วนที่ผ่านเมมเบรน หรือที่เรียกว่า เพอมิเอท 
(permeate)  กระบวนการเมมเบรนระดบัอลัตราฟิลเตรชนั (ultrafiltration, UF) เป็นกระบวนการแยก
โมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น คอลลอยด์ จุลนิทรยี ์น ้าตาล โปรตนีและสารอื่นๆ ที่มนี ้าหนักโมเลกุลระหว่าง 
300-500,000 ดาลตนั (Dalton, Da) ออกจากน ้าหรอืสารโมเลกุลอื่นๆ  โดยใชค้วามดนัขบัในการส่งผ่าน
สารผ่านเมมเบรน  อลัตราฟิลเตรชนัเขา้มามบีทบาทส าคญัในกระบวนกรท าใหเ้ขม้ขน้ การท าใหบ้รสิุทธิ ์
และการแยกสารทัง้ในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเทคโนโลยชีวีภาพ (Foh et al., 2010) 

ปัจจุบนัอลัตราฟิลเตรชนัถอืเป็นเทคโนโลยทีีด่ทีีสุ่ดเทคโนโลยหีนึ่งทีถู่กน ามาประยุกต์ใชใ้นการ
ผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้ ACE จากแหล่งโปรตนีหลายชนิด อาท ิมนัฝรัง่ (Pihlanto et al., 2008) ปลา
นิล (Raghavan and Kristinsson, 2009) เมลด็ฝ้าย (Gao et al., 2010) สาหร่าย (Ko et al., 2012) และ 
กากเบยีร ์(Connolly et al., 2015)  อลัตราฟิลเตรชนัถูกน ามาใช้ในกระบวนการผลติเพปไทด์ที่มฤีทธิ ์
ยบัยัง้ ACE โดยทัว่ไปทัง้ในกระบวนการแยก การท าให้บรสิุทธิ ์และการท าให้เข้มข้น  ตัวอย่างเช่น 
Picot และคณะ (2010) รายงานผลของการกรองเพปไทด์ที่มฤีทธิย์บัยัง้ ACE จากโปรตนีปลาด้วยอลั
ตราฟิลเตรชนั พบว่า เพปไทดท์ีผ่่านการกรองดว้ยอลัตราฟิลเตรชนัใหฤ้ทธิย์บัยัง้ ACE ดกีว่าเพปไทดท์ี่
ไม่ผ่านการกรองด้วยอลัตราฟิลเตรชนั  นอกจากนี้การใช้สภาวะของการกรองที่เหมาะสมจะช่วยเพิม่
ประสทิธภิาพการแยกเพปไทดไ์ดด้ขีึน้   
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Cheryan and Deeslie (1983) ศึกษายกระบวนการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพแบบดัง้เดมิ 
พบว่ามีปัญหาหลายอย่าง เช่น ลงทุนสูงเนื่องจากเอนไซม์ที่น ามาใช้เป็นการผลิตแบบใช้ครัง้เดียว
หลงัจากสิน้สุดกระบวนการย่อยต้องหยุดการท างานของเอนไซมไ์ม่สามารถหมุนเวยีนกลบัมาใชใ้หม่ได้
อกี  ซึง่เป็นการใชป้ระโยชน์จากเอนไซมอ์ยา่งไมคุ่ม้ค่า การผลติแบบดัง้เดมิยงัไดผ้ลผลติในระดบัต ่า และ
ผลผลติทีไ่ดม้ขีนาดโมเลกุลหลากหลายยากต่อการควบคุมคุณภาพของผลผลติ นับไดว้่าวธิกีารผลติแบบ
ดัง้เดิมเป็นวิธีที่มีต้นทุนสูงแต่ผลผลิตต ่ า และใช้เวลานาน  ดังนัน้เพื่อแก้ไขปัญหาเหล่านี้จึงมีการ
ประยุกต์ใช้ระบบ cyclic batch enzymatic membrane reactor (CBEMR) ซึ่งเป็นระบบที่ประกอบด้วย
การย่อยสารตัง้ต้นด้วยเอนไซม์ในถังปฏิกรณ์และกรองตัวอย่างผ่านเมมเบรน โดยเอนไซม์จะถูก
หมุนเวยีนกลบัมาย่อยสารตัง้ต้นใหม่หมุนเวยีนจนสิ้นสุดการกรอง   วธินีี้มขี้อได้เปรยีบคอืรวดเรว็ใช้
เอนไซมไ์ด้อย่างเต็มประสทิธภิาพ ได้ผลผลติสูง และควบคุมขนาดโมเลกุลของสารที่ผ่ านการกรองได้
ดกีว่าวธิกีารแบบดัง้เดมิ  ซึง่นบัไดว้่าเป็นวธิกีารผลติทีน่่าสนใจส าหรบัการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพ  
ระบบ CBEMR ถูกน ามาใชใ้นการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิท์างชวีภาพจากเวยโ์ปรตนี (Prieto et al., 2007) 
และ Prieto et al., 2010)  

โดยทัว่ไปการประเมนิสมรรถนะของกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัและระบบ CBCMR มกัใช้
ค่าฟลกัซ์ (flux) และค่าการกักกัน (retention หรอื rejection) ของสารเป็นตวับ่งชี้ (Rios et al., 2004)      
โดยสมรรถนะของอลัตราฟิลเตรชนัขึน้อยู่กบัหลายปัจจยั อาท ิคุณสมบตัขิองสารป้อนหรอืสารทีต่้องการ
แยก (เช่น ขนาดโมเลกุลของสาร ความเป็นกรดด่าง  ขนาดประจขุองอนุภาคหรอืตวัถูกละลาย)  สภาวะ
การด าเนินงานของกระบวนการ เช่น ระดบัของแรงขบัดนั   ความเร็วตามขวาง  (Chabeaud et al., 
2009) และคุณสมบตัดิา้นต่างๆ ของเมมเบรน เช่น ขนาดรพูรุน ประจุ (Baker, 2000)   แต่ขอ้จ ากดัของ
กระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัและระบบ CBCMR คอืการลดลงของฟลกัซ์เนื่องจากการเกิดคอนเซ็น
เตรชัน่โพลาไรเซชัน่ (concentration polarization) และฟาวลิง่ (fouling)  ซึง่ปรากฏการณ์ดงักล่าวส่งผล
ต่อประสทิธภิาพของกระบวนการกรองดว้ยเมมเบรน (Yang et al., 2006)  คอนเซน็เตรชัน่โพลาไรเซชัน่
เป็นปรากฏการณ์ที่ความเข้มข้นของตัวถูกละลายที่ผิวหน้าเมมเบรนสูงกว่าในส่วนของสารละลาย
ทัง้หมด  ท าให้ความต้านทานการไหลของเพอมเิอทเพิม่ขึน้  ปรากฏการณ์ดงักล่าวสามารถก าจดัออก
หรอืลดด้วยการปรบัเปลี่ยนสภาวะการด าเนินงานของกระบวนการกรอง  ส่วนฟาวลิง่ที่ไม่สามารถผนั
กลบัไดจ้ะเป็นการเกดิทัง้ภายในและภายนอกรพูรุน  โดยทัว่ไปสามารถก าจดัดว้ยการใชส้ารเคมเีท่านัน้  
ความรุนแรงของฟาวลิง่  และกลไกหรอืต าแหน่งในการเกดิฟาวลิง่ขึน้อยู่กบัหลายปัจจยั เช่น สภาวะใน
การด าเนินการของกระบวนการ  คุณสมบัติของสารป้อนและเมมเบรน ในส่วนของสภาวะในการ
ด าเนินการของระบบกรอง  มผีลส าคญัต่อระบบการกรองเป็นอย่างยิง่เนื่องจากการควบคุมสภาวะการ
กรองทีเ่หมาะสม  จะลดหรอืป้องกนัการเกดิฟาวลิง่ได ้    

Paolucci-Jeanjean และคณะ (2000) ศกึษาการย่อยตวัอย่างก่อนน าเขา้สู่ระบบ CBEMR พบว่า
วธินีี้ลดการเกดิฟาวลิง่ได้  โดยทัว่ไปสภาวะในการกรอง เช่น ควาดนัขบั และ ความเรว็ตามขวาง เป็น
ปัจจยัส าคญัของการกรองระบบ CBEMR    Belafi-Bako และคณะ (2006) ศกึษาผลของความดนัขบัต่อ
ค่าฟลกัซ์ในกระบวนการย่อยเซลลูโลสในระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์พบว่า เมื่อเพิม่ควาดนัขบั 2 
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บาร ์ ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทจะเพิม่ขึน้  แต่ถา้เพิม่ความดนัขบัสงูถงึ 5 บาร ์ไมส่่งผลต่อการเปลีย่นแปลง
ค่าฟลักซ์ของเพอมเิอท  นอกจากนี้ยงัมีรายงานของ Padmasiri  และคณะ (2007) เกี่ยวกับผลของ
ความเรว็ตามขวางต่อประสทิธภิาพการกรองในระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์พบว่า การเพิม่ความเรว็
ตามขวางส่งผลใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่ขึน้  ดงันัน้การใชส้ภาวะทีเ่หมาะสมในการกรองจะช่วยเพิม่
ประสทิธภิาพ และเพิม่ปรมิาณผลผลติในกระบวนการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพดว้ยระบบ CBCMR  

ปัจจุบนัมกีารน าหลายๆ เทคนิคมาประยุกต์ใช้ร่วมกบัการกรองด้วยอลัตราฟิลเตรชนัเพื่อเพิม่
ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท (permeate flux) หรอืลดการเกดิฟาวลิง่ เช่น การกรองแบบกระแสน ้าหมุนวน 
(vortex flow filtration) (Agarwal, 1997) การปรบัค่าความเป็นกรดด่าง (pH adjustment) (Waungana 
et al., 1998) การล้างตามขวาง (cross flushing) (Kennedy et al., 1998) ค่าฟลกัซ์วกิฤต (critical flux) 
(Field et al., 1995) การใช้ความดันขับแบบผลัก หรือแบบย้อนกลับ (transmembrane pressure 
pulsing or backpulsing) (Kim et al., 2007) และ การไหลแบบสองสถานะ (two-phase flow) (Lee et 
al., 1993)     รูปแบบการไหลแบบ 2 สถานะ (two-phase flow) ของก๊าซของเหลว (gas-liquid) หรอื 
gas-liquid two-phase flow เป็นวธิกีารหนึ่งที่น่าสนใจที่ถูกน ามาใช้เพื่อช่วยลดการเกดิฟาวลิง่ของเมม
เบรน  โดยอนุภาคของฟองอากาศและการไหลของของเหลวจะช่วยพาโมเลกุลของสารทีต่้องการกรอง
ผ่านรูพรุนของเมมเบรน และการถ่ายเทมวลของสารเขา้ไปขดัขวางการสะสมของอนุภาคซึง่เป็นสาเหตุ
ของการเกดิฟาวลิง่ ทัง้ฟาวลิง่แบบผนักลบัไดแ้ละฟาวลิง่แบบผนักลบัไม่ได้ (Li et al., 2008; Youravong 
et al., 2010; Laorko et al., 2011) ขนาดของอนุภาคมบีทบาทส าคญัต่อการเกดิฟาวลิง่ในระบบอลัตรา
ฟิลเตรชนั โดยทัว่ไปสารที่ถูกกรองดว้ยอลัตราฟิลเตรชนัจะมขีนาดอนุภาคระหว่าง 10 นาโนเมตร ถงึ 10 
ไมโครเมตร  การกระจายตัวของอนุภาคถูกควบคุมด้วย 2 ปัจจัย คือ เอนทัลปีอุณหพลศาสตร์ 
(thermodynamic entropy) ควบคุมการไหลของอนุภาคขนาดเลก็ และ ความเคน้ของพลศาสตรข์องการ
ไหล (hydrodynamic stress) ควบคุมการไหลของอนุภาคขนาดใหญ่ (Kim and Liu, 2008)    Lee และ
คณะ (1993) รายงานการการประยุกต์ใช้ gas-liquid two-phase flow ในระบบอลัตราฟิลเตรชนัแบบการ
ไหลของสารจากข้างในไหลไปขา้งนอก (inside-out) เพื่อแยกอนุภาคของแบคทเีรยี พบว่า gas-liquid 
two-phase flow สามารถเพิม่ประสทิธภิาพในการกรองได้ และต่อมามรีายงานของนักวจิยัหลายท่าน
เกี่ยวกบัการใช้ gas-liquid two-phase flow ในการแยกอนุภาคของสารในอาหารเหลว  ซึ่งส่วนใหญ่มี
อนุภาคขนาดใหญ่ เช่น นมไขมนัต ่า  (0.1 ไมโครเมตร) (Bonin et al., 2004) ม้ามปลาทูน่า (2.2-10 
ไมโครเมตร) (Li et al., 2008) ยสีต์ (0.7-18 ไมโครเมตร) (Hwang and Hsu, 2009) ไวน์สบัปะรด (1-70 
ไมโครเมตร) (Youravong et al., 2010) และ น ้าสบัปะรด  (58 ไมโครเมตร) (Laorko et al., 2011)   การ
ประยุกต์ใช้ gas-liquid two-phase flow ในระบบอลัตราฟิลเตรชนั เพื่อเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทใน
การแยกอนุภาคขนาดเลก็ เช่น เพปไทด ์ยงัไมม่รีายงานในปัจจุบนั 

 ในส่วนผลกระทบของ gas-liquid two-phase flow ต่อคุณภาพของผลติภณัฑห์ลงัการกรองมทีัง้
ที่เป็นผลในเชิงลบ และผลในเชิงบวก เช่น  gas-liquid two-phase flow ให้ผลในเชิงลบต่อการกรอง
โปรตนีและการส่งผ่านโปรตนี นอกจากนี้ยงัส่งผลต่อความสามารถในการแยกโปรตนีของกระบวนการ
ภายใต้สภาวะวกิฤตแิละสภาวะฟลกัซ์วกิฤต ิ(Li et al., 2008)   Youravong และคณะ (2010) รายงาน
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การใช้ gas-liquid two-phase flow ในการการกรองไวน์สบัปะรด พบว่า  gas-liquid two-phase flow 
สามารถเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทไดถ้งึรอ้ยละ 138  แต่อย่างไรกต็ามการใชก๊้าซร่วมในการกรองเป็น
สาเหตุให้ความเข้มข้นของปรมิาณแอลกอฮอล์ในไวน์ลดลง อาจเนื่องจากการระเหยของแอลกอฮอล์
ระหว่างกระบวนการกรอง  การประยุกต์ใช้ gas-liquid two-phase flow ในการกรองน ้าสบัปะรด ส่งผล
ต่อการลดลงของปรมิาณกรดแอสคอร์บิกและปริมาณวิตามิซีในน ้าสับปะรด (Laorko et al., 2011) 
อย่างไรกต็ามการใช้  gas-liquid two-phase flow ร่วมกบัการใชค้วามเรว็ตามขวางระดบัต ่าในการกรอง
ส่งผลให้ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทเพิม่ขึน้ โดยที่คุณสมบตัทิางพฤษเคมีของน ้าสบัปะรดยงัคงอยู่  แต่ใน
บางผลติภณัฑก์ารใช้ gas-liquid two-phase flow ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลติภณัฑ์
เช่น นมไขมนัต ่า (Bonin et al., 2004)  และ ยสีต์ (Hwang and Hsu, 2009)  Bonin และคณะ (2004) 
รายงานการใช้ gas-liquid two-phase flow ในการกรองนมไขมนัต ่า พบว่าปรมิาณแอลฟาแลคตลับูมนิ 
และเบตาแลคโตโกลบูลินเพิ่มขึ้น  ดังนัน้การผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากปลานิลด้วยระบบ 
CBEMR ร่วมกบัการใช้ gas-liquid two-phase flow จงึเป็นแนวทางหนึ่งที่น่าสนใจในการศกึษาวจิยัใน
ครัง้นี้ 
 

ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รบั  

1. ท าใหท้ราบถงึ ความส าคญัของปัจจยัต่างๆ  และสภาวะทีเ่หมาะต่อการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์น
การยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากโปรตนีปลานิล ดว้ยปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซมใ์หม้คีุณภาพ และมปีรมิาณ
ผลผลติสงู 

2. ภาคอุตสาหกรรมสามารถน าองคค์วามรูท้ีไ่ดไ้ปพฒันาต่อยอดในการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการ
ยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากโปรตนีปลานิล  

3. การสรา้งศกัยภาพและความสามารถเพื่อการพฒันาทางเศรษฐกจิ  โดยสามารถสรา้งมลูค่าทาง
การเกษตรใหก้บักลุ่มเกษตรกรผูเ้พาะเลีย้งปลานิล และเป็นทางเลอืกใหมใ่หก้บักลุ่มผูส้่งออกผลติภณัฑ์
แปรรปูจากปลานิล  

4. องคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากการวจิยัเกดิประโยชน์และไดร้บัความสนใจจากกลุ่มเป้าหมาย ผูท้ีใ่ส่ใจในการ
ดแูลสุขภาพ  การลดความดนัโลหติในร่างกาย  ตลอดจนหน่วยงานทีส่นใจพฒันาผลติภณัฑอ์าหาร
สุขภาพ โดยการจดัสมัมนายอ่ยเพื่อการเผยแพรง่านวจิยั  รวมถงึการเผยแพรใ่นวารสาร 
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อปุกรณ์และวิธีกำร 
 

สำรเคมีและอปุกรณ์ 
 
1. วตัถดิุบ 

 
1.1 น ้ากรองระบบ RO (reverse osmosis water) 
1.2 น ้ากลัน่ (distilled water) ส าหรบัวเิคราะหท์างเคม ี
1.3 ปลานิลขนาดกลาง (350-500 กรมัต่อตวั) 

 
2. สำรเคมี 

 
2.1 N-Hippuryl-His-Leu hydrate (Sigma Chemical Co., สหรฐัอเมรกิา) 
2.2 กรดไทรคลอโรอะซตีคิ (RCI Labscan, ไทย) 
2.3 กรดบอรกิ (RCI Labscan, ไทย) 
2.4 กรดฟอสฟอรกิ (RCI Labscan, ไทย) 
2.5 กรดไฮโดรคลอรกิ (RCI Labscan, ไทย) 
2.6 คอปเปอร ์(II) ซลัเฟต (Univar, ออสเตรเลยี) 
2.7 แคปโตพรลิ (Captopril) (Sigma Chemical Co., สหรฐัอเมรกิา) 
2.8 โซดยีม เตตราบอเรต เดคาไฮเดรท 
2.9 โซเดยีมคลอไรด ์ (RCI Labscan, ไทย) 
2.10 โซเดยีมคารบ์อเนต (Univar, ออสเตรเลยี) 
2.11 โซเดยีมโดเดซลิซลัเฟต (RCI Labscan, ไทย) 
2.12 โซเดยีมโพแทสเซยีมทารเ์ทรท (RCI Labscan, ไทย) 
2.13 โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(RCI Labscan, ไทย) 
2.14 โซเดยีมไฮโปคลอไรท ์ (Loba, อนิเดยี) 
2.15 ดแีอล-ไดไธโอไธรทอล (RCI Labscan, ไทย) 
2.16 ไดโซเดยีมฟอสเฟต (RCI Labscan, ไทย) 
2.17 ไทโรซนี (RCI Labscan, ไทย) 
2.18 ไนโตรเจนแก๊ส (Thai Industrial Gas Co., Ltd., ไทย) 
2.19 โบวายซรีัม่อลับมูนิ (RCI Labscan, ไทย) 
2.20 ฟอลนิซโิอแคลตูรเีอเจน (Loba, อนิเดยี) 
2.21 โมโนโซเดยีมฟอสเฟต (RCI Labscan, ไทย) 
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2.22 ออรโ์ท-พาทาลกิ อลัดไีฮด ์(Sigma Chemical Co., สหรฐัอเมรกิา) 
2.23 เอทานอล (RCI Labscan, ไทย) 
2.24 เอทลิอาซเีทต (RCI Labscan, ไทย) 
2.25 เอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L จาก Bacillus licheniformis (Novozyme, เดนมารก์) 
2.26 แองจโิอเทนซนิ-คอนเวอรต์งิเอนไซม ์จาก rabbit lung (Sigma Chemical Co., 

สหรฐัอเมรกิา) 
2.27 แอล-ซรีนี (Sigma Chemical Co., สหรฐัอเมรกิา) 

 
3. เครื่องมือและอปุกรณ์ 

 
3.1 เกจว์ดัความดนั (Sang Chai Meter Co., Ltd., ไทย) 
3.2 เครือ่งกรองน ้าระบบ RO (Drink Dee Co., Ltd, ไทย) 
3.3 เครือ่งกวนสารแบบ Overhead Stirrer (IKA, เยอรมนี) 
3.4 เครือ่งชัง่น ้าหนกัไฟฟ้า (AND Co., Ltd, ญีปุ่่ น) 
3.5 เครือ่งบดเนื้อ (Kenwood, Huizhuo, สาธารณรฐัประชาชนจนี) 
3.6 เครือ่งวดัค่าความเป็นกรดด่าง (Eutech Instruments Pte Ltd, สงิคโปร)์ 
3.7 เครือ่งวดัค่าดดูกลนืแสง (Thermo Scientific GENESYS 20, ญีปุ่่ น) 
3.8 เครือ่งวเิคราะหโ์ปรตนี วธิ ีKjeldahl 

Digestion Unit ยีห่อ้ Buchi รุน่ K-435 สวติเซอรแ์ลนด ์
Distillation Unit ยีห่อ้ Buchi รุน่ B-316 สวติเซอรแ์ลนด ์

3.9 ชุดถงัปฏกิรณ์ (B.E.Marubishi (Thailand) Co., Ltd., ไทย) 
3.10 ปัม๊รดีสายยาง (Masterflex, สหรฐัอเมรกิา) 
3.11 โพลซิลัโฟนเมมเบรน (Healthcare Bio-Science (Thailand) Ltd, ไทย) 
3.12 มาตรวดัความหนืดแบบไหลผ่านช่องแคบ (Schott instruments, เยอรมนี) 
3.13 สายยางซลิโิคน (Masterflex, สหรฐัอเมรกิา) 
3.14 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูม ิ(Memmert, เยอรมนี) 
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วิธีกำร 
 
1. กำรเพ่ิมประสิทธิภำพกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิล

ด้วยกระบวนกำรอลัตรำฟิลเตรชนั 
 

กำรเตรียมสำรละลำยโปรตีนจำกเน้ือปลำนิล 
 

การเตรียมตัวอย่างสารละลายโปรตีนจากเนื้อปลานิลใช้วิธีการปรับสภาพด้วยอัลคาไลน์ 
(alkaline treatment) โดยดดัแปลงวธิกีารของ Raghavan และ Kristinsson (2008)  น าปลานิลสดขนาด
กลาง (350-500 กรมัต่อตวั) แล่เอาแต่ส่วนทีเ่ป็นเนื้อแยกกา้งและหนงัปลาออก บดใหล้ะเอยีดดว้ยเครือ่ง
บดเนื้อ ได้เนื้อปลาบดละเอียดที่มโีปรตีนเริ่มต้นอยู่ในช่วงร้อยละ 17 ถึง 25 จากนัน้ชัง่ให้ได้อัตรา
ส่วนผสมระหว่างเนื้อปลาบดละเอียดต่อน ้าในอตัราส่วนของเนื้อปลาบดละเอียด 1 ส่วนต่อน ้า 7 ส่วน 
ปรบัค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 11 ด้วยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเขม้ข้น 2 โมลาร ์และ
กวนผสมในถงัผสมเป็นเวลา 30 นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง และปรบัค่าความเป็นกรดด่างของของผสมเท่ากบั 
8 ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์และฟอสเฟตบพัเฟอรก์วนผสมในถงัผสม
เป็นเวลา 30 นาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง กรองสารละลายผสมทัง้หมดดว้ยผา้ขาวบาง   เกบ็ตวัอยา่งสารละลาย
ผสมทีผ่่านการกรองไปวเิคราะหป์รมิาณโปรตนีใหด้ว้ยวธิ ีKjeldahl (AOAC, 1999)  โดยจะไดส้ารละลาย
ทีม่โีปรตนีความเขม้ขน้ประมาณรอ้ยละ 2 (โดยน ้าหนกัต่อปรมิาตร) 
 

กำรวดักิจกรรมของเอนไซมโ์ปรตีเอส 
 

การวดักิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสโดยใช้สารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลเป็นสารตัง้ต้น 
ดดัแปลงวธิกีารของ Wang และ Hesseltine (1965)  เอนไซมโ์ปรตเีอสทีใ่ชใ้นการทดลองคอื เอนไซมอ์ลั
คาเลส 2.4L จาก Bacillus licheniformis ซึ่งพบว่ามปีระสทิธภิาพในกาย่อยโปรตีนในเนื้อปลานิลให้ได้
เพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงู (Charoenphun et al., 2013b) เริม่จากการน าเอนไซม ์1 
มลิลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง บ่มที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 5 นาที ก่อนผสมกับ
ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ ทีม่คี่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร และ
เตมิสารละลายโปรตนีจากปลาเนื้อนิลที่มคีวามเขม้ขน้ของโปรตนีรอ้ยละ 1  ผสมใหเ้ขา้กนั  น าไปบ่มที่
อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีเตมิกรดกรดไทรคลอโรอะซตีคิความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 30 นาที และกรองผ่านกระดาษกรอง 
Whatman No.1 น าสารละลายที่ผ่านการกรองแล้ว 1 มลิลลิติร ผสมกบัสารละลายโซเดยีมคารบ์อเนต
ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปรมิาตร 5 มลิลิลิตร เติมฟอลินซิโอแคลตูรเีอเจนความเข้มข้น 1 นอร์มลั 
ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร บ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 30 นาท ี วดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 660 นา
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โนเมตร โดยใชน้ ้ากลัน่เป็นแบลงค์  กราฟมาตรฐานใชส้ารละลายไทโรซนีเป็นสารมาตรฐานทีช่่วงความ
เขม้ขน้ 0 ถงึ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสค านวนตามสมการที ่(1) 

 

กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอส* = 
[คา่การดดูกลนืแสงที่ 600 นาโนเมตร 𝑥 ปรมิาตรทัง้หมด 𝑥 จ านวนเท่าความเจอืจาง]

[คา่ความชนัของสมการ 𝑥 เวลา]
    (1) 

 
*กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอส มหีน่วยเป็นยนูิตต่อกรมัของโปรตนีปลานิล 
 

กำรย่อยสำรละลำยเน้ือปลำก่อนเข้ำระบบอลัตรำฟิลเตรชนั 
 

น าสารละลายโปรตนีปลานิลทีเ่ตยีมได้ ซึง่มคีวามเขม้ขน้ของโปรตนีเป็นรอ้ยละ 2 (โดยน ้าหนัก
ต่อปริมาตร) ย่อยด้วยเอนไซม์อัลคาเลส 2.4L (กิจกรรม 20 ยูนิตต่อกรมัของโปรตีนปลานิล) ด้วย
อุณหภูมใินการย่อย 50 องศาเซลเซยีส ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 8 ในถงัปฏกิรณ์ นาน 120 นาท ีหยุด
กจิกรรมการท างานของเอนไซมด์ว้ยความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี สารละลายที่
ไดม้ลีกัษณะเป็นเนื้อเดยีวกนัสขีาวขุ่นน าไปวดัความหนืดดว้ยมาตรวดัความหนืดแบบไหลผ่านช่องแคบ
ได้ค่าเท่ากบั 0.0007 ปาสคาลต่อวนิาท ีและวดัน ้าหนักด้วยเครื่องชัง่น ้าหนักไฟฟ้าได้ค่าเท่ากบั 1050 
กโิลกรมัต่อลกูบาศกเ์มตร  น าตวัอยา่งไปวเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของโปรตนีตามวธิกีารทดลองของ Lowry 
และคณะ (1951)  ตวัอยา่ง 1 มลิลลิติรผสมกบัอลัคาไลน์-คอปเปอร ์รเีอเจนต ์(โซเดยีมคารบ์อเนตความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 2 ละลายในโซเดยีมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 0.1 นอรม์ลั ผสมกบัโซเดยีมโพแทสเซยีม
ทาร์เทรทความเข้มข้นร้อยละ 1 และสารละลายคอปเปอร์ ( II) ซลัเฟตความเข้มข้นร้อยละ 0.5  ใน
อตัราส่วน 100 ต่อ 1 ต่อ 1) ที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลานาน 10 นาท ีผสมให้เขา้กนั และเตมิสารละลาย
ฟอลนิซโิอแคลตูรเีอเจน (ฟอลนิซโิอแคลตู 1 ส่วน ต่อ น ้ากลัน่ 1 ส่วน) ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร เกน็ไวใ้น
ทีม่ดืเป็นเวลา 30 นาท ี วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 750 นาโนเมตร น ้ากลัน่เป็นแบลงค ์ และ
ใชส้ารละลายโบวายซรีัม่อลับมูนิเป็นสารมาตรฐาน    

 
ระบบอลัตรำฟิลเตรชนั 
 

 ระบบอลัตราฟิลเตรชนัทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้ออกแบบโดยดดัแปลงตามวธิกีารของ Laorko และ
คณะ (2011)  ลกัษณะการจดัวางระบบดงัแสดงใน Figure  1  ประกอบดว้ยตวักรองคอืโพลซิลัโฟนเมม
เบรน  เกจว์ดัความดนัส าหรบัวดัความดนัเขา้และออกจากเมมเบรน  ความเรว็ตามขวางควบคุมโดยใช้
ปัม๊รดีสายยาง ความดนัขบัควบคุมโดยใช้รเีทนเททวาล์ว และ เพอมเิอทวาล์ว อุณหภูมขิองสารละลาย
ควบคุมโดยการหมนุวนของน ้ารอ้นผ่านตวัควบคุมภายในถงัปฏกิรณ์ ปรมิาตรของเพอมเิอทวดัในรปูของ
น ้าหนกัดว้ยเครือ่งชัง่ไฟฟ้า  
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Figure   1   Schematic diagram of UF system 
 

1.1 กำรศึกษำผลของ MWCO ต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำก
เน้ือปลำนิลด้วยกระบวนกำรอลัตรำฟิลเตรชนั 

 คดัเลอืกขนาดโมเลกุลทีเ่หมาะสมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลา
นิลทีผ่่านการย่อยดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ตามขัน้ตอนทีก่ล่าวไว้ขา้งต้น  ท าการแยกเพปไทดด์้วย
ระบบอลัตราฟิลเตรชนัโดยใช้เมมเบรนทีม่ขีนาด MWCO เท่ากบั 1 5 และ 10 กโิลดาลตลั โดยก าหนด
หนดสภาวะในการกรองดว้ยความดนัขบั 1.5 บาร ์ความเรว็ตามขวาง 1.0 เมตรต่อวนิาท ีและ  ค่าเฟค
เตอรค์วามเขม้ขน้เชงิปรมิาตร (volume concentration factor, VCR) เท่ากบั 1.25  วเิคราะหฤ์ทธิใ์นการ
ยบัยัง้เอนไซม์ ACE ของเพปไทด์จากเนื้อปลานิลในรเีทนเทท และเพอมเิอท ค่าการส่งผ่านโปรตีน 
(protein transmission (Tp)) ค านวณดงัสมการที ่2  
 

                  ค่าการส่งผ่านโปรตนี (%)  =   
ความเขม้ขน้ของโปรตนีในเพอมเิอท

ความเขม้ขน้ของโปตนีในสารละลายเริม่ตน้
  x 100            (2) 

 
เมือ่  ความเขม้ขน้ของโปรตนีมหีน่วยเป็น มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
 
 การวเิคราะหฤ์ทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของเพปไทด์จากเนื้อปลานิลดดัแปลงตามวธิกีาร
ทดลองของ Cushman และ Cheung (1971) ใช้ N-Hippuryl-His-Leu hydrate (Hip-His-Leu) เป็นสาร
ตัง้ต้น การทดลองเริม่จากการน าตวัอย่างทีผ่่านการกรองดว้ยอลัตราฟิลเตรชนัมา 50 ไมโครลติร   และ
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สารละลายเอนไซม ์ACE ความเขม้ขน้ 2.5 มลิลยินูิต ปรมิาตร 100 ไมโครลติร เตมิลงในสารละลาย N-
Hippuryl-His-Leu hydrate ความเขม้ขน้ 12.5 มลิลโิมลาร ์ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ทีล่ะลายในโซเดยีม
คลอไรด-์บอเรต บฟัเฟอร ์ความเขม้ขน้ 1.0 โมลาร ์ทีค่่าความเป็นกรดด่าง 8.3  น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้หยุดปฏกิยิาด้วยการเตมิสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ 
ความเขม้ขน้ 0.5 นอรม์ลั ปรมิาตร 250 ไมโครลติร  สกดักรดฮปิปูรกิ (hippuric acid) ออกมาด้วยการ
เตมิเอทลิอาซเีทตลงไปปรมิาตร 1.5 มลิลลิติร  น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงดว้ยเครื่องวดัค่าดูดกลนืแสง 
ทีค่วามยาวคลื่น 228 นาโนเมตร จากนัน้น าค่าทีไ่ดไ้ปค านวณการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของเพปไทดจ์าก
เนื้อปลานิล  ตัวอย่างควบคุมท าเหมือนวิธีการข้างต้น แต่จะใช้สารละลายบัฟเฟอร์ปริมาตร 50 
ไมโครลติร แทนการใส่ตวัอย่างทีผ่่านการกรองดว้ยอลัตราฟิลเตรชนั  ใชแ้คปโตพรลิเป็นสารมาตรฐานที่
ช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 100 ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร ความเข้มข้นของเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม ์ACE มหีน่วยเป็นไมโครกรมัสมมลูของแคปโตพรลิต่อมลิลลิติร  หรอืค านวณในรูปรอ้ยละการ
ยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของเพปไทดจ์ากเนื้อปลานิลดงัสมการที ่3  
 
                                                           Inhibition level (%) = [(Ec - Es)/(Ec - Eb]  100             (3) 
 
เมือ่  Ec = ค่าการดดูกลนืแสงที ่228 นาโนเมตร ของบฟัเฟอรก่์อนหยดุปฏกิริยิา 
 Es = ค่าการดดูกลนืแสงที ่228 นาโนเมตร หลงัหยดุปฏกิริยิา  

Eb = ค่าการดดูกลนืแสงที ่228 นาโนเมตร ของตวัอยา่งก่อนหยดุปฏกิริยิา 
 

1.2 กำรศึกษำผลของควำมดนัขบัและควำมเรว็ตำมขวำงต่อค่ำฟลกัซข์องเพอมิเอท และกำร
แยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยกระบวนกำรอลัตรำ
ฟิลเตรชนั 
 
น าขอ้มลูทีไ่ดจ้ากการทดลองในขอ้ 1.1 มาศกึษาผลของความดนัขบัและความเรว็ตามขวางเพื่อ

แยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  ดว้ยอลัตราฟิลเตรชนั  โดยการวนรเีทนเททกลบัไปใน
ถงัปฏกิรณ์เมมเบรน (total recycle mode) ท าการแปรเปลีย่นความดนัขบัในช่วง 0.5 ถงึ 2.5 บาร ์ และ
ความเรว็ตามขวางในช่วง 0.5 ถงึ 1.5 เมตรต่อวนิาท ีตามล าดบั  ก าหนดให้ความดนัขบัเริม่ต้นเท่ากบั 
0.5 บาร ์จากนัน้ค่อยๆ เพิม่ความดนัขบัทุกๆ 30 นาท ีวเิคราะหค์่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  การส่งผ่านของ
โปรตนี  และวเิคราะหฤ์ทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของเพปไทดจ์ากเนื้อปลานิลตามวธิกีารทีไ่ดก้ล่าว
มาขา้งตน้ 
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1.3 กำรศึกษำผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อค่ำฟลกัซข์องเพอมิเอท และกำรแยก
เพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยกระบวนกำรอลัตรำ
ฟิลเตรชนั 

 
น าข้อมูลที่ได้จากการทดลองในขอ้ที่ 1.2 มาศึกษาผลของ gas-liquid two-phase flow ด้วยอลั

ตราฟิลเตรชนัภายใต้ total recycle mode  ก๊าซไนโตรเจนถูกอดัฉีดเข้าไปในทางเข้าของท่อรูปตวั Y 
อตัราการมเีกจควบคุมอตัราการไหลของก๊าซ และเกจวดัความดนั  โดยใหค้วามเรว็ตามขวางคงที่และ
แปรเปลีย่นความเรว็ของก๊าซ อตัราส่วนการไหลระหว่างของเหลวและก๊าซค านวณจากค่าแฟคเตอรข์อง
การฉีดก๊าซ gas injection factor (ε)  หาไดจ้ากสมกการที ่4  

 

 𝜀 =
𝑈𝑔

(𝑈𝑔+ 𝑈𝑙)
                                                      (4) 

 
เมือ่  Ug = ความเรว็ในการไหลของก๊าซ (m s-1) 
 Ul = ความเรว็ในการไหลของของเหลว (m s-1) 
 

 วเิคราะห์ฟลกัซ์ของเพอมเิอท  การส่งผ่านของโปรตนี  และวเิคราะหฤ์ทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์
ACE ของเพปไทด์จากเนื้อปลานิลดดัแปลงตามวธิกีารที่ได้กล่าวมาขา้งต้น   แปรเปลีย่นระดบัการไหล
ของก๊าซจากการไหลแบบฟองก๊าซถงึระดบัการไหลแบบกระสุนตามความเรว็ที่เพิม่ขึน้ เป็นเวลา 150 
นาท ีตามวธิกีารทดลองของ Laorko และคณะ (2011)  หาค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท การส่งผ่านโปรตีน
และเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE  โดยทัว่ไปการเพิม่ความเรว็ตามขวาง และการเพิม่
ความเร็วของก๊าซส่งท าให้ความเค้นเฉือน (shear stress) ที่ผิวหน้าของเมมเบรนเพิ่มขึ้น ค่า shear 
stress number (Ns) ทีผ่นังเมมเบรนถูกน ามาเทยีบกบัความดนัขบั (Chiu และ James, 2006) ค่า shear 
stress number ของการไหลเพยีงเฟสเดยีว (single-phase flow) ค านวณจากสมการที ่5 
 

𝑁𝑠 =
𝜌𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑𝑢2

𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑

𝑇𝑀𝑃
      (5) 

 
การไหลแบบ gas-liquid two-phase flow ประยกุตส์มการเพื่อค านวณหาค่า shear stress number 
(𝑁𝑠

′) ไดด้งัสมการที ่6 
 

𝑁𝑠
′ =

𝜌𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒𝑢2
𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒

𝑇𝑀𝑃
                                                           (6) 

 
เมือ่  𝜌𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 = ความหนาแน่นของของเหลว (kg m-3) 
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 𝜌𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 = ความหนาแน่นของของผสม (kg m-3) 
 𝑢𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 = ความเรว็ของของเหลว (m s-1) 
 𝑢𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 = ความเรว็ของของผสม (m s-1) 
 TMP  = ความดนัขบั (Pa) 
 
ความเรว็ของของผสมค านวณจากสมการที ่7 
 

𝑢𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 = 𝑢𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 +  𝑢𝑔𝑎𝑠                                                      (7) 
 

ความหนาแน่นของของผสมค านวณจากสมการที ่8 
 

     𝜌𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒 =
𝜌𝑔𝑎𝑠𝑢𝑔𝑎𝑠+𝜌𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑𝑢𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑

𝑢𝑚𝑖𝑥𝑡𝑢𝑟𝑒
                                                (8) 

 
ในการศึกษาครัง้นี้ค่าแฟคเตอร์ของการฉีดก๊าซมคี่าเท่ากับ 0  0.25  0.35 และ 0.50 หรือมคี่า 𝑁𝑠

′ 
เท่ากบั 0.020 0.026 0.030 และ 0.039 ตามล าดบั การศกึษาผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อ
ความต้านทานการเกิดฟลาวลิง่ด าเนินการโดยดดัแปลงวธิกีารทดลองของ Razavi และคณะ (2004)   
โดยค่าฟลกัซช์องเพอมเิอทและค่าการกกักนัของเมมเบรนเป็นค่าที่แสดงสมรรถนะในกระบวนการเมม
เบรน สามารถอธบิายดว้ยกฏของ Darcy โดยทีค่่าฟลกัซจ์ะแสดงถงึปรมิาตรของเพอมเิอททีผ่่านเมมเบร
นต่อหน่วยพื้นที่ต่อเวลา (Krishna et al., 2003) และสามารถเขียนในรูปของแรงดันขับ และความ
ตา้นทานการไหลไดด้งันี้ 
 

                                            𝐽 =
𝑇𝑀𝑃

µ𝑅𝑡
                      (9)               

 
เมือ่ J = ฟลกัซข์องเพอมเิอท (m s-1) 
 TMP = ความแตกต่างของความดนั (Pa) 
 µ = ความหนืดของเพอมเิอท (Pa.s) 
 Rt = ความตา้นทานรวม (m-1) 
 
 ความตา้นทานรวมค านวณจากสมการที ่10 
 
                                                     Rt = Rm + Rrf + Rif                                                      (10) 

              Rif  = Rif-in + Rif-ex                                                          (11) 
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เมือ่ Rm =   ความตา้นทานของเมมเบรน (m-1) 
 Rrf =   ความตา้นทานฟาวลิง่แบบผนักลบัได ้(reversible fouling) (m-1) 
 Rif =   ความตา้นทานฟาวลิง่แบบผนักลบัไมไ่ด ้(irreversible fouling) (m-1) 
 Rif-in =   ความตา้นทานฟาวลิง่ภายในแบบผนักลบัไมไ่ด ้(internal irreversible fouling) (m-1) 
 Rif-ex =   ความต้านทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไมไ่ด ้(external irreversible fouling) (m-1) 

  
ความต้านทานที่เกดิขึน้มผีลต่อฟลกัซ์ของเพอมเิอทของกระบวนการเมมเบรน  ในสภาวะปกติ

ความตา้น Rm ค านวณโดยตรงจากค่าฟลกัซข์องน ้าก่อนใชง้าน ค่า Rrf หาไดจ้ากฟลกัซข์องน ้าผ่านงเมม
เบรนหลงัใชง้าน และค่า Rif หาไดจ้ากค่าฟลกัซห์ลงัจากลา้งดว้ยน ้าสะอาด ทีซ่ึง่เมมเบรนจะถูกท าความ
สะอาดดว้ยสารเคมต่ีางๆ  Rt คอืความตา้นทานรวม  ค านวณโดยใชส้มการที ่(10) และ (11)   ค่า Rrf หา
จากฟลกัซข์องน ้า หลงัจากกระบวนการกรองตวัอย่างเสรจ็สิน้ผวิหน้าของเมมเบรนจะถูกชะล้างด้วยน ้า
สะอาด ในขณะทีว่าลว์ของเพอมเิอทจะถูกปิดในขัน้ตอนการท าความสะอาดเมมเบรนน ้าสะอาดจะไหล
ผ่านเมมเบรนด้วยความเรว็ตามขวาง 1.5 เมตรต่อวนิาท ีและความดนัขบั 0.5 บาร ์เป็นเวลา 15 นาท ี 
หลงัจากการล้างครัง้แรกเสรจ็สิ้นวาล์วของเพอมเิอทจะถูกเปิด และท าการวดัค่าฟลกัซ์เพื่อประมาณ
ความต้านทานการเกิดฟลาวลิ่ง  จากนัน้ปิดวาล์วเพอมิเอทอีกครัง้ล้างเมมเบรนด้วยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.5 นอรม์ลั อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส ความดนัขบั 0.5 บาร ์และ
ความเรว็ตามขวาง 1.5 เมตรต่อวนิาท ีเป็นเวลา 40 นาท ีเพื่อก าจดัฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไม่ได้ 
หลงัจากนัน้ลา้งสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ออกดว้ยน ้าสะอาด และวดัค่าฟลกัซ์เพื่อประมาณความ
ต้านทานของเมมเบรน ในขัน้ตอนต่อมาหาค่า Rif-in โดยลา้งดว้ยสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรทค์วาม
เขม้ขน้ 50 พพีเีอม็ อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส ความดนัขบั 0.5 บาร ์ความเรว็ตามขวาง 1.5 เมตรต่อ
วนิาท ีเป็นเวลา 40 นาท ี ค่าความต้านทานถูกน ามาค านวณโดยใชส้มการที่ (10) และ (11)   หลงัจาก
นัน้ท าความสะอาดเมมเบรนด้วยน ้าสะอาด ตามด้วยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.5 
นอรม์ลั อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง  และใชน้ ้าสะอาดลา้งซ ้าจนมคี่าความเป็น
กรด่างเท่ากบั 7    
 จากนั ้นคัดเลือกสภาวะที่ดีที่สุดจากการศึกษาผลของ gas-liquid two-phase flow ด้วย
กระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัภายใต้ total recycle mode มาศกึษาผลของ gas-liquid two-phase flow 
ดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัแบบกะ (batch mode) เป็นเวลา 360 นาท ี ค านวณค่า recovery ดงั
สมการที ่12 
 

𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 (%) =
ปรมิาตรของเพอมเิอท

ปรมิาตรเริม่ตน้
× 100    (12)
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2. กำรผลิตเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยระบบ CBEMR 
  
2.1 กำรศึกษำผลของเวลำในกำรย่อย (pre-hydrolysis) โปรตีนจำกเน้ือปลำนิลต่อกำรแยก

เพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE ด้วยระบบ CBEMR 
 
การเตรียมตัวอย่างสารละลายโปรตีนจากเนื้อปลานิลใช้วิธีการปรับสภาพด้วยอัลคาไลน์ 

(alkaline treatment) โดยดดัแปลงวธิกีารของ Raghavan และ Kristinsson (2008)  น าปลานิลสดขนาด
กลาง (350-500 กรมัต่อตวั) แล่เอาแต่ส่วนทีเ่ป็นเนื้อแยกกา้งและหนงัปลาออก บดใหล้ะเอยีดดว้ยเครือ่ง
บดเนื้อ ได้เนื้อปลาบดละเอียดที่มโีปรตีนเริ่มต้นอยู่ในช่วงร้อยละ 17 ถึง 25 จากนัน้ชัง่ให้ได้อัตรา
ส่วนผสมระหว่างเนื้อปลาบดละเอยีดต่อน ้าในอตัราส่วนของเนื้อปลาบดละเอยีด 1 ส่วนต่อน ้า 14 ส่วน 
ปรบัค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 11 ด้วยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเขม้ข้น 2 โมลาร ์และ
กวนผสมในถงัผสมเป็นเวลา 30 นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง และปรบัค่าความเป็นกรดด่างของของผสมเท่ากบั 
8 ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์และฟอสเฟตบพัเฟอรก์วนผสมในถงัผสม
เป็นเวลา 30 นาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง กรองสารละลายผสมทัง้หมดดว้ยผา้ขาวบาง   เกบ็ตวัอยา่งสารละลาย
ผสมทีผ่่านการกรองไปวเิคราะหป์รมิาณโปรตนีใหด้ว้ยวธิ ีKjeldahl (AOAC, 1999)  โดยจะไดส้ารละลาย
ทีม่โีปรตนีความเขม้ขน้ประมาณรอ้ยละ 1 (โดยน ้าหนักต่อปรมิาตร)  สารละลายที่ไดม้ลีกัษณะเป็นเนื้อ
เดยีวกนัสขีาวขุ่นน าไปวดัความหนืดดว้ยมาตรวดัความหนืดแบบไหลผ่านช่องแคบไดค้่าเท่ากบั 0.0019 
ปาสคาลต่อวนิาท ีและวดัน ้าหนักด้วยเครื่องชัง่น ้าหนักไฟฟ้าได้ค่าเท่ากบั 1366 กโิลกรมัต่อลูกบาศก์
เมตร  

น าสารละลายโปรตีนจากเนื้อปลานิลที่เตรยีมได้ปริมาตร 1300 มิลลิลิตร ใส่ในถังปฏิกรณ์ 
ควบคุมค่าค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 8 อุณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีสตลอดการทดลอง  เตมิเอนไซมอ์ลั
คาเลส 2.4L (อตัราส่วนเอนไซม์ต่อสารละลายโปรตีนเท่ากบั 20 ยูนิตต่อกรมัโปรตีน)  โดยใช้เมมเบ
ขนาดทีถู่กคดัเลอืกตามขัน้ตอนในขอ้ที่ 1 สภาวะทีใ่ชใ้นการกรองของเมมเบรนคอืความดนัขบั 0.5 บาร ์
ความเรว็ตามขวาง 0.8 เมตรต่อวนิาท ี  ลกัษณะการจดัวางระบบดงัแสดงใน Figure  2  ประกอบด้วย
ตัวกรองคือโพลิซัลโฟนเมมเบรน  เกจ์วัดความดันส าหรับวัดความดันเข้าและออกจากเมมเบรน  
ความเรว็ตามขวางควบคุมโดยใช้ปัม๊รดีสายยาง ส่วนความดนัขบัควบคุมโดยใช้รเีทนเททวาล์ว และ 
เพอมเิอทวาล์ว อุณหภูมขิองระบบถูกควบคุมโดยการวนของน ้าผ่านตัวควบคุมอุณหภูมภิายในถัง
ปฏกิรณ์ ปรมิาตรของเพอมเิอทวดัในรูปของน ้าหนักด้วยเครื่องชัง่ไฟฟ้า ควบคุมความเรว็ของการกวน
ดว้ยใบพดัชนิดใบกงัหนัแผ่นแบน (flat blade disc turbine) ค่า Reynolds number (Re) เท่ากบั 21,228 
(McCabe และ Smith, 1976)  
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Figure  2  Schematic diagram of CBEMR system 
 

การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการย่อยสารละลายโปรตีนเบื้องต้น ก่อนน าเข้าสู่ระบบ 
CBEMR โดยการทดลองย่อยโปรตีนที่เวลา 0  30  60  90  และ 120 นาท ีในถงัปฏกิรณ์ก่อนท าการ
แยกเพปไทดด์้วยอลัตราฟิลเตรชนัเป็นเวลา 360 นาท ีสุ่มเกบ็ตวัอย่างเพอมเิอทและรเีทนเทททุกๆ 30 
นาท ีและใหค้วามรอ้น 95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อหยุดการท างานของเอนไซม์ วดัความ
หนืด กจิกรรมของเอนไซม์ ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท ความต้านทานฟาวลิง่ ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ 
ACE  ค่าการส่งผ่านโปรตนี ตามวธิกีารทีไ่ดก้ล่าวไวข้า้งตน้   และวเิคราะหห์าระดบัการยอ่ย (degree of 
hydrolysis) ของโปรตีน เป็นการวัดร้อยละของการตัดพันธะเพปไทด์ของโปรตีนจากการย่อยด้วย
เอนไซมโ์ปรตเีอส ประมาณจากปรมิาณกรดอะมโินทีไ่ดห้ลงัการย่อยดว้ยเอนไซม ์ดว้ยวธิอีอรโ์ท-พาทา
ลิก อัลดีไฮด์ (o-phthalic aldehyde (OPA))  โดยดัดแปลวิธีของ Wanasundara และคณะ (2002) 
สารละลายออรโ์ท-พาทาลอลัดไีฮดร์เีอเจน (OPA reagent) ถูกเตรยีมก่อนใชง้านทุกครัง้  เตรยีมจากออร์
โท-พาทาลกิ อลัดไีฮด์ความเขม้ขน้ 6 มลิลโิมลาร์ (ละลายในเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ 95) และดี
แอล-ไดไธโอไธรทอล (DL-dithiothreitol) ความเข้มข้น 5.7 มลิลโิมลาร์  ในสารละลายโซดยีม เตตรา
บอเรต เดคาไฮเดรทความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ และโซเดยีมโดเดซลิซลัเฟต ปรมิาณรอ้ยละ 2 (สดัส่วน
โดยน ้าหนักต่อปรมิาตร)  ตวัอย่างสารละลายโปรตนีที่ผ่านการย่อยดว้ยเอนไซมโ์ปรตเีอสปรมิาตร 0.4 
มลิลลิติร  ผสมกบัสารละลายออรโ์ท-พาทาลอลัดไีฮด์รเีอเจน บ่มทีอุ่ณหภูมหิ้องเป็นเวลานาน 20 นาท ี
วดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร จ านวนกรดอะมโินอิสระที่ได้จากกระบวนการ
ย่อยด้วยเอนไซม์โปรตีเอส ถูกค านวณในรูปของ  serine-NH2 โดยใช้แอล-ซีรีน (L-serine) เป็นสาร
มาตรฐาน   จ านวนกรดอะมโินเริม่ตน้ทัง้หมดในโปรตนีจากเนื้อปลานิลหาไดจ้ากการย่อยดว้ยกรดไฮโดร
คลอรกิ ความเขม้ขน้ 6 โมลาร ์อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง รอ้ยละของระดบัการ
ยอ่ยค านวณไดจ้ากสมการที ่13 
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𝐷𝐻 (%) =
[𝑁𝐻2]𝑇𝑥−[𝑁𝐻2]𝑇0

[𝑁𝐻2]𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙−[𝑁𝐻2]𝑇0

 × 100         (13) 

 
เมือ่ [NH2]T0  =  จ านวนของ α-NH2 groups ทีเ่วลาในการยอ่ยดว้ย 0 นาท ี

[NH2]Tx =  จ านวนของ α-NH2 groups ในส่วนทีอ่ยูเ่หนือตะกอนหลงัจากการยอ่ย 
 ดว้ยเอนไซมโ์ปรตเีอส เมือ่เวลาผ่านไป x นาท ีในแต่ละการทดลอง 

             [NH2]Total =  จ านวนของ α-NH2 groups ในโปรตนีจากเนื้อปลานิลเมือ่ถูกการยอ่ยดว้ยกรด 
                               ไฮโดรคลอรกิ                                  
  

2.2  ศึกษำผลของควำมดนัขบัต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำก
เน้ือปลำนิลด้วยระบบ CBCMR 
 
คดัเลอืกระยะเวลาในการย่อยทีเ่หมาะสมจากขอ้ 2.1  ศกึษาผลของความดนัขบัต่อการแยกเพป

ไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยดว้ยระบบ CBCMR  สารละลายโปรตนีจาก
เนื้อปลานิล ถูกย่อยด้วยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 8.0 อุณหภูม ิ50 องศา
เซลเซยีส ปรมิาตรเริม่ต้นของสารละลายโปรตนีเท่ากบั 1300 มลิลลิติร ในถงัปฏกิรณ์ อตัราส่วนของ
เอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ต่อสารละลายโปรตนีเป็น 20 ยนูิตต่อกรมัโปรตนี  การทดลองแปรเปลีย่นความ
ดนัขบัจาก 0.5 บาร ์ถงึ 2.5 บาร ์ใชเ้วลาในการกรอง 360 นาท ีสุ่มเกบ็ตวัอย่างเพอมเิอทและรเีทนเทท
ทุกๆ 30 นาท ีและใหค้วามรอ้น 95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อหยุดการท างานของเอนไซม์  
วดักจิกรรมของเอนไซม ์ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท ความต้านทานฟาวลิง่ ค่าการส่งผ่านโปรตนี และฤทธิ ์
ในการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ตามวธิกีารทีไ่ดก้ล่าวมมาขา้งตน้ 

 
2.3 ศึกษำผลของควำมเรว็ตำมขวำง ต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE 

จำกเน้ือปลำนิลด้วยด้วยระบบ CBCMR 
 
คดัเลอืกความดนัขบัที่เหมาะสมจากขอ้ 2.2  ศกึษาผลของความเรว็ตามขวางต่อการแยกเพป

ไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยดว้ยระบบ CBCMR  สารละลายโปรตนีจาก
เนื้อปลานิล ถูกย่อยด้วยเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 8.0 อุณหภูม ิ50 องศา
เซลเซยีส ปรมิาตรเริม่ต้นของสารละลายโปรตนีเท่ากบั 1300 มลิลลิติร ในถงัปฏกิรณ์ อตัราส่วนของ
เอนไซม์อัลคาเลส 2.4L ต่อสารละลายโปรตีนเป็น 20 ยูนิตต่อกรมัโปรตีน  การทดลองแปรเปลี่ยน
ความเรว็ตามขวางจาก 0.8 เมตรต่อวนิาท ีถงึ 2.0 เมตรต่อวนิาท ีใชเ้วลาในการกรอง 360 นาท ีสุ่มเกบ็
ตวัอย่างเพอมเิอทและรเีทนเทททุกๆ 30 นาท ีและให้ความรอ้น 95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี
เพื่อหยุดการท างานของเอนไซม ์ วดักจิกรรมของเอนไซม ์ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท ความต้านทานฟา
วลิง่ ค่าการส่งผ่านโปรตนี และฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ตามวธิกีารทีไ่ดก้ล่าวมมาขา้งตน้ 
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2.4 ศึกษำผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้
เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยระบบ CBCMR 
 
คดัเลอืกความดนัขบัและความเรว็ตามขวางจากขอ้มลูในขอ้ที ่2.2 และ 2.3    สารละลายโปรตนี

จากเนื้อปลานิล ถูกย่อยด้วยเอนไซม์อลัคาเลส 2.4L ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 8.0 อุณหภูม ิ50 
องศาเซลเซยีส ปรมิาตรเริม่ต้นของสารละลายโปรตนีเท่ากบั 1300 มลิลลิติร ในถงัปฏกิรณ์ อตัราส่วน
ของเอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L ต่อสารละลายโปรตนีเป็น 20 ยนูิตต่อกรมัโปรตนี  ใชเ้วลาในการกรอง 360 
นาท ี  ก๊าซไนโตรเจนถูกฉีดเขา้ไปในทางเขา้ของท่อรปูตวั Y อตัราการไหลของก๊าซถูกควบคุมดว้ยเกจ
วดัอตัราการไหลของก๊าซ และเกจวดัความดนั อตัราส่วนการไหลระหว่างของเหลวและก๊าซค านวณจาก
สมการที่ 14  ค่าแฟคเตอร์ของการฉีดก๊าซมีค่าเท่ากับ 0 0.25 0.35 และ 0.5 หรือมีค่า 𝑁𝑠

′ เท่ากับ 
0.019 0.026 0.030 และ 0.039 ตามล าดบั โดยการแปรเปลี่ยนระดบัการไหลของก๊าซจากการไหล
แบบฟองก๊าซถงึระดบัการไหลแบบกระสุน สุ่มเกบ็ตวัอย่างเพอมเิอทและรเีทนเทททุกๆ 30 นาท ีและให้
ความร้อน 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดการท างานของเอนไซม์  วดักิจกรรมของ
เอนไซม์ ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท ความต้านทานฟาวลิง่ค่าการส่งผ่านโปรตีน และฤทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม ์ACE ตามวธิกีารที่ได้กล่าวมมาแล้วข้างต้น  ค านวณค่าคอนเวอร์ชัน่ (conversion) หรอืการ
เปลี่ยนแปลงวตัถุดบิไปเป็นผลผลติที่สนใจ และ ค่าผลติภาพ (productivity) ค่าคอนเวอรช์ัน่หาได้จาก
การดดัแปลงวธิกีารของ Cui และคณะ (2011)  
 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛 (%) =
𝐶𝑝 ×𝑉𝑝

𝐶𝑓×𝑉𝑓
× 100     (14)

  
เมือ่ Cf = ความเขม้ขน้ของโปรตนีในสารละลายเริม่ตน้ (mg mL-1) 

Cp  = ความเขม้ขน้ของโปรตนีในเพอมเิอททีเ่วลาใดๆ  (mg mL-1)   
Vf = ปรมิาตของสารละลายเริม่ตน้ (mL) 
Vp  = ปรมิาตของเพอมเิอททีเ่วลาใดๆ  (mL) 

 

 การเปลีย่นแปลงสารละลายโปรตนีไปเป็นเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE หาไดจ้าก
การดดัแปลงวธิกีารของ Cui และคณะ (2011) ดงัสมการ 
 

𝐴𝐶𝐸 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑦 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛 (%) =
𝐶𝑝 ×𝑉𝑝×𝐴𝑝

𝐶𝑓×𝑉𝑓×𝐴𝑓
× 100   (15)

  
เมือ่ Af   =  ความสามารถของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ในสารละลายเริม่ตน้  
                    (µg captopril g-1 protein) 
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Ap  =  ความสามารถของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ในเพอมเิอททีเ่วลาใดๆ 
          (µg captopril g-1 protein)   
 
ปรมิาณผลติภาพของโปรตนีที่ผ่านการย่อยต่อยนูิตของเอนไซมค์ านวณในหน่วย ยูนิตต่อกรมั

โปรตนี หรอื ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี (unit g-1 protein or unit mL-1 of protein)  หาไดจ้ากการดดัแปลง
วธิกีารของ Cui และคณะ (2011) ดงัสมการ 

 

  𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑜𝑓 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 =  
𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑡 × 𝑆0,𝑡 × 𝐹𝑡 × 𝑡

𝐸𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 × 𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑡
           (16)           

 
เมือ่ protein conversiont    = ค่าโปรตนีคอนเวอรช์ัน่ทีเ่วลาใดๆ  
 enzyme concentration     = ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์(unit mL-1 of protein) 
 substrate volumet   = ปรมิาตรของสารละลายในถงัปฏกิรณ์ทีเ่วลาใดๆ (mL)  

S0,t  = ความเขม้ขน้ของโปรตนีทัง้หมดในถงัปฏกิรณ์ทีเ่วลาใดๆ (mg mL-1) 
Ft = อตัราการไหลของเพอมเิอททีเ่วลาการยอ่ยใดๆ (mL min-1) 
t = เวลาในการยอ่ยสะสม (min)   

 

 ปรมิาณผลติภาพของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ดว้ยระบบ CBCMR  หาได้
จากการดดัแปลงวธิกีารของ Cui และคณะ (2011) ดงัสมการ 

 

Bioactive productivity =  
𝐵𝑖𝑜𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑡 × 𝑆0,𝑡 × 𝐹𝑡 × 𝑡

𝐸𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛×  𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒  𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑡
                    (17) 

 

การวเิคราะหท์างสถติทิ าการทดลอง 3 ซ ้า  จากนัน้น าขอ้มลูทีไ่ดม้าวเิคราะหข์อ้มลูทางสถติโิดย
การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และหากสิ่งทดลองมีความแตกต่าง ท าการทดสอบความ
แตกต่างของค่าเฉลีย่ดว้ยวธิ ีDuncan’s New Multiple’s Range Test (DMRT) (Duncan, 1995) ทีร่ะดบั
ความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 
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ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

1. กำรเพ่ิมประสิทธิภำพกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิล
ด้วยกระบวนกำรอลัตรำฟิลเตรชนั 
 
1.1 ผลของ MWCO ต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิล

ด้วยกระบวนกำรอลัตรำฟิลเตรชนั 
 
การแยกเพปไทด์ด้วยอลัตราฟิลเตรชนัที่ม ีMWCO 3 ขนาดคอื 1 กิโลดาลตนั 5 กิโลดาลตัน 

และ 10 กโิลดาลตนั พบว่า มสีารละลายส่วนของเพอมเิอทและรเีทนเทททีแ่ยกไดท้ัง้หมด 6 ส่วน ซึง่แต่
ละส่วนได้ปรมิาณเพปไทดท์ี่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE แตกต่างกนั Table1 แสดงค่าการส่งผ่าน
โปรตีนและเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของรเีทนเททและเพอมเิอท  เมมเบรนขนาด 
MWCO 1 กโิลดาลตนั ใหค้่าการส่งผ่านโปรตนีต ่าทีสุ่ดประมาณรอ้ยละ 82  เปรยีบเทยีบกบัเมมเบรนข
นาด 5 กโิลดาลตนั รอ้ยละ 87 และเมมเบรนขนาด 10 กโิลดาลตนั รอ้ยละ 92  ตามล าดบั  อธบิายได้
โดยขนาดของเพปไทด์และขนาดรูพรุนของเมมเบรน เพปไทด์ทีม่ขีนาดเลก็สามารถผ่านรูพรุนของเมม
เบรนได ้
 
Table 1  Protein tranmission (Tp) and ACE inhibitory peptide activity of the retentate and 
            permeate obtained during UF of tilapia protein hydrolysates  (TMP = 1.5 bar, CFV =  
              1 m s-1, temperature = 50 0C, VCF = 1.25 and recovery = 20 %) 
 

Tp (%) and ACE inhibitory activity  (µg 
captopril g-1 protein) 

UF fraction 
10 kDa 5 kDa 1 kDa 

Tp  92.0±0.01 87.0±0.01 82.0±0.05 
ACE assay in retentate 50.4±0.40 59.0±0.50 70.79±0.40 
ACE assay in permeate 63.2±0.30 74.0±0.30 86.6±0.50 

 
 เพปไทด์ส่วนของเพอมเิอทที่ได้จากการแยกด้วยเมมเบรนขนาด MWCO 1 กิโลดาลตนั ออก
ฤทธิใ์นการยับ้ยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด (87 ไมโครกรมัแคปโตพรลิต่อกรมัโปรตนี) รองลงมาคอืส่วนของ
รเีทนเททจากการแยกด้วยเมมเบรน MWCO ขนาด 5 กโิลดาลตนั  (74 ไมโครกรมัแคปโตพรลิต่อกรมั
โปรตนี) รเีทนเททจากการแยกดว้ยเมมเบรน MWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั (71 ไมโครกรมัแคปโตพรลิ
ต่อกรมัโปรตนี) เพอมเิอทจากการแยกดว้ยเมมเบรน MWCO ขนาด 10 กโิลดาลตนั (63 ไมโครกรมัแคป
โตพริลต่อกรัมโปรตีน) รีเทนเททจากการแยกด้วยเมมเบรน  MWCO ขนาด 5 กิโลดาลตัน  (59 
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ไมโครกรมัแคปโตพรลิต่อกรมัโปรตนี) และ รเีทนเททจากการแยกดว้ยเมมเบรน MWCO ขนาด 10 กโิล
ดาลตนั (50 ไมโครกรมัแคปโตพรลิต่อกรมัโปรตนี) ตามล าดบั  พบว่า ขนาดโมเลกุลของเพปไทด์มผีล
ต่อการออกฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิล ซึ่งเพปไทด์ขนาดโมเลกุลน้อยกว่า 1 กโิล
ดาลตัน มีฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE ได้ดีกว่าเพปไทด์ขนาดใหญ่ สอดคล้องกับรายงานของ 
Raghavan และ Kristinsson (2009) ซึ่งแยกเพปไทด์จากเนื้อปลานิลที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์โปรตี
เอส พบว่า เพปไทดท์ีม่โีมเลกุลขนาดเลก็จะใหผ้ลในการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ไดด้กีว่าเพปไทดท์ีม่ขีนาด
โมเลกุลขนาดใหญ่  โดยขนาดที่เหมาะสมของเพปไทด์ในการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จะมขีนาดอยู่ในช่วง 
500 ถงึ 800 ดาลตนั (Charoenphun et al., 2013b)  ดงันัน้เมมเบรนทีม่ขีนาดเหมาะสมต่อการแยกเพป
ไทดท์ี่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE คอืเมมเบรนที่มขีนาดประมาณ 1 กโิลดาลตนั  การท างานของ
เพปไทดใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE คอืเพปไทดข์นาดเลก็จะเขา้ไปแข่งขนักบัเอนไซมใ์นการจบักบัสาร
ตัง้ต้นตรงบรเิวณเร่ง (active site) (Ko et al.,  2012)  นอกจากนี้สารทมีฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE 
เช่นเดียวกับเพปไทด์ในธรรมชาติถูกผลิตในรูปสารสงัเคราะห์เพื่อใช้ในการรกัษาโรค (Matsui and 
Matsumoto, 2006)  เช่น แคปโตพริล (captopril) หรือ อีนาลาพริล (enalapril) โดยโครงสร้างหลัก
ประกอบดว้ยกรดอะมโิน อะลานีนต่อกบัโพรลนี (Alanine-Proline)  หรอื ฟีนีลอะลานีนต่อกบัอะลานีนต่อ
กบัโพรลนี (Phenylalanine- Alanine-Proline)  ตามล าดบั (Hooper, 1991)  ดงันัน้ปัจจุบนัจงึมกีารวจิยั
เพื่อผลติเพปไทด์ขนาดเล็กจากแหล่งโปรตีนต่างๆ เพื่อพฒันาเป็นอาหารลดความดนัโลหติผ่านการ
กระท ายบัยัง้การท างานของเอนไซม ์ACE 
 

1.2 ผลของควำมดนัขบัและควำมเรว็ตำมขวำงต่อค่ำฟลกัซข์องเพอมิเอท และกำรแยกเพป
ไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยกระบวนกำรอลัตรำฟิลเตร
ชนั 
 
เมมเบรนทีม่ ีMWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั ถูกคดัเลอืกเพื่อใช้ในการศกึษาผลของความดนัขบั

และความเรว็ตามขวางต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท และการแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ 
ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั (Figure  3) ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่แปรผนั
ตรงกบัการเพิม่ขึน้ของค่าความดนัขับและความเรว็ตามขวาง  ที่ความเรว็ตามขวางต ่า (0.7 เมตรต่อ
วินาที) ค่าฟลักซ์ของเพอมิเอทเพิ่มขึ้นจาก 0.5 ถึง 7.0 ลิตรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง เมื่อความดัน
เพิม่ขึน้จาก 0.5 ถงึ 2.0 บาร ์ ขณะทีค่วามเรว็ตามขวางสูง (2.0 เมตรต่อวนิาท)ี ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท
เพิม่จาก 2.8 ถงึ 11.2 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง เมือ่ความดนัขบัเพิม่จาก 0.5 ถงึ 2.0 บาร ์

เนื่องจากการเพิม่ความเรว็ตามขวางท าให้โมเลกุลขนาดเลก็จ านวนมากผ่านเมมเบรนส่งผลต่อ
การเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท (Cheryan, 1986)  สอดคล้องกบัการรายงานของ Giri และ Mangaraj 
(2014)  พบว่าปรมิาตรของเพอมเิอทเพิม่ขึน้เมือ่เพิม่ความดนัขบั เมือ่ใชอ้ลัตราฟิลเตรชนัขนาด MWCO 
ขนาด 1 กโิลดาลตนั  กรองนมถัว่เหลอืงด้วยความดนัขบัแตกต่างกนั  ในการกรองสารละลายโปรตีน
ความดนัขบัจะช่วยพาโมเลกุลของโปรตีนผ่านผวิหน้าของเมมเบรน  โมเลกุลของโปรตนีมขีนาดเล็ก
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เพยีงพอที่จะผ่านรูพรุนของเมมเบรน โดยจะอาศยัแรงลากตามขวาง (Ronco et al., 2008)  ในกรณีที่มี
การใช้ความดนัขบัหลายระดบั  แนวโน้มการเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทจะแปรผนัตรงกบัความดนัขบั
เป็นเสน้ตรงตามกฏของดารซ์ ี สามารถอธบิายได้โดยใชก้ราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าฟลกัซข์องเพอมิ
เอทและความดนัขบั ลกัษณะกราฟในช่วงแรกค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทจะเป็นมแีนวโน้มเป็นเสน้ตรงเมื่อ
ความดนัขบัเพิม่ขึน้ เป็นช่วงทีก่ารกรองขึน้อยูก่บัความดนัขบั  จนถงึความดนัขบัระดบัหนึ่งค่าฟลกัซข์อง
เพอมเิอทมแีนวโน้มคงที ่เป็นช่วงทีก่ารกรองไม่ได้ขึน้กบัความดนัขบั  ซึง่ถ้าการกรองอยู่ในช่วงนี้แมจ้ะ
เพิม่ความดนัสูงขึน้กไ็ม่ส่งผลต่อการเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท (Cheryan, 1986)  ในการศกึษาครัง้นี้
แนวโน้มของกราฟเพิม่ขึน้เป็นเสน้ตรง  ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่ขึน้ตามค่าความดนัขบัเป็นช่วงทีก่าร
กรองขึน้อยู่กบัความดนัขบัจะได้ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทที่สูง การใช้ความดนัที่สูงเกนิไปในการกรองมี
โอกาสท าใหเ้กดิการสะสมของอนุภาคทีผ่วิหน้าของเมมเบรนจะสูง และท าใหเ้กดิฟลาวลิง่ทีเ่กาะตดิแน่น
กบัพืน้ผวิของเมมเบรน (De Bruijn et al., 2002)  ตวัอยา่งเช่นการกรองน ้าแอบเป้ิลดว้ยเมมเบรน พบว่า 
เมื่อเพิ่มความดนัขบัส่งผลให้ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทมแีนวโน้มเพิ่มขึ้น จนกระทัง่ถึงปรมิาต รสูงสุด 
จากนัน้ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทมแีนวโน้มลดลงเมื่อใชค้วามดนัขบัที่สูงขึน้ (Rao et al., 1987) ดงันัน้ใน
การศึกษาครัง้นี้ช่วงของความดนัขบัอยู่ในช่วงที่อัตราการกรองขึ้นกับความดนัจงึไม่สงัเกตเห็นการ
เปลีย่นแปลงทีค่่าฟลกัซข์องเพอมเิอทคงทีเ่มือ่ความดบัขบัสงูระดบัหนึ่ง 

 

 
 

Figure 3  Effect of CFV and TMP on permeate flux during UF of tilapia protein hydrolysate  
             using 1  kDa membrane in total recycle mode  
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บทบาทของความเรว็ตามขวางในกระบวนการกรอง  การเพิม่ความเรว็ตามขวางช่วยเพิม่อตัรา
การถ่ายเทมวลของสารในระหว่างการกรอง (She et al., 2009)  Kim และ Liu (2008) อธิบายการ
กระจายตัวของอนุภาคถูกควบคุมด้วย 2 ปัจจยั คือ เอนทลัปีอุณหพลศาสตร์ ควบคุมการไหลของ
อนุภาคขนาดเลก็ และ ความเค้นของพลศาสตร์ของการไหล ควบคุมการไหลของอนุภาคขนาดใหญ่ 
(Kim and Liu, 2008)   การศกึษาช่วงของเสน้ผ่าศูนยก์ลางโมเลกุลระหว่างขนาดเลก็และขนาดใหญ่คอื 
0.1 ถงึ 1.0 ไมโครเมตร  ความตา้นทานจะลดลงและแรงเฉือนจะเพิม่ขีน้เมือ่เสน้ผ่าศูนยก์ลางของโมเลกุล
ใหญ่กว่า 0.1 ไมโครเมตร แต่ถ้าเสน้ผ่าศูนยก์ลางของโมเลกุลต ่ากว่า 0.1 ไมโครเมตร พบการกระจายตวั
แบบบราวน์ (Brownian diffusion) หรอืการเคลื่อนที่ของอนุภาคในของไหล ที่เชื่อว่ าเป็นไปโดยสุ่ม  
มากกว่าการกระจายตวัเนื่องจากแรงเฉือน (shear-induced diffusion)  ดงันัน้ในกรณีของโปรตนีปลานิล
ทีผ่่านการย่อยดว้ยเอนไซมโ์ปรตเีอส มขีนาดโมเลกุลต ่ากว่า 0.1 ไมโครเมตร การเคลื่อนทีผ่่านเมมเบรน
ส่วนใหญ่จงึเป็นแบบบราวน์  คอืเกิดการผลกักนัเองของโมเลกุลสารละลายเจอืจาง  การกระจายตวั
เนื่องจากแรงเฉือนเป็นปัจจยัทีช่่วยเปิดการไหลของระบบการกรองทีม่คีวามดนัเป็นตวัขบัเคลื่อนอนุภาค  
แรงลากมปีระสทิธภิาพในการขบัเคลื่อนโมเลกุลผ่านเมมเบรนอย่างต่อเนื่องทีอ่าศยั   อย่างไรกต็ามการ
กรองจะอาศยัทัง้แบบบราวน์และการกระจายตวัเนื่องจากแรงเฉือนในสารละลายเขม้ขน้  สงัเกตจากผล
ของการเพิม่ความดนัขบัท าใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่ขึน้และลดการเกดิฟลาวลิง่ 

Figure  4  แสดงผลของความดนัขบัและความเรว็ตามขวางต่อการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการ
ยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลด้วยเมมเบรนที่ม ีMWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั  พบว่า  การเพิม่
ความดนัขบัและความเรว็ตามขวางส่งผลให้ค่าการส่งผ่านโปรตนีและการแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการ
ยบัยัง้เอนไซม์ ACE เพิม่ขึ้น โดยการแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE มคี่าสูงถึง 84 
ไมโครกรมั และ ค่าการส่งผ่านโปรตนีสูงถงึรอ้ยละ 82 ทีค่วามดนัขบั 2 บาร ์และความเรว็ตามขวาง 2 
เมตรต่อวนิาท ี(Figure  5) กจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE แปรผนัตรงกบัการ
เพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท ทีไ่ด้อธบิายไว้ก่อนหน้านี้      เนื่องจากการเพิม่ความดนัขบัและความเรว็
ตามขวางช่วยเพิม่ประสทิธภิาพการกรองโมเลกุลขนาดเลก็ผ่านเมมเบรน  ค่าการส่งผ่านโปรตนีสมัพนัธ์
กบัปรมิาณโปรตนีที่ถูกกรองผ่านเมมเบรน ขณะทีคุ่ณภาพของผลติภณัฑส์มัพนัธ์กบักจิกรรมของเพป
ไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE 
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Figure 4   Effect of TMP and CFV on protein transmission of permeate obtained    during UF of 
tilapia protein hydrolysate using 1 kDa membrane in total recycle mode 

 

 

Figure 5  Effect of TMP and CFV on ACE inhibitory activity of permeate obtained during UF of 
tilapia protein hydrolysate using 1 kDa membrane in total recycle mode 
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1.3 ผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อค่ำฟลกัซ์ของเพอมิเอท และกำรแยกเพปไทดท่ี์มี
ฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยกระบวนกำรอลัตรำฟิลเตรชนั 

Figure  6 แสดงผลของความเคน้เฉือน (shear stress number; 𝑁𝑠
′) ในช่วง 0.02 ถงึ 0.04 ต่อ

การเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทในการแยกเพปไทดจ์ากเนื้อปลานิลดว้ยเมมเบรนทีม่ ี MWCO ขนาด 1 
กโิลดาลตนั โดยการกรองแบบวนกลบัทีค่วามดนัขบั 2 บารแ์ละความเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ี 
พบว่า ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทมแีนวโน้มเพิม่ขึน้แปรผนัตรงกบัการเพิม่ความเคน้เฉือน การเพิม่ขึน้ของ
ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทโดยความเคน้เฉือนเน่ืองจากฟองอากาศในระบบ gas-liquid two-phase flow  
อธบิายไดด้ว้ยกลไกการเพิม่ความเคน้เฉือนบรเิวณผนงัเมมเบรนส่งผลใหเ้กดิฟองอากาศทีม่ลีกัษณะเป็น
แบบหวักระสุน และช่วยการเพิม่ขึน้ของการถ่ายเทมวลเนื่องจากการเหนี่ยวน าของฟองอากาศท าใหเ้กดิ
การไหลทุตยิภมู ิ (Chiu and James, 2006)  ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่ขึน้จาก 10 ลติรต่อตารางเมตร
ต่อชัว่โมง ทีค่่าความเคน้เฉือน 0.02 ถงึ 15 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง ทีค่่าความเคน้เฉือน 0.04 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Li และคณะ (2008) และ Laorko และคณะ (2011)  ซีง่กรองตวัอยา่งดว้ยเมม
เบรนและมกีารใชร้ะบบ gas-liquid two-phase flow เปรยีบเทยีบกบัระบบทีไ่ม่มกีารเตมิก๊าซ พบว่า 
ความความเคน้เฉือน 0.01 (ไมเ่ตมิก๊าซ) ใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทต ่าทีสุ่ด เมือ่มกีารเตมิก๊าซโดยควบ
ความค่าความเคน้เฉือนที ่0.02 ถงึ 0.04 ช่วยเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทได ้ ค่า 𝑁𝑠

′ ระหว่าง 0.02 ถงึ 
0.04 ในระบบ gas-liquid two-phase flow  เป็นช่วงทีฟ่องอากาศมลีกัษณะเป็นหวักระสุน ซึง่เป็นช่วงที่
น ามาใชใ้นการศกึษาครัง้นี้ รปูแบบฟองอากาศแบบหวักระสุน  โดยฟองอากาศจะรวมตวักนัใหล้กัษณะ
รปูร่างเหมอืนหวักระสุนขนาดใหญ่ตามขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลางของท่อ (Cui et al., 2003)  ฟองอากาศ
รปูแบบหวักระสุนน้ีช่วยเพิม่การไหลของอนุภาคผ่านเมมเบรนส่งผลใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทและลด
การเกดิฟลาวลิง่ในเมมเบรนได ้การประยกุตใ์ชร้ะบบ gas-liquid two-phase flow  ดว้ยค่าความเคน้เฉือน
ทีเ่หมาะสมจะช่วยเพิม่ประสทิธภิาพการกรองดว้ยเมมเบรน (Ducom et al., 2002) 

ชีใ้หเ้หน็ว่าการเพิม่ความเรว็ของก๊าซเป็นการเพิม่ความเคน้เฉือนส่งผลต่อการเพิม่ค่าฟลกัซข์อง
เพอมเิอท ลดการเกดิคอนเซนเทรชนั โพลาไรเซชนั และเพิม่การเคลื่อนทีข่องอนุภาคทีผ่วิหน้าเมมเบรนl
ส่งผลต่อการเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท  นอกจากนี้การเพิม่ประสทิธิภาพการกรองด้วยระบบ gas-
liquid two-phase flow  ยงัอาศยักลไกส าคญัคอืรูปแบบการไหลของสารและลกัษณะของฟองอากาศ 
เพื่อลดการยดึเกาะของอนุภาคที่ผวิหน้าเมมเบรน (Smith and Cui, 2004)  ดงันัน้จงึมหีลายปัจจยัที่
ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของความเค้นเฉือนในระบบ  gas-liquid two-phase flow  อาทิ ความเร็ว 
(Gaucher et al., 2002c) ความหนืด (Pritchard et al., 1995) ความหนาแน่น (Gaucher et al., 2002b) 
และความดนั (Gaucher et al., 2002a) เป็นต้น   Pospisil และคณะ (2002)  รายงานเกี่ยวกบัผลของ
ความเรว็ในระบบ gas-liquid two-phase flow ต่อค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  พบว่า  ความเรว็ของของเหลว
เกี่ยวข้องกับการเคลื่นที่ของอนุภาคผ่านผนังเมมเบรน และการใช้ความเรว็ในระบบ  gas-liquid two-
phase flow ช่วงทีฟ่องอากาศมลีกัษณะเป็นหวักระสุนสามารถเพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทได้ 



 

28 
  

ในการศกึษาผลของความเคน้เฉือนต่อกจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE 
จากเนื้อปลานิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั ซึง่เป็นเพปไทด์ทีม่ขีนาดเลก็  (MWCO ขนาด 500-
800 กโิลดาลตนั) (Charoenphun et al., 2013b)  Table 2 แสดงผลของความเคน้เฉือนต่อค่าการส่งผ่าน
โปรตนีและกจิกรรมการของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลานิลดว้ยเมมเบรนที่
ม ีMWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั ภายใต้สภาะการกรองแบบวนกลบั  พบว่า เพปไทดใ์นเพอมเิอทใหค้่า
กจิกรรมการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูกว่าในรเีทนเทท  โดยเพปไทดก์ลุ่มเป้าหมายถูกกรองผ่านเมมเบรน
ได้มากขึ้น  การใช้ความเค้นเฉือนที่แตกต่างกนัจะส่งผลต่อค่าการส่งผ่านโปรตีน  โดยค่าการส่งผ่าน
โปรตนีสงูทีสุ่ดประมาณรอ้ยละ 95 ทีค่่าความเคน้เฉือน 0.039  รองลงมาคอื รอ้ยละ 93 (ความเคน้เฉือน 
0.030) รอ้ยละ 90 (ความเคน้เฉือน 0.026) และ รอ้ยละ 86 (ความเคน้เฉือน 0.020) ตามล าดบั  แสดงให้
เห็นว่าระบบ gas-liquid two-phase flow  สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการกรองโดยเพิ่มค่าการส่งผ่าน
โปรตนีและการเพิม่กจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  

 

 
 

Figure 6   Effect of shear stress number (𝑁𝑠
′) on permeate flux during UF (MWCO 1 kDa) of 

tilapia protein hydrolysate in total recycle mode (TMP = 2 bar, CFV = 2 m s-1 and 
temperature = 50 0C) 
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Table 2  Effect of  Shear stress number (𝑁𝑠
′) on protein transmission and ACE inhibitory activity 

of permeate and retentate obtained during UF (MWCO 1 kDa) of tilapia protein 
hydrolysate in total recycle mode 

  
Shear stress number  (𝑁𝑠

′) 0.020 0.026 0.030 0.039 
Tp (%) 85.84±0.01a 89.61±0.03b 92.50±0.03c 95.00±0.02d 
ACE assay in retentate 66.2±0.40d 64.4±0.30c 62.2±0.30b 58.1±0.20a 
ACE assay in permeate 82.2±0.40a 85.4±0.20b 88.2±0.10c 91.4±0.40d 

a, b, c and d mean with same row sharing same letter were not significantly (P<0.05) different, 
Unit for ACE assay is µg captopril g-1 protein. 
 
 ผลของความเคน้เฉือนต่อการเกดิเมมเบรนฟลาวลิง่ระหว่างการกรองดว้ยอลัตราฟิลเตรชนัของ
โปรตนีจากเนื้อปลานิลที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์แสดงใน Figure  7  พบว่า ความต้านทานรวม (Rt) 
ความตา้นทานฟาวลิง่ผนักลบัได้ (Rrf)  ความตา้นทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไมไ่ด้ (Rif-ex) ของเมม
เบรนมแีนวโน้มลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 (p<0.05)  เมื่อเพิม่ค่า
ความเคน้เฉือน  ชีใ้หเ้หน็ว่าความเค้นเฉือนทีร่ะดบัสงูและระดบัต ่าใหค้่าความต้านทานรวมทีแ่ตกต่างกนั
อย่างชดัเจน  ฟาวลิง่ส่วนใหญ่เป็นฟาวลิง่ผนักลบัได้  และฟาวลิ่งที่ผนักลบัไม่ได้เกิดขึน้บ้างเล็กน้อย 
เนื่องจากโปรตนีบางส่วนดูดซบัทีบ่รเิวณผวิหน้าเมมเบรนและในรพูรุนของเมมเบรนในระยะเวลาไม่นาน 
(Vadi and Rizvi, 2001) 
 Yan-Jun และคณะ (2000) อธบิายกลไกการเกดิเมมเบรนฟาวลิง่เกีย่วขอ้งกบัพลศาสตรข์องเมม
เบรนทีค่วบคุมพฤตกิรมการไหลของอนุภาคในเมมเบรน  ในระบบอลัตราฟิลเตรชนัเปรยีบเทยีบการเกดิ
ฟาวลิง่ทีผ่วิหน้าของเมมเบรนและการเกดิฟาวลิง่ในรพูรุนเมมเบรน โดยทัว่ไปอนุภาคโปรตนีทีอุ่ดตนัในรู
พรุนของเมมเบรนส่วนใหญ่เป็นอนุภาคขนาดเลก็  ดงันัน้การใช้ระบบ gas-liquid two-phase flow ช่วย
ลดความต้านทานฟาวลิง่ภายในแบบผนักลบัไม่ได้จากเพปไทดท์ี่มโีมเลกุลขนาดเลก็ เนื่องจากผลของ
แรงเฉือนช่วยก าจดัเพปไทดอ์อกจากรพูรุนเมมเบรน การกรองแบบความเรว็ขนานไปกบัผวิหน้าของเมม
เบรนด้วยแรงเฉือนที่เหมาะสมจะช่วยขจัดอนุภาคที่อุดตันจากเมมเบรน (She et al., 2009)  ใน
การศกึษาครัง้นี้การเพิม่ความเคน้เฉือนช่วยลดการเกดิฟาวลิง่ของเมมเบรน และการน าระบบ gas-liquid 
two-phase flow มาประยกุตใ์ชช้่วยเพิม่ประสทิธภิาพการกรองไดเ้ป็นอยา่งด ี
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Figure 7  The profile of normalized resistance (R/Rm) tilapia protein hydrolysate in total recycle 
mode at CFV of 2 m s-1 and TMP of  2  bar as varying shear stress number (𝑁𝑠

′) 
 

 ในครัง้นี้ผู้วิจยัได้การศึกษาผลของความเค้นเฉือนต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท ค่ารีคฟัเวอรี่  
(recovery) การแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE และการเกดิฟาวลิง่ภายใต้สภาวะการ
กรองแบบกะ ด้วยอลัตราฟิลเตรชนัที่ม ีMWCO ขนาด 1 กโิลดาลตนั ที่ความเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อ
วนิาท ีความดนัขบั 2 บาร ์และค่าความเคน้เฉือน 0.039   Figure  8  แสดงผลของเวลาในการกรองต่อ
ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท และร้อยละของค่ารคีฟัเวอรี่ในการแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ 
ACE พบว่า ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทมแีนวโน้มลดลงอย่างต่อเนื่องในช่วง 30 นาทีแรกของการกรอง 
จากนัน้เมื่อเวลาผ่านไปค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทมแีนวโน้มคงทีจ่นกระทัง่สิน้สุดการกรอง 360 นาท ีค่าฟ
ลกัซ์ของเพอมเิอทที่วดัได้เท่ากบั 6.7 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง ได้ค่าร้อยละรคีฟัเวอรีเ่ท่ากบั 78  
ค านวณค่าฟลกัซเ์ฉลีย่ตลอดการกรองเท่ากบั 10 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  ค่ารคีฟัเวอรีม่แีนวโน้ม
เพิม่ขึน้เป็นเส้นตรงแปรผนัตรงกบัเวลาในการกรอง  ขอ้จ ากดัของกระบวนการกรองคอืการลดลงของ
ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท เนื่องจากการเกดิคอนเซนเทรชนั โพลาไรเซชนั เช่น การสะสมของอนุภาคตวั
ถูกละลายที่ผวิหน้าของเมมเบรนซึ่งส่งผลต่อการต้านการไหลของตวัท าละลายขณะที่ถูกกรองผ่านเมม
เบรน (Karthik et al., 2002) 



 

31 
  

 
 

Figure 8  Permeate flux and % recovery during UF (MWCO 1kDa) of tilapia protein 
             hydrolysate in batch mode (TMP = 2 bar, CFV = 2 m s-1, temperature = 50 0C,  
             𝑁𝑠

′ = 0.039) 
 

 ค่าการส่งผ่านโปรตีนในเพอมเิอทและรเีทนเททผ่านเมมเบรนระหว่างการกรองด้วยอัลตรา
ฟิลเตรชนัของโปรตนีจากเนื้อปลานิลทีผ่่านการย่อยดว้ยเอนไซม์ภายใต้สภาวะการกรองแบบกะ พบว่า 
ค่าการส่งผ่านโปรตนีในมแีนวโน้มลดลงอย่างช้าๆ เมื่อเวลาในการกรองเพิม่ขึน้  (Figure  9)  แสดงให้
เหน็ว่าค่าการส่งผ่านโปรตนีมคีวามสมัพนัธก์บัการเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทและระยะเวลาใน
การกรอง  ค่าการส่งผ่านโปรตนีทีค่่าความเคน้เฉือน 0.039  ลดลงจากรอ้ยละ 93 ถงึ รอ้ยละ 81 ทีเ่วลา
ในการกรอง 360 นาท ีนอกจากนี้การลดลงของค่าการส่งผ่านโปรตนีท าให้ค่ากจิกรรมของเพปไทด์ที่มี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ในเพอมเิอท และรเีทนเททลดลงเลก็น้อยเมื่อเวลาในการกรองเพิม่ขึน้ 
ซึง่ค่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ในเพอมเิอทมคี่าสูงกว่าในรเีทนเททเสมอ 
(Figure  10)  เน่ืองจากเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE เป็นเพปไทด์ขนาดเล็ก (MWCO 
ขนาดน้อยกว่า 1 กโิลดาลตนั)   
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Figure 9   Protein transmission (Tp) of permeate and retentate obtained during UF (MWCO 
1kDa) of tilapia protein hydrolysate in batch mode (TMP = 2 bar, CFV =  2 m s-1, 
temperature = 50 0C and 𝑁𝑠

′ = 0.039) 
 

 
 

Figure 10 ACE activity of permeate and retentate obtained during UF (MWCO 1 kDa) of tilapia 
protein hydrolysate in batch mode (TMP = 2 bar, CFV = 2 m s-1, temperature = 50 0C 
and 𝑁𝑠

′ = 0.039) 
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2. กำรผลิตเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยระบบ CBEMR 
 

2.1 ผลของเวลำในกำรย่อย (pre-hydrolysis) โปรตีนจำกเน้ือปลำนิลต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มี
ฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE ด้วยระบบ CBEMR 
 

          การย่อยสารละลายโปรตีนจากเนื้อปลานิลด้วยเอนไซม์โปรตีเอสบางส่วนก่อนน าเข้าสู่
กระบวนการกรอง เพื่อลดการเกดิฟาวลิง่ในระบบ CBEMR  เนื่องจากการยอ่ยโปรตนีบางส่วนจะช่วยลด
ความหนืดของสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลส่งผลดต่ีอการกรองในขัน้ตอนต่อไป  นอกจากนี้การ
ยอ่ยสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลดว้ยเอนไซมโ์ปรตเีอสบางส่วนก่อนน าเขา้สู่กระบวนการกรองช่วย
เพิม่ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  ค่าคอนเวอรช์ัน่ และ ค่าผลติภาพ ในระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์(Rios 
et al., 2004)  การศกึษาเวลาที่เหมาะสมของการย่อยสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลด้วยเอนไซมอ์ลั
คาเลส 2.4L ก่อนน าเขา้สู่ระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์เพื่อเพิม่การละลายของโปรตนีและลดการเกดิ
ฟาวลิง่  Figure  11  แสดงผลของเวลาในการย่อยสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลด้วยเอนไซมโ์ปรตี
เอสบางส่วนก่อนน าเข้าสู่กระบวนการกรองต่อระดบัการย่อยสลาย (degree of hydrolysis, DH) และ
ความหนืด  พบว่า  ระดบัการย่อยมแีนวโน้มเพิม่ขึน้อย่างต่อรวดเรว็ในช่วง 60 นาทแีรกของการย่อย  
จากนัน้ค่อยๆ เพิม่ขึน้อยา่งชา้ๆ   รอ้ยละการยอ่ยประมาณ 35 ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการ
ยบัยัง้เอนไซม ์ACE  สงู (Charoenphun et al., 2013b)  

 
 

Figure 11   Effect of pre-hydrolysis time on degree of hydrolysis (DH) and viscosity at pH 8.0 
                  and 50 °C (S0 = 1 % w/v and E0 = 20 unit g-1protein) ( and ; degree of hydrolysis 
                  and viscosity,  respectively) 
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 ดงันัน้จงึเลอืกเวลาการยอ่ยในช่วง 0 ถงึ 180 นาท ีในการศกึษาครัง้นี้  เมือ่เวลาการย่อยเพิม่ขึน้
ความหนืดของสารละลายมแีนวโน้มลดลง เนื่องจากเมื่อเวลาการย่อยเพิม่ขึน้อนุภาคขนาดใหญ่มปีรมิาณ
ลดลงส่งผลใหค้วามหนืดของสารละลายลดลง  สารละลายทีม่คีวามหนืดสูงจะส่งผลกระทบต่อการกรอง
ด้วยอัลตราฟิลเตรชนัเพราะเป็นสาเหตุให้เกิดฟาวลิ่ง  ดงันัน้การลดความหนืดของสารละลายก่อน
กระบวนการกรองดว้ยเมมเบรนช่วยลดการเกดิฟาวลิง่ได ้(Jeon and Kim, 2000) 

Figure  12   แสดงผลของเวลาในการย่อยต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท และรอ้ยละรคีฟัเวอรีใ่น
ระบบ  CBEMR  พบว่า ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทของสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลทีไ่ม่ผ่านการย่อย
ก่อนเข้าสู่ระบบ CBEMR  ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 60 นาทีแรกของการกรองและค่อยๆ ลดลง
จนกระทัง่สิ้นสุดการกรองที่เวลา 360 นาท ีค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทเท่ากบั 1.2  ลติรต่อตารางเมตรต่อ
ชัว่โมง (ค่ารคีฟัเวอรีร่อ้ยละ 12)   

 
 

Figure 12  Effect of pre-hydrolysis time on permeate flux and % recovery during CBEMR system (S0 
= 1 % w/v and E0 = 20 unit g-1protein, TMP = 1 bar, CFV = 1 m s-1, temperature = 50 0C, 
and initial volume = 550 mL) (, , , ,  and ; permeate flux of pre-hydrolysis 
time = 0,  60, 90, 120, 150 and 180 min and , , , ,   and ; % recovery of 
pre-hydrolysis time = 0, 60, 90, 120, 150  and 180 min, respectively) 

 
ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเฉลี่ยมแีนวโน้มเพิม่ขึน้เมื่อเวลาในการย่อยก่อนการกรองเพิม่ขึน้ ค่าฟ

ลกัซ์ของเพอมเิอทเฉลี่ยที่เวลาในการย่อยก่อนการกรองที่  60 90 120 150 และ 180 นาท ี เป็น 3.2  
4.0  4.1  4.3 และ 4.4 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั  ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทของการย่อย
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ก่อนการกรองทีเ่วลา 180 นาท ีมแีนวโน้มลดลงเลก็น้อยในช่วง 30 นาทแีรกของการกรอง จากนัน้ค่าฟ
ลกัซ์ของเพอมเิอทมแีนวโน้มคงที ่เมื่อสิน้สุดการกรองค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทมคี่าเท่ากบั 4.3  ลติรต่อ
ตารางเมตรต่อชัว่โมง ทีเ่วลา 360  นาท ี (ค่ารคีฟัเวอรีร่อ้ยละ 68)   
 การเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทกบัเวลาในการกรองสามารถอธบิายผลของการเกดิฟา
วลิง่ได ้(Figure  13)  ตวัอย่างที่ถูกย่อยก่อนเขา้สู่ระบบกรองดว้ยเวลาทีแ่ตกต่างกนั ส่งผลใหค้่าฟาวลิง่
ลดลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ระดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (p<0.05)  เมื่อเปรยีบเทยีบกบัที่ไม่ผ่าน
การย่อยก่อนกรอง ซึง่สมัพนัธก์บัการเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  พบว่าความต้านทานฟาวลิง่
ผนักลบัได ้ ความตา้นทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไมไ่ด ้และความต้านทานฟาวลิง่ภายในแบบผนั
กลบัไมไ่ดข้องเมมเบรนลดลงอย่างมนียัส าคญัเมื่อเวลาในการย่อยก่อนกรองเพิม่ขึน้  การวเิคราะหค์วาม
ต้านทานรวม พบว่า ความต้านทานรวมระหว่างระยะเวลาการย่อยทีน่านและระยะเวลาการย่อยที่ส ัน้ มี
ความแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ ค่าความต้านทานฟาวลิง่ผนักลบัไม่ไดเ้กดิขึน้น้อยมากเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัค่าความต้านทานรวม และค่าความต้านทานฟาวลิง่ผนักลบัได ้ ดงันัน้ฟาวลิง่ส่วนใหญ่ที่
เกดิขึน้เป็นฟาวลิง่ทีผ่นักลบัได ้
  

 
 

Figure 13  The profile of normalized resistance (R/Rm) tilapia protein hydrolysate in CBEMR at 
CFV of 1 m s-1 and TMP of 1 bar as varying pre-hydrolysis time 

 
การปรากฏของอนุภาคขนาดใหญ่ในสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลเป็นสาเหตุจากแรงทีเ่กดิ

จากการกดีขวางเนื่องจากขนาด (steric hindrance intetraction) ทีข่ดัขวางการส่งอนุภาคขนาดเลก็ผ่าน
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เมมเบรน เนื่องจากอนุภาคขนาดใหญ่เข้าไปเกาะที่รูพรุนของเมมเบรน (Yan-jun et al., 2000)  ใน
การศกึษาครัง้นี้การย่อยสารละลายโปรตนีดว้ยเอนไซมก่์อนการกรอง  ช่วยลดการเกดิฟาวลิง่เนื่องจาก
โปรตนีขนาดใหญ่ถูกลดให้เป็นอนุภาคขนาดเลก็ สอดคล้องกบัรายงานผลการทดลองทีน่ักวจิยัหลายท่าน
รายงานไว้เกี่ยวกบัการลดลงของเมมเบรนฟาวลิง่และคอนเซนเทรชนั โพลาไรเซชนั (Misun et al., 2008)  
Wang และคณะ (2013)  รายงานผลการศึกษาผลของเวลาในการย่อยก่อนกรองของโปรตีนข้าวหกัด้วย
เอนไซม์โปรตีเอส ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาทีก่อนน าเข้าสู่ระบบปฏกิรณ์เมมเบรน
เอนไซม ์ ลดการเกดิเมมเบรนฟาวลิง่ได ้
 การติดตามการลดลงของกจิกรรมของเอนไซมร์ะหว่างการย่อยด้วยเวลาแตกต่างกนั (Figure  14)     
ในการศกึษาครัง้นี้ พบว่า การใชเ้วลานานในการย่อยส่งผลต่อการลดลงของกจิกรรมของเอนไซม ์การใชเ้วลา
ในการยอ่ยนาน 180 นาทคี่ากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสลดลงมากทีสุ่ด  การลดลงของกจิกรรมของเอนไซม์
เกีย่วขอ้งกบัหลายปัจจยั อาท ิค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภมู ิผลของแรงเฉือนและการยดืเกาะทีผ่นงัเมมเบรน 
(Rios et al., 2004)   ผลของระยะเวลาในการยอ่ยและอุณหภมูอิาจเป็นสาเหตุใหเ้กดิการลดลงของกจิกรรมของ
เอนไซมใ์นครัง้นี้ สอดคล้องกบัการรายงานของ Mannheim และ Cheryan (1990)  ศกึษาผลของเวลาในการ
ยอ่ยโปรตนีนมดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลสทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส และ 50 องศาเซลเซยีส ในถงัปฏกิรณ์เมม
เบรนเอนไซม ์ผลการทดลองทีไ่ดพ้บว่า กจิกรรมของเอนไซมอ์ลัคาเลสลดลง เมื่อสิ้นสุดการกรองทีเ่วลา 360 
นาท ี อยูท่ีร่อ้ยละ 57 ทีอุ่ณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส และ รอ้ยละ 43 ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ตามล าดบั  
นอกจากนี้การลดงของกจิกรรมการท างานของเอนไซมย์งัอาจเกดิจากตวัยบัยัง้การท างานของเอนไซมท์ีเ่กดิ
จากผลติภณัฑใ์นกระบวนการย่อย  ตวัอย่างทีไ่ม่ผ่านกระบวนการย่อยดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR 
ส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์มแีนวโน้มลดลงอย่างช้าๆ เมื่อเปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR   โดยผลติภณัฑข์องตวัอยา่งทีไ่มผ่่านกระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้
สู่ระบบ CBEMR  เป็นอนุภาคขนาดเลก็ถูกกรองออกเมื่อเขา้สู่ระบบ CBEMR    แต่ถ้าเป็นตวัอย่างที่ผ่าน
กระบวนการย่อยดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR ผลติภณัฑจ์ะถูกสะสมอยู่เป็นระยะเวลาหนึ่งก่อนทีจ่ะ
ถูกกรอง  ในการศกึษาครัง้นี้เอนไซมอ์ลัคาเลส 2.4L เป็นเอนไซมใ์นกลุ่มซรีนีโปรตเีอสซึ่งอาจถูกยบัยัง้การ
ท างานด้วยตวัยบัยัง้ซรีนีโปรตีเอส (serine proteinase inhibitors; serpins) ในผลติภณัฑ ์ เซอร์ปินเป็นก
ลุ่มของโปรตีนที่มีโครงสร้างที่คล้ายกันซึ่งสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ในกลุ่มซีรีนโปรตีเอส 
(Silverman et al., 2010) 
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Figure 14  Effect of pre-hydrolysis time on enzyme activity during CBEMR system (S0 = 1 % w/v and 
E0 = 20 unit g-1protein, TMP = 1 bar, CFV = 1 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume 
= 550 mL) (, , , ,  and  ; enzyme activity of pre-hydrolysis time = 0, 60, 
90, 120, 150  and 180 min, respectively) 

 
 ผลของเวลาในการย่อยสารละลายโปรตนีดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR ต่อค่าเฉลีย่การ
ส่งผ่านโปรตนีและกจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของเพอมเิอทแสดงขอ้มลูใน
Table 3  ค่าการส่งผ่านโปรตนีมแีนวโน้มเพิม่ขึน้เมือ่เวลาในการยอ่ยสารละลายโปรตนีดว้ยเอนไซมก่์อน
เขา้สู่ระบบ CBEMR เพิม่ขึน้   ตวัอย่างที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ก่อนเข้าสู่ระบบ CBEMR ให้ค่า
การส่งผ่านโปรตีนต ่าที่สุดประมาณรอ้ยละ 40 เมื่อเปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างที่ผ่านการย่อยสารละลาย
โปรตนีดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR ทีเ่วลาการย่อย 180 นาท ีใหค้่าการส่งผ่านโปรตนีสูงทีสุ่ด
ที่รอ้ยละ 90  รองลงมาคอืที่เวลาการย่อย 150 นาท ีค่าการส่งผ่านโปรตีนอยู่ที่ร้อยละ 88  ที่เวลาการ
ยอ่ย 120 นาท ีค่าการส่งผ่านโปรตนีอยู่ทีร่อ้ยละ 86  ทีเ่วลาการย่อย 90 นาท ีค่าการส่งผ่านโปรตนีอยู่ที่
รอ้ยละ 83 และ เวลาการย่อย 60 นาท ีค่าการส่งผ่านโปรตนีอยู่ที่รอ้ยละ 70  ตามล าดบั   เวลาในการ
ยอ่ยทีแ่ตกต่างกนัท าใหไ้ดเ้พปไทดท์ีม่ขีนาดแตกต่างกนั  ผลติผลส่วนใหญ่ค านวณจากปรมิาณเพปไทด์
ขนาดเลก็ในส่วนของเพอมเิอทที่ผ่านเมมเบรนออกมา  การใชเ้อนไซมช์่วยย่อยบางส่วนก่อนกรองจะท า
ใหก้ารส่งผ่านโปรตนีเกดิไดด้ขีึน้ เนื่องจากเอนไซมเ์ขา้ไปตดัพนัธะของโปรตนีสายยาวท าใหไ้ดเ้พปไทด์
ทีม่ขีนาดเลก็ลงสงัเกตไดจ้ากการเปลีย่นแปลงของระดบัการยอ่ยใน Figure  11   
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Table 3   Effect of pre-hydrolysis time on the average of Tp and bioactive peptide activities of 
permeate during CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0 = 20 unit g-1protein, TMP = 1 bar, 
CFV = 1 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL)  

 
Pre-hydrolysis time (min) Tp (%) ACE activity 

0 39.45±0.45a 45.0±0.50a 
60 69.50±0.50b 70.3±0.70b 
90 83.34±0.32c 86.5±0.76c 
120 85.84±0.16d 83.0 ±0.40d 
150 87.80 ±0.20e 80.8 ±0.20e 
180 89.65 ±0.35f 78.6 ±0.40f 

ns, a, b, c, d, e and f mean with same column sharing same letter were not significantly (p<0.05) 
different. 
Unit for ACE assay is µg captopril g-1 protein 
 

ผลของเวลาในการย่อยสารละลายโปรตนีดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR ต่อกจิกรรมของ
เพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  พบว่า ที่เวลาในการย่อย 90 นาท ีให้ค่ากจิกรรมของเพป
ไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE สูงที่สุด ดงันัน้เมื่อพจิารณาจากค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท และ
กจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  เวลาในการรยอ่ยที ่90 นาท ีถูกเลอืกเพื่อใชใ้น
การศกึษาในขัน้ตอนต่อไป  การยอ่ยสารละลายโปรตนีดว้ยเอนไซมก่์อนเขา้สู่ระบบ CBEMR มปีระโยชน์
ต่อกระบวนการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพด้วยปฏิกรณ์เมมเบรนเอนไซม์ (Wang et al., 2013)  
เนื่องจากการยอ่ยตวัอยา่งก่อนจะช่วยลดความหนืดท าใหง้่ายต่อการกรอง (Darnoko et al., 1989;  Rios 
et al., 2004)  อยา่งไรกต็ามสิง่ทีต่อ้งระวงัคอืการเลอืกระยะเวลาการย่อยทีเ่หมาะสมเพื่อใหไ้ดผ้ลติภณัฑ์
คุณภาพ 

 
2.2 ผลของควำมดนัขบัต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำกเน้ือปลำ

นิลด้วยระบบ CBCMR 
 
ความดนัขบัเป็นปัจจยัหนึ่งทีม่คีวามส าคญัต่อค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทและการเกดิฟาวลิง่ระหว่าง

การแยกสารดว้ยระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์(Hua et al., 2007)   ผลของความดนัขบัต่อค่าฟลกัซ์
ของเพอมเิอทและค่ารคีฟัเวอรีข่องการแยกสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิล ที่มกีารย่อยด้วยเอนไซม์
เป็นเวลา 90 นาท ีและแยกเพปไทดด์ว้ยระบบ CBCMR (Figure  15)  ค่าเฉลีย่ฟลกัซข์องเพอมเิอท และ
ค่ารคีฟัเวอรี่ที่ความดนัขบั 0.5 1.0 1.3 และ 1.6 บาร ์เป็น 3.3 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 
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29)    4.0  ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 34)   4.2 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 36)  
และ 3.7 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 33)  ตามล าดบั  สงัเกตการเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซ์ของ
เพอมเิอทมแีนวโน้มลดลงอย่างต่อเนื่องในช่วง 60 นาทแีรกของการกรอง จากนัน้ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอ
ทลดลงอย่างชา้ๆ จนสิน้สุดการกรองทีเ่วลา 360 นาท ี การเลอืกใชค้วามดนัขบัทีเ่หมาะสมส่งผลต่อการ
เพิม่ประสทิธภิาพการกรอง  เมือ่พจิารณาจากค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทและค่ารคีฟัเวอรีข่องการศกึษาครัง้
นี้ ความดนัขบัทีเ่หมาะสมในการกรองคอื 1.3 บาร ์แต่ต้องพจิารณาค่าการเกดิฟาวลิง่และกจิกรรมของ
เพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  รว่มดว้ย 

ความดนัขบัเป็นปัจจยัเริม่ต้นในการวเิคราะหก์ารเกดิฟาวลิง่ผ่านค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  ดงันัน้
ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอททีค่งที่บ่งบอกถงึการเกดิฟาวลิง่ต ่า  ผลจากการศกึษาในครัง้นี้ทีค่วามดนัขบัต ่า 
(0.5 บาร)์ ค่าฟลกัซข์องเพอมเีอทมกีารเปลีย่นแปลงเพยีงเลก็น้อยมากตลอดการกรอง เมื่อเปรยีบเทยีบ
กบัการกรองทีค่วามดนัขบัสูง (1.6 บาร)์  โดยทัว่ไปการเคลื่อนทีข่องของเหลวผ่านเมมเบรนอาศยัความ
ดนัขบั การเพิม่ความดนัขบัที่สูงเกนิไปเป็นสาเหตุให้เกดิคอนเซนเทรชนั โพลาไรเซชนั  ท าใหใ้นช่วงนี้
ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทจงึไม่ขึ้นกับความดนั แต่กลบัถูกควบคุมโดยการถ่ายเทมวล (mass transfer 
controlled)   แต่ละช่วงความต่างของความดนัขบัส่งผลต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท โดยช่วงสมดุลของ
ความดนัขบัที่เหมาะสมการเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทจะแปรผนัตรงกบัความดนัขบั แต่เมื่อผ่านช่วง
สมดุลของความดนัขบั ไมส่่งผลต่อการเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทแมจ้ะเพิม่ความดนัขบัสูงขึน้ก็
ตาม 

ผลจากการทดลองการใชค้วามดนัขบัทีสู่งถงึ 1.6 บาร ์ ท าใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทลดลง เมม
เบรนฟาวลิง่เกดิขึน้สงู  การใชค้วามดนัขบัสงูเกนิจุดสมดุลมโีอกาสเกดิการจบัตวักนัของอนุภาคทีผ่วิเมม
เบรนมากขึน้ (Cheryan, 1998)  เนื่องจากความดนัสูงเกนิไปท าใหเ้กดิแรงส่งเสริมใหอ้นุภาคยดืเกาะกบั
ผวิเมมเบรนไดม้ากขึน้ โดยเฉพาะในสารทีม่โีมเลกุลเลก็สามารถเขา้ไปแทรกและยดืกบัโครงสรา้งรพูรุน
ของเมมเบรนได้ ส่งผลให้ขนาดรูพรุนของเมมเบรนมขีนาดเลก็ลง ความต้านทานการไหลเพิม่ขึน้ ค่าฟ
ลกัซ์ของเพอมเิอทลดลง (Viadero, 1997)  การใชค้วามดนัขบัในช่วงที่เหมาะสมช่วยเพิม่ประสทิธภิาพ
ในการกรอง สอดคลอ้งกบัรายงานของ Hua et al. (2007)   ศกึษาผลของความดนัขบัจาก 0.5 บาร ์ถงึ 3 
บาร ์ต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท พบว่า ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทแปรผนัตรงกบัค่าความดนัขบั   การใช้
ความดนัขบัต ่าใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทสูงกว่าทีค่วามดนัสูง เมื่อเพิม่ความดนัขบัเกนิ 2 บาร ์ค่าฟลกัซ์
ของเพอมเิอทมแีนวโน้มลดลง  การเพิม่ความดนัขบัในระดบัที่เหมาะสมท าให้เกดิการกระจายตวัของ
อนุภาคไดด้ ี(Elmaleh and Ghaffor, 1996)   
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Figure 15  Effect of TMP on permeate flux and % recovery during CBEMR system (S0 = 1 % w/v 
and E0 = 20 unit g-1 protein, pre-hydrolysis time = 90 min, CFV = 1 m s-1, temperature 
= 50   0C, and initial volume = 550 mL) (, ,  and ; permeate flux of TMP 
= 0.5, 1, 1.3, and  1.6 bar and , ,  and  ; % recovery of TMP = 0.5, 1, 1.3, 
and  1.6 bar,  respectively) 

 
 Table 4 แสดงผลของความดนัขบัต่อการเกดิฟาวลิง่  พบว่า ค่าความตา้นทานรวม และค่าความ
ต้านทานฟาวลิง่ผนักลบัได้ของเมมเบรนเพิม่ขึน้แปรผนัตรงกบัการเพิม่ของค่าความดนัขบั  การเพิม่
ความดนัขบัเป็นสาเหตุใหเ้กดิฟาวลิง่ทัง้ทีผ่นักลบัไดแ้ละผนักลบัไมไ่ด้  การเกดิฟาวลิง่แบบผนักลบัไมไ่ด้
มีแนวโน้มลดลงเมื่อใช้ความดันขับสูง ทัง้นี้ขึ้นอยู่กับลักษณะและองค์ประกอบของตัวอย่างด้วย  
เนื่องจากอนุภาคของสารละลายโปรตนีจากเนื้อปลานิลในระบบ CBEMR ยดืเกาะทีผ่วิหน้าเมมเบรนถูก
ก าจดัออกไป  ประสทิธภิาพการกรองสารลดลงท าให้เกดิคอนเซนเทรชนั โพลาไรเซชนัเพิม่ขึ้น และ
น าไปสู่การเกดิเมมเบรนฟาวลิง่ในทีสุ่ด ท าใหอ้นุภาคของสารเกดิการสะสมทีพ่ืน้ผวิของเมมเบรน และใน
ระบบอลัตราฟิลเตรชนัจะส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงของค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  (Marshall et al., 1993; 
Yan-jun et al., 2000; Das et al., 2009; She et al., 2009)   
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Table 4    Membrane fouling of UF membrane in CBEMR at CFV of 1 m s-1 as varying TMP 
 

TMP (bar) Rt/Rm Rrf/Rm Rif/Rm Rif-ex/Rm Rif-in/Rm 

0.5 0.96 1.3 0.8 0.4 0.5 
1.0 1.39 0.8 0.6 0.3 0.3 
1.3 1.41 1.1 0.3 0.2 0.1 
1.6 1.43 1.2 0.2 0.0 0.0 

 
 การเปลีย่นแปลงค่าความดนัขบัส่งผลต่อกจิกรรมการท างานของเอนไซม์อลัคาเลส 2.4L (Figure  
16)  Lopes  และคณะ (2009)  อธบิายเกีย่วกบัผลของการเพิม่ความดนัขบัต่อการลดลงของกจิกรรมการ
ท างานของเอนไซม์ เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งของเอนไซมข์ณะเคลื่อนที่ผ่านรูพรุนของเมม
เบรนหรอืเคลื่อนทีผ่่านชัน้ของสารละลายทีเ่กดิการอุดตนัเป็นฟาวลิง่ส่งผลใหก้จิกรรมของเอนไซมล์ดลง   
 

 
 

Figure 16    Effect of TMP on enzyme activity during CBEMR system (S0 = 1 % w/v and E0 = 20 unit 
g-1 protein, pre-hydrolysis time = 90 min, CFV = 1 m s-1, temperature = 50 0C, and initial 
volume = 550 mL) (, ,  and ; enzyme activity of TMP = 0.5, 1.0, 1.3 and 1.6 
bar,  respectively) 
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Table 5  แสดงผลของความดนัขบัต่อค่าเฉลี่ยการส่งผ่านโปรตนีและกจิกรรมของเพปไทด์ที่มี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  พบว่า ค่าการส่งผ่านโปรตนีทีค่วามดนัขบั 1.3 บาร ์มคี่าสูงทีสุ่ดคอื รอ้ย
ละ 84.97  รองลงมาคอื ที่ความดนัขบั 1.6 บาร ์อยู่ที่รอ้ยละ 83.57 ความดนัขบั 1.0 บาร์ อยู่ที่รอ้ยละ 
83.34 และ ความดนัขบั 0.5 บาร์ อยู่ที่ร้อยละ 79.25 ตามล าดบั  ค่าการส่งผ่านโปรตีนแปรผนัตรงกบั
การเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท  ในส่วนของกจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์
ACE มแีนวโน้มการเปลี่ยนแปลงแปรผนัตรงกบัค่าการส่งผ่านโปรตนี  ที่ค่าความดนัขบั 1.3 บารใ์ห้ค่า
กจิกรรมของเพปไทดท์ี่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สูงที่สุด คอื 90.31 ไมโครกรมัแคปโตพรลิต่อ
กรมัโปรตนี  ดงันัน้ค่าความดนัขบัส่งผลต่อกจิกรรมของเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ที่
ความดนัขบั 1.3 บาร ์เหมาะสมต่อการน าไปใช้ในการศกึษาในขัน้ตอนต่อไปเมื่อพจิรณาจากค่าฟลกัซ์
ของเพอมเิอท  การเกดิฟาวลิง่และกจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE 
 
Table 5      Effect of TMP on the average of Tp and ACE inhibitory activities of permeate during 

CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0 = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis = 90 min, CFV= 
1 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL) 

 
Tp and ACE inhibitory 

activities 
TMP  (bar)  

0.5 1.0 1.3 1.6 
Tp (%) 79.25±0.25a 83.34±0.66b 84.07±0.93b 83.44±0.05c 
ACE assay*  80.32±0.31a 86.5±0.50a 90.31±0.55b 88.01±0.70c 

a, b, and c mean with same row sharing same letter were not significantly (p<0.05) different. 
* Unit for ACE assay is µg captopril g-1 protein 
 

2.3 ผลของควำมเรว็ตำมขวำง ต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์ACE จำก
เน้ือปลำนิลด้วยระบบ CBCMR 
 

 ผลของเมมเบรนฟาวลิง่ต่อการถ่ายเทมวลของระบบปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์ถ้าเมมเบรนฟา
วลิง่เป็นสาเหตุใหเ้กดิการขดัขวางรพูรนุของเมมเบรน เป็นฟาวลิง่ทีไ่มข่ึน้อยูก่บัความเรว็ตามขวาง (Vela 
et al., 2009)  ผลของความเรว็ตามขวางต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท  ค่ารคีฟัเวอรี่ในระบบ CBCMR 
แสดงใน Figure  17 ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเฉลีย่และค่ารคีฟัเวอรีท่ี่ความเรว็ตามขวางที่ 1.0 1.5 และ 
2.0 เมตรต่อวนิาท ีเป็น 4.15 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 31)   4.50  ลติรต่อตารางเมตรต่อ
ชัว่โมง  (รอ้ยละ 40)  และ 4.50 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง (รอ้ยละ 40)  ตามล าดบั ทีค่วามเรว็ตาม
ขวาง 1.5 และ 2.0 เมตรต่อวินาที ค่าฟลักซ์ของเพอมิเอทและค่ารีคัฟเวอรีไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และสูงกว่าที่ความเร็วตามขวาง 1.0 เมตรต่อวินาที  แนวโน้มการ
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เปลี่ยนแปลงค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทลดลงในช่วง 30 นาทแีรกของการกรองจากนัน้มแีนวโน้มคงที่จน
สิน้สุดกระบวนการกรองทีเ่วลา 360 นาท ีค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท และค่ารคีฟัเวอรทีีค่วามเรว็ตามขวาง 
1.0  1.5  และ 2.0 เมตรต่อวนิาท ีเป็น 3.96 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 71)  4.33  ลติรต่อ
ตารางเมตรต่อชัว่โมง  (รอ้ยละ 77)  และ 4.34  ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง (รอ้ยละ 77)  ตามล าดบั  
จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าการเพิม่ความดนัขบัส่งผลต่อการเพิม่ขึน้ของค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท 
เนื่องจากการเพิม่ความเรว็ตามขวางช่วยเพิม่ความเคน้เฉือนทีผ่วิหน้าเมมเบรน  เมื่อค่าความเคน้เฉือน
เฉือนสูงช่วยลดการเกดิคอนเซนเทรชนั โพลาไรเซชนัและเพิม่การอตัราการก าจดัอนุภาคของสารบน
ผวิหน้าเมมเบรน น าไปสู่การเพิม่ค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท (Laorko et al., 2011)  Hua และคณะ (2007) 
ศกึษาผลของความเรว็ตามขวางในช่วง 0.21 ถงึ 1.68 เมตรต่อวนิาท ี ต่อค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท  ผล
การทดลองชี้ให้เหน็ว่าการเพิม่ขึน้ของค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอทแปรผนัตรงกบัการเพิม่ขึ้นของความเรว็
ตามขวาง การเลอืกใช้ค่าความเรว็ตามขวางในระดบัที่เหมาะสมจะเพิม่ประสทิธภิาพของการกรองได้ 
ความเรว็ตามขวางทีแ่นะน าใหใ้ชใ้นระบบอลัตราฟิลเตรชนัส าหรบัการทดลองนี้คอื 2 เมตรต่อวนิาท ี
 

 
 

Figure 17      Effect of CFV on permeate flux and % recovery during CBEMR system (S0 = 1 % 
w/v, E0 = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP = 1.3 bar, 
temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL) (, , and ; permeate flux 
of CFV = 1.0, 1.5, and 2.0 m s-1 and  , , and ; % recovery of CFV = 1.0, 
1.5, and 2.0 m s-1, respectively) 
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Table 6  แสดงการเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทกบัเวลาในการกรองสามารถอธบิายการ
เกิดเมมเบรนฟาวลิ่ง พบว่า ค่าความต้านทานรวม ค่าความต้านทานฟาวลิ่งผนักลบัได้   ค่าความ
ตา้นทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไม่ได ้และค่าความต้านทานฟาวลิง่ภายในแบบผนักลบัไมไ่ด ้ของ
เมมเบรนลดลงแปรผกผนักบัการเพิม่ของค่าความเรว็ตามขวาง  การเพิม่ขึน้ของค่าความเรว็ตามขวาง
ช่วยลดการเกดิเมมเบรนฟาวลิง่ (Vadi and Rizvi, 2001)  เมมเบรนฟาวลิง่ผนักลบัไดแ้ละผนักลบัไม่ได้
ลดลงเมื่อใช้ความเรว็ตามขวางที่เหมาะสม และเมมเบรนฟาวลิง่ถูกก าจดัออกจากผวิหน้าของเมมเบร
นด้วยแรงเฉือน (She et al., 2009)  Choi และคณะ (2005) รายงานผลของความเรว็ตามขวางต่อการ
เกดิเมมเบรนฟาวลิง่ระหว่างกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัขนาด MWCO 30 กโิลตาลตนั พบว่า  ค่าฟ
ลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่ขึน้แปรผนัตรงกบัความเรว็ตามขวาง และที่ความเรว็ตามขวางสูงลดการเกดิฟา
วลิง่ได ้  
 
Table 6    Membrane fouling of UF membrane in CBEMR at TMP of 1.3 bar as varying CFV 
                  

CFV  (ms-1) Rt/Rm Rrf/Rm Rif/Rm Rif-ex/Rm Rif-in/Rm 

1.0 1.4 1.1 0.3 0.2 0.1 
1.5 1.3 1.0 0.2 0.1 0.1 
2.0 1.2 1.0 0.2 0.1 0.0 

 
 ผลของความเร็วตามขวางต่อกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีนเอสแสดงในFigure  16  พบว่า
กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตนีเอสลดลงแปรผกผนักบัการเพิม่ขึน้ของความเรว็ตามขวาง  Nakkeeran และ 
Subramanian (2010) อธบิายผลของความเรว็ตามขวางท าใหเ้กดิแรงเฉือนจากกระบวนการต่างๆ เช่น 
ระหว่างการกรอง การกวน ส่งผลต่อการลดลงของกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอส  นอกจากนี้ยงัมี
รายงานของ Thomas และ Geer (2010) เกี่ยวกบัความเสยีหายทีเ่กดิขึน้กบัเอนไซมซ์ึง่เป็นโปรตนีทีท่ า
หน้าทีเ่ร่งปฏกิริยิาเคม ี เมื่อไดร้บัแรงเฉือนจากภายนอก ส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งของโปรตนี
จากโครงสรา้งจตุรภูม ิเป็นทุตยิภูมหิรอืตติยภูม ิท าให้เกดิการเสยีสภาพของโปรตีน ซึ่งส่งผลต่อการ
ลดลงของกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตนีเอส 
  Table 7 แสดงผลของความเรว็ตามขวางต่อค่าเฉลีย่การส่งผ่านโปรตนีและกจิกรรมของเพปไทด์
ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE  ในระบบ CBEMR พบว่า ค่าการส่งผ่านโปรตีนแปรผนัตรงกบัค่า
ความเรว็ตามขวาง ค่าการส่งผ่านโปรตนีทีค่วามเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ี และ 1.5 เมตรต่อวนิาท ี
มคี่าเท่ากนัคอืรอ้ยละ 86 สูงกว่าที่ความเรว็ตามขวาง 1.0 เมตรต่อวนิาท ีมคี่าเท่ากบัรอ้ยละ 84 ค่าการ
ส่งผ่านโปรตนีขึน้อยู่กบัการพาอนุภาคผ่านเมมเบรนสมัพนัธก์บัการเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท 
ทีค่วามเรว็ตามขวาง 2 เมตรต่อวนิาท ี และ 1.5 เมตรต่อวนิาท ีไมม่คีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถิติที่ความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 (p<0.05) เช่นเดียวกับค่ากิจกรรมของเพปไทด์ที่มีฤทธิใ์นการยบัยัง้
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เอนไซม์ ACE ที่แปรผนัตรงกับค่าความเร็วตามขวางสอดคล้องกบัค่าการส่งผ่านโปรตีน  ดงันัน้ค่า
ความเรว็ตามขวางที ่1.5 เมตรต่อวนิาท ีจงึถูกคดัเลอืกเพื่อศกึษาผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อ
การแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE จากเนื้อปลานิลด้วยระบบ CBCMR ในขัน้ตอน
ต่อไป 
 

 
 

Figure 18    Effect of CFV on enzyme activity during CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0 = 20 unit 
g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP = 1.3 bar, temperature = 50 0C, and 
initial volume = 550 mL) (, , and ; enzyme activity of CFV = 1.0, 1.5, and 
2.0 m s-1, respectively) 

 
Table 7      Effect of CFV on the average of Tp and ACE inhibitory activities of permeate during 

CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0 = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, 
TMP = 1.3 bar, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL)        

          
Tp and bioactive peptide 

activities 
CFV  (m s-1) 

1.0 1.5 2.0 
Tp (%) 84.07±0.93a 86.34±0.66b 86.38±0.62b 
ACE assay*  90.31±0.69a 93.21±0.79b 93.22±0.78b 

a, b, and c mean with same row sharing same letter were not significantly (p<0.05) different. 
* Unit for ACE assay is µg captopril g-1 protein 
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2.4 ผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อกำรแยกเพปไทดท่ี์มีฤทธ์ิในกำรยบัยัง้เอนไซม ์
ACE จำกเน้ือปลำนิลด้วยระบบ CBCMR 

 

การเกิดเมมเบรนฟาวลิง่เป็นปัญหาส าคญัของการประยุกต์ใช้ระบบ CBCMR ในการผลติสาร
ออกฤทธิท์างชวีภาพ  หลายๆ เทคนิคถูกน ามาใช้เพื่อแก้ปัญหาน้ีเพื่อเพิม่ประสทิธภิาพการกรองใน
ปฏกิรณ์เมมเบรนเอนไซม ์gas-liquid two-phase flow เป็นอกีหนึ่งวธิทีี่สามารถเพิม่ประสทิธภิาพการ
กรองได้ ผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อการแยกเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์ ACE 
จากเนื้อปลานิลด้วยระบบ CBCMR แสดงใน Figure  19  พบว่า ค่าเฉลี่ยฟลกัซ์ของเพอมิเอทและ
รคีฟัเวอรีเ่ฉลี่ยที่ค่าความเค้นเฉือน 0.019  0.026  0.030 และ 0.039 เป็น 4.50 ลติรต่อตารางเมตรต่อ
ชัว่โมง  (รอ้ยละ 40) 4.56 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง (รอ้ยละ 40)  4.72 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง 
(รอ้ยละ 40)  และ 4.81 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง (รอ้ยละ 40)  ตามล าดบั ทีค่่าความเคน้เฉือน 0.039  
ค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทมแีนวโน้มลดลงเลก็น้อยในช่วง 30 นาทแีรกของการกรอง และค่อนขา้งคงทีเ่มื่อ
เวลาในการกรองเพิม่ขึน้ จนกระทัง่สิน้สุดการกรองทีเ่วลา 360 นาท ีค่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเท่ากบั 4.73 
ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง รอ้ยละรคีฟัเวอรีเ่ท่ากบั 82 ทีเ่วลาการกรองเท่ากนัค่าฟลกัซข์องเพอมเิอท
ทีค่่าความเคน้เฉือน 0.019 เท่ากบั 4.35 ลติรต่อตารางเมตรต่อชัว่โมง รอ้ยละรคีฟัเวอรีเ่ท่ากบั 77 
  การเปลีย่นแปลงค่าฟลกัซข์องเพอมเิอททีเ่วลาในการกรองต่างๆ อธบิายดว้ยผลของการเกดิเมม
เบรนฟาวลิง่ใน Table 8 พบว่า  ค่าความต้านทานรวม ค่าความต้านทานฟาวลิง่ผนักลบัได้   ค่าความ
ตา้นทานฟาวลิง่ภายนอกแบบผนักลบัไม่ได ้และค่าความต้านทานฟาวลิง่ภายในแบบผนักลบัไมไ่ด ้ของ
เมมเบรนลดลงแปรผกผนักบัการเพิม่ของค่าความเคน้เฉือน  ระบบ gas-liquid two-phase flow สามารถ
ลดค่าความต้านทานฟาวลิง่ได ้ส่งผลใหค้่าฟลกัซข์องเพอมเิอทเพิม่ขึน้ เนื่องจากแรงเฉือนทีผ่วิหน้าเมม
เบรนเพิม่ขึน้ (Pospisil et al., 2004) 
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Figure 19       Effect of gas-liquid two-phase flow on permeate flux and % recovery during CBEMR 
system (S0 = 1 % w/v, E0  = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP 
= 1.3 bar, CFV = 1.5 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL) (, 
,  and ; permeate flux of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039 and , 
,  and ; % recovery of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039, respectively) 
  
Table 8   Membrane fouling of UF membrane in CBEMR at TMP of 1.3 bar and CFV of  
             1.5 m s-1 as varying Shear stress number (𝑁𝑠

′) 
 

Shear stress number (𝑁𝑠
′) Rt/Rm Rrf/Rm Rif/Rm Rif-ex/Rm Rif-in/Rm 

0.019 1.3 1.0 0.20 0.12 0.1 
0.026 1.1 1.0 0.16 0.10 0.0 
0.030 1.0 0.9 0.10 0.08 0.0 
0.039 1.0 0.8 0.10 0.08 0.0 

 
 ผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีนเอสแสดงใน  Figure  20  
พบว่ากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตนีเอสลดลงแปรผกผนักบัการเพิม่ขึน้ของค่าความเคน้เฉือน   Clarkson  
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และคณะ (1999) อธบิายผลของการใชก๊้าซในการกรองสารละลายดว้ยเมมเบรนท าใหเ้กดิฟองอากาศใน
ระบบ  ที่ซึ่งส่งผลการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนท าให้กิจกรรมของเอนไซม์โปรตีนเอสลดลง 
อยา่งไรกต็ามเมือ่เพิม่ค่าความเรว็ของก๊าซในระดบัทีส่งูขึน้ การเกดิฟองอากาศจะมากขึน้ตาม  Clarkson 
และคณะ (2000) ศกึษาการเสยีสภาพของโปรตนีในสภาวะการกรองทีม่ฟีองอากาศ พบว่า ฟองอากาศ
ท าใหโ้ปรตนีเสยีสภาพ ท าใหเ้กดิการออกซไิดซก์บัออกซเิจนในอากาศเลก็น้อย  และความเสยีหายของ
โปรตีนที่เกิดจากค่าความเป็นกรด่างและแรงของประจุ  ฟองอากาศและผลจากแรงเฉือนที่เกิดขึ้น
ระหว่างกระบวนการกรองท าใหโ้ครงสรา้งจตุรภมูขิองโปรตนีเปลีย่นแปลงไป  
 Table 9  แสดงผลของความเค้นเฉือนต่อค่าเฉลี่ยของการส่งผ่านโปรตีนและกิจกรรมของเพป
ไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  ในระบบ CBEMR พบว่า ทีค่่าความเคน้เฉือนสูงทีสุ่ดคอื 0.039 
ใหค้่าการส่งผ่านโปรตนีรอ้ยละ 90.75 รองลงมาคอื ทีค่วามเคน้เฉือน 0.030  0.026 และ 0.019 เป็นรอ้ย
ละ 88.18 รอ้ยละ 87.06 และ รอ้ยละ 86.34 ตามล าดบั ค่าการส่งผ่านโปรตนีแปรผนัตรงกบัค่าความเคน้
เฉือน และสมัพนัธ์กบัการค่าฟลกัซ์ของเพอมเิอท  นอกจากนี้ความเค้นเฉือนยงัส่งผลต่อกจิกรรมของ
เพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  ในระบบ CBEMR พบว่า ค่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิ ์
ในการยบัยัง้เอนไซม ์ACE มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 
(p<0.05) ทีค่่าความเคน้เฉือนต่างๆ   ทีค่่าความเคน้เฉือนสูงทีสุ่ด 0.039 ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทดท์ี่มี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สงูทีสุ่ด 

 
 

Figure 20    Effect of gas-liquid two-phase flow on enzyme activity during CBEMR system (S0 = 
1 % w/v, E0 = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP = 1.3 bar, CFV 
= 1.5 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL) (, ,  and 
; enzyme activity of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039, respectively) 
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Table 9    Effect of Shear stress number on average of Tp and bioactive activities during CBEMR 
system (S0 = 1 % w/v, E0 = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP = 1.3 
bar, CFV = 1.5 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL)  

 
Tp and bioactive peptide 

activities 
Shear stress number (𝑁𝑠

′) 
0.019 0.026 0.030 0.039 

Tp (%) 86.34±0.66a 87.06±0.94ab 88.18±0.82b 90.75±0.25c 
ACE assay* 93.21±0.79a 95.34±0.66b 96.68±0.19c 98.99±0.01d 

a, b, c and d mean with same row sharing same letter were not significantly (p<0.05) different. 
* Unit for ACE assay is µg captopril g-1 protein 

 
 Figure  21 และ 22 แสดงผลของ gas-liquid two-phase flow ต่อค่าโปรตนีคอนเวอรช์ัน่และค่า
ผลติภาพของโปรตนีค านวณในรปูของปรมิาตสะสมที่เวลาการกรองใดๆ พบว่า ค่าคอนเวอรช์ัน่และค่า
ผลติภาพของโปรตนีแปรผนัตรงกบัค่าความเคน้เฉือน  การวเิคราะหห์าค่าความเขม้ขน้ของโปรตนีตาม
วธิกีารของ Lowry (Lowry's method) ซึง่เป็นวธิกีารทีใ่ชเ้วลาไมน่านและมคีวามแม่นย า   
 

 
 

Figure 21   Effect of gas-liquid two-phase flow on protein conversion and productivity of protein during 
CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0  = 20 unit g-1protein, pre-hydrolysis time = 90 min, TMP 
= 1.3 bar, CFV = 1.5 m s-1, temperature = 50 0C, and initial volume = 550 mL) (, , 
 and ; conversion of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039 and , ,  and 
; productivity of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039, respectively) 
 



 

50 
  

 ค่าโปรตีนคอนเวอรช์ัน่เมื่อสิ้นสุดเวลาการกรองที่ 360 นาท ีมคี่าอยู่ระหว่างร้อยละ 68 ถึง 76 
โดยมคี่าสูงสุดทีค่วามเคน้เฉือน 0.039  จากผลการทดลองชีใ้หเ้หน็ว่าระบบ gas-liquid two-phase flow 
ช่วยเพิม่ประสทิธภิาพในการกรองได้ ในส่วนของค่าผลติภาพของโปรตีน ค านวณในรูปของมวลของ
ผลติภณัฑต่์อยูนิตของเอนไซม ์ พบว่า ผลติภาพของโปรตนีแปรผนัตรงกบัเวลาในการกรองที่เพิม่ขึน้ 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Cui และคณะ (2011)  ค่าความเคน้เฉือนที่ 0.039 ใหค้่าโปรตนีคอนเวอรช์ัน่
และค่าผลติภาพของโปรตีนสูงที่สุด คอื ร้อยละ 202 และ 0.9 มลิลกิรมัเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม์ ACE ต่อยูนิตของเอนไซม์  ตามล าดับ  แสดงให้เห็นว่าระบบ gas-liquid two-phase flow 
สามารถเพิม่ประสทิธภิาพการผลติเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE  ไดท้ัง้ในเชงิปรมิาณและ
เชงิคุณภาพ 
 

 
 

Figure 22  Effect of gas-liquid two-phase flow on ACE inhibitory capacity conversion and productivity 
of ACE inhibitory peptides during CBEMR system (S0 = 1 % w/v, E0  = 20 unit g-1protein, 
pre-hydrolysis time = 90 min, TMP = 1.3 bar, CFV = 1.5 m s-1, temperature = 50 0C, and 
initial volume = 550 mL) (, ,  and ; conversion of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 
and 0.039 and , ,  and ; productivity of 𝑁𝑠

′ = 0.019, 0.026, 0.030 and 0.039, 
respectively)  
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สรปุและข้อเสนอแนะ 
 

สรปุ 
 

1. การผลติเพปไทด์ที่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ของโปรตนีจากเนื้อปลานิลด้วยเมมเบรนที่มี
ขนาด MWCO 1 กโิลดาลตนั ใหค้่ากจิกรรมของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สูงทีสุ่ด 
ความดันขบัและความเร็วตามขวางที่เหมาะสมในการกรอง คือ 2 บาร์ และ 2 เมตรต่อวินาที 
ตามล าดบั  การเพิม่ประสทิธภิาพการกรองด้วยระบบ gas-liquid two-phase flow ที่ค่าความเค้น
เฉือน 0.039 มปีระสทิธภิาพสูงในการแยกเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE จากเนื้อปลา
นิลดว้ยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนัดทีีสุ่ด 
 

2. การพฒันากระบวนการผลติโดยการประยุกต์ใช้ระบบ CBEMR พบว่าเวลาที่เหมาะสมในการย่อย
สารละลายโปรตนีจากเน้ือปลานิลก่อนการแยกเพปไทด์ทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE คอื 90 
นาที และความดันขบัและความเร็วตามขวางที่เหมาะสม คือ 1.3 บาร์ และ 1.5 เมตรต่อวินาที 
ตามล าดบั   การใช ้gas-liquid two-phase flow ในการกรอง ทีค่่าความเค้นเฉือน 0.039 ใหค้่าคอน
เวอรช์ัน่และผลติภาพของเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE สูงทีสุ่ด  คอื รอ้ยละ 202 และ 
0.9 มลิลกิรมัเพปไทดท์ีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม ์ACE ต่อยนูิตของเอนไซม ์ ตามล าดบั 

 
 

ข้อเสนอแนะ 
 
1. การพฒันาระบบการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากเน้ือปลานิลดว้ยปฏกิรณ์เมมเบรน เอนไซมส์ู่

กระบวนการผลติอยา่งต่อเนื่อง continuous enzymatic membrane reactor (CEMR) ในระดบั
อุตสาหกรรม 
 

2. การศกึษากระบวนการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากเน้ือปลานิลในรปูแคปซลู หรอืพฒันาเป็น
อาหารเสรมิเพื่อสุขภาพ และตดิตามการเปลีย่นแปลงลกัษณะทางเคมแีละกายภาพของผลติภณัฑ์ 

 
3. การผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากวสัดุเศษเหลอื (by-product) ของอุตสาหกรรมแปรรปูปลานิล  
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รายงานในช่วงตัง้แต่วนัที ่1  ตุลาคม พ.ศ.  2557  ถงึวนัที ่ 30 กนัยายน พ.ศ. 2558 
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี  ตัง้แต่วนัที ่1  ตุลาคม พ.ศ. 2557   
 

รำยรบั 
จ านวนเงนิทีไ่ดร้บั 
งวดที ่ 1  (50%) 220,000   บาท เมือ่วนัที ่ 15  มกราคม  2558 
งวดที ่ 2  (40%) 176,000   บาท   เมือ่วนัที ่ 18  มนีาคม  2558 
งวดที ่ 3  (10%) 44,000   บาท   เมือ่วนัที ่ 30  กนัยายน  2558 
 รวม  440,000 บาท 
 

รำยจ่ำย 

รายการ งบประมาณทีต่ัง้ไว ้ งบประมาณทีใ่ชจ้รงิ จ านวนเงนิคงเหลอื/เกนิ 
1. ค่าตอบแทนทีป่รกึษา 20,000 20,000 0 
2. ค่าจา้ง 0 0 0 
3. ค่าวสัดุ 276,000 276,000 0 
4. ค่าใชส้อย 100,000 100,000 0 
5. ค่าครภุณัฑ ์ 0 0 0 
6. ค่าใชจ้่ายอื่นๆ  
ค่าสาธารณูปโภค 10 % 

44,000 44,000 0 

รวม 440,000 440,000 0 

   
(นางสาวนรนิทร ์ เจรญิพนัธ์) 
หวัหน้าโครงการวจิยัผูร้บัทุน 
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