
บทที 3

การทดลอง และวิธีการพัฒนาโปรแกรม

3.1 การหดลอง และเค?องมือทีใช้ไนการทดลอง

ภาพแสดงการจัดวางอุปกรณ์ลำหรับการทดลองในระบบลองคอลัมน์ ตามวิธีที 1 แสดงไว้ 
ในรูปท่ี 12 ชุดทดลอง จะถูกควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 4.5°c (40°F) โดยประกอบไปด้วย โครมาโต 
กราฟิ คอลัมน์ลองอัน คอลัมน์หน่ึงจะถูกบรรจุไว้ด้วย DEAE-Sepharose (ทำหน้าทีเป็นตัวแลก 
เปลี่ยนประจุลบ) ส่วนอีกคอลัมน์หน่ึงจะถูกบรรจุไว้ด้วย CM-Sepharose (ทำหน้าทีเป็นตัวแลก 
เปลี่ยนประจุบวก) คอลัมน์ทั้งลองจะต่ออยู่กับถังพักทั้งหมด 3 ถัง คือ ถังพักด้านบน (TR), ถัง 
พักตรงกลาง (MR) และกังพักด้านล่าง (BR)

รูปท่ี 3.1 เครื่องมือท่ีใชในการทดลองกระบวนการ พีเอช พาราเมตรก ปัมปิง ระบบสองคอลัมน์
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ลารผสมจะถูกทำให้ไหลกลับไปกลับมาในคอลัมน์โดยใช้เพอริสเตติคป๊มจำนวน 2 ตัว ซ่ึง 
จะถูกควบคุมให้ทำงานโดยอัตโนมตด้วยเคร่ืองจับเวลา ส่วนค่าพีเอชในลังพักท้ังสาม จะถูกควบ 
คุมโดยการ ติเตรตด้วยกรดไฮโดรคลอริค และสารละลายโซเดียมไอดรอกไซด์ ความแรงของกรด 
และเบสได้ถูกเลือกให้มีผลกระทบต่อความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์น้อยท่ีสุด สารผสมในลังพักจะถูก 
คนด้วยเคร่ืองคนแม่เหล็ก เพ่ือให้ม่ันใจว่าเข้าลันลับสารติแตรนท์เป็นอย่างดี ส่วนประจุของสาร 
ผสมจะถูกรักษาให้คงท่ีโดยใช้ฮอลโลไฟเบอร์ไดอะไลเซอร์ การจัดอุปกรณ์ท่ีแสดงในรูปท่ี 3.1 
ลามารถนำมาใช้ในการทดลองวิธีท่ี 2 และวิธีท่ี 4

สารละลายบัฟเฟอร์ สำหรับค่า พีเอช P7 และ P2 จะใช้สารละลายผสมระหว่าง tris 
(hydroxy methyl) aminomethane maleate sodium hydroxide ลับ โซเดียมคลอไรด์ ส่วนสาร 
ละลายบัฟเฟอร์สำหรับค่าพีเอช P3 จะ'ไซ้สารละลายผสมระหว่าง กรดอะซีติค ลับ โซเดียมอะซีเตต 
และ โซเดียมคลอไรด์

สารผสมระหว่างโปรตีนสองชนิดท่ีใข้ในการทดลองได้แก่

ชนิดของโปรตีน นํ้าหนักโมเลกุล นํ้าหนักไอโซอิเลคตริก
A ฮีโมโกลบิน 63000 6.7
B อัลบูมิน 69000 4.7

ฮโมโกลบินทีใข้ในการทดลองเป็น Worthington human haemoglobin และ ส่วนลัลบูมิน 
เป็น Human serum albumin

ค่าพ ีเอชท ีเล ือกใช้ จะต้องเลือกให้เหมาะสมลับจุดไอโชอิเลคตริคของโปรตีนทั้งลองชนิด 
กล่าวคือ P3</B<P2</A<P,

ตัวแลกเปลยนประจุ CM- และ DEAE-Sepharose ซึงเป็นอนุพันธ์ของ cross-linked 
agarose gel Sepharose CL-6B มีลักษณะเป็นเม่ดที่มีรูพรุนขนาดใหญ่ ทำให้มีประสิทธิภาพใน 
การแลกเปลี่ยนประจุสูง
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3 . 2  ก า ร พ ัฒ น า โ ป ร แ ก ร ม เ พ ีอ ก า ร ค ำ น ว ณ ต า ม ห ล ัก ก า ร ท า ง พ ีซ ค ณ ิต

ในการศึกษาการแยกสารโปรตีนโดยการใช้กระบวนการ พีIอช พาราเมตริก ปัมปิง การ 
คำนวณหาค่าความเข้มข้นสารโปรตีนในถังพักของแต่ละรอบการทดลอง ใช้หลักการตามหลัก
พีชคณิตเชิงเล ัน โดยการแบ่งคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุออกเป็นส่วนย่อย  ๆ แล้วทำการ 
สมดุลมวลสารรอบส่วนย่อยต่าง  ๆ ในขณะที่สารโปรตีนไหลลงส่ด้านล่างจากถังพักด้านบน

7 - 1 ■ X / ภ ฺ- l - Y- - ' 7 1 1 7 - 1 i y \
j ■ X J-1 - ‘ - 1 j ■ ■ X i *. ' ’ > y

7 + 1 ■ X /+)•
l -

7  +  1 ■ X

เวลา i -1 เวลา i

input = output

v x / ~ l + v y j  1' “ 1 =  v x /  + v y /  ..................................3.1

ซ่ึง V = ปริมาตรของตัวแลกเปลี่ยนประจุ
V = ป!'มาตรของของเหลว
X = ความเข้มข้นสารโปรตีนในวัฎภาคของแข็ง
y = ความเข้มข้นสารโปรตีนในวัฏภาคของเหลว
i = เวลา
J = ส่วนย่อยในคอลัมน์
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ถ้าศึกษาท้ังคอลัมน์ โดยการแบ่งแต่ละคอลัมน์ออกเป็น N ส่วนย่อย และ ทางตานบน 
ประกอบด้วยลังพักด้านบน ส่วนด้านล่างประกอบด้วยลังพักด้านล่างจะได้

I

BR

V X ° N  +vy°T =  v x ] N +  vy1 N 

V X ° N - 1  +  v y ° N  =  v x V i  +  v ÿ  N -\

vx°2  +  vy°3 =  vx^2 +  v y 12 

VX° 1  +  v y °  2 =  v x \  +  v y \

y ° \ = y lB ........................3.2

ในการศึกษาของ Chen ได้กำหนดให้ X  เป็นฟังก์ช่ันเชิงเลันลับ y ตามความลัมพันธ์

X = k y ........................ 3.3

หรอ k = x /y  ........................ 3.4

ซ่ึง Chen ได้ต้ังลมมติฐานกำหนดให้ค่า k เป็นค่าคงท่ีตลอดการทดลอง แต่ในงานวิลัยน้ี 
ได้กำหนดให้ X  เป็นฟังก์ซ่ันโพลิโนเมียลลับ y โดยมีความสัมพันธ์แตกต่างลันในคอลัมน์ท่ีบรรจุตัว 
แลกเปล่ียนประจุท่ีต่างลัน ในคอลัมน์ท่ีบรรจุตัวแลกเปล่ียนประจุบวก ความสัมพันธ์แสดงได้ตัง 
ลมการ

X =  f ( y )  =  A y 3 +  B y 2+  c ' y  +  อ 3.5
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ส่วนในคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ ความลัมพันธ์จะแสดงได้ตังนี้

X = f(y) = Ay2+ By + c + D/y 3.6

ตังนี้นค่าของ k ในงานวิจัยนี้จึงมีค่าไม่คงที่ โดยจะเปลี่ยนแปลงตามค่าความเข้มข้นของ 
โปรตีน y. ที่มีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาที่ทำการทดลอง ซึ่งค่า kj ในแต่ละรอบของการทดลอง 
สามารถหาได้จากสมการ

K  =  = AVï-เ2 +  B y  1. 1 + C  +  J - . . .3.7

fc-- A>',-1" + B y 1.1-' +c + A  "'3'8X-l

i รอบของการทดลอง
kj ค่าสมดุลในการทดลองครั้งที่ i
yM ค่าความเข้มข้นของสารโปรตีน ในวัฎภาคของเหลวในการทดลองครั้งที่ i -1

สมการค่าสมดุล (kj) ที่ใช้ในโปรแกรมสำหรับกา?คำนวณหาค่าความเข้มข้นของโปรตีน 
ประกอบด้วย 2 สมการความลัมพันธ์ที่แตกต่างกัน คือในคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก 
(R ) มีความลัมพันธ์ตังนี้

k ^ A y ,2 + B y ,+C  + j 3.9
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ส่วนในคอลัมน์ที่บรรจุตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ (R) ม ีค1วามลันพันธ์!ดงนี้

*1 = A y r 1 + B y , - '+ C + - ^ 3.10

โดยท่ีค่า A, B, C และ อ เป็นค่าท่ีคงท่ีของแต่ละสมการค่าสมดุล ซ่ึงในการคีกษาจะทำ 
การหาค่าของค่าคงท่ี A, B, C และ อ เพ่ือทำให้ผลของการคำนวณหาค่าความเข้มข้นของ 
โปรตีนจากโปรแกรมท่ีพัฒนาข้ึนน้ันมีค่าใกล้เคียงกับค่าท่ีได้จากการทดลองต่อไป

ในการเริ่มด้นการคำนวณ ลามารถหาค่า k, สำหร้บใชในการคำนวณหาค่าความเข้มข้น 
ของโปรตีน ในวัฎภาคของเหลว y1 จากค่าความเข้มข้นเร่ิมต้นของสารโปรตีน ในวัฎภาคของเหลว

Vo

VkxyN° + VyT° = VkxyN' + VyN'
^ •ก ั’W-1° +  P y  N ° =  V k \ y  N -\ +  v y N - 1

Vkxy1° + Vy 1° = Vkxy2' + Vy2'
Vkxy° + Vy° = Vkxy 1' + Vy{'

y ° = y B \ .............3.11

ลมการดังกล่าวสามารถหาค่าความเข้มข้นสารโปรตีนในกังพักทางด้านล่าง yB1 ได้ จาก 
น้ันสามารถใช้ค่า yB1 เพ่ือหาค่าของ |<2 โดยการแทนค่าในสมการท่ี 3.9 หรือสมการท่ี 3.10 ใน 
ลักษณะเดียวกันลามารถหาค่าความเข้มข้นสารโปรตีนในกังพักทางด้านล่างในการทำงานรอบท่ี 2 
คือ yB2 ได้เช่นเดียวกัน
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? พ  + Fyr° = + V y 1:

F W  + FyJV° = F*2> ^ 11 + Fy„-1'

F ^  + F y ^ F ^ '  + Fy,1 

F ^y ,0 + ^ 2° = F*2y,' + Fy,1 

^1° = > «

ในทำนองเดียวกันก็สามารถหาค่าความเข้มข้นสารโปรตีน y, ในการคำนวณรอบท่ี i ใด  ๆ
ได้โดยการหาค่า k. จากค่าความเข้มข้นของสารโปรตีนในวัฎภาคของเหลว y,1 จากสมการท่ี3.9 
และลมการท่ี 3.10 หลังจากน้ันจึงนำค่า kj ท่ีหา'ได้'จากลมการ 3.9 หรือ 3.10 ไปใช้แทนในสมการ 
ท่ี 3.2 จะได้

vky°N +vy°r -  vkyx N +vyx N  

vky°N-\ +  vy°N = vkyXN- 1 +  v y V -1

vky° 2 +  v y ° 3  =  v À y !2 +  v_y'2  

v/cy° 1 + vy ° 2  = vkyx 1 + vy1!

/ i  = y fl 3.13
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นิยามให้

A = vk + v 3.14

จัดรูปสมการข้างต้นให้อยู่ในระบบเมตริกช์จะให้ดังป้

V vk 0 0 0 0 0 " y°T yx N
0 V vk 0 0 0 0 y ° N y
0 0 V V* 0 0 0 y V i y lN- i\ •ร. \ \ \ = A
0 0 0 0 V vk 0 y °  3 y  2
0 0 0 0 0 V vk / 2 y  1
0 0 0 0 0 0 V

-  / '  . _ y « .

Py>j 1 = Ayj ........................ 3.15

โดย P และ A เป็นเมตรกซ์ค่าคงที่

ส่วน'ในการป้อนสารโป?ดีน'ให้,t หลกลับเนทางห้านบน ก็สามา™เสูยนสมการใดๆ น
ลักษณะเดียวกัน คือ

vky \  + y y0 B = vky\ +  vy\
vky 2 + vy° 1 =ะ vkyX2 +  vyl 2

vky° AM +  vy°M-2 =  vky\ - 1 +  vyXN-\

vky° N +vy° N -\ = vkyx N +  vyx N
1,0 _  1,i ...............................3.16y N =  y r

X  4 Q G / 3 0  t o y .
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จัดรูปให้อยู่ในระบบเมตริกซ์จะได้

V vk 0 0 0 0 0 ‘ y \ y .
0 V vk 0 0 0 0 / <
0 0 V vk 0 0 0 y 0} y \

=  A
0 0 0 0 V vk 0 y° N-2 yXN 1

0 0 0 0 0 V vk y°N-\ ÿ  N
0 0 0 0 0 0 A y°N y \

Py>
1-1 3.17

เมื่อสามารถเขียนสมการได้ดังแสดงข้างต้น ก็นำลมการที่เขียนได้ใปใช้กบการทดลองใน 
รูปแบบการทดลองต่างได้ โดยการเปลี่ยนถังพักที่จุดเริ่มต้นกับถังพักที่จุดปลายของคอลัมน์เท่านั้น 
รูปแบบสมการทั้งหมดยังคงเหมือนเดิม เพราะในการทำงานของกระบวนการพีเอซ พาราเมตริก 
ป๊มปิง นั้นต้องทำการทดลองกลับไปกลับมาชํ้าๆถัน ดังนั้นเพื่อการง่ายต่อการคำนวณ ผู้วิจัยจึงได้ 
เขียนโปรแกรมคอมพิวเตอร็ฃึ้นเพื่อช่วยในการคำนวณ เพิ่มความสะดวกและรวดเร็วซึ่งจะเขียนขึ้น 
โดยใช้ภาษาปาสคาล ตามขั้นตอนต่อไปนี้
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c start

Show menu that available to select for al mode

Æ )

ode^v^

Flow chart for main menu (Main.pas)

รูปที 3.2 แผนภาพแสดงวิธีการทำงานของโปรแกรมคำนวณหาค่าความเข้มข้น



Mode I

r  ~ r  ■ >โ Return to Main Menu 1

Flow chart for Mode I



Flow chart for Mode II



Flow chart for Mode



Flow chart for Mode IV
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