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ABSTRACT 

This work was aimed to study pH and temperature effects on the digestion process of IgG to F(ab’)2. 

Experiments were designed with 2 factors and 2 levels of each factor, and bovine gamma globulin was used 

as a protein model. Purification process of F(ab’)2 was performed by using centrifugal filtration. Purity and 

secondary structure of F(ab’)2 after digestion and purification process were evaluated by size exclusion 

chromatography (SEC) and circular dichroism (CD) spectroscopy, respectively. Results of the study showed 

that: (a) pH has more effect on the digestion process than does a temperature, (b) centrifugal filtration with a 

molecular weight cut off (MWCO) at 30K could yield F(ab’)2 with a purity up to 89%, as determined by SEC, 

and (c) it could be estimated from CD measurement of F(ab’)2 that its secondary structure comprise parallel β 

32.6%, antiparallel β 44.7%, α-Helix 0.0% and other structure 22.7%. 
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บทคดัย่อ 

การวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาผลของค่าความเป็นกรดด่างและอุณหภูมต่ิอประสทิธภิาพของกระบวนการย่อย

โปรตนีจาก IgG เป็น F(ab’)2 โดยออกแบบการทดลองแบบแฟกทอเรยีล 2 ตวัแปรตวัแปรละ 2 ระดบัและใชโ้ปรตนีตวั

แบบเป็นแกมมาโกลบูลนิของววั ศกึษาการกรองโปรตนีโดยใช ้centrifuge tube filtration เพือ่ทาํใหไ้ด ้F(ab’)2 ทีไ่ดจ้าก

กระบวนการตดัโปรตนีมคีวามบรสิุทธิเ์พิม่ขึน้ ความบรสิุทธิแ์ละโครงสรา้งทุตยิภูมขิอง F(ab’)2 หลงัจากกระบวนการ

ย่อยและกระบวนการทําให้บรสิุทธิถู์กประเมนิโดย size exclusion chromatography (SEC) และ circular dichroism 

(CD) ตามลําดบั ผลการศกึษาพบว่า 1) ปัจจยัค่าความเป็นกรดด่างส่งผลต่อการประสทิธภิาพของกระบวนการย่อย

โปรตีนมากกว่าปัจจยัด้านอุณหภูมเิมื่อกําหนดให้ปัจจยัอื่นๆ ที่ส่งผลต่อกระบวนการตดัโปรตีนเป็นค่าคงที่เดยีวกนั  

2) Centrifuge tube filtration ที่ MWCO 30K สามารถทําให้ F(ab’)2 มีความบริสุทธิเ์พิ่มขึ้นโดยพิจารณาจากผล

วเิคราะห์ด้วย SEC พบว่าม ีF(ab’)2 89% และ 3) สามารถประมาณโครงสร้างทุติยภูมขิอง F(ab’)2 โดยใช้ circular 

dichroism พบโครงสรา้งทุตยิภมูปิระกอบดว้ยชนิด Parallel β 32.6% ชนิด Antiparallel β 44.7% α-Helix 0.0% และ

โครงสรา้งอื่นๆ 22.7% 

คาํสาํคญั: เอฟเอบไีพลม์ท,ู การยอ่ยโปรตนี, การทาํโปรตนีใหบ้รสิทุธิ ์
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บทนํา 

ปัจจุบันมีการพัฒนายาในกลุ่มยาชีววัตถุ (Biologics) หลากหลายชนิด หนึ่งในนัน้คือการนําอิมมูโนโกลบูลิน จี 

(Immunoglobulin G: IgG) มาพฒันาใช้ทางการแพทย์ทัง้ในส่วนของการใช้เพื่อรกัษาโรคและใช้ในการวนิิจฉัยโรค 

เนื่องจากมคีวามจําเพาะและมปีระสทิธภิาพสูง มกีารพฒันาโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(Monoclonal Antibody: mAb) 

ขึน้มาในระดบัอุตสาหกรรมและถูกนํามาใชใ้นเชงิพาณิชยค์่อนขา้งมากเมื่อเทยีบกบัยาในกลุ่มยาชวีวตัถุทีม่โีครงสรา้ง

ลกัษณะอื่น (Data Bridge Market Research, 2022) มขีอ้มูลที่แสดงว่าตลาดของยากลุ่มยาชวีวตัถุยงัมแีนวโน้มของ

การเตบิโตอย่างต่อเนื่องโดยเฉพาะอย่างยิง่ส่วนแบ่งทางการตลาดของ mAb กม็กีารเตบิโตอย่างต่อเนื่องดว้ยเช่นกนั 

นอกจากนัน้ยงัพบว่าสดัส่วนของยอดจําหน่ายโมโนโคลนอลแอนตบิอดมีกีารเพิม่ขึน้อย่างมากในช่วงปี 2019 คดิเป็น

ประมาณรอ้ยละ 70 ของมลูคา่การจาํหน่ายยาในกลุ่มยาชวีวตัถุทัว่โลก (Ecker, Crawford, & Seymour, 2020) 

มงีานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการพฒันายาชวีวตัถุโดยสารสาํคญัเป็น IgG ทีม่กีารตดัใหเ้หลอืเฉพาะส่วนของโครงสรา้งเอฟ

เอบไีพร์มทู (F(ab’)2) ซึ่งพบไดม้ากในยากลุ่มทีพ่ฒันาเป็นเซรุ่มตา้นพษิงูและแอนตซิรีมั (Antiserum) ชนิดต่างๆ เช่น 

F(ab’)2 ของอิมมูโนโกลบูลินที่ได้จากม้าสําหรับต้านบาดทะยัก (Equine Anti-Tetanus Immunoglobulin F(ab’)2 

Fragments) (Zhang et al., 2018) และ F(ab’)2 ของอมิมูโนโกลบูลนิทีไ่ดจ้ากมา้สาํหรบัตา้นพษิสุนัขบา้ (Equine Anti-

Rabies Immunoglobulin F(ab’)2 Fragments) (Kittipongwarakarn et al., 2011) ในช่วงที่มีการระบาดของเชื้อโควดิ 

(Coronavirus SARS-CoV-2) พบงานวจิยัที่นํา F(ab’)2 มาใช้ในการรกัษาผูป่้วยที่มกีารตดิเชื้อโควดิโดยใช ้F(ab’)2 ที่

สกดัได้จากเลอืดม้าซึ่งเป็นการรกัษาในลกัษณะที่ได้ภูมคิุ้มกนัแบบรบัมา (Passive Immunotherapy) ด้วยกลไกการ

ป้องกนัไมใ่หไ้วรสัเกาะตดิและเขา้สูเ้ซลลข์องผูท้ีไ่ดร้บัเชือ้ไวรสั (Gupta et al., 2022) เป็นตน้ 

จากตวัอย่างงานวจิยัและผลติภณัฑท์ีก่ล่าวมาขา้งตน้ไดเ้ลอืกใชส้่วนของโครงสรา้ง IgG ชนิด F(ab’)2 เนื่องจากการตดั

ส่วนของโครงสรา้งทีเ่ป็นเอฟซ ี(FC) ออกไปสามารถลดการเกดิปฏกิริยิาภูมแิพซ้ึ่งเกดิจากความแตกต่างระหว่างสตัว์

ต่างสายพนัธุ ์(Pei et al., 2020) ลดความเสีย่งจากการเพิม่การตดิเชือ้ทีเ่กีย่วขอ้งกบัแอนตบิอด ี(Antibody-Dependent 

Enhancement of Infection: ADE) และปฏิกิริยาที่เกิดจากระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายไวต่อสิ่งกระตุ้นมากผิดปกติ 

(serum sickness) (Gupta et al., 2022: 1) ตลอดจนการกระตุน้คอมพลเีมนท ์(Complement) และการเกดิอาการแพท้ี่

รุนแรง (Anaphylaxis Reactions) (Kittipongwarakarn et al., 2011) 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

โครงสรา้งของอมิมโูนโกลบูลนิมลีกัษณะคลา้ยตวัอกัษรวาย (Y) ประกอบไปดว้ยสายโปรตนีทัง้หมด 4 สาย มี

สายโปรตนีสายหนัก (Heavy Chain) จํานวน 2 สาย และสายโปรตนีสายเบา (Light Chain) จํานวน 2 สาย หน้าทีก่าร

ทํางานของอิมมูโนโกลบูลินคือการจับกับแอนติเจนโดยใช้ส่วนของแอนติบอดีที่มีหน้าที่จ ับแอนติเจน (Fragment 

Antigen-Binding, Fab) และมชีิ้นส่วนเอฟซ ี(Fragment Crystallizable Region: FC) ทําหน้าที่เป็นตวัสื่อสารกจิกรรม

ทางชวีภาพ (Biological Activity) (Antibody Structure, Function, Classes and Formats, 2021) 

ส่วน F(ab’)2 สามารถไดม้าจากกระบวนการย่อยโปรตนีโดยการตดั IgG ซึง่มขีนาดประมาณ 150 กโิลดาลตนั

ดว้ยเอนไซมเ์ปปซนิ (Pepsin) ผลทีไ่ดจ้ากการย่อยจะเป็นส่วน F(ab’)2 ทีม่ขีนาดประมาณ 90 กโิลดาลตนัและส่วนของ

โปรตนีทีม่ขีนาดตํ่าๆ (Low Molecular Weight Fractions) (Nasiri et al., 2017) สภาวะทีเ่หมาะสมในการทําปฏกิริยิา

ของเอนไซมเ์ปปซนิทีม่งีานวจิยัแนะนําคอืค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ในช่วง 2.80-4.40 (Kinman & Pompano, 2019) 

หรือช่วง 3.25-3.50 เอนไซม์เปปซินสามารถเสียรูปร่างแบบไม่สามารถคนืกลบัได้ที่ค่า pH ประมาณ 7 (Jones & 

Landon, 2002) นอกจากสภาวะความเป็นกรดด่างแลว้ ปัจจยัทีต่อ้งคํานึงถงึในการย่อยโปรตนีไดแ้ก่ จํานวนโปรตนีตัง้ตน้ 

จํานวนเอนไซม์ที่ใช้ และระยะเวลาในการบ่ม (Incubating Time) (Kinman & Pompano, 2019) ดังนัน้จึงจําเป็นที่

จะตอ้งศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการยอ่ย IgG ใหเ้ป็น F(ab’)2 
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โดยทัว่ไปในการทดสอบเบื้องตน้เพื่อดูองคป์ระกอบของสารละลายโปรตนีจะใชเ้ทคนิคการตรวจสอบดว้ยเจลอเิลก็โทร

โฟเรซสิ (Gel Electrophoresis) เทคนิคนี้ใชว้เิคราะห์แยกส่วนประกอบภายในสารละลายโปรตนีโดยอาศยัขนาดของ

โมเลกุลและประจุของโปรตนีทีแ่ตกต่างกนัซึ่งทาํใหค้วามสามารถในการเคลื่อนทีข่องโปรตนีชนิดต่างๆ ผ่านตวักลางที่

เป็นอะคลลิาไมด์เจล (Acrylamide Gel) ภายใต้สนามไฟฟ้า ทําให้โมเลกุลโปรตีนสามารถเคลื่อนที่ได้เร็วช้าต่างกนั 

โปรตนีทีม่ขีนาดโมเลกุลใหญ่สามารถเคลื่อนทีบ่นเจลไดร้ะยะทางสัน้กวา่โปรตนีขนาดเลก็ สามารถประมาณการน้ําหนัก

โมเลกุลของโปรตีนตวัอย่างได้โดยเทยีบกบัระยะทางของสารมาตรฐานโปรตีนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล (Molecular 

Weight Marker) (Merck, 2023) 

การวิเคราะห์ส่วนประกอบภายในสารละลายโปรตีนด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High 

Performance Liquid Chromatography: HPLC) นิยมใช้กับคอลัมน์ชนิดเอสอีซี (Size Exclusion Chromatography: 

SEC) การแยกโปรตนีขึน้กบัขนาดของโปรตนีและความสามารถของโปรตนีในการซมึผา่นช่องรพูรุนของอนุภาคทีบ่รรจุ

อยู่ในคอลมัน์ โปรตนีขนาดใหญ่จะเคลื่อนทีผ่า่นรพูรุนของอนุภาคในระยะทางทีน้่อยกว่าโปรตนีขนาดเลก็ ดงันัน้โปรตนี

ขนาดใหญ่จะถูกวฏัภาคเคลื่อนที ่(Mobile Phase) ชะออกมาจากคอลมัน์ไดเ้รว็กว่าโปรตตนีขนาดเลก็ (Huang, Ch,i & 

Chien, 2018) 

การวเิคราะหโ์ครงสรา้งระดบัสูงของโปรตนีสามารถใชเ้ทคนิคเซอร์คูลาร์ไดโครอสิซมึ (Circular Dichroism: CD) โดย

เครื่องมอืวเิคราะห์จะวดัสญัญาณความแตกต่างระหว่างแสงโพลาไลซ์ชนิดหมุนขวาและหมุนซ้ายที่ผ่านสารละลาย

โปรตนีตวัอย่างซึง่จะมกีารดดูกลนืแสงไปบางส่วน การประเมนิลกัษณะโครงสรา้งระดบัสงูของโปรตนีตวัอย่างจะอา้งองิ

จากลกัษณะเฉพาะของกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าเดลตาเอปไซลอน (Delta Epsilon) หรอืองศาความร ี(Degrees 

Ellipticity) และความยาวคลื่น (Wave Length) (Greenfield, 2006: 2876) 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทัง้หมดในสารละลายโปรตีนสามารถใช้ชุดวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Pierce™ BCA 

Protein Assay Kits) ใชห้ลกัการทีป่ระยุกต์มาจากการทําปฏกิริยิารดีกัชนั (Reduction) ระหว่างโปรตนีและคอปเปอร์

ไอออนในตวักลางทีม่คีวามเป็นด่าง และใชก้รดบซินิโชนินิก (Bicinchoninic Acid: BCA) ทีม่คีวามจําเพราะเจาะจงกบั

ควิปรสัไอออน (Cuprous Cation: Cu1+) ทาํใหเ้กดิสารประกอบเชงิซอ้นสมีว่ง (Thermo Fisher Scientific, 2023)  

สมมติฐานการวิจยั 

การย่อยโปรตนีแต่ละชนิดจําเป็นต้องใชช้่วงของสภาวะทีอ่าจมคีวามแตกต่างกนั โดยปัจจยัทีม่ผีลต่อการย่อยโปรตนี

ไดแ้ก่ ชนิดของโปรตนี ความเขม้ขน้ของโปรตนี ชนิดของเอนไซม์ แหล่งทีม่าของเอนไซม์ ความเขม้ขน้ของเอนไซม์ 

ปรมิาณเอนไซมท์ีใ่ช ้คา่ pH ขณะทาํการยอ่ยโปรตนี ระยะเวลาทีใ่ช ้และอุณหภมูขิณะทาํการยอ่ยโปรตนี 

ในการศึกษานี้จะทําการย่อย IgG ให้ได้เป็น F(ab’)2 ด้วยเอนไซม์เปปซิน โดยจะทําการศึกษาผลของปัจจัยใน

กระบวนการย่อยโปรตนี 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ ค่า pH และอุณหภูมทิีใ่ชร้ะหว่างกระบวนการย่อยโปรตนี ซึ่งจะกําหนดปัจจยั

อื่นๆ ใหเ้ป็นคา่คงที ่

กรอบแนวคิดการวิจยั 

 

pH และอุณหภูม ิ

ทีใ่ชร้ะหวา่งกระบวนการยอ่ยโปรตนี 

 

  

ปรมิาณ และคุณภาพ 

F(ab’)2 ทีไ่ดจ้ากกระบวนการย่อย 

 

ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิในการวจิยั 
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วิธีดาํเนินการวิจยั 

กระบวนการย่อยโปรตีน 

แกมมาโกลบลูลนิจากววั (Bovine Gamma Globulin) (Millipore, USA) ความเขม้ขน้ 2 mg/ml, เอนไซม์เปปซนิ (MP 

Biomedicals Europe, France) ความเขม้ขน้ 50 mg/ml กรดไฮโดรคลอลกิ (Hydrochloric Acid) ความเขม้ขน้ 1 N และ

โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(Sodium Hydroxide) ความเขม้ขน้ 1 N ใชน้ํ้าเป็นตวัทําละลายในการเตรยีมสารละลายทัง้หมด

ของกระบวนการยอ่ยโปรตนี 

จากการศกึษาเบื้องต้นพบว่าโปรตนีจะใชเ้วลาสําหรบักระบวนการย่อยอย่างสมบูรณ์ทีช่่วงเวลา 1.5-2 ชัว่โมง โดยใช้

อตัราส่วนระหว่างสารละลายโปรตนีและเอนไซมท์ี ่42 ml: 2 µl ดงันัน้จงึทาํการออกแบบการทดลองแบบแฟกทอเรยีล 

(Factorial Design) เพื่อศกึษาผลของ 2 ตวัแปรไดแ้ก่ ค่า pH และอุณหภูมขิองสารละลายโปรตนีระหว่างกระบวนการย่อย 

โดยแต่ละตวัแปรจะทาํการศกึษาที ่2 ระดบัซึง่มรีายละเอยีดดงัตารางที ่1 กําหนดระยะเวลาของกระบวนการย่อยที ่1.5 

ชัว่โมง ทาํการทดลองจาํนวน 2 ซํ้า 

 

ตารางท่ี 1 การทดลองแบบแฟกทอเรยีลเพือ่ศกึษา 2 ตวัแปร ตวัแปรละ 2 ระดบั 

ตวัแปรท่ีทาํการศึกษา อณุหภมิูระหว่างกระบวนการย่อยโปรตีน 

37.5 °C (-) 38.5 °C (+) 

pH ระหวา่งกระบวนการยอ่ยโปรตนี 2.71-3.10 (-) -,- 

B, F 

-,+ 

D, H 

3.11-3.50 (+) +,- 

A, E 

 +,+ 

C, G 

 

กระบวนการกรองโปรตีน 

ในการศกึษาใชห้ลอดสาํหรบัปัน่เหวีย่งเพือ่กรอง (Centrifuge Tube Filtration) ทีม่คีา่ขนาดการกรอง (MWCO) 30 kDa 

(Macrosep™, Pall, USA) ทําการปัน่เหวี่ยงเพื่อกรองจํานวน 5 รอบ ตัง้อุณหภูมขิณะปัน่เหวี่ยงที่ 20 °C ใช้แรง 5000 g 

เป็นระยะเวลา 30 นาท/ีรอบ ซึ่งในแต่ละรอบหลงัจากปัน่เสรจ็จะเตมิ 100 mM ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 6.8 เพื่อละลาย

ส่วนที่กรองได้ก่อนทําการกรองในรอบต่อไป หลงัจากการกรองรอบสุดท้ายจะทําการเก็บตวัอย่างโดยใช้ 100 mM 

ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์pH 6.8 ชะโปรตนีออกจากอุปกรณ์การกรองและปรบัปรมิาตรสดุทา้ยที ่4 ml 

การวิเคราะหโ์ปรตีน 

1) การวเิคราะหเ์บือ้งตน้โดย SDS-PAGE 

ทาํการเตรยีม Acrylamide Gel 2 สว่นไดแ้ก่ เจลสว่นล่าง (Resolving Gel) และเจลสว่นบน (Stacking Gel) ชัน้เจลสว่น 

Resolving Gel มีองค์ประกอบของ Acrylamide 10% เตรียมจากการผสมน้ํากลัน่ 4.8 ml 40% Acrylamide 2.5 ml 

1.5M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 ml 10% SDS 100 µl 10% APS 100 µl และ TMED 4 µl ชัน้เจลสว่น stalking gel เตรยีม

จากการผสมน้ํากลัน่ 2.99 ml 40% acrylamide 623 µl 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 1.26 ml 10% SDS 50 µl 10% APS 

50 µl และ TMED 5 µl ใชก้ระแสไฟที ่200 โวลต์ระยะเวลา 60 นาท ี(Luo et al., 2017) (Merck, 2023) จากนัน้ยอ้มสี

ดว้ย Coomassie Brilliant Blue R-250 (BIO-RAD, USA) 

2) การวเิคระหโ์ดย Size Exclusion Chromatography 

ในการศึกษานี้ ใ ช้คอลัม น์  Yarra SEC 3000 columns (300×7.8 mm) (Phenomenex, USA) กับ เครื่ อ ง  HPLC 

(Shimadsu, Japan) ใช ้Mobile Phase เป็น 0.025% NaN3 ใน 100 mM Phosphate Buffer pH 6.8 กําหนดอตัราการ

ไหล (Flow Rate) ที ่1 ml/min และตรวจวดัดว้ย UV Detector ความยาวคลื่น 280 nm 
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3) การวเิคระหโ์ดย Circular Dichroism Spectroscopy 

ใชเ้ครือ่ง Jasco J-815 Spectropolarimeter (Jasco, Japan) แสกนชว่งความยาวคลื่น 190-250 nm ใชค้วามเรว็ในการ

แสกน 20 nm/min ตัง้ค่า band width ที ่1.00 nm ใช ้cuvette ขนาด 1 cm และแสดงผลเป็นค่าเฉลีย่จากการวดัจาํนวน 

3 รอบ 

4) การวเิคระหโ์ดย Pierce™ BCA Protein Assay Kits 

ทําการเตรยีมสารละลายโปรตนีมาตรฐาน (Bovine Serum Albumin: BSA) ทีค่วามเขม้ขน้ช่วง 125-2000 µg/ml เพื่อ

สรา้งสมการกราฟสาํหรบัคํานวนหาค่าความเขม้ขน้ของโปรตนีตวัอย่าง นําสารละลายโปรตนีมาตรฐานและสารละลาย

โปรตีนตวัอย่างเติมลงใน 96-well plate จากนัน้เติมสารละลายที่มาพร้อมชุดทดสอบ (Working Reagent) นําไปใส่

เครือ่งเขยา่เป็นเวลา 30 นาท ีแลว้นําไปวดัคา่การดดูกลนืแสงที ่562 nm ดว้ยเครือ่ง Microplate Reader 

 

ผลการวิจยั 

กระบวนการย่อยโปรตีน 

จากการศกึษาการย่อย IgG ใหไ้ดเ้ป็น F(ab’)2 ดว้ยเอนไซม์เปปซนิ โดยจะทําการศกึษาผลของปัจจยัในกระบวนการ

ยอ่ยโปรตนี 2 ปัจจยัไดแ้ก่คา่ pH และอุณหภมูทิีใ่ชร้ะหวา่งกระบวนการยอ่ยโปรตนีใชค้า่จรงิตามรายละเอยีดในตารางที ่

2 จากนัน้นําสารละลายโปรตนีไปวเิคราะห์ด้วย SDS-PAGE ได้ผลดงัแสดงในรูปที่ 1 ซึ่งพบว่า IgG น่าจะถูกย่อยได้

หมด จากตวัอย่างสารละลายโปรตีนรหสั B, D, F และ H ซึ่งเป็นสภาวะที่ค่า pH อยู่ในช่วง 2.71-3.10 สงัเกตจาก

บริเวณแถบที่ตรงกับ molecular weight marker ประมาณ 150 kDa ซึ่งแสดงถึง IgG หายไป ในส่วนของตัวแปร

อุณหภมูทิี ่37.5 °C และ 38.5 °C อาจสง่ผลการยอ่ยไดแ้ตกต่างกนัเพยีงเลก็น้อย 

 

ตารางท่ี 2 คา่ pH และอุณหภมูทิีใ่ชจ้รงิในกระบวนการยอ่ยโปรตนี 

ตวัอย่าง รหสัตวัอย่าง pH อณุหภมิู 

ชุดที ่1 A 3.50 37.5 °C 

B 2.77 37.5 °C 

C 3.29 38.5 °C 

D 2.85 38.5 °C 

ชุดที ่2 E 3.22 37.5 °C 

F 2.89 37.5 °C 

G 3.11 38.5 °C 

H 2.87 38.5 °C 

 
ภาพท่ี 2 ผลการวเิคราะหเ์บือ้งตน้ดว้ย SDS-PAGE 
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กระบวนการกรองโปรตีน 

ได้นําตวัอย่างสารละลายโปรตนีรหสั B, D, F และ H มาทําการกรองซึ่งการกรองด้วย Macrosep™ MWCO 30 kDa 

ช่วยกําจดัเอาโปรตีนขนาดเล็กที่ไม่ต้องการออก ช่วยเพิม่ความเขม้ขน้ของโปรตีน พร้อมทัง้ใช้ในการเปลี่ยนตวัทํา

ละลายจากเดมิโปรตนีละลายอยู่ในน้ํา ขัน้ตอนนี้จะเปลี่ยนโปรตนีไปอยู่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 6.8 ส่วน

ตวัอยา่งสารละลายโปรตนีรหสั A, C, E และ G ยงัตดัตวั IgG ไดไ้มห่มดจงึไมไ่ดนํ้าตวัอยา่งมาทาํการกรอง 

ผลการวิเคราะหโ์ปรตีน 

1) การวเิคราะหโ์ดย Size Exclusion Chromatography 

นําตวัอย่าง B, D, F และ H รวมกนัแล้วนําไปวเิคราะห์ด้วย SEC เทยีบระหว่างก่อนและหลงักรองไดโ้ครมาโตแกรม 

(Chromatogram) ดงัแสดงในรปูที ่3a และ 3b และมรีายละเอยีดของ % peak area ของ Chromatogram ทีไ่ดจ้ากการ

วเิคราะหส์ารละลายโปรตนีหลงัทาํการกรองดงัแสดงในตารางที ่3 

 
ภาพท่ี 3 chromatograms ของสารละลายโปรตนี (a) ก่อนทาํการกรอง (b) หลงัทาํการกรอง 

 

ตารางท่ี 3 คา่ % Peak Area ของ Chromatogram (3b) ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหส์ารละลายโปรตนีหลงัทาํการกรอง 

 
 

2) การวเิคราะหโ์ดย Circular Dichroism Spectroscopy 

นําตวัอย่างสารละลายโปรตนีทีผ่่านการกรองแลว้มาเจอืจางใหค้วามเขม้ขน้ลดลง 40 เท่า แลว้ทาํการวเิคราะหด์ว้ย CD 

ได้ผลเป็นไปตามกราฟดงัแดงในรูปที่ 3 ซึ่งเมื่อนําขอ้มูลที่ได้จากเครื่องวเิคราะห์เขา้โปรแกรม Bestsel เพื่อประเมนิ

โครงสรา้งทุตยิภูมขิองโปรตนีพบว่าโครงสรา้งหลกัเป็นเบตา้ชที (β-sheet) ชนิดพาราเลล (Parallel) 32.6% ชนิดแอนติ

พาราเลล (Antiparallel) 44.7% แอลฟาเฮลกิซ ์(α-helix) 0.0% และโครงสรา้งอื่น ๆ 22.7% 
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ภาพท่ี 4 กราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งคา่ Degrees Ellipticity และ Wave Length 

 

3) การวเิคระหโ์ดย Pierce™ BCA Protein Assay Kits 

นําตวัอย่างสารละลายโปรตนีทีผ่่านการกรองแลว้นํามาเจอืจางใหค้วามเขม้ขน้ลดลง 10 เท่า แลว้นําไปวเิคราะหพ์บว่า 

ตวัอยา่งสารละลายโปรตนีมคีา่ความเขม้ขน้ 7,154.55 µg/ml 

 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

จากการศึกษาเมื่อกําหนดให้ปัจจยัอื่นๆ ที่มผีลต่อประสทิธิภาพการย่อยโปรตีนให้คงที่ พบว่า ตวัแปรค่า pH ของ

สารละลายโปรตนีระหว่างกระบวนการย่อยมผีลต่อประสทิธภิาพในการย่อยโปรตนีมากกว่าตวัแปรดา้นอุณหภูม ิเมื่อใช้

คา่ pH ในชว่ง 2.7-3.1 ซึง่เป็นชว่ง pH คา่ตํ่าของการทดลองสามารถยอ่ยตวั IgG ไดห้มด แต่คา่ pH ในชว่ง 3.1-3.5 ซึง่

เป็นช่วง pH ค่าสูงของการทดลองไม่สามารถย่อยตวั IgG ไดห้มด ต่างจากช่วงของค่า pH ทีม่กีารแนะนําในงานวจิยั

ของ Kinman and Pompano (2019) และ Jones and Landon (2002) ประสทิธภิาพในการยอ่ยทีแ่ตกต่างกนันี้อาจเป็น

ผลมาจากเอนไซมเ์ปปซนิจากแหล่งทีม่าทีแ่ตกต่างกนัทําใหคุ้ณสมบตัแิละประสทิธภิาพของเอนไซม์อาจแตกต่างกนั 

นอกจากนี้โปรตนีตวัแบบของการศกึษานี้เป็นคนละชนิดกบัโปรตนีในงานวจิยัดงักล่าวอาจส่งผลต่ออตัราการย่อยที่

แตกต่างกนัได ้ในส่วนของตวัแปรอุณหภูมทิีก่ําหนดใหค้่าสูงเป็น 38.5 °C ค่าตํ่าเป็น 37.5 °C ส่งผลต่อประสทิธภิาพ

การยอ่ยใกลเ้คยีงกนั 

การกรองโปรตีนด้วย Macrosep™ MWCO 30 kDa ให้ผลการกรองและสามารถเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย

โปรตนีในระดบัทีด่ ีสามารถวดัความเขม้ขน้ของสารละลายโปรตนีหลงัการกรองไดท้ี ่7,154.55 µg/ml ซึง่ม%ี area ของ 

peak หลกัซึ่งคาดว่าเป็น F(ab’)2 ประมาณ 89% ม ีimpurity เป็นโปรตีนชนิดน้ําหนักโมเลกุลตํ่าประมาณ 11% และ

เบือ้งตน้ไม่พบ impurity เป็นโปรตนีชนิดน้ําหนักโมเลกุลสงูซึ่งเกีย่วขอ้งกบัประเดน็ดา้นความปลอดภยัของยาทีพ่ฒันา

มาจากโปรตนี ในส่วนของโครงสรา้งระดบัทุตยิภูมขิองโปรตนียงัพบว่าโปรตนีทีผ่่านการย่อยและการกรองมาแล้วยงั

ปรากฎโครงสร้างหลกัที่ม ีβ-sheet ชนิด Parallel 32.6% ชนิด Antiparallel 44.7% Helix 0.0% และโครงสร้างอื่นๆ 

22.7% ซึ่งสอดคล้องตามงานวจิยัของ Janda and Casadevall (2010) ที่ประเมนิว่าโครงสร้างของ IgG ม ีβ-sheet 

มากกวา่ 40% อาจมเีลก็น้อยหรอืไมม่ ีα-helix และมโีครงสรา้งอื่นๆ ประมาณ 30-40% และสอดคลอ้งตามงานวจิยัของ 

Castillo (2019) ทีร่ะบุวา่สว่นของ Fab มโีครงสรา้งทุตยิภมูซิึง่ประกอบดว้ยโครงสรา้งหลกัทีเ่ป็นชัน้ β-sheet  

ข้อเสนอแนะท่ีได้รบัจากการวิจยั 

คา่ตวัแปรอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการศกึษานี้อาจเป็นชว่งทีแ่คบเกนิกวา่จะเหน็ผลต่อประสทิธภิาพของกระบวนการตดัโปรตนีที่

แตกต่างกนัอยา่งชดัเจน 

ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

อาจศกึษาปัจจยัอื่นทีส่่งผลต่อประสทิธภิาพของกระบวนการตดัโปรตนีเพิม่เตมิหรอืทาํการศกึษาปัจจยัในชว่งทีก่วา้งขึน้

เพื่อให้ได้รบัขอ้มูลที่คลอบคลุมมากขึน้ นอกจากนี้อาจศกึษาการทําโปรตนีให้บรสิุทธิด์้วยวธิอีื่นเพื่อให้ได้โปรตีนที่มี

ความบรสิทุธิม์ากขึน้และใชเ้ครือ่งมอืวเิคราะหท์ีม่คีวามละเอยีดมากขึน้ในการศกึษา Impurity 
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