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บทคดัยอ่  

การรกัษางกูดัดว้ยเซรุ่มแก้พษิงสูามารถช่วยชวีติผูถู้กกดัได้ เซรุ่มแก้พษิงทู าโดย
ฉีดพษิงูปรมิาณเลก็น้อยเขา้ไปในสตัว์ ให้ผลติภูมติ้านทานต่อพษิงูนัน้ แล้วแยก
พลาสมาออกจากเลอืด ซึง่ตอ้งผา่นกระบวนการแยกโมเลกุลทีอ่อกฤทธิต์า้นพษิได ้
1 ชนิด ได้แก่ IgG หรอื F(ab’)2 หรอื Fab เพื่อน ามาใช้เป็นเซรุ่มต้านพษิ โดย 
immunoglobulin เมือ่ถูกยอ่ยดว้ย pepsin จะไดเ้ป็น F(ab’)2 หรอื ยอ่ยดว้ย papain 
จะได้เป็น Fab แล้วก าจดัโปรตนีที่ไม่มฤีทธิต์้านพษิซึ่งไม่ต้องการออกโดยการ
ตกตะกอนดว้ย ammonium sulfate หรอืกรด caprylic ตะกอนโปรตนีเหลา่นัน้ถูก
ก าจดัทิ้งโดยการกรอง หรอืปัน่เหวีย่ง ไดส้ารละลายทีป่ระกอบดว้ยสารออกฤทธิ ์
แล้วน าเข้าสู่ ultrafiltration เพื่อ diafiltration และ concentration เมื่อสารละลาย
เข้าสู่ ultrafiltration สารละลายจะไหลไปตาม membrane ภายใต้แรงดนั รูของ 
membrane จะอนุญาตใหต้วัท าละลาย และโมเลกุลเลก็ผ่านออกไป แต่ยงัคงเก็บ 
molecule ขนาดใหญ่ไว้ การเลือก ultrafiltration membrane และสภาวะการ
ท างาน ต้องมคีวามเข้าใจในกระบวนการและตวัแปรต่าง ๆ ด้วยการออกแบบ
กระบวนการ และก าหนดตวัแปร ไดแ้ก่ transmembrne pressure, temperature, 
volume concentration factor และ  diafiltration volume อย่ า ง เหมาะสม  จ ะ
สามารถช่วยเพิม่ผลผลติได ้ 

ค ำส ำคญั: เซรุม่ตา้นพษิง,ู อลัตราฟิลเตรชนั, การท าใหบ้รสิุทธิ,์ การท าใหเ้ขม้ขน้ 

 
 
 

Abstract 

Snake antivenom is life saving for snake bite. By injecting a small amount of 
the snake venom into an animal, the antibodies against the venom’ s active 
molecule is produced and harvested from the animal’ s blood.  The plasma 
separated from the animal blood is subject to isolating an active antivenom 
molecule (IgG or F(ab’)2 or Fab). Immunoglobulins are digested using either 
pepsin to produce F( ab’ )  2, or papain to produce Fab.  Proteins with no 
antivenom action are eliminated by precipitation with ammonium sulfate or 
caprylic acid.  The precipitated proteins are removed by filtration or 
centrifugation.  The filtrate containing the active substances is subject to 
ultrafiltration for diafiltration and further concentration.  Ultrafiltration is a 
filtration that allows solution to flow parallelly under pressure through a 
membrane with pores allowing solvent and small molecules to pass through 
and retaining larger molecules.  Selection of the appropriate ultrafiltration 
membrane and operating conditions requires a thorough understanding of 
the optimally designed process and defined parameters including 
transmembrne pressure, temperature, volume concentration factor, and 
diafiltration volume, which could enhance product yield. 
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Introduction 

งูเป็นสตัวท์ี่พบไดท้ัว่ไป มทีัง้งูที่มแีละไม่มพีษิ ซึ่งหากถูกงูพษิ
ชนิดใดกัดจะได้รบัพิษจากงูชนิดนัน้ มีพยาธิสภาพ และความ
รุนแรงแตกต่างกนัตามชนิดของพษิงู ซึ่งอาจรุนแรงถงึขัน้สูญเสยี
อวยัวะหรอืชวีติได ้การไดร้บัการรกัษาอย่างทนัท่วงท ีจะสามารถ
ช่วยลดการสญูเสยีดงักล่าว ซึง่การรกัษาดว้ยเซรุม่เป็นที่ยอมรบัมา
นานจนถึงปัจจุบัน โดยเซรุ่มแก้พิษงู  (snake antivenom) ท า
หน้าที่จบัพิษงูแล้วท าลายความเป็นพิษลง ไม่ให้พิษไปท าลาย
เซลลแ์ละเน้ือเยื่อในรา่งกาย  

เซรุ่มแก้พษิงู (snake antivenom) ต้องมคีวามเฉพาะเจาะจง
ต่อพิษงูที่ได้รบั และมีความบริสุทธิเ์พียงพอเพื่อให้การรักษามี
ประสทิธภิาพ ไม่ก่อใหเ้กดิผลขา้งเคยีงที่เป็นอนัตราย ซึ่งการผลติ
เซรุ่มแก้พิษงูมีหลายวิธ ีและมกีารน าเทคโนโลยตี่าง ๆ มาใช้ใน
การผลติเพื่อใหไ้ดเ้ซรุ่มแก้พษิงูทีม่คีวามแรงและความบรสิุทธิต์าม
ตอ้งการ โดยมกีารน าultrafiltration มาใชท้ าใหเ้ซรุม่บรสิทุธิอ์ย่างมี
ประสทิธภิาพ บทความน้ีได้รวบรวมขอ้มูลเกี่ยวกบัการผลติเซรุ่ม

แกพ้ษิง,ู หลกัการ ultrafiltration และการน า ultrafiltration มาใชใ้น
การผลติเซรุม่ดงัรายละเอยีดต่อไปน้ี   

  

การผลติเซรุม่แกพ้ษิง ู 
Production of snake antivenom  
  

การผลิตเซรุ่มแก้พษิงู (snake antivenom) จากพลาสมาสตัว์
ซึ่งได้รบัการกระตุ้นให้มภีูมคิุ้มกนัต่อพษิงูนัน้ มกีารใช้สตัว์หลาย
ชนิดส าหรบัผลิต antivenom เช่น ม้า แกะ ลา แพะ และกระต่าย 
เป็นต้น ในการผลิตปริมาณมากการใช้สตัว์ขนาดใหญ่ เช่น ม้า 
สามารถใหพ้ลาสมาปรมิาณมากกว่าสตัวข์นาดเลก็ ซึง่ antivenom 
จากพลาสมามา้1,2 ไดร้บัการพสิูจน์แล้วว่ามคีวามปลอดภยั และมี
ประสทิธภิาพ และใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการผลติ antivenom1,3-8   

ในการผลติเซรุ่มแก้พษิงู เมื่อไดพ้ลาสมาที่มปีรมิาณ antibody 
ที่สามารถท าลายพษิงูตามชนิดของพษิงูแล้ว ต้องน าพลาสมามา
ผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธิ ์ (purification) ซึ่งสามารถเลือก
กระบวนการหลายวธิขีึน้อยู่กบัความต้องการใหไ้ดเ้ซรุ่มแก้พษิงใูน
รูปแบบใด เช่น เป็น IgG หรอื F(ab’)2 หรอื Fab ซึ่งหากต้องการ 
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IgG ก็ท าได้โดยน าพลาสมาไปตกตะกอนเพื่อแยก IgG ออกจาก
โปรตีนอื่นที่ไม่ต้องการโดยไม่ต้องผ่านการย่อย แต่หากต้องการ  
F(ab’)2 หรือ Fab ต้องน าพลาสมาไปผ่านการย่อยด้วย enzyme 
เพื่อเปลีย่น IgG ใหก้ลายเป็น F(ab’)2 หรอื Fab ก่อน แลว้จงึน าไป
ตกตะกอนโปรตนีอื่นที่ไม่ต้องการออก จากนัน้น าไปกรองหรอืปัน่
เหวีย่งเพื่อก าจดัตะกอนโปรตีนเหล่านัน้ให้ไดเ้ป็นสารละลาย แล้ว
น าไปก าจดัชิ้นส่วนโปรตีนขนาดเล็ก รวมถึงสิง่ปนเป้ือนอื่นที่ไม่
ต้องการออก เช่น เกลอืที่ใช้ในการตกตะกอน รวมถงึท าใหเ้ขม้ขน้
ขึ้นโดยอาศัยเทคโนโลยีต่าง ๆ เช่น ultrafiltration, chromate-
graphy เป็นต้น จากนัน้ท าให้ปราศจากเชื้อด้วย sterile filtration 
แล้วบรรจุลงภาชนะ ได้เป็นเซรุ่มต้านพิษงูที่มีความบรสิุทธิ ์และ
เขม้ขน้ ซึง่จะอธบิายการท าใหบ้รสิทุธิเ์พิม่เตมิดงัต่อไปน้ี   
 

การท าใหบ้รสิทุธิ ์ 
Purification 

 

การเตรยีม antivenom เตรยีมโดยน าพลาสมามาผ่านวิธีการ
หลากหลายดังต่อไปน้ี ให้ได้เป็นสารส าคัญได้แก่  Intact IgG 
molecule หรอื F(ab’)2 fragment หรอื Fab fragment  

 

กำรท ำ ใ ห้  intact IgG antivenom บริสุท ธ์ิ  (Purification of 
intact IgG antivenom) 

สามารท าให ้intact IgG antivenom บรสิทุธิไ์ดโ้ดยน าพลาสมา
มาตกตะกอน ซึง่ม ี2 วธิ ีไดแ้ก่ 1) การตกตะกอนดว้ย ammonium 
sulfate (Ammonium sulfate precipitation)  ซึ่ ง ก า ร ใ ช้ เ ก ลื อ 
ammonium sulfate หรอื sodium sulfate ใหเ้กดิ salting-out โดย
การตกตะกอน 2 ครัง้ ด้วยเกลือที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 
โดยทัว่ไปวธิกีารน้ีให ้recovery ราว 40 - 50% และใหผ้ลติภณัฑท์ี่
มโีปรตีนที่ไม่ต้องการปนอยู่ในปรมิาณสูง เช่น albumin และเกิด
อาการไม่พึงประสงค์สูง และ 2) วธิีตกตะกอนด้วยกรด caprylic 
(Caprylic acid precipitation)  ซึ่ ง ท า โ ด ย เ ติ ม  caprylic acid 
(octanoic acid) เพื่อตกตะกอน แล้วน าส่วนใสไปก าจดั caprylic 
acid ที่หลงเหลือ วิธีน้ีให้ antivenom ที่มีความบริสุทธ์สูง เพราะ 
immunoglobulin ไมต่กตะกอนลงมา ซึง่ yield อาจสงูถงึ 60 - 75% 
ของพลาสมาตัง้ตน้   

 

กำรท ำให้ F(ab’)2 antivenom บริสุทธ์ิ (Purification of F(ab’)2 

antivenom)   
สามารถท าให้ F(ab’)2 antivenom บรสิุทธิโ์ดยน าพลาสมามา

ยอ่ยดว้ย pepsin ท าให ้IgG ถูกยอ่ยเป็น F(ab’)2 และยอ่ย Fc เป็น 
peptide ชิ้นเลก็ ๆ รวมทัง้ non-IgG protein แล้วน าไปตกตะกอน 
ซึ่งมี 2 วิธี ได้แก่  1) การตกตะกอนด้วย  ammonium sulfate 
(Ammonium sulfate precipitation) ซึ่งหลงัจากย่อยด้วย pepsin 
แล้วตกตะกอนดว้ย ammonium sulfate โดยปกตใิช้ถงึ 12% เพื่อ
ตกตะกอนส่วนที่ ไม่ต้ อ งการออก แล้วน าส่ วนใสมาผ่ าน
กระบวนการ thermocoagulation จากนั ้นตกตะกอนต่อด้วย 

ammonium sulfate โดยปกตใิช้ 23% หรอืสูงกว่า เพื่อตกตะกอน 
F(ab’)2 ออกมา แล้วน า F(ab’)2 มาละลาย และก าจดั ammonium 
sulfate และท าให้เข้มข้นด้วย tangential flow diafiltration and 
concentration โดยปกตวิธิน้ีีได ้yield 30 - 40% ส่วนวธิทีี่ 2) เป็น
การตกตะกอนดว้ยกรด caprylic (Caprylic acid precipitation) ซึง่
หลังย่อยด้วย pepsin แล้วตกตะกอน non- IgG protein ด้วย 
caprylic acid ได ้yield ประมาณ 60% บางผูผ้ลติก าจดั molecule 
ขนาดเลก็ที่ปนเป้ือนออก โดยใช้ ion-exchange chromatography 
หรอื ultrafiltration  

  

กำรท ำ ใ ห้  Fab antivenom บ ริสุท ธ์ิ  (Purification of Fab 
antivenom)   

การท าให้ Fab antivenom บริสุทธิ ์โดยน าพลาสมามาย่อย
ด้วย papain ได้เป็น Fab ซึ่งอาจมีการใช้ ammonium sulfate, 
sodium sulfate หรอื caprylic acid ในกระบวนการ1  

ทัง้น้ี สว่นใหญ่ผูผ้ลติในหลายประเทศผลติดว้ย F(ab’)2 จากมา้ 
เตรยีมโดยยอ่ย IgG ดว้ย pepsin เป็น F(ab’)2 เพราะเชื่อกนัวา่ Fc 
ท าให้เกิดอาการไม่พงึประสงค์4,5 ในประเทศไทยมกีารผลิตเซรุ่ม
แก้พษิงูจากพลาสมามา้เช่นกนั ซึ่งสถานเสาวภา สภากาชาดไทย 
เป็นแหล่งผลติหลกัในประเทศไทย โดยกระบวนการท าใหบ้รสิุทธิ ์
ประกอบดว้ยขัน้ตอนการย่อยดว้ย enzyme การตกตะกอนโปรตนี 
และการก าจดัเกลอืออกโดยวธิ ีdialysis ดว้ย ultrafiltration  

จะเห็นได้ว่ามีการน า ultrafiltration มาใช้ในกระบวนการท า
เซรุม่ใหบ้รสิทุธิ ์และ immunoglobulin purification หรอื F(ab’)23,6,9 

โดยใช้เพื่อก าจดัสิ่งปนเป้ือนขนาดเล็ก ก าจดัเกลือ แลกเปลี่ยน 
buffer และ concentration เพื่อท าใหเ้ขม้ขน้ขึน้  
 

หลกัการ ultrafiltration 
 

Ultrafiltration (UF) คอื การกรองสารละลาย (solution) หรอื
สารแขวนตะกอน (suspension) ภายใต้แรงดนัผ่าน membrane 
โดย membrane มขีนาดรทูีย่อมใหข้องเหลว และ molecule ขนาด
เลก็ผ่านออกไปได ้และกกั molecule ที่มขีนาดใหญ่กว่าเอาไว ้ซึ่ง
ของเหลวจะไหลไปตามผวิหน้าของ membrane และใหแ้รงดนัดนั
ของเหลวผ่าน membrane ไปสู่ดา้น filtrate ซึ่งเป็นการกรองแบบ 
Tangential flow filtration (TFF) หรอืเรยีกวา่ cross-flow filtration 
โดยของเหลวที่เขา้สู่การกรองทางดา้น feed เมื่อผ่าน membrane 
จะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกเป็นของเหลวที่ผ่านรู membrane 
ไปเรียกว่า filtrate หรือ permeate ส่วนของเหลวที่ไม่ผ่ านรู  
membrane เรยีกวา่ retentate ซึง่จะวนกลบัไปรวมในภาชนะ ทัง้น้ี 
มีการใช้ ultrafiltration อย่างกว้างขวางในการแยก protein จาก 
buffer การแลกเปลี่ยน buffer (buffer exchange) และการก าจดั
เกลอื (desalting)   
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Membrane  
 

ส่วนประกอบ และโครงสร้ำงของ membrane 
  

membrane ที่ถูกท าขึ้นครัง้แรก ท าจาก cellulose acetate 
ต่ อมา ได้พัฒนา ให้  membrane มี  surface บางลง  โดย ให้  
supported sublayer มีความหนาและรูพรุนมากขึ้น เป็นลกัษณะ 
sponge-like sublayer ท าใหโ้ครงสร้างโดยรวมแขง็แรงขึ้น ซึ่งถูก
เรยีกวา่ asymmetric membrane และมกีารใชโ้ดยทัว่ไปในปัจจบุนั 

cellulose membrane มขี้อด ีคอื มคีุณสมบตัิ hydrophilic ที่ดี
มาก และดูดซบัโปรตนีต ่า แต่เน่ืองจาก cellulose acetate ซึ่งเป็น 
ester ขอ ง  polysaccharide มัก เ กิ ด  hydrolysis ได้  ท า ใ ห้ ใ ช้
ประโยชน์ไดท้ี่ช่วง pH 3 - 7 และที่อุณหภูมไิม่สูงกว่า 35 C และ
อาจมีปฏิกิริยากับ alcohol และ organic acid บางชนิด สภาพ
เหล่าน้ีจงึเป็นขอ้จ ากดัในการน า cellulose acetate มาใช ้ 

ส่วน polysulfone membrane มคีวามทนต่อ pH และอุณหภูมิ
ไดม้ากกว่า โดยทนไดท้ี่ช่วง pH 2 - 12 และอุณหภูมสิูงถงึ 80 C 
นอกจากน้ี ยงัสามารถทนต่อ chlorine และแรงดนัไดด้กีว่า10 จงึมี
การใช ้polysulfone membrane เช่น polyethersulfone (PES) กนั
อย่างกว้างขวาง ด้วยคุณสมบัติที่สามารถต้านทานสารเคมี 
อุณหภูม ิและมสีมบตัิเชิงกลที่ด ีแต่อย่างไรก็ตาม ด้วยความเป็น 
hydrophobic สงู มกัน าไปสูก่ารสะสมโปรตนี บน membrane ได1้1  

น อ ก จ า ก  polyethersulfone membrane แ ล ะ  cellulose 
acetate membrane ตามที่กล่าวมา ยังมี membrane ชนิดอื่ น 
ไ ด้ แ ก่  regenerated cellulose membrane, polyacrylonitrile 
membrane และ ceramic membrane เป็นตน้12  

  

Membrane cut-off level  
  

ขนาดร ูmembrane ของ ultrafiltration ม ีpore size ขนาด 1 - 
100 nm12 แต่โดยทัว่ไปจะระบุโดยใช ้molecular weight (MW) ซึง่ 
ultrafiltration membrane มขีนาด 1 kD ถงึ 1,000 kD หมายความ
ว่า membrane สามารถกกัเก็บ molecule ที่มีขนาดใหญ่กว่าได้
มากที่สุด และ molecule ที่มีขนาดเล็กกว่าได้บ้าง โดยเรียกว่า 
Molecular Weight Cut Off (MWCO)  หรือ  Nominal Molecular 
Weight Limit (NMWL) ซึ่งโดยทัว่ไป membrane จะสามารถกัก
เก็บ molecule ที่มขีนาดเล็กที่สุดตาม MWCO ที่ระบุได้มากกว่า 
90% 12 จะ เห็นได้ว่ า  ultrafiltration membrane ไม่ ได้กัก เก็บ 
molecule ที่ต้องการไวไ้ดอ้ย่างสมบูรณ์ จงึควรเลอืก ultrafiltration 
membrane ที่ มี  MWCO น้ อ ย ก ว่ า  molecular weight ข อ ง 
molecule ที่ต้องการเก็บไว้ 3 - 6 เท่า เพื่อให้สามารถกักเก็บ 
molecule ทีต่อ้งการไวไ้ดส้งู ซึง่หากเลอืก membrane ทีม่ ีMWCO 
ใหญ่จะมี flow rate ที่เร็ว แต่ recovery อาจน้อย ในทางกลบักนั
หากเลือก membrane ที่มี MWCO เล็กก็อาจจะได้ recovery สูง 
แต่ flow rate อาจช้าลง และใช้เวลานานขึ้น ซึ่งการผลิตเซรุ่มแก้
พิษงูมีวิธีการที่หลากหลายดงัที่กล่าวมา และมีขนาด molecular 
weight ที่ต้องการต่างกันไป เช่น การผลิตเซรุ่มแก้พิษงูจาก

พลาสมามา้ ซึง่ม ีmolecule ทีต่อ้งการเกบ็ไว ้เช่น Immunoglobulin 
G (IgG) ม ีmolecular weight 150 kDa สว่น F(ab’)2 ม ีmolecular 
weight 100 kDa หรอื Fab ม ีmolecular weight 50 kDa7 และอาจ
มี molecule หรือสิ่งที่ใช้ในกระบวนการผลิตที่ต้องก าจดัทิ้ง เช่น 
pepsin มี molecular weight 35 kDa13 ซึ่งในการเลือก MWCO 
นอกจากต้องค านึงถึง  recovery และ flow rate แล้ว ยังต้อง
ค านึงถึง purity ด้วย หากเลือก membrane ที่ม ีMWCO เล็กกว่า
ทัง้ molecule ที่ต้องการและไม่ตอ้งการ อาจท าใหไ้ด ้recovery สงู 
แต่ purity ต ่า เพราะไม่สามารถก าจดั molecule ที่ไม่ต้องการออก
ได้ เช่น ในงานวิจ ัยของ Simsiriwong et al ได้ศึกษาการแยก 
snake antivenom ให้ได้เป็น F(ab’ )2 จากพลาสมาม้า เมื่อใช้ 
ultrafiltration ที่มี  MWCO 30 kDa พบว่ ามีโปรตีนขนาดเล็ก
ประมาณ 35 kDa ปนมากบั F(ab’)2 แต่เมื่อใช้ ultrafiltration ที่ม ี
MWCO 50 kDa พบว่าได้ recovery 90% แต่ไม่พบโปรตีนขนาด
เลก็ปนอยู่6 ซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษาของ Jones and Landon ที่
พบว่า ภายหลังการย่อยด้วย pepsin เมื่ อ  diafiltration ด้วย 
MWCO 30 kDa พบว่าได้ F(ab’ )2 มากกว่าเมื่อใช้ MWCO 50 
kDa ประมาณ 30%13 จึงควรเลือก membrane ที่มี MWCO เล็ก
กว่า molecule ที่ต้องการ แต่ใหญ่กว่า molecule ที่ไม่ต้องการ 
เพื่อใหไ้ดท้ัง้ recovery และ purity ทีส่งู  

ประสทิธภิาพของ membrane อธบิายได้โดย retention (การ
เกบ็รกัษาโมเลกุลขนาดใหญ่), อตัราการกรอง และ permeate flux 
หรอื filtrate flux โดยวดัปรมิาณ filtrate ในหน่วยลติรต่อชัว่โมงต่อ
พื้นที่  membrane ในหน่วยตารางเมตร ภายใต้แรงดัน และ
อุณหภูม ิดงัสมการต่อไปน้ี   

 

R = [ (CF - Cp) / CF ] x 100 
  

โดยที ่ 
R = Retention 
CF = Feed concentration 
Cp = Permeate concentration หรอื filtration concentration 

  

Ultrafiltration ในอุดมคตคิอื กกัเกบ็สิง่ทีต่อ้งการไดท้ัง้หมด (R 
= 100%) และไม่เหลือสิ่งที่ไม่ต้องการ (R = 0%) การเลือก 
membrane ทีม่ ี% retention สงู จะช่วยลด % product loss ได1้0  

รูปแบบของ ultrafiltration membrane ที่รูจ้กัโดยทัว่ไป ได้แก่ 
hallow fiber, spiral wound และ flat sheet ซึ่งแบบ spiral wound 
เกดิการอุดตนัไดง้่าย ท าความสะอาดไดย้าก และมขีอ้จ ากดัในการ
ปรบัปริมาตรการใช้กว่าแบบ hallow fiber หรือ flat sheet12 แต่ 
hallow fiber ใช ้pressure ไดน้้อยกวา่ flat sheet  

 

Membrane area  
เมื่ อก าหนด permeate flux และ total filtrate volume ของ

กระบวนการไดแ้ลว้ กจ็ะสามารถหา membrane area ซึง่จะขึน้อยู่
กับ เวลาทั ้งหมดของกระบวนการด้วย โดยหากเลือก ให้
กระบวนการนานขึ้น ก็จะท าให้ใช้ membrane area น้อยลง ช่วย



ไทยเภสชัศาสตรแ์ละวทิยาการสขุภาพ ปี 15 ฉบับ 1, มค. – มคี. 2563  52 Thai Pharm Health Sci J Vol. 15 No. 1, Jan. – Mar. 2020 

ลดค่าใช้จ่ายของ membrane ลงได้ และยังช่วยลด hold-up 
volume ซึ่งช่วยลด product loss ได้ แต่การเพิ่มระยะเวลาของ
กระบวนการ อาจเพิม่ความเสี่ยงในการ degradation ของโปรตีน
ไดเ้ช่นกนั  

  

Crossflow rate  
โดยทัว่ไป crossflow rate ที่สูงขึ้นจะให้ permeate flux ที่

สูงขึน้ เมื่อ TMP เท่ากนั เน่ืองจาก crossflow rate ที่สูงขีน้จะช่วย
กวาดผิวหน้า membrane และลด concentration gradient บน
ผวิหน้า membrane แต่อย่างไรกต็าม การให ้crossflow rate ที่สูง
ขีน้ จะท าใหเ้ซรุ่มไหลผ่าน pump มจี านวนครัง้ที่มากขึน้ และอาจ
น าไปสู่การ degradation ของเซรุ่ม และเพิม่ product loss ดงันัน้ 
หากตอ้งการเพิม่ crossflow rate อาจตอ้งเพิม่ขนาดของ pump ให้
ใหญ่ขึน้ และขนาดท่อใหญ่ขึน้ ซึ่งจะเพิม่ hold-up volume ตามไป
ดว้ย เป็นเหตุใหเ้กดิ product loss จากการที่ไม่สามารถเกบ็เซรุ่ม
ออกจากระบบไดห้มด  

  

Transmembrane pressure (TMP)  
การไหลของของเหลวไปตามแนวยาวของช่อง จากด้าน

ทางเขา้ (feed) ไปสู่ดา้นทางออก (retentate) ท าใหค้วามดนัด้าน
ทางออกลดลง ดงันัน้แรงดนัที่กระท าต่อ membrane ด้าน filtrate 
ตลอดแนว membrane จงึเป็นคา่เฉลีย่ทีเ่รยีกวา่ Transmembrane 
Pressure (TMP) ดงัสมการต่อไปน้ี  

  

TMP = [(PF+PR)/2]-Pp 
 

โดย  
TMP = Transmembrane Pressure 
PF = Feed pressure (bar) 
PR = Retentate pressure (bar) 
Pp = permeate pressure หรอื filtrate pressure (bar) 

 
เมื่อเพิ่ม TMP จะท าให้ permeate flux เพิ่มขึ้น จนถึงจุด ๆ 

หน่ึงแลว้จะคงที ่ดงัรปูที ่1   

  รปูที ่1  แสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง transmembrane pressure 
(TMP) และ Permeate flux  

 
ในช่วงแรกของเส้นกราฟ พบว่า permeate flux เพิ่มขึ้นเมื่อ

ความดนัเพิม่ขึ้น ส่วนช่วงที่สองของเส้นกราฟ พบว่า permeate 
flux ไม่เพิ่มขึ้นเมื่อความดนัเพิ่มขึ้น ในช่วงที่สองน้ี โปรตีนจะมี

ความเข้มข้นสูงบนผิวหน้า membrane ถ้ากระบวนการใช้ TMP 
ในช่วงทีส่องของเสน้กราฟเพื่อใหไ้ด ้permeate flux มากทีส่ดุ และ
สามารถใช้ membrane area ได้น้อยที่สุด แต่อาจท าให้ความ
เข้มข้นของโปรตีนบริเวณผิวหน้า membrane สูงจนเกินขีดการ
ละลาย และอาจน าไปสู่ product loss แต่ถ้าใช้ TMP ในช่วงแรก
ของเส้นกราฟจะให้ permeate flux ต ่ ากว่า และใช้ membrane 
area มากขึ้น ดงันัน้ TMP ที่เหมาะสมคือ TMP ที่ส่วนโค้งของ
เส้นกราฟ ซึ่ง slope ของเส้นกราฟที่ช่วงน้ีจะลดลง 50% จาก 
slope ตัง้ต้น ซึ่งจะท าให้ permeate flux เข้าใกล้ค่าที่สูงที่สุด แต่
ไม่ท าใหค้วามเขม้ข้นของโปรตนีบรเิวณผวิหน้า membrane มาก
เกนิไป  

กระบวนการ ultrafiltration มปัีจจยัหลายประการมาเกี่ยวข้อง
เช่น คุณสมบตัิของ membrane ได้แก่ ขนาดรู membrane ความ
หนา และความชอบน ้าของ membrane ซึ่งมผีลต่อความซึมผ่าน 
membrane (permeability)  คุณสมบัติ ข อ ง อ งค์ป ร ะกอบ ใน
ของเหลว ได้แก่ ขนาดและรูปร่าง molecule ความเข้มข้น ความ
หนืด และอุณหภูมซิึ่งมผีลต่อความหนืด เหล่าน้ีมผีลต่ออตัราการ
ไหลของ permeate เพราะในกระบวนการใช้แรงดนัเพื่อขบัเคลื่อน
นัน้ เมื่อมแีรงดนัมาก flux กจ็ะมากตามไปดว้ย แต่ความหนืดจะท า
ใหเ้กดิแรงในทศิทางตรงกนัขา้ม ท าใหข้องเหลวเคลื่อนทีล่ดลงดว้ย 
รวมถงึการสะสมของ molecule ทีต่อ้งการกกัเกบ็ไวบ้รเิวณผวิหน้า 
membrane หรืออาจเข้าไปอยู่ในรูของ membrane แล้วขดัขวาง
การกรอง และท าให้ permeate flux ลดลง10 ซึ่งการสะสมของ 
molecule นั ้นเกิดจากการที่ pump ดันของเหลวไหลผ่านช่อง
ระหว่างผิวหน้า membrane จะเกิดแรงดนัให้ของเหลวไหลผ่าน 
membrane ออกไปทาง permeate หรอื filtrate เป็นผลใหเ้กดิการ
ไล่ระดบัความเขม้ขน้ (concentration gradient) จากความเข้มข้น
ของของเหลวตรงกลางระหว่ างผิวหน้า  membrane (bulk 
concentration) ไปจนเข้มข้นมากบรเิวณผนังผวิหน้า membrane 
(wall concentration) และไล่ระดบัความเขม้ขน้ตามความยาวช่อง 
membrane จากดา้นทางเขา้ (feed) ไปสู่ดา้นทางออก (retentate) 
ซึ่งความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นบริเวณผิวหน้า membrane น้ีเรียกว่า 
concentration polarization ซึ่ ง ร ะ ดั บ ข อ ง  concentration 
polarization จะเพิม่ขึน้เมื่อความเขม้ขน้ของ feed เพิม่ขึน้ ซึง่มผีล
ท าให ้permeate flux ลดลง หากต้องการเพิม่ permeate flux อาจ
ท าไดโ้ดยเพิม่อตัราการไหลของ feed ซึง่จะเป็นการเพิม่แรง shear 
หรอืใหเ้กดิ turbulence จะท าให ้molecule ทีส่ะสมบน membrane 
แพรก่ลบัสู ่bulk ซึง่ตอ้งพจิารณาก าลงั pump รว่มดว้ย  

ซึ่งในระหว่างกระบวนการ ultrafiltration เพื่อท าเซรุ่มให้
บรสิุทธิน์ัน้ ควรก าหนดและควบคุม parameter ต่าง ๆ เช่น TMP 
และ temperature เป็นตน้ ใหเ้หมาะสมเพราะมผีลต่อ yield, purity 
และ cost ในกระบวนการ ซึ่งการเพิม่ TMP อาจท าให้ permeate 
flux เพิม่ขึน้ แต่กต็อ้งใชก้ าลงั pump เพิม่ขึน้ ซึง่ถา้ permeate flux 
สูงตลอดกระบวนการกอ็าจช่วยลดเวลาของกระบวนการให้ส ัน้ลง
ได ้แต่อาจไมเ่ป็นเช่นนัน้เพราะเมื่อ permeate flux เพิม่ขึน้ อาจท า
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ใหเ้กดิการสะสมของ molecule ต่าง ๆ บนผวิหน้า membrane ได ้
การเพิ่มอุณหภูมิช่วยลดความหนืดของของเหลว อาจช่ วยให้ 
permeate flux เพิม่ขึ้น แต่อุณหภูมทิี่เพิม่ขึน้อาจมผีลต่อความคง
ตัวของโปรตีน อาจเกิดการ degradation แล้วไปสะสมหน้า 
membrane แล้วท าให้ permeate flux ลด และได้ yield ลดลง ซึ่ง
หากใช้อุณหภูมติ ่าเซรุ่มก็จะมีความหนืดเพิม่ขึ้น และเพิม่โอกาส
การ เกิด  concentration polarization14 มีผล ให้  permeate flux 
ลดลง และอาจท าใหก้ารละลายของโปรตนี เกลอื และองคป์ระกอบ
อื่น ๆ ในเซรุ่มลดลง ท าใหก้ารก าจดัออกยากตามไปด้วย ซึ่งอาจ
กระทบกับระยะเวลาในการ diafiltration และ concentration ที่
นานขึ้น รวมถึงปริมาณ buffer ที่ใช้ก็อาจจะมากขึ้นตามไปด้วย 
และถึงแม้ว่าการเพิม่ membrane area จะช่วยชดเชย permeate 
flux ที่ลดลงได ้แต่กต็้องเพิม่ cross flow rate ใหสู้งขึน้ซึ่งจะส่งผล
ใหเ้ซรุม่ตอ้งผา่น pump มากขึน้ดว้ย  
  

Diafiltration 
 

diafiltration คือ กระบวนการที่ท าให้โมเลกุลขนาดเล็กผ่านรู 
membrane ออกไป และยงัคงกกัเกบ็ molecule ขนาดใหญ่กว่าใน 
retentate โดยไม่มกีารเปลี่ยนความเข้มข้น จงึสามารถใช้ในการ
ก าจดัเกลอื หรอืแลกเปลี่ยน buffer หรอืก าจดั ethanol หรอืตวัท า
ละลายขนาดเลก็ได ้ 

diafiltration มี 2 วิธีหลัก continuous diafiltration (constant 
volume diafiltration)  แ ล ะ  discontinuous diafiltration ( batch 
diafiltration)  ซึ่ ง  continuous diafiltration จ ะ เ ป็ น ก า ร เ ติ ม
สารละลายที่ ใช้ส าหรับ diafiltration เช่น น ้ า  หรือ  buffer ใน
ของเหลวในภาชนะส าหรบั feed ดว้ยอตัราเดยีวกบัที่กรองออกไป
ทาง permeate ดงันัน้ปริมาตรของเหลวในภาชนะจะคงที่แต่ 
molecule จะถูกก าจดัออกผ่านรู membrane ไปสู่ permeate ได้ 
ส่ ว น  discontinuous diafiltration ส า ร ล ะ ล า ย ที่ ใ ช้ ส า ห รั บ 
diafiltration จะถูกเติมในของเหลวเพื่อเจอืจาง และท าให้เข้มข้น 
ให้ของเหลวกลับมาสู่ปริมาตรตัง้ต้น จะท าซ ้าเช่นน้ี ไปเรื่อย ๆ 
จนกระทัง่ความเข้มข้นของ molecule ขนาดเล็ก เช่น เกลือ ใน
ของเหลวในภาชนะมีค่าตามต้องการ แม้ว่า  discontinuous 
diafiltration จะไม่ต้องควบคุมระดับของเหลว แต่ continuous 
diafiltration มปีระสทิธภิาพมากกว่า โดยจะใช้สารละลายส าหรบั 
diafiltration ที่น้อยกว่าในการก าจดัเกลือปริมาณเท่ากัน ท าให้
ประหยดั  buffer และเวลา  
 

Concentration 
 

concentration คือ การท าให้เข้มข้นขึ้นโดยการก าจดัตัวท า
ละลายออกจากของเหลว ในขณะที่ยงัคงกกัเก็บตวัถูกละลายที่มี
ขนาดใหญ่กว่า membrane ไวไ้ด ้ความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายที่
ใหญ่กว่ารู membrane จะเพิ่มขึ้นเป็นสดัส่วนผกผนักบัปริมาตร

ของเหลวที่ลดลง เช่น ในขัน้ตอนการท าเซรุ่มใหบ้รสิุทธิ ์อาจมกีาร
เจอืจางพลาสมา ซึ่งก็สามารถท าให้เข้มข้นได้ด้วย ultrafiltration8  
ส่วนตัวถูกละลายที่มีขนาดเล็กกว่ารู membrane ก็จะถูกก าจัด
ออกไปทาง permeate เช่นกนั เรยีกวา่ demineralization ปรมิาณ
ของตัวถูกละลายที่ เล็กกว่ารู membrane ก็จะลดลง เช่น ใน
พลาสมาม ี ion ต่างๆ เช่น Na+, Ka+, Ca2+ และ Cl- เป็นต้น เมื่อ
ผา่นกระบวนการ concentration กจ็ะมปีรมิาณลดลง15,16  
  

การท าเซรุม่ใหบ้รสิทุธิด์ว้ย  
diafiltration และ concentration  

 

เ น่ื อ งจาก molecule ขนาดเล็ก  และน ้ า  สามารถผ่ า น 
ultrafiltration membrane ดงันัน้ความเข้มข้นขององค์ประกอบใน
ของเหลวที่ผ่านรู  membrane ได้ จะเท่ากันทัง้ ใน bulk และ 
permeate ซึ่งในเซรุ่มมสีิง่ปนเป้ือนที่ไม่ต้องการที่มขีนาดสามารถ
ผ่านรู membrane ได้ เมื่อเริ่มกระบวนการ ultrafiltration สิ่ง
ปนเ ป้ือนเหล่า น้ีจะผ่านรู  membrane ท าให้ความเข้มข้นใน 
permeate เพิม่ขึน้ สว่นใน bulk จะลดลง ถา้ ใน bulk ของเซรุม่ถูก
เจือจางด้วยน ้ าหรือ buffer อย่างต่อเน่ืองระหว่างกระบวนการ 
diafiltration สิ่งปนเ ป้ือนก็จะถูกก าจัดไปใน permeate อย่าง
ต่ อ เ น่ื อ ง  ปกติ จ ะ ใ ช้  continuous diafiltration โ ดย ร ะหว่ า ง
กระบวนการจะเติมน ้าหรอื buffer ด้วยอตัราเดียวกบั permeate 
เพื่อรกัษาระดบั bulk ใหค้งที ่ 

ซึ่งหากในกระบวนการท าเซรุ่มให้บรสิุทธิม์กีารเติม enzyme 
เพื่อใช้ในการย่อย เช่น pepsin หรอื papain หรอืเติมเกลือ หรือ
สารที่ ใช้ ในการตกตะกอนโปรตีน  เช่น ammonium sulfate, 
caprylic acid นอกจากน้ี ในกรณีที่อาจยงัมชีิ้นส่วนโปรตีนเล็ก ๆ 
ที่หลงเหลือจากการตกตะกอน เช่น ชิ้นส่วนของ Fc ที่ถูกตดัด้วย 
enzyme ก็สามารถใช้การ diafiltration เพื่อก าจดัสิ่งเหล่าน้ีออก
จาก bulk ของเซรุ่มได้ เมื่อกระบวนการ diafiltration สิ้นสุดลง 
bulk จะยงัคงมปีรมิาณเท่าเดมิ และเมื่อน าปรมิาณน ้า หรอื buffer 
ทัง้หมดที่ใช้ในการ diafiltration หารด้วยปรมิาตร bulk ตัง้ต้น จะ
ได้ค่า diafiltration volume ซึ่งเป็นค่าคงที่ส าหรับ diafiltration 
เพื่อใหท้ราบปรมิาณน ้า หรอื buffer ที่จะใช้เมื่อปรมิาตรของ bulk 
เปลีย่นไป  

ก่อนเขา้สูก่ระบวนการ diafiltration การ concentration เพื่อให้
ได้ bulk ที่มคีวามเข้มข้นของโปรตีน หรอืปรมิาตรตามต้องการก็
เป็นสิง่ส าคญั เพราะถงึแมท้ีค่วามเขม้ขน้ของโปรตนีต ่า ๆ จะท าให ้
permeate flux สงู แต่หากปรมิาตร bulk มากกจ็ะตอ้งใช ้buffer ใน
การ diafiltration มาก ใช้ membrane ขนาดใหญ่ และใช้เวลาใน
การ diafiltration นานตามไปด้วย จงึควรหาจุดที่เหมาะสมในการ 
concentration ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของโปรตนีที่ยงัคงไมม่ากเกนิไป 
จนเกิด protein-degradation จาก protein-protein interaction ท า
ให้เกิด degadration ของเซรุ่ม และปรมิาตรไม่น้อยเกินไป จนไม่
สามารถ recirculate ระบบได้ โดยหาจุดสมดุลระหว่าง ปรมิาตร
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กับ  permeate flux รวมถึงปริมาณ buffer ที่ ใช้ส าหรับการ 
diafiltration ขนาด membrane และระยะเวลาของกระบวนการ 
แล้วให้ได้ เซรุ่มที่มี  % recovery และ purity ที่สู งด้วย เมื่ อ
กระบวนการ concentration สิน้สุดลงจะท าใหป้รมิาตร bulk ลดลง 
และเมื่อน าปริมาตรตัง้ต้นก่อน concentration หารด้วยปริมาตร 
bulk คงเหลือ จะได้ volume concentration factor15,16 ซึ่ง เ ป็น
ค่าคงที่ส าหรับ concentration เพื่อให้ทราบปริมาตรคงเหลือ
ภายหลงัการ concentration เมื่อปรมิาตร bulk ตัง้ตน้เปลีย่นแปลง
ไป  

ก่ อ นที่ เ ซ รุ่ ม จ ะ เ ข้ า สู่  membrane เ พื่ อ  diafiltration หรือ 
concentration ควรท าระบบให้สมดุลด้วย buffer เพื่อป้องกนัการ
เปลี่ยนแปลงการละลายและคุณสมบตัิของเซรุ่มซึ่งประกอบด้วย
โปรตนี โดยสามารถเกดิขึน้ไดถ้้าสารละลายโปรตนีต้องพบกบั pH 
หรอื ionic strength ทีแ่ตกต่างมากอยา่งกะทนัหนั นอกจากน้ี การ
ปะทะระหว่างโปรตีนกบั air/liquid interface เป็นผลจากการเติม
เซรุ่มลงในถังเปล่า หรือเซรุ่มไหลวนไปในท่อเปล่า จึงควรให้ 
buffer เข้าสู่ระบบเพื่อท าระบบให้สมดุลก่อน โดยใช้ flow และ 
pressure ให้มีสภาวะเหมือนกับที่จะใช้กับเซรุ่ม  การออกแบบ
ระบบที่ใหท้่อ retentate ไหลกลบัลงถงัภายใต้ผวิหน้าของเหลวใน
ถงัจะสามารถช่วยป้องกนั foaming ได้ นอกจากน้ี หลงัเสร็จสิ้น
กระบวนการ diafiltration และ concentration และเซรุ่มถูกเก็บ
ออกจากระบบแล้ว ควรลา้งท าความสะอาด membrane เพื่อก าจดั
สิง่อุดตนับนผวิหน้า membrane ออกไป เพื่อคงรกัษาให ้flow rate 
ใกล้เคยีงเดมิ โดยการ flush และวนดว้ย sodium hydroxide หรอื  
sodium hypochloride หรอืสารอื่นทีเ่หมาะสม  
 

บทสรปุ 
 

การผลิตเซรุ่มแก้พิษงูท าได้โดยฉีดกระตุ้นสัตว์ให้สร้าง
ภูมคิุม้กนัต่อพษิงู แล้วน าพลาสมาจากสตัวซ์ึ่งมภีูมคิุม้กนัต่อพิษงู
ชนิดที่ฉีดกระตุ้นมาท าให้บรสิุทธิ ์ โดยอาจใช้ enzyme ย่อย และ
ตกตะกอน เพื่อให้ได้ IgG หรอื F(ab’)2 หรอื Fab ซึ่งสามารถน า 
ultrafiltration มาใช้เพื่อใหเ้ซรุ่มมคีวามบรสิุทธิข์ ึน้และเขม้ขน้ ดว้ย
ก ร ะ บ ว น ก า ร  diafiltration แ ล ะ  concentration ซึ่ ง ก า ร ใ ช้  
ultrafiltration เพื่อผลติเซรุ่มใหไ้ด ้yield ที่ด ีและมคีวามบรสิุทธิส์ูง
นัน้ ต้องเลือกชนิดและขนาด membrane ที่เหมาะสม รวมทัง้
ก าหนด และควบคมุ parameter ต่าง ๆ และออกแบบกระบวนการ 
diafiltration และ concentration เช่น TMP, temperature, volume 
concentration factor, diafiltration volume เป็นตน้ ใหเ้หมาะสม ก็
จะสามารถผลติเซรุม่แก้พษิงูไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ ปัจจบุนัมกีาร
กล่าวถงึ ultrafiltration แบบ single-pass tangential flow filtration 
(SPTFF) ซึ่งสารละลายจะผ่าน membrane โดยไม่วนกลบัมาเขา้
ถงัเดมิซ ้า ท าใหผ้่าน pump เพยีงครัง้เดยีว ซึ่งอาจจะช่วยลดการ 
aggregation ของผลิตภัณฑ์ได้ และพบว่ามีการศึกษาการน า  
monoclonal antibody มาผา่น concentration หรอื diafiltration ซึง่

ในอนาคตอาจมกีารศกึษาในการ concentration หรอื diafiltration 
เซรุม่แกพ้ษิงเูพิม่ขึน้ ซึง่หากการศกึษาสนบัสนุนทัง้ดา้น recovery, 
purity และมคีวามคุม้ค่าทางเศรษฐศาสตร์ กอ็าจเป็นประโยชน์ใน
การน ามาใช้ในการผลิตเซรุ่มแก้พิษงูและท าให้การผลิตเซรุ่มแก้
พษิงมูปีระสทิธภิาพเพิม่ขึน้  
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