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 การแสดงออกอยางตอเนื่องตลอดเวลาของ Pichia pastoris โดยใชโปรโมเตอร GAP เปน

อีกทางเลือกหนึ่งในการหลีกเลี่ยงการใชเมทานอลเปนตัวเหนี่ยวนําในกรณีที่ใชโปรโมเตอร AOX1 

ทั้งนี้ โปรโม-เตอร GAP สามารถแสดงออกไดสูงเมื่อเชื้อเจริญโดยใชกลูโคสเปนสับสเทรต

เปรียบเทียบกับกลีเซอ-รอลหรือเมทานอล อยางไรก็ตาม มีการรายงานวาการใชกลีเซอรอลซึ่งเปน

น้ําตาลที่ไมสามารถเกิดการหมักไดในการเพาะเลี้ยง P. pastoris จะสามารถตรวจพบการสราง 

by-product ในรูปเอทานอลได โดยเอทานอลที่เกิดขึ้นสามารถกดดันการแสดงออกของโปรโมเตอร 

AOX1 ทําใหการแสดงออกของโปรโมเตอร AOX1 ตํ่าลง ทั้งนี้  ในปจจุบันยังไมพบการรายงานถึง

การผลิต by-product ในรูปเอทานอล เมื่อทําการเพาะเลี้ยง P. pastoris โดยใชกลูโคสเปนสับ-

สเทรต หรืออิทธิพลของเอทานอลตอการการแสดงออกของโปรโมเตอร GAP ดังนั้น งานวิจัยนี้จึง

มุงเนนการศึกษาในประเด็นดังกลาว โดยใชเอนไซมเบตากลูโคสิเดสเปนโปรตีนติดตาม เพื่อศึกษา

การแสดงออกของโปรโมเตอร GAP ซึ่งจากการทดลองพบวาการเติมเอทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

มีผลทําใหความหนาแนนของเซลล อัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) และกิจกรรมของเบตากลูโคสิเดส 

ลดลง จากผลที่ไดแสดงวาเอทานอลสามารถยับยั้งการเติบโตและแสดงออกของโปรโมเตอร GAP 

จากนั้นจึงทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนในกระบวนการหมักแบบแบตช 

ภายใตสภาวะไมจํากัดออกซิเจน (DOT > 25%) พบวาความเขมขนกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสม คือ 

20 กรัมตอลิตร ซึ่งทําใหไดคา μ = 0.20 ชม-1 และระยะเวลาที่ใชในชวงการปรับตัวเทากับ 3.99 

ชั่วโมง ซึ่งการเพิ่มความเขมขนของกลูโคสเปน 60 และ 80 กรัมตอลิตร จะทําใหเกิดการสรางเอทา

นอล สงผลทําใหคา μ ลดลง และระยะเวลาที่ใชในชวงการปรับตัวนานขึ้น ซึ่งเปนการแสดงใหเห็น

วาเอทานอลที่เกิดขึ้นภายใตสภาวะไมจํากัดออกซิเจนเกิดขึ้นโดยวิถี over-flow ในสวนสุดทายของ
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งานวิจัยนี้ ไดทําการออกแบบระบบการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช 4 ระบบ เพื่อหาสภาวะควบคมุที่

เหมาะสมโดยมุงเนนการศึกษาปจจัยของความเขมขนของกลูโคสและคาออกซิเจนละลายเปนหลัก 

คือ ระบบที่ 1 กลูโคสและออกซิเจนจํากัด ระบบที่ 2 กลูโคสจํากัดแตออกซิเจนไมจํากัด (DOT > 

25%) ระบบที่ 3 กลูโคสไมจํากัด ([กลูโคส] ≈ 10 กรัมตอลิตร) และออกซิเจนจํากัด และระบบที่ 4 

กลูโคสและออกซิเจนไมจํากัด จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สภาวะจํากัดออกซิเจนเปนปจจัย

หลัก ที่ทําใหการเติบโตและการแสดงออกของโปรโมเตอร GAP ลดลง รวมถึงพบการสรางเอทา

นอลปริมาณมาก (13.5-14.0 กรัมตอลิตร) ภายใตสภาวะจํากัดออกซิเจนเปรียบเทียบกับสภาวะไม

จํากัดออกซิเจน (0.6 กรัมตอลิตร) เอทานอลที่ความเขมขนสูงสงผลใหคา μ ลดลงประมาณ 35% 

และ 63% เมื่อเปรียบเทียบระบบที่ 1 กับระบบที่ 2 และระบบที่ 3 กับระบบที่ 4 ตามลําดับ ยิ่งไป

กวานั้น พบวาอัตราการสรางผลผลิตจําเพาะในระบบที่ไมจํากัดออกซิเจน จะสูงกวาในระบบที่

จํากัดออกซิเจน ประมาณ 7 เทา โดยพบวาระบบที่เหมาะสมที่สุด คือ ระบบที่ 4 อยางไรก็ตาม 

ระบบที่ 4 จะควบคุมไดยากภายใตสภาวะที่ความหนาแนนของเซลลสูง ดังนั้น ผูวิจัยจึงแนะนํา

ระบบที่ 2 คือ กลูโคสจํากัดและออกซิเจนไมจํากัด สําหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน

ใน P. pastoris ที่ใชโปรโมเตอร GAP เปนตัวควบคุมการแสดงออกแบบตอเนื่องตลอดเวลา  
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Abstract 

 

Constitutive protein expression in Pichia pastoris using the GAP promoter to 

avoid the use of methanol is an effective alternative to the inducible AOX1 promoter. GAP 

promoter is a strong constitutive promoter that shows high expression when cells are 

grown on glucose. When P. pastoris are grown on glycerol, the non-fermentable sugar, 

small amount of ethanol can be detected. Ethanol has been reported to repress the 

AOX1 promoter resulting in lower expression level of recombinant protein. However, no 

literature has reported on the production of ethanol by-product when P. pastoris are 

grown on glucose or the effect of ethanol on the expression of GAP promoter. In this 

work, first, the effect of ethanol on the growth and expression of GAP promoter were 

investigated using β-glucosidase as a reporter protein.  The present of ethanol in culture 

medium decreased the cell concentration, specific growth rate (μ) and β-glucosidase 

activity.  These results indicated that ethanol inhibit the cell growth and also the expression 

of the GAP promoter.  Then, the influence of initial glucose concentration was studied 

under oxygen non-limit condition (DOT > 25 %).  The optimum initial glucose concentration 

of 20 g/L provides μ = 0.20 h-1 and lag time of 3.99 h. The increase of initial glucose 

concentration to 60 and 80 g/L resulted in the accumulation of ethanol, which decrease μ 

and increased the lag time.  These results indicated that under oxygen non-limit condition, 

the ethanol was produced via overflow metabolism.  Finally, 4 fed-batch systems were 
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designed base on the effect of glucose concentration and DOT to find the optimum fed-

batch control (system I: glucose and oxygen limit, system II: glucose limit and oxygen non-

limit (DOT > 25%), system III: glucose non-limit ([glu] ≈ 10 g/L) and oxygen limit), and 

system IV: glucose and oxygen non-limit).  The results showed that the oxygen limitation 

had a major drawback effect to both cell growth and expression of the GAP promoter.  

More ethanol by product was accumulated under the oxygen limited condition (13.5-14.0 

g/L) compare to the oxygen non-limited condition (0.6 g/L).  The higher ethanol 

concentration results in the decrease of μ about 35% and 63% when compared system I 

with system II and system III with system IV, respectively.  Furthermore, about 7 times 

higher specific production rate was observed under non-oxygen limit condition compared 

with oxygen limitation.  The best results were obtained when system IV was used, however, 

the system IV is very difficult to control under high cell density culture.  Therefore, we 

recommended system II of glucose limit and oxygen non-limit for the constitutive 

expression process of P. pastoris using glucose as substrate. 

 

Keywords: Pichia pastoris, ethanol inhibition, ethanol repression, overflow metabolism, 

GAP promoter  



จ 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 คณะผูวิจัยขอขอบคุณสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) และสํานักงาน

คณะกรรมการการอุดมศึกษา (สกอ.) ที่สนับสนุนงบประมาณในการทําวิจัยโครงการนี้ ขอของคุณ

ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร รวมถึง

สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่ให

ความอนุเคราะหสถานที่ในการดําเนินการวิจัย และสงเสริมใหบุคลากรภายในสังกัดไดทํางานวิจัย 

และขอขอบคุณหองปฏิบัติการเทคโนโลยีการหมัก หนวยปฏิบัติการวิจัยกลางไบโอเทค ศูนยพันธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ที่ใหความอนุเคราะหในการใชเครื่องมือ และสถานที่ใน

การดําเนินการวิจัยสวนหนึ่งของโครงการนี้ 

 
          คณะผูวิจัย  
 



ฉ 

 

สารบัญ 
 

                    หนา 

บทคัดยอ………………………………………………………………………………... ก 

  

กิตติกรรมประกาศ……………………………………………………………………… จ 

  

สารบัญ………………………………………………………………………………….. ฉ 

  

สารบัญตาราง…………………………………………………………………………... ซ 

  

สารบัญภาพประกอบ…………………………………………………………………… ฌ 

  

บทสรุปโครงการวิจัยสาํหรับผูบริหาร………………………………..…………………. ฑ 

 

บทที ่

1. บทนํา………………………………………………………………………………… 1 

1.1 ที่มาและความสาํคัญของปญหา…………………………………………………... 1 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจยั………………………………………………................. 3 

  

2. การเตรียมสายพนัธุจุลินทรีย………………………………………………………… 4 

2.1 วัตถุประสงค.................................................................................................... 4 

2.2 วิธีการวิจยั...................................................................................................... 4 

2.3 ผลการทดลองและวิจารณ................................................................................ 4 

2.4 สรุปผลการทดลอง........................................................................................... 6 

  

3. การศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของเบตากลูโคสิเดส

โดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter …………….. 

 

7 

3.1 วัตถุประสงค ………………………………………………………………………. 7 



ช 

 

3.2 วิธีการวิจยั …………………………………………………………………………. 7 

3.3 ผลการทดลองและวิจารณ ………………………………………………………… 9 

3.4 สรุปผลการทดลอง ………………………………………………………………… 22 

  

4. การศึกษาผลของความเขมขนกลูโคสเริม่ตนตอการสราง by-product ในรูป 

เอทานอลของ P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช …………………….. 

 

24 

4.1 วัตถุประสงค ………………………………………………………………………. 24 

4.2 วิธีการวิจยั …………………………………………………………………………. 24 

4.3 ผลการทดลองและวิจารณ ………………………………………………………… 26 

4.4 สรุปผลการทดลอง ………………………………………………………………… 43 

  

5. การพัฒนากระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตนีโดย P. pastoris ภายใตการ

ควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter โดยการควบคุมการเกิด by-product ในรูป

เอทานอล ………………………………………………………………………………. 

 

 

46 

5.1 วัตถุประสงค ………………………………………………………………………. 46 

5.2 วิธีการวิจยั …………………………………………………………………………. 46 

5.3 ผลการทดลองและวิจารณ ………………………………………………………… 48 

5.4 สรุปผลการทดลอง ………………………………………………………………… 61 

  

บรรณานุกรม…………………………………………………………………………… 64 

  

ภาคผนวก………………………………………………………………………………. 69 

 

 

 



ซ 

 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่          หนา 

3-1 ปริมาณเอทานอลที่ตองเติมเพื่อใหไดอาหารที่มีความเขมขนของเอทานอล

ตางๆ สําหรับศึกษาอทิธิพลของเอทานอล 

8 

5-1 ระบบควบคุมกระบวนการหมักในระหวางการหมกัแบบเฟด-แบตช  

เพื่อศึกษาการเกิด by-product ในรูปเอทานอล 

48 

5-2 ความหนาแนนของเซลล ความเขมขนของเอทานอล และกิจกรรมของ

เอนไซมเบตากลูโคสิเดส สูงสุดที่ไดจากแตละระบบควบคุม 

55 

5-3 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนท

เบตากลูโคสิเดส ที่ไดจากแตละระบบควบคุม 

55 
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สารบัญภาพประกอบ 
 

ภาพที ่  

           หนา 

2-1 ความสามารถในการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสเิดสในแตละโคลนที่

สามารถเจริญบนอาหารที่มี zeocin  

5 

3-1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร BMGluY ที่ไมมีการเติมเอทานอล (ชุดควบคุม)  

ในฟลาสกเขยา 

9 

3-2 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 1 กรัมตอลิตร  

10 

3-3 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 2 กรัมตอลิตร  

10 

3-4 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 3 กรัมตอลิตร  

11 

3-5 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 4 กรัมตอลิตร 

11 

3-6 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 5 กรัมตอลิตร  

12 

3-7 การเติบโตของ P. pastoris ในอาหารทีม่ีเอทานอลที่ความเขมขน 0  

(ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมือ่ทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

13 

3-8 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการเติบโตจาํเพาะ 

(μ) ของ P. pastoris เมื่อทาํการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

13 

3-9 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการเติบโต (Qx) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

14 

3-10 การใชสับสเทรต (กลูโคส) ของ P. pastoris ในอาหารทีม่ีเอทานอลทีค่วาม 

เขมขน 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงใน 

ฟลาสกเขยา 

 

15 
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3-11 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการใชกลโูคส (Qs) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

16 

3-12 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการใชกลโูคส

จําเพาะ (qs) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

16 

3-13 การผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดสของ P. pastoris ในอาหารที่มีเอทานอลที่

ความเขมขน 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง

ในฟลาสกเขยา 

17 

3-14 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการผลิตเอนไซม

เบตากลูโค-สิเดส (Qp) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลีย้งในฟลาสก

เขยา 

18 

3-15 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการผลิตเอนไซม

เบตากลูโค-สิเดส (qp) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

18 

3-16 การผลิต by-product ในรูปเอทานอลของ P. pastoris ในอาหารทีม่ ี

เอทานอลที่ความเขมขน 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการ

เพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

20 

3-17 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตอผลไดของเซลลจาก 

กลูโคส (Yx/s) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลีย้งในฟลาสกเขยา  

21 

3-18 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตอผลไดของเอนไซม 

เบตากลูโคสิเดส (Yp/s) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสก 

เขยา  

21 

4-1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

5 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

27 

4-2 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

10 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก 

27 

4-3 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

20 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก 

28 
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4-4 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

40 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก 

28 

4-5 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

80 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก 

29 

4-6 การเติบโตของ P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่ความเขมขนกลูโคสเริม่ตน 

5 10 20 40 และ 80 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถงัหมกั 

30 

4-7 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัว 

ของยีสต P. pastoris ในอาหาร GluBS ทีม่ีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

5 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั  

31 

4-8 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัว

ของยีสต P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

10 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก 

31 

4-9 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัว 

ของยีสต P. pastoris ในอาหาร GluBS ทีม่ีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  

20 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก  

32 

4-10 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัว

ของยีสต P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

40 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก 

32 

4-11 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัว 

ของยีสต P. pastoris ในอาหาร GluBS ทีม่ีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  

80 กรัมตอลิตร เมื่อทาํการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมัก  

33 

4-12 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

33 

4-13 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอระยะเวลาในชวงการปรับตัว  

(tL) ของ  P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

34 

4-14 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการเติบโต (Qx) ของ  

P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

34 
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4-15 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอผลไดของเซลลจากสับสเทรต  

(Yx/s) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลีย้งแบบแบตชในถังหมกั 

35 

4-16 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการใชสับสเทรตของ  

P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

36 

4-17 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรตจาํเพาะ 

(qs) ของ P. pastoris เมื่อทาํการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

37 

4-18 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรต (Qs) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

37 

4-19 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการผลิตเบตากลูโคสิเดสของ 

P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

38 

4-20 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการสรางผลผลิตจําเพาะ  

(qp) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

39 

4-21 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการสรางผลผลิต (Qp)  

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

39 

4-22 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอผลไดของเบตากลูโคสิเดสจาก 

สับสเทรต (Yp/s) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถัง 

หมัก 

40 

4-23 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการผลิต by-product ในรูป 

เอทานอลของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมกั 

42 

5-1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที ่0–19) และ 

กระบวนการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตช (ชัง่โมงที ่19-37) เมื่อทาํการควบคุม 

สภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชภายใตสภาวะจาํกัดกลูโคสและ 

ออกซิเจน (ระบบควบคุมแบบที่ 1) 

51 

5-2 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต 

 P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที ่0–19) และ 

กระบวนการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตช (ชัง่โมงที ่19-39) เมื่อทาํการควบคุม 

สภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชภายใตสภาวะจาํกัดกลูโคส แตไม 

จํากัดออกซิเจน (DOT > 25 เปอรเซ็นต)  (ระบบควบคุมแบบที่ 2) 

52 
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5-3 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที ่0–13) และ 

กระบวนการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตช (ชัง่โมงที ่13-37) เมื่อทาํการควบคุม 

สภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชภายใตสภาวะไมจํากัดกลโูคส  

(กลูโคส ≈ 10 กรัมตอลิตร) แตจํากัดออกซิเจน (DOT > 25 เปอรเซ็นต)  

(ระบบควบคุมแบบที่ 3) 
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5-4 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต  

P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที ่0–13) และ 

กระบวนการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตช (ชัง่โมงที ่13-37) เมื่อทาํการควบคุม 

สภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชภายใตสภาวะไมจํากัดกลโูคสและ 

ออกซิเจน (กลโูคส ≈ 10 กรัมตอลิตร และ DOT > 25 เปอรเซ็นต) (ระบบ 

ควบคุมแบบที ่4) 
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5-5 อิทธิพลของสภาวะจาํกัดและไมจํากัดกลโูคสและออกซิเจนตอการเติบโต

ของเซลลในชวงการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตช (ชั่วโมงที่ 13 จนสิ้นสุด 

สําหรับกระบวนการที่ไมจํากดักลูโคส และชั่วโมงที่ 19 จนสิ้นสุด สําหรับ

กระบวนการทีจ่ํากัดกลูโคส) เมื่อสภาวะไมจํากัดกลโูคสจะควบคมุความ

เขมขนของกลโูคสประมาณ 10 กรัมตอลิตร และสภาวะไมจาํกัดออกซิเจน

จะควบคุมคา DOT ใหมากกวา 25 เปอรเซน็ต 
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5-6 อิทธิพลของสภาวะจาํกัดและไมจํากัดกลโูคสและออกซิเจนตอการ 

เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกลูโคส  
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5-7 อิทธิพลของสภาวะจาํกัดและไมจํากัดกลโูคสและออกซิเจนตอและการใช 

กลูโคส  
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5-8 อิทธิพลของสภาวะจาํกัดและไมจํากัดกลโูคสและออกซิเจนตอกิจกรรมของ

เอนไซมเบตากลูโคสิเดส 

59 

5-9 อิทธิพลของสภาวะจาํกัดและไมจํากัดกลโูคสและออกซิเจนตอการสราง  

by-product ในรูปเอทานอล 

60 

 



ฑ 

 

บทสรุปโครงการวิจัยสําหรับผูบริหาร 
(Executive summary) 

 

1. ความสําคัญและที่มาของปญหา 

ในปจจุบันมีความตองการใชโปรตีนในหลายหนวยงาน เชน ใชในการศึกษาวิจัย ใชใน

การแพทย ใชในการเกษตร ใชในอุตสาหกรรม และใชในงานดานสิ่งแวดลอม โดยโปรตีนที่ใชอาจ

อยูในรูปแบบตางๆ เชน เอนไซม แอนติเจน (antigen) และแอนติบอดี (antibody) เปนตน ทั้งนี้

แนวโนมความตองการใชโปรตีนทั้งในแงปริมาณและชนิดของโปรตีนมีคาสูงขึ้น ทําใหงานวิจัย

ตางๆ ที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยีการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนไดรับความสนใจมากขึ้น ไดมีการ

รายงานวาเมื่อใชระบบการแสดงออกของยีนโดยยีสต Pichia pastoris รวมกับกระบวนการ

เพาะเลี้ยงในถังหมัก สงผลใหกระบวนการผลิตมีประสิทธิภาพและรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ไดมี

คุณภาพสูง (Macauley-Patrick et al., 2005; Higgins and Cregg, 1998)  

 ระยะแรกของการใช P. pastoris สําหรับการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เร่ิมจากการใช 

alcohol oxidase 1 promoter (AOX1 promoter) เปนโปรโมเตอรสําหรับควบคุมการแสดงออกของรี-

คอมบิแนนทยีน โดยโปรโมเตอรนี้สามารถเหนี่ยวนํา (induce) โดยใชเมทานอลเปนตัวเหนี่ยวนํา 

(inducer) (Egli et al., 1980) ถึงแมวาโปรโมเตอรดังกลาวจะมีประสิทธิภาพสูงและมีขอดีหลาย

ประการในขณะเดียวกันยังแสดงขอเสียดวยเชนกัน ไดแก การวัดความเขมขนของเมทานอลใน

ระหวางกระบวนการหมักทําไดยากทําใหยากตอการควบคุมกระบวนการหมัก เมทานอลเปนสารที่ติดไฟ

งายและมีความเปนพิษทําใหตองระมัดระวังอยางมากในการทํางานจึงไมเหมาะสมตอการทํางานใน

ระดับใหญ (large scale) นอกจากนี้ความเปนพิษของเมทานอลทําใหระบบการแสดงออกของยีน

ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ AOX1 promoter ไมเหมาะสําหรับการผลิตโปรตีนเพื่อใชใน

อาหาร จากขอเสียตางๆ เหลานี้ทําใหมีการพัฒนา glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

promoter (GAP promoter) ข้ึนมาเพื่อใชเปนโปรโมเตอรทางเลือกสําหรับควบคุมการแสดงออกของ

ยีนแบบตอเนื่องตลอดเวลา (constitutive expression) (Waterham et al., 1997) 

 มีการรายงานถึงการแสดงออกของโปรตีน exo-levanase (LsdB) โดย P. pastoris ภายใตการ

ควบคุมการแสดงของ GAP promoter วามีระดับการแสดงออกใกลเคียงกับการใช AOX1 promoter 

ทั้งนี้ขอดีอยางหนึ่งของ GAP promoter คือ ระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยงสั้นกวาถึง 3 เทา 

(Mennendez et al., 2004) โดย GAP promoter จะมีการแสดงออกสูงที่สุดเมื่อใชกลูโคสเปนสับสเตรท

ในการเพาะเลี้ยง P. pastoris (Waterham et al., 1997) โดยกลูโคสเปนน้ําตาลที่ยีสตสามารถใชใน

กระบวนการหมัก และสามารถทําใหเกิด Crabtree effect ในยีสตที่เปน Crabtree-positive yeast เชน 
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Saccharomyces cerevisiae ผลของการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีอากาศยังสามารถทําใหเกิดการหมัก 

(Fermentative metabolism) เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนของกลูโคสสูง (100-200 มก./ล.) 

(Verduyn et al., 1984; Woehrer and Roehr, 1981) เอทานอลที่เกิดขึ้นจัดเปนผลิตภัณฑรอง (By-

product) ที่ไมตองการเนื่องจากมีผลในการยับยั้งการเติบโตและทําใหผลผลิตหลักของเซลลที่ได

จากสับสเทรตลดลง (Kalina, 1993) สําหรับ Crabtree-negative yeast เปนยีสตที่มีการใชกลูโคสผาน

เมตาบอลิซึมการหมักนอย หรือสามารถใชกลูโคสเพื่อการสรางเซลลไดอยางมีประสิทธิภาพภายใต

สภาวะที่มีอากาศ โดยมีรายงานวายีสตในจีนัส (genus) Pichia บางสายพันธุ เชน Pichia stipitis ก็

จัดเปน Crabtree-negative yeast (Weusthuis et al., 1994) ดังนั้น P. pastoris ซึ่งจัดอยูในจีนัสเดียวกัน 

ก็อาจจัดเปน Crabtree-negative yeast ดวย ซึ่งยังไมพบรายงานการศึกษาแตอยางใด 

ความแตกตางที่สําคัญระหวาง Crabtree-positive Yeast และ Crabtree-negative Yeast คือ 

ภายใตสภาวะที่มีอากาศการเปลี่ยนแปลงจากสภาวะจํากัดกลูโคสเปนสภาวะที่มีกลูโคสเกินพอ 

Crabtree-positive Yeast จะมีการแสดงออกของเอนไซมไพรูเวทดีคารบอกซีเลส (pyruvate 

decarboxylase) เพิ่มข้ึนอยางเปนสัดสวนกับความเขมขนของกลูโคส ในขณะที่ระดับของการ

แสดงออกของเอนไซมดังกลาว ใน Crabtree negative Yeast จะไมเปลี่ยนแปลงตามความเขมขน

ของกลูโคส (van Urk, et al., 1990)  

ในการศึกษาเชิงเมตาบอลิซึมมีรายงานวา P. pastoris สามารถสราง by-product ในรูปเอ-

ทานอลเมื่อเจริญในอาหารที่ใชกลีเซอรอล (glycerol) (Inan and Meagher, 2001) เปนสับสเทรต 

ถึงแมวากลีเซอรอลจะจัดเปน non-fermentable sugar  ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดสูงวาอาจจะเกิด

การสรางเอทานอลเมื่อเพาะเลี้ยง P. pastoris โดยใชกลูโคสซึ่งมีคุณสมบัติเปน fermentable sugar 

เปนสับสเทรต โดยเอทานอลที่เกิดขึ้นจะถูกเปลี่ยนเปนอะซิเตท (acetate) ซึ่งทั้งเอทานอลและอะซิ-

เตทมีคุณสมบัติที่ทําใหเกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 

AOX1 promoter ได (Inan and Meagher, 2001)  

มีการใหคําจํากัดความของการตอบสนองตอกลูโคสที่ความเขมขนสูงของยีสตภายใต

สภาวะที่มีอากาศโดยการสรางเอทานอลทันทีหลังจากที่ความเขมขนของกลูโคสเปลี่ยนแปลงวา 

short-term glucose effect หรือ short-term Crabtree effect (Petrik, et al., 1983) หรือ overflow 

metabolism (Enfors and Haggstrom, 2000) ซึ่งตางจาก Crabtree effect โดยทั่วไปที่เกี่ยวของกับ 

catabolite repression โดยในงานวิจัยนี้จะใชคําวา overflow metabolism เปนหลัก ตามปกติ by-

product จะเกิดขึ้นเนื่องจากเกิดปรากฏการณ overflow metabolism สงผลใหผลผลิตเซลล (biomass 

yield) ที่ไดจากสับสเตรทลดลง เนื่องจากสับสเตรทสวนหนึ่งถูกใชไปในการสราง by-product และยัง
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สงผลใหเกิดการยับยั้งกิจกรรมตางๆ  ภายในเซลล  รวมถึงการผลิตรีคอมบิแนนท  β-1,4-

galactosyltransferase โดย S. cerevisiae (Zigova et al., 1999) และพบ overflow metabolism ที่เกิดการ

สังเคราะหเอทานอลและอะซิเตทในยีสตกลุม methylotrophic คือ Hansenula polymorpha เมื่อใช

กลูโคสเปนสับสเตรท (Jeude et al., 2006) อยางไรก็ตาม ยังไมมีการรายงานถึงอิทธิพลของเอทา-

นอลตอกระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออก

โดย GAP promoter รวมถึงปจจัยที่มีผลตอการเกิดสรางเอทานอลของ P. pastoris โดยวิถี overflow 

metabolism ดังนั้น งานวิจัยที้จึงมุงเนนที่จะศึกษาวิจัยผลของเอทานอลตอการผลิตรีคอมบิแนนท

โปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกโดย GAP promoter รวมถึงศึกษาปจจัยที่มี

ผลตอการเกิด overflow metabolism ของ P. pastoris เพื่อนําขอมูลที่ไดมาใชในการออกแบบ

กระบวนการผลิตผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 

GAP promoter ดวยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช (fed-batch culture) โดยใชเอนไซม

เบตากลูโคซิเดสเปนโปรตีนตนแบบ 

 
2. วัตถุประสงค 

2.1 เพื่อศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของรีคอมบิแนนทยีน 

(เบตากลูโคสิเดส) โดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter  

2.2 เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสราง by-product ในรูปเอทานอลของ P. pastoris เมื่อทํา

การเพาะเลี้ยงโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรท โดยมุงเนนที่อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเปน

หลัก 

2.3 เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน (เบตากลูโคสิเดส) โดย P. pastoris 

ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter โดยการควบคุมการเกิด overflow metabolism 

ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช 

2.4 เพื่อสงเสริมใหอาจารย/นักวิจัยไดพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัย เพื่อกาวไปสูการ

ทํางานวิจัยในระดับสูงขึ้น 

2.5 เพื่อผลิตอาจารย/นักวิจัยที่มีเชี่ยวชาญในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนจากยีสต P. 

pastoris เพื่อสรางความแข็งแกรงใหกับระบบการวิจัยดานการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนของ

ประเทศ 
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3. ผลการวิจัยโดยสรุป 
  3.1 การเตรยีมสายพันธุจุลินทรีย 
 ในขั้นตอนการเตรียมสายพันธุจุลินทรียสําหรับใชในงานวิจัยนี้ ไดสายพันธุที่มีการ

แสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสสูงสุด 1 โคลน จากทั้งหมด 33 โคลน ซึ่งใหคา OD400/OD600 

(คาที่ใชในการแสดงถึงปริมาณเอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่สรางขึ้นจากเซลลปริมาณ 1 หนวย 

OD600) สูงกวาตัวควบคุมประมาณ 20 เทา  

 
3.2 การศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของ

เบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter 
งานวิจัยในสวนนี้เปนการศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของ

เอนไซมเบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter 

โดยทําการศึกษาที่ความเขมขนของเอทานอล 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัมตอลิตร 

พบวาความเขมขนของเอทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สูงขึ้นสงผลใหความเขมขนของเซลล

ที่ไดลดลง รวมทั้งสงผลใหคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) และคาอัตราการเติบโต (Qx) มีแนวโนม

ลดลง ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Bai et al., (2008) ที่พบวาเอทานอลมีผลยับยั้งการเติบโต  

ในยีสต S. cerevisiae ทั้งนี้ ความตานทานตอเอทานอลเปนลักษณะเฉพาะสายพันธุของจุลินทรีย 

ซึ่งความเขมขนของเอทานอลสูงที่สุดที่ใชในงานวิจัยนี้ คือ 5 กรัมตอลิตร โดยมีผลทําใหคาอัตรา

การเติบโตจําเพาะ และอัตราการเติบโตลดลงถึง 20 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งความเขมขนของเอทานอลในระดับเดียวกันไมมีผลตอการเติบโตของ 

S. cerevisiae  

นอกจากนี้ เอทานอลยังมีผลทําใหอัตราการใชกลูโคสลดลง โดยในระบบที่มีการเติมเอทา-

นอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร มีผลทําใหอัตราการใชสับสเทรต (Qs) และอัตรา

การใชสับสเทรตจําเพาะ (qs) ลดลง ประมาณ 50 และ 28 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ

การรายงานกอนหนาที่กลาววาเอทานอลมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่สําคัญในวิถีไกลโคไลซิส

ของยีสต เชน hexokonase และ alcoholdehydrogenase (ADH) รวมถึงยังสงผลตอการใช

สารอาหาร และ membrane potential ATPase (Casey and Ingledew, 1986; Larue et al., 

1984) ดังนั้น ในการทดลองนี้การที่อัตราการเติบโตของ P. pastoris มีคานอยลงเมื่อความเขมขน

เอทานอลสูงขึ้น นาจะเปนผลมาจากอัตราการใชสับสเทรตที่นอยลงมากกวาการที่เอทานอลจะ

สงผลโดยตรงตอการเติบโตของ P. pastoris  
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เมื่อทําการพิจารณาอิทธิพลของเอทานอลตอการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดส พบวาเมื่อมีการ

เติมเอทานอลลงไปในอาหารทําใหกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่ไดมีคาลดลง และพบวา

อัตราการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดส (Qp) มีแนวโนมลดลง ทั้งนี้ เมื่อพิจารณาอัตราการผลิต

เอนไซมเบตากลูโคสิเดสจําเพาะ (qs) พบวาจะมีคาลดลงเล็กนอย ซึ่งเปนไปในแนวทางเดียวกับ

อัตราการเติบโตจําเพาะ ในสวนนี้แสดงใหเห็นวาผลผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ยีสต P. pastoris 

ผลิตขึ้นในระบบนี้เปนผลผลิตที่เกิดควบคูกับการสรางพลังงาน (coupled with energy 

metabolism) ซึ่งเมื่อเซลลมีการสรางพลังงานเพื่อใชในการเติบโตหรือบํารุงรักษาเซลล 

(maintenance) จะมีการสรางผลผลิตเกิดขึ้นดวย โดยจะแตกตางจากรูปแบบการสรางผลผลิต

พรอมกับการเติบโต (growth associated product) คือ จะยังคงมีการการสรางผลผลิตถึงแมวา

เซลลจะไมมีการเติบโตแลวก็ตาม เนื่องจากเซลลที่มีชีวิตจะมีการสรางพลังงานตลอดเวลาถึงแมวา

เซลลจะหยุดการเติบโตแลวก็ตาม ซึ่งพลังงานที่สรางขึ้นจะใชเพื่อการบํารุงรักษาเซลล (Doran, 

2003 หนา 284; Groot et al., 1992) 

เมื่อทําการประมาณคาผลไดของเซลลจากกลูโคส (Yx/s) และผลไดของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสจากกลูโคส (Yp/s) พบวาแนวโนมของคาทั้งสองมีคาสูงขึ้นตามความเขมขนของ

เอทานอล ซึ่งอาจเนื่องมาจากมีการใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนรวมกับกลูโคส และเมื่อทําการ

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอทานอลในระหวางการเพาะเลี้ยง พบวาความเขมขน

ของเอทานอลมีคาสูงขึ้นแสดงวามีการผลิตเอทานอลเกิดขึ้น โดยความเขมขนที่เพิ่มข้ึนจากความ

เขมขนเริ่มตนจนถึงความเขมขนสูงสุด พบวาในทุกการทดลองจะมีการเพิ่มข้ึนในปริมาณที่

ใกลเคียงกันประมาณ 3 กรัมตอลิตร ซึ่งชวงเวลาที่เอทานอลมีความเขมขนสูงสุดเปนชวงเวลาที่

กลูโคสถูกใชจนหมด หลังจากนั้นพบวาความเขมขนของเอทานอลจะลดลง ซึ่งอาจเนื่องมาจาก

ยีสต P. pastoris มีการใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนตอไป ซึ่ง Inan และ Meaher, (2001) ได

รายงานวา P. pastoris สามารถใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนได 

ดังนั้น สามารถสรุปไดวาเอทานอลสงผลใหอัตราการใชสับสเทรต และอัตราการใชสับ-

สเทรตจําเพาะลดลง สงผลใหอัตราการการเติบโตจําเพาะ, อัตราการเติบโต และการแสดงออกของ

เอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่ถูกควบคุมการแสดงออกโดย GAP promoter ลดลง  

 
3.3 การศึกษาผลของความเขมขนกลูโคสเริ่มตนตอการสราง by-product ในรูป  

เอทานอลของ P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช 
ถึงแมวากระบวนเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชจะเปนกระบวนการหลักที่ใชในการผลิตรีคอม-

บิแนนทโปรตีนแบบตอเนื่องตลอดเวลาภายใตการควบคุมการแสดงออกของโปรโมเตอร GAP โดย 
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P. pastoris อยางไรก็ตาม จําเปนตองเริ่มกระบวนการเพาะเลี้ยงดวยกระบวนการแบบแบตชเพื่อ

เพิ่มความหนาแนนของเซลลกอนที่จะดําเนินการแบบเฟด-แบตช โดยในระบบการเพาะเลี้ยง 

Crabtree-positive yeast ภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของน้ําตาลสูง (De Deken, 1966; Petrik 

et al., 1983) หรืออัตราการเติบโตจําเพาะสูง (Van Hoek et al., 1998) จะนําไปสูวิถีการหมักเอ-

ทานอลถึงแมวาออกซิเจนจะไมจํากัดก็ตาม  ทั้งนี้ การเกิดเอทานอลในระหวางกระบวนการเพิ่ม

เซลลยีสตเปนสิ่งที่ไมตองการเนื่องจากจะทําใหผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลง ทําใหการผลิต

ยีสตขนมปงในระดับอุตสาหกรรมนิยมควบคุมความเขมขนของกลูโคสใหอยูในระดับที่ตํ่า ภายใต

สภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน (Reed and Nagodawithana, 1991) อยางไรก็ตาม ในปจจุบันยังไมมี

ขอมูลเกี่ยวกับผลของความเขมขนของกลูโคสตอสราง by-product โดย P. pastoris ดังนั้น การ

ทดลองในสวนนี้ จึงมุงเนนที่จะศึกษาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสมตอการเติบโตของ 

P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช เพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตนสําหรับกระบวนการ

เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชในการการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนตอไป 

 จากการทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสตอการเติบโตและการ

แสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 

GAP promoter พบวาเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้นจะทําใหระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยง

ยาวนานขึ้น โดยคาอัตราการเติบโตจําเพาะมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน

จนถึงคาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูโคส 40 กรัมตอลิตร หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ

กลูโคสตอไปอีกจะสงผลใหคาอัตราการเติบโตจําเพาะลดลงอยางชาๆ  

 เมื่อพิจารณาผลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอระยะเวลาในชวงการปรับตัว พบวา

ระยะเวลาที่ใชในชวงปรับตัวมีแนวโนมนานขึ้นตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน ซึ่งนาจะ

เกี่ยวของกับการที่เชื้อตองมีการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมที่มีคาแรงดันออสโมติกที่สูงขึ้น ซึ่ง

สอดคลองกับผลงานวิจัยของ Nishino et al., (1985) ที่ศึกษาเกี่ยวกับผลของความดันออสโมติก 

ตออัตราการเติบโตและกิจกรรมการหมักของไวนยีสต ซึ่งพบวาความดันออสโมติกทีเ่พิม่ข้ึนมผีลทาํ

ใหระยะเวลาที่ใชในชวงปรับตัวสูงขึ้น และความทนตอเอทานอลสูงขึ้น 

เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอลในแตละการทดลอง พบวาสามารถตรวจ

พบเอทานอลไดในการทดลองที่ใชความเขมขนของกลูโคส 40 และ 80 กรัมตอลิตร ในปริมาณ

เพียงเล็กนอยเทานั้น และไมสามารถตรวจพบเอทานอลในการทดลองที่ความเขมขนของกลูโคส

เร่ิมตน 5 10 และ 20 กรัมตอลิตร โดยเมื่อพิจารณาถึงคา DOT พบวาทุกการทดลองใหคา DOT 

สูงกวา 30 เปอรเซ็นต ซึ่งแสดงใหเห็นวาไมเกิดสภาวะจํากัดออกซิเจน ดังนั้น การเกิดเอทานอลขึ้น
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ในการทดลองที่ใชความเขมขนของกลูโคส 40 และ 80 กรัมตอลิตร นาจะเนื่องมาจากการเกิด 

overflow metabolism  ซึ่งสอดคลองกับคําจํากัดความของการตอบสนองตอกลูโคสที่ความเขมขน

สูงของยีสต ภายใตสภาวะที่มีอากาศโดยการสรางเอทานอลทันทีหลังจากที่ความเขมขนของ

กลูโคสเปลี่ยนแปลงวา overflow metabolism นั้นเอง (Enfors and Haggstrom, 2000) 

สําหรับอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอคาผลไดของเซลลจากสับสเทรต 

พบวาคาผลไดของเซลลจากสับสเทรตมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึง

คาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูโคส 20-40 กรัมตอลิตร หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคส

ตอไปอีกจะสงผลใหคาผลไดของเซลลจากสับสเทรต ลดลงอยางชาๆ ซึง่อาจเปนผลเนือ่งจากกลโูคสที่

ความเขมขนสูงทําใหเกิดการกดดันวิถีการหายใจ  หรืออัตราการนํากลูโคสเขาสูเซลลมากกวาความจุ

ของวิถีการหายใจของยีสต ดังนั้น กลูโคสบางสวนจึงถูกใชในวิถีการหมัก ทั้งนี้สอดคลองกับรายงาน 

ที่วาภายใตสภาวะที่สารประกอบคารบอนมีปริมาณมาก  ไพรูเวททั้งหมดจะไมสามารถ

เปลี่ยนเปนอะซิติลโคเอไดทัน เนื่องจาก NAD+ จํากัด ทําใหไพรูเวทสวนหนึ่งถูกใชในการยอน

สังเคราะห (regeneration) NAD+ กลับมาใชในเมตาบอลิซึม จึงทําใหเกิดผลิตภัณฑรอง ไดแก เอ

ทานอล อะซิตัลดีไฮด และกรดอะซิติก โดยปรากฏการณที่เกิดขึ้นนี้เปนสวนหนึ่งของการเกิด 

overflow metabolism (Pham et al., 1998) หรือ short-term glucose effect หรือ short-term 

Crabtree effect (Fiechter และ Seghezzi, 1992; Petric, et al., 1983; De Deken, 1966) ซึ่ง

มักจะเกี่ยวของรวมกันกับปริมาณออกซิเจนและความเขมขนของกลูโคสสับสเทรต อยางไรก็ตาม ที่

ความเขมขนของกลูโคสในชวงที่ทําการศึกษา (5-80 กรัมตอลิตร) พบวาคาผลไดของเซลลจากสับ-

สเทรตมีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในชวง 0.50-0.67 กรัมเซลล/กรัมสับสเทรต ซึ่งอาจเนื่องมาจากกลูโคส

เกือบทั้งหมดถูกใชผานวิถีการหายใจอยางสมบูรณ เมื่อทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของ

กลูโคสเริ่มตนตอคาผลไดของเบตากลูโคสิเดสจากสับสเทรต พบวาคาผลไดของเบตากลูโคสิเดส 

จากสับสเทรตมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

เมื่อศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสตอการใชกลูโคสและอัตราการใชกลูโคส 

พบวาเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้นจะทําใหระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยงยาวนานขึ้น ซึ่ง

สอดคลองกับรายงานที่วา เมื่อทําการเพาะเลี้ยงยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนของกลูโคส

สูง (100-200 มก./ล.) (Verduyn et al., 1984; Woehrer and Roehr, 1981) มีผลยับยั้งการเติบโต

และทําใหผลผลิตหลักของเซลลที่ไดจากสับสเทรตลดลง (Kalina,1993) ซึ่งเปนไปในทางเดียวกัน

กับรูปแบบอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ ทั้งนี้ พบวา

คาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึง
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คาสูงสุด หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคสตอไปอีกจะสงผลใหคาอัตราการใชสับสเทรต

จําเพาะลดลงอยางชาๆ ซึ่งคลายกับความสัมพันธระหวางอัตราการเติบโตจําเพาะกับความเขมขน

ของกลูโคสเริ่มตน ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  20 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการใชสับสเทรต

จําเพาะมากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  80 กรัมตอลิตร ประมาณ 30 เปอรเซ็นต แตตาง

จากความสัมพันธระหวางอัตราการใชสับสเทรต (Qs) กับความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน โดย

พบวาคาอัตราการใชสับสเทรตจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสในรูปความสัมพันธแบบ

เสนตรง ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ

มากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 95 เปอรเซ็นต ซึ่งนาจะเปนไป

ตามจลนพลศาสตรของเอนไซมของ Michaelis-Menten  

ดังนั้น สามารถสรุปไดวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนสูงขึ้นจะสงผลใหอัตราการเติบโต 

และอัตราการสรางเบตากลูโคสิเดสสูงขึ้น แตเมื่อเพิ่มความเขมขนกลูโคสตอไปอีก จะสงผลให

อัตราการเติบโตจําเพาะ และผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลง ซึ่งความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน

ที่เหมาะสมที่สุด คือ 20 กรัมตอลิตร เนื่องจากมีระยะเวลาปรับตัวที่ส้ัน และอัตราการเติบโตสูง อีก

ทั้งตลอดระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงไมสามารถตรวจพบเอทานอล 

 
3.4 การพัฒนากระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการ

ควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter โดยการควบคุมการเกิด by-product ในรูปเอ-
ทานอล 

จากผลการทดลองในการทดลองกอนหนา (บทที่ 3 และบทที่ 4) รวมถึงเอกสารอางอิงที่

เกี่ยวของแสดงใหเห็นวาความเขมขนขนของสับสเทรต (กลูโคส) เปนปญหาหลักที่ทําใหเกิดการ

สราง by-product ในรูปเอทานอลสําหรับกระบวนการผลิตยีสตขนมปง แตไมใชปญหาของระบบ

การเพาะเลี้ยง P. pastoris อยางไรก็ตาม ในระบบการเพาะเลี้ยง P. pastoris นิยมใชระบบการ

เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความหนาแนนของเซลลสูง ปญหาหลักที่พบในระบบนี้จึงเปนปญหา

การจํากัดออกซิเจน ซึ่งคาออกซิเจนละลายเปนอีกปจัยหนึ่งที่มีผลตอการเกิด by-product ในรูป 

เอทานอลในยีสต ทั้งนี้ ในระบบการเพาะเลี้ยงที่มีการใหอากาศออกซิเจนถือเปนสับสเทรตชนิด

หนึ่งที่มีผลตออัตราการผลิตมวลชีวภาพ ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงสับสเทรตชนิดอื่น เชน กลูโคส และ 

แอมโมเนีย ตามปกติจะมีความเขมขนสูงและมีปญหาเรื่องการถายเทมวลสารนอยมาก ในทางตรง

ขามออกซิเจนที่ละลายในน้ําบริสุทธิ์ที่ 25 องศาเซลเซียส มีคานอยมาก (0.244 มิลลิโมลตอลิตร) 

รวมถึงการใหและการถายเทออกซิเจนยังเปนปจจัยจํากัดสําหรับถังหมักอีกดวย (Zhang et al., 

2005)  



น 

 

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชสามารถใชในการแกปญหาสับสเทรตความเขมขน

สูง และ / หรือ สภาวะจํากัดออกซิเจน ซึ่งเปนสาเหตุของการเกิด by-product ในรูปเอทานอล โดย

การควบคุมอัตราการเติมสับสเทรตใหความเขมขนของสับสเทรตอยูในระดับที่เหมาะสม ซึ่ง

เปาหมายหลัก คือ ทําใหไดอัตราการเจริญเติบโตและผลไดของเซลลสูงที่สุด ระบบการเพาะเลี้ยง

แบบเฟดแบตชโดยทั่วไป เร่ิมตนจากการเพาะเลี้ยงที่อัตราการเติบโตจําเพาะสูงที่สุดที่จะไมทําให

เกิด respiro-fermentative หลังจากนั้น จึงลดคาอัตราการเติบโตจําเพาะลงเพื่อหลีกเลี่ยงปญหา

การถายเทออกซิเจนจํากัด  และ /หรือ  ความสามารถในการถายเทความรอนของระบบ 

(Kristiansen, 1994; Trivedi et al., 1986) ตามปกติ การเติมสารอาหารในกระบวนการแบบเฟด-

แบตชจะเริ่มโดยใชอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ตามดวยอัตราการเติมคงที่ และลดอัตราการ

เติมลงในที่สุด (Enfors et al., 1990) ซึ่งแนวทางในการดําเนินการเพาะเลี้ยงที่กลาวมาแลวนั้นตาง

มีวัตถุประสงคเพื่อทําใหกระบวนการเพาะเลี้ยงเปนกระบวนการที่ใชสับสเทรตผานวิถีการหายใจ

อยางสมบูรณ (Postma et al., 1989; Von Meyenburg, 1969; Weusthuis et al., 1994) ซึ่งไม

สามารถดําเนินการไดในการเพาะเลี้ยงแบบแบตช เนื่องจากตองใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน

สูงเพื่อใหไดความเขมขนของเซลลสุดทายตามที่ตองการ ดังนั้น จึงทําใหเกิดการหมักเอทานอล

ถึงแมวาจะทําการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจนก็ตาม (De Deken, 1966; Petrik et al., 

1983; Von Meyenburg, 1969) ดังนั้น ในงานวิจัยสวนนี้ นี้จึงมุงเนนการศึกษาอิทธิพลของสภาวะ

จํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจน โดยออกแบบการเพาะเลี้ยงเปน 4 ระบบควบคุม (ตารางที ่

1) เพื่อหาวาระบบควบคุมแบบใดมีความเหมาะสมตอการควบคุมการเกิด by-product ในรูปเอทา

นอลระหวางการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช ในกระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. 

pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter 

 รายละเอียดของแตละระบบควบคุมในการควบคุมความเขมขนของสับสเทรต (กลูโคส) 

และปริมาณออกซิเจนละลาย ในระหวางการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช 

- การควบคุมความเขมขนของกลูโคสใหอยูในสภาวะจํากัด ทําไดโดยเริ่มเติมอาหาร 

GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร แบบเอ็กโพเนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) ทั้นทีเมื่อส้ินสุด

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (กลูโคสในชวงการเพาะเลี้ยงแบบแบตชถูกใชจนหมด) 

- การควบคุมความเขมขนของกลูโคสใหอยูในสภาวะไมจํากัด ทําไดโดยเติมอาหาร 

GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร แบบเอ็กโพเนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) โดยเริ่มการเติม

อาหารเมื่อความเขมขนของกลูโคสในชวงการเพาะเลี้ยงแบบแบตชเหลือประมาณ 10 กรัมตอลิตร  
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- การควบคุมปริมาณออกซิเจนละลายใหอยูในสภาวะจํากัด (DOT = 0.1-0.3%) สามารถ

ดําเนินการโดยใชสภาวะควบคุมเชนเดียวกับการหมักแบบแบตช โดยไมมีการผสมกาซออกซิเจน

บริสุทธิ์ในอากาศเติมในถังหมัก 

- การควบคุมปริมาณออกซิเจนละลายไมจํากัด ใหดําเนินการโดยควบคุมคา DOT ใหสูง

กวา 25 เปอรเซ็นต มีการผสมกาซออกซิเจนบริสุทธิ์ในอากาศใชเติมลงไปในถังหมัก  

 

ตารางที่ 1 ระบบควบคุมในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช เพื่อศึกษาการเกิด by-

product ในรูปเอทานอล 
ระบบควบคุมแบบที่ สับสเทรต (กลูโคส) ออกซิเจน 

1 จํากัด จํากัด (DOT ≈ 0%) 

2 จํากัด ไมจํากัด (DOT > 25%) 

3 ไมจํากัด ([กลูโคส] ≈ 10 กรัมตอลิตร) จํากัด (DOT ≈ 0%) 

4 ไมจํากัด ([กลูโคส] ≈ 10 กรัมตอลิตร) ไมจํากัด (DOT > 25%) 

 

จากการทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสตอการเติบโตและการแสดงออก

ของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP 

promoter โดยทําการควบคุมแบบที่ 1 จํากัดกลูโคส, จํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรี-

คอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการทดลอง การใชกลูโคสและ DOT 

ลดลงตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่มาก คือ มีคาประมาณ 

13.45 กรัมตอลิตร  

การควบคุมแบบที่ 2 จํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรีคอม

บิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยง การใชกลูโคสและ DOT ลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่นอย คือ มีคาประมาณ 0.484 กรัม

ตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคานอยมากและไมทําใหเกิดผลเสียตอ

กระบวนการ  

การควบคุมแบบที่ 3 ไมจํากัดกลูโคส, จํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรีคอม-

บิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการทดลอง การใชกลูโคสและ DOT ลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่มาก คือ มีคาประมาณ 13.97 กรัม

ตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคามากและทําใหเกิดผลเสียตอกระบวนการ  
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 การควบคุมแบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรีคอม-

บิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการทดลอง การใชกลูโคสและ DOT ลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่นอย คือ มีคาประมาณ 0.591 กรัม

ตอลิตร 

 จากการศึกษาอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการเติบโต

และอัตราการเติบโตของเซลล พบวาความหนาแนนของเซลลจะสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการ

เพาะเลี้ยง โดยปจจัยหลักที่มีอิทธิพลตอการเพิ่มความหนาแนนของเซลล คือ ออกซิเจน ซึ่งการ

ควบคุมกระบวนการเพาะเลี้ยงในชวงเฟด-แบตช ในสภาวะไมจํากัดออกซิเจน จะใหความ

หนาแนนของเซลลสูงกวาในสภาวะจํากัดออกซิเจน ไมวาความเขมขนของกลูโคสจะจํากัดหรือไมก็

ตาม ทั้งนี้ เมื่อพิจารณาถึงการสราง by-product ในรูปเอทานอล พบวามีการสรางเอทานอล

ปริมาณมากในสภาวะที่จํากัดออกซิเจน สงผลใหความหนาแนนของเซลลที่ไดลดลง เนื่องจาก

กลูโคสบางสวนถูกใชในการสรางเอทานอล ผลที่ตามมา คือ ทําใหผลไดของเซลล  และสารชีว

โมเลกุล ไดแก รีคอมบิแนนทโปรตีนรวมถึงปริมาณพลังงานที่ไดลดลง นอกจากนี้เอทานอลยังมีผล

ยับยั้งกิจกรรมตางๆ ภายในเซลล ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงอัตราการเติบโตจําเพาะพบวาสภาวะจํากัด

ออกซิเจนทําใหอัตราการเติบโตจําเพาะลดลง 35 เปอรเซ็นต และ 63 เปอรเซ็นต ในกรณีที่จํากัด 

และไมจํากัดกลูโคส ตามลําดับ โดยผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Zigova และคณะ (1999) 

และ Kalina (1993) 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการ

เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกลูโคสและการใชกลูโคส พบวาในระบบที่ 2 และ 4 (ออกซิเจนไม

จํากัด) จะสามารถรักษาระดับความเขมขนกลูโคสไดตามสภาวะควบคุมที่ดําเนินการไดเปนอยางด ี

อยางไรก็ตาม สําหรับระบบที่ 1 และ 3 (ออกซิเจนจํากัด) ความเขมขนของกลูโคสจะสูงกวาใน

สภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อสามารถใชกลูโคสในสภาวะจํากัดออกซิเจนไดชา

กวาสภาวะไมจํากัดออกซิเจน จนสงผลใหเกิดการสะสมกลูโคสมากขึ้น  

เมื่อทําการศึกษาอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการผลิต

เอนไซมเบตากลูโคสิเดส พบวากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่ใช 

และจะเพิ่มสูงขึ้นในระยะที่มีการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช โดยในระบบควบคุมที่มีการจํากัด

ออกซิเจน (ระบบที่ 1 และ 3) จะใหคากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสต่ํามาก เมื่อเทียบกับ

ผลที่ไดจากระบบควบคุมที่ไมจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 2 และ4) แสดงใหเห็นวาสภาวะจํากัด

ออกซิเจนสงผลใหการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออก



ผ 

 

ของ GAP promoter ลดลง โดยพบวาภายใตสภาวะจํากัดออกซิเจนจะใหกิจกรรมของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสสูงสุดลดลง 80 เปอรเซ็นต และ 84 เปอรเซ็นต ในกรณีที่จํากัด และไมจํากัด

กลูโคส ตามลําดับ เมื่อพิจารณาถึงคาอัตราการสรางผลิตภัณฑที่หาไดจากระบบควบคุมแบบที่ 1 

2 3 และ 4 มีคาประมาณ 2.885 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง, 20.248 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง, 2.885 

หนวยตอลิตรตอชั่วโมง และ 19.379 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ ซึ่งในระบบที่จํากัด

ออกซิเจน (ระบบที่ 1 และ 3) จะมีคาต่ํากวาระบบที่ไมจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 2 และ 4) 

ประมาณ 7 เทา  

เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอล การควบคุมแบบที่ 1 จํากัดกลูโคส, จํากัด

ออกซิเจนและการควบคุมแบบที่ 3 ไมจํากัดกลูโคส, จํากัดออกซิเจน พบวาสภาวะจํากัดออกซิเจน

สงเสริมการผลิตเอทานอล โดยความเขมขนของเอทานอลที่วัดไดมีคาประมาณ 13.45 และ 13.97 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ  เมื่อพิจารณาถึงคา DOT พบวามีคาประมาณ 0 เปอรเซ็นต ซึ่งแสดงวา

เกิดสภาวะจํากัดออกซิเจน ดังนั้นเอทานอลที่เกิดขึ้นจึงเกิดผานวิถีการหมัก สวนการควบคุมแบบที่ 

2 จํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจนและการควบคุมแบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน 

เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอล พบวาความเขมขนของเอทานอลนอยมาก โดยมี

คาประมาณ 0.591 และ 0.484 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  ซึ่งแสดงใหเห็นวาในสภาวะไมจํากัด

ออกซิเจนยีสต P. pastoris จะมีการใชกลูโคสผานวิถีการหายใจเปนหลัก (Enfors and 

Haggstrom, 2000) 

 ดังนั้น สามารถสรุปไดวาสภาวะจํากัดออกซิเจนเปนสาเหตุหลักในการเกิด by-product 

ในรูปเอทานอลของระบบการเพาะเลี้ยง P. pastoris โดยใชกลูโคสเปนสับสเทรต ซึ่งการออกแบบ

กระบวนการควบคุมการเกิด overflow metabolism สามารถลดการเกิด by-product ในรูปของ  

เอทานอล และสามารถเพิ่มการเติบโต การผลิต ผลไดของเซลล  รวมถึงผลไดของผลิตภัณฑ ซึ่ง

พบวาระบบที่เหมาะสมที่สุด คือ ระบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน อยางไรก็ตาม 

ระบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน จะควบคุมไดยากภายใตสภาวะที่ความหนาแนน

ของเซลลสูง ดังนั้น ผูวิจัยจึงแนะนําระบบที่ 2 คือ กลูโคสจํากัดและออกซิเจนไมจํากัด สําหรับการ

แสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนใน P. pastoris ที่ใชโปรโมเตอร GAP เปนตัวควบคุม

แบบตอเนื่องตลอดเวลา  

 
 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาและความสาํคัญของปญหา 

ในปจจุบันมีความตองการใชโปรตีนในหลายหนวยงาน เชน ใชในการวิจัย การแพทย 

การเกษตร อุตสาหกรรม และงานดานสิ่งแวดลอม โดยโปรตีนที่ใชอาจอยูในรูปแบบตางๆ เชน 

เอนไซม แอนติเจน และแอนติบอดี เปนตน ทั้งนี้แนวโนมความตองการใชโปรตีนทั้งในแงปริมาณ

และชนิดของโปรตีนมีคาสูงขึ้น ทําใหงานวิจัยตางๆ ที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยีการผลิตรีคอมบแินนท

โปรตีนไดรับความสนใจมากขึ้นตามไปดวย โดยมีการรายงานวาเมื่อใชระบบการแสดงออกของยีน

โดยยีสต P. pastoris รวมกับกระบวนการเพาะเลี้ยงในถังหมัก สงผลใหกระบวนการผลิตมี

ประสิทธิภาพและรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ผลิตไดมีคุณภาพสูง (Macauuley-Patrick et al., 2005; 

Higgins and Cregg, 1998) 

ระยะแรกของการใช P. pastoris สําหรับการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เร่ิมจากการใช 

alcohol oxidase 1 promoter (AOX1 promoter) เปนโปรโมเตอรสําหรับควบคุมการแสดงออก

ของรีคอมบิแนนทยีน โดยโปรโมเตอรนี้สามารถเหนี่ยวนําดวยเมทานอล (Egli et al., 1980) 

อยางไรก็ตาม ถึงแมวาโปรโมเตอรนี้จะมีประสิทธิภาพสูงและขอดีหลายประการ ในขณะเดียวกันก็

มีขอเสียดวยเชนกัน ไดแก การวัดความเขมขนของ เมทานอลในระหวางกระบวนการหมักทําได

ยาก ทําใหยากตอการควบคุมกระบวนการหมัก เมทานอลเปนสารที่ติดไฟงายและมีความเปนพิษ

สูง จึงไมเหมาะตอการทํางานในระดับใหญ (large scale) นอกจากนี้ ความเปนพิษของเมทานอล

ทําใหระบบการแสดงออกของยีนภายใตการควบคุมการแสดงออกของ AOX1 promoter ไมเหมาะ

สําหรับการผลิตโปรตีนเพื่อใชในอาหาร จากขอเสียเหลานี้ทําใหมีการพัฒนา glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase promoter (GAP promoter) ข้ึนมาเพื่อใชเปนโปรโมเตอรสําหรับ

ควบคุมการแสดงออกของยีนแบบตอเนื่องตลอดเวลา (constitutive expression) (Waterham et 

al., 1997) 

มีการรายงานวาการแสดงออกของโปรตีน exo-levanase (LasdB) โดย P. pastoris 

ภายใตการควบคุมของ GAP promoter มีระดับการแสดงออกใกลเคียงกับการใช AOX1 

promoter ขอดีอยางหนึ่งของ GAP promoter คือ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงสั้นกวาถึง 3 เทา

(Mennendez et al., 2004) โดย GAP promoter จะมีการแสดงออกสูงที่สุดเมื่อใชกลูโคสเปน

สับสเทรตในการเพาะเลี้ยง P. pastoris (Waterham et al., 1997) อยางไรก็ตาม กลูโคสเปน
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น้ําตาลที่ยีสตสามารถใชในกระบวนการหมัก และสามารถทําใหเกิด Crabtree effect ในยีสตที่

เปน Crabtree positive yeast เชน Saccharomyces cerevisiae ผลของการเพาะเลี้ยงยีสตใน

กลุมดังกลาวภายใตสภาวะที่มีอากาศยังสามารถทําใหเกิดผลิตภัณฑอ่ืน เชน เอทานอล เมื่อ

อาหารเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนของกลูโคสสูง (100-200 มก./ล.) (Verduyn et al., 1984; Woehrer 

and Roehr, 1981) เอทานอลที่เกิดขึ้นจัดเปน by-product ที่ไมตองการเนื่องจากมีผลยับยั้งการ

เติบโตและทําใหผลผลิตหลักของเซลลที่ไดจากสับสเทรตลดลง (Kalina,1993) สําหรับ Crabtree 

negative yeast เปนยีสตที่ใชกลูโคสเพื่อสราง by-product หรือสามารถใชกลูโคสเพื่อการสราง

เซลลไดอยางมีประสิทธิภาพภายใตสภาวะที่มีอากาศ โดยมีรายงานวายีสตจีนัส (genus) Pichia 

stipitis ก็จัดเปน Crabtree-negative yeast (Weusthuis et al., 1994) ดังนั้น  P. pastoris ซึ่งอยู

ในจีนัสเดียวกัน ก็อาจจัดเปน Crabtree-negative yeast ซึ่งยังไมพบรายงานการศึกษาแตอยางใด 

ความแตกตางที่สําคัญระหวาง Crabtree positive yeast และ Crabtree-negative yeast 

คือ ภายใตสภาวะที่มีอากาศการเปลี่ยนแปลงสภาวะจากการจํากัดกลูโคสเปนสภาวะที่มีกลูโคส

เกินพอ Crabtree positive yeast จะมีการแสดงออกของเอนไซมไพรูเวทดีคารบอกซีเลส 

(pyruvate decarboxylase) เพิ่มข้ึนอยางเปนสัดสวนกับความเขมขนของกลูโคส ในขณะที่ระดับ

ของการแสดงออกของเอนไซมดังกลาว ใน Crabtree-negative yeast จะไมเปลี่ยนแปลงตาม

ความเขมขนของกลูโคส (van Ulk et al., 1990) ในการศึกษาเชิงเมตาบอลิซึมมีรายงานวา P. 

pastoris สามารถสรางผลิตภัณฑรอง ในรูปเอทานอลเมื่อเจริญในอาหารที่ใชกลีเซอรอลเปนสับ-

สเทรต (Inan and Meagher, 2001) ถึงแมวากลีเซอรอลจะจัดเปน non-fermentable sugar 

ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดสูงวาอาจจะเกิดการสรางเอทานอลเมื่อเพาะเลี้ยง P. pastoris โดยใช

กลูโคสซึ่งมีคุณสมบัติเปน fermentable sugar เปนสับสเทรต โดยมีการรายงานวาเอทานอลที่

เกิดขึ้นจะถูกเปลี่ยนเปนอะซิเตท ซึ่งทั้งเอทานอลและอะซิเตทมีสมบัติทําใหเกิดการยับยั้งการ

แสดงออกของยีนภายใตการควบคุมการแสดงออกของ AOX1 promoter ได (Inan and Meagher, 

2001) 

มีการใหคําจํากัดความของการตอบสนองตอกลูโคสที่ความเขมขนสูงของยีสต ภายใต

สภาวะที่มีอากาศโดยการสรางเอทานอลทันทีหลังจากที่ความเขมขนของกลูโคสเปลี่ยนแปลงวา 

short-term glucose effect หรือ short-term Crabtree effect (Petrik, et al., 1983) หรือ overflow 

metabolism (Enfors and Haggstrom, 2000) ซึ่งตางจาก Crabtree effect  โดยทั่วไปที่เกี่ยวของ

กับ catabolite repression โดยในงานวิจัยนี้จะใชคําวา overflow metabolism เปนหลัก 

ตามปกติภายใตสภาวะไมจํากัดออกซิเจน by-product จะเกิดขึ้นเนื่องจากปรากฎการณ overflow 
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metabolism สงผลให ผลไดของเซลลที่ไดจากสับสเทรตลดลง เนื่องจากสับสเทรตสวนหนึ่งถูกใช

ไปในการสรางผลิตภัณฑรองและยังสงผลใหเกิดการยับยั้งกิจกรรมตางๆ ภายในเซลล รวมถึงการ

ผลิตรีคอมบิแนนท β-1,4-galactosyltransferase  โดย S. cerevisiae (Zigova et al., 1999) 

นอกจากนี้ยังพบการเกิด overflow metabolism ในรูปการสังเคราะหเอทานอลและอะซิเตทใน

ยีสตกลุม methylotrophic คือ Hansenula polymorpha เมื่อใชกลูโคสเปนสับสเทรต (Jeude et 

al., 2006) อยางไรก็ตาม ยังไมมีการรายงานถึงอิทธิพลของเอทานอลตอกระบวนการผลิตรีคอม-

บิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกโดย GAP promoter รวมถึง

ปจจัยที่มีผลตอการสรางเอทานอลของ P. pastoris โดยวิถี overflow metabolism 

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุงเนนที่จะศึกษาวิจัยผลของเอทานอลตอการผลิตรีคอมบิแนนท

โปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกโดย GAP promoter รวมถึงปจจัยที่มีผล

ตอการเกิด overflow metabolism ของ P. pastoris เพื่อนําขอมูลที่ไดมาใชในการออกแบบ

กระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกโดย GAP 

promoter ดวยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช (fed-batch culture) โดยใชเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสเปนโปรตีนตนแบบ 

 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของรีคอมบิแนนทยีน 

(เบตากลูโค-สิเดส) โดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter  

2. เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสราง by-product ในรูปเอทานอลของ P. pastoris เมื่อ

ทําการเพาะเลี้ยงโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรท โดยมุงเนนที่อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเปน

หลัก 

3. เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน (เบตากลูโคสิเดส) โดย P. pastoris 

ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter โดยการควบคุมการเกิด overflow 

metabolism ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช 

4. เพื่อสงเสริมใหอาจารย/นักวิจัยไดพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัย เพื่อกาวไปสูการ

ทํางานวิจัยในระดับสูงขึ้น 

5. เพื่อผลิตอาจารย/นักวิจัยที่มีเชี่ยวชาญในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนจากยีสต P. 

pastoris เพื่อสรางความแข็งแกรงใหกับระบบการวิจัยดานการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนของ

ประเทศ 
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บทที่ 2 
การเตรียมสายพันธุจุลินทรีย 

 
2.1 วัตถุประสงค 

เพื่อเตรียมสายพันธุ Pichia pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส 

ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter สําหรับใชในการดําเนินงานขั้นตอไป 

 
2.2 วิธกีารวจิัย  

ทําการโคลนเบตากลูโคสิเดส cDNA ที่มีการเติมลําดับดีเอ็นเอสําหรับเอนไซมตัดจําเพาะ 

EcoRI และ PstI ที่ปลาย 5’ และ 3’ ตามลําดับ เขาสูพลาสมิด pGAPZαB (Invitrogen) ที่ตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ PstI เมื่อไดโคลนที่ถูกตองแลวทําการทรานฟอรมพลาสมิดเขาสู

จีโนมของ P. pastoris สายพันธุ Y-11430 โดยใชวิธีการมาตรฐานที่แนะนําใน Invitrogen manual 

และตรวจสอบหาเชื้อที่มีพลาสมิดโดยการเลี้ยงเชื้อบนอาหารที่มี zeocin สายพันธุจุลินทรียที่ไดจะ

สรางผลผลิตเบตากลูโคสิเดสแลวปลดปลอยสูอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งจะตองทําการคัดเลือกโคลนที่มี

การแสดงออกของเบตากลูโคสิเดสสูงสุดตอไป โดยสายพันธุจุลินทรียเจาบานที่ใชในงานวิจัยนี้ คือ 

P. pastoris สายพันธุ Y-11430 (Wildtype Strain) ไดรับความอนุเคราะหจาก Lin Cereghino 

(Lin Cereghino และ Cregg, 2000) และยีนเบตากลูโคสิเดสจากตนพยุง (Thai Rosewood; 

Dalbergia cochinchinensis Pierre) ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร.มรว.ชิษณุสรร  สวัสดิวัฒน 

(Ketudat-Cairns et al., 2000)  

 
2.3 ผลการทดลองและวิจารณ 
 จากการทดลองพบวาไดจํานวนโคลนที่สามารถเจริญบนอาหารที่มี zeocin ทั้งหมด 33 

โคลน ซึ่งหลังจากทําการวิเคราะหความสามารถในการแสดงออกของเบตากลูโคสิเดสในแตละ

โคลน ไดผลดังภาพที่ 2-1 ซึ่งความสามารถในการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสในแตละ

โคลนถูกแสดงในรูป OD400/OD600 เนื่องจากคา OD400 เปนคาที่แสดงถึงกิจกรรมของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสในรูปของความสามารถในการปลดปลอย pNP ออกจากโมเลกุลของ pNP-

glucose และคา OD600 เปนคาที่แสดงถึงปริมาณเซลลในรูปของความขุน ดังนั้น OD400/OD600 จึง

เปนคาที่สามารถใชในการแสดงถึงปริมาณเอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่สรางขึ้นจากเซลลปริมาณ 1 

หนวยของ OD600 ทั้งนี้ พบวาทุกโคลนที่ไดจากการทรานฟอรม pGAPZαB ที่มีเบตากลูโคสิเดส 
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cDNA จะมีคาความสามารถในการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสสูงกวาโคลนที่ไดจาก 

การทรานฟอรมพลาสมิด pGAPZαB ที่ไมมีเบตากลูโคสิเดส cDNA ซึ่งใชเปนตัวควบคุม 

เมื่อพิจารณาความสามารถในการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส ในกลุมของ

โคลนที่ไดจาก การทรานฟอรม pGAPZαB ที่มีเบตากลูโคสิเดส cDNA พบวาความสามารถในการ

แสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจะแตกตางกันไป ซึ่งจากภาพที่ 2-1 สามารถแบง

ความสามารถของการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสได 3 ระดับ คือ ก) มีคา OD400/OD600 

ประมาณ 6.5 จํานวน 20 โคลน ข) มีคา OD400/OD600 ประมาณ 13 จํานวน 12 โคลน และ ค) มีคา 

OD400/OD600 ประมาณ 19 จํานวน 1 โคลน  ซึ่งจากคา OD400/OD600 ที่ไดมีคาประมาณใกลกับ

จํานวนเทาของ 6.5 ผลที่ไดนี้อาจเนื่องมาจากจํานวนซ้ําของเบตากลูโคสิเดส cDNA ที่เติมเขาไป

ในจีโนมของ P. pastoris ในปริมาณที่ไมเทากัน ซึ่งสัมพันธกับรายงานของ Clare และคณะ 

(1991) ที่สามารถเพิ่มการแสดงออกของ Mouse epidermal growth factor ใน P. pastoris ได 

13 เทา เมื่อเพิ่มจํานวนซ้ําของ cDNA เปน 19 ซ้ํา 
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ภาพท่ี 2-1 ความสามารถในการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสในแตละโคลนที่สามารถ

เจริญบนอาหารที่มี zeocin (โคลนที่ 1-33 เปนโคลนที่ไดจากพลาสมิด pGAPZαB ที่

มีเบตากลูโคสิเดส cDNA และโคลนที่ 34-35 เปนโคลนที่ไดจากพลาสมิด pGAPZαB 

ที่ไมมีเบตากลูโคสิเดส cDNA) 
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โดยจากภาพที่ 2-1 โคลนที ่17 เปนโคลนที่มีความสามารถในการแสดงออกของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสไดสูงสุด โดยใหคา OD400/OD600 ประมาณ 19 ซึ่งสงูกวาตัวควบคุม (โคลนที่ 34 

และ 35) ประมาณ 20 เทา ดังนัน้ จงึทาํการเลือกโคลนที่ 17 เพื่อใชในการทดลองขัน้ตอนตอๆ ไป 

 
2.4 สรุปผลการทดลอง 
 จากการเตรียมสายพันธุสําหรับใชในการทดลองตอๆ ไป สามารถไดสายพันธุที่มีการ

แสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสสูงสุด 1 โคลน จากทั้งหมด 33 โคลน ไดแก โคลนที่ 17 ซึ่ง

ใหคา OD400/OD600 สูงกวาตัวควบคุม (โคลนที่ 34 และ 35) ประมาณ 20 เทา  



 

 

บทที่ 3 
การศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของ 

เบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter 
 
3.1 วัตถุประสงค 

เพื่อศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของรีคอมบิแนนทยีน 

(เบตากลูโคสิเดส) โดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter  

 
3.2 วิธวีิจัย 

1. สายพนัธุจลิุนทรีย 

 สายพันธุจุลินทรียที่ใชในการทดลองนี้ คือ P. pastoris สายพันธุ Y-11430 ที่มียีน

เบตากลูโคสิเดสจากตนพยุง (Dalbergia cochichinensis Pierre) ซึ่งไดจากการเตรีมสายพันธุจุลิ

นทรียในบทที่ 2 

2. การเตรียมกลาเชื้อสําหรับการเพาะเลี้ยงในฟลาสก 

การเตรียมกลาเชื้อแบงเปนสองขั้นตอน  

1) การเตรียมกลาเชื้อข้ันที่ 1 ทําโดยเขี่ยเชื้อยีสต P. pastoris จากอาหารวุน YPD 1 

โคโลนี ลงในอาหารเหลว YPD (Yeast extract Peptone Dextrose; ในหนึ่งลิตรประกอบดวย 

Yeast extract 10.0 กรัม, Peptone 20.0 กรัม, Dextrose 20.0 กรัม) ที่มี Zeocin 100 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยา

ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

2) การเตรียมกลาเชื้อข้ันที่ 2 ทําโดยถายกลาเชื้อข้ันที่ 1 ทั้งหมด 10 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 

YPD ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  

3. การศึกษาอิทธิพลของเอทานอล 

1) เตรียมอาหาร BMGluY (Buffered glucose complex medium; ในหนึ่งลิตรประกอบ 

ดวย Yeast extract 10.0 กรัม, Peptone 20.0 กรัม, Glucose 10.0 กรัม ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

ดวยโพแทสเซยีมฟอสเฟตบฟัเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 6.0) 145 มิลลิลิตร ใสในฟลาสก 500 

มิลลิลิตร จํานวน 18 ฟลาสก 

2) เติมเอทานอลใหไดความเขมขน ดังตารางที่ 3-1 โดยแตละความเขมขนของเอทานอล

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
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 3) ทําการเติมกลาเชื้อ 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว BMGluY แตละฟลาสก ทําการ

เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง โดยทําการเก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทุก 3 ชั่วโมง  

 4) นําตัวอยางที่ไดมาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ความเขมขนของกลูโคส ความเขมขนเอ-

ทานอล และกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส เพื่อนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหผลของเอทานอล

ตอการเติบโตและการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสตอไป 

 

ตารางที่ 3-1 ปริมาณเอทานอลที่ตองเติมเพื่อใหไดอาหารที่มีความเขมขนของเอทานอลตางๆ 

สําหรับศึกษาอิทธิพลของเอทานอล 
ความเขมขนของเอทานอล 

(กรัมตอลิตร) 

ความเขมขนของเอทานอล 

(มิลลิลิตรตอลิตร)* 

ปริมาณเอทานอลที่ตองเติมในอาหาร 

150 มิลลิลิตร (มิลลิลิตร) 

0 0 0 

1 1.27 0.19 

2 2.53 0.38 

3 3.80 0.57 

4 5.06 0.76 

5 6.33 0.95 

* ความหนาแนนของเอทานอล = 0.79 กรัมตอมิลลิลิตร หรือ 1 กรัม มปีริมาตร 1.27 มิลลิลิตร 

 

4. วิธีการวิเคราะห 

1) การวิเคราะหความขุนและน้ําหนักเซลลแหง การวิเคราะหความขุนทําโดยนําตัวอยาง

น้ําหมักไปวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร และการวิเคราะห

น้ําหนักเซลลแหงทําโดยนําตัวอยางที่เก็บไดใสลงในหลอดที่อบแหงและทราบน้ําหนักแนนอนแลว

นําไปเหวี่ยงแยก ลางตะกอนเซลลดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 

ชั่งน้ําหนักและคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหง  

2) การวิเคราะหความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส สําหรับงานวิจัยนี้เลือกใช วิธี DNS ซึ่งเปน

วิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซที่มีความสะดวกและประหยัด (Miller, 1959)  

3. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสทําตามวิธีที่เสนอโดย Evans (1985)  

4. การวิเคราะหความเขมขนเอทานอล สําหรับงานวิจัยนี้เลือกใชวิธีการวิเคราะหดวย

เครื่องแกสโครมาโตกราฟ (AOAC 1990) โดยใชเอทานอลเปนสารมาตรฐาน  
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3.3 ผลการทดลองและวิจารณ 
3.3.1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส 

 จากการศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโตและการแสดงออกของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter โดย

ทําการศึกษาที่ความเขมขนของเอทานอล 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัมตอลิตร ไดผลการ

ทดลองดังภาพที่ 3-1 ถึง 3-6 ทั้งนี้ พบวารูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิ

เดสของยีสต P. pastoris รวมถึงการใชกลูโคส และการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอทานอลใน

ทุกการทดลองมีลักษณะคลายกัน  โดยมีความแตกตางกันที่ความเขมขนและอัตราการ

เปลี่ยนแปลงของสารตางๆ ในระบบ ซึ่งจะไดกลาวตอไป 
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ภาพที่ 3-1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร BMGluY ที่ไมมีการเติมเอทานอล (ชุดควบคุม) ในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-2 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 1 กรัมตอลิตร ในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-3 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 2 กรัมตอลิตร ในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-4 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 3 กรัมตอลิตร ในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-5 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 4 กรัมตอลิตร ในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-6 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร BMGluY ที่มีการเติมเอทานอล 5 กรัมตอลิตร ในฟลาสกเขยา 

 

3.3.2 อิทธพิลของเอทานอลตอการเติบโตและอัตราการเติบโตของเซลล 

 เมื่อนําผลของการเพิ่มข้ึนของเซลลจากการทดลองที่แตละความเขมขนของเอทานอลมา

ทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันจะไดผลดังภาพที่ 3-7 ซึ่งพบวาเอทานอลมีผลตอการเติบโต

ของเซลล โดยเมื่อมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหาร BMGluY ที่ความเขมขน 0 1 2 3 4 และ 5 

กรัมตอลิตร และเพาะเลี้ยงเซลลจนสิ้นสุดการทดลอง (ชั่วโมงที่ 28) ทําใหไดความเขมขนของเซลล 

5.31 5.13 4.77 4.46 4.26 และ 4.15 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งความเขมขนของเซลลที่ไดจาก

การเติมเอทานอลลงไปในอาหาร BMGluY ที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร มีคาต่ํากวาความเขมขน

ของเซลลที่ไดจากชุดควบคุม (ไมมีการเติมเอทานอล) ประมาณ 20 เปอรเซ็นต 

เมื่อนําขอมูลของการเพิ่มข้ึนของเซลลจากการทดลองที่แตละความเขมขนของเอทานอล

ในชวงเวลา 4-16 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง มาทําการประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) 

(ในชวงดังกลาวกลูโคสยังไมหมด) พบวาคาอัตราการเติบโตจําเพาะมีแนวโนมลดลงเมื่อความ

เขมขนของเอทานอลที่เติมลงในอาหาร BMGluY มีคาเพิ่มข้ึน (ภาพที่ 3-8) โดยเมื่อมีการเติมเอทา-

นอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 0 1 2 3 4 และ 5 กรัมตอลิตร จะไดคาอัตราการเติบโตจําเพาะ 

0.196 0.185 0.173 0.166 และ 0.159 ชั่วโมง-1 ตามลําดับ ซึ่งคาอัตราการเติบโตจําเพาะ เมื่อไมมี
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การเติมเอทานอลลงไปในอาหาร (ชุดควบคุม) มีคามากกวาในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไปใน

อาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 19 เปอรเซ็นต  
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ภาพที่ 3-7 การเติบโตของ P. pastoris ในอาหารที่มีเอทานอลที่ความเขมขน 0 (ชุดควบคุม) 1 2 

3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-8 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) ของ P. 

pastorisเมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

 

ในทํานองเดียวกัน เมื่อนําขอมูลมาทําการประมาณคาอัตราการเติบโต (Qx) พบวาคา

อัตราการเติบโตมีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของเอทานอลที่เติมลงในอาหาร BMGluY มีคา
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เพิ่มข้ึน (ภาพที่ 3-9) ซึ่งคาอัตราการเติบโต เมื่อไมมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารชุดควบคุม มี

คามากกวาในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 

41 เปอรเซ็นต โดยจากภาพที่ 3-8 และ 3-9 แสดงใหเห็นวาเอทานอลมีผลทําใหคาอัตราการเติบโต

ลดลงมากกวาอัตราการเติบโตจําเพาะ 
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ภาพท่ี 3-9 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการเติบโต (Qx) ของ P. 

pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

 

จากอิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตอความหนาแนนของเซลล (ภาพที่ 

3-7), อัตราการเติบโตจําเพาะ (ภาพที่ 3-8) และอัตราการเติบโต (ภาพที่ 3-9) พบวาคาตางๆ มี

แนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของเอทานอลสูงขึ้น ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Bai et al., 

(2008) ที่ทําการศึกษาในยีสต S. cerevisiae โดยพบวาเอทานอลมีผลยับยั้งการเติบโต  ซึ่ง 

Luong (1985) ไดรายงานถึงการศึกษาจลนพลศาสตรของการยับยั้งการเติบโตเนื่องจากเอทานอล

ใน S. cerevisiae วามีรูปแบบการยับยั้งแบบไมแขงขัน (non-competitive Inhibition) ทั้งนี้ ความ

ตานทานตอเอทานอลเปนลักษณะเฉพาะสายพันธุของจุลินทรีย (Bai et al., 2008) ซึ่งความ

เขมขนของเอทานอลสูงที่สุดที่ใชในงานวิจัยนี้ คือ 5 กรัมตอลิตร โดยมีผลทําใหคาอัตราการเติบโต

จําเพาะ และอัตราการเติบโตลดลงถึง 20 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม ทั้งนี้ พบวาความเขมขนของเอทานอลในระดับเดียวกันไมมีผลตอการเติบโตของ S. 

cerevisiae โดยการยัยยั้งเนื่องจากเอทานอลมีผลกระทบที่ซับซอนและหลากหลาย ซึ่งเปนที่
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ยอมรับกันวาเปาหมายหลักในการเขาทําลายของเอทานอล คือ เยื่อหุมเซลล รวมถึงเยื่อหุม

องคประกอบตางๆ ในเซลล (D’Amore and Stewart, 1987)  

 

3.3.3 อิทธพิลของเอทานอลตอการใชกลูโคส 

จากผลการทดลอง เมื่อทําการเขียนกราฟระหวางความเขมขนของกลูโคสกับเวลาที่ใชใน

การเพาะเลี้ยงของการทดลองที่แตละความเขมขนของเอทานอลเริ่มตนที่เติมลงไปในอาหาร 

BMGluY ไดผลดังภาพที่ 3-10 ซึ่งพบวาเอทานอลมีผลตอการใชกลูโคส โดยเมื่อมีการเติมเอทา-

นอลลงไปในอาหาร BMGluY ที่ความเขมขน 0 1 2 3 4 และ 5 กรัมตอลิตร มีผลทําใหอัตราการใช

กลูโคสลดลง (Qs) (ภาพที่ 3-11) ซึ่งอัตราการใชกลูโคสที่ไดจากการเติมเอทานอลลงไปในอาหาร 

BMGluY ที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร มีคาต่ํากวาอัตราการใชกลูโคสที่ไดจากชุดควบคุม (ไมมี

การเติมเอทานอล) ประมาณ 50 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 3-10 การใชสับสเทรต (กลูโคส) ของ P. pastoris ในอาหารที่มีเอทานอลที่ความเขมขน 0 

(ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

 

เมื่อนําผลการทดลองมาแสดงในรูปอิทธิพลของความเขมขนของเอทานอลเริ่มตนตออัตรา

การใชสับสเทรตจําเพาะ (qs) (ภาพที่ 3-12) พบวาคาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะมีแนวโนม

ลดลงตามความเขมขนของเอทานอลเริ่มตนที่เพิ่มข้ึน ซึ่งคาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะเมื่อไมมี

การเติมเอทานอลลงไปในอาหาร มีคามากกวาในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่

ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 28 เปอรเซ็นต 
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ภาพท่ี 3-11 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการใชกลูโคส (Qs) ของ P. 

pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-12 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการใชกลูโคสจําเพาะ (qs) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

 

 จากผลการศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการใชสับสเทรต (กลูโคส) พบวาเอทานอล

สามารถยับยั้งการใชสับสเทรต โดยในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 5 

กรัมตอลิตร มีผลทําใหอัตราการใชสับสเทรต และอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะลดลง ประมาณ 
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50 และ 28 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับการรายงานกอนหนาที่กลาววาเอทานอลมีผล

ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่สําคัญในวิถีไกลโคไลซิสของยีสต เชน hexokonase และ 

alcoholdehydrogenase (ADH) รวมถึงยังสงผลตอการใชสารอาหาร และ membrane potential 

ATPase (Casey and Ingledew, 1986; Larue et al., 1984) ดังนั้น ในการทดลองนี้การที่อัตรา

การเติบโตของ P. pastoris มีคานอยลงเมื่อความเขมขนเอทานอลสูงขึ้น นาจะเปนผลมาจากอตัรา

การใชสับสเทรตที่นอยลงมากกวาการที่เอทานอลจะสงผลโดยตรงตอการเติบโตของ P. pastoris  

 

3.3.4 อิทธพิลของเอทานอลตอการผลิตเอนไซมเบตากลโูคสิเดส 

 จากการทดลอง เมื่อนําผลของกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจากการทดลองที่แต

ละความเขมขนของเอทานอลมาทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันไดผลดังภาพที่ 3-13 ซึ่ง

พบวาเอทานอลมีผลยับยั้งการเติบโตของเซลล สงผลใหการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส 

ลดลง โดยเมื่อมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหาร BMGluY ที่ความเขมขน 0 1 2 3 4 และ 5 กรัม

ตอลิตร และเพาะเลี้ยงเซลลจนสิ้นสุดการทดลอง (ชั่วโมงที่ 28) ทําใหไดกิจกรรมของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดส 67.96, 65.53, 62.74, 61.62, 60.08 และ 57.42 หนวยตอลิตร ตามลําดับ  
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ภาพท่ี 3-13 การผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดสของ P. pastoris ในอาหารที่มีเอทานอลที่ความ

เขมขน 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 

 

เมื่อนําขอมูลของการเพิ่มข้ึนของกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสในชวงเวลา 4-16 

ชั่วโมง (ในชวงดังกลาวกลูโคสยังไมหมด) จากการทดลองที่แตละความเขมขนของเอทานอลมาทํา

การประมาณคาอัตราการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดส (Qp) พบวาอัตราการผลิตเอนไซม
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เบตากลูโคสิเดสมีแนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนของเอทานอลที่เติมลงในอาหาร BMGluY มีคา

เพิ่มข้ึน (ภาพที่ 3-14) โดยคาอัตราการสรางผลิตภัณฑ เมื่อไมมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหาร มี

คามากกวาในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 

44 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 3-14 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการผลิตเอนไซมเบตากลูโค-

สิเดส (Qp) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-15 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตออัตราการผลิตเอนไซมเบตากลูโค

สิเดสจําเพาะ (qp) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 
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โดยเมื่อพิจารณาถึงอิทธิพลของความเขมขนของเอทานอลเริ่มตนตออัตราการสราง

ผลิตภัณฑจําเพาะ (ภาพที่ 3-15) พบวาคาอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะมีแนวโนมลดลง

เล็กนอย ซึ่งคาอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะเมื่อไมมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหาร มีคา

มากกวาในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 12 

เปอรเซ็นต  

ซึ่งเมื่อพิจารณาพบวาอัตราการสรางผลิตภัณฑ และอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะมี

ผลเปนไปในแนวทางเดียวกับคากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่ไดจากแตละการทดลอง 

(ภาพที่ 3-13) ทั้งนี้ แสดงใหเห็นวาการที่เอทานอลยับยั้งการเติบโตของเซลล สงผลใหความ

หนาแนนของเซลลลดลง ซึ่งทําใหผลผลิตของรีคอมบิแนนทโปรตีนลดลงดวย โดยพบวาเอทานอล

สงผลตออัตราการเติบโตและอัตราการสรางผลผลิตมากกวาอัตราการเติบโตจําเพาะและอัตราการ

สรางผลผลิตจําเพาะ ในสวนนี้แสดงใหเห็นวาผลผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ยีสต P. pastoris ผลิต

ข้ึนในระบบนี้เปนผลผลิตที่เกิดควบคูกับการสรางพลังงาน (coupled with energy metabolism) 

ซึ่งเมื่อเซลลมีการสรางพลังงานเพื่อใชในการเติบโตหรือบํารุงรักษาเซลล (maintenance) จะมีการ

สรางผลผลิตเกิดขึ้นดวย โดยจะแตกตางจากรูปแบบการสรางผลผลิตพรอมกับการเติบโต (growth 

associated product) คือ จะยังคงมีการการสรางผลผลิตถึงแมวาเซลลจะไมมีการเติบโตแลวก็

ตาม เนื่องจากเซลลที่มีชีวิตจะมีการสรางพลังงานตลอดเวลาถึงแมวาเซลลจะหยุดการเตบิโตแลวก็

ตาม ซึ่งพลังงานที่สรางขึ้นจะใชเพื่อการบํารุงรักษาเซลล (Doran, 2003 หนา 284; Groot et al., 

1992) 

 

3.3.5 อิทธพิลของความเขมขนของเอทานอลเริ่มตนตอการผลิตเอทานอล 

 จากการทดลอง เมื่อนําผลของความเขมขนของเอทานอลจากการทดลองที่แตละความ

เขมขนของเอ-ทานอลเริ่มตนมาทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันไดผลดังภาพที่ 3-16 ซึ่งพบวา

ความเขมขนของเอทานอลเริ่มตนในชวง 0-5 กรัมตอลิตร มีผลตอการผลิตเอทานอลนอยมาก โดย

เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอทานอล พบวามีการสรางเอทานอลอยางรวดเร็ว

ที่ชั่วโมงที่ 12-16 ซึ่งอาจเนื่องมาจากออกซิเจนไมเพียงพอจึงเกิดการสรางเอทานอลผานวิถีการ

หมัก อยางไรก็ตาม เนื่องจากการทดลองนี้ไมมีการวัดคาออกซิเจนละลาย ดังนั้น ขอสรุปดังกลาว

จึงเปนเพียงสมมุติฐานของผูทําการวิจัยเทานั้น เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอลที่

เพิ่มข้ึนจากความเขมขนเริ่มตนจนถึงความเขมขนสูงสุด พบวาในทุกการทดลองจะมีการเพิ่มข้ึนใน

ปริมาณที่ใกลเคียงกันประมาณ 3 กรัมตอลิตร ซึ่งชวงเวลาที่เอทานอลมีความเขมขนสูงสุดเปน
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ชวงเวลาที่กลูโคสถูกใชจนหมด หลังจากนั้นพบวาความเขมขนของเอทานอลจะลดลง ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากการใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนแหลงที่ 2 ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Inan 

และ Meagher, (2001) ที่รายงานวา P. pastoris สามารถใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนได 

 

 

Cultivation time (h)
0 5 10 15 20 25 30

Et
ha

no
l c

on
c.

 (g
/L

)

0

2

4

6

8

10

12

14

[0] 
[1]  
[2]  
[3] 
[4] 
[5] 

Initila ethanol
conc. (g/L)

 
 

ภาพที่ 3-16 การผลิต by-product ในรูปเอทานอลของ P. pastoris ในอาหารที่มีเอทานอลที่

ความเขมขน 0 (ชุดควบคุม) 1 2 3 4 และ 5 กรัม/ลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงใน 

ฟลาสกเขยา 

 

3.3.6 อิทธพิลของเอทานอลตอผลไดของเซลลและเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจากกลูโคส 

จากการทดลอง เมื่อทําการเขียนกราฟระหวางผลไดของเซลลจากกลูโคส (Yx/s) กับเวลา 

(ภาพที่ 3-17) และผลไดของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจากกลูโคส (Yp/s) กับเวลา (ภาพที่ 3-18) 

ของการทดลองที่แตละความเขมขนของเอทานอล พบวาแนวโนมของคาทั้งสองมีคาสูงขึ้นเล็กนอย

ตามความเขมขนของเอทานอล ซึ่งเมื่อมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอ

ลิตร มีคาผลไดของเซลลจากกลูโคส และผลไดของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจากกลูโคสมากกวา

การเติมเอทานอลลงไปในอาหารที่ความเขมขน 0 กรัมตอลิตร ประมาณ 1 และ 12 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ ซึ่งอาจเนื่องมาจากมีการใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนรวมกับกลูโคส  
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ภาพที่ 3-17 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตอผลไดของเซลลจากกลูโคส (Yx/s) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 
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ภาพที่ 3-18 อิทธิพลของเอทานอลที่เติมในอาหาร BMGluY ตอผลไดของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส 

(Yp/s) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในฟลาสกเขยา 
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3.4 สรุปผลการทดลอง 
จากการศึกษาอิทธิพลของเอทานอลตอการเติบโต พบวาเอทานอลมีผลตอการเพิ่มข้ึนของ

เซลล โดยความเขมขนของเอทานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สูงขึ้นสงผลใหความเขมขนของเซลลที่ได

ลดลง รวมทั้งสงผลใหคาอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) และคาอัตราการเติบโต (Qx) มีแนวโนม

ลดลง ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Bai et al., (2008) ที่พบวาเอทานอลมีผลยับยั้งการเติบโต  

ในยีสต S. cerevisiae ทั้งนี้ ความตานทานตอเอทานอลเปนลักษณะเฉพาะสายพันธุของจุลินทรีย 

(Bai et al., 2008) ซึ่งความเขมขนของเอทานอลสูงที่สุดที่ใชในงานวิจัยนี้ คือ 5 กรัมตอลิตร โดยมี

ผลทําใหคาอัตราการเติบโตจําเพาะ และอัตราการเติบโตลดลงถึง 20 และ 40 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งความเขมขนของเอทานอลในระดับเดียวกันไมมีผล

ตอการเติบโตของ S. cerevisiae  

นอกจากนี้ เอทานอลยังมีผลตอการใชกลูโคส ของยีสต P. pastoris โดยเมื่อมีการเติมเอ-

ทานอลลงไปในอาหาร มีผลทําใหอัตราการใชกลูโคสลดลง โดยในระบบที่มีการเติมเอทานอลลงไป

ในอาหารที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร มีผลทําใหอัตราการใชสับสเทรต (Qs) และอัตราการใชสับ- 

สเทรตจําเพาะ (qs) ลดลง ประมาณ 50 และ 28 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับการ

รายงานกอนหนาที่กลาววาเอทานอลมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมที่สําคัญในวิถีไกลโคไลซิสของ

ยีสต เชน hexokonase และ alcoholdehydrogenase (ADH) รวมถึงยังสงผลตอการใช

สารอาหาร และ membrane potential ATPase (Casey and Ingledew, 1986; Larue et al., 

1984) ดังนั้น ในการทดลองนี้การที่อัตราการเติบโตของ P. pastoris มีคานอยลงเมื่อความเขมขน

เอทานอลสูงขึ้น นาจะเปนผลมาจากอัตราการใชสับสเทรตที่นอยลงมากกวาการที่เอทานอลจะ

สงผลโดยตรงตอการเติบโตของ P. pastoris  

เมื่อทําการพิจารณาอิทธิพลของเอทานอลตอการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดส พบวาเอทานอล

มีผลตอการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดสนอย โดยเมื่อมีการเติมเอทานอลลงไปในอาหาร ทําให

กิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่ไดมีคาลดลง และพบวาอัตราการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิ-

เดส (Qp) มีแนวโนมลดลง ทั้งนี้ เมื่อพิจารณาอัตราการผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจําเพาะ (qs) 

พบวาจะมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อความเขมขนของเอทานอลเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนไปในแนวทางเดียวกับ

อัตราการเติบโตจําเพาะ ในสวนนี้แสดงใหเห็นวาผลผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนที่ยีสต P. pastoris 

ผลิตขึ้นในระบบนี้เปนผลผลิตที่เกิดควบคูกับการสรางพลังงาน (coupled with energy 

metabolism) ซึ่งเมื่อเซลลมีการสรางพลังงานเพื่อใชในการเติบโตหรือบํารุงรักษาเซลล 

(maintenance) จะมีการสรางผลผลิตเกิดขึ้นดวย โดยจะแตกตางจากรูปแบบการสรางผลผลิต
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พรอมกับการเติบโต (growth associated product) คือ จะยังคงมีการการสรางผลผลิตถึงแมวา

เซลลจะไมมีการเติบโตแลวก็ตาม เนื่องจากเซลลที่มีชีวิตจะมีการสรางพลังงานตลอดเวลาถึงแมวา

เซลลจะหยุดการเติบโตแลวก็ตาม ซึ่งพลังงานที่สรางขึ้นจะใชเพื่อการบํารุงรักษาเซลล (Doran, 

2003 หนา 284; Groot et al., 1992) 

เมื่อทําการประมาณคาผลไดของเซลลจากกลูโคส (Yx/s) และผลไดของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสจากกลูโคส (Yp/s) พบวาแนวโนมของคาทั้งสองมีคาสูงขึ้นตามความเขมขนของ

เอทานอล ซึ่งอาจเนื่องมาจากมีการใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนรวมกับกลูโคส และเมื่อทําการ

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอทานอลในระหวางการเพาะเลี้ยง พบวาความเขมขน

ของเอทานอลมีคาสูงขึ้นแสดงวามีการผลิตเอทานอลเกิดขึ้น โดยความเขมขนที่เพิ่มข้ึนจากความ

เขมขนเริ่มตนจนถึงความเขมขนสูงสุด พบวาในทุกการทดลองจะมีการเพิ่มข้ึนในปริมาณที่

ใกลเคียงกันประมาณ 3 กรัมตอลิตร ซึ่งชวงเวลาที่เอทานอลมีความเขมขนสูงสุดเปนชวงเวลาที่

กลูโคสถูกใชจนหมด หลังจากนั้นพบวาความเขมขนของเอทานอลจะลดลง ซึ่งอาจเนื่องมาจาก

ยีสต P. pastoris มีการใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนตอไป ซึ่ง Inan และ Meaher, (2001) ได

รายงานวา P. pastoris สามารถใชเอทานอลเปนแหลงคารบอนได 

จากผลการทดลองในสวนนี้ ทําใหสามารถสรุปไดวาเอทานอลสงผลใหอัตราการใชสับ-

สเทรต และอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะลดลง สงผลใหอัตราการการเติบโตจําเพาะ, อัตราการ

เติบโต และการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสที่ถูกควบคุมการแสดงออกโดย GAP 

promoter ลดลง  

 



บทที่ 4 
การศึกษาผลของความเขมขนกลูโคสเริ่มตนตอการสราง by-product  
ในรูปเอทานอลของ P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลีย้งแบบแบตช 

 
4.1 วัตถุประสงค 

เพื่อศึกษาผลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการสราง by-product ในรูปเอทานอล

ของ P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช 

 
4.2 วิธวีิจัย 

1. สายพนัธุจลิุนทรีย 

 สายพันธุจุลินทรียที่ใชในการทดลองนี้ คือ P. pastoris สายพันธุ Y-11430 ที่มียีน

เบตากลูโคสิเดสจากตนพยุง (Dalbergia cochichinensis Pierre) ซึ่งไดจากการเตรีมสายพันธุจุลิ

นทรียในบทที่ 2 

2. การเตรียมกลาเชื้อสําหรับการเพาะเลี้ยงในถังหมัก 

การเตรียมกลาเชื้อแบงเปนสองขั้นตอน คือ 

1) การเตรียมกลาเชื้อข้ันที ่1 ทําโดยเขี่ยเชื้อยีสต P. pastoris จากอาหารวุน YPD 1 โคโลนี ลงใน

อาหารเหลว YPD (Yeast extract Peptone Dextrose; ในหนึ่งลิตรประกอบดวย Yeast extract 

10.0 กรัม, Peptone 20.0 กรัม, Dextrose 20.0 กรัม) ที่ม ี Zeocin 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องที่เขยาความเร็ว 

200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

2) การเตรียมกลาเชื้อข้ันที่ 2 ทําโดยถายกลาเชื้อข้ันที่ 1 ทั้งหมด 10 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 

YPD ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  

3. การเตรียมถังหมัก 

 1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Glu-BS (Glucose Basal Salt medium; ในหนึ่งลิตร

ประกอบดวย กลูโคส xxx กรัม, H3PO4 85% 26.7 มิลลิลิตร, CaSO4 0.93 กรัม, K2SO4 18.2 กรัม, 

MgSO4.7H2O 14.9 กรัม, KOH 4.13 กรัม, PTM1 trace salts 4.35 มิลลิลิตร) (PTM1 ในหนึ่งลิตร

ประกอบดวย CuSO4.5H2O 6.0 กรัม, KI 0.08 กรัม, MnSO4.H2O 3.0 กรัม, Na2MoO4.2H2O 0.2 

กรัม, H3BO3 0.02 กรัม, ZnCl2 20.0 กรัม, FeCl3 13.7 กรัม, CoCl2.6H2O 0.9 กรัม, H2SO4 5.0 

มิลลิลิตร, Biotin 0.2 กรัม) ปริมาตร 3 ลิตร โดยอาหารทีใ่ชมีการแปรผันคาความเขมขนของกลูโคส
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เร่ิมตนในชวง 5-80 กรัมตอลิตร เติมอาหารลงในถงัหมักขนาด 10 ลิตร (Biostat C, B. Braun 

Biotech, Germany) ตรวจสอบความเรยีบรอยของอิเล็กโทรดตางๆ (พีเอช DOT และระดับของ

ฟอง) วาอยูในตําแหนงทีถู่กตองกอนดําเนนิการทําใหปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาท ี ซึ่งถงัหมักรุนนี้มีระบบการทําใหปลอดเชื้อในตัว (insitu sterile) (จะตองเทยีบคา

อิเล็กโทรดตางๆ กอนประกอบเขากับถงัหมัก) 

2) หลังจากทําใหปลอดเชื้อและถังหมักเย็นลงแลว ทําการตั้งคาสภาวะควบคุมตางๆ คือ 

อัตราการกวน อัตราการใหอากาศ อุณหภูมิ พีเอช และตรวจสอบการทํางานของอิเล็กโทรดสําหรับ

วัดคาพีเอช และ DOT 

4. การศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

 ทําการควบคุมสภาวะตางๆ ใหเทากับสภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยง ดังนี้  

 อุณหภูมิ      30 องศาเซลเซียส 

  อัตราการกวน   1000 รอบตอนาที 

 อัตราการใหอากาศ       1 ลิตรตอลิตรตอนาที  

  พีเอช         5 

ซึ่งระบบควบคุมของถังหมักรุนนี้เปนระบบควบคุมอัตโนมัติ โดยใชสารละลายแอมโมเนีย 25 

เปอรเซ็นต เปนดางในการควบคุมพีเอชและเปนแหลงไนโตรเจน  

 ถายกลาเชื้อจากฟลาสกทั้งหมด 100 มิลลิลิตร ลงในถังหมัก ทําการเก็บตัวอยาง 20 

มิลลิลิตร เพื่อใชเปนตัวอยางเริ่มตนหลังจากเติมกลาเชื้อลงในถังหมักแลวประมาณ 5 นาที เพื่อให

เกิดการผสมกันอยางทั่วถึง และทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 2-4 ชั่วโมง จนกลูโคสในอาหารถูกใชจน

หมดจึงยุติการเพาะเลี้ยง นําตัวอยางสวนหนึ่งวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร ทันที และนํา

ตัวอยาง 5 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดที่เตรียมไวสําหรับวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง นําไปหมนุเหวีย่ง

และอบแหงเพื่อหาน้ําหนักเซลลแหง (ทํา 2 ซ้ํา) โดยสวนใสที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงจะใชสําหรับหา

ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส ความเขมขนเอทานอล และกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส 

(วิธีการวิเคราะหไดกลาวแลวในวิธีวิจัยของบทที่ 3) เพื่อนําขอมูลที่ไดมาใชอธิบายอิทธิพลของ

ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนตอการสราง by-product ในรูปเอทานอลของ P. pastoris ใน

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช  
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4.3 ผลการทดลองและวิจารณ  
ถึงแมวากระบวนเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชจะเปนกระบวนการหลักที่ใชในการผลิตรีคอม-

บิแนนทโปรตีนแบบตอเนื่องตลอดเวลาภายใตการควบคุมการแสดงออกของโปรโมเตอร GAP โดย 

P. pastoris อยางไรก็ตาม จําเปนตองเริ่มกระบวนการเพาะเลี้ยงดวยกระบวนการแบบแบตชเพื่อ

เพิ่มความหนาแนนของเซลลกอนที่จะดําเนินการแบบเฟด-แบตช โดยในระบบการเพาะเลี้ยง 

Crabtree-positive yeast ภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของน้ําตาลสูง (De Deken, 1966; Petrik 

et al., 1983) หรืออัตราการเติบโตจําเพาะสูง (Van Hoek et al., 1998) จะนําไปสูวิถีการหมักเอ-

ทานอลถึงแมวาออกซิเจนจะไมจํากัดก็ตาม  ทั้งนี้ การเกิดเอทานอลในระหวางกระบวนการเพิ่ม

เซลลยีสตเปนสิ่งที่ไมตองการเนื่องจากจะทําใหผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลง ทําใหการผลิต

ยีสตขนมปงในระดับอุตสาหกรรมนิยมควบคุมความเขมขนของกลูโคสใหอยูในระดับที่ตํ่า ภายใต

สภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน (Reed and Nagodawithana, 1991) อยางไรก็ตาม ในปจจุบันยังไมมี

ขอมูลเกี่ยวกับผลของความเขมขนของกลูโคสตอสราง by-product โดย P. pastoris ดังนั้น การ

ทดลองในสวนนี้ จึงมุงเนนที่จะศึกษาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสมตอการเติบโตของ 

P. pastoris ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช เพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตนสําหรับกระบวนการ

เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชในการการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนตอไป  
 

4.3.1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสในอาหาร BMGluY ที่

ความเขมขนของกลูโคสตางๆ 

 จากการทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสตอการเติบโตและการ

แสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 

GAP promoter โดยทําการศึกษาในถังหมักขนาด 10 ลิตร ที่ความเขมขนของกลูโคสในชวง 5-80 

กรัมตอลิตร ภายใตสภาวะควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 1000 รอบตอนาที 

อัตราการใหอากาศ 1 ลิตรตอลิตรตอนาที และพีเอช 5.0 (ภาพที่ 4-1 ถึง 4-5) พบวารูปแบบการ

เติบโต การใชกลูโคส การผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส และคา DOT ในทุกการทดลองมี

ลักษณะคลายกัน โดยมีความแตกตางกันที่ความเขมขน ระยะเวลาที่ใชในแตละการทดลอง และ

อัตราการเปลี่ยนแปลงของสารตางๆ ในระบบ ซึ่งจะไดกลาวในหัวขอถัดไป   
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ภาพที่ 4-1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง

แบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-2 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง

แบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-3 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 20 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง

แบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-4 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง

แบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-5 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง

แบบแบตชในถังหมัก 

 

ทั้งนี้ จากผลการศึกษาอิทธิพลของเอทานอลในบทที่ 3 พบวาเอทานอลมีผลยับยั้งการ

เติบโตของเชื้อ สงผลใหผลผลิตของรีคอมบิแนนทโปรตีนลดลง ดังนั้น เอทานอลจึงถือวาเปน

สารสําคัญที่จะตองติดตาม ซึ่งสามารถตรวจพบไดในการทดลองที่ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 40 

และ 80 กรัมตอลิตร โดยมีคาประมาณ 50 และ 150 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ทั้งนี้ เมื่อ

เปรียบเทียบความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบกับผลที่ไดจากการศึกษาอิทธิพลของเอทานอล

ตอการเติบโตและการผลิตเบตากลูโคสิเดสในการทดลองตอนที่ 1 ถือวามีคานอยมากและไมทําให

เกิดผลเสียตอกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตซ อยางไรก็ตาม ในกระบวนการผลิตรีคอมบิแนนท

โปรตีนโดย P. pastoris นิยมใชกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตซ ที่มีการเติมสับสเทรตเขาไป

ในถังหมักในระหวางการเพาะเลี้ยงอยางตอเนื่อง ซึ่งอาจทําใหเกิดการสะสมเอทานอลสงูขึน้จนเกดิ

ผลเสียตอระบบได 
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4.3.2 อิทธพิลของความเขมขนของกลูโคสตอการเติบโตและอัตราการเติบโตของเซลล 

 จากผลการทดลองที่แสดงในภาพที่ 4-1 ถึง 4-5 เมื่อนําผลของความเขมขนของเซลลจาก

การทดลองที่แตละความเขมขนของกลูโคสมาทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันจะไดผลดัง

ภาพที่ 4-6 ซึ่งพบวาเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้นจะทําใหระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยง

ยาวนานขึ้น โดยความเขมขนของเซลลสูงสุดจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนใน

อาหาร GluBS  
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ภาพที่ 4-6 การเติบโตของ P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 5 10 20 

40 และ 80 กรัมตอลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

 

เมื่อนําขอมูลที่ไดจากภาพที่ 4-6 มาประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลา

ในชวงการปรับตัวของยีสต P. pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 10 

20 40 และ 80 กรัมตอลิตร ไดผลดังภาพที่ 4-7 ถึง 4-11 ตามลําดับ จากนั้นเมื่อนําคาอัตราการ

เติบโตจําเพาะที่แตละความเขมขนเริ่มตนของกลูโคสมาแสดงในรูปอิทธิพลของความเขมขนของ

กลูโคสเริ่มตนตออัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) (ภาพที่ 4-12) พบวาคาอัตราการเติบโตจําเพาะมี

แนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึงคาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูโคส 40 

กรัมตอลิตร ซึ่งเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคสตอไปอีกจะสงผลใหคาอัตราการเติบโตจําเพาะ

ลดลงอยางชาๆ  

 เมื่อพิจารณาผลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอระยะเวลาในชวงการปรับตัวที่แต

ละความเขมขนเริ่มตนของกลูโคสแสดงดังภาพที่ 4-13 โดยพบวาระยะเวลาที่ใชในชวงปรับตัวมี
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แนวโนมนานขึ้นตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนที่เพิ่มข้ึน ซึ่งสอดคลองกับผลงานวิจัยของ 

Nishino et al., (1985) ที่ศึกษาเกี่ยวกับผลของความดันออสโมติกตออัตราการเติบโตและกิจกรรม

การหมักของไวนยีสต ซึ่งพบวาความดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนมีผลทําใหระยะเวลาที่ใชในชวงปรับตัว

สูงขึ้น และความทนตอเอทานอลลดลง 
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ภาพที่ 4-7 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัวของยีสต P. 

pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 กรัมตอลิตร เมื่อทํา

การเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-8 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัวของยีสต P. 

pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 10 กรัมตอลิตร เมื่อทํา

การเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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Cultivation time (h)
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ภาพที่ 4-9 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัวของยีสต P. 

pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 20 กรัมตอลิตร เมื่อทํา

การเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-10 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัวของยีสต P. 

pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 40 กรัมตอลิตร เมื่อทํา

การเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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Cultivation time (h)
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ภาพที่ 4-11 การประมาณคาอัตราการเติบโตจําเพาะและระยะเวลาในชวงการปรับตัวของยีสต P. 

pastoris ในอาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร เมื่อทํา

การเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพท่ี 4-12 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) ของ P. 

pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-13 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตนตอระยะเวลาในชวงการปรับตัว (tL) ของ 

P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

 

สําหรับคาอัตราการเติบโต (Qx) สามารถคํานวณไดโดยอาศัยขอมูลที่ไดจากภาพที่ 4-6 

เชนเดียวกัน โดยความสัมพันธระหวางอัตราการเติบโตกับความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตนแสดงดัง

ภาพที่ 4-14 ทั้งนี้ พบวาคาอัตราการเติบโตจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสในรูปความ 

สัมพันธแบบเสนตรง ซึ่งตางจากความสัมพันธระหวางอัตราการเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของ

กลูโคสเริ่มตนซึ่งอยูในรูปเสนโคง (ภาพที่ 4-12) 
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ภาพที่ 4-14 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการเติบโต (Qx) ของ P. pastoris 

เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-15 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอผลไดของเซลลจากสับสเทรต (Yx/s) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

 

จากการทดลองเมื่อทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอคาผลได

ของเซลลจากสับสเทรต (ภาพที่ 4-15) พบวาคาผลไดของเซลลจากสับสเทรตมีแนวโนมเพิ่มข้ึน

ตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึงคาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูโคส 20-40 กรัมตอลิตร ซึ่ง

การเพิ่มความเขมขนของกลูโคสมากขึ้นอีก จะสงผลใหคาผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลงอยาง

ชาๆ ซึ่งอาจเปนผลเนื่องจากกลูโคสที่ความเขนขนสูงทําใหเกดิการกดดนัวถิกีารหายใจ  หรืออัตราการ

นํากลูโคสเขาสูเซลลมากกวาความจุของวิถีการหายใจของยีสต ดังนั้น กลูโคสบางสวนจึงถูกใชในวิถี

การหมัก อยางไรก็ตาม ที่ความเขมขนของกลูโคสในชวง 5-80 กรัมตอลิตร ที่ทําการศึกษา พบวาคา

ผลไดของเซลลจากสับสเทรตมีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในชวง 0.50-0.67 กรัมเซลล/กรัมสับสเทรต ทั้งนี้ 

อาจเนื่องมาจากกลูโคสเกือบทั้งหมดถูกใชผานวิถีการหายใจอยางสมบูรณ ซึ่งมีเฉพาะการทดลอง

ที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนเทากับ 40 และ 80 กรัมตอลิตร ที่มีการใชกลูโคสผานวิถีการหมัก

ทําใหได by-product ในรูปเอทานอล อยางไรก็ตาม เอทานอลที่ตรวจพบถือวามีคานอยมาก 

ดังนั้น จึงสงผลกระทบตอผลไดของเซลลตอสับสเทรตนอยมากเชนกัน 

 สําหรับกระบวนการเพาะเลี้ยง S. cerevisiae แบบแบตช ในระบบที่มีความเขมขนของ

สับสเทรตสูงภายใตสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน ในระยะเอ็กโพเนนเชียลยีสตจะมีการเติบโตอยาง

รวดเร็วและมีการสราง by-product ในรูปเอทานอล สงผลใหผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลง 

(0.15 กรัมตอกรัม) ซึ่งแสดงใหเห็นวาสับสเทรตสวนใหญถูกใชในวิถีการหมัก หลังจากนั้นเมื่อ

ความเขมขนของกลูโคสลดลงจนเหลือตํ่ากวา 50-100 มิลลิกรัมตอลิตร ยีสตจะมีการปรับตัวเขาสู
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ระยะ lag อีกครั้ง เพื่อใชเอทานอลเปนสับสเทรตแหลงที่สอง ซึ่งรูปแบบการเติบโตที่มีระยะ lag อยู

ระหวางระยะเอ็กโพเนเชียลนี้เรียกวา Diauxic phenomenon (Lievense and Lim, 1982)  

อยางไรก็ตาม ไมสามารถตรวจพบปรากฎการณดังกลาวในงานวิจัยนี้ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก

ปริมาณเอทานอลที่ผลิตขึ้นมีปริมาณนอยมาก 

 

4.3.3 อิทธพิลของความเขมขนของกลูโคสตอการใชกลูโคสและอัตราการใชกลูโคส 

จากผลการทดลองที่แสดงในภาพที่ 4-1 ถึง 4-5 เมื่อนําผลของความเขมขนของกลูโคสมา

ทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันจะไดผลดังภาพที่ 4-16 ซึ่งพบวาเมื่อความเขมขนของกลูโคส

สูงขึ้นจะทําใหระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยงยาวนานขึ้น และเมื่อนําขอมูลที่ได มาประมาณคา

อัตราการใชสับสเทรตจําเพาะและอัตราการใชสับสเทรตของยีสต P. pastoris เมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 10 20 40 และ 80 กรัมตอลิตร แลวนํามา

แสดงในรูปอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ (ภาพที่ 4-

17) พบวาคาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ (qs) มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคส

เร่ิมตนจนถึงคาสูงสุด หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคสตอไปอีกจะสงผลใหคาอัตราการ

ใชสับสเทรตจําเพาะลดลงอยางชาๆ ซึ่งคลายกับความสัมพันธระหวางอัตราการเติบโตจําเพาะกับ

ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  20 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการ

ใชสับสเทรตจําเพาะมากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  80 กรัมตอลิตร ประมาณ 30 

เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 4-16 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการใชสับสเทรตของ P. pastoris เมื่อ

ทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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สําหรับความสัมพันธระหวางอัตราการใชสับสเทรตกับความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน

แสดงดังภาพที่ 4-18 โดยพบวาคาอัตราการใชสับสเทรต (Qs) จะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ

กลูโคสในรูปความสัมพันธแบบเสนตรง ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร มีคา

อัตราการใชสับสเทรตจําเพาะมากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 95 

เปอรเซ็นต ซึ่งนาจะเปนไปตามจลนพลศาสตรของเอนไซมของ Michaelis-Menten 
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ภาพที่ 4-17 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ (qs) ของ 

P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-18 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรต (Qs) ของ P. 

pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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4.3.4 อิทธพิลของความเขมขนของกลูโคสตอการผลิตเอนไซมเบตากลโูคสิเดส 

เมื่อนําผลของกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจากการทดลองที่แตละความเขมขน

ของกลูโคสมาทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันไดผลดังภาพที่ 4-19 ซึ่งพบวาความเขมขนของ

เบตากลูโคสิเดสสูงสุดจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนในอาหาร GluBS โดยเมื่อ

พิจารณาถึงอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (ภาพ

ที่ 4-20) พบวาคาอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ (qp) มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ

กลูโคสเริ่มตน โดยอัตราการเพิ่มข้ึนจะมีคามากในชวงแรกและลดลงเมื่อความเขมขนของกลูโคสมี

คาสูงขึ้น ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  80 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ

มากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  5 และ 20 กรัมตอลิตร ประมาณ 60 และ 40 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4-19 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการผลิตเบตากลูโคสิเดสของ P. 

pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

 

สําหรับความสัมพันธระหวางอัตราการสรางผลิตภัณฑกับความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน

แสดงดังภาพที่ 4-21 พบวาคาอัตราการสรางผลิตภัณฑ (Qp) จะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของ

กลูโคสเชนกัน ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการใชสับสเทรต

มากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 และ 20 กรัมตอลิตร ประมาณ 98 และ 88 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ อยางไรก็ตาม ลักษณะของการเพิ่มข้ึนจะตางจากอัตราการสรางผลิตภัณฑจําเพาะ 

กลาวคือ อัตราการเพิ่มข้ึนจะชาในชวงแรกและเร็วขึ้นเมื่อความเขมขนของกลูโคสมีคาสูงขึ้น  

 



- 39 - 

 

 

Initial glucose concentration (g/L)
0 20 40 60 80 100

q p (
U

/g
ce

ll h
)

0.00

.05

.10

.15

.20

.25

.30

.35

 
 

ภาพที่ 4-20 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการสรางผลผลิตจําเพาะ (qp) 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-21 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการสรางผลผลิต (Qp) ของ P. 

pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 
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ภาพที่ 4-22 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอผลไดของเบตากลูโคสิเดสจากสับส

เทรต (Yp/s) ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

 

เมื่อทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอคาผลไดของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสจากสับสเทรต (Yp/s) (ภาพที่ 4-22) พบวาคาผลไดของเบตากลูโคสิเดสจากสับ-

สเทรตมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตน 80 

กรัมตอลิตร มีคาผลไดของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจากสับสเทรต มากกวาความเขมขนของกลูโคส

เร่ิมตน 5 และ 20 กรัมตอลิตร ประมาณ 9 และ 12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 

4.3.5 อิทธพิลของความเขมขนของกลูโคสตอการผลิตเอทานอล 

 จากการทดลอง เมื่อนําผลของความเขมขนของเอทานอลจากการทดลองที่แตละความ

เขมขนของกลูโคสเริ่มตนมาทําการเปรียบเทียบบนกราฟเดียวกันจะไดผลดังภาพที่ 4-23 ซึ่งพบวา

ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนมีผลตอการผลิตเอทานอลนอยมาก โดยเมื่อทําการวิเคราะหความ

เขมขนของเอทานอลในแตละการทดลอง พบวาสามารถตรวจพบเอทานอลไดในการทดลองที่ใช

ความเขมขนของกลูโคส 40 และ 80 กรัมตอลิตร ในปริมาณเพียงเล็กนอยเทานั้น และไมสามารถ

ตรวจพบเอทานอลในการทดลองที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 10 และ 20 กรัมตอลิตร ซึ่งผล

ที่ไดตางจากการทดลองในบทที่ 3 ซึ่งทําการทดลองในอาหาร BMGluY ในฟลาสกบนเครื่องเขยา 

ที่มีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 10 กรัมตอลิตร ที่สามารถตรวจพบวามีเอทานอลเพิ่มข้ึน

ประมาณ 3 กรัมตอลิตร อยางไรก็ตาม ในฟลาสกเขยาไมมีการตรวจวัดคา DOT ซึ่งโดยปกติอัตรา

การถายเทออกซิเจนในฟลาสกเขยาจะมีคาต่ํากวาในถังหมัก และเมื่อพิจารณาถึงคา DOT จาก
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การเพาะเลี้ยงในถังหมัก พบวาทุกการทดลองใหคา DOT สูงกวา 30 เปอรเซ็นต ซึ่งแสดงใหเห็นวา

ไมเกิดสภาวะจํากัดออกซิเจน  

ตามปกติแลวยีสตจะทําการออกซิเดชันสับสเทรตผานวิถีการหายใจเพื่อใหไดพลังงาน

สูงสุด อยางไรก็ตาม ในบางครั้งพบวาสับสเทรตบางสวนถูกใชในการสราง by-product โดยเฉพาะ

อยางยิ่งเอทานอลถึงแมวาจะทําการเพาะเลี้ยงในสภาวะไมจํากัดออกซิเจนก็ตาม ปรากฎการณ

ดังกลาวเรียกวา overflow metabolism หรือ metabolic overflow (Ringbom, et al., 1996) 

ดังนั้น การเกิดเอทานอลในการทดลองที่ใชความเขมขนของกลูโคส 40 และ 80 กรัมตอลิตร นาจะ

เนื่องมาจากการเกิด overflow metabolism ซึ่งในระบบของยีสต overflow metabolism เกิดจาก 

2 สาเหตุที่ตางกันแตใหผลที่เหมือนกัน คือ ทําใหเกิด by-product ในรูปเอทานอล สาเหตุที่ 1 คือ 

เกิดการกดดันวิถีการหายใจ (respiratory capacity repression) ซึ่งเกี่ยวของโดยตรงกับ 

catabolite repression ซึ่ง Käppeli (1986) อธิบายไววา ถึงแมวาการเกิดออกซิเดชันอยาง

สมบูรณจะใหพลังงานมากที่ สุด แตเมื่อวิถีการหายใจถูกกดดันยีสตจะใชสับสเทรตผาน

กระบวนการ respiro-fermentative ซึ่งจะทําใหเกิดการสราง by-product ในรูปเอทานอล สาเหตุ

ที่ 2 คือ เกิดการจํากัดของความจุของวิถีการหายใจ (respiratory capacity limitation) ซึ่งสามารถ

อธิบายโดยทฤษฎี kinetic bottleneck ซึ่งเสนอโดย Lidén (1993) ที่เกี่ยวของกับการจํากัดของวิถี

การหายใจของยีสตในสภาวะที่วิถีการหายใจไมถูกกดดัน โดยเมื่อฟลักซของสับสเทรตในวิถีไกล-

โคไลซีสมีคามากจะทําใหเกิดการสะสมของไพรูเวทสูงขึ้นจนเกินความสามารถของวิถีการหายใจ

ในการเกิดเมตาบอลิซึมของไพรูเวท ซึ่งในกระบวนการดังกลาวจะมีการใชโคเอนไซม NAD+ / 

NADP+ ปริมาณมาก ซึ่งตามปกติเซลลจะไมผลิตโคเอนไซม NAD+ / NADP+ เพิ่มข้ึนเพื่อ

ตอบสนองตอความตองการที่สูงขึ้น ดังนั้น เพื่อนําโคเอนไซม NAD+ / NADP+ กลับมาใชและเปน

การลดการสะสมของไพรูเวท เซลลยีสตจึงใชไพรูเวทผานวิถีการหมักเพื่อใหไดโคเอนไซม NAD+ / 

NADP+ กลับมาใช และไดเอทานอลเปน by-product 
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ภาพที่ 4-23 อิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการผลิต by-product ในรูปเอทานอล 

ของ P. pastoris เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบแบตชในถังหมัก 

 

จากผลการทดลองที่ไดถึงแมวาจะพบการผลิต by-product ในรูปเอทานอล แตมีความ

แตกตางกันกับระบบของยีสตที่เปน Crabtree positive yeast เชน S. cerevisiae ที่มีการผลิต by-

product ในรูปเอทานอลไดในสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจนเมื่อในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนของ

กลูโคสสูงกวา 100-200 มิลลิกรัมตอลิตร (Verduyn et al., 1984; Woehrer and Roehr, 1981) 

ซึ่งถือวานอยมากเมื่อเทียบกับผลการทดลองที่ไดในงานวิจัยนี้ซึ่งจะไมสามารถตรวจพบเอทานอล

ไดเลยในสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจนที่ความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และตรวจพบได

เพียง 150 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อในอาหารมีกลูโคสเขมขน 80 กรัมตอลิตร ซึ่งจากผลการทดลองที่

ไดนาจะเปนการยืนยันขั้นตนไดวา P. pastoris นาจะเปน Crabtree negative yeast เชนเดียวกับ 

Pichia stipitis ที่มีการยืนยันกอนหนานี้วาเปน Crabtree-negative yeast (Weusthuis et al., 

1994) นอกจากนี้ยังมีการรายงานวา ในระบบของ Crabtee-negative yeast จะไมมีการผลิตเอ-

ทานอลภายใตสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน และกระบวนการหายใจไมจํากัดถึงแมวาจะอยูใน

สภาวะที่มีความเขมขนของสับสเทรตสูงก็ตาม (Alexander and Jeffries, 1990; Fiechter and 

Seghezzi, 1992) ซึ่งจากผลการทดลองนาจะสามารถสรุปไดวา P. pastoris เปน Crabtee-

negative yeast 
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4.4 สรุปผลการทดลอง 
 จากการทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสตอการเติบโตและการ

แสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 

GAP promoter โดยทําการศึกษาในถังหมักขนาด 10 ลิตร ที่ความเขมขนของกลูโคสในชวง 5-80 

กรัมตอลิตร ภายใตสภาวะควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 1000 รอบตอนาที 

อัตราการใหอากาศ 1 ลิตรตอลิตรตอนาที และพีเอช 5.0 พบวาเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้น

จะทําใหระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยงยาวนานขึ้น โดยคาอัตราการเติบโตจําเพาะมีแนวโนม

เพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึงคาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูโคส 40 กรัมตอลิตร 

หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคสตอไปอีกจะสงผลใหคาอัตราการเติบโตจําเพาะลดลง

อยางชาๆ  

 เมื่อพิจารณาผลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอระยะเวลาในชวงการปรับตัวที่แต

ละความเขมขนเริ่มตนของกลูโคส พบวาระยะเวลาที่ใชในชวงปรับตัวมีแนวโนมนานขึ้นตามความ

เขมขนของกลูโคสเริ่มตน ซึ่งนาจะเกี่ยวของกับการที่เชื้อตองมีการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมที่มี

คาแรงดันออสโมติกที่สูงขึ้น ซึ่งสอดคลองกับผลงานวิจัยของ Nishino et al., (1985) ที่ศึกษา

เกี่ยวกับผลของความดันออสโมติกตออัตราการเติบโตและกิจกรรมการหมักของไวนยีสต ซึ่งพบวา

ความดันออสโมติกที่เพิ่มข้ึนมีผลทําใหระยะเวลาที่ใชในชวงปรับตัวสูงขึ้น และความทนตอเอทา-

นอลนอยลง 

เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอลในแตละการทดลอง พบวาสามารถตรวจ

พบเอทานอลไดในการทดลองที่ใชความเขมขนของกลูโคส 40 และ 80 กรัมตอลิตร ในปริมาณ

เพียงเล็กนอยเทานั้น และไมสามารถตรวจพบเอทานอลในการทดลองที่ความเขมขนของกลูโคส

เร่ิมตน 5 10 และ 20 กรัมตอลิตร โดยเมื่อพิจารณาถึงคา DOT พบวาทุกการทดลองใหคา DOT 

สูงกวา 30 เปอรเซ็นต ซึ่งแสดงใหเห็นวาไมเกิดสภาวะจํากัดออกซิเจน ดังนั้น การเกิดเอทานอลขึ้น

ในการทดลองที่ใชความเขมขนของกลูโคส 40 และ 80 กรัมตอลิตร นาจะเนื่องมาจากการเกิด 

overflow metabolism ซึ่งปรากฎการณที่เกิดขึ้นสอดคลองกับคําจํากัดความของการเกิด overflow 

metabolism (Enfors and Haggstrom, 2000) 

สําหรับอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอคาผลไดของเซลลจากสับสเทรต 

พบวาคาผลไดของเซลลจากสับสเทรตมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึง

คาสูงสุดที่ความเขมขนของกลูโคส 20-40 กรัมตอลิตร หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคส

ตอไปอีกจะสงผลใหคาผลไดของเซลลจากสับสเทรต ลดลงอยางชาๆ ซึง่อาจเปนผลเนือ่งจากกลโูคสที่
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ความเขมขนสูงทําใหเกิดการกดดันวิถีการหายใจ  หรืออัตราการนํากลูโคสเขาสูเซลลมากกวาความจุ

ของวิถีการหายใจของยีสต ดังนั้น กลูโคสบางสวนจึงถูกใชในวิถีการหมัก ทั้งนี้สอดคลองกับรายงาน 

ที่วาภายใตสภาวะที่สารประกอบคารบอนมีปริมาณมาก  ไพรูเวททั้งหมดจะไมสามารถ

เปลี่ยนเปนอะซิติลโคเอไดทัน เนื่องจาก NAD+ จํากัด ทําใหไพรูเวทสวนหนึ่งถูกใชในการยอน

สังเคราะห (regeneration) NAD+ กลับมาใชในเมตาบอลิซึม จึงทําใหเกิดผลิตภัณฑรอง ไดแก เอ

ทานอล อะซิตัลดีไฮด และกรดอะซิติก โดยปรากฏการณที่เกิดขึ้นนี้เปนสวนหนึ่งของการเกิด 

overflow metabolism (Pham et al., 1998) หรือ short-term glucose effect หรือ short-term 

Crabtree effect (Fiechter และ Seghezzi, 1992; Petrik, et al., 1983; De Deken, 1966) ซึ่ง

มักจะเกี่ยวของรวมกันกับปริมาณออกซิเจนและความเขมขนของกลูโคสสับสเทรต อยางไรก็ตาม ที่

ความเขมขนของกลูโคสในชวงที่ทําการศึกษา (5-80 กรัมตอลิตร) พบวาคาผลไดของเซลลจากสับ-

สเทรตมีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในชวง 0.50-0.67 กรัมเซลล/กรัมสับสเทรต ซึ่งอาจเนื่องมาจากกลูโคส

เกือบทั้งหมดถูกใชผานวิถีการหายใจอยางสมบูรณ เมื่อทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของ

กลูโคสเริ่มตนตอคาผลไดของเบตากลูโคสิเดสจากสับสเทรต พบวาคาผลไดของเบตากลูโคสิเดส 

จากสับสเทรตมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 

เมื่อศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสตอการใชกลูโคสและอัตราการใชกลูโคส 

พบวาเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้นจะทําใหระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยงยาวนานขึ้น ซึ่ง

สอดคลองกับรายงานที่วา เมื่อทําการเพาะเลี้ยงยีสตในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเขมขนของกลูโคส

สูง (100-200 มก./ล.) (Verduyn et al., 1984; Woehrer and Roehr, 1981) มีผลยับยั้งการเติบโต

และทําใหผลผลิตหลักของเซลลที่ไดจากสับสเทรตลดลง (Kalina,1993) ซึ่งเปนไปในทางเดียวกัน

กับรูปแบบอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตออัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ ทั้งนี้ พบวา

คาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนจนถึง

คาสูงสุด หลังจากนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคสตอไปอีกจะสงผลใหคาอัตราการใชสับสเทรต

จําเพาะลดลงอยางชาๆ ซึ่งคลายกับความสัมพันธระหวางอัตราการเติบโตจําเพาะกับความเขมขน

ของกลูโคสเริ่มตน ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  20 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการใชสับสเทรต

จําเพาะมากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน  80 กรัมตอลิตร ประมาณ 30 เปอรเซ็นต แตตาง

จากความสัมพันธระหวางอัตราการใชสับสเทรต (Qs) กับความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน โดย

พบวาคาอัตราการใชสับสเทรตจะเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกลูโคสในรูปความสัมพันธแบบ

เสนตรง ซึ่งที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 80 กรัมตอลิตร มีคาอัตราการใชสับสเทรตจําเพาะ
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มากกวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 5 กรัมตอลิตร ประมาณ 95 เปอรเซ็นต ซึ่งนาจะเปนไป

ตามจลนพลศาสตรของเอนไซมของ Michaelis-Menten  

จากผลการทดลองในสวนนี้ ทําใหสามารถสรุปไดวาความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนสูงขึ้น

จะสงผลใหอัตราการเติบโต และอัตราการสรางเบตากลูโคสิเดสสูงขึ้น แตเมื่อเพิ่มความเขมขน

กลูโคสตอไปอีก จะสงผลใหอัตราการเติบโตจําเพาะ และผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลง ซึ่ง

ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสมที่สุด คือ 20 กรัมตอลิตร เนื่องจากมีระยะเวลาปรับตัวที่

ส้ัน และอัตราการเติบโตสูง อีกทั้งตลอดระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงไมสามารถตรวจพบเอทานอล 



บทที่ 5 
การพัฒนากระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุม 
การแสดงออกของ GAP promoter โดยการควบคุมการเกิด by-product ในรูปเอทานอล 

 
5.1 วัตถุประสงค 

เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน (เบตากลูโคสิเดส) โดย P. pastoris 

ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter โดยการควบคุมการเกิด overflow 

metabolism ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช 

 
5.2 วิธวีิจัย 

1. สายพนัธุจลิุนทรีย 

 สายพันธุจุลินทรียที่ใชในการทดลองนี้ คือ P. pastoris สายพันธุ Y-11430 ที่มียีน

เบตากลูโคสิเดสจากตนพยุง (Dalbergia cochichinensis Pierre) ซึ่งไดจากการเตรีมสายพันธุจุลิ

นทรียในบทที่ 2 

2. การเตรียมกลาเชื้อสําหรับการเพาะเลี้ยงในถังหมัก 

การเตรียมกลาเชื้อแบงเปนสองขั้นตอน ดังที่ไดกลาวแลวในวิธีวิจัยของบทที่ 4 

3. การเตรียมถังหมัก 

 1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Glu-BS (กลูโคส 20 กรัมตอลิตร) ปริมาตร 1.5 ลิตร เติมลงใน

ถังหมักขนาด 5 ลิตร (Biostat B DCU, B. Braun Biotech International) ตรวจสอบความ

เรียบรอยของอิเล็กโทรดตางๆ (พีเอช DOT และระดับของฟอง) วาอยูในตําแหนงที่ถูกตองกอน

นําไปทําใหปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (จะตองเทียบคาอิเล็กโทรด

ตางๆ กอนประกอบเขากับถังหมัก) 

2) หลังจากทําใหปลอดเชื้อและถังหมักเย็นลงแลว นําถังหมักมาตอเขากับระบบควบคุม 

เปดสวิทซใหระบบน้ําและไฟทํางาน ทําการตั้งคาสภาวะควบคุมตางๆ คือ อัตราการกวน อัตราการ

ใหอากาศ อุณหภูมิ พีเอช และตรวจสอบการทํางานของอิเล็กโทรดสําหรับวัดคาพีเอช และ DOT 

4. การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสราง by-product ในรูปเอทานอลระหวางการเพาะเลี้ยง

แบบเฟด-แบตช 

กระบวนการเพาะเลี้ยงในการทดลองนี้แบงออกเปน 2 ชวง คือ ชวงการเพาะเลี้ยงแบบ

แบตช (ใชเวลา 13 -19 ชั่วโมง) และชวงการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช (ใชเวลา 18 - 24 ชั่วโมง) 

ซึ่งจะดําเนินการตอจากการเลี้ยงแบบแบตช ดังนี้ 
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1) การเพาะเลีย้งแบบแบตช 

ทําการควบคุมสภาวะตางๆ ใหเทากับสภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยง ดังนี้  

  อุณหภูมิ      30 องศาเซลเซียส 

  อัตราการกวน   1000 รอบตอนาที 

 อัตราการใหอากาศ       1 ลิตรตอลิตรตอนาที  

  พีเอช         5 

ซึ่งระบบควบคุมของถังหมักรุนนี้เปนระบบควบคุมอัตโนมัติ โดยใชสารละลายแอมโมเนีย 25 

เปอรเซ็นต เปนดางในการควบคุมพีเอชและเปนแหลงไนโตรเจน  

 ถายกลาเชื้อจากฟลาสกทั้งหมด 100 มิลลิลิตร ลงในถังหมัก ทําการเก็บตัวอยาง 20 

มิลลิลิตร เพื่อใชเปนตัวอยางเริ่มตนหลังจากเติมกลาเชื้อลงในถังหมักแลวประมาณ 5 นาที เพื่อให

เกิดการผสมกันอยางทั่วถึง โดยทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 2-4 ชั่วโมง จนเริ่มกระบวนการเพาะเลี้ยง

แบบเฟด-แบตช นําตัวอยางสวนหนึ่งมาวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร ทันที และนําตัวอยาง 5 

มิลลิลิตร เติมลงในหลอดที่เตรียมไวสําหรับวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อหา

น้ําหนักเซลลแหง (ทํา 2 ซ้ํา) โดยสวนใสที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงจะใชสําหรับหาความเขมขนของ

น้ําตาลกลูโคส ความเขมขนเอทานอล และกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส (วิธีการวิเคราะห

ไดกลาวแลวในวิธีวิจัยของบทที่ 3) 

 2) การเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบตช 

เร่ิมทําการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชโดยเติมอาหาร Glu-BS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร 

(ปริมาตรที่เติมทั้งหมดประมาณ 2 ลิตร) ดวยอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล โดยอาศัยคาอัตรา

การเติบโตจําเพาะที่ไดจากกระบวนการหมักแบบแบตชในการคํานวณอัตราการเติม เก็บตัวอยาง

ปริมาตรประมาณ 20 มิลลิลิตร ทุก 2-4 ชั่วโมง เพื่อวัดคาความขุน น้ําหนักเซลลแหง ความเขมขน

ของกลูโคส โปรตีนทั้งหมด และกิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส ทําการเพาะเลี้ยงจนปริมาตร

ของน้ําหมักเทากับ 3.5 ลิตร จึงยุติกระบวนการเพาะเลี้ยง  

ดังที่ไดกลาวไปแลวในบทที่ 1 วาการสราง by-product ในรูปเอทานอลของยีสตใน

ระหวางกระบวนการเพาะเลี้ยง มีความสัมพันธกับ 2 ปจจัย คือ ความเขมขนของสับสเทรต

(กลูโคส) และปริมาณออกซิเจนละลายในน้ําหมัก ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงไดออกแบบการเพาะเลี้ยง

เปน 4 ระบบควบคุม (ตารางที่ 5-1) เพื่อหาวาระบบควบคุมแบบใดมีความเหมาะสมตอการ

ควบคุมการเกิด by-product ในรูปเอทานอลระหวางการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช ในกระบวนการ

ผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter 
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 รายละเอียดของแตละระบบควบคุมในการควบคุมความเขมขนของสับสเทรต (กลูโคส) 

และปริมาณออกซิเจนละลาย ในระหวางการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช 

- การควบคุมความเขมขนของกลูโคสใหอยูในสภาวะจํากัด ทําไดโดยเริ่มเติมอาหาร 

GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร แบบเอ็กโพเนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) ทั้นทีเมื่อส้ินสุด

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (กลูโคสในชวงการเพาะเลี้ยงแบบแบตชถูกใชจนหมด) 

- การควบคุมความเขมขนของกลูโคสใหอยูในสภาวะไมจํากัด ทําไดโดยเติมอาหาร 

GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร แบบเอ็กโพเนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) โดยเริ่มการเติม

อาหารเมื่อความเขมขนของกลูโคสในชวงการเพาะเลี้ยงแบบแบตชเหลือประมาณ 10 กรัมตอลิตร  

- การควบคุมปริมาณออกซิเจนละลายใหอยูในสภาวะจํากัด (DOT = 0.1-0.3%) สามารถ

ดําเนินการโดยใชสภาวะควบคุมเชนเดียวกับการหมักแบบแบตช โดยไมมีการผสมกาซออกซิเจน

บริสุทธิ์ในอากาศเติมในถังหมัก 

- การควบคุมปริมาณออกซิเจนละลายไมจํากัด ใหดําเนินการโดยควบคุมคา DOT ใหสูง

กวา 25 เปอรเซ็นต มีการผสมกาซออกซิเจนบริสุทธิ์ในอากาศใชเติมลงไปในถังหมัก  

 

ตารางที่ 5-1 ระบบควบคุมในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช เพื่อศึกษาการเกิด by-

product ในรูปเอทานอล 
ระบบควบคุมแบบที่ สับสเทรต (กลูโคส) ออกซิเจน 

1 จํากัด จํากัด (DOT ≈ 0%) 

2 จํากัด ไมจํากัด (DOT > 25%) 

3 ไมจํากัด ([กลูโคส] ≈ 10 กรัมตอลิตร) จํากัด (DOT ≈ 0%) 

4 ไมจํากัด ([กลูโคส] ≈ 10 กรัมตอลิตร) ไมจํากัด (DOT > 25%) 

 
5.3 ผลการทดลองและวิจารณ  

จากผลการทดลองในการทดลองกอนหนา (บทที่ 3 และบทที่ 4) รวมถึงเอกสารอางอิงที่

เกี่ยวของแสดงใหเห็นวาความเขมขนขนของสับสเทรต (กลูโคส) เปนปญหาหลักที่ทําใหเกิดการ

สราง by-product ในรูปเอทานอลสําหรับกระบวนการผลิตยีสตขนมปง แตไมใชปญหาของระบบ

การเพาะเลี้ยง P. pastoris อยางไรก็ตาม ในระบบการเพาะเลี้ยง P. pastoris นิยมใชระบบการ

เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความหนาแนนของเซลลสูง ปญหาหลักที่พบในระบบนี้จึงเปนปญหา

การจํากัดออกซิเจน ซึ่งคาออกซิเจนละลายเปนอีกปจัยหนึ่งที่มีผลตอการเกิด by-product ในรูป 

เอทานอลในยีสต ทั้งนี้ ในระบบการเพาะเลี้ยงที่มีการใหอากาศออกซิเจนถือเปนสับสเทรตชนิด
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หนึ่งที่มีผลตออัตราการผลิตมวลชีวภาพ ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงสับสเทรตชนิดอื่น เชน กลูโคส และ 

แอมโมเนีย ตามปกติจะมีความเขมขนสูงและมีปญหาเรื่องการถายเทมวลสารนอยมาก ในทางตรง

ขามออกซิเจนที่ละลายในน้ําบริสุทธิ์ที่ 25 องศาเซลเซียส มีคานอยมาก (0.244 มิลลิโมลตอลิตร) 

รวมถึงการใหและการถายเทออกซิเจนยังเปนปจจัยจํากัดสําหรับถังหมักอีกดวย (Zhang et al., 

2005)  

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชสามารถใชในการแกปญหาสับสเทรตความเขมขน

สูง และ / หรือ สภาวะจํากัดออกซิเจน ซึ่งเปนสาเหตุของการเกิด by-product ในรูปเอทานอล โดย

การควบคุมอัตราการเติมสับสเทรตใหความเขมขนของสับสเทรตอยูในระดับที่เหมาะสม ซึ่ง

เปาหมายหลัก คือ ทําใหไดอัตราการเจริญเติบโตและผลไดของเซลลสูงที่สุด ระบบการเพาะเลี้ยง

แบบเฟดแบตชโดยทั่วไป เร่ิมตนจากการเพาะเลี้ยงที่อัตราการเติบโตจําเพาะสูงที่สุดที่จะไมทําให

เกิด respiro-fermentative หลังจากนั้น จึงลดคาอัตราการเติบโตจําเพาะลงเพื่อหลีกเลี่ยงปญหา

การถายเทออกซิเจนจํากัด  และ /หรือ  ความสามารถในการถายเทความรอนของระบบ 

(Kristiansen, 1994; Trivedi et al., 1986) ตามปกติ การเติมสารอาหารในกระบวนการแบบเฟด-

แบตชจะเริ่มโดยใชอัตราการเติมแบบเอ็กโพเนนเชียล ตามดวยอัตราการเติมคงที่ และลดอัตราการ

เติมลงในที่สุด (Enfors et al., 1990) ซึ่งแนวทางในการดําเนินการเพาะเลี้ยงที่กลาวมาแลวนั้นตาง

มีวัตถุประสงคเพื่อทําใหกระบวนการเพาะเลี้ยงเปนกระบวนการที่ใชสับสเทรตผานวิถีการหายใจ

อยางสมบูรณ (Postma et al., 1989; Von Meyenburg, 1969; Weusthuis et al., 1994) ซึ่งไม

สามารถดําเนินการไดในการเพาะเลี้ยงแบบแบตช เนื่องจากตองใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน

สูงเพื่อใหไดความเขมขนของเซลลสุดทายตามที่ตองการ ดังนั้น จึงทําใหเกิดการหมักเอทานอล

ถึงแมวาจะทําการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจนก็ตาม (De Deken, 1966; Petrik et al., 

1983; Von Meyenburg, 1969) ดังนั้น ในงานวิจัยสวนนี้ นี้จึงมุงเนนการศึกษาอิทธิพลของสภาวะ

จํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจน 

 

5.1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสในกระบวนการ

เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช  

กระบวนการเพาะเลี้ยงในงานวิจัยสวนนี้แบงออกเปน 2 ระยะ คือ การเพาะเลี้ยงแบบ

แบตช และการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 

กระบวนการหมักจะเริ่มจากกระบวนการแบบแบตชโดยอาศัยผลจากการศึกษาอิทธิพล

ของความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนตอการเติบโตและการแสดงออกของเอนไซมเบตากลูโคสิเดส
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โดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter ในกระบวนการเพาะเลี้ยง

แบบแบตชในการทดลองตอนที่ 2 ซึ่งพบวาที่ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 20 กรัมตอลิตร ใหคา 

μ = 0.221 ตอชั่วโมง และระยะเวลาในชวงปรับตัว (lag time) 3.99 ชั่วโมง โดยพบการสราง by-

product ในรูปเอทานอลนอยมาก ทั้งนี้ เมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้น คา μ มีแนวโนมลดลง 

ระยะเวลาในชวงปรับตัวยาวนานขึ้น และตรวจพบเอทานอลที่ความเขมขนสูงขึ้น ในขณะที่เมื่อใช

ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนต่ํากวา 20 กรัมตอลิตร จะใหคา μ ตํ่ากวา ถึงแมวาชวงเวลาใน

ระยะปรับตัวจะสั้นกวาก็ตาม ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนสําหรับ

การเพาะเลี้ยงแบบแบตชเทากับ 20 กรัมตอลิตร  

กระบวนการหมักแบบเฟด-แบตชจะดําเนินการตอจากการหมักแบบแบตชโดยมีการเติม

อาหาร GluBS ที่มีความเขมขนกลูโคส 200 กรัมตอลิตร แบบเอ็กโพเนนเชียล (μset = 0.2 ตอ

ชั่วโมง) ภายใตสภาวะควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 700 รอบตอนาที อัตรา

การใหอากาศ 1 ลิตรตอลิตรตอนาที และพีเอช 5 โดยควบคุมกระบวนการหมักแบบเฟด-แบตช ใน 

4 รูปแบบ ดังตารางที่ 5-2 เพื่อศึกษาอิทธิพลของกลูโคสและออกซิเจนตอการเกิด by-product ใน

รูปเอทานอล  ในระหวางกระบวนการหมักแบบเฟด-แบตช ซึ่งแตละระบบออกแบบโดยอาศยัขอมลู

ที่ไดจากการทดลองกอนหนา (บทที่ 3 และบทที่ 4) รวมถึงขอมูลจากเอกสารอางอิงตางๆ ซึ่งพบวา

การเกิด by-product ในรูปเอทานอลระหวางที่มีการเพาะเลี้ยงยีสตในสภาวะที่มีการใหอากาศ

เนื่องมาจาก 2 ปรากฏการณสําคัญ คือ 1. การเกิด overflow metabolism ในสภาวะที่ออกซิเจน

ไมจํากัด เมื่อความเขมขนของสับสเทรตสูงกวาความเขมขนวิกฤติ ซึ่งไดพิสูจนแลวในบทที่ 4 และ 

2. การเกิดสภาวะจํากัดออกซิเจน ซึ่งจะทําใหยีสตมีการใชสับสเทรตผานวิถีเมตาบอลิซึม 2 วิถี ใน

เวลาเดียวกัน คือ วิถีการหายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic respiration) และวิถีการหมัก ซึ่งการ

เกิดเอทานอลในกระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน จะทําใหอัตราการเติบโตและการสราง

ผลผลิตลดลง ดังที่ไดพิสูจนแลวในบทที่ 3 ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงไดออกแบบการเพาะเลี้ยงเปน 4 

ระบบควบคุม (ตารางที่ 5-1) ที่มีความสัมพันธกับความเขมขนของสับสเทรตและคาออกซิเจน

ละลายซึ่งเปนปจจัยหลักที่เกี่ยวของกับการเกิด by-product ในรูปเอทานอล เพื่อหาวาระบบ

ควบคุมแบบใดมีความเหมาะสมตอการควบคุมการเกิด by-product ในรูปเอทานอลระหวางการ

เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช ในกระบวนการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการ

ควบคุมการแสดงออกของ GAP promoter 
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ระบบควบคุมแบบที่ 1: (GLOL; กลูโคสจํากัดและออกซิเจนจํากัด) ในระยะเฟด-แบตชมี

การควบคุมความเขมขนของกลูโคสอยูในสภาวะจํากัด โดยเริ่มกระบวนการหมักแบบเฟด-แบตช 

เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักแบบแบตช (กลูโคสถูกใชจนหมด) ซึ่งใชเวลาประมาณ 19 ชั่วโมง โดย

เติมอาหาร GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร (ปริมาตรที่เติมทั้งหมดประมาณ 2 ลิตร) โดยใช

อัตราการเติมแบบเอกซโพแนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) โดยไมมีการควบคุมคาออกซิเจน

ละลาย (ภาพที่ 5-1) ดังนั้น เมื่อความหนาแนนของเซลลสูงขึ้น คาความตองการออกซิเจนจึงมีคา

สูงกวาคาการถายเทออกซิเจนทําใหคา DOT ลดลงจนเปนศูนย ซึ่งพบวาความหนาแนนของเซลล 

และกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการหมัก ความเขมขน

ของกลูโคสจะต่ํามากตลอดเวลาในชวงการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช และคา DOT จะคอยๆ ลดลง

จนเทากับศูนยจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่มาก โดยมี

คาประมาณ 13.45 กรัมตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคาสูงจนอยูในระดับที่

ทําใหเกิดการยับยั้งการการเติบโตและการแสดงออกของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส (ผลจาก

งานวิจัยในบทที่ 3)  
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ภาพที่ 5-1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที่ 0–19) และกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบ

เฟด-แบตช (ชั่วโมงที่ 19-37) เมื่อทําการควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-

แบตช ภายใตสภาวะจํากัดกลูโคสและออกซิเจน (ระบบควบคุมแบบที่ 1) 
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ระบบควบคุมแบบที่ 2: (GLON; กลูโคสจํากัด แตไมจํากัดออกซิเจน) ในระยะเฟด-แบตช

มีการควบคุมความเขมขนของกลูโคสอยูในสภาวะจํากัด โดยเริ่มกระบวนการหมักแบบเฟด-แบตช 

เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักแบบแบตช (กลูโคสถูกใชจนหมด) ซึ่งใชเวลาประมาณ 19 ชั่วโมง โดย

เติมอาหาร GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร (ปริมาตรที่เติมทั้งหมดประมาณ 2 ลิตร) โดยใช

อัตราการเติมแบบเอ็กโพแนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) และมีการควบคุมคาออกซิเจนละลาย

ไมใหตํ่ากวา 25 เปอรเซ็นต โดยเพิ่มความเขมขนของออกซิเจนในอากาศที่เติมเขาไปในถังหมัก 

(ภาพที่ 5-2) ซึ่งพบวาความหนาแนนของเซลล กิจกรรมของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส โปรตีน

ทั้งหมด สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการหมัก ความเขมขนของกลูโคสจะต่ํามากตลอดเวลาในชวง

การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช และสามารถควบคุมคา DOT ใหมีคามากกวา 25 เปอรเซ็นตจน

ส้ินสุดกระบวนการหมัก สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่นอยมาก โดยคาสูงสุดที่ตรวจพบมี

คาประมาณ 0.30 กรัมตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคาต่ํามากจนอยูใน

ระดับที่ไมทําใหเกิดการยับยั้งการการเติบโตและแสดงออกของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส (ผล

จากงานวิจัยในบทที่ 3)  
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ภาพที่ 5-2 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที่ 0–19) และกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบ

เฟด-แบตช (ชั่วโมงที่ 19-39) เมื่อทําการควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-

แบตช ภายใตสภาวะจํากัดกลูโคส แตไมจํากัดออกซิเจน (DOT > 25 เปอรเซ็นต) 

(ระบบควบคุมแบบที่ 2) 
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ระบบควบคุมแบบที่ 3: (GNOL; กลูโคสไมจํากัด แตออกซิเจนจํากัด) ในระยะเฟด-แบตช

มีการควบคุมความเขมขนของกลูโคสประมาณ 10 กรัมตอลิตร โดยเริ่มกระบวนการหมักแบบเฟด-

แบตชเมื่อความเขมขนของกลูโคสจากกระบวนการหมักแบบแบตชเหลือประมาณ 10 กรัมตอลิตร 

(ชั่วโมงที่ 13 ของการเพาะเลี้ยงแบบแบตช) โดยเติมอาหาร GluBS ที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร 

(ปริมาตรที่เติมทั้งหมดประมาณ 2 ลิตร) โดยใชอัตราการเติมแบบเอ็กโพแนนเชียล (μset = 0.2 ตอ

ชั่วโมง) โดยไมมีการควบคุมคาออกซิเจนละลาย ดังนั้น เมื่อความหนาเนนของเซลลสูงขึน้ คาความ

ตองการออกซิเจนจึงมีคาสูงกวาคาการถายเทออกซิเจนทําใหคา DOT ลดลงจนเปนศูนย (ภาพที่ 

5-3) ซึ่งพบวาความหนาแนนของเซลล และกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตาม

ระยะเวลาที่ใชในการหมัก ความเขมขนของกลูโคสสามารถควบคุมใหมีคาประมาณ 10-13 กรัม

ตอลิตร ตลอดเวลาในชวงการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช และคา DOT จะคอยๆ ลดลงจนเทากับ

ศูนยจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่มาก โดยมีคาประมาณ 

14.71 กรัมตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคาสูงจนอยูในระดับที่ทําใหเกิดการ

ยับยั้งการการเติบโตและแสดงออกของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส (ผลจากงานวิจัยในบทที่ 3) 
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ภาพที่ 5-3 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที่ 0–13) และกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบ

เฟด-แบตช (ชั่วโมงที่ 13-37) เมื่อทําการควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-

แบตชภายใตสภาวะไมจํากัดกลูโคส (กลูโคส ≈ 10 กรัมตอลิตร) แตจํากัดออกซิเจน 

(DOT > 25 เปอรเซ็นต) (ระบบควบคุมแบบที่ 3) 
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ระบบควบคุมแบบที่ 4: (GNON; กลูโคสและออกซิเจนไมจํากัด) ในระยะเฟด-แบตชมีการ

ควบคุมความเขมขนของกลูโคสประมาณ 10 กรัมตอลิตร โดยเริ่มกระบวนการหมักแบบเฟด-

แบตชเมื่อความเขมขนของกลูโคสจากกระบวนการหมักแบบแบตชเหลือประมาณ 10 กรัมตอลิตร 

(ชั่วโมงที่ 13 ของการเพาะเลี้ยงแบบแบตช) โดยเติมอาหารที่มีกลูโคส 200 กรัมตอลิตร (ปริมาตรที่

เติมทั้งหมดประมาณ 2 ลิตร) โดยใชอัตราการเติมแบบเอ็กโพแนนเชียล (μset = 0.2 ตอชั่วโมง) 

และมีการควบคุมคาออกซิเจนละลายไมใหตํ่ากวา 25 เปอรเซ็นต โดยเพิ่มความเขมขนของ

ออกซิเจนในอากาศที่เติมเขาไปในถังหมัก (ภาพที่ 5-4) ซึ่งพบวาความหนาแนนของเซลล และ

กิจกรรมของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการหมัก ความเขมขนของ

กลูโคสสามารถควบคุมใหมีคาประมาณ 10-11 กรัมตอลิตร ตลอดเวลาในชวงการเพาะเลี้ยงแบบ

เฟด-แบตช และสามารถควบคุมคา DOT ใหมีคามากกวา 25 เปอรเซ็นตจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 

สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่นอยมาก โดยคาสูงสุดที่ตรวจพบมีคาประมาณ 0.60 กรัมตอ

ลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคาต่ํามากจนอยูในระดับที่ไมทําใหเกิดการยับยั้ง

การการเติบโตและแสดงออกของรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส (ผลจากงานวิจัยในบทที่ 3)  
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ภาพที่ 5-4 รูปแบบการเติบโตและการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดสของยีสต P. pastoris ใน

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบตช (ชั่วโมงที่ 0–13) และกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบ

เฟด-แบตช (ชั่วโมงที่ 13-37) เมื่อทําการควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-

แบตชภายใตสภาวะไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจน (กลูโคส ≈ 10 กรัมตอลิตร และ 

DOT > 25 เปอรเซ็นต) (ระบบควบคุมแบบที่ 4) 
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5.2 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการเติบโตและอัตราการ

เติบโตของเซลล 

 จากผลการทดลองพบวาความหนาแนนของเซลลจะสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการ

เพาะเลี้ยง โดยปจจัยหลักที่มีอิทธิพลตอการเพิ่มความหนาแนนของเซลล คือ ออกซิเจน ซึ่งการ

ควบคุมกระบวนการเพาะเลี้ยงในชวงเฟด-แบตช ในสภาวะไมจํากัดออกซิเจน จะใหความ

หนาแนนของเซลลสูงกวาในสภาวะจํากัดออกซิเจน ไมวาความเขมขนของกลูโคสจะจํากัดหรือไมก็

ตาม (ภาพที่ 5-5 และตารางที่ 5-2) แสดงใหเห็นวาสภาวะจํากัดออกซิเจนสงผลใหความหนาแนน

ของเซลลที่ไดลดลง นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาถึงอัตราการเติบโตจําเพาะพบวาสภาวะจํากัด

ออกซิเจนทําใหอัตราการเติบโตจําเพาะลดลง 35 เปอรเซ็นต และ 63 เปอรเซ็นต ในกรณีที่จํากัด

กลูโคส และไมจํากัดกลูโคส (ตารางที่ 5-3) ตามลําดับ โดยผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Kalina (1993) 

 

ตารางที่ 5-2 ความหนาแนนของเซลล ความเขมขนของเอทานอล และกิจกรรมของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสสูงสุดที่ไดจากแตละระบบควบคุม 

ระบบควบคุมแบบที่ เซลล เอทานอล เบตากลูโคสิเดส 

 (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (หนวยตอลิตร) 

1 (GLOL) 30.717 13.451 84.091 

2 (GLON) 79.017 0.484 424.138 

3 (GNOL) 33.192 14.711 74.394 

4 (GNON) 71.992 0.592 472.989 

 

ตารางที่ 5-3 คาพารามิเตอรจากการศึกษาการเติบโต และการผลิตรีคอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส

ที่ไดจากแตละระบบควบคุม 

ระบบควบคุมแบบที่ (μ) Yx/s Ye/s Yp/s qp Qp 

 ตอ ชม. ก./ก. ก./ก. หนวย/ก. หนวย/ก. ชม. หนวย/ล. ชม. 

1 (GLOL) 0.105 0.20 0.11 0.49 0.149 2.885 

2 (GLON) 0.163 0.58 2.21x10-3 2.59 0.275 20.248 

3 (GNOL) 0.063 0.24 0.29 0.54 0.095 2.885 

4 (GNON) 0.173 0.53 1.61x10-3 2.64 0.279 19.379 
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อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณาถึงสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคส พบวาการรักษาระดับ

ความเขมขนของกลูโคสประมาณ 10 กรัมตอลิตร ในกระบวนการที่ไมจํากัดกลูโคส ไมสามารถพบ

ความแตกตางอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการที่มีการจํากัดกลูโคส ไมวาจะ

ดําเนินการวิจัยภายใตสภาวะจํากัดหรือไมจํากัดออกซิเจน ซึ่งแสดงใหเห็นวาการควบคุมความ

เขมขนของกลูโคสประมาณ 10 กรัมตอลิตร ในระหวางกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช

ไมใชเหตุผลที่กอใหเกิดการสราง by-product ในรูปเอทานอลผานปรากฏการณ overflow 

metabolism ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองในบทที่ 4  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 5-5 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการเติบโตของเซลล

ในชวงการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช (ชั่วโมงที่ 13 จนสิ้นสุด สําหรับกระบวนการที่ไม

จํากัดกลูโคสและชั่วโมงที่ 19 จนสิ้นสุด สําหรับกระบวนการที่จํากัดกลูโคส) เมื่อ

สภาวะไมจํากัดกลูโคสจะควบคุมความเขมขนของกลูโคสประมาณ 10 กรัมตอลิตร 

และสภาวะไมจํากัดออกซิเจนจะควบคุมคา DOT ใหมากกวา 25 เปอรเซ็นต 

 

จากผลการทดลองที่ไดพบวาในระบบที่ออกซิเจนจํากัดจะเกิดการสะสมเอทานอลใน

ปริมาณที่มาก (ตารางที่ 5-2) ซึ่งทําใหผลไดของเซลลจากสับสเทรตลดลง (ตารางที่ 5-3) ทั้งนี้ ผลที่

ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Kalina (1993) 
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5.3 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการเปลี่ยนแปลงความ

เขมขนของกลูโคสและการใชกลูโคส 

 จากผลการทดลองพบวาในชวงแรกซึ่งเปนการเพาะเลี้ยงแบบแบตชความเขมขนของ

กลูโคสลดลงอยางตอเนื่องตามระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยง หลังจากนั้นเมื่อดําเนินการ

เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช โดยควบคุมสภาวะไมใหเกิดการจํากัดกลูโคส (ระบบควบคุมแบบที่ 1 

และ 2) และควบคุมสภาวะใหเกิดการจํากัดกลูโคส (ระบบควบคุมแบบที่ 3 และ 4) พบวาในระบบ

ที่ 2 และ 4 (ออกซิเจนไมจํากัด) จะสามารถรักษาระดับความเขมขนกลูโคสไดตามสภาวะควบคุม

ที่ดําเนินการไดเปนอยางดี อยางไรก็ตาม สําหรับระบบที่ 1 และ 3 (ออกซิเจนจํากัด) ความเขมขน

ของกลูโคสจะสูงกวาในสภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อสามารถใชกลูโคสใน

สภาวะจํากัดออกซิเจนไดชากวาสภาวะไมจํากัดออกซิเจน จนสงผลใหเกิดการสะสมกลูโคสมาก

ข้ึน ดังภาพที่ 5-6 และ 5-7 
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ภาพที่ 5-6 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการเปลี่ยนแปลงความ

เขมขนของกลูโคส 
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ภาพที่ 5-7 อิทธิพลของสภาวะจาํกัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอและการใชกลูโคส 
 

5.4 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการผลิตเอนไซม

เบตากลูโคสิเดส 

 จากการทดลอง พบวากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่ใช 

และจะเพิ่มสูงขึ้นในระยะที่มีการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช (ภาพที่ 5-8) โดยในระบบควบคุมที่มี

การจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 1 และ 3) จะใหคากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสต่ํามาก เมื่อ

เทียบกับผลที่ไดจากระบบควบคุมที่ไมจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 2 และ4) แสดงใหเห็นวาสภาวะ

จํากัดออกซิเจนสงผลใหการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการ

แสดงออกของ GAP promoter ลดลง โดยพบวาภายใตสภาวะจํากัดออกซิเจนจะใหกิจกรรมของ

เอนไซมเบตากลูโคสิเดสสูงสุดลดลง 80 เปอรเซ็นต และ 84 เปอรเซ็นต ในกรณีที่จํากัด และไม

จํากัดกลูโคส ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับผลการวิจัยของ Zigova และคณะ (1999) 

เมื่อพิจารณาถึงอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตออัตราการ

ผลิตเอนไซมเบตากลูโคสิเดส พบวาคาอัตราการสรางผลิตภัณฑที่หาไดจากระบบควบคุมแบบที่ 1 

2 3 และ 4 มีคาประมาณ 2.885 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง, 20.248 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง, 2.885 

หนวยตอลิตรตอชั่วโมง และ 19.379 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ ซึ่งในระบบที่จํากัด

ออกซิเจน (ระบบที่ 1 และ 3) จะมีคาต่ํากวาระบบที่ไมจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 2 และ 4) 

ประมาณ 7 เทา (ภาพที่ 5-8) 
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ภาพท่ี 5-8 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอกิจกรรมของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดส 
 

5.5 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการสราง by-product ใน

รูปเอทานอล 

จากผลการทดลองที่ไดจากระบบควบคุมที่ไมจํากัดออกซิเจน คือ ระบบควบคุมแบบที่ 2 

(จํากัดกลูโคส แตไมจํากัดออกซิเจน) และระบบควบคุมแบบที่ 4 (ไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจน) 

พบวาการควบคุมความเขมขนของกลูโคสในชวงการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตชที่ประมาณ 10 กรัม

ตอลิตร ในระบบควบคุมแบบที่ 4 ไมสงผลใหเกิด by-product ในรูปเอทานอลผานวิถี overflow 

metabolism (Enfors and Haggstrom, 2000) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบความเขมขนสูงสุดของเอทา-

นอลที่ตรวจพบระหวางระบบควบคุมแบบที่ 2 และ 4 พบวามีคาใกลเคียงกันประมาณ 0.59 และ 

0.48 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งผลที่ไดตางจากการทดลองในบทที่ 3 ซึ่งทําการทดลองในฟลาสก

เขยาโดยใชอาหาร BMGluY ที่มีความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 10 กรัมตอลิตร ที่สามารถพบวามี

เอทานอลเพิ่มข้ึนประมาณ 3 กรัมตอลิตร อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณาถึงคา DOT พบวาในระบบ

ควบคุมแบบที่ 2 และ 4 มีการควบคุมใหคา DOT สูงกวา 25 เปอรเซ็นต ในขณะที่การเลี้ยงเชื้อใน 

ฟลาสกเขยาไมมีการตรวจวัดคา DOT ซึ่งอาจจะอยูในสภาวะจํากัดออกซิเจนก็เปนไปได  
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ภาพที่ 5-9 อิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการสราง by-product ใน

รูปเอทานอล 
 

เมื่อพิจารณาผลการทดลองที่ไดจากระบบควบคุมจํากัดออกซิเจน คือ ระบบควบคุมแบบ

ที่ 1 (จํากัดกลูโคส แตจํากัดออกซิเจน) และ 3 (ไมจํากัดกลูโคส แตจํากัดออกซิเจน) พบวาเกิดการ

ผลิตเอทานอลในปริมาณที่สูงมาก โดยมีคาประมาณ 13.45 และ 13.97 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

(ภาพที่ 5-9) ซึ่งแสดงใหเห็นวาสภาวะจํากัดออกซิเจนเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการเกิด by-

product ในรูปเอทานอล ซึ่งมีผลเสียตอการเติบโตและการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย 

P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกโดย GAP promoter  

 
5.4 สรุปผลการทดลอง 

จากการทําการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของกลูโคสตอการเติบโตและการแสดงออก

ของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออกของ GAP 

promoter โดยทําการควบคุมแบบที่ 1 จํากัดกลูโคส, จํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรี-

คอมบิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการทดลอง การใชกลูโคสและ DOT 

ลดลงตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่มาก คือ มีคาประมาณ 

13.45 กรัมตอลิตร  
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การควบคุมแบบที่ 2 จํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรีคอม-

บิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการเพาะเลี้ยง การใชกลูโคสและ DOT ลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่นอย คือ มีคาประมาณ 0.484 กรัม

ตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคานอยมากและไมทําใหเกิดผลเสียตอ

กระบวนการ  

การควบคุมแบบที่ 3 ไมจํากัดกลูโคส, จํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรีคอม-

บิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการทดลอง การใชกลูโคสและ DOT ลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่มาก คือ มีคาประมาณ 13.97 กรัม

ตอลิตร ทั้งนี้ ความเขมขนของเอทานอลที่ตรวจพบมีคามากและทําใหเกิดผลเสียตอกระบวนการ  

 การควบคุมแบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน พบวาการเติบโต การผลิตรีคอม-

บิแนนทเบตากลูโคสิเดส สูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการทดลอง การใชกลูโคสและ DOT ลดลง

ตามระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน สําหรับเอทานอลตรวจพบในปริมาณที่นอย คือ มีคาประมาณ 0.591 กรัม

ตอลิตร 

 จากการศึกษาอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการเติบโต

และอัตราการเติบโตของเซลล พบวาความหนาแนนของเซลลจะสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ใชในการ

เพาะเลี้ยง โดยปจจัยหลักที่มีอิทธิพลตอการเพิ่มความหนาแนนของเซลล คือ ออกซิเจน ซึ่งการ

ควบคุมกระบวนการเพาะเลี้ยงในชวงเฟด-แบตช ในสภาวะไมจํากัดออกซิเจน จะใหความ

หนาแนนของเซลลสูงกวาในสภาวะจํากัดออกซิเจน ไมวาความเขมขนของกลูโคสจะจํากัดหรือไมก็

ตาม ทั้งนี้ เมื่อพิจารณาถึงการสราง by-product ในรูปเอทานอล พบวามีการสรางเอทานอล

ปริมาณมากในสภาวะที่จํากัดออกซิเจน สงผลใหความหนาแนนของเซลลที่ไดลดลง เนื่องจาก

กลูโคสบางสวนถูกใชในการสรางเอทานอล ผลที่ตามมา คือ ทําใหผลไดของเซลล  และสารชีว

โมเลกุล ไดแก รีคอมบิแนนทโปรตีนรวมถึงปริมาณพลังงานที่ไดลดลง นอกจากนี้เอทานอลยังมีผล

ยับยั้งกิจกรรมตางๆ ภายในเซลล ซึ่งเมื่อพิจารณาถึงอัตราการเติบโตจําเพาะพบวาสภาวะจํากัด

ออกซิเจนทําใหอัตราการเติบโตจําเพาะลดลง 35 เปอรเซ็นต และ 63 เปอรเซ็นต ในกรณีที่จํากัด 

และไมจํากัดกลูโคส ตามลําดับ โดยผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Zigova และคณะ (1999) 

และ Kalina (1993) 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการ

เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกลูโคสและการใชกลูโคส พบวาในระบบที่ 2 และ 4 (ออกซิเจนไม

จํากัด) จะสามารถรักษาระดับความเขมขนกลูโคสไดตามสภาวะควบคุมที่ดําเนินการไดเปนอยางด ี
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อยางไรก็ตาม สําหรับระบบที่ 1 และ 3 (ออกซิเจนจํากัด) ความเขมขนของกลูโคสจะสูงกวาใน

สภาวะที่ไมจํากัดออกซิเจน ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อสามารถใชกลูโคสในสภาวะจํากัดออกซิเจนไดชา

กวาสภาวะไมจํากัดออกซิเจน จนสงผลใหเกิดการสะสมกลูโคสมากขึ้น  

เมื่อทําการศึกษาอิทธิพลของสภาวะจํากัดและไมจํากัดกลูโคสและออกซิเจนตอการผลิต

เอนไซมเบตากลูโคสิเดส พบวากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาที่ใช 

และจะเพิ่มสูงขึ้นในระยะที่มีการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช โดยในระบบควบคุมที่มีการจํากัด

ออกซิเจน (ระบบที่ 1 และ 3) จะใหคากิจกรรมของเอนไซมเบตากลูโคสิเดสต่ํามาก เมื่อเทียบกับ

ผลที่ไดจากระบบควบคุมที่ไมจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 2 และ4) แสดงใหเห็นวาสภาวะจํากัด

ออกซิเจนสงผลใหการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนโดย P. pastoris ภายใตการควบคุมการแสดงออก

ของ GAP promoter ลดลง โดยพบวาภายใตสภาวะจํากัดออกซิเจนจะใหกิจกรรมของเอนไซม

เบตากลูโคสิเดสสูงสุดลดลง 80 เปอรเซ็นต และ 84 เปอรเซ็นต ในกรณีที่จํากัด และไมจํากัด

กลูโคส ตามลําดับ เมื่อพิจารณาถึงคาอัตราการสรางผลิตภัณฑที่หาไดจากระบบควบคุมแบบที่ 1 

2 3 และ 4 มีคาประมาณ 2.885 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง, 20.248 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง, 2.885 

หนวยตอลิตรตอชั่วโมง และ 19.379 หนวยตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ ซึ่งในระบบที่จํากัด

ออกซิเจน (ระบบที่ 1 และ 3) จะมีคาต่ํากวาระบบที่ไมจํากัดออกซิเจน (ระบบที่ 2 และ 4) 

ประมาณ 7 เทา  

เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอล การควบคุมแบบที่ 1 จํากัดกลูโคส, จํากัด

ออกซิเจนและการควบคุมแบบที่ 3 ไมจํากัดกลูโคส, จํากัดออกซิเจน พบวาสภาวะจํากัดออกซิเจน

สงเสริมการผลิตเอทานอล โดยความเขมขนของเอทานอลที่วัดไดมีคาประมาณ 13.45 และ 13.97 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ  เมื่อพิจารณาถึงคา DOT พบวามีคาประมาณ 0 เปอรเซ็นต ซึ่งแสดงวา

เกิดสภาวะจํากัดออกซิเจน ดังนั้นเอทานอลที่เกิดขึ้นจึงเกิดผานวิถีการหมัก สวนการควบคุมแบบที่ 

2 จํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจนและการควบคุมแบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน 

เมื่อทําการวิเคราะหความเขมขนของเอทานอล พบวาความเขมขนของเอทานอลนอยมาก โดยมี

คาประมาณ 0.591 และ 0.484 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  ซึ่งแสดงใหเห็นวาในสภาวะไมจํากัด

ออกซิเจนยีสต P. pastoris จะมีการใชกลูโคสผานวิถีการหายใจเปนหลัก (Enfors and 

Haggstrom, 2000) 

 จากผลการทดลองตอนที่ 3 สามารถสรุปไดวาสภาวะจํากัดออกซิเจนเปนสาเหตุหลักใน

การเกิด by-product ในรูปเอทานอลของระบบการเพาะเลี้ยง P. pastoris โดยใชกลูโคสเปนสับ 

สเทรต การออกแบบกระบวนการควบคุมการเกิด overflow metabolism สามารถลด by-product 
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ในรูปของเอทานอล และสามารถเพิ่มการเติบโต การผลิต ผลไดของเซลล  รวมถึงผลไดของ

ผลิตภัณฑ ซึ่งพบวาระบบที่เหมาะสมที่สุด คือ ระบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน 

อยางไรก็ตาม ระบบที่ 4 ไมจํากัดกลูโคส, ไมจํากัดออกซิเจน จะควบคุมไดยากภายใตสภาวะที่

ความหนาแนนของเซลลสูง ดังนั้น ผูวิจัยจึงแนะนําระบบที่ 2 คือ กลูโคสจํากัดและออกซิเจนไม

จํากัด สําหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีนใน P. pastoris ที่ใชโปรโมเตอร GAP เปนตัว

ควบคุมแบบตอเนื่องตลอดเวลา  
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Abstract 
Constitutive protein expression in Pichia pastoris using the GAP promoter is an 
effective alternative to the inducible AOX1 promoter. GAP promoter is a strong 
constitutive promoter that shows higher expression when the cells are grown on 
glucose than glycerol or methanol. When P. pastoris are grown on glycerol, the non-
fermentable sugar, small amount of ethanol can be detected. Ethanol has been 
reported to repress the AOX1 promoter resulting in lower expression level of 
recombinant protein. However, no literature has reported on the production of ethanol 
by-product when P. pastoris are grown on glucose or the effect of ethanol on the 
expression of GAP promoter. This present work, the effect of ethanol on growth and 
expression of GAP promoter were investigated in shake flask experiments using β-
glucosidase as a model protein. The results showed that the increase of ethanol 
concentration decreased both final cell and β-glucosidase concentration. Furthermore, 
the volumetric glucose consumption rate, specific growth rate, volumetric growth rate 
and volumetric production rate were also decreased when ethanol concentration 
increases. During the cultivation, the ethanol concentration was relatively constant at 
the beginning of the process and then increased in same level of about 3 g/L in all 
experiments. The ethanol concentration was highest at the point that glucose is 
depleted. Then, the ethanol concentration continuously decreased. These results 
indicated that ethanol inhibiting the growth of the cell and also the expression of the 
GAP promoter.  
 

 
Keywords: Pichia pastoris, ethanol inhibition, ethanol repression, overflow 
metabolism, GAP promoter 
 

 

 

 

 



- 72 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

การเสนอผลงานแบบโปสเตอรในงานประชุมวิชาการ 

การประชุมนกัวิจัยรุนใหม พบ เมธีวิจัยอาวุโส สกว. คร้ังท่ี 7 

วันท่ี 15-17 ตลุาคม 2552  

โรงแรมฮอลิเดอินน รีสอรท รีเจนท บีช ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 73 - 
 

Analysis and Control of Ethanol By-Product Formation  
in Constitutive expression of Pichia pastoris Fed-Batch Process 

 
Charoenrat, T.1*, Pramal, N.1, Ruanglek, V.2, Ketudat-Cairns, M.3 

 
1Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology,  

Thammasat University (Rangsit center), Pathumthani, 12120, Thailand  
2Fermentation and Biochemical Engineering Laboratory, National Center for  

Genetic Engineering for Biotechnology (BIOTEC), Pathumthani, 12120, Thailand 
3School of Biotechnology, Institute of Agricultural Technology, Suranaree University of Technology,  

Nakhon Ratchasima, 30000, Thailand 
 

Abstract 
Constitutive expression of Pichia pastoris using the GAP promoter to avoid the use of 
methanol is an effective alternative to the inducible AOX1 promoter.  GAP promoter 
shows higher expression level when the cells are grown on glucose.  However, yeast 
often produce ethanol by-product when grown on glucose.  But, the production of 
ethanol by-product when P. pastoris are grown on glucose or the effect of ethanol on the 
expression of GAP promoter has yet been reported.  In this work, first, the effect of 
ethanol on the growth and expression of GAP promoter were investigated using β-
glucosidase as a reporter protein.  The present of ethanol in culture medium decreased 
the cell concentration, specific growth rate (μ) and β-glucosidase activity.  These results 
indicated that ethanol inhibit the cell growth and also the expression of the GAP 
promoter.  Then, the influence of initial glucose concentration was studied under oxygen 
non-limit condition (DOT > 25 %).  The optimum initial glucose concentration of 20 g/L 
provides μ = 0.20 h-1 and lag time of 3.99 h. The increase of initial glucose concentration 
to 60 and 80 g/L resulted in the accumulation of ethanol, which decrease μ and increased 
the lag time.  These results indicated that ethanol was produced via overflow 
metabolism.  Finally, 4 fed-batch systems were designed base on the effect of glucose 
concentration and DOT to find the optimum fed-batch control (system I: glucose and 
oxygen limit, system II: glucose limit and oxygen non-limit (DOT > 25%), system III: 
glucose non-limit ([glu] ≈ 10 g/L) and oxygen limit), and system IV: glucose and oxygen 
non-limit).  The results showed that the oxygen limitation had a major drawback effect 
to both cell growth and expression of the GAP promoter.  More ethanol by product was 
accumulated under the oxygen limited condition (13.5-14.0 g/L) compare to the oxygen 
non-limited condition (0.6 g/L).  The higher ethanol concentration results in the decrease 
of μ about 35 and 63% when compared system I with system II and system III with 
system IV, respectively.  Furthermore, about 7 times higher specific production rate was 
observed under oxygen limitation compared with oxygen non-limit condition.  The best 
results were obtained when system IV was used, however, the system IV is very difficult 
to control under high cell density culture.  Therefore, we recommended system II of 
glucose limit and oxygen non-limit for the constitutive expression process of P. pastoris 
using glucose as substrate. 

 
Keywords: Pichia pastoris, ethanol inhibition, ethanol repression, overflow 
metabolism, GAP promoter  
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Abstract  
Constitutive GAP expression system is an alternative promoter in Pichia pastoris 
which is as effective to the inducible AOX1 promoter. The GAP expression is a 
strong constitutive promoter that shows higher expression when cells are grown on 
cheap carbon source like glucose than glycerol or methanol. When P. pastoris are 
grown on glycerol, the non-fermentable sugar, small amount of ethanol can be 
detected. Ethanol has been reported to repress the AOX1 promoter resulting in lower 
expression level of recombinant protein. However, no literature has reported on the 
production of ethanol by-product when P. pastoris are grown on glucose or the effect 
of ethanol on the expression of GAP promoter. This work presents the effect of 
ethanol on growth and expression of GAP promoter, investigated in shake flask 
experiments using β-glucosidase (β-glu) as a model protein. The results show that the 
increasing ethanol concentration could decrease both final cell and β-glu production. 
Furthermore, specific growth rate and the three volumetric rates namely glucose 
consumption, growth rate and β-glu production were also decreased with the ethanol 
concentrations. During the cultivation, the added ethanol concentrations were 
relatively constant at the beginning of the process and then after 12 hours or at the 
beginning of exponential phase they increased in same level of about 3 g/L along with 
β-glu expression in all experiments. The ethanol concentration was highest at the 
point that glucose was depleted and it continuously decreased afterwards. These 
results strongly indicate that ethanol could inhibit both cell growth and β-glu 
expression of the GAP promoter in Pichia pastoris.  
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