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บทคัดย่อ 
ระบบการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนต์ในยีสต์ เช่น Saccharomyces cerevisiae และ Pichia 

pastoris เป็นระบบที่มีประสิทธิภาพสูง อย่างไรก็ตาม หากมีการน าระบบดังกล่าวมาใช้ในการผลิตโปรตีนรีคอม-
บิแนนต์ในระดับอุตสาหกรรมภายในประเทศไทยจะมีค่าใช้จ่ายที่สูงมาก เนื่องจากต้องขอรับสิทธิจากต่างประเทศ 
(license) ดังนั้นการพัฒนายีสต์ Ogataea thermomethanolica ซึ่งเป็นสายพันธุ์ใหม่ที่แยกได้เองภายในประเทศ
มาประยุกต์เป็นเซลล์เจ้าบ้านเพื่อผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ  ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้ศึกษา
อิทธิพลของพีเอชที่มีผลต่อการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตสในการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์และศึกษาการผลิต
เอนไซม์ไฟเตสด้วยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์เพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเซลล์และความเข้มข้นของ
เอนไซม์ไฟเตส ผลการศึกษาพบว่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตส คือ พีเอช  6.0 
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เนื่องจากให้ค่าความเข้มข้นของเซลล์และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสสูงสุดเท่ากับ 14.00±0.21 กรัมต่อลิตร และ 
7.83±0.04 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ส าหรับการผลิตเอนไซม์ไฟเตสด้วยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์
อาศัยการเติมสับสเทรตด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียล ตามด้วยการเติมด้วยอัตราคงที่เพื่อรักษาระดับของค่าออกซิเจน
ละลายให้สูงกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในระหว่างการเพาะเลี้ยงไม่พบการสร้างผลิตภัณฑ์รองในรูปของเอทานอลและ
กรดอะซิติก โดยพบว่าสามารถเพิ่มความเข้มข้นเซลล์และผลผลิตเอนไซม์ไฟเตสเป็น 96.24±2.37กรัมต่อลิตร และ 
98.61±1.67 หน่วยต่อมิลลิลิตร และให้อัตราการผลิตเอนไซม์ไฟเตสเชิงปริมาตรสูงถึง 2701.63±45.72 หน่วยต่อ
ลิตร.ช่ัวโมง ซึ่งเพ่ิมขึ้นประมาณ 3.5 เท่า เมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ จากผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าระบบการ
แสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนต์ในยีสต์ O. thermomethanolica เป็นระบบที่มีศักยภาพในการพัฒนาต่อไป 
 

ค าส าคัญ : Ogataea thermomethanolica; เอนไซม์ไฟเตส; พีเอชที่เหมาะสม; การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 
 

Abstract 
Saccharomyces cerevisiae and Pichia pastorisas are known as a well-established and 

commercially available host for heterologous protein expression systems in yeast. However, high 

license fees discourage the use of these expression systems for recombinant protein production 

in Thailand. Therefore, developing a new yeast strain, Ogataea thermomethanolica isolated in 

Thailand with the suitable properties as a recombinant host would be an alternative solution 

especially for domestic recombinant protein production. In this study, the impact of pH on 

growth and recombinant phytase production was investigated in batch cultivation. In addition, 

fed-batch fermentation was applied to increase cell density as well as phytase concentration. 

The results showed that pH 6.0 was the optimal pH for both growth and phytase production, 

since it provided the highest cell concentration and phytase activity of 14.00±0.21 g/L and 

7.83±0.04 U/mL, respectively. In fed-batch fermentation, the substrate was initially fed using 

exponential feed rate and followed by constant feed rate to maintain dissolved oxygen tension 

(DOT) above 20 % air saturation. The undesired by-products such as ethanol and acetic acid were 

undetectable during the fermentation period. With this feeding strategy, cell concentration and 

phytase activity were improved to 96.24±2.37 g/L and98.61±1.67 U/mL, respectively. The 

volumetric productivity was increased to 2701.63±45.72 U/L.h which was about 3.5 times higher 

than batch cultivation. This study has revealed the potential of developing O. 

thermomethanolica expression system as an alternative system for recombinant protein 

production. 
 

Keywords: Ogataea thermomethanolica; phytase; optimum pH; fed-batch fermentation 
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1. บทน า 

ปัจจุบันงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับเทคโนโลยีการ
ผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์และการพัฒนากระบวนการ
ผลิตได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก เนื่องจากความ
ต้องการในการใช้โปรตีนเพิ่มสูงขึ้นทั้งในแง่ของปริมาณ
และชนิดของโปรตีน ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า 
ระบบการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนต์ในยีสต์ 
เช่น Saccharomyces cerevisiae และ Pichia 
pastoris เป็นระบบที่มีประสิทธิภาพสูง และสามารถ
ด าเนินการได้ง่าย [1,2] อย่างไรก็ตาม ยีสต์สายพันธุ์
ดังกล่าวอาจไม่เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้จริงใน
ระดับอุตสาหกรรมภายในประเทศ เนื่องจากการน า
ยีสต์สายพันธุ์การค้าดังกล่าวมาใช้ในการผลิตโปรตีน   
รีคอมบิแนนต์จะต้องเสียค่าใช้จ่ายที่สูงมากในการรับ
สิทธิจากต่างประเทศ (license) ดังนั้น การพัฒนายีสต์
สายพันธ์ุใหมท่ี่แยกได้ภายในประเทศ และน ามาใช้เป็น
เซลล์เจ้าบ้านเพื่อผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์จึงเป็น
ทางเลือกในการแก้ปัญหาข้างต้น 

งานวิ จั ยที่ ผ่ านมา  พบว่ ายี สต์  Ogataea 
thermomethanolica มีศักยภาพในการน ามาใช้เป็น
เซลล์เจ้าบ้านส าหรับการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์ 
กล่าวคือ สามารถผลิตเอนไซม์ไฟเตสลูกผสมในระดับ 
ฟลาสก์ด้วยโปรโมเตอร์ OthGAP ซึ่งเป็นโปรโมเตอร์ที่
มีการแสดงออกตลอดเวลา [3] ทั้งนี้เนื่องจากระบบ
การแสดงออกของยีนโดยยีสต์ O. thermomethano-
lica เป็นระบบที่เริ่มมีการพัฒนาเมื่อ ค.ศ. 2012 [4] 
ดังนั้นข้อมูลที่เกี่ยวข้องในปัจจุบันจึงมีอยู่อย่างจ ากัด 
ประกอบกับยีสต์ O. thermomethanolica มี
ลักษณะทางสรีระวิทยาใกล้เคียงกับยีสต์ P. pastoris 
การอ้างอิงวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องในงานวิจัยนี้บางส่วน
จึงอ้างจากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน
โดยยีสต์ P. pastoris โดยการแสดงออกของยีนภายใต้
การควบคุมของโปรโมเตอร์ของยีน GAP ในยีสต์ P. 

pastoris จะเกิดขึ้นตั้งแต่เริ่มกระบวนการเพาะเลี้ยง 
และสามารถแสดงออกในระดับสูง [5] นอกจากนี้ การ
ควบคุมกระบวนการเพาะเลี้ยงเมื่อใช้โปรโมเตอร์ของ
ยีน GAP ท าได้ง่ายเนื่องจากแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการ
เติบโตและการผลิตส่วนใหญ่ใช้แหล่งคาร์บอนชนิด
เดียว รวมถึงระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงจะสั้นกว่า
ระบบท่ีมีการเหนี่ยวน าประมาณ 2.7 เท่า [6] 

พีเอชเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีอิทธิพลต่อการเติบโต 
และการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์ทั้งในด้านอัตราการ
ผลิต คุณภาพ และกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
ตัวอย่าง เช่น ยีสต์ P. pastoris สามารถเติบโตได้
ในช่วงพีเอช 3-7 โดยการเพาะเลี้ยงในช่วงดังกล่าวท า
ให้อัตราการเติบโตต่างกันเล็กน้อย [7] นอกจากนี้ การ
เปลี่ยนพีเอชจากพีเอชที่เหมาะสมต่อการเติบโตใน
ระยะการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเซลล์
เป็นพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนเป้าหมายใน
ระยะการผลิต เป็น เทคนิคที่ นิยมใ ช้ เพื่ อควบคุม
กระบวนการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์ [7-9] โดย 
Jahic และคณะ (2003) รายงานว่าการเปลี่ยนพีเอช
จากพีเอช 5.0 เป็นพีเอช 4.0 ท าให้การผลิตและความ
เสถียรของฟิวชันโปรตีน CBM-CALB (cellulose-
binding module Candida antarctica lipase B) 
เพิ่มขึ้น 90 เปอร์เซ็นต์ [10] ในขณะที่การเปลี่ยนพีเอช 
6.0 เป็นพีเอช 5.0 ในระยะการผลิตส่งผลให้ความ
เสถียรของเอนไซม์เอนโดกลูแคเนสที่ได้จากยีสต์รีคอม
บิแนนต์ P. pastoris KM71 มีค่าสูงขึ้น [11] 

โดยงานวิจัยนี้เลือกใช้ยีนที่ผลิตเอนไซม์ไฟเตส
เป็นยีนต้นแบบ เอนไซม์ดังกล่าวท าหน้าที่ในการเร่ง
ปฏิกิริยาการสลายพันธะฟอสโฟโมโนเอสเตอร์ของกรด
ไฟติก (phytic acid) และปลดปล่อยหมู่ฟอสเฟต    
อนินทรีย์รวมถึงไอออนของโลหะต่าง ๆ ที่ยึดจับอยู่กับ
กรดไฟติกออกมา [12] จากสมบัติของเอนไซม์ไฟเตสที่
สามารถย่อยสับสเทรตในรูปกรดไฟติกได้เป็นอย่างดี 
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และกรดไฟติกเป็นองค์ประกอบที่พบในธัญพืชต่าง ๆ 
ดั งนั้นจึ งมีการน า เอนไซม์ ไฟเตสมาประยุกต์ ใน
อุตสาหกรรมอาหารสตัว์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งอาหารสัตว์
ปีกและสุกร เนื่องจากสัตว์เหล่านี้ไม่มีเอนไซม์ไฟเตส
เพื่อใช้ในการย่อยกรดไฟติกให้ได้ฟอสเฟตอิสระ ท าให้
ไม่สามารถดูดซึมฟอสเฟตเหล่านี้ไปใช้ประโยชน์ และ
ยังช่วยลดต้นทุนการผลิตโดยเป็นการลดการเติมธาตุ
อาหารกลุ่มฟอสเฟตในอาหาร [13] 

ข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่ายีสต์ O. thermo-
methanolica มีศักยภาพในการน ามาใช้เป็นเซลล์เจ้า
เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน อย่างไรก็ตาม ปัจจุบัน
ยังขาดองค์ความรู้ที่เกี่ยวข้องกับการผลิตโปรตีนรีคอม-
บิแนนต์โดยยีสต์สายพันธุ์นี้ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
รวมถึงการผลิตในระดับฟลาสก์มีข้อจ ากัดหลาย
ประการประกอบกับการให้ผลผลิตในระดับต่ า ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาปัจจัยพื้นฐานที่เกี่ยวข้องกับ
การเติบโตและการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์ในการ
เพาะเลี้ยงแบบแบทช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ และพัฒนา
กระบวนการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์ด้วยระบบการ
เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 
 

2. วัสดุและวิธีการทดลอง 
2.1 สายพันธุ์จุลินทรีย์ 

สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ ใช้ในงานวิจัยนี้  คือ 
ยีสต์รีคอมบิแนนต์ Ogataea thermomethanolica 
ที่มีการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์ไฟ
เตสจากรา Aspergillus niger BCC18081 [14] โดย
การแสดงออกของยีนนี้อยู่ภายใต้การควบคุมการ
แสดงออกของโปรโมเตอร์ OthGAP [3] 

2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
อาหารส าหรับเตรียมกล้าเช้ือขั้นที่ 1 คือ 

อาหารสูตร YPD ซึ่งใน 1 ลิตรประกอบด้วยยีสต์สกัด 
10 กรัม เปปโตน 20 กรัม และกลูโคส 20 กรัม 

อาหารส าหรับเตรียมกล้าเช้ือขั้นที่ 2 และ 
อาหารส าหรับการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ คือ 
อาหารสังเคราะห์สูตร Syn6 [15] ซึ่งใน 1 ลิตร
ประกอบด้วยกลูโคส 20 กรัม NH4H2PO4 13.3 กรัม 

KCl 3.3 กรัม MgSO47H2O 3 กรัม และ NaCl 0.33 
กรัม พร้อมเติมธาตุอาหารรอง 5 มิลลิลิตรต่อลิตร 

ธาตุอาหารรอง ใน 1 ลิตรประกอบด้วย 
CaCl2 264.84 กรัม Fe(NH4)3(C6H5O7)2 16.54 กรัม 

CuSO45H2O 1.1กรัม ZnSO47H2O 4 กรัม 

MnSO4H2O 4.52 กรัม EDTA (Titriplex III) 13.3 
กรัม D-biotin 0.08 กรัม thiamin-hydrochloride 

26.7 กรัม NiSO46H2O 0.13 กรัม CoCl26H2O 
0.13 กรัม H3BO3 0.13 กรัม KI 0.13 กรัม และ 

Na2MoO42H2O 0.13 กรัม 
อาหารส าหรับเติมในกระบวนการเพาะ 

เลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ใน 1 ลิตร ประกอบด้วยกลูโคส 
500 กรัม NH4H2PO4 40 กรัม KCl 10 กรัม 

MgSO47H2O 9 กรัม และ NaCl 1 กรัม พร้อมเติม
ธาตุอาหารรอง 15 มิลลิลิตรต่อลิตร 

2.3 การเตรียมกล้าเชื้อ 
การเตรียมกล้าเชื้อแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน 

คือ 
2.3.1 การเตรียมกล้าเช้ือขั้นที่ 1 : น าสาร

แขวนลอยเช้ือท่ีเก็บในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมลงในฟลาสก์ขนาด 
125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว YPD ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
16 ช่ัวโมง 

2.3.2 การเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่ 2 : ถ่ายกล้า
เชื้อขั้นที่ 1 ปริมาตรประมาณ 4 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารส าหรับเตรียมกล้าเช้ือ
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ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ
เดียวกับการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่ 1 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.4 การเพาะเลี้ยงยีสต์ O. thermometha-
nolica ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยกระบวนการเพาะ 
เลี้ยงแบบแบทช์ 

การเพาะเลี้ยงยีสต์ O. thermometha-
nolica ด าเนินการในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 20 ลิตร 
(BiostatC plus, Sartorius Stedim Biotech, 
Germany) โดยประกอบถังปฏิกรณ์ชีวภาพและเทียบ
ค่าอิเล็กโทรดต่าง ๆ ตรวจสอบระบบการท างานของ
เครื่องและระบบควบคุม จากนั้นจึงเติมอาหาร Syn6 
ปริมาตร 3.8 ลิตร ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แล้วท าให้
ปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที ซึ่งถังปฏิกรณ์
ชีวภาพรุ่นนี้มีระบบการท าให้ปลอดเช้ือในตัว (in situ 
sterile) เมื่ออุณหภูมิลดลงจึงเติมธาตุอาหารรอง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรต่อลิตร ตั้งค่าสภาวะควบคุม   
ต่าง ๆ คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, อัตราการกวน 
1000 รอบต่อนาที, อัตราการการให้อากาศ 1 ลิตรต่อ
ลิตร.นาที (vvm) และแปรผันค่าพีเอชในช่วงที่ต้องการ
ศึกษา 

2.5 การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการ
เติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตสโดยการเพาะเลี้ยง
แบบแบทช์ 

การศึกษาอิทธิพลของพีเอชในกระบวนการ
เพาะเลี้ยงแบบแบทช์ท าโดยแปรผันค่าพีเอชควบคุมใน
ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 4.0, 5.0, 6.0, 
6.5 และ 7.0 โดยใช้สารละลายแอมโมเนีย 25 
เปอร์เซ็นต์ เป็นด่างในการควบคุมพีเอช และเมื่อได้   
พีเอชที่เหมาะสมแล้วจึงทดลองซ้ าโดยใช้สารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1   โมลาร์ เป็น
ด่างแทนการใช้สารละลายแอมโมเนียเพื่อยืนยันว่าผล
การทดลองที่ได้เกิดจากอิทธิพลของพีเอชไม่ใช่อิทธิพล

ของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกันใน
แต่ละพีเอช 

 2.6 การผลิตเอนไซม์ไฟเตสด้วยกระบวน 
การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 

งานวิ จั ย ในส่ วนนี้ เพาะ เลี้ ย งยี สต์  O. 
thermomethanolica โดยใช้กระบวนการแบบเฟด-
แบทช์เพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเซลล์ และเพิ่มความ
เข้มข้นของเอนไซม์ไฟเตสรวมถึงควบคุมไม่ให้เกิดการ
จ ากัดออกซิเจน และ/หรือ เกิดการสะสมกลูโคสจนเกิด
การสร้างผลิตภัณฑ์รองในระหว่างกระบวนการผลิต ซึ่ง
การเติมสับสเทรตในระยะเฟด-แบทช์อาศัยรูปแบบการ
เติมทั้งหมด 2 รูปแบบ คือ การเติมด้วยอัตราเอ็กซ์
โพเนนเซียล (exponential feed) และการเติมด้วย
อัตราคงที่ (constant feed) 

เมื่อสับสเทรตในระยะแบทช์ถูกใช้จนหมด 
(ค่าออกซิเจนละลายเพิ่มสูงขึ้นอย่างรวดเร็ว) จึงเข้าสู่
ระยะเฟด-แบทช์โดยในระยะแรกใช้การเติมอาหารด้วย
อัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลซึ่งจะท าให้เซลล์มีการเติบโต
ด้วยอัตราเอกซ์โพเนนเชียล ทั้งนี้ สามารถค านวณอัตรา
การเติมสับสเทรตได้โดยอาศัยสมการที่ 1 

  ( )    
       

  

   ⁄   
    (1) 

เมื่อ F(t) คือ อัตราการเติมอาหารที่เวลา t ใด ๆ (ลิตร
ต่อช่ัวโมง) 

µ คือ อัตราการเติบโตจ าเพาะ มีค่าเท่ากับ 0.43 
ต่อช่ัวโมง 

X0 คือ ความเข้มข้นของเซลล์ก่อนการเติม (13 
กรัมต่อลิตร) 

V0 คือ ปริมาตรของน้ าหมักก่อนการเติม (4 ลิตร) 
Yx/s คือ ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต (0.64 กรัม

เซลล์ต่อกรัมสับสเทรต) 
Si คือ ความเข้มข้นของกลูโคสในสารละลายที่ใช้

เติม (500 กรัมต่อลิตร) 
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ระหว่างการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ที่มี
การเติมอาหารด้วยอัตราเอกซ์โพเนนเชียลค่าออกซิเจน
จะลดลงอย่างต่อเนื่อง ซึ่งหากยังคงด าเนินการเพาะ 
เลี้ยงโดยการเติมอาหารด้วยอัตราเอกซ์โพเนนเชียล
ต่อไปจะท าให้เกิดสภาวะจ ากัดออกซิเจนได้ ดังนั้นเมื่อ
ค่ าออกซิ เจนละลายลดลงจนมีค่ าประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต์ จึงเปลี่ยนรูปแบบการเติมอาหารเป็นการ
เติมด้วยอัตราคงที่เพื่อรักษาระดับค่าออกซิเจนละลาย
ให้มีค่าประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ จนสิ้นสุดกระบวนการ 
โดยอัตราการเติมอาหารส าหรับการเพาะเลี้ยงแบบ
เฟด-แบทช์ด้วยอัตราการเติมคงที่มีค่าประมาณ 73.93 
มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง 

2.7 วิธีวิเคราะห ์
2.7.1 การวิเคราะห์การเจริญของเซลล์และ

ความเข้มข้นของเซลล์แห้ง 
การเจริญของเซลล์ยีสต์รีคอมบิแนนต์

หาโดยการน าตัวอย่างน้ าหมักที่ผ่านการเจือจางมาวัด
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ความเข้มข้นของเซลล์
ยีสต์รีคอมบิแนนต์วิเคราะห์ในรูปน้ าหนักเซลล์แห้งหา
โดยชั่งน้ าหนักแห้งของเซลล์ที่ได้จากการน าตัวอย่างน้ า
หมักมาหมุนเหวี่ยงแยกล้างตะกอนเซลล์ด้วยสาร 
ละลายกรดฟอสฟอริก 1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อก าจัดเกลือที่
ตกตะกอนและล้างด้วยน้ ากลั่น จากนั้นน า ไปอบที่
อุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ปล่อยให้เย็นในตู้ดูดความช้ืน [11] 

2.7.2 การวิ เ คราะห์ความเข้มข้นของ
โปรตีนทั้งหมด 

ความเข้มข้นของโปรตีนที่ ละลาย
ทั้งหมดสามารถวิเคราะห์ได้โดยการน าตัวอย่างน้ าหมัก
ส่วนใสมาเจือจางให้เหมาะสมแล้ววิเคราะห์ด้วยวิธีของ 
Bradford (1976) [16] โดยใช้ bovine serum 
albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

2.7.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
ไฟเตส 

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไฟ
เตสท าตามวิธีของ Boyce และคณะ (2004) [17] วิธีนี้
อาศัยหลักการวัดหมู่ฟอสเฟตอนินทรีย์ที่ปลดปล่อย
ออกมาจากโมเลกุลของเกลือโซเดียมของกรดไฟติก 
(phytic acid sodium salt) เนื่องจากการท างานของ
เอนไซม์ไฟเตสโดยหมู่ฟอสเฟตจะเกิดปฏิกิริยาเคมีกับ
แอมโมเนียมโมลิบเดท (ammonium molybdate) 
ให้สารประกอบเชิงซ้อนเรียกว่า α-Keggin ซึ่งมีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
(OD660) โดยก าหนดให้หนึ่งหน่วยของกิจกรรมของ
เอนไซม์ไฟเตสมีค่าเท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ปลดปล่อย
หมู่ฟอสเฟต 1 ไมโครโมล ในหนึ่งนาทีที่พีเอช 5.5 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส [14] 

2.7.4 การวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบและคุณภาพของโปรตีนเป้าหมาย 

การวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบและความบริสุทธ์ิของโปรตีนเป้าหมายท า
โดยวิธี โซ เดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคลิลาไมด์
เจลอิเล็กโตรฟอรีซิส (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gelelectrophoresis, SDS-PAGE) 
[18] เพื่อติดตามเอนไซม์รีคอมบิแนนต์ไฟเตสและการ
ตรวจสอบคุณภาพของโปรตีนบนแผ่นพอลิอะคลิลา
ไมด์เจล โดยใช้โปรตีนมาตรฐานในการเปรียบเทียบ
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนที่ปรากฏบนแผ่นเจล 

2.7.5 การวิ เ คราะห์ความเข้มข้นของ      
เอทานอล และกรดอะซิติกด้วยวิธีโครมาโตกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง 

การวิเคราะห์ความเข้มข้นของเอทา-
นอลและกรดอะซิติกในส่วนใสของน้ าหมักในงานวิจัยนี้
เลือกใช้วิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high 
performance liquid chromatography, HPLC) 
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โดยใช้เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
SHIMADZU รุ่น NEXERA คอลัมน์ที่ ใช้ คือ 
Supelcogel H (250 x 4.6 มิลลิเมตร) โดยสารละลาย
เคลื่อนที่ (mobile phase) คือ กรดฟอสฟอริกความ
เข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
อุณหภูมิของคอลัมน์ควบคุมเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส 
และปริมาตรของสารตัวอย่างในการฉีด คือ 10 
ไมโครลิตร ก่อนการวิเคราะห์ได้น าตัวอย่างมากรอง
ผ่านตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน โดยก าหนด
สภาวะในการวิ เคราะห์ตามวิธีการที่แนะน าโดย
บริษัทผู้ผลิตคอลัมน์ [19] 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 อิทธิพลของพีเอชต่อการเติบโตของยีสต์

รีคอมบิแนนต์ O. thermomethanolica 
การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการเติบโต

ของยีสต์รีคอมบิแนนต์ O. thermomethanolica 
ศึกษาที่พีเอช 4.0, 5.0, 6.0, 6.5 และ 7.0 โดยควบคุม
อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 1000 
รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 ลิตรต่อลิตร.นาที 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 1 และตารางที่ 1 โดย
พบว่าที่พีเอช 4.0, 5.0, 6.0 และ 6.5 ยีสต์ O. 
thermomethanolica สามารถเติบโตได้อย่าง
ต่อเนื่องหลังจากถ่ายกล้าเช้ือลงสู่ถังหมักโดยมีระยะ
ปรับตัวอยู่ในช่วง 2.41-3.85 ช่ัวโมง และระยะเวลาใน
การเพาะเลี้ยงอยู่ในช่วง 9.5-10.5 ช่ัวโมง ในขณะที่การ
เพาะเลี้ยงที่พีเอช 7.0 พบว่ามีระยะการปรับตัวและ
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงมากกว่าที่พีเอชอื่นประมาณ 
3 เท่า (รูปที่ 2) ทั้งนี้ เมื่อเรียงล าดับความหนาแน่นของ
เซลล์สูงสุดในแต่ละพีเอช พบว่าที่พีเอช 6.0 มีความ
หนาแน่นเซลล์สูงสุดเท่ากับ 14.00±0.21 กรัมต่อลิตร 
รองลงมา คือ พีเอช 6.5 (13.62±0.32 กรัมต่อลิตร)    
พีเอช5.0 (12.86±0.34 กรัมต่อลิตร) พีเอช 4.0 
(12.17±0.21 กรัมต่อลิตร) และมีค่าน้อยสุดที่พีเอช 

7.0 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 9.39±0.39 กรัมต่อลิตร ส าหรับค่า
อัตราการเติบโตจ าเพาะ (µ) ในการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 
4.0-6.5 มีค่าในช่วง 0.33-0.37 ต่อช่ัวโมง ในขณะที่
การเพาะเลี้ยงท่ีพีเอช 7.0 มีค่าอัตราการเติบโตจ าเพาะ
น้อยกว่าประมาณ 4.5 เท่า ซึ่งผลการเติบโตที่ได้จาก
การศึกษานี้คล้ายกับกับการรายงานก่อนหน้าโดย 
Wegner ในปี ค.ศ. 1983 [20] ที่กล่าวถึงการเพาะ 
เลี้ยงยีสต์ P. pastoris ว่าที่พีเอชในการเพาะเลี้ยง
ในช่วงพีเอช 3.0-7.0 ส่งผลให้อัตราการเติบโตต่างกัน
เล็กน้อยเมื่อไม่มีปัจจัยอื่นเข้ามาเกี่ยวข้อง อย่างไรก็
ตาม ส าหรับการศึกษานี้ไม่ได้ศึกษาที่พีเอช 3.0 และ
การเพิ่มพีเอชในการเพาะเลี้ยงเป็นพีเอช 7.0 ส่งผลให้
อัตราการเติบโตจ าเพาะลงลงอย่างมีนัยส าคัญ ทั้งนี้ 
จากผลการทดลองดังกล่าวพบว่า ยีสต์ O. thermo-
methanolica สามารถเติบโตได้ในช่วงพีเอชที่กว้าง 
คือ พีเอช 4.0-6.5 และมีค่าอัตราการการเติบโต
จ าเพาะที่ใกล้เคียงกันซึ่งส่งผลดีในการน ามาใช้เป็น
เซลล์เจ้าบ้านเพื่อผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนต์เมื่อโปรตีน
ดังกล่าวมีความเสถียรที่พีเอชแตกต่างกัน 

เมื่อพิจารณาผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต 

(Yx/s) พบว่าการเพิ่มค่าพีเอชจาก 4.0 เป็น 6.0 ส่งผล

ให้ค่าผลได้ของเซลล์จากสับสเทรตเพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่องจาก 0.51±0.01 กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเทรต 

เป็น 0.64±0.03 กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเทรต อย่างไรก็

ตาม การเพิ่มค่าพีเอชจนถึงค่าพีเอช 7.0 ท าให้ค่าผลได้

ของเซลล์จากสับสเทรตลดลงเหลือ 0.43±0.03 กรัม

เซลล์ต่อกรัมสับสเทรต ซึ่งสอดคลอ้งกับการเกิดตะกอน

ของอาหาร Syn6 ที่มากขึ้นเมื่อค่าพีเอชของอาหาร

สูงขึ้น ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า ที่พีเอช 7.0 ธาตุอาหารที่

จ าเป็นต่อการเติบโตของเซลล์ในอาหาร Syn6 อาจเกิด

การตกตะกอนและอยู่ในรูปที่เซลล์ไม่สามารถน าไปใช้

ได้ ท าให้เซลล์เติบโตได้น้อยและใช้ระยะเวลาในการ

ปรับตัวนาน 
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รูปที่ 1 รูปแบบการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตสจากการเพาะเลีย้งยีสต์รีคอมบิแนนต์ O. thermomethano-
lica ระหว่างพีเอช 4.0-7.0 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 อิทธิพลของพีเอชต่อการเติบโตของยีสต์      
รีคอมบิแนนต์ O. thermomethanolica ที่
มีการแสดงออกของยีนไฟเตส 
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ตารางที่ 1 ข้อมูลและพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงที่มีการแปรผันค่าพีเอชของยีสต์รีคอมบิแนนต์     
O. thermomethanolica ในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 

ข้อมูลจากกระบวนการหมัก 
พีเอชที่ควบคุม 

พีเอช 4.0 พีเอช 5.0 พีเอช 6.0 พีเอช 6.5 พีเอช 7.0 
น้ าหนักเซลล์แห้ง(กรัมต่อลิตร) 12.17±0.21 12.86±0.34 14.00±0.21 13.62±0.32 9.39±0.39 
กิจกรรมเอนไซม์ไฟเตส 

(หน่วยต่อมิลลิลิตร) 
6.64±0.06 6.12±0.06 7.83±0.04 6.23±0.16 5.82±0.03 

อัตราการเติบโตจ าเพาะ (ต่อช่ัวโมง) 0.33±0.01 0.35±0.03 0.37±0.03 0.36±0.02 0.08±0.01 
ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต 

(กรัมเซลล์ต่อกรัมสับสเทรต) 
0.51±0.01 0.56±0.06 0.64±0.03 0.62±0.05 0.43±0.03 

ผลได้ของผลิตภัณฑ์จากสับสเทรต  
(หน่วยต่อกรัมสับสเทรต) 

311.00±2.84 249.13±10.20 366.86±1.84 324.60±5.92 286.62±1.32 

อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์เชิงปรมิาตร  
(หน่วยต่อลิตร.ช่ัวโมง) 

735.00±6.73 582.10±23.83 769.11±3.86 593.75±10.83 166.45±0.76 

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (ช่ัวโมง) 9.50 9.50 10.50 10.50 32.00 
ระยะปรับตัว (ช่ัวโมง) 2.56 2.52 2.41 3.85 10.08 
 

3.2 อิทธิพลของพีเอชต่อการผลิตเอนไซม์  
ไฟเตสโดยยีสต์รีคอมบิแนนต์ O. thermometha-
nolica 

การรายงานก่อนหน้าพบว่าในระบบการ
แสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนต์ โดยยีสต์  P. 
pastoris พีเอชส่งผลต่อความส าเร็จในการผลิตโปรตีน
รีคอมบิแนนต์ทั้งในด้านอัตราการผลิตคุณภาพของ
โปรตีนเป้าหมายและกิจกรรมของเอนไซม์ โปรติเอส 
[11,21] โดยพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนรีคอม-
บิแนนต์แต่ละชนิดที่มีการรายงานก่อนหน้าว่าขึ้นอยู่กับ
ชนิดของโปรตีนเป้าหมาย [10,11] ส าหรับการศึกษานี้ 
เมื่อด าเนินการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ที่พีเอช 6.0 ให้ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสสูงสุดเท่ากับ 7.83±0.04 
หน่วยต่อมิลลิลิตร ดังรูปที่ 3 และตารางที่ 1 โดยมีค่า
มากกว่าการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 4.0, 5.0, 6.5 และ 7.0 

ประมาณ 1.18, 1.28, 1.26 และ 1.35 เท่า ตามล าดับ 
นอกจากนี้ที่พีเอช 6.0 ยังให้ผลได้ของผลิตภัณฑ์จาก
สับ-สเทรต (Yp/s) เท่ากับ 366.86±1.84 หน่วยต่อกรัม
สับสเทรต และอัตราการสร้างผลิตภัณฑ์เชิงปริมาตร 
(Qp) เท่ากับ 769.11±3.86 หน่วยต่อลิตร.ช่ัวโมง ซึ่ง
เป็นค่าสูงที่สุดเมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงท่ีพีเอชอื่น ๆ 

เมื่อพิจารณาอิทธิพลของพีเอชต่อการ
เติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตสพบว่าพีเอช 6.0 เป็น
พีเอชที่มีความเหมาะสมที่สุด เนื่องจากการเพาะเลี้ยงที่
พีเอช 6.0 ให้ค่าความเข้มข้นของเซลล์ ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไฟเตส และค่าพารามิเตอร์อื่น ๆ ที่แสดงถึง
ความสามารถในการเติบโตและการผลิตโปรตีนรีคอม
บิแนนต์สูงสุด ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกพีเอช6.0 เป็นพีเอช 
ควบคุมเพื่อใช้ในการศึกษาในระบบแบบเฟด-แบทช์
ต่อไป 
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รูปที่ 3 อิทธิพลของพีเอชต่อการผลิตเอนไซม์ไฟเตส
โดยยีสต์รีคอมบิแนนต์ O. thermometha-
nolica 

 
นอกจากที่ได้กล่าวไปแล้ว ผู้วิจัยได้ออก 

แบบการทดลองเพื่อเป็นการยืนยันว่าความแตกต่าง
ของรูปแบบการเติบโตและค่ากิจกรรมของเอนไซม์   
ไฟเตสที่พีเอชต่าง ๆ เกิดจากอิทธิพลของพีเอชไม่ใช่
เกิดจากความแตกต่างของปริมาณของแหล่งไนโตรเจน
ที่ไม่เท่ากันในแต่ละพีเอช ซึ่งการทดลองเปรียบเทียบนี้
ได้ศึกษารูปแบบการเติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตส
โดยการใช้สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความ
เข้มข้น 1 โมลาร์ ในการปรับพีเอชแทนการใช้สาร 
ละลายแอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต์ ในการควบคุมพีเอช
ที่ 6.0 ซึ่งเป็นพีเอชที่เหมาะสมที่สุดต่อการเติบโตและ
การผลิตเอนไซม์ไฟเตสในระหว่างการเพาะเลี้ยงแบบ
แบทช์ ผลการทดลองพบว่ารูปแบบการเติบโต ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตส รวมถึงระยะเวลาที่ใช้ใน
การเพาะเลี้ยงมีค่าใกล้เคียงกับการใช้สารละลาย
แอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต์ ในการควบคุมพีเอช จากผล
การทดลองดังกล่าวสามารถยืนยันได้ว่ารูปแบบการ
เติบโตและการผลิตเอนไซม์ไฟเตสที่แตกต่างกันเป็น
อิทธิพลเนื่ องจากพี เอชไม่ ใ ช่ปริ มาณของแหล่ ง
ไนโตรเจนท่ีแตกต่างกัน (รูปที่ 4) 

3.3 การผลิตเอนไซม์ไฟเตสด้วยกระบวนการ
เพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 

การรายงานก่อนหน้าเกี่ยวกับการเติม  
สับสเทรตในการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ พบว่า
รูปแบบการเติมสับ-สเทรตมีผลต่ออัตราการเติบโต 
อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์ และผลิตภัณฑ์รองที่เกิดขึ้น 
เช่น การเติมสับสเทรตด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียล 
ส่งผลให้อัตราการเติบโตจ าเพาะมีค่าใกล้เคียงกับอัตรา
การเติบโตจ าเพาะสูงสุด (µ ≈ µmax) เมื่อระบบการ
เพาะเลี้ยงไม่ถูกจ ากัดด้วยค่าออกซิเจนละลาย [22] 
อย่างไรก็ตาม ระบบการเพาะเลี้ยงที่ มี การ เติม      
สับสเทรตด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลสามารถตรวจพบ
การสร้างผลิตภัณฑ์รองในรูปของอะซิเตทแม้ระบบจะ
อยู่ในสภาวะที่ไม่จ ากัดออกซิเจน [23] ดังนั้นรูปแบบ
หรือวิธีการเติมสับสเทรตจึงมีผลโดยตรงต่อการเติบโต 
และการสร้างผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด 
 

 
 

รูปที่ 4 การเพาะเลี้ยงยีสต์รคีอมบิแนนต์ O. thermo-
methanolica เพื่อผลิตเอนไซม์ไฟเตสโดยใช้
สารละลายแอมโมเนียและโพแทสเซียมไฮ- 
ดรอกไซด์ในการปรับพีเอช 

 
งานวิจัยนี้การผลิตเอนไซม์ไฟเตสรีคอม-

บิแนนต์เริ่มจากการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ที่ควบคุม
อุณหภูมิเท่ากับ 34 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 อัตรา



ปีที่ 24 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2559                                                              วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

 59 

การกวน 1000 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 
ลิตรต่อลิตร.นาที จากน้ันเมื่อสับสเทรตถูกใช้จนหมดจึง
เริ่มระยะเฟด-แบทช์โดยเติมกลูโคสความเข้มข้น 500 
กรัมต่อลิตร ท่ีมีธาตุอาหารรอง 15 มิลลิลิตรต่อลิตร ซึ่ง
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 5 และตารางที่ 2 พบว่า
การเพาะเลี้ยงในระยะแบทช์ใช้ระยะเวลา 8.5 ช่ัวโมง 
โดยมีความเข้มข้นเซลล์เมื่อสิ้นสุดระยะการเพาะเลี้ยง
แบบแบทช์เท่ากับ 13.02±0.46 กรัมต่อลิตร และค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสเท่ากับ 5.60±0.32 หน่วย
ต่อมิลลิลิตร จากนั้นจึงเริ่มด าเนินการเพาะเลี้ยงใน
ระยะเฟด-แบทช์ ซึ่งเริ่มจากการเติมอาหารด้วยอัตรา
เอ็กซ์โพเนนเซียลในช่วงดังกล่าวเซลล์สามารถเติบโต
และสร้างผลผลิตได้อย่างรวดเร็วโดยความเข้มข้นของ
เซลล์ เพิ่มขึ้นด้วยอัตราเอกซ์โพเนนเชียลและค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสมีค่าเพิ่มขึ้นประมาณ 2 เท่า
จากระยะแบทช์ และหลังจากเติมสับสเทรตด้วยอัตรา
เอ็กซ์ โพเนนเซียลเป็น เวลา 2 ช่ัวโมง พบว่าค่ า
ออกซิเจนละลายมีแนวโน้มลดลงต่ ากว่า 20 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งการเติมอาหารด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเชียลต่อไปอาจ
ส่งผลให้เกิดสภาวะจ ากัดออกซิเจนจนเกิดผลิตภัณฑ์
รองที่ไม่ต้องการ คือ เอทานอลและอะซิเตต ทั้งนี้มี
รายงานก่อนหน้าว่าเอทานอลและอะซิเตตส่งผลให้การ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีนโดย P. pastoris ลดลง 
[24] ดังนั้นจึงเปลี่ยนรูปแบบการเติมอาหารจากการ
เติมด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลเป็นการเติมด้วยอัตรา
คงที่ โดยใช้อัตราการเติมเท่ากับ 73.93 มิลลิลิตรต่อ
ช่ัวโมง หรือเท่ากับ 36.97 กรัมกลูโคสต่อช่ัวโมง การ
เติมอาหารด้วยอัตราคงท่ีใช้ระยะเวลา 26.5 ช่ัวโมง ซึ่ง
เซลล์สามารถเติบโตและสร้างผลผลิตได้อย่างต่อเนื่อง
โดยค่าออกซิเจนละลายมีค่าสูงกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ 
ตลอดระยะเวลาที่มีการเติมสับสเทรตนอกจากนี้
ระหว่างที่มีการเติมสับสเทรตพบว่าความเข้มข้นของ
กลูโคสอยู่ในระดับต่ า และไม่สามารถตรวจพบการสร้าง 
 

 

 
 

 
 

รูปที่ 5 รูปแบบการเติบโต การใช้สับสเทรต การผลิต
เอนไซม์ไฟเตส และผลิตภัณฑ์รองที่เกิดขึ้นใน
การเพาะเลี้ยงยีสต์รคีอมบิแนนต์ O. thermo-
methanolica ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-
แบทช์ (เมื่อ B คือ การเพาะเลี้ยงในระยะ
แบทช์, F1 คือ การเพาะเลี้ยงในระยะเฟด-
แบทช์โดยการเติมสับสเทรตด้วยอัตราเอ็กซ์
โพเนนเชียล และ F2 คือ การเพาะเลี้ยงใน
ระยะเฟด-แบทช์โดยการเติมสับสเทรตด้วย
อัตราคงท่ี) 

 
ผลิตภัณฑ์รองในรูปของเอทานอลและกรดอะซิติก จึง
กล่าวได้ว่าสับสเทรตที่ถูกเติมเข้าสู่ระบบเซลล์สามารถ
น าไปใช้ในการสร้างเซลล์และสร้างผลิตภัณฑ์ได้อย่าง
สมบูรณ์ อย่างไรก็ตาม พบว่าการเติมอาหารด้วยอัตรา
คงที่ส่งผลให้อัตราการเติบโตจ าเพาะมีค่าลดลงใน
ขณะที่การเติมอาหารด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลมีค่า
อัตราการเติบโตจ าเพาะใกล้เคียงกับอัตราการเติบโต
จ าเพาะสูงสุด ทั้งนี้ เกิดจากการเติมอาหารด้วยอัตรา
เอ็กซ์โพเนนเซียลมีอัตราการเติมใกล้เคียงกับอัตราการ
ใช้สับสเทรตส่งผลให้เซลล์สามารถเติบโตด้วยอัตรา
เอ็กซ์โพเนนเชียล แต่การเติมดังกล่าวส่งผลให้ความ
ต้องการออกซิเจนของระบบเพาะเลี้ยงมีค่าสูงกว่า
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ความสามารถของถังปฏิกรณ์ชีวภาพในการถ่ายเทมวล
ของออกซิเจนจากวัฏภาคก๊าซสู่วัฏภาคของเหลวท าให้
ค่าออกซิเจนละลายมีค่าลดลงอย่างรวดเร็ว ทั้งนี้ หาก
ยังคงใช้การเติมอาหารด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลจะ

เกิดสภาวะจ ากัดออกซิเจนซึ่งส่งผลเสียต่อระบบ ดังนั้น 
จึงจ าเป็นต้องเปลี่ยนรูปแบบการเติมอาหารเป็นการ
เติมด้วยอัตราคงที่เพื่อรักษาระดับของค่าออกซิเจน
ละลายให้มีค่าสูงกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ 

 
ตารางที่ 2 ข้อมูลและค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงยีสต์รีคอมบิแนนต์ O. thermomethanolica 

ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 
 

ข้อมูลจากกระบวนการหมัก การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 
น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 96.24±2.37 
กิจกรรมเอนไซม์ไฟเตส (หน่วยต่อมิลลลิิตร) 98.61±1.67 
โปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัมต่อลติร) 394.32±5.96 
ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต (กรมัเซลล์ต่อกรัมสบัสเทรต) 0.48±0.04 
ผลได้ของผลิตภณัฑ์จากสับสเทรต (หน่วยต่อกรัมสบัสเทรต) 491.05±8.34 
ผลได้ของผลิตภณัฑ์จากเซลล์ (หนว่ยต่อกรัมเซลล์) 1024.57±17.34 
อัตราการสร้างผลติภณัฑ์เชิงปริมาตร (หน่วยต่อลิตร.ช่ัวโมง) 2701.63±45.72 
อัตราการสร้างผลติภณัฑ์จ าเพาะ (หน่วยต่อกรัมเซลล์.ชั่วโมง) 28.07±0.48 
เอทานอล (กรัมต่อลิตร) ไม่พบ 
กรดอะซติิก (กรัมต่อลิตร) ไม่พบ 
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (ช่ัวโมง) 36.50 

 
หลังจากการสิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยง 

ความเข้มข้นของเซลล์มีค่าเท่ากับ 96.24±2.37 กรัม
ต่อลิตร กิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสมีค่าเท่ากับ 98.61 
±1.67 หน่วยต่อมิลลิลิตร และอัตราการสร้างผลิต 
ภัณฑ์เชิงปริมาตร (Qp) 2701.63±45.72 หน่วยต่อ
ลิตร.ช่ัวโมง และเมื่อท าการตรวจสอบคุณภาพของ
เอนไซม์ไฟเตสในน้ าหมักด้วยวิธี SDS-PAGE (รูปที่ 6) 
พบว่าแถบของโปรตีนเป้าหมายมีลักษณะเป็นแถบ
กว้างที่มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 65-120 กิโล   
ดาลตัน ซึ่งการเกิดแถบในลักษณะดังกล่าวอาจเกิดจาก
การเติมหมู่น้ าตาล (glycosylation) ให้กับโมเลกุลของ
เอนไซม์ไฟเตสในระดับที่ต่างกัน [4] ทั้งนี้ เมื่อเปรียบ 
เทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสที่ได้จากการเพาะ 

เลี้ยงยีสต์ O. thermomethanolica ภายใต้การ
ควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ OthGAP ที่ได้จากงานวิจัยนี้
กับการเพาะเลี้ยงยีสต์รีคอมบิแนนต์ P. pastoris 
ภายใต้การควบคุมการแสดงออกด้วยโปรโมเตอร์ 
AOX1 จากงานวิจัยก่อนหน้าโดย Promdonkoy และ
คณะ (2009) พบว่ามีค่ากิจกรรมที่ใกล้เคียงกัน แต่
ระบบที่ใช้ P. pastoris ภายใต้การควบคุมการแสดง 
ออกด้วยโปรโมเตอร์ AOX1 ใช้ระยะเวลาในการเพาะ 
เลี้ยงมากกว่าประมาณ 3 เท่า [14] 
 

4. สรุป 
การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการเติบโตและ

การผลิตเอนไซม์ไฟเตสโดยยีสต์รีคอมบิแนนต์ O. 
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thermomethanolica ภายใต้การควบคุมการ
แสดงออกตลอดเวลาด้วยโปรโมเตอร์ OthGAP พบว่า
เซลล์สามารถเติบโตและผลิตเอนไซม์ไฟเตสได้ดีในช่วง
พีเอชที่กว้าง (4.0-6.5) โดยพีเอช 6.0 เป็นพีเอชที่
เหมาะสมที่สุด โดยเมื่อท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์
ไฟเตสด้วยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 
พบว่าการเติมอาหารด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลส่งผล
ให้ความเข้มข้นของเซลล์และค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ไฟเตสเพิ่มสูงขึ้นจากระยะแบทช์อย่างรวดเร็วประมาณ 
2 เท่า อย่างไรก็ตาม ในช่วงดังกล่าวออกซิเจนละลายมี
ค่าลดลงอย่างรวดเร็วเช่นกัน ดังนั้นเพื่อป้องกันไม่ให้
เกิดสภาวะออกซิเจนจ ากัดจึงเปลี่ยนการเติมสับสเทรต
จากการเติมด้วยอัตราเอ็กซ์โพเนนเซียลเป็นการเติม
ด้วยอัตราคงที่เพื่อรักษาระดับของค่าออกซิเจนละลาย
ให้มีค่าสูงกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งตลอดระยะเวลาใน
การเพาะเลี้ยงไม่พบผลิตภัณฑ์รองในรูปของเอทานอล
และกรดอะซิติก เมื่อสิ้นสุดกระบวนการเพาะเลี้ยงที่ 
36.5 ช่ัวโมง ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไฟเตสสูงสุด 
98.61±1.67 หน่วยต่อมิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่าการเพาะ 
เลี้ยงแบบแบทช์ประมาณ 13 เท่า ทั้งนี้ เมื่อพิจารณา
ถึงอัตราการสร้างผลผลิตเชิงปริมาตรพบว่าค่าที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ให้ค่าเท่ากับ 2701.63± 
45.72 หน่วยต่อลิตร.ช่ัวโมง ซึ่งสูงกว่าค่าที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงแบบแบทช์ที่ให้ค่า 769.11±3.86 หน่วยต่อ
ลิตร.ช่ัวโมง 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยี 

ชีวภาพแห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ ที่สนับสนุนทุนวิจัย (P-13-50136, 
P-14-50939) ขอขอบคุณ ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรม- 
ศาสตร์    ที่เอื้อเฟื้อสถานทีแ่ละเครื่องมือส าหรบัการท า 
 

 

 
 

รูปที่ 6 การติดตามการผลิตเอนไซม์ไฟเตสโดยยีสต์  
รีคอมบิแนนต์ O. thermomethanolica 
ด้วยเทคนิค SDS-PAGE [เมื่อ M คือ โปรตีน
มาตรฐาน (กิโลดาลตัน), B คือ ตัวอย่างใน
ระยะแบทช์, FB คือ ตัวอย่างในระยะเฟด-
แบทช์ และตัวเลข คือระยะเวลาในการเพาะ 
เลี้ยงที่ 0, 8.5, 10.5, 14.5, 16.5, 18.5, 
22.5, 32.5 และ 36.5 ช่ัวโมง] 

 
งานวิจัย และขอขอบคุณ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรม-
ศาสตร์ ที่ส่งเสริมบุคลากรในสังกัดให้ได้ท างานวิจัย 
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