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บทคัดย่อ 
เบต้ากลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21) เป็นหนึ่งในสามเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสที่ท าหน้าที่ในการเร่งการย่อย

สลายอัลคิล- และอาริล-เบต้ากลูโคไซด์ ไดกลูโคไซด์ และโอลิโกกลูโคไซด์ ซึ่งมีความส าคัญส าหรับการผลิตน้ าตาล 
เครื่องดื่ม รวมถึงอาหารสัตว์ ซึ่งการศึกษาการผลิตเบต้ากลูโคซิเดสในงานวิจัยนี้ด าเนินการโดยใช้รีคอมบิแนนท์ 
Pichia pastoris ที่มียีนเบต้ากลูโคซิ-เดสจากรา Periconia sp. BCC2871 ด้วยกระบวนการหมักแบบเฟด-แบทช์ 
โดยอิทธิพลของพีเอชต่อการผลิตเบต้ากลูโค-ซิเดสท าการศึกษาโดยแปรผันค่าพีเอช (5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5) ภายใต้
สภาวะควบคุมอื่น ๆ ที่เหมือนกัน (อัตราการกวน 1000 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 ลิตรต่อลิตร.นาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) และควบคุมอัตราการเติมเมทานอลในระยะผลิตที่ 1.07 กรัมต่อลิตร.ช่ัวโมง (3.99 กรัม
ต่อช่ัวโมง) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าในทุกการทดลอง กิจกรรมของเบต้ากลูโคซิเดสมีค่าสูงขึ้นอย่างต่อเนื่องใน
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ระดับการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละพีเอชที่ท าการศึกษา และเมื่อสิ้นสุด
กระบวนการที่ 120 ช่ัวโมง ของระยะการผลิต ค่ากิจกรรมของเบต้ากลูโคซิเดสสูงที่สุดได้จากการด าเนินการผลิตที่  
พีเอช 6.0 โดยให้ค่ากิจกรรมของเบต้ากลูโคซิเดสเท่ากับ 776.6732.99 หน่วยต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่าสูงกว่าค่าที่ได้
จากการด าเนินการผลิตที่พีเอช 5.0, 5.5 และ 6.5 ประมาณ 2.4, 1.4 และ 1.3 เท่า ตามล าดับ ดังนั้นพีเอชที่
เหมาะสมในการผลิตเบต้ากลูโคซิเดสจากรา Periconia sp. BCC2871 โดยรีคอมบิแนนท์ P. pastoris ด้วย
กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ คือ พีเอช 6.0 
 

ค าส าคัญ : เบต้ากลูโคซิเดส; Pichia pastoris; การหาพีเอชที่เหมาะสม; การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ 
 

Abstract 
-glucosidase (EC 3.2.1.21), one of the three main members of cellulolytic enzymes, 

catalyzes the hydrolysis of alkyl- and aryl--glucosides, diglucosides, and oligoglucosides that are 
important for sugar, brewery as well as animal feed production. The study on -glucosidase 
production was carried out using recombinant yeast Pichia pastoris expressing -glucosidase from 
the fungal Periconia sp. BCC2871 with the fed-batch fermentation. The effect of pH on -
glucosidase production was examined at various pH (5.0, 5.5, 6.0, and 6.5) under the same 
cultivation conditions (agitation 1000 rpm, aeration 1 vvm, and temperature 30 C). The methanol 
feed rate during production stage was controlled at 1.07 g L-1h-1 (3.99 g h-1). The results indicated 
that -glucosidase activity continuously increased with significantly different values. At the end of 
the process (120 h of production time), the highest -glucosidase activity was obtained at pH 6.0 
(776.6732.99 U mL-1) which was higher than that of pH 5.0, 5.5, and 6.5 about 2.4, 1.4, and 1.3 
times, respectively. The optimum pH for Periconia sp. BCC2871 -glucosidase production using 
recombinant yeast P. pastoris was therefore pH 6.0. 
 

Keywords: -glucosidase; Pichia pastoris; pH optimization; fed-batch fermentation  
 

1. บทน า 
เบต้ากลูโคซิเดส (-glucosidase) เป็น

เอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลส (cellulase) ท าหน้าที่ในการ
เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะเบต้าไกลโคซิดิก (-
1,4 glycosidic) ของเซลโลไบโอส (cellobiose) และ
เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ (cellooligosaccharide) ที่
ละลายน้ าได้ ท าให้ได้ผลผลิตเป็นกลูโคส [1] ทั้งนี้ 
พบว่าความต้องการใช้เอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสมี
แนวโน้มสูงขึ้นโดยเฉพาะอย่างยิ่งในกระบวนการย่อย

สลายชีวมวลเป็นกลูโคสส าหรับใช้เป็นสารตั้งต้นใน
กระบวนการผลิตพลังงานชีวภาพ [2] จากความส าคัญ
ดังกล่าว คณะนักวิจัยจากศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติจึงท าการโคลนยีนเบต้า   
กลูโคซิเดสทนร้อนจากรา Periconia sp. BCC2871 
และตัดต่อให้เกิดการแสดงออกในยีสต์เจ้าบ้านสาย
พันธุ์ Pichia pastoris KM71 ภายใต้การควบคุมการ
แสดงออกของโปรโมเตอร์แอลกอฮอลออกซิเดส 1 
(alcohol oxidase 1, AOX1) [3] ทั้งนี้ เนื่องจาก



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                                             ปีที่ 22 ฉบับที ่5 (ฉบับพิเศษ) 2557 

 652 

ระบบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีนโดยยีสต์    
P. pastoris ภายใต้การควบคุมการแสดงออกของ  
โปรโมเตอร์  AOX1 เป็นระบบที่มีการรายงานว่า
สามารถใช้ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนหลายชนิด
ได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อใช้เมทานอล เป็นสาร
เหนี่ยวน า [4] อีกทั้ง P. pastoris สามารถเพาะเลี้ยงได้
ง่ ายและ เจริญ เติบโต ได้ ดี ในอาหารสั ง เคราะห์ 
(synthetic medium) [5] นอกจากน้ีระบบดังกล่าวยัง
สามารถเลือกให้มีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนแล้ว
ปลดปล่อยออกสู่น้ าหมักหรือสะสมไว้ในเซลล์โดยการ
เติมหรือไม่เติมสื่อสัญญาณที่ควบคุมการปลดปล่อย    
รีคอมบิแนนท์ โปรตีนออกสู่ น้ าหมัก  ( secretion 
signal) [6] 

พีเอชเป็นปัจจัยส าคัญที่มีอิทธิพลต่อผลส าเร็จ
ในการผลิตโปรตีนโดยรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris 
ทั้งอิทธิพลต่อการเจริญเติบโต การผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีน ความเสถียรของรีคอมบิแนนท์โปรตีน และ
กิจกรรมของโปรติเอสในน้ าหมัก ซึ่งอิทธิพลที่กล่าวมา
ทั้งหมดมีความเกี่ยวข้องกับอัตราการผลิตและคุณภาพ
ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน [7,8] จากการผลิตเบต้า   
กลูโคซิเดสโดยรีคอมบิแนนท์ P. pastoris ที่มียีน
เบต้ากลูโคซิเดสทนร้อนจากรา Periconia sp. 
BCC2871 ในระดับฟลาสก์ในงานวิจัยก่อนหน้า พบว่า
ผลผลิตที่ได้อยู่ในระดับต่ าและใช้ระยะเวลาในการผลิต
นาน [3] ซึ่งการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์เป็นระบบท่ียากตอ่
การควบคุมพีเอช การเพาะเลี้ยง P. pastoris ในระบบ
ที่ไม่มีการควบคุมพีเอชจะส่งผลให้ในระหว่างการเพาะ 
เลี้ยงพีเอชจะลดลงอย่างต่อเนื่อง [9] ประกอบกับมีการ
รายงานก่อนหน้าว่าพีเอชเป็นปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต
เบต้ากลูโคซิเดสจากต้นพยุงที่ผลิตโดยรีคอมบิแนนท์
ยีสต์ P. pastoris รวมถึงเอนไซม์ดังกล่าวไม่เสถียรที่  
พีเอชต่ ากว่า 4.5 [10] การเปลี่ยนพีเอชจากพีเอช 5.0 
ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต [11] เป็นพีเอชอื่นที่
เหมาะสมต่อการผลิตรีคอมบิแนนท์ และ/หรือ พีเอชที่

ท าให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนมีความเสถียร เป็นเทคนิคที่
มีการน ามาประยุกต์เพื่อให้ผลิตโปรตีนได้ในปริมาณ
มาก และโปรตีนท่ีผลิตได้อยู่ในน้ าหมักที่มีค่าพีเอชที่ท า
ให้โปรตีนมีความเสถียรสูงสุด รวมถึงเพื่อลดกิจกรรม
ของเอนไซม์โปรติเอสในน้ าหมัก [7,8,10] โดยมี
รายงานว่าเอนไซม์โปรติเอสในน้ าหมักของยีสต์ P. 
pastoris มีสองส่วนหลัก คือ เป็นโปรติเอสที่อยู่ที่ผิว
ด้านนอกของเซลล์ และโปรติเอสจากการสลายตัวของ
เซลล์ที่ตายแล้วปลดปล่อยออกสู่ภายนอก โดยเอนไซม์
โปรติเอสที่ท าปฏิกิริยาได้ดีในสภาวะด่างในกลุ่มเซรีน
โปรติเอส (serine protease) เป็นกลุ่มหลักที่ท าลาย
โปรตีนเป้าหมายที่ผลิต [7] จากความส าคัญของพีเอช
ต่อการผลิตโปรตีนโดยรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris 
งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิต
เบต้ากลูโคซิเดสทนร้อนจากรา Periconia sp. 
BCC2871 โดยรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยกระบวนการหมักแบบเฟด-แบทช์ 
 

2. วัสดุและวิธีการทดลอง 
2.1 สายพันธุ์จุลินทรีย์ 

สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ คือ  
รีคอมบิแนนท์ยีสต์ Pichia pastoris ที่มีการแสดงออก
ของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสทนร้อนจากรา Periconia 
sp. BCC2871 โดยใช้ยีสต์ P. pastoris KM71 เป็น
สายพันธุ์เจ้าบ้าน ซึ่งการแสดงออกของยีนนี้อยู่ภายใต้
การควบคุมการแสดงออกของโปรโมเตอร์ AOX1 ซึ่ง
สายพันธุ์จุลินทรีย์นี้ได้รับจากศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยา-
ศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ [3]  

2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
อาหารส าหรับเตรียมกล้าเช้ือ คือ อาหาร

สังเคราะห์สูตร FM22 ซึ่งใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 
KH2PO4  42.9 กรัม, CaSO4 0.93 กรัม, K2SO4 14.3 
กรัม, MgSO4.7H2O 11.7 กรัม, (NH4)2SO4 5.0 กรัม, 
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กลีเซอรอล 20.0 กรัม, ฮีสทิดีน (histidine) 2 กรัม 
และ Pichia trace metal1 (PTM1) 4.35 มิลลิลิตร  

อาหารส าหรับการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพ คือ อาหารสังเคราะห์สูตร basal salt (BS) ซึ่ง
ใน 1 ลิตรประกอบด้วย H3PO4 85 เปอร์เซ็นต์ 26.7 
มิลลิลิตร, CaSO4 0.93 กรัม, K2SO4 18.2 กรัม, 
MgSO4.7H2O 14.9 กรัม, KOH 4.13 กรัม, กลีเซ
อรอล 40.0 กรัม, ฮีสทิดีน 2 กรัม และ PTM1 4.35 
มิลลิลิตร  

ธาตุอาหารรอง PTM1 ใน 1 ลิตร ประกอบ 
ด้วย 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 
และไบโอติน (biotin) 0.2 กรัม  

2.3 การเตรียมกล้าเชื้อ 
การเตรียมกล้าเชื้อแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน 

คือ 
2.3.1 การเตรียมกล้าเช้ือขั้นที่ 1 : น า

สารแขวนลอยเช้ือที่เก็บในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมลงในฟลาสก์
ขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารส าหรับเตรียมกล้าเช้ือ
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.3.2 การเตรียมกล้าเช้ือขั้นที่ 2: ถ่าย
กล้าเช้ือขั้นที่ 1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์
ขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหารส าหรับเตรียมกล้าเช้ือ
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร และท าการเพาะเลี้ยงภายใต้
สภาวะเดียวกับการเตรียมกล้าเชื้อขั้นที่ 1 

2.4 การเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์ P. pastoris 
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือผลิตเบต้ากลูโคซิเดส 

การ เพาะเลี้ ยงรี คอมบิแนนท์ยี สต์  P. 
pastoris ด าเนินการในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 

ลิตร (Biostat B plus, Sartorius Stedim Biotech, 
Germany) โดยประกอบถังปฏิกรณ์ชีวภาพและเทียบ
ค่าอิเล็กโทรดต่าง ๆ ตรวจสอบระบบการท างานของ
เครื่องและระบบควบคุม จากนั้นจึงเติมอาหาร BS 
ปริมาตร 1.9 ลิตร ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แล้วท าให้
ปลอดเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที เมื่ออุณหภูมิ
ลดลงจึงเติมสารละลาย PTM1 ปริมาตร 4.35 
มิลลิลิตรต่อลิตร และฮีสทิดีน 2 กรัมต่อลิตร เช่ือมต่อ
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพกับชุดควบคุม โดยการเพาะเลี้ยง    
รีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris เพื่อผลิตเบต้ากลูโค   
ซิเดสในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบ่งออกเป็น 4 ระยะ ตาม
วิธีที่มีการรายงานก่อนหน้า [12]  ดังนี ้

ระยะที่ 1 : การเพาะเลี้ยงแบบแบทช์โดย
ใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน เริ่มโดยถ่ายกล้าเช้ือ
ขั้นที่ 2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพท่ีมีอาหาร BS ควบคุมกระบวนการเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 1000 รอบ
ต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 ลิตรต่อลิตร.นาที พีเอช 
5.0 โดยใช้สารละลายแอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต์ เป็น
ด่างในการควบคุมพีเอชและใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน 
โดยในระยะนี้ใช้เวลาประมาณ 28-32 ช่ัวโมง 

ระยะที่ 2: การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์
โดยใช้กลี เซอรอลเป็นแหล่ งคาร์บอน โดย เติ ม
สารละลายกลีเซอรอล 500 กรัมต่อลิตร ท่ีมีธาตุอาหาร
รอง PTM1 12 มิลลิลิตรต่อลิตร และใช้รูปแบบการ
เติมแบบ อัตราการเติมเพิ่มขึ้นแบบเอ็กโพเนนเซียล ดัง
สมการที่ 1 

 ( )    
       

   

   ⁄   
     (สมการที่ 1) 

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

 คือ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ P. 
pastoris ในการทดลองนี้ใช้ค่า 0.18 ต่อช่ัวโมง 
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ซึ่งเป็นค่าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ใน
อาหารที่ใช้กลีเซอรอลเป็นสับสเทรต  

X0 คือ ความเข้มข้นของเซลล์ก่อนการเติม (20 
กรัมต่อลิตร) 

V0 คือ ปริมาตรของน้ าหมักก่อนการเติม 
Yx/s คือ ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต (0.7 กรัม

เซลล์ต่อกรัมกลีเซอรอล) 
Si คือ ความเข้มข้นของกลีเซอรอลในสารละลายที่

ใช้เติม 
ควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงเช่นเดียว 

กับการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ เพาะเลี้ยงเป็นเวลา
ประมาณ 3.5-4 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มความเข้มข้นเซลล์เป็น 
40 กรัมต่อลิตร  

ระยะที่ 3 : การเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดง 
ออกของยีนภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ AOX1 
ท า โดยเติม เมทานอลที่มี ธาตุอาหารรอง  PTM1 
ปริมาตร 12 มิลลิลิตรต่อลิตร แบบครั้งคราว 
(intermittent feed) เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
ของเมทานอลในน้ าหมักหลังเติมประมาณ 1 กรัมต่อ
ลิตร โดยท าการเติม 2 ครั้ง คือ ครั้งท่ี 1 หลังจากสิ้นสดุ
ระยะที่ 2 และครั้งที่ 2 เติมหลังจากการเติมครั้งที่ 1 
เป็นเวลา 1.5 ช่ัวโมง ควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยง
เช่นเดียวกับการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์ ยกเว้นพีเอชจะ
ท าการแปรผันเพื่อศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อไป 

ระยะที่ 4 : การผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโค    
ซิเดส ท าโดยเติมเมทานอลที่มีธาตุอาหารรอง PTM1 
12 มิลลิลิตรต่อลิตร ด้วยอัตราคงที่ 3.99 กรัมต่อ
ช่ัวโมง อย่างต่อเนื่อง เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง ควบคุม
สภาวะในการเพาะเลี้ยงเช่นเดยีวกับการเพาะเลี้ยงแบบ
แบทช์ยกเว้นพีเอช โดยจะท าการแปรผันพีเอชเพื่อ
ศึกษาอิทธิพลของพีเอชดังรายละเอียดในหัวข้อ 2.5 

ท าการเก็บตัวอย่างในระหว่างกระบวนการ
เพาะเลี้ยงเพื่อติดตามการเจริญเติบโตโดยการวิเคราะห์
ความขุ่นของเซลล์ และความเข้มข้นของเซลล์แห้ง 

ติดตามการสร้างผลิตภัณฑ์ด้วยการวัดค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส และความเข้มข้นของโปรตีน
ทั้งหมด ตลอดจนติดตามการใช้สับสเทรตโดยวิเคราะห์
ความเข้มข้นของเมทานอล 

2.5 การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการผลิต
เอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส 

การศึกษาในส่วนนี้ด าเนินการโดยแปรผัน
ค่าพีเอชในระยะที่ 3 และ 4 ของการเพาะเลี้ยง ที่พีเอช 
5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 โดยควบคุมสภาวะอื่น ๆ ใน
การเพาะเลี้ยงให้คงที่ คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อัตราการกวน 1000 รอบต่อนาที และอัตราการให้
อากาศ 1 ลิตรต่อลิตร.นาที  

2.6 วิธีวิเคราะห ์
2.6.1 การวิเคราะห์ความหนาแน่นของ

เซลล์และความเข้มข้นของเซลล์แห้ง ความหนาแน่น
ของเซลล์หาโดยการน าตัวอย่างมาวัดความขุ่นด้วย
เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร ความเข้มข้นของเซลล์วิเคราะห์ในรูปน้ าหนัก
เซลล์แห้งหาโดยช่ังน้ าหนักแห้งของเซลล์ที่ได้จากการ
น าตัวอย่างน้ าหมักมาท าการปั่นเหวี่ยง ล้างตะกอน
เซลล์ด้วยสารละลายกรดฟอสฟอริก 1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อ
ก าจัดเกลือที่ตกตะกอน และล้างด้วยน้ ากลั่น จากนั้น
น าตะกอนเซลล์ที่ได้ไปอบท่ีอุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และปล่อยให้เย็นในตู้ดูดความช้ืน  

2.6.2 การวิ เคราะห์ความเข้มข้นของ
โปรตีนทั้งหมด ความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมดหาโดย
น าตั วอย่างน้ าหมักส่ วนใสมาท าการ เจือจางให้
เหมาะสมแล้ววิเคราะห์ด้วยวิธีของ Bradford [13] 
โดยใช้ bovine serum albumin (BSA) เป็นสาร
มาตรฐาน 

2.6.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดส กิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส 
วิเคราะห์โดยใช้วิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีที่เสนอโดย 
Harnpicharnchai และคณะ [3] และ Charoenrat 
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และคณะ [14] ซึ่งวัดปริมาณ p-nitrophenol (pNP) 
ที่เกิดการปลดปล่อยจากโมเลกุลของ p-nitrophenyl-
-D-glucopyranoside (pNP-Glu) โดยใช้เครื่อง
สเปกโตโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร 
(OD400) โดยก าหนดให้หนึ่งหน่วยของกิจกรรมเอนไซม์
เบต้ ากลู โคซิ เดสมีค่ า เท่ ากับปริมาณเอนไซม์ที่
ปลดปล่อยปริมาณ pNP 1 ไมโครโมลในหนึ่งนาที ที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 

2.6.4 การวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบและคุณภาพของโปรตีนเป้าหมาย การ
วิเคราะห์ขนาดของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในน้ า
หมัก และความบริสุทธิ์ของโปรตีนเป้าหมายท าโดยวิธี
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟตพอลิอะคลิลาไมด์เจลอิเล็กโตร
ฟอรีซิส (sodium dodecyl sulfate-polyacryla-
mide gel electrophoresis, SDS-PAGE) [15] เพื่อ
ติดตามเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสและการตรวจสอบ
คุณภาพของโปรตีนบนแผ่นพอลิอะคลิลาไมด์เจล โดย
ใช้โปรตีนมาตรฐานในการเปรียบเทียบขนาดโมเลกุล
ของโปรตีนที่ปรากฏบนแผ่นเจล 

2.6.5 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของเมทา
นอลด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟฟี (gas chromato-
graphy, GC) การวิเคราะห์ความเข้มข้นของเมทานอล
ในส่วนใสของน้ าหมักในงานวิจัยนี้ เลือกใช้วิธีแก๊ส    
โครมาโทกราฟฟี โดยใช้เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี 
(SHIMADZU รุ่น GCMS-QP2010 Ultra) คอลัมน์ที่ใช้
รุ่น HP-5MS (Agilent J & W GC Columns) ก่อน
การวิเคราะห์ได้น าตัวอย่างมากรองผ่านเซลลูโลส     
อะซิเตทที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมครอน โดยก าหนด
สภาวะในการวิเคราะห์ตามวิธีการของ AOAC [16]  

2.6.6 การวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์
โปรติเอส การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
จากการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris เพื่อ
ผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสได้เลือกใช้วิธี skim milk 
agar diffusion ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Larsen และ

คณะ [17] โดยท าการเติมตัวอย่างที่ต้องการท าการ
ทดสอบปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมบน skim 
milk agar แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16-24 ช่ัวโมง สังเกตการเกิดบริเวณใส 
(clear zone) ที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
ทุกช่ัวโมง 
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
กระบวนการเพาะเลี้ยงในงานวิจัยนี้เลือกใช้

กระบวนการมาตรฐานแบบเฟด-แบทช์ในการเพาะ 
เลี้ยง P. pastoris เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน [12] 
ดังท่ีกล่าวในหัวข้อท่ี 2.4 จากการทดลองพบว่าข้อมูลที่
ได้จากการเพาะเลี้ยงใน 3 ระยะแรก (ประมาณ 38 
ช่ัวโมง) ของแต่ละชุดการทดลองมีความคล้ายคลึงกัน 
ยกเว้นข้อมูลในระยะสุดท้าย คือ ระยะการผลิตโปรตีน
มีความแตกต่างกันตามพีเอชที่แปรผัน ดังนั้น ใน
บทความวิจัยนี้จึงเน้นการรายงานผลเนื่องจากอิทธิพล
ของพีเอชต่อการเจริญเติบโตและการผลิตโปรตีนของ  
รีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris เป็นหลัก 

3.1 อิทธิพลของพีเอชต่อการเจริญเติบโตของ
รีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris  

การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการเจริญ 
เติบโตของรีคอมบิแนนท์ยีสต์  P. pastoris ที่มีการ
แสดงออกของยีนเบต้ากลูโคซิเดสได้ท าการศึกษาใน
ระยะที่พีเอช 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ตามล าดับ (รูปที่ 
1) โดยที่แต่ละพีเอชท าการควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศา
เซลเซียส อัตราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรอาหาร.นาที อัตราการกวน 1000 รอบต่อนาที 
และอัตราการเติมเมทานอล 3.99 กรัมต่อช่ัวโมง คิด
เป็นปริมาณเมทานอลทั้งหมด ประมาณ 458.27 
10.23 กรัม ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตรเริม่ตน้ 
2 ลิตร โดยผลการทดลองในรูปที่ 1 และตารางที่ 1 
แสดงให้เห็นว่าพีเอชมีผลต่อการเจริญเติบโตและผลได้
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ของเซลล์ในระยะการเพาะเลี้ยงที่ใช้เมทานอลเป็น 
สับสเทรต โดยการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 6.0 ในระยะการ
ผลิตโปรตีนส่งเสริมการเจริญเติบโตได้สูงที่สุด โดยให้
ความเข้มข้นเซลล์สุดท้ายสูงสุดเท่ากับ 66.611.10 
กรัมต่อลิตร และจากตารางที่ 1 จะเห็นว่าอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะมีค่าเท่ากับ 6.64x10-3 ต่อช่ัวโมง 
ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต (YX/S) มีค่าเท่ากับ 
0.2400.003 กรัมเซลล์ต่อกรัมเมทานอล และอัตราการ
เจริญเติบโตเชิงปริมาตร (QX) มีค่าเท่ากับ 0.305 
0.004 กรั ม เ ซ ล ล์ ต่ อลิ ต ร . ช่ั ว โม ง  และ เมื่ อสิ้ นสุ ด
กระบวนการเพาะเลี้ยง พบว่ามีปริมาณเมทานอลสะสม
เหลือน้อยที่สุด คือ 14.210.57 กรัมต่อลิตร เมื่อ
เปรียบเทียบกับที่ พีเอช 5.0, 6.5 และ 5.5 ตามล าดับ 
(ตารางที่ 1) ซึ่งต่างจากรายงานก่อนหน้าโดย Wegner 
[11] ที่ท าการศึกษาพบว่าพีเอช 5.0 เป็นพีเอชที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ P. pastoris 
อย่างไรก็ตาม สับสเทรตที่ Wegner ใช้ในการศึกษา 
คือ กลีเซอรอล ซึ่งต่างจากงานวิจัยนี้ที่เลือกศึกษา
อิทธิพลของพีเอชในช่วงที่ใช้เมทานอลเป็นสับสเทรต 
จึงมีความเป็นไปได้ว่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเติบโต
ของยีสต์ P. pastoris ขึ้นกับชนิดของสับสเทรตที่ใช้
ด้วย 

กรณีของการศึกษาการสะสมของเมทานอล
ที่พีเอช 5.0, 5.5 และ 6.5 พบว่ามีการสะสมเมทานอล
ในปริมาณมาก ซึ่งแสดงให้เห็นว่าที่พีเอชดังกล่าวมี
อัตราการใช้เมทานอลต่ ากว่าพีเอช 6.0 (ตารางที่ 1) 
ส่งผลให้การเจริญเติบโตของเซลล์และความเข้มข้นของ
เซลล์เมื่อสิ้นสุดลดลง ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ 
Mayson และคณะ ที่กล่าวว่าการสะสมของ เมทานอล
จนถึงระดับที่เป็นพิษต่อเซลล์จะท าให้การเจริญเติบโต
ของเซลล์ลดลง และอาจท าให้เซลล์ตายในที่สุด [18] 
ในท านองเดียวกันกับรายงานของ Katakura และคณะ 
ที่กล่าวว่าเมื่อความเข้มข้นของเมทานอลสูงขึ้นจนเกิน

กว่าค่าวิกฤติที่ความเข้มข้นประมาณ 30 กรัมต่อลิตร 
จะท าให้อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะลดลง [19] 
รวมถึงการรายงานของ Zhang และคณะ ที่รายงานว่า
อัตราการใช้เมทานอลจ าเพาะแปรผันโดยตรงกับอัตรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะ [20] ดังนั้น  พีเอช 6.0 จึงเป็น
พีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของรีคอมบิแนนท์ 
P. pastoris ที่มีการแสดงออกของยีนเบต้ากลูโคซิเดส 
เมื่อเทียบกับท่ีพีเอช 6.5, 5.5 และ 5.0 ตามล าดับ 
 

 
 

รูปที่ 1 อิทธิพลของพีเอชต่อการเจริญเติบโตของ     
รีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris ที่มีการ
แสดงออกของยีนเบต้ากลูโคซิเดส 

 
3.2 อิทธิพลของพีเอชต่อการผลิตเบต้ากลูโค

ซิเดสโดยรีคอมบิแนนท์ P. pastoris  
จากรายงานก่อนหน้าเกี่ยวกับอิทธิพลของ

พีเอชต่อการผลิตโปรตีนโดยรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. 
pastoris ในหลาย ๆ งานวิจัยพบว่าพีเอชที่เหมาะสม
ต่อการผลิตโปรตีนขึ้นอยู่กับชนิดของโปรตีน [21] เช่น 
พีเอช 3.0 เหมาะสมต่อการผลิต cytokine growth-
blocking peptide [22] ในขณะที่พีเอช 6.0 
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากรีคอมบิแนนท์
ยีสต์  P.  pastoris  สายพันธ์ุ  KM71  [23]  ในงานวิจัยนี ้
พบว่าเมื่อท าการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P.
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ตารางที่ 1 ข้อมูลและพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่ได้จากกระบวนการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์ P. pastoris เพื่อผลิต
เบต้ากลูโคซิเดสภายใต้สภาวะที่มีการแปรผันพีเอชในระยะการผลิต 

 

ข้อมูลจากกระบวนการหมัก 
พีเอชที่ควบคุมในระยะการผลิต 

พีเอช 5.0 พีเอช 5.5 พีเอช 6.0 พีเอช 6.5 

น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)1 38.022.16 45.270.86 66.611.10 51.960.94 
กิจกรรมเบต้ากลูโคซิเดส  

(หน่วยต่อมิลลิลิตร)2 
326.050.88 546.679.43 776.6732.99 586.679.43 

ปริมาณโปรตีนทั้งหมด  
(มิลลิกรัมต่อลิตร)3 

130.912.41 339.760.79 1061.6632.04 440.870.79 

เมทานอลที่เติมทั้งหมด (กรัม) 469.815.93 459.3513.33 463.0010.75 440.7510.92 
ความเข้มข้นเมทานอลสะสม 

(กรัมต่อลิตร)4 
37.481.50 28.011.12 14.210.57 33.581.34 

อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 
x 10-3 (ช่ัวโมง-1)5 

2.360.55 4.230.01 6.630.10 5.450.10 

กิจกรรมจ าเพาะ  
(หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน) 

2490.64 1608.99 731.56 1330.71 

ผลได้ของเซลล์ต่อสับสเทรต  
(กรัมเซลล์ต่อกรัมเมทานอล) 

0.0720.02 0.1310.00 0.2400.00 0.1870.00 

อัตราการเติบโตเชิงปริมาตร  
(กรัมต่อลิตร.ช่ัวโมง) 

0.0790.02 0.1500.00 0.3050.00 0.2080.00 

ผลได้ของผลิตภัณฑ์จากสับสเทรต 
(หน่วยต่อกรัมเมทานอล) 

1880.651.37 3291.6278.79 4636.03274.72 3511.3979.80 

อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์เชิง 
ปริมาตร (หน่วยต่อลิตร.ช่ัวโมง) 

2629.131.16 4538.89107.77 6441.39379.44 4880.65110.92 

อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์จ าเพาะ 
(หน่วยต่อกรัมเซลล์.ช่ัวโมง) 

70.064.59 100.412.94 96.865.03 94.022.62 

ผลได้ของผลิตภัณฑ์จากเซลล์ 
(หน่วยต่อกรัมเซลล์) 

84071.17 
551.29 

12049.74 
353.14 

11623.83 
604.28 

11281.89 
314.70 

 

1ความเข้มข้นเซลล์สุดท้ายเมื่อสิ้นสุดระยะการผลิต 
2กิจกรรมเบต้ากลูโคซิเดสเมื่อสิ้นสุดระยะการผลิต 
3ปริมาณโปรตีนทั้งหมดเมื่อสิ้นสุดระยะการผลิต 
4ปริมาณเมทานอลสะสมเมื่อสิ้นสุดระยะการผลิต 
5ค านวณโดยใช้ข้อมูลความเข้มข้นของเซลล์ในรูปน้ าหนักเซลล์แห้งในระยะการผลิตเมื่อมีเมทานอลเป็นแหล่ง
คาร์บอน 
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pastoris ในระยะการผลิตที่พีเอช 6.0 จะท าให้ได้ค่า
กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ บ ต้ า ก ลู โ ค ซิ เ ด ส สู ง สุ ด เ ท่ า กั บ 
776.6732.99 หน่วยต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 
1 และรูปที่ 2 ซึ่งผลได้ของผลิตภัณฑ์จากสับสเทรต 
(YP/S) สูงสุดเท่ากับ 4636.03274.72 หน่วยต่อ   
กรัมเมทานอล นอกจากนี้ยังพบว่าการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 
6.0 ใ ห้ ค่ า อั ต ร า ก า ร ผ ลิ ต เ ชิ ง ป ริ ม า ต ร สู ง ถึ ง 
6441.39379.45 หน่วยต่อลิตร.ช่ัวโมง ซึ่งมีค่า
มากกว่าการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 5.0, 5.5 และ 6.5 
ประมาณ 2.5, 1.4 และ 1.3 เท่า ตามล าดับ จาก
ตารางที่ 1 จะเห็นว่าอัตราการสร้างผลิตภัณฑ์จ าเพาะ 
(qP) และผลได้ของผลิตภัณฑ์จากเซลล์ (YP/X) เมื่อท า
การเพาะเลี้ยงที่พีเอช 5.5, 6.0 และ 6.5 นั้นให้ค่าสูง
กว่าการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 5.0 ประมาณ 1.4 เท่า ซึ่ง
สนับสนุนงานวิจัยของ Harnpicharnchai และคณะ 
[3] ที่รายงานว่าความคงตัวของเบต้ากลูโคซิเดสที่คัด
แยกจากรา Periconia sp. นั้นลดต่ าลงที่พีเอช 5.0 
จากข้อมูลนี้จึงสามารถกล่าวได้ว่านอกจากพีเอช 6.0 
จะเป็นพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ P. 
pastoris ยังเป็นพีเอชที่เบต้ากลูโคซิเดสมีความเสถียร 
ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นถึงความเหมาะสมของพีเอช 
6.0 ต่อการเพาะเลี้ยงยีสต์ P. pastoris เพื่อผลิต
เบต้ากลูโคซิเดสจากรา Periconia sp. 

เมื่อท าการตรวจสอบคุณภาพของเบต้า  
กลูโคซิเดสในน้ าหมักที่ได้จากท าการเพาะเลี้ยงในระยะ
การผลิตที่พีเอช 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ด้วยวิธี SDS-
PAGE (รูปที่ 3) พบแถบโปรตีนเป้าหมายขนาด
ประมาณ 120 กิโลดาลตัน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Harnpicharnchai และคณะ [3] โดยจากรูปที่ 3 
จะเห็นได้ว่าความเข้มของแถบโปรตีนจากการศึกษาที่ 
พีเอช 6.0 ให้ความเข้มของแถบเป้าหมายสูงกว่าผล
จากการศึกษาที่พีเอช 5.0, 5.5 และ 6.5 ซึ่งสอดคล้อง
กับค่ากิจกรรมของเบต้ากลูโคซิเดส และความเข้มข้น
ของโปรตีนละลายที่ให้ค่าสูงสุดที่พีเอช 6.0 โดยให้ค่า

เท่ากับ 776.6732.99 หน่วยต่อมิลลิลิตร และ
1061.6632.04 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
รองลงมา คือ ที่พีเอช 5.5, 6.5 และ 5.0 ตามล าดับ 
โดยที่ทุกค่าพีเอชความเข้มของแถบโปรตีนจะเพิ่มขึ้น
อย่างต่อเนื่องตามระยะเวลาการเพาะเลี้ยงท่ีเพิ่มขึ้น 
 

 
 

รูปที่ 2 อิทธิพลของพีเอชต่อการผลิตเบต้ากลูโคซิเดส
โดยรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris 

 
นอกจากนี้ผู้วิจัยยังได้ออกแบบการทดลอง

เพื่อยืนยันว่าความแตกต่างของค่ากิจกรรมของ
เบต้ากลูโคซิเดสที่ได้จากกระบวนการผลิตที่พีเอช   
ต่าง ๆ เป็นผลจากอิทธิพลของพีเอชไม่ใช่อิทธิพลของ
ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน ทั้งนี้ เนื่องจากการใช้
สารละลายแอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต์ ในการควบคุม  
พีเอชที่แต่ละพีเอชใช้ในปริมาณที่ไม่เท่ากัน โดยการ
ทดลองในส่วนนี้ เลือกใช้สารละลายโพแทสเซียม     
ไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ในการควบคุมพีเอช
ในระยะการผลิต จากผลการทดสอบพบว่าค่ากิจกรรม
ของเบต้ากลูโคซิเดสที่ได้จากกระบวนการเพาะเลี้ยงใน
ระยะการผลิตที่พีเอช 6.0 มีค่าสูงกว่าการเพาะเลี้ยงที่ 
พีเอช 5.0 (ไม่แสดงข้อมูล) ดังนั้น จึงเป็นการยืนยันได้
ว่าผลผลิตเบต้ากลูโคซิเดสที่แตกต่างกันที่แต่ละพีเอช
เป็นอิทธิพลเนื่องจากค่าของพีเอชและไม่ใช่อิทธิพลของ
ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนท่ีเติม 
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3.3 ผลของพีเอชต่อการผลิตโปรติเอส 
พีเอชเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการเกิด    

โปรติโอไลซิสของโปรตีนเป้าหมาย โดยจากงานวิจัย
ของ Jahic และคณะ (2003) [7] ซึ่งท าการผลิตฟิวชัน
โปรตีนพบว่ามีการเกิดโปรติโอไลซิสในสายของ full-
length protein ที่ผลิตจาก P. pastoris ผู้วิจัยจึงลด 
พีเอชในการเพาะเลี้ยงแล้วพบว่าการเกิดโปรติเอสนั้น 
ลดลงและรายงานว่าโปรติเอสที่พบในการเพาะเลี้ยง P. 
pastoris ส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มของอัลคาไลด์โปรติเอส 
กล่าวคือ เมื่อสภาวะที่ทดสอบมีพีเอชสูงขึ้น จะท าให้
กิจกรรมของโปรติเอสสูงขึ้นด้วย นอกจากนี้ Salamin 
และคณะ รายงานว่าเอนไซม์โปรติเอสจากการเพาะ 
เลี้ยงยีสต์ P. pastoris ที่พีเอช 7.0 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์สูงกว่าการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 4.0 [24] ผล
ดังกล่าวสอดคล้องกับผลที่ได้จากการศึกษากิจกรรม
ของโปรติเอสในงานวิจัยนี้ (ตารางที่ 2) ซึ่งผลจากการ
ทดสอบด้วยวิธีนี้พบกิจกรรมโปรติเอสในตัวอย่างของ

การเพาะเลี้ยงที่พีเอช 6.0 และ 6.5 ที่ 120 ช่ัวโมงของ
การผลิต สังเกตได้จากบริเวณใส (clear zone) ที่เกิด 
ขึ้นจากกิจกรรมของโปรติเอสบน skim milk agar 
ทั้งนี้ ไม่พบบริเวณใสในตัวอย่างที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
ที่พีเอช 5.0 และ 5.5 (ไม่ได้แสดงผล) ผลการทดลองนี้
ยังสอดคล้องกับการรายงานของ Charoenrat และ
คณะ ที่ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสในน้ า
หมักที่ได้จากกระบวนการเพาะเลี้ยงรีคอมบิแนนท์ยีสต์ 
P. pastoris ที่พีเอช 6.0 แต่ไม่พบการเกิดโปรติโอ    
ไลซิสในกระบวนการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 5.0 [25] 
อย่างไรก็ตาม เนื่องจากตัวอย่างน้ าหมักที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงที่พีเอช 6.0 ให้ค่ากิจกรรมของเบต้ากลูโค   
ซิเดส สูง (776.6732.99 หน่วยต่อมิลลิลิตร) อีกทั้ง
ผลการทดลองที่ได้จาก SDS-PAGE (รูปที่ 3) ไม่พบ
แถบโปรตีนที่เกิดจากโปรติโอไลซิส ดังนั้น จึงเป็น
เครื่องบ่งช้ีได้ว่าเบต้ากลูโคซิเดสที่ได้จากการศึกษานี้มี
ความต้านทานต่อการเกิดโปรติโอไลซิส 

 

 
 

รูปที่ 3 การติดตามการผลิตเบต้ากลูโคซิเดสโดยรีคอมบิแนนท์ยีสต์ P. pastoris ด้วยเทคนิค SDS-PAGE เมื่อ M 
คือ โปรตีนมาตรฐาน (กิโลดาลตัน), BX คือ ตัวอย่างก่อนระยะการผลิต, P0-P120 คือ ตัวอย่างที่เวลา 0-120 
ช่ัวโมงของระยะการผลิต : (ก) พีเอช 5.0 (ข) พีเอช 5.5 (ค) พีเอช 6.0 และ (ง) พีเอช 6.5 

 
 

 

M Bx P0 P21 P45 P69 P84 P93 P108 P120 Bx P0 P21 P45 P69 P84 P93 P108 P120 

M Bx P0 P21 P45 P69 P84 P93 P108 P120 M Bx P0 P21 P45 P69 P84 P93 P108 P120 

116 kDa 

62 kDa 

45 kDa 

35 kDa 

25 kDa 
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25 kDa 
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ตารางที่ 2 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสด้วยวิธี skim milk agar diffusion 
 

พีเอชที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง 
พีเอชของ skim milk agar 

พีเอช 5.0 พีเอช 5.5 พีเอช 6.0 พีเอช 6.5 

พีเอช 6.0 

    

พีเอช 6.5 

    

หมายเหตุ : control คือ น้ ากลั่น (negative control); 0 h, 36 h, 84 h และ 120 h คือตัวอย่างจากระยะการผลิต
ที่ 0, 36, 84 และ 120 ช่ัวโมง ตามล าดับ; เส้นผ่านศูนย์กลางของหลุมเท่ากับ 5.25 มิลลิเมตร 

 

4. สรุป 
การศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการผลิตเบต้า 

กลูโคซิเดสจากเช้ือรา Periconia sp. BCC2871 โดย 
รีคอมบิแนนท์ P. pastoris ภายใต้การควบคุมการ
แสดงออกของโปรโมเตอร์ AOX1 พบว่าพีเอชเป็น
ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อทั้งการใช้เมทานอล การเจริญ 
เติบโต การผลิตเบต้ากลูโคซิเดส และกิจกรรมของ
เอนไซม์โปรติเอส โดยพีเอช 6.0 เป็นพีเอชที่ให้อัตรา
การใช้เมทานอล อัตราการเติบโต และอัตราการสร้าง
ผลผลิตสูงสุด ถึงแม้ว่าจะพบกิจกรรมของเอนไซม์    
โปรติเอสในน้ าหมักที่ได้จากการเพาะเลี้ยงที่พีเอช 6.0 
แต่จากการติดตามการเกิดโปรติโอไลซิสของโปรตีน
เป้าหมายโดยวิธี SDS-PAGE ไม่พบการเกิดโปรติโอ   
ไลซีสของเบต้ากลูโคซิเดส ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า 
พีเอช 6.0 เป็นพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตเบต้ากลูโค
ซิเดสจากรา Periconia sp. BCC2871 โดยรีคอม-
บิแนนท์ P. pastoris ซึ่งเอนไซม์ที่ผลิตได้มีความ
ต้านทานต่อเอนไซม์โปรติ เอสที่เกิดขึ้นในระหว่าง
กระบวนการเพาะเลี้ยง ทั้งนี้จากการที่รีคอมบิแนนท์
เบต้ากลูโคซิเดสที่ผลิตขึ้นในงานวิจัยนี้มีสมบัติท างาน

ได้ดีที่อุณหภูมิสูง ซึ่งมีความเหมาะสมต่อการน าไปใช้ใน
การย่อยสลายชีวมวลเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสร่วม 
กับเอนไซม์อื่น ๆ ในกลุ่มเซลลูเลสให้ได้ผลิตภัณฑ์ในรูป
น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวส าหรับใช้ในอุตสาหกรรมอื่น ๆ 
ต่อไป งานวิจัยนี้จึงถือเป็นพื้นฐานที่ส าคัญส าหรับการ
พัฒนากระบวนการใช้ประโยชน์จากชีวมวลเซลลูโลส
และเฮมิเซลลูโลสในอนาคต 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยา 
ศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ที่ได้สนับสนุนทุนวิจัย 
(P-11-0063) และอนุเคราะห์สายพันธ์ุจุลินทรีย์ส าหรับ
ท างานวิจัย ขอขอบคุณศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ 
คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรม 
ศาสตร์ ที่เอื้อเฟื้อสถานและเครื่องมือการท างานวิจัย 
และขอขอบคุณภาควิชาเทคโนโลยี ชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
ที่ส่งเสริมบุคลากรในสังกัดให้ได้ท างานวิจัย 
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