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บทคัดย่อภาษาไทยและบทคัดย่อภาษาองักฤษ (Abstract) 

 

งานวจิยัช้ินน้ีเป็นการทดลองเพาะเล้ียงยสีต ์Pichia pastoris เพื่อเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีน rhGH ซ่ึงเป็น

โปรตีนท่ีเราสนใจ เร่ิมตน้โดยทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask ขนาด 250 ml จนไดป้ริมาณเซลลย์สีตท่ี์เขม้ขน้

สูง จากนั้นจะทาํการถ่ายเซลลย์สีตล์งในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยมีปริมาตรของอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงเซลลย์สีต ์

(BSM) เร่ิมตน้ไม่เกิน 1 ลิตร โดยการเพาะเล้ียงจะแบ่งเป็น 3 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะของการเพาะเล้ียงแบบกะ แบบก่ึง

กะ และระยะของการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการ 

 

ในส่วนของการเพาะเล้ียงแบบกะ และแบบก่ึงกะจะทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตจ์นไดค้วามเขม้ขน้เซลล์

เร่ิมตน้อยูใ่นช่วง 100 – 150 g/L โดยใชเ้ทคนิคการป้อนอาหารแบบ Exponential feed ในช่วงของการเพาะเล้ียง

แบบก่ึงกะ หลงัจากไดป้ริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีตอ้งการแลว้จึงทาํการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีนท่ีสนใจ ซ่ึงจะใช ้

100% Methanol เป็นตวัเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีน ในงานวจิยัน้ีจะทาํการทดลองโดยแปรค่าความเขม้ขน้ของ 

methanol ภายในนํ้าหมกั ดงัน้ี 0.5, 2, 4 และ 8 g/L ตามลาํดบั 

 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่การควบคุมความเขม้ขน้ของ Methanol ในถงัหมกัท่ี 2 g/L จะให้

ปริมาณโปรตีนรวมสูงสุด และเม่ือเทียบอตัราส่วนของโปรตีนรวมกบัค่าเฉล่ียความเขม้ขน้เซลลย์สีตใ์นระยะ

เหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน รวมทั้งเทียบอตัราส่วนของโปรตีนรวมกบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเซลลย์สีตก่์อนเขา้สู่

ระยะเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน ก็มีอตัราส่วนท่ีสูงสุด จากผลการทดลองดงักล่าวจึงเพียงพอท่ีจะสรุปไดว้า่การ

ผลิตโปรตีนโดยควบคุมการป้อน Methanol โดยใชร้ะบบ Methanol Online Program สามารถผลิตโปรตีนรวม

ไดม้ากกวา่ 1,000 mg และสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการควบคุมความเขม้ขน้ Methanol คือการควบคุมปริมาณ

ความเขม้ขน้ Methanol ในถงัหมกัท่ี 2 g/L 

 

คาํสาํคญั : Methanol Online/ Human Growth Hormone/ High Cell Density Cultivation 
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Abstract 

 

This main objective for this study is focused on rhGH protein production by yeast Pichia pastoris. 

The yeast cells were cultured in a 250 ml flask until a high density of yeast cells was obtained. Starter yeast 

cultures were then transferred to the 2-liter fermented tank supplied with BSM medium (<1 litre at started 

point) for further experiment.  

Fermentation steps of yeast cells were divided into 3 phases; batched, semi-batched and induction 

step. The yeast cells were first cultivated in BSM medium for batched cultivation until 100 - 150 g / L cell 

density was obtained. At this time, exponential feed technique was performed for the semi-batched 

fermentation phase. The induction phase was performed using 100% Methanol as inducer in the yeast culture. 

Concentration of Methanol in the culture was a variable factor and varied from 0.5, 2, 4 and 8 g/L, 

respectively. 

The results showed a maximum protein production was obtained from 2 g/L Methanol induction  

culture. An average ratio for both total protein per yeast cell concentration and total protein concentration per 

yeast cells prior to the induction phase also shown the highest number at this induction point. Therefore, 2g/L 

of Methanol was selected for protein production using Methonol Online Program to control Methanol 

concentration in the reactor. The results showed that at 2g/L of Methanol concentration, more than 1,000 mg 

of interested protein was produced under experimental condition.    

 

คาํสาํคญั : Methanol Online/ Human Growth Hormone/ High Cell Density Cultivation 
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บทนํา (Introduction)   

 

กระบวนการผลิตยาโดยใชจุ้ลินทรียเ์ป็นแหล่งผลิต Therapeutic Protein เป็นเทคโนโลยกีารผลิตยาท่ีกาํลงัไดรั้บ

ความนิยมในต่างประเทศ และมีการขยายการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมอยา่งกวา้งขวาง โดยเฉพาะอยา่งยิง่การ

ผลิตยาจากเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือยสีต ์ซ่ึงยาท่ีผลิตไดจ้ะเรียกวา่ Biopharmaceutical อยา่งไรก็ตามในประเทศไทย

ยงัไม่มีการศึกษากระบวนการผลิตตวัยาเหล่าน้ีอยา่งจริงจงัทั้งในระดบัอุตสาหกรรม และในระดบัหอ้งปฏิบติัการ

งานวจิยัช้ินน้ีเป็นการพฒันาการผลิตฮอร์โมนเร่งการเจริญเติบโตของคน หรือ Human Growth Hormone (hGH) 

ซ่ึงปัจจุบนัประเทศไทยตอ้งนาํเขา้ฮอร์โมนชนิดน้ีจากต่างประเทศเพื่อนาํมาใชก้บัผูป่้วยซ่ึงมีภาวะขาดฮอร์โมน 

โดยท่ีฮอร์โมนชนิดน้ีมีราคาค่อนขา้งแพง ดงันั้นหากประเทศไทยสามารถผลิตฮอร์โมนเร่งการเจริญเติบโตน้ี

ข้ึนมาใชเ้อง และสามารถจาํหน่ายไดใ้นราคาท่ีถูกกวา่การนาํเขา้ ก็เป็นหนทางท่ีดีท่ีจะทาํใหผู้ป่้วยในประเทศ

ไทยไดมี้โอกาสใชฮ้อร์โมนชนิดน้ีมากข้ึน 

 

Pichia pastoris เป็น host ท่ีไดรั้บความนิยมในปัจจุบนัในการนาํมาผลิต recombinant proteins เน่ืองจาก P. 

pastoris มีความสามารถในการผลิต recombinant protein ไดค้วามเขม้ขน้สูงในสภาวะเฉพาะโดยใช ้alcohol 

oxidase (AOX) promoter โดย P. pastoris ยงัสามารถทาํการเล้ียงไดง่้ายโดยใชเ้คร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ (ถงัหมกั) 

โดยใชเ้ทคนิคเดียวกบัการเล้ียง S. cerevisiae โดยในปัจจุบนัมีการผลิต heterologous protein มากกวา่ 100 ชนิด

ไดร้ายงานไวโ้ดยใช ้P. pastoris (Gerngross, T.U., 2004) ในการทดลองผลิต hGH ท่ีผลิตไดจ้ากยสีต ์P. pastoris 

โดยใชก้ระบวนการหมกัพบวา่สามารถเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการไดโ้ดยใช ้Methanol เป็นตวั

เหน่ียวนาํ หรือกระตุน้ใหส้ร้างโปรตีน อยา่งไรก็ตามขอ้จาํกดับางประการของการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีน

ดว้ย Methanol คือ ปริมาณความเขม้ขน้ของ Methanol ในนํ้าหมกัไม่ควรเกิน 4 g/L ดว้ยเหตุดงักล่าวจึงมีความ

จาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีตอ้งพฒันากระบวนการป้อน Methanol อยา่งเหมาะสม  

 

ในงานวจิยัน้ีจะ Optimize กระบวนการผลิต hGH ท่ีผลิตโดยใช ้P. pastoris strain KM71 ท่ีไดรั้บการดดัแปลง

พนัธุกรรม เพื่อการผลิต HSA โดยใชถ้งัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยใชเ้ทคนิคการวดัค่า และควบคุมการป้อน 

Methanol แบบ Online เพื่อควบคุมปริมาณ Methanol ในนํ้าหมกัไดอ้ยา่งเหมาะสม จนสามารถเหน่ียวนาํใหย้สีต์

ผลิต hGH โปรตีนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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การผลิต  Recombinant protein โดยใช้ P. pastoris ในถงัหมกั  

 

การเล้ียง P. pastoris เพื่อการผลิต recombinant protein ในถงัหมกั (Bioreactor) (A. Thipayarat, 2002) มกัจะเร่ิม

จากการเตรียม inoculum ใน YPD medium 100 ml โดยทาํการเล้ียงเช้ือในขวดเขยา่เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือตั้งตน้ใน

การเล้ียงในถงัหมกั โดยทัว่ไปจะไดป้ริมาณเซลล ์2-5 OD600 จากนั้นจึง transfer ลงถงัหมกัโดยใช ้basal salt 

medium (BSM) with trace element เป็นอาหารเล้ียงเช้ือโดยทาํการหมกัแบบ batch โดยมีความเขม้ขน้ของ 

Glycerol อยูป่ระมาณ 40 g/l จากนั้นจึงเล้ียง cell แบบ fed batch โดยใช ้glycerol with trace element ท่ีมีความ

เขม้ขน้ของ glycerol สูงๆ (500-600 g/l) โดย feed แบบ exponential เพื่อให ้cell โตแบบ exponential (high cell 

density cultivation) จากนั้นจึง induce ใหส้ร้าง recombinant protein โดย feed methanol with trace element ใน

แบบ fed batch และ/หรือ mixed feed โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ methanol สูงๆ (600-700 g/l) โดยควบคุมความ

เขม้ขน้ของ methanol ในถงัหมกัอยูท่ี่ 4-5 กรัมต่อลิตร โดยตอ้งควบคุมให้   ออกซิเจนในถงัหมกัอยูท่ี่มากกวา่ 

20-30% saturation pH อยูท่ี่ 4.5 และ   อุณหภูมิควบคุมอยูท่ี่ประมาณ  30 °C โดยในขั้นตอนการ induction อาจมี

การลดอุณหภูมิมาควบคุมอยูท่ี่ 22 °C และ pH 4 เพื่อลดการสูญเสีย protein จากการทาํลายของ protease 

(O’Conner, G et al., 1992)  โดยในการผลิต protein จะมีการควบคุมความเขม้ขน้ของเซลลก์่อนการ induction ท่ี

เหมาะสม (Jahic, M., 2003, Tongta, A., 2001) 
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. เพื่อศึกษากระบวนการเหน่ียวนาํใหผ้ลิต Recombinant Human Growth Hormone โดยใชเ้ทคนิคการวดั

ค่า และควบคุมการป้อน Methanol แบบ Online  

2. เพื่อพฒันากระบวนการหมกัท่ีเหมาะสมในการผลิต Recombinant Human Growth Hormone ใหมี้

ประสิทธิภาพสูงสุด 

 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 

1. พฒันากระบวนผลิต Recombinant Human Growth Hormone ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ใหไ้ดป้ริมาณ

โปรตีนรวม (Total Protein) ในถงัหมกัมากกวา่ 1000 mg/L 

2. ศึกษากระบวนการเหน่ียวนาํใหผ้ลิต Recombinant Human Growth Hormone โดยใชเ้ทคนิคการวดัค่า 

และควบคุมการป้อน Methanol แบบ Online 

3. เขียนโปรแกรมควบคุมการป้อน Methanol แบบ Online  แสดงดงัรูปท่ี 1 

 
รูปที่1 แสดงขั้นตอนการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีนท่ีสนใจ (Induction phase) โดยใชเ้ทคนิค Methanol 

Online Controlling 
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วธีิดําเนินการวจัิยโดยสรุปทฤษฎ ีและ/หรือแนวทางความคิดทีนํ่ามาใช้ในการวจัิย 

ปัจจุบนัมีผลิตภณัฑม์ากมายท่ีมาจากจุลินทรียท่ี์มนุษยน์าํมาใชป้ระโยชน์ จุลินทรียเ์ป็นแหล่งผลิตสารท่ีมี

ประโยชน์ทางการแพทย ์แมจ้ะมีโรคหลากหลายชนิดท่ีเกิดข้ึนจากจุลินทรียก่์อโรค หรือเช้ือโรคชนิดต่างๆ แต่ยงั

มีจุลินทรียอี์กหลายชนิดท่ีมีการสร้างสารท่ีมีประโยชน์ในทางการแพทยไ์ด ้เช่น ยาเพนนิซิลิน ท่ีเรารู้จกักนัดีวา่

เป็นสารปฏิชีวนะ และมีผลในการฆ่าแบคทีเรียก็ผลิตไดจ้ากราเพนนิซิลเลียม และยงัมีสารปฏิชีวนะอีกหลาย

ชนิดท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรีย เช่น ยาเททราไซคลิน เป็นตน้ เน่ืองจากจุลินทรียเ์จริญเติบโตไดร้วดเร็ว จึงถูก

นาํมาใชเ้ป็นตวักลางในการผลิตสารท่ีจาํเป็นบางอยา่งท่ีเก่ียวขอ้งกบัทางการแพทยแ์ละการรักษาโรค  

โดยอาศยัเทคนิคทางรีคอมบิแนนทดี์เอ็นเอหรือพนัธุวศิวกรรม ทาํใหเ้ราสามารถทาํการตดัต่อยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั

การผลิตสารชนิดนั้นๆ เขา้กบัดีเอ็นเอพาหะแลว้ใส่เขา้ไปในจุลินทรีย ์เพื่อหลอกใหจุ้ลินทรียส์ร้างสารเหล่าน้ี

ข้ึนมา เรียกวา่ สารรีคอมบิแนนต ์(Recombinant products) โดยมีคุณสมบติัเหมือนสารธรรมชาติ จุลินทรีย์

ตวักลางท่ีนิยมใชคื้อ ยสีต ์ท่ีไดรั้บการพิสูจน์แลว้วา่ปลอดภยั เน่ืองจากมนุษยใ์ชย้สีตเ์หล่าน้ี เป็นอาหารมานาน

นบัหลายพนัปี  

 

การนาํยีสต์ Pichia pastoris มาใช้เป็นแหล่งผลิตโปรตีนทางการแพทย์ 

 

 ยสีต ์Pichia pastoris เป็นยสีตท่ี์สามารถใช ้methanol เป็นแหล่งคาร์บอนได ้(Methylotrophic yeast) 

(Jahic, M., 2003) โดยกระบวนการนาํ methanol ไปใชน้ั้นยสีตจ์ะถูกกระตุน้ดว้ย methanol ซ่ึงในตวัยสีตจ์ะมี 

AOX gene เม่ือถูกกระตุน้แลว้จะผลิตเอม็ไซม ์Alcohol Oxidase ซ่ึงสามารถเปล่ียน methanol ใหเ้ป็น 

formaldehyde และเปล่ียนเป็นแหล่งพลงังานในท่ีสุด กระบวนการท่ีกล่าวมานั้นจะเกิดภายในโครงสร้างพิเศษ

ภายในเซลลท่ี์เรียกวา่ peroxizome แสดงดงัรูปท่ี 2 
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รูปที ่2 Methanol metabolism pathway in H. polymorpha (Gellissen et al. 2005). 1 - alcohol oxidase, 2 – 

catalase, 3 – dihydroxyacetone synthase, 4 – formaldehyde dehydrogenase, 5 – formate dehydrogenase, 6 – 

dihydroxyacetone kinase, 7 – GSH – glutathione, Xu5P – xylulose-5-phosphate, FBP – fructose-1,6-

bisphosphate. 

 

การนาํยสีต ์Pichia pastoris มาตดัต่อพนัธ์ุกรรม และใชเ้ป็นแหล่งผลิต Therapeutics protein นั้นมีความน่าสนใจ

ในการวจิยั ศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการ และระดบัโรงงานตน้แบบ โดยมีรายงานการวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งอยูอ่ยา่ง

มากมาย ซ่ึงในปี 1995 ไดมี้การนาํยสีตช์นิดน้ีมาผลิตเป็น Single cell protein ใชใ้นเชิงพาณิชยอ์าศยัคุณสมบติั

การเพาะเล้ียงยสีตไ์ดใ้นปริมาณความเขม้ขน้เซลลสู์งๆ (High cell density cultivation) (d’Anjou, M.C. and 

Daugulis, A.J., 2000) และไดมี้การนาํมาเป็น host สาํหรับตดัต่อเอายนีท่ีสนใจลงไปหลายชนิด (Trinh, L.B., 

2003) ขอ้ไดเ้ปรียบท่ีสาํคญัของยสีตช์นิดน้ีมีอยู ่4 ประการ ไดแ้ก่  

 

- ยสีต ์P. pastoris สามารถเพาะเล้ียงใหมี้ความเขม้ขน้สูงๆ ไดโ้ดยใชแ้หล่งอาหารท่ีมีราคาถูก 

- การตดัต่อพนัธุกรรมโดยนาํยีนท่ีสนใจจะตดัต่อผา่น AOX promoter ซ่ึงเป็น strong promoter ทาํให้

สามารถผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรดกัส์ท่ีตอ้งการไดใ้นปริมาณมาก 

- เน่ืองจากยสีตเ์ป็น eukaryote cell ซ่ึงเป็นเซลลแ์บบเดียวกบัในมนุษยท์าํใหมี้กระบวนการตดัแต่ง

โปรตีนก่อน หรือ Post translation modification โปรตีนท่ีไดจึ้งสามารถนาํไปใชใ้นส่ิงมีชีวติชั้นสูง

ไดท้นัที 
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- ยสีต ์P. pastoris สามารถหลัง่โปรตีนท่ีผลิตไดเ้ป็นจาํนวนมากออกมาภายนอกเซลล ์ทาํใหง่้าย

สาํหรับการแยกโปรตีนบริสุทธ์ิในส่วนของ Down Stream Purification Process 

 

ปัจจัยท่ีมีผลต่อการหมกัยีสต์ Pichia pastoris  

 

 ปัจจยัท่ีสาํคญั และมีผลต่อการหมกัยสีต ์Pichia pastoris ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้เซลล ์ค่าอตัราการ

เจริญเติบโตจาํเพาะ และความตอ้งการธาตุอาหารของยสีต ์(Nimmarairat N., 2004) โดยเฉพาะการเพาะเล้ียงยสีต์

ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ก่อนเขา้สู่ระยะเหน่ียวนาํท่ีเหมาะสมเป็นปัจจยัสาํคญัอีกประการหน่ึงท่ีจะช่วยใหก้ารผลิต 

hGH โปรตีนเป็นไปไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพคือการเพาะเล้ียงยสีตใ์นสภาวะความเขม้ขน้สูง (High cell density 

concentration) โดยใชเ้ทคนิคการป้อนอาหาร (Glycerol) แบบ Exponential feed ซึงถูกนาํมาใชใ้นงานวจิยัก่อน

หนา้น้ี ในช่วงการหมกัแบบกะ (Nimmarairat N., 2004) อยา่งไรก็ตามในระยะของการเหน่ียวนาํใหผ้ลิต hGH 

โปรตีนดว้ย Methanol (Induction phase) ยงัคงตอ้งพฒันากระบวนการป้อน Methanol ใหเ้หมาะสมยิง่ข้ึน เพื่อ

ปรับปริมาณความเขม้ขน้ของ Methanol ในนํ้าหมกั (< 4 g/L) และเพิ่มปริมาณโปรตีนรวม (Total Protein) ในถงั

หมกัใหไ้ดม้ากกวา่ 1000 mg/L 
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  

 

งานวจิยัช้ินน้ีเป็นการพฒันาการผลิต Recombinant Human Growth Hormone ท่ีตอ้งใชใ้นการรักษาทาง

การแพทย ์ซ่ึงปัจจุบนัประเทศไทยตอ้งนาํเขา้โปรตีนชนิดน้ีจากต่างประเทศเพื่อนาํมาใชก้บัผูป่้วย เป็นจาํนวน

มาก ดงันั้นหากประเทศไทยสามารถผลิตโปรตีนชนิดน้ีข้ึนมาใชเ้อง และสามารถจาํหน่ายไดใ้นราคาท่ีถูกกวา่

การนาํเขา้ ก็เป็นหนทางท่ีดีท่ีจะทาํใหผู้ป่้วยในประเทศไทยไดมี้โอกาสใชโ้ปรตีนชนิดน้ีมากข้ึน ในขณะเดียวกนั

การพฒันากระบวนการผลิตน้ีเป็นกระบวนการต่อเน่ืองจากการผลิตฮอร์โมนเร่งการเจริญเติบโตในคนท่ีกลุ่ม

วจิยัไดเ้คยทดลองมาแลว้ ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑท่ี์ถูกนาํไปใชเ้ป็นยา จึงเป็นการต่อยอดงานวจิยัท่ีเป็นเทคโนโลยขีั้น

สูง และเป็นการพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพเพื่อใชท้างการแพทย ์ซ่ึงเป็นการพฒันาเทคโนโลยเีป็นของตนเอง เพื่อ

สามารถกา้วทนัเทคโนโลยไีดใ้นระดบันานาชาติ 

 

วธีิดําเนินการวจัิย (Materials & Method)  

 

วตัถุดิบ 

        1) Recombinant Pichia pastoris KM71. 

        2) Standard Human Growth Hormone. 

 

 เคร่ืองมือ  

 

1)  Fermentor 2 Liters : Biostat B 

           2)  pH meter : Bench pH meter cyberscan pH 510, Holland 

           3)  Analytica balance:  Satorious analytic model CP221s, Germany   

           4)  Hot Plate Stirrer: HL instrument HS-115   

           5)  Magnetic Stirrer 

            6)  Vortex: Genie 2, Sciencetific Industries 

            7)  Micro Pipet 20µL: Gilson P20, Made in France   

            8)  Methanol Sensor 

            9)  Suction for HPLC: Supelco 5-8070 

          10) Sterilized Membrane 0.45 µm: Pall Corporation  
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          11) HPLC: Shimazu 

   12) Computer 

   13) Lab View Program 

 

  13.3 สารเคมี 

 

             1) Yeast extract  

2) Meat peptone  

3) Glucose  

4) Glycerol  

5) Methanol 

6) Potassium Sulfate 

7) Magnesium Sulfate 

8) Calcium Sulfate 

9) Potassium Hydroxide 

10) Phosphoric acid 

11) Ammonium Hydroxide 

12) Anti Foam  

13) PTM 1 

14) Biotin 

 

13.4 คอลมัน์ 

             1)  Animex Column 

 

                        13.5 วธีิการทดลอง 
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การทดลองในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 

 

การศึกษาวจิยัน้ีวตัถุประสงคเ์พื่อตอ้งการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต Recombinant Human 

Growth Hormone จากยสีต ์ Pichia pastoris KM71 โดยใชเ้ทคนิคการเล้ียงแบบ High cell density cultivation 

โดยในการทดลองน้ีศึกษาถึงปัจจยัท่ีส่งเสริมใหมี้การผลิตโปรตีนดงักล่าวในปริมาณสูง ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ

เซลลก่์อนเขา้สู่ช่วงการเหน่ียวนาํใหส้ร้าง hGH (induction phase) ค่าความเขม้ขน้ของ Methanol (<4 g/L) ค่า

ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ และการควบคุมอุณหภูมิในช่วง induction phase โดยทาํการศึกษาสภาวะ

ดงักล่าวในระดบั Lab scale ซ่ึงใชถ้งัหมกัขนาด 2 ลิตร  

 

การทดลองเร่ิมตน้โดยเล้ียง Pichia pastoris ในฟลาสกข์นาด 250 ml โดยใชอ้าหาร YPD โดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 

30°C ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นถ่ายเช้ือท่ีเพาะเล้ียงไดล้ง Basal salt medium ปรับ pH 4.5 

โดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 30°C ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 14 วนั สุ่มตวัอยา่งเพื่อวดัค่า optical density 

(OD) ใหไ้ดป้ระมาณ 6 - 9 ท่ีความเขม้แสงของเคร่ือง spectrophotometer 600 nm หลงัจากนั้นนาํเช้ือท่ีเพาะในฟ

ลาสกถ่์ายลงสู่ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ท่ีมีอาหาร basal salt medium ซ่ึงปริมาณ medium เร่ิมตน้เป็น 1 ลิตร  

 

กระบวนการหมกัแบ่งออกเป็น 3 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะหมกัแบบกะ (Batch phase) โดยใช ้ glycerol ความเขม้ขน้

เร่ิมตน้ประมาณ 40 g/l ตามดว้ยระยะการหมกัแบบก่ึงกะ (Fed-Batch phase) และระยะเหน่ียวนาํดว้ยการ feed 

100% methanol แบบต่อเน่ืองเพื่อใหย้สีตส์ร้างโปรตีน (Induction phase) สาํหรับการเพาะเล้ียงในระยะหมกั

แบบกะ และก่ึงกะไดค้วบคุมสภาวะการเล้ียงไวอ้ยา่งคงท่ี โดยควบคุม อุณหภูมิท่ี 30°C ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี 

pH 4.5 ความเร็วรอบใบกวนเร่ิมตน้ท่ี 600 ค่าการใหอ้ากาศ Air flow rate เป็น 2 vvm และค่าการละลาย

ออกซิเจนในนํ้า (Disslove oxygen; DO) 20% ซ่ึงการควบคุมค่า DO น้ีจะตั้งการควบคุมโดยการควบคุมค่า

ความเร็วรอบใบกวน และค่า Air flow rate เม่ือค่าการละลายออกซิเจนในนํ้าตํ่ากวา่ 20% controller จะสั่งให้

ใบพดัทาํงานในรอบการกวนท่ีสูงข้ึน เพื่อเพิ่มปริมาณออกซิเจนในนํ้าจนกระทัง่การทาํงานถึงขีดสุด (Maximum 

stirrer speed) ถา้การละลายออกซิเจนในนํ้ายงัไม่เพียงพอจะเพิ่มอากาศเขา้มาในระบบ จากนั้นจะนาํก๊าซ

ออกซิเจน 99.5% เขา้มาผสมในอตัราส่วน 50:50 เพื่อรักษาระดบัค่าการละลายออกซิเจนในนํ้าให้เป็นไปตามท่ี

ตอ้งการ ในช่วงการหมกัแบบกะจะทาํการป้อนสารอาหาร (glycerol) โดยใชส้มการการป้อนแบบ exponential 

เพื่อใหไ้ดป้ริมาณเซลลเ์ขม้ขน้สูง (high cell density cultivation) และลดการสะสมของ by-product ท่ีไม่ตอ้งการ 

จากการใชว้ธีิการน้ีจะทาํใหไ้ดป้ริมาณเซลลเ์ขม้ขน้สูงไดถึ้ง 150 - 200 g DW/l  
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รูปที่ 3 ภาพถงัหมกั (research bioreactor) ขนาด 2 ลิตร ในภาพแสดงการชัง่นํ้าหนกั ถงัหมกัและถงั feed และ

การเก็บขอ้มูลเขา้สู่ computer  

 

เม่ือไดป้ริมาณความเขม้ขน้เซลลท่ี์ตอ้งการแลว้ ก่อนจะเขา้สู่ระยะเหน่ียวนาํดว้ยการ Feed 100% methanol 

แบบต่อเน่ืองเพื่อใหย้สีตส์ร้างโปรตีน (Induction phase) ควรจะรอใหย้สีตใ์ช ้ glycerol ในนํ้าหมกัจนหมด

เสียก่อน (สังเกตไดจ้ากการท่ีค่า DO สูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว) จากนั้นจึงเขา้สู่ระยะการเหน่ียวนาํใหย้สีตส์ร้างโปรตีน

ท่ีตอ้งการ 
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การพัฒนาการควบคุมการป้อน Glycerol 

 

 การป้อนกลีเซอรอลจะทาํโดยคาํนวณปริมาณการป้อนดว้ยสมการ Exponential Feed เพื่อควบคุม

ปริมาณความเขม้ขน้เซลลย์สีตใ์หไ้ดต้ามท่ีตอ้งการ โดยสมการการป้อนแสดงไดด้งัน้ี 

 

)(
00

/0

0tt

SX

set seteVX
YS

FeedRate −= µµ
  

 

µset  = controlled specific growth rate 

YX/S  = yield coefficient biomass per glycerol concentration 

X = biomass concentration 

X0 = biomass concentration when feed started  

S0 = glycerol concentration in feed tank 

V0  = volume of liquid when feed started 

 

การพัฒนาโปรแกรมควบคุมการป้อน Methanol 

           

 ในส่วนของการพฒันาโปรแกรมควบคุมการป้อน Methanol ทาํไดโ้ดยการใชโ้ปรแกรม Lab View ท่ีจะ

รับค่าจาก Methanol Sensor ซ่ึงอ่านค่าปริมาณ methanol ในนํ้าหมกั แลว้แปลงค่าท่ีอ่านไดเ้ป็นค่าความเขม้ขน้

ของ Methanol เพื่อควบคุมการป้อน methanol เขา้สู่ระบบการหมกัใหเ้หมาะสมตามท่ีตอ้งการ  

 

จากการศึกษาของคณะวจิยัมหาวทิยาลยั Budapest ประเทศฮงัการี พบวา่ความเขม้ขน้ของ methanol ภายในถงั

หมกัท่ีไม่ทาํใหเ้กิด metabolic inhibition อยูร่ะหวา่ง 0.45 – 8.85 g/L (Bálint Kupcsulik and Béla Sevella, 2004) 

ดงันั้นในงานวจิยัช้ินน้ีจะทาํการทดลองโดยจะควบคุมค่าความเขม้ขน้ของ Methanol ใหอ้ยูร่ะหวา่ง 0.45 – 8.85 

g/L จากนั้นจะทาํการเลือกความเขม้ขน้ของ methanol ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ท่ีจะเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิต hGH โปรตีน

ท่ีตอ้งการ 
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การวิเคราะห์ตัวอย่างนํา้หมกั 

 

 การหาความเข้มข้นของเซลล์ (cell dry weight) 

 

ตรวจวดัความเขม้ขน้ของเซลลโ์ดยใชต้วัอยา่งจากถงัหมกั 1 ml ทาํการป่ันแยกเซลลอ์อกจากนํ้าหมกั 

โดยใชเ้คร่ืองป่ันแยก (Centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 9000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ควบคุมอุณหภูมิระหวา่ง

การป่ันแยกท่ี 4 องศาเซลเซียส ส่วนนํ้าหมกัท่ีแยกไดจ้ะนาํไปวเิคราะห์ต่อไปนาํเซลลท่ี์แยกได ้ลา้งและป่ันแยก 2 

คร้ังโดยนํ้ากลัน่ ทาํใหเ้จือจางโดยการเติมนํ้ากลัน่ใหค้วามเขม้ขน้เหมาะสมและตรวจวดัการดูดกลืนแสงโดยใช้

เคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) ท่ีค่าการดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เพื่อเทียบ

กบักราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก จ) 

 

 การหาปริมาณกลเีซอรอลและเมทานอล ในนํา้หมัก 

 

ตรวจวเิคราะห์หาปริมาณกลีเซอรอลและเมทานอลในนํ้าหมกัดว้ยวธีิโครมาโตกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography, HPLC) โดยใชค้อลมัน์ Aminex HPX-87 H Column 

(Bio Rad) และ 0.3 mM sulfuric acid (H2SO4) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) และค่าอตัราการไหล (Flow 

rate) 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิระหวา่งการวเิคราะห์ท่ี 45 องศาเซลเซียส 

 

 การวเิคราะห์หาปริมาณฮอร์โมนการเจริญเติบโตของมนุษย์ 

 

วเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนจากนํ้าหมกัดว้ยวธีิ Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis, SDS-PAGE) โดยใชเ้จล 15 เปอร์เซ็นต ์ตามดว้ยวธีิ Western Blot โดยโปรตีนท่ีอยูบ่นเจลจะถูก

เคล่ือนยา้ยมายงัแผน่ไนโตรเซลลูโลส เมมเบรน (nitrocellulose membrane) โดยใช ้vertical electrophoresis unit 

(TE 22 Mini Transfer Tank) โปรตีนจะถูกตรึงอยูบ่นแผน่เมมเบรน โดยใชบ้ฟัเฟอร์ BSA/TBST 5 เปอร์เซ็นต ์

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ต่อจากนั้นลา้งแผน่เมมเบรน ดว้ยบฟัเฟอร์ 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที 

บ่มแผน่เมมเบรน ท่ีไดด้ว้ย mouse anti-hGH ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งแผน่เมมเบรน 

ดว้ยบฟัเฟอร์ 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที ตามดว้ย goat-alkaline phosphatase anti-mouse IgG ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ลา้งแผน่เมมเบรนดว้ยบฟัเฟอร์ 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที ซบัแผน่เมมเบรน พอหมาด 
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และทาํใหเ้ห็นแถบของโปรตีนโดยยอ้มดว้ย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro-blue tetrazolium 

(BCIP/NBT) วดัแถบโปรตีนเทียบกบัค่ามาตรฐานโดยใชเ้คร่ืองวดัความเขม้ของแถบโปรตีน (densitometer) 

 

 การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนสุทธิ (Total Protein)  

 

 วเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนสุทธิจากนํ้าหมกัโดยวธีิวดัการจบักบัสีคูมาสซ่ี (Bradford assay) โดยผสมนํ้า

หมกัปริมาตร 100 มิลลิลิตร กบัสารละลายสี (protein dye reagent) ท่ีเจือจางดว้ยนํ้า de-ionize อตัราส่วน 1 ต่อ 4 

เท่า ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที และวดัสีท่ีเกิดข้ึนโดยใชเ้คร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีค่าการ

ดูดกลืนแสง ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร เทียบปริมาณโปรตีนสุทธิท่ีไดก้บัสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 

(BSA) 

  

 การวเิคราะห์ hGH โดยวธีิโครมาโตกราฟี 

   

 วเิคราะห์ hGH โดยใชโ้ครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 

chromatography, HPLC) โดยใชค้อลมัน์ Jupiter 5 u C4 ขนาด 25 cm×4.6 mm I.D., pore diameter 300 Å เฟส

เคล่ือนท่ี ประกอบดว้ยบฟัเฟอร์ Tris-HCl 71 เปอร์เซ็นต ์ ความเขม้ขน้ 50 mM pH 7.5 และ n-propanol 29 

เปอร์เซ็นต ์และค่าอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิระหวา่งการวเิคราะห์ท่ี 45 องศาเซลเซียส 
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ผลการวจัิย (Results)   

 

จากการทดลองเพาะเล้ียงยสีต ์Pichia pastoris เพื่อเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน rhGH ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีน่าสนใจ โดย

นาํไปใชท้างการแพทยเ์พื่อการรักษาผูป่้วย โดยงานวิจยัน้ีจะเร่ิมตน้โดยทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask ขนาด 

250 ml จนไดป้ริมาณเซลลย์สีตท่ี์เขม้ขน้สูง จากนั้นจะทาํการถ่ายเซลลย์สีตล์งในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร โดยมี

ปริมาตรของอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงเซลลย์สีต ์ (BSM) เร่ิมตน้ไม่เกิน 1 ลิตร โดยการเพาะเล้ียงจะแบ่งเป็น 3 ระยะ 

ไดแ้ก่ ระยะของการเพาะเล้ียงแบบกะ แบบก่ึงกะ และระยะของการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการ 

 

ในส่วนของการเพาะเล้ียงแบบกะ และแบบก่ึงกะจะทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตจ์นไดค้วามเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้อยู่

ในช่วง 100 – 150 g/L โดยใชเ้ทคนิคการป้อนอาหารแบบ Exponential feed ในช่วงของการเพาะเล้ียงแบบก่ึงกะ 

หลงัจากไดป้ริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีตอ้งการแลว้จึงทาํการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีนท่ีสนใจ ซ่ึงจะใช ้ 100% 

Methanol เป็นตวัเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีน ในงานวจิยัน้ีจะทาํการทดลองโดยแปรค่าความเขม้ขน้ของ 

methanol ภายในนํ้าหมกั ดงัน้ี 0.5, 2, 4 และ 8 g/L ตามลาํดบั โดยผลการทดลองแสดงดงัน้ี 

 

การทดลองจะทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask จนไดค้วามเขม้ขน้เซลลย์สีตท่ี์มากพอท่ีจะนาํมาเพาะเล้ียงต่อ

ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงการเพาะเล้ียงจะเร่ิมตน้จากการหมกัแบบกะโดยใชค้วามเขม้ขน้ glycerol เร่ิมตน้ 50 

g/L การเพาะเล้ียงจะปล่อยใหย้สีตกิ์น glycerol จนหมด ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิ 30 oC pH 4.5 และปริมาณ 

DO (dissolve oxygen) ไม่ตํ่ากวา่ 20% เซลลย์สีตจ์ะเพิ่มจาํนวนเป็น 30 g/L หลงัจากนั้นจะทาํการเพาะเล้ียงแบบ

ก่ึงกะ ซ่ึงจะป้อน 50% glycerol การป้อน glycerol จะป้อนโดยใชเ้ทคนิคการป้อนแบบ exponential feed จนได้

เซลลย์สีตท่ี์มีความเขม้ขน้ประมาณ 150 g/L หลงัจากเพาะเล้ียงยสีตจ์นไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการแลว้ จะทาํการ

เหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีน (Induction) ดว้ยการป้อน 100% Methanol ลงในถงัหมกั ในการทดลองน้ีจะ

ควบคุมความเขม้ขน้ของ Methanol ภายในถงัหมกัไม่เกิน 0.5 g/L ซ่ึงจะควบคุมโดยใช ้ Methanol Sensor เป็น

เคร่ืองมือในการตรวจวดัปริมาณ methanol ในถงัหมกั และควบคุมการป้อน methanol โดยใชโ้ปรแกรม Lab 

View การควบคุมการป้อน methanol ในถงัหมกัแสดงดงัรูป 

 

การควบคุมการป้อน Methanol online โดยใชโ้ปรแกรมควบคุมโดยการรับขอ้มูลจาก Methanol Sensor จากนั้น

จะส่งขอ้มูลมาประมวลผลในโปรแกรมควบคุมเพื่อป้อนสารละลาย Methanol ลงในถงัหมกั และควบคุมปริมาณ

ความเขม้ขน้ Methanol ในถงัหมกัแสดงดงัรูปท่ี 1 
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โดยการป้อน Methanol เพื่อเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการจะป้อนตั้งแต่ช่วงเวลาท่ี 100 ถึง 180 ชัว่โมงของ

การเพาะเล้ียงดว้ยปริมาณความเขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้ 150 g/L ซ่ึงการป้อน 100% Methanol ลงในนํ้าหมกัตอ้ง

มีช่วงเวลาท่ีทาํใหเ้ซลลย์สีตป์รับตวั ดว้ยการเติม methanol 4 g/L แลว้ทิ้งช่วงไว ้ 4 ชัว่โมง เพื่อใหเ้ซลลย์สีต์

ปรับตวั หลงัจากผา่นไป 4 ชัว่โมงแลว้ จะเขา้สู่ระยะเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการ (induction phase) โดย

การป้อน methanolอยา่งต่อเน่ือง และควบคุมปริมาณ methanol ในนํ้าหมกัไม่ใหเ้กิน 0.5 g/L เม่ือทาํการป้อน 

methanol ลงในนํ้าหมกัแลว้ปริมาณความเขม้ขน้ของเซลลย์สีตใ์นถงัหมกัลดลง และเพิ่มข้ึนจนไดค้วามเขม้ขน้

สุดทา้ยท่ี 180 g/L ในขณะเดียวกนัปริมาณโปรตีนรวมในนํ้าหมกั (Total Protein) เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว จนได้

ปริมาณโปรตีนรวมสุดทา้ยประมาณ 1.2 g/L 

 

การควบคุมโปรแกรมคอมพิวเตอร์สาํหรับป้อน Methanol ในกระบวนการเหน่ียวนาํยีสต์ให้ผลิตโปรตีน 

 

1. โปรแกรมรับค่าสัญญาณไฟฟ้าเป็น volt  จากเคร่ือง methanol sensor โดยรอบเวลาในการรับค่าข้ึนอยู่

กบั response time ของเคร่ือง methanol sensor ซ่ืงจะอยูใ่นช่วง 3-5 นาที โดยโปรแกรมสามารถปรับค่า 

Sample Rate (ค่าในการเก็บตวัอยา่งเป็นวนิาที) ได ้180-300 วินาที ดงั รูป code ท่ีไดท้าํ Highlight สีแดง

ขา้งล่างน้ี  

 
 รูปท่ี 4 แสดงโปรแกรมรับค่าสัญญาณไฟฟ้าเป็น volt  จากเคร่ือง methanol sensor 
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2. เม่ือโปรแกรมรับค่า Volt แลว้จะแปลงค่าท่ีไดใ้ห้อยูใ่นรูปความเขม้ขน้เมทานอลเป็น g/L ดงัรูป code ท่ี 

highlight สีเหลือง 

 

 
รูปท่ี 5 แสดงโปรแกรมแปลงค่าท่ีไดใ้หอ้ยูใ่นรูปความเขม้ขน้เมทานอลเป็น g/L 

 

โดยใชส้มการ Polynomial คือ y=axn+1+bxn+c  

ตวั x คือสัญญาณ Volt  

y คือความเขม้ขน้ methanol (g/L) 

 

สมการ Polynomial ไดม้าจากการทาํ calibration กบั HPLC แลว้ใช้ฟังค์ชัน่ Poly-fit ของโปรแกรม 

MATLAB fit curve ดงัรูปขา้งล่างน้ี 
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 รูปท่ี6 สมการ Polynomial ไดม้าจากการทาํ calibration กบั HPLC 

 

 

3. ค่าสัญญาณ methanol ท่ีแปลงอยูใ่นรูปความเขม้ขน้ g/L จะนาํไปเปรียบเทียบกบั set point ถา้ค่าตํ่ากวา่

set point  โปรแกรมจะสั่งให้ pump feed methanol ลงไปในถงัหมกั โดยปริมาณ ท่ี feed methanol ลง

ไป มาจากการเทียบวา่ค่าห่างจาก set point อยูก่ี่ g/L เช่น ค่าวดัได ้3 g/L แต่ set point เป็น 4 g/L แสดงวา่

ค่าห่างอยู ่g/L pump จะตอ้ง feed ลงไป 1 g/L ซ่ึง pump ไดท้าํการ Calibrate มาก่อนเรียบร้อยแลว้ รูป 

code ส่วนควบคุม pump ดงัรูป code ท่ี highlight สีนํ้าเงิน 
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รูปท่ี7 แสดงรายละเอียดโปรแกรม Code ส่วนควบคุม pump 
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start

รับสัญญาณ Volt จาก 

Methanol 
sensor

แปลงสัญญาณ Volt 
เป�นความเข้มข้น g/L

ค่าวัด > Set point ไม่สั�ง Pump feed

สั�ง Pump feed

yes

no

 
รูปท่ี8 แสดงรายละเอียด Flow Chart ของโปรแกรมควบคุม Methanol Online 
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ผลของการศึกษาความเข้มข้นของเซลล์ก่อนเข้าสู่ระยะเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีน  

 

การทดลองเร่ิมตน้โดยเล้ียง Pichia pastoris ในฟลาสกข์นาด 250 ml โดยใชอ้าหาร basal salt medium 

ปรับ pH 4 โดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 30°C ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 7-14 วนั สุ่มตวัอยา่งเพื่อวดัค่า optical 

density (OD) ใหไ้ดป้ระมาณ 6 ท่ีความเขม้แสงของเคร่ือง spectrophotometer 600 nm หลงัจากนั้นนาํเช้ือท่ีเพาะ

ในฟลาสกถ่์ายลงสู่ถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ท่ีมีอาหาร basal salt medium ซ่ึงปริมาณ medium เร่ิมตน้เป็น 1 ลิตร  

 

กระบวนการหมกัแบ่งออกเป็น 3 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะหมกัแบบกะ (Batch phase) โดยใช ้ glycerol ความเขม้ขน้

เร่ิมตน้ประมาณ 40 g/l ตามดว้ยระยะการหมกัแบบก่ึงกะ (Fed-Batch phase) และระยะเหน่ียวนาํดว้ยการ feed 

50% methanol แบบต่อเน่ืองเพื่อใหย้สีตส์ร้างโปรตีน (Induction phase) สาํหรับการเพาะเล้ียงในระยะหมกัแบบ

กะ และก่ึงกะไดค้วบคุมสภาวะการเล้ียงไวอ้ยา่งคงท่ี โดยควบคุม อุณหภูมิท่ี 30°C ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี pH 5 

ความเร็วรอบใบกวนเร่ิมตน้ท่ี 600 ค่าการใหอ้ากาศ Air flow rate เป็น 2 vvm และค่าการละลายออกซิเจนในนํ้า 

(Disslove oxygen; DO) 20% ซงการควบคุมค่า DO น้ีจะตั้งการควบคุมโดยการควบคุมค่าความเร็วรอบใบกวน 

และค่า Air flow rate เม่ือค่าการละลายออกซิเจนในนํ้าตํ่ากวา่ 20% controller จะสั่งใหใ้บพดัทาํงานในรอบการ

กวนท่ีสูงข้ึน เพื่อเพิ่มปริมาณออกซิเจนในนํ้าจนกระทัง่การทาํงานถึงขีดสุด (Maximum stirrer speed) ถา้การ

ละลายออกซิเจนในนํ้ายงัไม่เพียงพอจะเพิ่มอากาศเขา้มาในระบบ จากนั้นจะนาํก๊าซออกซิเจน 99.5% เขา้มาผสม

ในอตัราส่วน 50:50 เพื่อรักษาระดบัค่าการละลายออกซิเจนในนํ้าให้เป็นไปตามท่ีตอ้งการ ในช่วงการหมกัแบบ

กะจะทาํการป้อนสารอาหาร (glycerol) โดยใชส้มการการป้อนแบบ exponential เพื่อใหไ้ดป้ริมาณเซลลเ์ขม้ขน้

สูง (high cell density cultivation) และลดการสะสมของ by-product ท่ีไม่ตอ้งการ (Valentinotti, 2003) จากการ

ใชว้ธีิการน้ีจะทาํใหไ้ดป้ริมาณเซลลเ์ขม้ขน้สูงไดถึ้ง 200 g DW/l (Nimmararairat, 2004) 

 

ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเข้มข้น Methanol ในถงัหมกั 0.5 g/L 

 

การทดลองท่ี 1 จะควบคุมความเขม้ขน้ Methanol ในนํ้าหมกัไม่เกิน 0.5 g/L ในระยะการเหน่ียวนาํใหผ้ลิต

โปรตีน เร่ิมตน้ทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask จนไดค้วามเขม้ขน้เซลลย์สีตท่ี์มากพอท่ีจะนาํมาเพาะเล้ียงต่อ

ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงการเพาะเล้ียงจะเร่ิมตน้จากการหมกัแบบกะโดยใชค้วามเขม้ขน้ glycerol เร่ิมตน้ 50 
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g/L การเพาะเล้ียงจะปล่อยใหย้สีตใ์ช ้glycerol จนหมด ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิ 30oC pH 4.5 และปริมาณ DO 

(dissolve oxygen) ไม่ตํ่ากวา่ 20% เซลลย์สีตจ์ะเพิ่มจาํนวนเป็น 25-30 g/L หลงัจากนั้นจะทาํการเพาะเล้ียงแบบ

ก่ึงกะ ซ่ึงจะป้อน 50% glycerol การป้อน glycerol จะป้อนโดยใชเ้ทคนิคการป้อนแบบ exponential feed จนได้

เซลลย์สีตท่ี์มีความเขม้ขน้ประมาณ 120-150 g/L 

 

หลงัจากเพาะเล้ียงยสีตจ์นไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการแลว้ จะทาํการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีน (Induction) ดว้ย

การป้อน 100% Methanol ลงในถงัหมกั ก่อนการป้อนจะตอ้ง calibrate สายป้อนสารอาหารเพื่อคาํนวนปริมาณ

สารอาหารท่ีตอ้งใชใ้นการป้อนเขา้สู่ระบบ โดยในการทดลองน้ีจะควบคุมความเขม้ขน้ของ Methanol ภายในถงั

หมกัไม่เกิน 2 g/L ซ่ึงจะควบคุมโดยใช ้Methanol Sensor เป็นเคร่ืองมือในการตรวจวดัปริมาณ methanol ในถงั

หมกั และควบคุมการป้อน methanol โดยใชโ้ปรแกรม Lab View การควบคุมการป้อน methanol ในถงัหมกั 

โดยการป้อน Methanol เพื่อเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการจะป้อนตั้งแต่ช่วงเวลาท่ี 100 ถึง 150 ชัว่โมงของ

การเพาะเล้ียงดว้ยปริมาณความเขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้ 120 - 150 g/L โดยค่าเฉล่ียของความเขม้ขน้เซลลย์สีต์

ตลอดช่วงการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนคือ 170.8371 g/L หลงัจากไดป้ริมาณความเขม้ขน้ยสีตท่ี์ตอ้งการแลว้ จะ

ทาํการป้อน 100% Methanol ในถงัหมกัเพื่อเหน่ียวนาํใหย้สิตผ์ลิตโปรตีน ซ่ึงการป้อน 100% Methanol ลงในนํ้า

หมกัตอ้งมีช่วงเวลาท่ีทาํใหเ้ซลลย์สีตป์รับตวั ดว้ยการเติม methanol 4 g/L แลว้ทิ้งช่วงไว ้4 ชัว่โมง เพื่อให้เซลล์

ยสีตป์รับตวั 

 

หลงัจากผา่นไป 4 ชัว่โมงแลว้ จะเขา้สู่ระยะเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนท่ีตอ้งการ (induction phase) โดยการป้อน 

methanolอยา่งต่อเน่ือง และควบคุมปริมาณ methanol ในนํ้าหมกัไม่ใหเ้กิน 0.5 g/L เม่ือทาํการป้อน methanol ลง

ในนํ้าหมกัแลว้ปริมาณความเขม้ขน้ของเซลลย์สีตใ์นถงัหมกัลดลง และเพิ่มข้ึนจนไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 170 

g/L ในขณะเดียวกนัปริมาณโปรตีนรวมในนํ้าหมกั (Total Protein) เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว จนไดป้ริมาณโปรตีน

รวมสูงสุดประมาณ 0.9468 g/L 



31 

 

 
รูปท่ี9 ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเขม้ขน้ในถงัหมกั 0.5 g/L 

 

 

ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเข้มข้น Methanol ในถงัหมกั 2 g/L 

 

การทดลองท่ี 2 จะควบคุมความเขม้ขน้ Methanol ในนํ้าหมกัไม่เกิน 2 g/L ในระยะการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน 

เร่ิมตน้ทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask จนไดค้วามเขม้ขน้เซลลย์สีตท่ี์มากพอท่ีจะนาํมาเพาะเล้ียงต่อในถงั

หมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงการเพาะเล้ียงจะเร่ิมตน้จากการหมกัแบบกะโดยใชค้วามเขม้ขน้ glycerol เร่ิมตน้ 50 g/L 

การเพาะเล้ียงจะปล่อยใหย้สีตใ์ช ้ glycerol จนหมด ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิ 30oC pH 4.5 และปริมาณ DO 

(dissolve oxygen) ไม่ตํ่ากวา่ 20% เซลลย์สีตจ์ะเพิ่มจาํนวนเป็น 25-30 g/L หลงัจากนั้นจะทาํการเพาะเล้ียงแบบ

ก่ึงกะ ซ่ึงจะป้อน 50% glycerol การป้อน glycerol จะป้อนโดยใชเ้ทคนิคการป้อนแบบ exponential feed จนได้

เซลลย์สีตท่ี์มีความเขม้ขน้ประมาณ 120-150 g/L 
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รูปท่ี10 ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเขม้ขน้ในถงัหมกั 2 g/L 

 

หลงัจากเพาะเล้ียงยสีตจ์นไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการแลว้ จะทาํการเหน่ียวนาํใหย้สีตผ์ลิตโปรตีน (Induction) ดว้ย

การป้อน 100% Methanol ลงในถงัหมกั ก่อนการป้อนจะตอ้ง calibrate สายป้อนสารอาหารเพื่อคาํนวนปริมาณ

สารอาหารท่ีตอ้งใชใ้นการป้อนเขา้สู่ระบบ โดยในการทดลองน้ีจะควบคุมความเขม้ขน้ของ Methanol ภายในถงั

หมกัไม่เกิน 2 g/L ซ่ึงจะควบคุมโดยใช ้Methanol Sensor เป็นเคร่ืองมือในการตรวจวดัปริมาณ methanol ในถงั

หมกั และควบคุมการป้อน methanol โดยใชโ้ปรแกรม Lab View การควบคุมการป้อน methanol ในถงัหมกั 

โดยการป้อน Methanol เพื่อเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนท่ีตอ้งการจะป้อนตั้งแต่ช่วงเวลาท่ี 100 ถึง 150 ชัว่โมงของ

การเพาะเล้ียงดว้ยปริมาณความเขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้ 120 - 150 g/L ซ่ึงการป้อน 100% Methanol ลงในนํ้า

หมกัตอ้งมีช่วงเวลาท่ีทาํใหเ้ซลลย์สีตป์รับตวั ดว้ยการเติม methanol 4 g/L แลว้ทิ้งช่วงไว ้4 ชัว่โมง เพื่อให้เซลล์

ยสีตป์รับตวั 

หลงัจากผา่นไป 4 ชัว่โมงแลว้ จะเขา้สู่ระยะเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนท่ีตอ้งการ (induction phase) โดยการป้อน 

methanolอยา่งต่อเน่ือง และควบคุมปริมาณ methanol ในนํ้าหมกัไม่ใหเ้กิน 2 g/L เม่ือทาํการป้อน methanol ลง

ในนํ้าหมกัแลว้ปริมาณความเขม้ขน้ของเซลลย์สีตใ์นถงัหมกัลดลง และเพิ่มข้ึนจนไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 160 
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g/L ในขณะเดียวกนัปริมาณโปรตีนรวมในนํ้าหมกั (Total Protein) เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว จนไดป้ริมาณโปรตีน

รวมสูงสุดประมาณ 1.5 g/L 

 

ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเข้มข้น Methanol ในถงัหมกั 4 g/L 

 

การทดลองท่ี 3 จะควบคุมความเขม้ขน้ Methanol ในนํ้าหมกัไม่เกิน 4 g/L ในระยะการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน 

เร่ิมตน้ทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask จนไดค้วามเขม้ขน้เซลลย์สีตท่ี์มากพอท่ีจะนาํมาเพาะเล้ียงต่อในถงั

หมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงการเพาะเล้ียงจะเร่ิมตน้จากการหมกัแบบกะโดยใชค้วามเขม้ขน้ glycerol เร่ิมตน้ 50 g/L 

การเพาะเล้ียงจะปล่อยใหย้สีตใ์ช ้ glycerol จนหมด ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิ 30oC pH 4.5 และปริมาณ DO 

(dissolve oxygen) ไม่ตํ่ากวา่ 20% เซลลย์สีตจ์ะเพิ่มจาํนวนเป็น 25-30 g/L หลงัจากนั้นจะทาํการเพาะเล้ียงแบบ

ก่ึงกะ ซ่ึงจะป้อน 50% glycerol การป้อน glycerol จะป้อนโดยใชเ้ทคนิคการป้อนแบบ exponential feed จนได้

เซลลย์สีตท่ี์มีความเขม้ขน้ประมาณ 120-150 g/L 

 

 
รูปท่ี11 ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเขม้ขน้ในถงัหมกั 4 g/L 
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การทดลองน้ีจะไดป้ริมาณโปรตีนรวม 0.719378 g/L โดยการป้อนเมทานอลจะทาํการเหน่ียวนาํในช่วงความ

เขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้ท่ี 138.70 g/L 

 

ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเข้มข้น Methanol ในถงัหมกั 8 g/L 

 

 
 

รูปท่ี12 ผลการทดลองเม่ือควบคุมความเขม้ขน้ในถงัหมกั 8 g/L 

 

การทดลองท่ี 3 จะควบคุมความเขม้ขน้ Methanol ในนํ้าหมกัไม่เกิน 8 g/L ในระยะการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน 

เร่ิมตน้ทาํการเพาะเล้ียงเซลลย์สีตใ์น flask จนไดค้วามเขม้ขน้เซลลย์สีตท่ี์มากพอท่ีจะนาํมาเพาะเล้ียงต่อในถงั

หมกัขนาด 2 ลิตร ซ่ึงการเพาะเล้ียงจะเร่ิมตน้จากการหมกัแบบกะโดยใชค้วามเขม้ขน้ glycerol เร่ิมตน้ 50 g/L 

การเพาะเล้ียงจะปล่อยใหย้สีตใ์ช ้ glycerol จนหมด ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิ 30oC pH 4.5 และปริมาณ DO 

(dissolve oxygen) ไม่ตํ่ากวา่ 20% เซลลย์สีตจ์ะเพิ่มจาํนวนเป็น 25-30 g/L หลงัจากนั้นจะทาํการเพาะเล้ียงแบบ

ก่ึงกะ ซ่ึงจะป้อน 50% glycerol การป้อน glycerol จะป้อนโดยใชเ้ทคนิคการป้อนแบบ exponential feed จนได้
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เซลลย์สีตท่ี์มีความเขม้ขน้ประมาณ 136.61 g/L ซ่ึงใชเ้วลาในการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน 66 ชัว่โมง โดยได้

ความเขม้ขน้โปรตีนรวมท่ีประมาณ 0.610 g/L 

 

เปรียบเทียบการใช้ Methanol ในแต่ละสภาวะการทดลองในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 

 

ตารางท่ี 1 แสดงผลการเปรียบเทียบปริมาณการใช ้ Methanol ในแต่ละสภาวะการทดลอง (ในถงัหมกัขนาด 2 

ลิตร) 

รายละเอยีด 

ความเขม้ขน้ MeOH ท่ีควบคุม (g/L) 

0.5 2 4 8 

ความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ก่อน induction (g/L) 151.43 171 138.7 136.61 

ความเขม้ขน้เซลลเ์ฉล่ียในช่วง induction (g/L) 170.8371 164.54 166.2711 163.4106 

ระยะเหน่ียวนาํ (hour) 64 68 64 66 

อตัราการบริโภค Methanol  [g-met/g-cell*hour] 0.033 0.033 0.033 0.033 

ปริมาณ Methanol ท่ีถูกใช ้(gram) 360.81 369.23 351.16 355.91 

 

จากขอ้มูลในตารางท่ี 1 จะคาํนวนจากอตัราการบริโภค Methanol ท่ี 0.033 [g-met/g-cell*hour] ผลการคาํนวน

แสดงดงัตาราง ไดแ้ก่ เม่ือควบคุมความเขม้ขน้ methanol ท่ี 0.5, 2, 4 และ 8 g/L จะใช ้ Methanol ไป 360.81, 

369.23, 351.16 และ 355.91 g ตามลาํดบั จะสังเกตเห็นวา่ปริมาณการใช ้Methanol แต่ละการทดลองไม่แตกต่าง

กนัมาก 
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เปรียบเทียบผลการทดลองแต่ละสภาวะของการควบคุมความเข้มข้น Methanol ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร 

 

ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบการทดลองทั้ง 4 Batch โดยการควบควบความเขม้ขน้เมทานอลในถงัหมกัท่ีต่างกนั 

รายละเอยีด 

ความเขม้ขน้ MeOH ท่ีควบคุม (g/L) 

0.5 2 4 8 

ความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ก่อน induction (g/L) 151.43 171.00 138.70 136.61 

ความเขม้ขน้เซลลเ์ฉล่ียในช่วง induction (g/L) 170.8371 164.54 166.2711 163.4106 

ความเขม้ขน้โปรตีนรวม Total Protein (g/L) 0.946895 1.102 0.719378 0.610 

ระยะเหน่ียวนาํ (hour) 64 68 64 66 

อตัราส่วนโปรตีนรวม/ความเขม้ขน้เซลลเ์ฉล่ีย 0.0055 0.0067 0.0043 0.0037 

อตัราส่วนโปรตีนรวม/ความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ก่อน 

induction 0.0063 0.0064 0.0052 0.0045 

 

จากการทดลองทั้ง 4 Batch โดยความคุมความเขม้ขน้เมททานอลในนํ้าหมกัท่ี 0.5, 2, 4 และ 8 g/L โดยในแต่ละ

การทดลองจะควบคุมปริมาณความเขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้ก่อนเขา้สู่ระยะเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีนท่ี 120 – 170 

g/L หลงัจากส้ินสุดการหมกัจะไดโ้ปรตีนรวมในช่วง 600 – 1,100 mg/L เม่ือหาอตัราส่วนของโปรตีนรวมต่อ

ความเขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ฉล่ียพบวา่ การหมกัโดยควบคุมความเขม้ขน้เมททานอลในถงัหมกัท่ี 2 g/L มีค่าสูงสุดคือ 

0.0067 และอตัราส่วนโปรตีนรวมต่อความเขม้ขน้เมททานอลท่ีถูกควบคุมในถงัหมกัท่ี 8 g/L มีค่าตํ่าท่ีสุดคือ 

0.0037 เม่ือพิจารณาอตัราส่วนโปรตีนรวมต่อความเขม้ขน้เซลลย์สีตเ์ร่ิมตน้ก่อนเขา้สู่ Induction phase มีค่าสูงสุด

ท่ี 0.0064 ในการทดลองท่ีความคุมความเขม้ขน้ methanol ในถงัหมกัท่ี 2 g/L และอตัราส่วนของโปรตีนรวมต่อ

ความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ก่อนเขา้สู่ Induction phase มีค่านอ้ยท่ีสุดคือ 0.0045 ในการทดลองท่ีควบคุมความ

เขม้ขน้ methanol ไม่เกิน 8 g/L  
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สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกบัการวจัิยในข้ันต่อไป ตลอดจนประโยชน์ในทางประยุกต์ของผลการวจัิยทีไ่ด้ 

 

จากผลการทดลองขั้นตน้แสดงใหเ้ห็นวา่การควบคุมความเขม้ขน้ของ Methanol ในถงัหมกัท่ี 2 g/L จะให้

ปริมาณโปรตีนรวมสูงสุด และเม่ือเทียบอตัราส่วนของโปรตีนรวมกบัค่าเฉล่ียความเขม้ขน้เซลลย์สีตใ์นระยะ

เหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน รวมทั้งเทียบอตัราส่วนของโปรตีนรวมกบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเซลลย์สีตก่์อนเขา้สู่

ระยะเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน ก็มีอตัราส่วนท่ีสูงสุด จากผลการทดลองดงักล่าวจึงเพียงพอท่ีจะสรุปไดว้า่การ

ผลิตโปรตีนโดยควบคุมการป้อน Methanol โดยใชร้ะบบ Methanol Online Program สามารถผลิตโปรตีนรวม

ไดม้ากกวา่ 1,000 mg และสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการควบคุมความเขม้ขน้ Methanol คือการควบคุมปริมาณ

ความเขม้ขน้ Methanol ในถงัหมกัท่ี 2 g/L 

 

อยา่งไรก็ตามเราสามารถพฒันาการควบคุมปริมาณความเขม้ขน้ของ Methanol ในถงัหมกัไดใ้นระดบั Pilot 

scale ซ่ึงจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตโปรตีนท่ีเราสนใจไดดี้ยิง่ข้ึน โดยทีมวจิยัจะทาํการพฒันากระบวนการ

ควบคุมในงานวจิยัช้ินต่อไป 
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ขนุเทียน) : 83 หมู่ 8 แขวงท่าขา้ม, เขตบางขนุเทียน, กรุงเทพฯ 10150  

โทร.02-4523456 โทรสาร.02-4523455 
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5. ประวติัการศึกษา 

- วศิวกรรมศาสตร์บณัฑิต วศิวกรรมเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

- วศิวกรรมศาสตร์มหาบณัฑิต วศิวกรรมเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

วศิวกรรมชีวเคมี 

7.   ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุ

สถานภาพในการทาํการวจิยัวา่เป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วม

วจิยัในแต่ละผลงานวจิยั  

 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวิจยั  

 งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือผลงานวิจยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และแหล่งทุน (อาจ

มากกวา่ 1 เร่ือง) 

 งานวิจยัท่ีกาํลงัทาํ : ช่ือขอ้เสนอการวิจยั แหล่งทุน และสถานภาพในการทาํวิจยัวา่

ไดท้าํการวจิยัลุล่วงแลว้ประมาณร้อยละเท่าใด 

Online Methanol Monitor and Control Feeding Strategy for Production of Recombinant Human 

Growth Hormone (hGH) Produced from Recombinant Pichia pastoris, 2008 - 2009 

แหล่งทุน: ทุน ว.1 

ทาํวจิยัไปแลว้ 50%  

 

ประวตัิผู้ร่วมวจัิย 

1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย) นาย  นาง  นางสาว  ยศ 

นาย คณิต  นิมมาลยัรัตน์ 

        ช่ือ - นามสกุล (ภาษาองักฤษ) Mr, Mrs, Miss, Rank 

 Mr. Kanit  Nimmarrairat 

2. เลขหมายบตัรประจาํตวัประชาชน  

3 1012 01405 08 8 

3. ตาํแหน่งปัจจุบนั 

ผูช่้วยนกัวจิยั 
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4. หน่วยงานและสถานท่ีอยูท่ี่ติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์โทรสาร และไปรษณีย์

อิเล็กทรอนิกส์ (e-mail) 

ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 

113 อุทยานวทิยาศาสตร์ประเทศไทย ถนนพหลโยธิน ตาํบลคลองหน่ึง อาํเภอคลองหลวง 

จงัหวดัปทุมธานี 12120 

โทรศพัท ์02-4707563 โทรสาร 02-4523455 

5. ประวติัการศึกษา 

- วทิยาศาสตร์บณัฑิต จุลชีววิทยา มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้ธนบุรี 

- วทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต เทคโนโลยชีีวภาพ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี 

6. สาขาวชิาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

เทคโนโลยชีีวภาพ 

7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุ

สถานภาพในการทาํการวจิยัวา่เป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วม

วจิยัในแต่ละผลงานวจิยั  

 ผูอ้าํนวยการแผนงานวจิยั : ช่ือแผนงานวจิยั 

 หวัหนา้โครงการวจิยั : ช่ือโครงการวิจยั  

 งานวิจยัท่ีทาํเสร็จแลว้ : ช่ือผลงานวิจยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และแหล่งทุน (อาจ

มากกวา่ 1 เร่ือง) 

 งานวิจยัท่ีกาํลงัทาํ : ช่ือขอ้เสนอการวิจยั แหล่งทุน และสถานภาพในการทาํวิจยัวา่

ไดท้าํการวจิยัลุล่วงแลว้ประมาณร้อยละเท่าใด 

Development and optimization of therapeutic protein production process by recombinant Pichia 

pastoris: human growth hormone production, 2006 -Present 

แหล่งทุน: องคก์ารเภสัชกรรม 

ทาํวจิยัไปแลว้ 90%  

Development of a Chromatographic Process for Purification of Recombinant Human Growth 

Hormone Produced from Recombinant Pichia pastoris, 2007 - 2008.  

แหล่งทุน: ทุน ว.1 

ทาํวจิยัไปแลว้ 90%  
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Development of a Chromatographic Process for Purification of Recombinant 

Human Serum Albumin (HAS) Produced from Recombinant Pichia pastoris, 

2007 - 2008.  

แหล่งทุน: ทุน ว.1 

ทาํวจิยัไปแลว้ 90%  
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