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บทคัดยอภาษาไทย 
 

ในปจจุบัน การผลิตพลังงานเชื้อเพลิงและสารเคมีอุตสาหกรรมประสบปญหาเน่ืองจากการขาดแคลนวัตถุดิบประเภท
ปโตรเลียม การใชกระบวนการผลิตทางเคมีใชสภาวะท่ีรุนแรงและใชตัวเรงทางเคมีซ่ึงอาจกอใหเกิดการตกคางและเปนมลพิษตอ
ส่ิงแวดลอม อีกท้ังใชพลังงานและตนทุนสูงและเกิดสารพลอยไดท่ีไมตองการ ดังน้ัน การใชกระบวนการทางชีวภาพในการผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพและสารปโตรเคมีอุตสาหกรรมตางๆ โดยใชสารชีวมวลเปนวัตถุดิบและมีจุลินทรียเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพจึงเปน
ทางเลือกท่ีดีและมีศักยภาพอีกทางหน่ึง อยางไรก็ตาม ขอจํากัดของกระบวนการน้ีไดแก ความเปนพิษของสารผลิตภัณฑประเภท
ไฮโดรคารบอนและสารพลอยไดบางชนิดตอจุลินทรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือปริมาณสารผลิตภัณฑสะสมอยูในระบบการหมักสูงขึ้น 
ซ่ึงทําใหจุลินทรียตายหรือไมสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ การปรับปรุงทําไดโดยการใชจุลินทรียท่ีสามารถทนตัวทําละลาย
อินทรียเพ่ือลดผลกระทบจากความเปนพิษในระบบการหมักในการผลิตสารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของ
กระบวนการผลิตดังกลาว นอกจากน้ันแลว จุลินทรียเหลาน้ียังสามารถไดรับการพัฒนาเปนเชื้อเจาบานในการทําวิศวกรรมพันธุ
ศาสตรเพ่ือใหมีการแสดงออกของยีนและมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในการผลิตสารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอนท่ีตองการ 

โครงการวิจัยเรื่อง “การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพสําหรับกระบวนการทางชีวภาพในการผลิตสารเคมี จาก
สารชีวมวล” อาศัยหลักการดังกลาวขางตน ในการสรางตนแบบและการพัฒนาสรางวิถีการผลิตสารโดยผลิตสารตนแบบ R-1,3-
butanediol (R13BD)  ซ่ึงเปนสารท่ีมีมูลคาทางอุตสาหกรรมจากสารชีวมวลเพ่ือทดแทนการใชสารต้ังตนจากสารปโครเคมี โดยการ
พัฒนาสายพันธุของแบคทีเรีย recombinant ดวย metabolic engineering และการใชกระบวนการผลิตทางเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผลการวิจัยประสบความสําเร็จในการพัฒนาสายพันธุของแบคทีเรีย E. coli recombinant ดวยการใชวิธีพันธุวิศวกรรม และการ
สรางวิถีการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการผลิต R13BD ดวยวิธีชีวภาพจากกลูโคส โดยการสรางพลาสมิดลูกผสมซ่ึงประกอบดวย
ยีน phaA (3-ketothiolase), phaB (NAD(P)H dependent acetoacetyl-CoA reductase) จาก Ralstonia eutropha NBRC 
102504 และ bld (butyraldehyde dehydrogenase) จากแบคทีเรีย Clostridium saccharoperbutylacetonicum ATCC 
27012 และแสดงออกในแบคทีเรีย E. coli MG1655 lacIq  โดยแสดงใหเห็นวาการคัดเลือกยีนเปนองคประกอบสําคัญซ่ึงนําไปสู
การแสดงออกของการทํางานของเอนไซมและการสรางสารผลิตภัณฑ ในสภาวะการผลิตท่ีเหมาะสม ผลการวิจัยน้ีสามารถผลิต 
R13BD ไดถึง 9.05 กรัม/ลิตร (100.4 มิลลิโมลาร) ซ่ึงเปนความเขมขนและความบริสุทธ์ิสูงท่ีสุดจากท่ีมีการรายงานในปจจุบัน 
จากน้ัน ศึกษาสภาวะการผลิตและปจจัยตางๆ ท่ีสงเสริมการผลิตในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร เพ่ือเปนตนแบบการผลิตในระดับ
ขยายขนาดภายใตระบบการหมักแบบ Fed-batch และประสบความสําเร็จในการผลิตสาร R13BD ท่ีมีคาความเขมขนสูงสุดของ
การผลิตไดถึง 174.8 มิลลิโมลาร คาผลผลิต (yield) ท่ี 0.372 โมลตอโมลกลูโคสท่ีใช และคาอัตราการผลิตสูงสุดท่ี 3.90 มิลลิโมลาร
ตอชั่วโมง ท่ี 96 ช่ัวโมงการหมัก ซ่ึงมีคา titer, yield, maximum production rate และความบริสุทธ์ิในรูปแบบ R ท่ีตองการ 
(98.6 %ee) สูงกวาท่ีเคยมีรายงานมากอน  

สําหรับการพัฒนากระบวนการผลิต 3-แมทิลแคทิคอล (3MC) จากสารชีวมวลโดยแบคทีเรียท่ีทนตอตัวทําละลายอินทรีย 
แสดงตัวอยางการพัฒนาแบคทีเรียแพลตฟอรมสําหรับการผลิตสารเคมีไฮโดรคารบอนไมชอบนํ้า คือ 3-แมทิลแคทิคอล (3MC) จาก
โทลูอีน และสารชีวมวลกลีเซอรัล โดยใชแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรียซ่ึงดัดแปลงพันธุกรรม Pseudomonas putida สายพันธุ 
TODE1 เปนตัวเรงชีวภาพ ในระบบการผลิตทางชีวภาพแบบการหมักสองเฟส การดําเนินการวิจัยเริ่มตนจากการศึกษาการผลิตใน
ระดับการผลิตขนาดเล็ก และศึกษาสภาวะและปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการเพ่ิมผลผลิตของสารผลิตภัณฑเปาหมาย ซ่ึงรวมถึงชนิดของ
อาหารเล้ียงเชื้อ สารกระตุนเชื้อ สารกระตุน cofactor regeneration system ซ่ึงมีผลอยางมากในระบบท่ีมีการดัดแปรพันธุกรรม 
และ/หรือดัดแปลงวิถีการผลิตสาร นอกจากน้ัน ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการทํางานของระบบการหมักแบบสองเฟส ท้ังน้ีจาก
การคํานวณ Response Surface Methodology-based central composite design และจากผลการทดลองจริง ประสบ
ความสําเร็จในการพัฒนาระบบหมักท่ีใชในการผลิตสาร 3MC ดวยแบคทีเรียกลายพันธุ P. putida T-57 สายพันธุ TODE1 ภายใต
ระบบการผลิตแบบสองเฟส โดยมี 1-เดคานอลเปนช้ันของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสม โดยมีการเติมกลีเซอรัลเปนแหลง
คารบอนของเช้ือ, และพบวาการเติม Fe2+ สามารถเพ่ิมผลผลิตของ 3MC ไดอยางมีนัยสําคัญ สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต
โดยรวมของ 3MC ไดถึง 34 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับงานวิจัยท่ีผานมา จากน้ัน การศึกษาการผลิตและ
ปจจัยตางๆ ท่ีสงเสริมการผลิตในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการผลิตท่ี 0.8 ลิตร ดวยระบบ Fed-batch fermentation 
ประสบความสําเร็จในการผลิตสาร 3MC ไดถึง 150 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับงานวิจัยท่ีผานมา  
 โดยสรุป ผลการศึกษาวิจัยน้ีแสดงศักยภาพของการใชแบคทีเรียแพลตฟอรม ซ่ึงไดแกแบคทีเรียทนทานตอตัวทําละลาย
อินทรีย สําหรับการพัฒนาเปนเช้ือเจาบานในการทําวิศวกรรมพันธุศาสตร และ/หรือวิศวกรรมเมแทบอลิซมเพ่ือใหมีการแสดงออก
ของยีนและ/หรือวิถีของยีน และมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในการผลิตสารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอนท่ีมีมูลคาตออุตสาหกรรมในระบบ 
single phase และ/หรือ two-liquid (organic-aqueous) phase fermentation ท้ังน้ี ผลผลิตท่ีไดจากการวิจัยน้ีไดแก ผลงาน
ตีพิมพในวารสารนานาชาติจํานวน 4 เรื่อง และอยูนระหวางการพิจารณาเพ่ือการตีพิมพอีก 1 เรื่อง 
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ (Abstract) 
 
 At present, one of the most serious global problems is the depletion of petro-feedstock causing energy 
shortage problem and markedly affecting chemical production industries. Although industrial chemical 
production via conventional chemical process has been so far a fundamental part to produce industrial 
chemical products, it is expected to have fewer roles due to its reliance on fossil feedstock, its environmental 
adverse impact, its high energy-consumption process, the production of unwanted by-products and toxic 
waste generation. Therefore, biotechnological processes based on use of renewable biomass and microbial 
biocatalyst have been replaced chemical processes and become alternative environmental-friendly processes 
to produce various bioproducts including biofuel and industrial petrochemicals. However, when these 
hydrocarbon products are produced to certain concentration in the fermentation system, they become either 
less soluble in water or toxic to microorganisms, some of which are toxic even at low concentration. 
Consequently, the biocatalyst is harmed and the bioproduction is halted. To mitigate the hydrophobic effect 
and toxicity of hydrocarbon products/biomass contaminants to microbial catalyst, it can be achieved by using 
organic solvent-tolerant bacteria, which are able to thrive, i.e. tolerate and viable, in the presence of high 
concentration of hydrocarbon chemicals, and thus become the alternative biocatalysts for effective 
bioproduction. In addition, they can be genetically engineered and/ormetabolically engineered to become 
biocatalytic hosts to improve the catalytic efficiency for a desired bioproduction process. 
 This research project, entitled “The development and applications of biocatalysts for chemical 
bioproduction from biomass”, has employed the abovementioned concept. Firstly, a model bioproduction 
system was initiated for R-1,3-butanediol (R13BD) production using a genetically-metabolically engineered 
Escherichia coli MG1655 lacIq. (R)-1,3-Butanediol is a valuable chemical extensively used as a key intermediate 
for the synthesis of pharmaceuticals and several industrial compounds. Despite its high demand, the 
production has been restricted from multi-step chemical production, petrochemical substrate requirement and 
a non-existence natural synthesis pathway from renewable biomass. In this study, an artificial synthesis route 
was genetically and metabolically engineered in Escherichia coli MG1655 lacIq to produce 1,3-butanediol from 
glucose. The selection of heterologous genes from several organisms and activity level of their corresponding 
gene products were demonstrated to be the key element for the product formation including phaA (3-
ketothiolase), phaB (NAD(P)H dependent acetoacetyl-CoA reductase) of Ralstonia eutropha NBRC 102504, and 
bld (butyraldehyde dehydrogenase) from Clostridium saccharoperbutylacetonicum ATCC 27012. Improvement 
of fermentation aeration and the application of fed-batch system significantly enhanced 1,3-butanediol 
production. Under the optimized conditions, 1,3-butanediol was produced up to 9.05 g/l (100.4 mM) with 98.5 
± 0.2% enantiomeric excess (% ee) of (R)-1,3-butanediol. This is the highest yield of 1,3-butanediol produced 
from glucose with the highest optical purity by the recombinant strain reported thus far. 
  Secondly, a model bioproduction system using an organic-solvent tolerant bacterial host and a two-
liquid (organic-aqueous) phase was demonstrated for 3-methylcatechol production. Genetically engineered 
Pseudomonas putida TODE1 served as a biocatalyst for the bioproduction of valuable 3-methylcatechol (3MC) 
from toluene in an aqueous-organic two-phase system. The two-phase system was used as an approach to 
increase the biocatalyst efficiency. Among the organic solvent tested, n-decanol offered several benefits 
including having the highest partitioning of 3MC, with a high 3MC yield and low cell toxicity. The effect of 
media supplementation with carbon/energy sources (glucose, glycerol, acetate and succinate), divalent metal 
cations (Mg2+, Ca2+, Mn2+ and Fe2+), and short-chain alcohols (ethanol, n-propanol and n-butanol) as a cofactor 
regeneration system on the toluene dioxygenase (TDO) activity, cell viability, and overall 3MC yield were 
evaluated. Along with the two-step cell preparation protocol, supplementation of the medium with 4 mM 
glycerol as a carbon/energy source, and 0.4 mM Fe2+ as a cofactor for TDO significantly enhanced the 3MC 
production level. When combining with the use of n-decanol and n-butanol as the organic phase, a maximum 
overall 3MC concentration of 31.8 mM (166 mM in the organic phase) was obtained in a small-scale 
production, while it was at 160.5 mM (333.2 mM in the organic phase) in a 2-L scale. To our knowledge, this is 
the highest 3MC yield obtained from a TDO-based system so far. 


