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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. 
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1. บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญ และท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย (Research significance) 

 ในปจจุบัน ภาวะการขาดแคลนวัตถุดิบเข้ือเพลิง (Fossil feedstock) และวัตถุดิบตั้งตนของ
อุตสาหกรรมปโตรเคมี (Petrochemical feedstock) จําพวกสารอะโรมาติกและสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจัดเปนปญหาสําคัญของโลก ดังนั้น จึงมีการศึกษาวิจัยตางๆ ท้ังในภาคการศึกษา ภาครัฐ
และภาคเอกชนเพ่ือประยุกตนําวัตถุดิบธรรมชาติ (renewable feedstocks หรือ biomass) มาใชเปน
วัตถุดิบตั้งตนของกระบวนการผลิตเชื้อเพลิง สารประกอบไฮโดรคารบอนอุตสาหกรรม และผลิตภัณฑตางๆ 
กระบวนการท่ีใชในการผลิตเชื้อเพลิงและผลิตภัณฑตางๆ เหลานี้ประกอบดวยการสังเคราะหทางเคมีและ
กระบวนการผลิตทางชีวภาพ  อยางไรก็ตาม การสังเคราะหสารผลิตภัณฑทางเคมีกอใหเกิดผลผลิตพลอยได 
(By-product) ท่ีไมตองการและกอใหเกิดของเสียท่ีเปนพิษจากกระบวนสังเคราะห ซ่ึงสงผลใหมีการ
ปนเปอนตกคางของสารเหลานี้ในสิ่งแวดลอมและเปนอันตรายตอมนุษยและสิ่งมีชีวิต ดังนั้น วิธีการ
แกปญหาดังกลาวทางหนึ่ง ไดแก การใชกระบวนการทางชีวภาพในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพและผลิตภัณฑ
สําหรับอุตสาหกรรมปโตรเคมีตางๆ ซ่ึงกระบวนการผลิตนี้จัดเปนกระบวนการเปลี่ยนรูปทางชีวภาพ 
(Biotransformation) โดยหมายถึงกระบวนการหมักโดยมีจุลินทรียเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพ (Whole-
cell biocatalyst) ซ่ึงอาศัยความสามารถของจุลินทรียในการเรงปฏิกิริยาอยางจําเพาะและอยางมี
ประสิทธิภาพ  ดังนั้นกระบวนการหมักโดยจุลินทรียเพ่ือสรางผลิตภัณฑเหลานี้จึงกอใหเกิดของเสียและสาร
มลพิษจากกระบวนการนอยกวาการสังเคราะหทางเคมี   นอกจากนั้นแลว สารตั้งตนท่ีมากเกินพอสามารถ
นํากลับมาใชในกระบวนการใหมได (Recycle) และมีสภาวะการผลิตท่ีไมรุนแรง จึงจัดเปนกระบวนการ
ผลิตแบบ Green process ท่ีมีความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมมากกวา และในแงของความสําคัญทางการคา
แลว การใชกระบวนการผลิตท่ีเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมนี้จะลดปญหาผลกระทบจากกฎหมายการกีดกันทาง
การคากับตางประเทศอีกดวย 
 ในปจจุบันมีการนําวัตถุดิบธรรมชาติ เชน น้ําตาล แปง น้ํามันพืชตางๆ มาใชเปนสารตั้งตนใน
กระบวนการผลิตทางชีวภาพ (Bioproduction) เชน การผลิตไบโอเอธานอล (Dien et al., 2003) การ
ผลิตไบโอดีเซลโดยเอนไซมไลเพส รวมท้ังการผลิตผลิตภัณฑสําหรับอุตสาหกรรมปโตรเคมีตางๆ เชน การ
ผลิตสารอนุพันธอะโรมาติก และสารประกอบไฮโดรโฟบิค/ไฮโดรฟลิคสําหรับอุตสาหกรรมเคมีและปโตร
เคมี (BASF, 2007) การผลิตสีสําหรับอุตสาหกรรมเคมีและสิ่งทอ เปนตน อยางไรก็ตาม สารผลิตภัณฑ
เหลานี้เม่ือผลิตไดท่ีความเขมขนสูงสะสมในระบบไดในระดับหนึ่ง อาจกอใหเกิดความเปนพิษตอจุลินทรียท่ี
ใชเปนตัวเรงทางปฏิกิริยาชีวภาพ ผลกระทบดังกลาวของสารเหลานี้จึงเปนปจจัยท่ีจํากัดการทํางานของ
กระบวนการผลิต กลาวคือ เม่ือระดับความเขมขนของสารผลิตภัณฑเหลานี้สูงข้ึน (เชน ระดับเอธานอล ซ่ึง
เปน hydrophilic chemical ในการผลิตไบโอเอธานอล) ในระหวางกระบวนการหมัก จุลินทรียท่ีใชเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพจะไดรับความเปนพิษสูง จึงทําใหมีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาลดลงและมี
จํานวนลดลงในท่ีสุด ดังนั้น การปรับปรุงกระบวนการผลิตดังกลาวสามารถทําได 2 วิธีหลัก ไดแก การ
ปรับปรุงและพัฒนาระบบกระบวนการผลิตทางชีวภาพ (Development bioproduction system) ใหมี
สภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือลดความเปนพิษท่ีเกิดจากสารผลิตภัณฑตอจุลินทรีย เชน การใชระบบการหมักแบบ
สองเฟส (Two liquid-phase: water-organic solvent system) และ การใชจุลินทรียท่ีสามารถทนทาน
ตอความเปนพิษของสารประกอบเหลานี้  จุลินทรียเหลานี้เปนกลุมจุลินทรียท่ีมีลักษณะสมบัติท่ีเปนความ
เปนเอกลักษณ รูจักในชื่อ จุลินทรียทนทานตอตัวทําละลายอินทรีย (Organic-solvent tolerant 
bacteria, OSTB) จุลินทรียเหลานี้มีประโยชนอยางยิ่งในการเปน Heterologous host & biocatalyst 
สําหรับการประยุกตใชในกระบวนการเปลี่ยนรูปของวัตถุดิบตั้งตนใหเปนสารท่ีมีมูลคาสูงในอุตสาหกรรม  
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รวมท้ังมีความเหมาะสมสําหรับการพัฒนาเปนเชื้อเจาบาน (host) ในการทําวิศวกรรมพันธุศาสตร 
(genetic engineering) ของจุลินทรียใหมีการแสดงออกและมีประสิทธิภาพสูงข้ึนในการผลิตสารผลิตภัณฑ
ตามตองการ   
  ดังนั้น โครงการวิจัยนี้ไดมีวัตถุประสงคหลักในการพัฒนาแบคทีเรียในกลุมจุลินทรียทนทานตอตัว
ทําละลายอินทรีย (Organic-solvent tolerant bacteria, OSTB) เหลานี้ดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลและ
วิศวกรรมพันธุศาสตร เพ่ือเปนตนแบบการประยุกตใชแบคทีเรียเหลานี้ เปนตัวเรงปฏิกิริยาสําหรับ
กระบวนการผลิตสารเคมีอุตสาหกรรมและสารประกอบไฮโดรคารบอนมูลคาเพ่ิมจากชีวมวลตอไป 
โครงการนี้ไดรับการสนับสนุนทุนอุดหนุนประเภทโครงการความรวมมือกับตางประเทศ (ไทย-ญี่ปุน) ท้ังนี้
ประเทศไทยเปนประเทศท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียในธรรมชาติ อีกท้ัง เปนประเทศ
เกษตรกรรม มีความอุดมสมบูรณจึงเปนแหลงสําคัญของชีวมวล (biomass) ตางๆ เชน น้ําตาล แปง พืช
น้ํามัน เปนตน ซ่ึงชีวมวลเหลานี้สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบของกระบวนการผลิตไดอยางดี จากความ
รวมมือกับนักวิจัยจากประเทศญี่ปุน โครงการนี้ไดรับประโยชนจากการแลกเปลี่ยนความรูและเทคโนโลยีท่ี
เก่ียวกับการพัฒนาและการสราง (construct) แบคทีเรียดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลและวิศวกรรมพันธุ
ศาสตรเพ่ือใชเปนเชื้อเจาบานในกระบวนการผลิตทางชีวภาพ อีกท้ัง ไดสรางองคความรูใหมรวมกันในการ
พัฒนาระบบการผลิต (Bioprocess) เพ่ือผลิตสารผลิตภัณฑอุตสาหกรรมเคมีท่ีมีมูลคาสูงดวยกระบวนการ
ผลิตทางชีวภาพ (bioproduction system) โดยใชแบคทีเรียท่ีมีความทนทานตอตัวทําละลายอินทรียท่ี
พัฒนาข้ึนดังกลาว 
 

1.2 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ  
 ความสําคัญของกระบวนการผลิตทางเทคโนโลยีชีวภาพโดยใชสารชีวมวลเปนสารตั้งตน 
(Biotechnological process for biomass conversion)  เนื่องจากวัตถุดิบประเภท non-renewable 
resources เชน ปโตรเลียม เปนวัตถุดิบหลักในการนํามาใชในกระบวนการผลิตพลังงานและการสังเคราะห
สารเคมีสําหรับอุตสาหกรรมตางๆ การขาดแคลนวัตถุดิบประเภท non-renewable resources ดังกลาว
จึงจัดเปนปญหาสําคัญตออุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมปโตรเคมีและกอใหเกิดปญหาทางเศรษฐกิจท่ัวโลก  
ดังนั้นในปจจุบันจึงมีการศึกษาวิจัยตางๆ ท้ังในภาคการศึกษา ภาครัฐและภาคเอกชนเพ่ือประยุกตนํา
วัตถุดิบธรรมชาติ (renewable feedstock หรือ biomass) มาใชเปนวัตถุดิบตั้งตนของกระบวนการผลิต
เชื้อเพลิงและผลิตภัณฑตางๆ กระบวนการท่ีใชในการผลิตเชื้อเพลิงและผลิตภัณฑตางๆ เหลานี้
ประกอบดวยการสังเคราะหทางเคมีและกระบวนการผลิตทางชีวภาพ  อยางไรก็ตามดังท่ีกลาวขางตนถึง
ขอเสียของกระบวนการผลิตทางเคมีซ่ึงกอใหเกิดสารพลอยได (By-product) ท่ีไมตองการและกอใหเกิด
ของเสียท่ีเปนพิษจากกระบวนสังเคราะหซ่ึงสงเสียตอสิ่งแวดลอม  ดังนั้นการใชกระบวนการทางชีวภาพโดย
มีจุลินทรียเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Whole-cell biocatalyst) จึงเปนทางเลือกท่ีดีอีกทางหนึ่งในการผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพและสารผลิตภัณฑสําหรับอุตสาหกรรมปโตรเคมีตางๆ โดยกระบวนการทางชีวภาพนี้
จัดเปนกระบวนการผลิตแบบ Green process ท่ีมีความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมมากกวา กระบวนการ
เปลี่ยนรูปชีวมวลไปเปนสารผลิตภัณฑเคมี วัสดุชีวภาพ รวมถึงพลังงานชีวภาพตางๆ นี้ถูกเรียกรวมวา 
“Biorefinery” (Kamm & Kamm, 2007) ซ่ึงถูกจัดใหเปนกระบวนการผลิตแบบยั่งยืน คุมทุน และเปน
มิตรตอสิ่งแวดลอม (sustainable, cost-effective, environmentally favorable, and self-sustaining 
process) มากกวากระบวนการสังเคราะหทางเคมี  
 ความสําคัญของแบคทีเรียทนตอตัวทําละลายอินทรียท่ีสามารถใชเปนตัวเรงปฎิกิริยาทางชีวภาพใน
กระบวนการไบโอรีฟายเนอรี  ถึงแมวากระบวนการผลิตสารผลิตภัณฑตางๆ ดวยกระบวนการทางชีวภาพ
จะมีความสําคัญอยางสูงดังท่ีไดกลาวมาแลวนั้น  อยางไรก็ตามขอจํากัดตางๆ ท่ีเกิดข้ึนในระหวาง
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กระบวนการผลิตจึงทําใหกระบวนการผลิตทางชีวภาพไมอาจถูกใชไดอยางมีประสิทธิภาพเทียบเทา
กระบวนการทางเคมี กลาวคือ การใชเชื้อจุลินทรียตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพท่ีไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ
ตอการขยายสวนของกระบวนการผลิต ตัวอยางเชน การผลิตไบโอเอธานอลจากเชื้อจุลินทรียตางๆ ตางๆ 
ใหไดในปริมาณสูงเพ่ือนํามาใชเปนพลังงานทดแทน อยางไรก็ตาม เม่ือเอธานอลถูกผลิตข้ึนในปริมาณมาก
ในถังหมัก ผลท่ีตามมาคือ จุลินทรียในกระบวนการผลิตไมสามารถทนทานตอความเขมขนสูงของเอธานอล
ได และเกิดภาวะเปนพิษตอจุลินทรีย  ดังนั้นกระบวนการสรางเอธานอลจะถูกยับยั้งและเชื้อจุลินทรียตาย 
ดังนั้นการพัฒนาสายพันธุจุลินทรียดวยวิธีการตางๆ ใหสามารถผลิตไบโอเอธานอลไดในปริมาณสูงจะไม
สามารถนํามาใชไดในสภาวะการผลิตขนาดใหญไดจริงหากจุลินทรียสายพันธุดังกลาวไมสามารถทนทานตอ
เอธานอลท่ีสะสมในระบบหมักดังกลาว  นอกจากนี้ ปญหาความเปนพิษนี้ยังเกิดข้ึนไดในกระบวนการผลิต
สารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอนตางๆ อีกดวย  การแกไขปญหาดังกลาวไดแก การปรับปรุงกระบวนการผลิต
ซ่ึงสามารถทําได  2 วิธี  ไดแก  (1) การปรับปรุงและพัฒนาระบบกระบวนการผลิตทางชีวภาพ 
(Development bioproduction system) ใหมีสภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือลดความเปนพิษท่ีเกิดจากสาร
ผลิตภัณฑตอจุลินทรีย เชน การใชระบบการหมักแบบสองเฟส (Two liquid-phase: water-organic 
solvent system) และ (2) การใชจุลินทรียท่ีสามารถทนทานตอความเปนพิษของตัวทําละลายอินทรีย 
สารประกอบไฮโดรคารบอน และ/หรือสารท่ีมีสมบัติไฮโดรโฟบิคท่ีมีสมบัติไมชอบน้ํา  จุลินทรียท่ีมี
ความสามารถดังกลาวนี้จะมีประโยชนอยางยิ่งสําหรับการประยุกตใชในกระบวนการเปลี่ยนรูปของวัตถุดิบ
ตั้งตนใหเปนสารท่ีมีมูลคาสูงในอุตสาหกรรมในระดับการผลิตท่ีมีความเขมขนของสารผลิตภัณฑสูง  รวมท้ัง
มีความเหมาะสมสําหรับการพัฒนาเปนเชื้อเจาบาน (host) ในการทําวิศวกรรมพันธุศาสตร (genetic 
engineering) ของจุลินทรียใหมีการแสดงออกและมีประสิทธิภาพสูงข้ึนในการผลิตสารผลิตภัณฑตาม
ตองการ (Dien et al, 2003)  
 ในกระบวนการผลิตทางชีวภาพนี้ ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตัวเรงปฏิกิริยาจัดเปนปจจัยท่ีสําคัญ
ท่ีสุดปจจัยหนึ่ง เนื่องจากเปนปจจัยท่ีจํากัดความสามารถของปฏิกิริยาในการเปลี่ยนรูปสารตั้งตนไปเปนสาร
ผลิตภัณฑ  ท่ีผานมามีการคัดแยกและคนพบจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพโดย
ใชชีวมวลเปนสารตั้งตนมากมาย แตมีเพียงจํานวนหนึ่งเทานั้นท่ีสามารถทํางานไดภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม
ตอกระบวนการผลิตซ่ึงสามารถนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมเพ่ือการคาได  โดยเฉพาะอยางยิ่งสภาวะของ
กระบวนการผลิตท่ีไดสารผลิตภัณฑเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน เชน สารปโตรเคมี ไบโอเอธานอล บิว
ทานอล และสารอนุพันธุของแอลกอฮอลตางๆ เปนตน สารผลิตภัณฑท่ีมีสมบัติดังกลาวนี้เม่ือถูกผลิตข้ึนใน
กระบวนการหมักจนถึงระดับความเขมขนสูงข้ึนจะมีความเปนพิษตอแบคทีเรียตัวเรงปฏิกิริยา ตัวอยางเชน 
ในปจจุบันความเขมขนสูงสุดในระบบท่ีเชื้อแบคทีเรีย Clostridium ทนตอบิวทานอลในระบบหมักไดคือ 
ประมาณรอยละ 1.2 โดยปริมาตร (Dien et al, 2003) ซ่ึงเปนอัตราการผลิตตอครั้งท่ีต่ํา  ดังนั้น เพ่ือเปน
การพัฒนากระบวนการผลิตทางชีวภาพเพ่ือผลิตสารเคมีและสารประกอบไฮโดรคารบอนมูลคาเพ่ิมจากชีว
มวลอยางอยางมีประสิทธิภาพจะตองมีการพัฒนาแบคทีเรียท่ีเปนตัวเรงปฏิกิริยาใหมีความเหมาะสมและ
ทนทานตอสภาวะท่ีใชในการผลิต  สําหรับการผลิตสารเคมีและสารประกอบไฮโดรคารบอนมูลคาเพ่ิม
เหลานี้ไดแก 1,3-butanediol และ 3-methylcatechol แบคทีเรียท่ีมีความเหมาะสมตองมีความทนตอ
ความเปนพิษของสารผลิตภัณฑท่ีถูกสรางข้ึนซ่ึงแบคทีเรียดังกลาวถูกจัดอยูในกลุมท่ีเรียกวา “แบคทีเรียท่ี
ทนตอตัวทําละลายอินทรีย”  ดังนั้น แบคทีเรียท่ีทนตอตัวทําละลายอินทรียเหลานี้จึงมีความเหมาะสมใน
การนํามาพัฒนาใหเปนเชื้อเจาบานในการเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ ท้ังนี้ ในการพัฒนาดวยเทคนิควิศวกรรม
พันธุศาสตรนั้นเพ่ือทําใหแบคทีเรียเหลานี้มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาท่ีดี และสามารถควบคุมการ
ทํางานใหมีการแสดงออกตามตองการได  
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 ดังนั้นในโครงการนี้มีเปาหมายหลักไดแก 1) เพ่ือพัฒนาแบคทีเรียทนตอตัวทําละลายอินทรียดวย
วิธีพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) และวิศวกรรมเมแทบอลิค (metabolic engineering) เพ่ือให
เปนเชื้อเจาบานและตัวเรงปฎิกิริยาชีวภาพท่ีมีสมบัติเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาการผลิตสารเคมี
อุตสาหกรรมมูลคาเพ่ิมจากสารชีวมวลอยางมีประสิทธิภาพ โดยมีเปาหมายของงานไดแก การผลิตสาร 3-
methylcatechol จากกลีเซอรัลไมบริสุทธิ์ และการผลิต 1,3-butanediol จากน้ําตาล  และ 2) เพ่ือ
ออกแบบและพัฒนากระบวนการ เชน ระบบหมักแบบสองเฟส และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ
กระบวนการดังกลาวในการแสดงออกของยีนในกระบวนการเปลี่ยนรูป (Biotransformation) ของสารชีว
มวลเปนสารเคมีอุตสาหกรรมมูลคาเพ่ิม ความสําคัญของการพัฒนาแบคทีเรียตัวเรงปฏิกิริยานี้จะสามารถ
นําไปประยุกตใชไดกับกระบวนการผลิตสารเคมีและสารปโตรเคมีทางชีวภาพตางๆ ไดตอไป  ซ่ึงเปาหมาย
ของโครงการนี้สอดคลองกับ The Framework Academic-Industrial Program ของ The European 
Union (EU) Commission ท่ีเนนใหการสนับสนุนงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการใชและการพัฒนาจุลินทรียท่ี
เจริญไดในภาวะยิ่งยวดตางๆ (extremophiles, i.e. microorganisms capable of growing at 
extreme conditions) และเนนงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการแสดงออกของยีนในเชื้อเจาบานท่ีเหมาะสมเพ่ือ
พัฒนากระบวนการผลิตทางชีวภาพ  ดังนั้นการดําเนินงานวิจัยของโครงการวิจัยนี้จะเปนการเริ่มตนการ
พัฒนาเทคโนโลยีการผลิตและเทคโนโลยีการสรางเชื้อเจาบานซ่ึงจะทําใหประเทศไทยมีเทคโนโลยีการผลิต
สารไฮโดรโฟบิคเหลานี้ท่ีเทาเทียมตอเทคโนโลยีการผลิตของประเทศอ่ืนๆ ตอไป 
 กรอบความคิดและความเก่ียวของของโครงการวิจัยอ่ืนดานความสําคัญของสารผลิตภัณฑ
เปาหมาย - สารผลิตภัณฑเปาหมายของการผลิตในโครงการวิจัยนี้คือ 1,3-butanediol และ 3-
methylcatechol  สาร 1,3-butanediol (13BD) เปนสารเคมีอุตสาหกรรมท่ีมีการใชมากในอุตสาหกรรม
ตางๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งอุตสาหกรรมการผลิตโพลิเมอร (Vollenweider & Lacroix, 2004) ในปจจุบัน
การผลิตสารไฮโดรคารบอนดวยกระบวนการหมักโดยใชกลีเซอรัลและ/หรือน้ําตาลเปนสารตั้งตนไดรับ
ความสนใจมากข้ึน แตปญหาหลักของระบบหมักไดแกความเปนพิษของสารผลิตภัณฑท่ีสะสมมากข้ึนใน
ระบบหมัก ซ่ึงสงผลยับยั้งการเจริญและการทํางานของจุลินทรียในระบบ  ดังนั้น เพ่ือเปนการแกปญหา
กระบวนการการผลิต 13BD ทางชีวภาพจึงตองการ 1) จุลินทรียท่ีเปนตัวเรงปฎิกิริยาท่ีสามารถทนตอความ
เขมขนในระดับหนึ่งของสาร 13BD ได และ 2) กระบวนการหมักท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต (Gokarn et 
al, 2007)  สําหรับ 3-methylcatechol นั้นจัดเปนสารตั้งตนในอุตสาหกรรมตางๆ ท้ังอุตสาหกรรมปโตร
เคมีและอุตสาหกรรมยา อยางไรก็ตาม พบวา 3-methylcatechol มีความเปนพิษตอจุลินทรีย ดังนั้น จึง
เปนปญหาตอการผลิต 3-methylcatechol ดวยกระบวนการทางชีวภาพ  ดังนั้นการลดปญหาความเปน
พิษของสารผลิตภัณฑแอลกอฮอลท่ีเกิดข้ึนนี้สามารถทําไดโดยการใชจุลินทรียตัวเรงปฎิกิริยาท่ีสามารถทน
ตอ 3-methylcatechol ท่ีความเขมขนสูงไดมากข้ึน และการพัฒนาระบบหมักแบบสองเฟสท่ีเหมาะสม ซ่ึง
การแกปญหาดังกลาวนั้นจะทําใหประสิทธิภาพการผลิตสูงข้ึนดวย 
 กรอบความคิดและความเก่ียวของของโครงการวิจัยอ่ืนดานความสําคัญของการพัฒนาแบคทีเรีย
ตัวเรงปฎิกิริยาทางชีวภาพ - ในประเทศตางๆ ท้ังสหรัฐอเมริกา ยุโรปและญี่ปุน ไดมีการศึกษาและวิจัย
อยางตอเนื่องเพ่ือพัฒนาแบคทีเรียตัวเรงปฏิกิริยา รวมท้ังการศึกษาวิจัยเพ่ือพัฒนาแบคทีเรียดวยวิธีพันธุ
วิศวกรรมเพ่ือใหมีการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมไดและมีการผลิตสารผลิตภัณฑไดมากตามตองการ การ
ประยุกตใชแบคทีเรียท่ีมีการปรับปรุงพัฒนาสายพันธุดังกลาวไดถูกนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาใน
กระบวนการผลิตสารเคมีทางยา สารเคมีทางการเกษตร รวมท้ังสารปโตรเคมี เปนตน ตัวอยางของ
โครงการวิจัยอ่ืนๆ ในตางประเทศท่ีวิจัยพัฒนาแบคทีเรียท่ีทนทานตอตัวทําละลายอินทรีย ไดแก De Bont 
et al. (ประเทศเนเธอรแลนด) ไดศึกษาวิจัยแบคทีเรียท่ีทนทานตอตัวทําละลายอินทรียและพัฒนาเชื้อ
เหลานี้ใหเปนเชื้อเจาบานสําหรับกระบวนการผลิตสารตางๆ เชน เชื้อกลายพันธุ Pseudomonas putida 
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S12 (ปรับปรุงพันธุดวยวิธีพันธุวิศวกรรม) ไดถูกใชในการผลิตสารฟนอลจากสารตั้งตนท่ีเปนกลูโคสในระบบ
การหลักแบบสองเฟส (Wierckx et al, 2005) อีกท้ังยังไดรับการพัฒนาตอมาเพ่ือใชในการผลิตกรดซินนา
มิค (cinnamic acid) (Nijkamp et al, 2005) และสารพารา-คูมาเรตจากกลูโคส (p-coumarate) 
(Nijkamp et al, 2007) นอกจากนี้แลว Witholt et al. (ประเทศสเปน) ไดศึกษาพัฒนาแบคทีเรียท่ี
สามารถใชไฮโดรคารบอนเปนสารอาหารในการเจริญมาเปนตัวเรงปฏิกิริยาในกระบวนการผลิตสารเคมีท่ีมี
ความเสถียรท่ีดี (Panke et al, 1999) สําหรับประเทศญี่ปุน Kato et al. (Faizal et al, 2005) และ 
Ohtake et al. (ประเทศญี่ปุน) ไดทําการศึกษาวิจัยแบคทีเรียท่ีทนทานตอตัวทําละลายอินทรียและพัฒนา
เชื้อเหลานี้ใหเปนเชื้อเจาบานดวยวิธีพันธุวิศวกรรมสําหรับกระบวนการผลิตสารตางๆ ดวยกระบวนการ
หมักแบบสองเฟส   
 องคความรูทางดานการพัฒนาเชื้อดวยวิธีทางพันธุวิศกรรมและวิศวกรรมเมแทบอลิกท่ีไดจากการ
พัฒนาจากโครงการนี้จะสามารถใชเปนตนแบบในการพัฒนาแบคทีเรียเจาบานอ่ืนๆ ในการผลิตสารเคมีท่ีมี
มูลคาสูง และ/หรือในการผลิตสารเคมีอุตสาหกรรมตางๆ ดวยกระบวนการผลิตทางชีวภาพ ซ่ึงจะเปนการ
ใชประโยขนจากความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียในประเทศไทย (Microbial diversity in 
Thailand) ตอไป อีกท้ัง ผลงานจากการพัฒนาเชื้อจุลินทรียดวยวิธีทางชีววิทยาโลเลกุลนี้มีศักยภาพในการ
จดสิทธิบัตร ดังท่ีมีตัวอยางของการจดสิทธิบัตรเก่ียวกับแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรียในตางประเทศ 
เชน Pseudomonas putida which tolerates to organic solvent for industrial 
biotransformation applications as well as for bioremediation of toxic xenobiotics (US 
Patent 6136589, 1999) หรือ Solvent tolerant Pediococcus bacteria having enhanced 
tolerance to butanol for anaerobic butanol production (US Patent 20080138870, 2008) 
เปนตน 
 สําหรับการคนควาเอกสารงานวิจัยในประเทศไทย ไมพบเอกสารวิจัยใดๆ ท่ีมีท่ีเก่ียวของกับ
โครงการวิจัยท่ีเก่ียวกับการพัฒนาตัวเรงทางชีวภาพ  สําหรับคณะผูวิจัยซ่ึงประกอบดวยบุคลากรของ
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และบุคลากรของมหาวิทยาลัยมหิดลนี้ เปนคณะทํางานท่ีมีประสบการณดาน
แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการทนตอตัวทําละลายอินทรียและความสามารถดานการเปลี่ยนรูปทาง
ชีวภาพของสารตั้งตนไฮโดรคารบอน โดยไดมีผลงานบทความวิจัยท่ีเก่ียวของกับโครงการท่ีเสนอท่ีตีพิมพใน
วารสารวิชาการระดับนาชาติ (Kongpol et al, 2008) นอกจากนั้น โครงการนี้ไดรับความรวมมือเปนอยาง
ดีจากนักวิจัยญี่ปุน ไดแก Professor Junichi Kato และคณะ เพ่ือนําองคความรูท่ีจะไดจากงานวิจัยมา
บูรณาการและประยุกตตอยอดตอไปได 
 

1.3 การอนุมัติการเปล่ียนแปลงวัตถุประสงคโครงการวิจัย และรายละเอียด 
โครงการวิจัย เรื่อง “การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพท่ีเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย

สําหรับกระบวนการทางชีวภาพในการผลิตสารเคมี (แอลดีไฮดและบิวทานอล) จากสารชีวมวล” ซ่ึงเปน
โครงการวิจัยภายใตความรวมมือกับ Professor Junichi Kato, Hiroshima University, Hiroshima, 
Japan นั้น เม่ือไดดําเนินการมาเปนระยะเวลา 2 ปประสบปญหาทางดานธรรมชาติของงานวิจัยดาน
ชีววิทยาโมเลกุล ถึงแมวาผูวิจัยจะพยายามทําการศึกษา ปรับปรุงแกไขในสวนตางๆ ท่ีเปนองคประกอบ
หลักของวิถีการผลิตสารตนแบบ (แอลดีไฮดและบิวทานอล) แลว แตยังมีปญหาดานอ่ืนๆ (ดังอธิบาย
รายละเอียดวิธีดําเนินการอยางละเอียดในรายงานความกาวหนา พ.ศ. 2557 ครั้งท่ี 1 และ 2) ซ่ึงทําใหตอง
มีการปรับเปลี่ยนวัตถุประสงคโครงการ ไดแก ชนิดของสารตนแบบ และระเบียบวิธี/แผนการดําเนินการ
วิจัย โดยยังคงเปาหมายสําคัญ ไดแก “การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพสําหรับกระบวนการทาง
ชีวภาพในการผลิตสารเคมีจากสารชีวมวล” ท้ังนี้ ไดรับอนุมัติการเปลี่ยนแปลงเรียบรอยแลว ซ่ึงตาม
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ความเห็นของผูทรงคุณวุฒิท่ีประเมินโครงการแลว มีความเห็นวาการเปลี่ยนแปลงนี้ยอมรับไดเนื่องจาก
ดําเนินการไปเพ่ือใหบรรลุวัตถุประสงคหลักของโครงการ กลาวคือ ผลการการดําเนินการวิจัยท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวนั้นประสบความสําเร็จในการผลิตสารตนแบบใหม ซ่ึงสารตนแบบท่ี 1 (1,3-
butanediol, 13BD) เปนสารท่ีมีมูลคาสูงทางอุตสาหกรรมและไมเคยมีการรายงานในวารสารวิชาการใดๆ 
ดานการผลิตทางชีวภาพ สวนสารตนแบบท่ี 2 (3-methylcatechol, 3MC) นั้น เปนสารท่ีมีมูลคาสูงทาง
อุตสาหกรรมและเปนสารวัตถุดิบในอุตสาหกรรมปโตรเคมีตางๆ ดังนั้น การศึกษากระบวนการผลิตสาร
ตนแบบท้ังสองชนิดนี้ ถึงแมวาจะเปลี่ยนแปลงไปจากชนิดตนแบบเดิมแตยังอยูในขอบเขตวัตถุประสงคหลัก
ของโครงการ ไดแก การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพทนตัวทําละลายอินทรียในการผลิตสารเคมี
อุตสาหกรรมจากสารชีวมวล โดยเนนหนักการใชวิศวกรรมพันธุศาสตร ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงรายละเอียด
โครงการนี้ดําเนินการไปเพ่ือใหโครงการบรรลุวัตถุประสงคหลัก ผลการดําเนินการพบวาสามารถผลิตสาร
ตนแบบท้ังสองไดอยางมีประสิทธิภาพ ประสบความสําเร็จในการผลิตสารตนแบบนี้ไดท่ีความเขมขนท่ีสูง
ท่ีสุดเม่ือเทียบกับงานวิจัยท่ีผานมา และผลการวิจัยไดรับการตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติจํานวน 3 
เรื่อง (อยูในระหวางการพิจารณาอีก 1 เรื่อง)  
 รายละเอียดการเปลี่ยนแปลงการวิจัยสรุปได ดังนี้ ในการดําเนินการวิจัย คณะผูวิจัยสามารถโคลน
ยีนท้ังหมดท่ีเก่ียวของกับวิถีการผลิตสารผลิตภัณฑเปาหมาย ดําเนินการ genetic engineering สราง 
metabolic pathway ใหมสําหรับการผลิตสารผลิตภัณฑ พัฒนาวิธี genetic transformation ท่ีมี
ประสิทธิภาพ สราง Shuttle vectors และสราง expression vectors ศึกษาการแสดงออกของยีนในเชื้อ 
Heterologous hosts และ ศึกษาแอคติวิตีของ gene products อยางไรก็ตาม ในข้ันตอนสุดทาย
คณะผูวิจัยประสบปญหาในการผลิตสารผลิตภัณฑเปาหมาย กลาวคือ ไมสามารถตรวจพบการผลิตบิวทา
นอลใน Bacillus subtilis GRSW2B1  สําหรับการผลิต 3-Hydroxypropionaldehyde, 3HPA นั้น 
สามารถผลิตได แตผลผลิตท่ีได (yield) ต่ํา ปญหาดังกลาวเกิดข้ึนเนื่องจากการดําเนินการตัดตอยีนเพ่ือ
สรางวิถีการผลิตสาร (metabolic engineering) ในเชื้อ heterologous host มีความซับซอนมากกวาการ
ตัดตอและการควบคุมการแสดงออกยีนเดี่ยว ความซับซอนตางๆ ซ่ึงมีผลตอการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการ metabolic engineering และการผลิตสารเปาหมายในเชื้อเจาบานใหม แบงออกเปน 3 สวน
หลัก ไดแก 1) ความซับซอนของการสรางวิถียีน 2) ระดับและประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนตางๆ ใน
วิถีใหมใน Heterologous host และ 3) สภาวะการผลิตสารเปาหมาย และความสมดุลของ metabolic 
flux ของวิถีใหมใน heterologous host ซ่ึงตัวอยางของปญหาท่ีอาจเกิดข้ึนใน 3 สวนหลักดังกลาว เชน 
1. ความไมเขากัน (incompatibility) ของลักษณะสมบัติของ structural genes (เชน GC content) และ 

heterologous host 
2. ปญหา Codon bias, Codon incompatibility, Rare codon  
3. ปญหา promoter strength และ ความไมสมดุลของปริมาณการแสดงออกของ genes และ gene 

products (enzymes) ตางๆในวิถีท่ี engineered ข้ึนในเชื้อ heterologous host ซ่ึงกอใหเกิดปญหา 
metabolic flux shift 

4. ปญหาการควบคุมสภาวะการผลิตท่ีเหมาะสม และการควบคุม metabolic flux  
 
คณะผูวิจัยไดตระหนักถึงปญหาดังกลาวและพยายามทําการศึกษา ปรับปรุงแกไขโดยใชหลักการทางชีวเคมี
และทฤษฎีทาง ทาง Molecular biology & metabolic engineering ตางๆ โดยปรับเปลี่ยนสภาวะตางๆ 
ใน 3 สวนหลักดังกลาวแตไมเปนผล สรุปข้ันตอนการแกไขไดดังนี้ 
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การแกไขปญหาสําหรับการผลิตบิวทานอลจากน้ําตาล  
1. การแกไขปรับปรุงกระบวนการตัดตอยีน การสรางวิถียีน เพ่ือสรางวิถีการผลิตใหมของสารเปาหมาย 

และประสิทธิภาพ ของ Genetic transformation ของเชื้อ heterologous host โดยการดําเนินการ 
ดังนี้ 
1.1 การปรับเปลี่ยนชนิดของ structural genes ท่ีถอดรหัสใหเอนไซมเดียวกัน โดยใชยีนจาก

จุลินทรียตางๆ (Bacterial isozyme) เพ่ือแกปญหาการไมแสดงออกของยีน โดยมีสมมติฐานวา
การไมแสดงออกนั้นเนื่องมาจาก codon bias ในเชื้อเจาบาน 

1.2 การปรับเปลี่ยนโครงสรางการตัดตอยีน (engineered gene organization) ในวิถียีน 
1.3 การปรับปรุงสภาวะใหมีความเหมาะสมตอ Genetic transformation ของเชื้อ heterologous 

host 
2. การแกไขปรับปรุงระดับและประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนตางๆ ในวิถีใหมใน heterologous 

host โดยดําเนินการ ดังนี้ 
2.1 การปรับเปลี่ยนปริมาณการแสดงออกของยีนแตละยีนในวิถีการผลิตในเชื้อรีคอมบิแนนท 

Bacillus subtilis GRSW2-B1 โดยการเปลี่ยนโปรโมเตอร  
2.2 การปรับเปลี่ยน gene construction เพ่ือปรับการแสดงออกของยีนแตละยีนในเชื้อรีคอม

บิแนนท Bacillus subtilis GRSW2-B1 โดยปรับจากการควบคุมการแสดงออกของยีนแตละยีน
เปนการควบคุมการแสดงออกของ gene cluster 

2.3 การปรับเปลี่ยนเชื้อเจาบานในการแสดงออกของยีนเพ่ือการผลิตบิวทานอล โดยเปลี่ยนจาก 
butanol-tolerant Bacillus subtilis GRSW2-B1 เปน butanol-tolerant Bacillus cereus 
strain 3C1  

3.  การแกไขปรับปรุงสภาวะการผลิตสารเปาหมาย และความสมดุลของ metabolic flux ของวิถีใหมใน 
heterologous host โดยการดําเนินการ ดังนี้ 
3.1   การปรับเปลี่ยนสภาวะการเจริญของเชื้อท่ีเหมาะสม 
3.2  การปรับเปลี่ยนสภาวะการผลิตสารโดยเชื้อรีคอมบิแนนท Bacillus subtilis GRSW2-B1 แบบ 

aerobic และ miroaerobic โดยใช sequential steps (เชน การใช aerobic growth and 
microaerobic production เปนตน) 

3.3   การปรับปรุงความสมดุลของ metabolic flux ของวิถีใหมโดยคํานึงถึงปริมาณและการ
เปลี่ยนแปลงวิถีของสารตั้งตน acetyl-CoA โดยทดสอบท้ังใน butanol-tolerant Bacillus 
subtilis GRSW2-B1 และ butanol-tolerant Bacillus cereus strain 3C1 

 
การแกไขปญหาสําหรับการผลิต 3HPA จากกลีเซอรัลหยาบ 
1. การแกไขปรับปรุงกระบวนการตัดตอยีน การสรางวิถียีน เพ่ือสรางวิถีการผลิตใหมของสารเปาหมาย 

และประสิทธิภาพ ของ Genetic transformation ของเชื้อ heterologous host โดยการดําเนินการ 
ดังนี้ 
1.1 การปรับเปลี่ยน structural genes ท่ีถอดรหัสใหเอนไซมเดียวกัน โดยใชยีน dhaB จาก

จุลินทรีย 2 ชนิดท่ีแตกตางกัน  
1.2 การปรับเปลี่ยนโครงสรางการตัดตอยีน (engineered gene organization) ในวิถียีน โดยการ

เพ่ิม orfX ซ่ึงมีรายงานวาเปนเปน gene cluster activator ในการผลิตสาร 3HPA 
1.3 การปรับปรุงสภาวะใหมีความเหมาะสมตอ Genetic transformation ของเชื้อ heterologous 

host 
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2. การแกไขปรับปรุงระดับและประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนตางๆ ในวิถีใหมใน Heterologous 
host โดยดําเนินการ ดังนี้ 
2.1 การปรับเปลี่ยนปริมาณการแสดงออกของยีนแตละยีนในวิถีการผลิตในเชื้อรีคอมบิแนนท B. 

subtilis BKS2-P2/3 โดยการเปลี่ยนโปรโมเตอร  
2.2 การปรับเปลี่ยน gene construction โดยการเปลี่ยน ribosome binding site (RBS) และ RBS 

spacing ซ่ึงมีรายงานวามีผลตอการแสดงออกของยีนใน Heterologous host 
2.3 การปรับเปลี่ยนเชื้อเจาบานในการแสดงออกของยีนเพ่ือการผลิต 3HPA โดยเปลี่ยนจาก Gram 

positive organic-solvent tolerant B. subtilis BKS2-P2/3 เปน Gram negative organic-
solvent tolerant Pseudomonas putida T57 ซ่ึงการเปลี่ยน host นี้ตองดําเนินการทุก
ข้ันตอนใหมหมด โดยดําเนินการ genomic engineering สราง metabolic pathway ใหม
สําหรับการผลิตสารผลิตภัณฑ พัฒนาวิธี genetic transformation สราง Shuttle vector การ
สราง expression vector ศึกษาการแสดงออกของยีนในเชื้อ Heterologous host และศึกษา
แอคติวิตีของ gene products พบวามีการผลิต 3HPA ได แตผลผลิตท่ีไดต่ํา 

3.  การแกไขปรับปรุงสภาวะการผลิตสารเปาหมาย และความสมดุลของ metabolic flux ของวิถีใหมใน 
heterologous host โดยการดําเนินการ ดังนี้ 
3.1   การปรับเปลี่ยนสภาวะการเจริญของเชื้อท่ีเหมาะสม 
3.2   การปรับเปลี่ยนสภาวะการผลิตสารโดยเชื้อรีคอมบิแนนท B. subtilis BKS2-P2/3 และ 

Pseudomonas putida T57 แบบ aerobic และ miroaerobic โดยใช sequential steps 
(เชน การใช aerobic growth and microaerobic production เปนตน) 

 
รายละเอียดการวิจัยท่ีมีการปรับเปลี่ยน- เพ่ือเปนการตอบวัตถุประสงคหลักของโครงการ ไดแก 

การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตสารเคมีจากสารชีวมวลโดยเนนหนักการใช
วิศวกรรมพันธุศาสตร คณะผูวิจัยจึงดําเนินการปรับโครงสรางของวิถียีน (engineered gene 
organization) โดยใชวิถีการผลิตเดิมเปนหลัก แตปรับเปลี่ยนเปนวิถีการผลิตชนิดใหม ไดแก สาร 1,3-
butanediol (13BD) จากนั้น ศึกษาการแสดงออกใน heterologous host E. coli ท้ังนี้ สาร 1,3-
butanediol (13BD) โดยเฉพาะอยางยิ่ง R-steroisomer-1, 3-บิวเทนไดออล ((R)-1, 3-butanediol; 
R13BD) เปนสารท่ีมีมูลคาในอุตสาหกรรม เชนเดียวกันกับ สาร 1,3-propanediol (13PD) R13BD มีการ
ใชอยางกวางขวางโดยเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารเคมี และสารประกอบในหลายอุตสาหกรรม เชน 
น้ําหอม ยาฆาแมลง และเปนกุญแจสําคัญใน chiral กลางสําคัญสําหรับสังเคราะหยาปฏิชีวนะ 
carbapenem beta-lactam สาร R13BD มีขอจํากัดในดานกระบวนการการผลิต เนื่องจากในปจจุบัน
กระบวนการผลิตสาร 1,3-butanediol (13BD) ทําไดโดยวิธีการทางเคมีเปนหลัก แตวิธีการผลิตดวยวิธีทาง
เทคโนโลยีชีวภาพถูกจํากัดภายใตการจดสิทธิบัตรของบริษัทเคมีอุตสาหกรรมแหงหนึ่งในประเทศญี่ปุน 
ดังนั้น ผลการวิจัยของโครงการนี้ซ่ึงประสบความสําเร็จในการปรับเปลี่ยนวิถี (metabolic engineer) จาก
วิถีการผลิตบิวทานอลเดิม เปนวิถีการผลิตสาร 1,3-butanediol (13BD) โดยใชเชื้อ heterologous host 
E. coli จึงเปนวิถีการผลิตใหมของสารท่ีมีมูลคาในอุตสาหกรรม รายละเอียดผลการดําเนินการของการ
พัฒนา วิถีการผลิตสาร 1,3-butanediol (13BD) แสดงในรายงานครั้งท่ี 1, 2 และสรุปในฉบับนี้ ผลงาน
จากการวิจัยนี้ไดรับการตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ และอยูระหวางการพัฒนาตอยอดเพ่ือ
ขยายขนาดการผลิตตอไป 
 นอกจากนั้น  ในสวนของการผลิต 3-Hydroxypropionaldehyde, 3HPA ซ่ึงสามารถผลิตไดตาม
แผน แตผลผลิตท่ีได (yield) ต่ํา ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงดําเนินการปรับโครงสรางของวิถียีนเพ่ือผลิตสาร 3-
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แมทิลแคทิคอล (3MC) เพ่ือทดแทน การแกไขนี้เพ่ือเปนการตอบวัตถุประสงคสวนหนึ่งของโครงการ ไดแก 
การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพทนตัวทําละลายอินทรียในการผลิตสารเคมีจากสารชีวมวล โดย
เนนหนักการใชวิศวกรรมพันธุศาสตร ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงดําเนินการพัฒนาแบคทีเรียแพลตฟอรมสําหรับ
การผลิตสารเคมีไฮโดรคารบอนดวยระบบการผลิตแบบสองเฟส (two liquid phase (organic-aqueous) 
production) โดยใชแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรียแกรมลบ P. putida T-57 เปนแบคทีเรียเจาเรือนใน
การทําวิศวกรรมพันธุศาสตรในการผลิตสารเคมีอุตสาหกรรม 3-แมทิลแคทิคอล (3MC) 
 
 

2. การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตสารเคมี 1,3-butanediol (13BD) จากสาร
ชีวมวล  

 
2.1 ความสําคัญ/ท่ีมาของปญหา แนวคิดเหตุผล และหลักการสําคัญของการผลิต 1,3-บิวเทนได

ออล (1,3-butanediol, 13BD) จากสารชีวมวล 
 
 (R)-1, 3-บิวเทนไดออล ((R)-1, 3-butanediol; R13BD) เปนสารเคมีท่ีมีคุณคาและมีการใชอยาง
กวางขวางในการสังเคราะหสารเคมีและสารประกอบในหลายอุตสาหกรรม เชน น้ําหอม, ยาฆาแมลงและ
เปนกุญแจสําคัญใน chiral กลางสําคัญสําหรับสังเคราะหยาปฏิชีวนะ carbapenem beta-lactam 
(Matsuyama et al., 2001) เพราะยาปฏิชีวนะ beta-lactam เปนยาท่ีใชมากท่ีสุดตัวหนึ่งเพ่ือตาน
แบคทีเรียในทางปฏิบัติทางคลินิก ทําใหท่ัวโลกมีความตองการ R13BD เพ่ิมข้ึนอยางมากและเปนผลให
วิธีการผลิตของ R13BD ไดรับการศึกษาอยางตอเนื่อง (Zheng et al., 2012) ปจจุบันนี้ 13BD ไดรับการ
สังเคราะหเปน racemic ผสมของแบบ R- และ S-ฟอรม ซ่ึงสวนใหญมาจากสารเคมีท่ีไดจากปโตรเลียม 
เชน prochiral, 4-hydroxy-2-butanone (4H2B) โดยมีข้ันตอนของปฏิกิริยาเคมีหลายข้ันตอน (Boaz et 
al., 2006) อยางไรก็ตาม การขาดแคลนทรัพยากรฟอสซิลและปโตรเคมีเปนขอจํากัดหลักของการผลิต
สารเคมีนี้ ดังนั้น การผลิต 13BD ดวยวิธีชีวภาพจากสารชีวมวล เชน น้ําตาล จึงเปนกระบวนการผลิตท่ีมี
ความสําคัญมากข้ึน กระบวนการผลิต 13BD ดวยวิธีทางชีวภาพท่ีมีการรายงานกอนหนานี้ ท้ังจากจุลินทรีย
สายพันธุพ้ืนเมือง หรือสายพันธุดัดแปลงทางพันธุกรรม (Matsuyama et al., 1993; Matsuyama et al., 
2001) รวมถึง การใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาท่ีไมใชน้ํา (non-aqueous system) 
(Matsuyama et al., 2001; Atsumi and Liao, 2008) นั้น มีขอดอย เนื่องจากการผลิตดวยกระบวนการ
ดังกลาวมักจะไดผลิตภัณฑหลักเปน S-ฟอรม ซ่ึงมีประโยชนและมูลคานอยกวา R-ฟอรม ดังนั้น ดวย
คุณประโยชนของ R13BD จึงทําใหตองมีการพัฒนากระบวนการผลิตทางชีวภาพของสารดังกลาวนี้ โดยเนน
การผลิตสารท่ีมีความบริสุทธิ์สูงจากสารชีวมวลทดแทน  
 การใชวิธีการผลิต R13BD ทางเทคโนโลยีชีวภาพ สามารถทําไดโดยการพัฒนาสายพันธุของ
แบคทีเรีย recombinant ดวยการใชวิธีพันธุวิศวกรรมเพ่ือผลิต R13BD รายงานกอนหนานี้ รายงานวิถีการ
ผลิตจากกลูโคสดวยแบคทีเรีย recombinant Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ HB101 โดยไดผลผลิต
สูงสุด 1.028 กรัม/ลิตร (11.4 มิลลิโมลาร) ถึงแมกลยุทธการสังเคราะหจะไดรับความสําเร็จ แตขอดอยของ
วิถีการผลิตในรายงานดังกลาว ไดแก ความบริสุทธิ์ของ13BD ซ่ึงพบวามี R13BD ท่ีผลิตไดไมมาก ซ่ึงทําให
ประสิทธิภาพในการผลิตต่ําสงผลใหการผลิตภาคอุตสาหกรรมของ R13BD ถูกจํากัด 
 ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ ประสบความสําเร็จในการสรางวิถีการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการ
ผลิต R13BD ดวยวิธีชีวภาพจากกลูโคส โดยการสรางพลาสมิดลูกผสมซ่ึงประกอบดวยยีน phaA (3-
ketothiolase), phaB (NAD(P)H dependent acetoacetyl-CoA reductase) จากแบคทีเรีย 
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Ralstonia eutropha NBRC 102504 และ bld (butyraldehyde dehydrogenase) จากแบคทีเรีย 
Clostridium saccharoperbutylacetonicum ATCC 27012 และแสดงออกในแบคทีเรีย E. coli 
MG1655 lacIq  โดยแสดงใหเห็นวาการคัดเลือกยีนเปนองคประกอบสําคัญซ่ึงนําไปสูการแสดงออกของ
การทํางานของเอนไซมและการสรางสารผลิตภัณฑ ในสภาวะการผลิตท่ีเหมาะสมสําหรับแบคทีเรีย 
recombinant ท่ีสรางข้ึนสามารถผลิต R13BD ไดถึง 9.05 กรัม/ลิตร (100.4 มิลลิโมลาร) ซ่ึงเปนการผลิต 
R13BD ดวยความเขมขนและความบริสุทธิ์สูงท่ีสุดจากท่ีมีการรายงานในปจจุบัน จากนั้น ศึกษาและ
ปรับปรุงสภาวะการผลิต 13BD โดยใชแบคทีเรียลูกผสม E. coli BW25113 lacIq ในระดับขยายขนาด ใน
ระบบการเลี้ยงแบบแบทซ (batch)  ดวยการควบคุมสภาวะในการเลี้ยงในระบบถังหมักชีวภาพอยาง
เครงครัด เพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพของการผลิต 13BD 
 

2.2 วัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัย 
 วัตถุประสงคการวิจัย - เพ่ือการพัฒนาตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตสารเคมีจากสารชีวมวลโดย
เนนหนักการใชวิศวกรรมพันธุศาสตร โดยใชการพัฒนา metabolic engineering system เพ่ือผลิตสาร 
1,3-butanediol (13BD) เปนวิถีตนแบบและสารตนแบบ ตามลําดับ 
 
 โดยมีขอบเขตการวิจัย ดังนี้ 
1. การออกแบบวิถี/เสนทางสําหรับการสังเคราะห 13BD การตัดตอยีนและการแสดงออกของยีน

ผลิตภัณฑ 
2. การผลิต 13BD แบบ batch ในระดับการผลิตขนาดเล็ก  
3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization) ในการผลิต 13BD แบบ batch ในระดับการผลิตขนาด

เล็ก  
4. การผลิต 13BD แบบ fed-batch ในระดับการผลิตขนาดเล็ก 
5. การพัฒนากระบวนการผลิต 13BD ในถังหมัก (Bioreactor-scale production) 
6. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization) ของกระบวนการผลิต 13BD ในถังหมัก 
 

2.3 วิธีการดําเนินการวิจัย ผลการวิจัย และขอวิจารณ  
 (Brief methods, Results & Discussion) 

 
2.3.1 การออกแบบวิถี/เสนทางสําหรับการสังเคราะห 13BD การตัดตอยีน และการแสดงออก

ของยีนผลิตภัณฑ 
   ปจจุบันนี้การผลิต R13BD จากสารตั้งตนชีวมวลยังมีขอมูลอยูนอย โดยในการศึกษานี้ใช
วิธีการสังเคราะหสารพันธุกรรมเพ่ือออกแบบและสรางยีนสําหรับการผลิต 13BD จากกลูโคส ซ่ึงเปนสารชีว
มวลท่ีนิยมใชกันมากท่ีสุดสําหรับอุตสาหกรรมการผลิต และยีนท่ีไดถูกแสดงออกในแบคทีเรียเจาเรือน E. 
coli MG1655 lacIq ความสําเร็จของการผลิตอุตสาหกรรมเคมีจากการสังเคราะหเสนทางการเผาผลาญ
สารตั้งตนมักจะข้ึนอยูกับชนิดของยีนและกิจกรรมของยีนท่ีเก่ียวของในแบคทีเรียเจาเรือนท่ีเลือก ดังนั้น 
การเลือกยีนท่ีเหมาะสม หรือยีนโฮโมลอก (Homologs) มาจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิดจะเปนปจจัยหนึ่งท่ี
สําคัญท่ีสุดเพ่ือเพ่ิมผลผลิต วิ ถีการผลิต 13BD จากกลูโคสตองมีสองสวนหลักของการเผาผลาญ 
องคประกอบแรกรวมถึงตัวกลางการเผาผลาญ เชน pyruvate และ acetyl-CoA องคประกอบท่ีสอง คือ
วิถีการเปลี่ยน acetyl-CoA ไปเปน 13BD ซ่ึงตองใชเอนไซมตอไปนี้: 3-ketothiolase, acetoacetyl-CoA 
reductase, และ alcohol dehydrogenase/ aldehyde dehydrogenase (รูปท่ี 1) 
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รูป 1 แผนผังของวิถีการผลิต 1, 3-บิวเทนไดออล จากกลูโคสของแบคทีเรีย E. coli วิศวกรรม lacIq 
MG1655 ซ่ึงเริ่มตนจาก acetyl-CoA ประกอบดวยสามเอนไซมโดยมียีนมาจากสิ่งมีชีวิตตางกัน คือ 3-
Ketothiolase (atoB จาก E. coli ดังเดิม, phaA จาก R. eutropha NBRC 102504); NAD(P)H-
dependent acetoacetyl-CoA reductase (hbd จาก C. acetobutylicum ATCC824, phaB จาก R. 
eutropha NBRC102504); alcohol/aldehyde dehydrogenase และ butyraldehyde 
dehydrogenase (adhe จาก C. acetobutylicum ATCC824 และ bld จาก C. 
saccharoperbutylacetonicum ATCC27012 ตามลําดับ) 
หมายเหตุ วิถีการผลิต 13BD นี้ไดมาจากการดัดแปลงวิถีการผลิตบิวทานอล โดยการตัด crt-bcd-etfAB 
gene cluster เพ่ือกําจัดข้ันตอนการผลิต crotonyl-CoA ท่ีคาดวาเปนปญหาสําคัญของวิถีการผลิตบิวทา
นอลออก ซ่ึงแสดงการเปรียบเทียบแผนภาพการผลิตได ดังนี้ (รูปท่ี 2) 
 

 
 

รูป 2 วิถีการผลิตบิวทานอล 
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 จนถึงปจจุบัน วิ ถีการผลิต 13BD จากกลูโคสมีการรายงานเพียงวิ ถีการผลิตท่ีสรางข้ึน ซ่ึง
ประกอบดวย phbA (ถอดรหัสของยีน B-ketothiolase) phbB (ถอดรหัสของยีน acetoacetyl-CoA 
reductase) จาก R. eutropha DSM531 และ adhe (ถอดรหัสของยีน aldehyde/alcohol 
dehydrogenase ท่ีไดมาจาก C. acetobutylicum) สําหรับในงานวิจัยนี้ เพ่ือเปนการเพ่ิมประสิทธิภาพ
การผลิต และเพ่ิมความบริสุทธิ์ของการผลิต 13BD วิถีการผลิตจึงถูกออกแบบใหมโดยดัดแปลงใชยีนซ่ึงมี
แหลงท่ีมาแตกตางกันมารวมกัน 
 ยีนดังตอไปนี้และ homolog ท่ีถูกเลือกมาจากหลายแหลงท่ีมา (ดังตาราง) จะถูกใชในการถอดรหัส
เปนเอนไซม และใชใชในการสรางพลาสมิด, pNK1 ถึง pNK4 (ดังตาราง) กอนท่ีจะ transform เขา
แบคทีเรียเจาเรือน E. coli MG1655 lacIq เพ่ือสรางสายพันธุผสม, MG-NK1 ถึง MG-NK4: phaA หรือ 
atoB สําหรับ 3-ketothiolase, phaB หรือ hbd สําหรับ NAD(P)H-dependent acetoacetyl-CoA 
reductase และ adhE หรือ bld สําหรับ alcohol/aldehyde dehydrogenase หรือ butylraldehyde 
dehydrogenase ตามลําดับ สําหรับการแสดงออกของยีน atoB ซ่ึงสรางข้ึนในพลาสมิด pNK พบวามีการ
ตกตะกอนของโปรตีน (ไมไดแสดงขอมูล) จึงไมไดใชยีนนี้ในการศึกษาตอไป ดังนั้น phaA เปนยีนเดียวท่ี
เหลืออยูสําหรับ 3-ketothiolase  ในการสรางสายพันธุท่ีเปน recombinant ท้ังหมด  
 หลังจากนั้น ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมและการสราง 13BD ภายใตสภาพก่ึงแอโรบิกจากสาย
พันธุ recombinant ซ่ึงพบวากิจกรรมของเอนไซม 3-ketothiolase (phaA) อยูในระดับท่ีเทียบเคียงกันได
จากสายพันธุ  recombinant ท้ั งหมด สํ าหรั บการวิ เคราะห กิ จกรรมของ alcohol/aldehyde 
dehydrogenase (adhE) และ butylraldehyde dehydrogenase (bld) ใหผลคลุมเครือซ่ึงอาจจะเปน
เพราะความไมแนนอนของเอนไซมภายใตเง่ือนไขการทดสอบในสภาวะแอโรบิก (8) แตอยางไรก็ตามการ
ผลิตปลายทางของ 13BD ถูกใชในการสันนิษฐานกิจกรรมของของเอนไซมเหลานี้ โดยสายพันธุ MG-NK2 
ซ่ึงมียีน hbd จาก C. acetobutylicum ATCC824 แสดงกิจกรรมของเอนไซม acetoacetyl-CoA 
reductase สูงถึง 50 เทา ซ่ึงสูงกวากิจกรรมของเอนไซมจากสายพันธุ MG-NK1 ท่ีมียีน phaB จาก R. 
eutropha NBRC102504 แตไมมีการผลิต 13BD ผลท่ีไดนี้สอดคลองกับรายงานกอนหนานี้ โดยกิจกรรม
ของเอนไซมสูงกวาการแสดงออกของยีนหรือสูงเกินไปอาจกอใหเกิดความไมสมดุลของ metabolic 
network ของแบคทีเรียเจาเรือนซ่ึงอาจสงผลในการลดการสรางสารผลิตภัณฑ (8) ในกรณีนี้การใช NADH 
ของ NAD(P)H-dependent acetoacetyl-CoA reductase (hbd) ท่ีมากเกินไปอาจรบกวนสมดุลวิถีการ
ผลิต NAD+/NADH ถึงแมวาสายพันธุ MG-NK1 ซ่ึงมียีน phaB และ adhE สามารถผลิต 13BD ได
คอนขางต่ํา (0.37 มิลลิโมลาร) เม่ือเทียบกับรายงานกอนหนา (11.4 มิลลิโมลาร หรือ 1.03 กรัม/ลิตร) การ
ปรับปรุงแกไขตอไปจึงมุงเนนไปท่ีการเลือกใชยีนจาก adhE  
 นอกจากนี้ alc/ald dehydrogenase จาก C. acetobutylicum ATCC824 butyraldehyde 
dehydrogenase จาก C. saccharoperbutylacetonicum ATCC27012 ถูกตรวจสอบความสามารถใน
การเปลี่ยน 3-hydroxybutyryl-CoA ไปเปน 3-hydroxybutyraldehyde จากนั้น 3-
hydroxybutyraldehyde ถูกเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมท่ีมีอยูเดิมของแบคทีเรียเจาเรือน ซ่ึงกิจกรรมของ
เอนไซม NAD(P)H-dependent acetoacetyl-CoA reductase (phaB) ใน MG-NK1 และ MG-NK3 นั้น
ใกลเคียงกัน แตผลผลิตของ 13BD ใน MG-NK3 ท่ีมียีน bld สามารถผลิต 13BD ไดถึง 1.45 มิลลิโมลาร 
ซ่ึงตางกันอยางมีนัยสําคัญ (4 เทา) ผลลัพธเหลานี้บงบอกถึงความสําคัญของการเลือกยีนและความสมดุล
ของกิจกรรมของยีนผลิตภัณฑเพ่ือใหมีการแสดงออกท่ีเหมาะสมและการสรางผลิตภัณฑจากแบคทีเรีย 
recombinant ท่ีเลือก ตามผลการวิจัย, recombinant สายพันธุ MG-NK3 ซ่ึงมียีน phaA, phaB และ 
bld ไดรับเลือกสําหรับการปรับปรุงกระบวนการผลิตทางชีวภาพเพ่ือเพ่ิมการผลิต 13BD ตอไป 
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ตาราง 1 สายพันธุของเชื้อ และพลาสมิดท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NBRC, NITE Biological Resource Center, Japan; ATCC, American Type Culture Collection; RE, Ralstonia 
eutropha NBRC102504; CA, Clostridium acetobutylicum ATCC824; CS, C. saccharoperbutylacetonicum 
ATCC27012 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
รูป 3 องคประกอบของยีนในพลาสมิด pNK1 ถึง pNK4 เพ่ือการผลิต 13BD และการตรวจสอบกิจกรรม
ของเอนไซมในแบคทีเรียเจาเรือน MG1655 lacIq การเลี้ยงแบคทีเรียแบบ batch ไดดําเนินการท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในขวดแกวปดผนึกขนาน 10 มิลลิลิตร ดวยอัตราสวน 1:1.6 ระหวางแบคทีเรียท่ีเลี้ยง
และภาชนะซ่ึงถือวาเปนสภาพก่ึงแอโรบิก และการผลิต 13BD ถูกตรวจสอบหลังจากหมักไป 12 ชั่วโมง  
โดยความหมายของแตละสัญลักษณ เปนดังนี้: -, ไมมีกิจกรรมของเอนไซมในสายพันธุ recombinant; ND, 
ตรวจไมพบ และแหลงท่ีมาของยีนสําหรับเอนไซมแตละชนิดมาจากแบคทีเรีย Ralstonia eutropha 
NBRC102504 (RE), Clostridium acetobutylicum ATCC824 (CA) และ Clostridium 
saccharoperbutylacetonicum ATCC27012 (CS) หมายเหตุ: ทดสอบเอนไซมจากยีน adhE และ bld 
ไมได เนื่องจากความเสถียรของเอนไซมเม่ือวัดแบบ in intro 
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2.3.2 การผลิต 13BD แบบ batch ในระบบการผลิตขนาดเล็ก 
   การผลิตของ 13BD จากเชื้อ recombinant ดําเนินการโดยการหมักแบบ batch โดย
ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตแบบ batch ไดรับการตรวจสอบเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต 13BD ไดแก  

1) ความเขมขนของ IPTG - ยีนท่ีสรางข้ึนใน pNK3 พลาสมิดอยูภายใตการควบคุมการแสดงออกของ 
IPTG inducible-PA1lacO-1; ดังนั้นระดับท่ีเหมาะสมของ IPTG จะสงผลในการแสดงออกของยีน
และการผลิต 13BD  โดยพบวาการใช IPTG ความเขมขน 0.01 มิลลิโมลารใหผลการผลิต 13BD 
สูงสุด จึงไดรับเลือกเปน inducer ความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจสอบการผลิตตอไป  

2) ปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต 13BD - การผลิตดวยระบบ resting cell reaction 
ดําเนินการท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีอัตราสวนปริมาณท่ีแตกตางกันระหวางปริมาณของ
เซลลและชองวางเหนือของเหลวท่ีเหลืออยูในภาชนะ (1:0.6, 1:1.5, 1:4 และ 1:7) ซ่ึงทําใหมีผลตอ
การเติมอากาศและปริมาณออกซิเจนท่ีแตกตางกัน ผลการทดลองพบวา ผลผลิตสูงข้ึน เม่ือ
ออกซิเจนเพ่ิมข้ึน โดยท่ีอัตราสวน 1:7 ผลผลิตเพ่ิมข้ึนถึง 11 มิลลิโมลาร (0.99 กรัม/ลิตร)  

3) อัตราการใชน้ําตาลในแตละสภาวะการผลิต - ผลการทดลองแสดงใหเห็นไดอยางชัดเจนวาสภาพแอ
โรบิกมีอัตราการใชน้ําตาลสูง สงผลใหมีปริมาณสารตั้งตน acetyl-CoA สูง (มาจากการใชกลูโคส) 
ซ่ึงผลักดันทิศทางของปฏิกิริยาไปในการผลิต 13BD  

สภาวะท่ีเหมาะสมเหลานี้ถูกนํามาใชในการผลิตตอไป 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 4 การผลิต 13BD ดวย recombinant E. coli สายพันธุ MG-NK3 ในสภาวะท่ีเติมอากาศปริมาณตางๆ 
(แสดงดวย ความแตกตางของอัตราสวนปริมาตรของเซลลแขวนลอยตอชองวางเหนือของเหลว) อาหารท่ีใช
เริ่มตนมีน้ําตาลกลูโคส 30 กรัม/ลิตร (167 มิลลิโมลาร) เปนสารตั้งตน การผลิตแบบ Batch ดําเนินการท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (กราฟแทง) และอัตราการใชน้ําตาลกลูโคส (วงกลม) ถูกตรวจสอบสําหรับแต
ละสภาพการผลิต 
 
 

2.3.3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization) ในการผลิต 13BD แบบ batch ในระดับ
การผลิตขนาด - ผลของ pH  

   การตรวจสอบการผลิต 13BD และสาร metabolites อ่ืนๆ ถูกตรวจสอบ ณ ชวงเวลา
ตางๆ ในการผลิตแบบ batch ซ่ึงในการศึกษานี้ เพ่ือใหมีการผลิตสารผลิตภัณฑ 13BD ในปริมาณมาก จึง
ใชวิธี resting cell ในการผลิต โดยพบวาในสภาวะท่ีไมมีการปรับ pH มีการสะสมของสารกลุม organic 
acid เชน succinate, lactate, formate และ acetate ท่ีความเขมขนสูงอยางเห็นไดชัด ดังนั้น เพ่ือ
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บรรเทาปญหาความเปนกรดดาง การปรับ pH ประมาณ 6.0 สงผลใหการผลิต 13BD และการใชกลูโคสไม
หยุดชะงักและสามารถผลิต 13BD สูงสุดถึง 34.6 มิลลิโมลาร ภายใน 36 ชั่วโมง ของการผลิตแบบ batch  
 
 

 
 
 
รูป 5 การผลิต 13BD โดย recombinant E. coli สายพันธุ MG-NK3 โดยไมมีการควบคุม pH (A, B, C) 
และมีการควบคุม pH (D, E, F) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะแอโรบิก การตรวจสอบคา
ความเปนกรดท่ีเกิดข้ึนจริง (A) และควบคุม pH (D) และการตรวจสอบการผลิตของ 13BD (สี่เหลี่ยมปด) 
การใชน้ําตาลกลูโคส (สี่เหลี่ยมเปด) (B, E) และการกอตัวของสารอ่ืน ๆ (C, F) 
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2.3.4 การผลิต 13BD แบบ fed-batch ในระบบการผลิตขนาดเล็ก 
  การศึกษาในสวนนี้ เพ่ือเปนการเพ่ิมผลผลิตของ 13BD โดยใชการผลิตแบบ fed-batch ท่ี
มีการควบคุม pH เพ่ือขจัดการยับยั้งตางๆ ท่ีอาจเกิดข้ึนจาก 1) สารตั้งตนความเขมขนสูง และ 2) การ
สะสมสารมัธยันตอ่ืน ๆ ท่ีถูกสรางข้ึนอยางรวดเร็วและถูกสะสมอยูในท่ีเดียวกัน ในการศึกษาสารตั้งตนของ
การผลิตนี้ การใหกลูโคสเริ่มตนท่ี 30 กรัม/ลิตร (167 มิลลิโมลาร) ตามดวยการใหกลูโคสซํ้าท่ีความเขมขน
ใกลเคียงกัน ท่ี 20 ชั่วโมงและ 50 ชั่วโมงหลังจากการใหสารตั้งตนเริ่มตน และควบคุมคา pH ในระบบ 
fed-batch, 13BD ถูกผลิตและแสดงในลักษณะเชิงเสนตรงสูงสุดถึง 80 ชั่วโมง โดยไดความเขมขนสูงถึง 
100.4 มิลลิโมลาร (9.05 กรัม/ลิตร) ท่ี 110 ชั่วโมง นอกจากนี้ความบริสุทธิ์ของ 13BD ถูกตรวจสอบโดยวิธี 
chiral HPLC เพ่ือวิเคราะหเชิงปริมาณและการเทียบกับสารเคมีมาตรฐาน พบวา 13BD ผลิตไดจาก 
recombinant E. coli สายพันธุ MG-NK3 มีความบริสุทธิ์สูงถึง 98.5 ± 0.2% จากการเปรียบเทียบ
รายงานตางๆ ท่ีผานมานั้น ผลจากการศึกษาครั้งนี้เปนครั้งแรกท่ีมีการรายงานความเขมขนและความ
บริสุทธิ์ท่ีสูงสุดสําหรับการผลิต R13BD 
 
 

 
 
รูป 6 การผลิต 13BD แบบ fed-batch โดย recombinant E. coli สายพันธุ MG-NK3 ภายใตภาวะท่ีมี
การควบคุมคา pH การผลิตแบบ fed-batch (A) ถูกดําเนินการท่ีอุณหภูมิ 37 เซลเซียส ภายใตภาวะแอโร
บิกใน baffled flask ท่ีมีความเขมขนน้ําตาลเริ่มตน 30 กรัม/ลิตรกับการใหกลูโคสซํ้าสองครั้ง (สี่เหลี่ยม
เปด) ในขณะท่ีการผลิตของ 13BD ถูกตรวจสอบ (สี่เหลี่ยมปด) คา pH (สี่เหลี่ยมเปด) และปริมาณเซลล 
(สี่เหลี่ยมปด) ถูกตรวจสอบ (B) และการผลิตของสารอ่ืน ๆ (C) ยังถูกตรวจสอบดวย 
 
 

2.3.5 การพัฒนาและการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการผลิต 13BD ในถังหมัก 
(Bioreactor-scale production) 

 
2.3.5.1 ผลของ KLa ในการหมักแบบแบทชสําหรับการผลิต 13BD 

 เสนทางการผลิต 13BD จากแบคทีเรียลูกผสม E. coli สายพันธุ BW-NK3 ท่ี
ผานกระบวนการพันธุวิศวกรรม ประกอบดวย 3 ปฏิกิริยา (รูปท่ี 1) เพ่ือการเปลี่ยน acetyl-CoA ไปเปน 
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13BD ซ่ึงแสดงใหเห็นวาปริมาณออกซิเจนในการหมัก มีบทบาทสําคัญในการผลิต 13BD โดยสายพันธุ
ลูกผสมนี้ และควรจะปรับปรุงใหเหมาะสมสําหรับการผลิต ท้ังนี้เพราะ acetyl-CoA และ NAD(P)H เปน
สารตัวกลางสําคัญสําหรับการผลิต 13BD ซ่ึงไดจากมาการ catabolism ของกลูโคส โดยการเพ่ิมอัตรา 
catabolic ของกลูโคสเปนสิ่งสําคัญท่ีจะชวยเพ่ิมอัตราการผลิต 13BD ดังนั้นเพ่ือตรวจสอบผลของ
ออกซิเจนในอาหารท่ีใชในการหมักตอผลผลิตและอัตราการผลิตของ 13BD ในระบบการหมักแบบแบทช 
โดยการเปลี่ยน KLa ในถังหมักชีวภาพมีการตรวจสอบ ประเมิน และปรับปรุงในการวิจัยนี้ คา KLa ถูกใช
เพ่ือเปนการปรับขนาดการผลิตจากระบบปฏิบัติการในหองแลป (laboratory scale) ไปเปนระดับท่ีใหญ
ข้ึนในถังหมักชีวภาพ (Bioreactor / pilot scale) ดังนั้น การศึกษาคา KLa ท่ีเหมาะสมจึงมีความสําคัญ
สําหรับผลิตสารเคมีในระบบการผลิตอุตสหกรรม 
 ในการผลิต 13BD ในถังหมักชีวภาพ จะตองมีการตรวจสอบคา KLa ท่ีเหมาะสม 
ซ่ึงมีการรายงานวา “ระดับการกวน” มีสวนชวย KLa (Gibbs and Seviour, 1996) ดังนั้น ระดับการกวน
จึงถูกปรับเปลี่ยนเพ่ือสรางสภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ีความเขมขนตางๆ ในอาหาร เพ่ือใชสําหรับการหมักแบบ
แบทช ภายใตสภาวะเดียวกันนี้มีการควบคุมความเปนกรดดางใหอยูท่ี 5.65 (รูปท่ี 7) โดยพบวาปริมาณ
กลูโคสถูกใชอยางรวดเร็วและใชหมดภายในระยะเวลาประมาณ 36 ชั่วโมงของการหมัก เม่ือคา KLa อยู
ในชวง 82.3–97.2 /h (Fig. 7A) ในทางตรงกันขาม เม่ือคา KLa เปน 65.8/h ปริมาณกลูโคสลดลงอยางชาๆ 
และ หลังจาก 30 ชั่วโมง พบกลูโคสเหลืออยูในอาหาร (116mM) เม่ือการหมักผานไป 30 ชั่วโมง เม่ือ KLa 
= 82.3 /h การผลิตของ 13BD มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ผลผลิต yield และอัตราการผลิตสูงสุดอยูท่ี 91.8 
mM, 0.414 โมล (โมล/กลูโคส) และ 3.78mM/h ตามลําดับ ภายในระยะเวลาการหมัก 36 ชั่วโมง (ตาราง
ท่ี 2, รูปท่ี 7B) และยังพบการเจริญของเซลลเพ่ิมข้ึนภายใต KLa ท่ีคอนขางสูง (ตารางท่ี 2, รูปท่ี 7C) ในแง
ของความสัมพันธระหวาง ผลผลิต 13BD และการเจริญของเซลลในการหมัก พบวาในการหมัก 13BD แบบ
แบทช  KLa = 97.2 /h การเจริญของเซลลมี OD600 ประมาณ 19.2 ในระยะเวลาการหมัก 16 ชั่วโมง 
ในขณะท่ีผลผลิตของ 13BD ตรวจพบแคเพียง 41.3 mM เทานั้น ในทางตรงกันขามเม่ือ KLa ถูกควบคุมท่ี 
82.3/h เซลลมีการเจริญดวย OD600 = 15.2 ในระยะเวลาการหมัก 36 ชั่วโมง และพบผลผลิตเพ่ิมข้ึน 
(91.8 mM) (ตารางท่ี 2) ผลการศึกษานี้ชี้ใหเห็นวาเม่ือออกซิเจนในการหมักสูง (KLa: 97.2/h) พบวา
ปริมาณการใชกลูโคสในระหวางการหมักจะเขาสูวงจรการผลิตกรดซิตริก (citric acid cycle) ไปเปน
พลังงานและสงผลใหมีการสงเสริม anabolism ในขณะท่ีปริมาณออกซิเจนในอาหารคอนขางต่ํา (KLa: 
82.3/h) ซ่ึงจะเปนการลดกิจกรรมการเผาผลาญอาหารและทิศทางนําไปสูการผลิต 13BD เพ่ิมมากข้ึน 
นอกจากนี้ หากปริมาณออกซิเจนในการหมักต่ําเกินไป (KLa: 65.8/h) พบวาการเผาผลาญอาหารของเซลล
เปลี่ยนไป และไมเพียงแตการผลิต 13BD ต่ําเทานั้น แตยังพบปริมาณกลูโคสเหลืออยูสูงและเปนผลใหมีการ
สะสมของอะซิเตท (acetate) อยูสูงอีกดวย (ตารางท่ี 2) ดังนั้นจึงสรุปไดวาการควบคุมคา KLa ท่ีเหมาะสม
จึงเปนปจจัยท่ีสําคัญเพ่ือใหเกิดการผลิต 13BD อยางมีประสิทธิภาพดวยกระบวนการเผาผลาญท่ีลดลง ใน
กระบวนการผลิตนี้ ปริมาณอะซิเตรท (acetate) เอทานอล (ethanol) และ ผลิตภัณฑพลอยได (by-
products) พบท่ีระดับความเขมขนสูงสุด คือ 43.1, 22.4 และ 43.6 mM ตามลําดับ เม่ือรักษาระดับ KLa 
ไวท่ี 82.3/h ดังนั้น จากผลการทดลองนี้ คา KLa ท่ีเหมาะสม คือ 82.3/h ซ่ึงจะถูกใชเพ่ือชวยปรับปรุงการ
ผลิต 13BD ตอไป 
 
 
 
 
 



 27 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 7 การผลิตแบบแบทชของ 1,3-BD โดยแบคทีเรียลูกผสม E. coli BW-NK3 ภายใต KLa ตางๆ: การ
ผลิตแบบแบทชถูกดําเนินการท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในระบบถังหมักชีวภาพ คาความเปนกรดดางถูกรักษาไวท่ี 
5.75 ดวย 2 N NaOH หรือ 2 N HCl โดย (A) คือปริมาณลูโคสท่ีลดลง (B) การผลิต 1,3-BD (C) การเจริญ
ของเซลล (D) การผลิตอะซิเตรท และสัญลักษณท่ีใช: 97.2/h (สี่เหลี่ยมเปด) 87.6/h (สี่เหลี่ยมขาวหลาม
ตัดเปด) 84.3/h1 (สามเหลี่ยมเปด) และ 82.3/h (วงกลมเปด) 
 
ตาราง 2 ผลของ KLa ตอการเจริญของเซลล ผลผลิตและอัตราการผลิตสูงสุดของ 13BD ในการหมักแบบ
แบทช 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ: การหมักแบบแบทชถูกดําเนินการในถังหมักชีวภาพขนาด 2 ลิตร และมีปริมาณการใชงาน 1 
ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะท่ีมีการเปลี่ยนการกวน 
a แสดงใหเห็นปริมาณกลูโคส  
b แสดงคาท่ีเหมาะสมท่ีสุด  
c แสดงถึงคากลางหลังจากการหมัก 30 ชั่วโมง 
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2.3.5.2 ผลของความเปนกรดดางในการหมักแบบแบทชสําหรับการผลิต 13BD ในถัง
หมัก 
 มีการรายงานกอนหนานี้วา อะซิเตทเปนสารยับยั้งการทํางานของจุลินทรียท่ี
สําคัญ โดยไมเพียงยับยั้งการเจริญของ E. coli แตยังยับยั้งวิถีการผลิตสาร recombinant proteins ของ
เชื้ออีกดวย (MacDonald and Neway, 1990) ดังนั้นการลดการสะสมของอะซิเตท จะชวยให E. coli มี
การแสดงออก (overexpression) ของโปรตีน/เอนไซมไดดี ซ่ึงจะชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตของ 13BD 
ดังแสดงในรูปท่ี 8D ซ่ึงพบวาอะซิเตทเปนผลผลิตพลอยไดท่ีสําคัญ โดยมีผลผลิตสูงสุด = 43.1 mM จากคา 
KLa ท่ีเหมาะสมท่ีสุด (82.3/h) (รูปท่ี 8D) ดังนั้น ในการวิจัยนี้มีความพยายามท่ีจะลดการผลิตอะซิเตท และ
เพ่ือการยับยั้งการสะสมของอะซิเตทในระบบการผลิต คาความเปนกรดดางเปนปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการ
ผลิตอะซิเตทในการหมักโดยใชกลูโคสเปนสารตั้งตน (Kleman and Strohl, 1994) ดังนั้น ในการศึกษา
วิจัยนี้ คาความเปนกรดดางจึงถูกปรับใหเหมาะสม การผลิต 13BD ในถังหมักชีวภาพถูกดําเนินการภายใต
สภาวะท่ีมีความเปนกรดดางท่ีแตกตางกัน จากนั้นสารผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนจึงถูกตรวจสอบ (รูปท่ี 8) ผล
การศึกษาพบวาการใชกลูโคสหรือการเจริญของเซลลไมแตกตางกันเม่ือคาความเปนกรดดาง 5.5-6.0 (รูปท่ี 
8A และ 8C) แตเม่ือคาความเปนกรดดางถูกปรับไวท่ี 5.25 พบวาการเจริญของเซลลถูกยับยั้ง เปนผลใหไม
เพียงแตปริมาณการใชกลูโคส และการผลิต 13BD ลดลง แตยังมีการสะสมของอะซีเตทเพ่ิมข้ึนเปนอยาง
มาก (ไมไดแสดงขอมูล) การสะสมของอะซิเตทลดลงในขณะท่ีคาความเปนกรดดางอยูในชวง 6.0-5.5 และ
เม่ือคาความเปนกรดดางไดรับการรักษาระดับไวท่ี 5.5 พบวามีการสะสมออะซิเตทอยูนอย (27.2 mM) 
และการผลิต 1,3-BD ท่ีสูงท่ีสุดถูกตรวจพบ (รูปท่ี 8D) ดังนั้นคาความเปนกรดดางนี้ ไดถูกเลือกเพ่ือใชใน
การตรวจสอบเพ่ือเพ่ิมการผลิต 13BD ตอไป ในการหมักแบบแบทช คาความเปนกรดดาง 5.5 และคา KLa 
= 82.3/h เปนสภาวะท่ีใหผลผลิตสูง (98.5 mM ) yield = 0.444 โมล (โมล/กลูโคส) และอัตราการผลิต
สูงสุด (3.63 mM/h) สําหรับการผลิต 1,3 - BD ท่ีไดรับในการวิจัยนี้ (รูปท่ี 8B) การสะสมของเอทานอล 
(ethanol) และฟอรเมท (formate) สูงสุดถึง 26.6 และ 34.7 mM ตามลําดับ ในการหมักแบบแบทชท่ี
ความเปนกรดดาง = 5.5 
 สภาวะการเลี้ยงนี้แสดงใหเห็นวาการสะสมของอะซิเตทสามารถควบคุมใหลดลง
ไดโดยการใชวิธีของกระบวนการทางชีวภาพ แตอยางไรก็ตามก็ยังตรวจพบอะซิเตทไดหลังจาก 36 ชั่วโมง 
ซ่ึงอาจเปนผลใหผลผลิตของ 13BD ลดลง ดังนั้น ถึงแมวาวิธีการนี้จะชวยลดการสะสมไดนอยในงานวิจัยนี้ 
แตอยางไรก็ตามการศึกษาการหยุดการทํางานของยีน (disruption of genes) ท่ีเก่ียวของในการสังเคราะห
ของอะซิเตทและสารอนุพันธ acetyl-CoA อ่ืน ๆ อาจมีประสิทธิภาพในการปรับปรุงการผลิตของ 13BD ได
ซ่ึงมีการตรวจสอบโดย Atsumi et al. (Atsumi and Liao, 2008) 
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รูป 8 การผลิต 1,3-BD แบบแบทชโดยแบคทีเรียลูกผสม E. coli สายพันธุ BW-NK3 ภายใตสภาวะการ
ผลิตท่ีมีความเปนกรดดางตางๆ  การผลิตแบบแบทชถูกดําเนินการท่ีอุณหภูมิ 37 °C ดวยถังหมักชีวภาพ
ภายใตภาวะท่ีมี KLa ท่ีเหมาะสม (82.3/h) (A) ปริมาณกลูโคส (B) การผลิต 1,3-BD (C) การเจริญของ
เซลล (D) การผลิตอะซิเตท และสัญลักษณท่ีใช: 6.0 (สี่เหลี่ยมเปด), 5.75 (สามเหลี่ยมเปด) และ 5.5 
(วงกลมเปด) 
 
 

2.3.5.3 การหมักแบบเฟดแบทชสําหรับการผลิต 1,3-BD ภายใต KLa และความเปน
กรดดางท่ีเหมาะสมในระดับถังหมัก 
 ดังแสดงในรูปท่ี 8A และ 8B ถึงแมวากลูโคสในระบบการหมักจะหมดแตพบวา
อัตราการผลิตของ 13BD นั้นไมไดลดลง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการใหกลูโคสอยางตอเนื่องอาจจะชวยให
แบคทีเรียสายพันธุลูกผสมมีการผลิตของ 13BD สูงข้ึน ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงดําเนินการการหมักแบบเฟด
แบทช (Fed-batch) เพ่ือเพ่ิมปรับปรุงการผลิตของ 13BD ภายใตสภาวะของ KLa (82.3/h) และความเปน
กรดดาง (5.5) ท่ีเหมาะสม โดยความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน คือ 222 mM และทําการเติมกลูโคสซํ้าเพ่ือ
รักษาความเขมขนของกลูโคสในอาหารจาก 36 ถึง 90 mM เพ่ือหลีกเลี่ยงผลกระทบ Crabtree ดังไดกลาว
ในรายงานกอนหนานี้ (Luli and Strohl, 1990) (รูปท่ี 9) ในระบบการหมักแบบเฟทแบทช (fed-batch 
fermentation system) 13BD ถูกผลิตในลักษณะเสนตรงไดถึง 42 ชั่วโมง และสามารถผลิต 13BD ความ
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เขมขน 174.8 mM เม่ือทําการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมง (รูปท่ี 9) ซ่ึงไดรับผลผลิต (0.372 โมล (โมล/
กลูโคส)) และอัตราการผลิต (3.90 mM/h) คาของ 13BD titer ผลผลิตและอัตราการผลิตท่ีไดรับสูงสุดใน
ระบบการเลี้ยงแบบเฟตแบทช คือ 1.74, 1.64, และ 3.05 เทา ตามลําดับ ผลการผลิตนี้เม่ือเทียบการ
งานวิจัยทีผานมา (Kataoka et al., 2013) ในแงของการผลิต 13BD และการเจริญของเซลลท่ีมีอัตราการ
ผลิต 13BD ลดลงเม่ืออัตราการเจริญของเซลลลดลงนี้ชี้ใหเห็นวาการผลิต 13BD มีความเชื่อมโยงกับการ
เจริญของเซลล ความบริสุทธิ์ (% ee) ของ 13BD ซ่ึงตรวจสอบโดยใช chiral HPLC และการวิเคราะหเชิง
ปริมาณจากการสอบเทียบกับสารเคมีมาตรฐานเผยใหเห็นวา (R)-1,3-BD ท่ีผลิตไดจากวิถีการผลิต
สังเคราะหในแบคทีเรียลูกผลสม E. coli สายพันธุ BW-NK3 มีความบริสุทธิ์ถึง 98.6% ee  ท้ังนี้ พบวามี
สารอะซิเตทซ่ึงสะสมเปนผลผลิตผลพลอยได ในขณะท่ีอัตราการผลิตของ 13BD ฟอรเมท และเอทานอล
ลดลงในชวงหลังของการหมัก (รูปท่ี 9B)  การคนพบในงานวิจัยนี้ชี้ใหเห็นวา acetyl-CoA มาจากไพรูเวต 
(pyruvate) และผลิตเปน 13BD และเอทานอล ซ่ึงการผลิตลดลงอันเนื่องมาจากการทํางานของ pyruvate 
formate-lyase ทํางานไดไมเพียงพอ เปนผลใหไมเพียงแตการผลิตของฟอรเมทเทานั้นท่ีลดลง แตยังเพ่ิม 
pyruvate pool และยังกระตุนการทํางานของการเผาผลาญของไพรูเวต เปนอะซิเตทโดยเอนไซม 
pyruvate oxidase (รูปท่ี 1) ซ่ึงปรากฏการณนี้มีสาเหตุมาจากระดับความแตกตางของการเผาผลาญของ
เซลล ดังนั้น งานวิจัยนี้ไดตรวจสอบผลกระทบของการเผาผลาญอาหารของเซลลตอการผลิตเซลล 13BD 
นอกจากนี้เห็นไดชัดเจนวาอาจจะเปนวิธีท่ีมีประโยชนในการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือการผลิต 13BD ท่ีมี
ประสิทธิภาพในระยะยาวตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 9 การผลิต 1,3-BD แบบเฟตแบทชโดยแบคทีเรียลูกผสม E. coli สายพันธุ BW-NK3 ภายใตสภาวะการ
ผลิตท่ีมี KLa (82.3/h) และคาความเปนกรดดาง (5.5) ท่ีเหมาะสม การหมักแบบเฟตแบทชถูกดําเนินการท่ี
อุณหภูม 37 °C ดวยถังหมักชีวภาพ (A) ปริมาณกลูโคส การผลิต 1,3-BD และเจริญของเซลล (B) การผลิต
สารของสารอ่ืน ๆ และสัญลักษณท่ีใช: การใชลูโคส (วงกลมเปด) การผลิต 1,3-BD (สี่เหลี่ยมเปด) การเจริญ
ของเซลล (สามเหลี่ยมเปด) เอทานอล (วงกลมปด) อะซิเตท (สี่เหลี่ยมปด) และฟอรเมท (สามเหลี่ยมปด) 
 
 
 

 



 31 

2.4 สรุป ขอเสนอแนะและผลผลิตจากโครงการ (Conclusion, Recommendation & Output) 
 
 โดยสรุป ผลการวิจัยนี้แสดงตัวอยางการพัฒนาการสรางวิถีการผลิตสาร (synthetic production 
pathway) R13BD  ท่ีมีมูลคาทางอุตสาหกรรมจากสารชีวมวลเพ่ือทดแทนการใชสารตั้งตนจากสารปโคร
เคมี โดยการพัฒนาสายพันธุของแบคทีเรีย recombinant และการใชกระบวนการผลิตทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ ประสบความสําเร็จในการพัฒนาสายพันธุของแบคทีเรีย 
recombinant ดวยการใชวิธีพันธุวิศวกรรม และการสรางวิถีการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการผลิต 
R13BD ดวยวิธีชีวภาพจากกลูโคส โดยการสรางพลาสมิดลูกผสมซ่ึงประกอบดวยยีน phaA (3-
ketothiolase), phaB (NAD(P)H dependent acetoacetyl-CoA reductase) จากแบคทีเรีย 
Ralstonia eutropha NBRC 102504 และ bld (butyraldehyde dehydrogenase) จากแบคทีเรีย 
Clostridium saccharoperbutylacetonicum ATCC 27012 และแสดงออกในแบคทีเรีย E. coli 
MG1655 lacIq  โดยแสดงใหเห็นวาการคัดเลือกยีนเปนองคประกอบสําคัญซ่ึงนําไปสูการแสดงออกของ
การทํางานของเอนไซมและการสรางสารผลิตภัณฑ ในระดับการผลิตขนาดเล็กและภายใตสภาวะการผลิตท่ี
เหมาะสมสําหรับแบคทีเรีย recombinant ท่ีสรางข้ึน สามารถผลิต R13BD ไดถึง 9.05 กรัม/ลิตร (100.4 
มิลลิโมลาร) ซ่ึงเปนการผลิต R13BD ดวยความเขมขนและความบริสุทธิ์สูงท่ีสุดจากท่ีมีการรายงานใน
ปจจุบัน จากนั้น ศึกษาสภาวะการผลิตและปจจัยตางๆ ท่ีสงเสริมการผลิตในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร ท่ีมี
ปริมาตรการผลิตท่ี 1.0 ลิตร ภายใตระบบการหมักแบบ Fed-batch โดยใชขอมูลขางตนเปนขอมูลเบื้องตน  
โดยควบคุมสภาวะท่ีเหมาะสมของ KLa และความเปนกรดดางเพ่ือใหมีประสิทธิภาพการผลิต 13BD ท่ีดี
และประสบความสําเร็จในการผลิตสาร R13BD ท่ีมีคาความเขมขนสูงสุดของการผลิตไดถึง 174.8 มิลลิโม
ลาร คาผลผลิต (yield) ท่ี 0.372 โมลตอโมลกลูโคสท่ีใช และคาอัตราการผลิตสูงสุด (maximum 
production rate) ท่ี 3.90 มิลลิโมลารตอชั่วโมง ท่ีระยะเวลาการหมักท่ี 96 ชั่วโมง ซ่ึงคา titer, yield 
และ maximum production rate ท่ีไดนี้สูงกวาท่ีเคยมีรายงานมากอนถึง 1.74, 1.64 และ 3.05 เทา 
นอกจากนั้นแลว สารผลิตภัณฑท่ีไดดังกลาวยังมีความบริสุทธิ์สูงและมีรูปแบบดังท่ีตองการ (ในท่ีนี้ คือ R-
steriomer 13BD) โดยมี %ee ถึง 98.6 % ซ่ึงเปนคาท่ีมีความบริสุทธิ์สูงสุดท่ีมีการรายงานมากอน 
กระบวนการผลิตโดยใช metabolically engineered bacteria นี้สามารถใชได ไมเพียงแตการผลิต 
13BD เทานั้น แตยังสามารถประยุกตใชกับสารเคมีมูลคาเพ่ิมในอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ ไดอีกดวย โดยเฉพาะ
จากการผลิตผลิตผาน acetyl-CoA โดยใช recombinant E. coli ท้ังนี้ ผลการวิจัยดังกลาวนี้ไดรับการ
ตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ จํานวน 3 เรื่อง ดังนี้ 

1. Naoya Kataoka, Alisa S. Vangnai, Hiromitsu Ueda, Takahisa Tajima, Yutaka 
Nakashimada, and Junichi Kato (2014) Enhancement of (R)-1,3-butanediol production by 
engineered Escherichia coli using a bioreactor system with strict regulation of overall 
oxygen transfer coefficient and pH.  BioSci Biotech Biochem. (Accepted).  

2. Naoya Kataoka, Alisa S. Vangnai, Takahisa Tajima, Yutaka Nakashimada, and 
Junichi Kato (2013) Improvement of (R)-1,3-butanediol production by engineered 
Escherichia coli. Journal of Bioscience and Bioengineering 115(5), 475-480.  

3. Naoya Kataoka, Takahisa Tajima, Junichi Kato, Wanitcha Rachadech, and Alisa S 
Vangnai (2011) Development of butanol-tolerant Bacillus subtilis strain GRSW2-B1 as a 
potential bioproduction host. Applied Microbiology and Biotechnology Express 30; 1(1), 
10-21. 
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3. การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตสารเคมี 3-Methylcatechol (3MC) จาก
สารชีวมวล  

 
3.1 ความสําคัญ/ท่ีมาของปญหา แนวคิดเหตุผล และหลักการสําคัญของการผลิต 3-

Methylcatechol (3MC) จากสารชีวมวล 
 
  สาร 3-แมทิลแคทิคอล (3-Methylcatechol; 3MC) จัดเปนสารในกลุม catechol derivatives 
ซ่ึงเปนสารเคมีท่ีมีความสําคัญในอุตสาหกรรมตางๆ ท้ังอุตสาหกรรมเคมี ยา อาหาร รวมท้ังอุตสาหกรรม
เกษตรเคมี โดยมีการใชเปนสารตั้งตนในกระบวนการผลิต fine chemicals ยาในกลุม adrenergic 
catecholamines ยาปฏิชีวนะบางกลุม สารใหรส (flavor chemical) ในอุตสาหกรรมอาหาร รวมท้ัง ยัง
เปนองคประกอบสําคัญในการผลิตสารปราบศัตรูพืชบางกลุม (Prakash et al., 2010) ในปจจุบันการผลิต
สาร 3-แมทิลแคทิคอล อาศัยปฏิกิริยาทางเคมีเปนหลัก อยางไรก็ตาม ปฏิกิริยาและกระบวนการผลิตทาง
เคมีนั้นมีข้ันตอนหลายข้ันตอน อีกท้ังปฏิกิริยาการผลิตมี regio-selectivity ต่ํา โดยสารผลิตภัณฑท่ีไดเปน
สารผสมระหวางรูปแบบ 3- และ 4-substituted catechol นอกจากนั้น ภายใตสภาวะการผลิตทางเคมีซ่ึง
มีตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมี สารผลิตภัณฑ 3MC ท่ีผลิตไดมีความเสถียรต่ํา เนื่องจากถูกออกซิไดซอยาง
รวดเร็ว ดังนั้น เนื่องจากความตองการการใชสาร 3MC นี้ในอุตสาหกรรมตางๆ การพัฒนากระบวนการผลิต
ทางชีวภาพจึงมีความสําคัญมากข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งการใชรีคอมบิแนนทแบคทีเรียในการผลิต เนื่องจาก
เปนกระบวนการท่ีมีประสิทธิภาพ สามารถควบคุม regio-selectivity เพ่ือใหไดรูปแบบของสารผลิตภัณฑท่ี
ตองการไดดีกวากระบวนการทางเคมี 
  การผลิต 3MC ดวยกระบวนการทางชีวภาพนั้นสามารถผลิตไดจากการเปลี่ยนสารตั้งตน 
aromatic hydrocarbon ไดแก โทลูอีน (toluene) โดยใชความสามารถของเอนไซม toluene 
dioxygenase ท่ีมีอยูแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการออกซิไดซสาร aromatic hydrocarbon อยางไรก็
ตาม พบวาท้ังสารตั้งตน toluene และสารผลิตภัณฑ 3MC นั้นมีความเปนพิษตอแบคทีเรียสวนใหญ 
เนื่องจากความเปน hydrophobicity ของสารท้ังสอง ดังนั้น เพ่ือใหกระบวนการผลิตทางชีวภาพมี
ประสิทธิภาพท่ีดีข้ึน การแกไขลดผลกระทบจากความเปนพิษของสารตั้งตน และหรือสารผลิตภัณฑ
ไฮโดรคารบอนท่ีถูกสรางข้ึนและสะสมในระบบการหมักท่ีใชจุลินทรียเปนตัวเรงทางชีวภาพนั้น สามารถทํา
ไดดวย 1) การใช whole cell biocatalyst จําพวกแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent-
tolerant bacteria; OST bacteria) ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีความเขมขนของสาร
ไฮโดรคารบอนและตัวทําละลายอินทรียท่ีความเขมขนสูง และ 2) การใชระบบสองเฟส (two-phase 
system) (เฟสน้ํา-เฟสตัวทําละลายอินทรีย) สําหรับการดึงเอาสารตั้งตน และ/หรือสารผลิตภัณฑท่ีไม
ละลายน้ําซ่ึงเปนพิษตอตัวเรงทางชีวภาพ จากเฟสน้ําไปอยูในเฟสตัวทําละลายอินทรีย (Husken et al. 
2001, Wery et al. 2000)  แตกระนั้นปจจุบันระบบสองเฟสนี้ยังมีความตองการตัวทําละลายอินทรียท่ี
เหมาะสมตอตัวเรงทางชีวภาพ และสารเคมีเปาหมาย 
  จากงานวิจัยท่ีผานมาพบวา กระบวนการทางผลิตทางชีวภาพของสาร 3MC จาก toluene อาศัย
แบคทีเรีย Pseudomonas putida ซ่ึงมี tod genes cluster ซ่ึงเขารหัสใหเอนไซมในกลุม toluene 
dioxygenase (TDO) (Zylstra and Gibson, 1989) เปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพ  จากนั้น เพ่ือปรับปรุง
ประสิทธิภาพการผลิต 3MC ไดมีการเปลี่ยนแปลง/ปรับปรุงทางพันธุกรรมของแบคทีเรียท่ีใชเปนตัวเรงทาง
ชีวภาพ เชน P. putida DS10, MC1 และ MC2 ถูกตัดตอพันธุกรรมจากการเพ่ิมจํานวนยีน todC1C2BAD 
ใน chromosomal DNA ของ OST P. putida S12, P. putida F1 และ P. putida F107 ซ่ึงใหผลผลิต 
3MC โดยรวม 11, 7 และ 14 mM ตามลําดับ (Wery et al., 2000; Husken et al., 2001) นอกจากนั้น 
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รายงานของแบคทีเรีย P. putida T-57 แสดงคุณสมบัติท่ีดีในการทนตัวทําละลายอินทรียไดหลากหลาย
ชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งโทลูอีน ซ่ึงเปนสารตั้งตนในการผลิต 3MC ซ่ึงพบวา P. putida T-57 สามารถทน
ไดความเขมขนสูง นอกจากนี้แบคทีเรียกลายพันธุสายพันธุ TODE1 ซ่ึงถูกพัฒนามาจาก P. putida T-57 
ดวยการตัดตอพันธุกรรมยับยั้งการทํางานของยีน todE (รูปท่ี 10) เพ่ือไมให 3MC ถูกใชเปนอาหารและ
แหลงพลังงานตอไปไดนั้น สามารถผลิต 3MC ไดในความเขมขนสูงภายใตระบบการผลิตแบบสองเฟสอยาง
งาย ดังนั้น ในงานวิจัยข้ันตอนนี้จะเปนการออกแบบและพัฒนากระบวนการผลิตแบบสองเฟสท่ีเหมาะสม
ตอการผลิต 3MC ดวยแบทีเรียท่ีทนตัวทําละลายอินทรียแกรมลบ P. putida สายพันธุ TODE1 การผลิต
สารผลิตภัณฑเปาหมาย โดยการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (optimization) และปจจัยท่ีเก่ียวของตางๆ เชน 
ชนิดของตัวทําละลายอินทรียในระบบ อัตราสวนโดยปริมาตรของชั้นนํ้าและชั้นตัวทําละลายอินทรีย รวมท้ัง
สภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการผลิต เปนตน ซ่ึงปจจัยเหลานี้มีความแตกตางจากระบบการหมัก
โดยท่ัวไป (conventional fermentation)  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 10 วิธีการผลิต 3MC จากแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรียแกรมลบ P. putida สายพันธุ TODE1 
 

ถึงแมวาการใชระบบสองเฟส และการใช OST bacteria ท่ีถูกตัดแตงพันธุกรรมเปนตัวเรงทาง
ชีวภาพ จะสามารถเพ่ิมผลตอบแทนการผลิต 3MC ได แตอยางไรก็ตามความเขาใจพ้ืนฐานของการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพ หรือเอนไซมท่ีเก่ียวของในระบบการผลิตท่ีเหมาะสมนั้นเปน
อีกทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถปรับปรุงการผลิตสารเคมีดวยวิธีทางชีวภาพได ซ่ึงยังมีการศึกษาอยูนอยสําหรับ
การผลิต 3MC ในปจจุบัน ดังนั้นเพ่ือแสดงใหเห็นถึงความสําคัญของการปรับปรุงและการเพ่ิมประสิทธิภาพ
การทํางานของตัวเรงทางชีวภาพสําหรับการผลิต 3MC จาก toluene การศึกษานี้ใช OST bacteria กลาย
พันธุ P. putida TODE1 ในการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส รวมกับการสรรหาตัวทําละลายอินทรียท่ี
เหมาะสมสําหรับระบบสองเฟส การปรับปรุงอาหารในการผลิตดวยการเสริมแหลงคารบอนและพลังงาน 
และไอออนท่ีจําเปนเพ่ือใหตัวเรงทางชีวภาพมีประสิทธิภาพในการทํางานไดสูงสุด และการควบคุมสภาวะ
การผลิตท่ีเหมาะสม ท้ังนี้จากการศึกษาบทบาทของปจจัยเหลานี้ทําใหงานวิจัยนี้สามารถผลิต 3MC จาก 
toluene โดย P. putida TODE1 ในระบบสองเฟส ดวยอัตราการผลิตและผลผลิตโดยรวมสูงกวาท่ีมีการ
รายงานมา ดังนั้นการศึกษานี้ไดใหขอมูลในการศึกษาปจจัยซ่ึงเสริมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทาง
ชีวภาพ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารผลิตภัณฑเปาหมาย ซ่ึงสามารถประยุกตใชสําหรับการผลิต
สารเคมีตางๆดวยวิธีทางชีวภาพได 
 

3.2 วัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัย 
วัตถุประสงคการวิจัย – เพ่ือพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพทนตัวทําละลายอินทรียใน

การผลิตสารเคมีจากสารชีวมวล โดยเนนหนักการใชวิศวกรรมพันธุศาสตร โดยการพัฒนาแบคทีเรีย
แพลตฟอรมสําหรับการผลิตสารเคมีไฮโดรคารบอนดวยระบบการผลิตแบบสองเฟส (two liquid phase 
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(organic-aqueous) production) โดยใชแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรียแกรมลบ P. putida T-57 
เปนแบคทีเรียเจาเรือนในการทําวิศวกรรมพันธุศาสตรในการผลิตสารเคมีอุตสาหกรรม 3-แมทิลแคทิคอล 
(3MC) เปนระบบตนแบบและสารตนแบบ ตามลําดับ 
 โดยมีขอบเขตการวิจัย ดังนี้ 
1. การคัดเลือกตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส ในระดับการ

ผลิตขนาดเล็ก 
2. ผลของแอลกฮอลตอการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส ในระดับการผลิตขนาดเล็ก 
3. ปจจัยสงเสริมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพและการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส 
4. การผลิต 3-MC แบบ Batch ในระบบสองเฟส ในระดับการผลิตขนาดเล็ก 
5. การผลิต 3-MC แบบ Fed-batch ในระบบสองเฟส ในระดับถังหมัก 
 

3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย โดยสรุป และผลการวิจัย (Methods & Results) 
 

3.3.1 การคัดเลือกตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส ใน
ระดับการผลิตขนาดเล็ก 
 การผลิต 3MC ในระบบเฟสเดียวโดย P. putida มีการศึกษามาแลวกอนหนานี้ และ
พบวามีผลผลิตคอนขางต่ํา เนื่องจากความเปนพิษของสารตั้งตน/สารผลิตภัณฑ รายงานท่ีผานมาพบวาแค
เพียงความเขมขนต่ําของ 3MC (5.5 mM) สามารถยับยั้งการเจริญและการผลิตเม่ือใชแบคทีเรีย P. putida 
เปนตัวเรงทางชีวภาพได (Husken et al., 2001) แตสําหรับสายพันธุ TODE1 พบวาสายพันธุ TODE1 
สามารถทนทานความเปนพิษไดมากกวาโดยพบวา 3MC ความเขมขนมากกวา 7 mM จึงจะยับยั้งการเจริญ 
เม่ือทดสอบความเปนพิษของ 3MC ตอสายพันธุ TODE1 ท่ีความเขมขนตางๆ ในอาหาร MSB ท่ีมีการเติม
กลูโคส 11 mM จากความสามารถในการทนตอความเปนพิษของสารผลิตภัณฑ 3MC ไดสูงกวาแบคทีเรีย
อ่ืนท่ีมีการรายงานมานี้ แสดงใหเห็นวา P. putida สายพันธุ TODE1 เปนตัวเลือกท่ีมีประสิทธิภาพเพ่ือใช
เปนตัวเรงทางชีวภาพสําหรับการผลิต 3MC จาก toluene 
 การปรับปรุงระบบการผลิตดวยการใชตัวทําละลายอินทรียท่ีไมละลายน้ําเปนเฟสท่ีสอง 
สามารถกักเก็บสารตั้งตน/ผลิตภัณฑท่ีเปนพิษออกจากเฟสน้ําไดดังนั้นตัวเรงทางชีวภาพจึงไดรับความเปน
พิษลดลง สงผลใหระบบสองเฟสนี้ใหผลผลิต 3MC สูงกวาการผลิตในระบบเฟสเดียว (Wery et al., 2000) 
แตอยางไรก็ตามขอจํากัดของระบบนี้ คือ ตัวทําละลายอินทรียท่ีใชอาจเปนพิษหรืออาจสงผลตอการทํางาน
ของตัวเรงทางชีวภาพหรือเอนไซมท่ีสําคัญสําหรับการผลิตไดเชนกัน ดังนั้นเพ่ือใหไดผลผลิต 3MC สูงสุด 
งานวิจัยนี้จึงดําเนินการคัดเลือกตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสม ดวยการตรวจสอบความเปนพิษของตัว
ทําลายอินทรียตอสายพันธุ TODE1 ความสามารถในการกักเก็บสารตั้งตนหรือผลิตภัณฑของตัวทําละลาย
อินทรียท่ีคัดเลือก และ ความสามารถของสายพันธุ TODE1 ในการใชตัวทําละลายอินทรียเหลานี้เปนแหลง
อาหาร ตัวทําละลายอินทรีย long chain aliphatic alcohols 5 ชนิด (n-Heptanol, n-Octanol, n-
Nonanol, n-Decanol และ Oleyl alcohol) ถูกคัดเลือกเพ่ือตรวจสอบในงานวิจัยนี้ เนื่องจากไมเปน
อันตรายตอมนุษยและสามารถใชงานไดดีในกระบวนการอุตสาหกรรม  
 การเลือกชนิดตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสมในการผลิต 3MC ดวยระบบการผลิตแบบ
สองเฟสมีความสําคัญ ดังนั้นงานวิจัยไดศึกษาปจจัยท่ีใชในการเลือกตัวทําละลายอินทรียเพ่ือใชเปนชั้นตัว
ทําละลายอินทรีย ไดแก  
 1)  คา log Pow (คาการ partition ของตัวทําละลายอินทรียในชั้นของน้ําและชั้นของ 
octanol) โดยมีการรายงานวา octanol ซ่ึงมี log Pow 2.8 ผลิตภัณฑ 3MC สามารถ partition ไปอยูใน
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ชั้นนี้ไดดีท่ีสุด แตอยางไรก็ตาม octanol กลับมีผลตอการมีชีวิต และกิจกรรมของเอนไซมท่ีเก่ียวของในการ
ผลิต 3MC ของแบคทีเรียผูผลิต ซ่ึงทําใหผลผลิตไมสูงเทาท่ีควร นอกจากนี้พบวาตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา 
log Pow มากกวา 3.1 จะสงผลกระทบตอการมีชีวิตของแบคทีเรีย P. putida นอย เรียกคา log Pow นี้วา 
log Pcrist   
 2)  functional group ของตัวทําละลายอินทรีย โดยพบวา functional group ท่ีมี
ความเปนข้ัวสูงจะมีประสิทธิภาพสําหรับ partition 3MC ไดดี เชน ester และ alcohol ในขณะท่ี Alcan 
มีประสิทธิภาพนอย งานวิจัยนี้ทําการคัดเลือกตัวทําละลายอินทรียตามคุณสมบัติของ functional group 
และคา log Pow ดังนี้  

1. butylbutyrate (log Pow 2.8) เปนตัวทําละลายอินทรียท่ีมีคา log Pow เทากับ 
octanol และมี functional group เปน ester ซ่ึงพบวามีประสิทธิภาพในการ partition 3MC ไดดี 
สําหรับสารท่ีมี functional group เปน ester และมีคา log Pow สูง เชน bis (2-ethylhexyl) 
phthalate (BEHP or DEHP) ไมไดใชในการวิจัยเนื่องจากเปนสารเคมีอันตราย 

2. 1-decanol (log Pow 4.0) มีคา log Pow ใกลเคียงกับ log Pcrist และมี 
functional group เปน alcohol  

3. oleyl alcohol (log Pow 7.7) มีคา log Pow สูงกวา log Pcrist มากและมี 
functional group เปน alcohol ซ่ึงมีรายงานการผลิต 3MC ไดสูง 
 
  ตัวอยางชนิดและลักษณะสมบัติของตัวทําละลายอินทรียท่ีเคยใชเปน organic เฟส
สําหรับการผลิต 3MC ดวยการผลิตแบบสองเฟสดวยแบคทีเรีย P. putida ดังแสดงในตารางท่ี 3 
 การตรวจสอบการรอดชีวิตของ TODE1 เซลลภายใตภาวะท่ีมีตัวละลายอินทรียแตละชนิด
ในอาหาร MSB เปนเวลา 20 ชั่วโมง รูปท่ี 11 พบวาตัวทําละลายอินทรียสงผลกระทบตอจํานวนเซลลของ 
TODE1 อยางเห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมมีตัวทําละลายอินทรียใดๆในระบบ  โดยคา 
octanol-water partition coefficients (log Pow) เพ่ิมสูงข้ึนพบวาแนวโนมความเปนพิษของตัวทําลาย
อินทรียลดลง นอกจากนี้แลวตัวทําละลายอินทรียซ่ึงจะใชเปนเฟสท่ีสองไดดีนอกจากไมเปนพิษตอตัวเรง
ทางชีวภาพแลว ตัวทําละลายอินทรียนั้นตองไมสามารถใชเปนอาหารสําหรับตัวเรงทางชีวภาพได เนื่องจาก
อาจสงผลกระทบตอปริมาตรของเฟสท่ีสองของระบบได ซ่ึงพบวาสายพันธุ TODE1 มีความสามารถในการ
ใช oleyl alcohol ไดดี นอกจากนี้เพ่ือลดความเปนพิษของ สารตั้งตน toluene  และ สารผลิตภัณฑ 
3MC ตอตัวเรงทางชีวภาพ การตรวจสอบการ partitioning coefficient K ของ toluene และ 3MC จึง
ถูกตรวจสอบในงานวิจัยนี้ โดยพบวา คา log Pow ของตัวทําละลายอินทรียยิ่งต่ําการ partition ของ 3MC 
(log Pow 1.5) ยิ่งดี ซ่ึงผลนี้มีทิศทางตรงกันขามกับการรอดชีวิตของเซลลพบ เนื่องจากสายพันธุ  TODE1 
สามารถทนตอ toluene ไดในความเขมขนสูง แตอยางไรก็ตามงานวิจัยนี้ก็ทําการตรวจสอบการ partition 
ของ toluene เชนกัน ดังแสดงใน รูปท่ี 11 จากคุณสมบัติท้ัง 4 ซ่ึงถูกตรวจสอบในงานวิจัยนี้ ทามกลาง 
long chain aliphatic alcohols ท้ัง 5 ชนิดท่ีถูกตรวจสอบ พบวา n-decanol มีความเหมาะสมเพ่ือเปน
ตัวทําละลายอินทรียสําหรับการผลิต 3MC จาก toluene โดยสายพันธุ TODE1 ดวยระบบสองเฟส 
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ตาราง 3 ลักษณะสมบัติของตัวทําละลายอินทรียท่ีเคยใชเปนเฟสบนสําหรับการผลิต 3MC ดวยการผลิต
แบบสองเฟสดวยแบคทีเรีย P. putida 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

    
   

Solvents Log Pow Property Description Reference 

1-octanol 2.8 Aliphatic 
alcohol 

3MC production with aqueous/1-octanol 
from toluene by P. pudida 

(Husken E. 
Leonie et 
al., 2001; 
Wery et al., 
2000) 

1-octanol 2.8 
Aliphatic 
alcohol low log 
Pow 

Control with previous report and low 
log Pow 

(Prpich 
P.G. and 
Daugulis 
A.J., 2007) 

1-dodecanol 4.7 

Aliphatic 
alcohol, log Pow 
higher than 1-
octanol 

Possesses log P value sufficiently high 
enough to support biological system, but 
high melting point (24ºC) (difficult to 
work on it, then not selected) 

bis (2-ethylhexyl) 
sebacate  (BES) 10 Esters, polar 

functional group 
and high log P 
values 

More favorable log P value for use in 
biological system. 
Not carbon/energy source for P. putida 

bis (2-ethylhexyl) 
phthalate (BEHP or 
DEHP) 

8.4 Absorb 3MC, but it is hazardard 
compound 

silicone oil - 

Effective 
immiscible 
liquid in two-
phase systems 

Did not have 3MC partitioning 

decane 5.2 Alkanes, 
brancing or 
chain length 
would affect 
affinity for 3MC 
and based on 
high log Pow 

Did not absorb towards 3MC 

iso-octane 4.0 
dodecane 6.2 

1-dodecane 6.1 

1-octanol 2.8 
Aliphatic 
alcohol, low log 
P value 

Affect to TDO activity of mutant strain 
TODE1 (Faizal et 

al., 2007) 
oleyl alcohol 7.7 

Aliphatic 
alcohol, High 
log P value 

Low effect to TDO activity and improve 
3MC production,  melting point  13-19 
°C 

butylbutyrate 2.8 Ester group, low 
log P value 

Affect to TDO activity of mutant strain 
TODE1 

This study  1-decanol 4.0 
Aliphatic 
alcohol, High 
log P value 

Good 3MC uptake, high log P value, use 
for carbon & energy source for P. putida 
TODE1, low melting point (6.4ºC) 

oleyl alcohol 7.7 
Aliphatic 
alcohol, High 
log P value 

Control with publication and high log 
Pow 
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รูป 11 ความเปนพิษของตัวทําละลายอินทรียท่ีละลายน้ําไดนอย (A) เม่ือสัมผัสกับแบคทีเรียสายพันธุ 
TODE1 ในอาหาร MSB เปนเวลา 20 ชั่วโมง ซ่ึงตรวจสอบจากคา log CFU/ml บนอาหารแข็ง LB 
เปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมมีการสัมผัสกับกับตัวทําละลายอินทรียใดๆ (เสนประ) 3MC (B) และ toluene 
(C) partition coefficents ในสภาวะท่ีตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ซ่ึงถูกตรวจสอบในอาหาร MSB ท่ีมี 
5 mM 3MC/toluene ตัวทําละลายอินทรียท่ีใช คือ Hep, n-heptanol; Oct, n-octanol; Non, n-
nonanol; Dec, n-decanol, and Oleyl, oleyl alcohol 
 
 
 นอกจากนั้น การศึกษาอัตราสวนโดยปริมาตรของชั้นนํ้าและชั้นตัวทําละลายอินทรีย 1-
decanol เปนปจจัยสําคัญตอการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต 3MC ดวยระบบการผลิตแบบสองเฟส ดังนั้น
จึงไดตรจสอบอัตราสวนโดยปริมาตรของชั้นน้ําและตัวทําละลายอินทรีย 1-decanol ดังนี้ 10:1, 10:3 และ 
10:5 ตอประสิทธิภาพในการผลิต 3MC พบวาอัตราสวน 10:1 ใหผลการผลิต 3MC ดวยระบบการผลิต
แบบสองเฟสโดยมี 1-decanol เปนชั้นของตัวทําละลายอินทรียสูงท่ีสุด ตามดวย 10:3 และ 10:5 
ตามลําดับ ซ่ึงการวิจัยนี้ใชอัตราสวนท่ีเหมาะสม 10:1 สําหรับการผลิต 3MC ตอไป  
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3.3.2 ผลของแอลกฮอลตอการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส ในระดับการผลิตขนาดเล็ก 
การผลิตสารเคมีดวยวิธีทางชีวภาพของ 3MC และ o-cresol ในระบบสองเฟสโดยมี 

oleyl alcohol เปนเฟสท่ีสอง ไดแสดงใหเห็นบทบาทสําคัญของ n-butanol ซ่ึงเปนแหลงพลังงานท่ี
สามารถชวยสงเสริมผลผลิตไดดี (Yamashita et al., 2007) ดังนั้น งานวิจัยนี้ไดศึกษาบทบาทของ
แอลกอฮอลอ่ืนๆ เพ่ือเปนแหลงพลังงาน (energy source) เปรียบเทียบกับ n-butanol ดังนี้ ethanol, n-
propanol และ n-hexanol ตอการผลิต 3MC จาก toluene ดวยระบบสองเฟสเม่ือมี n-decanol เปน
เฟสท่ีสอง โดยสายพันธุ TODE1 ซ่ึงพบวาสภาวะท่ีมีการเติม n-butanol แสดงประสิทธิภาพการสงเสริม
การผลิต 3MC ไดดีเหนือกวาแอลกอฮอลชนิดอ่ืนๆท่ีทําการศึกษา นอกเหนือจากนี้ยังพบวา n-butanol ไม
เพียงแตมีบทบาทสงเสริมการผลิต 3MC เม่ือมี n-decanol เปนเฟสท่ีสองเพียงชนิดเดียว แตยังพบวาใน
ระบบสองเฟสท่ีมีตัวทําละลายอินทรียชนิดอ่ืนๆอีก 5 ชนิด (n-heptanol, n-octanol, n-nonanol, n-
decanol และ oleyl alcohol) โดย n-butanol ยังสามารถสงเสริมการผลิต 3MC wไดดีเม่ือเปรียบเทียบ
กับสภาวะท่ีไมมีการเติม n-butanol (รูปท่ี 12)  ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นความสําคัญของ n-butanol 
ตอการผลิตสารเคมีดวยวิธีทางชีวภาพดวยระบบสองเฟสในระบบท่ีเรงปฏิกิริยาดวยระบบ dioxygenation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 12 ผลผลิต 3MC ท่ีเวลาการผลิต 20 ชั่วโมง เม่ือมีการให toluene แบบไอระเหย ซ่ึงถูกตรวจสอบใน
ระบบการผลิตขนาดเล็ก (10 ml) ในอาหาร MSB ท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย 1 ml เม่ือมีการเติม (สีดํา) และ
ไมมีการเติม (สีเทา) n-butanol แบบไอระเหย การตรวจสอบความเขมขนของ 3MC ในชั้นอาหารและชั้น
ตัวทําละลายอินทรีย ถูกวิเคราะหเปน ความเขมขนโดยรวม จากสมการ : (ความเขมขนของ 3MC ในชั้น
อาหาร × ปริมาตารของอาหาร + ความเขมขนของ 3MC ในชั้นตัวทําละลายอินทรีย × ปริมาตารของตัว
ทําละลายอินทรีย)/(ปริมาตารของอาหาร + ปริมาตารของตัวทําละลายอินทรีย) 
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3.3.3 ปจจัยสงเสริมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพและการผลิต 3MC ดวย
ระบบสองเฟส 
 P. putida strain TODE1 เปน mutant strain ท่ีไมสามารถใช toluene เปนสารตั้งตน
สําหรับการเจริญไดเนื่องจากไมมี todE gene ซ่ึงเปนยีนท่ีควบคุมการเปลี่ยน 3MC เพ่ือเขาสูวิธีการผลิต
พลังงาน ดังนั้นแหลงคารบอน/พลังงานจึงมีความจําเปนสําหรับการผลิต 3MC โดยสายพันธุ TODE1 ดวย
ระบบสองเฟส ซ่ึงแหลงคารบอน/พลังงาน 4 ชนิดท่ีมีคุณสมบัติละลายน้ําไดดีถูกตรวจสอบในการศึกษาครั้ง
นี้ (glucose, glycerol, succinate และ citrate) ดังแสดงในตารางท่ี 5 การเติมน้ําตาล glucose เพ่ือเปน
แหลงพลังงานใหกับสายพันธุ TODE1 ในระบบการผลิตของ 3MC ดวยระบบสองเฟสโดยมี oleyl alcohol 
เปนเฟสท่ีสอง มีการตรวจสอบมาแลวกอนหนานี้ ซ่ึงพบวาความเขมขนของ glucose ท่ีถูกเติมมีผลตอ
กิจกรรมของเอนไซม toluene dioxygenase (TDO) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญสําหรับการเปลี่ยนสารตั้งตน 
toluene ไปเปนผลิตภัณฑ 3MC (Faizal et al., 2007) ดังนั้นความเขมขนของกลูโคสจึงถูกเลือกเพ่ือ
เปรียบเทียบเนื่องจากมีการใชในการศึกษากอนหนานี้ เพ่ือศึกษาการใหแหลงพลังท่ีเหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซม TDO การผลิต 3MC ในระบบสองเฟส และจํานวนเซลลรอดชีวิต ในการวิจัยนี้ แหลง
คารบอน/พลังงานจาก succinate, glycerol และ acetate ถูกตรวจสอบเปรียบเทียบกับ glucose โดย
การผลิตของ 3MC และเซลลรอดชีวิตถูกตรวจสอบภายใน 20h ในอาหาร MSB ท่ีมีการเติมแหลงคารบอน/
พลังงานท่ีความเขมขนและชนิดตางๆ เม่ือ toluene และ n-butanol ถูกใหแบบไอระเหย การตรวจสอบนี้
ถูกเปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมมีการเติมแหลงแหลงคารบอน/พลังงานใดๆ พบวาในสภาวะท่ีมีการเติม 
acetate แมการทํางานของเอนไซม TDO จะไมไดรับผลกระทบใดๆก็ตามแต acetate สงผลกระทบตอ
การผลิตโดยรวมของ 3MC และความอยูรอดของเซลล ในขณะท่ีการเติม succinate มีแนวโนมสงเสริมการ
ทํางานของเอนไซม TDO แตไมไดชวยสงเสริมการผลิตโดยรวมของ 3MC มากนัก และเปนท่ีนาสนใจเม่ือ
เติม glycerol พบวาไมสงผลกระทบตอการทํางานของเอนไซม TDO และยังชวยใหการอยูรอดและการ
ผลิต 3MC โดยรวมสูงข้ึนอยางเห็นไดชัด ดวยอัตราการผลิตสูงสุด 1.40 mM/h ในสภาวะท่ีมี glycerol  3 
mM ซ่ึงสูงกวาสภาวะท่ีไมมีการเติมถึง 1.4 เทา แสดงใหเห็นวาการเติม glycerol แคเพียงความเขมขนต่ําๆ 
สามารถเพ่ิมผลผลิต 3MC โดยรวมมากกวา 55% ภายในระยะเวลาการผลิต 20 ชั่วโมง 
 
 การศึกษาอิทธิพลของสารอาหารและไอออนตอการผลิต 3MC - เปนท่ีทราบกันดีแลววา
ไอออนมีบทบาทสําคัญตอการทํางานของเอนไซม หรือตัวเรงทางชีวภาพดังนั้น เพ่ือเพ่ิม/รักษาประสิทธิภาพ
การทํางานของตัวเรงทางชีวภาพ สําหรับสงเสริมการผลิต 3MC จาก toluene ดวยระบบสองเฟส การวิจัย
นี้จึงตรวจสอบ อิทธิพลของไอออนตอการทํางานของเอนไซม TDO และการผลิต 3MC ในอาหาร MSB ท่ีมี
การเติมไอออนแตละชนิดท่ีความเขมขนตางๆ ตารางท่ี 5  ไอออน 4 ชนิด (Ca2+, Mg2+, Mn2+ และ Fe2+) 
ถูกเลือกตามพ้ืนฐานการทํางานท่ีเฉพาะเจาะจงตอการทํางานของเอนไซม TDO  หรือเอนไซมท่ีเก่ียวกับการ
เผาผลาญอาหารท่ัวไปและกลไกการทนตอตัวทําละลายอินทรีย แคลเซียม (Ca2+) แสดงบทบาทสําคัญใน
การทนตอตัวทําละลายอินทรียใน OST แบคทีเรียหลายชนิด เชน แกรมลบ Pseudomonas (Isken and 
Bont, 1998) และ Escherichia coli K-12 (Aono et al., 1994) และแกรมบวก Deinococcus 
geothermalis T27 (Kongpol et al., 2008) พบวาการเติม Ca2+ แมจะไมสงผลกระทบตอการรอดชีวิต
ของเซลล แตมีแนวโนมยับยั้งการผลิต 3MC และการทํางานของเอนไซม TDO  ในขณะท่ีแมกนีเซียม 
(Mg2+) มีการรายงานวาเปนสวนประกอบของบริเวณเรงปฏิกิริยา (active site component) ของเอนไซม
หลายชนิดและทําหนาท่ี transporter molecule ของ adenosine triphosphate (ATP) ในเซลล 
{Srikanth, 2012 #2522} อีกท้ังยังชวยในการทนตอตัวทําละลายอินทรียใน Pseudomonas การเติม 
Mg2+ มีแนวโนมสงเสริมการทํางานของเอนไซม TDO และผลผลิต 3MC โดยรวม แตอยางไรก็ตามการ



 40 

สงเสริมการผลิตนี้ตองการ Mg2+ ความเขมขนสูง สําหรับแมงกานีส (Mn2+) ซ่ึงมีบทบาทท่ีหลากหลายใน
ระบบชีวภาพ เชน cofactor ของเอนไซมสําหรับ free radical detoxifying (Kehres and Maguire 
2003) และเหล็ก (Fe2+) เปนสวนท่ีมีความจําเพาะตอบริเวณเรง (unique active site components) 
ของระบบเอนไซม TDO ใน P. putida (Friemann et al. 2009) ทุกความเขมขนของ Mn2+ และ Fe2+ ท่ี
ตรวจสอบมีแนวโนมสงเสริมการทํางานของเอนไซม TDO ท้ังยังใหผลผลิต 3MC โดยรวมและการอยูรอด
ของเซลลสูงดวยปริมาณสารท่ีเติมความเขมขนต่ํา 

 จากผลการเติมแหลงคารบอน/พลังงาน หรือไอออนขางตนนี้ ชี้ใหเห็นวาองคประกอบของ
อาหารมีความจําเปน เพ่ือใหไดผลผลิต 3MC สูงสุดในระบบสองเฟส โดย glycerol, Fe2+ และ Mn2+ มี
ศักยภาพสามารถเพ่ิมการผลิต 3MC โดยรวมอยางเห็นไดชัด ดังนั้นความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีควรเติมใน
อาหาร MSB ของสารดังกลาว จึงถูกตรวจสอบโดย response surface methodology (RSM) รวมกับ 
central composite design (CCD) จาก ตารางท่ี 5  คาความเขมขนกลางของแตละสารท่ีถูกเลือกสําหรับ
การออกแบบการทดลองดวย RSM-CCD คือ 4 mM glycerol, 0.2 mM Fe2+ และ 0.025 mM Mn2+ 
จากการออกแบบทําใหไดการทดลอง 20 ชุด ซ่ึงแตละชุดจะถูกตรวจสอบการผลิต 3MC ท่ี 20h (แสดงถึง
ชวงเริ่มตนของการผลิต) และ 40 ชั่วโมง (แสดงถึงชวงปลายของการผลิต) ท้ังนี้ P-value และ t-test ถูก
นํามาใชในการระบุผลกระทบของแตละปจจัยในการผลิต 3MC โดยคา P-value ต่ํากวา 0.05 (P <0.05) 
แสดงใหเห็นวามีการสงเสริมการผลิตอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงพบวาการเติม glycerol และ Mn2+ ดวยกันชวย
สงเสริมผลผลิต 3MC โดยรวม ในชวงเวลาการผลิต 40 ชั่วโมง เทานั้น ในขณะท่ีการเติม glycerol และ 
Fe2+ ดวยกันสามารถสงเสริมการผลิตโดยรวมท้ังชวงเวลา 20 และ 40 ชั่วโมง ซ่ึงพบวาอาหารท่ีมีการเติม 
glycerol และ Fe2+ สงเสริมการผลิต 3MC โดยรวมไดดี และจากผลของ 3D response surface 
methodology พบวาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ glycerol และ Fe2+ คือ 4 และ 0.4 mM ตามลําดับ 
ซ่ึงถือวาอาหารนี้เปนอาหารท่ีถูกปรับปรุงใหเหมาะสม (optimized medium; OM medium) สําหรับการ
ผลิต 3MC โดยสายพันธุ TODE1 (รูปท่ี 13) 
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ตาราง 4 ปจจัยสงเสริมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพและการผลิต 3MC ดวยระบบสอง
เฟส 
 

Factors TDO specific activity 
(µg indigo/min/OD600) a 

3MC production (mM) b Cell survival 
Log CFU/mlb Aqueous 

phase 
Organic 
phase Overall 

None 4.21 ± 0.02 8.7 ± 1.1 91.8 ± 4.6 17.8 ± 3.5 7.20 
Carbon and energy (mM) 
Glucose 3 4.75 ± 0.03 3.0 ± 0.8 76.2 ± 3.1 11.6 ± 1.0 7.36 

6 3.21 ± 0.02 3.1 ± 0.0 76.3 ± 7.7 12.7 ± 0.7 7.38 
11 2.43 ± 0.01 3.5 ± 0.2 69.3 ± 6.5 11.4 ± 0.8 7.43 

Glycerol 3 4.20 ± 0.03 14.6 ± 0.8 131.0 ± 3.1 25.2 ± 1.0 7.63 
6 4.17 ± 0.02 13.1 ± 3.6 125.7 ± 9.2 22.6 ± 5.1 7.36 

11 3.87 ± 0.02 10.7 ± 0.8 103.9 ± 1.2 21.1 ± 0.8 7.29 
Acetate 5 4.72 ± 0.02 9.8 ± 0.4 99.4 ± 3.1 17.9 ± 1.0 7.23 

10 4.87 ± 0.01 8.1 ± 0.7 86.7 ± 0.1 15.2 ± 0.6 6.90 
20 4.73 ± 0.02 8.1 ± 1.2 91.5 ± 6.6 15.4 ± 2.1 6.71 

Succinate 5 5.57 ± 0.01 5.3 ± 4.2 89.8 ± 1.2 8.9 ± 2.0 7.04 

10 5.72 ± 0.02 11.0 ± 1.5 108.3 ± 8.1 19.8 ± 2.1 7.41 

20 4.29 ± 0.01 9.8 ± 0.5 121.7 ± 1.4 20.0 ± 0.3 7.46 
Metal ion (mM) 
Mg2+ 5 4.61 ± 0.02 8.8 ± 1.1 71.8 ± 4.2 14.5 ± 1.4 7.27 

 
10 4.63 ± 0.01 18.9 ± 1.5 98.2 ± 1.7 25.3 ± 2.6 7.16 

 
20 4.54 ± 0.01 12.3 ± 1.0 106.2 ± 3.8 20.9 ± 1.3 7.08 

Ca2+ 1 3.73 ± 0.00 3.0 ± 0.5 76.2 ± 5.9 11.6 ± 0.1 7.38 

 
5 3.80 ± 0.01 4.1 ± 0.0 78.3 ± 7.7 12.9 ± 0.7 7.57 

 
10 3.87 ± 0.02 3.5 ± 0.2 69.3 ± 6.5 11.4 ± 0.8 6.80 

Fe2+ 0.05 4.69 ± 0.03 12.2 ± 0.4 110.2 ± 2.0 21.2 ± 0.6 7.43 
 0.10 4.67 ± 0.05 13.6 ± 0.7 123.5 ± 3.2 23.6 ± 1.0 7.56 
 0.50 4.45 ± 0.04 12.3 ± 3.3 120.4 ± 9.7 21.4 ± 5.0 7.01 
Mn2+ 0.01 4.65 ± 0.04 13.7 ± 0.3 124.7 ± 2.2 23.8 ± 0.5 7.25 
 0.025 4.69 ± 0.03 15.3 ± 0.7 132.3 ± 5.0 25.9 ± 1.1 7.27 
 0.05 4.24 ± 0.04 13.6 ± 1.7 107.2 ± 7.7 22.1 ± 0.8 7.37 
a  การทํางานของเอนไซม TDO ท่ีถูกเหนี่ยวนําดวย toluene ถูกตรวจสอบในอาหาร MSB ท่ีมีการเติม

แหลงคารบอน/พลังงาน และ ไอออน ท่ีความเขมขนตางๆ เปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมมีการเติมเปน
สภาวะควบคุม การทํางานของเอนไซม TDO ในอาหาร MSB ท่ีมี toluene เพียงอยางเดียว คือ 5.09 ± 
0.02 µg indigo/min/OD600. 

b  การผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟส ภายในระยะเวลาการผลิต 20 ชั่วโมง เม่ือมีการเติม toluene และ 
n-butanol แบบไอระเหย และจํานวนเซลลรอดชีวิต ถูกตรวจสอบในอาหาร MSB ท่ีมีเซลลเริ่มตน ท่ี 
OD600 = 1.0 (CFU/ml = 7.0 X 106) ในสภาวะท่ีมีและไมมีการเติมแหลงคารบอน/พลังงาน และ
ไอออนใดๆ  
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รูป 13 รูปแบบของ dimension contour plots สําหรับการผลิต 3MC ท่ีความเขมขนสูงสุดท่ีเวลาการ
ผลิต 20 ชั่วโมง โดยระดับการผลิตของ 3MC ดวยแบคทีเรียสายพันธุ TODE1 ในระบบสองเฟสเม่ือมีการ
เติม toluene และ n-butanol แบบไอระเหย ในอาหาร MSB ท่ีมีการเติม Fe2+-glycerol (A) Mn2+ -
glycerol (B) และ Fe2+ - Mn2+ (C) 
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3.3.4 การผลิต 3-MC แบบ Batch ในระบบสองเฟส ในระดับการผลิตขนาดเล็ก 
 การผลิต 3MC จาก toluene ดวยสายพันธุ TODE1 ดวยระบบสองเฟสเริ่มผลิตในระบบ
การผลิตขนาดเล็ก (10 ml) ดวยการผลิตแบบ batch ในระบบสองเฟสโดยมี n-decanol เปนเฟสท่ีสอง 
ถูกตรวจสอบในอาหาร OM เปรียบเทียบกับอาหาร MSB ในสภาวะท่ีมีและไมมี n-butanol เม่ือเติมแบบ
ไอระเหย ภายในระยะเวลาการผลิต 20 ชั่วโมง จากการผลิตในสภาวะท่ีเหมาะสม คือ ความเร็วในการกวน 
200 rpm อุณหภูมิ 30°C และ pH 7.0 และนอกจากนี้ยังพบวาเอนไซม TDO ซ่ึงเปนกุญแจสําคัญสําหรับ
การผลิต 3MC จาก toluene เปนท่ีทราบกันดีแลววาทํางานไดดีในสภาวะท่ีมีอากาศ (aerobic) ดังนั้น
เพ่ือใหไดผลผลิต 3MC สูงสุด การตรวจสอบปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสมจึงมีความจําเปน การผลิตถูก
ตรวจสอบในขวดเลี้ยงเชื้อท่ีมีอัตราสวนตอปริมาณแตกตางกันระหวางเซลลท่ีอยูในอาหาร OM และชองวาง
เหนือของเหลวในขวดเลี้ยงเชื้อ (1:6, 1:12, 1:24 และ 1:48) โดยชองวางเหนือของเหลวแสดงถึงปริมาณ
ของออกซิเจน ดังผล ชี้ใหเห็นวาดวยปริมาณออกซิเจนท่ีสูงข้ึนใหผลผลิต 3MC โดยรวมสูงข้ึนตามไปดวย 
แตอยางไรก็ตามปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย (dissolved oxygen) มากจนเกินพอ (1:48) อาจสงผลตอการ
ผลผลิต 3MC ได ดังแสดงใน (รูปท่ี 14)  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาระบบท่ีมีการเติม n-butanol ในกระบวนการ
ผลิตใหความเขมขน 3MC โดยรวมเพ่ิมข้ึนในอาหารท้ังสองชนิด นอกจากนี้อาหาร OM แสดงใหเห็น
ประสิทธิภาพในการสงเสริมการผลิต 3MC โดยสายพันธุ TODE1 ในระบบสองเฟสท้ังในสภาวะท่ีมีหรือไมมี
การเติม n-butanol โดยแตละสภาวะการผลิตใหความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P <0.05) สิ่งนี้แสดง
ใหเห็นถึงความสําคัญจากการทําความเขาใจความรูพ้ืนฐานในการเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรง
ทางชีวภาพ ดวยการศึกษาชนิดตัวทําละลายอินทรีย การใหแหลงพลังงานเสริมท่ีเหมาะสม และการ
ปรับปรุงองคประกอบของอาหาร สามารถเพ่ิมผลผลิตจากการผลิตดวยวิธีทางชีวภาพได จากการศึกษา
ความเขาใจพ้ืนฐานในการเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพ ดวยหลายปจจัยขางตน การ
ผลิต 3MC ดวยสายพันธุ TODE1 จาก toluene ในอาหาร OM ซ่ึงใชการผลิตแบบ batch ดวยสภาวะการ
ผลิตท่ีเหมาะสม ซ่ึงมี n-decanol เปนตัวทําละลายอินทรียในระบบสองเฟสภายในกระบวนการผลิต 20h 
ใหผลผลิต 3MC โดยรวม 31.78 mM ความเขมขนของ 3MC ท่ีผลิตไดจากงานวิจัยนี้ เปนความเขมขนท่ี
สูงสุดท่ีเคยมีการรายงานมา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 14 การผลิต 3MC ดวยระบบการผลิตแบบ batch ดวยแบคทีเรียสายพันธุ TODE1 ในระบบสองเฟส ท่ี
ระยะเวลาการผลิต 20 ชั่วโมง ซ่ึงผลผลิตของ 3MC จาก toluene ท่ีเติมแบบไอระเหย ในอาหาร MSB 
และอาหาร OM ในสภาวะท่ีมีและไมมีการเติม n-butanol ตัวเอียงแสดงถึงความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (P < 0.05)  ท้ังภายในกลุมและตางกลุมกัน  (Student-Newman-Keuls posttest) 
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3.3.5 การผลิต 3-MC แบบ Fed-batch ในระบบสองเฟส ในระดับถังหมัก 
 การผลิตในถังหมักชีวภาพไดรับการดําเนินการเพ่ือเพ่ิมผลผลิต 3MC จาก toluene ดวย

สายพันธุ TODE1 เพ่ือขจัดขอจํากัดของการผลิตในระบบการผลิตขนาดเล็ก (10 ml)  เชน การควบคุม
ความเปนกรดดาง และปริมาณออกซิเจน แมวาสายพันธุ TODE1 เปนแบคทีเรียท่ีมาจาก OST แบคทีเรีย
ซ่ึงสามารถทนตัวทําละลายอินทรียไดหลากหลายชนิดโดยเฉพาะอยางยิ่ง toluene แตสําหรับ n-butanol 
นั้นพบวาทนไดในความเขมขนไมสูงมากนัก {Faizal, 2005 #375} ดังนั้น ผลของ toluene และ n-
butanol ท่ีความเขมขนตางๆตอการผลิต 3MC จึงถูกศึกษา ซ่ึงพบวาการให 60 mM toluene และ 10 
mM n-butanol เปนความเขมขนท่ีเหมาะสม ตอการผลิต 3MC ดวยสายพันธุ TODE1 (อัตราการผลิต 
2.24 ± 0.09 mM/h) ซ่ึง toluene และ n-butanol ความเขมขนเหลานี้ถูกใชในการศึกษาการผลิตในถัง
หมักชีวภาพตอไป แตอยางไรก็ตาม toluene ซ่ึงเปนสารตั้งตนสําคัญในการผลิต 3MC สามารถระเหยได
งายในถังหมักชีวภาพซ่ึงมีการเติมอากาศและการปนกวน (อัตราการระเหย 0.85 mM/h) ดังนั้นการผลิต
แบบ fed-batch โดยการเติม 60 mM toluene ซํ้าในแตละชวงเวลาจึงมีความจําเปนสําหรับการผลิต 
3MC โดยสายพันธุ TODE1 ดังนั้นเพ่ือศึกษาปริมาณสารตั้งตนท่ีเพียงพอตอการผลิต การผลิต 3MC แบบ 
fed-batch ในอาหาร OM ถูกดําเนินการในถังหมักชีวภาพขนาด 2 ลิตร ซ่ึงมีการเติม 60 mM toluene 
ซํ้าท่ีเวลาตางๆ จึงถูกตรวจสอบ ระบบการผลิตถูกควบคุมท่ีอุณหภูมิ 30°C ใหอากาศ 1 vvm และการกวน 
400 rpm หลังจากมีการให toluene เริ่มตนท่ี 60 mM แลวจะมีการใหซํ้าในอาหารดวยความเขมขน
เดียวกันนี้ในชวงเวลาท่ีแตกตางกันจากนั้นความเขมขนของ 3MC ในเฟสน้ําและเฟสตัวทําละลายอินทรียจะ
ไดรับการตรวจสอบโดยพบวา 3MC ถูกผลิตความเขมขนต่ํา เม่ือ toluene ถูกเติมทุกๆ 3 ชั่วโมงและ 10 
ชั่วโมง ตามลําดับ ซ่ึงการเติมสารตั้งตนซํ้าทุกๆ 3 ชั่วโมง อาจเกิดการยั้บยั้งของสารตั้งตนท่ีมีมากเกินไป 
(substrate inhibition) และท่ี 10 ชั่วโมง ปริมาณสารตั้งตนอาจมีไมเพียงพอตอการผลิต แตอยางไรก็ตาม
การเติมทุกๆ 6 ชั่วโมงพบวามีอัตราการผลิตสูงกวาท่ี 3 และ 10 ชั่วโมงถึง 7.9 และ 2.4 เทา ตามลําดับ 
และนอกนี้จากการตรวจสอบในระบบการผลิตขาดเล็ก (10 ml) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความสําคัญของปริมาณ
ออกซิเจนตอการผลิต 3MC ดังนั้นเพ่ือตรวจสอบปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสมในถังหมักชีวภาพ การให
ออกซิเจนท่ี 0.5, 1.0 และ 1.5 vvm และการกวนท่ี 300, 400 และ 500 rpm ภายในระยะเวลาการผลิต 
30 ชั่วโมงจึงถูกตรวจสอบ ซ่ึงพบวา 1.0 vvm ของการใหออกซิเจน และ 400 rpm ของการกวนเปน
สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต 3MC โดย TODE1 ดังนั้นสภาวะการผลิตเหลานี้ถูกใชในการศึกษาตอไป 
(รูปท่ี 15) 

 ความเปนกรดดาง (pH) เปนปจจัยสําคัญตอการทํางานและความเสถียรของเอนไซมตางๆ
ซ่ึง pH นี้ควบคุมไดยากในการผลิตขนาดเล็ก (10 ml) ดังนั้นเพ่ือใหไดสารผลิตภัณฑเปาหมายสูงสุด การ
ผลิต 3MC ถูกตรวจสอบในถังหมักชีวภาพเม่ือมีการควบคุม pH ระหวางการผลิต  ดวยระบบการผลิตแบบ 
fed-batch ในอาหาร OM (รูปท่ี 16)  โดยพบวาในสภาวะท่ีไมมีการควบคุม pH นั้น มี pH เริ่มตนของการ
ผลิตอยูท่ี 6.9 ระหวางการผลิต pH ลดลงอยางรวดเร็ว จนกระท่ังต่ําสุดอยูท่ี 5.9 และหลังจากผลิตผานไป 
18 ชั่วโมง pH มีแนวโนมคงท่ี และดวยสภาวะการเปลี่ยนแปลงนี้ ทําใหไดอัตราการผลิตของ 3MC 
คอนขางต่ํา (1.96 mM/h) ดังนั้นเม่ือมีการควบคุม pH ท่ีตางกัน 0.5 จุดคือ pH 6.5, 7.0 และ 7.5 
ทามกลางการควบคุม pH นี้พบวาสภาวะเปนกลาง (pH 7.0) ใหอัตราการผลิตสูงสุด  

 จากผลเหลานี้สรุปไดวา สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต 3MC จาก toluene ดวย
ระบบการผลิตแบบ fed-batch ดวยแบคทีเรียสายพันธุ TODE1 ในอาหาร OM ในถังหมักชีวภาพ คือการ
เติม 60 mM toluene ตั้งแตจุดเริ่มตนและทุกๆ 6 ชั่วโมงของการผลิต และควบคุมสภาวะการผลิตท่ี
อุณหภูมิ 30°C ดวยการใหออกซิเจน 1.0 vvm การกวน 400 rpm และ pH 7.0 สามารถใหผลผลิต
โดยรวมของ 3MC 160.53 mM (19.93 g/l) ซ่ึงประกอบดวย 333.22 mM (47.37 g/l)  ในเฟสตัวทํา
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ละลายอินทรีย และ 142.89 mM (17.74 g/l) ในเฟสน้ํา ภายในระยะเวลาการผลิต 30 ชั่วโมง ซ่ึงเปนการ
รายงานความเขมขนสูงสุดของ 3MC ท่ีมีการรายงานมาจนถึงขณะนี้สิ่งนี้ย้ําใหเห็นถึงความสําคัญของการ
เพ่ิมศักยภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพ และการผลิตในสภาวะท่ีเหมาะสมซ่ึงเปนอีกวิธีการหนึ่งท่ีมี
ความสําคัญในการปรับปรุงการผลิตใหมีการผลิตท่ีดีข้ึนได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 15 ผลผลิตของ 3MC ดวยระบบการผลิตแบบ fed-bath โดยแบคทีเรีย P. putida TODE1 ภายใต
ระบบการผลิตแบบสองเฟส ในถังหมักชีวภาพขนาด 2 ลิตร การผลิตถูกตรวจสอบท่ีอุณหภูมิ 30 °C สารตั้ง
ตน toluene ถูกเติมเริ่มตนท่ี 60 mM และเติมซํ้าท่ีความเขมขนเดิมเปนเวลาตางๆ (: 3 h,: 6 h, 
and: 10 h). ความเขมขนของ 3MC ท่ีผลิตไดถูกตรวจสอบเปน (A) ความเขมขนโดยรวมของ 3MC (B) 
ความเขมขนของ 3MC ในชั้นตัวทําละลายอินทรีย และ (C) ความเขมขนของ 3MC ในชั้นอาหาร 
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รูป 16 ผลผลิตของ 3MC ดวยระบบการผลิตแบบ fed-bath โดยแบคทีเรีย P. putida TODE1 ภายใต
ระบบการผลิตแบบสองเฟส ในถังหมักชีวภาพขนาด 2 ลิตร ซ่ึงมีการควบคุม pH 6.5 (), 7.0 (), 7.5 
(), และไมมีการควบคุม () ระบบการผลิตถูกตรวจสอบในอาหาร OM ท่ีอุณหภูมิ 30 °C ใหอาหาร 1 
vvm และการกวน 400 rpm สารตั้งตน toluene ถูกเติมเริ่มตนท่ี 60 mM และเติมซํ้าท่ีความเขมขนเดิม
ทุกๆ ชั่วโมง โดยท่ี pH (A) และความเขมขนโดยรวมของ 3MC ท่ึผลิตได (B) ถูกตรวจสอบ 
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3.4 ขอวิจารณผลการวิจัย (Discussion) 
ท่ีผานมามีการรายงานความเปนไปไดในการปรับปรุงการผลิต 3MC ดวยวิธีทางชีวภาพ ซ่ึงสามารถ

ทําไดโดย 1) การตัดตอพันธุกรรมของแบคทีเรียท่ีทนตัวทําละลายอินทรียดวยการเพ่ิม/การทําลายยีนท่ี
เก่ียวของกับการผลิตบางตัว (introduce gene copy number/gene disruption) 2) การดึงสารเคมีท่ี
เปนพิษตอแบคทีเรียผูผลิตออกจากอาหารดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีละลายน้ําไดนอย (immiscible 
organic solvent) ดวยระบบสองเฟส (two-phase system) (Hüsken et al. 2001, Robinson et al. 
1992, Wery et al. 2000) งานวิจัยนี้ใชท้ังสองวิธีขางตนรวมกับการปรับปรุงประสิทธิภาพการทํางานของ
ตัวเรงทางชีวภาพ ในระบบการผลิตท่ีเหมาะสม เพ่ือปรับปรุงการผลิตของ 3MCโดยใชแบคทีเรียทนตอตัว
ทําละลายอินทรีย P. putida TODE1 ซ่ึงถูกตัดตอพันธุกรรมจากการทําลายยีน todE (disrupted todE 
gene) อีกท้ังแบคทีเรียสายพันธุนี้ยังสามารถทนความเปนพิษของสารตั้งตน toluene และสารผลิตภัณฑ 
3MC ไดสูง โดยข้ันตอนสําหรับการปรับปรุงการผลิต ในงานวิจัยนี้สามารถแบงออกเปน 3 หัวสวนหลักๆ 
ดังนี้ 1) การคัดเลือกตัวทําละลายอินทรียท่ีละลายน้ําไดนอย (immiscible organic solvent) ซ่ึงเหมาะสม
สําหรับใชในระบบสองเฟส 2) การปรับปรุงสวนประกอบของอาหารเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของตัวเรงทาง
ชีวภาพ 3) การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต 

การผลิตทางชีวภาพของ 3MC จาก toluene มีขอจําจัดจากความเปนพิษของสารตั้งตนและสาร
ผลิตภัณฑตอตัวเรงทางชีวภาพ (Husken et al. 2001, Prpich and Daugulis 2007) แตอยางไรก็ตาม
แบคทีเรีย P. putida TODE1 ซ่ึงเปนอนุพันธุท่ีมาจากแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรียสามารถทนตัวทํา
ละลายอินทรียไดหลายชนิดท่ีความเขมขนสูงโดยเฉพาะอยางยิ่ง toluene หรือแมแต 3MC นั้นพบวาสาย
พันธุ  TODE1 สามารถทนไดความเขมขนสูงกวา (7 mM) แบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีมีการรางานมา  การผลิตแบบ
สองเฟสสามารถลดความเปนพิษจากการสัมผัสของสารตั้งตน/สารผลิตภัณฑซ่ึงอาจทําใหตัวเรงทางชีวภาพ
นั้นมีประสิทธิภาพในการทํางานลดลงได อีกท้ังเปนระบบท่ีมีการรายงานวาเหมาะสมตอการผลิต 3MC ซ่ึง
ใหการผลิตสูงกวาการผลิตแบบเฟสเดียวถึง 2-7 เทา (Faizal et al. 2007, Wery et al. 2000) ชี้ใหเห็นวา
ระบบสองเฟสมีบทบาทท่ีสําคัญในการผลิต 3MC จาก toluene ถึงแมวามีงานวิจัยทําการผลิต 3MC ใน
ระบบสองเฟสดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีละลายน้ําไดนอยหลายชนิดแลวก็ตาม เชน ตัวทําลายอินทรียใน
กลุม alkene, ester หรือ alcohol (Faizal et al. 2007, Husken et al. 2001, Prpich and Daugulis 
2007) แตอยางไรก็ตามปจจุบันนี้ยังมีความตองการการวิจัยเพ่ือศึกษาตัวทําละลายอินทรียท่ีละลายน้ํานอย
ท่ีเหมาะสมตอตัวเรงชีวภาพหรือ สารเคมีเปาหมาย ซ่ึงทามกลางตัวทําละลายอินทรียท่ีมีการศึกษา 
aliphatic alcohol ซ่ึงไมเปนพิษตอมนุษย ราคาไมแพง และมีคุณสมบัติ 3MC partition เชน n-octanol 
และ oleyl alcohol เปนตัวทําละลายอินทรียท่ีละลายน้ําไดนอยท่ีมีการใชวิจัยการผลิต 3MC จาก 
toluene และสารเคมีอ่ืนๆมาแลว แตอยางไรก็ตามการใช n-octanol พบวามีความเปนพิษตอ P. putida 
ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีใชในการผลิต (Faizal et al. 2007, Husken et al. 2001) ดังนั้นเพ่ือศึกษาตัวทํา
ละลายอินทรียท่ีละลายน้ําไดนอยท่ีเหมาะสมตอการผลิต 3MC ดวยแบคทีเรียสายพันธุ TODE1 aliphatic 
alcohol ถูกใชในการศึกษานี้ โดยมี n-octanol และ oleyl alcohol เปนตัวทําละลายอินทรียเพ่ือใชใน
การเปรียบเทียบ (reference compound) งานวิจัยนี้ใชคุณสมบัติการรอดชีวิตของเซลลเม่ือสัมผัสกับตัว
ทําละลายอินทรีย (exposed with organic solvent) การใชตัวทําละลายอินทรียเปนแหลงอาหาร 
(organic solvent utilization) และ 3MC partition เปนคุณสมบัติหลักในการคัดเลือก aliphatic 
alcohol ท่ีเหมาะสมตอการผลิต 3MC โดยตัวทําละลายอินทรีย ซ่ึงมีคา log Pow value (octanol-water 
partitioning coefficient) 2.4 ถึง 7.5 ถูกคัดเลือกเพ่ือใชในการตรวจสอบ ท่ีผานมามีการรายงานวา log 
Pow ซ่ึงมีคาระหวาง 1-4 เปนพิษตอจุลินทรียสวนใหญ (Prpich and Daugulis 2007) แตอยางไรก็ตาม
การศึกษานี้พบวา log Pow ต่ํากวา 4.0 สงผลกระทบตอเซลลรอดชีวิตของ TODE1 ท้ังนี้อาจเนื่องจาก 



 48 

อาหาร MSB ซ่ึงไมมีคารบอนและพลังงานใดๆ ถูกใชในการตรวจสอบการรอดชีวิตของเซลลรวมท้ัง
ความสามารถในการใช organic solvent ท่ีคัดเลือก ดังนั้นเปนไปไดท่ีความสามารถในการทนตอตัวทํา
ละลายอินทรียอาจต่ํากวาท่ีมีการรายงาน นอกจากนี้ยังพบวาการเพ่ิม chain length ของ aliphatic 
alcohol พบการรอดชีวิตของเซลลมากข้ึน ท้ังนี้เนื่องจาก chain length ท่ีเพ่ิมข้ึนของ aliphatic alcohol 
ทําใหคาความสามารถในการละลายน้ําลดลง สารเคมีท่ีละลายน้ําไดนอยจะเขาสู cell membrane ไดใน
ความเขมขนนอย ดังนั้นจึงเปนพิษตอจุลินทรียนอยตามไปดวย (Neumann et al. 2005) คุณสมบัติท่ีดี
ของตัวทําละลายอินทรียท่ีใชในระบบสองเฟสนอกจากไมสงผลกระทบตอเซลลแลวเซลลไมควรจะใชเปน
อาหารได สําหรับแบคทีเรียสายพันธุ TODE1 พบวาไมสามารถใชตัวทําละลายอินทรียท่ีถูกเลือกมาทดสอบ
ได ยกเวน oleyl alcohol  นอกจากนี้เปนท่ีทราบกันดีถึงความเปนพิษของ 3MC ตอแบคทีเรียผูผลิต 
ดังนั้นเพ่ือลดความเปนพิษท่ีจะเกิดข้ึนนี้ 3MC การตรวจสอบ partition coefficient ของแตละ aliphatic 
alcohol จึงมีความจําเปนท่ีควรตรวจสอบ ซ่ึงพบวา aliphatic alcohol ท่ีมี log Pow ต่ําให partition 
coefficient ของ 3MC สูง โดยท่ี n-octanol ถูกใชเปนตัวทําละลายอินทรียอางอิง (reference) สําหรับ
การตรวจสอบ partition coefficient ของ 3MC  ซ่ึงคาท่ีไดจากการตรวจสอบนี้ใหคาใกลเคียงกับ  log 
Pow (1.8) เพ่ือแสดงใหเห็นความสําคัญของคุณสมบัติท่ีใชในการคัดเลือกตัวทําละลายอินทรียซ่ึงสามารถ
ชวยเพ่ิมผลผลิตของ 3MC ได ในการศึกษานี้จึงผลิต 3MC ในอาหาร MSB ภายใตภาวะท่ีมีและไมมีแหลง
พลังงานเสริม (power supply) จาก n-butanol เม่ือมีการเติม long chain aliphatic alcohol ชนิด
ตางๆ เปนเฟสท่ีสอง ทามกลาง aliphatic alcohol ท่ีใชทดสอบ n-decanol ซ่ึงไมสงผลกระทบตอ 
TODE1 เซลล ไมสามารถใชเปนแหลงอาหาร และมีคุณสมบัติ 3MC partition ท่ีดีใหผลผลิต 3MC 
โดยรวมสูงท่ีสุด โดยท่ีผานมาพบวา n-decanol ถูกใชเปนตัวทําละลายอินทรยท่ีละลายน้ําไดนอย สําหรับ
ลดความเปนพิษของ 3-nitrotoluene จากระบบการผลิต (Neumann et al. 2005) หรือแมกระท้ังการ
ผลิต 3MC จาก m-xylene (Rojas et al. 2004) สิ่งนี้ย้ําใหเห็นความสําคัญของคุณสมบัติท่ีใชในการ
คัดเลือกตัวทําละลายอินทรียสามารถชวยเพ่ิมผลผลิตสารเคมีดวยวิธีชีวภาพได โดย n-decanol เหมาะสม
เพ่ือใชเปนเฟสท่ีสองของระบบสองเฟสในการะบวนการผลิต 3MC โดยมี TODE1 เปนตัวเรงทางชีวภาพ 

ปจจัยท่ีมีบทบาทสําคัญสําหรับการผลิตสารเคมีดวยวิธีทางชีวภาพคือประสิทธิภาพของตัวเรง
ปฏิกิริยาซ่ึงจําเปนจะตองใชพลังงานในการอยูรอดและปจจัยรวม/องคประกอบท่ีจะสนับสนุนการทํางาน
ของเอนไซม แบคทีเรียสายพันธุ TODE1 ซ่ึงถูกใชเปนตัวเรงทางชีวภาพในงานวิจัยนี้ไมมี todE gene จึงไม
สามารถใช toluene ซ่ึงเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตเปนแหลงอาหารและพลังงานได ดังนั้นการเติมแหลง
คารบอน/พลังงานจึงมีความจําเปนท่ีตองศึกษา แตอยางไรก็ตามการศึกษากอนหนานี้พบการยับยั้ง 
catabolite repressions ของ TOL pathway ซ่ึงเปน pathway สําคัญในการผลิต 3MC ใน P. putida 
ดวยแหลงคารบอน/พลังงานท่ีสามารถยอยสลายไดงายและมีปริมาณมาก (Duetz et al. 1994, Faizal et 
al. 2007, Lovanh and Alvarez 2004) เพ่ือหลีกเลี่ยงขอจํากัดนี้ชวงความเขมขนของแหลงคารบอน/
พลังงานท่ีเลือกใชจึงถูกตรวจสอบใหอยูในชวงท่ีไมมีผลกระทบจาก catabolite repressions เม่ือเทียบกับ
สภาวะท่ีไมมีการเติมใดๆ ดวยการตรวจสอบการทํางานของเอนไซม toluene dioxygenase (TDO) ซ่ึง
เปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญในการผลิต 3MC จาก toluene ใน P. putida โดย glucose มีการรายงานวา
มีผลกระทบของ catabolite repressions จึงถูกใชเปนตัวควบคุม (Faizal et al. 2007) การเติม acetate 
มีแนวโนมเพ่ิม TDO activity แตพบวามีผลกระทบตอการรอดชีวิตของเซลล ดังนั้นจึงไดผลผลิต 3MC ต่ํา 
เชนเดียวกันนี้เม่ือเติม succinate สามารถชวยสงเสริม TDO activity และไมสงผลกระทบใดๆตอการรอด
ชีวิตของเซลลแตผลผลิต 3MC ก็ยังไมสูงมากนัก และเปนท่ีนาสนใจ เม่ือเติม glycerol ซ่ึงไมสงผลกระทบ
ตอ TDO activity และการรอดชีวิตของเซลล แตสามารถเพ่ิมผลผลิต 3MC ถึง 1.4 เทา เม่ือเติม 3 mM 
glycerol เปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมมีการเติมแหลงคารบอนและพลังงาน 
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เปนท่ีทราบกันแลววาไอออนสามารถเปนสารกระตุน/สารยับยั้งและดังนั้นจึงมีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีนหรือความม่ันคงของเอนไซมได เนื่องจาก P. putida สามารถเปลี่ยน 
toluene ไปเปน 3MC ไดดวยระบบการทํางานของเอนไซม TDO ซ่ึงเปนเอนไซมในกลุมของ nonheme 
iron-containing dioxygenase ท่ีประกอบดวย a reductase, a feredoxin and a Rieske non-heme 
iron dioxygenase (Lee et al. 2005) โดย Fe2+ เปนสิ่งท่ีมีความจําเปนและสําคัญสําหรับ active site 
ของเอนไซมนี้ และหากไมมี Fe2+ โครงสรางของเอนไซมจะมีความยืดหยุนและโครงสรางจะเปลี่ยนแปลง 
(Friemann et al. 2009, Wackett and Gibson 1988) นอกจากนี้แลวไอออนหลายชนิดยังมีการรายงาน
ถึงความสําคัญตอการผลิต การเพ่ิมการทนความเปนพิษตอตัวทําละลายอินทรียของจุลินทรีย (Guzik et al. 
2013, Kongpol et al. 2008) ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงชีวภาพ ผลกระทบของ
ไอออนแตละชนิด (Fe2+, Mn2+, Ca2+, Mg2+)  ท่ีความเขมขนตางๆ ตอการทํางานของเอนไซม TDO การ
รอดชีวิตของเซลลและผลผลิต 3MC จึงถูกตรวจสอบเปรียบเทียบกับอาหารท่ีไมมีการเติมไอออนใดๆ พบวา
การทํางานของเอนไซม TDO ในสภาวะท่ีมีการเติม Ca2+ สงผลกระทบตอ TDO activity อยางชัดเจนเม่ือ
เปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไมเติมไอออนเปนผลใหผลผลิต 3MC คอนขางต่ํา ในขณะท่ีสภาวะท่ีมีการเติม 
Mg2+  Mn2+ และ Fe2+ จะชวยเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิต 3MC และการทํางานของเอนไซม TDO ได 
แต Mn2+ และ Fe2+  แคเพียงความเขมขนต่ําๆ ใหผลผลิต 3MC สูงสุด และสูงกวาในสภาวะท่ีไมมีการเติม
ไอออน ไดถึง 1.33 and 1.45 เทาตามลําดับ ปจจัยซ่ึงสงเสริมการผลิตขางตน (glycerol, Mn2+ และ Fe2+) 
ถูกวิเคราะหความเขมขนท่ีเหมาะสมดวย RSM based-CCD เพ่ือใหไดผลผลิต 3MC สูงสุดและนั่นคือ 
อาหาร MSB ท่ีมีการเติม 4 mM glycerol และ 0.4 mM Fe2+ (optimized medium; OM medium) 
ซ่ึงใหผลผลิต 3MC สูงกวาสภาวะท่ีไมมีการปรับปรุงสวนประกอบอาหารใดๆ (MSB medium) ถึง 1.5 เทา 
สิ่งนี้แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของการเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพสําหรับ
กระบวนการผลิตสารเคมีดวยวิธีทางชีวภาพ ท่ีผานมาการผลิต 3MC ดวย P. putida ในระบบสองเฟสดวย
ระบบการผลิตขนาดเล็ก (10 ml) มีการศึกษาในอาหารและระบบการผลิตหลายชนิด แตอยางไรก็ตามจาก
กลยุทธของการศึกษานี้ใหผลการผลิต 3MC สูงท่ีสุดจากท่ีมีการรายงาน และถึงแมวา TODE1 จะถูกใชเปน
ตัวเรงทางชีวภาพสําหรับการผลิต 3MC ดวยระบบสองเฟสโดยมี oleyl alcohol เปนเฟสท่ีสอง ในอาหาร 
MSB มาแลวก็ตาม แตภายใตสภาวะการผลิตของการศึกษานี้สามารถเพ่ิมผลผลิตมากกวาระบบเดิมถึง 1.3 
เทา ดวยดวยอัตราการผลิต 1.59 mM/h ผลนี้ย้ําใหเห็นบทบาทสําคัญของการเพ่ิมศักยภาพการทํางานของ
ตัวเรงทางชีวภาพในระบบการผลิตท่ีเหมาะสม ซ่ึงเปนอีกวิธีหนึ่งท่ีมีความสําคัญในการปรับปรุงการผลิต
สารเคมีดวยวิธีทางชีวภาพ 

การผลิตแบบ fed-batch ในอาหาร OM โดยถังหมักชีวภาพขนาด 2 ลิตร ถูกใชในการศึกษา
เพ่ือใหไดผลิตภัณฑความเขมขนสูง การเติมสารตั้งตน toluene แบบตอเนื่องแมสามารถชวยเพ่ิมผลผลิตได
แตอยางไรก็ตามตัวเรงทางชีวภาพอาจไดรับผลกระทบจากการยับยั้งของสารตั้งตนนี้ ดังนั้นการเติม 
toluene ในอาหารแตละชวงเวลาท่ีเหมาะสมจึงถูกตรวจสอบและพบวาการให 60 mM toluene ซํ้าทุกๆ 
6 ชั่วโมงเหมาะสมสําหรับการผลิต 3MC แบบ fed-batch ในถังหมักชีวภาพโดยแบคทีเรียสายพันธุ 
TODE1 นอกจากนี้มีการรายงานวาการผลิต 3MC มีเสถียรภาพการผลิตแตกตางกันในสภาวะ pH ตางๆ 
(Hüsken et al. 2001, Subramanian et al. 1981) ดังนั้นการผลิต 3MC ดวยระบบ fed-batch โดย
สายพันธุ TODE1 ถูกตรวจสอบการผลิตในอาหารท่ีมีการควบคุม pH ตางๆในการศึกษานี้ดวย โดยพบวา
เริ่มตนการผลิตอาหารท่ีใชเปนสีขาวและจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแดงเขมหลังจาก 24  ชั่วโมง ซ่ึงสอดคลอง
กับรายงานท่ีผานมา พบวาผลิตภัณฑ 3MC ไมเสถียรในสภาวะท่ีเปนดาง (Husken et al. 2001) สําหรับ
การผลิต 3MC ดวยถังหมักชีวภาพ ในอาหาร OM โดยสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับงานวิจัยนี้ นั่นคือ การเติม 
10 mM n-butanol ความเขมขนเริ่มตนของ toluene ควรเริ่มดวย 60 mM และเติม toluene 60 mM 
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ทุกๆ 6 ชั่วโมง ในอาหารท่ีมีการควบคุม  pH 7.0 การใหอาการ 1vvm การกวน 400 rpm โดยเริ่มตนการ
ผลิตอาหารท่ีใชไมมีสี (colorless) จากนั้นคอยๆเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแดงเขม (dark reddish brown) และ
หลังจาก 30  ชั่วโมง พบวาการผลิตโดยรวมมีแนวโนมลดลง แมวาตัวทําละลายอินทรียท่ีใชในระบบสอง
เฟสจะชวยลดการออกซิเดชันของ 3MC ลงได แตแนวโนมการผลิตในเฟสน้ําก็ยังมีแนวโนมลง 8.7 mM/h 
ซ่ึงหลายงานวิจัยพบสถานการณเชนนี้เชนกัน (Hüsken et al. 2001, Wery et al. 2000) โดยสีท่ีเกิดข้ึนนี้
พบวาเกิดจาก o-benzoquinone และการ polymerization ของสารผลิตภัณฑดวยออกซิเจนท่ีละลายใน
ระบบการผลิต (Borraccino et al. 2001, Mijangos et al. 2006) นอกจากนั้นผลผลิตของ 3MC ท่ีลดลง
นี้อาจเกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซม (enzyme degradation) ไดเชนกัน ถึงแมวายีน todE gene ซ่ึง
ควบคุมการทํางานของเอนไซม catechol 2, 3-dioxygenase โดย meta cleavage pathway ใน P. 
putida T-57 ถูก disrupted ทําใหไมสามารถเปลี่ยน 3MC เขาสูวิถีการผลิตพลังงานงานได, แตอยางไรก็
ตาม 3MC อาจถูกเปลี่ยนไปเปน muconic acid ไดโดย catechol 1, 2-dioxygenase ใน modified 
ortho cleavage pathway (Broderick and O'Halloran 1991, William and Murray 1974) และสาร
ในกลุม pyrogallol โดย toluene dioxygenase ซ่ึงมี substrates หลากหลายและสามารถเกิด 
catalyze direct hydroxylation ของสาร monoaromatics (Nitisakulkan et al. 2013)  แตอยางไรก็
ตามการทํางานของเอนไซมดังกลาวเหลานี้ไมไดเปนปจจัยหลักในการทําใหผลผลิต 3MC ในการศึกษานี้
ลดลงเนื่องจาก TODE1ไมสามารถเจริญในสภาวะท่ีมี toluene หรือ 3MC เปนแหลงอาหารและพลังงาน
ได เพ่ือใหไดผลผลิต 3MC สูงสุด ระบบนี้ตองการการผลิตระยะสั้นซ่ึงไมควรเกิน 30h ชั่วโมงนอกจากนี้
เนื่องจาก ปริมาณ 3MC ท่ีผลิตไดมีความเขมขนสูง 

ในท่ีสุดการใชกลยุทธการปรับปรุงประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงทางชีวภาพในระบบการผลิต
ท่ีเหมาะสมโดยแบคทีเรีย P. putida TODE1 ในระบบการผลิตขนาดเล็ก (10 ml) สามารถผลิต 3MC 
ความเขมขนโดยรวมสูงสุดถึง 31.8 mM โดยพบในชั้นน้ํา 28.3 mM และชั้นของตัวทําละลายอินทรีย 
166.5 mM ในขณะท่ีการผลิตในถึงหมักชีวภาพ ขนาด 2 ลิตร สามารถผลิตผลผลิต 3MC โดยรวมไดถึง 
160.53 mM โดยพบในเฟสน้ํา 142.89 mM และเฟสตัวทําละลายอินทรีย 333.22 mM ภายใน 30 ชั่วโมง 
ซ่ึงการวิจัยนี้เปนการรายงานอัตราการผลิตและความเขมขนสูงสุดของ 3MC ท่ีมีการรายงานมาจนถึงขณะนี้ 
(ตารางท่ี 5)  

โดยสรุป การศึกษาครั้งนี้ย้ําใหเห็นประโยชนของเทคโนโลยีวิศวกรรม/เทคโนโลยีการหมักในการ
ประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตผลิตภัณฑท่ีไมละลายน้ําหรือละลายน้ําไดนอยซ่ึงมีศักยภาพในเชิง
พาณิชยซ่ึงการศึกษานี้แสดงใหเห็นตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะ การเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรง
ปฏิกิริยาทางชีวภาพ และกระบวนการผลิตทางชีวภาพท่ีเหมาะสม ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีเฉพาะแมจะอยูใน
เปาหมายและระบบโฮสตท่ีคลายกัน ซ่ึงยังตองมีการปรับปรุงท้ังนี้ข้ึนอยูกับเปาหมายของการทดลองนั้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 51 

 
ตาราง 5 การเปรียบเทียบการผลิต 3MC จาก toluene จากแบคทีเรียชนิดตางๆ ในแตละระบบการผลิต 
 

Microorganism Production system 

3MC production (mM) 

References Aqueous 

phase 

Organic 

phase 

Overall 

Small scale: 10 ml 

P. putida MC2 Single phase (MM) 14.0 - - [1] 

P. putida MC2 Single phase (MM) 14.2 - - [2] 

P. putida DS10 Two-phase (LB/n-octanol) 7.0 11.5 8.3 [3] 

P. putida MC2 Two-phase (LB/n-octanol) 3.8 83.0 19.6 [4] 

P. putida TODE1 Two-phase (MSB/oleyl alcohol) 16.1 107.3 24.4 [5] 

P. putida TODE1 Two-phase (MSB/n-decanol) 28.3 166.5 31.8 
Present 

study 

Fermentor scale: 800 ml 

P. putida TODE1 Two-phase (MSB/n-decanol) 142.9 333.2 160.5 
Present 

study 

 
 

3.5 สรุป ขอเสนอแนะและผลผลิตจากโครงการ (Conclusion, Recommendation & Output) 
 สรุป ผลการวิจัยนี้ แสดงตัวอยางการพัฒนาแบคทีเรียแพลตฟอรมสําหรับการผลิตสารเคมี

ไฮโดรคารบอน คือ 3-แมทิลแคทิคอล (3MC) จากโทลูอีน และสารชีวมวลกลีเซอรัล ซ่ึงสามารถดําเนินการ
ไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยใชแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย (OST) ซ่ึงเปนแบคทีเรียดัดแปลง
พันธุกรรม P. putida สายพันธุ TODE1 เปนตัวเรงชีวภาพ ในระบบการผลิตทางชีวภาพแบบการหมักสอง
เฟส การดําเนินการวิจัยเริ่มตนจากการศึกษาการผลิตในระดับการผลิตขนาดเล็ก และศึกษาสภาวะและ
ปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการเพ่ิมผลผลิตของสารผลิตภัณฑเปาหมาย ซ่ึงรวมถึงชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ สาร
กระตุนเชื้อ สารกระตุน cofactor regeneration system ซ่ึงมีผลอยางมากในระบบท่ีมีการดัดแปร
พันธุกรรม และ/หรือดัดแปลงวิถีการผลิตสาร นอกจากนั้นแลว เนื่องดวยระบบการหมักนี้เปนระบบสอง
เฟส จึงตองมีการศึกษาชนิดและปริมาตรของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสม ท้ังนี้ จาก response 
surface methodology-based central composite design และจากผลการศึกษา พิสูจนดวยการ
ทดลองจริง พบวาประสบความสําเร็จในการพัฒนาระบบหมักท่ีใชในการผลิตสาร 3MC ดวยแบคทีเรีย
กลายพันธุ Pseudomonas putida T-57 สายพันธุ TODE1 ภายใตระบบการผลิตแบบสองเฟส โดยมี 1-
เดคานอลเปนชั้นของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสม โดยมีการเติมกลีเซอรัลเปนแหลงคารบอนของเชื้อ, 
และพบวาการเติม Mn2+ หรือ Fe2+ สามารถเพ่ิมผลผลิตของ 3MC ไดอยางมีนัยสําคัญ สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตโดยรวมของ 3MC ไดถึง 34 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับ
งานวิจัยท่ีผานมา จากนั้น การศึกษาการผลิตและปจจัยตางๆ ท่ีสงเสริมการผลิตในระดับถังหมักขนาด 2 
ลิตร ท่ีมีปริมาตรการผลิตท่ี 0.8 ลิตร ดวยระบบ Fed-batch fermentation โดยใชขอมูลขางตนเปนขอมูล
เบื้องตนนั้น ประสบความสําเร็จในการผลิตสาร 3MC ไดถึง 150 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีสูงท่ีสุด
เม่ือเทียบกับงานวิจัยท่ีผานมา นอกจากนั้น การศึกษาครั้งนี้ชี้ใหเห็นประโยชนของเทคโนโลยีวิศวกรรม/
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เทคโนโลยีการหมักในการประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตผลิตภัณฑท่ีไฮโดรคารบอนท่ีละลายน้ํา
นอย ซ่ึงเปนกระบวนการท่ีมีศักยภาพในเชิงพาณิชย ท้ังนี้การศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของตัวทํา
ละลายอินทรียท่ีเหมาะสมตอการเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ และ
กระบวนการผลิตทางชีวภาพท่ีเหมาะสม ท้ังนี้ ผลการวิจัยดังกลาวนี้ไดรับการตีพิมพในวารสารวิชาการ
นานาชาติ จํานวน 1 เรื่อง และอยูภายใตการพิจารณาเพ่ือการตีพิมพอีก 1 เรื่อง ดังนี้ 
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4. สรุป การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพในการผลิตสารเคมีจากสารชีวมวล  

 
ในปจจุบัน การผลิตพลังงานเชื้อเพลิงและสารเคมีอุตสาหกรรมประสบปญหาเนื่องจากการขาด

แคลนวัตถุดิบประเภทปโตรเลียม ดังนั้น การใชกระบวนการทางชีวภาพในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพและ
สารปโตรเคมีอุตสาหกรรมตางๆ โดยใชสารชีวมวลเปนวัตถุดิบและมีจุลินทรียเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพจึง
เปนทางเลือกท่ีดีและมีศักยภาพอีกทางหนึ่ง อยางไรก็ตาม ขอจํากัดของกระบวนการนี้ไดแก ความเปนพิษ
ของสารผลิตภัณฑประเภทไฮโดรคารบอนและสารพลอยไดบางชนิดตอจุลินทรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือ
ปริมาณสารผลิตภัณฑสะสมอยูในระบบการหมักสูงข้ึน ซ่ึงทําใหจุลินทรียตายหรือไมสามารถทํางานไดอยาง
มีประสิทธิภาพ การปรับปรุงทําไดโดยการใชจุลินทรียท่ีสามารถทนตัวทําละลายอินทรียเพ่ือลดผลกระทบ
จากความเปนพิษในระบบการหมักในการผลิตสารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอน และการใชจุลินทรียทนรอน
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตดังกลาว นอกจากนั้นแลว จุลินทรียเหลานี้ยังสามารถไดรับการ
พัฒนาเปนเชื้อเจาบานในการทําวิศวกรรมพันธุศาสตรเพ่ือใหมีการแสดงออกของยีนและมีประสิทธิภาพ
สูงข้ึนในการผลิตสารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอนท่ีตองการ 

โครงการวิจัยเรื่อง “การพัฒนาและประยุกตใชตัวเรงทางชีวภาพท่ีเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย
สําหรับกระบวนการทางชีวภาพในการผลิตสารเคมีจากสารชีวมวล” นี้อาศัยหลักการดังกลาวขางตน ในการ
สรางตนแบบและการพัฒนาสรางวิถีการผลิตสาร (synthetic production pathway) โดยผลิตสาร
ตนแบบ R-1,3-butanediol (R13BD)  ซ่ึงเปนสารท่ีมีมูลคาทางอุตสาหกรรมจากสารชีวมวลเพ่ือทดแทน
การใชสารตั้งตนจากสารปโครเคมี โดยการพัฒนาสายพันธุของแบคทีเรีย recombinant ดวย metabolic 
engineering และการใชกระบวนการผลิตทางเทคโนโลยีชีวภาพ ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ ประสบ
ความสําเร็จในการพัฒนาสายพันธุของแบคทีเรีย recombinant ดวยการใชวิธีพันธุวิศวกรรม และการสราง
วิถีการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการผลิต R13BD ดวยวิธีชีวภาพจากกลูโคส โดยการสรางพลาสมิดลูก
ผสมซ่ึงประกอบดวยยีน phaA (3-ketothiolase), phaB (NAD(P)H dependent acetoacetyl-CoA 
reductase) จากแบคทีเรีย Ralstonia eutropha NBRC 102504 และ bld (butyraldehyde 
dehydrogenase) จากแบคทีเรีย Clostridium saccharoperbutylacetonicum ATCC 27012 และ
แสดงออกในแบคทีเรีย E. coli MG1655 lacIq  โดยแสดงใหเห็นวาการคัดเลือกยีนเปนองคประกอบสําคัญ
ซ่ึงนําไปสูการแสดงออกของการทํางานของเอนไซมและการสรางสารผลิตภัณฑ ในสภาวะการผลิตท่ี
เหมาะสมสําหรับแบคทีเรีย recombinant ท่ีสรางข้ึนสามารถผลิต R13BD ไดถึง 9.05 กรัม/ลิตร (100.4 
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มิลลิโมลาร) ซ่ึงเปนการผลิต R13BD ดวยความเขมขนและความบริสุทธิ์สูงท่ีสุดจากท่ีมีการรายงานใน
ปจจุบัน จากนั้น ศึกษาสภาวะการผลิตและปจจัยตางๆ ท่ีสงเสริมการผลิตในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร 
เพ่ือเปนตนแบบการผลิตในระดับขยายขนาดท่ีมีปริมาตรการผลิตท่ี 1.0 ลิตร ภายใตระบบการหมักแบบ 
Fed-batch โดยใชขอมูลขางตนเปนขอมูลเบื้องตนนั้น และประสบความสําเร็จในการผลิตสาร R13BD ท่ีมี
คาความเขมขนสูงสุดของการผลิตไดถึง 174.8 มิลลิโมลาร คาผลผลิต (yield) ท่ี 0.372 โมลตอโมลกลูโคสท่ี
ใช และคาอัตราการผลิตสูงสุด (maximum production rate) ท่ี 3.90 มิลลิโมลารตอชั่วโมง ท่ีระยะเวลา
การหมักท่ี 96 ชั่วโมง ซ่ึงคา titer, yield และ maximum production rate ท่ีไดนี้สูงกวาท่ีเคยมีรายงาน
มากอนถึง 1.74, 1.64 และ 3.05 เทา นอกจากนั้นแลว สารผลิตภัณฑท่ีไดดังกลาวยังมีความบริสุทธิ์สูงและ
มีรูปแบบดังท่ีตองการ (ในท่ีนี้ คือ R-steriomer 13BD) โดยมี %ee ถึง 98.6 % ซ่ึงเปนคาท่ีมีความบริสุทธิ์
สูงสุดท่ีมีการรายงานมากอน  
  สําหรับการพัฒนากระบวนการผลิต 3-แมทิลแคทิคอล (3MC) จากสารชีวมวล โดยแบคทีเรียท่ี
ทนตอตัวทําละลายอินทรีย แสดงตัวอยางการพัฒนาแบคทีเรียแพลตฟอรมสําหรับการผลิตสารเคมี
ไฮโดรคารบอนไมชอบน้ํา (Hydrophobic chemical) คือ 3-แมทิลแคทิคอล (3MC) จากโทลูอีน และสาร
ชีวมวลกลีเซอรัล ซ่ึงสามารถดําเนินการไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยใชแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย 
(OST) ซ่ึงเปนแบคทีเรียดัดแปลงพันธุกรรม P. putida สายพันธุ TODE1 เปนตัวเรงชีวภาพ ในระบบการ
ผลิตทางชีวภาพแบบการหมักสองเฟส การดําเนินการวิจัยเริ่มตนจากการศึกษาการผลิตในระดับการผลิต
ขนาดเล็ก และศึกษาสภาวะและปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการเพ่ิมผลผลิตของสารผลิตภัณฑเปาหมาย ซ่ึง
รวมถึงชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ สารกระตุนเชื้อ สารกระตุน cofactor regeneration system ซ่ึงมีผล
อยางมากในระบบท่ีมีการดัดแปรพันธุกรรม และ/หรือดัดแปลงวิถีการผลิตสาร นอกจากนั้นแลว เนื่องดวย
ระบบการหมักนี้เปนระบบสองเฟส จึงตองมีการศึกษาชนิดและปริมาตรของตัวทําละลายอินทรียท่ี
เหมาะสม ท้ังนี้ จาก response surface methodology-based central composite design และจาก
ผลการศึกษา พิสูจนดวยการทดลองจริง พบวาประสบความสําเร็จในการพัฒนาระบบหมักท่ีใชในการผลิต
สาร 3MC ดวยแบคทีเรียกลายพันธุ Pseudomonas putida T-57 สายพันธุ TODE1 ภายใตระบบการ
ผลิตแบบสองเฟส โดยมี 1-เดคานอลเปนชั้นของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสม โดยมีการเติมกลีเซอรัล
เปนแหลงคารบอนของเชื้อ, และพบวาการเติม Mn2+ หรือ Fe2+ สามารถเพ่ิมผลผลิตของ 3MC ไดอยางมี
นัยสําคัญ สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตโดยรวมของ 3MC ไดถึง 34 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนความเขมขนท่ี
สูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับงานวิจัยท่ีผานมา จากนั้น การศึกษาการผลิตและปจจัยตางๆ ท่ีสงเสริมการผลิตใน
ระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการผลิตท่ี 0.8 ลิตร ดวยระบบ Fed-batch fermentation โดยใช
ขอมูลขางตนเปนขอมูลเบื้องตนนั้น ประสบความสําเร็จในการผลิตสาร 3MC ไดถึง 150 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปน
ความเขมขนท่ีสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับงานวิจัยท่ีผานมา  
 ผลการศึกษาวิจัยนี้แสดงศักยภาพของการใชแบคทีเรียแพลตฟอรม ซ่ึงไดแกแบคทีเรียทนทาน
ตอตัวทําละลายอินทรีย สําหรับการพัฒนาเปนเชื้อเจาบานในการทําวิศวกรรมพันธุศาสตร และ/หรือ
วิศวกรรมเมแทบอลิซมเพ่ือใหมีการแสดงออกของยีนและ/หรือวิถีของยีน และมีประสิทธิภาพสูงข้ึนในการ
ผลิตสารผลิตภัณฑไฮโดรคารบอนท่ีมีมูลคาตออุตสาหกรรมในระบบ single phase และ/หรือ two-liquid 
(organic-aqueous) phase fermentation ท้ังนี้ ผลผลิตท่ีไดจากการวิจัยนี้ไดแก ผลงานตีพิมพในวารสาร
นานาชาติจํานวน 4 เรื่อง (ภาคผนวก) และอยูนระหวางการพิจารณาเพ่ือการตีพิมพอีก 1 เรื่อง 
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