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กิตติกรรมประกาศ 
 

การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ ๒๕๕๘ ถึง 
๒๕๖๒ โดยมีกรรมการจากสภาวิจัยแห่งชาติเป็นผู้ประเมินข้อเสนอโครงการ ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ 
ศาสตราจารย์ ดร. ดิฏฐมา หาลทิช ที่ได้ให้ค าปรึกษา ให้ สารและชีววัตถุ ส าหรับงานวิจัย เป็นอย่างดี  
ขอขอบคุณลูกศิษย์ นักศึกษาปริญญาโท นางสาวปีณิดา นามวิจิตร นายชายน้อย เซิ่ม และ นักศึกษาปริญญา
เอก นายสุทธิพงศ์ ศักดิ์อุบล ที่เป็นผู้ช่วยวิจัยหลัก ในการท าวิจัยนี้ และ ขอขอบคุณ คุณศุภกาญจน์ บุญอยู่ ที่
ช่วยดูแลในเรื่องงานการเงิน และงานธุรการ เป็นอย่างดีตลอดมา 
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บทคัดย่อภาษาไทย 

แบคทีเรียผลิตกรดแลคติค เป็นโรงงานระดับเซลที่น่าสนใจ ในการใช้ผลิต โปรตีน และเอนไซม์ชนิด
ต่างๆ เพราะ แบคทีเรียในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ได้รับการรับรองว่ามีสถานะ ปลอดภัย และเพาะเลี้ยงได้ง่าย  
แบคทีเรียแลคโตบาซิลัส แพลนทารัม เป็นแบคทีเรียที่ ปลอดภัย และมีประวัติการใช้ในอาหารมายาวนาน  

ในส่วนแรกของการวิจัย เป็นการผลิตเอนไซม์ ไคโตซาเนส (CsnA) และ เบต้าแมนนาเนส (ManB) 
จากเชื้อ บาซิลัส  ออกจากแลคโตบาซิลัส แพลนทารัม ผลการทดลองพบว่า ทั้ง ManB และ CsnA สามารถ
ถูกผลิต และหลั่งออกมาจากเซลล์ได้เป็นอย่างดี โดยการใช้ระบบ pSIP ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน 
เมื่อใช้ทั้ง ยีนต้านยาปฏิชีวนะ อีริโทรมัยซิน และ ยีน alr เป็นเครื่องหมายในการคัดเลือก 

ในส่วนที่ ๒ ของโครงการวิจัย เป็นการแสดงเอนไซม์ทั้ง ๒ บนผิวของ แลคโตบาซิลัส แพลนทารัม 
เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้ส าหรับเป็นตัวเร่งทางชีวภาพแบบ ทั้งเซลล์ ผลการศึกษาพบว่า 
เอนไซม์ สามารถยึดอยู่กับผิวเซล แลคโตบาซิลัส แพลนทารัม โดยยังมีฤทธิ์ย่อย แมนแนน และ ไคโตซาน ได้  
ดังนั้นจึงอาจใช้เซลล์ประเภทนี้ ในกระบวนการผลิตต่างๆ ในอุตสาหกรรมอาหารได้ 

ในส่วนสุดท้ายของโครงการวิจัย เป็นการแสดงความส าเร็จในการพัฒนาและประยุกต์ใช้ระบบการ
แสดงออกของยีนเพ่ือการผลิตโปรตีนปรับแต่งพันธุกรรม ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร ของโครงการวิจัยนี้  
โดยเป็นการใช้ เอนไซม์ส าหรับอาหาร ที่ได้พัฒนาขึ้นในการผลิต คอซ ที่ละลายน้ าได้ จาก ไคโตซาน ที่สกัดได้
จากเปลือก กุ้ง ในปฏิกิริยาที่มีกรดแลคติก ผลการศึกษาวิจัยพบว่า สามารถผลิต คอซ ที่มีโครงสร้างสม่ าเสมอ 
ชัดเจน ด้วยระบบการผลิตเอนไซม์ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารที่ได้พัฒนาขึ้นมาในห้องปฏิบัติการ ซึ่งคอซ
เหล่านี้สามารถน าไปพัฒนาต่อยอดส าหรับอุตสาหกรรม อาหารคนและสัตว์ได้ต่อไป 

ผลงานวิจัยนี้น าไปสู่การตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติที่มีผลกระทบสูง ๒ เรื่อง และใช้
เป็นส่วนหนึ่งของวิทยานิพนธ์ นักศึกษาปริญญาเอก และ โท อย่างละ ๒ คน 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

Lactic acid bacteria are interesting cell factories for the expression of hydrolytic 
enzymes as many of them are generally recognized as safe and require only a simple 
cultivation process. Lactobacillus plantarum is considered as a potential cell factory 
because of its GRAS (generally recognized as safe) status and long history of use in food 
applications.  

The first part of the research project involves the overexpression of a chitosanase 
(CsnA) and a β-mannanase (ManB), from Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis, 
respectively, in Lactobacillus plantarum. ManB and CsnA could be efficiently produced 
and secreted in L. plantarum using pSIP-based expression vectors containing either an 
erythromycin resistance or the alr gene as selection marker. 

The second part of the research project involved the display the two enzymes on 
the surface of L. plantarum for potential application as whole-cell biocatalysis. The results 
indicated that mannanolytic and chitinolytic enzymes can be anchored to the cell surface 
of L. plantarum in active forms. This approach, with the enzyme of interest being displayed 
on the cell surface of a food-grade organism can be applied in various production 
processes relevant for food industry.  

Finally, in the last part of the research project, we demonsrate the success in the 
development and application of food-grade expression system for the production of 
recombinant proteins, of which a food-grade enzyme technology developed in our 
laboratory was used for the production of soluble CHOS from chitosan, derived from chitin 
of shrimp and prawn shells, in a lactic acid solution. The results indicated that well-
characterized chitosan oligosaccharides could be produced using well developed food-
grade enzyme technology in our laboratory. The CHOS products could be further applied 
for food and feed industry.  

 The information and knowledge created from this research project were used for 2 
pulications in a high-impact international journal, and in 2 Ph.D. and 2 Master Thesis. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
 

ระบบการผลิตโปรตีนส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร (Food-grade expression system) เป็นระบบการ
แสดงออกของยีนในจุลชีพที่นับวันจะมีความส าคัญมากขึ้น โดยเฉพาะในปัจจุบันที่ได้มีการค้นคว้าและวิจัย
เพ่ือพัฒนาเอนไซม์ และโปรตีนใหม่ๆ อย่างต่อเนื่อง เพ่ือสร้างมูลค่าเพ่ิมขึ้นให้กับผลิตภัณฑ์อาหารในรูปแบบ
ต่างๆ   ทั้งนี้  เนื่องจากเอนไซม์ หรือโปรตีน โดยเฉพาะที่ได้ท าการพัฒนาขึ้นมาใหม่ๆ ส าหรับใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารนั้น ไม่ว่าจะเตรียมได้จาก สิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ หรือจากการปรับแต่งพันธุกรรม จะมี
ความเกี่ยวข้องกับสุขภาพของผู้บริโภคโดยตรง ก่อนจะน ามาใช้จึงต้องได้รับการรับรองโดยสถาบันที่เกี่ยวข้อง
ก่อน เช่นสถาบัน FDA (Food and Drug Adminstration) ในประเทศ สหรัฐอเมริกา หรือ EFSA 
(European Food Safety Authority) ในกลุ่มประเทศประชาคมยุโรป  ส่วนในประเทศไทยองค์กรที่ควบคุม
คือ อย (องค์การอาหารและยา)  ในปัจจุบันมีเอนไซม์ ๓๖ ชนิดที่ผลิตขึ้นจากสิ่งมีชีวิตที่ผ่านการดัดแปลง
พันธุกรรม หรือ GMO (genetically modified organism) ที่มีรายชื่อยู่ในรายการเอนไซม์ที่ได้รับการรับรอง
ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารที่จัดท าโดย AMFEP (Association of Manufacturers and Formulators of 
Enzyme Products) (Olempska-Beer et al., 2006)  

 
ข้อได้เปรียบประการส าคัญของการประยุกต์ใช้โปรตีน โดยเฉพาะเอนไซม์ดัดแปลงพันธุกรรม 

(recombinant enzyme) ในอุตสาหกรรมอาหารคือ สามารถผลิตได้ในปริมาณสูงกว่าการผลิตจากแหล่ง
ธรรมชาติมาก ท าให้บริสุทธิ์ได้ง่ายกว่า จึงมีต้นทุนในการผลิตที่ต่ ากว่า รวมทั้งมีโอกาสเกิดการปนเปื้อนจาก
สารอ่ืนๆ เช่น mycotoxin ได้น้อยกว่า อีกทั้งยังสามารถใช้วิธีการทางพันธุวิศวกรรมขั้นสูงในการพัฒนา 
โปรตีน หรือเอนไซม์ ให้มีคุณสมบัติจ าเพาะที่เหมาะสมต่อการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมประเภทต่างๆ ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ ด้วยเทคนิค directed evolution [19] ส่วนข้อจ ากัดประการส าคัญ คือไม่สามารถใช้
วิธีการผลิต recombinant protein ทั่วๆ ไป ที่ใช้ antibiotic เป็น selection marker ได้ จึงต้องท าการ
พัฒนาระบบการผลิต จ าเพาะเพ่ือใช้ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร (Food-grade expression system) คือ
ต้องไม่ใช้ antibiotic เป็น selection marker และควรสร้างขึ้นด้วยวิธีการ self-cloning จึงจะท าให้ได้รับ
การยอมรับในกลุม่ผู้บริโภค (Peterbauer et al., 2011) นอกจากนั้นแล้วเซลล์เจ้าบ้าน หรือ host ที่จะใช้ใน
กระบวนการผลิต recombinant enzyme นั้น ควรเป็นจุลชีพที่ได้รับการยอมรับว่าปลอดภัย หรือมีสถานะ 
GRAS (generally recognized as safe) อาทิเช่น Bacilli หรือ Lactic acid bacteria ที่ถูกใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารต่างๆ มาเป็นเวลายาวนาน (Konings et al., 2000) ในปัจจุบัน ประเทศในกลุ่มที่พัฒนา
แล้ว ได้มีการวิจัยและพัฒนาระบบการผลิต recombinant protein โดยเฉพาะ เอนไซม์ ด้วย food grade 
expression system มากพอควร ส่วนในประเทศไทย ไม่พบมีรายงานการผลิตและการประยุกต์ใช้  food-
grade expression system ในการผลิต เอนไซม์ หรือโปรตีน ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารมาก่อน ทั้งๆ ที่
วาระการเพิ่มมูลค่าสินค้าทางเกษตร และอาหาร เป็นวาระท่ีส าคัญของชาติ  
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โครงการวิจัยนี้จะใช้เอนไซม์ ๒ ชนิด คือ เอนไซม์ beta mannanase (ManB) และ chitosanases 
(Csn) เป็นแบบจ าลองในการพัฒนาระบบการแสดงออกของยีนส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร ซึ่งเป็นโปรตีนที่
ได้ผ่านการวิจัยและพัฒนามาก่อนหน้านี้แล้วในห้องปฏิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพของ หัวหน้าโครงการวิจัย 
โดยในด้านเอนไซม์ได้ท าการวิจัยและพัฒนาเอนไซม์ในกลุ่ม hydrolase ที่มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรม 
อาหาร มาแล้วหลายชนิด อาทิเช่น เอนไซม์ mannanase (Songsiriritthigul et al., 2010a), chitinase 
(Songsiriritthigul et al., 2010b), chitosanase (Pechsrichuang et al., 2013), protease (subtilisin) 
(Phrommao et al., 2011) , transglutaminase, (Sinsuwan et al., 2012) beta-galactosidase 
(Juajun et al., 2011; Maischberger et al., 2010) เป็นต้น รวมทั้งได้ท าการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี
การผลิตแอนติบอดีแบบใหม่ โดยไม่ต้องใช้สัตว์ทดลองอีกด้วย (Pansri, 2009) โดยทั้งเอนไซม์ และ 
แอนติบอดีส่วน scFv  ที่ได้พัฒนาขึ้น เป็นโปรตีนปรับแต่งพันธุกรรมที่ถูกผลิตด้วยระบบการการแสดงออก
ของยีนในเชื้อแบคทีเรีย E. coli (Yamabhai et al., 2011) ที่มีประสิทธิภาพ ทั้งแบบที่ผลิตภายในเซลล์ และ
หลั่งออกมานอกเซลล์  อีกท้ังยังได้มีการพัฒนาเทคนิคพ้ืนฐานในการปรับปรุงคุณสมบัติเอนไซม์ และ โปรตีน
ด้วยเทคนิค DNA shuffling (Songsiriritthigul et al., 2009) และ เทคโนโลยีชีวภาพบนผิวเฟจ (Kay et 
al., 2001) ท าให้ในปัจจุบัน ห้องปฏิบัติการมีเอนไซม์ และแอนติบอดี ที่น่าสนใจหลายชนิด ที่ควรน าไปปรับ
ใช้เพื่อให้สามารถผลิตได้จากระบบ  Food-grade expression system เพ่ือให้สามารถประยุกต์ใช้ได้จริงใน
อุตสาหกรรมอาหาร ทั้งในการแปรรูปอาหารให้ได้ผลิตภัณฑ์ใหม่ที่มีมูลค่าเพ่ิม หรือสร้างผลิตภัณฑ์อาหาร
แบบใหม่ ซึ่งถือเป็นนวตกรรมที่อาจพัฒนาเป็น แนวทางการป้องกัน และรักษาโรคแบบใหม่ โดยการใช้ 
แบคทีเรีย LAB ที่มีแอนติบอดีที่สามารถก าจัดเชื้อโรค หรือสารพิษ  อีกทั้งการพัฒนาระบบการผลิตโปรตีน
ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารที่จะได้พัฒนาขึ้นมานี้ ยังอาจน าไปประยุกต์ใช้ในการผลิตโปรตีนอ่ืนๆ เพ่ือ
อุตสาหกรรมอาหารในอนาคตต่อไปอีกด้วย 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
เพ่ือพัฒนา และประยุกต์ใช้ระบบการแสดงออกของยีนส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร food-grade 

expression system ในการผลิตเอนไซม์ ส าหรับประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยแบ่งเป็น
วัตถุประสงค์ย่อยดังนี ้

 
1.2.1  เพ่ือท าการโคลนยีนของเอนไซม์ ที่มีศักยภาพในการประยุกต์ใช้ใน อุตสาหกรรมอาหารที่ได้

พัฒนาขึ้นมากอ่นหน้านี้แล้วในห้องปฏิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพของหัวหน้าโครงการ เช่น
เอนไซม์ chitosanase และ/หรือ beta-galactosidase และ/หรือ mannanase เข้าใน 
พลาสมิด pSIP409 เพ่ือแสดงออกใน Food grade expression system ที่มี 
Lactobacillus plantarum เป็นเซลล์เจ้าบ้าน โดยเปรียบเทียบการโคลนยีนทั้งแบบที่มี 
หรือไม่มี native signal peptide เพ่ือดูว่าโครงสร้างแบบใดจะท าให้ได้ผลผลิตมากที่สุด  

1.2.2  เพ่ือท าการหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) ในการชักน าให้เอนไซม์ และแอนติบอดี
ผลิตออกมามากที่สุด โดยการปรับเปลี่ยนปัจจัยต่างๆ เช่น ความเข้มข้นของ สารชักน า 
สภาวะต่างๆ ในการผลิต เช่น อุณหภูมิ ปริมาณ oxygen ค่า pH และช่วงเวลาที่เหมาะสมใน
การกระตุ้นและเก็บเก่ียว  
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1.2.3  เพ่ือวิเคราะห์คุณสมบัติเชิงชีวเคมี (Biochemical analysis) ของเอนไซม์ และแอนติบอดีที่
ถูกผลิตขึ้นด้วยระบบที่ได้พัฒนาขึ้นมานี้ และ แสดงศักยภาพในการน าไปพัฒนาเพ่ือใช้จริงใน
อุตสาหกรรมอาหาร 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  
โครงการวิจัยนี้ เป็นการวิจัยเฉพาะในระดับห้องปฏิบัติการ โดยจะใช้เฉพาะเอนไซม์ ที่ได้พัฒนาขึ้น

มาแล้วในห้องปฏิบัติการของหัวหน้าโครงการ ๒ ชนิด มาเปรียบเทียบกัน โดย Food-grade expression 
system ที่จะใช้มีเซลล์เจ้าบ้าน หรือ host cell คือ Lactobacillus plantarum ซ่ึงเป็นระบบที่ใช้ Alanine 
Racemase (alr) เป็น selection marker และใช้กระบวนการชักน าแบบ quorum sensing ด้วย peptide 
pheromone ชนิด SppIP 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
ยีนของเอนไซม์ในกลุ่ม hydrolases ต่างๆ ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการประยุกต์ใช้ในระดับ

อุตสาหกรรม และแสดงออกได้ดีใน E. coli ที่ได้พัฒนาแล้วขึ้นมาภายในห้องปฏิบัติการ สามารถน ามา
แสดงออกใน Food-grade expression system ที่มี Lactobacillus plantarum เป็น host ได้ดีด้วย 
หลังจากปรับปัจจัยต่างๆ ในการเพาะเลี้ยง และการชักน าการแสดงออกของยีนให้เหมาะสม  ทั้งนี้ในกรณีที่
ต้องการบังคับให้หลั่งออกมาภายนอก อาจจ าเป็นต้องมีการปรับและหา signal peptide ที่เหมาะสมส าหรับ
ระบบการแสดงออกนี้ โดยระบบการผลิตเอนไซม์ใน Lactobacillus pantarum ที่ใช้พลาสมิด pSIP409 ซึ่ง
ใช้ Alanine Racemase เป็น selection marker และใช้เปบไทด์ pheromone ชนิด SppIP เป็นตัวชักน า
ให้ยีนแสดงออกซึ่งเป็นระบบที่จะใช้ในงานวิจัยนี้ เป็นระบบที่เหมาะสมในการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
อาหาร เพราะ ไม่ต้องเกี่ยวข้องกับ antibiotic อีกทั้ง Latobacillus plantarum นั้นเป็นเชื้อที่มีสถานะ 
GRAS (generally recognized as safe) เพราะถูกใช้อยู่ในอุตสาหกรรมอาหารมานาน และมี promoter ที่
ใช้ pheromone ที่มีประสิทธิภาพสูง ในการชักน าให้ยีนแสดงออก เพ่ือผลิตให้ได้เอนไซม์ในปริมาณมาก โดย
ไม่มีการรั่วไหล คือหากไม่ใส่ peptide SppIP กระตุ้น พบว่า promoter จะไม่ท างานเลย ท าให้ควบคุมการ
ผลิตเอนไซม์ได้ง่าย และอาจประยุกต์ใช้ในกรณีที่ เอนไซม์ที่ต้องการผลิต มีพิษต่อเซลล์ด้วย (Diep et al., 
2009) อีกท้ังยังมีราคาไม่แพง จึงเหมาะสมต่อการน าไปใช้จริง   

 
เชื้อ Lactobacillus plantarum ที่ได้รับการพัฒนาขึ้นให้สามารถผลิตเอนไซม์อาจน าไปใช้ใน

กระบวนการหมักเพ่ือแปรรูปอาหาร เช่นการผลิต oligosaccharide ชนิด GOS, COS, หรือ MOS ซึ่งเป็น
สารประเภท prebiotics ทั้งโดยการน าเอนไซม์ที่สกัดออกมาไปใช้ หรือใช้เชื้อ Lactobacillus patarum ที่
ได้ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมโดยตรงในกระบวนการหมัก  ส่วนเชื้อที่ผลิตแอนติบอดี จะเป็นแบบจ าลองของ
การสร้างนวัตกรรม ที่เป็นทางเลือกใหม่ในการ ลดการปนเปื้อนสารพิษจากเชื้อรา และการป้องกันและรักษา
โรค ในแนวทางเดียวกับการใช้ข้าวปรับแต่งพันธุกรรม (GM rice) ในการผลิตแอนติบอดี ต่อเชื้อ rotavirus 
ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการป้องกันโรคท้องร่วงในเด็กในประเทศยากจน ที่เพ่ิงมีการรายงานมาก่อน
หน้านี้ (Tokuhara et al., 2013) 
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศที่เกี่ยวข้อง 

 

เอนไซม์ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร (Food Enzyme) (James and Simpson, 1996) 

 เอนไซม์ เป็นสารทางชีวภาพ ที่ถูกน ามาประยุกต์ใช้ทางอุตสาหกรรมด้านต่างๆ เป็นจ านวนมาก 
เพราะเอนไซม์จากสิ่งมีชีวิตหลากหลายสามารถท างานได้ดีในสภาวะที่ไม่รุนแรง ไม่มีของเสียถูกขับออกมา
จากระบบ ท าให้เทคโนโลยีเอนไซม์ เป็นเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพที่ สะอาด เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม 
เหมาะกับการพัฒนาที่ยั่งยืน เอนไซม์กลุ่มหลักที่ถูกน ามาใช้ในระดับอุตสาหกรรม คือเอนไซม์ในกลุ่ม 
hydrolase เช่น carbohydrases, proteases, และ lipases ซึ่งมีส่วนแบ่งทางการตลาดในราว ร้อยละ ๗๕ 
ของเอนไซม์ที่ใช้ในอุตสาหกรรมทั้งหมด โดยเอนไซม์ที่มีส่วนแบ่งในการตลาดมากที่สุดคือเอนไซม์ในกลุ่ม  
proteases ที่มีสวนแบ่งถึงร้อยละ ๖๐ ส่วนใหญ่อยู่ในอุตสาหกรรม ผงซักฟอก และสารชะล้างท าความ
สะอาด  (detergent)  ส าหรับเอนไซม์ที่ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารนั้น ก็มีส่วนแบ่งอยู่มาก
เช่นเดียวกัน ส่วนใหญ่เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม hydrolases  ซึ่งในการประยุกต์ใช้ในอาหารนั้น มีทั้งการใช้ใน
กระบวนการผลิตอาหาร (food processing) และเติมลงไปเป็นส่วนหนึ่งของอาหาร เช่น ในกระบวนการ
ผลิต เครื่องดื่ม ขนมอบ ผลิตภัณฑ์นมต่างๆ ใช้เสริมรสชาติ และผิวสัมผัส รวมทั้งใช้ในการถนอมอาหาร 
เนื่องจากเอนไซม์ที่จะน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารนั้น มีความเกี่ยวข้องกับสุขภาพของผู้บริโภค
โดยตรง การจะน าเอนไซม์มาใช้ จึงต้องได้รับการรับรองโดยสถาบันที่เกี่ยวข้องก่อน องค์กรที่ท าหน้าที่
ตรวจสอบ และรับรองการน าเอนไซม์ไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารนั้นจะแตกต่างกันไปในแต่ละ
ประเทศ อาทิเช่น FDA (Food and Drug Adminstration) ในประเทศ สหรัฐอเมริกา หรือ EFSA 
(European Food Safety Authority) ในกลุ่มประเทศประชาคมยุโรป  ในประเทศไทยองค์กรที่ควบคุมคือ 
อย. (องค์การอาหารและยา) (Magnuson et al., 2013)  
 
 เอนไซม์ทั้งในอาหารสด และ อาหารส าเร็จรูปต่างๆ  ส่วนใหญ่จะไม่สามารถท างานได้แล้ว ( in 
active) หรือมักจะถูกท าลายในทางเดินอาหาร เอนไซม์ในอาหารมีความปลอดภัย เพราะไม่เคยมีรายงานว่า
ท าให้เกิดพิษ ต่อคนและสัตว์แต่อย่างใด  เอนไซม์ส่วนมากที่ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารนั้น เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม 
hydrolases ได้แก่ carbohydrase, protease, และ lipase ซึ่งถูกน ามาใช้ในกระบวนการแปรรูปอาหาร 
แทนที่วิธีการทางเคมี และกายภาพที่รุนแรง อาทิเช่นการใช้ ความร้อน แรงดัน หรือ สารเคมี ดังนั้นการใช้
เอนไซม์ในอุตสาหกรรมการแปรรูปอาหารจึงเป็นวิธีการที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ยั่งยืน และปลอดภัยต่อ
ผู้บริโภค   
 
 เอนไซม์จากธรรมชาติ ส าหรับการใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร นั้น อาจเตรียมได้ จากสัตว์ พืช และจุล
ชีพ ในกรณีของเอนไซม์จากสัตว์ เนื้อสัตว์จะต้องได้รับการตรวจสอบว่าปลอดภัย และต้องได้รับการเตรียม
ถูกต้องตามมาตรฐานสุขอนามัยที่ดี ส่วนเอนไซม์จากพืชและจุลชีพนั้น จะต้องผ่านการตรวจสอบให้แน่ใจว่า
ไม่มีสารตกค้างปนเปื้อนในสารสกัดเอนไซม์ที่เตรียมได้ อย่างไรก็ตามการเตรียมให้ได้เอนไซม์ปริมาณมาก 
และบริสุทธิ์ ให้เพียงพอเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมอาหารนั้น ท าได้ยากโดยการสกัดจากพืชและสัตว์ ส่วนใหญ่
แล้วจึงเตรียมได้จากจุลชีพที่โตได้ง่าย และสามารถผลิตเอนไซม์ที่ต้องการได้ในปริมาณมาก โดย หากเป็นเชื้อ
ราส่วนใหญ่จะท าโดยการเลี้ยงเส้นใยในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นของเหลว (submerged culture) หรือการผลิต
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ในรูปแบบ solid-state fermentation (การหมักบนอาหารแข็ง) ซึ่งในปัจจุบันเป็นที่นิยมมากขึ้น เพราะได้
ผลผลิตมากกว่า และเป็นการพยายามใช้ประโยชน์จากของเหลือจากการเกษตรให้มากขึ้น  อย่างไรก็ตามการ
ใช้จุลชีพจากธรรมชาติเป็นแหล่งในการผลิตเอนไซม์นั้น มีข้อจ ากัดคือ อาจมีสารพิษเช่น  mycotoxin 
ปนเปื้อน และการกระตุ้นให้ผลิตในปริมาณมากท าได้ไม่ง่ายนัก หรืออาจท าไม่ได้เลยในบางกรณี 
 
 แหล่งของเอนไซม์ที่สามารถน ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร มี ๒ แหล่งคือ ๑) จากสิ่งมีชีวิตใน
ธรรมชาติ (wild type) ที่น่าเชื่อถือว่าปลอดภัย เช่นในกระเพาะลูกวัว ในอาหารหมักต่างๆ ที่มีการใช้มาเป็น
ระยะเวลายาวนานโดยภูมิปัญญาชาวบ้าน และ ๒) เอนไซม์ที่ผลิตด้วยเทคนิคพันธุวิศวกรรม (recombinant 
enzyme)   เอนไซม์แรกท่ีได้มีการน ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารคือ rennin หรือ chymosin จากกระเพาะ
ลูกวัวโดย Christian Hansen ในปี ค.ศ. ๑๘๗๔ ส าหรับอุตสาหกรรมการผลิตชีส  ในปัจจุบันเอนไซม์ 
chymosin ที่ใช้ในอุตสาหกรรมนั้น เป็นเอนไซม์ที่ถูกผลิตขึ้นด้วยเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม โดยการผลิตจาก
เชื้อ E coli K12 ถือเป็นเอนไซม์ดัดแปลงพันธุกรรมตัวแรกที่ได้รับการรับรองโดย FDA ของประเทศ
สหรัฐอเมริกา (Olempska-Beer et al., 2006) ในปี ค.ศ. ๒๐๐๑ AMFEP (Association of 
Manufacturers and Formulators of Enzyme Products) ได้ประกาศรายชื่อเอนไซม์ส าหรับช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารทั้งหมดราว ๑๖๐ รายการ ซึ่งในจ านวนนั้นมีเอนไซม์ ๓๖ รายารที่ผลิตขึ้นจากสิ่งมีชีวิตที่
ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรม หรือ GMO (genetically modified organism)  
  
 ข้อได้เปรียบประการส าคัญของการประยุกต์ใช้เอนไซม์ดัดแปลงพันธุกรรม ( recombinant 
enzyme) ในอุตสาหกรรมอาหารคือ สามารถผลิตได้ในปริมาณสูงกว่าเอนไซม์จากแหล่งธรรมชาติมาก ท าให้
บริสุทธิ์ได้ง่ายกว่า จึงมีต้นทุนในการผลิตที่ต่ ากว่า รวมทั้งมีโอกาสเกิดการปนเปื้อนจากสารอ่ืนๆ เช่น  
mycotoxin ได้น้อยกว่า อีกทั้งยังสามารถใช้วิธีการทางพันธุวิศวกรรมขั้นสูงในการพัฒนาเอนไซม์ให้มี
คุณสมบัติจ าเพาะที่เหมาะสมต่อการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมประเภทต่างๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วย
เทคนิค directed evolution (Arnold and Moore, 1997)  ส่วนข้อจ ากัดประการส าคัญ คือไม่สามารถใช้
วิธีการผลิต recombinant protein ทั่วๆ ไป ที่ใช้ antibiotic เป็น selection marker ได้ จึงต้องท าการ
พัฒนาระบบการผลิต จ าเพาะเพ่ือใช้ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร (Food-grade expression system) คือ
ต้องไม่ใช้ antibiotic เป็น selection marker และควรสร้างขึ้นด้วยวิธีการ self-cloning จึงจะท าได้รับการ
ยอมรับในกลุ่มผู้บริโภค  นอกจากนั้นแล้วเซลล์เจ้าบ้าน หรือ  host ที่จะใช้ในกระบวนการผลิต 
recombinant enzyme นั้น ควรเป็นจุลชีพที่ได้รับการยอมรับว่าปลอดภัย หรือมีสถานะ GRAS (generally 
recognized as safe) อาทิเช่น Bacilli หรือ Lactic acid bacteria ประเภทต่างๆ (Peterbauer et al., 
2011) ที่ถูกใช้ในอุตสาหกรรมอาหารต่างๆ มาเป็นเวลายาวนาน ในปัจจุบัน ประเทศในกลุ่มที่พัฒนาแล้ว ได้มี
การวิจัยและพัฒนาระบบการผลิต recombinant enzyme ด้วย food grade expression system มาก
พอควร ส่วนในประเทศไทย ไม่พบมีรายงานการผลิตและการประยุกต์ใช้ food-grade expression system 
ในการผลิต เอนไซม์ ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารมาก่อน  
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ระบบการแสดงออกของยีนส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร (Food-grade Expression System).ใน Lactic 
acid bacteria (Peterbauer et al., 2011) 

แบคทีเรียประเภทแลคติกอะซิด  (Lactic acid bacteria, LAB) เป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ชนิด Gram 
บวก มีระบบ metabolism คล้ายคลึงกัน คือสามารถผลิตกรด lactic ได้ แบคทีเรีย LAB เป็นเชื้อแบคทีเรีย
ที่มีสถานะปลอดภัยต่อมนุษย์ โดยใน สหรัฐอเมริกา เรียกสถานะนี้ว่า generally recognized as safe 
(GRAS) ส่วนในสหภาพยุโรปเรียกว่า qualified presumption of safety (QPS)  เพราะเป็นแบคทีเรียซึ่งใช้
เป็นปกติในกระบวนการหมักอาหารประเภทต่างๆ ส าหรับผลิตภัณฑ์อาหารของคน และสัตว์  ในระยะเวลา 
๒ ทศวรรษที่ผ่านมานี้ มีการค้นคว้าวิจัยเชิงลึกในระดับ โมเลกุล ของแบคทีเรียในกลุ่มนี้ เพ่ือการพัฒนาใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารเป็นอันมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง แบคทีเรีย Lactobacillus lactis ซึ่งเป็นชนิดที่ได้รับ
การศึกษาค้นคว้ามากที่สุด  และ แบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacilli และ Streptococci ท าให้ในปัจจุบัน
สามารถน าความรู้ไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาสายพันธุ์ ส าหรับการสร้างผลิตภัณฑ์ที่ต้องการในระดับ
อุตสาหกรรม หรือน าไปใช้เป็นแบคทีเรีย probiotic เพ่ือสุภาพ อีกทั้งยังมีการพัฒนาระบบการผลิต โปรตีน 
เอนไซม์ และ metabolite ต่างๆ ด้วยเทคนิคพันธุวิศวกรรม เพ่ือให้สามารถผลิตได้ในปริมาณสูง ท าให้
บริสุทธิ์ได้ง่าย เหมาะสมกับการประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรม 

 
อย่างไรก็ตาม ถึงแม้แบคทีเรียในกลุ่ม LAB จะมีสถานะ GRAS แต่ LAB ที่มีคุณสมบัติเป็น GMO คือ

ได้รับการปรับแต่งพันธุกรรม จะต้องได้รับการตรวจสอบ และยืนยันก่อน ปลอดภัยต่อการใช้เป็นอาหารโดย
องค์การที่น่าเชื่อถือ เช่น FDA ก่อน ซึ่งการน า LAB ที่ได้รับการปรับแต่งพันธุกรรมไปใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารนั้น จะถูกควบคุมอย่างเคร่งครัด อาทิเช่น เซลล์เจ้าบ้าน หรือ host strain ที่จะใช้ในการสร้าง
ผลิตภัณฑ์ จะต้องมีสถานะ GRAS ต้องได้รับการวิเคราะห์ลักษณะอนุกรมวิธานอย่างถูกต้อง ชัดเจน มีความ
เสถียร ต้องไม่ใช้ selection maker ที่เป็น antibiotic resistance, หรือ แบบอ่ืนที่ต้องมีการใส่ โลหะหนัก
ในการคัดเลือกและรักษาสภาพ นอกจากนั้นแล้วต้องไม่ผลิตสารพิษ (toxin) และสารที่ก่อให้เกิดอาการภูมิแพ้ 
(allergens)  รวมทั้งวิธีการตัดต่อยีน ต้องเป็นไปตามหลักการ self-cloning และ ระบบการผลิตต้องเป็น
ระบบที่เสถียร  

 
ความหมายของหลักการ self-cloning มีหลายระดับ คืออาจหมายถึงยีนที่น าไปตัดต่อให้แสดงออกต้อง

มาจากสิ่งมีชีวิตใน genus เดียวกัน หรือหากไม่ใช่ ก็ต้องเป็นยีนจากสิ่งมีชีวิตที่มีสถานะ GRAS ด้วยกัน ทั้งนี้ 
สิ่งมีชีวิตที่ได้รับการปรับแต่งพันธุกรรมด้วยวิธีการ self-cloning ไม่ถือว่าเป็น GMO หากใช้ในวงที่จ ากัด แต่
จะถูกจัดว่าเป็น GMO ก็ต่อเมื่อมีการปลดปล่อยออกไปสู่ สิ่งแวดล้อม อาทิเช่นการใส่ลงไปในผลิตภัณฑ์
อาหารโดยตรง   จนถึงปัจจุบัน มีแบคทีเรียในกลุ่ม LAB ที่ถูกน ามาพัฒนาเพ่ือใช้ในการแสดงออกของยีน 
เพ่ือผลิต โปรตีนปรับแต่งพันธุกรรมอยู่มากพอสมควร แต่ส่วนใหญ่เป็นของห้องปฏิบัติการที่คิดค้น ไม่ได้มีขาย
ในท้องตลาด  

 
ระบบการแสดงออกของยีนในแบคทีเรีย LAB ที่สามารถชักน าให้แสดงออกได้ตามความต้องการ 

(Inducible gene expression system) และมีความปลอดภัยส าหรับการใช้ในอุตสาหกรรมอาหารมีหลาย
ชนิด ขึ้นกับ ชนิดของ promoter ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน อาทิเช่น promoter ที่ควบคุมการใช้
น้ าตาล, ควบคุมการผลิต heat shock protein, หรือควบคุมการสังเคราะห์ bacteriocin  โดยระบบการ
แสดงออกประเภทแรกที่ถูกน ามาใช้ในการแสดงออกของยีนเพ่ือผลิตโปรตีนปรับแต่งพันธุกรรมส าหรับ
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อุตสาหกรรมอาหาร ที่ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก และมีจ าหน่ายในท้องตลาด มีอยู่เพียงประเภทเดียวคือ 
ระบบ NICE (NIsin-Controoled Expression) ซึ่งใช้ Nisin ซึ่งเป็น class I baceriocins หรือ 
antibacterial peptide ความยาว ๓๔ กรดอะมิโน เป็นตัวชักน าให้ยีนแสดงออก ซึ่งการชักน านั้นมีลักษณะ
เป็นสัดส่วนโดยตรง (linear dose-response) คือหากมีปริมาณสารชักน ามาก จะมีการผลิตโปรตีนออกมา
มาก  ซึ่งเป็นข้อดีของระบบผลิตโปรตีนประเภทนี้ เพราะสามารถควบคุมการแสดงออกของโปรตีนได้ตาม
ต้องการ โดยเฉพาะโปรตีนที่มีความเป็นพิษต่อแบคทีเรีย เรียกระบบการชักน าในลักษณะนี้ว่า  quorum 
sensing เพราะเป็นระบบที่แบคทีเรียใช้ควบคุมประชากรในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติ จนถึงปัจจุบัน 
ห้องปฏิบัติการต่างๆ ทั่วโลก ได้พัฒนาระบบการแสดงออกของยีนโดยการชักน าด้วยระบบ  quorum 
sensing ในแบคทีเรียในกลุ่ม LAB อ่ืนๆ อีก อาทิเช่น ใน Lacobacillus sakei และ Lb. plantarum   โดย
ระบบการแสดงออกของยีนใน Lb. plantarum ซึ่งเป็นระบบที่จะใช้ในโครงการวิจัยนี้ แสดงดังในรูปที่ ๒ 
 
ระบบการผลิตโปรตีนด้วย pheromone-based quorum sensing ใน Lacobacillus plantarum 
(Diep et al., 2009) 
 

ระบบการแสดงโปรตีน ใน L. plantarum เป็นระบบที่ใช้ promoter ที่ควบคุมการท างานแบบ 
quorum sensing ส าหรับการสังเคราะห์สารต่อต้านแบคทีเรีย bacteriocin  ชนิด sakasin A และ P ซึ่ง
สามารถใช้ในการควบคุมการแสดงออกของยีนได้ทั้งใน Lactobacillus sakei และ Lactobacillus. 
planatarum  โดยพลาสมิด ที่ใช้ในการควบคุมการแสดงออกด้วยระบบ quorum sensing ของ sakasin นี้ 
คือ pSIP vectors (รูปที่ ๓) ซึ่งถูกออกแบบมาเป็นสัดส่วนต่างๆ ได้แก่ ส่วน promoter, ยีนที่ต้องการ
แสดงออก, replicon, และ selection marker เพ่ือ ให้ง่ายต่อการตัดต่อให้เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ในการ
ใช้งานต่างๆ  ในขั้นแรก selectable maker ของ pSIP vector เป็น antibiotic resistance ต่อ 
erythromycin ต่อมาจึงได้มีการพัฒนาเป็น selection maker ชนิดอื่นที่เหมาะสมกับการใช้ในอุตสาหกรรม
อาหาร  ซึ่ง มีให้เลือกใช้ได้หลายรูปแบบ อาทิเช่น alanine racemase ซึ่งจะใช้ในโครงการนี้ 
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รูปที่ ๒ แผนภาพแสดงการควบคุมการท างานของยีนแบบquorum sensing ส าหรับการสร้าง 
bacteriocin ใน Lactobacili (Diep et al., 2009) รูป A ABC คือโปรตีน transporter ท าหน้าที่ส่ง 
inducing peptide (IP) และ bacteriocin ออกนอกเซลล์; IM คือ immunity protein ช่วยคุ้มกันไม่ให้
เซลล์ถูกท าลายโดย bacteriocin; HPK คือ histidine protein kinase, CM คือ cell membrane หรือ
ผนังซลล์ เมื่อ HPK จับกับ IP ส่วนที่โผล่ออกมาทางด้านในเซลล์ (cytoplasmic domain) จะถูกเติมหมู่
ฟอสเฟต (phosphorylation); RR คือ response regulator ประกอบด้วย receiver domain (RD)1 ซึ่ง
จะถูกเติมหมู่ฟอสเฟต ด้วย HPK และ DNA-binding domain (DBD) รูป B แสดงโครงสร้างของ HPK และ 
RR รูป C แสดงแผนผังของ operon ที่ควบคุมการผลิต plantaricins (pln), sakacin A (sap) และ sakacin 
P (spp) รูป D แสดงรายละเอียดของล าดับ DNA ของ promoter ที่เกี่ยวข้องต่างๆ รูป E แสดงแผนผังของ 
spp regulon และ sap regulon ยีน IP, K, และ R เป็นยีนของ IP, HPK, และ RR; A และ Q เป็นยีนของ 
bacteriocin precursors; iA และ iQ เป็นยีนของ immunity; T และ E เป็นยีนของ ABC-trasporter และ
โปรตีนประกอบร่วม (accessory protein); IS1163 คือ IS-element; รูปธงเป็นเครื่องหมายแสดงว่าเป็น 
promter ที่สามารถควบคุมการท างานได้ (regulated promoters) 
 

ในโครงการวิจัยนี้ ผู้วิจัยจะใช้พลาสมิด หรือ vector pSIP409 ซึ่งเป็นพลาสมิดที่ใช้ sakasin P (spp) 
regulon เป็นตัวควบคุมการแสดงออกของยีน โดยจะใช้ vector ๒ แบบ คือแบบที่มียีนต้านยาปฏิชีวนะ 
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erythromycin เป็น selection marker และ แบบที่ใช้ยีน alanine racemase (alr) เป็น selection 
marker ส่วนประกอบของ vector แสดงดังรูปที่ ๓   

 
 

 
 
รูปที่ ๓ แผนผังของเวคเตอร์ pSIP409 ที่ใช้ในการวิจัยนี้ 
 
ยีนเป้าหมาย (target) ที่อยู่ในเวคเตอร์นี้สามารถถูกชักน าให้แสดงออกด้วย inducing peptide SppIP 

ซึ่งมีความยาว ๑๙ กรดอะมิโน และมีล าดับเป็น  Met-Ala-Gly-Asn-Ser-Ser-Asn-Phe-Ile-His-Lys-Ile-Lys-
Gln-Ile-Phe-Thr-His-Arg   ซึ่งสามารถชักน าการแสดงออกของยีนโดยจะจับกับ promoter PssIP ซึ่งเป็น 
promoter ที่ควบคุมได้ดีมาก ไม่มีการรั่ว (leak) หากไม่มีตัวกระตุ้น ยีนที่ถูกคุมจะไม่สามารถแสดงออกได้
เลย โดยปริมาณของ inducing peptide ที่ต้องใช้เพื่อให้สามารถชักน าการแสดงออกของยีนนั้น อยู่ในระดับ
ต่ า คือในช่วง 10-25 ng/ml จึงท าให้ประหยัดค่าใช้จ่าย อีกท้ังความสารถในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน
ยังแปรผันแบบตรงกับปริมาณ peptide ที่ใช้เมื่อความเข้มข้นของเปบไทด์อยู่ในระดับต่ าๆ อีกด้วย  เวคเตอร์
นี้สามารถใช้แสดงออกได้ทั้งใน เชื้อ Lactobacillus sakei และ Lactobacillus plantarum 
 
 ในโครงการวิจัยนี้ จะใช้ Lactobacillus plantarum เนื่องจาก เป็นแบคทีเรียที่ได้รับการศึกษาวิจัย
มาอย่างดี แบคทีเรียใน species นี้ถูกคัดแยกมาได้จากหลายแหล่ง เช่น อาหารหมัก, เศษพืช, อุจจาระ, และ
ของเหลวในช่องคลอด และล าไส้  ส่วนใหญ่แล้วมีสถานะ GRAS (Diep et al., 2009) และมีคุณสมบัติเป็น 
probiotic และมีความทนทานสูงในระบบทางเดินอาหาร จึงมีความเหมาะสมในการพัฒนาเป็น  functional 
food, โภชนเภสัชภัณฑ์ (neutraceutical) รวมทั้งเป็นพาหนะส่งผ่านโมเลกุล (delivery vehicle ไปยัง
ช่องว่างต่างๆ ในร่างกาย (body cavities) เพ่ือการรักษา หรือป้องกันโรคแนวใหม่ 
 

เนื่องจากเป้าหมายของโครงการนี้  ต้องการประยุกต์ใช้ระบบการแสดงออกของยีน เพ่ือผลิต  
recombinant protein ส าหรับการใช้ในอุตสาหกรรมอาหารอย่างแท้จริง vector ที่ใช้ในการแสดงออกของ
ยีน จึงต้องใช้ selection marker ที่เหมาะสม โดยในโครงการวิจัยนี้จะใช้ alanine racemase เนื่องจากมี
ข้อดีคือ เป็น selection marker แบบเติมเต็ม (complement) จึงไม่ต้องใส่สารใดๆ เพ่ิมเติมลงในน้ าเลี้ยง
เชื้อ ท าให้ช่วยลดต้นทุนได้ alanine racemase เป็นเอนไซม์ที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรีย เพราะ
ท าหน้าที่ในการเปลี่ยน L-alanine ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่พบได้ทั่วไปธรรมชาติ และอาหารเลี้ยงเชื้อ ให้เป็น D-
alanine ซึ่งจ าเป็นในกระบวนการสร้าง cell wall ของแบคทีเรีย  โดยในแบคทีเรียในกลุ่ม Lactococci 
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และ Lactobacilli นั้น มียีน alr เพียงยีนเดียว (Bron et al., 2002) ดังนั้นจึงสามารถก าจัดออกได้ง่าย เพ่ือ
สร้าง mutant ของ host ที่ไม่มียีนของเอนไซม์นี้อยู่ โดย host strain ที่จะใช้ซึ่งยีน alr ถูกก าจัดออกไปคือ 
Lactobacillus plantarum WCFS1 ดังนั้น cells นี้จะโตได้เฉพาะเมื่อมี vector pSIP409 (alr) อยู่เท่านั้น  
โดยการผลิต recombinant protein นั้น อาจก าหนดให้อยู่ภายในเซลล์ หรือให้หลั่งออกมาภายนอกโดยการ
เชื่อมต่อกับ signal peptide ที่เหมาะสมด้วยก็ได้ อย่างไรก็ตามความสามารถของ vector นี้ในการผลิต 
recombinant protein ที่ต้องการนั้น ทั้งแบบที่อยู่ภายในเซลล์ หรือให้หลั่งออกมาภายนอกนั้น อาจคาดเดา
ได้ยาก เพราะขึ้นกับชนิดของ โปรตีน  จึงต้องลองท าการค้นคว้าวิจัยดูว่าโครงสร้างของยีนของ 
recombinant enzyme แบบใดจึงจะเหมาะสมที่สุด อีกทั้งยังต้องท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิต recombinant protein ให้มากที่สุด โดยการปรับเปลี่ยน ปัจจัยภายนอกต่างๆ อาทิเช่น อุณหภูมิ, 
ปริมาณของ inducing peptide, pH, ความเข้มข้นของเซลล์ตั้งต้น และระยะเวลาในการชักน าเป็นต้น (Diep 
et al., 2009) 
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บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย ผลการวิจัย และการวิเคราะห์วิจารณ์ผลที่ได ้

3.1 การพัฒนาระบบการผลิตเอนไซม์ beta-mannanase และ chitosanase ด้วย Lactobacillus 
plantarum food grade expression system โดยให้เอนไซม์หลั่งออกมาภายนอก 
 
 ผู้วิจัยได้ท าการวิจัย โดยมีนักศึกษาปริญญาโท คือนางสาวปีณิดา นามวิจิตร เป็นผู้ท าวิจัยส่วน
เอนไซม์ Chitosanases (CsnA) และ นักศึกษาปริญญาเอก นายสุทธิพงษ์ ศักดิ์อุบล เป็นผู้ท าวิจัยส่วน b-
Mannanase (ManB) จากนั้นได้น าผลการวิจัยไปตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติที่มีการประเมิน
โดยผู้ทรงคุณวุฒิ (peer review) ซึ่งมีค่า ดัชนีผลกระทบ 4.4 อยู่ใน. Q1 โดยเป็นการร่วมมือกับมหาวิทยาลัย 
BOKU กรุงเวียนนา ประเทศ ออสเตรีย และ UNMB ประเทศ นอร์เวย์ ด้วย 
 
Sak-Ubol, S., Namvijitr, P., Pechsrichuang, P., Haltrich, D., Nguyen, T.H., Mathiesen, G., Eijsink, 
V.G., and Yamabhai, M. (2016). Secretory production of a beta-mannanase and a 
chitosanase using a Lactobacillus plantarum expression system. Microb Cell Fact 15, 81. 
 

รายละเอียด วิธีการทดลอง ผลการวิจัย การวิเคราะห์ และวิจารณ์ผล แสดงในหน้าถัดไปทั้งหมด ๑๒ 
หน้า 
 



 

 
 

12 

 



 

 
 

13 

 

 



 

 
 

14 

 

 
 
 
 
 
 



 

 
 

15 

 

 



 

 
 

16 

 

 
 
 



 

 
 

17 

 

 
 
 



 

 
 

18 

 

 
 
 
 



 

 
 

19 

 

 
 



 

 
 

20 

 

 
 
 
 
 



 

 
 

21 

 

 
 



 

 
 

22 

 

 
 
 
 



 

 
 

23 

 

 
 



 

 
 

24 

 

3.2 การพัฒนาระบบการผลิตเอนไซม์ beta-mannanase และ chitosanase ด้วย Lactobacillus 
plantarum food grade expression system โดยให้แสดงอยู่บนผิวของเซลล์ Lactobacillus 
 
 นอกจากนั้นแล้วผู้วิจัยยังได้ร่วมมือกับนักวิจัยที่ BOKU ประเทศออสเตรีย และ UNMB ประเทศ 
นอร์เวย์ ในการผลิตเอนไซม์ทั้ง ๒ โดยให้ display ติดอยู่บนผนังเซลล์ โดยไม่หลั่งออกมา อีกด้วย จากนั้นได้
น าผลการวิจัยไปตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ เดียวกัน คือ 
 
 
Nguyen, H.M., Mathiesen, G., Stelzer, E.M., Pham, M.L., Kuczkowska, K., Mackenzie, A., Agger, 
J.W., Eijsink, V.G., Yamabhai, M., Peterbauer, C.K., et al. (2016). Display of a beta-mannanase 
and a chitosanase on the cell surface of Lactobacillus plantarum towards the development 
of whole-cell biocatalysts. Microb Cell Fact 15, 169. 
 
รายละเอียด วิธีการทดลอง ผลการวิจัย การวิเคราะห์ และวิจารณ์ผล แสดงในหน้าถัดไปทั้งหมด ๑๔ หน้า 
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3.3 การใช้เอนไซม์ chitosanase ที่ผลิตจาด Lactobacillus plantarum food grade expression 
system ไปใช้เพิ่มมูลค่าไคโตซาน โดยการเปลี่ยนไปเป็น ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ หรือ คอซ 
 

 การวิจัยเรื่องสุดท้ายของโครงการวิจัยที่เสนอขอนี้ คือการน าเอนไซม์ที่ผลิตได้จาก food grade 
expression system ที่ได้พัฒนาขึ้นมา ไปใช้ย่อย ไคโตซาน ให้เป็น คอซ ซึ่งให้ผลดีเป็นที่น่าพอใจ แต่ยังมี
ข้อจ ากัดในการประยุกต์ใช้จริงคือ media ที่ใช้เลี้ยง มีกลิ่น และยังมีราคาสูง อีกทั้ง ยังต้องปรับระบบการ
ผลิตให้สามารถผลิตเอนไซม์ได้โดยไม่ต้องกระตุ้นด้วยสารชักน า ซึ่งผู้วิจัยจะพิจารณาท าการพัฒนาต่อยอด
ต่อไปหลังจากประเมินด้วยหลักการ design thinking และ ใช้ business canvas ประกอบ ตามแนวทาง 
entrepreneurialship 
 
 งานวิจัยหัวข้อสุดท้ายของโครงการวิจัยนี้ เป็นงานวิจัยเพ่ือใช้ประกอบเป็นส่วนหนึ่งของวิทยานิพนธ์
ระดับปริญญาโทของ นาย ชายน้อย เซิ่ม นักศึกษาจากประเทศกัมพูชา งานวิจัยนี้จะได้น าเสนอใน  
proceeding SUT International Virtual Conference on Science and Technology Nakhon-
Ratchasima, Thailand 28th August 2020 มีรายละเอียด ดังแสดงใน ๗ หน้าถัดไป 
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บทท่ี 4 
บทสรุป 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
 

แบคทีเรียผลิตกรดแลคติค เป็นโรงงานระดับเซลที่น่าสนใจ ในการใช้ผลิต โปรตีน และเอนไซม์ชนิด
ต่างๆ เพราะ แบคทีเรียในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ได้รับการรับรองว่ามีสถานะ ปลอดภัย และเพาะเลี้ยงได้ง่าย  
แบคทีเรียแลคโตบาซิลัส แพลนทารัม เป็นแบคทีเรียที่ ปลอดภัย และมีประวัติการใช้ในอาหารมายาวนาน  

ในส่วนแรกของการวิจัย เป็นการผลิตเอนไซม์ ไคโตซาเนส (CsnA) และ เบต้าแมนนาเนส (ManB) 
จากเชื้อ บาซิลัส  ออกจากแลคโตบาซิลัส แพลนทารัม ผลการทดลองพบว่า ทั้ง ManB และ CsnA สามารถ
ถูกผลิต และหลั่งออกมาจากเซลล์ได้เป็นอย่างดี โดยการใช้ระบบ pSIP ในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน 
เมื่อใช้ทั้ง ยีนต้านยาปฏิชีวนะ อีริโทรมัยซิน และ ยีน alr เป็นเครื่องหมายในการคัดเลือก 

ในส่วนที่ ๒ ของโครงการวิจัย เป็นการแสดงเอนไซม์ทั้ง ๒ บนผิวของ แลคโตบาซิลัส แพลนทารัม 
เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้ส าหรับเป็นตัวเร่งทางชีวภาพแบบ ทั้งเซลล์ ผลการศึกษาพบว่า 
เอนไซม์ สามารถยึดอยู่กับผิวเซล แลคโตบาซิลัส แพลนทารัม โดยยังมีฤทธิ์ย่อย แมนแนน และ ไคโตซาน ได้  
ดังนั้นจึงอาจใช้เซลล์ประเภทนี้ ในกระบวนการผลิตต่างๆ ในอุตสาหกรรมอาหารได ้

ในส่วนสุดท้ายของโครงการวิจัย เป็นการแสดงความส าเร็จในการพัฒนาและประยุกต์ใช้ระบบการ
แสดงออกของยีนเพ่ือการผลิตโปรตีนปรับแต่งพันธุกรรม ส าหรับอุตสาหกรรมอาหาร ของโครงการวิจัยนี้  
โดยเป็นการใช้ เอนไซม์ส าหรับอาหาร ที่ได้พัฒนาขึ้นในการผลิต คอซ ที่ละลายน้ าได้ จาก ไคโตซาน ที่สกัดได้
จากเปลือก กุ้ง ในปฏิกิริยาที่มีกรดแลคติก ผลการศึกษาวิจัยพบว่า สามารถผลิต คอซ ที่มีโครงสร้างสม่ าเสมอ 
ชัดเจน ด้วยระบบการผลิตเอนไซม์ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารที่ได้พัฒนาขึ้นมาในห้องปฏิบัติการ ซึ่งคอซ
เหล่านี้สามารถน าไปพัฒนาต่อยอดส าหรับอุตสาหกรรม อาหารคนและสัตว์ได้ต่อไป 

ประเด็นที่ส าคัญที่สุดที่จะต้องพัฒนาต่อไป จนสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้จริง นั้น คือจะต้องปรับ 
media ส าหรับเลี้ยงเชื้อให้ ถูกลง เพราะระบบปัจจุบันใช้ MRS ซึ่งมีราคาสูง และสูตรซับซ้อน อีกทั้งยังต้อง
ปรับระบบการแสดงออกของยีนให้ถาวรไม่ต้องใช้ peptide กระตุ้น และเมื่อจะน าไปพัฒนาต่อยอดให้เกิด
มูลค่าจริง จะต้องท าการวิเคราะห์ business model ด้วย design thinking สร้าง business model 
canvas เพ่ือพิจารณาแนวทางการต่อยอดให้เหมาะสม เพ่ือให้มั่นใจได้ว่า จะก่อให้เกิดประโยชน์ และรายได้
อย่างแท้จริง แม้ระบบนี้จะมีศักยภาพสูงมากก็ตาม 
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เอกสารอ้างอิงของโครงการวิจัย 
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ภาคผนวก ก  การผลิตบคุลากร 
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