
I 

 

โชติกา  โกศลัวิตร : การปรับแต่งยสีต ์Pichia pastoris เพื่อผลิตกรดไขมนัดีเอชเอ และความเป็น 
ไปไดใ้นการใชย้สีตน์ ้ ามนั Rhodotorula paludigena CM33 ส าหรับพลงังานชีวภาพ
(MODIFICATION OF Pichia pastoris FOR DOCOSAHEXAENOIC ACID (DHA) 
PRODUCTION AND THE POTENTIAL OF OLEAGINOUS YEAST Rhodotorula 
paludigena CM33 FOR BIOFUEL PRODUCTION) อาจารยท่ี์ปรึกษา : รองศาสตราจารย ์      
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เน่ืองจากไขมนัและกรดไขมนัมีความส าคญัและเก่ียวขอ้งกบัการด ารงชีวิตของมนุษยท์ั้งในแง่

ของอาหารและการด าเนินชีวิตประจ าว ัน ในวิทยานิพนธ์น้ี ได้ท าการตัดต่อพันธุกรรมยีสต์               
Pichia pastoris เพ่ือให้มีการสะสมของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัสูงชนิดดีเอชเอ (docosahexaenoic acid; 
DHA) โดยการสกัดยีน Δ2 desaturase (Δ2D) และ Δ6 elongase (Δ6E) จากปลาม้าลาย (Dario rerio) 
และยีน Δ4 desaturase (Δ4D) จากสาหร่ายทะเลขนาดเล็ก  (Isochrysis galbana) แล้วโคลนเข้าสู่         
พลาสมิด pGAP และตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ ผลการวิเคราะห์พบว่ายีนทั้งหมดมีความถูกตอ้ง
เม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอ้มูล NCBI จากนั้นน ายีนทั้ ง 3 มาตัดต่อให้อยู่ภายในพลาสมิดเดียวกัน          
เกิดเป็นพลาสมิดลูกผสม pGAP-Δ2DΔ6EΔ4D แล้วน าส่งเข้าสู่ยีสต์ P. pastoris หลังจากส้ินสุด            
การเล้ียงในสภาวะท่ีก าหนด พบว่ายีสตด์งักล่าวมีการสะสมของดีเอชเอสูงถึง 1.67 มิลลิกรัมต่อกรัม
ยีสต์แห้ง ในขณะท่ีไม่พบการสะสมของดีเอชเอในยีสต์ท่ีไม่มีพลาสมิดลูกผสมและยีสต์ท่ี มี              
พลาสมิดเปล่า จากผลการทดลอง สรุปได้ว่ายีนทั้ งหมดสามารถท างานร่วมกันจนเกิดการสร้าง          
และสะสมดีเอชเอในยสีต ์P. pastoris  

นอกจากน้ี ยีสต์ในกลุ่มท่ีมีการสะสมไขมนัสูง  (oleaginous yeasts) ก าลังได้รับความสนใจ        

เพื่อใช้ส าหรับผลิตพลังงานชีวภาพ เน่ืองจากมีขอ้เด่นหลายประการรวมทั้งยงัสามารถเจริญได้ใน       
ของเสียหรือของเหลือท้ิงจากภาคอุตสาหกรรม จึงได้ท าการคัดเลือกยีสต์น ้ ามันจากธรรมชาติ             

โดยใชเ้ทคนิคการยอ้มไขมนัดว้ย Nile Red (NR) fluorescence dye จากนั้นวดัค่าแสงฟลูออเรสเซนต์
โดยใช้เทคนิค flow cytometry พบว่า ยีสต์ CM33 มีค่า relative Mean Fluorescence Intensity (MFI) 
และการสะสมไขมนัสูงสุด จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-5.8S-ITS rDNA พบว่า

ยีสตด์งักล่าว คือ Rhodotorula paludigena และไดท้ าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดของยสีต ์         
R. paludigena CM33 เ ป็น ท่ี เ รียบร้อยแล้ว  โดยสามารถสืบค้นได้ท่ีฐานข้อมูล  DDBJ/ENA/            

GenBank ภายใต้  BioProject PRJNA491831 BioSample SAMN10089541 รหัส  SWEA00000000.1          
Assembled genome sequences รหัส  SWEA01000001-SWEA01000078 และ  Raw data sequences                             

รหัส SRX6085390 จากนั้ นเม่ือทดลองเล้ียงยีสต์ดังกล่าวในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแหล่งคาร์บอนท่ี
หลากหลาย ได้แก่ กลูโคส กลีเซอรอล ซูโครส และไซโลส พบว่า ยีสต์ CM33 มีการสะสมไขมนั 
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DHA/OLEAGINOUS YEAST/FATTY ACID BIOSYNTHESIS/BIOFUELS 

 

Lipid and fatty acids are known to be important molecules for human daily life both as 

food and fuel. In this thesis, docosahexaenoic acid (DHA) which is important for human 

health was produced by co-expression of desaturase and elongase genes. The Δ2 desaturase 

(Δ2D) and Δ6 elongase (Δ6E) genes from zebrafish (Dario rerio) and Δ4 desaturase (Δ4D) 

gene from marine microalgae (Isochrysis galbana) were cloned into plasmid under the 

constitutive GAP promoter. Sequences of the deduced amino acids of all 3 genes showed that 

they contained conserved regions important for their activities. The co-expression of these 3 

genes using Pichia pastoris as expression host showed that DHA was produced in 

recombinant yeast but was not detected in non-transformed Pichia and Pichia transformed 

with empty plasmid. Cultivation under certain conditions led to maximum DHA production 

of 1.67 mg/g DCW. The accumulation of DHA indicated the successful co-expression of 

Δ2D, Δ6E and Δ4D genes in P. pastoris.  

Moreover, oleaginous yeasts are the future of biofuel production due to their numerous 

advantages. They not only require a short time, are easy to manipulate, and can cultivate to 

high cell density, but they also are able to grow in various carbon sources and waste materials. 

Therefore, oleaginous yeasts were screened using Nile Red ( NR)  fluorescence dye staining 

coupled with flow cytometry techniques.  Strain CM33 showed the highest relative Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) value, which correlated with the maximum lipid content when 



 




