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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

 ในปัจจุบันนี้เอทานอลได้กลายเป็นแหล่งพลังงานทางเลือกที่ส าคัญ เนื่องจากการลดลงอย่าง

ต่อเนื่องของเชื้อเพลิงจ าพวกฟอสซิลที่มีอย่างจ ากัด เอทานอลที่ผลิตด้วยกระบวนการหมักเรียกกัน

โดยทั่วไปว่าไบโอเอทานอล หรือเอทานอลชีวภาพ ซึ่งถือว่าเป็นวิธีการแก้ปัญหาบางส่วนส าหรับวิกฤต

พลังงานทั่วโลก ประเทศไทยถือว่าเป็นผู้ผลิตมันส าปะหลังที่ใหญ่ที่สุดเป็นอันดับสามของโลก ซึ่งมัน

ส าปะหลังเป็นพืชที่มีคาร์โบไฮเดรตสูงและเป็นสารตั้งต้นที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลในราคาที่

ต่ าลงได้ กระบวนการหมักเอทานอลในอุตสาหกรรมโดยทั่วไปประกอบด้วยสองขั้นตอนหลักคือการย่อย

สลายแป้งและการหมัก แต่เนื่องจากจุลินทรีย์ที่ส าคัญ เช่น เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ไม่มี

การผลิตเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายแป้ง (amylolytic enzyme) จึงไม่สามารถใช้แป้งโดยตรงส าหรับ

การเจริญเติบโตและการหมักได้ ดังนั้นกระบวนการหมักจึงต้องใช้พลังงานและเอนไซม์ย่อยสลายแป้ง

จ านวนมากเพ่ือเปลี่ยนแป้งไปเป็นเจล จากนั้นท าให้เป็นของเหลวแล้วเปลี่ยนเป็นเดกซ์ทรินก่อนการหมัก

ของแป้งดิบเพ่ือผลิตเอทานอล 

ด้วยสาเหตุดังกล่าวนี้ได้มีการแนะน าว่าการใช้ยีสต์ S. cerevisiae ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรม

ให้มีการแสดงออกของเอนไซม์ย่อยสลายแป้ง (amylolytic enzyme) ซึ่งอาจจะสามารถย่อยสลายแป้ง

และเข้าสู่ขั้นตอนการหมักได้ในขั้นตอนเดียว ซึ่งการปรับปรุงสายพันธุ์นี้จะสามารถลดต้นทุนและ

ค่าใช้จ่ายด้านพลังงานให้กับโรงงานผลิตเอทานอลในปัจจุบันได้ และท าให้สามารถผลิตเอทานอลเชิง

การค้าได้มากขึ้น ในโครงการนี้ การเปลี่ยนแปลงแป้งมันส าปะหลังโดยกระบวนการทางชีวภาพให้เป็น

น้ าตาลเพ่ือการหมักทดสอบโดยการใช้ยีสต์ S. cerevisiae 2 สายพันธุ์ใหม่ที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม 

ได้ แก่  S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1(ผลิ ตกลู โคอะไม เลส )  และ S. cerevisiae TISTR 

5596/pSWA2 (ผลิตแอลฟ่าอะไมเลส) ซึ่ง ยีน GAM1 และยีน SWA2 แต่ละยีนถูกตัดต่อเข้าพลาสมิด

ส าหรับแสดงออกภายใต้การควบคุมการท างานของ GAP โปรโมเตอร์เพ่ือสร้างพลาสมิด pGAM1 และ 

pSWA2 ตามล าดับ โดยพลาสมิด pGAM1 และ pSWA2 นี้ถูกถ่ายเข้าสู่โครโมโซมยีสต์ ยีสต์แต่ละสาย

พันธุ์ที่รับเอาพลาสมิด pGAM1 หรือ pSWA2 เข้าไปนั้น จากการตรวจ พบกิจกรรมของการแสดงออก

ของเอนไซม์ย่อยสลายแป้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบ ซึ่งบ่งชี้ให้เห็นว่าสายพันธุ์ยีสต์ที่

ถูกดัดแปลงนี้มีการแสดงออกของยีน SWA2 และ GAM1 ที่สามารถผลิตและหลั่งเอนไซม์แอลฟาอะ

ไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ท างานได้ ตามล าดับ ในชุดการหมักของการศึกษานี้ได้ใช้แป้งมันส าปะหลัง
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เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว ความสามารถของ S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 S. 

cerevisiae TISTR5596/pSWA2 และการเลี้ ยงร่วมกันของทั้ งสองสายพันธุ์คือ  S. cerevisiae 

TISTR5596/pGAM1 และ S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 โดยใช้แป้งมันส าปะหลังเพ่ือการผลิตเอ

ทานอล พบว่าแต่ละสายพันธุ์ในชุดการหมักนี้สามารถที่จะย่อยสลายแป้งมันส าปะหลังภายใต้เงื่อนไข

การหมักเอทานอลได้ และพบว่าผลผลิตของเอทานอลสูงสุดที่ได้รับเท่ากับ 0.489 ± 0.010 0.465 ± 

0.012 และ 0.516 ± 0.021 กรัม เอทานอล ต่อ กรัมของสารตั้งต้นที่ใช้ ที่ 12 วัน ตามล าดับ และได้

ปริมาณเอทานอลมากสุดเท่ากับ 1.992 ± 0.248 1.478 ± 0.267 และ 2.977 ± 0.020 กรัมต่อลิตรที่ 

25 วัน ตามล าดับ โดยที่การเลี้ยงร่วมกันของทั้งสองสายพันธุ์คือ S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 

กับ S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 ได้ผลผลิตเอทานอลที่สูงและอัตราการผลิตมากกว่าการเลี้ยง

เพียงสายพันธุ์เดียว ดังนั้นยีสต์ลูกผสมสามารถเปลี่ยนแป้งเป็นเอทานอลด้วยกระบวนการตัดต่อ

พันธุกรรมได้ส าเร็จ ยีนที่ถูกถ่ายโอนครั้งนี้สามารถแสดงออกในสายพันธุ์เจ้าบ้านได้ ซึ่งถือได้ว่าเป็น

จุดเริ่มต้นในการพัฒนาสายพันธุ์ยีสต์ที่ผลิตเอทานอลในอนาคตต่อไป 
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Abstract 

Recently, ethanol has become an alternative energy because of the continuous 

reduction of limited fossil fuel stock. Ethanol produced by a fermentation process, 

generally referred as bioethanol, is considered to be a partial solution to the 

worldwide energy crisis. Thailand is the world’s third largest producer for cassava. 

Cassava is an efficient carbohydrate crop and cheap substrate for conversion to 

ethanol. Traditionally, industrial bioethanol fermentation involves two major steps: 

cassava starch hydrolysis and fermentation. Saccharomyces cerevisiae, lacks amylolytic 

activity and is unable to directly utilize starch for growth and fermentation. It requires 

intensive amount energy and starch hydrolysis enzyme to gelatinize, liquefy and 

dextrinize the raw starch before fermentation to produce ethanol.  

It has been suggested that genetically engineered yeast which expresses 

amylolytic enzymes could potentially simultaneous starch hydrolysis and fermentation. 

This improvement could greatly reduce the capital and energy cost in current 

bioethanol producing plants and make bioethanol production more economic. 

In this project, bioconversion of cassava starch to fermentation sugar was investigated 

using two genetically modified S. cerevisiae strains, S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 

(expressing glucoamylase) and S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 (expressing α-amylase). 

Each of GAM1 gene and SWA2 gene was cloned downstream of a constitutive 

promoter, GAP, to obtain yeast expression plasmid named pGAM1 and pSWA2, 
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respectively. These plasmids were introduced into the S. cerevisiae chromosome. Each 

of the pGAM1 and pSWA2 harboring yeast showed detectable amylolytic activity in the 

culture supernatant. This indicated that the pGAM1 and pSWA2 harboring yeast 

secreted biologically active glucoamylase and α-amylase, respectively. In batch 

fermentation, the ability of S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 and S. cerevisiae 

TISTR5596/pSWA2 and the co-cultured of S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 and S. 

cerevisiae TISTR5596/pSWA2 on cassava starch utilization and ethanol production were 

evaluated. The maximum ethanol yield was obtained at the level of 0.489 ± 0.010, 

0.465 ± 0.012 and 0.516 ± 0.021 g ethanol/g substrate consumed at 12 days, 

respectively. The maximum ethanol concentration was obtained at the level of 1.992 ± 

0.248, 1.478 ± 0.267 and 2.977 ± 0.020 g/l at 25 days, respectively. The co-cultured of 

S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 and S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 produced ethanol 

with higher liters and yields than those of single culture. The recombinant yeast that 

can convert starch to ethanol was successfully engineered. The transgene was 

expressed in host strain. This is the promising start for future ethanol producing yeast 

development. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำกำรวิจัย 

 การผลิตและการใช้เอทานอลทั่วโลกมีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง ซึ่งสาเหตุมาจากราคาน้้ามัน
ในตลาดโลกท่ีเพ่ิมขึ้นและนอกจากนี้ยังมีความกังวลต่อสถานการณ์ของภาวะโลกร้อนอีกด้วย (Chandel 
et al., 2007) พืชหลักที่น้ามาใช้ในการผลิตเอทานอลคือ อ้อยและ พืชที่มีการเก็บสะสมแป้ง ประเทศ
ไทยเป็นผู้ผลิตมันส้าปะหลังเป็นอันดับสามของโลก ซึ่งมันส้าปะหลังมีปริมาณแป้งสูงและต้นทุนในการ
เพาะปลูกต่้า (Office of Agricultural Economics, 2008) จึงได้ถูกน้ามาใช้ในการผลิตเอทานอล 
ดังนั้นในการผลิตเอทานอลจากแป้งมันส้าปะหลังจะต้องเปลี่ยนแป้งเป็นน้้าตาลกลูโคสโดยการย่อยแป้ง

ด้ วย เอน ไซม์  สองชนิ ดคื อ  glucoamylase (EC 3.2.1.3) และ  α-amylase (EC 3.2.1.1) แต่ ใน
กระบวนการย่อยแป้งในปัจจุบันโดยทั่วไปพบว่าต้องใช้เอนไซม์ทั้งสองชนิดในปริมาณที่สูงและยังต้องใช้
ความร้อนในการต้มแป้งให้เป็นเจลก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ (Eksteen et al., 2003) ซึ่งกระบวนการ
ดังกล่าวนี้พบว่ามีค่าใช้จ่ายสูงทั้งปริมาณเอนไซม์ที่ใช้และพลังงานความร้อนที่ใช้ส้าหรับการย่อยแป้ง 
(De-mot et al., 1985) 
  Saccharomyces cerevisiae คือยีสต์สายพันธุ์ที่ได้รับการยอมรับว่าสามารถผลิตเอทานอล
จากกลูโคสได้ดี แต่ไม่สามารถผลิตเอทานอลจากแป้งได้โดยตรง เพราะไม่พบการผลิตเอนไซม์ส้าหรับ
ย่อยแป้ง ดังนั้นได้มีนักวิจัยหลายคนที่ได้พยายามแก้ไขปัญหานี้ด้วยการประยุกต์ใช้กระบวนการดัดแปลง
พันธุ์กรรมของยีสต์ ให้สามารถย่อยแป้งและใช้แป้งในการผลิตเอทานอลได้โดยตรง (Ashikari et al., 
1989; Cole et al., 1988; Inlow et al., 1988; Nakamura et al., 1997) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มี
งานวิจัยใดๆ ที่ดัดแปลงพันธุกรรมของยีสต์ดังกล่าวนี้เพ่ือน้าไปใช้ในการย่อยแป้งมันส้าปะหลังให้เป็นเอ
ทานอลได้โดยตรง 
 ดังนั้นในงานวิจัยนี้ได้มีวัตถุประสงค์เพ่ือหมักเอทานอลจากแป้งมันส้าปะหลังซึ่งมีการเพาะปลูกอยู่
มากมายและลดขั้นตอนในการหมักเอทานอล จึงได้ด้าเนินการดัดแปลงพันธุกรรมของยีสต์ S. 
cerevisiae ให้มีความสามารถในการย่อยแป้งมันส้าปะหลังเพ่ือผลิตเอทานอลได้โดยตรง โดยด้าเนินการ
สร้างพลาสมิดลูกผสมและ พัฒนายีสต์ลูกผสม 2 สายพันธุ์ที่มีการผลิตเอนไซม์ glucoamylase (GAM1) 

และสายพันธุ์ที่ผลิต α-amylase (SWA2) เพ่ือหมักแป้งมันส้าปะหลังให้ เป็นเอทานอลได้ เพ่ือให้

งานวิจัยครั้งนี้ประสบผลส้าเร็จ ได้มีการสร้าง พลาสมิดลูกผสมที่ยีน glucoamylase หรือยีน α-
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amylase แทรกอยู่ภายใต้การควบคุมของ GAP promoter จากนั้นพลาสมิดลูกผสมได้ถูกถ่ายโอนเข้า
ไปในจีโนมของยีสต์สายพันธุ์ธรรมชาติ จากนั้นยีสต์ที่ได้รับการถ่ายโอนยีนจะถูกน้าไปทดสอบการ
เจริญเติบโตและการใช้แป้งมันส้าปะหลัง พร้อมทั้งน้าไปศึกษาการผลิตเอทานอลโดยตรงในระบบการ
หมักแบบ batch 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.2.1 ส กั ด แ ย ก ยี น  glucoamylase (GAM1) แ ล ะ  α-amylase (SWA2) จ า ก ยี ส ต์ 
Debaryomyces occidentalis  

1.2.2 สร้าง S. cerevisiae สายพันธุ์ที่มียีน glucoamylase หรือ α-amylase แทรกอยู่ใน
โครโมโซม 

1.2.3 ทดสอบความสามารถและการท้างานของยีน GAM1 หรือ SWA2 ใน S. cerevisiae ที่
ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมโดยใช้ แป้งมันส้าปะหลังเป็นแหล่งพลังงานเพียงอย่างเดียวในกระบวนการ
หมักเอทานอลแบบ batch 

 

1.3 สมมุติฐำนกำรวิจัย 

 ยีสต์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมด้วยยีน glucoamylase หรือ α-amylase สามารถใช้แป้งมัน
ส้าปะหลังและเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้โดยตรง 

 

1.4 ขอบเขตและข้อจ ำกัดในกำรศึกษำ 

 ยีน glucoamylase และ α-amylase ถูกสกัดแยกจากยีสต์ D. occidentalis และ สร้างยีสต์ที่

ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสองสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ glucoamylase หรือ α-
amylase โดยแต่ละยีนถูกแทรกเข้าไปในโครโมโซมของยีสต์โดยวิธี homologous recombination 

โดยยีสต์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมถูกทดสอบความสามารถของการสร้าง glucoamylase หรือ α-
amylase โดยใช้แป้งมันส้าปะหลังเป็นแหล่งพลังงานเพียงอย่างเดียวเพ่ือการเจริญเติบโตและการหมักเอ
ทานอลในขวดเลี้ยง 
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1.5 ผลที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.5.1 สามารถสกัดแยกยีน Glucoamylase (GAM1) หรือ α-amylase (SWA2) จากยีสต์ 
D. occidentalis ได ้

1.5.2 ได้ยีสต์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมโดยการแทรกยีน glucoamylase หรือ α-
amylase เข้าไปในโครโมโซมของ S. cerevisiae สายพันธุ์ธรรมชาติ 

1.5.3 S. cerevisiae สายพันธุ์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสามารถสร้างและหลั่งเอนไซม์ 

glucoamylase หรือ α-amylase เพ่ือย่อยแป้งมันส้าปะหลังได้ และยีสต์สายพันธุ์ที่ผ่านการดัดแปลง
พันธุกรรมเหล่านี้จะสามารถใช้แป้งมันส้าปะหลังเพ่ือผลิตเอทานอลได้ในขั้นตอนเดียว 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 พลังงานทดแทนจากเอทานอล 

ปัจจุบัน ทั่วโลกมีการขยายตัวทางด้านอุตสาหกรรม เกษตรกรรม และการคมนาคมขนส่งมาก 

ขึ้น ท าให้ความต้องการพลังงานเชื้อเพลิงมีมากขึ้นตามไปด้วย ส่งผลให้ราคาของน้ ามันเชื้อเพลิงสูงขึ้น 

จนท าให้เกิดภาวะวิกฤตการณ์น้ ามันเชื้อเพลิง ดังนั้นหลายประเทศจึงมีการวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาและ

การใช้ พลังงานอ่ืนๆ มาทดแทน เพ่ือลดการใช้น้ ามันเชื้อเพลิงจากฟอสซิล (Lang et al., 2001; 

Bothast et al., 2005)  ประเทศไทยเป็นอีกประเทศหนึ่งที่ ให้  ความส าคัญกับพลังงานทดแทน 

โดยเฉพาะพลังงานจากเอทานอล เพราะพลังงานเอทานอลจัดได้ว่าเป็น พลังงานสะอาดที่สามารถ

น ามาใช้ทดแทนพลังงานเชื้อเพลิงจากซากฟอสซิลได้เป็นอย่างดี ส่งผลดีต่อ เศรษฐกิจภายในประเทศ 

และยังช่วยลดปัญหามลพิษด้านสิ่งแวดล้อม เนื่องจากเอทานอลเป็นเชื้อเพลิงที่ ไร้สารมลพิษ เช่น 

ซัลเฟอร์ และมีโมเลกุลของออกซิเจนเป็นส่วนประกอบถึงร้อยละ 35 โดยน้ าหนัก เมื่อน ามาใช้เป็น

เชื้อเพลิงในรถยนต์จึงเกิดการเผาไหม้ที่สมบูรณ์กว่าเชื้อเพลิงทั่วไป  ตัวอย่างเช่น การใช้น้ ามัน แก๊ส

โซฮอล์ E10 คือน้ ามันเชื้อเพลิงส าหรับเครื่องยนต์ที่ได้จากการผสมระหว่างน้ ามันเบนซินกับเอทานอล ที่

มีความบริสุทธิ์ไม่ต่ ากว่าร้อยละ 99.5 โดยปริมาตรในอัตราส่วน 9:1 หรือ น้ ามันเบนซินร้อยละ 90 และ 

เอทานอลร้อยละ 10 โดยปริมาตร เป็นต้น (Papong and Malakul, 2010)  

 ในปัจจุบัน ประเทศไทยมีการ ผลิตเอทานอลโดยใช้วัตถุดิบหลัก 2 ประเภท คือ วัตถุดิบประเภท

น้ าตาล เช่น อ้อยและกากน้ าตาล และวัตถุดิบประเภทแป้ง เช่น มันส าปะหลังและข้าวโพด เป็นต้น ซึ่ง

วัตถุดิบดังกล่าวที่น ามาใช้หมักนี้มีจ านวนมาก ดังนั้นการน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการหมักนี้จึงเป็นการ

เพ่ิมมูลค่าของผลผลิตทางการเกษตรได้เป็นอย่างดี เอทานอลเป็นพลังงานทางเลือก หนึ่งที่หลายประเทศ 

ได้ให้ความส าคัญ จากข้อมูลส านักงานสารสนเทศด้านพลังงานของสหรัฐฯ พบว่า ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2543- 

2553 ความต้องการใช้เอทานอลเพ่ิมขึ้น จาก 285.2 พันบาเรลต่อวัน เป็น 1,418.5 พันบาเรลต่อวัน 
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หรือประมาณปีละ 82,000 ล้านลิตร หรือเพ่ิมข้ึนเฉลี่ยร้อยละ 17.9 ต่อปี ส าหรับประเทศที่ใช้ เอทานอล

รายใหญ่ 5 อันดับแรกของโลก (มีสัดส่วนรวมกันมากถึงร้อยละ 92.9 ของความต้องการใช้ทั่วโลก) ได้แก่ 

สหรัฐฯ 838.8 พันบาเรลต่อวัน (คิดเป็นร้อยละ 59.1 ของการใช้ทั่วโลก) บราซิล 381.9 พันบาเรลต่อวัน 

จีน 37 พันบาเรลต่อวัน แคนาดา 32 พันบาเรล ต่อวัน และเยอรมัน 25 พันบาเรลต่อวัน ส าหรับ

ประเทศไทย เป็นผู้บริโภคอันดับ 9 ข อ ง โ ล ก อ ยู่ที่ 7 พันบาเรลต่อวัน (รูปภาพที่ 2.1) (htttp: 

//www. ethanolrfa.org/industry/statistics, 2013) 

 

 

รูปภาพที่  2.1 การใช้ เอทานอลของโลก  (ที่มา htttp: //www.ethanolrfa.org/industry 

/statistics, 2013) 

2.2 แป้ง 

 แป้ง เป็นพอลิแซคคาไรด์ที่เกิดจากกลูโคสจ านวนหลายพันโมเลกุลมาต่อกัน มีโครงสร้างเป็นทั้ง

แบบสายยาวและแบบกิ่งก้านสาขา แป้งมีมากในพืชประเภทเมล็ดและหัว เมื่อแป้งถูกความร้อนจะ

กลายเป็นเด็กซ์ตริน ซึ่งเป็นสารที่มีรสหวานเล็กน้อยและมีสมบัติเหนียวแบบกาว โครงสร้างของแป้ง

 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B9%8C%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A7
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ประกอบด้วยพอลิเมอร์ของกลูโคสสองชนิดคือ แอมิโลส ไม่แตกกิ่ง ต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกแบบ 

α1→4 พบประมาณร้อยละ 15 – 20 กับแอมิโลเพกทิน เป็นสายโพลีแซคคาไรค์ที่แตกกิ่ง โดยส่วนที่

เป็นเส้นตรงต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิกแบบ α1→4 และส่วนที่แตกกิ่งต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก

แบบ α1→6 พบประมาณร้อยละ 80 – 85 (รูปภาพที่ 2.2) แป้งสามารถผลิตมาจากแหล่งต่างๆ ได้ 

เช่น ข้าวโพด ข้าวโพดเหนียว ข้าวโพดที่มีอะไมโลสสูง ข้าวสาลี มันส าปะหลังและมันฝรั่ง และสามารถ

น าไปใช้เป็นสารประกอบอาหารและเพ่ิมความข้นหนืดของอาหาร แป้งจะไม่ละลายในน้ าเย็นและพองตัว

ในอุณหภูมิที่แตกต่างกันซึ่งขึ้นอยู่กับอุณหภูมิที่ใช้ แป้งจึงมีคุณสมบัติที่ดีในการเพ่ิมความข้นหนืด การ

เกิดเจล การรักษาความชื้น และการป้องกันการเกิดกลิ่นในอาหาร และพืชแต่ละชนิดจะให้เปอร์เซ็นต์

แป้งที่ต่างกันดังตาราง ตาราง 2.1 

 

 

 

รูปภาพที่ 2.2 โครงสร้างของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน (ท่ีมา htttp: //www.auxmaillesgodefroy 

.com/starch 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AA
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ตาราง 2.1 ปริมาณแป้งในพืช  (Krisztina, 2003) 
 

Plant Average % starch content 

Corn 60–70 

Potatoes 12–20 

Cassava 20–40 

Wheat 55–70 

Rice 70–75 

Sweet Potatoes 19–25 

 

 2.2.1 แป้งมันส าปะหลังในประเทศไทย 

  สถานการณ์พลังงานของโลกมีความเปลี่ยนแปลงสูงมาก เนื่องจากความต้องการพลังงาน

มีมากขึ้น แต่ก าลังการผลิตมีจ ากัด ผู้รู้ทางด้านพลังงาน  จึงคาดการณ์ว่าโลกข้างหน้าน้ ามันที่ได้จาก

ฟอสซิลจะหมดไป ภายใน 40 ปี ดังนั้น จึงเป็นความจ าเป็นส าหรับประเทศไทยที่จะต้องเตรียมพร้อม

รับมือด้วยการก าหนดยุทธศาสตร์ของประเทศ ในการน าพลังงานชนิดอ่ืน โดยเฉพาะพลังงานที่เรา

สามารถผลิตได้เอง มาใช้ทดแทนน้ ามันที่ก าลังจะหมดไป การใช้น้ ามันเชื้อเพลิงชีวภาพในประเทศ มี

ประโยชน์อย่างมากมายมหาศาล ช่วยลดการพึ่งพาน้ ามันจากต่างประเทศ ช่วยรักษาสิ่งแวดล้อมต่างๆ ที่
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ส่งผลกระทบต่อภาวะโลกร้อน และยกระดับคุณภาพชีวิตของประชาชน เอทานอลคือ เชื้อเพลิงชีวภาพ 

ที่เป็นทางออกของประเทศในการลดการน าเข้าของน้ ามันเชื้อเพลิงจากต่างประเทศซึ่งมีราคาสูง 

  มันส าปะหลัง (Cassava or Manihot esculenta) (รูปภาพที่ 2.3) คือวัตถุดิบหนึ่งที่มี

จ านวนมากที่สามารถน ามาผลิตเอทานอลได้และส่วนใหญ่ในแถบเอเชียได้เลือกใช้วัตถุดิบดังกล่าวในการ

ผลิตเอทานอล เนื่องจากมันส าปะหลังมีปริมาณแป้งมากเป็นส่วนประกอบ ซึ่งเป็นแหล่งของน้ าตาลใน

การหมักเอทานอล และยังมีโรงงานผลิตเอทานอลของประเทศไทยหลายแหล่งที่เริ่มมีการน าแป้งมัน

ส าปะหลังมาเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  (Office of Agricultural Economics, 2008)  มัน

ส าปะหลัง Manihot esculenta Crantz เป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย 

เนื่องจากเป็นประเทศที่มีพ้ืนที่ปลูกมันส าปะหลังเป็นอันดับที่ 3 ของโลกรองจากประเทศไนจีเรียและ

บราซิล นอกจากนั้นแล้วประเทศไทยยังเป็นผู้ส่งออกผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังเป็นอันดับหนึ่งของโลกมา

ยาวนาน และสร้างรายได้เข้าประเทศมากกว่าปีละ 3 หมื่นกว่าล้านบาท เป็นพืชที่ปลูกง่ายมีปัญหาใน

การผลิตน้อย ปรับตัวได้ดีในเกือบทุกสภาพพ้ืนที่ แม้ดินจะไม่ดี ปัญหาโรคแมลงมีน้อย หัวสดมีตลาด

รองรับแน่นอน การขุดเก็บเกี่ยวไม่ขึ้นกับฤดูกาลสามารถจะชะลอการเก็บเกี่ยวได้ ทนต่อความแห้งแล้ง

เมื่อเปรียบเทียบกับพืชไร่ชนิดอ่ืนและมากไปกว่านั้นการน ามันส าปะหลังมาผลิตเอทานอลยังช่วยเพ่ิม

มูลค่าของราคามันส าปะหลังอีกด้วย  
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รูปภาพที่ 2.3 ต้นมันส าปะหลังและหัวมันส าปะหลัง (ที่มา http://seedplannet.blogspot.com 

/2014/01/evergreen-1-5.html) 

  มันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตที่ส าคัญ โดยจะให้คาร์โบไฮเดรตประมาณ  40% 

มากกว่าข้าว 25% และมากกว่าข้าวโพด  ส่วนประกอบหลักที่มีอยู่ในหัวมันส าปะหลังได้แก่ ความชื้น 

(70%) แป้ ง (24%) เส้น ใย (2%) โปรตีน  (1%) และแร่ธาตุ อ่ืน  (3%) ในแป้ งมันส าปะหลั งจะ

ประกอบด้วยแป้งสองชนิดคือส่วนที่ไม่มีกิ่งก้านหรืออะไมโลส (amylose) 17% และประเภทที่มีกิ่งก้าน

เป็นแขนงและไม่มีกิ่งก้านรวมอยู่ด้วยหรืออะไมโลเพกติน (amylopectin) 83% และแป้งทั้งสอง

ป ระ เภ ท นี้ ส าม ารถ ตั ด ย่ อ ย ให้ ได้ น้ า ต าล ได้ โด ย ใช้ เอ น ไซ ม์  ห รื อ ใช้ ก รด ใน ก ารย่ อ ย ได้ 

(www.auxmaillesgodefroy.com/starch, 2012) มันส าปะหลังยังเป็นแหล่งอาหารของมนุษย์และ

สัตว์ที่มีราคาถูก (Nyerhovwo, 2004) และจากการศึกษาของ Lee et al. (1995) ในการผลิตเอทา

นอลด้วยกระบวนการหมักจากมันส าปะหลัง ซึ่งเมื่อย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์แล้วพบว่าจะได้

น้ าตาลที่เป็นกลูโคสและมอลโตสผสมอยู่ โดยเป็นกลูโคส 92% glucose และมอลโตสอีก 8% ดังนั้น

พวกเขาจึงรายงานว่าการหมักเอทานอลจากมันส าปะหลังที่ผ่านการย่อยแล้วจะมีการผสมกันระหว่าง

กลูโคสและมอลโตส ดังนั้นจึงยืนยันว่าการหมักเอทานอลจากแป้งมันส าปะหลังเป็นวัตถุดิบที่ดีชนิดหนึ่ง

ส าหรับการผลิตเอทานอล แต่อย่างไรก็ตามการหมักเอทานอลจากอ้อยเป็นวัตถุดิบที่ใช้โดยส่วนใหญ่

เพราะเป็นแหล่งของน้ าตาลโดยตรง ซึ่งไม่ต้องผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์หรือกรด แต่ยังมีข้อจ ากัดในเรื่อง

ปริมาณที่น ามาใช้ เพราะอ้อยสามารถปลูกได้น้อยและยังใช้น้ ามากจึงมีพ้ืนที่ในการปลูกน้อย 
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2.3 กระบวนการหมักแป้งในอุสาหกรรม 
กระบวนการหมักแป้ง มีความส าคัญหลักและมีค่าใช้จ่ายสูงในการผลิตเอทานอล ได้แก่ ราคาของ

วัตถุดิบ ค่าใช้จ่ายในการซ่อมบ ารุงและราคาของการกลั่นให้ได้ผลผลิตของเอทานอล ดังนั้นการผลิตเอทา

นอลในระดับอุตสาหกรรมจึงจ าเป็นต้องหาวัตถุดิบที่มีราคาถูกมาใช้เพ่ือช่วยลดค่าใช้จ่ายในการผลิตลง 

และวัตถุดิบจากแป้งเป็นวัตถุที่มีราคาถูกจึงได้พิจารณาน ามาใช้ แต่กระบวนการหมักที่ต้อง ใช้ S. 

cerevisiae ซึ่งเป็นยีสต์ที่หมักเอทานอลจากกลูโคส แต่เนื่องจากยีสต์ดังกล่าวไม่สามารถย่อยแป้งได้

โดยตรงเพราะไม่มีกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยแป้ง ดังนั้นในระดับอุตสาหกรรมที่มีการใช้แป้งเป็นวัตถุดิบ

จึงต้องมีการย่อยแป้งให้เป็นกลูโคสก่อน ยีสต์จึงจะสามารถน ากลูโคสไปใช้และผลิตเอทานอลได้ 

เพ่ือที่จะย่อยแป้งให้สมบูรณ์จะต้องมีการท างานร่วมกันของเอนไซม์ 2 ตัวคือ α-amylase และ 

glucoamylase (Tester et al., 2004) และนอกจากนี้ ยั งอาจใช้กรด ในการย่อยได้  เช่น  กรด 

hydrochloric acid และ sulfuric acids แต่วิธีย่อยด้วยกรดจะท าให้เชื้อยีสต์ตายและมีการปนเปื้อน

ของกรด (Roberson et al., 2006) การย่อยแป้ง (starch hydrolysis) เป็นการย่อยโมเลกุลของสตาร์ซ 

(starch) ให้มีโมเลกุลเล็กลง ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือ starch hydrolysate เช่น น้ าเชื่อมกลูโคส (glucose 

syrup) การย่อยแป้ง ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ (1) การเจลาติไนซ์ (gelatinization) เป็นขั้นตอนท า

ให้เม็ดสตาร์ซ (starch granule) พองตัว ดูดน้ าเข้าไปเต็มที่ โดยให้ความร้อนน้ าแป้งจนถึงอุณหภูมิเจลา

ติไนซ์ (gelatinization temperature) (2) การเกิดลิเคอร์แฟกชัน (Liquefaction) เป็นการลดความ

หนืดของแป้งหลังการเกิดเจลาติไนซ์ (gelatinization) โมเลกุลแป้งมีสายสั้นลง ด้วยการตัดพันธะไกลโค

ไซด์ (glycosidic likage) ที่เชื่อมระหว่างโมเลกุลของน้ าตาลกลูโคส ซ่ึงปัจจุบัน ท าได้ด้วยการใช้เอนไซม์ 

แอลฟาอะไมเลส (alpha amylase) แทนการย่อยโดยการใช้กรดที่อุณหภูมิสูงกว่า 160C (3) การเกิด 

แซคคาริฟิเคชัน (saccharification) เป็นการย่อยโมเลกุลของสตาร์ซ ให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ 

น้ าตาลกลูโคส (glucose) น้ าตาลโมเลกุลคู่ คือ มอลโตส (maltose) ด้วยการใช้เอนไซม์ เช่น amylase, 

glucoamylase (รูปภาพที่ 2.4) (De-Mot et al., 1985). 
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รูปภาพที่ 2.4 กระบวนการตัดย่อยของแป้งด้วย amylase (Bo Liao, Master’s Thesis, University 

of Saskatchewan, 2008). 

 

2.4 เอนไซม์ย่อยแป้ง 

 2.4.1 α-Amylase  

α-amylase (α-1,4-glucan-4-glucanohydrolase; EC 3.2.1.1), แอลฟาอะไมเลส 

(alpha-amylase) เป็นเอนไซม์ที่ไฮโดรไลซ์พันธะไกลโคไซด์ภายในสายพอลิเมอร์ของโมเลกุลสตาร์ช 

(starch) และไกลโคเจน (glycogen) ที่ต าแหน่งแอลฟา 1-4 แบบสุ่มท าให้โมเลกุลของสตาร์ช และไกล

โคเจนถูกไฮโดรไลซ์ได้ น้ าตาล เช่น น้ าตาลมอลโทส (maltose) และกลูโคส (glucose) อย่างรวดเร็ว 

เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส กลุ่มนี้สกัดจากจุลินทรีย์ ได้แก่  Bacillus amyloliquefaceus หรือมีชื่อเรียก

อีกอย่างหนึ่งว่า Bacillus subtilis เอนไซม์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์เหล่านี้จะทนความร้อนได้ดี ตั้งแต่

อุณหภูมิประมาณ 70-105 องศาเซลเซียส ที่ความเป็นกรด-ด่างประมาณ 6 เหมาะส าหรับการย่อยโดย

การท าให้เหลว นอกจากนี้ยังมีแอลฟาอะไมเลสที่สกัดจากเชื้อรา Aspergillus หรือ Rhizopus ซึ่ง

สามารถท างานที่อุณหภูมิประมาณ  50 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่างประมาณ 3-8 ซึ่งเป็นเอนไซม์
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ที่เหมาะส าหรับการผลิตน้ าเชื่อมในขั้นตอนของการท าให้หวาน (Lily et al., 2007) กิจกรรมในการย่อย

แป้งด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสต่อการย่อยซับสเตรต  การย่อยอะไมโลส เอนไซม์สามารถสลาย α-

1,4- glucosidic linkage ทั้งทางด้านในและด้านนอกของโมเลกุลได้อย่างรวดเร็ว การสลายพันธะ

เกิดขึ้นแบบสุ่มมีผลท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเดกซ์ทรินมีขนาดเล็กลงกว่าเดิมและขนาดแตกต่างกัน จึงเกิด

กับสีของสารละลายไอโอดีนเป็นสีม่วงแดง โดยที่เอนไซม์ยังคงโมเลกุลของเดกซ์ทรินต่อไปอย่างช้าๆ จน

กลายเป็นโอลิโกแซกคาไรด์ที่มีขนาดเล็กจนไม่เกิดสีกับสารละลายไอโอดีน และในที่สุดจะได้ผลิตภัณฑ์

คือมอลโตสและมอลโตไตรโอส  การย่อยอะไมโลเพกติน  เอนไซม์อะไมโลเพกตินสามารถย่อยโมเลกุลที่

ต าแหน่ง α-1,4- glucosidic linkage แต่ไม่สามารถย่อย α-1,4-glycosidic linkage ของอะไมโล

เพกตินส าหรับการสลาย α-1,4- glucosidic  linkage ของอะไมโลเพกติน ที่มีแขนงท าให้ขนาดโมเลกุล

ปานกลางเกิดสีกับไอโอดีนเป็นสีม่วงและสีม่วงแดงตามส าดับ เอนไซม์จะยังคงความสามารถในการย่อย

เดกซ์ทรินต่อไปอย่างช้าๆ  จนในที่สุดกลายเป็นลิมิตเดกซ์ทริน 

 2.4.2 Glucoamylase 

Glucoamylase  หรือชื่อตามระบบ -1,4-glucan 4- glucanohydrolase  พบทั่วไป

ในจุลินทรีย์ Aspergillus, Penicillium และ  Rhizopus สามารถย่อยได้หลายพันธะได้แก่ -1,4  -

1,6 -1,3 glycosyl ได้ผลผลิตคือ -D-glucose และ glucan, limit dextrin เป็นเอนไซม์ที่ตัดย่อย

โมเลกุลของแป้งจากภายนอกซึ่งสกัดจากเชื้อรา Aspergillus หรือ Rhizopus สามารถท างานที่อุณหภูมิ

ต่ ากว่า 60 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 55 องศาเซลเซียส) ความเป็นกรด-ด่างทั่วไปอยู่

ระหว่าง 4-6 (ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมคือ 5.5) จ าเป็นต้องใช้ความร้อนเพ่ือหยุดกิจกรรมก่อนที่จะ

ด าเนินกระบวนการผลิตต่อไป ส าหรับการท างานของกลูโคอะไมเลส จะย่อยสลายพันธะที่จับกันของ

น้ าตาลกลูโคสทั้งพันธะ α-1,4 และ α -1,6 จากปลาย non-reducing และจะตัดไปครั้งละหนึ่งหน่วย

กลูโคส โดยการย่อยสลายพันธะกิ่ง α -1,6 จะเกิดขึ้นช้าๆ ดังนั้นเมื่อเอนไซม์กลูโคอะไมเลสย่อยแป้ง
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พบว่า สามารถเปลี่ยนแป้งเป็นกลูโคสได้อย่างสมบรูณ์ จนในที่สุดผลิตภัณฑ์ที่ได้ส่วนใหญ่เป็นกลูโคสที่มี 

configuration ต่างไปจากเดิม  

2.5 จุลินทรีย์ส าหรับการผลิตเอทานอล 

 ฟังไจ แบคทีเรีย และยีสต์ หลายสายพันธุ์ที่มีคุณสมบัติน ามาใช้หมักเอทานอลได้ แต่ยีสต์หลักที่มี

คุณสมบัติในการหมักเอทานอลได้อย่างมีประสิทธิภาพได้แก่  S. cerevisiae (Kang’s homepage, 

2008) เพราะความสามารถในการทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลได้สูงและเจริญเติบโตได้ดี ในสภาวะ

ที่ไร้ออกซิเจนและทนต่อสภาวะกดดันต่างๆ ในสิ่งแวดล้อมได้ดี (Piskur et al., 2006)  

 2.5.1 ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  

 Saccharomyces cerevisiae คือ  ยีสต์  (yeast) ชนิดหนึ่ งที่ ใช้ อย่ างกว้างขวางใน

อุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือการหมัก (fermentation) เครื่องดื่มอัลกอฮอล์ เช่น เบียร์ ไวน์ ใช้เป็นสารให้

ขึ้นฟู ในขนมปัง และใช้ผลิตสารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)  ยีสต์ชนิดนี้จะเปลี่ยนน้ าตาลให้เป็น

เอธิลอัลกอฮอล์และคาร์บอนไดออกไซด์ ใช้ในการผลิตเครื่องดื่มอัลกอฮอล์  S. cerevisiae สามารถใช้

น้ าตาลเพ่ือการเจริญเติบโตได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic) และไร้ออกซิเจน (anaerobic) ใน

สภาวะที่มีออกซิเจน จะมีการย่อยสลายสารอาหารเพ่ือน าไปใช้เป็นพลังงานเพ่ือการเจริญเติบโตเรียกว่า 

กระบวนการหายใช้ (respiration) แต่การย่อยสลายสารอาหารภายใต้สภาวะที่ไร้ออกซิเจนจะใช้

พลังงานน้อย เรียกว่า กระบวนการหมัก (fermentation) (รูปภาพที่ 2.5) ปกติแล้ว S. cerevisiae 

สามารถผลิตเอทานอลได้สูงและทนต่อเอทานอลได้ดีถึง 15%   โดยจะสามารถเปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทา

นอลได้มากถึง 95% (Van Dijken et al., 1993)  
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รูปภาพที่ 2.5 กระบวนการเมทาบอลิซึมของกลูโคสของยีสต์ในสภาวะการใช้ออกซิเจนและสภาวะไร้

ออกซิเจน (Bo Liao, Master’s Thesis, University of Saskatchewan, 2008) 

 

2.6 การดัดแปลงพันธุกรรมยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  เพื่อการผลิตเอทานอล 

 การผลิตเอทานอลจากแป้งในระดับอุตสาหกรรม มีการใช้อุณหภูมิสูง (140°C-180°C) ก่อนการใช้

เอนไซม์ช่วยย่อย เพ่ือที่จะให้เกิดการย่อยแป้งที่สมบรูณ์ เพ่ือให้ได้ปริมาณเอทานอลจ านวนมาก 

(Shigechi et al., 2004a; Shigechi et al., 2004b) ดังนั้นจึงท าให้มีการใช้พลังงานและเสียค่าใช้จ่าย

ส าหรับการซื้อเอนไซม์มาย่อยแป้งสูง (Kolusheva และ Marinova, 2007; Majovic et al., 2006; 

Montesinos และ Navarro, 2000; Paolucci-Jeanjean et al., 2000) กระบวนการหมักเอทานอล

ด้วยยีสต์ S. cerevisiae  จากแป้งที่ผ่านการย่อยจนเป็นกลูโคสแล้วจะท าให้เสียค่าใช้จ่ายสูง ดังนั้นจึงมี

งานวิจัยมากมายเพ่ือแก้ปัญหาการใช้พลังงานและการซื้อเอนไซม์ในปริมาณมากด้วยการสร้างสายพันธุ์

ยี สต์ ลู กผสมให้ สามารถมี กิ จกรรมของเอนไซม์ย่ อยแป้ งได้ เช่ น  เอน ไซม์  α-amylase และ 
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glucoamylase เพ่ือให้สามารถใช้แป้งในการเจริญเติบโตและการหมักเอทานอลได้โดยตรงดังตาราง 

2.2. การพัฒนาสายพันธุ์ยีสต์ลูกผสมที่มีการสร้างเอนไซม์ส าหรับการย่อยแป้งเพ่ือผลิตเอทานอลแล้ว

อาจจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตและลดค่าใช้จ่ายได้ ดังนั้นยีสต์สายพันธุ์ลูกผสมที่สร้างขึ้ นจะ

สามารถใช้แป้งเพ่ือการเจริญเติบโตและเพ่ือการหมักเอทานอลได้โดยตรง  (Bitter et al., 1984; 

Ruohonen et al., 1995) จึงมีงานวิจัยมากมายที่ยืนยันว่าการสร้างสายพันธุ์ยีสต์ลูกผสมที่สามารถหมัก

เอทานอลจากแป้งได้และยังเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการผลิตเอทานอลได้ เพราะจะ

ช่วยลดขั้นตอนในการผลิตและลดการซื้อเอนไซม์ย่อยแป้ง (Verma et al., 2000; Knox et al., 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ตาราง 2.2 Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ลูกผสมที่หมักเอทานอลจากแป้งได้โดยตรง 

Recombinant 
strains 

Source of α- 
amylase 

Source of 
glucoamylase 

Type of 
starch 

Starch 
concentration 
(g/l) 

Max. ethanol 
concentration 
(g/l) 

Author 

S. cerevisiae 
Strain YPB-G 

B. subtilis Aspergillus 
awamori 

Pure starch in 2.5 l 
fed batch 

40 29.7 Altıntaş et 
al (2002) 

S. cerevisiae 
Strain YPG-AB 

B. subtilis A. awamori Raw corn 
starch 

5- 80 47.5(fed batch) 
15.6 (batch) 

Ülgen et al. 
(2002) 

S. cerevisiae 
Strain stell 6 
 

Lipomyces 
kononenkoae 

Saccharomycopsis 
fibuligera 

Pure starch 
(Merck) 

55 21 Knox et al. 
(2004) 

S. cerevisiae 
Strain 
YF207/pSA11/pAA12 
and 
YF207/pSA11/pSAA1
1  

Bacillus 
stearothermophilus 

Rhizopus oryzae Corn starch 
cooked at 80°C 

50 
90 

18 
30 

Shigechi et 
al. (2004a) 

         16 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

17 

  

Recombinant 
strains 

Source of α- 
amylase 

Source of 
glucoamylase 

Type of 
starch 

Starch 
concentration 
(g/l) 

Max. ethanol 
concentration 
(g/l) 

Author 
 

S. cerevisiae  
Strain YF207 

Streptococcus 
bovis 

R. oryzae Raw corn starch in 
shake flask 

200  
 

61.8 Shigechi et 
al. (2004b) 

S. cerevisiae 
Strain NPB-G 

B. subtilis A. awamori Raw corn 
starch 

50 g/l starch + 
4 g/l (w/v) 
glucose 

6.61 Oner et al. 
(2005) 

S. cerevisiae 
Strain YF237 

Not stated Not stated Raw corn 
starch 

100 8 Khaw et al. 
(2007) 

S. cerevisiae 
Strain GRI-117-
UK 

Not required A. awamori, 

R. oryzae 

Corn starch 50 18.5 Kotaka et 
al. (2008) 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

3.1 สารเคมี 

 3.1.1 สารเคมี 

  สารเคมีที่ใช้ในการทดลองทั้งหมดซื้อมาจากหลายบริษัทที่เป็นตัวแทนจ าหน่ายใน

ประ เท ศ ไท ย  (Sigma, Merck, BIO-RAD, Amersham Biosciences, Biolabs, Promega, GIBCO 

BRL and Research Organics) 

 3.1.2 สารเคมีที่ใช้ทดสอบทางชีวเคมี 

ตาราง 3.1 รายการสารเคมีท่ีใช้และผู้แทนจ าหน่าย 

สารเคมี ผู้แทนจ าหน่าย 

3,5 dinitrosalicylic acid Sigma-Aldrich 

ZeocinTM Invitrogen 

Hind III digested λ-DNA marker Promega 

ชุดทดสอบ ผู้แทนจ าหน่าย 

NucleoSpin Tissue Kit Machery-Nagel 

Plasmid pGAPZαA Invitrogen 

TopTaq Master Mix Kit Qiagen 
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 3.1.3 เอนไซม์ 

  ตัวแทนจ าหน่ายเอนไซม์และชื่อของเอนไซม์ท่ีใช้ทั้งหมดแสดงในตาราง 3.2. 

ตาราง 3.2 รายการเอนไซม ์ 

เอนไซม์ ผู้แทนจ าหน่าย 

alkaline phosphatase Fermentas 

restriction endonucleases Fermentas 

RNase A Fermentas 

lyticase enzymes Sigma-Aldrich 

α-amylase enzyme Sigma-Aldrich 

glycosidases (amyloglucosidase, EC 3.2.1.3) Sigma-Aldrich 

T4 DNA ligase Biolabs 

 

3.2 จุลินทรีย์ พลาสมิด และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 3.2.1 แบคทีเรีย ยีสต์ และพลาสมิด  

  แบคทีเรีย Escherichia coli DH5α (F80dlacZDM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-

1, hsdR17 (r_K, m+K), supE44, relA1, deoR, ∆ (lac-ZYA- argF) U169) and E. coli TOP10 

strain (F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara 
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leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG ) ใช้ส าหรับการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเพ่ือเพ่ิม

จ านวน  

  ยีสต์ สายพันธุ์ S. cerevisiae TISTR 5596 ใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านส าหรับถ่ายโอนยีนและ

การแสดงออกของเอนไซม ์α-amylase และ glucoamylase  

  ยีสต์ สายพันธุ์ D. occidentalis TISTR 5346 ใช้เป็นแหล่งคัดลอกและเพ่ิมจ านวนชิ้น

ยีน α-amylase (SWA2) และ  ยีน glucoamylase (GAM1)  

  พลาสมิด pGAPZαA (มีส่วนประกอบของ GAP promoter) เพ่ือใช้ในการสร้างพลาส 

มิด ลูกผสมที่มีการแทรกยีน GAM1 หรือ SWA2  ส าหรับใช้เพ่ือการแสดงออกของยีนในยีสต์ต่อไป  ซึ่ง

ส่วนประกอบต่างๆ ในพลาสมิดดังกล่าวประกอบด้วยส่วนส าคัญดังนี้ origin of DNA replication ใน  

E. coli และ มี zeocin resistant gene (ZeocinTM) ที่ใช้ส าหรับคัดเลือกการแสดงออกทั้งใน E. coli 

และยีสต์  (รูปภาพที่ 3.1) 

 

 

รูปภาพที่ 3.1 โครงสร้างและส่วนประกอบภายในของพลาสมิด pGAPZα A (www.invitrogen.com).  
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 3.2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

  อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) และอาหารแข็ง LB agar ใช้ส าหรับเลี้ยงแบคทีเรีย มี

ส่ วนป ระกอบ ดั งนี้  1% (w/v) tryptone, 0.5% (w/v) yeast extract และ  1% (w/v) sodium 

chloride, pH 7.0  ส่วนอาหารแข็ง LB agar จะเติม 1.5% (w/v) bacto-agar เข้าไปในอาหารเหลว 

  อาหารเหลวชนิด Luria-Bertani Zeocin™ (LBZ) และอาหารแข็ง LBZ agar จะใช้

ส าหรับเลี้ยงแบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูกผสม ที่ดื้อต่อยา zeocinTM  มีส่วนประกอบดังนี้  1% (w/v) 

tryptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 0.5% (w/v) sodium chloride เมื่อฆ่าเชื้อเสร็จแล้ววางไว้ให้

อุ่นประมาณ  50-60 °C ก่อนเติมยา zeocinTM ให้ความเข้มข้นเท่ากับ 25 µg/ml และเก็บไว้ในที่มืด 

และเย็น 4 °C เพ่ือไม่ให้ยาเสื่อมคุณภาพ ส่วนอาหารแข็ง LBZ agar จะเติม 1.5% (w/v) bacto-agar 

เข้าไปในอาหารเหลว 

 3.2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อยีสต์ 

  อาหารเหลวชนิด YPD medium น ามาใช้เพ่ือเลี้ยงเชื้อยีสต์ส าหรับการเตรียมคอมพี

เทนต์ยีสต์ มีส่วนประกอบของอาหารดังนี้ 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone and 2% 

(w/v) D-glucose ส่วนการเลี้ยงยีสต์ที่มีการแทรกของพลาสมิดลูกผสมนั้น  จะดื้อต่อยา  zeocin™ 

ดังนั้นจึงต้องมีการเติมยาดังกล่าวลงไปในปริมาณที่เหมาะสม เท่ากับ 130 µg/ml ส าหรับเลี้ยงยีสต์

ลูกผสม ซึ่งยีสต์ที่สามารถขึ้นบนจานอาหารที่มียา zeocin™ ได้ จึงคาดการณ์ว่ายีสต์ลูกผสมดังกล่าวมี

การแทรกของพลาสมิดลูกผสมอยู่ และมีการแสดงออกของยีนจึงสามารถดื้อต่อยาได้ แล้วจึงเลือกยีสต์

ลูกผสมทั้งหมดที่ขึ้นบนจานอาหารที่มียา zeocin™ เพ่ือไปทดสอบการย่อยแป้งบนจานอาหารชนิด  

YPDS2 [YPD เติม 2% (w/v) soluble starch] และบ่มที่ 30°C เป็นเวลา 10 วัน จากนั้นน าไปแช่ที่ 

4°C อีก 2 วัน และตรวจสอบผลการย่อยแป้ งของยีสต์แต่ละสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกของ 

glucoamylase หรือ α-amylase บนจานอาหารที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบ (Ghang et al., 2007) 

ส่วนอาหารเหลว YPC ประกอบด้วย 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 1% (w/v) 
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cassava starch pH 5.0 เตรียมขึ้นเพ่ือใช้ส าหรับศึกษาความสามารถในการหมัก โดย YPC เมื่อเตรียม

ส่วนประกอบทั้งหมดเสร็จแล้ว ต้องน าไปต้มเพ่ือให้แป้งที่ผสมสุกรวมเป็นเนื้อเดียวกับอาหารก่อนเทใส่

ขวดหมักในปริมาตรที่ต้องการแล้วจึงน าอาหารในขวดหมักที่ เตรียมไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 C° เป็น

เวลา 20 นาท ี

3.3 การสร้างพลาสมิดลูกผสม 

 3.3.1 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 

การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน glucoamylase (GAM1) 

และ α-amylase (SWA2) โดยใช้โปรแกรม Primer premier 5.0 ในการออกแบบใช้ข้อมูลล าดับเบส

ข อ ง ยี น  glucoamylase (GAM1) ใน เชื้ อ  D. occidentalis ที่ ร า ย ง าน อ ยู่ ใน  Gene Bank มี 

Accession No. M60207, M34666 และ  ยี น  α -amylase (SWA2) ใน เชื้ อ  D. occidentalis มี 

Accession No. X7349 ซึ่งในการออกแบบได้ใส่ล าดับเบสจ าเพาะที่แสดงต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์

ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) คือ Xhol (CTCGAG) เพ่ือช่วยในขั้นตอนการโคลนยีนให้มีความ

สะดวกและง่ายขึ้นร่วมทั้งใส่ล าดับเบสจ าเพาะที่แสดงต าแหน่งจดจ าของ cleavage signal sequence 

ของ ยีน KEX2 ดังนั้นผลจากการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ได้ล าดับเบสดังแสดงในตารางที่ 

3.3  

 

ตาราง 3.3 ล าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ส าหรับท า PCR 

ชื่อ primer  
 

ล าดับเบสของ primer ความยาว (นิวคลิโอไทด์) 

GAM1_2F 5’- CCCCTCGAGAAAAGAGCCCCTGCCTC 

TTCGATTGG-3’ 

35 
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ตาราง 3.3 ล าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ส าหรับท า PCR (ต่อ) 

GAM1_2R 5’CCCCTCGAGTTACCAAGTAATGGTGAAAT 

CCTTAGAAAATG -3’ 

41 

SWA2_F   5’-CCCCTCGAGAAAAGAATGAAATTTGCAAC 

TATCTTA-3’ 

36 

SWA2_R  5’-CCCCTCGAGTTAGAAGTTGCAAATTCCAGA -3’ 30 

pGAP_F  5’-GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3’             22 

หมายเหตุ : ล าดับเบสที่ถูกขีดเส้นใตแ้สดงต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 3.3.2 การสกัดแยกจีโนม โดยใช้ชุดสกัดจีโนม NucleoSpin Extract II Kit 

ใช้ไม้จิ้มฟันที่ปลอดเชื้อ เขี่ยเชื้อจ านวน 1 โคโลนีใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM broth 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30๐C เขย่า 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นแบ่ง

เชื้อใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั้นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เท

อาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งจะเหลือตะกอนเชื้ออยู่ที่ก้นหลอด เติม Sorbital buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใส่

ในหลอดเดิม เพ่ือละลายตะกอนเชื้อโดยการปั่นอย่างแรงด้วยเครื่อง Vortex Mixer  เติม lyticase 

จ านวน 50 unit น าหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 30๐C เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าหลอดไปปั่นเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้ง เติม Buffer T1 ปริมาตร 180 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการดูดสารละลายขึ้นลงเบาๆ จากนั้นเติมสารละลาย proteinase K 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ดีดหลอดเบาๆ ให้ผสมกันดีแล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 56๐C เขย่าด้วยเครื่องเขย่า 

200 รอบต่อนาทีทุกๆ 20 นาที เป็นเวลาหนึ่งคืน เติม RNase A จ านวน 20 mg/ml ดีดหลอดเบาๆ ให้

ผสมกันดี น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าหลอดตัวอย่างไปปั่นผสมอย่าง

แรง (vortex) และเติมสารละลาย B3 Buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และปั่นอย่างแรง (vortex) อีก

ครั้ง จากนั้นน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 70๐C เป็นเวลา 10 นาที ปั่นอย่างแรง (vortex) และปั่นเหวี่ยงที่ 
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13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม 100% เอทานอล ปริมาตร 210 

ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากันด้วยการปั่นอย่างแรงด้วยเครื่อง Vortex Mixer จากนั้นดูดสารละลายใน

หลอดใส่ Nucleospin column ที่สวมอยู่กับ collection tube น าไปปัน่เหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาท ีเทของเหลวที่ไหลลงสู่ collection tube ทิ้ง น า column กลับมาสวมเข้าด้วยกันใหม่ 

และเติม BW buffer ปริมาณ 500 ไมโครลิตร น าไปปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

1 นาที เทของเหลวที่ไหลผ่าน column สู่ correction tube ทิ้งน ากลับมาสวมเข้าด้วยกันใหม่ และเติม 

B5 buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวที่ไหลผ่าน column สู่ collection tube ทิ้งน ากลับมาสวมเข้าด้วยกัน

ใหม่ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เอาหลอดไมโครฟิวจ์สวมแทน 

collection tube และเติม Elution buffer BE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บริเวณกลาง column วางไว้

ที่อุณหภูมิห้องนาน 1 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

วิเคราะห์ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (Marker 

DNA) และเก็บดีเอ็นเอที่ได้ไว้ที่ -20๐C 

 3.3.3 การคัดลอกและเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของยีน GAM1 จาก D. occidentalis โดยวิธี 

PCR 

  ยีน GAM1 ขนาด 2.8 kb ถูกคัดลอกและเพ่ิมจ านวนจากจีโนม ของ D. occidentalis 

ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ GAM1_2F และ GAM1_2R ในปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 1x PCR 

buffer (75 mM Tris-HCl (pH 8.7), 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4 และ  1.5 mM MgCl2), 20 

pmol ของไพรเมอร์แต่ละข้าง, 200 µM dNTPs mix และ 1.25 unit Taq DNA polymerase และ 

100 ng ของจีโนมของ D. occidentalis TISTR 5346 ซึ่งใช้เป็นแม่แบบ โดยใช้อุณหภูมิที่เหมาะสมใน

การท าปฏิกิริยาดังตาราง 3.4 
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ตาราง 3.4  อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท า PCR ของยีน GAM1 ด้วยคู่ไพรเมอร์ GAM1_2F และ 

GAM1_2R  

Hold STEP CYCLE (30 cycles) Hold 

95 °C, 

3 min 

Denaturation Annealing Extension 72 °C, 

5 min 94°C, 30 sec 56°C, 30 sec 72°C, 3 min 

 

 3.3.4  การคัดลอกและเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของยีน SWA2 จาก D. occidentalis โดยวิธี 

PCR 

  ยีน SWA2 ขนาด 1.5 kb ถูกคัดลอกและเพ่ิมจ านวนจากจีโนม ของ D. occidentalis 

ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ SWA2_F และ SWA2_R ในปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 1x PCR 

buffer (75 mM Tris-HCl (pH 8.7), 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4 และ  1.5 mM MgCl2), 20 

pmol ของไพรเมอร์แต่ละข้าง, 200 µM dNTPs mix และ 1.25 unit Taq DNA polymerase และ 

100 ng ของจีโนมของ D. occidentalis TISTR 5346 ซึ่งใช้เป็นแม่แบบ โดยใช้อุณหภูมิที่เหมาะสมใน

การท าปฏิกิริยาดังตาราง 3.5 

ตาราง 3.5 อุณหภูมิที่ เหมาะสมส าหรับการท า PCR ของยี SWA2 ด้วยคู่ไพรเมอร์ SWA2_F และ 

SWA2_R 

Hold STEP CYCLE (30 cycles) Hold 

95 °C, 

3 min 

Denaturation Annealing Extension 72 °C, 

5 min 94°C, 30 sec 55°C, 30 sec 72°C, 3 min 
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 3.3.5 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากเซลล์แบคทีเรียด้วยวิธีแอลคาไลน์ไลสิส 

  ถ่ายเชื้อ E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pGAPZαA 1 โคโลนีลงในอาหาร LB low salt ที่

มียาปฏิชีวนะ ZeocinTM ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วย

ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บเซลล์จากอาหารโดยการปั่น

เหวี่ยงตกตะกอนในหลอดไมโครฟิวจ์ (microfuge tube) 1.5 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 30 วินาที ที่ 4๐C เทส่วนใสทิ้ง เหลือตะกอนเชื้อแบคทีเรียติดอยู่ที่ก้นหลอดไมโครฟิวจ์ ใช้ปิ

เปตดูดส่วนใสที่เหลือออกให้หมด ละลายตะกอนโดยเติมสารละลาย I (solution I= 50 mM glucose, 

25 mMTris-Cl pH 8, 10 mM EDTA pH 8) ที่แช่ เย็นปริมาตร 100 ไมโครลิตรจากนั้นน าไปปั่น 

(Vortex) เพ่ือให้เซลล์ที่เกาะเป็นก้อนอยู่ที่ก้นหลอดกระจายตัวมากที่สุด จากนั้นเติมสารละลาย II (0.2 

N NaOH, 1% SDS) ที่เตรียมใหม่ๆ ก่อนใช้งาน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมโดยการเอียงหลอด

กลับไปมาช้าๆเพ่ือให้เข้ากันดี แล้วน าหลอดไปแช่ในน้ าแข็ง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย III 

(3 M potassium acetate, 5 M glacial acetic acid) ที่แช่เย็น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงในหลอด 

ผสมโดยกลับหลอดไปมาช้าๆ  จากนั้นน าไปแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาทีน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่ 4๐C ถ่ายส่วนใสลงในหลอดใหม่ เติม RNase A ความเข้มข้น 

20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรลงในส่วนใส ผสมให้เข้ากันและบ่มที่อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติม

คลอโรฟอร์ม จ านวน 1 เท่าของสารละลายตัวอย่างและผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปปั้นเหวี่ยงที่ 13,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่ 4๐C (จะเกิดการแยกเป็น 2 ชั้น ชั้นล่างคือเศษเซลล์ สารอินทรีย์และ

โปรตีนส่วนชั้นบนคือ ดีเอ็นเอ) ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมสารละลาย NaOAC ปริมาตร 

0.1 เท่าของปริมาตรสารละลายตัวอย่าง และผสมให้เข้ากันดีเติม 100% เอทานอลจ านวน 2 เท่าของ

ปริมาตรสารละลายตัวอย่าง กลับหลอดไปมาช้าๆ 10 ครั้ง จากนั้นน าไปแช่ที่ -80 ๐C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่ 4๐C จะได้ตะกอนดีเอ็นเออยู่ที่ก้น

ของหลอด เทเอทานอลทิ้งให้หมด เติม 70 % เอทานอล ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา
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ช้าๆ แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นานเวลา 2 นาที จะได้ตะกอนอยู่ที่ก้นของ

หลอด เทเอทานอลทิ้งให้หมด (ระวังตะกอนหลุด) ตากตะกอนให้แห้ง แล้วจึงละลายตะกอนโดยการเติม

น้ ากลั่นที่ปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าสารละลายดีเอ็นเอไปแช่เย็นเพ่ือที่จะน าไปใช้ต่อไป 

วิเคราะห์หาปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซิส 

 3.3.6 วิธีเจลอีเล็กโทรโฟรีซิสของ DNA 

  เพ่ือแยกขนาดของชิ้น DNA หรือ PCR product โดยวิธีเจลอีเล็กโทรโฟรีซิสใช้ 0.8% 

agarose ผสมกับ  1xTBE buffer (89 mM Tris-HCl, 89 mM boric acid, 25 mM EDTA, and pH 

8.0) ส่วน DNA ตัวอย่างจะผสมกับสีย้อม maestrosafe nucleic acid ที่มีความเข้มข้น 10X ก่อน

น ามาแยกขนาดด้วยเจลอีเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้กระแสไฟฟ้าเท่ากับ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที และ

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ถูกแยกขนาดผ่านเครื่อง Ultrabright LED transilluminator (Maestrogen, 

Taiwan) ดีเอ็นเอที่ถูกย้อมด้วยสี maestrosafe nucleic acid จะเรืองแสงให้ เห็นต าแหน่ง และ

สามารถถ่ายภาพเก็บได ้

 3.3.7 การตัดพลาสมิด DNA และ ชิ้น DNA ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

  เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) จะตัด DNA เกลียวคู่ที่พันธะฟอสโฟไดเอส 

เตอร์ตรงบริเวณซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์เรียงตัวเฉพาะ (specific nucleotide sequence) การตัดสาย 

DNA ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะนั้นจะตัด DNA ทั้งสองสาย ในปฏิกิริยาส าหรับการย่อย DNA ด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะมีส่วนประกอบดังนี้ DNA, 1x Restriction endonuclease buffer, restriction enzyme 

และน้ ากลั่นปลอดเชื้อ โดยปริมาณและสภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของแต่ละเอนไซม์นั้นขึ้นอยู่กับ

ค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์ 
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 3.3.8 การท าให้ชิ้น DNA บริสุทธิ์ ด้วยวิธี silica matrix method 

  วิ ธี ก ารท า ให้  DNA บริสุ ท ธิ์ ด้ วย วิ ธี  silica matrix method ได้ ด า เนิ น การตาม 

Vogelestein และ Gillespie (1979) ที่ได้รายงานไว้ โดยสารละลาย silica เตรียมจากผง silica 10 

กรัม ละลายในสารละลาย PBS buffer (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM 

KH2PO4) 100 ml และตั้งทิ้งไว้ 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 2000 x g เป็นเวลา 2 นาที  

จากนั้นน าตะกอน silica ไปละลายกับ 3 M NaI และเก็บไว้ที่ 4 ºC ในที่มืด เพ่ือรอน าไปใช้งาน เมื่อ

ต้องการท าให้ DNA บริสุทธิ์ สามารถท าได้ดังนี้ น าสารละลาย 6 M NaI เติมลงในสารละลาย DNA เป็น

จ านวน 3 เท่าของปริมาตร และเติมสารละลาย silica  7 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 55 ºC เป็นเวลา 5 นาที และเพ่ือให้ DNA จับกับ silica matrix น าหลอดไปแช่ในน้ าแข็งเป็น

เวลา 5 นาที โดยต้องกลับหลอดไปมาทุกๆ 1 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่น เหวี่ยง

ตกตะกอนที่ความเร็วรอบสูงสุดเป็นเวลา 5 วินาที ดูดส่วนน้ าใสของสารละลาย NaI ทิ้งให้หมด และล้าง

ตะกอน ด้ วย  wash buffer (50 mM NaCl, 10 mM TrisHCl pH 7.5, 2.5 mM EDTA, 50% v/v 

ethanol) 3 ครั้ง โดยครั้งแรกเติม wash buffer ลงไป 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยไมโครปิเปต

เบาๆ และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุดนาน 5 วินาที แล้วดูดสารละลายทิ้งไป ล้างครั้งที่ 2 และครั้งที่ 

3 ด้วยการเติม wash buffer ลงไปครั้งละ 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยไมโครปิเปตเบาๆ และ

น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุดนาน 5 วินาทีแล้วดูดสารละลายทิ้งไป จากนั้นตากตะกอนให้แห้งเพ่ือ

ระเหยเอทานอลที่เหลือออกให้หมด จากนั้นละลายตะกอนเพ่ือแยกเอา DNA ด้วยการเติมน้ ากลั่นปลอด

เชื้อ 10 ไมโครลิตร และบ่มที่ 55 ºC เป็นเวลานาน 2 นาทีและปั่นเหวี่ยงเป็นเวลานาน 5 วินาที ดูด

สารละลาย DNA ใส่หลอดใหม่จากนั้นเติมน้ ากลั่นอีกครั้งเพ่ือแยกเอา DNA ครั้งที่สองใส่ลงในหลอดเดิม 

เก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ใช้งานต่อไป 
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 3.3.9 การดีฟอสโฟรีเลชั่นของ พลาสมิด DNA ที่เป็นเส้นตรงด้วย thermo-sensitive 

alkaline phosphatase (FastAP™) 

  Thermo-sensitive Alkaline Phosphatase (FastAP™) คือเอนไซม์ที่น ามาใช้ เพ่ือ

ก าจัดหมู่ฟอสเฟตออกจากปลายดีเอ็นเอเพ่ือป้องกันการกลับมาจับกันเองของพลาสมิดที่ถูกตัดให้เป็น

เส้นตรง เพ่ือเตรียมพลาสมิดส าหรับเชื่อมต่อกับชิ้นของ DNA ที่ต้องการจะแทรกเข้าไปในพลาสมิด โดย

การท างานของ FastAP™ เอนไซม์จะไปตัดหมู่ฟอสเฟตที่ปลายด้าน 5’ ของพลาสมิดที่ผ่านการตัดให้

เป็นเส้นตรงแล้ว ในปฏิกิริยาประกอบด้วย FastAP™ เอนไซม์ 1 U, 1X FastAP buffer (100 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 50 mM MgCl2, 1 M KCl, 2 mg/ml Triton X-100 และ 1 mg/ml BSA), พลาส

มิด DNA ที่ตัดเป็นเส้นตรง 1 ไมโครกรัม และบ่มที่ 37°C เป็นเวลานาน 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยา

การท างานของเอนไซม์ที่ 75°C เป็นเวลานาน 5 นาที จากนั้นท าพลาสมิด DNA ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี silica 

matrix method เพ่ือน าไปสร้างพลาสมิดลูกผสมในขั้นตอนต่อไป 

 3.3.10 การเชื่อมต่อชิ้นยีนกับพลาสมิด DNA  

  การเชื่อมต่อชิ้นยีนที่ต้องการกับพลาสมิด DNA โดยการเชื่อมต่อกันนี้ ชิ้น DNA สองชิ้นที่

มีปลายเหนียว (sticky end) ซึ่งมีเบสคู่สมกันก็จะสามารถมาจับกันได้ด้วยพันธะไฮโดรเจน จากนั้นอาศัย

เอนไซม์ DNA ligase เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการสร้างพันธะ 5, 3-phosphodiester linkage เพ่ือเชื่อมต่อ

ระหว่างดีเอ็นเอสองโมเลกุลในปฏิกิริยาประกอบด้วย ชิ้นยีนที่ต้องการแทรกเข้าพลาสมิดและชิ้นของ 

พลาสมิดที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะในอัตราส่วนของชิ้นยีนต่อพลาสมิดเท่ากับ 3:1 molar 

ratio, 1x reaction buffer (400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP) T4 

DNA ligase (1-5 units) โดยปฏิกิริยาทั้งหมดจะถูกบ่มที่ 4°C เป็นเวลานาน 16-18 ชั่วโมง  
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3.4 การน า DNA เข้าไปสู่เซลล์เจ้าบ้านและการคัดเลือกโคลน 

3.4.1 ขั้นตอนการเตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ (competent cell)  

ในการทดลองนี้จะใช้เชื้อ E. coli DH5α เป็นเซลล์เจ้าบ้าน วิธีเตรียมเซลล์คอมพีเทนต์

ส าหรับการ transformation โดยใช้วิธี heat shock จะเตรียมโดยใช้ CaCl2 ซึ่งมีกระบวนการดังนี้ 

เลี้ยงเชื้อ E. coli DH5α ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar โดยวิธีการ streak plate บ่มเชื้อที่ 37 ๐C 

เป็นเวลานาน 1 คืน น าเชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar จ านวน 1 โคโลนี ใส่ในหลอดอาหาร

เหลว LB ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพาะบ่มที่ 37๐C เป็นเวลานาน 12-16 ชั่วโมง ด้วยการเขย่าที่

ความเร็ว 250 รอบต่อนาที จากนั้นดูดเชื้อที่เจริญแล้วมา 2 มิลลิลิตร ใส่ในขวดอาหารเหลว LB 200 

มิลลิลิตร (คิดเป็นความเข้มข้นของเชื้อ 1 เปอร์เซ็นต์) น าไปบ่มที่ 37 ๐C เป็นเวลานาน 2-3 ชั่วโมง เขย่า

ที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที วัดค่า optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุกๆ 20-

30 นาที โดยให้ค่า OD อยู่ในช่วง 0.4-0.5 จากนั้นแบ่งใส่หลอดขนาด 50 มิลลิลิตร 2 หลอดเท่าๆ กัน 

โดยการชั่งน้ าหนัก ด้วยเทคนิคท่ีปลอดเชื้อ น าไปตั้งแช่ในน้ าแข็งประมาณ 10 นาท ีเก็บเซลล์โดยการปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 10 นาที ที่ 4 ๐C เพ่ือให้เซลล์ตกตะกอน (ไม่ควรใช้

เวลานานเกินไป เพราะจะท าให้เซลล์จับแน่นและท าให้เซลล์ตายเมื่อครบเวลา) เทส่วนใสออกเบาๆและ

คว่ าบนกระดาษทิชชูที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นละลายตะกอนด้วยวิธีปิเปตขึ้นลงด้วยสารละลาย 0.1 

M CaCl2 ที่เย็นจัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วแช่น้ าแข็งนาน 10 นาทีเก็บเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 10 นาทีที่ 4 ๐C จากนั้นเทสารละลายออก คว่ าบนกระดาษ

ทิชชูจนแห้งดีแล้วเติม 0.1 M CaCl2 ที่เย็นลงไปหลอดละ 2 มิลลิลิตรเพ่ือละลายตะกอนเชื้อ แล้วน า

สารละลายเชื้อทั้งสองหลอดมารวมกัน แบ่งใส่ eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 75 

ไมโครลิตรและเติมกลีเซอรอล 25 ไมโครลิตร (สุดท้ายได้ความเข้มข้นของกลีเซอรอลคือ 15 %) ผสมให้
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เข้ากันโดยการปั่นอย่างรุนแรง (vortex) จากนั้นท าให้ตัวอย่างแข็งอย่างรวดเร็วโดยแช่ในไนโตรเจนเหลว

แล้วเก็บใน ตู้เย็น -80 ๐C เพ่ือรอใช้งานต่อไป 

 3.4.2 การถ่ายโอนพลาสมิคลูกผสมเข้าสู่แบคทีเรียด้วยวิธี heat shock  

การน าพลาสมิดดีเอ็นเอ pGAPZαA เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน เช่น E. coli DH5α ที่เซลล์ผู้รับ

อยู่ในสภาพเซลล์คอมพีเทนต์ ที่พร้อมรับพลาสมิดเข้าสู่เซลล์เพ่ือเพ่ิมจ านวนพลาสมิดหลังจากการถ่ายดี

เอ็นเอแล้ว โดยมีวิธีการดังนี้น าเซลล์คอมพีเทนต์ 100 ไมโครลิตรจากอุณหภูมิ -80 ๐C จ านวน 1 หลอด 

ท าให้ละลายโดยการใช้ความร้อนจากมือ แล้วพักไว้ในน้ าแข็ง เติม pGAPZαA plasmid DNA จ านวน 

50 นาโนกรัมและผสมเบาๆ ให้เชื้อกับพลาสมิดผสมกันจากนั้นวางในน้ าแข็ง เป็นเวลานาน 30 นาที 

น าไปบ่มในอ่างน้ าที่ 42๐C เป็นเวลา 90 วินาที แล้วท าให้เย็นในน้ าแข็ง เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเติม

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลวปริมาตร 900 ไมโครลิตรน าไปบ่มที่ 37 ๐C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยการ

เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที เมื่อครบเวลาแล้วน ามา spread plate  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

low salt ที่มียาปฏิชีวนะที่เหมาะสม (ในการทดลองใช้ ZeocinTM ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) จ านวนเชื้อละ 1 จานเก็บในกล่องทึบแสงและบ่มที่ 37 ๐C เป็นเวลานาน 16 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลาน ามาตรวจผล จะเห็นโคโลนีขึ้นบนอาหารและหลังจากนั้นคัดเลือกโคลนที่มียีนแทรกอยู่ด้วยการ

เปรียบเทียบขนาดพลาสมิดและท าการเก็บรักษาเชื้อที่มีพลาสมิดลูกผสมในอาหารเหลว LB ผสมกับกลี

เซอรอล 60 เปอร์เซ็นตท์ี่อุณหภูมิ -80 ๐C 

3.4.3 การคัดเลือกโคลนที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีน SWA2 และยีน GAM1 ด้วยวิธี 

simplified rapid size screening  

  การคัดเลือกโคลนด้วยวิธี rapid size screening เป็นเปรียบเทียบขนาดของพลาสมิด

ในโคลนที่ขึ้นบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ zeocinTM ซึ่งคาดคะเนว่าเป็นโคลนที่มีพลาสมิดลูกผสมอยู่โดย

เทียบกับขนาดของพลาสมิดที่ไม่มียีนอยู่ โคลนของพลาสมิดที่มียีน จะมีขนาดใหญ่กว่าเมื่อน ามาแยกด้วย
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วิธีเจลอีเล็กโทรโฟรีซีสจะวิ่งในเจลได้ช้ากว่าโคลนของพลาสมิดที่ไม่มียีน ซึ่งมีวิธีการดังนี้ ใช้ไม้จิ้มฟันที่

ปลอดเชื้อป้ายโคโลนีจาก master plate ครั้งละ 1 โคโลนี แล้วผสมลงในสารละลาย size screening 

buffer (5 mM EDTA, 10% (W/V) sucrose, 0.25% (W/V) SDS , 100 mM NaOH, 60 mM KCl) 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร จนสังเกตเห็นสารละลายหนืดมากขึ้นเนื่องจากเซลล์แตก น าไปแช่ในน้ าแข็งนาน 

10 นาทีแล้วจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใสปริมาตร 20 

ไมโครลิตร มาวิเคราะห์ขนาดของพลาสมิดด้วยวิธีเจลอีเล็กโทรโฟรีซิส เปรียบเทียบกับตัวอย่างโคโลนีที่

มีพลาสมิดแต่ไม่มียีนแทรกอยู่ ใช้กระแสไฟฟ้า 80 โวลต์นาน 40 นาที  จากนั้นน าแผ่นเจลไปย้อมด้วยเอ

ทิเดียมโบรไมด์ (0.1 μg/ml) นาน 5 นาที และ ล้างด้วยน้ ากลั่นเป็นเวลานาน 10 นาที จากนั้นน าไป

อ่านผลด้วยเครื่อง Gel Documentator และถ่ายรูปเจล 

 3.4.4 ตรวจสอบและคัดเลือกโคลน 

  จากการคัดเลือกโคลนด้วยวิธี  simplified rapid size screening เป็นการคัดเลือก

เบื้องต้นเพ่ือหาโคลนที่คาดว่าจะมีพลาสมิดที่มียีนแทรกอยู่  ดังนั้นเพ่ือให้แน่ใจว่ามียีนแทรกอยู่จริง ต้อง

ท าการตรวจสอบการมีอยู่ของยีนด้วยเทคนิค PCR และการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพ่ือตรวจสอบ

ขนาดของยีนที่ถูกต้อง และเนื่องจากต าแหน่งในการเชื่อมต่อระหว่างพลาสมิดกับชิ้นของยีน SWA2 หรือ

ยีน GAM1 ใช้เอนไซม์เพียงชนิดเดียว ดังนั้นทิศทางของยีนที่ เชื่อมต่อกับพลาสมิดอาจเข้าได้ทั้ ง

สองทิศทางจึงต้องมีการตรวจสอบทิศทางการแทรกของยีนด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ pGAP_F (5’-

GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3’) ซึ่งจับที่ต าแหน่ง promoter ของพลาสมิด ด้าน 5’ และใช้ไพร

เมอร์ SWA2_R หรือ GAM1_R ส าหรับยีน SWA2 หรือยีน GAM1 ตามล าดับ ซึ่งจับที่ต าแหน่งของยีน

ด้าน 3’ โดยในปฏิกิริยาของวิธี PCR ใช้อุณหภูมิที่เหมาะสมดังแสดงในตาราง 3.6 และผลของ PCR ที่

คาดว่าจะได้ส าหรับพลาสมิดลูกผสมที่มียีน SWA2 แทรกในทิศทางที่ถูกต้อง (pSWA2) จะมีขนาด

ประมาณ 1.8 kb และส าหรับพลาสมิดลูกผสมที่มียีน GAM1 แทรกในทิศทางที่ถูกต้อง (pGAM1) จะมี

ขนาดประมาณ 3.1 kb  
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ตาราง 3.6 อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการตรวจสอบทิศทางของยีน GAM1 และ SWA2 ด้วยวิธี PCR  

Hold STEP CYCLE (30 cycles) Hold 

95 °C, 

3 min 

Denaturation Annealing Extension 72 °C, 

5 min 94°C, 30 sec 50°C, 30 sec 72°C, 3 min 

 

3.5 การน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลลย์ีสต์และการคัดเลือกโคลน 

 3.5.1 การเตรียมคอมพีเทนต์ยีสต์ 

  วิธีการเตรียมคอมพีเทนต์ยีสต์ได้ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Suga และ Hatakeyama 

(2003) น า 1 โคโลนีของยีสต์ที่ เจริญอยู่บนอาหารแข็ง YPD ใส่ในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 25 

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30°C เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 16-18 ชั่วโมง เพ่ือใช้

เป็นกล้าเชื้อ จากนั้นถ่ายเชื้อ 1% ใส่ในอาหารใหม่และเลี้ยงให้ยีสต์โตจนมีค่าความขุ่นของเซลล์ถึง 0.4 

(OD600= 0.4) ซึ่งจะมีเซลล์ประมาณ 1 x 107cell/ml (ประมาณ 6 ชม) น าอาหารที่มีเชื้อยีสต์ไปแช่ใน

น้ าแข็ง เป็นเวลานาน 15 นาที จากนั้นเก็บเซลล์ยีสต์ด้วยการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 1,600 x 

g นาน 5 นาที และล้างเซลล์ยีสต์ด้วยน้ ากลั่นที่เย็นจ านวน 3 ครั้งจากนั้นละลายเซลล์ด้วยสารละลายที่

เย็น freezing buffer (0.6 M sorbital, 10 mM CaCl2, 10 mM Hepes and pH 7.5) จากนั้นแบ่ง

คอมพีเทนต์ยีสต์ใส่หลอด microfuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 ไมโครลิตร และแช่ที่อุณหภูมิ 

-80°C เพ่ือรอใช้งานต่อไป 
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 3.5.2 การน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลลย์ีสต์ด้วยวิธี Electroporation  

  วิธีการน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์ยีสต์ด้วยวิธีการ  electroporation ได้ดัดแปลงมา

จากวิธีของ Suga and Hatakeyama (2003)  กระบวนการน าพลาสมิดลูกผสมเข้าในเซลล์ ท าได้ดังนี้ 

น าคอมพีเทนต์ยีสต์ที่แช่แข็งมาละลายด้วยอ่างน้ าที่อุณหภูมิ 30 °C อย่างรวดเร็ว จากนั้นเติมสารละลาย 

1.0 M sorbitol ที่ เย็น 1 มิลลิลิตรและปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 x g นาน 5 นาที ที่

อุณหภูมิ 4 °C จากนั้นดูดสารละลายทิ้งและละลายตะกอนเซลล์ยีสต์ด้วยสารละลาย 1.0 M sorbitol ที่

เย็นปริมาตร 80 ไมโครลิตร และผสมกับพลาสมิดลูกผสมที่ถูกตัดให้เป็นเส้นตรงแล้วความเข้มข้น 3 

ไมโครกรัม น าหลอดส่วนผสมทั้งหมดวางไว้บนน้ าแข็งนาน 5 นาที จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ 

cuvette (ขนาดความกว้าง 0.2 cm) ที่เย็น และใส่เครื่องปล่อยกระแสไฟฟ้า (Bio-Rad Gene Pulser) 

โดยใช้กระแสไฟฟ้า 3 kv (Sc4 mode) หลังจากให้กระแสไฟฟ้าแล้ว เติมสารละลาย 1.0 M sorbitol 

ลงใน cuvette อย่างรวดเร็ว แล้วดูดสารละลายทั้งหมดไปใส่หลอด microfuge ใหม่แล้วน าไปบ่มไว้ที่

อุณหภูมิ 30 °C นาน 1 ชั่วโมง โดยไม่ต้องเขย่า จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงไปแล้วเลี้ยงเชื้อต่อโดยการบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 1 ชั่วโมง เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที เมื่อ

ครบเวลาน าเชื้อไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 x g นาน 10 นาที แล้วย้ายเซลล์ทั้งหมดไป

เลี้ยงบนอาหารแข็งที่มียา zeocin™ และ pH ที่เหมาะสม บ่มที่ 30 °C นาน 3-4 วันหรือจนกระทั่งเห็น

โคโลนียีสต์เกิดข้ึน 

 3.5.3 การประเมินหาความเข้มข้นของ zeocinTM ที่เหมาะสมส าหรับการคัดเลือกยีสต์

ลูกผสม 

 น าสายพันธุ์ยีสต์มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียา zeocin™ ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 100 ถึง 300 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และที่ค่า pH ต่างๆ ดังนี้  5.0  5.5  6.0  6.5  7.0  7.5  8.0 ในระหว่างที่น า

ยีสต์เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นต่างๆ ของยา zeocin™ และค่า pH ต่างๆ บ่มที่อุณหภูมิ 

30 °C ในที่มืดเป็นเวลานาน 2  วัน จากนั้นตรวจสอบผลการดื้อยาของยีสต์ที่ความเข้มข้นของยาและที่
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ค่า pH ที่น้อยที่สุดที่ยีสต์ไม่สามารถเจริญบนอาหารดังกล่าวได้เพ่ือใช้เป็นความเข้มข้นและค่า pH ที่

เหมาะสมในการคัดเลือกโคลน  

3.6 การตรวจสอบการท างานได้ของ α-amylase และ glucoamylase 

 3.6.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน  SWA2 และ GAM1 ในยีสต์ลูกผสม 

  การตรวจสอบการสร้างและการหลั่งเอนไซม์  α-amylase หรือ glucoamylase ได้

ดัดแปลงวิธีการมาจาก Eksteen et al. (2003) และ Kang et al. (2003) ซึ่งน ายีสต์ที่ผ่านการแทรก

ของยีนมาทดสอบการสร้างและการหลั่งเอนไซม์บนอาหารแข็งที่มีแป้งเป็นส่วนผสม (YPDS2) และบ่มที่

อุณหภูมิ 30 °C นาน 10 วัน และบ่มต่อที่ 4°C นาน 2 วัน  จากนั้นราดด้วยสารละลายไอโอดีน [1.5% 

(w/v) I2 และ potassium iodide 5% (w/v) KI] ลงบนจานอาหาร สังเกตวงใสรอบๆ โคโลนีที่เกิดขึ้น 

บันทึกผล  

 3.6.2 การยืนยันการแทรกของยีน SWA2 หรือ GAM1 ในโครโมโซมของยีสต์ ด้วยวิธี  PCR 

  การยืนยันการแทรกของยีน SWA2 หรือ GAM1 ในโครโมโซมของยีสต์ตรวจสอบได้ด้วย

วิธี  PCR โดยใช้จีโนม ของยีสต์ลูกผสมเป็นแม่แบบปริมาณ 100 ng และ 1 x PCR buffer (75 mM 

HCl, pH 8.7), 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4 และ 1.5 mM MgCl2), 20 pmol ของไพรเมอร์แต่

ละคู่  เอนไซม์และสารต่างๆ (200 µM dNTPs และ 1.25 unit Taq DNA polymerase) ซึ่งอุณหภูมิที่

ใช้ในการท าปฏิกิริยาดังตาราง 3.3.3 และ 3.3.4 

 3.6.3 การตรวจสอบกิจกรรมของ glucoamylase และ α-amylase ในอาหารเหลว 

  3.6.3.1 การเลี้ ยงเชื้ อ เพื่ อเก็บอาหารเหลวส าหรับใช้ทดสอบกิจกรรมของ 

glucoamylase และ α-amylase  

   วิธีการในการเลี้ยงยีสต์ลูกผสมทั้งสองสายพันธุ์ได้ดัดแปลงวิธีการมาจาก Liao 

et al. (2012) และ Wong et al. (2002) โดยเลือกยีสต์ลูกผสมที่มีขนาดของวงใสที่ใหญ่ที่สุดจากการ
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ทดสอบด้วยวิธี 3.6.1 ของสองสายพันธุ์น าไปเลี้ยงในขวดอาหารเหลว YPD ปริมาตร 5 ml และเขย่าที่

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นย้ายเชื้อ 1 มิลลิลิตร ไปเลี้ยงต่อใน

อาหารเหลว YPG (คล้าย YPD แต่ใช้กลีเซอรอลแทนกลูโคส) เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 30 °C นาน 7 วัน หรือจนกระทั้งเซลล์มีค่า OD600 ≥ 11 จากนั้นเก็บหลอดละ 1 มิลลิลิตร 

น าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,500 x g นาน 1 นาที จากนั้นน าส่วนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่

ปราศจากเซลล์ยีสต์ของแต่ละสายพันธุ์ไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองภายในเวลา 48 ชั่วโมง 

โดยรายงานกิจกรรมของเอนไซม์ในหน่วย ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

  3.6.3.2 การหากิจกรรมของเอนไซม์ glucoamylase  

   กิจกรรมของเอนไซม์ glucoamylase จากเชื้อที่ผลิตเอนไซม์ดังกล่าวสามารถ

หาได้จากอัตราการย่อยแป้งซึ่งใช้เป็นสารตั้งต้นในการท าปฏิกิริยา โดยเมื่อถูกย่อยด้วยเอนไซม์แล้วจะได้ 

น้ าตาลกลูโคส หรือ น้ าตาลรีดิวซ์ และสามารถวัดน้ าตาลที่เกิดขึ้นได้ด้วย DNS method ดังนี้  น า

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเอนไซม์อยู่มา 1 มิลลิลิตรผสมกับสารละลายแป้งในปริมาณที่ เท่ากัน น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 50 °C นาน 30 นาที จากนั้นเติมสารละลาย DNS จ านวน 1 มิลลิลิตร น าไปต้มในน้ าเดือดอีก 

15 นาทีและเจือจางตัวอย่างด้วยน้ ากลั่น 7 มิลลิลิตรและวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร เพ่ือหา

ปริมาณน้ าตาลที่เกิดขึ้นจากการย่อยแป้งภายในเวลาที่ก าหนด โดยเปรียบเทียบค่าที่ได้จากกราฟ

มาตรฐาน (ใช้สารละลายกลู โคส  0.1-1.0 mg/ml) (APPENDIX B)  โดยกิจกรรมของเอนไซม์ 

glucoamylase 1 ยูนิต หาได้จากปริมาณของเอนไซม์ที่ผลิตน้ าตาล 1 µmol ได้ภายในเวลา 1 นาที  

  3.6.3.3 การหากิจกรรมของเอนไซม์ α-amylase  

   การหากิจกรรมของเอนไซม์  α-amylase ด้วยวิธี  iodine assay ซึ่ งวิธี

ดังกล่าวนี้สามารถวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้แม่นย ากว่าวิธีอ่ืน (Fuwa, 1954; Xiao et al. 2006) 

เพราะเนื่องจาก α-amylase จะย่อยโมเลกุลของแป้งและได้ผลผลิตที่ไม่ใช้น้ าตาลทั้งหมดซึ่ง ได้แก่ 

กลูโคสและเดร็กตริน ซึ่งสารละลายดังกล่าวไม่สามารถจับกับโมเลกุลของไอโอดีนได้จึงท าให้เกิดสีที่จาง
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ลงท าให้สามารถทราบปริมาณแป้งที่ลดลงในสารละลายตัวอย่างที่ท าปฏิกิริยาการย่อยแป้งแล้ว  (Priest, 

1977)  

 การเตรียมสารละลายแป้งส าหรับเป็นสารตั้งต้นส าหรับท าปฏิกิริยาท าได้โดย เตรียมสารละลาย

แป้ง 1% โดยน าไปต้มใน 0.4 M sodium acetate buffer (pH 5.0) เป็นเวลา 15 นาทีทิ้งให้เย็น ก่อน

น าไปใช้ น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเอนไซม์ผสมอยู่มา 1 มิลลิลิตรผสมกับสารละลายแป้งในปริมาณที่เท่ากัน 

บ่มที่ อุณหภูมิ 50 °C นาน 30 นาที เมื่อครบเวลา เติม 1.0 M HCl จ านวน 1 มิลลิลิตร เพ่ือหยุด

ปฏิกิริยาของเอนไซม์และเติมสารละลายไอโอดีน [0.2% (w/v) I2 and 2% (w/v) KI] 1 มิลลิลิตร และ

เจือจางด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 580 นาโนเมตร (1 ยูนิตของ

เอ น ไซ ม์  คื อ  U/ml = (A580 control -A580 sample) ÷ A580/mg starch ÷ 30 min ÷ 1 ml) 

เปรียบเทียบกับค่ากราฟมาตรฐาน (APPENDIX B) ซึ่งยูนิตของเอนไซม์หาได้จากการลดลงของสีของแป้ง

ที่เหลือจากการย่อยที่ท าปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีน 

3.7 การหมักเอทานอลและการวิเคราะห์ 

 3.7.1 การเตรียมกล้าเชื้อส าหรับการหมัก 

  การเตรียมกล้าเชื้อเริ่มต้นของยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรม 2 สายพันธุ์ ได้ท าตามวิธีของ 

Souza et al. (2007) และ Yamada et al. (2011) โดยเลี้ยงเชื้อยีสต์จาก 1 โคโลนีของยีต์ที่อยู่บนจาน

อาหาร YPDS2 ที่มีขนาดวงใสที่เกิดจากการย่อยแป้งได้มากท่ีสุด มาเลี้ยงในอาหารเหลว YPD medium  

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ด้วยการบ่มที่ 30 °C และเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 1 คืน จากนั้น

ย้ายเชื้อ 1 มิลลิลิตร ไปเลี้ยงต่อในอาหารเหลวชนิด YPC medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ด้วยการบ่ม

ที่ 30 °C และเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 10-12 ชั่วโมง หรือจนกว่าจะได้ค่า 

OD600  เท่ากับ 1.0  จากนั้นเก็บเชื้อปริมาตร 9.5 มิลลิลิตร ของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ใส่หลอดอาหารขนาด 

50 มิลลิลิตร และปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 3,000 x g ที่ 4 °C เป็นเวลานาน 5 นาที เพ่ือจะเก็บ

เซลล์ จากนั้นน าเซลล์ไปล้างด้วยสารละลาย 0.85% NaCl ที่เย็น ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนอีกครั้งและละลาย
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เซลล์ในอาหารเหลว YPC medium ปริมาตร 9.5 มิลลิลิตร เพ่ือเติมใส่ในขวดหมักท่ีมีอาหารเหลว YPC 

medium ปริมาตร 85.5 มิลลิลิตร [10 % (v/v) inoculums] 

 3.7.2 สภาวะท่ีใช้ในการหมักเอทานอล 

  ขนาดของขวดที่ใช้ในการศึกษาการหมักครั้งนี้ ใช้ขวดที่มีขนาด 120 มิลลิลิตร โดยปาก

ขวดจะปิดให้แน่นด้วยจุกยางแล้วครอบอัดให้แน่นด้วย aluminum vial seals cap อาหารเหลว YPC 

medium คืออาหารที่ใช้ในการศึกษาการหมัก จะมีส่วนประกอบของ แป้งมันส าปะหลัง 10 กรัมต่อลิตร 

และมีค่า pH เท่ากับ 5.0 สภาวะที่ใช้ในการหมัก คือที่อุณหภูมิ 30 °C และเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อ

นาที (การเขย่ามีวัตถุประสงค์เพ่ือให้อาหารและเชื้อไม่ตกตะกอนที่ก้นขวด และท าให้อาหารได้สัมผัสกับ

เชื้อมากขึ้น) จากงานวิจัยของ Sukairi et al. (2008) ได้ศึกษาความแรงในการเขย่าที่เหมาะสมเพ่ือให้

เกิดประสิทธิภาพการหมักที่ดีที่สุดและมีการสร้างเอทานอลที่มากที่สุดในการหมักเอทานอลด้วย  S. 

cerevisiae สายพันธุ์ที่ดัดแปลงให้สามารถย่อยแป้งได้ และใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นสารตั้งต้น ผลการ

ทดลองที่ได้พบว่า  ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท าให้เซลล์สัมผัสกับอาหารมากขึ้นและท าให้มีเปลี่ยน

โมเลกุลของแป้งไปเป็นน้ าตาลเพ่ือผลิตเอทานอลเพ่ิมมากขึ้น  ตลอดระยะเวลาการหมักจะด าเนินการ

เก็บตัวอย่างน้ าหมักทุกๆ 3 วัน เพ่ือน าไปวิเคราะห์ประสิทธิภาพการหมัก ได้แก่ ปริมาณเอทานอล 

ปริมาณแป้งที่เหลือจากการย่อย ปริมาณเซลล์ที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีแป้งเป็นแหล่งพลังงาน

เพียงอย่างเดียว (cell dry weight) ตลอดระยะเวลาทั้งหมดที่ใช้ในการหมัก 24 วัน  

 3.7.3 การหาปริมาณน้ าหนักเซลล์แห้ง (cell dry weight) 

  น้ าหนักเซลล์แห้ง หรือ cell dry weight (กรัมของน้ าหนักเซลล์แห้งต่อ 1 มิลลิลิตรของ

น้ าหมัก) เนื่องจากในอาหารที่ใช้หมักมีแป้งเป็นส่วนประกอบดังนั้นต้องมีการก าจัดแป้งออกจากน้ าหมัก

ที่มีเซลล์ ตามวิธีของ Soni et al. (1992) ดังนี้ ตัวอย่างน้ าหมักที่เก็บจากขวดหมักทุกๆ 3 วัน  น า

เอนไซม์ α-amylase (sigma) 20 ไมโครลิตร เติมใส่ในน้ าหมัก 1 มิลลิลิตร  และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 90 °C 

เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง เพ่ือย่อยแป้งให้เป็นเป็นสารละลายเดร็กตรินจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอน
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ด้วยความเร็วรอบสูงสุดที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลานาน 10 นาที ดูดสารละลายเดร็กตรินออก จะเหลือ

เพียงตะกอนเซลล์ยีสต์ จากนั้นละลายเซลล์อีกครั้งด้วยน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร ก่อนที่จะน าไปอบให้แห้งที่ 

105 °C เป็นเวลานาน 4 ชั่วโมง หรือจนกว่าจะแห้งและชั่งน้ าหนักเซลล์ที่ได้  และบันทึกผล  

 3.7.4 การวิเคราะห์หาปริมาณความเข้มข้นของแป้งที่เหลือ  

  การหาปริมาณแป้งที่เหลือจากการย่อยด้วยยีสต์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมใช้วิธีที่

ดัดแปลงมาจากวิธีของ Liao et al. (2012) โดยน าน้ าหมัก 1 มิลลิลิตร ที่เก็บมาจากการหมักและเก็บ

รักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C น ามาละลายในอ่างน้ าที่อุณหภูมิห้องและจากนั้นน าไปต้มนาน 30 นาที 

จากนั้นน าตัวอย่างน้ าหมัก 300 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายไอโอดีน 2 มิลลิลิตร [iodine solution 

(0.2% (w/v) I2, 2% (w/v) KI2)] และเจือจางด้วยน้ ากลั่น 9 มิลลิลิตร เพ่ือวัดค่า OD สุดท้ายของ

สารละลายที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร ค านวณปริมาณแป้งที่เหลือจากกราฟมาตรฐานที่ใช้แป้งมัน

ความเข้มข้น 0-1 กรัมต่อลิตร (APPENDIX B) 

 3.7.5 การวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล 

  การวิเคราะห์หาความเข้มข้นของเอทานอลโดยใช้เครื่อง HPLC (high performance 

liquid chromatography; Model 1200 series, Agilent Technology) จากตั วอย่ า งน้ าหมั ก  1 

มิลลิลิตร ที่เก็บจากขวดหมักเตรียมเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล โดยน าน้ าหมักไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบสูงสุดของเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลานาน 10 นาที เพ่ือแยกเอา

ส่วนสารละลายออกจากตะกอน จากนั้นเอาส่วนสารละลายทั้งหมดไปกรองด้วยตัวกรองขนาด  0.2 

ไมโครเมตร ก่อนฉีดตัวอย่างเข้าเครื่อง HPLC โดยเครื่องจะดูดตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ครั้งละ 10 

ไมโครลิตร จากนั้นค านวณหาเอทานอลที่ได้ตามค่าทางทฤษฏีผลผลิตสูงสุดของเอทานอลจากกลูโคส 

100 กรัม เปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ 51.1 กรัม (Ingledew, 1993) 
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3.8 สถานที่ท าการทดลอง 

 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 111 ถนนมหาวิทยาลัย ต าบลสุรนารี อ าเภอเมือง จังหวัด

นครราชสีมา 30000 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

 

4.1 การสร้างพลาสมิดลูกผสมที่มีการแทรกของยีน GAM1 (รูปภาพที่ 4.1) 

ยีน GAM1 สามารถคัดลอกเพ่ิมจ านวนมาจากจีโนมของยีสต์สายพันธุ์ D. occidentaris โดยใช้ 

ไพรเมอร์ที่ เฉพาะ forward primer ชื่อ GAM1_2F และ reverse primer ชื่อ GAM1_2R โดยใช้วิธี 

Polymerase Chain Reaction (PCR) เพ่ือเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ (รายละเอียดแสดงไว้ในบทที่ 3 หัวข้อ 

3.3.3) ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ได้จะได้ยีนที่มีขนาดประมาณ 2.8 กิโลเบส (kb) จากนั้นน าผลผลิต

จาก PCR ของยีน GAM1 ไปท าให้บริสุทธิ์ตามวิธีที่แสดงในบทที่ 3 หัวข้อ 3.3.8 และย่อยด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะ Xhol ซึ่งมีต าแหน่งจดจ าอยู่ที่ปลาย 5’ และ 3’ ของยีน GAM1 เพ่ือน าชิ้นยีนแทรกเข้าไป

ในพลาสมิด pGAPZαA ที่มีขนาด 3.1 kb โดยพลาสมิด pGAPZαA มีต าแหน่ง Xhol อยู่ที่ multiple 

cloning size ของพลาสมิด หลังจากตัดพลาสมิดเป็นเส้นตรงแล้ว ต้องน าหมู่ฟอสเฟตออกจากปลาย 5’ 

ด้วยการดีฟอสฟอรีเลชั่นด้วยเอนไซม์ FastAP (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 หัวข้อ 3.3.9) เพ่ือป้องกัน

การกลับมาจับกันเองของพลาสมิดอีกครั้ง เมื่อเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอและชิ้นของ GAM1 เรียบร้อยแล้ว 

ล าดับต่อไปคือการเชื่อมทั้งสองชิ้นส่วนเข้าด้วยกันและน าเข้าสู่คอมพรีเทนน์แบคทีเรีย E. coli TOP10 

ทีม่ีความพร้อมส าหรับรับเอาพลาสมิดลูกผสมเข้าไปได้ (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 หัวข้อ 3.4.1) พบว่า

หลังจากสร้าง พลาสมิดลูกผสมที่มีการแทรกของยีน GAM1 แล้ว พลาสมิดลูกผสมจะต้องมีขนาดเท่ากับ 

5.9 kb โดยจะต้องมีการตรวจสอบโคลนที่สามารถขึ้นบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ ZeocinTM ได้ โดยใช้

หลักการเปรียบเทียบขนาดของพลาสมิดที่คาดคะเนว่าเป็นพลาสมิดลูกผสมโดยเทียบกับขนาดของ 

พลาสมิดที่ไม่มียีน GAM1  อยู่ ด้วยวิธี rapid size screening method (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 

หัวข้อ 3.4.3) พบว่า มี 7 โคลนที่มีขนาดพลาสมิดใกล้เคียงกับขนาดของพลาสมิดลูกผสม จากนั้นน าทั้ง 
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7 โคลนมาตรวจสอบหาการแทรกของยีน GAM1 ด้วยวิธีการย่อยด้วยรีสตริกชั่นเอนไซม์ Xhol ซึ่งจะท า

ให้ได้ดีเอ็นเอ 2 ขนาดคือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pGAPZαA มีขนาด 3.1 kb และยีน GAM1 ที่มีขนาด 2.8 

kb โดยวิเคราะห์ด้วยวิธีเจลอิเล็กโตโฟรีซีส (รูปภาพที่ 4.2) แต่การแทรกของยีน GAM1 ใน พลาสมิด

สามารถเข้าได้ทั้งสองทิศทาง เนื่องจากใช้ต าแหน่งการเข้าที่ต าแหน่งของ Xhol เพียงต าแหน่งเดียว

เท่านั้น ดังนั้นจ าเป็นต้องด าเนินการตรวจสอบทิศทางการเข้าของยีนซึ่งใช้วิธีการตรวจสอบด้วยวิธี PCR 

ใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพเมอร์คู่ pGAP_F  และ GAM1_2R  โดยใช้ forward primer ชื่อ pGAP_F เพ่ือ

เข้าจับที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ pGAP และ reverse primer ชื่อ GAM1_2R  หากมีการเข้าของยีนใน

ทิศทางที่ถูกต้องจึงจะได้ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่มีขนาดเท่ากับ 3.1 kb (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 

หัวข้อ 3.4.4) จากการทดสอบพบว่าเมื่อตรวจสอบทิศทางทั้ง 7 โคลน มีการเข้าของยีนในทิศทางที่

ถูกต้อง (รูปภาพที่ 4.3) จากนั้นด าเนินการเพ่ิมจ านวนรีคอมบิแนนท์ทั้งหมดโดยเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี

ยาปฏิชีวนะ ZeocinTM อยู่แล้วเก็บรักษาไว้ในกลีเซอรอล 60% เพ่ือรอการใช้งานต่อไป 
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รูปภาพที่ 4.1 ขั้นตอนการสร้างพลาสมิดลูกผสม pGAM1 

ยีน GAM1 ที่คัดลอกและเพ่ิมจ านวนด้วยปฏิกิริยา PCR ขนาด 2.8 kb ถูกย่อยด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol และเชื่อมต่อเข้าไปที่ต าแหน่ง Xhol ของพลาสมิด pGAPZαA ที่มี

ขนาด 3.1 kb ซึ่งย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol และดีฟอสฟอรีเลชั่น ได้เป็นพลาสมิดลูก

ผสมชื่อ pGAM1 ที่มีขนาดเท่ากับ 5.9 kb 

 

 

 

 

 

PCR product 

XhoI /CIAP 

pGAM1

5974 bps

XhoI

XhoI

BamHI

pGAP

al_factor'

AOX1 TT

pTEF1

pEM7

Zeocin

CYC1

PUC ori

GAM1 gene

pGAM1 vector design

GAM1 gene (2895 bps)

XhoI,1 XhoI

XhoI 

Ligation 

pGAP_al_A

3147 bps

xhol
793
Acc
KpnI
xhol
SacII
NotI
XbaI
823

BamHI

pGAP

al_factor signal seqeunce

AOX 1TT

pTEF1pEM7

Zeocin gene

CYC1

PUC ori
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รูปภาพที่ 4.2 การย่อยด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ Xhol เพ่ือตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pGAM1  

จากรูปแสดงผลของ 0.8 % เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสของพลาสมิดลูกผสมหมายเลขที่คัดเลือกไว้จาก

วิธี rapid size screening method น าไปย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol เพ่ือตรวจสอบการแทรก

ของยีน  GAM1  พบว่า มีดี เอ็นเอขนาดต่างกันสองขนาด ได้แก่ ยีน GAM1 ขนาด 2.8 kb และ 

pGAPZαA ที่มีขนาด 3.1 kb 

ช่อง M: DNA marker 

       ช่อง 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 และ 19: รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ยังไม่ย่อยด้วย 

       Xhol  

        ช่อง 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 และ 20: รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ถูกย่อยด้วย 

       Xhol  

 

M   1    2     3     4    5    6    7     8    9    10  

M   11   12  13  14   15  16  17   18   19  20 
Kb 

Kb 

4.3 

2.3 3.1 และ 2.8  

3.1 และ 2.8  

Kb 

Kb 

4.3 

2.3 
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รูปภาพที่ 4.3 การตรวจสอบทิศทางการแทรกของยีน GAM1 ในพลาสมิด pGAM1 ด้วยวิธี PCR 

จากรูปแสดงผลของ 0.8 % เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสของโคลนที่คัดเลือกไว้ (7  8  33  35 41 45 

57 58 63 65) ใช้เป็นแม่แบบ น ามาการตรวจสอบทิศทางการเข้าของยีน GAM1 ด้วยวิธี PCR โดยใช้ 

forward primer ชื่อ pGAP_F เพ่ือเข้าจับที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ pGAP และ reverse primer ชื่อ 

GAM1_2R เครื่องหมาย * คือโคลนที่มีทิศทางในการแทรกของยีนที่ถูกต้องซึ่งจะได้ผลผลิตจาก PCR 

เท่ากับ 3.1 kb 

  ช่อง M: DNA marker 

 ช่อง -  :  Negative control ใช้พลาสมิด pGAPZαA เป็นแม่แบบในปฏิกิริยา PCR 

                      ช่องที่ 1-10: ผลผลิต PCR จากโคลนที่ 7, 8, 33, 35, 41, 45, 57, 58, 63 และ 65 

    ตามล าดับ 

 

 

 

M      -      1*   2*    3*    4*   5      6    7*    8*   9*  10*  

Kb 

4.3 

2.3 3.1  
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4.2 การสร้างพลาสมิดลูกผสมที่มีการแทรกของยีน SWA 2 (รูปภาพที่ 4.4) 

ยีน SWA 2 สามารถคัดลอกเพ่ิมจ านวนมาจากจีโนมของยีสต์สายพันธุ์ D. occidentaris โดยใช้ 

ไพรเมอร์ที่ เฉพาะ forward primer ชื่อ  SWA2_F และ reverse primer ชื่อ  SWA2_R โดยใช้วิธี 

Polymerase Chain Reaction (PCR) เพ่ือเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ (รายละเอียดแสดงไว้ในบทที่ 3 หัวข้อ 

3.3.4) ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR จะได้ยีนที่มีขนาด 1.5 kb จากนั้นน าผลผลิตจาก PCR ของยีน SWA2 

ไปท าให้บริสุทธิ์ตามวิธีที่แสดงในบทที่ 3 หัวข้อ 3.3.8 และย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol ซึ่งมี

ต าแหน่งจดจ าอยู่ที่ปลาย 5’ และ 3’ ของยีน SWA2 เพ่ือน าชิ้นยีนที่ได้แทรกเข้าไปในพลาสมิด 

pGAPZαA ที่ต าแหน่ง Xhol โดยพลาสมิด pGAPZαA ซึ่งมีขนาด 3.1 kb ต้องย่อยด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ Xhol ด้วยเช่นกัน พร้อมทั้งก าจัดหมู่ฟอสเฟตออกจากปลายด้าน 5’ พลาสมิดด้วยการดีฟอสฟอ

รีเลชั่นด้วยเอนไซม์ FastAP (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 หัวข้อ 3.3.9) เพ่ือป้องกันการกลับมาจับ

กันเองของพลาสมิดอีกครั้ง เมื่อเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอและชิ้นของ SWA2 เรียบร้อยแล้ว ล าดับต่อไป

คือการเชื่อมทั้งสองชิ้นส่วนเข้าด้วยกันและน าเข้าสู่คอมพรีเทนน์แบคทีเรีย E. coli TOP10 ที่มีความ

พร้อมส าหรับรับพลาสมิดลูกผสมเข้าไป (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 หัวข้อ 3.4.1) จากการทดลอง

พบว่าหลังจากสร้างพลาสมิดลูกผสมที่มีการแทรกของยีน SWA 2 แล้ว พลาสมิดลูกผสมต้องมีขนาด

ประมาณ 4.6 kb โดยจะต้องมีการตรวจสอบโคลนที่สามารถขึ้นบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ Zeocin ได้ 

โดยใช้หลักการเปรียบเทียบขนาดของพลาสมิดที่คาดว่าจะเป็นพลาสมิดลูกผสมกับขนาดของพลาสมิดที่

ไม่มียีน SWA2 อยู่ ด้วยวิธี rapid size screening method (รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 2หัวข้อ 9.1) 

ผลการทดลองพบว่า มี 5 โคลนที่มีขนาดใกล้เคียงกับขนาดของพลาสมิดลูกผสม จากนั้นน าทั้ง 5 โคลน

มาตรวจสอบหาการแทรกของยีน SWA2 ด้วยวิธีการย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol ซึ่งจะท าให้ได้ดี

เอ็นเอ 2 ขนาดคือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pGAPZαA มีขนาด 3.1 kb และยีน SWA2 ที่มีขนาด 1.5 kb โดย

วิเคราะห์ด้วยวิธีเจลอิเล็กโตโฟรีซีส ผลการตรวจสอบการแทรกของยีน SWA2 ของทั้ง 5 โคลนพบขนาด 

1.5 kb ของยีนแทรกอยู่ทุกโคลน (รูปภาพที่ 4.5) แต่การแทรกของยีน SWA2 ในพลาสมิดสามารถเข้า

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

ได้ทั้งสองทิศทางเนื่องจากใช้ต าแหน่งการเข้าที่ต าแหน่งของ Xhol เพียงต าแหน่งเดียวเท่านั้น ดังนั้น

จ าเป็นต้องด าเนินการตรวจสอบทิศทางการเข้าของยีนซึ่งใช้วิธีการตรวจสอบด้วยวิธี PCR ใช้โอลิโก      

นิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์คู่ pGAP_F และ SWA2_R โดยใช้ forward primer ชื่อ pGAP_F เพ่ือเข้าจับที่

ต าแหน่งโปรโมเตอร์ pGAP และ reverse primer ชื่อ SWA2_R จับที่ปลาย 3’ ของยีน หากมีการ

แทรกของยีนในทิศทางที่ถูกต้องจะได้ผลผลิตจากปฏิกริยา PCR ที่มีขนาดเท่ากับ 1.8 kb (รายละเอียด

แสดงไว้บทที่ 3 หัวข้อ 3.4.4) จากผลการตรวจสอบทิศทางการแทรกของยีนพบว่าเมื่อตรวจสอบทิศทาง

ทั้ง 5 โคลน คือ โคลนที่ 1 2 3 4 และ 5 มีการเข้าของยีนในทิศทางที่ถูกต้อง โดยวิเคราะห์ด้วยวิธี

เจลอิเล็กโตโฟรีซีส (รูปภาพที่ 4.6) จากนั้นด าเนินการเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียลูกผสมทั้งหมดโดยเลี้ยงใน

อาหารเหลวที่มียาปฏิชีวนะ ZeocinTM อยู่แล้วเก็บรักษาไว้ในกลีเซอรอล 60% เพ่ือรอการใช้งานต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาพที่ 4.4 ขั้นตอนการสร้างพลาสมิดลูกผสม pSWA2 
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น ายีน SWA2 ที่คัดลอกและเพ่ิมจ านวนด้วยวิธี PCR ขนาด 1.5 kb ย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

Xhol และเชื่อมต่อเข้าไปที่ต าแหน่ง Xhol ของพลาสมิด  pGAPZαA ขนาด 3.1 kb ที่ย่อยด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะ Xhol และดฟีอสฟอรีเลชั่น ได้พลาสมิดลูกผสมชื่อ pSWA2 ที่มีขนาด 4.6 kb 

 

   

 

รูปภาพที่ 4.5  การย่อยด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ Xhol เพ่ือตรวจสอบพลาสมิดลูกผสม pSWA2 

จากรูปแสดงผลของ 0.8 % เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสของพลาสมิดลูกผสม หมายเลขที่คัดเลือกได้

จากวิธี rapid size screening method น าไปย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol  เพ่ือตรวจสอบการ

แทรกของยีน SWA2 พบว่ามีดีเอ็นเอขนาดต่างกันสองขนาด ได้แก่ ยีน SWA2 ขนาด 1.5 kb และ 

pGAPZαA ที่มีขนาด 3.1 kb 

       ช่อง M: DNA marker 

       ช่องที ่1, 3, 5, 7, 9: พลาสมิดลูกผสมที่ยังไม่ย่อยด้วย Xhol ซึ่งขนาดประมาณ 4.6  kb 

       ช่องที่ 2, 4, 6, 8, 10: พลาสมิดลูกผสมที่ถูกย่อยด้วย Xhol แล้ว พบว่ามีดีเอ็นเอขนาด

ต่างกันสองขนาดท่ีมีขนาด ได้แก่ ยีน SWA2 ขนาด 1.5 kbและ pGAPZαA ที่มีขนาด 3.1 kb 
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รูปภาพที่ 4.6 การตรวจสอบทิศทางการแทรกของยีน SWA2 เข้าไปในพลาสมิด pGAPZαA ด้วยวิธี 

PCR 

คัดเลือกพลาสมิดลูกผสมทั้งหมดที่มีการแทรกของยีน SWA 2 อยู่แล้ว น ามาการตรวจสอบทิศ

ทางการเข้าของยีน SWA2 ด้วยวิธี PCR โดยใช้ forward primer ชื่อ pGAP_F  เพ่ือเข้าจับที่ต าแหน่ง

โปรโมเตอร์ pGAP และ reverse primer ชื่อ SWA2_R เครื่องหมาย * คือหมายเลขโคลนที่มีทิศทางใน

การแทรกของยีนทีถู่กต้องโดยจะได้ผลผลิต PCR เท่ากับ 1.8 kb 

ช่อง M: DNA marker 

ช่อง   -:  Negative control ใช้พลาสมิด pGAPZαA เป็นแม่แบบในปฏิกิริยา PCR 

                     ช่องที ่1-4: ผลผลิต PCR ของโคลนที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับได้ขนาดเท่ากับ 

    1.8 kb  

M         -         1*        2*       3*         4*     
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4.3 การถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่จีโนมของยีสต์ 

 เพ่ือที่จะสร้าง ยีสต์ลูกผสม 2 สายพันธุ์ ที่มีการแทรกและการแสดงออกของแต่ละยีนแยกกัน 

ดังนั้น พลาสมิดลูกผสม pGAM1 และ pSWA2 จึงถูกน าเข้าสู่เข้าจีโนมยีสต์ด้วยวิธี electroporation 

(รายละเอียดแสดงไว้บทที่ 3 หัวข้อ 3.5.2) โดยการแทรกยีนเข้าสู่จีโนมของยีสต์ด้วย พลาสมิดลูกผสมแต่

ละพลาสมิด ผลที่ได้ หลังจากได้ท าการถ่ายพลาสมิดลูกผสมเข้าไปในยีสต์แต่ละพลาสมิดแล้ว พบว่า ได้

สายพันธุ์ยีสต์ใหม่ส าหรับยีน GAM1 ทั้งหมด 8 โคลน และได้สายพันธุ์ยีสต์ใหม่ส าหรับยีน SWA2  

ทั้งหมด 5 โคลนที่สามารถขึ้นบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ ZeocinTM ปริมาณ 25 µg/ml ได้ ดังนั้นจึง

คาดการณ์ว่า โคลนทั้งหมดที่สามารถโตบนอาหารนี้ได้มีกิจกรรมการแสดงออกของยีนที่ดื้อต่อยา 

ZeocinTM ได ้

4.4 การตรวจสอบและคัดเลือกยีสต์แต่ละสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกของยีน GAM1 และ SWA2  

 โคลนของยีสต์ทั้งหมดที่สามารถโตได้บนอาหารที่มียา ZeocinTM  (130 µg/ml) ถูกคัดแยก

ออกมาเพ่ือตรวจสอบกิจกรรมการแสดงออกของเอนไซม์ glucoamylase และ α-amylase บนอาหาร

แข็งที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบ โคลนของยีสต์ลูกผสมทั้งหมดจากยีน GAM1 และ SWA2 ถูกเลี้ยงบน

อาหารแข็งที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบบ่นเป็นเวลา 10 วัน และแช่ที่ 4°C เป็นเวลา 2 วัน เพ่ือให้เห็น

ลักษณะของบริเวณใสที่มีการย่อยแป้งรอบๆ โคโลนีที่ชัดเจนขึ้น จากนั้นเทสารละลายไอโอดีนบนจาน

อาหารแข็งให้ทั่วจาน บริเวณที่ยังไม่มีการย่อยแป้งจะเกิดปฏิกิริยาการจับกันของโมเลกุลแป้งกับ

สารละลายไอโอดีนเห็นเป็นสีน้ าเงินเข้ม ส่วนบริเวณท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์ที่ยีสต์ได้หลั่งออกมาบนจาน

อาหารจะเกิดการย่อยแป้ง จะเห็นเป็นวงใสๆ รอบ โคโลนี จากผลการทดลองพบว่า ยีสต์ลูกผสมมีการ

แสดงออกของยีน GAM1 (S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1) ทั้งหมด 8 โคลน โดยให้ชื่อดังนี้ 

TISTR 5596/pGAM1#1G, #2G, #3G, #4G, #5G, #6G, #7G และ #8G  ตามล าดับและยีสต์ลูกผสม

ที่มีการแสดงออกของยีน SWA2 (S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2) ทั้งหมด 4 โคลนโดยให้ชื่อดังนี้ 

TISTR 5596/pSWA2#1S, #2S, #3S และ #4S ตามล าดับ(รูปภาพที ่4.7) และได้คัดเลือกโคลน TISTR 
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5596/pGAM1#1G ส าห รับสายพันธุ์ที่ มี การสร้างเอนไซม์  glucoamylase และ โคลน  TISTR 

5596/pSWA2#1S  ส าหรับสายพันธุ์ที่มีการสร้างเอนไซม์ α-amylase ที่มีขนาดวงใสกว้างมากที่สุดไป

ใช้ในการศึกษาความสามารถในการกหมักและหาปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ในการย่อยแป้งต่อไป 

ดังนั้นการสร้างยีสต์สองสายพันธุ์ให้มีการสร้างเอนไซม์ glucoamylase และ α-amylase และสามารถ

ย่อยแป้งได้ประสพความส าเร็จ แต่อย่างไรก็ตามการแสดงออกของเอนไซม์ glucoamylase และ α-

amylase ทั้งสองสายพันธุ์ยังคงมีปริมาณน้อยและต้องใช้ระยะเวลานาน ผลที่เกิดขึ้นดังกล่าวอาจ

เนื่องมาจากประสิทธิภาพของ Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase promoter (GAP 

promoter) จาก P. pastoris ได้ถูกน ามาใช้ในการควบคุมการแสดงออกของยีนในยีสต์ S. cerevisiae 

ยังคงไม่เหมาะสม แม้ว่ามีงานวิจัยของ Vellanki et al., 2007 ที่รายงานการใช้ GAP promoter จาก 

P. pastoris น ามาประยุกต์เพ่ือใช้ในการควบคุมการแสดงออกของโปรตีน HBsAg ใน S. cerevisiae ได้

เป็นอย่างดีก็ตาม ซึ่งโดยทั่วไปแล้ว promoter ส่วนใหญ่ที่น ามาใช้ในการควบคุมการแสดงออกของ

โปรตีนในเซลล์เจ้าบ้านส่วนใหญ่มักจะเป็น promoter ที่พบในเซลล์เจ้าบ้าน เนื่องจากในกระบวนการ

แสดงออกของโปรตีนภายใต้การท างานชุด promoter ต้องอาศัยกลไกในการจับของเอนไซม์ RNA 

polymerase ที่ต าแหน่งของ promoter เพ่ือเรียกเอนไซม์หรือแฟกเตอร์ต่างๆเข้ามาช่วยเริ่มต้นในการ

สังเคราะห์  RNA จากสายของ DNA ของยีนที่ศึกษา บริเวณล าดับเบสของ promoter รวมทั้ ง

ความสามารถในการจับของเอนไซม์ RNA polymerase ที่ดีจะช่วยให้มีการแสดงออกของยีนได้ดี 

(Porro et al., 2005) ดังนั้น promoter ที่เหมาะสมกับเซลล์เจ้าบ้านจึงมีความส าคัญต่อประสิทธิภาพ

ของการแสดงออกของโปรตีนที่ต้องการศึกษา และหากบริเวณจ าเพาะของล าดับเบสบน promoter มี

การเปลี่ยนแปลงไปอาจจะมีการเลื่อนต าแหน่งหรือล าดับเบสบางตัวขาดหายไป (การกลายหรือเกิด 

mismatch กับล าดับเบสของดีเอ็นเอในต าแหน่งจ าเพาะ) จะมีผลท าให้ความสามารถในการท าหน้าที่

ของ promoter ลดต่ าลงหรืออาจไม่สามารถท างานได้เลย (David และ Michael 1982) แต่อย่างไรก็

ตาม  เหตุผลของการใช้  GAP promoter ในการศึกษาครั้ งนี้  เนื่ องจาก  GAP promoter เป็ น 
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constitutive promoter ที่ท างานหรือแสดงออกได้เองตลอดเวลาโดยไม่ต้องมีตัวชักน าให้มีการ

แสดงออก เพราะการที่มีตัวชักน าหรือการมีสารบางอย่างที่ช่วยชักน าให้มีการแสดงออกนั้นจะท าให้มี

การปนเปื้อนกับโปรตีนตัวอย่างที่เราศึกษาการแสดงออกได้และต้องเสียเวลาในการสกัดแยกอีกครั้ง แต่

อย่างไรก็ตาม ยังงานวิจัยอ่ืนที่เลือกใช้ constitutive promoter ที่เป็นของเซลล์เจ้าบ้านเองมาใช้เพ่ือ

ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจ (Ghang et al., 2007; Kim et al., 2010; Kim et al., 2011) 

 

 

 

รูปภาพที่ 4.7  การคัดเลือกสายพันธุ์ยีสต์ลูกผสมที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ glucoamylase หรือ 

α-amylase บนจานอาหารที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบ 
 การคัดเลือกสายพันธุ์ยีสต์ลูกผสมที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ glucoamylase ได้แก่ สาย

พันธุ์ 1G, 2G, 3G, 4G, 5G, 6G, 7G และ 8G และการแสดงออกของเอนไซม์ α-amylase ได้แก่ สาย
พันธุ์ 1S, 2S, 3S และ 4S  ด้วยวิธีการตรวจสอบบริเวณที่แป้งถูกย่อยโดยการท าปฏิกิริยาของ
สารละลายไอโอดีน ส่วนยีสต์ wild type (WT) ไม่มีการย่อยแป้งเกิดขึ้นหรือไม่มีการแสดงออกของ
เอนไซม์ทั้งสอง 
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4.5 ตรวจสอบการแทรกของยีน GAM1 หรือ SWA2 ในจีโนมของยีสต์ลูกผสมแต่ละสายพันธุ์ 

ด้วยวิธี PCR 

 โคลนของยีสต์ทุกสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ทั้งสอง ถูกน ามาเพ่ือตรวจสอบการ

แทรกของยีน GAM1 และ SWA2 ในจีโนมยีสต์ด้วยวิธี PCR โดยสกัดจีโนมของยีสต์แต่ละสายพันธุ์

ออกมาเพ่ือท าการวิเคราะห์หายีนทั้งสองด้วยวิธี PCR ด้วยไพรเมอร์คู่ที่จ าเพาะกับยีน GAM1 ชื่อ 

GAM1_2F และ GAM1_2R จากผลการทดสอบพบว่าโคลนหมายเลข 1G, 2G, 3G, 4G, 5G, 6G, 7G 

และ 8G ได้ผลผลิต PCR ซึ่งมีขนาดเท่ากับ 2.8 กิโลเบส เท่ากับขนาดของยีน GAM1 ส่วนยีน SWA2 ใช้

ไพรเมอร์คู่ที่จ าเพาะกับยีนชื่อ SWA2_F และSWA2_R จากผลการทดสอบพบว่าโคลนหมายเลข 1S, 

2S, 3S และ 4S ได้ผลผลิต PCR เท่ากับ 1.5 กิโลเบส ซึ่งเท่ากับขนาดของยีน SWA2 ดังนั้นผลการ

ตรวจสอบที่ได้ ยืนยันว่ามีการแทรกของยีนแต่ละยีนอยู่ในจีโนมของยีสต์ทุกสายพันธุ์ (รูปภาพที่ 4.8) 

และทุกสายพันธุ์สามารถสร้างเอนไซม์ glucoamylase หรือ α-amylase  ได้ แต่อย่างไรก็ตาม ผลของ

การแสดงออกของเอนไซม์ที่เกิดขึ้นโดยกระบวนการแทรกของยีนดังกล่าวนั้นยังคงน้อยอยู่ ดังนั้น

เพ่ือที่จะเพ่ิมจ านวนของชุดยีนให้มีการแสดงออกในปริมาณที่มากอาจท าได้โดยการเพ่ิมจ านวนชุดของ

ยีนและเลือกต าแหน่งของการแทรกเข้าไปในจีโนม (Susan et al., 1985) ได้แก่ rDNA (reiterated 

DNA) หรือ δ sequences จะสามารถเพ่ิมจ านวนชุดของยีนได้มากถึง 100-150 ชุด (Lopes et al., 

1991; Wang et al., 1996; Lee et al., 1997; Nieto et al., 1999) และ Kang et al. 2003 ได้ท า

วิจัยโดยสร้าง S. cerevisiae สายพันธุ์ลูกผสมที่ ให้มีการแสดงออกของยีน α-amylase จาก D. 

occidentalis โดยใช้ δ sequences เป็นต าแหน่งที่ใช้ในการแทรกยีนในจีโนมของยีสต์ผลที่ได้คือ

สามารถแทรกยีนและมีความเสถียรของยีนได้ 100% เนื่องจากสามารถแสดงออกได้มากกว่า 100 รุ่นใน

อาหารปกติที่ไม่ต้องมียาปฏิชีวนะในการคัดเลือก ดังนั้นเพ่ือที่จะสร้างยีสต์ดังกล่าวที่สามารถย่อยแป้งได้

นั้น Ghang et al. 2007 ได้สร้างยีสต์ลูกผสมให้มีการแสดงออกร่วมกันของเอนไซม์ glucoamylase 
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จาก D. occidentalis และ α-amylase จาก D. occidentalis ได้ส าเร็จและสามารถน าไปใช้ในการ

ย่อยแป้งเพ่ือผลิตเอทานอลได้โดยตรง แต่อย่างไรก็ตามขนาดของยีนที่แทรกเข้าไปนั้นอาจมีผลต่อ

ประสิทธิภาพในการแสดงออกได้ต่ าลง เนื่องจากขนาดยีนที่ใหญ่เกินไปนั้นท าให้ยีนที่แทรกเข้าไปมีความ

เสถียรต่ าลง (Yamada et al., 2009) แต่พบว่าการแสดงออกของเอนไซม์ทั้งสองชนิดร่วมกันจะมี

ประสิทธิภาพต่ ากว่าการแสดงออกแยกกันแต่ละเอนไซม์ และมีงานวิจัยสนับสนุน  โดย Wong et al. 

2010 แสดงให้เห็นว่า ยีสต์ลูกผสมที่มีการแทรกของยีน glucoamylase และ α-amylase ร่วมกันมี

การแสดงออกของเอนไซม์ได้ต่ ากว่าแยกกันแต่ละยีน  
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รูปภาพที่ 4.8 การตรวจสอบการแทรกของยีน GAM1 หรือ SWA2 ในจีโนมของ S. cerevisiae ด้วยวิธี 
PCR 

จากรูป A และ B แสดงผลของ 0.8 % เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสของผลผลิต PCR โดยใช้จีโนมที่สกัด
จากยีสต์ลูกผสมที่เกิดจากการแทรกยีน GAM1 (A) โคลน 1G  2G  3G  4G  5G   6G  7G และ 8G 
และยีสต์ลูกผสมที่เกิดจากการแทรกยีน SWA2 (B) โคลน 1S  2S  3S และ 4S    ด้วยไพรเมอร์ที่
จ าเพาะแต่ละยีน forward primer ชื่อ GAM1_2F และ reverse primer ชื่อ GAM1_2R ส าหรับ ยีน 
GAM1 และ ใช้  forward primer SWA2_F และ  reverse primer SWA2_R ส าห รับ  ยี น  SWA2 
ตามล าดับ 

ภาพแสดง A ส าหรับ ยีสต์ลูกผสมที่เกิดจากการแทรกยีน GAM1  
ช่อง M: DNA marker 
ช่อง 1G-8G: ผลผลิต PCR ที่ ได้จากการใช้จี โนมของ 1G, 2G, 3G, 4G, 5G, 6G, 7G, 8G 
ตามล าดับ 
ช่อง -: ผลผลิต PCR ที่ได้จากการใช้จีโนมของ S. cerevisiae wild type 
ภาพแสดง B ส าหรับ ยีสต์ลูกผสมที่เกิดจากการแทรกยีน SWA2 
ช่อง M: DNA marker 
ช่อง 1S-4S: ผลผลิต PCR ที่ได้จากการใช้จีโนมของ 1S, 2S, 3S, 4S ตามล าดับ 
ช่อง -: ผลผลิต PCR ที่ได้จากการใช้จีโนมของ S. cerevisiae wild type 

B 

M  1G   2G  3G  4G  5G  6G  7G   8G   - 

Kb 

4.3 

2.3 2.8   
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Kb  

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

4.6  การหาปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ glucoamylase และ α-amylase ของยีสต์

ลูกผสมด้วยวิธี DNS และวิธี Iodine  

ยีสต์ลูกผสมที่สร้างขึ้นได้แก่ S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 และ S. cerevisiae TISTR 

5596/pSWA2 ที่มีการแสดงออกและการหลั่งเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ของเอนไซม์  glucoamylase 

และ α-amylase ตามล าดับ สามารถตรวจสอบปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ glucoamylase ได้

ด้วยวิธี DNS และ ตรวจสอบปริมาณหน่วยกิจกรรมของ α-amylase ได้ด้วยวิธี iodine การที่ต้องใช้วิธี

ในการหาหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ที่ต่างกันเนื่องจากการหาปริมาณหน่วยกิจกรรมของ α-amylase 

ด้วยวิธี iodine จะท าให้ได้ปริมาณที่แม่นย ากว่าการวัดด้วยวิธี DNS ถึง 5 เท่า แต่วิธี DNS สามารถวัด

ปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ glucoamylase ได้แม่นย ากว่าวิธี iodine (Xiao et al. 2006) S. 

cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G คือยีสต์ลูกผสมที่ถูกสร้างขึ้นซึ่งมีการแสดงออกของยีน GAM1 

ได้มากที่สุดโดยการสังเกตขนาดวงใสซึ่งใหญ่ที่สุด จึงถูกคัดเลือกมาเพ่ือหาหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ 

ด้วยวิธี DNS ส่วน S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 #1S มีการแสดงออกของเอนไซม์ α-amylase 

ที่ดีที่สุด ก็ถูกคัดเลือกมาเพ่ือหาปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยวิธี iodine โดยพบว่าหน่วย

กิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองสายพันธุ์ ได้ผลดังตารางที่ 4.1  

ตาราง 4.1 การตรวจสอบปริมาณหน่วยกิจกรรม glucoamylase ด้วยวิธี DNS และหน่วยกิจกรรมของ 

α-amylase ด้วยวิธี iodine 

Strains Glucoamylase activity 

(U/ml) 

α-amylase activity 

(U/ml) 

S. cerevisiae TISTR 

5596/pGAM1#1G 

1.20 ± 0.12 - 

S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 #4S - 0.43 ± 0.01 

Values represent the mean of duplicate experiment ±SD between samples. 
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จากผลการตรวจสอบหาปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์จากยีสต์ลูกผสมทั้งสองสายพันธุ์มี

ปริมาณที่น้อย สามารถบ่งชี้ได้ว่า ยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G และ S. cerevisiae 

TISTR 5596/pSWA2#1S สามารถย่อยแป้งเพ่ือเปลี่ยนเป็นกลูโคส, มอลโตส และ reducing sugar ได้

น้อยเพ่ือผลิตเอทานอล ซึ่งผลที่ได้อาจเกิดจากการแสดงออกของเอนไซม์ภายใต้การควบคุมของโปรโม

เตอร์ GAP จากยีสต์ต่างสายพันธุ์ (Pichia pastoris) ซึ่งอาจไม่เหมาะสมที่จะใช้เพ่ือการแสดงออกของ

เอนไซม์ใน ยีสต์ S. cerevisiae แต่อย่างไรก็ตามหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองสายพันธุ์ที่ได้สามารถ

ที่จะย่อยแป้งได้ และสามารถย่อยแป้งเพ่ือผลิตเอทานอลได้ เนื่องจากเอนไซม์ glucoamylase  จาก D. 

occidentalis สามารถตัดย่อยปลายโมเลกุลแป้งที่ α-1, 4 และ α-1,6 และเปลี่ยนเป็น reducing 

sugar, dextrin และ glucose ได้ (Lancashire et al. 1989) ซึ่งแป้งมันส าปะหลังประกอบด้วยอะ

ไมโลส 20 % และ อะไมโลเพกติน 80 % ดังนั้นการที่ glucoamylase จาก S. occidentalis สามารถ

ตัดย่อยปลายโมเลกุลแป้งที่ α-1, 4 และ α-1,6 ได้นั้นจึงเป็นการช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยกิ่ง

ก้านของแป้งเป็น glucose และ malto-oligosaccharide ได้ดี และโมเลกุลน้ าตาลที่ได้ S. cerevisiae 

สามารถน าเข้าไปใช้ในสร้างพลังงานและการเจริญเติบโตได้ (Garccıa et al. 2007) ถึงแม้ว่าปริมาณ

เอนไซม์ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ยีสต์ที่ถูกดัดแปลงทั้งสองสายพันธุ์จะมีปริมาณน้อย แต่ยังคงสามารถย่อย

แป้งเพ่ือเป็นสารตั้งต้นที่จะน าไปใช้ในการเจริญเติบโตและสามารถหมักได้เอทานอลโดยตรงโดยไม่ต้อง

ผ่านการเติมเอนไซม์เพ่ือย่อยแป้งแล้วจึงค่อยเติมยีสต์เพ่ือหมักเอทานอล ดังตัวอย่างงานวิจัยศึกษาการ

แสดงออกของเอนไซม์ glucoamylase และ α-amylase จาก S. occidentalis ของยีสต์ลูกผสม 

Hansenula polymorpha ซึ่งมีปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 1.6 U/ml และ 0.27 U/ml 

ตามล าดับ และสามารถผลิตเอทานอลได้มากสุด 4 กรัม/ลิตร จากแป้ง 3 % ภายใน 3 วัน ที่ 48 °C 

(Voronovgsky et al. 2009) ส่วน Yang และคณะ 2011 ได้รายงานผลการย่อยแป้งและการผลิตเอทา

นอลจากยีสต์ S. cerevisiae ลูกผสม ซึ่งพบว่าปริมาณหน่วยกิจกรรมของเอนไซม์ glucoamylase ที่
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ผลิตได้ คือ 2.4 U/ml สามารถย่อยแป้งเพ่ือผลิตเอทานอลได้ในขั้นตอนเดียวโดยไม่มีการใช้เอนไซม์ช่วย

ย่อยแป้งจากแหล่งอื่น 

4.7 ทดสอบความสามารถในการใช้แป้งมันส าปะหลังเพื่อผลิตเอทานอลของยีสต์ลูกผสม 

ความสามารถในการใช้แป้งมันส าปะหลังและหมักเอทานอลของยีสต์  S. cerevisiae TISTR 

5596 wild type และยีสต์ลูกผสมได้แก่สายพันธุ์ S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G และ S. 

cerevisiae TISTR 5596/pSWA2#1S ได้ศึกษาทดสอบประสิทธิภาพในขวดหมักแบบไม่ใช้อากาศ 

ขนาด 120 มิลลิลิตร หรือแบบการหมักแบบ batch ซึ่งใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนเพียง

อย่างเดียวเท่านั้น จากผลการศึกษาประสิทธิภาพการหมักเอทานอลโดยตรงจากแป้งมันส าปะหลัง โดย

ใช้ยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรมให้มีการแสดงออกของยีน  glucoamylase และ α-amylase ได้แก่ S. 

cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G, S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2#1S และ S. cerevisiae 

TISTR 5596/pGAM1#1G หมักร่วมกับ  S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2#1S (รูปภาพที่  4.9) 

ได้ผลดังนี้ ผลิตผลของเอทานอลสูงสุดที่ได้ ใช้ระยะเวลาหมัก 12 วัน เท่ากับ 0.489 ± 0.010, 0.465 ± 

0.012  และ 0.516 ± 0.021กรัม เอทานอลต่อกรัมของสารตั้งต้นที่ถูกใช้ไป ตามล าดับ (รูปภาพที่ 4.11) 

และผลที่ได้พบว่าปริมาณเอทานอลของ S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 แตกต่างจากกลุ่มอย่างมี

นั ยส าคัญ  แต่  S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 ไม่แตกต่ างอย่ างมีนั ยส าคัญ  (ตาราง  4.2) 

นอกจากนี้ในระหว่างการหมักมีปริมาณแป้งลดลงเรื่อยๆ และเปลี่ยนเป็นเอทานอลสูงสุดดังตารางที่ 4.3 

และยังคงมีแป้งเหลือที่ยังไม่ผ่านการย่อยด้วยยีสต์ลูกผสม จากปริมาณแป้งเริ่มต้นที่ 10 กรัมต่อลิตรของ

แป้งมันส าปะหลัง เมื่อผ่านการหมักไปแล้ว 20 วัน ดังตารางที่ 4.3 
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รูปภาพที่ 4.9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของการสร้างเอทานอลและการลดลงของแป้งเป็นผลจากการ

ย่อยแป้งของเชื้อต่างๆ ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมให้มีการแสดงออกของ glucoamylase และ α-

amylase ไ ด้ แ ก่  S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G  (ว ง ก ล ม ),  S. cerevisiae TISTR 

5596/pSWA2(สี่เหลี่ยมจัตุรัส), เชื้อที่หมักร่วมกันระหว่าง S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G 

กับ S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2#1S (สามเหลี่ยม ) และ ยีสต์  S. cerevisiae TISTR 5596 

wild type (ดาว) ในเวลาต่างๆ ระหว่างกระบวนการหมักแบบไร้ออกชิเจน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPC-1% 

(W/V) แป้งมันส าปะหลัง สัญญาลักษณ์โปร่งและทึบแสดงความเข้มข้นเอทานอลและแป้งมันส าปะหลัง

ตามล าดับ ข้อมูลที่ได้เป็นค่าเฉลี่ยที่มาจากการท าการทดลองซ้ าสามครั้ง 
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รูปภาพที่ 4.10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของการเจริญเติบโตของยีสต์สายพันธุ์ต่างๆ ที่ผ่านการ

ดัดแปลงพันธุกรรมให้มีการแสดงออกของ glucoamylase และ α-amylase (ได้แก่ S. cerevisiae 

TISTR 5596/pGAM1 S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2#1S)  แ ล ะ ยี ส ต์  S. cerevisiae TISTR 

5596 wild type ในเวลาต่างๆ ระหว่างกระบวนการหมักแบบไร้ออกชิเจน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

YPC+1% (W/V) แป้งมันส าปะหลัง 
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จากรูปภาพที่ 4.10 ปริมาณเซลล์แห้งที่สะสมของแต่ละช่วงเวลาของยีสต์ลูกผสมที่เจริญเติบโต

ในระหว่างการหมักในอาหารที่มีแป้งมันส าปะหลัง 1% เพียงอย่างเดียวเป็นแหล่งคาร์บอน เป็นการ

ยืนยันผลการแสดงออกของเอนไซม์ของยีสต์ลูกผสมว่าสามารถย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือ

มอลโตสเพื่อน าไปใช้ในกระบวนการเผาพลาญภายในเซลล์และช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์ยีสต์ได้  

ดังนั้นจากผลการหมักพบว่า ยีสต์สายพันธุ์ที่ไม่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมหรือ S. cerevisiae 

TISTR 5596 wild type ไม่สามารถเจริญเติบโตและย่อยแป้งเพ่ือผลิตเอทานอลได้ ส่วนยีสต์สายพันธุ์ที่

ผ่านการดัดแปลงพันธุ์กรรมทั้ งสองสายพันธุ์  (S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1#1G และ S. 

cerevisiae TISTR 5596/pSWA2#1S ) ซึ่งมีการแสดงออกของ glucoamylase และ α -amylase 

ตามล าดับ สามารถใช้แป้งและเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้ โดยสายพันธุ์ S. cerevisiae TISTR 

5596/pGAM1#1G ที่มีการแสดงออกของ glucoamylase จะมีการเจริญเติบโตและเพ่ิมปริมาณเซลล์

แ ล ะ ผ ลิ ต เอ ท าน อ ล ได้ ม า ก ก ว่ า แ ล ะย่ อ ย แ ป้ ง ได้ เร็ ว ก ว่ า ส าย พั น ธุ์  S. cerevisiae TISTR 

5596/pSWA2#1S ที่มีการแสดงออกของ α-amylase (รูปภาพที่ 4.11) นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษา

ประสิทธิภาพการหมักเอทานอลโดยใช้ยีสต์ดัดแปลงทั้งสองสายพันธุ์มาหมักร่วมกัน โดยพบว่าสามารถ

เจริญเติบโตเพ่ิมปริมาณเซลล์และย่อยแป้งและผลิตเอทานอลได้มากที่สุด เนื่องจากทั้งสองสายพันธุ์มี

การแสดงออกของเอนไซม์ทั้งสองเพ่ือช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพการย่อยแป้งสมบูรณ์และได้ดีกว่าการ

ย่อยแป้งโดยใช้เอนไซม์เพียงชนิดเดียว (Yamada et al. 2009) จากปริมาณแป้งที่ลดลงและปริมาณเอ

ทานอลที่ได้จ าเป็นต้องใช้เวลานานเป็นเดือนเพ่ือที่จะย่อยแป้งจนหมด เนื่องจากประสิทธิภาพการย่อย

แป้งของสายพันธุ์ยีสต์ที่ดัดแปลงพันธุกรรมไม่สูง ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากการแสดงออกของเอนไซม์ที่

ค่ อ น ข้ า ง ต่ า  อ า จ มี ส า เห ตุ ม า จ า ก  GAP promoter  (glycerol dehydes-3-phosphate 

dehydrogenase promoter) ซึ่งเป็นส่วนควบคุมยีนที่ได้มาจาก Pichia pastoris ที่น ามาใช้ในการ

ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์ทั้งสอง ซึ่งอาจไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ใน S. cerevisiae ที่ได้กล่าว

ไปแล้วในตอนต้น 
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นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยอ่ืนๆ ได้พิสูจน์ผลการแสดงออกของ glucoamylase และ α-amylase 

ใน  ยี สต์  S. cerevisiae ด้ วย  promoter ดั้ งเดิม  (native constitutive promoter) ของยีสต์  S. 

cerevisiae พบว่าสามารถมีการแสดงออกของเอนไซม์และผลิตเอทานอลได้ประสิทธิภาพสูง  (Ghang 

et al. 2007; Kim et al. 2010; Kim  et al. 2011) แต่อย่างไรก็ตาม การสร้างยีสต์ที่ ดัดแปลง

พันธุกรรมให้มีความสามารถของเอนไซม์ย่อยแป้งได้โดยตรง ด้วยวิธีการแทรกยีนเข้าไปในจีโนมของยีสต์

โดยตรงจะช่วยตัดปัญหาความไม่เสถียรของการแสดงออกแบบใช้ พลาสมิดที่เป็นแบบ episomal ซึ่งจะ

มีผลท าให้ประสิทธิภาพการใช้แป้งและการหมักแป้งลดลงเรื่อยๆ ซึ่งวิธีการแทรกยีนเข้าไปในจีโนมของ

ยีสต์โดยตรงจะช่วยให้การแสดงออกของเอนไซม์ได้คงที่และมีความเสถียรในระหว่างกระบวนการหมัก

ในระดับอุตสาหกรรมได้และไม่จ าเป็นต้องมีการเติมยาปฏิชีวนะเพราะยีนถูกแทรกเข้าไปในจีโนมยีสต์จะ

ท าให้ยีสต์สามารถเติบโตได้ปกติโดยไม่ต้องอาศัยยาปฏิชีวนะช่วย จึงเป็นผลดีท าให้ไม่ต้องมีค่าใช้จ่ายใน

ส่วนของยาปฏิชีวนะเกิดขึ้น   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20131079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21479627
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รูปภาพที่ 4.11 การเปรียบเทียบผลผลิตของเอทานอลของยีสต์ลูกผสมทั้งสามการทดลอง ได้แก่ การ

หมักแยกกันของ S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 หรือ S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 และ 

S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1+S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2  ที่ เวลา 12 วันของการ

หมัก ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

* = Significant at 0.05 probability level (P<0.05). 
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ตาราง 4.2 การวิเคราะห์ผลิตผลของเอทานอลจากน้ าหมักของยีสต์ลูกผสมที่หมักร่วมกันระหว่าง S. 

cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 และ S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 หรือการหมักเดี่ยวของ

ยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 หรือ S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 นาน 

12 วัน 

Strains The yield of ethanol 

(g of ethanol/g of substrate consumed)  

(Mean±SEM) 

TISTR 5596/pSWA2 0.466±0.007* 

TISTR 5596/pGAM1 0.487±0.004 

TISTR 5596/pSWA2+ TISTR 

5596/pGAM1 

0.517±0.012 

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable except 

for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05. * = Significant 

at 0.05 probability level (P<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
65 

ตาราง 4.3 การเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลด้วยแป้งมันส าปะหลังของยีสต์ลูกผสมโดยใช้แป้งมันส าปะหลัง 10 กรัมต่อลิตรเป็นสารอาหาร  

aMaximum volumetric productivity calculated on the basis of the most productive 144-hr period. 
b Ethanol yield calculated base on the potential glucose in medium with assumption that 1 g starch was converted to 1.1 g glucose and calculated on a 
basis of g ethanol produced per g glucose metabolized at 12 days. 
*Fermentation time was the taken to reach maximum ethanol concentration. Values represent the mean of duplicate experiment ±SD between samples.

                 

Kinetic parameters 

Strains 

S. cerevisiae 
 TISTR 5596  
Wild type  

S. cerevisiae  
TISTR 
5596/pGAM1 

S. cerevisiae  
TISTR 
5596/pSWA2 

S. cerevisiae TISTR 
5596/pGAM1 +                      
S. cerevisiae TISTR 
5596/pSWA2 

Initial substrate conc. (g/l) 10.000 10.000 10.000 10.000 
Final substrate conc. (g/l) 10.000 4.255±0.340 5.923±0.732 2.288±0.488 
Max. cell dry weight conc. (g/l) 0.130±0.003 1.648±0.010 1.250±0.001 1.940±0.002 
Max. ethanol conc. (g/l) - 1.992±0.248 1.478±0.267 2.977±0.020 
Other organic acid (acetic acid, succinic 
acid, lactic acid, formic acid) conc. (g/l) 

- 0.6817±0.537 1.341±0.464 2.795±0.503 

Fermentation time (days)* - 15 25 20 
Ethanol productivity (g ethanol/l-hr)a - 0.008±0.001 0.006±0.000 0.009±0.000 
Ethanol yield (g ethanol/g glucose) b -  0.489±0.010 0.465±0.012 0.516±0.021 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 

บทสรุป 

สรุปผลการวิจัย 

 การทดลองนี้ประสบความส าเร็จในการสร้างยีสต์สายพันธุ์ลูกผสมที่สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยแป้ง 

2 ชนิด คือ glucoamylase หรือ α-amylase โดยการสร้างยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ลูกผสมที่มี

การแทรกของยีน glucoamylase และ ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ลูกผสมที่มีการแทรกของยีน α-

amylase  ได้ส าเร็จ และยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ลูกผสมทั้งสองชนิดสามารถมีการแสดงออกของ

เอนไซม์ได้โดยการใช้โปรโมเตอร์ GAP จากพลาสมิด pGAPZαA ที่ใช้ส าหรับการแสดงออกในยีสต์ P. 

pastoris  จากนั้นได้ท าการทดสอบความสามารถในการย่อยแป้งและการผลิตเอาทานอลจากแป้งมัน

ส าปะหลัง โดยเมื่อน ามาทดสอบประสิทธิภาพการหมักเอทานอลโดยท าการทดลองเป็นสามส่วนคือการ

หมักยีสต์  S. cerevisiae สายพันธุ์ลู กผสมที่มีการแทรกของยีน  glucoamylase และ ยีสต์  S. 

cerevisiae สายพันธุ์ลูกผสมที่มีการแทรกของยีน α-amylase และการหมักร่วมกันของยีสต์ทั้งสองสาย

พันธุ์  

ในการศึกษาชุดการหมักนี้ได้ใช้แป้งมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียวความ 

สามารถของ S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1, S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 และการเลี้ยง

ร่ ว ม กั น ข อ งทั้ ง ส อ งส าย พั น ธุ์ คื อ  S. cerevisiae TISTR5 5 9 6 /pGAM1  แ ล ะ  S. cerevisiae 

TISTR5596/pSWA2 พบว่าแต่ละสายพันธุ์ในชุดการหมักนี้สามารถย่อยแป้งมันส าปะหลังภายใต้เงื่อนไข

การหมักเอทานอลได้ และพบว่าผลผลิตของเอทานอลสูงสุดที่ได้เท่ากับ 0.489 ± 0.010, 0.465 ± 

0.012 และ 0.516 ± 0.021 กรัมเอทานอล ต่อ กรัมของแป้งมันส าปะหลังที่ใช้ที่ 12 วัน ตามล าดับ และ
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ได้ปริมาณเอทานอลมากสุดเท่ากับ 1.992 ± 0.248, 1.478 ± 0.267 และ 2.977 ± 0.020 กรัมต่อลิตร

ที่ 25 วัน ตามล าดับ   

 ระยะเวลาการหมัก ณ วันที่ 25 ของยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 พบ

ปริมาณเซลล์แห้งที่มากที่สุดเท่ากับ 1.648 ± 0.010 g/l  และได้เอทานอลที่มากที่สุดเท่ากับ 1.992 ± 

0.248 g/l และสารอินทรีย์อ่ืนๆ ได้แก่   acetic acid, succinic acid, lactic acid และ formic acid  

เท่ากับ 0.6817 ± 0.537 g/l  และค่าความสามารถในการผลิตเอทานอล (productivity)  ที่เวลาการ

หมัก 144 ชั่วโมง ได้เอทานอลเท่ากับ 1.127 ± 0.110 กรัมต่อลิตร หรือ 0.008 ± 0.001 กรัมต่อลิตร

ต่อชั่วโมง ส่วนปริมาณแป้งลดลงเหลือเพียง 4.255 ± 0.340 กรัมต่อลิตร จากแป้งเริ่มต้น 10 กรัมต่อ

ลิตร  

ระยะเวลาการหมัก ณ วันที่ 25 ของยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 พบ

ปริมาณเซลล์แห้งที่มากที่สุดเท่ากับ 1.250 ± 0.001 กรัมต่อลิตร และได้เอทานอลที่มากที่สุดเท่ากับ 

1.478 ± 0.267 กรัมต่อลิตร และสารอินทรีย์อ่ืนๆ ได้แก่   acetic acid, succinic acid, lactic acid 

และ formic acid  เท่ากับ 1.341 ± 0.464 กรัมต่อลิตร และค่าความสามารถในการผลิตเอทานอล 

(productivity)  ที่เวลาการหมัก 144 ชั่วโมง ได้เอทานอลเท่ากับ 0.929 ± 0.071 กรัมต่อลิตร หรือ 

0.006 ± 0.000 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ส่วนปริมาณแป้งลดลงเหลือเพียง 5.923 ± 0.732 กรัมต่อลิตร 

จากแป้งเริ่มต้น 10 กรัมต่อลิตร 

  ระยะเวลาการหมัก ณ วันที่  25 ของการหมักร่วมกันของยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae 

TISTR5596/pSWA2  และ S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 พบปริมาณเซลล์แห้งที่มากที่สุด

เท่ากับ 1.940 ± 0.002 กรัมต่อลิตร และได้เอทานอลที่มากที่สุดเท่ากับ 2.977 ± 0.020 กรัมต่อลิตร 

และสารอินทรีย์อ่ืนๆ ได้แก่   acetic acid, succinic acid, lactic acid และ formic acid  เท่ากับ 

2.795 ± 0.503 กรัมต่อลิตร และค่าความสามารถในการผลิตเอทานอล (productivity) ที่เวลาการหมัก 
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144 ชั่วโมง ได้เอทานอลเท่ากับ 1.315 ± 0.024 กรัมต่อลิตร หรือ 0.009 ± 0.000 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง ส่วนปริมาณแป้งลดลงเหลือเพียง 2.288 ± 0.488 กรัมต่อลิตร จากแป้งเริ่มต้น 10 กรัมต่อลิตร 

 ดั งนั้ นจากผลทดลองพบว่าการเลี้ ย งร่วมกันของยีสต์ สองสายพันธุ์คื อ  S. cerevisiae 

TISTR5596/pGAM1 และ S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 ได้ผลผลิตเอทานอลที่สูงและอัตราการ

ผลิตมากกว่าการเลี้ยงแยกแต่ละสายพันธุ์  
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ภาคผนวก A 

ส่วนประกอบของสารเคมีที่ใช้เตรียมอาหารส าหรับการทดลอง 

 

A.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและอาหารที่ใช้คัดเลือกเชื้อ 

 อาหารทุกชนิดท าการฆ่าเชื้อด้วยวิธีนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลานาน 15 

นาท ี

 1. Low salt LB-zeocin medium  

Yeast extract    5 g/l 

Tryptone    10 g/l 

Sodium chloride   5 g/l 

pH    7.5 

เติม ZeocinTM ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วรอให้อุณหภูมิลดลงอยู่ที่

ประมาณ 55 oC โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ ZeocinTM ที่ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของอาหาร  

หากต้องการเป็นอาหารแขง็ให้เติมวุ้นลงไปในอาหารเหลว 15 กรัมต่อลิตรก่อนการนึ่งฆ่าเชื้อ 

2. Yeast peptone dextrose (YPD) zeocinTM broth 

Yeast extract    10 g/l 

Peptone    20 g/l 

Dextrose    20 g/l 

เติม ZeocinTM ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากการนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121oC นาน 20 นาที แล้วรอให้

อุณหภูมิลดลงอยู่ที่ประมาณ 55 oC โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ ZeocinTM ที่ 130 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรของอาหาร  หากต้องการเป็นอาหารแข็งให้เติมวุ้นลงไปในอาหารเหลว 15 กรัมต่อลิตรก่อนการ

นึ่งฆ่าเชื้อ 
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3. Yeast extract peptone cassava medium (YPC)  

Yeast extract   10 g/l 

Peptone   20 g/l 

Cassava starch  10g/l 

pH   5.0 

นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลานาน 15 นาที 

4. Yeast peptone dextrose medium (YPDS)  

Yeast extract   10 g/l 

Peptone   20 g/l 

Dextrose   20 g/l 

 Soluble starch  20 g/l 

 นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลานาน 20 นาที หากต้องการเป็น

อาหารแข็งให้เติมวุ้นลงไปในอาหารเหลว 15 กรัมต่อลิตรก่อนการนึ่งฆ่าเชื้อ 
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ภาคผนวก  B 

กราฟมาตรฐาน 

 

B.1 Standard curve of sugar concentration 

 

 

 

Figure B.1 Standard curve of sugar concentration by measurement density using a 

spectrophotometer at 540 nm by DNS method. 
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B.2 Standard curve of sugar concentration 

 

 

 

Figure B.2 Standard curve of starch concentration by measurement density using a 

spectrophotometer at 580 nm by iodine method. 
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ภาคผนวก C 

การ alignments ล าดับเบสของ DNA 

 

C.1 The multiple sequence alignments of nucleotide sequence of GAP 

promoter from P. pastoris with GAPDH promoter from S. cerevisiae 

                            *              20                 *                  40       
GAP      :  ------------------------------------------------------------------------ :   - 
GAPDH : TCGAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATA :  40 
                             *                60               *                80       
GAP     : -------AGATCTTTTTT GTAGAAATGT---CTTGGTGTCCTCG :  34 
GAPDH : CGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTA :  80 
                    A       TT    T  GTAG   AT  T    CT     T  T    T         
                             *             100                 *              120       
GAP     : TCCAATCAGGTAGCCAT----------CT--CTG--------------------- :  56 
GAPDH : GTCAAAAAATTAGCCTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACA : 120 
                CAA    A   TAGCC  T           CT  CTG                  
                             *              140                  *             160       
GAP     : -------------------------------------------------AAATATCTGGCTCC :  70 
GAPDH : TGCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACACT : 160 
                                                               AATAT  T    C  C       
                             *              180                 *              200       
GAP     : GTTGCAACTCCGAACGACCTG-------------CTGGCAACGTAA : 103 
GAPDH : GATGGTGCTTGGGTGAACAGGTTTATTCCTGGCATCCACT : 200 
            G  TG      CT    G       AC    G            CTGGCA  C            
                             *              220                 *              240       
GAP     : AATTCTCCGGGGTAAAACTTAAATG----TGGAGTAATGGAA : 141 
GAPDH : AAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAA : 240 
            AA  T  T      GG           CTT             TGG   T      G  AA       
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                              *             260                *              280       
GAP     : CCAGAAACGTC  CTTCCCTTCTCTCTCCTT-------CCACCG : 177 
GAPDH : AAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCA : 280 
                A  AA      TC  C   C   C        T  T    TT         CACC        
                              *             300                 *              320       
GAP     : CCCGTTACCGTCCCTAGGAAATTTTACT---------------CTGC : 209 
GAPDH : ACCAT----CAGTTCATAGGTCCATTCTCTTAGCGCAACTAC : 318 
              CC  T    C  GT  C TAGG        TT    CT               CT C      
                             *              340                  *              360       
GAP     : TGG-------AGAGCTTCT TCT---------------ACGG------CCCCCT : 234 
GAPDH : AGAGAACAGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCT : 358 
              G         AG   GC         C                 ACGG      C   CCT        
                             *              380                 *              400       
GAP     : TGCAGCAATGCTCTTCCCAGCATTACGTTGCGGGTAAAAC : 274 
GAPDH : CAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACAC : 398 
                    G  A  TG T        CC  GC  T     GT        G  T  A  AC      
                              *             420                  *              440       
GAP     : GGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGCCCAGGGATGGAAAA : 314 
GAPDH : A--AGGCAATTGACCCACGCATGTATCTA TCTCATT T TCTT : 437 
                AGG      T   ACCC      C    G  A C             AT            
                             *             460                 *              480       
GAP     : GTCCCG-----------------------GCCGTCGCTG-------------------- : 330 
GAPDH : ACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAA : 477 
                  CC                         GC    TC  CTG                                                                       
                             *              500                 *             520       
GAP     : GCAATAATAGCGGGCGGACGCATGT---CATGAGATTATTG : 368 
GAPDH : GCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCCCTGAAATTATTC : 517 
            GC      AA  A     GG    GA    C    GT   C  TGA  ATTATT          
                              *             540                 *               560       
GAP     : GAAACCACCAGAATCGAATATA--AAAGGCG------------------- : 397 
GAPDH : CCCTACTTGAC TAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTG : 557 
                      C     A     A     A  TATA  AAAG  CG                  
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                              *            580                  *             600       
GAP     : ------------------------AACACCTTTCCCAA-------TTTTGGTTT : 420 
GAPDH : ATTGTAAT TCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATT : 597 
                                     AA    C   TT  C    A       T  TT     TT        
                             *             620                 *             640       
GAP     : CTCCTG---ACCCAAAGACTTTAAATTTAATTTATTTGTCC : 458 
GAPDH : CTACTTTTATAGTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACC : 637 
            CT  CT     A         AG   CTTT     TT     TTTA         CC       
                             *             660                 *              680       
GAP     : CT-------------ATTTCAATCAATTGAACAACTAT--------------- : 483 
GAPDH : AAGAACTTAGTTTCGAATAAACACACATAAATAAACAAAA : 677 
                               TTTC  A    AA       ACA     AT               
GAP     : ---- :   - 
GAPDH : TG : 679             

Figure C.1 The multiple sequence alignments of GAP promoter from PGAPZαA with 
the sequence of GAPDH promoter from S. cerevisiae reported in Genebank (A15895.1). 
The alignment was conducted by ClustalX 2.0.11 program. 
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