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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด  
------------------------ 

1.ชุดโครงการวิจัย  :  ศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
2.โครงการวิจัย  :  การผลิตไบโอเอทานอลจากชีวมวลโดยใช้เทคโนโลยีชวีภาพ   
 กิจกรรม   :  การศึกษา พัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์ และการผลิตเอนไซม์เพ่ือผลิตไบโอ 

             เอทานอลจากชีวมวล 

 
3.ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การรวบรวมและพัฒนาสายพันธุ์ยีสต์ส าหรับผลิตไบโอเอทานอล 
   ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  ระบุชื่อการทดลองตามแบบ ว1-ก ท่ีผ่านการอนุมัติ 
 
4.คณะผู้ด าเนินงาน 
   หัวหน้าการทดลอง   :  นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
5.บทคัดย่อ   :  ผลการแยกเชื้อยีสต์จากตัวอย่าง จากองุ่น สับปรด ไม้ที่ก าลังถูกย่อย
สลาย กากอ้อย กากน้ าตาล และลูกแป้ง ที่ใช้ส าหรับผลิตเหล้าขาว สามารถแยกเชื้อยีสต์ที่แตกต่างกันได้ 50 
ไอโซเลต และเมื่อน ามาจ าแนกชนิดของเชื้อยีสต์ โดยการวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรมไรโบโซมอลดีเอ็นเอด้วยไพร
เมอร์ NL-1 และ NL- 4 ได้ยีสต์จ านวน 10 สายพันธุ์ ที่มีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ของยีสต์ที่ดี  

ผลการโคลนยีน  Xylose  reductase  สามารถโคลนยีน  Xylose  reductase   ได้จากเชื้อรา 
Neurospora sp. ยี น  endo Xylanase   ไ ด้ จ า ก เ ชื้ อ ร า  Aspergillus  niger แ ล ะ ยี น  Xylital 
dehydrogenase ได้จากเชื้อรา Trichoderma sp. แล้วส่งถ่ายเข้า เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
พบว่ายีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) ที่ได้รับการถ่ายฝาก ยีน Xylose reductase มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายเซลลูโลสและลิตเอทานอลได้สูงกว่า ที่ยีสต์ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนถึง 11.35 % 

 
 

6.ค าน า 
 ปัจจุบันการผลิตเอทานอลส่วนใหญ่ของโลกใช้วัตถุดิบหลัก 2 ประเภท คือ น้ าตาล เช่น อ้อย และ
กากน้ าตาล และแป้ง เช่น มันส าปะหลัง ข้าว และข้าวโพด อย่างไรก็ตาม เริ่มมีความกังวลว่าวัตถุดิบดังกล่าว
อาจไม่เพียงพอต่อการผลิตเอทานอลในระยะข้างหน้า และเป็นการน าพืชอาหารมาใช้ผลิตเอทานอลซึ่งในบาง
ประเทศ เช่น สหรัฐฯ และจีน ที่น าข้าวโพดมาใช้ผลิตเอทานอล ส่งผลให้ราคาสินค้าอาหารภายในประเทศปรับ
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สูงขึ้น ดังนั้น ปัจจุบันการพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลในหลายประเทศจึงมุ่งเน้นไปที่วัตถุดิบประเภท
อ่ืน คือ เซลลูโลส ซึ่งเป็นเศษเหลือใช้ที่ได้จากพืช  
 เซลลูโลส คือเส้นใยของพอลิเมอร์แซคคาไรด์ที่เป็นส่วนประกอบหลักในผนังเซลล์ของพืชและเป็น
สารอินทรีย์ที่ เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติมากที่สุด เซลลูโลสเป็นส่วนประกอบหลักในใบไม้ ปอ และฟาง 
คุณสมบัติทางเคมีที่สาคัญของเซลลูโลสคือเป็นตัวที่ไม่ทาปฏิกิริยาโดยเฉพาะไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) ขั้นตอน
การเปลี่ยนสารเซลลูโลสให้เป็นเอทานอลได้ ในขั้นตอนแรกจะน าเซลลูโลสมาเปลี่ยนเป็นน้ าตาลกลูโคสด้วย
กระบวนการย่อยด้วยกรดหรือกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์จากนั้นน าน้ าตาลที่ได้มาผ่านกระบวนการหมัก   
ด้วยจุลินทรีย์  เช่น Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Zymomonas mobilis เพ่ือให้ ได้     
เอทานอล ซึ่งในประเทศไทยมีศักยภาพในการผลิตเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจ านวนมากมาย จึงมีความ
เหมาะสมที่จะสามารถผลิตเอทานอลได้เป็นอย่างดี อีกทั้งยังสอดคล้องกับนโนบายของรัฐบาลในการเพ่ิมก าลัง
การผลิตเอทานอลให้มากขึ้น ดังนั้นการผลิตเอทานอลในประเทศไทยจากเซลลูโลสจึงเป็นที่น่าสนใจและควร
ได้รับการสนับสนุนสู่อุตสาหกรรมขนาดใหญ่ 
  
 เอทานอลจากกระบวนการหมักเป็นการผลิตเอทานอลจากน้ าตาลด้วยเชื้อเชื้อจุลินทรีย์ (ยีสต์) 
ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรก ยีสต์จะใช้น้ าตาลเชิงเดี่ยว (Monosaccharide) เป็นอาหาร และ
เปลี่ยนน้ าตาลเป็นเอทานอลโดยกระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis) ในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน ในปัจจุบัน
จุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้องและรู้จักกันดีในการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมคือ ยีสต์พวก 
Saccharomyces sp. เช่น S. cerevisiae, S. ellipsoideus, S. uvarum ยีสต์เหล่านี้มีความสามารถในการ
หมักน ้าตาลชนิดต่างๆ แต่เนื่องจาก S. cerevisiae เป็นยีสต์ที่ทนต่อสภาวะแวดล้อมต่างๆ ที่ไม่เหมาะสมได้
ดีกว่ายีสต์ชนิดอ่ืน จึงเป็นยีสต์ที่มีความส าคัญในอุตสาหกรรมการหมักน้ าตาลกลูโคส Saccharomyces เป็น
สายพันธุ์ที่ได้รับการคัดเลือกจนเป็นที่ยอมรับในอุตสาหกรรมการหมัก สามารถเจริญได้ดีในสภาพแวดล้อมที่มี
ความเข้มข้นของน ้าตาลกลูโคสสูง มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน ้าตาลเป็นเอทานอลได้ดี  
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ การรวบรวมและพัฒนาสายพันธุ์ยีสต์ส าหรับผลิตไบโอเอทานอล 
โดยพัฒนาสายพันธุ์ยีสต์ ให้มีการควบคุมการแสดงออกของยีนที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้หรือ สังเคราะห์
ยีนโดยตรง ถ่ายฝากลงในยีสต์ S.cerevisiae ส าหรับเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการหมักเอทานอล 
 

7.อุปกรณ์และวิธีด าเนินการ 
 วิธีการด าเนินการวิจัย   
         1.เก็บตัวอย่าง จากองุ่น สับปรด ไม้ที่ก าลังถูกย่อยสลาย กากอ้อย กากน้ าตาล และลูกแป้ง ที่ใช้ส าหรับ
ผลิตเหล้าขาว   สุ่ม อย่างละ 20 กรัม มาบด ท าให้เจือจางด้วยน้ าเกลือ (Normal saline) แล้วเลี้ยงบน Malt 
Extract Agar (MEA) ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง  
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         2. ย้ายโคโลนีของยีสต์ เลี้ยงบน Yeast Extract Peptone Dextrose Medium (YPD)  ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง  สามารถคัดแยกเชื้อยีสต์ที่เจริญได้ดีได้ เก็บเชื้อนี้ไว้ เพ่ือใช้ทดลองและทดสอบต่อไป 
 
         3. การทดสอบความสามารถในการหมักแอลกอฮอล์ของยีสต์ 
              3.1 เลี้ยงกล้าเชื้อยีสต์ลงบนอาหาร YPD agar เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ย้ายลงในฟลาสที่บรรจุ 
              อาหาร YPDเหลว ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 190 รอบต่อนาที  
              เป็นเวลา 24 ชั่วโมงท่ี 30 องศาเซลเซียส  
              3 .2 . วั ด ค่ าก ารดู ด กลื น แส ง (optical density: OD) ที่  6 0 0  น า โน เม ต ร  ด้ ว ย เค รื่ อ ง 
Spectrophotometer เพ่ือเตรียมค านวณกล้าเชื้อให้มีความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากัน 
               3.3 ปิเปต กล้าเชื้อเท่ากับปริมาตรที่ค านวณได้ ลงในฟลาสที่บรรจุอาหารเหลว YPD18 ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 190 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
                3.4. เก็บตัวอย่างที่ 0 และ 48 ชั่วโมง มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร และส าหรับ
ค านวณเปอร์เซ็นต์แอลกอฮอล์ที่ยีสต์หมักได้ ที่เวลา 48 ชั่วโมง วัดได้โดยใช้เครื่องอิบูลลิโอมิเตอร์ 
           4. การจ าแนกเชื้อยีสต์ 
              4.1  เลี้ยงเซลล์ยีสต์ ที่คัดเลือก ได้ทั้ง 10 ไอโซเลต  ลงในอาหารเหลว  YPD  20  มิลลิลิตร เขย่าที่
ความเร็ว 190 รอบต่อนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วตกตะกอนเซลยีสต์ 
              4.2. น าเซลตะกอนยีสต์มาสกัดดีเอ็นเอด้วยด้วยชุดสกัด MasterPureTM Yeast DNA  
  Purification Kit  (Epicentre® an Illumina company, USA)  
              4.3. เพิ่มปริมาณไรโบโซมอลดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ด้วย ไพรเมอร์ NL-1 และNL- 4     
                   Forward primer  NL-1     5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’  
                   Reverse primer   NL- 4    5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-   3’  
              4 . 4  ท า ผ ล ผ ลิ ต  PCR บ ริ สุ ท ธิ์ โ ด ย ใ ช้ ชุ ด  QIAquick® Gel Extraction Kit 
(Qiagen,Hilden,Germany) และน าไปอ่านล าดับพันธุกรรม 
              4.5 วิเคราะห์ล าดับพันธุกรรม เพ่ือระบุ สปีชีส์ของยีสต์ โดยเข้าไปที่เว็ปไซต์ ของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) ที่ http://www.ncbi.nlm.nih.gov  โดยใช้โปรแกรม BLAST (  
Basic Local Alignment Search Tool)   
5 . การโคลนยีน 

5.1 การโคลนยีน Xylose  reductase   รวบรวมเชื้อ Aspergillus  niger    และ  Neurospora   
มาท าการสกัด DNA และ RNA   

5.2  ค้นหาล าดั บ พันธุกรรมของ ยีน  Xylose  reductase    จาก GenBank  ท า multiple  
alignment  ออกแบบ primer   
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5.3 โคลนยีนโดยเทคนิค RT-PCR   จากนั้นตรวจสอบล าดับพันธุกรรมเพ่ือยืนยันว่าเป็น ยีน Xylose  
reductase     

5.4 ตัดต่อยีน Xylose  reductase เข้ากับ vector  pYES2.1 ซึ่งมี  GAL1 และ CYC1 เป็น โปรโม
เตอร์ และ เทอร์มิเนเตอร์ ตามล าดับ plasmid นี้ พร้อมส่งถ่ายเข้าไปใน เซลล์ยีสต์ ส าหรับยีน Xylital 
dehydrogenase  และ Xylanase ก็ด าเนินการโคลนเช่นเดียวกันกับข้อ5.1-5.4  
6. น าเชื้ อยีสต์ที่ ได้ รับการถ่ายฝากยีน Xylose reductase(XR), Xylital dehydrogenase (XDH) และ 
Xylanase ทดสอบการใช้แหล่งคาร์บอนคือ Xylose  และ Xylan  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
7.ท าการถ่ายฝากยีน Xylose reductase ให้กับยีสต์ Candida  tropicalis LPY1, 
 และ Candida lusitaniae ที่สามารถ ย่อยใช้น้ าตาล Xylose ได้ดี เพ่ือศึกษาความสามารถของเชื้อหลังได้รับ
การถ่ายฝากว่ามีประสิทธิภาพสูงขึ้นหรือไม่ 
เวลาและสถานที่     - ปี 2556 – ปี 2558  

     ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

 
8.ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 ผลการแยกเชื้อยีสต์จากตัวอย่าง จากองุ่น สับปรด ไม้ที่ก าลังถูกย่อยสลาย กากอ้อย กากน้ าตาล และ
ลูกแป้ง ที่ใช้ส าหรับผลิตเหล้าขาว   สุ่ม อย่างละ 20 กรัม มาบด ท าให้เจือจางด้วยน้ าเกลือ (Normal saline) 
แล้วเลี้ยงบน Malt Extract Agar (MEA) ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง สามารถแยกเชื้อยีสต์ที่
แตกต่างกันได้ 50 ไอโซเลต จากนั้นย้ายโคโลนีของยีสต์ 50 ไอโซเลต เลี้ ยงบน Yeast Extract Peptone 
Dextrose Medium (YPD)  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง  สามารถคัดแยกเชื้อยีสต์ที่เจริญได้ดีได้ 25 
ไอโซเลต 
 ผลการทดสอบความสามารถในการหมักแอลกอฮอล์ของยีสต์ 
ตารางที่ 1 แสดงผลการหมักทดสอบความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ของยีสต์ 
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 ผลการจ าแนกเชื้อยีสต์ด้วยเทคนิคล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 ตาราง 2 แสดงการจ าแนกชนิดของเชื้อยีสต์ โดยการวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรมไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
ด้วยไพรเมอร์ NL-1 และ NL- 4 

 
 
ผลการโคลนยีน  Xylose  reductase  สามารถโคลนยีน   
             - Xylose  reductase   ได้จากเชื้อรา Neurospora sp 
             - endo Xylanase   ได้จากเชื้อรา Aspergillus  niger  

หมายเหตุ:  คัดเลือกจากเชื้อทั้งหมด 25 ไอโซเลต ท าทดสอบจากการหมักแอลกอฮอลข์องยีสต์ ค่าเฉลี่ยจาก 2 ซ้ า  
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             -.Xylital dehydrogenase ได้จากเชื้อรา Trichoderma sp. 
แล้วท าการตรวจสอบล าดับพันธุกรรมของ ยีน ทั้ง 3 พบว่าถูกต้อง เมื่อน ามาตัดต่อยีน Xylose  reductase เข้ากับ 
vector  pYES2.1 ซึ่งมี  GAL1 และ CYC1 เป็น โปรโมเตอร์ และ เทอร์มิเนเตอร์ ตามล าดับ  subclone  plasmid  
ที่มียีนแทรกอยู่โดยการถ่ายฝาก ใน E.coli  เพ่ือขยาย plasmid ที่มียีนแทรกอยู่ แล้วสกัดแยก plasmid ที่มียีน
แทรกอยู่ จาก เซลล์ E.coli   แล้วส่งถ่ายเข้า เชื้อยีสต์(Saccharomyces cerevisiae) ที่ได้รับการถ่ายฝากในอาหาร
ที่ขาด URA3  

น าเชื้อยีสตท์ี่ได้รับการถ่ายฝากยีน Xylose reductase(XR), Xylital dehydrogenase (XDH) และXylanase 
ทดสอบการใช้แหล่งคาร์บอนคอื Xylose  และ Xylan  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า 

ยีสต์ที่ได้รบัการถ่ายฝากยีน Xylose reductase(XR)  มีการแสดงออกของยีน Xylose reductase   
ส าหรับยีนอ่ืนไม่มีการแสดงออก 

ยีสต์(Saccharomyces cerevisiae) ที่ได้รับการถ่ายฝาก ยีน Xylose reductase เจริญเติบโตได้ดีใน

อาหารที่มี Xylose เป็นแหล่งคาร์บอนขณะที่ ยสีต์ (Saccharomyces cerevisiae) ที่ได้ไม่รับการถ่ายฝาก ยีน 
Xylose reductase ไม่สามารถเจริญเติบโต ในอาหารนี้ 

ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) ที่ได้รับการถ่ายฝาก ยีน Xylose reductase, มีประสิทธิภาพสูง
กว่า ที่ไม่ถ่ายยีนถึง 11.35 % 

 
9.สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 ผลการแยกเชื้อยีสต์จากตัวอย่าง จากองุ่น สับปรด ไม้ที่ก าลังถูกย่อยสลาย กากอ้อย กากน้ าตาล และ
ลูกแป้ง ที่ใช้ส าหรับผลิตเหล้าขาว สามารถแยกเชื้อยีสต์ที่แตกต่างกันได้ 50 ไอโซเลต และเมื่อน ามาจ าแนก
ชนิดของเชื้อยีสต์ โดยการวิเคราะห์ล าดับพันธุกรรมไรโบโซมอลดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ NL-1 และ NL- 4 ได้
ยีสต์จ านวน 10 สายพันธุ์ ที่มีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ของยีสต์ที่ดี  

ผลการโคลนยีน  Xylose  reductase  สามารถโคลนยีน  Xylose  reductase   ได้จากเชื้อรา 
Neurospora sp. ยี น  endo Xylanase   ไ ด้ จ า ก เ ชื้ อ ร า  Aspergillus  niger แ ล ะ ยี น  Xylital 
dehydrogenase ได้จากเชื้อรา Trichoderma sp. แล้วส่งถ่ายเข้า เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
พบว่ายีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) ที่ได้รับการถ่ายฝาก ยีน Xylose reductase มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายเซลลูโลสและลิตเอทานอลได้สูงกว่า ที่ยีสต์ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนถึง 11.35 % 
 

10.การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  น ายีสต์ไปใช้ในการวิจัยและใช้ในการหมักเอทานอล
ระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
11.ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
12.เอกสารอ้างอิง 
13.ภาคผนวก 


