
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองสิ้นสุด 
 

1. ชุดโครงการวิจัย : วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
2. โครงการวิจัย     : การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือพัฒนาพันธุ์พืช จุลินทรีย์ และผลิตภัณฑ์ 
    กิจกรรม      : รวบรวม พัฒนาสายพันธุ์  สารส าคัญ และผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 
3. ชื่อการทดลอง    : การศึกษาเทคโนโลยีเบื้องต้นในการผลิตไบโอเอทานอลจากสาหร่ายขนาดเล็ก 
    รหัสการทดลอง  :  03-07-54-01-01-00-09-56 
4. คณะผู้ด าเนินงาน 

นางสาวรุ่งนภา   พิทักษ์ตันสกุล      ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ     
นางสาวภรณี   สว่างศรี                 ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ          

 นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ    ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ          
 นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์                  ส านักวิจัยผู้เชี่ยวชาญ          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 2 

การศึกษาเทคโนโลยีเบื้องต้นในการผลิตไบโอเอทานอลจากสาหร่ายขนาดเล็ก 
Preliminary technology for the production of bio-ethanol from microalgae. 

 

นางสาวรุ่งนภา   พิทักษ์ตันสกุล1/         นางสาวภรณี   สว่างศรี1/ 
นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ1/        นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์2/ 

 

-------------------------------------------------------- 

บทคัดย่อ 
 

สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตที่ได้รับความนิยมในการน ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพส าหรับใน
อนาคต  ศักยภาพของสาหร่ายกับชีวมวลจากพืชที่ให้เซลลูโลส พบว่าสาหร่ายมีศักยภาพสูงกว่าเนื่องจากไม่ใช่พืช
อาหาร สามารถย่อยสลายได้เร็ว จัดเป็นพลังงานจากพืช หรือพลังงานสะอาด  ขณะที่ชีวมวลจากพืชมีโครงสร้าง
ท าลายยากท าให้มีของเสียหลงเหลือจากกระบวนการผลิต ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตน้ ามันหรือเอทานอลใน
สาหร่ายก็ขึ้นอยู่กับชนิด สภาวะในการเลี้ยง กระบวนการย่อยสลาย และการหมักให้ได้เอทานอล การทดลองนี้ได้
ศึกษาเทคโนโลยีเบื้องต้นในการผลิตไบโอเอทานอลจากสาหร่ายขนาดเล็ก เริ่มด าเนินการตั้งแต่ปี 2556-2557 โดย
คัดเลือกตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กจากธรรมชาติที่มีแป้งสูง คือสายพันธุ์ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) เลี้ยง
ในอาหารเหลวสังเคราะห์ Bold’s Basal medium และสามารถคัดเลือกสาหร่ายขนาดเล็กที่มีปริมาณแป้งสูงจาก
การโคลนยีน waxy (Wx gene) เข้าสู่ pChlamy_3 vector และถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas 
reinhardtii ไดใ้นอาหารเหลวสังเคราะห์ TAP medium เพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับผลิตเอทานอล ซ่ึงสาหร่ายทั้ง  
2 ชนิด สามารถเจริญเติบโตได้ภายใต้ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ ช่วงแสง 16 ชั่วโมงสลับกับช่วงมืด 8 ชั่วโมง มี
อัตราการเจริญเติบโตในระยะ log phase ในช่วงวันที่ 5-10 ที่ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 7-8 และวิเคราะห์ปริมาณ
คาร์โบไฮเดรต  พบว่าสาหร่ายที่ได้รับการถ่ายยีน (Wx gene) Chlamydomonas reinhardtii (AWx1)  และ    
C. pyrenoidosa (ADOA4) มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงสุดเท่ากับ 77.05 และ 74.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง 
ตามล าดับ ส าหรับปริมาณกลูโคส พบว่า C. pyrenoidosa (ADOA4) มีปริมาณสูงสุดเท่ากับ 5.80 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร เมื่อน า C. pyrenoidosa (ADOA4) ไปหมักเปรียบเทียบกับพืชพลังงาน 3 ชนิด ได้แก่ หญ้าเนเปีย  ต้น
เลา และ อ้อยพลังงาน ที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพ Pre-treatment ของเนื้อเยื่อพืชด้วยด่าง (NaOH) 20 
เปอร์เซ็นต์ และล้างน้ าจนกระทั่งปรับ pH ตัวอย่างให้เป็นกลาง  จากนั้นย่อยสลายเซลลูโลส  ลิกโนเซลลูโลส  ดว้ย
เอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส ความเข้มข้น 30 unit/เอนไซม์ น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 1 ชั่วโมง และเติมยีสต์ จากนั้นน าไปหมักในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่า               
C. pyrenoidosa (ADOA4)  มีการย่อยสลายเร็วที่สุดตั้งแต่วันที่ 1 และมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 2.259 
mg/ml ซ่ึงสาหร่ายที่คัดเลือกได้ดังกล่าวสามารถน าไปใช้เป็นวัตถุดิบอีกทางเลือกหนึ่งของพืชพลังงานทดแทนที่
เตรียมพร้อมไว้ใช้ในอนาคต 
 

- รหัสโครงการวิจัย 03-07-54-01-01-00-09-56 
1/  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
2/  ส านักผูเ้ชี่ยวชาญ 
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ค าน า 
 
 สาหร่ายเป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อสภาพแวดล้อมของโลกและความ
เป็นอยู่ของมนุษย์  เป็นส่วนหนึ่งของต้นทางห่วงโซ่อาหารในระบบนิเวศน์ เป็นตัวการในการรักษาสมดุลทาง
ธรรมชาติ สามารถสร้างสารพิเศษบางชนิดที่มีประโยชน์และโทษต่อมนุษย์  เป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถสร้างอาหารได้
ด้วยตนเองโดยกระบวนการสังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับพืชทั่วไปและโดยกระบวนการออโทรฟ สาหร่ายถูกจัดอยู่ใน
กลุ่ม Procaryote และ eukaryote กลุ่ม Procaryote ได้แก่ สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน กลุ่มนี้มีลักษณะเหมือน
แบคทีเรีย ส่วนกลุ่ม eukaryote มีขนาดเล็กตั้งแต่มองด้วยตาเปล่าไม่เห็นจนกระทั่งถึงขนาดใหญ่มีความยาวหลาย
เมตร สาหร่ายมีรูปร่างหลายแบบ อาจเป็นแบบเซลล์เดี่ยว หลายเซลล์มารวมกลุ่มกันเรียกว่าโคโลนี เป็นเส้นสายทั้ง
แตกแขนงและไม่แตกแขนง เป็นทัลลัสที่มีราก ล าต้นและใบคล้ายพืชชั้นสูงแต่ไม่มีระบบท่อล าเลียง ทุกเซลล์ท า
หน้าที่สังเคราะห์แสงเพ่ือการด ารงชีวิตเหมือนๆกัน (ยุวดี, 2548 ลัดดา, 2544  ไปรมา, 2546 และ Edward and 
Sigee, 2010)   สาหร่ายมีคลอโรฟิลล์สูง ทั้งยังอุดมไปด้วยคุณค่าทางอาหารไม่ว่าจะเป็นคาร์โบไฮเดรต โปรตีน แร่
ธาตุ และวิตามินหลายชนิด ที่ส าคัญคือมีน้ ามันในปริมาณมาก และมีอัตราการเจริญเติบโตเร็วกว่าพืชหลายเท่า  ซึ่ง
ข้อมูลจากการศึกษาเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในบ่อพ้ืนที่ขนาดเท่ากับพ้ืนที่ปลูกสบู่ด า  1 ต้น เป็นเวลา 7 
ปี สบู่ด าจะให้น้ ามันร้อยละ 25 ในขณะที่สาหร่ายให้น้ ามันมากถึงร้อยละ 1,000 ปริมาณน้ ามันนี้อาจเพียงพอ
กระทั่งผลิตเพ่ือส่งออกต่างประเทศได้    (นิรนาม, 2552)  ท าให้สาหร่ายมีศักยภาพมากต่อการผลิตพลังงาน
ทดแทนน้ ามันดิบ ซึ่งคาดการณ์ว่าจะหมดไปภายใน 30 ปีข้างหน้า Lali (2008) และ Anonymous (2009) ได้
กล่าวว่า วิวัฒนาการของการผลิตพลังงานชีวมวล (biomass) ได้มาถึงยุคที่ 4 แล้วคือ  การผลิตพลังงานจาก
สาหร่ายหรือสาหร่ายดัดแปรพันธุกรรม น้ ามันดิบเข้ามามีบทบาทส าคัญต่อการด าเนินชีวิตของมนุษย์และนับวันยิ่ง
มีบทบาทมากยิ่งขึ้น ท าให้เกิดวิกฤตน้ ามันและปัญหาสิ่งแวดล้อมสืบเนื่องมาจากน้ ามัน ท าให้หลายประเทศทั่วโลก
พยายามคิดค้นพลังงานใหม่ๆ ซึ่งหนึ่งในนั้นคือ พลังงานจากพืช หรือพลังงานสะอาดขึ้นมาทดแทนพลังงานจาก

น้ ามันดิบท ี่ก าลังจะหมดไป     แม้ว่าสถานการณ์ปัจจุบันราคาน้ ามันจะปรับตัวลดลงอย่างต่อเนื่อง  แต่ความส าคัญ
ของพลังงานทดแทนยังคงไม่แปรเปลี่ยน ซึ่งเป็นเพราะซัพพลายน้ ามันโลกที่เหลือน้อย กลายเป็นแรงผลักดันให้
หลายประเทศทั่วโลกวิจัยและพัฒนาพลังงานทดแทนต่อไป  ในส่วนของประเทศไทยสัญญาณที่เห็นได้ชัดเจน คือ 
บริษัทการปิโตรเลียมแห่งประเทศไทย จ ากัด (มหาชน) (ปตท.) ซึ่งเป็นบริษัทน้ ามันแห่งชาติ ได้ทุ่มเงินไม่น้อยกว่าปี
ละ 1,000 ล้านบาท ท าการวิจัยพลังงานทดแทนโดยใช้วัตถุดิบที่ไม่ใช่พืชอาหาร การเพราะไม่ต้องการสร้างปัญหา
การแย่งชิงทรัพยากร ซึ่งจะเกิดปัญหาต่างๆตามมามากมาย โดยเฉพาะจะท าให้เกิดปัญหาขาดแคลนพืชอาหาร 
ส่งผลให้ราคาผันผวนมาก  และหากเปรียบเทียบศักยภาพของสาหร่ายกับชีวมวลจากพืชที่ให้เซลลูโลส เช่น มัน
ส าปะหลัง พบว่าสาหร่ายมีศักยภาพสูงกว่า เนื่องจากไม่ใช่พืชอาหาร ตลอดจนกระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ 
สามารถย่อยสลายได้ เป็นเทคโนโลยีที่สะอาดอย่างแท้จริง ขณะที่ชีวมวลจากพืช มีโครงสร้างท าลายยาก  ท าให้มี
ของเสียหลงเหลือจากกระบวนการผลิต    ปัญหาส าคัญของการผลิตพลังงานทดแทนจากสาหร่ายให้มีคุณภาพดี
และปริมาณมาก คือ สายพันธุ์สาหร่ายที่เหมาะสมต่อการผลิต  การเพาะเลี้ยง และปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโต
ของสาหร่าย (Patrick et al., 2015)  ดังนั้นการคัดเลือกสายพันธุ์สาหร่ายให้มีแป้งสูงโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือ
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น ามาผลิตเอทานอล  การเก็บเกี่ยว และวิธีการย่อยสลายเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กที่มีแป้งสูงตลอดจนวิธีการหมัก
เพ่ือน ามาผลิตเอทานอลและใช้เป็นพลังงานทดแทน  เป็นเทคโนโลยีเบื้องต้นในการผลิตไบโอเอทานอลจาสาหร่าย
ขนาดเล็ก ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งของพืชพลังงานทดแทนที่เตรียมพร้อมไว้ใช้ในอนาคต จะเป็นประโยชน์ต่อการ
ผลิตพลังงานทดแทนของไทยต่อไป 
  

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 
1. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer ยี่ห้อ PERKIN ELMER รุ่น MBA 2000) 
2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง รุ่น GeneAmp@ PCR System 9700 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ าได้ (Refrigerated Centrifuge) 
4. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)  
5. ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Incubator shaker)  
6. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 
7.  เครื่องแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (Electrophoresis) และตรวจสอบดีเอ็นเอบนแผ่นวุ้น ด้วยเครื่องให้

ก าเนิดแสงอัลตร้าไวโอเลต (Gel Documentation) 
8.  เครื่องวิเคราะห์สารชีวภาพ (Multiparameter Bioanalytical System YSI 7100) พร้อมสารละลาย

ที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณกลูโคส 
9.  อุปกรณ์ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ โกร่ง หลอดใส่ตัวอย่างขนาดต่างๆ ไมโครปิเปตขนาด  
     P1,000 P200  P20 และ P2 ไมโครลิตร 
10. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่  chloroform : isoamyl  alcohol (24:1), 10%  SDS, 3M 

NaOAc, isopropanol, 70% ethanol, 5M NaCl, 2X CTAB  และ TE buffer (ภาคผนวก) 
11.  สารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) ได้แก่ ไพรเมอร์,  Go Taq® 

Green Master Mix 
12. สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีนสาหร่าย GeneArt@ Chlamydomonas Engineering Kits,  

CloneJETTM PCR Cloning Kit , TransformAidTM Bacterial Transformation Kit, อาหารแข็ง 
LB-Ampicillin/IPTG/X-Gal, GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit,  Restriction enzyme 
XbaI   NdeI   KpnI  PstI และ NotI   

13.  สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis ได้แก่ 10X TBE buffer (Appendix 1)  และ Molecular 
Weight Marker ได้แก่  GeneRulerTM 1kb DNA Ladder 

14.  สารเคมีที่ใช้ในแยกดีเอ็นเอจากเจลให้บริสุทธิ์ QIAquick Gel Extraction Kit  (QIAGEN) 
15.  สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis ได้แก่ 10X TBE buffer (ภาคผนวก 1)  และ Molecular 

Weight Marker ได้แก่  GeneRulerTM 1kb DNA Ladder 
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16.  สารเคมีที่ใช้ในแยกดีเอ็นเอจากเจลให้บริสุทธิ์ QIAquick Gel Extraction Kit  (QIAGEN)  
17.  เครื่องแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอแบบแนวราบ (Horizontal  Electrophoresis  Apparatus) 
18.  ชุดถ่ายภาพเจล และเครื่องให้ก าเนิดแสงอัลตร้าไวโอเลต (UV Transiluminator) 
19. เครื่องควบคุมการสั่นของคลื่น Ultrasonic  (Ultrasonic Processor) ใช้ส าหรับท าให้เซลล์สาหร่าย

แตก รุ่น VCX130 PB (บริษัท Thermo Scientific) 
20. อุปกรณ์ที่ใช้คัดเลือกและเลี้ยงสาหร่ายให้บริสุทธิ์ ได้แก่ ชั้นเลี้ยงสาหร่ายที่ควบคุมแสงได้  จานเขี่ย

เชื้อ (petridish) ลูปเขี่ยเชื้อ  ตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar flow) 
21.  อาหารที่ใช้เลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Bold’s Basal medium (ภาคผนวก 2 ) 

 
วิธีการ      
1.  คัดเลือกตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กที่มีแป้งสูงจากแหล่งน้ าจืดตามธรรมชาติ และสาหร่ายท่ีได้จากคลัง

สาหร่ายของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  (วว.)  
  คัดเลือกและเลี้ยงตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กที่มีแป้งสูงจากทดลองการคัดเลือกสาหร่ายชีวมวลขนาด

เล็กเพ่ือให้ได้สายพันธุ์ที่หมาะสมในการผลิตเอทานอล   คือสายพันธุ์ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ซึ่งมี
การเจริญเติบโตได้เร็วที่สุด เลี้ยงในสภาวะความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ ช่วงแสง 16 ชั่วโมงสลับกับช่วงมืด 8 
ชั่วโมง มีอัตราการเจริญเติบโตในระยะ log phase ในช่วงวันที่ 5-10 ที่ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 7-8 เมื่อ มี
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงสุดเท่ากับ 74.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง และปริมาณกลูโคสเท่ากับ 5.80 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (รุ่งนภา และคณะ, 2556) และสาหร่ายของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย (วว.) จ านวน 2 สายพันธุ์  คือ สายพันธุ์ Chloerlla vulgaris TISTR 8580 และสายพันธุ์ 
Chlorella ellipsoidea TISTR 8260 เลี้ยงในสภาวะเช่นเดียวกับ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) 

 
2. การคัดเลือกสาหร่ายขนาดเล็กที่มีปริมาณแป้งสูงจากการถ่ายยีน waxy (Wx) เข้าสู่ pChlamy_3 vector 

และถ่ายเข้าสู่เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii ส าหรับผลิตเอทานอล 
  ท าการโคลนยีน waxy (Wx gene) ที่มีขนาด 1,395 bp ที่ได้จากการศึกษา เรื่อง การโคลนยีนที่

เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แป้ง amylose/amylopectin (รุ่งนภา และคณะ, 2553) น ายีนดังกล่าวมาใช้
ประโยชน์เพื่อดัดแปลงสายพันธุ์สาหร่ายให้มีปริมาณแป้งสูง ซึ่งยีน waxy เป็นตัวควบคุมการสังเคราะห์เม็ด
แป้งอมิโลส มีต าแหน่งอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 6 ในข้าว (Umemoto et al., 2002) ส่วนทีม่ีการแสดงออกของยีน 
waxy มีจ านวน 14 exon  (ภาคผนวก 3) สามารถถ่ายลงในสาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii ซึ่งเป็น
สาหร่ายชนิดที่ปัจจุบันได้มีการได้มีการถอดรหัสครบทั้งจีโนมเรียบร้อยแล้ว  (Merchant et al., 2007)  และมี
ชุดเวคเตอร์ส าหรับการโคลนยีนแบบส าเร็จรูปขนาด 4,517 นิวคลีโอไทด์ ที่เรียกว่า GeneArt@ 
Chlamydomonas Engineering Kits (ภาคผนวก 3) (Life Technologies Corporation, 2003) เป็นชุด
เวคเตอร์ที่เหมาะส าหรับน าไปใช้ประโยชน์ในการตัดต่อพันธุกรรมสาหร่ายทางด้านพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพ 
(biofuels) ทางชีวเคมี และอุตสาหกรรมด้านเอนไซม์ ดังนั้นการประยุกต์ใช้เทคนิคทางด้านชีวโมเลกุลเพื่อช่วย
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ในการปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุ์สาหร่ายชีวมวลให้มีแป้งสูงเพ่ือใช้ในการผลิตเอทานอลได้ต่อไปในอนาคต  
ซึ่งมีวิธีการดังต่อไปนี้  

   2.1 การท าปฏิกิริยา PCR และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง (PCR Amplification) 
  ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) ด้วยดีเอ็นเอหรือชิ้นยีน waxy (Wx gene) กับ Primer ที่
คัดเลือกและออกแบบได้จ านวน 13 คู่ไพรเมอร์ (14 exon)  รวมเป็นดีเอ็นเอสายเดียวกันโดยวิธี Nested 
PCR  จนครบ 14 exon ซึ่งการเตรียมปฏิกิริยา PCR ทั้งหมดแต่ละช่วงของสายดีเอ็นจ านวน 20 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยสารดังต่อไปนี้ 
  -  น้ า (ddH2O)          4   ไมโครลิตร 
  -  Go Taq® Green Master Mix      10 ไมโครลิตร 
  -  Primer Forward  (5 ไมโครโมล)       2 ไมโครลิตร 
  -  Primer Reverse (5 ไมโครโมล)        2  ไมโครลิตร 
  -  DNA Template (100 นาโนกรัม)       2 ไมโครลิตร 
           รวม (Total)       20  ไมโครลิตร 
 จากนั้นน าไปเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler  (GeneAmp PCR System 
9700) โดยตั้งโปรแกรม ดังนี้   
ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation   :  95 องศาเซลเซียส  นาน 2 นาที  จ านวน 1 รอบ   
ขั้นตอนที่ 2 Denaturation           :  94 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที 
ขั้นตอนที่ 3 Annealing       :  60  องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที       จ านวน 30 รอบ 
ขั้นตอนที่ 4 Extension       :  72 องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที     
ขั้นตอนที่ 5 Final extension        :  72  องศาเซลเซียส  นาน 5 นาที  จ านวน 1 รอบ  

                                             และตั้ง  4  องศาเซลเซียส เก็บรักษา (hold) ไว้ที่อุณหภูมินี้ตลอด 
2.2 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์  (PCR product) ที่เพิ่มปริมาณได้ 

    ตรวจสอบโดยใช้เทคนิคอิเลคโตรโฟริซิส (Electrophoresis) ใช้วุ้นอากาโรส (agarose gel) 
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์  ใส่  1kb DNA Ladder maker จ านวน 1 ไมโครลิตรลงในหลุมแรก ตามด้วย
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ 2 ไมโครลิตร จนครบทุกหลุมของแผ่นวุ้น  เติม 1X TBE buffer ให้สูงกว่าหน้าแผ่นวุ้นเล็กน้อย  
ตั้งกระแสไฟ 150 โวลต์  นาน 40 นาที  ย้อมแผ่นวุ้นด้วยเอทธิเดียมโบร์ไมด์ (ethidium bromide)  แล้วน าชิ้น
แผ่นวุ้นที่ได้ไปตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์     ดว้ยเครื่องวิเคราะห์สารพันธุกรรมในแผ่นวุ้น   (Gel 
documention)  จากนั้นท าความสะอาดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ด้วยชุด GeneJETTM PCR Purification Kit แล้วน า
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ไปเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ 
   2.3  การเชื่อมต่อชิ้นยีน (ดีเอ็นเอ) เข้ากับเวคเตอร์ 

 น าชิ้นยีน waxy (Wx gene)  ที่บริสุทธิ์และตรวจสอบความเข้มข้นแล้วท าปฏิกิริยา ligation  โดยใช้
ชุดโคลนของ CloneJETTM PCR Cloning Kit  ปฏิกิริยาทั้งหมด 20 l  ประกอบด้วย  10 l  2X reaction 
buffer,  2 l  PCR product, 1 l  DNA blunting enzyme ป รับป ริม าตรให้ ได้  18  l  ด้ วย  water, 
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nuclease-free  ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากันและน าไปปั่น 3-5 วินาที บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70๐C  เป็นเวลา 5 นาที 
และน าไปวางบนน้ าแข็งทันที  จากนั้นเติมปฏิกิริยา blunting ด้วย  1 l  pJET 1.2/blunt cloning vector (50 
ng/l)  และ  1 l T4 DNAligase (5 U/l)  ผสมปฏิริยาให้เข้ากันและน าไปปั่นเป็นเวลา 3-5 วินาที  จากนั้นบ่ม
ปฏิกิริยา ligation ที่อุณหภูมิห้อง (22๐C) เป็นเวลา 5 นาที  (ถ้าต้องการจ านวน transformants มากๆสามารถ
บ่มปฏิกิริยาได้นานถึง 30 นาที)  และปฏิริยา ligation ที่ได้สามารถน าไปถ่ายฝากเข้ากับเซลล์แบคทีเรียได้ทันที 

 2.4  การเตรียมคอมพิเทนต์เซลล์  และถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

 เลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli  สายพันธุ์  DH5  โดยการเขี่ยเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหาร
แข็ง LB  (ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบด้วย  10 กรัม NaCl,  10 กรัม Tryptone,  5  กรัม Yeast extract,  20  
กรัม Bacto Agar, pH 7.0)   บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 ๐C นานข้ามคืน   ก่อนท าการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียให้
เตรียมอาหารแข็ง LB-Ampicillin  (อาหารแข็ง LB ปริมาตร 1 ลิตร นึ่งฆ่าเชื้อแล้วให้อุณหภูมิอาหารประมาณ 50 
๐C  เติมสารปฏิชีวนะ Ampicillin ให้ได้ความเข้มข้น 100 g/ml) เทอาหารลงเพลทประมาณ 10-15 มิลลิลิตร 
หลังจากอาหารแข็งแล้ว  ใส่  100 mM  IPTG จ านวน 100 ไมโครลิตร บนอาหาร และ spread plate จนผิว
อาหารหนืดๆ จากนั้นเติม 50 mg/ml X-Gal  จ านวน 20 ไมโครลิตร บนอาหารและ spread plate รอจนผิวหน้า
อาหารแห้ง  เก็บอาหาร LB-Ampicillin/IPTG/X-Gal ไว้รอตัวอย่างที่ได้จากการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 
จากนั้นท าการถ่ายฝากยีนเริ่มด้วยการเตรียม Competent cell โดยใช้ชุดน้ ายา TransformAidTM Bacterial 
Transformation Kit    บ่มอาหารเหลว  TransformAidTM C-Medium ให้ได้อุณหภูมิที่ 37 ๐C ประมาณ 20 
นาที  จ านวน 1. 5 มิลลิลิตร  สามารถใช้ได้ 2 transformations  เขี่ยโคโลนีเดี่ยวๆของแบคทีเรียที่ได้จาก LB 
plate ที่เลี้ยงไว้ข้ามคืนลงในอาหารเหลว  TransformAidTM C-Medium ที่บ่มไว้แล้ว  เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที  ที่ 37 ๐C นาน 2 ชั่วโมง  ดูดตัวอย่างเซลล์แบคทีเรียที่เลี้ยงได้ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร  น าไปปั่นที่ 
13,000 รอบต่อนาที   นาน 1 นาที    ทิ้ งส่ วนน้ าใส เหลือแต่ตะกอนเซลล์แบคที เรีย     เตรียมน้ ายา 
TransformAidTM T   ซึ่งได้จากการผสม T-Solution (A) และ T-Solution (B)  ในอัตราส่วนที่เท่ากัน  เมื่อผสม
แล้วให้แช่น้ ายาบนน้ าแข็ง  เติมน้ ายา TransformAidTM T  จ านวน 300 l  ใส่หลอดตะกอนเซลล์แบคทีเรีย และ
ผสมให้เข้ากัน  แช่ลงบนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที  ปั่นเซลล์ให้ตกตะกอนอีกครั้งและทิ้งส่วนน้ าใส  เติมน้ ายา 
TransformAidTM T  จ านวน 120 l ผสมให้เข้ากันและแช่บนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที แบ่งใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร 
จ านวน 60 l/หลอด/ตัวอย่าง  และแช่บนน้ าแข็งตลอด  หลังจากเตรียม competent cell ได้แล้วน าปฏิกิริยา 
ligation ที่เตรียมไว้แล้วจ านวน 2.5 l  ใส่ลงในหลอด competent cell   ผสมให้เข้ากัน  และแช่บนน้ าแข็งเป็น
เวลา 5 นาที  จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้รับการถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียแล้วไป spread บนอาหารแข็ง LB-
Ampicillin/IPTG/X-Gal ที่เตรียมไว้  บ่มเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 37 ๐C นานข้ามคืน  และคัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้น 
insert ของยีน เพ่ือน าไปใช้สกัดพลาสมิดต่อไป 

  2.5  การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 

  น าโคลนที่ได้รับการถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียแล้วไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB- Ampicillin  ที่
อุณหภูมิ 37 ๐C  เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที  นาน 12-16 ชั่วโมง  สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยการใช้ชุดสกัด  
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GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  ดูดตัวอย่างเซลล์แบคทีเรีย 1-5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก
ปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร  น าไปปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  นาน 2 นาที  ทิ้งส่วนน้ าใส  ได้ตะกอนเซลล์
แบคทีเรีย เติม Resuspension Solution จ านวน 250 l  ผสมตัวอย่างให้เข้ากันโดยใช้ pipette ดูดขึ้นลง  เติม
น้ ายา Lysis Solution จ านวน 250 l  ผสมตัวอย่างให้เข้ากันโดยการ invert ประมาณ 4-6 ครั้ง  เติมน้ ายา  
Neutralization Solution จ านวน 350 l  ผสมตัวอย่างให้เข้ากันโดยการ invert ประมาณ 4-6 ครั้ง  น าไปปั่นที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที  นาน 5 นาที ดูดน้ าใสไว้ และทิ้งตะกอนเซลล์  ประกอบคอลัมน์ GeneJETTM  
และดูดน้ าใสใส่ตรงกลางคอลัมน์ ปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที  นาน 1 นาที  จากนั้นล้างพลาสมิดดีเอ็นเอที่
ติดกับคอลัมน์ด้วยน้ ายา Wash Solution  2 รอบๆ ละจ านวน 500 l  ปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที  
นาน 1 นาที ทิ้งส่วนที่รองรับได้ และปั่นคอลัมน์เปล่าอีก 1 นาที  ตั้งให้คอลัมน์แห้งประมาณ 10 นาที ย้ายคอลัมน์
ประกอบกับหลอดทดลองใหม่ขนาดเล็กปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร  เติมน้ ายา Elution buffer จ านวน 30 l แล้วตั้ง
ไว้ประมาณ 2 นาที  น าไปปั่นที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที  นาน 2 นาที  และน าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มา
ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis  และเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 ๐C 

   2.6  การหาล าดับเบสของยีนที่ได้รับการถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

  เตรียมพลาสมิดที่ได้มีความเข้มข้นประมาณ 200 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  และคู่ไพรเมอร์ พร้อมท า
ปฏิกิริยา Cycle sequencing เพ่ือตรวจสอบล าดับเบสของยีน waxy (Wx) โดยวิธีถอดรหัสพันธุกรรมที่ได้ถ่ายฝาก
เข้าสู่เวคเตอร์แล้ว 

  2.7   การเชื่อมต่อชิ้นยีน (ดีเอ็นเอ) เข้ากับเวคเตอร์สาหร่าย pChlamy_3 Vector   
 น าชิ้นยีน waxy (Wx)  ที่บริสุทธิ์และตรวจสอบความเข้มข้นแล้วท าปฏิกิริยา ligation โดยใช้ชุด
โคลน  GeneArt Chlamydomonas Engineering Kits  พร้อมกับชุดเวคเตอร์  pChlamy_3 Vector   โดย
เตรียมปฏิกิริยา ligation ดังนี้ 
  PCR product (Wx gene)   6      ไมโครลิตร 
  10X Ligation buffer   1  ไมโครลิตร 
  pChlamy_3 Vector (0.5 µg/µl)  1 ไมโครลิตร 
  T4 DNA Ligase (4.0 units)  1  ไมโครลิตร 
   รวม    10  ไมโครลิตร 
 น าปฏิกิริยา ligation ที่ได้ไปบ่มที่ 14 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และน าไปถ่ายฝากเข้ากับ
เซลล์แบคทีเรีย คัดเลือกโคโลนีที่มีชิ้นสอดแทรกของยีนโดยวิธี  Blue White colony screening น าไปสกัด 
พลาสมิดดีเอ็นเอ   
 2.8  ตรวจสอบชิ้นยีนจากพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 คัดเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่อยู่บริเวณ multiple cloning site ของเวคเตอร์ pChlamy_3 และ
เอนไซม์ที่น ามาใช้ต้องไม่ตรงกับล าดับเบสในชิ้นส่วนของยีนจากแผนภาพของเวคเตอร์ pChlamy_3 (ภาคผนวก 3) 
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ซึ่งเอนไซม์ที่คัดเลือกน ามาตรวจสอบมีทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่  XbaI   NdeI,  KpnI,  PstI และ NotI  ซึ่งปฏิกิริยาที่
ใช้ในการตัดเอนไซม์ มีดังนี้ 

  ddH2O     15  ไมโครลิตร 
  10X buffer      2 ไมโครลิตร 
  DNA Plasmid     2 ไมโครลิตร 
  FastDigest enzyme    1 ไมโครลิตร 
   รวม     20 ไมโครลิตร 
 ผสมให้เข้ากันเบาๆแล้วน าไปปั่น Spin down  บ่มที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  
จากนั้นน าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที และตรวจสอบโดยวิธีอิเลคโตรโฟรรีซีส บน
แผ่นวุ้น 1.5 เปอร์เซ็นต ์
   2.9  ถ่ายยีนที่ได้เข้าสู่เซลล์สาหร่าย  Chlamydomonas reinhardtii   
 เตรียมตัวอย่างเซลล์สาหร่ายชุด GeneArt Chlamydomonas Engineering Kits  จากตู้เย็น -80 
องศาเซลเซียส  แช่บนน้ าแข็งให้ละลาย ดูดตัวอย่างทั้งหมดใส่เพลท  จากนั้นเติมอาหาร TAP medium 4 ml แล้ว
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้ความเข้มแสงที่ 50 uE m-2s-1  ตั้งไว้ประมาณ 3-6 วัน และเขย่าที่ความเร็วรอบ 
110 rpm  วันที่ 3 น าไปวัดค่าความขุ่นที่ OD750 ได้ค่าเท่ากับ  0.6  น าไปเลี้ยงในฟลาสต์ 125 ml จากนั้นเติม
อาหาร TAP medium อีก 40 ml  แล้วเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ต่อที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส   ภายใต้ความเข้ม
แสงที่ 50 uE m-2s-1 และเขย่าที่ความเร็วรอบ 110 รอบต่อนาที (rpm)  เป็นเวลาอีก 20-24 ชั่วโมง 
   2.10  ถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์สาหร่าย C. reinhardtii  โดยวิธี Electroporation 

2.10.1  วัดความเข้มข้นของเซลล์สาหร่ายที่ค่า OD750 ให้มีค่าความขุ่นอยู่ระหว่าง 0.3-0.5  
ซึ่งเลี้ยงภายใน 24 ชั่วโมง 

2.10.2   เก็บเซลล์ 15 ml ปั่นให้ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 2,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง ทิ้งน้ าใสและเก็บเซลล์ตะกอนไว้ 

2.10.3   เติมสารละลายซูโครส TAP-40 mM ผสมให้เข้ากันกับตะกอนเซลล์สาหร่ายโดยใช้ไป
เปตดูดขึ้นลงเบาๆที่อุณหภูมิห้อง 

2.10.4   เติมพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้ถ่ายฝากยีนเข้าไปแล้วจ านวน 2 µg ผสมกับเซลล์สาหร่ายให้
เข้ากันเบาๆ 

2.10.5  ดูดตัวอย่างทั้งหมด 250 µl  ใส่ใน cuvette ที่ใช้กับเครื่อง Electroporation โดยตั้ง
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที 

2.10.6  ตั้งโปรแกรมส าหรับถ่ายยีนกับเครื่อง Electroporation ที ่Voltage =  600 V ,  
Capacity = 50 V , Resistance = infinity  (µF) 

2.10.7  ผสมตัวอย่างใน cuvette เบาๆ แล้วน าไปใส่ใน cuvettte chamber แล้วถ่ายยีนตาม
โปรแกรมท่ีตั้งไว้ 

2.10.8  เติมสารละลายซูโครส TAP-40 mM  150 ul  ดูดใส่หลอด 1.5 ml ผสมให้เข้ากันแล้ว
ตั้งบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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2.10.9  เตรียมอาหารแข็งท่ีมี Hygromycin  แล้วน าตัวอย่างที่ได้ spred บนเพลท น าไปบ่มใน
ตู้ growth  chamber ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส   ภายใต้ความเข้มแสงที่ 50 uE 
m-2s-1  ตั้งบ่มไว้ประมาณ 5 วนั 

2.10.10  คัดเลือกโคโลนีที่ได้รับการถ่ายฝากยีนไปตรวจสอบด้วยวิธี colony PCR   
ไพรเมอร์โปรโมเตอร์ที่ใช้ในการท า PCR คือ 
Forward (Hsp70A-Rbc S2 promoter)  =  5´ GCA AGC AGT TCG CAT GCA 3´ 
Reverse (B2-tubulin promoter)     =   5´ GCT CGC CCT GGA GCG GCA TCG 3´ 
การเตรียมปฏิกิริยา PCR ทั้งหมดจ านวน 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยสารดังต่อไปนี้ 
  -  น้ า (ddH2O)         11    ไมโครลิตร 
  -  dNTPs Mix (4 ไมโครโมลาร์)        2  ไมโครลิตร 
  -  Primer Forward  (5 ไมโครโมล)       2  ไมโครลิตร 
  -  Primer Reverse (5 ไมโครโมล)        2   ไมโครลิตร 
  -  DNA Template (100 นาโนกรัม)       2  ไมโครลิตร 
           รวม (Total)       20   ไมโครลิตร 
 จากนั้นน าไปเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม Thermal Cycler  (GeneAmp PCR System 
9700) โดยตั้งโปรแกรม ดังนี้   
ขั้นตอนที่ 1 Initial denaturation  :  95 องศาเซลเซียส  นาน 3 นาที  จ านวน 1 รอบ   
ขั้นตอนที่ 2 Denaturation            : 95   องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที 
ขั้นตอนที่ 3 Annealing    :  60  องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที       จ านวน 35 รอบ 
ขั้นตอนที่ 4 Extension    :  72 องศาเซลเซียส  นาน 2 นาที     
ขั้นตอนที่ 5 Final extension         :  72  องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที  จ านวน 1 รอบ  
                                               และตั้ง  4  องศาเซลเซียส เก็บรักษา (hold) ไว้ที่อุณหภูมินี้ตลอด 
 
  2.11 เพิ่มปริมาณเซลล์สาหร่ายท่ีได้รับการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์การ 

สังเคราะห์แป้ง amylose/amylopectin  (Wx gene)   
   น าเซลล์สาหร่ายที่ได้รับการถ่ายฝากยีนแล้วน ามาตรวจสอบหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตและหาปริมาณ

กลูโคส เปรียบเทียบกับสาหร่ายที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน (Wx gene) 
 
3. การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญ (คาร์โบไฮเดรทและกลูโคส) ในเซลล์สาหร่าย 
 3.1 การวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรท 

            น าเซลลส์าหร่ายที่ตกตะกอนได้ในข้อ 5 ชั่งตัวอย่างละ 0.5 กรัม ใส่หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร ท าให้
เซลล์สาหร่ายแตกโดยใช้เครื่อง Ultrasonic Processor และหาปริมาณาร์โบไฮเดรต ตามวิธีการของ 
(Borowitzka, 1991)  โดยชั่งตัวอย่างสาหร่าย 1 กรัม ใส่หลอดแก้ว และท าสาหร่ายให้เป็นเนื้อเดียวกันโดย
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การเติม 1M H2SO4 จ านวน 2 มิลลิลิตร และไปปั่นด้วยเครื่อง Homogenizer  น าไปใส่หลอด centrifuge 
ขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วย 1M H2SO4 ให้ได้ 5 มิลลิลิตร  น าไปบ่มใน water bath ที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  ตั้งที่อุณหภูมิห้องให้เย็น และน าไปปั่นที่ 3,000 รอบต่อนาที 
(rpm) เป็นเวลา 5 นาที  ดูดน้ าใสเก็บไว้เพ่ือวัดหาปริมาณคาร์โบไฮเดรทปรับความเข้มข้นของคาร์โบไฮเดรท
ในน้ าใสไม่เกิน 50 ไมโครกรัม  (เริ่มต้นอาจจะเจือจางดูดน้ าใส 0.1-05 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรน้ ากลั่นให้
ได้ 2 มิลลิลิตร) เตรียม standard glucose ความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัม  และปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้  2 มิลลิลิตร  เติมสารละลายฟีนอล 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 1 มิลลิลิตร และผสมให้
เข้ากันโดยการ vortex  เติมกรดซัลฟิวริคเข้มข้นทันทีปริมาตร 5 มิลลิลิตร   ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้เย็น
ประมาณ 30 นาที  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 485 นาโนเมตร และน ามาค านวณหาค่าคาร์
โบไฮเดรทกับค่า standard curve 
 
3.2  การวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส 
        วางแผนการทดลองแบบ CRD 3 ซ้ า  กรรมวิธีคือ กลูโคสของสาหร่าย 5 ไอโซเลท ท าการวัดปริมาณ
กลูโคสโดยใช้เครื่องวิเคราะห์สารชีวภาพ (Multiparameter Bioanalytical System YSI 7100) จากนัน้
น ามาผลมาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับน้ าหนักแห้งที่ได้ 
 

4.   ทดสอบกระบวนการหมักสาหร่ายชีวมวลที่ได้กับตัวอย่างพืชท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลในระดับ
ห้องปฏิบัติการ 

ท าการเลี้ยงและเพ่ิมปริมาณสาหร่ายขนาดเล็กที่คัดเลือกได้จากธรรมชาติ Chlorella pyrenoidosa 
(ADOA4) เพ่ือเป็นตัวแทนในการน ามาทดสอบผลิตเอทานอล เนื่องจากผลวิเคราะห์ที่ได้จากข้อ 3 มีปริมาณ
กลูโคสสูงสุด  เปรียบเทียบกับตัวอย่างพืชที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลจ านวน 3 ชนิด ได้แก่ หญ้าคิงเน
เปีย  ต้นเลา  และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) ที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพ Pre-treatment ของเนื้อเยื่อพืช
ด้วยด่าง (NaOH) 20 เปอร์เซ็นต์ และล้างน้ าจนกระทั่งปรับ pH ตัวอย่างให้เป็นกลาง   จากนั้นย่อยสลาย
เซลลูโลส   ลิกโนเซลลูโลส  ด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส ความเข้มข้น 30 unit/เอนไซม์ น าไปเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง และเติมยีสต์ จากนั้นน าไปหมักในสภาพไร้ออกซิเจนเป็น
ระยะเวลา 5 วัน และวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ทุกวัน 
 

ระยะเวลา 
 เดือน ตุลาคม  2554 – กันยายน 2556 
 
สถานที่ด าเนินการ 
 ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  ต.รังสิต  อ. ธัญบุรี  จ. ปทุมธานี 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1.  คัดเลือกตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กที่มีแป้งสูงจากแหล่งน้ าจืดตามธรรมชาติ และสาหร่ายท่ีได้จากคลัง
สาหร่ายของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  (วว.)  

   สามารถคัดเลือกและเลี้ยงสาหร่ายที่มีแป้งสูงเพ่ือน าไปทดสอบในการผลิตเป็นไบโอเอทานอลได้ 
3 สายพันธุ์ คือ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4)  Chloerlla vulgaris TISTR 8580 และ Chlorella 
ellipsoidea TISTR 8260  และสามารถเจริญเติบโตได้ในสภาวะความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ ช่วงแสง 16 
ชั่วโมงสลับกับช่วงมืด 8 ชั่วโมง มีอัตราการเจริญเติบโตในระยะ log phase ในช่วงวันที่ 5-10 ที่ความเป็นกรด-
ด่าง (pH) 7-8 ทั้ง 3 สายพันธุ์  สอดคล้องกับการรายงานของ Patrick et al. (2015) ว่า pH ที่เหมาะสมต่อ
การเพาะเลี้ยงสาหร่ายอยู่ในช่วง 7-9   Megerle and Wayne (2013) ได้ศึกษาการควบคุม pH ให้มีความ
เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของสาหร่าย Chlorella vulgaris และ Chlamydomonas reinhardtii  
เลี้ยงใน Bioreactor ขนาด 1.5 ลิตร ที่มีการสมดุลโดยการเติมอาหารที่มีแอมโมเนียม  ไนเตรทและควบคุม pH 
ให้มีความพอดีต่อการเจริญเติบโต พบว่า การเติมแอมโมเนียม 0-4.5 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารท าให้สาหร่ายมีการ
เจริญเติบโตได้อย่างต่อเนื่องที่ pH 7 ถ้าความเข้มข้นของแอมโมเนียมากกว่า 9 เปอร์เซ็นต์ อัตราการ
เจริญเติบโตจะลดลงต่อเนื่อง และมีค่า pH น้อยกว่า 4  รุ่งนภา (2543) ได้ศึกษาความหลากหลายของสาหร่าย
น้ าจืดในแหล่งน้ ายูโทรฟิค และสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของ Microcystis aeruginosa Kutzing 
พบว่า M. aeruginosa Kutzing ที่คัดเลือกได้จาก 4 แหล่งพันธุ์ คือ แหล่งพันธุ์กรุงเทพฯ  ปทุมธานี  นนทบุรี  
และราชบุรี มีการเจริญเติบโตได้ดีเมื่อให้ช่วงแสงสว่าง : มืด เท่ากับ 16 : 8 ชั่วโมง  ที่ความเข้มแสง 70-80 µ 
photon m-2s-1 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเท่ากับ 9-10  นอกจากนี้ Katie (2013)  ศึกษา pH ที่
เหมาะสมในการเจริญเติบโตของ Scenedesmus quadricauda ซึ่งเป็นสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก ลักษณะเป็น
กลุ่มเซลล์หรือโคโลนี เพ่ือน ามาผลิตชีวมวลส าหรับผลิตไขมันเป็นพลังงานชีวมวล พบว่า เมื่อมีการเพ่ิมความ
เข้มข้นของเกลือ NaCl 0.30 M ในอาหารที่เพาะเลี้ยง S. Quadricauda สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ระดับ pH 
7.5-8 เจริญเติบโตถึงวันที่ 11-14 ได้มีการปรับระดับ pH สูงขึ้นเป็น 9.5 สามารถเจริญเติบโตได้ดีและพบว่า
หลัง 1 เดือนจากการเริ่มเพาะเลี้ยง สาหร่ายมีการผลิตไขมันสูงที่สุดเท่ากับ 690 µg/ml 

 
2  การคัดเลือกสาหร่ายขนาดเล็กที่มีปริมาณแป้งสูงจากการถ่ายยีน waxy (Wx gene) เข้าสู่ pChlamy_3 

vector และถ่ายเข้าสู่เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii ส าหรับผลิตเอทานอล 
 จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) ด้วยดีเอ็นเอหรือชิ้นยีน waxy (Wx gene) กับ Primer ที่
คัดเลือกและออกแบบได้  สามารถเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอหรือชิ้นยีนในส่วนที่มีการแสดงออก (exon) ทั้ง 14 exon 
เป็นสายเดียวกันที่มีขนาดประมาณ 1,395 bp (ภาพที่ 1)   ผลจากการเชื่อมต่อชิ้นยีน (ดีเอ็นเอ) เข้ากับเวคเตอร์
ชุดโคลนของ CloneJETTM PCR Cloning Kit   และถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli  สายพันธุ์  

DH5  และคัดเลือกชิ้นที่มียีนสอดแทรกเข้ากับเวคเตอร์โดยวิธีคัดเลือกโคโลนีสีขาว (blue white colony 
sceening) (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 1  ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอหรือชิ้นยีนในส่วนที่มีการแสดงออก (exon) ทั้ง 14 

exon เป็นสายเดียวกันที่มีขนาดประมาณ 1,395 bp โดยที่ เลนที ่1 = 1 kb marker,  เลนที่ 2 = Wx 
gene, เลนที่ 3 = 100 bp marker 

 
ภาพที่ 2  การคัดเลือกชิ้นยีนที่มียีนสอดแทรกเข้ากับเวคเตอร์ CloneJETTM PCR Cloning Kit  โดยวิธ ีblue 

white colony sceening โดยที่โคลนีสีขาว = มีชิ้นยีนสอดแทรก  โคโลนีสีน้ าเงิน = ไม่มียีนสอดแทรก 

 
จากการคัด เลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้ นยีน  (ดี เอ็น เอ) สอดแทรกแล้วน ามาเลี้ ยงในอาหารเหลว 

LB+Ampicillin พบชิ้นโคลนที่สามารถเจริญเติบโตได้ น ามาสกัดพลาสมิดได้ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่มียีนสอดแทรก
ในพลาสมิดเมื่อเทียบกับ Control  เลนที่ 2-3  ซึ่งไม่มีชิ้นยีนสอดแทรก ส่วนเลนที่ 5-9  โคโลนีสีขาวที่มีชิ้นยีน (ดี
เอ็นเอ) สอดแทรกลักษณะพลาสมิดเป็นแบบ super coil มีแถบดีเอ็น 2-3 แบน ประมาณ 5 kb ขึ้นไปเมื่อ
เปรียบเทียบกับเลนที่ 1 แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb marker   (ภาพที่ 3) 
 

1,000 bp 
1,500 bp 1,500 bp 

1,000 bp 

1 kb  Wx gene 100 bp 
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ภาพที่ 3   พลาสมิดชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่มียีนสอดแทรกจากโคโลนีสีขาวที่คัดเลือกได้ โดยที่ 
                           เลนที่ 1 = 1 kb marker   เลนที ่2-4 = พลาสมิด (Control) ไม่มียีนสอดแทรก   
                            เลนที่ 5-9 = พลาสมิดที่มียีนสอดแทรก 
 

จากการน าพลาสมิดที่สกัดได้จากโคลนทั้งหมด 20 โคลน น าไปหาล าดับเบสพบล าดับเบสส่วนที่มีการ
แสดงออกของยีน (exon) มีขนาดเท่ากับ 1,395 bp และล าดับเบสตรงกับฐานข้อมูลที่เปรียบเทียบจาก GenBank  
(ภาพที่ 4) 

 

atgtcggctc tcaccacgtc ccagctcgcc acctcggccc cggcttcggc atcgccgaca 

gggcctcaag ccccgcagcc ccgccggcgg cgacgcgacg tcgctcagcg tgacgaccag 

cgcgcgcgcg acgcccaagc acagcggtcg gtgcagcgtg gcagccggag gttcccctcc 

gtcgtcgtgt acgccaccgg cgccggcatg aacgtcgtgt tcgtcggcgc cgagatggcc 

ccctggagca agaccggcgg cctcggtgac gcgaatggcc acagggtcat ggtgatctct 

cctcggtacg accagtacaa ggacgcttgg gataccagcg ttgtggctga gatcaaggtt 

gcagacaggt acgagagggt gaggtttttc cattgctaca agcgtggagt cgaccgtgtg 

ttcatcgacc atccgtcatt cctggagaag gtttggggaa agaccggtga gaagatctac 

ggacctgaca ctggagttga ttacaaagac aaccagatgc gtttcagcct tctttgccag 

gcagcactcg aggctcctag gatcctaaac ctcaacaaca acccatactt caaaggaact  

tatggtgagg atgttgtgtt cgtctgcaac gactggcaca ctggcccact ggcgagctac 

ctgaagaaca actaccagcc caatggcatc tacaggaatg caaaggttgc tttctgcatc 

cacaacatct cctaccaggg ccgtttcgct ttcgaggatt accctgagct gaacctctcc 

gagaggttca ggtcatcctt cgatttcatc gacggccgac agggtgctca ccgtgagccc 

gtactacgcc gaggagctca tctccggcat cgccagggga gcgagctcga caacatcatg 

cggctcaccg gcatcaccgg catcgtcaac ggcatggacg tcagcgagtg ggatcctagc 

aaggacaagt acatcaccgc caagtacgac gcaaccacgg gtactggaaa gaagaagttc 

gagaagctgc tcaagagcat ggaggagaag tatccgggca agccctgtgc ttgcgcgtcc 

accggtgggc tcgtggacac ggtcatcgaa ggcaagactg gtttccacat gggccgtctc 

agcgtcgact gcaaggtggt ggagccaagc gacgtgaaga aggtggcggc caccctgaag  

cgcgccatca aggtcgtcgg cacgccggcg tacgaggaga tggtcaggaa ctgcatgaac 

caggacctct cctggaaggg gcctgcgaag aactgggaga atgtgctcct gggcctgggc 

gtcgccggca gcgcgccggg gatcgaaggc gacgagatcg cgccgctcgc caaggagaac 

gtggctgctc  cttga  1,395 bp 
 

ภาพที่ 4  ล าดับเบสส่วนที่มีการแสดงออกของยีน Waxy (Wx gene) มีขนาดเท่ากับ 1,395 bp 
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 ผลจากการเชื่อมต่อชิ้นยีน (ดีเอ็นเอ) เข้ากับเวคเตอร์สาหร่าย  pChlamy_3 Vector ชุดโคลนของ 
GeneArt Chlamydomonas Engineering Kits  และถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli  สายพันธุ ์ 

DH5 และคัดเลือกชิ้นที่มียีนสอดแทรกเข้ากับเวคเตอร์โดยวิธีคัดเลือกโคโลนีสีขาว (blue white colony 
sceening) (ภาพที่ 5)  

 
 

ภาพที่ 5   การคัดเลือกชิ้นยีนที่มียีนสอดแทรกเข้ากับเวคเตอร์ pChlamy_3  โดยวิธ ี 
blue white colony sceening โดยที่โคลนีสีขาว = มีชิ้นยีนสอดแทรก 

 

จากการคัด เลือกโคโลนีสีขาวที่มีชิ้ นยีน  (ดี เอ็น เอ) สอดแทรกแล้วน ามาเลี้ ยงในอาหารเหลว 
LB+Ampicillin พบชิ้นโคลนที่สามารถเจริญเติบโตได้ น ามาสกัดพลาสมิดและตรวจสอบด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
5 ชนิด ได้แก่  XbaI   NdeI,  KpnI,  PstI  และ NotI  ผลที่ได้พบว่าเอนไซม์ทั้ง 5 ชนิดสามารถตัดชิ้นส่วนของ 
พลาสมิดได้ขนาดประมาณ  5,912 bp  (ขนาดเวคเตอร์เท่ากับ 4,517 bp รวมกับชิ้น Wx gene ขนาด 1,395 bp 
เท่ากับ 5,912 bp) ตรงกับที่มีชิ้นยีนสอดแทรกดังเลนที่ 3-4 ตัดด้วยเอนไซม์ XbaI เมื่อเทียบกับเลนที่ 2 (uncut)   
เลนที่ 6-7  ตัดด้วยเอนไซม์ NdeI    เลนที่ 9-10  ตัดด้วยเอนไซม์ KpnI    เลนที่ 11-12  ตัดด้วยเอนไซม์ PstI   
เลนที่ 14-15  ตัดด้วยเอนไซม์  NotI  เมื่อเทียบกับเลนที่ 1 แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb marker ขนาดของพ
ลาสมิดที่ตัดแล้วประมาณ 5,912 bp  (ภาพที่ 6) 

 
 

 

 

ภาพที่ 6  การตรวจสอบพลาสมดิด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ5 ชนิด ไดแ้ก่  XbaI   NdeI,  KpnI,  PstI  และ NotI   โดยที่ เลนท่ี 1 =  
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb marker  เลนท่ี 2,5,8,11 = uncut  เลนท่ี 3-4 = ตัดด้วยเอนไซม์ XbaI   เลนท่ี 6-7 =  ตัดด้วยเอนไซม์ 
NdeI   เลนท่ี 9-10  = ตัดด้วยเอนไซม์ KpnI  เลนท่ี 11-12 = ตัดดว้ยเอนไซม์ PstI   เลนท่ี 14-15 = ตัดด้วยเอนไซม์  NotI 

 1     2      3    4     5      6     7     8     9    10   11   12   13    14   15  16 

1,000 bp 

5,000-6,000 bp 
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 จากการตรวจสอบพลาสมิดแล้วถ่ายยีนที่ได้เข้าสู่เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii  โดยวิธี 
Electroporation พบว่าที่ ก ระแสไฟ   Voltage =  1,500 V ,  Capacity = 50 V , Resistance = 186 µF  
สามารถถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii  และสามารถต้านอาหารแข็ง TAP ที่มี  
Hygromycin  ได้  (ภาพที่ 7) และสามารถเพ่ิมปริมาณเซลล์สาหร่ายที่ได้รับการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์การสังเคราะห์แป้ง amylose/amylopectin  (Wx gene) ในอาหารเหลว TAP   (ภาพที่ 8)  

 
ภาพที่ 7 สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii  ได้รับการถ่ายฝากยีนที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์การ
สังเคราะหแ์ป้ง amylose/amylopectin  (Wx gene) และสามารถต้านอาหารแข็ง TAP ที่มี  Hygromycin 
 

 
ภาพที่ 8  สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii  ได้รับการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์การ
สังเคราะหแ์ป้ง amylose/amylopectin  (Wx gene) และสามารถต้านอาหารเหลว TAP ที่มี  Hygromycin. 
 
3.  การวิเคราะห์หาปริมาณสารส าคัญ (คาร์โบไฮเดรทและกลูโคส) ในเซลล์สาหร่าย 
 3.1 การวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรท 
      ผลการตรวจสอบหาปริมาณคาร์ โบไฮเดรต  พบว่า สาหร่ายที่ ได้ รับการถ่ายยีน  (Wx gene) 
Chlamydomonas reinhardtii (AWx1)  มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงสุด เท่ากับ 77.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง 
ไม่แตกต่างกับ Chlorella pyrenoidosa (ADOA4)   มีปริมาณคาร์โบไฮเดรต เท่ากับ 74.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนัก
แห้ง รองลงมาคือ  Chlamydomonas reinhardtii (Non Wx)  Chloerlla vulgaris TISTR 8580 (Control 1) )  
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และ Chlorella ellipsoidea TISTR 8260 (Control 2) ตามล าดับ มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตเท่ากับ 54.26  49.01  
และ 25.20 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ (ตารางท่ี 1) 

3.2  การวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคส 
ผลการตรวจสอบหาปริมาณกลูโคส  พบว่า Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) มีปริมาณกลูโคสสูงสุด 

เท่ากับ 5.80 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ  Chloerlla vulgaris TISTR 8580 (Control 1)   
Chlamydomonas reinhardtii (AWx1)  Chlamydomonas reinhardtii (Non Wx) และ Chlorella 
ellipsoidea TISTR 8260 (Control 2) ตามล าดับ มีปริมาณกลูโคสเท่ากับ 4.53  2.87  2.30 และ 1.84 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตารางที่ 1) 
 
ตารางท่ี 1  ปริมาณคาร์โบไฮเดรต  และกลูโคส ของสาหร่ายที่ได้รับการถ่ายยีนและสาหร่ายที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 

(Wx gene) เปรียบเทียบกับ Control 
 

ชื่อตัวอย่าง ชื่อวิทยาศาสตร์ 
ปริมาณ

คาร์โบไฮเดรต1/ 
(mg/g น้ าหนักแห้ง) 

ปริมาณกลูโคส1/ 
(mg/ml) 

Control 1 Chloerlla vulgaris TISTR 8580 49.01 c 4.53 b 
Control 2 Chlorella ellipsoidea TISTR 8260 25.20 d 1.84 d 
ADOA4 Chlorella pyrenoidosa 74.05 a 5.80 a 
AWx1 Chlamydomonas reinhardtii (Wx gene) 77.05 a 2.87 c 

Non Wx Chlamydomonas reinhardtii  54.26 b 2.30 cd 
ค่าเฉลี่ย  55.91 3.47 
F-test  413.57** 39.47** 
CV (%)  3.2 13.1 

1/  =  ค่าเฉลี่ย 3 ซ้ า 
2/  =  ในแนวตั้งอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดย DMRT 
**  =  มีความแตกต่างกันอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 

 
4. ทดสอบกระบวนการหมักสาหร่ายชีวมวลที่ได้กับตัวอย่างพืชที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลใน  

    ระดับห้องปฏิบัติการ 
ผลจากการหมักสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ที่คัดเลือกได้จากธรรมชาติ

เปรียบเทียบกับตัวอย่างพืชที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอลจ านวน 3 ชนิด ได้แก่ หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  และ 
อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) พบว่าสาหร่ายมีการย่อยสลายได้เร็วที่สุดตั้งแต่วันที่ 1 และมีค่าน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด
เช่นกันเท่ากับ 2.259 mg/ml  รองลงมาคือ หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  และ อ้อยพลังงาน  มีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 
เท่ากับ 0.569  0.511  และ 0.245 ตามล าดับ  (ตารางที่ 2) 
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ตารางท่ี 2  ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการหมัก Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  
และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) เป็นระยะเวลา 5 วัน  

 

ตัวอย่างพืช 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (mg/ml) 

วันที่ 1 วันที ่2 วันที ่3 วันที่ 4 วันที่ 5 
หญ้าคิงเนเปีย 0.569 0.550 0.650 0.687 0.510 
ต้นเลา 0.511 0.555 0.555 0.545 0.402 
อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) 0.245 0.249 0.339 0.479 0.349 
Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) 2.259 2.184 2.112 1.980 1.955 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 9  การหมัก Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) 

ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นระยะเวลา 5 วัน 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1.  สามารถคัดเลือกและเลี้ยงสาหร่ายที่ได้จากธรรมชาติเพ่ือน าไปทดสอบในการผลิตเป็นไบโอเอทานอลได้ คือ 
Chlorella pyrenoidosa (ADOA4)  มีปริมาณคาร์โบไฮเดรต และกลูโคสสูงสุด เท่ากับ 74.05 มิลลิกรัมต่อ
กรัมน้ าหนักแห้ง และ 5.80 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 

2  สามารถคัดเลือกสาหร่ายขนาดเล็กที่มีปริมาณแป้งสูงจากการถ่ายยีน waxy (Wx gene) เข้าสู่ pChlamy_3 
vector และถ่ายเข้าสู่ เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii ส าหรับผลิตเอทานอลได้ โดยมีค่า
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตสูงที่สุด เท่ากับ 77.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง  

3. การทดสอบกระบวนการหมักสาหร่ายสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ที่คัดเลือกไดจ้าก
ธรรมชาติกับตัวอย่างพืชจ านวน 3 ชนิด ได้แก่ หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม KJ) ใน
ระดับห้องปฏิบัติการ เป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่า  สาหร่ายมีการย่อยสลายได้เร็วที่สุดตั้งแต่วันที่ 1 และมีค่า
น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเช่นกันเท่ากับ 2.259 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  รองลงมาคือ หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  และ อ้อย
พลังงาน ตามล าดับ 

       

การน าไปใช้ประโยชน์ 
 

1.  สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ที่ขยายและเพ่ิมปริมาณได้ในสภาวะที่ เหมาะสมในการ
เจริญเติบโต เลี้ยงง่าย สามารถน าไปใช้เป็นวัตถุดิบเพ่ือน าไปเพ่ิมปริมาณและศึกษาเทคโนโลยีการผลิตเป็นไบ
โอเอทานอลจากสาหร่าย ซึ่งจะน าไปใช้เป็นพลังงานทางเลือกต่อไปได้ในอนาคต 

2.  สาหร่ายขนาดเล็กที่มีปริมาณแป้งสูงจากการถ่ายยีน waxy (Wx gene) เข้าสู่ pChlamy_3 vector และถ่าย
เข้าสู่เซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii ส าหรับผลิตเอทานอลได้   ซึ่งเป็นแนวทางเบื้องต้นใน
การศึกษาทางด้านชีวโมเลกุลเพ่ือใช้ประโยชน์ทางด้านพลังงานทดแทน  และการใช้เทคโนโลยีการผลิตเป็นไบ
โอเอทานอลจากสาหร่าย เพ่ือน าไปใช้เป็นพลังงานทางเลือกต่อไปได้ในอนาคต 

3.  สามารถน าเทคโนโลยีการย่อยสลายเซลลูโลส  ลิกโนเซลลูโลส จากเอนไซม์ และกระบวนการหมักเป็นเอทา
นอลจากเชื้อยีสต์ไปใช้ทดสอบกระบวนการหมักเป็นเอทานอลที่มีขนาดใหญ่และปริมาณมากขึ้นได้ 
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ภาคผนวก 1 
 

 

TE buffer เตรียม  100 มิลลิลิตร 
    2 M  Tris-HCl pH 8.0    500 ไมโครลิตร 

0.5 M  EDTA pH 8.0    200 ไมโครลิตร 
 เติมน้ าให้ครบ               100 มิลลิลิตร 
10% SDS เตรียม  100 มิลลิลิตร 
      SDS         10 กรัม 
 น้ า                        100 มิลลิลิตร 
chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 
    เตรียม 250 มิลลิลิตร 
 chloroform     240 มิลลิลิตร 
 isoamyl alcohol        10 มิลลิลิตร 
 

3M NaOAc (pH 5.2)  เตรียม  1,000 มิลลิลิตร 
 Sodium acetate trihydraet   408.1 กรัม 
 น้ า      750 มิลลิลิตร 
 ปรับค่า  pH  5.2 
 ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ได้     1,000  มิลลิลิตร 
 

2XCTAB เตรียม 200 มิลลิลิตร 
      NaCl      16.36 กรัม 

CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)    4 กรัม 
2M Tris-HCl (pH 8.0)    10 มิลลิลิตร 
0.5M EDTA       8 มิลลิลิตร 
PVP-40        2 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ได้  200 มิลลิลิตร 

5M NaCl  เตรียม  1,000 มิลลิลิตร 
    NaCl      292.2 กรัม 
 เติมน้ าให้ครบ      1,000   มิลลิลิตร 
10XTBE buffer  เตรียม  1,000 มิลลิลิตร 
     Tris-base     108 กรัม 
 Boric acid       55 กรัม 
 0.5 M EDTA ( pH 8.0)      40 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก 2 
 

 
ตารางผนวกท่ี 2.1 อาหารเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวสูตร Bold’s Basal medium (Bold และ Wynne, 1978) 

 
สารอาหาร ความเข้มข้น 
NaNo3 
K2HPO4.3H2O 
KH2PO4 
MgSO4.7H2O 
CaCl2.2H2O 
NaCl 
Ethylene diaminetetra acetic acid (EDTA) 
KOH 
FeSO4 
H3BO3 
Trace element 
น้ ากลั่น 
pH 

0.025  กรัม/ลิตร 
0.075  กรัม/ลิตร 
0.175  กรัม/ลิตร 
0.075  กรัม/ลิตร 
0.025  กรัม/ลิตร 
0.025  กรัม/ลิตร 
0.050  กรัม/ลิตร 
0.031  กรัม/ลิตร 
0.050  กรัม/ลิตร 
0.0114  กรัม/ลิตร 

1.000  มิลลิลิตร/ลิตร 
999  มิลลิลิตร 

7.0   
Trace element 

MnCl2.4H2O 
ZnSO4.7H2O 
MoO3 
CuSO4.5H2O 
Co(NO3)2.6H2O 
น้ ากลั่น 

0.0014  กรัม/ลิตร 
0.0088  กรัม/ลิตร 
0.0007  กรัม/ลิตร 
0.0016  กรัม/ลิตร 
0.0005 กรัม/ลิตร 
1,000  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวกที ่2.2 อาหารเลี้ยงสาหร่าย Chlamydomonas สูตร TAP medium (Gorman และ Levine ,1965) 
 

Stock solutions for 1 L of TAP media (adjust final pH to 7.0) 
1M Tris base   (e.g. Trizma)        20  ml 
Phosphate Buffer II                    1.0  ml 
Solution A                                 10.0  ml 
Hutner’s trace elements            1.0  ml 
Glacial acetic acid                     1.0  ml 

*For Tris-minimal medium omit the acetic acid and titrate the final solution to pH 7.0 with HCl 
 

Phosphate Buffer II (for 100 ml) 
K2HPO4                   10.8  g 
KH2PO4                   5.6  g 

 

Solution A (for 500 ml) 
NH4Cl                       20  g 
MgSO4-7H2O           5  g 
CaCl2-2H2O             2.5  g 

 

Hutner’s trace elements  (Hutner et al., 1950) 
       เตรียมสารละลาย 1 ลิตร โดยผสมสารละลายตามล าดับ โดยเฉพาะสารละลาย EDTA ต้องท าให้ละลายโดย
การต้ม และ FeSO4 ควรเตรียมล าดับสุดท้ายเพ่ือป้องกันการเกิด oxidation 

EDTA disodium salt              50 g     + น้ า  250 ml  
ZnSO4. 7 H2O                       22 g     + น้ า  100 ml  
H3BO3                                    11.4 g   + น้ า  200 ml  
MnCl2. 4 H2O                        5.06 g   + น้ า   50 ml 
CoCl2. 6 H2O                         1.61 g   + น้ า   50 ml 
CuSO4.5H2O                         1.57 g   + น้ า   50 ml 
(NH4)6Mo7O24. 4 H2O             1.10 g   + น้ า   50 ml 
FeSO4. 7 H20                        4.99 g   + น้ า  50 ml 

       ผสมสารละลายให้เข้ากัน  ยกเว้น EDTA ต้องท าละลายด้วยการน าไปต้ม จากนั้นเติม EDTA solution เมื่อ
ผสมเข้ากันแล้วสารละลายจะเป็นสีเขียว น าตั้งไว้ให้อุณหภูมิลดลงอยู่ที่ 70 องศาเซลเซียส แล้วเติม KOH (20%) 
ปริมาตร 85 ml จากนัน้ตั้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1 ลิตร  ปรับ pH ให้ได้ 6.7 และ
เก็บในตู้เย็น ควรใช้ขวดสีชาหรือฟอยหุ้มป้องกันแสง 

http://chlamycollection.org/hutners-trace-elements-recipe/
http://chlamycollection.org/hutners-trace-elements-recipe/
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ภาคผนวก 3 
 

ตารางผนวก 3.1 แสดงล าดับเบสเริ่มต้นและสิ้นสุดของยีน waxy บริเวณส่วนที่มีการแสดงออกขอยีน (exon)  
                     จ านวน 14 ชิ้น 
 

ล าดับชิ้นยีน ชิ้นส่วนของยีน exon 
สายดีเอ็นเอ ความยาว exon 

 (bp) เริ่มต้น (bp) สิ้นสุด (bp) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

Initial exon (ATG to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Internal exon (3'  to 5' splice site) 

Terminal exon (3' to stop codon) 

poly-A signal (consensus: AATAAA) 

1200 

1298 

1649 

1836 

2031 

2220 

2376 

2568 

2858 

3577 

3875 

4071 

4557 

4883 

1260 

1506 

1729 

1934 

2120 

2283 

2476 

2677 

3041 

3639 

3961 

4199 

4673 

4888 

61 

209 

81 

99 

90 

64 

101 

110 

184 

63 

87 

129 

117 

6 
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ภาพผนวก 3.1  ชุดเวคเตอร์ pChlamy_3 ที่ใช้ส าหรับถ่ายยีน Waxy เข้าสูเ่ซลล์สาหร่าย Chlamydomonas   

 

TTGAGTGAGC TGATACCGCT CGCCGCAGCC GAACGACCGA GCGCAGCGAG TCAGTGAGCG AGGAAGCGGT CGCTGAGGCT TGACATGATT  90 

GGTGCGTATG TTTGTATGAA GCTACAGGAC TGATTTGGCG GGCTATGAGG GCGGGGGAAG CTCTGGAAGG GCCGCGATGG GGCGCGCGGC  180 

GTCCAGAAGG CGCCATACGG CCCGCTGGCG GCACCCATCC GGTATAAAAG CCCGCGACCC CGAACGGTGA CCTCCACTTT CAGCGACAAA  270 

CGAGCACTTA TACATACGCG ACTATTCTGC CGCTATACAT AACCACTCAG CTAGCTTAAG ATCCCATCAA GCTTGCATGC CGGGCGCGCC  360 

AGAAGGAGCG CAGCCAAACC AGGATGATGT TTGATGGGGT ATTTGAGCAC TTGCAACCCT TATCCGGAAG CCCCCTGGCC CACAAAGGCT  450 

AGGCGCCAAT GCAAGCAGTT CGCATGCAGC CCCTGGAGCG GTGCCCTCCT GATAAACCGG CCAGGGGGCC TATGTTCTTT ACTTTTTTAC  540 

AAGAGAAGTC ACTCAACATC TTAAAATGGC CAGGTGAGTC GACGAGCAAG CCCGGCGGAT CAGGCAGCGT GCTTGCAGAT TTGACTTGCA  630 

ACGCCCGCAT TGTGTCGACG AAGGCTTTTG GCTCCTCTGT CGCTGTCTCA AGCAGCATCT AACCCTGCGT CGCCGTTTCC ATTTGCAGGA  720 

GATTCGAGGT ACCATACAGT TCTAGAGATC TCTGCAGCGG CCGCCATATG ATTCCGCTCC GTGTAAATGG AGGCGCTCGT TGATCTGAGC  810 

CTTGCCCCCT GACGAACGGC GGTGGATGGA AGATACTGCT CTCAAGTGCT GAAGCGGTAG CTTAGCTCCC CGTTTCGTGC TGATCAGTCT  900 

TTTTCAACAC GTAAAAAGCG GAGGAGTTTT GCAATTTTGT TGGTTGTAAC GATCCTCCGT TGATTTTGGC CTCTTTCTCC ATGGGCGGGC  990 

TGGGCGTATT TGAAGCGCGA ATGTCTTTCT TGCGCTATGA CACTTCCAGC AAAAGGTAGG GCGGGCTGCG AGACGGCTTC CCGGCGCTGC  1080 

ATGCAACACC GATGATGCTT CGACCCCCCG AAGCTCCTTC GGGGCTGCAT GGGCGCTCCG ATGCCGCTCC AGGGCGAGCG CTGTTTAAAT  1170 

AGCCAGGCCC CCGATTGCAA AGACATTATA GCGAGCTACC AAAGCCATAT TCAAACACCT AGATCACTAC CACTTCTACA CAGGCCACTC  1260 

GAGCTTGTGA TCGCACTCCG CTAAGGGGGC GCCTCTTCCT CTTCGTTTCA GTCACAACCC GCAAACATGA CACAAGAATC CCTGTTACTT  1350 

CTCGACCGTA TTGATTCGGA TGATTCCTAC GCGAGCCTGC GGAACGACCA GGAATTCTGG GAGGTGAGTC GACGAGCAAG CCCGGCGGAT  1440 

CAGGCAGCGT GCTTGCAGAT TTGACTTGCA ACGCCCGCAT TGTGTCGACG AAGGCTTTTG GCTCCTCTGT CGCTGTCTCA AGCAGCATCT  1530 

AACCCTGCGT CGCCGTTTCC ATTTGCAGCC GCTGGCCCGC CGAGCCCTGG AGGAGCTCGG GCTGCCGGTG CCGCCGGTGC TGCGGGTGCC  1620 

CGGCGAGAGC ACCAACCCCG TACTGGTCGG CGAGCCCGGC CCGGTGATCA AGCTGTTCGG CGAGCACTGG TGCGGTCCGG AGAGCCTCGC  1710 

GTCGGAGTCG GAGGCGTACG CGGTCCTGGC GGACGCCCCG GTGCCGGTGC CCCGCCTCCT CGGCCGCGGC GAGCTGCGGC CCGGCACCGG  1800 

AGCCTGGCCG TGGCCCTACC TGGTGATGAG CCGGATGACC GGCACCACCT GGCGGTCCGC GATGGACGGC ACGACCGACC GGAACGCGCT  1890 

GCTCGCCCTG GCCCGCGAAC TCGGCCGGGT GCTCGGCCGG CTGCACAGGG TGCCGCTGAC CGGGAACACC GTGCTCACCC CCCATTCCGA  1980 

GGTCTTCCCG GAACTGCTGC GGGAACGCCG CGCGGCGACC GTCGAGGACC ACCGCGGGTG GGGCTACCTC TCGCCCCGGC TGCTGGACCG  2070 

CCTGGAGGAC TGGCTGCCGG ACGTGGACAC GCTGCTGGCC GGCCGCGAAC CCCGGTTCGT CCACGGCGAC CTGCACGGGA CCAACATCTT  2160 

CGTGGACCTG GCCGCGACCG AGGTCACCGG GATCGTCGAC TTCACCGACG TCTATGCGGG AGACTCCCGC TACAGCCTGG TGCAACTGCA  2250 

TCTCAACGCC TTCCGGGGCG ACCGCGAGAT CCTGGCCGCG CTGCTCGACG GGGCGCAGTG GAAGCGGACC GAGGACTTCG CCCGCGAACT  2340 

GCTCGCCTTC ACCTTCCTGC ACGACTTCGA GGTGTTCGAG GAGACCCCGC TGGATCTCTC CGGCTTCACC GATCCGGAGG AACTGGCGCA  2430 

GTTCCTCTGG GGGCCGCCGG ACACCGCCCC CGGCGCCTGA TAAGGATCCG GCAAGACTGG CCCCGCTTGG CAACGCAACA GTGAGCCCCT  2520 

CCCTAGTGTG TTTGGGGATG TGACTATGTA TTCGTGTGTT GGCCAACGGG TCAACCCGAA CAGATTGATA CCCGCCTTGG CATTTCCTGT  2610 

CAGAATGTAA CGTCAGTTGA TGGTACTTGC GGTATTTCAC ACCGCATCAG GTGGCACTTT TCGGGGAAAT GTGCGCGGAA CCCCTATTTG  2700 

TTTATTTTTC TAAATACATT CAAATATGTA TCCGCTCATG AGATTATCAA AAAGGATCTT CACCTAGATC CTTTTAAATT AAAAATGAAG  2790 

TTTTAAATCA ATCTAAAGTA TATATGAGTA AACTTGGTCT GACAGTTACC AATGCTTAAT CAGTGAGGCA CCTATCTCAG CGATCTGTCT  2880 

ATTTCGTTCA TCCATAGTTG CCTGACTCCC CGTCGTGTAG ATAACTACGA TACGGGAGGG CTTACCATCT GGCCCCAGTG CTGCAATGAT  2970 

ACCGCGAGAC CCACGCTCAC CGGCTCCAGA TTTATCAGCA ATAAACCAGC CAGCCGGAAG GGCCGAGCGC AGAAGTGGTC CTGCAACTTT  3060 

ATCCGCCTCC ATCCAGTCTA TTAATTGTTG CCGGGAAGCT AGAGTAAGTA GTTCGCCAGT TAATAGTTTG CGCAACGTTG TTGCCATTGC  3150 

TACAGGCATC GTGGTGTCAC GCTCGTCGTT TGGTATGGCT TCATTCAGCT CCGGTTCCCA ACGATCAAGG CGAGTTACAT GATCCCCCAT  3240 

GTTGTGCAAA AAAGCGGTTA GCTCCTTCGG TCCTCCGATC GTTGTCAGAA GTAAGTTGGC CGCAGTGTTA TCACTCATGG TTATGGCAGC  3330 

ACTGCATAAT TCTCTTACTG TCATGCCATC CGTAAGATGC TTTTCTGTGA CTGGTGAGTA CTCAACCAAG TCATTCTGAG AATAGTGTAT  3420 

GCGGCGACCG AGTTGCTCTT GCCCGGCGTC AATACGGGAT AATACCGCGC CACATAGCAG AACTTTAAAA GTGCTCATCA TTGGAAAACG  3510 

TTCTTCGGGG CGAAAACTCT CAAGGATCTT ACCGCTGTTG AGATCCAGTT CGATGTAACC CACTCGTGCA CCCAACTGAT CTTCAGCATC  3600 

TTTTACTTTC ACCAGCGTTT CTGGGTGAGC AAAAACAGGA AGGCAAAATG CCGCAAAAAA GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT  3690 

ACTCATACTC TTCCTTTTTC AATATTATTG AAGCATTTAT CAGGGTTATT GTCTCATGAC CAAAATCCCT TAACGTGAGT TTTCGTTCCA  3780 

CTGAGCGTCA GACCCCGTAG AAAAGATCAA AGGATCTTCT TGAGATCCTT TTTTTCTGCG CGTAATCTGC TGCTTGCAAA CAAAAAAACC  3870 

ACCGCTACCA GCGGTGGTTT GTTTGCCGGA TCAAGAGCTA CCAACTCTTT TTCCGAAGGT AACTGGCTTC AGCAGAGCGC AGATACCAAA  3960 

TACTGTTCTT CTAGTGTAGC CGTAGTTAGG CCACCACTTC AAGAACTCTG TAGCACCGCC TACATACCTC GCTCTGCTAA TCCTGTTACC  4050 

AGTGGCTGTT GCCAGTGGCG ATAAGTCGTG TCTTACCGGG TTGGACTCAA GACGATAGTT ACCGGATAAG GCGCAGCGGT CGGGCTGAAC  4140 

GGGGGGTTCG TGCACACAGC CCAGCTTGGA GCGAACGACC TACACCGAAC TGAGATACCT ACAGCGTGAG CTATGAGAAA GCGCCACGCT  4230 

TCCCGAAGGG AGAAAGGCGG ACAGGTATCC GGTAAGCGGC AGGGTCGGAA CAGGAGAGCG CACGAGGGAG CTTCCAGGGG GAAACGCCTG  4320 

GTATCTTTAT AGTCCTGTCG GGTTTCGCCA CCTCTGACTT GAGCGTCGAT TTTTGTGATG CTCGTCAGGG GGGCGGAGCC TATGGAAAAA  4410 

CGCCAGCAAC GCGGCCTTTT TACGGTTCCT GGCCTTTTGC TGGCCTTTTG CTCACATGTT CTTTCCTGCG TTATCCCCTG ATTCTGTGGA  4500 

TAACCGTATT ACCGCCT  4517 

ภาพผนวก 3.2 แสดงล าดับเบสของเวคเตอร์  pChlamy_3  


