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บทนํา 

 
ปจจุบัน ผลิตภัณฑจุลินทรียท่ีไดจากกระบวนการทางเทคโนโลยีชวีภาพ ถูกนํามาใชประโยชนท้ังในทาง

การเกษตร อุตสาหกรรมอาหาร สิ่งแวดลอม และพลังงาน เชน ปุยอินทรีย ปุยชีวภาพ แบคทีเรียบีที รา และ
ไสเดือนฝอยควบคุมแมลงศัตรูพืช  แบคทีเรียกําจัดลูกน้ํายุง  ยีสตทําไวน  ยีสตทําขนมปง สาหรายเกลียวทองท่ีใช
เปนอาหารเสริม  ยีสต/แบคทีเรียผลิตเอทานอล เปนตน  ตลอดจนพัฒนาในระดับยีนโดยทําใหเกิด mutation ให
มีการเปลี่ยนแปลงในระดับยีน การตัดตอยีน และโคลนยีน ไดเปนเอ็นไซม และสารชีวภาพตางๆ  เพ่ือนํามาใช
ประโยชน  โดยทุกผลิตภัณฑท่ีไดจากจุลินทรียแตละชนิดตองผานข้ันตอนการพัฒนาตั้งแตในระดับหองปฏิบัติการ  
และทําซํ้าเพ่ือไดคุณสมบัติเดิม  แลวนําไปทดสอบความเปนพิษกับสัตวทดลอง-สิ่งแวดลอม ใหสามารถใชไดอยาง
ปลอดภัย  จึงจะสามารถเขาสูกระบวนการผลิตขยายในปริมาณมากจาก pilot scale จนถึงเชิงพาณิชย 
(industrial scale)  

กรมวิชาการเกษตร มีจุลินทรียท่ีมีประโยชนหลากหลายชนิดและสายพันธุ ซ่ึงจุลินทรียบางชนิดสามารถ
นําไปใชไดโดยตรง เชน ชีวภัณฑไสเดือนฝอยควบคุมแมลงศัตรูพืช  หรือจุลินทรียบางชนิดตองผานกระบวนการ
อ่ืนๆ เพ่ือไดเปนผลิตภัณฑกอนนําไปใช เชน เอ็นไซมไคติเนสจากเชื้อราใชควบคุมแมลงศัตรูพืช แบคทีเรียสราง
เอ็นไซม ALA เพ่ือใชเปนสารกระตุนการเจริญเติบโตของพืช และยีสตผลิตเอ็นไซมกลูโคอะไมเลสและแอลฟาอะ
ไมเลสสําหรับกระบวนการผลิตเอทานอล      อยางไรก็ตาม จุลินทรียและผลิตภัณฑจากจุลินทรียเหลานี้ ยังตองมี
การศึกษาและทดสอบโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพข้ันสูง ใหสามารถนําไปใชไดจริง จะชวยลดตนทุนการผลิตดวย
เทคโนโลยีการผลิตขยายจุลินทรียปริมาณมากๆ ในระดับถังหมัก ใหไดจํานวนมากเพียงพอตอการนําไปใชในสภาพ
ไร-นา    รวมท้ังมีเทคนิคหรือกระบวนการในการผลิตผลิตภัณฑจากจุลินทรียท่ีมีศักยภาพ ท้ังในเชิงวิชาการและ
เชิงพาณิชยเพ่ือการนําผลิตภัณฑจากจุลินทรียเหลานี้ไปใชประโยชนอยางเต็มประสิทธิภาพในอนาคต 
 วัตถุประสงคของโครงการวิจัยเพ่ือศึกษาการผลิตเอ็นไซมจากจุลินทรียท่ีมีประโยชนทางการการเกษตร  
รวมท้ังการศึกษากระบวนการผลิตไสเดือนฝอยกําจัดแมลงสายพันธุไทย 
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บทคัดยอ 

 
การใชประโยชนจากจุลินทรียและผลิตภัณฑจากจุลินทรีย  ไดมีการนําเอากระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพ

มาใชในการพัฒนาจุลินทรียและผลิตภัณฑจากจุลินทรีย  โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการผลิตเอ็นไซมตางๆ 

รวมท้ังการผลิตไสเดือนฝอย   การผลิตเอ็นไซมกลูโคอะไมเลส และแอลฟาอะไมเลส  โดยนํายีนแอลฟาอะไมเลส

และกลูโคอะไมเลสเขาสูยีสต  โดยเพ่ิมปริมาณยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสดวยเทคนิค polymerase 

chain reaction (PCR) ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sap I และนําไปเชื่อมตอเขากับพลาสมิด pD1214-AT 

(ATUM, USA) นําพลาสมิดลูกผสมถายฝากเขาเซลลยีสต Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ INVSc-1 

จากนั้นตรวจสอบความสามารถในการยอยแปงของยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะ

ไมเลส โดยเลี้ยงยีสตในอาหารท่ีมีแปงมันสําปะหลัง พบวา ยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส และ

กลูโคอะไมเลสสามารถ ยอยแปงได โดยไมตองมีการกระตุนใหเกิดการแสดงออกของยีน   ในการผลิตเอ็นไซมไค

ติเนสจากเชื้อราสาเหตุของโรคแมลง  โดยรวบรวมเชื้อราสาเหตุโรคแมลงในแหลงตางๆ  และจากแหลงท่ีเก็บรักษา

เชื้อราของศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  เลือกนําเชื้อราเมตาไรเซียมและบิววาเลีย มาผลิต

เอนไซมไคติเนส   โดยทําการทดสอบการยับยั้งการกินอาหารท่ีมีเอ็นไซมไคติเนสในหนอนกระทูผักวัยสอง  และ

ทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของแมลง   พบวาหนอนบางตัวไมกินอาหารท่ีมีเอ็นไซมไคติเนสปะปนอยูใน

อาหาร  ทําใหหนอนไมเจริญเติบโตตามปกติ  หนอนบางตัวจะตายชวงท่ีเขาดักแด  หรือตายในชวงดักแดไม

สามารถเจริญเปนผีเสื้อได     ในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA  ซ่ึงเปนสารสงเสริม

การเจริญเติบโตของพืช จึงไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงท่ีมีศักยภาพในการผลิตสาร ALA พบวา เชื้อ 

Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 มีศักยภาพในการผลิตสาร ALA ไดดี จึงนํามาทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ในสวนของยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซม ALA synthase ตรวจพบชิ้นยีนท่ีได มีขนาดประมาณ 1,224 คูเบส เม่ือนําไป

วิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดแลวเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดสวน

ของยีน hem A ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession no. CP015210.1) ท่ี identity 100 เปอรเซ็นต 

เม่ือแปรรหัสเปนลําดับของเปปไทด พบวา มีความคลายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน hemA (synthase) ของ 

Rhodobacter sphaeroides (Accession No. ACM01167.1) ท่ี identity 99 เปอรเซ็นต จากนั้นทําการเชื่อมตอชิ้น

ยีน hem A เขากับ Protein Expression Vector (aLICator LIC Cloning and Expression system) แลวถายฝากพ

ลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) และทําการทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของ

เอนไซม ALA synthase พบวา รีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase ท่ีไดมีขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน ซ่ึงตรวจ

พบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase มีผลทําให recombinant E. coli สามารถผลิตสาร 

aminolevulinic acid (ALA) ไดภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง   ในการผลิตไสเดือนฝอยกําจัดแมลงสายพันธุไทย 

(Steinernema sp. Thai isolate) :ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงศัตรูพืชไดหลายชนิด  ไดนํามาพัฒนา

เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลวสูตรตางๆ พบวา สูตรนมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 7: 2 : 1 เลี้ยง

ในขวดชนิดใบพัดกวน สภาพการเลี้ยงแบบ monoxenic culture ท่ีมีแบคทีเรีย Xenorhabdus sp. รวมดวย 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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จํานวน 107 เซลล/มิลลิลิตร และอาหารมี pH เทากับ 7   ตั้งวางในสภาพอุณหภูมิ   25+2 oซ เปนเวลา 10 วัน   

ไสเดือนฝอยเจริญเติบโตและขยายพันธุไดดีท่ีสุด ระหวาง 90,000-104,000 ตัว/มล. โดยการบมเพาะในสภาพมี

หรือไมมีแสงพบวา ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของไสเดือนฝอย ผลผลิตไสเดือนฝอยสามารถเก็บรักษาในสารอุม

ความชื้นไดนาน 3 เดือน มีเปอรเซ็นตการตายนอยท่ีสุด เทากับ 32.2 %  และมีประสิทธิภาพในการใชพนกําจัด

หนอนกระทูผัก และดวงหมัดผัก ในแปลงผักคะนา โดยพนท่ีอัตรา 5 ลานตัวตอพ้ืนท่ีแปลง 20 ตร.ม. จํานวน 5 

ครั้ง  

 
 

Abstrat 
 

The process of biotechnology  was taken to develop microorganisms and microbial 
products for utilization. The objective was to study the production of various enzymes and Thai 
nematode production.  Production of glucamylase and alpha-amylase was using a recombinant 
strain of Saccharomyces cerevisiae strain INVSc-1 was constructed that contained the genes 
encoding alpha-amylase and glucoamylase. The alpha-amylase and glucoamylase genes were 
inserted into yeast expression plasmid pD1214-AT.  Recombinant alpha-amylase and 
glucoamylase were expressed in Saccharomyces cerevisiae using a yeast expression plasmid 
under the control of the SS_Alphafactor secretion signal, alpha-amylase and glucoamylase 
activities were secreted into the culture medium. The results showed that recombinant enzyme 
of the alpha-amylase and glucoamylase synergistically enhanced starch degradation.  The 
production of chitinase  from  entomopathogenic  was  studied  by collecting fungi  in various 
sources  and from fungal preservation of the National Center for Genetic Engineering and 
Biotechnology   Both of Metarhizium and Beaveria were studied to produce enzyme chitinase 
and to be tested with cutworm.  To test the food inhibition from chitinase enzymes with 2 
instar cutworm, it was found that some cutworms did not eat foods that contain Chitinase 
enzymes mixed in food.    Insect growth inhibition test by dropping the chitinase enzyme at the 
back of the chest of the 4 instar of cutworm found that some cutworms that received enzymes 
died during the pupa period.  Some cutworm could not change to pupae or die during the 
pupa and could not change to be butterflies.   The production of 5-Aminolevulinic acid was 
studied because 5-Aminolevulinic acid (ALA) is a biological substance that can be used for 
agricultural purposes as a plant growth promoter.  In this study, hemA gene of R. sphaeroides 
D34 isolate was obtained by PCR gene cloning technique and the full length nucleotide 
approximately 1,224 bp. The sequenced result was exhibited as R. sphaeroides with 100% 
similarity when compared to hemA gene (accession no. CP015210.1) and 99% similarity peptide 
sequences (accession no. ACM01167.1) in the GenBank database. Hem A gene could be 
overexpression within the protein expression vector pLATE52 and the recombinant was then 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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transformed into E. coli BL21 (DE3). The production of recombinant protein can be induced by 3 
mM IPTG. The recombinant ALAS was analyzed by SDS-PAGE. The size of recombinant ALAS was 
molecular weight approximately 40 kDa and recombinant enzyme efficient activity could produce 
ALA in 12 hours.  The last study of this project is Thai entomopathogenic nematode 
(Steinernema sp. Thai isolate) that are biocontrol to many insect pests.  The mass production 
development are increases on the amount of various liquid formula and studying affecting 
factors to the increasing number of nematodes in order to obtain a prototype of commercial 
production technology.  The results showed that Soy milk formula + lard + water in ratio 7: 2: 1, 
fed in a stirring vial type bottle monoxenic culture condition with bacterial Xenorhabdus sp. 107 
cells/ml.   The food has a pH equal to 7, incubation at temperature of 25 + 2 oC for 10 days. 
The nematodes grow and propagate best between 90,000-104,000 nematodes/ml (or equal to 
90 and 104 million/liter).  The incubation in the presence or absence of light showed that does 
not affect the growth of nematodes.  The nematodes can be stored in the moisture-holding 
substance for 3 months with the lowest mortality percentage of 32.2%. It has effective to kill 
the common cutworm and flea beetles In a kale plot.  By spraying at a rate of 5 million per 
plot of 20 square meters, 5 times.  
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การทดลองท่ี 1 

การผลิตรีคอมบิแนนทแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสต 
Production of Recombinant Alpha-amylase and Glucoamylase in Yeast 

 
อัจฉราพรรณ ใจเจริญ                       ภรณี  สวางศรี 

 
คําสําคัญ 

แอลฟาอะไมเลส,   กลูโคอะไมเลส,  alpha-amylase,  glucoamylase 
 

บทคัดยอ                       
เอนไซมยอยแปงท่ีเก่ียวของในขบวนการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง มี 2 ชนิดดวยกัน คือ 

แอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส  ซ่ึงปจจุบันมีการใชเทคนิครีคอมบิแนนทเอนไซมเขามาชวยในการผลิต

เอนไซมใหมีคุณสมบัติหรือปริมาณท่ีตองการได ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคนํายีนแอลฟาอะไมเลสและ

กลูโคอะไมเลสเขาสูยีสต เพ่ือยีสตสามารถสรางและหลั่งเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส เพ่ือใชยอย

แปงมันสําปะหลังในการผลิตเอธานอลไดในข้ันตอนเดียว และเพ่ือการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะ

ไมเลสเชิงพาณิชยในอนาคตตอไป โดยเพ่ิมปริมาณยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสดวยเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sap I และนําไปเชื่อมตอเขากับพลาสมิด 

pD1214-AT (ATUM, USA) นําพลาสมิดลูกผสมถายฝากเขาเซลลยีสต Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ 

INVSc-1 จากนั้นตรวจสอบความสามารถในการยอยแปงของยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส และ

กลูโคอะไมเลส โดยเลี้ยงยีสตในอาหารท่ีมีแปงมันสําปะหลัง พบวา ยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะ

ไมเลส และกลูโคอะไมเลสสามารถ ยอยแปงได โดยไมตองมีการกระตุนใหเกิดการแสดงออกของยีน 

 
Abstract 

Alpha-amylase and glucoamylase is an enzyme that catalyses the breakdown of starch 
into sugars. Alpha-amylase and glucoamylase has been used for the production ethanol from 
cassava. In this study, a recombinant strain of Saccharomyces cerevisiae strain INVSc-1 was 
constructed that contained the genes encoding alpha-amylase and glucoamylase. The alpha-
amylase and glucoamylase genes were inserted into yeast expression plasmid pD1214-AT.         
Recombinant alpha-amylase and glucoamylase were expressed in Saccharomyces cerevisiae 
using a yeast expression plasmid under the control of the SS_Alphafactor secretion signal,            
alpha-amylase and glucoamylase activities were secreted into the culture medium. The results 
showed that recombinant enzyme of the alpha-amylase and glucoamylase synergistically 
enhanced starch degradation. 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme
http://en.wikipedia.org/wiki/Catalysis
http://en.wikipedia.org/wiki/Starch
http://en.wikipedia.org/wiki/Sugar
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คํานํา 

จากวิกฤตการณท่ีน้ํามันมีราคาสูงข้ึนเรื่อยๆ ทําใหเกิดความตองการพลังงานทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิง
ประเภทตางๆ เชน พลังงานแสงอาทิตย ลม น้ํา ไฮโดรเจนและชีวมวล โดยเฉพาะพลังงานทดแทนจากภาค
การเกษตร สามารถนําปาลมน้ํามันและสบูดํา ผลิตเปนไบโอดีเซล ออย ขาวโพด ขาวฟางและมันสําปะหลัง ผลิต
เปนเอทานอล เพ่ือนําไปผสมกับน้ํามันเบนซิน ผลิตเปนแกสโซฮอล 

ประเทศไทยเริ่มใชเอทานอลผสมน้ํามันเบนซินเพ่ือการผลิตแกสโซฮอลมานานกวา 20 ปแลว  โดย
ดําเนินการจากแนวพระราชดําริในพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวเม่ือป 2528 ในโครงการสวนพระองค  ครั้งนั้นได
ศึกษาการผลิตแกสโซฮอลเพ่ือใชเปนพลังงานทดแทน โดยผลิตเอทานอลจากออย หลังจากนั้นก็เกิดความตื่นตัวท้ัง
จากภาครัฐและเอกชนเขามารวมพัฒนาและนําไปทดสอบกับเครื่องยนตอ่ืนๆ เปนตนมา (อัมพร, 2537) 

ประเทศไทยมีวัสดุท่ีมีศักยภาพผลิตเอทานอลหลายชนิด แตจากการประเมินข้ันตนพบวาตามสภาพท่ี
เปนอยูในปจจุบัน ท้ังมันสําปะหลังและออยมีความเหมาะสมมากกวาพืชชนิดอ่ืนในการท่ีมีวัตถุดิบปริมาณมากพอ
สําหรับการผลิตอุตสาหกรรมขนาดใหญ นอกจากนั้นประเทศไทยมีความพรอมดานความรูความเขาใจรายละเอียด
และเทคโนโลยีท่ีเก่ียวกับการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง (อัมพร, 2537)     

เอนไซมยอยแปงท่ีเก่ียวของในขบวนการผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง จะเห็นวามี 2 ชนิดดวยกัน คือ 

แอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส  โดยแอลฟาอะไมเลสจะตัดพันธะ α-1,4 กลูโคซิดิก ระหวางโมเลกุลกลูโคส

ภายในสวนของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน  ผลผลิตท่ีไดคือ oligosaccharide และ α-limit-dextrin (ภาพท่ี 1) 

สวนกลูโคอะไมเลสจะตัดพันธะท่ีจับกันของกลูโคสท้ังพันธะ α-1,4 และ α-1,6 กลูโคซิดิก   ซ่ึงการ
ทํางานจะตัดโมเลกุลท่ีตําแหนงปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ดังนั้นผลผลิตท่ีไดจะเปนกลูโคสอยางเดียว 
(ภาพท่ี 2)   

แหลงของเอนไซมอะไมเลสท่ีผลิตไดจากจุลินทรียมีหลายชนิดดวยกัน ดังแสดงในตารางท่ี  1 

 
ภาพท่ี 1   การทํางานของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสตัดพันธะ α-1,4 กลูโคซิดิก 
 

 

 
 

ภาพท่ี 2   การทํางานของเอนไซมกลูโคอะไมเลสตัดพันธะ α-1,4 และ α-1,6 กลูโคซิดิก    
 



14 

 

ตารางท่ี 1 จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสและคุณสมบัติบางประการ 
 

แหลงของจุลินทรีย น้ําหนักโมเลกุล(Da) อุณหภูมิท่ีเหมาะสม (oC ) 

α-Amylase   

Bacillus subtilis 41,000  
B. amyloliquefaciens 49,000 70 
B. licheniformis 62,000 90 
Glucoamylase   
Aspergillus awamori 83,700-88,000 60 
A. niger I 99,000  

A. oryzae I 76,000 60 
A. oryzae II 38,000 40 
Penicillium oxalicum I 84,000 55-60 
Rhizopus delemar  100,000 40 

(พักตรประไพ และ วิชัย, 2546) 
 

ชวงแรกของการศึกษาเก่ียวกับเอนไซมอะไมเลส  จะเปนการศึกษาคุณสมบัติและการผลิตเอนไซมจาก
จุลินทรียโดยตรง  เชน  การศึกษาการผลิตกลูโคอะไมเลสจากเชื้อรา  A.  niger H9 เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ
การผลิตเอนไซม โดยวิธี เลี้ยงบนอาหารแข็ง (อรพิน, 2530) การผลิตเอนไซมอะไมเลสจากจุลินทรีย 
Thermoanaerobacterium  sp. สายพันธุ NOI-1 ซ่ึงเปนแบคทีเรียในกลุมทนรอนท่ีไมใชออกซิเจนในการเติบโต 
และสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารท่ีมีแปง (อาคม และคณะ, 2553) 

ตอมาการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากจุลินทรียจะเปนการโคลนยีนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมใหมากข้ึน  เชน  การโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสจากเชื้อ  B. licheniformis (Shahhoseini et al., 2003)  
จากเชื้อ  Halothermothrix  orenii  (Mijts and Patel, 2002)  และจากเชื้อ Streptococcus bovis 148  
(Satoh et al.,1993)  ถายฝากเขาสู  Escherichia  coli.   

Jeang และคณะ (2002) ไดพบแบคทีเรียในดิน Cytophaga  sp. ซ่ึงมีเอนไซมอะไมเลสท่ีสามารถยอย
แปงดิบได (raw-starch-digesting amylase: RSDA) มีน้ําหนักประมาณ 59 กิโลดาลตัน   จากการศึกษาพบวา 
ยีน RSDA มีความเหมือนกับแอลฟาอะไมเลสในแบคทีเรีย Bacillus  sp. 3 สายพันธุ  จึงไดทําการโคลนยีน RSDA  
และถายฝากเขาสูเซลลแบคทีเรีย  E. coli พบวายังคงคุณสมบัติของ RSDA  เหมือนกับท่ีผลิตจาก Cytophaga  
sp. 

Özcan และคณะ (2001) พบวา  B.  subtilis สายพันธุ RSKK 246 ผลิตแอลฟาอะไมเลส  ขนาด65 กิโล
ดาลตัน จึงทําการโคลนยีนเขาสูพลาสมิดพาหะ pUB110 และถายฝากเขาสู B. subtilis สายพันธุ RSKK246, 
RSKK243, RSKK244, YB886 และ ORBAM โดย recombinant plasmid ท่ีใชถูกควบคุมการแสดงออกดวยโปร
โมเตอรของ Bacillus sp. เอง พบวามีการแสดงออกสูงกวาสายพันธุดั้งเดิม  และยังมีการโคลนยีนแอลฟาอะ
ไมเลส ใหมีการแสดงออกในยีสต Yarrowia  lipolytica (Park et al., 1997) และ Saccharomyces  
cerevisiae (Southgate et al., 1993) ดวย   
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นอกจากเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  จะไดจากจุลินทรียแลว ยังพบในพืชดวย เชน ขาว มีรายงานการศึกษา
ลายพิมพของเอนไซมอะไมเลสในเมล็ดขาวท่ีกําลังงอก (Mitsunaga et al., 2001)    การศึกษาความสัมพันธ
ระหวางการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลส และความมีชีวิตของตนกลา (Seedling vigor) (Karrer et al., 
2004)  

ดังท่ีกลาวขางตนแลววา เอนไซมแอลฟาอะไมเลสสามารถยอยไดเฉพาะพันธะ α-1,4 กลูโค  ซิดิกหรือ

ยอยเแปงสุกเทานั้น สวนกลูโคอะไมเลสยอยท้ังพันธะ α-1,4 และ α-1,6 กลูโคซิดิก นั่นคือสามารถยอยไดท้ังแปง
สุกและดิบ จึงไดมีการโคลนยีนกลูโคอะไมเลสถายฝากเขายังเชื้อรา  A. niger  เพ่ือเพ่ิมจํานวนชุด (copy 
number) ของยีนกลูโคอะไมเลส  สงผลใหเชื้อรา A.  niger  ผลิตเอนไซมกลูโคอะไมเลสไดมากข้ึน (Verdoes et 
al., 1994; MacKenziea et al., 2000; Yao et al., 2001) นอกจากนี้ยังโคลนยีนกลูโคอะไมเลส เพ่ือผลิต
เอนไซมปริมาณมากในยีสต Pichia pastoris (Liu et al., 2005) ในยีสต Saccharomyces cerevisiae (Murai 
et al., 1998; Lin et al., 1998; Garc´ıa       et al., 2005; Kosugi et al., 2009)  Shigechi และคณะ 
(2002) ไดทําการโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสเขาสูยีสต  S.  cerevisiae  เพ่ือใหยีสตผลิต
เอนไซมไดท้ังสองชนิด  ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคนํายีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสเขาสูยีสต เพ่ือ
ยีสตสามารถสรางและหลั่งเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส เพ่ือใชยอยแปงมันสําปะหลังในการผลิต
เอธานอลไดในข้ันตอนเดียว และเพ่ือการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสเชิงพาณิชยในอนาคต
ตอไป 

วิธีดําเนินการ                           
อุปกรณและวิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 

1. สารเคมีและเอนไซม  
1.1 สารเคมี  

สารเคมีท่ีใชในการทดลองซ้ือมาจากบริษัทท่ีเปนตัวแทนจําหนายในประเทศไทย  
1.2 สารเคมีท่ีใชทดสอบทางชีวเคมี 

− สารเคมีท่ีใชในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit) ของ             
Fermantas 

− สารเคมีท่ีใชในการทํา Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
 

1.3 เอนไซม 

− Fast digest Sap I (Fermantas, USA) 

− T4 ligase (Fermantas, USA) 

− GoTaq polymerase (Promega, USA) 
 

2. จุลินทรีย พลาสมิด และอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 แบคทีเรียและยีสต 

− แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α 

− ยีสต Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ INVSc 
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 2.2 พลาสมิด 

− พลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส (pQAMY) จากงานวิจัยกอนหนา 

− พลาสมิดลูกผสมของยีนกลูโคอะไมเลส (pJAMY) จากงานวิจัยกอนหนา 

− พลาสมิด pD1214-AT (ATUM, USA) 
 

 2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและยีสต 

− อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 2xYT (Himedia, India) 

− อาหารเลี้ยงเชื้อยีสต YPD (Himedia, India) 

− อาหารคัดเลือกยีสต minimal SD-U  (Clontech, USA)  
 

3. เครื่องมือ 
3.1 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp® PCR System 9700, Applied           
Biosystems) 
3.2 อุปกรณการอานภาพและบันทึกผล ไดแก Gel documentation พรอมเครื่องพิมพ 
3.3 เครื่อง Spectophotometer สําหรับใชวัดคาการดูดกลืนแสง (O.D.) 
3.4 เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน ควบคุมอุณหภูมิ 
3.5 ไมโครปเปตขนาด P1,000  P200  P100 และ P2  ไมโครลิตร 
 

วิธีการทดลอง 
 
1. การสังเคราะหและเช่ือมตอยีนแอลฟาอะไมเลส (AAMY) เขากับเวคเตอร  

เพ่ิมปริมาณยีน AAMY ดวยเทคนิค PCR ทําโดยใชพลาสมิดลูกผสม pQAMY (จากงานวิจัยกอนหนา)  
เปนแมแบบในสวนผสมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย pJAMY  1 ไมโครกรัม, 1X PCR buffer 
with MgCl2,  80 ไมโครโมลร dNTPs,  ไพรเมอร 0.4 ไมโครโมลาร(ประกอบดวย F-AAMY1214 (5' - 
TACACGTACTTAGTCGCTGAAGCTCTTCTATGTTTGCAAAACG - 3')  0.2 ไมโครโมลาร และ R-AAMY1214 
(5' - TAGGTACGAACTCGATTGACGGCTCTTCTACCTCAATGGGGAAG - 3') 0.2 ไมโครโมลาร),  2.5 ยูนิต  
Pfu DNA polymerase (Fermentas, USA) จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยาดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) 
ยี่หอ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในข้ันตอนการทํา
ปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที ตามดวย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 
วินาที (denature) อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 300 
วินาที (extension) นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณแลว ตรวจสอบดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส ใน 0.8 เปอรเซ็นต อะกาโรส
เจล และสกัดบริสุทธิ์ดวยชุด PCR Kit (Fermentas, USA)  

นําผลผลิตจาก PCR ตัดดวยเอนไซม Sap I ในสวนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบดวยยีน 
AAMY  20 นาโนกรัม, 1X Fast Digest buffer และ 1 ไมโครลิตร Fast Digest  Sap I บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ตรวจสอบดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจล และนํายีน AAMY ท่ี
ตัดดวยเอนไซม Sap I แลว และเวคเตอร pD1214-AT (ATUM, USA) มาเชื่อมตอกันโดยใชเอนไซม T4 DNA 
ligase ในสวนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตรประกอบดวย ยีน AAMY ท่ีตัดดวยเอนไซม Sap I  10 นาโนกรัม, 
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pD1214-AT 10 นาโนกรัม, 1x Rapid Ligation Buffer, 5 ยูนิต T4 DNA ligase (Thermo Scientific, 
USA) บมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําพลาสมิดลูกผสมถายฝากใน E. coli สายพันธุ 

DH5α  ดวยวิธีการ heat shock transformation  เริ่มจากการนําแบคทีเรียท่ีอยูในสภาพพรอมรับดีเอ็นเอ 
(competent cell) แชในน้ําแข็งจนกระท่ังละลายประมาณ 2 ใน 3 สวน เติมสารละลายดีเอ็นเอท่ีเชื่อมตอแลว
จํานวน 5 ไมโครลิตร ผสมลงในสารแขวนลอยแบคทีเรีย บมในน้ําแข็งนาน 30 นาที นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที  แลวนํามาแชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที เติมอาหาร LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 
เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 1 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นําสารแขวนลอยแบคทีเรียท่ี
ปนตกตะกอนแลวท้ิงสวนน้ําใส 700 ไมโครลิตร ละลายเชื้อแบคทีเรีย  นําไปเกลี่ยบนอาหาร LB ท่ีมี Ampicillin 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 16-20 ชั่วโมง ตรวจสอบขนาดของยีน AAMY  ท่ีสอดแทรก
อยูในพลาสมิดโดยเทคนิค colony PCR  ทําโดยใชโคโลนีเดี่ยวท่ีเจริญบนอาหาร เปนแมแบบในสวนผสมของ
ปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย  1X PCR buffer,  2 มิลลิโมล MgCl2,   80 ไมโครโมลาร dNTPs,  ไพร
เมอร 0.4 ไมโครโมลาร(ประกอบดวย F-AAMY1214 0.2 ไมโครโมลาร และ R-AAMY1214 0.2 ไมโครโมลาร),  
2.5 ยูนิต  Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยาดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ
อัตโนมัติ (PCR) ยี่หอ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิใน
ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที ตามดวย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 60 วินาที (extension) นําดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณแลว ตรวจสอบดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 
เปอรเซ็นต อะกาโรสเจล และสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัด GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, 
USA)   

 
2. การการสังเคราะหและเช่ือมตอยีนกลูโคอะไมเลส (GAMY) เขากับเวคเตอร  

เพ่ิมปริมาณยีน GAMY ดวยเทคนิค PCR ทําโดยใชพลาสมิดลูกผสม pJAMY (จากงานวิจัยกอนหนา) 
และใชไพรเมอร F-GAMY1214 (5’-TACACGTACTTAGTCGCTGAAGCTCTTCTATGTCGTTCCGATC-3’) และ 
R-GAMY1214 (5’-TAGGTACGAACTCGATTGACGGCTCTTCTACCCTACCGCCAGG-3’) ในปฏิกิริยา PCR และ
นําผลผลิต PCR เชื่อมตอเขากับเวคเตอร pD1214-AT วิธีการเชนเดียวกับขอ 1 

 
3. การนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลยีสตโดยวิธี LiAc/single-stranded carrier DNA/PEG method 

เลี้ยงเซลลยีสต  Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ INVSc ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เปนเวลา 16-20 ชั่วโมง  ท่ี 30 องศาเซลเซียส เจือจางยีสตใหไดคา optical density ท่ีความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.4 ในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อตออีก 2-4 ชั่วโมง 
จากนั้นแยกตะกอนเซลลโดยหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส  
ลางตะกอนเซลลดวย 1X TE (10 mM Tris,pH 7.5; 1 mM EDTA)  ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ละลายเซลลดวย 
1XLiAC/0.5XTE (100 mM Lithium Acetate, pH 7.5; 5 mM Tris,pH 7.5; 0.5 mM EDTA)  บมท่ี
อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที  เติมพลาสมิดลูกผสม (ขอ 1, 2) 1 ไมโครกรัม denatured salmon sperm DNA 
100 ไมโครกรัม และ 1XLiAC/40% PEG3350/1X TE (100 mM Lithium Acetate, pH 7.5; 40% PEG3350; 
10 mM Tris,pH 7.5; 1 mM EDTA) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในสารแขวนลอยยีสต ผสมใหเขากัน บมท่ี 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม DMSO ปริมาตร 88 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที นํามาหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท่ี 4 องศา
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เซลเซียส  ลางตะกอนเซลลดวย 1X TE  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนเซลลดวย 1X TE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําเชื้อไปเกลี่ย
บนอาหาร SC-U ท่ี บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-5 วัน นําโคโลนีเดี่ยวท่ีเจริญบนอาหาร ตรวจสอบขนาด
ของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสท่ีสอดแทรกอยูในพลาสมิดดวย colony PCR วิเคราะหขนาดดวย 
0.8 % agarose gel 
 
4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสต 

นํายีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสม เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPC (อาหารเลี้ยงยีสต YPD ท่ีเติม 1 เปอรเซ็นต ของ
แปง) บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-5 วัน หลังจากนั้นนําสารละลายไอโอดีน เทลงบนอาหารแข็ง บมท่ีมืด 
นาน 15 นาที เทสารละลายไอโอดีนออก สังเกตวงใสรอบโคโลนีของยีสต 
 
เวลา และสถานท่ีทําการทดลอง 
 ระยะเวลาทําการทดลอง ตุลาคม  2558 – กันยายน 2560 (2 ป) 
 สถานท่ีทําการทดลอง สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธาน ี

 
 

ผลการทดลองและวิจารณ   
1. การสังเคราะหยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส  

ผลการทําปฏิกิริยา PCR จะไดยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส ท่ีมีขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส 
(ภาพท่ี 3) จากนั้นนํายีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสทําบริสุทธิ์และยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Sap I ซ่ึง
มีตําแหนงจดจําท่ีปลาย 3’ และ 5’ ของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส นํายีนแอลฟาอะไมเลสและยี
นกลูโคอะไมเลสท่ียอยแลว แทรกเขากับพลาสมิด pD1214-AT ท่ีมีขนาด 5.1 กิโลเบส ซ่ึงพลาสมิดถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ Sap I เปนเสนตรงแลว เชื่อมตอดวยเอนไซม T4 ligase และนําเขาสูแบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ DH5α ตรวจสอบการสอดแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสในพลาสมิด pD1214-AT ดวย 
colony PCR พบวามี PCR product ของท้ัง 2 ยีน มีขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับยีน
แอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส แสดงวามีการสอดแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสในพ
ลาสมิด (ภาพท่ี 4)  
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ภาพท่ี 3  เจลอิเล็คโตรโฟริซิสแสดงแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ของยีนแอลฟาอะไมเลส (lane 1) และยีนกลู
โคอะไมเลส (lane 2) 

 
 

 
 

 
ภาพท่ี 4  การตรวจสอบการแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และ ยีนกลูโคอะไมเลส (ข) ในแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ DH5 
 
2.  การนําพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลยีสตและการคัดเลือกโคลน  
  คัดเลือกพลาสมิดลูกผสมท่ีมีการแทรกของยีนกลูโคอะไมเลสและยีนแอลฟาอะไมเลส นํามาถายฝากเขาสู
ยีสต S.  cerevisiae สายพันธุ INVSc-1 ดวยวิธี LiAc/single-stranded carrier DNA/PEG method จากนั้นนํา
ยีสตเลี้ยงในอาหารคัดเลือก SC-U ซ่ึงเปนอาหารท่ีขาดกรดอะมิโน uracil ยีสต S.  cerevisiae สายพันธุ INVSc-1  
จะไมสามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารนี้ สวนยีสตท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมจะเจริญเติบโตได เนื่องจากพลาสมิดมี
ยีน URA3 ทําใหสรางกรดอะมิโน uracil ซ่ึงเปนกรมอะมิโนท่ีมีความจําเปนตอสิ่งมีชีวิตไดเอง ดังนั้นเซลลยีสตท่ี
ไดรับการพลาสมิดลูกผสมจึงสามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารคัดเลือก SC-U ซ่ึงขาดกรดอะมิโน uracil ได 
จากนั้นนําโคโลนีของยีสตท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือก SC-U ตรวจสอบขนาดของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลู
โคอะไมเลสดวย colony PCR  พบวาคัดเลือกโคโลนีของยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนของแอลฟาอะไมเลส  
จํานน 16 โคโลนี ตรวจพบยีนของแอลฟาอะไมเลส  จํานวน 9 โคลน สวนยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนกลูโคอะ
ไมเลส คัดเลือกโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือก จํานวน 16 โคลน ตรวจพบยีนกลูโคอะไมเลส เพียง 3 โคลน 
(ภาพท่ี 5) 
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ภาพท่ี 5  การตรวจสอบการแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ข) ในยีสต S.  cerevisiae 

สายพันธุ INVSc ท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือก SC-U 
 

4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสต 
นํายีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสม เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPC (อาหารเลี้ยงยีสต YPD ท่ีเติม 1 เปอรเซ็นตของ

แปง) บมท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-5 วัน หลังจากนั้นนําสารละลายไอโอดีนเทลงบนอาหารแข็งใหท่ัว 
บริเวณท่ีไมมีการยอยแปงจะเกิดปฏิกิริยาการจับกันของโมเลกุลของแปงและสารละลายไอโอดีน จะเห็นเปนสีน้ํา
เงินเขม สวนบริเวณท่ีมีการยอยแปงของเอนไซมจะเห็นเปนวงใสๆรอบโคโลนีของยีสต จากการทดลองพบวาเกิดวง
ใสรอบยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส (ภาพท่ี 6ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ภาพท่ี 6ข)  ซ่ึง
เหมือนกับวงใสบริเวณรอบเอนไซมอะไมเลสทางการคา (ภาพท่ี 6ง)  ในขณะท่ีไมเกิดวงใสบริเวณเซลลยีสต S.  
cerevisiae สายพันธุ INVSc (ภาพท่ี 6ค) ซ่ึงไมมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส 
และจากการทดลองพบวา เอนไซมอะไมเลสจากยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสม มีขนาดของวงใสกวางกวาเอนไซม
กลูโคอะไมเลสจากยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสม นั่นแสดงวาเอนไซมอะไมเลสจากยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมมี
ประสิทธิภาพในการยอยแปงมากกวาเอนไซมกลูโคอะไมเลสจากยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสม และเอนไซมจากยีสตท่ี
มีพลาสมิดลูกผสมสามารถหลั่งออกมาจากเซลลยีสตไดโดยไมตองมีการกระตุน เนื่องจากพลาสมิด pD1214-AT ท่ี
ใชในการทดลองนี้ เปนพลาสมิดท่ีมี secretion signal ชนิด SS_Alphafactor ท่ีชวยสงเอนไซมแอลฟาอะไมเลส
และเอนไซมกลูโคอะไมเลสออกนอกเซลลของยีสตได เชนเดียวกับงานวิจัยของ Janse  และ Pretorius (1995) ใช 
secretion signal ชนิด yeast mating pheromone alpha-factor secretion signal (MF alpha 1S) ซ่ึงเปน 
secretion signal ท่ีพบไดตามธรรมชาติในยีสต  เพ่ือชวยการหลั่งเอนไซมจากยีสตโดยไมตองกระตุน  และพ
ลาสมิด pD1214-AT นี้ยังมีโปรโมเตอร TEF1 ซ่ึงเปน constitutive promoter ท่ีทํางานหรือแสดงออกไดโดยไม
ตองมีการกระตุนดวยตัวชักนําใดๆ  
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ภาพท่ี 6  การตรวจสอบการยอยแปงของยีสต  S.  cerevisiae สายพันธุ INVSc-1 ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของ       
ยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ข) เทียบกับยีสต S.  cerevisiae สายพันธุ INVSc-1            
ท่ีไมมีพลาสมิดลูกผสม (ค) และ เอนไซมอะไมเลสทางการคา (ง) 

 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
จากงานวิจัยนี้สรางยีสตท่ีผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลส ซ่ึงมีความสามารถใน

การยอยแปงสุกและแปงดิบได และยีสตท่ีสรางข้ึนมานี้สามารถผลิตเอนไซมท้ังสองชนิดออกมาไดโดยใชโปรโมเตอร 

TEF1 ซ่ึงเปน constitutive promoter ท่ีทํางานหรือแสดงออกไดโดยไมตองมีการกระตุนดวยสารชักนําใดๆ 

นอกจากนี้ยีสตท่ีสรางข้ึนมานี้ยังสามารถหลั่งเอนไซมสงออกมานอกเซลลของยีสตได จึงทําใหสะดวกในการใชงาน

เอนไซม สามารถใชยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลสรวมกันในการ

หมักแปงเพ่ือผลิตเอธานอลและยังสามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลสในเชิงพาณิชย

ตอไป  

 

 

การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน  
1. สามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลสจากยีสตในเชิงพาณิชย  
2. สามารถใชยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสรวมกันใน

การหมักแปง ทําใหลดเวลาและประหยัดคาใชจายในการผลิตเอธานอล 
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การทดลองท่ี 2 
การผลิตไคติเนสจากเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 

Chitinase production from Entomopathogenic Fungi 

 
มัลลิกา  แกววิเศษ 

เสาวนิตย  โพธิ์พูนศักดิ์       จีรภา  ปญญศิริ           ศรีเมฆ  ชาวโพงพาง 

                                            

คําสําคัญ 

     ไคติเนส ,   เมตาไรเซียม,   บิววาเลีย,  chitinase, Metarhizium,  Beauveria   

 

บทคัดยอ 
        รวบรวมเชื้อราสาเหตุโรคแมลงในแหลงตางๆ  และจากแหลงท่ีเก็บรักษาเชื้อราของศูนยพันธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  พบวาเชื้อราสาเหตุโรคแมลงท่ีเก็บรวบรวมในสภาพธรรมชาติท่ีเปน

สาเหตุโรคของแมลงและสามารถผลิตไคติเนส  ไดแก  เชื้อ เมตาไรเซียม และเชื้อ Isaria spp  สวนเชื้อราท่ี

นํามาศึกษาจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  ไดแกเชื้อเมตาไรเซียม บิววาเลีย  เลือกนํา

เชื้อราเมตาไรเซียมและบิววาเลีย มาผลิตเอนไซมไคติเนส   เพ่ือเตรียมไปทดสอบกับหนอนผีเสื้อ  ผลิตไคติเนส

เพ่ือท่ีจะนําไปทดสอบกับหนอนผีเสื้อ   โดยนําเชื้อราเลี้ยงบนอาหารเหลว PDB ท่ีเติม chitin  ท่ีอุณหภูมิ     

30 oC  โดยใชระยะเวลา  5 วัน  โดยใชเชื้อราในการเริ่มตน 107 สปอร/มิลลิลิตร   แลวน้ําใสไปทําใหแหงดวย

เครื่อง freeze dye  ในการทดสอบการยับยั้งอาหารจากเอ็นไซมไคติเนสพบวา  หนอนบางตัวไมกินอาหารท่ีมี

เอ็นไซมไคติเนสปะปนอยูในอาหาร  ทําใหหนอนไมเจริญเติบโตตามปกติ  ขนาดตัวจะเล็กกวาหนอนจาก

กรรมวิธีควบคุม   หนอนท่ีไดรับเอ็นไซมไคติเนสจะเริ่มตายหลังจากกินอาหารไป 24 ชั่วโมง  แตจะเริ่มตาย

มากข้ึนหลังจากกินอาหารไป 5 วัน  บางตัวจะสามารถอยูไดถึง 30 วัน หลังจากการทดลอง  และตายไปโดยท่ี

ไมสามารถเขาดักแดได   ในขณะท่ีวิธีการควบคุมหนอนจะกินอาหารเทียมไปเรื่อยๆ และมีการเจริญเติบโต

ตามปกติ  สามารถเขาดักแดและเปลี่ยนเปนผีเสื้อได    การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของแมลง โดย

ทําการหยดเอนไซมไคติเนสท่ีท่ีสวนอกดานหลัง หนอนกระทูผักวัยท่ี 4  พบวาหนอนบางตัวท่ีไดรับเอ็นไซมจะ

ตายชวงท่ีเขาดักแด  โดยหนอนจะเขาดักแดไมได  หรือตายในชวงเขาดักแดไมสามารถเจริญเปนผีเสื้อได    

 

Abstract 

       Entomopathogenic Fungi were collected  in various sources  and from fungal 

preservation of the National Center for Genetic Engineering and Biotechnology .   It was 

found that the fungal pathogens collected in natural conditions that caused the disease of 

insects and could produce chitinase were Metarhizium spp and Isaria spp..   

Entomopathogenic Fungi from the National Center for Genetic Engineering and 
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Biotechnology were Metarhizium and Beuveria.   Both of Metarhizium and Beaveria were 

studied to produce enzyme chitinase and to be tested with cutworm.  The fungus was fed 

on PDB that added  chitin at 30 o  for 5 days and using the fungus starting at 107  spores / 

ml.  Sfupernatant that contained chitinase was dried  with the freeze dye . To test the food 

inhibition from chitinase enzymes, it was found that some cutworms did not eat foods that 

contain Chitinase enzymes mixed in food. The cutworms that ate contaminate food with 

chitinase  did not grow normally and the body size was smaller than the cutworm from the 

control treatment. The cutworms that received chitinase enzymes died after eating for 24 

hours and the dead number increased after eating food for 5 days.  Some cutworms could 

be able to stay up to 30 days after got chitinse and died without being able to change to 

pupae.  The control treatment found that  the cutworm could continue to eat artificial food 

and have normal growth.  The cutworms can changed to pupae and butterflies   Insect 

growth inhibition test by dropping the chitinase enzyme at the back of the chest of the 4 

instar of cutworm found that some cutworms that received enzymes died during the pupa 

period.  Some cutworm could not change to pupae or die during the pupa and could not 

change to be butterflies.  

คํานํา 

ราสาเหตุโรคแมลงมีประโยชนในการนํามาใชประโยชนในการเปนสารชีวภาพในการกําจัดแมลง

กันอยางกวางขวาง ราท่ีใชกําจัดแมลงท่ีเปนท่ีรูจักกันโดยท่ัวไปคือราเขียว (Metarhizium spp.) และรา

ขาว (Beavaria spp.) นอกจากนี้ยังมีเชื้อราสาเหตุโรคแมลงชนิดอ่ืนอีก  เชน Verticilium spp.  

Ascesersonia spp.  Paecilomyces spp. ,Isaria spp.  เชื้อราดังกลาวจะผลิตเอนไซมทําลายผนัง

แมลง เชน ไคติเนส (chitinase)  โปรติเอส (protiease)  ไลเปส (lipase)     

การศึกษาเอ็นไซนไคติเนสไดรับความสนใจมากเนื่องจากสามารถใชประโยชนไดกวางขวาง   

เอนไซมไคติเนสสามารถยอยไคติน  ซ่ึงเปนสวนประกอบของโครงสรางแมลง  โดยมากพบท่ีเปลือกหุม 

(cuticle) และ peritrophic membrane ในสําไสแมลง  โดยปกติแมลงจะสรางเอนไซมไคติเนสเพ่ือใชใน

การลอกคราบ  โดยจะสรางในปริมาณท่ีพอดีกับความตองการในขณะนั้น  ดังนั้นหากแมลงไดรับเอนไซมนี้

ในปริมาณมากเกินความตองการในชวงท่ีไมตองการเอนไซมไคติเนสอาจมีผลตอการเจริญของแมลงและ

อาจทําใหแมลงตายได ไคติเนสเปนยีนท่ีพบไดท้ังในเชื้อรา  แบคทีเรีย  ไสเดือนฝอย  และไวรัสของ

แมลง (Muzzarelli, 1977)  ยีนนี้เปนยีนท่ีมีประสิทธิภาพในดานการปองกันกําจัดศัตรูพืชท้ังแมลง   

ไสเดือนฝอยและเชื้อรา (Carr and Klessig, 1989; Linthorst, 1991; Sasai and Manocha, 1993)   

ในดานแมลงจะมีผลตอขบวนการลอกคราบโดยกลไกการเขาทําลายแมลงของเอนไซมไคติเนสเกิดข้ึนเม่ือ
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แมลงกินชิ้นสวนของพืชท่ีมีไคติเนสเขาไปในทางเดินอาหาร เอนไซมทําลายเยื่อบุผนังทางเดินอาหาร  

เนื่องจากผนังทางเดินอาหารมีไคติเนสเปนสวนประกอบ (ทิพยวดี, 2549)   

 ในการผลิตเอนไซมไคติเนส  จะมีปจจัยท่ีเก่ียวของหลายอยาง  เชน  pH  อุณหภูมิ  ไคติน  อายุ

ของเชื้อ  แลวยังมีแหลงคารบอนอ่ืนๆ  เชน  glucosamine  N-acetylglucosamine  Chitobiose  

Chitooligosaccaride   การสังเคราะห extracellular  chitinase ใน Metarhizium จะมีกลไกชักนําท่ี

ข้ึนกับ  N-acetylglucosamine  เชื้อ Metarhizium จะผลิตไคติเนส  ชวงท่ีเขาทําลายผนังของแมลง  

ชวงนั้นเอนไซมจะมีผลผลิตของไคตินเปนจํานวนมาก  เชื้อราจะเจริญในชวง pH  กวางๆตั้งแต 2.5-10.5  

การผลิตเอนไซมจะใชเวลา 20-40  ชั่วโมง (Rustiguel et al., 2012) 

 ในการศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซมไคติเนสตอแมลง  Wu et al., (2010) ไดศึกษาการ

ประเมินประสิทธิภาพของเอนไซมไคติเนสจากเชื้อ Metarhizium anisopliae ในรูปสารกําจัดแมลงกับ

หนอนใยผัก (Plutella  xylostella)  พบวาหนอนจะลดการกินลง น้ําหนักตัวจะลดลง การเขาดักแดจะ

ลดลง  และเพ่ิมอัตราการตายในชวงหนอนและดักแด  Binod et al., (2007) ศึกษาการประเมิน

ประสิทธิภาพของเอ็นไซมไคติเนสจากเชื้อ Trichoderma harianum ตอหนอนเจาะสมอฝาย 

(Helicoverpa armigera) พบวาอัตราการกินของหนอนจะนอยลง น้ําหนักตัวจะลดลง การเขาดักแดจะ

ลดลง  และเพ่ิมอัตราการตายในชวงหนอนและดักแด  แมลงท่ีมีรายงานการใชยีนไคติเนส  ในการปองกัน

กําจัดเปนพวกหนอนกระทู เชน Spodoptera frugiperda, S. littoralis, S. exigua,  หนอนเจาะสมอ

ฝาย Heliothis virescens  และหนอนกินใบยาสูบ  Manduca sexta  นอกจากนั้นยังมีผลกับเพลี้ยออน 

(Myzus pericae)  โดยลดการเจริญเติบโตและลดประชากรรุนลูกของเพลี้ยออน (Kramer and 

Muthukrishnan, 1997)ไดมีการใชเชื้อราในการกําจัดแมลงเนื่องจากเชื้อราสามารถทําใหแมลงเปนโรค  

โดยแมลงรับเชื้อราเขาไปโดยตรงจากการกินหรือทางออมจากเสนใยท่ีผานผนังลําตัวแมลง   เอ็นไซม

ไคติเนสสามารถสกัดไดจากหลายแหลงดวยกัน  ซ่ึงราสาเหตุโรคแมลงก็เปนแหลงท่ีสําคัญ ท้ังเชื้อราเขียว 

Metarhizium   ราขาว Beavaria และราอ่ืนๆ 

ดังนั้นการศึกษาการผลิตเอนไซมไคติเนสเพ่ือท่ีจะนํามาใชประโยชนในการกําจัดแมลง  จึงทําให

ทราบถึงขอมูลพ้ืนฐานถึงปจจัยท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม  ตลอดจนทราบผลของเอนไซมท่ีมีตอแมลง  

ซ่ึงสามารถขยายผลในการนําเอนไซมไปผสมกับสารกําจัดแมลงชนิดอ่ืนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการกําจัด

แมลงไดดีข้ึน 

 

วิธีดําเนินการ                          
 อุปกรณ       

-ตูควบคุมระดับความเย็นท่ี 4, –20 และ -80 องศาเซลเซียส  
- เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  

 - เครื่อง electrophoresis  
 - เครื่อง centrifuge 
 - vortex mixer 
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 - water bath 
- หมอนึ่งความดัน 

 - ไมโครปเปต  ขนาด 2 µl, 20 µl, 200 µl และ 1000 µl 
 - เครื่อง incubate shaker  

- ตู laminar flow 
 - เครื่องกวนสาร 
 -. ตูไมโครเวฟ 
 - เครื่อง spectrophotometer  
 - เครื่องชั่งชนิดละเอียด 
 - ตูอบ 

 

วิธีการ  

 การเก็บตัวอยางเชื้อรา 
1.ทําการเก็บตัวอยางราสาเหตุโรคแมลง  โดยเก็บตัวอยางแมลงท่ีตายท่ีคาดวานาจะมีสาเหตุมาจากเชื้อรา
ใสในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มล. สําหรับแมลงท่ีมีขนาดเล็ก  เก็บใสหลอดขนาด 5 มล.  สําหรับแมลงท่ี
มีขนาดใหญ   สวนแมลงท่ีมีขนาดใหญมากๆ เชนผีเสื้อ  เก็บตัวอยางในถุงพลาสติก    โดยทําการเก็บ
ตัวอยางจากจังหวัดตางๆ  ดังนี้  นครราชสีมา  ปราจีนบุรี  ปทุมธานี   พิษณุโลก  เพชรบูรณ  จันทบุรี  
เชียงใหม   
2.แยกเชื้อราออกจากตัวแมลง  แลวนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อรา PDA  ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 1-2 วัน  
จนเกิดโคโลนีของเชื้อรา 
3. แยกเชื้อราใหบริสุทธิ์โดยแยกโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
4. ดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา โดยดูลักษณะสีของโคโลนี  และนําเสนใยไปสองดูจากกลอง
จุลทรรศน  บันทึกภาพไว 
 
การศึกษากิจกรรมของเอ็นไซมไคติเนส 

    1. เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  ท่ีผสม colloidal chitin 2%  (colloidal chitin agar (CCA)) 
2. ใช cock borer  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 mm  เจาะลงในอาหารท่ีมีเสนใยของเชื้อราท่ีตองการ
ตรวจสอบ 

    3. นําไปวางตรงกลางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CCA  
    4. บมท่ี 27 o C  เปนเวลา 3-7 วัน  
    5. วัดกิจกรรมเอ็นไซมโดยเท  0.01 % Congo red  บนอาหาร  ท้ิงไว  30 นาที 
    6. ลางออกดวยน้ําประปา 
    7. เท 1 N  NaCl  ลงบนอาหาร  ท้ิงไว  30  นาที  แลวเทออก 
    8. สังเกตแถบใสท่ีเกิดข้ึน 
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จําแนกเช้ือราแมลงดวยวิธีทางชีวโมเลกุล   
1.ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อรา  โดยใชชุดสกัด DNeasy Plant   Mini kit  ของ   QIAGEN ®     ทํา
การวัดคาดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอท่ีได   เก็บไวท่ี  -20  °C      
2.ทํา PCR โดยใชไพรเมอร ITS1 และ ITS4  

ทําการเพ่ิมปริมาณยีนในสวน ITS  ดวยวิธีพีซีอาร  โดยใช forward primer ITS 1 (5’ 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) และ reverse primer ITS 4 
(AGGCATCCACTTGGACGCC)  
ในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย  โดยมีสวนประกอบในการทําปฏิกิริยาดังนี้  
ดีเอ็นเอตนแบบ (100 ng/µl)                        1       µl   
forward primer (10 pmol/µl)                    1      µl  
reverse primer  (10 pmol/µl)                    1     µl  
10 x buffer                                             5    µl                          
2.5 mM  dNTPs                                       2     µl 
Taq Polymerase                                      1     µl 
น้ํา                                                        39    µl 
รวมปริมาตร                                            50     µl  
นําสวนผสมท้ังหมดผสมตามสัดสวนขางบนลงในหลอด PCR  ขนาด  0.2 ml หลังจากนั้นนํา
หลอดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ในเครื่อง DNA thermal cycler (GeneAmp® PCR 
System 9700, USA). โดยมีรอบการทํา PCR และอุณหภูมิท่ีใชดังนี้   
                       95°C              3 นาที           จํานวน 1 รอบ   
Denaturing       94°C              30 วินาที  
annealing        60°C              30   วินาที            จํานวน 30 รอบ 
extension        72°C               1 นาที              
                     72°C                5  นาที 
                       4°C                hold 

 3.ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารโดย 1% agarose gel ใน 1x TAE โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต  60 นาที 
ยอม gel ดวย ethidium bromide  15 นาที  และตรวจแถบดีเอ็นเอดวยแสงอุลตราไวโอเล็ต           
4. การหาลําดับเบสและการวิเคราะหยีน ITS  โดยทํา PCR ใหบริสุทธิ์   โดยใชชุด kit  Wizard ®SV Gel  
and PCR clean-up System  (Promega)   แลวสงตัวอยางดีเอ็นเอท่ีทําใหบริสุทธิ์แลวไปหาลําดับเบสท่ี 
บริษัทท่ีรับวิเคราะหลําดับเบส  นําลําดับเบสท่ีไดจากยีน ITS มาวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน 
GenBank     

   
การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไคติเนส 
โดยใชเชื้อราตั้งตนท่ีความเขมขน 105 สปอร/มล. และ 106 สปอร/มล. ท่ีอุณหภูมิ 30 oC  ท่ีระยะเวลา  
1- 7 วัน  เก็บตัวอยางของเอ็นไซมท่ีผลิตไดทุก 24 ชั่วโมง จนครบ 7 วัน       
 
 
 



31 

 

การผลิตเอนไซมไคติเนส 
1. การเตรียมสปอรเชื้อรา  โดยนําตัวอยางเชื้อราสาเหตุโรคแมลง มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แลว

บมไวท่ี 27 °C เปนเวลา 10 วัน เก็บสปอรไวในน้ํากลั่น   นับสปอรดวย heamocytometer ใหมี
ความเขมขน 1x107 สปอร/มล.   

2. การเตรียมเอนไซมไคติเนส   นําเชื้อราเขียวเลี้ยงบนอาหารเหลว  PDB ท่ีเติม 1% chitin นําไปบมท่ี 
30 °C ท่ีความเร็วรอบ 180 rpm เปนเวลา 5 วัน  เก็บตะกอนโดยปนเหวี่ยงท่ี 1000 g  ท่ี  4°C 10 
นาที 

3. น้ําใสจะถูกทําใหแหงโดยการเอาเขาเครื่อง freeze dye 
การทดสอบ Bioassay กับหนอนผีเส้ือ 

  1. การเตรียมหนอนกระทูผัก  
ไดรับความอนุเคราะหหนอนกระทูผักและอาหารเทียมเลี้ยงหนอนจากสํานักวิจัย 

พัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
2. การทดสอบการไมอยากกินอาหาร (antifeedant)  

ทดสอบหนอนกระทูผักวัยท่ี 2  โดยใหอดอาหารกอน 1 วัน  แลวใหกินอาหารเทียม
ขนาด 0.5x0.5x0.5 cm แลวนําไปจุมในเอ็นไซมไคติเนสท่ีผลิตจากเชื้อตางๆ   โดยใชน้ํากลั่น
เปนวิธีควบคุม  ใหหนอนกินอาหารเทียมท่ีมีไคติเนสจนหมด   จึงเปลี่ยนอาหารเทียมใหม 
บันทึกผลการทดลองทุกวันจนกวาหนอนจะเขาดักแดและเปลี่ยนเปนผีเสื้อ 
     

3.การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโต (growth inhibition) 
โดยใชหนอนกระทูผักวัยท่ี 4  ทําการหยดเอนไซมไคติเนส 5 ul ติดตอกัน 3 วัน ท่ีสวน

อกดานหลัง โดยใชน้ํากลั่นเปนวิธีควบคุม  ใหหนอนกินอาหารปกติ  บันทึกระยะเวลาการ
เขาดักแด  จํานวนหนอนท่ีตาย 

    4.วิเคราะหผลการทดลอง 
 

 

เวลาและสถานท่ี     

เวลา : ตุลาคม 2559 -กันยายน 2561 

สถานท่ีทําการทดลอง : สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

ผลการทดลองและวิจารณ 
การเก็บตัวอยางเชื้อรา 

   ทําการรวบรวมเชื้อราสาเหตุโรคของแมลงจากจังหวัด นครราชสีมา  ปราจีนบุรี  ปทุมธานี   พิษณุโลก  
เพชรบูรณ  จันทบุรี  เชียงใหม  โดยเก็บตัวอยางจากแมลงท่ีตายโดยมีลักษณะการตายท่ีนาจะมาจากเชื้อรา  ท้ัง
ระยะตัวหนอน  ตัวเต็มวัย   แลวทําการเพ่ิมปริมาณของเชื้อราท่ีอยูในตัวแมลงโดยการใชเข็มเข่ียชิ้นสวนแมลงท่ีมี
เชื้อรานํามาเลี้ยงในอาหาร PDA  ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 2-3 วัน 
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ภาพท่ี 1 ตัวอยางของแมลงท่ีตายจากเช้ือรา 
 
   

 คัดเลือกเชื้อราท่ีคาดวาจะเปนเชื้อราสาเหตุโรคของแมลง   สามารถคัดเลือกเชื้อราสาเหตุโรคของแมลงท่ี
ผลิตไดติเนสไดโดยคัดเลือกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ chitin agar ไมนอยกวา 10 ตัวอยาง 

 

   
 
ภาพท่ี 2  ลักษณะโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคของแมลง 
 

  จากการจําแนกลักษณะของเชื้อราทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนพบวาเชื้อราในบางตัวอยาง  มีลักษณะ
คลายสปอรของเชื้อ Metarhizium spp. 
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ภาพท่ี 4 ลักษณะสปอรของเชื้อราท่ีสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
 
การตรวจสอบปฏิกิริยาของเอนไซมไคติเนส    
  นําเชื้อราท่ีไดจากแมลง มาเลี้ยงบน Chitin selective agar ซ่ึงมี colloidal chitin ผสมอยู เปนเวลา 3-7 
วัน  สังเกตวงใสท่ีปรากฏบนผิวหนาอาหาร  หลังยอมดวย congo red  
    พบวาราท่ีผลิตไคติเนสไดจะใหวงใสหลังยอมดวย  congo red 
 

   
           A= เชื้อรากอนยอมดวย congo red                         B=เชื้อราหลังยอมดวย congo red                                        
ภาพท่ี 5 ลักษณะวงใสท่ีเกิดจากเอ็นไซมไคติเนสจะปรากฏในภาพ B   
 
จําแนกเช้ือราแมลงดวยวิธีทางชีวโมเลกุล  
  นําเชื้อราท่ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนราสาเหตุโรคของแมลง  เชน  เชื้อราเขียว  เชื้อราขาว  โดย
ดูจากลักษณะสีเสนใย  และลักษณะของสปอร  รวมไปถึงการยอยไคติน  ในการเกิด clear zone เม่ือนําเชื้อรา
จากแมลงไปสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณขนาดของชิ้นสวน ITS โดยใชไพรเมอร ITS 1 และ 4 ไปหาลําดับเบสแลว  
พบวาในสวนท่ีเชื้อราสีเขียนเม่ือนําไปหาลําดับเบส  มีท้ังเชื้อ ราเขียว Metharhizium   Aspergillus  สวนเชื้อรา
สาเหตุแมลงอ่ืนท่ีพบคือ  Isaria  ท่ีพบในจักจั่น    

จากการจําแนกเชื้อท่ีไดพบวามีเชื้อท่ีเปนสาเหตุของแมลงท่ีตาย  และเชื้อราท่ีไมใชสาเหตุของโรคแมลง  

ซ่ึงคาดวาเชื้อราดังกลาว เชน Aspergillus นาจะเกิดข้ึนภายหลังจากท่ีแมลงตายแลว  แตท้ังนี้เนื่องจาก เชื้อ 
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Aspergillus สามารถผลิตไคติเนสไดดวย (Krishnaveni  and  Ragunathan, 2014)  จึงทําเกิดปฏิกริยาเม่ือทํา 

clear zone ดวย 

 

การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไคติเนส 

ใชตัวอยางเชื้อ Metarhizium  มาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซมไคติเนส   เม่ือนําเชื้อ
ราเขียวเลี้ยงบนอาหารเหลว PDB ท่ีเติม1% chitin  นําไปบมท่ี 30 oC   ท่ีความเร็วรอบ 180 rpm เปนเวลา 1-7 
วัน  จากผลการทดลอง พบวาเม่ือใสเชื้อราตั้งตน ท่ี 106 สปอร/มิลลิลิตร  จะใหผลผลิตมากกวาท่ี 105 สปอร/
มิลลิลิตร  ผลผลิตของ ไคติเนส จากเชื้อรา ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ  30 oC  จะแตกตางกันในชวงเวลาตางกัน  
โดยจะคอยๆเพ่ิมข้ึน ในแตละวัน  โดยจะใหผลผลิตสูงสุด ในวันท่ี  5  วัน และจะคอยๆ ลดลง 
  
การผลิตเอนไซมไคติเนส 

ทําการผลิตเอ็นไซมไคติเนส  โดยใชเชื้อราท่ีคัดเลือกได  โดยมีเชื้อเมตาไรเซียม  4 ไอโซเลต  และเชื้อบิว
วาเลีย 2 ไอโซเลต   โดยแยกเปนสวนน้ํา  และสวนท่ีนําไปทําใหแหงโดยเขาเครื่อง freeze dye 
 
การทดสอบ Bioassay ของเอ็นไซมไคติเนสกับหนอนผีเส้ือ 

1. ทําการทดสอบ anti feedant การยับยั้งการกินอาหารของหนอนกระทูผัก  โดยทําการทดสอบกับ
หนอนวัยท่ีสอง  ใหหนอนอดอาหารหนึ่งวัน  หลังจากนั้นจึงนําอาหารเทียม  ไปจุมกับเอนไซม  ซ่ึงมี 2 รูปแบบ  
รูปแบบท่ีเปนผง  ละลายน้ํา 100 ul  และรูปแบบท่ีเปนน้ํา  บันทึกการเจริญเติบโตทุกวัน 
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ตารางท่ี 1 แสดงเปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผักเม่ือไดรับไคติเนสในรูปแบบผงและรูปแบบน้ําจาก
การทดสอบการยับยั้งการกินอาหาร 
 
กรรมวิธีในการทดลอง เปอรเซ็นตการตาย 

     ไคติเนสผง      ไคติเนสน้ํา เฉลี่ย 
T1  50 40 45 
T2  15 50 32.5 
T3  10 55 32.5 
T4  15 30 22.5 
T5 35 35 35 
T6 35 30 32.5 
T7 control 0 0 0 
 
T1 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 1 
T2 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 2 
T3 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 3 
T4 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 4 
T5 เชื้อราบิววาเรีย ไอโซเลตท่ี 1 
T6 เชื้อราบิววาเรีย ไอโซเลตท่ี 2 
T7  น้ํากลั่น (วิธีควบคุม)  
  

ในการทดสอบการยับยั้งอาหารจากเอ็นไซมไคติเนสพบวา  หนอนบางตัวไมกินอาหารท่ีมีเอ็นไซมไคติเนส
ปะปนอยูในอาหาร  ทําใหหนอนไมเจริญเติบโตตามปกติ  ขนาดตัวจะเล็กกวาหนอนจากกรรมวิธีควบคุม   หนอน
ท่ีไดรับเอ็นไซมไคติเนสจะเริ่มตายหลังจากกินอาหารไป 24 ชั่วโมง  แตจะเริ่มตายมากข้ึนหลังจากกินอาหารไป 5 
วัน  บางตัวจะสามารถอยูไดถึง 30 วัน หลังจากการทดลอง  และตายไปโดยท่ีไมสามารถเขาดักแดได   ในขณะท่ี
วิธีการควบคุมหนอนจะกินอาหารเทียมไปเรื่อยๆ และมีการเจริญเติบโตตามปกติ  สามารถเขาดักแดและ
เปลี่ยนเปนผีเสื้อได     

จากผลการทดลองท่ีไดพบวาไคติเนสท่ีไดจากเมตาไรเซียมไอโซเลตท่ี 1 จะมีประสิทธิภาพในการกําจัด
หนอนกระทูผักไดดีกวาไคติเนสท่ีไดจากเชื้อราอ่ืนๆ และในการทดลองนี้พบวาไคติเนสท่ีผลิตไดจากเชื้อเมตาไร
เซียมจะมีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงไดสูงกวาไคติเนสท่ีไดจากบิววาเลีย   
 
2. ทําการทดสอบ การยับยั้งการเจริญเติบโตของหนอนกระทูผัก  โดยทําการทดสอบกับหนอนวัยท่ี 4  ใหหนอน
อดอาหารหนึ่งวัน  หลังจากนั้นจึงนําเอ็นไซมหยดตรงดานหลังอก  5 ul   ซ่ึงมี 2 รูปแบบ  รูปแบบท่ีเปนผง  
ละลายน้ํา 100 ul  และรูปแบบท่ีเปนน้ํา  หยดติดตอกัน 3 วัน บันทึกการเจริญเติบโตทุกวัน 
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ตารางท่ี 2 แสดงเปอรเซ็นตการตายของหนอนกระทูผักเม่ือไดรับไคติเนสในรูปแบบผงและรูปแบบน้ําจากการ
ทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโต 
 
 
กรรมวิธีในการทดลอง เปอรเซ็นตการตาย 

     ไคติเนสผง      ไคติเนสน้ํา เฉลี่ย 
T1  10 0 5 
T2  5 10 7.5 
T3  0 5 2.5 
T4  10 15 12.5 
T5  15 10 12.5 
T6  0 10 5 
T7 control 0 0 0 
 
T1 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 1 
T2 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 2 
T3 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 3 
T4 เชื้อราเมตาไรเซียม ไอโซเลตท่ี 4 
T5 เชื้อราบิววาเรีย ไอโซเลตท่ี 1 
T6 เชื้อราบิววาเรีย ไอโซเลตท่ี 2 
T7  น้ํากลั่น (วิธีควบคุม)  
  

การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของแมลง โดยทําการหยดเอนไซมไคติเนสท่ีท่ีสวนอกดานหลัง 
หนอนกระทูผักวัยท่ี 4  พบวาหนอนบางตัวท่ีไดรับเอ็นไซมจะตายชวงท่ีเขาดักแด  โดยหนอนจะเขาดักแดไมได  
หรือตายในชวงเขาดักแดไมสามารถเจริญเปนผีเสื้อได    
 ในการทดสอบครั้งนี้เปนการทดสอบเบื้องตนเพ่ือท่ีจะทดสอบวาเอ็นไซมไคติเนสมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมแมลงหรือไม  ซ่ึงจากผลการทดสอบจะพบวาประสิทธิภาพในการทําใหหนอนตายยังไมดีนัก  จํานวนหนอน
ท่ีตายไมถึง 50 เปอรเซ็นต  แตจะเห็นไดวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการกินอาหาร  เพราะในหนอนบางตัวจะไม
กินอาหารท่ีมีเอ็นไซมไคติเนสปนอยูเลย  ในขณะท่ีบางตัวยังสามารถกินอาหารท่ีมีเอ็นไซมไคติเนสปนอยู  ซ่ึง
อาจจะมาจากความแข็งแรงของหนอนแตละตัวท่ีตางกันออกไป   และในการทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตจะ
พบวาหนอนจะตายในชวงดักแด  กอนท่ีจะเจริญเติบโตเปนผีเสื้อ   หากนําเอ็นไซมไคติเนสไปใชประโยชนในการ
ควบคุมศัตรูพืช  อาจตองนําไปผสมกับสารกําจัดแมลงตัวอ่ืน  เพ่ือเปนสารออกฤทธิ์ใหเพ่ิมประสิทธิภาพ  และควร
มีการศึกษารูปแบบท่ีเหมาะสมของเอ็นไซมไคติเนสท่ีเหมาะสมเพ่ือนําไปใชประโยชนตอไป 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ : 
จากการเก็บรวบรวมเชื้อราตามแหลงตางๆ ในประเทศไทย และ จากตัวอยางเชื้อราจากศูนยพันธุ

วิศวกรรมแหงชาติ ไดเชื้อราสาเหตุโรคแมลงท่ีสามารถผลิตเอนไซมไคติเนสได ซ่ึงมีท้ังเชื้อเมตาไรเซียม บิววา
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เลีย  เม่ือทําการผลิตไคติเนสแลวนํามาทดสอบกับหนอนกระทูผัก  พบวาเอ็นไซมไคติเนสสามารถทําใหแมลง

ตายไดท้ังในชวงท่ีเปนหนอน  ดักแดและผีเสื้อ    มีผลในการยับยั้งการกินอาหารโดยหนอนกระทูผักจะไมกิน

อาหารท่ีมีไคติเนสปะปน  นอกจากนี้ยังมีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตจะทําใหหนอนยืดอายุในการลอก

คราบทําใหมีอายุนานกวาหนอนปกติท่ีไมไดรับเชื้อ  เปอรเซ็นตการตายในชวงดักแดและผีเสื้อจะสูงกวาหนอน

ท่ีไมไดรับเอ็นไซม    ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงรูปแบบท่ีเหมาะสมของเอ็นไซมในการนําไปใชในการ

กําจัดแมลง  ตลอดจนอายุการเก็บรักษาท่ีจะรักษาประสิทธิภาพในการกําจัดแมลง  นอกจากนี้ยังควรมี

การศึกษาการนําไคติเนสไปผสมกับสารกําจัดแมมลงชนิดอ่ืนเพ่ือชวยเสริมประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงไดดี

ยิ่งข้ึน  

 

การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
เอ็นไซมไคติเนสสามารถนําไปใชประโยชนในการควบคุมศัตรูพืช  อาจตองนําไปผสมกับสารกําจัด

แมลงตัวอ่ืน  เพ่ือเปนสารออกฤทธิ์ใหเพ่ิมประสิทธิภาพ  และควรมีการศึกษารูปแบบท่ีเหมาะสมของ
เอ็นไซมไคติเนสท่ีเหมาะสมเพ่ือนําไปใชประโยชนตอไป  
 

คําขอบคุณ   
ขอขอบคุณ   คุณ อิศเรส เทียนทัด  นักกีฏวิทยาชํานาญการ  กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย

พัฒนาการอารักขาพืช ท่ีใหความอนุเคราะหหนอนกระทูผักและอาหารเทียม    คุณชนินทร  นาคขํา  คุณ

ศรีจิตรา  กลันทกานนท  ท่ีชวยดําเนินการทดลอง   คุณชมัยภร-คุณดลสิทธิ์  บางคมบาง  คุณลาภิสรา  

วงศแกว  ท่ีใหความชวยเหลือในการเก็บตัวอยางแมลง  
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การทดลองท่ี 3 

การโคลนยีน 5-aminolevulinate synthase (ALAS) จากจุลินทรีย 
Cloning of 5-aminolevulinate synthase (ALAS) gene from microorganisms. 

 

ภรณี     สวางศรี 
              รุงนภา   พิทักษตันสกุล      สภุาวดี   งอเหรียญ      ศุภลักษ สัตยสมิท  

 
คําสําคัญ 

เอนไซม 5-Aminolevulinate synthase, กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค,  แบคทีเรียสังเคราะหแสง,                        
5-Aminolevulinate synthase (ALAS), 5-Aminolevulinic acid (ALA), photosynthetic bacteria 

 

บทคัดยอ 
 กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA) เปนสารชีวภาพสามารถนํามาใชประโยชน           
ดานการเกษตรเพ่ือเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช แบคทีเรียสังเคราะหแสงสามารถผลิต ALA ไดใน
ปริมาณท่ีสูงกวาแบคทีเรียในกลุมอ่ืนๆ งานวิจัยนี้จึงไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงท่ีมีศักยภาพในการ
ผลิตสาร ALA พบวา เชื้อ Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 มีศักยภาพในการผลิตสาร ALA ไดดี จึง
นํามาทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซม 5-aminolevulinic acid synthase 
(ALAS) ตรวจพบชิ้นยีนท่ีได มีขนาดประมาณ 1,224 คูเบส เม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดแลวเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูล GenBank พบวา มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนของยีน hem A ของเชื้อ              
R. sphaeroides (Accession no. CP015210.1) ท่ี identity 100 เปอรเซ็นต เม่ือแปรรหัสเปนลําดับของ    
เปปไทด พบวา มีความคลายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน hemA (synthase) ของ R. sphaeroides (Accession 
No. ACM01167.1) ท่ี identity 99 เปอรเซ็นต จากนั้นทําการเชื่อมตอชิ้นยีน hem A เขากับ protein 
expression vector (pLATE52) แลวถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) 
และทําการทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของเอนไซม ALAS พบวา รีคอมบิแนนทเอนไซม ท่ีไดมีขนาด
ประมาณ 40 กิโลดาลตัน ซ่ึงตรวจพบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase มีผลทําให 
recombinant E. coli สามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ไดภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง ซ่ึงเปนแนวทางในการ
พัฒนากระบวนการผลิตสาร ALA เพ่ือการนําไปใชประโยชนในดานการเกษตรตอไป   
 

Abstract 
5-Aminolevulinic acid (ALA) is a biological substance that can be used for agricultural 

purposes as a plant growth promoter. Photosynthetic bacteria can produce high amounts of 
ALA. The photosynthetic bacteria, such as Rhodobacter sphaeroides have the ability to produce 
5-aminolevulinic acid (ALA). The hemA gene encoding 5-aminolevulinic acid synthase (ALAS) was 
cloned from R. sphaeroides D34. In this study, hemA gene of R. sphaeroides D34 isolate was 
obtained by PCR gene cloning technique and the full length nucleotide approximately 1,224 bp. 
The sequenced result was exhibited as R. sphaeroides with 100% similarity when compared to 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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hemA gene (accession no. CP015210.1) and 99% similarity peptide sequences (accession no. 
ACM01167.1) in the GenBank database. Hem A gene could be overexpression within the protein 
expression vector pLATE52 and the recombinant was then transformed into E. coli BL21 (DE3). The 
production of recombinant protein can be induced by 3 mM IPTG. The recombinant ALAS was 
analyzed by SDS-PAGE. The size of recombinant ALAS was molecular weight approximately 40 
kDa and recombinant enzyme efficient activity could produce ALA in 12 hours.  

 
คํานํา 

 

กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA) เปนสารชีวภาพท่ีกําลังไดรับความสนใจจากนักวิจัย
ในหลายประเทศท่ัวโลก เนื่องจากเปนกรดอะมิโนท่ีมี 5 คารบอน ซ่ึงเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหเตตราไพโรล 
เชน คลอโรฟลล ไฟโคบิริน ฮีม และวิตามินบี 12 ในสิ่งมีชีวิต และมีความสําคัญตอการดํารงชีวิตของพืช สัตว 
สาหราย และแบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะหแสงสามารถสราง ALA ซ่ึงเปนสารตั้งตนในกระบวนการสังเคราะหพอร
ไฟริน เชน คลอโรฟลล ไฟโคบิลลิน ฮีม และวิตามินบี12 (Sasikala et al., 1994) แบคทีเรียท่ีสังเคราะห ALA ไดมี
หลายชนิด เชน สาหราย Chlorella regularis, C. vugaris เชื้อแบคทีเรีย Rhodobacter sphaeroides, 
Rhodopseudomonas sp., Clostridium thermoaceticum, Escherichia coli, Pseudomonas riboflavin 
เปนตน โดยเฉพาะอยางยิ่งในแบคทีเรียสังเคราะหแสงสามารถผลิต ALA ไดในปริมาณท่ีสูงกวาแบคทีเรียในกลุมอ่ืนๆ 
แตมีขอจํากัดในดานการเพาะเลี้ยงท่ียุงยากซับซอน เนื่องจากเปนจุลินทรียท่ีเจริญเติบโตชา อาศัยแสงในการ
เจริญเติบโต แตไมอาศัยออกซิเจน  
 สาร ALA สามารถนํามาใชประโยชนดานการเกษตรไดหลากหลาย เชน เปนสารกระตุนการเจริญเติบโต 
(Growth stimulator) เพ่ือทดแทนการใชสารกลุมฮอรโมนพืช โดยสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสและการสรางรงค
วัตถุ นอกจากนี้หากใชในปริมาณความเขมขนสูงยังสามารถใชทดแทนสารกําจัดวัชพืช (Photodynamic 
herbicides) และสารกําจัดแมลง (Porphyric insecticides) ได โดยไมเปนอันตรายตอมนุษย สาร ALA จึงเปน
สารชีวภาพทางเลือกเพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรของเกษตรกรในระบบการผลิตเกษตรอินทรีย (Organic 
Agriculture) หรือเกษตรปลอดสารพิษ เปนทางเลือกหนึ่งในการพัฒนากระบวนการเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตร
แบบยั่งยืน เพ่ือลดตนทุนการผลิตใหกับเกษตรกร ลดปญหาการใชสารเคมีเกษตร โดยเฉพาะอยางยิ่งเพ่ือการผลิต
อาหารท่ีปลอดภัยใหสามารถสรางความเชื่อม่ันใหกับผูบริโภคและชวยฟนฟู บํารุง รักษาสิ่งแวดลอมใหคงอยูใน
สภาพท่ีสมดุลตลอดไป  

เอนไซม 5-Aminolevulinate synthase (ALAS) มีหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการรวมของไกลซีนและซัคซินิลโค
เอ ไดเปน CoA, คารบอนไดออกไซด และ ALA (Jordan, 1991) โดย ALA เปนสารตั้งตนในการสังเคราะหเตตรา
ไพโรลในสิ่งมีชีวิตตางๆ เอนไซม ALAS ท่ีไดมาจาก Rhodobacter sphaeroides ซ่ึงมีคาเทากับ 57,000 ดาลตัน 
(Warnick and Burnham, 1971) ยีนท่ีควบคุมการสังเคราะหเอนไซม ALAS ของเชื้อ Rhodobacter 
sphaeroides มี 2 ยีน คือ hemA และ hemT โดยมีรายงานการศึกษาการโคลนยีนและการแสดงออกของยีน 
hemA และ hemT เพ่ือการผลิต ALA (Neidle and Kaplan, 1993) เทคโนโลยีชีวภาพสามารถเขามาชวยในการ
พัฒนาวิธีการผลิตสาร ALA ใหงายและรวดเร็วยิ่งข้ึน โดยวิธีการโคลนยีนท่ีเก่ียวของในการผลิตเอนไซม ALA 
synthase จากเชื้อแบคทีเรีย และใหมีการ over expression แลวนําไปผลิตรีคอมบิแนนทเอนไซม ซ่ึงจะชวยรน
ระยะเวลาใหกระบวนการสังเคราะห ALA จาก succinyl CoA และ glycine ใน Shemin pathway (C4 
pathway) เกิดไดเร็วยิ่งข้ึน ซ่ึงผลผลิตท่ีได คือ ALA  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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  งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือการโคลนยีนท่ีควบคุมการผลิตเอนไซม aminolevulinic acid (ALA) 
synthase จากเชื้อจุลินทรียสังเคราะหแสง และศึกษาการแสดงออกของเอนไซม ALA synthase และรีคอม
บิแนนทโปรตีน เพ่ือเปนแนวทางในการพัฒนากรรมวิธีการผลิตสาร ALA ตอไป 

 
 

วิธีดําเนินการ 

อุปกรณและสารเคมี 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer) 
2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (Thermal Cycle 9700) 
2. เครื่องวิเคราะหลําดับพันธุกรรม ABI Prism 310 Genetic Analyzer 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ําได (Refrigerated Centrifuge) 
4. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  
5. ตูบมควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (incubator shaker)  
6. ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 
7. ชุดถายภาพเจล Gel Documentation 
8. อุปกรณในการสกัดดีเอ็นเอ ไดแก โกรง หลอดใสตัวอยางขนาดตางๆ ไมโครปเปต ขนาด P1,000 P200  

P20 และ P2 ไมโครลิตร 
9. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ  
10. สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  
11. สารเคมีท่ีใชในการทํา Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
12. สารเคมีท่ีใชในการโคลนยีน T&A Cloninng Kit ® (RBC Bioscience) 
13. สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอจากเจล QIAquick Gel Extraction Kit  (QIAGEN)  
14. สารเคมีท่ีใชในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  (Fermentas) 

16. เชื้อแบคทีเรียเซลลเจาบาน (Competent Cells) Escherichia coli สายพันธุ DH5α, BL21(DE3) 
17. Expression Vector : aLICator LIC Cloning and Expression system (Thermo Scientific) 
18. HisPur Ni-NTA Purification Kit (Thermo Scientific) 
19. สารเคมีสําหรับใชกับเครื่องวิเคราะหลําดับพันธุกรรม ABI Prism 310 
20. ไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกิริยา PCR ไดแก  
 - ไพรเมอร 16S rDNA :  27F (forward), 1492R (reverse)     
 - ไพรเมอรยีน hem A (synthase) : HemA-F, HemA-R     
 - ไพรเมอร T&A Cloninng vector : M13-F (forward), M13-R (reverse)        
 - ไพรเมอร aLICator LIC Cloning and Expression system : LIC Forward, LIC Reverse     
21.  การวิเคราะหขอมูลลําดับเบสดวยโปรแกรมสําเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือขายอินเทอรเน็ต 
 - โปรแกรม BLAST จาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/ 
 - โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 
 - โปรแกรม DNAStar software analysis ( DNASTAR, Inc, USA ) 

 - โปรแกรม CromasPro version 1.33 จาก http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html
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 - โปรแกรม NEBcutter2 จาก http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 
 22. อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆ ไดแก YA medium, Nutrient agar (NA), Luria-Bertani (LB), LB-
Ampicillin/IPTG/X-Gal  
 
วิธีการ 

1. การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตสาร 5-Aminolevulinic acid (ALA)  
เก็บตัวอยางและรวบรวมเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงจากตัวอยางน้ําในนาขาว และแหลงน้ําตาม

ธรรมชาติตางๆ ทําการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงใหบริสุทธิ์บนอาหารแข็งสูตร NA แลวนําไปเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณในอาหารเหลวสูตร YA ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นําไปบมในท่ีมีแสงสวาง และเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบ
ตอนาที นาน 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปตกตะกอนเซลลโดยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 5 
นาที ดูดเอาเฉพาะสารละลายสวนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง เติมสารละลาย Sodium acetate 
buffer (ประกอบดวย Sodium acetate trihydrate 27.2 กรัม ละลายใน Glacial acetic acid และปรับ
ปริมาตรดวย Glacial acetic acid ใหได 200 มิลลิลิตร) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ Acetone 0.05 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากัน แลวนําไปตมใหเดือดนาน 15 นาที วางบนน้ําแข็งทันที จากนั้นเติมสารละลาย Modified Ehrlich’s 
reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาดูดกลืนคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 
553 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับสารละลาย ALA มาตรฐาน บันทึกผลการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน สี
ของสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีชมพูเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 
 
2. การจําแนกชนิดของแบคทีเรียสังเคราะหแสงโดยใชเทคนิคชีวโมเลกุล 

2.1 การสกัดดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย 
ทําการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได ในขอ 1 โดยการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลลของแบคทีเรียใน

อาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) (เตรียม 1 ลิตร : NaCl 10 กรัม, Tryptone 10 กรัม, Yeast extract 5 
กรัม, ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวย ddH2O) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เขยาท่ีความเร็ว160 รอบ/นาที นาน 16 ชั่วโมง นํามาปนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนเซลลแบคทีเรียใสในหลอด 1.5 
มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เทสวนใสท้ิง เก็บสวนท่ีเปนตะกอนเซลลแบคทีเรีย ลางตะกอนเซลลดวย 
TE Buffer 2 ครั้ง เติม SDS ความเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติม Proteinase K (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ผสมใหเขากันทุก 15 นาที เติม 2 
เทา CTAB (บม 65 องศาเซลเซียสกอนใช) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ บม 65 องศาเซลเซียสนาน 20 
นาที ผสมทุก 5 นาที เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ ปนหวี่ยง 
14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ท่ี 0 องศาเซลเซียส ดูดน้ําใสใสหลอดใหม (ประมาณ 700 ไมโครลิตร) เติม 0.6 
เทา ของ isoproponol และ 0.1 volume ของ 3 M NaOAC ผสมเบาๆ เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง ปนเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ท้ิงน้ําใส ลางตะกอนดวยเอทานอลรอยละ 70 ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ผสมเบาๆ 5 นาที ปนเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ท้ิงน้ําใส ระเหยแอลกอฮอลท่ีตกคางใน
หลอดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ปนเหวี่ยงนาน 1 นาที เติม TE + RNase 15 ไมโครลิตร บมท่ี 
65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีได โดยวิธีการวัดคาการดูดกลืน
แสงดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ี OD260/280 และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยแยกบน 1 เปอรเซ็นต 
Agarose gel ใน 1XTBE buffer ท่ีความตางศักยไฟฟา 250 โวลต เปนเวลา 30 นาที แชแผนเจลในเอธิเดียมโบร
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ไมด (ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร) นาน 5 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีไดดวยเครื่อง Gel 
Documentation (BIORAD) บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอ และเก็บตัวอยางดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ใชในการศึกษาข้ันตอไป 
 2.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนบริเวณ 16s rDNA โดยปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain 
Reaction)  
 โดยใช universal primer (Lane, 1991; Alm et al., 1996)  
   Forward 27F      5’  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ 
   Reverse 1492R   5’  TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’     

เตรียมสวนผสมปฎิกิริยา PCR ตอ 1 หลอด PCR ดังนี้  
ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร 27F (5 ไมโครโมลาร)     1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร 1492R (5 ไมโครโมลาร)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร,Immulase)  0.15  ไมโครลิตร 
dH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาท้ังหมด     20  ไมโครลิตร  

หลังจากนั้นนําหลอด PCR เขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700)  
โดยมีอุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบของการทําปฏิกริยา PCR ดังนี้ 
 
 
 
 
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จํานวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    55 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาที 
      4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1,500 คูเบส โดยวิธี Electrophoresis โดยผสมผลผลิต PCR 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ loading dye 1 ไมโครลิตร แยกผลผลิต PCR ใน 1.5 เปอรเซ็นต agarose gel นาน 
30 นาที คาความตางศักยไฟฟา 250 โวลต  

2.3 การเตรียมผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์ และการตรวจวิเคราะหผล 
 เตรียมผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์โดย นําผลผลิต PCR ท่ีเหลือจากจากขอ 2.2 ปริมาตร 17 ไมโครลิตร ใสลง
ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 3M NaOAc ปริมาตร 3.4 ไมโครลิตร และ 95 เปอรเซ็นต Ethanol 
ปริมาตร 85 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยเครื่อง Vortex นาน 10 วินาที บมไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 
15 นาที ระหวางนี้นํามาผสมโดยพลิกกลับหลอดไปมาทุก 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

จํานวน 30 รอบ 
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ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทสวนใสท้ิง ลางตะกอน PCR ดวย 70 เปอรเซ็นต Ethanol 300 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดข้ึนลงนาน 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้ําใสท้ิง ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย ddH2O 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR บริสุทธิ์ โดยวิธี Electrophoresis บน 1.5 เปอรเซ็นต 
agarose gel (ผลผลิต PCR บริสุทธิ์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร)  
 2.4 การหาลําดับเบสในสวนของบริเวณ 16s rDNA 
  2.4.1 การทําปฏิกิริยา cycle sequencing 

เตรียมปฏิกิริยา cycle sequencing ในหลอด 0.2 มิลลิลิตร ดังนี้  
ผลผลิต PCR (ประมาณ 100 นาโนกรัม)    1  ไมโครลิตร  
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing V3.1   2  ไมโครลิตร 
Ready Reaction buffer     1 ไมโครลิตร 
Primer 27F (5 ไมโครโมลาร)     1.6  ไมโครลิตร 
dH2O       4.4 ไมโครลิตร  
รวมปริมาตร      10  ไมโครลิตร  

จากนั้นนําหลอดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) อุณหภูมิ เวลา 
จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยา PCR มีดังนี้ 

  96 องศาเซลเซียส  1 นาที   จํานวน 1 รอบ  
  96 องศาเซลเซียส  10 วินาที  
  50 องศาเซลเซียส  5 วินาที  จํานวน 25 รอบ 
  60 องศาเซลเซียส  4 นาที  

4 องศาเซลเซียส   infinity (α)  
2.4.2 การลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน 
นําปฏิกิริยา cycle sequencing จากขอ 2.4.1 มาลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน โดยนํา 

ปฏิกิริยาดังกลาวใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม stock solution A (ddH2O 16 ไมโครลิตร : 95 เปอรเซ็นต Ethanol 
64 ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ผสมโดยกลับหลอดข้ึนลงทุก 5 นาที) 
นําไปปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เทน้ําใสท้ิง ลางตะกอนท่ี
ไดดวย 70 เปอรเซ็นต Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันกลับหลอดข้ึนลงนาน 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ี
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทน้ําใสท้ิง ปลอยตะกอนใหแหงในท่ีมืด 

2.4.3 การเตรียมตัวอยางเขาเครื่อง ABI PRISM 310 DNA Sequencer 
ละลายตะกอนท่ีไดดวย Hidi formamide จํานวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นปนใหอยูท่ีกนหลอด 

แลวดูดสารละลายท้ังหมดใสหลอด septa นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ยายลงน้ําแข็งทันที  
2.4.4 การวิเคราะหลําดับเบสดวยเครื่อง ABI PRISM 310® DNA Sequencer 
นําตัวอยางท่ีไดจากขอ 2.4.3 เขาเครื่อง ABI PRISM 310® DNA Sequencer เพ่ือวิเคราะห

ลําดับเบส แลวนําขอมูลลําดับเบสท่ีไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลทางพันธุกรรม NCBI ตอไป 
 

3. การโคลนยีน hem A ซ่ึงเกี่ยวของกับการสังเคราะหเอนไซม ALA synthase จากเช้ือ Rhodobacter sp. 
 3.1 การสกัดดีเอ็นเอ ทําเชนเดียวกับขอ 2.1   
 3.2 การสังเคราะหยีน hem A โดยวิธี PCR Amplification และการตรวจวิเคราะหผล 
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เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน hem A ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอร HemA-F, HemA-R  
HemA-F 5’-ATGGACTACAATCTGGCACTCGATACCGCTCTG-3’ 
HemA-R 5’-TCAGGCAACGACCTCGGCGCGATTCAGCGCACAGTG-3’ 

เตรียมสวนผสมปฎิกิริยา PCR ตอ 1 หลอด ดังนี้  
ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร HemA-F (5 ไมโครโมล)     1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร  HemA-R Bamy401R (5 ไมโครโมล)   1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase)0.15  ไมโครลิตร 
dH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาท้ังหมด     20  ไมโครลิตร  

นําสวนผสมท้ังหมด ผสมตามสัดสวนขางบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นนําหลอด
เขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีอุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ ของการทํา 
PCR ดังนี้ 
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จํานวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    60 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาที 

      4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ loading dye 1 ไมโครลิตร โดยการแยกบน 1.5 
เปอรเซ็นต Agarose gel electrophoresis  
 3.3 การเตรียมดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์เพ่ือการโคลนยีน 
 ทําผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์ โดยใชชุด QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) โดยนําผลผลิต PCR ท่ี
เหลือจาก 3.2 มาแยกใน 1.2 เปอรเซ็นต low melting gel  ดวยวิธี gel electrophoresis แลวยอมดวย Gel 
Star (Cambrex) หลังจากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีตองการประมาณ 2 กิโลเบส บนเครื่อง Dark Reader 
Transilluminators ใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ําหนักเจลท่ีได เติมสารละลาย QG 
Buffer ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักเจล นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เขยาแรงๆ ทุก 15 
นาที จนเจลละลายหมด (สีของสารละลายควรมีสีเหลือง ถามีสีมวงใหเติม 3M NaOAC 10 ไมโครลิตร) เติม 
Isopropanol (แชเย็น) ปริมาตร 1 เทาของน้ําหนักเจล ผสมใหเขากัน จากนั้นยายสารละลายท้ังหมดใสใน 
Binding Column บมท้ิงไว 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทน้ําใสสวนลาง
ท้ิง เติม PE Buffer 750 ไมโครลิตร บมท้ิงไว 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที 
เทน้ําใสสวนลางท้ิง ยาย Binding Column วางลงบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม EB 
Buffer (บมท่ีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส) 15 ไมโครลิตร บมท้ิงไว 15–30 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบคุณภาพดวย 1.5 เปอรเซ็นต Agarose gel 

จํานวน 40 รอบ 
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electrophoresis จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโลเบส และเก็บตัวอยางดีเอ็นเอท่ีไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส  
 3.4 การเช่ือมตอช้ินยีน hem A เขากับ Cloning vector 
 นําชิ้นยีน hem A ซ่ึงผานการทําใหมีความบริสุทธิ์จากขอ 3.3 มาทําการเชื่อมตอเขากับ T&A Cloning 
vector โดยใชชุด T&A Cloning Kit (RBC Bioscience)  
     Ligation Buffer A    1 ไมโครลิตร 
     Ligation Buffer B    1 ไมโครลิตร 
     T&A Cloning vector   2 ไมโครลิตร 
     T4 DNA Ligase     1 ไมโครลิตร 
     PCR product     2 ไมโครลิตร 
     ddH2O     3 ไมโครลิตร 
     ปฏิกิริยาท้ังหมด     10 ไมโครลิตร 
 ผสมปฏิกิริยาท้ังหมดใหเขากัน นําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง 22 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้น
นําไปถายฝากเขากับเซลลแบคทีเรีย E. coli ไดทันที นํา ligation สวนท่ีเหลือเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
  3.5 การเตรียมคอมพิเทนตเซลล และถายฝากยีนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli  
 เตรียมอาหารแข็ง LB - Ampicillin/IPTG/X-Gal โดยเตรียมอาหาร LB (เตรียม 1 ลิตร : 10 กรัม NaCl, 
10 กรัม Tryptone, 5 กรัม Yeast extract, 15 กรัม Bacto-Agar, ddH2O) ท่ีมีสารปฏิชีวนะ amplicilin ความ
เขมขน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เทอาหารลงจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 10 - 15 มิลลิลิตร หลังจากอาหารแข็งแลวเติม 
100 mM IPTG 100 ไมโครลิตร และ X-Gal (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 20 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร แลวเกลี่ยจน

ผิวหนาอาหารแหง  จากนั้นทําการถายฝากยีนเขาสูเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α โดยนําปฏิกิริยา 
ligation ท่ีเตรียมไว 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดคอมพิเทนตเซลล 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และแชบนน้ําแข็ง
เปนเวลา 30 นาที นําไป Heat - shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที นําไปแชบนน้ําแข็ง
ทันทีเปนเวลา 15 นาที เติม S.O.C. medium 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและนําไปเขยาท่ีความเร็ว 250 รอบ
ตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนําตัวอยางท่ีไดรับการถายยีนเขาสูเซลล
แบคทีเรียแลวไปเกลี่ยบนอาหาร LB - Amplicilin/IPTG/X-Gal  ท่ีเตรียมไวขางตน นําบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 14-16 ชั่วโมง แลวคัดเลือกโคโลนีสีขาวของเซลลแบคทีเรีย E. coli ท่ีมีชิ้น insert ของยีน hem A 
ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ท่ีเติม amplicilin ความเขมขน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขยาท่ีความเร็ว 220 รอบตอนาที นาน 14 - 16 ชั่วโมง เพ่ือนําไปใชสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไป 

3.6 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ   
   เก็บตะกอนเซลลท่ีเลี้ยงไว จากขอ 2.5 โดยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือนํามาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) ทําการละลาย
ตะกอนเซลลดวย Resuspension Solution 250 ไมโครลิตร เติม Lysis Solution 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
โดยกลับหลอดข้ึนลง 4 – 6 ครั้ง เติม Neutralization Solution 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน โดยกลับหลอดข้ึน
ลง 4 – 6 ครั้ง นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นยายสารละลายเซลลลงใน 
GeneJETTM spin column นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสวนใสท้ิง เติม Wash 
Solution 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสวนใสท้ิง (ทําซํ้า 2 ครั้ง) 
ยาย GeneJETTM spin column วางบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 25 
ไมโครลิตร บมท้ิงไวนาน 15 – 30 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที นําพลาสมิดดี
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เอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบคุณภาพดวย 1.5 เปอรเซ็นต Agarose gel electrophoresis และเก็บตัวอยางดีเอ็นเอท่ีได
ไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.7 การตรวจสอบการปรากฏของยีน hem A ใน Cloning vector โดยเทคนิค PCR 
นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีไดจากขอ 3.6 ไปตรวจสอบการปรากฏของยีนดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร 

M13-F  5' GTT TTC CCA GTC ACG AC 3'   
    M13-R  5' TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C 3'  

ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร M13-F (5 ไมโครโมล)     1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร M13-R (5 ไมโครโมล)     1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase(0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
dH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาท้ังหมด     20  ไมโครลิตร  

นําสวนผสมท้ังหมด ผสมตามสัดสวนขางบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นนําหลอด
เขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยรอบของการทํา PCR ดังนี้ 
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จํานวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    60 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาที 
    4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  
 ตรวจวิเคราะหผล โดยนําผลผลิต PCR ท่ีไดมาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอดวย 1.5 เปอรเซ็นต  Agarose 
gel electrophoresis ยอมเจลดวยสารละลาย ethidium bromide (ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
จากนั้นนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV Transiluminators เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas) พรอมบันทึกภาพ และเก็บตัวอยางท่ีเหลือไวท่ีอุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส วิเคราะหดําดับนิวคลิโอไทดและลําดับของกรดอะมิโนเพ่ือนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน 
GenBank 

3.8 การตรวจสอบความถูกตองของยีน hem A โดยวิธีวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทด 

จากการตรวจพบการปรากฏของชิ้นยีน hem A (ขนาด∼ 1,224 bp) ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม แลว
จึงนํามาตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
  - การทําปฏิกิริยา cycle sequencing 

เตรียมปฏิกิริยา cycle sequencing ในหลอด 0.2 มิลลิลิตร ดังนี้  
ผลผลิต PCR (ประมาณ 100 นาโนกรัม)    1  ไมโครลิตร  
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing V3.1   2  ไมโครลิตร 
Ready Reaction buffer     1 ไมโครลิตร 
Primer ไพรเมอร M13-F (5 ไมโครโมล)   1.6  ไมโครลิตร 
dH2O       4.4 ไมโครลิตร  

จํานวน 25 รอบ 
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รวมปริมาตร      10  ไมโครลิตร  
นําสวนผสมท้ังหมด ผสมตามสัดสวนขางบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนํา

หลอดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีรอบการทํา PCR ดังนี้ 
  96 องศาเซลเซียส  1 นาที   จํานวน 1 รอบ  
  96 องศาเซลเซียส  10 วินาที  
  50 องศาเซลเซียส  5 วินาที  จํานวน 25 รอบ 
  60 องศาเซลเซียส  4 นาที  

4 องศาเซลเซียส   infinity (α)  
- การลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน 
นําปฏิกิริยา cycle sequencing จากขางตนมาลางสีฟลูออเรสเซนตสวนเกิน โดยนําปฏิกิริยา  

ดังกลาวใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม stock solution A (dH2O 16 ไมโครลิตร : 95 เปอรเซ็นต Ethanol 64 
ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ผสมโดยกลับหลอดข้ึนลงทุก 5 นาที) 
นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เทน้ําใสท้ิง ลางตะกอนท่ี
ไดดวย 70 เปอรเซ็นต Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดข้ึนลงนาน 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทน้ําใสท้ิงปลอยตะกอนใหแหงในท่ีมืด 

- การเตรียมตัวอยางเขาเครื่อง ABI PRISM 310 DNA Sequencer 
ละลายตะกอนท่ีไดดวย Hidi formamide จํานวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นปนใหอยูท่ีกนหลอด 

แลวดูดสารละลายท้ังหมดใสหลอด septa นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แลวยายลงน้ําแข็ง
ทันที ตัวอยางท่ีไดนี้ก็พรอมท่ีจะเขาเครื่อง ABI PRISM 310® DNA Sequencer เพ่ือวิเคราะหลําดับเบสตอไป 

 
 

3.9 การเช่ือมตอช้ินยีนท่ีไดเขาสู protein expression vector และถายฝากเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
 นําผลผลิต PCR ของยีน hem A และเวคเตอร (aLICator LIC Cloning and Expression system) 

(Thermo Scientific)  (ขนาดประมาณ 4,500 คูเบส) ซ่ึงมีตําแหนงของ T7 promoter ทําหนาท่ีถอดรหัสและ
แปลรหัสของยีนใหเปนโปรตีน ทําการสราง recombinant protein โดยการเชื่อมตอชิ้นยีนเขากับ Expression 
vector เตรียมสวนผสมปฏกิิริยาดังนี้  

ชิ้นดีเอ็นเอของยีน hem A (100 นาโนกรัม)  1  ไมโครลิตร 
5X LIC Buffer     2 ไมโครลิตร  
T4 DNA Polymerase, 1U/ul   1 ไมโครลิตร  
ddH2O      6 ไมโครลิตร 
ปฏิกิริยาท้ังหมด      10 ไมโครลิตร 

ผสมปฏิกิริยาใหเขากัน ปนเหวี่ยง 3-5 วินาที นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน  
5 นาที และหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 0.5 M EDTA ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน เติม LIC Vector (60 
นาโนกรัม, 0.02 pmol DNA) ผสมปฏิกิริยาใหเขากัน ปนเหวี่ยง 3-5 วินาที นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชั่วโมง เตรียมถายฝากเขาสู E. coli ทันที  

การถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (Ligation) ท่ีไดสูเซลลแบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมปริมาณใน competent 
cell (E. coli สายพันธุ BL21 (DE3)) โดยวิธี heat shock และเลี้ยงในอาหารแข็ง LB-ampicillin (ความเขมขน 
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50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวมาทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ เพ่ือตรวจสอบการปรากฏของ
ยีนในเซลลแบคทีเรียท่ีไดรับการถายฝากพลาสมิดสายผสมตอไป 
 3.10 การตรวจสอบการปรากฏของยีน hem A ใน aLICator LIC Cloning and Expression system 

  ตรวจสอบการปรากฏของยีนในพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีสกัดไดดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร 
   LIC Forward 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 

   LIC Reverse 5’ GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’ 
เตรียมสวนผสมปฎิกิริยา PCR ดังนี้  

พลาสมิดดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)   2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร LIC Forward (5 ไมโครโมลาร)    1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร LIC Reverse (5 ไมโครโมลาร)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase(0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาท้ังหมด     20  ไมโครลิตร  

นําสวนผสมท้ังหมดผสมใหเขากัน จากนั้นนําหลอดเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal 
cycle โดยรอบของการทําปฏิกิริยา PCR มีดังนี้ 

 
 
 
 

    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จํานวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    58 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  3 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาที 
    4 องศาเซลเซียส  infinity (α)  

  ตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR ท่ีไดดวยวิธี Electrophoresis ใน 1.5 เปอรเซ็นต agarose gel 
นาน 30 นาที คาความตางศักยไฟฟา 250 โวลต นําไปยอมเจลดวยสารละลาย ethidium bromide (ความ
เขมขน 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จากนั้นนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation เทียบขนาด
ของดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas) พรอมบันทึกภาพ และเก็บตัวอยางท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
4. การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน hem A   
 การกระตุนการแสดงออกของโปรตีน (fusion protein) ในเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) โดยเตรียม
เชื้อตั้งตนของเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) ท่ีมี recombinant plasmid ของยีน hem A มาเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin (ความเขมขน 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เปนเวลา 14-16 ชั่วโมง จากนั้นดูดเซลลตั้งตน 3 

จํานวน 25 รอบ 
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มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบ/นาที วัดความขุนของอาหาร จนกระท่ัง OD600 เทากับ 0.5 จากนั้นเปรียบเทียบการชักนําการ
แสดงออกของยีนดวย isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับใหมีความเขมขนสุดทาย เทากับ 1 
mM IPTG และเลี้ยงตอเปนเวลา 6 ชั่วโมง เก็บตัวอยางเซลลทุก 1 ชั่วโมง จนครบ 6 ชั่วโมง นําตัวอยางแตละ
ชวงเวลาไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เพ่ือเก็บตะกอนเซลล แลวนํามาละลายดวย 2x 
sample buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปมาตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที วิเคราะหขนาด
ของ recombinant protein ดวย 8 เปอรเซ็นต SDS–PAGE ใน Tris-glycine buffer (0.025 M Tris pH 8.3, 
0.192 M Glycine, 0.1 เปอรเซ็นต SDS) โดยใหกระแสไฟฟาท่ีความตางศักยคงท่ี 120 โวลต เปนเวลานาน 1 
ชั่วโมง จากนั้นยอมสีแผนเจลดวยสารละลาย PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) และลางสี
สวนเกินออกดวยน้ํากลั่น  4-5 ครั้ง จนมองเห็นแถบโปรตีนชัดเจน บันทึกผลการการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ 
fusion protein ในแตละชั่วโมง  
 
5. การทดสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase โดยการผลิต 5-Aminolevulinic acid (ALA)  

นําสารละลายจากขอ 4 ท่ีเลี้ยงตอจนครบเวลา 12 ชั่วโมง มาทําการปนเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 14,000 
รอบ/นาที นาน 5 นาที เพ่ือทําการแยกตะกอนเซลลออก ดูดสวนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองใหม 
เติมสารละลาย Sodium acetate buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (pH 4.6) และสารละลาย Acetone ปริมาตร 
0.05 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือดนาน 15 นาที และทําใหเย็นทันทีในอางน้ําแข็ง จากนั้นเติม
สารละลาย Ehrlich’s reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 15 นาที ตรวจ
วิเคราะหปริมาณ ALA ท่ีผลิตได โดยนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 553 นาโน
เมตร โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร ALA ท่ีความเขมขน 0-100 uM 

 
 

เวลาและสถานท่ี 
ระยะเวลา เริ่มตน ตุลาคม 2558   ส้ินสุด   กันยายน 2561   รวม  3  ป 

สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตสาร 5-Aminolevulinic acid (ALA)  

 จากการรวบรวมเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงจากตัวอยางน้ําจากแหลงตางๆ โดยคัดแยกและเลี้ยง
แบคทีเรียสังเคราะหแสงใหบริสุทธิ์ในอาหารสูตร NA พบวา ไดแบคทีเรียสังเคราะหแสง จํานวน 36 ไอโซเลท เม่ือ
นําแบคทีเรียสังเคราะหแสงท่ีรวบรวมได ไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลวสูตร YA ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นําไป
บมในท่ีมีแสง และเขยาท่ีความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที นาน 48 ชั่วโมง นําสารละลายสวนใส มาทดสอบ
ศักยภาพในการผลิตสาร 5-Aminolevulinic acid (ALA) โดยการเติมสารละลาย Modified Ehrlich’s reagent 
ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ท้ิงไว 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง สังเกตการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากสีของ
สารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู พบวา ไอโซเลท D34 มีการผลิตสาร ALA สูงท่ีสุด 64.10 uM ดังภาพท่ี 1 ตารางท่ี 1 
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ภาพท่ี 1 แสดงการทดสอบการสรางสาร ALA โดยเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสง สังเกตปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของ
สารละลายเปนสีชมพู  
 
2. จําแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใชเทคนิคชีวโมเลกุล 

จากการจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรีย โดยวิธีการสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 
บริเวณ 16S ribosomal RNA gene ดวยวิธีการทําปฏิกิริยา PCR โดยใชไพเมอร 27F และ 1,492R ไดผลผลิต 
PCR ซ่ึงมีขนาดประมาณ 1,500 คูเบส (ดังภาพท่ี 2) และเม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูลทางพันธุกรรม GenBank พบวาสามารถจําแนกไดเปนเชื้อ Rhodobacter sphaeroides และ 
Rhodopseudomonas palustris ดังตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 แสดงผลการทดสอบการสรางสาร ALA และผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียสังเคราะหแสงโดยใช
เทคนิคชีวโมเลกุล  

ไอโซเลท ชนิด ปริมาณ ALA (uM) % identity Accession no. 

D1 Rhodobacter  sphaeroides 30.73 99 KJ955374.1 

D2 Rhodobacter  sphaeroides 29.25 100 KJ955374.1 

D3 Rhodobacter  sphaeroides 6.78 100 KJ955374.1 

D4 Rhodobacter  sphaeroides 2.96 99 KJ955374.1 

D5 Rhodobacter  sphaeroides 6.14 99 KJ955374.1 

D6 Rhodobacter  sphaeroides 3.17 100 KP979543.1 

D7 Rhodobacter  sphaeroides 5.29 100 KJ955374.1 

D8 Rhodobacter  sphaeroides 4.87 100 KJ955374.1 

D9 Rhodobacter  sphaeroides 25.5 99 KJ955374.1 

D10 Rhodobacter  sphaeroides 21.5 99 KJ955374.1 

D11 Rhodobacter  sphaeroides 5.27 100 KJ955374.1 

D12 Rhodobacter  sphaeroides 3.16 100 KJ955374.1 

D13 Rhodobacter  sphaeroides 5.89 100 KJ955374.1 

D14 Rhodobacter  sphaeroides 4.83 99 KJ955374.1 

D15 Rhodobacter  sphaeroides 3.80 100 KJ955374.1 



52 

 

D16 Rhodobacter  sphaeroides 4.43 100 KJ955374.1 

D17 Rhodobacter  sphaeroides 3.81 100 KJ955374.1 

D18 Rhodobacter  sphaeroides 11.22 100 KJ955374.1 

D19 Rhodobacter  sphaeroides 8.89 100 KJ955374.1 

D20 Rhodobacter  sphaeroides 2.95 100 KJ955374.1 

D21 Rhodopseudomonas  palustris 21.10 99 FN543496.1 

D22 Rhodobacter  sphaeroides 11.86 100 KJ955374.1 

D23 Rhodobacter  sphaeroides 14.60 100 KJ955374.1 

D24 Rhodobacter  sphaeroides 46.42 100 KJ955374.1 

D25 Rhodobacter  sphaeroides 8.69 100 KJ955374.1 

D26 Rhodobacter  sphaeroides 11.02 100 KJ955374.1 

D27 

 

 

Rhodobacter  sphaeroides 13.14 99 KJ955374.1 

D28 Rhodobacter  sphaeroides 11.45 100 KJ955374.1 

D29 Rhodobacter  sphaeroides 31.58 100 KJ955374.1 

D30 Rhodobacter  sphaeroides 47.69 100 KJ955374.1 

D31 Rhodobacter  sphaeroides 20.90 100 KJ955374.1 

D32 Rhodobacter  sphaeroides 34.55 100 KJ955374.1 

D33 Rhodobacter  sphaeroides 23.8 99 KJ955374.1 

D34 Rhodobacter  sphaeroides 64.1 99 KJ955374.1 

D35 Rhodobacter  sphaeroides 25.7 100 KP979543.1 

D36 Rhodobacter  sphaeroides 30.6 100 KJ955374.1 

3. การโคลนยีน hem A ซ่ึงเกี่ยวของกับการสังเคราะหเอนไซม ALA synthase จากเช้ือ Rhodobacter sp. 

การสังเคราะหยีน hem A ท่ีเก่ียวของกับการควบคุมการผลิตเอนไซม ALA synthase จาก genomic DNA 
ดวยวิธี PCR Amplification โดยนําไพรเมอรท่ีออกแบบใหมีความจําเพาะกับยีน hem A มาทดสอบกับกรดนิวคลีอิก
ของเชื้อแบคทีเรียโดยใชเทคนิค PCR ไดชิ้นสวนของยีน ALA synthase ท่ีมีขนาดประมาณ 1,224 bp ดังภาพท่ี 2 
จากนั้นทําการโคลนชิ้นยีน hem A เขาสูเวคเตอรพาหะ (T&A cloning vector) ) และถายชิ้นสวนของยีนเขาสู

เซลล E. coli (DH5α) คัดเลือกโคลนท่ีมีชิ้นยีน และเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลลในอาหารเหลว LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะ 
ampicillin 50 ug/ml เพ่ือทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอได ดังภาพท่ี 3 ตรวจสอบการปรากฎของชิ้นยีนดวย
เทคนิค PCR พบวาเม่ือนําผลผลิต PCR มาแยกบน 1.5 เปอรเซ็นต agarose gel electrophoresis ยอมเจลดวย
สารละลาย ethidium bromide (ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย
เครื่อง UV Transiluminators เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับ   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder 
marker (Fermentas) สามารถตรวจพบชิ้นยีนท่ีมีขนาดประมาณ 1,224 bp ดังภาพท่ี 4 และเม่ือวิเคราะหลําดับ
นิวคลิโอไทดของยีน hem A ท่ีโคลนได ไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลี
โอไทดสวนของยีน hem A (synthase) ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession no. CP015210.1) 
ท่ี identity 100 เปอรเซ็นต ดังภาพท่ี 5 และเม่ือแปรรหัสเปนลําดับของกรดอะมิโน พบวา มีความคลายคลึง
กับอะมิโนแอซิดของยีน hemA (synthase) ของ Rhodobacter sphaeroides (Accession No. ACM01167.1) ท่ี 
identity 99 เปอรเซ็นต ดังภาพท่ี 6 

  

 M      1       2      3     

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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ภาพท่ี 2 แสดง genomic DNA ของเชื้อแบคทีเรีย Rhodobacter sp. (ก) และ ผลผลิต PCR ของยีน hem A  
ซ่ึงมีขนาดประมาณ 1,224 bp (ข) 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 3 แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมของ cloning vector (T&A Cloning vector) และยีน hem A ซ่ึงถาย

ฝากเขาสูเซลล E. coli สายพันธุ DH5α 
 
 
 
 
 

ก  ข  

 M     1      2     3      4     5      6     7      8     9     10          

 M     1      2     3     4      5      6      7      8     9      
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ภาพท่ี 4  แสดงการตรวจสอบการปรากฏของยีน hem A ในพลาสมิดลูกผสมของ T&A Cloning vector โดยใช
เทคนิค PCR Lane M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-5; ผลผลิต PCR จากไพรเมอรเวคเตอร (M13-F, M13-R) 
Lane 6-10; ผลผลิต PCR จากไพรเมอรยีน hem A (HemA-F, HemA-R)

primer vector 

primer HemA-F,R 

 M     1      2     3     4      5      6      7      8     9     10                       
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Rhodobacter sphaeroides strain MBTLJ-13 chromosome 1, complete sequence  
Sequence ID: CP015210.1Length: 3188543Number of Matches: 1 
Related Information 
Range 1: 1674685 to 1675908GenBankGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand Frame 

2261 bits(1224) 0.0() 1224/1224(100%) 0/1224(0%) Plus/Minus  
Features: 
Query  1        ATGGACTACAATCTGGCACTCGATACCGCTCTGAACCGGCTCCATACCGAGGGCCGGTAC  60 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675908  ATGGACTACAATCTGGCACTCGATACCGCTCTGAACCGGCTCCATACCGAGGGCCGGTAC  1675849 
 
Query  61       CGGACCTTCATCGACATCGAGCGGCGCAAGGGTGCCTTCCCGAAAGCCATGTGGCGCAAG  120 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675848  CGGACCTTCATCGACATCGAGCGGCGCAAGGGTGCCTTCCCGAAAGCCATGTGGCGCAAG  1675789 
 
Query  121      CCCGACGGGAGCGAGAAGGAAATCACCGTCTGGTGCGGCAACGACTATCTCGGCATGGGC  180 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675788  CCCGACGGGAGCGAGAAGGAAATCACCGTCTGGTGCGGCAACGACTATCTCGGCATGGGC  1675729 
 
Query  181      CAGCATCCGGTGGTGCTGGGGGCCATGCACGAGGCGCTGGATTCGACCGGCGCCGGGTCG  240 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675728  CAGCATCCGGTGGTGCTGGGGGCCATGCACGAGGCGCTGGATTCGACCGGCGCCGGGTCG  1675669 
 
Query  241      GGCGGCACGCGCAACATCTCGGGCACCACGCTCTATCACAAGCGCCTCGAGGCCGAGCTC  300 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675668  GGCGGCACGCGCAACATCTCGGGCACCACGCTCTATCACAAGCGCCTCGAGGCCGAGCTC  1675609 
 
Query  301      GCCGACCTGCACGGCAAGGAAGCGGCGCTGGTCTTCTCGTCGGCCTATATCGCCAACGAC  360 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675608  GCCGACCTGCACGGCAAGGAAGCGGCGCTGGTCTTCTCGTCGGCCTATATCGCCAACGAC  1675549 
 
Query  361      GCGACCCTCTCGACGCTGCCGCAGCTGATCCCGGGCCTCGTCATCGTCTCGGACAAGTTG  420 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675548  GCGACCCTCTCGACGCTGCCGCAGCTGATCCCGGGCCTCGTCATCGTCTCGGACAAGTTG  1675489 
 
Query  421      AACCACGCTTCGATGATCGAGGGCATCCGCCGCTCGGGCACCGAGAAGCACATCTTCAAG  480 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675488  AACCACGCTTCGATGATCGAGGGCATCCGCCGCTCGGGCACCGAGAAGCACATCTTCAAG  1675429 
 
Query  481      CACAATGACCTCGACGACCTGCGCCGGATCCTGACCTCGATCGGCAAGGACCGTCCGATC  540 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675428  CACAATGACCTCGACGACCTGCGCCGGATCCTGACCTCGATCGGCAAGGACCGTCCGATC  1675369 
 
Query  541      CTCGTGGCCTTCGAATCCGTCTATTCGATGGATGGCGACTTCGGCCGCATCGAGGAGATC  600 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675368  CTCGTGGCCTTCGAATCCGTCTATTCGATGGATGGCGACTTCGGCCGCATCGAGGAGATC  1675309 
 
Query  601      TGCGACATCGCCGACGAGTTCGGCGCGCTGAAATACATCGACGAGGTCCATGCCGTCGGC  660 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675308  TGCGACATCGCCGACGAGTTCGGCGCGCTGAAATACATCGACGAGGTCCATGCCGTCGGC  1675249 
 
Query  661      ATGTACGGCCCCCGCGGCGGCGGCGTGGCCGAGCGGGACGGGCTGATGGACCGGATCGAC  720 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675248  ATGTACGGCCCCCGCGGCGGCGGCGTGGCCGAGCGGGACGGGCTGATGGACCGGATCGAC  1675189 
 
Query  721      ATCATCAACGGGACGCTGGGCAAGGCCTATGGCGTGTTCGGCGGCTATATCGCGGCCTCG  780 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675188  ATCATCAACGGGACGCTGGGCAAGGCCTATGGCGTGTTCGGCGGCTATATCGCGGCCTCG  1675129 
 
Query  781      TCAAAGATGTGCGACGCGGTGCGCTCCTACGCGCCGGGCTTCATCTTCTCGACCTCGCTG  840 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675128  TCAAAGATGTGCGACGCGGTGCGCTCCTACGCGCCGGGCTTCATCTTCTCGACCTCGCTG  1675069 
 
 

ภาพท่ี 5 ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวามีความคลายคลึงกับสวนของ
ยีน hem A (synthase) ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession no. CP015210.1) ท่ี identity 
100 เปอรเซ็นต 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R&from=1674685&to=1675908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R&from=1674685&to=1675908
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#hsp1043702201_1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
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Query  841      CCGCCCGTCGTGGCGGCCGGTGCGGCGGCCTCGGTGCGCCACCTCAAGGGCGATGTGGAG  900 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675068  CCGCCCGTCGTGGCGGCCGGTGCGGCGGCCTCGGTGCGCCACCTCAAGGGCGATGTGGAG  1675009 
 
Query  901      CTGCGCGAGAAGCACCAGACCCAGGCCCGCATCCTGAAGATGCGCCTCAAGGGGCTCGGC  960 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1675008  CTGCGCGAGAAGCACCAGACCCAGGCCCGCATCCTGAAGATGCGCCTCAAGGGGCTCGGC  1674949 
 
Query  961      CTGCCGATCATCGACCACGGCTCGCACATCGTGCCGGTCCATGTGGGCGACCCCGTGCAC  1020 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1674948  CTGCCGATCATCGACCACGGCTCGCACATCGTGCCGGTCCATGTGGGCGACCCCGTGCAC  1674889 
 
Query  1021     TGCAAGATGATCTCGGACATGCTGCTCGAGCATTTCGGCATCTATGTCCAGCCGATCAAC  1080 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1674888  TGCAAGATGATCTCGGACATGCTGCTCGAGCATTTCGGCATCTATGTCCAGCCGATCAAC  1674829 
 
Query  1081     TTCCCGACCGTGCCGCGCGGGACCGAGCGGCTGCGCTTCACCCCGTCGCCCGTGCATGAT  1140 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1674828  TTCCCGACCGTGCCGCGCGGGACCGAGCGGCTGCGCTTCACCCCGTCGCCCGTGCATGAT  1674769 
 
Query  1141     TCCGGCATGATCGATCACCTCGTGAAGGCCATGGACGTGCTCTGGCAGCACTGTGCGCTG  1200 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1674768  TCCGGCATGATCGATCACCTCGTGAAGGCCATGGACGTGCTCTGGCAGCACTGTGCGCTG  1674709 
 
Query  1201     AATCGCGCCGAGGTCGTTGCCTGA  1224 
                |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1674708  AATCGCGCCGAGGTCGTTGCCTGA  1674685 

 

ภาพท่ี 5 (ตอ) ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวามีความคลายคลึงกับ
สวนของยีน hem A (synthase) ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession no. CP015210.1) ท่ี 
identity 100 เปอรเซ็นต 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
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5-aminolevulinate synthase 1 [Rhodobacter sphaeroides KD131]  
Sequence ID: ACM01167.1Length: 435Number of Matches: 2 
Related Information 
Range 1: 29 to 394GenPeptGraphics Next Match Previous Match First Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame 

724 
bits(1868) 

0.0() Compositional matrix 
adjust. 

363/366(99%) 364/366(99%) 0/366(0%) +3 

Features: 
Query  42    MDYNLALDTALNRLHTEGRYRTFIDIERRKGAFPKAMWRKPDGSEKEITVWCGNDYLGMG  221 
             MDYNLALDTALNRLHTEGRYRTFIDIERRKGAFPKAMWRKPDGSEKEITVWCGNDYLGMG 
Sbjct  29    MDYNLALDTALNRLHTEGRYRTFIDIERRKGAFPKAMWRKPDGSEKEITVWCGNDYLGMG  88 
 
Query  222   QHPAVLGAMHEALDSTGAGSGGTRNISGTTLYHKRLEAELADLHGKEAALVFSSAYIAND  401 
             QHPAVLGAMHEALDSTGAGSGGTRNISGTTLYHKRLEAELADLHGKEAALVFSSAYIAND 
Sbjct  89    QHPAVLGAMHEALDSTGAGSGGTRNISGTTLYHKRLEAELADLHGKEAALVFSSAYIAND  148 
 
Query  402   ATLSTLPQLIPGLVIVSDKLNHASMIEGIRRSGTEKHIFKHNDLDDLRRILTSIGKDRPI  581 
             ATLSTLPQLIPGLVIVSDKLNHASMIEGIRRSGTEKHIFKHNDLDDLRRILTSIGKDRPI 
Sbjct  149   ATLSTLPQLIPGLVIVSDKLNHASMIEGIRRSGTEKHIFKHNDLDDLRRILTSIGKDRPI  208 
 
Query  582   LVAFESVYSMDGDFGRIKEICDIADEFGALKYIDEVHAVGMYGPRGGGVAERDGLMDRID  761 
             LVAFESVYSMDGDFGRIKEICDIADEFGALKYIDEVHAVGMYGPRGGGVAERDGLMDRID 
Sbjct  209   LVAFESVYSMDGDFGRIKEICDIADEFGALKYIDEVHAVGMYGPRGGGVAERDGLMDRID  268 
 
Query  762   IIDGTLGKAYGVFGGYIAASSKMCDAVRSYAPGFIFSTSLPPvvaagaaasvRHLKGDVE  941 
             II+GTLGKAYGVFGGYIAASSKMCDAVRSYAPGFIFSTSLPPVVAAGAAASVRHLKGDVE 
Sbjct  269   IINGTLGKAYGVFGGYIAASSKMCDAVRSYAPGFIFSTSLPPVVAAGAAASVRHLKGDVE  328 
 
Query  942   LREKHQTQARILKMRLKGLGLPIIDHGSHIVPVHVGDPVRCKMISDMLLEHFGIYVQPIN  1121 
             LREKHQTQARILKMRLKGLGLPIIDHGSHIVPVHVGDPV CKMISDMLLEHFGIYVQPIN 
Sbjct  329   LREKHQTQARILKMRLKGLGLPIIDHGSHIVPVHVGDPVHCKMISDMLLEHFGIYVQPIN  388 
 
Query  1122  FPTVAR  1139 
             FPTV R 
Sbjct  389   FPTVPR  394 

 

ภาพท่ี 6 การเปรียบเทียบลําดับของอะมิโนแอซิดของยีน hemA (synthase) ท่ีไดจากการโคลนเทียบกับ
ฐานขอมูลโปรตีน NCBI ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีนไซลาเนส ของ Rhodobacter sphaeroides (Accession 
No. ACM01167.1) ท่ี identity 99 เปอรเซ็นต 
 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R&from=29&to=394
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R&from=29&to=394
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#hsp221160187_1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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การเช่ือมตอช้ินยีน hem A เขาสู protein expression vector และถายฝากเขาสูเซลลแบคทีเรียเจา
บาน 

ทําการเชื่อมตอชิ้นยีน hem A เขากับ Protein Expression Vector (aLICator LIC Cloning and 
Expression system) ซ่ึงมีแผนท่ีแสดงตําแหนงของยีน hem A ดังภาพท่ี 7 โดยออกแบบไพรเมอรท่ีมี
ตําแหนงของปลาย 5’ ท่ีสามารถเชื่อมตอกับสวนของเวคเตอร ดังนี้ 

Ex_HemA-Fatg 5’GGT TGG GAA TTG CAA GAC TAC AAT CTG GCA CTC GAT ACC 3’ 
Ex_HemA-Rtaa 5’ GGA GAT GGG AAG TCA TTA GGC AAC GAC CTC GGC GCG ATT C 3’  
แลวจึงถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A เขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) 

เพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน ไดพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 5.7 กิโลเบส และสามารถตรวจพบ
การปรากฏของยีน hem A ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมดวยเทคนิค PCR ดังภาพท่ี 8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพท่ี 7 แผนท่ีตําแหนงของยีน hem A ท่ีสอดแทรกอยูภายใน Expression Vector (aLICator LIC Cloning 
and Expression system) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 8  การตรวจสอบการปรากฏของยีน hem A ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยใชเทคนิค PCR  Lane 
M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-5; ผลผลิต PCR จากไพรเมอรยีน hem A (Ex_HemA-Fatg, Ex_HemA-
Rtaa), Lane 6-10; ผลผลิต PCR จากไพรเมอรเวคเตอร (LIC Forward, LIC Reverse) 
 

 

 M     1     2     3     4     5     6     7     8     9     10                       

hem A gene 
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4. การทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน hem A   

 การถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A เขาสูเซลล E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) 
เพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เปรียบเทียบการชักนําการแสดงออกของยีนดวยสาร IPTG ท่ีความเขมขน 3 
mM เปนเวลานาน 6 ชั่วโมง เก็บเซลลทุก 1 ชั่วโมง เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนดวยวิธี SDS-
PAGE พบการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงท่ี 6 โดยรีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase ท่ีไดมีขนาด
ประมาณ 40 กิโลดาลตัน ดังภาพท่ี 9  
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
ภาพท่ี 9  การแสดงออกของโปรตีน fusion protein (ลูกศรชี้) ท่ีไดรับการชักนําการแสดงออกของยีน hem 
A โดย 3mM IPTG Lane M; protein marker Lane 1; E. coli BL21 (DE3) Lane 2-8; E. coli BL21 
(DE3) ไดรับการถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A ท่ีไดรับการกระตุนนาน 0, 1, 2, 3, 4, 5 
และ 6 ชั่วโมง ตามลําดับ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M     1       2      3      4      5      6      7      8       
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5. การทดสอบกิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase โดยการผลิตสาร aminolevulinic acid 

(ALA) 

จากการชักนําการทํางานของยีน hem A ทําใหมีกิจกรรมของเอนไซม ALA synthase ตรวจวิเคราะห
ปริมาณ ALA ท่ีผลิตได เม่ือเวลาผานไปนาน 6 ชั่วโมง โดยการทําปฏิกิริยากับสารละลาย Ehrlich’s reagent    
ดังภาพท่ี 10 เม่ือนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 553 นาโนเมตร เปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของสาร ALA ท่ีความเขมขน 0-100 uM พบวามีสามารถผลิตสาร ALA ไดเทากับ 56.011 
uM  

 

 

ภาพท่ี 10  การผลิตสาร aminolevulinic acid (ALA) จาก recombinant E. coli ท่ีไดรับการชักนําใหมี
กิจกรรมของเอนไซม ALA synthase นาน 12 ชั่วโมง 
 

 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงจากตัวอยางน้ําแหลงตางๆ สามารถคัดเลือกไดเชื้อ 
Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 ท่ีมีศักยภาพในการผลิตสาร ALA ไดดี เม่ือนํามาทําการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน hemA (synthase) ท่ีควบคุมการผลิตเอนไซม ALA synthase เชื้อ 

Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 พบวาชิ้นยีน hemA (synthase) ท่ีได มีขนาด∼ 1,224 bp 
เม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดแลวเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา มีความคลายคลึงกับลําดับนิ
วคลีโอไทดสวนของยีน hem A ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession no. CP015210.1) ท่ี 
identity 100 เปอรเซ็นต เม่ือแปรรหัสเปนลําดับของเปปไทด พบวา มีความคลายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน 
hemA (synthase) ของ Rhodobacter sphaeroides (Accession No. ACM01167.1) ท่ี identity 99 
เปอรเซ็นต  

การโคลนยีนจากการเชื่อมตอชิ้นยีน hem A เขากับ Protein Expression Vector (aLICator LIC 
Cloning and Expression system) สามารถถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A เขาสูเซลล      
E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) เพ่ือการทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของเอนไซม ALA synthase 
พบวา รีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase ท่ีไดมีขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน ซ่ึงตรวจพบกิจกรรมของรี
คอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase มีผลทําให recombinant E. coli สามารถผลิตสาร aminolevulinic acid 

control 

recombinant E. coli  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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(ALA) ได จึงเปนแนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตสาร ALA เพ่ือการนําไปใชประโยชนในดานการเกษตร
ตอไป   

 

การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

1. เชื้อ Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 สามารถนําไปเปนจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพใน
การผลิต ALA ไดขอมูลยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางเอนไซม ALA synthase จากเชื้อจุลินทรีย  

2. ไดรีคอมบิแนนท E. coli ท่ีผลิตเอนไซม ALA synthase ไดดี สามารถนําไปพัฒนาตอยอดการ
พัฒนากรรมวิธีการผลิตสาร ALA ใหมีประสิทธิภาพสูงยิ่งข้ึน ซ่ึงสามารถใชในการสงเสริมการเจริญเติบโตของ
พืช เพ่ิมผลผลิต เปนทางเลือกในการทดแทนการใชสารเคมี ฮอรโมน และสารเสริมท่ีสังเคราะหท่ีตองนําเขา
จากตางประเทศ  
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การทดลองท่ี 4 
เทคโนโลยีตนแบบการผลิตไสเดือนฝอยควบคุมแมลงในอาหารเหลวเชิงพาณิชย 

Pilot Production Technology of Entomopathogenic Nematode 

in Liquid Medium for Commercial 

 
นุชนารถ  ตั้งจิตสมคิด 

บุญเรือนรัตน เรืองวิเศษ   ภรณี สวางศรี 

 

คําสําคัญ 

เทคโนโลยีตนแบบ  ไสเดือนฝอยสายพันธุไทย (Steinernema sp. Thai isolate)    

 

บทคัดยอ 
ไสเดือนฝอยกําจัดแมลงสายพันธุไทย (Steinernema sp. Thai isolate) มีประสิทธิภาพในการกําจัด

แมลงศัตรูพืชไดหลายชนิด  การนํามาพัฒนาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลวสูตรตางๆ และศึกษาปจจัยท่ี
มีผลตอการเพ่ิมจํานวนของไสเดือนฝอยเพ่ือไดตนแบบเทคโนโลยีการผลิตเชิงพาณิชย  ผลการทดลองพบวา 
สูตรนมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 7: 2 : 1 เลี้ยงในขวดชนิดใบพัดกวน สภาพการเลี้ยงแบบ 
monoxenic culture ท่ีมีแบคทีเรีย Xenorhabdus sp. รวมดวย จํานวน 107 เซลล/มิลลิลิตร และอาหารมี 
pH เทากับ 7   ตั้งวางในสภาพอุณหภูมิ   25+2 oซ เปนเวลา 10 วัน   ไสเดือนฝอยเจริญเติบโตและขยายพันธุ
ไดดีท่ีสุด ระหวาง 90,000-104,000 ตัว/มล. (หรือเทากับ 90-104 ลานตัว/ลิตร)  โดยการบมเพาะในสภาพมี
หรือไมมีแสงพบวา ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของไสเดือนฝอย ผลผลิตไสเดือนฝอยสามารถเก็บรักษาในสาร
อุมความชื้นไดนาน 3 เดือน มีเปอรเซ็นตการตายนอยท่ีสุด เทากับ 32.2 %  และมีประสิทธิภาพในการใชพน
กําจัดหนอนกระทูผัก และดวงหมัดผัก ในแปลงผักคะนา โดยพนท่ีอัตรา 5 ลานตัวตอพ้ืนท่ีแปลง 20 ตร.ม. 
จํานวน 5 ครั้ง (พรอมปลูก  หลังปลูกท่ี 10  20  30 และ 40 วัน) เกษตรกรสามารถคัดผักสงขายตลาดได คิด
เปน 92.5 % 
 
 

ABSTRACT 
  Thai entomopathogenic nematode (Steinernema sp. Thai isolate) are biocontrol to 
many insect pests.  The mass production development are increases on the amount of 
various liquid formula and studying affecting factors to the increasing number of nematodes 
in order to obtain a prototype of commercial production technology.  The results showed 
that Soy milk formula + lard + water in ratio 7: 2: 1, fed in a stirring vial type bottle 
monoxenic culture condition with bacterial Xenorhabdus sp. 107 cells/ml.   The food has a 
pH equal to 7, incubation at temperature of 25 + 2 oC for 10 days. The nematodes grow and 
propagate best between 90,000-104,000 nematodes/ml (or equal to 90 and 104 
million/liter).  The incubation in the presence or absence of light showed that does not 
affect the growth of nematodes.  The nematodes can be stored in the moisture-holding 
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substance for 3 months with the lowest mortality percentage of 32.2%. It has effective to kill 
the common cutworm and flea beetles In a kale plot.  By spraying at a rate of 5 million per 
plot of 20 square meters, 5 times (with planting after planting at 10, 20, 30 and 40 days). The 
farmers can select vegetables to sell to the market for 92.5 % 
 

คํานํา 
ไสเดือนฝอยในสกุล Steinernema และ Heterorhabditis มีศักยภาพในการเปน bio-pesticide 

ควบคุมแมลงศัตรูพืชท่ีไดรับการยอมรับอยางกวางขวาง  ไดมีการศึกษาวิจัยในดานการเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ
ในอาหารเทียมตั้งแตป 1931  โดย Glaser  ไดเพาะเลี้ยงไสเดือนฝอย S. glaseri และ S. carpocapsae เปน
ผลสําเร็จในอาหารชนิดวุน 1 % ท่ีประกอบดวย 1% rabbit kidney ในสภาพ axenic culture  ตอมาในป 
1953 Stoll พัฒนาการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีมี raw liver extract (RLE) เปนองคประกอบ  โดยเลี้ยงใน
หลอดทดสอบท่ีมีการเขยา 100 ครั้งตอนาที สามารถเพ่ิมปริมาณไสเดือนฝอยในอาหารเหลวได    แตอยางไรก็
ตาม  การเพาะเลี้ยงยังเปนงานวิจัยในหองทดลอง  ผลิตผลท่ีไดต่ําตนทุนสูง  จึงไดมีการคนควาและการ
พัฒนาการเพาะเลี้ยงอยางตอเนื่อง  ท้ังในดานเทคนิคและสูตรอาหาร  เพ่ือใหไดผลผลิตสูงท่ีสุดและตนทุนการ
ผลิตต่ํา (Friedman, 1990) 

ในป 1964-1967 Dutky et al. พบวาสภาพการเลี้ยงแบบ monoxenic culture ท่ีมี symbiotic 
bacteria รวมดวย  ทําใหผลผลิตไสเดือนฝอยสูงข้ึน  โดยพบวาเซลลของแบคทีเรียมีผลตอกระบวนการ
ขยายพันธุของไสเดือนฝอยในอาหารเทียม 

ในป 1981  Bedding  ไดพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงไสเดือนฝอยในอาหารชนิดแข็งก่ึงเหลว 
(semi-solid media)  ในสภาพ monoxenic culture  ท่ีมีองคประกอบของ 70% pigs kidney, 10% beef 
fat และ 20% tap water ของการเลี้ยง Steinernema sp. และ 60% pigs kidney, 20% beef fat และ 
20% tap water ของการเลี้ยง Heterorhabditis sp.  ใหผลผลิตไสเดือนฝอยสูงเฉลี่ย 40 ลานตัวตอ flask 
ขนาด 500 มล.ตออาหาร 70 กรัม  ตนทุนการผลิตเทากับ $0.50/flask   เทคนิคการผลิตนี้ไดรับการยอมรับ
อยางกวางขวาง    ตอมา Bedding (1984) ไดศึกษาเทคนิคการผลิตเพ่ือขยายปริมาณในระดับการคา โดย
เพาะเลี้ยงในถุง polypropylene ขนาด 1.0x0.5 เมตร  ไดผลผลิตสูงถึง 2,000 ลานตัวตอถุง 

มีการศึกษาวิจัยองคประกอบของอาหารท่ีจําเปนตอการเพาะเลี้ยงไสเดือนฝอยใน 2 สกุล ในสภาพ
การเลี้ยงแบบ monoxenic culture ซ่ึงมีความแตกตางกันของสารอาหารท่ีไสเดือนฝอยตองการ   จาก
รายงานของ Dunphy and Webster (1989) ไดศึกษาแหลงอาหารตางๆ เพ่ือการขยายปริมาณ S. 
carpocapsae DD 136 strain และ H. heliothidis พบวาสารอาหารชนิดตางๆ มีผลตอผลผลิตไสเดือนฝอย
แตละชนิดแตกตางกัน  โดย culture ท่ีมี stearic acid พวก sunflower oil (0.1% V/V) เพ่ิมผลผลิต S. 
carpocapsae   และ cod liver oil (0.5% V/V) เพ่ิมผลผลิต H. heliothidis 

ในปจจุบันไสเดือนฝอยสามารถผลิตในอาหารเหลวไดสูงถึง 190,000 ตัวตอมิลลิลิตร ในระดับ shake 
flask และ 90,000 ตัวตอมิลลิลิตร ในถังหมัก (fermenter) (Friedman, 1990)   มีผลิตภัณฑท่ีผลิตเปน
การคาในตางประเทศ เชน บริษัท MicroBio ผลิต S. feltiae ควบคุมหนอนแมลงวันทําลายเห็ด (mushroom 
sciarids) ในผลิตภัณฑชื่อ Nemasys  และ H. megidis ควบคุมดวงงวงองุน (vine weevil)  ในผลิตภัณฑชื่อ 
Nemasys H บริษัท Biosys ผลิต S. carpocapsae ควบคุมหนอนดวง japanese beetle   และบริษัท 
Ciba-Geigy ผลิต S. carpocapsae (S25) และ S. feltiae (S27) ควบคุมดวงงวงองุนสีดํา (black vine 
weevil) (นุชนารถ, 2547) 
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งานทางดานไสเดือนฝอยควบคุมแมลงในประเทศไทยเริ่มมีการศึกษาวิจัยเม่ือประมาณป 2530  โดย
กองกีฏและสัตววิทยา  กรมวิชาการเกษตร  โดยงานวิจัยมุงเนนทางดานการผลิตไสเดือนฝอย S. 
carpocapsae สายพันธุท่ีนํามาจากสหรัฐอเมริกา  โดยใชเทคนิคการผลิตในอาหารแข็งก่ึงเหลวสภาพ 
monoxenic culture ดัดแปลงสูตรอาหารและเทคนิคจาก Bedding (1981)  นําไปใชในสภาพไรประสบ
ผลสําเร็จ   ไดผลิตเปนผลิตภณัฑบรรจุซองจําหนายในประเทศไทย (วัชรี, 2534)    

ในป 2549-2553 มีการสํารวจเก็บรวบรวมไสเดือนฝอยกําจัดแมลงในประเทศไทย สามารถแยก
ไสเดือนฝอยกําจัดแมลงไดในหลายพ้ืนท่ี  โดยไสเดือนฝอย Steinernema sp. (KP strain) ท่ีแยกจาก จ.
กําแพงเพชร  เปนสายพันธุท่ีมีศักยภาพในการกําจัดแมลงศัตรูพืช  มีคุณสมบัติทนทานตออุณหภูมิสูง  จัดเปน
สายพันธุท่ีเรียกวา heat tolerant isolate เชนเดียวกับไสเดือนฝอย S. riobrave ท่ีพบในรัฐ Taxas 
สหรัฐอเมริกา และ S. abbasi สายพันธุท่ีพบในประเทศ Oman  โดยไสเดือนฝอย KP strain มีประสิทธิภาพ
ในการฆาแมลงตายภายในเวลาสั้นท่ีสุด 10-12 ชั่วโมง  ท่ีอุณหภูมิ 30-35  ํซ  รวมท้ังเพาะเลี้ยงขยายปริมาณได
งายในอาหารเทียมราคาถูก (นุชนารถ และ ณัฏฐิมา, 2552) คุณสมบัติดังกลาวจึงถูกพิจารณาและคัดเลือกมา
ผลิตเพ่ือนําไปใชลดหรือทดแทนสารเคมีกําจัดแมลงในผักปลอดภัย GAP และผักอินทรีย (นุชนารถ และ 
มัลลิกา, 2560)      ดังนั้น ไสเดือนฝอยสายพันธุไทย KP strain จึงควรนํามาพัฒนาการผลิตใหไดปริมาณมาก
ในระดับเชิงพาณิชย  โดยศึกษากระบวนการผลิตในอาหารเหลว ศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาณ
ในอาหารระดับถังหมักดัดแปลง และนําไปทดสอบประสิทธิภาพควบคุมแมลงในสภาพแปลงปลูกตอไป  

 
วิธีดําเนินการ 

- อุปกรณ 
1. ไสเดือนฝอย Steinernema sp. (KP strain)  
2. อาหารเพาะเลี้ยงแบคทีเรียและไสเดือนฝอย  ไดแก โปรตีนผง  ไขผง  นมผง  นมถ่ัวเหลือง  

tryptic soy broth,  nutrient broth,  yeast extract, NaCl และ น้ํามันหมู 
3. อุปกรณในหองปฏิบัติการไสเดือนฝอย ไดแก กลองจุลทรรศนชนิด Stereo microscope เครื่อง

แกว  เครื่องชั่ง ชุดผลิตไสเดือนฝอยพรอมใช  และภาชนะบรรจุอาหารเพาะเลี้ยง 
4. สารเคมีและวัสดุเพาะเลี้ยง ไดแก  แอลกอฮอล 70% สารฆาเชื้อ และ Hyamine 0.1%  
 
- วิธีการ 
1. การขยายปริมาณไสเดือนฝอย Steinernema sp. สายพันธุไทย (KP strain) ในอาหารเหลวสูตร

ตางๆ ในสภาพ monoxenic culture 
- กรรมวิธีการทดลอง  วางแผนการทดลองแบบ CRD  11 กรรมวิธี 3 ซํ้า  ประกอบดวยกรรมวิธีสูตร

อาหาร 11 สูตร คือ 
 กรรมวิธีท่ี 1 สูตรโปรตีนผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 4:3:3 
 กรรมวิธีท่ี 2 สูตรโปรตีนผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 5:2:3 
 กรรมวิธีท่ี 3 สูตรไขผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 4:3:3 
 กรรมวิธีท่ี 4 สูตรไขผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 5:2:3 
 กรรมวิธีท่ี 5 สูตรนมถ่ัวเหลืองผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 4:3:3 
 กรรมวิธีท่ี 6 สูตรนมถ่ัวเหลืองผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 5:2:3 
 กรรมวิธีท่ี 7 สูตรนมถ่ัวเหลืองไวตามิล+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 4:3:3 
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 กรรมวิธีท่ี 8 สูตรนมถ่ัวเหลืองไวตามิล+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 5:2:3 
 กรรมวิธีท่ี 9 สูตรนมผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 4:3:3 
 กรรมวิธีท่ี 10 สูตรนมผง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 5:2:3 
 กรรมวิธีท่ี 11 สูตร Pace et al. (1986) (สูตรเปรียบเทียบ) (tryptic soy broth+ yeast extract+ 
NaCl+น้ํามันหมู) 
   1) เตรียมไสเดือนฝอย  ทําการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณไสเดือนฝอยในหนอนกินไขผึ้ง ตามวิธีการ
ของ Kaya and Stock (1988)   ไดไสเดือนฝอยระยะท่ี 3 หรือระยะเขาทําลาย (Infective Juvenile, IJ)   
นํามาลางดวย 0.1 % hyamine  เปนเวลา 30 นาที เพ่ือฆาเชื้อท่ีผิว  จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น 3 ครั้ง  เก็บไว
ในขวดเก็บเชื้อ (culture flask) ท่ีอุณหภูมิหอง กอนนําไปใช 
  2) เตรียม symbiotic bacteria    แยกแบคทีเรีย Xenorhabdus sp. จากน้ําเลือดของ
หนอนกินรังผึ้ง  ปฏิบัติโดย inoculate ไสเดือนฝอยระยะ IJ ในหนอน  เปนเวลา 48 ชม.  จากนั้นนําหนอนท่ี
ตายมาลางฆาเชื้อท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 95% และลางผานน้ํากลั่น 3 ครั้ง  ใชกรรไกรตัดสวนหัวของหนอนและ
ใชลูปแตะน้ําเลือด  นํามา streak บน อาหาร NBTA ทุกข้ันตอนทําในสภาพปลอดเชื้อ  ท้ิงไว 24 ชม. ท่ี
อุณหภูมิ 25  ํซ ไดโคโลนีเดี่ยวนําไป subculture บน NA ไดโคโลนีระยะ primary from ของแบคทีเรียเก็บ
เปน stock culture ใน glycerol medium ท่ีอุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส 
  3) เตรียมอาหารเหลว  ผสมอาหารสูตรดัดแปลง 10 สูตร และอาหารสูตรของ Pace et al. 
(1990) (เปน control) ปริมาตร 1 ลิตร  ในขวดกวนขนาดปริมาตร 3 ลิตร  นําไปอบนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที   
  4) ยายโคโลนีของแบคทีเรียจาก stock culture ลงในขวดขนาด 125 มล. ท่ีมีอาหารชนิด 
YS broth ปริมาตร 15 มล.   นําไปตั้งบนเครื่องเขยา  ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชม.  จากนั้นนําเซลล
แบคทีเรียท่ีไดไปหยดลงบนอาหารแตละสูตร จํานวน 107 เซลล   ตั้งไวบนเครื่องกวน  เปนเวลา 24 ชม.   
หลังจากนั้นใสไสเดือนฝอยระยะ IJ จํานวน 1 ลานตัวตอสูตรอาหารชนิดตางๆ  ทุกข้ันตอนทําใหสภาพปลอด
เชื้อ   นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 26+2 oซ เปนเวลา 7 วัน 
 บันทึกขอมูล  ตรวจนับจํานวนไสเดือนฝอยภายใตกลองจุลทรรศน  จํานวน 3 ซํ้าตอสูตรอาหาร  
คํานวณคาเฉลี่ยและวิเคราะหขอมูลตามแผนการทดลอง เปรียบเทียบคูเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
เลือกอาหารสูตรท่ีใหผลผลิตไสเดือนฝอยสูงท่ีสุดจํานวน 5 สูตร นํามาทดสอบอีกครั้งโดยปฏิบัติการทดลอง
เหมือนเดิม  และเลือกสูตรอาหารท่ีใหไสเดือนฝอยสูงสุด 3 สูตรอาหาร 
 2. ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเพาะเลี้ยง  เตรียมอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลผลิตไสเดือนฝอยสูงสุด (ผล
จากขอ 1) บรรจุในขวดกวนใบพัดขนาด 3 ลิตร ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร/ขวด  นําไปอบนึ่งฆาเชื้อ  เม่ืออาหาร
เย็น  ทําการหยด symbiotic bacteria จํานวน 107 เซลล/ขวด ลงในอาหารแตละสูตร บมเชื้อเปนเวลา 24 
ชม.  จากนั้นใสไสเดือนฝอยระยะ IJ จํานวน 1  ลานตัว/ขวด ทุกข้ันตอนทําใหสภาพปลอดเชื้อ   นําไปตั้งวาง
บมเพาะเลี้ยงบนเครื่องกวนท่ีอุณหภูมิ 2 ระดับ คือ ท่ี 29+2 oซ และ 25+2 oซ  เปนเวลา 10 วัน 

3  ศึกษาผลของระดับ pH ของอาหารเหลวตอการเพาะเลี้ยง  เตรียมอาหารเหลวสูตรท่ีใหผลผลิต
ไสเดือนฝอยสูงสุด (ผลจากขอ 1) บรรจุในขวดกวนใบพัดขนาด 3 ลิตร ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร/ขวด ปรับระดับ 
pH ของอาหารเปน 5  6  7  8  และ 9  นําไปอบนึ่งฆาเชื้อ  เม่ืออาหารเย็น  ทําการหยด symbiotic 
bacteria จํานวน 107 เซลล/ขวด ลงในอาหารแตละระดับ pH บมเชื้อเปนเวลา 24 ชม.  จากนั้นใสไสเดือน
ฝอยระยะ IJ จํานวน 1  ลานตัว/ขวด ทุกข้ันตอนทําใหสภาพปลอดเชื้อ   นําไปตั้งวางบมเพาะเลี้ยงบนเครื่อง
กวนเปนเวลา 10 วัน 



66 

 

 4. ศึกษาอิทธิพลของแสงตอการเพาะเลี้ยง   
- วางแผนการทดลองแบบ CRD  3 กรรมวิธี  5 ซํ้า  กรรมวิธีประกอบดวย การใหแสง  ไมใหแสง 

และ ใหแสง-ไมใหแสงสลับทุก 12 ชม. โดยใชแสงจากหลอด ไฟฟลูออเรสเซนตตลอดการเพาะเลี้ยง 
-  เตรียมอาหารเหลวสูตรนมถ่ัวเหลือง  บรรจุในขวดกวนใบพัดขนาด 3 ลิตร ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร/

ขวด ปรับระดับ pH ของอาหารเทากับ 7  นําไปอบนึ่งฆาเชื้อ  เม่ืออาหารเย็น  ทําการหยด symbiotic 
bacteria จํานวน 107 เซลล/ขวด บมเชื้อเปนเวลา 24 ชม.  จากนั้นใสไสเดือนฝอยระยะ IJ จํานวน 1  ลาน
ตัว/ขวด ทุกข้ันตอนทําใหสภาพปลอดเชื้อ   นําไปตั้งวางบมเพาะเลี้ยงบนเครื่องกวนท่ีอุณหภูมิ 25+2 oซ ตาม
กรรมวิธีการใหแสง  ไมใหแสง และ ใหแสง-ไมใหแสงสลับทุก 12 ชม. เปนเวลา 10 วัน ตามกรรมวิธีในสภาพ 

5. ทดสอบเก็บรักษาเปนผลิตภัณฑไสเดือนฝอยท่ีผลิตจากอาหารเหลวในวัสดุตางๆ ใหคงความมีชีวิต
อยางนอย 3 เดือน และยังคงศักยภาพในการเปน bio-pesticide      

6. นําไสเดือนฝอยท่ีเลี้ยงจากอาหารเหลวพนกําจัดแมลงศัตรูผักท่ีอัตรา 3 ลานตัว/น้ํา 5 ลิตร/พ้ืนท่ี
แปลงผักของเกษตรกร ขนาด 2x10 ตร.ม. ทุก 10 วัน  เปรียบเทียบกับพนสายพันธุตางประเทศ  
 
 
เวลาและสถานท่ี 

เริ่มตนเดือนตุลาคม 2559  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2561 
สถานท่ีดําเนินการ  สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

การขยายปริมาณไสเดือนฝอย Steinernema sp. สายพันธุไทย (KP strain) ในอาหารเหลวสูตร
ตางๆ ในสภาพ monoxenic culture  ทําการทดสอบ 11 สูตรอาหารเหลว เพาะขยายไสเดือนฝอยสายพันธุ
ไทย {Steinernema sp. Thai (KP) isolate} ใสหัวเชื้อเริ่มตนจํานวน 1 ลานตัว ในปริมาตรอาหาร 1 ลิตร 
สภาพขวดชนิดใบพัดกวนปริมาตร 3 ลิตร ท่ีมีสภาพการเลี้ยงแบบ monoxenic  (มีแบคทีเรีย Xenorhabdus 
sp. รวมดวย จํานวน 107 เซลล/มิลลิลิตร)  เปนเวลา 10 วัน  ในสภาพอุณหภูมิหอง  ไดสูตรอาหารเหลว 3 
สูตร อัตราสวนโปรตีน : ไขมัน : น้ํา เทากับ 5 : 2 : 3  ใหผลผลิตไสเดือนฝอยสูงท่ีสุด ไดแก สูตร 1 นมถ่ัว
เหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา  ใหผลผลิตไสเดือนฝอย 76,000 ตัว/มล. (76 ลานตัวตอลิตร)  สูตร 2 ไขผง+น้ํามัน
หมู+น้ํา ไดผลผลิต 38,000 ตัว/มล. (38 ลานตัวตอลิตร) และสูตร 3 โปรตีนผง+น้ํามันหมู+น้ํา ไดผลผลิต 
31,000 ตัว/มล. (31 ลานตัวตอลิตร) โดยสูตร Pace et al. (1986)  ไดผลผลิต 37,000 ตัว/มล. ซ่ึงไมแตกตาง
ทางสถิติกับสูตรท่ี 2 และ 3 
  จากผลการทดลองท่ีไดจากการเพาะขยายในอาหารเหลว ซ่ึงมีตนทุนต่ําโดยเฉพาะสูตร 1 ใชนมถ่ัว
เหลืองเปนแหลงอาหารโปรตีนท่ีหาซ้ือไดงาย  และใชน้ํามันหมูเปนแหลงไขมัน มีตนทุนคาอาหารต่ํากวา 50 
บาทตออาหาร 1 ลิตร ตลอดจนมีข้ันตอนการเตรียมไมยุงยาก  ไดผลผลิตไสเดือนฝอยในระดับปานกลาง  
อยางไรก็ตาม ยังสามารถปรับสูตรอาหารโดยเพ่ิมอัตราสวนของโปรตีนจาก 5 สวน เปน 6-7 สวนได  
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ภาพท่ี  1  การเลี้ยงไสเดือนฝอยสายพันธุไทย (Steinernema sp. KP isolate) ในขวดชนิดใบพัดกวน สภาพ

การ              เลี้ยงในอาหารเหลวแบบ monoxenic culture 
ผลของอุณหภูมิตอการเพาะเลี้ยง  จากการเพาะเลี้ยงไสเดือนฝอยในอาหารเหลว 3 สูตร  พบวา  สูตร

ท่ี 1 นมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา (7 : 2 : 1) ใหผลผลิตไสเดือนฝอย 42,000 ตัว/มล. (42 ลานตัวตอลิตร) และ 
86,000 ตัว/มล. (86 ลานตัวตอลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 29+2 oซ และ 25+2 oซ ตามลําดับ  ในขณะท่ีสูตร 2 ไขผง+
น้ํามันหมู+น้ํา และสูตรท่ี 3 โปรตีนผง+น้ํามันหมู+น้ํา ใหผลผลิตต่ําไมคุมทุน เฉลี่ยเทากับ  27,000 ตัว/มล. 
(27 ลานตัวตอลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 25+2 oซ    และเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 29+2 oซ เกิดการปนเปอน  ในอาหาร
สูตร 2 และ 3  อยางไรก็ตาม มีการทดสอบซํ้าในอาหารสูตรท่ี 1 ตั้งวางเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 25+2 oซ พบวา
ใหผลผลิตไสเดือนฝอยจํานวน 97,000 ตัว/มล. (97 ลานตัว/ลิตร) 

ผลของระดับ pH ในอาหารเหลวสูตรนมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา (7 : 2 : 1) ตอการเพาะเลี้ยง
ไสเดือนฝอย พบวาผลผลิตไสเดือนฝอยจากการเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีมีระดับ pH ตางกัน เปนเวลา 10 วัน ได
ผลผลิตไสเดือนฝอยสูงท่ีสุดท่ี pH ของอาหารท่ีระดับ 6 และ 7  มีจํานวนไสเดือนฝอย 88,000  และ 104,000 
ตัว/มล. (88 และ 104 ลานตัว/ลิตร) ตามลําดับ  โดยอาหารเหลวท่ี pH  6 และ 7 ไมมีความแตกตางทางสถิติ  
แตระดับ pH ของอาหารท่ี 5  8 และ 9  ใหผลผลิตเพียง 45,000  52,000 และ 55,000 ตัว (45  52 และ 55 
ลานตัว/ลิตร) ตามลําดับ  ซ่ึงแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ 
  ดังนั้น การใชสูตรอาหารนมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา   ในอัตรา 7: 2 : 1 ในขวดชนิดใบพัดกวน 
สภาพการเลี้ยงในอาหารเหลวแบบ monoxenic culture โดยปรับระดับอาหาร pH  7  ตั้งวางท่ีอุณหภูมิ 
25+2 oซ ไสเดือนฝอยเจริญเติบโตและขยายพันธุไดดีท่ีสุด 
  ผลของแสงตอการเจริญเติบโตเพ่ิมจํานวนของไสเดือนฝอยในอาหารเหลวสูตรนมถ่ัวเหลือง+น้ํามัน
หมู+น้ํา (7 : 2 : 1)  พบวาการใหแสง  ไมใหแสง และใหแสง-ไมใหแสงสลับทุก 12 ชม. โดยใชแสงจากหลอด 
ไฟฟลูออเรสเซนตตลอดการเพาะเลี้ยง 10 วัน  ไดผลผลิตไสเดือนฝอย 89  88  และ 90 ลานตัวตอลิตร  ไมมี
ความแตกตางทางสถิติ 



68 

 

  จากเพ่ิมจํานวนไสเดือนฝอยในอาหารเหลว  และนําไปเก็บรักษาในสารอุมความชื้น  ข้ีเลื่อย  และดิน
ผสม  ตรวจนับเปอรเซ็นตการตายหลังเก็บ 3 เดือน พบวามีเปอรเซ็นตการตาย เทากับ 32.2  56.8 และ 49.3 
% ของสารอุมความชื้น  ข้ีเลื่อย และดินผสม ตามลําดับ 

ผลของทดสอบประสิทธิภาพของไสเดือนฝอยท่ีเพาะขยายจากอาหารเหลว โดยนําไปทดสอบในแปลง
คะนา ของเกษตรกร พ้ืนท่ี จ.นนทบุรี     ขนาดแปลงเทากับ 2x10 เมตร ปลูกคะนาไดเทากับ 320 ตน จํานวน 
2 แปลง พนดวยไสเดือนฝอยสายพันธุไทยเปรียบเทียบกับสายพันธุตางประเทศท่ีเลี้ยงจากอาหารเหลว  ผล
การทดสอบประสิทธิภาพของไสเดือนฝอยสายพันธุไทยและสายพันธุตางประเทศ โดยพนในอัตรา 5 ลานตัวตอ
พ้ืนท่ีแปลง 20 ตร.ม. จํานวน 5 ครั้ง (พรอมปลูก  หลังปลูกท่ี 10  20  30 และ 40 วัน)  พบการเขาทําลาย
ของแมลง 2 ชนิด คือหนอนกระทูผัก และดวงหมัดผัก  สุมนับจํานวนแมลงหลังปลูกท่ี 10  20  30 และ 40 
วัน พบแมลงจํานวน 4  16  56 และ 36 ตัวตอ 20 ตน ตามลําดับ ของแปลงท่ีพนดวยไสเดือนฝอยสายพันธุ
ไทย  และเทากับ 1  18  62  และ 68 ตัวตอ 20 ตน ตามลําดับ ของแปลงท่ีพนดวยไสเดือนฝอยสายพันธุ
ตางประเทศ   สามารถคัดผักสงตลาดได คิดเปนรอยละ 92.50 และ 84.38 ตน ของสายพันธุไทยและสายพันธุ
ตางประเทศ ตามลําดับ 

 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

ไสเดือนฝอยกําจัดแมลงสายพันธุไทย (Steinernema sp. KP isolate) สามารถเลี้ยงไดในอาหาร
เหลวสูตรนมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 7: 2 : 1 มีตนทุนคาอาหารต่ํากวา 50 บาทตอลิตร  เลี้ยงใน
ขวดชนิดใบพัดกวน สภาพการเลี้ยงแบบ monoxenic culture ท่ีมีแบคทีเรีย Xenorhabdus sp. รวมดวย 
จํานวน 107 เซลล/มิลลิลิตร และอาหารมี pH เทากับ 7   ตั้งวางในสภาพอุณหภูมิ   25+2 oซ เปนเวลา 10 
วัน   ไสเดือนฝอยเจริญเติบโตและขยายพันธุไดดีท่ีสุด  ระหวาง 90,000-104,000 ตัว/มล. (หรือเทากับ 90 
และ 104 ลานตัว/ลิตร)  ซ่ึงแสงไมมีผลตอการเจริญเติบโตของไสเดือนฝอยขณะเพาะเลี้ยง  ผลผลิตไสเดือน
ฝอยสามารถเก็บรักษาในสารอุมความชื้นไดนาน 3 เดือน มีเปอรเซ็นตการตายนอยท่ีสุด เทากับ 32.2 %  และ
มีประสิทธิภาพในการใชพนกําจัดหนอนกระทูผัก และดวงหมัดผัก ในแปลงผักคะนา โดยพนในอัตรา 5 ลานตัว
ตอพ้ืนท่ีแปลง 20 ตร.ม. จํานวน 5 ครั้ง (พรอมปลูก  หลังปลูกท่ี 10  20  30 และ 40 วัน) สามารถคัดผักสง
ตลาดได คิดเปนรอยละ 92.50 
 

การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
1. ภาคเอกชนหรือหนวยงาน  นําเทคโนโลยีไปผลิตในเชิงพาณิชย   
2. มีสารชีวภัณฑกําจัดแมลงศัตรูพืชเพ่ือใชลดหรือทดแทนสารปองกันกําจัดแมลง 
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บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 

การใชประโยชนจากจุลินทรียและผลิตภัณฑจากจุลินทรีย  โดยศึกษาการผลิตเอ็นไซมตางๆ พบวา

เอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลสท่ียีสตผลิตข้ึน  มีความสามารถในการยอยแปงสุกและแปง

ดิบได และยีสตท่ีสรางข้ึนมานี้สามารถผลิตเอนไซมท้ังสองชนิดออกมาไดโดยใชโปรโมเตอร TEF1 ซ่ึงเปน 

constitutive promoter ท่ีทํางานหรือแสดงออกไดโดยไมตองมีการกระตุนดวยสารชักนําใดๆ นอกจากนี้ยีสต

ท่ีสรางข้ึนมานี้ยังสามารถหลั่งเอนไซมสงออกมานอกเซลลของยีสตได จึงทําใหสะดวกในการใชงานเอนไซม 

สามารถใชยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลสรวมกันในการหมัก

แปงเพ่ือผลิตเอธานอลและยังสามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเอนไซมกลูโคอะไมเลสในเชิงพาณิชย

ตอไป  ซ่ึงสามารถใชยีสตท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสรวมกันในการหมัก

แปง ทําใหลดเวลาและประหยัดคาใชจายในการผลิตเอธานอล 

การผลิตเอ็นไซมไคติเนสจากเชื้อราสาเหตุโรคแมลง  พบวามีท้ังมีเชื้อราหลายชนิดท่ีสามารถผลิต

เอนไซมไคติเนสได   ชนิดท่ีสําคัญคือเชื้อเมตาไรเซียมและบิววาเลีย  เม่ือทําการผลิตไคติเนสแลวนํามาทดสอบ

กับหนอนกระทูผัก  พบวาเอ็นไซมไคติเนสสามารถทําใหแมลงตายไดท้ังในชวงท่ีเปนหนอน  ดักแดและผีเสื้อ    

มีผลในการยับยั้งการกินอาหารโดยหนอนกระทูผักจะไมกินอาหารท่ีมีไคติเนสปะปน  นอกจากนี้ยังมีผลในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตจะทําใหหนอนยืดอายุในการลอกคราบทําใหมีอายุนานกวาหนอนปกติท่ีไมไดรับเชื้อ  

เปอรเซ็นตการตายในชวงดักแดและผีเสื้อจะสูงกวาหนอนท่ีไมไดรับเอ็นไซม    ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม

ถึงรูปแบบท่ีเหมาะสมของเอ็นไซมในการนําไปใชในการกําจัดแมลง  ตลอดจนอายุการเก็บรักษาท่ีจะรักษา

ประสิทธิภาพในการกําจัดแมลง  นอกจากนี้ยังควรมีการศึกษาการนําไคติเนสไปผสมกับสารกําจัดแมลงชนิดอ่ืน

เพ่ือเปนสารออกฤทธิ์  ชวยเสริมประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงไดดียิ่งข้ึน และควรมีการศึกษารูปแบบท่ี

เหมาะสมของเอ็นไซมไคติเนสท่ีเหมาะสมเพ่ือนําไปใชประโยชนตอไป  

การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA  ซ่ึงเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช  ไดคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงจากตัวอยางน้ําแหลงตางๆ สามารถคัดเลือกไดเชื้อ 
Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 ท่ีมีศักยภาพในการผลิตสาร ALA ไดดี เม่ือนํามาทําการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน hemA (synthase) ท่ีควบคุมการผลิตเอนไซม ALA synthase เชื้อ 
Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 พบวาชิ้นยีน hemA (synthase) ท่ีได มีขนาด∼ 1,224 bp เม่ือ
นําไปวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดแลวเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI พบวา มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลี
โอไทดสวนของยีน hem A ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession no. CP015210.1) ท่ี 
identity 100 เปอรเซ็นต เม่ือแปรรหัสเปนลําดับของเปปไทด พบวา มีความคลายคลึงกับอะมิโนแอซิดของยีน 
hemA (synthase) ของ Rhodobacter sphaeroides (Accession No. ACM01167.1) ท่ี identity 99 
เปอรเซ็นต   การโคลนยีนจากการเชื่อมตอชิ้นยีน hem A เขากับ Protein Expression Vector (aLICator 
LIC Cloning and Expression system) สามารถถายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A เขาสู
เซลล      E. coli สายพันธุ BL21 (DE3) เพ่ือการทดสอบการแสดงออกในระดับโปรตีนของเอนไซม ALA 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1043702201?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XRF0P3ZH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221160187?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XRGNMFZS01R
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synthase พบวา รีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase ท่ีไดมีขนาดประมาณ 40 กิโลดาลตัน ซ่ึงตรวจพบ
กิจกรรมของรีคอมบิแนนทเอนไซม ALA synthase มีผลทําให recombinant E. coli สามารถผลิตสาร 
aminolevulinic acid (ALA) ได จึงเปนแนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตสาร ALA เพ่ือการนําไปใช
ประโยชนในดานการเกษตรตอไป  โดยเชื้อ Rhodobacter sphaeroides ไอโซเลท D34 สามารถนําไปเปน
จุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต ALA ไดขอมูลยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางเอนไซม ALA synthase จาก
เชื้อจุลินทรีย   สวนรีคอมบิแนนท E. coli ท่ีผลิตเอนไซม ALA synthase ไดดี สามารถนําไปพัฒนาตอยอด
การพัฒนากรรมวิธีการผลิตสาร ALA ใหมีประสิทธิภาพสูงยิ่งข้ึน ซ่ึงสามารถใชในการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช เพ่ิมผลผลิต เปนทางเลือกในการทดแทนการใชสารเคมี ฮอรโมน และสารเสริมท่ีสังเคราะหท่ีตอง
นําเขาจากตางประเทศ  

การผลิตไสเดือนฝอยกําจัดแมลงสายพันธุไทย (Steinernema sp. KP isolate) สามารถเลี้ยงไดใน
อาหารเหลวสูตรนมถ่ัวเหลือง+น้ํามันหมู+น้ํา อัตราสวน 7: 2 : 1 มีตนทุนคาอาหารต่ํากวา 50 บาทตอลิตร  
เลี้ยงในขวดชนิดใบพัดกวน สภาพการเลี้ยงแบบ monoxenic culture ท่ีมีแบคทีเรีย Xenorhabdus sp. 
รวมดวย จํานวน 107 เซลล/มิลลิลิตร และอาหารมี pH เทากับ 7   ตั้งวางในสภาพอุณหภูมิ   25+2 oซ เปน
เวลา 10 วัน   ไสเดือนฝอยเจริญเติบโตและขยายพันธุไดดีท่ีสุด  ระหวาง 90,000-104,000 ตัว/มล. (หรือ
เทากับ 90 และ 104 ลานตัว/ลิตร)  ซ่ึงแสงไมมีผลตอการเจริญเติบโตของไสเดือนฝอยขณะเพาะเลี้ยง  
ผลผลิตไสเดือนฝอยสามารถเก็บรักษาในสารอุมความชื้นไดนาน 3 เดือน มีเปอรเซ็นตการตายนอยท่ีสุด เทากับ 
32.2 %  และมีประสิทธิภาพในการใชพนกําจัดหนอนกระทูผัก และดวงหมัดผัก ในแปลงผักคะนา โดยพนใน
อัตรา 5 ลานตัวตอพ้ืนท่ีแปลง 20 ตร.ม. จํานวน 5 ครั้ง (พรอมปลูก  หลังปลูกท่ี 10  20  30 และ 40 วัน) 
สามารถคัดผักสงตลาดได คิดเปนรอยละ 92.50  ซ่ึงภาคเอกชนหรือหนวยงานตางๆ  สามารถนําเทคโนโลยีไป
ผลิตในเชิงพาณิชย  เพ่ือใหมีสารชีวภัณฑกําจัดแมลงศัตรูพืชเพ่ือใชลดหรือทดแทนสารปองกันกําจัดแมลง 
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การสกัดพลาสมิด  

โดยใชชุดสกัดพลาสมิด  GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 
 

เลี้ยงเชื้อ E. coli ท่ีมีพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB ท่ีมียาปฏิชีวนะตามท่ีระบุ
สําหรับพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-20 ชั่วโมง   ปนเก็บตะกอนเซลลท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปสกัดพลาสมิดตามวิธีการ
ดังตอไปนี้ 

1. ละลายตะกอนเซลลดวย Resuspension Solution  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  
2. เติม Lysis Solution  ลงในสารละลายขอ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลวกลับ 

หลอดเบาๆ            4-6 ครั้ง เพ่ือผสมใหเขากัน 
3. เติม Neutralization Solution ลงในสารละลายขอ 2 ปริมาตร 350 ไมโครลิตรแล

วกลับ หลอดเบาๆทันที 4-6 ครั้ง  
4. นําไปปนตกตะกอนท่ี 12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที 
5. ใชไมโครไปเปตดูดสารละลายใสในขอ 4 ใสลงใน GeneJET™ spin column 
6. นําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเทของเหลวท้ิง 
7. ลาง GeneJET™ spin column ดวย Wash Solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว 

นําไปปน    เหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเทของเหลวท้ิง  
8. ลาง GeneJET™ spin column ดวย Wash Solution  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล

ว นําไปปน            เหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
9. เทของเหลวในขอ 8 ท้ิง แลวนําไปปนเหวี่ยงซํ้า ท่ี 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 

นาที เพ่ือกําจัดบัฟเฟอรออกจาก Column 
10. นํา GeneJET™ spin column ไปวางในหลอด microcentrifuge ใหม แลวเติม 

Elution   Buffer  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ GeneJET™ spin column 
เพ่ือละลาย    ดีเอ็นเอออกมา บม 2 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที เปนเว
ลา 1 นาที 
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การตรวจขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ( Agarose Gel Electrophoresis) 
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1. เตรียม agarose gel 0.8 % ใน 1X TBE buffer 

2. อุนใหเจลละลาย รอใหเย็นพอท่ีมือจับได 

3. เทลงในถาดสําหรับเตรียมเจล แลววาง comb  รอใหเจลแข็งประมาณครึ่งชั่วโมง   วางถาดเจลลงใน 
chamber เท 1xTBE ใหทวมเจล แลวจึงดึง comb ออก 

4. load ดีเอ็นเอตัวอยางเปรียบเทียบกับ  DNA/Hind III marker  

5. แยกแถบดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา 120 โวลต ตั้งเวลา 30 นาที  

6. แกะเจลออกจากถาดนําไปแชในสารละลาย ethidium bromide 0.5 M เปนเวลา 5 นาที เพ่ือยอมสีแถบ
ดีเอ็นเอ  

7. นําเจลลงแชในน้ํากลั่นเพ่ือลางสีสวนเกินออก เปนเวลา 10 นาที 

8. ตรวจการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยใชเครื่อง Gel Document 
 
 

ภาคผนวก ค 
 

การแยกโปรตีนโดยวิธีการทําเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส  
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis : SDS-PAGE) 

 
การเตรียมเจล 

1. ประกอบชุดแผนแกวเขาดวยกันค่ันดวย spacers ล็อคใหแนบติดกันดวย clamp แลวขัน สกรูใหแนน
วางลงใน casting stand 

2. เตรียมสารละลายเจล 8% โดยผสมสารตอไปนี้ ตามลําดับ คนเบาๆใหเขากัน แตยังไมตองเติม 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) กับ ammonium persulfate 

น้ําปราศจากไอออน     4.6 มิลลิลิตร 
30% acrylamide monomer solution 2.7 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris buffer pH 8.8   2.5 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.1 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.1 มิลลิลิตร 
TEMED     6 ไมโครลิตร 

3. เติม TEMED กับ ammonium persulfate แลวเขยาวนเบาๆ ระวังไมใหเกิดฟองอากาศ 

4. ใชไปเปตดูดสารละลายเจลใสลงท่ีมุมแผนแกว จากนั้นคอยๆหยดน้ํากลั่นใหคลุมผิวเจล ท้ิงไวใหเจ
ลแข็งตัว ใชเวลาประมาณ 45-60 นาที 

5. เตรียม stacking gel monomer โดยผสมสารตอไปนี้ 
น้ําปราศจากไอออน     2.7 มิลลิลิตร 
30% acrylamide monomer solution 0.67 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris buffer pH 6.8   0.5 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.04 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.04 มิลลิลิตร 
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TEMED     4 ไมโครลิตร 

6. เทน้ําท่ีปดหนาเจลออก ซับใหแหงดวยกระดาษ 

7. ดูดสารละลายเจลใสลงระหวางแผนแกว เสียบ comb เพ่ือใหเกิดชอง (well)  
8. ท้ิงไวจนกวาเจลจะแข็ง ใชเวลาประมาณ 45-60 นาที 

9. เอา comb ออก ระวังอยาใหเจลขาด เติม Tank buffer ลงใน chamber 
 
 
การทําอิเลคโตรโฟรีซิส 

1. ใสสารตัวอยางท่ีผสมกับ 2x sample buffer แลวหยอดลงในแตละชองของเจล 

2. ตอชุดอิเลคโตรโฟรีซิสท้ังหมดเขาดวยกัน เสียบปลั๊กตอกับเครื่องจาย กระแสไฟฟา 

3. ตั้งกระแสไฟฟาไวท่ี 120 โวลต ใชเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง สําหรับเจล 1 แผน 
4. ปดเครื่องจายกระแสไฟฟาเม่ือ tracking dye ลงมาถึงดานลาง  

5. นําแผนแกวออกจาก chamber เอา spacers ออก แลวใช spatula งัดแผนแกวเบาๆ เจลจะติดอยูท่ี
แผนแกวขางหนึ่ง คอยๆเทเจลลงในถาดยอม 

 
การเตรียมสียอม PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas, USA) 

1. เติมน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในเจล นําไปเขา microwave ดวยไฟแรง นาน 1 นาที เขยาตอ 5 
นาที  เทน้ําท้ิง 

2. ทําซํ้าขอ 1 จํานวน 3 ครั้ง  

3. เติม PageBlue™ Protein Staining Solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปเขา  microwave ดวยไฟ
แรง นาน 30 วินาที  เขยาตอ 20 นาที  เทสารละลายท้ิง 

4. ลางเจลดวยน้ํากลั่น  5 ครั้ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



80 
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การผลิตเอทานอลจากมันสําปะหลัง (Conventional Process) 
 

ข้ันตอนท่ี 1 การเตรียมวัตถุดิบ มันสําปะหลังท่ีผานการแยกเหงาจะถูกลางใหสะอาดแลวบดใหละเอียด
เปนแปง ไดวัตถุดิบแปงมันสําปะหลัง 

ข้ันตอนท่ี 2 การยอยแปง เปนข้ันตอนการเปลี่ยนแปงใหเปนน้ําตาล (น้ําตาลกลูโคส) เพ่ือใหมีสภาพ
เหมาะกับการหมักเอทานอลดวยยีสตในข้ันตอไป โดยวิธีการยอยแปงอาจใชกรดยอยแปง (Acid Hydrolysis) 
หรือใชเอนไซน (Enzymatic Hydrolysis) ซ่ึงวิธีการท่ีใชเอนไซนเพ่ือยอยแปงนั้นจะไดรับความนิยมมากกวา
เนื่องจากสะดวกและประหยัดตนทุน ข้ันตอนนี้จะทําการยอย 2 ครั้งดวยกัน 

ครั้งท่ี 1 ยอยแปงเพ่ือทําใหแปงมีโมเลกุลเล็กหรือทําใหเหลว (Liquefaction) เปนการเตรียมแปงมัน
สําปะหลัง โดยใชวิธีการตมเค่ียวน้ําแปงสําปะหลังดวยเอนไซมตัวท่ี 1 คือ เอนไซนแอลฟา            อะไมเลส 

(α-amylase) โดยใชเค่ียวรักษาอุณหภูมิท่ีประมาณ 100 องศาเซลเซียส ใชเวลา 2 ชั่วโมง  
ครั้งท่ี 2 ยอยแปงทําใหไดกลูโคสหรือยอยแปงใหเปนน้ําตาล (Saccharification)โดยทําให       น้ําแปง

สุก กอนผสมเอนไซมตัวท่ี 2 คือ กลูโค-อะไมเลส (Glucoamylase หรือ เบตา-อะไมเลส  (beta-amylase) 
เพ่ือยอยแปงสุกใหเปนน้ําตาลกอนเขาสูกระบวนการหมัก  

ข้ันตอนท่ี  3 กระบวนเตรียมหัวเชื้อและการหมัก (fermentation)  
การเตรียมหัวเชื้อ(inoculum) เพ่ือใหไดเชื้อจุลินทรียท่ีแข็งแรงและมีปริมาณมากเพียงพอสําหรับใชใน

การหมัก เม่ือเตรียมหัวเชื้อพรอมแลว ก็เขาสูข้ันตอนการหมัก โดยใชเชื้อยีสต Saccaromyces cerevisiae 
จากนั้นทําการปรับและควบคุมสภาวะของการหมักเชน อัตราการใหอากาศ อัตรา   การกวน คาพีเอชและ
อุณหภูมิ  ใชระยะเวลาการหมัก ประมาณ 48 ชม. ท่ี pH 4-5 โดยทําการหมักในถังหมักท่ีไดเตรียมไว  และใช
เครื่องควบคุมการหมัก (Biostat B) ยีสตสายพันธุนี้ สามารถผลิตเอทานอลไดสูงและสามารถทน
สภาพแวดลอมท่ีมีเอทานอลไดดีกวาสายพันธุอ่ืน  

ข้ันตอนท่ี 4 การกลั่นเอทานอล (Ethanol) ข้ันตอนนี้เปนการกลั่นเพ่ือผลิตเอทานอลและทําใหบริสุทธิ์ 
เปนการแยกเอทานอลท่ีมีความเขมขนประมาณรอยละ 8-12 โดยปริมาตร ออกจากน้ําหมักและน้ําสา โดยการ
กลั่นลําดับสวนซ่ึงสามารถแยกเอทานอลใหบริสุทธิ์รอยละ 95.6 โดยปริมาตร แตการนําไปใชเปนเชื้อเพลิง 
(แกสโซฮอล) นั้นจะตองทําใหเอทานอลมีความบริสุทธไมต่ํากวารอยละ 99.5 โดยปริมาตร ซ่ึงจําเปนตองใช
เทคนิค หรือ เทคโนโลยีในการกลั่นเพ่ือแยกน้ําใหไดเอทานอลท่ีบริสุทธิ์ ท่ีนิยมใชกันอยูมี 3 วิธี คือ 
1. การดูดซับดวย (Molecular sieve) 
2. การกลั่นอะซีโอโทรป (Azeotropic distillation) 
3. เทคโนโลยีแผนเยื่อบาง (Membrane technology) 
(ภูวดี, http://www.vcharkarn.com/varticle/38199) 

 

http://www.vcharkarn.com/varticle/38199
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การเตรียม colloidal chitinและอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

1. การเตรียม colloidal chitin (ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Roberts and Selitrenikoff, 1988)       
    1. เติม 100 g  ของผงไคตินชาๆ ใน HCl 1.75 ลิตร  แลวเขยาชา  3 ชั่วโมง  ดวย magnetic stirrer  
    2. เติมน้ํากลั่นใหไดเปน  20 ลิตร  ผสมใหเขากัน 
    3. จะเห็นตะกอนสีขาว  นําไปปนท่ี 10,000 รอบ  เปนเวลา 10 นาที  ท่ี 4 oC   
    4. ลางตะกอนดวยน้ําเย็นชาๆ หลายๆครั้ง  จนกระท่ัง pH ลดเหลือ 5.5 
    5. น้ําใสจะถูกท้ิงและ  Colloidal chitin จะถูกเก็บไวในตูเย็นท่ี 4 oC         
 

2. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ colloidal chitin agar (CCA)  
1. Colloidal chitin     2  g 
2. Agar                   16  g 
3. Distilled water    1000 ml 
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