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บทคดัยอ่ 

Saccharomyces cerevisiae เป ็นยีสต์ท ี ่ม ีการนำมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอย่าง

กว้างขวาง เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเอทานอลและผลิตสารประกอบประเภทไขมันที่มี

มูลค่าทางการตลาด โครงงานนี้มีจุดประสงค์เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไขมันของยีสต์ S. cerevisiae 

สายพันธุ์ TPD2 โดยการเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายแบบสุ่มด้วยวิธีการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต และ

คัดเลือกยีสต์สายพันธุ์กลายด้วย cerulenin  ผลการทดลองเมื่อฉายรังสีเป็นระยะเวลา 9 - 25 นาที 

พบยีสต์ที่มีอัตรารอดน้อยกว่าร้อยละ 5 จำนวน 109 ไอโซเลท จากนั้นคัดเลือกยีสต์สายพันธุ์กลาย

โดยนำมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง yeast-extract-peptone ผสม cerulenin และทำการคัดเลือกยีสต์ที่

เจริญบนอาหารดังกล่าวแบบสุ่ม เพื ่อนำมาทดสอบต่อไป จากผลการทดลองสามารถคัดแยก   

S. cerevisiae สายพันธุ ์ TPD2 สายพันธุ ์กลายได้ 1 ไอโซเลท คือ S. cerevisiae สายพันธุ ์กลาย 

CE9.5 โดยมีร้อยละปริมาณน้ำมันต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง (ร้อยละ 9.37 ± 0.19) เพิ่มขึ้นร้อยละ 2.25 

อย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดั้งเดิม (ร้อยละ 11.62 ± 1.23)  จากผลการวิเคราะห์

ชนิดกรดไขมัน พบว่ายีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์กลาย CE9.5 มีการสร้างกรดไขมันชนิดโอเลอิก 

(C18:1), กรดปาล์มิโตเลอิก (C16:1), กรดปาล์มิติก (C16:0) และกรดสเตียริก (C18:0) เป็นส่วนใหญ่ 

ทั้งนี้พบกรดไขมันชนิดไมริสติก (C14:0) ด้วย (ร้อยละ 0.51 ± 0.02) เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับเบสใน

ยีน acetyl-CoA carboxylase (ACC1)  ซึ ่งเป ็นยีนที ่ม ีความสำคัญเกี ่ยวข้องกับกระบวนการ

สังเคราะห์กรดไขมัน พบว่า S. cerevisiae สายพันธุ์กลาย CE9.5  มีการเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส 2 

ตำแหน่งคือ G3477T และ G3484T  
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คำสำคัญ: ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae, กรดไขมัน, ยีน acetyl-CoA carboxylase (ACC1), 

ฉายรังสี 
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Abstract 

Saccharomyces cerevisiae is widely applied in the industrial sectors because of 

its capability of ethanol production as well as synthesis of value-added oleochemical 

products. The objective of this study is to increase the potential of lipid production in  

S. cerevisiae strain TPD2 through induced random mutagenesis using ultraviolet 

radiation (UV) and mutant selection by cerulenin.  After 9 - 25 minutes irradiation, the 

survival rate was less than 5 % with 109 colonies. Mutants showing the growth on 

yeast-extract-peptone agar supplemented with cerulenin were selected as a promising 

candidate for further studies. From that strategy, only one mutant of S. cerevisiae  

strain TPD2, namely mutant CE9.5 was selected. The lipid content produced by mutant 

CE9.5 (11.62 ± 1.23 %) was higher than the wild type strain (9.37 ± 0.19%). The major 

fatty acids produced by the mutant were oleic acid (C18:1), palmitoleic acid (C16:1), 

palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), and myristic acid (14:0) (0.51 ± 0.02%). Based 

on DNA sequencing of acetyl-CoA carboxylase (ACC1) gene, which is essential for fatty 

acid synthesis, it was found that S. cerevisiae mutant strain CE9.5 had base substitution 

at G3477T and G3484T, respectively.  

 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, fatty acid, acetyl-CoA carboxylase (ACC1) gene, 

UV radiation  
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บทที1่ 

บทนำ 

 

  ไขมัน เป็นสารชีวโมเลกุลที ่มีความสำคัญต่อสิ ่งมีชีวิตมีหน้าที ่หลากหลาย เช่น 

ฮอร์โมน เป็นส่วนประกอบในเยื่อหุ้มเซลล์ และเป็นแหล่งพลังงาน (Bhagavan and Ha, 2015) 

นอกจากนี้ยังมีบทบาทสำคัญในอุตสาหกรรม คือเป็นส่วนประกอบของสารเคลอืบผวิ สี ผลิตภัณฑ์

ของใช้ส่วนตัว และนำมาใช้เป็นวัตถุดิบตั้งต้นในการผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ (Lamers et al., 2016; 

Schmid, 1987) ไขมันสามารถผลิตได้จากพืชและจุลินทรยี์ (แบคทีเรีย ยีสต์ และจุลสาหร่าย) แต่

การผลิตน้ำมันจากพืชในระดับอุตสาหกรรมนั้นมีต้นทุนการผลิตสูง และส่งผลต่อภาวะขาดแคลน

อาหารเนื่องจากพืชที่ใช้ในการผลิตน้ำมันส่วนใหญ่ใช้เป็นอาหารของมนุษย์ (Hill et al., 2006) 

การผลิตไขมันโดยใช้จุลสาหร่าย (microalgae) จุลสาหร่ายบางชนิดสามารถผลิตและเก็บสะสม

ไขมันไว้ภายในเซลล์ในรูปไตรกลีเซอไรด์ได้มากกว่าร้อยละ 80 แต่มีข้อจำกัด คือ จำเป็นต้องใช้

พื้นที่ในการเพาะเลี้ยงมาก ในขณะที่แบคทีเรียแม้จะมีอัตราการเจริญเติบโตที่สูง ใช้พื้นที่ในการ

เลี้ยงและระยะเวลาในการเจริญเติบโตน้อย แต่พบว่ามีประสิทธิภาพในการสะสมไขมันภายใน

เซลล์ได้น้อยกว่าในสาหร่ายและยีสต์ (Meng et al., 2009) ดังนั้นยีสต์จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ

เนื่องจากใช้ต้นทุนต่ำ ใช้พื้นที่ในการเพาะเลี้ยงและระยะเวลาในการเจริญเติบโตน้อย สามารถ

เติบโตได้ในอาหารเลี้ยงที่มี pH ต่ำจึงสามารถลดปัญหาในการปนเปื้อนจากแบคทีเรียได้ และลด

การเกิดปัญหาการแย่งชิงพื้นที่ทางการเกษตร (Lamers et al., 2016; Tapia et al., 2012) 

  Saccharomyces cerevisiae เป ็นย ูคาร ิ โอตท ี ่ม ีการนำมาใช ้ เป ็นต้นแบบใน

การศึกษาจำนวนมาก นอกจากนี้ยังมีการศึกษาจีโนมทั้งหมดของยีสต์ชนิดนี้แล้วอีกด้วยจึงทำให้มี

ฐานข้อมูลรองรับการศึกษายีสต์ S. cerevisiae เป็นจำนวนมากและยีสต์ชนิดนี้ มีต้นทุนในการ

เพาะเลี้ยงต่ำ สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่หลากหลาย (Wang et al., 2016; Wei, 

2006) S. cerevisiae มีการนำมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอย่างกว้างขว้างเนื ่องจากมี

ความสามารถในการเกิดกระบวนการหมักน้ำตาลให้ผลผลติเป็นเอทานอล (del Castillo Agudo, 

1992) และมีคุณสมบัติในการผลิตสารประกอบประเภทไขมันได้เองภายในเซลล์ซึ่งมีมูลค่าทาง

การตลาดสงู (Veen and Lang, 2004) แต่เนื่องจากข้อจำกัดในการผลิตไขมันในสายพันธ์ุดั้งเดิม

คือ ให้ผลผลิตไขมันต่ำ (Wang et al., 2016) ทำให้ยีสต์ S. cerevisiae  ไม่คุ้มค่าทางเศรษฐกิจ 
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จากรายงานที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า S. cerevisiae เป็นยีสต์ที่สามารถใช้เซลล์ผลิตสาร

ชีวเคมีที่ต้องการ (cell factorial) ในอุตสาหกรรมได้แต่มีประสิทธิภาพในการผลิตไขมันได้น้อย

โดยมีการสะสมไขมันภายในเซลล์ในรูปของไตรกลีเซอไรด์ได้เพียงร้อยละ 1 ต่อน้ำหนักชีวมวล

แห้ง (Ferreira et al., 2018) โครงงานนี ้จ ึงม ีความสนใจที ่จะพ ัฒนาพันธุกรรมของย ีสต์  

S. cerevisiae  โดยมุ่งเน้นที่การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไขมันของยีสต์ชนิดดังกล่าว โดยการ

เหนี ่ยวนำให้เกิดการกลายแบบสุ่มด้วยวิธีการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต และคัดเลือกโดยวิธี 

cerulenin screening (Tapia et al., 2012)  

  Cerulenin เ ป ็ นสารประกอบท ี ่ ส ก ั ด ได ้ จ าก Cephalosporium caerulens 
(Omura, 1976) จัดเป็นสารประกอบที่เป็นตัวยับยั้งที่จำเพาะกับกระบวนการผลิตกรดไขมัน 

(Heath, White, and Rock 2001) จากการศึกษาของ Morita และคณะในปี 2005 โดยเลี้ยง 
Moritella marina ในอาหารที่มี cerulenin พบว่า cerulenin สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ผลิตกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัวที่มีพันธะคู่หลายตำแหน่ง จึงมีการนำมาใช้ในการคัดเลือกสายพนัธ์ุ

กลายของเชื้อ Rhodotorula glutinis ซึ่งเป็นยีสต์ที่สามารถผลิตน้ำมันได้ปริมาณสูง (Wang et 

al., 2009) การใช้วิธ ีการคัดเลือกโดย cerulenin screening ใน S. cerevisiae จึงนำมาใช้

คัดเลือกยีสต์สายพันธ์ุกลายที่มีคุณสมบัติในการผลิตไขมันได้มากข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุ

ดั้งเดิม ดังนั้นยีสต์สายพันธ์ุที่ได้รับการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตที่สามารถเจริญเติบโตได้อย่างปกติ

ในอาหารเลี้ยงที่มี cerulenin จะถูกคัดเลือกและนำไปทดสอบความสามารถในการผลิตไขมันโดย

ศึกษา น้ำหนักชีวมวล การเจริญเติบโต ปริมาณไขมัน และสัดส่วนของกรดไขมันโดยเปรียบเทียบ

กับสายพันธ์ุดั้งเดิม (Tapia et al., 2012) และนำยีสต์สายพันธ์ุกลายที่ได้ไปตรวจสอบการกลาย

ในยีน acetyl-CoA carboxylase (ACC1)  

  ACC1 เป็นยีนที่สำคัญทำหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันโดย 
ACC1 จะผลิตเอนไซม์ acetyl-CoA carboxylase เป ็นเอนไซม์ท ี ่ เปล ี ่ยน acetyl-CoA เป็น 
malonyl-CoA ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการผลิตไขมันโดยขั้นตอนนี้เป็นขั้นกำหนดปฏิกิริยาของการ
สังเคราะห์กรดไขมัน (Hasslasher et al., 1993) โครงงานนี้จึงมุ่งเน้นการตรวจสอบการกลายใน
ยีน ACC1 นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยโดย Ferreira และคณะในปี 2018 ที่ทำให้เกิดการกลายในยีน
ดังกล่าวแล้วได้ปริมาณไขมันที่เพิ่มข้ึน  
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วัตถปุระสงค ์

 เพื่อเหนี่ยวนำให้ S. cerevisiae เกิดสายพันธ์ุกลายที่สามารถผลิตไขมันได้มากข้ึนเมื่อ

เปรียบเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม 

 

ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดร้บั 

1.  ได้ยีสต์สายพันธ์ุกลายทีม่ีคุณสมบัติในการผลิตไขมันได้มากข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกบั
สายพันธ์ุเดิม 

2.  สามารถนำไปประยุกต์ใช้กบัจลุินทรีย์อื่น ๆ ที่ผลิตไขมันเพือ่เพิ่มประสิทธิภาพการ
ผลิตไขมัน และนำไปประยุกต์ใช้ในงานอื่น ๆ ได้ 
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บทที ่2 

การตรวจเอกสารของงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง 
 

1. ไตรเอซลิกลเีซอรอล (triacylglycerol) หรอื ไขมนั (lipid)  

ไตรเอซิลกลีเซอรอล สารชีวโมเลกุลที่มีความสำคัญในสิ่งมีชีวิต สารชีวโมเลกุลใน

กลุ่ม ไตรเอซิลกลีเซอรอลได้แก่ ไขมัน น้ำมัน สเตอรอลรวมไปถึงคอเลสเตอรอล โดยไตรเอซิลกลี- 

เซอรอลเกิดจากหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกุลของกลีเซอรอลทำปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของกรดไขมัน 

3 โมเลกุล สิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่เก็บสะสมไตรเอซิลกลีเซอรอลอยู่ในรปูพลงังานสำรอง การแสดงออกของ

ยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันทำให้ปริมาตรไตรเอซิลกลีเซอรอลที่เก็บสะสมมี

ความแตกต่างกันในแต่ละสายพันธ์ุของจุลชีพ เช่น ความแตกต่างของการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง

กับการผลิตเอนไซม ์acetyl-CoA carboxylase (ACC) นอกจากนี้แหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการเพาะเลีย้ง

ก็เป็นปัจจัยที่ทำให้การสะสมและการผลิตไขมันของยีสต์แตกต่างกัน (Chao, Yen, and Ku, 2009) 

 

2. ความสำคญัของไขมนัในระดบัอตุสาหกรรม 

  ไขมันนอกจากจะมีความสำคัญกับต่อการดำรงชีวิตของสิ่งมีชีวิตแล้วยังมีบทบาท

สำคัญในระดับอุตสาหกรรมอีกด้วย เนื่องจากความหลากหลายของอนุพันธ์ของไขมัน เช่น ไตรเอซิล 

กลีเซอรอลและกลีเซอรอลฟอสโฟลิปิด ความหลากหลายของสารประกอบเหมือนไฮโดรคาร์บอนที่มี

อะตอมของคาร์บอนต่อกันเป็นวงแหวน (aromatic and hydrocarbon-like compounds) เช่น 

สเตอรอยด์ แคโรทีนอยด์ เทอร์พีนและไข (Tao, 2007) จึงมีความนิยมในการนำมาประยุกต์ใช้ใน

ระดับอุตสาหกรรมอย่างหลากหลาย ยกตัวอย่างเช่นอุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเสริมสุขภาพ 

อุตสาหกรรมการแปรรูปอุตสาหกรรมอาหาร และนำมาประยุกต์ใช้เป็นพลังงานทดแทน 

ไขมันสามารถผลิตได้จากพืชไร่ พืชสวน เช่น ถั่วเหลือง ข้าวโพด และคาโนลา แต่

การผลิตน้ำมันจากพืชในระดับอุตสาหกรรมนั้นมีต้นทุนการผลิตสูงต้องใช้พื้นที่ในการเพาะปลูกมาก

และเนื่องจากพืชที่ใช้ในการผลิตน้ำมันส่วนใหญ่ใช้เป็นอาหารของมนุษย์การนำพืชมาอาหารมาใช้ใน

ระดับอุตสาหกรรมทำให้เกิดการแก่งแย่งทรัพยากรและส่งผลต่อภาวะขาดแคลนอาหาร (Hill et al., 

2006) จุลินทรีย์จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มีศักยภาพนอกเหนือจากการผลิตจากแหล่งดั้งเดิมจากพืช 
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และสัตว์ ช่วยแก้ไขปัญหาการใช้พื้นที่ในการเพาะปลูกและปัญหาภาวะขาดแคลนอาหาร สามารถ

เพาะเลี้ยงได้ทุกช่วงเวลาและสามารถใช้อาหารในการเจริญเติบโตได้หลากหลาย นอกจากนี้ไขมนัที่

ผลิตได้ยังมีลักษณะเดียวกันกับที่ผลิตได้จากพืช (Zhu et al., 2008) 

2.1 ประเภทของจุลินทรีย์สะสมไขมัน 

 2.1.1.จุลสาหร่าย (microalgaes) เป็นจุลินทรีย์สะสมไขมันที่สามารถสร้าง

น้ำมันได้จากการย่อยสลายคาร์บอนไดออกไซด์ สามารถผลิตไขมันได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดย

สาหร่ายสามารถผลติไขมันได้ร้อยละ 70 โดยน้ำหนักเซลล์แห้งเมื่อเลี้ยงในสภาพที่เหมาะสม แต่ข้อเสีย

ของสาหร่ายนั้นต้องใช้พื้นที่ในการเลี้ยงมากและต้องบำรุงรักษาให้อยู่ในสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม

และใช้เวลามากในการผลิตน้ำมันเมื่อเทียบกับจุลินทรีย์สะสมไขมันชนิดอื่น และยังมีค่าใช้จ่ายในการ

เลี้ยงและบำรุงพื้นที่ในการเพาะเลี้ยงค่อนข้างสูง (Anderson, 1992) 

 2.2.2.แบคทีเรีย (bacteria) เป็นจุลินทรีย์สะสมไขมันที่เจริญเติบโตได้เร็ว 

ได้ผลผลิตเร็ว และใช้ทรัพยากรในการเลี้ยงต่ำ เมื่อเทียบกับจุลินทรีย์สะสมไขมันชนิดอื่น แต่ไม่นิยมใช้

แบคทีเรียผลิตไขมันในทางอุตสาหกรรมเนื ่องจากการสกัดน้ำมันจากแบคทีเรียนั ้นเป็นไปได้ยาก 

เนื ่องจากการผลิตไขมันที ่ถูกส่งออกมาจากเยื่อหุ ้มเซลล์ชั ้นนอกร่วมกับสารชนิดอื ่นทำให้น้ำมัน

ปนเปื้อนได้ง่าย (Alvarez and Steinbuchel, 2002) 

 2.2.3.ยีสต์ (yeasts) เป็นจุลินทรีย์สะสมไขมันที ่นิยมใช้มากที ่สุดในทาง

อุตสาหกรรมเนื่องจากการผลิตและการสะสมไขมันที่มาก มกีารใช้พื้นที่และทรัพยากรในการเลี้ยงทีต่ำ่ 

ใช้เวลาได้รวดเร็วกว่าสาหร่าย รวมถึงการที่ยีสต์และรานั้นสะสมไขมันไว้ภายในเซลล์ทำให้การสกัด

ไขมันนั้นสามารถทำได้ง่ายและมีการปนเปื้อนต่ำกว่าแบคทีเรีย (Ratledge, 1982) 
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3. Saccharomyces cerevisiae 

 Saccharomyces cerevisiae หรือชื่อสามัญ ยีสต์ขนมปัง (Baker’s yeast) เป็น

ยูคาริโอตที ่มีลักษณะเซลล์เดี ่ยว มีการนำมาใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาจำนวนมากเนื ่องจากมี

การศึกษาจีโนมทั้งหมดของยีสต์ชนิดนี้แล้ว ทำให้มีฐานข้อมูลรองรับการศึกษายีสต์ S. cerevisiae 

เป็นจำนวนมาก ยีสต์ชนิดนี้มีต้นทุนในการเลี้ยงต่ำ เลี้ยงง่าย สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือ

ท ี ่ หล ากหลาย  (Wang et al., 2016; Wei, 2006) S. cerevisiae ม ี การนำมาประย ุกต ์ ใช ้ ใน

อุตสาหกรรมอย่างกว้างขว้างเนื่องจากมีความสามารถในการเกิดกระบวนการหมักน้ำตาลให้ผลผลิต

เป็นเอทานอล (del Castillo Agudo, 1992) และมีคุณสมบัติในการผลิตสารประกอบประเภทไขมัน

ได้เองภายในเซลล์ซึ่งมีมูลค่าทางการตลาดสูง (Veen and Lang, 2004) สามารถใช้เซลล์ผลิตสาร

ชีวเคมีที่ต้องการ (cell factorial) ในอุตสาหกรรมได้ 

 

การจัดจำแนกยีสต์ S. cerevisiae 

Kingdom : Fungi 

Division : Ascomycota 

Class : Saccharomycetes 

Order : Saccharomycetales 

Family : Saccharomycetaceae 

Genus : Saccharomyces 

Species : S. cerevisiae 
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4. การกลายพนัธุ ์

  การกลายพันธุ ์เป็นกระบวนการที่เกิดขึ ้นตามธรรมชาติแบบสุ่ม (spontaneous 

mutation) หรือจากการเหนี่ยวนำโดยมนุษย์หรือสิ่งแวดล้อม (induced mutation) ทำให้ยีนหรือ 

DNA มีการเปลี่ยนแปลงในลำดับและจำนวนของเบสใน DNA ส่งผลให้สิ่งมีชีวิตมีลักษณะที่เปลี่ยนไป

และเกิดการแปรผันทางพันธุกรรมในกลุ่มประชากร  เมื่อมีการถ่ายทอดลักษณะที่แปรผันนี ้ไปยัง 

รุ่นต่อ ๆ ไปซึ่งอาจก่อให้เกิดลักษณะที่ดีข้ึนหรืออาจเกิดผลร้ายหรือไม่มีผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตก็ได้  

4.1 รูปแบบการกลายพันธุ์ 

  4.1.1 การกลายพันธ์ุที่เซลล์ร่างกาย (somatic cell) ซึ่งเกิดข้ึนในบางเซลล์ระหว่าง

การดำรงชีวิตการกลายดังกล่าวจะไม่ถ่ายทอดลักษณะการกลายสู่รุ่นต่อไป  

  4.2.2 การกลายพันธ์ุที่เซลล์สืบพันธ์ุ (germline cell) ซึ่งเกิดข้ึนในเซลล์สืบพันธ์ุของ

รุ่นพ่อแม่โดยสามารถถ่ายทอดลักษณะการกลายไปสูรุ่่นต่อไป (Genetics Home Reference, 2020 : 

online) 

  4.2 ตัวกระตุ้นให้เกิดการกลายพันธุ์ (mutagen) 

  ตัวกระตุ้นหรือตัวเหนี่ยวนำให้ดีเอ็นเอเกิดการกลายพันธ์ุเรียกว่าตัวกระตุ้นให้เกิดการ

กลายพันธ์ุ (mutagen) มี 2 ประเภทคือ สารเคมีและรังสี (Schrader, 2003) 

  4.2.1 สารเคมี (chemical) เช่น สารโคลชิซีน  (colchicine) มีผลทำให้มีการเพิ่ม

จำนวนชุดของโครโมโซม  

               4.2.2 รังสี (radiation) รังสีที่กระตุ้นให้เกิดมิวเทชันมี 2 ชนิดคือ 

4.2.2.1 รังสีที่ก่อให้เกิดไอออน (ionizing radiation) เช่น รังสีบีต้า รังสี

แกมมา รังสีเอกซ์ มีผลทำให้ DNA แตกหักเกิดความเสียหายอย่างมาก 

4.2.2.2 รังสีที ่ไม่ก่อให้เกิดไอออน (non-Ionizing radiation) เช่น รังสี 

อัลตราไวโอเลต มีความยาวคลื่นอยู่ในช่วง 260 นาโนเมตร มีผลทำให้ DNA เกิด

ความเสียหาย เกิดไพรริมีดีนไดเมอร์ ซ ึ ่งส่วนใหญ่พบไทมีนไดเมอร์ เม ื ่อเกิด

กระบวนการซ่อมแซมและจำลองตัวเองของ DNA จะมีการนำเบสแบบสุ่มเข้ามาจับ

บริเวณไดเมอร์ส่งผลให้เกิดการกลายได้ 
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5. ยนี ACC1 

 ACC1 เป็นยีนที ่ม ีความสำคัญในการสร้าง acetyl-CoA carboxylase ซึ ่งเป็น

ขั้นตอนแรกของการสังเคราะห์กรดไขมัน มีหน้าที่เปลี่ยน acetyl-CoA เป็น malonyl-CoA ซึ่งเป็น

ข้ันกำหนดปฏิกิริยาของการผลิตและสะสมไขมันในยีสต์ ACC1 มีการนำไปใช้สำหรับกระบวนการทาง

พันธุวิศวกรรมในการเพิ่มปริมาณการสร้างและเก็บสะสมไขมันในยีสต์ชนิดต่าง ๆ โดยการทำให้มีการ

แสดงออกของยีนเพิ่มข้ึน รวมถึงการถ่ายยีนจากต่างสิ่งมีชีวิตก็มีผลทำให้สิ่งมีชีวิตที่ถูกตัดต่อยีนมีการ

สังเคราะห์และสะสมไขมันเพิ่มสูงข้ึน (Hasslasher et al., 1993) 

 

 

 

ภาพที่ 2.5 แผนภาพการทำงานของยีน  ACC1 (Swinnen et al., 2009) 



9 
 

  

6. Cerulenin  

Cerulenin (C12H17NO3) เป็นสารต้านจุลชีพถูกค้นพบโดย Hata และคณะในปี ค.ศ.

1960 ซึ่งเป็นสารประกอบที่สามารถสกัดได้จาก Cephalosporium caerulens (Omura, 1976) 

มีคุณสมบัติต้านจุลชีพ ต้านเชื้อรา และเป็นสารประกอบที่เป็นตัวยับยั้งที่จำเพาะกับกระบวนการ

ผลิตกรดไขมันและสเตอรอล (Heath et al., 2001) โดยสร้างพันธะโคเวเลนต์กับบริเวณเร่ง

ปฏิกิริยา (catalytic site) ของกระบวนการผลิตกรดไขมันและไปรบกวนปฏิกิริยาการควบแน่น 

( condensation reaction) ขอ ง  acetyl-COA แล ะ  malonyl-COA ทำ ให ้ เ ก ิ ด ก า ร ย ั บ ยั้ ง

กระบวนการผลิตกรดไขมัน กระบวนการผลิตสเตอรอลและกระบวนการผลิต HMG-CoA ในยีสต์

และแบคทีเรีย 

นอกจากนี้ cerulenin ยังสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลติกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัวที่

มีพันธะคู ่หลายตำแหน่ง (polyunsaturated fatty acids) ทำให้ lipid profile เปลี ่ยนแปลงได้ 

เช่น  เพิ ่มประสิทธิภาพการผลิตของ docosahexaenoic acid (DHA) ใน Moritella marina 

strain MP-1 และเพิ่มประสทิธิภาพการผลิตของ eicosapentaenoic acid (EPA) ใน Shewanella 
marinintestina strain IK-1 (Morita et al., 2005) และเนื่องจากคุณสมบัติที่เป็นประโยชนอ์ย่าง

มากคือสามารถเพิ ่มปริมาณของกรดไขมันที ่สะสมภายในเซลล์ชนิดไม่อิ่มตัวที ่มีพันธะคู่หลาย

ตำแหน่ง (intracellular polyunsaturated fatty acids) จึงมีการนิยมนำมาใช้ในการคัดเลือกสาย

พันธ์ุกลายและศึกษากระบวนการการทำงานของผนังเซลล์ (Omura, 1976) 

 

  

4CL 

ภาพที่ 2.6 การยับยั้งของ cerulenin ที่จำเพาะกบักระบวนการผลิตกรดไขมัน (Lim et al., 2011) 
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ตาราง 2.6 คุณสมบัติทางกายภาพของ cerulenin  

  

คุณสมบัต ิ คำอธิบาย 
สูตรเคม ี C12H17NO3  
มวลโมเลกลุ 223.26 
จุดเดือด 93 - 94 °C 
การละลาย ละลายใน CHCl3 , CCl4, EtOAc, benzene ละลายน้ำเล็กน้อย 
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บทที ่3 

วสัดุ อปุกรณ ์และวธิกีารดำเนนิการศกึษา 
 

ตัวอยา่งทีใ่ชใ้นการศกึษา 

  ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สายพันธ์ุ TPD2 (ภูมิภัทร นิลทยา, 2561) 

วสัดแุละอปุกรณ ์

- Microplate reader (Epoch, South Korea) 

- Vortex machine (Gienie-2, USA) 

- Autoclave SX-500E (Tomy, Indonesia) 

- Shaker (Wiggens, Germany) 

- Hotplate stirrer (Scienceware, USA) 

- UV radiation cabinet  

- Incubator (Memmert, Germany) 

- 4 decimal places analytical balance PA214 (Ohaus, USA) 

- Centrifuge Combi – 514R (Hamil, South Korea) 

- PCR machine (Axygen, USA) 

- Gas chromatography GC-2010 Plus (Shimadzu, Japan) 

สารเคม ี

1. สารเคมีที่ใช้ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

- Glucose (Kemaus, Australia) 

- Peptone (Himedia, India) 

- Yeast extract (Himedia, India) 

- Cerulenin (Sigma, USA) 

- Agar  

2.สารเคมีที่ใช้ย้อมเซลล์ 

- Sudan black B (Sigma, USA) 

- Safranin O (Suvchem, India) 
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- 70% Ethanol 

     3.สารเคมีที่ใช้สำหรับการสกัดน้ำมันด้วยวิธี Bligh and Dyer 
- Chloroform  

- Methanol 

- HCl 

4.สารเคมีที่ใช้สำหรับการทำ gas chromatography 

- Hexane 

- กรดไขมันมาตรฐานดังนี้ กรดไขมันลอริก (C12:0) กรดไขมันกรดไมริสติก (C14:0) 

กรดไขมันปาล์มมิติก (C16:0) กรดไขมันปาล์มมิโตเลอิก (C16:1) กรดไขมันสเตียริก 

(C18:0), กรดไขมันโอเลอิก (C18:1) กรดไขมันลิโนเลอิก (C18:2) กรดไขมนัลิโนเล

อิก (C18:3) กรดไขมันอะราคิดิก (C20:0) กรดไขมันอีโคซีโนอิก (C20:1) กรด

ไขมันเบฮินิก (C22:0) และกรดไขมันลิกโนซีริก (C24:0) 

5.สารเคมีที่ใช้สำหรับการสกัด DNA 

-  SE Buffer (Invitrogen, USA) 

 -  Lyticase solution (Invitrogen, USA) 

 -  TL Buffer (Invitrogen, USA) 

 -  Grass beads (Invitrogen, USA) 

 - Proteinase K solution (Invitrogen, USA) 

 -  RNase (Invitrogen, USA) 

 -  BL Buffer (Invitrogen, USA) 

 -  HB Buffer (Invitrogen, USA) 

 - DNA wash Buffer (Invitrogen, USA) 

- Nuclease- Free Water 

4. สารเคมีที่ใช้ในการทำ PCR 

- 5x Phusion taq (BioLabs, USA) 

- dNTPs set 

- DNA template 

- Primer (Pacific science, Thailand ) 
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- Phusion DNA polymerase 

- Nuclease- Free Water 

 5. สารเคมีที่ใช้สำหรับการทำเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

- 1 Kp DNA ladders (Vivantis, Malaysia) 

- 1X Tri-Borate-EDTA (1X TEB buffer) 

- Agarose gel 1.0% (Sigma, USA) 

 

วิธกีารดำเนนิการ 

1. เพาะเลีย้งเชือ้ S. cerevisiae ในอาหารเลีย้งเชือ้ YPD  

       1.1. นำ S. cerevisiae ที่เก็บรักษาไว้ใน glycerol 20% (w/v) ปริมาตร 1 มิลลลิติร 

มาเลี้ยงในอาหาร Yeast Extract Peptone Glucose (YPD) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (ประกอบด้วย 

Glucose, Peptone และ Yeast extract) ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เพื่อทำเป็นหัวเช้ือ   

ที่อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือ 1 ลูป มาขีด

แบบตัดกัน (cross streak) บนอาหารแข็ง YPD เพื่อเก็บไว้เป็นเชื้อต้นแบบ โดยนำมาบ่มในตู้บ่มที่

อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงแล้วจึงเก็บรักษาเช้ือไว้ที่ 4 °C  

  1.2.  เลี้ยง S. cerevisiae ในอาหาร YPD ปรมิาตร 25 มิลลลิิตร ในขวดรูปชมพู่

ขนาด 250 มิลลิลิตร บม่ที่อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที และทำการวัดการเตบิโต

โดยวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทกุ ๆ 2 ช่ัวโมง ตั้งแต่ช่ัวโมงที่ 0 จนกระทัง่

การเจรญิเตบิโตของเช้ือจะเข้าสูร่ะยะ stationary หรือ ลดลง 

 

2. เตรยีมเชือ้ทีจ่ะนำมาฉายรงัสอีลัตราไวโอเลต 

เพาะเลี้ยงยีสต์ S. cerevisiae ในอาหารเหลว YPD ปริมาตรรวม 25 มิลลิลิตรใน

ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยกำหนดปริมาณหัวเชื้อยีสต์เริ่มต้นเท่ากับ 0.4 ที่ค่าการ

ดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 

ช่ัวโมง   
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3. เหนีย่วนำใหเ้กดิการกลายโดยฉายรงัสอีลัตราไวโอเลต 

3.1 นำหัวเชื้อยีสต์เทลงในจานเพาะเชื้อเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร กวนด้วย

แท่งกวนแม่เหล็ก เพื่อให้หัวเช้ือยีสต์ได้รับรังสีอย่างทั่วถึง 

3.2 ฉายรังสีที ่มีหลอด UV-C ความเข้มแสง 10 วัตต์ จำนวน 5 หลอด โดยมี

ระยะห่างระหว่างจานเพาะเชื้อถึงหลอดฉายรังสี 22 เซนติเมตร ฉายรังสีเป็นระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที 

3.3 เก็บตัวอย่างนาทีที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที

โดยถ่ายเช้ือ 1 มิลลิลิตร ลงไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่หุ้มด้วยอะลูมเินียมฟอยล ์

เจือจางความเข้มข้นที ่ความเข้มข้น 10-1 ถึง 10-6 เท่า นำไปเกลี ่ยบนอาหารแข็ง YPD (spread 

plate) หุ้มจานเพาะเช้ือด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ บ่มในที่มืดที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นระยะเวลา 2 วัน 

3.4 นับจำนวนโคโลนีที่ปรากฏบนแต่ละจานเพาะเช้ือ จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาเขียน

กราฟอัตราการอยู่รอด โดยเปรียบเทียบกับนาทีที่ 0 เพื่อหาระยะเวลาการฉายรังสีที่เหมาะสมในการ

เหนี่ยวนำให้เกิดการกลายพันธ์ุ 

 

4. คดัเลอืกสายพนัธุก์ลาย 

4.1 คัดเลือกยีสต์ที่ได้รับการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตแล้วมีอัตราการอยู่รอดน้อยกว่า

ร้อยละ 5 แบบสุ่ม มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง YPD ที่ประกอบด้วย cerulenin 15 ไมโครโมลาร์ (IC50) 

(Junji et al., 1994) เพื่อคัดเลือกสายพันธ์ุกลาย จากนั้นนำมาบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นระยะเวลา 

2 วัน 

4.2 คัดเลือกยีสต์ที่อยู่รอดเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง YPD ที่ประกอบด้วย cerulenin

อย่างสุ่ม นำมาย้อมสีเพื่อดูหยดน้ำมัน โดยถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว YPD และ อาหารเหลว YPD  

Lipid production media สัดส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) เท่ากับ 26 ปริมาตรรวม 

25 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบตอ่นาที 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมงและ 72 ชั่วโมง ตามลำดับ หลังจากนั้นนำมาเกลี่ยบนสไลด์ ปล่อยให้แหงใน

อากาศ (air dry) แลวตรึงด้วยความร้อน (heat fix) โดยนำไปผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง เมื่อสไลด์แห้ง

แล้วจึงนำมาล้างด้วยน้ำกลั่น หยดสี Sudan black B จนทั่วสไลด์และทิ้งไว้ 15 นาที จากนั้นล้างสไลด์
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ตัวอย่างด้วย 70% ethanol เป็นระยะเวลา 5 วินาที ต่อมาจึงหยดสี Safranin O ลงบนสไลด์ตัวอยา่ง

ให้ทั่ว ทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 15 วินาที จากนั้นล้างสไลด์ด้วยน้ำกลั่นและซับให้แห้ง นำไปตรวจดูหยด

น้ำมันด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยายเลนส์ใกล้วัตถุ 100 เท่า เพื่อคัดเลือกไอโซเลทที่มีปริมาณหยด

น้ำมันมากที่สุด 5 ลำดับแรกเพื่อนำไปทำการทดลองต่อไป 

 

5. ทดสอบความสามารถในการผลติไขมนั 

5.1 วัดปริมาณไขมันด้วยวิธี Bligh-Dyer’s method (Bligh and Dyer, 1959; 

Manirakiza, Covaci, and Schepens, 2001) โดยเลี้ยงยีสต์ในในอาหารเหลว YPD 25 มิลลิลิตร 

อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง แล้วถ่ายเชื้อลงใน 

Lipid production media 100 มิลลิลิตร กำหนดปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 0.4 ที ่ค่าการ

ดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 

ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแบบมีฝาปิด ปั่นเหวี่ยงด้วย

ความเร็ว 8300 รอบต่อนาที ที่ 25 °C 5 นาที เทส่วนใสออก ล้างเซลล์ด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 25 

มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8300 รอบต่อนาที ที่ 25 °C 5 นาที เทน้ำออก ทำซ้ำ 2 รอบ 

จากนั้น เติม HCL 4M ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปบ่มในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 

60 °C เป็นเวลา 2 ชั ่วโมง จึงนำมาเติมสารผสม (เมทานอล : คลอโรฟอร์ม อัตราส่วน 1 :1) 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จึงนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เขย่าด้วยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 3 ช่ัวโมง แล้วนำมาปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 6000 รอบต่อนาที ที่ 25 °C 5 นาที แล้วดูดเอา

ไขมัน (ช้ันล่าง) ใส่ไมโครทิวป์ นำไปอบที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และช่ังน้ำหนักไขมัน

ที่สกัดได ้ 

ปิเปตอาหารเลี้ยง Lipid production media ที่มียีสต์ข้างต้น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

เพื่อวิเคราะห์น้ำหนักแห้ง ถ่ายลงไมโครทิวป์ (microtube) ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 8300 รอบต่อ

นาที ที่ 25 °C 5 นาที เทส่วนบนออก เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 มิลลิตร เพื่อล้างเซลล์จากนั้นปั่น

เหวี่ยงด้วยความเร็ว 8300 รอบต่อนาที ที่ 25 °C 5 นาที เทน้ำออก ทำซ้ำ 2 รอบ จากนั้นนำไป

อบที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงเพื่อระเหยน้ำออก แล้วจึงช่ังน้ำหนักแห้ง 
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5.2. วัดสัดส่วนของกรดไขมัน โดยการทำ gas chromatography (Tapia et al., 
2012) โดยใช้ตัวอย่างน้ำมันที่สกัดได้จากข้ันตอนการวัดปริมาณไขมันด้วยวิธี Bligh-Dyer’s method 
เติมสารละลาย 0.01 M NaOH ใน methanol 2 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 °C ในอ่างต้มน้ำร้อน 1 
ชั่วโมง จากนั้นนำมาวางบนน้ำแข็ง 30 นาที จึงเติม Hexane (HPLC Grade) 2 มิลลิลิตร เขย่าแล้ว
นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เขย่าด้วยความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 30 นาที แล้วดูดช้ันบน
ใส่หลอดทดลอง ปล่อยให้ระเหย 24 ชั่วโมง แล้วจึงเติม Hexane (HPLC Grade) 750 ไมโครลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน ปิเปตลง Vial แล้วนำไปวิเคราะห์กรดไขมันด้วย gas chromatography GC-2010 
Plus โดยมีกรดไขมันมาตรฐานดังนี้ กรดไขมันลอริก (C12:0) กรดไขมันกรดไมริสติก (C14:0) กรด
ไขมันปาล์มมิติก (C16:0) กรดไขมันปาล์มมิโตเลอิก (C16:1) กรดไขมันสเตียริก (C18:0), กรดไขมัน
โอเลอิก (C18:1) กรดไขมันลิโนเลอิก (C18:2) กรดไขมันลิโนเลอิก (C18:3) กรดไขมันอะราคิดิก 
(C20:0) กรดไขมันอีโคซีโนอิก (C20:1) กรดไขมันเบฮินิก (C22:0) และกรดไขมันลิกโนซีริก (C24:0) 
 

6. วเิคราะหผ์ลทางสถติ ิ

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของน้ำหนักชีวมวล และ ปริมาณไขมันที่ผลิตได้ของสายพันธ์ุ

กลาย เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดั้งเดิมโดยใช้การวิเคราะห์แบบ one-way ANOVA กำหนดค่าความ

น่าจะเป็น ≤ 0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS 22 (SPSS Inc., USA) 

 

7. ตรวจสอบการกลายในยนี ACC1 

7.1 สกัดดีเอ็นเอจากเซลล์ยีสต์สายพันธุ ์ดั ้งเดิมและสายพันธุ ์กลาย  สายพันธ์ุ 
CE9.05 ซึ่งมีร้อยละปริมาณน้ำมันต่อน้ำหนักเซลล์แห้งเพิ ่มมากขึ้นจากสายพันธุ ์ดั้งเดิมอย่างมี
นัยสำคัญ โดยเลี้ยงยีสต์ในอาหารเหลว YPD 25 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 170 รอบ
ต่อนาที เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนำมาปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 13000 g เป็นเวลา 1 
นาที นำตะกอนที่ได้มาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด PureLink Genomic DNA Kits (Invitrogen, 
USA) จากนั้นปิเปตต์ดีเอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตร นำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื ่อง 
nanodrop ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ซึ่งเป็นค่าการ
ดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอและค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนตามลำดับ เปรียบเทียบเป็นสัดส่วนค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรต่อความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ซึ่งดีเอ็นเอที่มี
ความบริสุทธ์ิค่าดังกล่าวอยู่ในช่วง 1.8 – 2.0 แล้วจึงเก็บดีเอ็นเอที่ได้ที่อุณหภูมิ -20 °C 
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7.2 เพิ่มจำนวนดีเอ็นเอบริเวณยีน ACC1 ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction หรือ PCR) โดยออกแบบไพรเมอร์ 2 คู่ที ่จำเพาะกับยีน ACC1 
ด ้ ว ย โป ร แก ร ม  OligoCalc ( http://biotools.n ubic.north western.edu/OligoCalc.html)  
โดยใช ้ข ้อม ูลย ีน  ACC1 ของย ีสต์  S. cerevisiae สายพ ันธ ุ ์  S288C จากฐานข ้อม ูล NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ในการออกแบบไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ที่ใช้ดังตารางที่ 3.7.1 

 

 
โดยส่วนประกอบของปฏิกิริยาทั้งหมด 50 ไมโครลิตรแสดงในตารางที่  3.7.2 ส่วนประกอบของ
ปฏิกิริยา PCR สำหรับสายพันธ์ุดั้งเดิม (ภาคผนวก) และตารางที่  3.7.3 ส่วนประกอบปฏิกิรยิา PCR 
สำหรับสายพันธ์ุกลาย สายพันธ์ุ CE9.05 (ภาคผนวก) โดยกำหนดสภาวะดังตารางที่ 3.7.4  

 
ตารางที่ 3.7.4 สภาวะ Thermocycling 

ขัน้ตอน อณุหภมู ิ เวลา 
Initial 98 °C 30 วินาที 
Denature 98 °C 10 วินาที 
25 - 35 Cycles (Annealing) 52 °C 30 วินาที 
Final Extension 72 °C 1 นาที  
Hold 4 °C 1 นาท ี

 
7.3 ตรวจสอบขนาดดีเอ ็นเอเบื ้องต้นโดยการทำเจลอิเล ็กโทโฟริส ิส (Gel 

electrophoresis) โดยใช้ agarose gel ความเข้มข้นร้อยละ 1 ใช้กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 
โวลต์ เป็นเวลา 30 นาทีและใช้ 1 Kb DNA ladder เป็น DNA marker ในการเปรียบเทียบขนาด
ของผลิตภัณฑ์ PCR  โดยดีเอ็นเอบริเวณยีน ACC1 มีขนาด 6,702 bpจากนั้นส่งวิเคราะห์ลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ ที่บริษัท Pacific Science ประเทศไทย  

ตัวอยา่ง ลำดบัเบส (5’-3’) Tm (°C) ความยาว (bp) 
Forward primer 1 CTC CAC AGA AGA TGG AGT AC 51.8 20 
Reverse primer 1 GCA ACC TTC ACA ACA GAG GA 51.8 20 
Forward primer 2 CTA AGG TCG CTC TAC AAG CA 51.8 20 
Reverse primer 2 CAT TGT CAT GGT CGC TTC TG 51.8 20 

 ตารางที่ 3.7.1 ไพรเมอร ์
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8. เปรยีบเทยีบลำดบันวิคลโีอไทดข์องยนี ACC1 

นำผลวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1   
ในสายพันธุ ์ดั ้งเดิม (TPD2) กับสายพันธุ ์กลาย สายพันธุ ์ CE9.05 โดยใช้โปรแกรม Benchling 

(https://www.benchling.com)  
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บทที ่4  

ผลการศกึษา 
 

ผลจากการวดัการเตบิโต  

  จากการวัดการเติบโตของยีสต์ S. cerevisiae โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 2 ช่ัวโมง เริ่มตั้งแต่ช่ัวโมงที่ 0 จนกว่าค่าการดูดกลืนแสงจะคงที่ หรือ 

ลดลงพบว่า ช่วง 0 - 2 ชั่วโมงแรกเป็นช่วง lag phase ยีสต์ปรับตัวให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมใหม่ มีการ

แบ่งเซลล์ไม่มาก ในช่วง 2 - 20 ช่ัวโมงยีสต์เข้าสู่ช่วง log phase มีการแบ่งเซลล์อย่างรวดเร็ว เป็น

ช่วงที่มีอัตราการเติบโตสูง จากนั้นช่วง 20 - 32 ช่ัวโมงเป็นช่วงที่มีการแบ่งเซลล์สูงที่สุดและค่อนข้าง

คงที่หรือ stionary phase ไม่มีการแบ่งจำนวนเพิ่มอีกหรืออาจมีอัตราการเกิดเท่ากับอัตราการตาย 

และช่วง 32 - 48 ช่ัวโมงเข้าสู่ช่วง death phase ไม่มีการแบ่งเซลล์เพิ่มข้ึนและมีค่าการดูดกลืนแสง

ลดลงดังแสดงในภาพที่ 4.1 

 

ภาพที่ 4.1 การเจริญเตบิโตของ S. cerevisiae ในอาหารเลีย้ง YPD ในช่วง 0 - 48 ช่ัวโมง 
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ผลจากการเหนีย่วนำใหเ้กดิการกลายโดยฉายรงัสอีลัตราไวโอเลต 

จากการนำสารแขวนลอยไปฉายรังสีอัลตราไวโอเลตในตู้ฉายรังสี ที่มีหลอด UV-C 

ความเข้มแสง 10 วัตต์ จำนวน 5 หลอด เป็นระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 

และ 30 นาที พบว่าช่วงเวลาที่ทำให้ยีสต์มีอัตราการอยู่รอดน้อยกว่าร้อยละ 5 อยู่ในช่วง 9 - 25 นาท ี

โดยระยะเวลาการฉายรังสี 9 นาที คัดแยกยีสต์ได้ 33 ไอโซเลท ระยะเวลาการฉายรังสี 10 นาที คัด

แยกยีสต์ได้ 32 ไอโซเลท ระยะเวลาการฉายรังสี 15 นาที คัดแยกยีสต์ได้ 21 ไอโซเลท ระยะเวลา

การฉายรังสี 20 นาที คัดแยกยีสต์ได้ 12 ไอโซเลท และระยะเวลาการฉายรังสี 25 นาที คัดแยกยีสต์

ได้ 11 ไอโซเลท ดังแสดงในภาพที่ 4.2 

   

ภาพที่ 4.2 อัตราการอยูร่อดของ S. cerevisiae ในอาหารเลี้ยง YPD หลังจากฉายรังส ี
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ผลจากการคดัเลอืกสายพนัธุก์ลายโดย cerulenin และยอ้มสหียดนำ้มนั 

  เมื่อนำสายพันธุ์กลายที่มีอัตราการอยู ่รอดน้อยกว่าร้อยละ 5 และมีโคโลนีเดี่ยว 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีมากกว่า 2 มิลลิเมตร มาเลี ้ยงบนอาหารแข็ง  YPD ประกอบด้วย 

cerulenin พบว่า ยีสต์สายพันธุ ์ดั ้งเดิมและสายพันธุ ์กลายสามารถเจริญเติบโตในอาหารที ่มี 

cerulenin ไดไ้ม่แตกต่างกันดังตารางที่ 4.1 (ภาคผนวก) 

 หลังจากนั้นย้อมสีหยดน้ำมันด้วย Sudan black B และ Safranin O แลว้ตรวจสอบ

ด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าไอโซเลท CE9.05, CE10.37, CE15.16, CE25.08 และ CE25.10 มี

ปริมาณหยดน้ำมันมากที่สุด 5 ลำดับแรกดังตารางที่ 4.2 (ภาคผนวก) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพที่ 4.3 ยีสต์สายพันธ์ุดั้งเดิมและสายพันธ์ุกลายบนอาหารแข็ง YPD ที่ประกอบด้วย cerulenin 
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                                                         ภาพที่ 4.4 การย้อมหยดน้ำมัน 
         ก. สายพันธ์ุดั้งเดิมบนอาหารแข็ง YPD                          ข. สายพันธ์ุ CE9.05 บนอาหารแข็ง YPD ที่ม ีcerulenin 
         ค. สายพันธ์ุ CE10.37 บนอาหารแข็ง YPD ที่ม ีcerulenin  ง. สายพันธ์ุ CE15.16 บนอาหารแข็ง YPD ที่ม ีcerulenin 
         จ. สายพันธ์ุ CE25.08 บนอาหารแข็ง YPD ที่ม ีcerulenin  ฉ. สายพันธ์ุ CE25.10 บนอาหารแข็ง YPD ที่ม ีcerulenin 

 

 

 

ก. ข. 

ฉ. จ. 

ค. 

ง. 
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ผลการทดสอบการผลติไขมนั 

  จากการคัดเล ือกเบื ้องต้นโดยการเล ี ้ยงบนอาหารแข็ง YPD ที ่ประกอบด้วย 

cerulenin และย้อมสี Sudan black B เพื ่อพิจารณาปริมาณหยดน้ำมันภายในเซลล์ยีสต์ทำให้

คัดเลือกไอโซเลทที่มีปริมาณหยดน้ำมันภายในเซลล์มากที่สุด 5 อันดับแรกมาทำการทดลองคือ  

สายพันธ์ุ CE9.05, CE10.37, CE15.16, CE25.08, และ CE25.10 โดยเปรียบเทียบกันสายพันธ์ุดั้งเดมิ 

โดยผลการสกัดไขมันดังตาราง 4.3 และภาพที่ 4.5  

   จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 22 (SPSS Inc., USA) ด้วยวิธี 

One-way ANOVA test วางแผนการทดลองแบบ CRD พบว่าสายพันธ์ุ CE9.05 มีค่าเฉลี่ยร้อยละ

ปริมาณน้ำมันต่อน้ำหนักเซลล์แห้งเพิ่มข้ึน ร้อยละ 2.25 แตกต่างกับสายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญ

ทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95 % ในขณะที่ สายพันธ์ุ CE25.10 ค่าเฉลี่ยร้อยละปริมาณน้ำมันต่อน้ำหนัก

เซลล์แห้งลดลง ร้อยละ 3.85 แตกต่างกับสายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95 

ทั้งนีค่้าเฉลี่ยน้ำหนักเซลล์แห้งของทุกสายพันธ์ุไม่แตกต่างกับสายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ

ที่ความเช่ือมั่น 95 % จึงสามารถคัดแยกยีสต์สายพันธ์ุกลายที่มีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ำมันต่อ

น้ำหนักเซลล์แห้งเพิ่มข้ึนแตกต่างกับสายพันธ์ุดั้งเดิมได้ 1 ไอโซเลท คือ สายพันธ์ุ CE9.05  

  เมื่อทำการทดสอบ 3 ช่ัวรุ่นเพื่อทดสอบความเสถียรในการผลิตไขมันพบว่าค่าเฉลี่ย

ร้อยละปริมาณน้ำมันต่อน้ำหนักเซลล์แหง้และค่าเฉลี่ยน้ำหนักเซลล์แหง้ของทกุสายพันธ์ุไม่แตกต่างกบั

สายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95 % 

 

ตารางที่ 4.3 ผลการสกัดไขมันด้วยวิธี Bligh and Dyer 

ตัวอยา่ง นำ้หนกัเซลลแ์หง้ 
(g/L) 

ปรมิาณนำ้มนัจากการสกดั 
(g/L) 

รอ้ยละปรมิาณนำ้มนั
ตอ่นำ้หนกัเซลลแ์หง้ 

สายพันธ์ุดั้งเดมิ 10.156 0.951 9.371 ± 0.190 
สายพันธ์ุ CE9.05 10.233 1.188 11.620 ± 1.232 
สายพันธ์ุ CE10.37 10.878 1.0213 9.403  ± 1.290 
สายพันธ์ุ CE15.16 10.267 0.948 9.792 ± 0.650 
สายพันธ์ุ CE25.08 10.756 0.948 9.020 ± 1.275 
สายพันธ์ุ CE25.10 11.822 0.6289 5.521 ± 0.946 
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สายพันธ์ุดั้งเดิม สายพันธ์ุ 
CE9.05

สายพันธ์ุ 
CE10.37

สายพันธ์ุ 
CE15.16

สายพันธ์ุ 
CE25.08

สายพันธ์ุ 
CE25.10

สายพันธ์ุ

น้้าหนักเซลล์แห้ง (g/L)

ปริมาณน้้ามันจากการสกดั (g/L)

ร้อยละปริมาณน้้ามันต่อน้้าหนักเซลลแ์ห้ง

ภาพที่  4.5 ผลการสกัดไขมันด้วยวิธี Bligh and Dyer ในแต่ละสายพนัธ์ุ 
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จากผลการว ิ เคราะห ์ชน ิดกรดไขม ันด ้วยว ิธ ี  gas chromatography พบว่า 
ยีสต์สายพันธุ์ดังเดิมมีการสะสมกรดไขมันชนิด กรดปาล์มิติก (C16:0) กรดปาล์มิโตเลอิก (C16:1)  
กรดสเตียริก (C18:0) และกรดไขมันชนิดโอเลอิก (C18:1) ร้อยละ 16.47 ± 2.12, ร้อยละ 28.82 ±  
1.69, ร้อยละ 11.01 ± 0.86 และร้อยละ 43.97 ± 4.29 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 4.6 และ 4.7 
         
                     ในขณะที่ย ีสต์สายพันธุ ์กลาย สายพันธุ ์ CE9.05 มีการสะสมกรดไขมันชนิด 
ไมริสติก (C14:0) กรดปาล์มิติก (C16:0) กรดปาล์มิโตเลอิก (C16:1) กรดสเตียริก (C18:0) และกรด
ไขมันชนิดโอเลอิก (C18:1) ร้อยละ 0.51 ± 0.02, ร้อยละ 15.17 ± 0.15, ร้อยละ 37.20 ± 0.07, 
ร้อยละ 7.62 ± 0.24 และร้อยละ 39.51 ± 0.12 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 4.6 และ 4.8 
 

 

 
ภาพที่  4.6 กรดไขมันที่สกัดได้จากสายพันธ์ุกลาย CE9.05 เปรียบเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดิม 
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ภาพที่ 4.7 โครมาโทรแกรมกรดไขมันทีส่กัดได้จากยสีตส์ายพันธ์ุดั้งเดิม 

ภาพที่ 4.8 โครมาโทรแกรมกรดไขมันทีส่กัดได้จากยสีตส์ายพันธ์ุกลาย CE9.05 

กรดปาลมิติก กรดโอเลอกิ 

กรดปาลมิโตเลอิก กรดสเตียรกิ 

กรดปาลมิติก กรดโอเลอกิ 

กรดปาลมิโตเลอิก กรดสเตียรกิ 

กรดไมรสิติก 
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ผลตรวจสอบการกลาย ในยนี ACC1 

เมื่อนำยีสต์สายพันธ์ุดั้งเดิมและสายพันธ์ุกลายมาทำการสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่มจำนวน

ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจากนั้นนำผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าเกิดแถบดีเอ็นเอขึ้นบริเวณความยาวประมาณ 3,000 – 4,000 คู่เบส

ทั้งหมด 4 ตัวอย่างจากยีสต์สายพันธ์ุดั้งเดิมและสายพันธ์ุกลาย และใช้น้ำกลั่นเป็น Negative control  

แสดงดังภาพที่ 4.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

ภาพที่  4.9 ช้ินส่วนดีเอ็นเอบรเิวณยีน ACC1 บน 1% Agarose gel 
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จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACC1  ในยีสต์สายพันธุ์ดั้งเดิม (S. cerevisiae 

สายพันธ์ุ TPD2) เปรียบเทียบกับยีสต์สายพันธ์ุกลาย สายพันธ์ุ CE9.05 โดยใช้โปรแกรม Benchling 

(https://www.benchling.com) ร ่วมกับการดูกราฟโครมาโทรแกรมโดยใช้โปรแกรม BioEdit 

(Bioedit Ltd., England) พบว่ามีการเปลี ่ยนแปลงแทนที่เบส 2 ตำแหน่ง ได้แก่  G3477T และ 

G3484T ดังแสดงในภาพที่ 4.10 

  

  
สายพนัธุด์ัง้เดมิ 

สายพนัธุก์ลาย CE9.05 

สายพนัธุด์ัง้เดมิ 

 
สายพนัธุก์ลาย CE9.05 

 

G3477T G3484T 

ภาพที่ 4.10 ผล alignment ของยีสตส์ายพันธ์ุดั้งเดมิและสายพันธ์ุกลาย สายพันธ์ุ CE9.05 
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บทที ่5 

อภปิรายผลการศกึษา 
   

1.  การวดัการเตบิโต 

จากการวัดการเติบโตของของยีสต์ S. cerevisiae โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 2 ชั่วโมง เริ่มตั้งแต่ชั่วโมงที่ 0 จนกว่าค่าการดูดกลืนแสงจะ

คงที่หรือลดลง ช่วง sationary phase ชั่วโมงที่ 20 - 28 มีการดูดกลืนแสงลดลง และเพิ่มขึ้นใน

ชั่วโมงที่ 32 ซึ่งอาจเกิดจากยีสต์มีอัตราการแบ่งเซลล์น้อยกว่าอัตราการตายหรืออาจเกิดจากการ

ตกตะกอนของสารละลายยีสต์ที่นำไปตรวจสอบจึงทำให้ค่าไม่คงที่ตามอุดมคติ เมื่อนำข้อมูลจากการ

ทดลองมาทำกราฟพบว่ามีการแปรผันของค่าที่วัดได้น้อยเมื่อเปรียบเทียบกับช่วงอื่น ๆ จึงถือว่าช่วง

ชั่วโมงที่ 20 - 32 เป็นช่วง sationary phase และจากการวิจัยของ Resnick และ Setlow ในปี 

ค.ศ. 1972 พบว่าเซลล์ยีสต์เมื่อเข้าสู่ช่วง log phase และ sationary phase เซลล์จะมีความไวต่อ

รังสีอัลตราไวโอเลต (UV sentitivity) มากกว่าปกติ และมีการทำงานของเอนไซม์ในกระบวนการโฟ

โตรีแอคติเวชัน (Photoreactivation) ลดลง  จากกราฟการเติบโตจึงเลือกใช้ยีสต์ อายุ 14 ช่ัวโมงซึ่ง

อยู่ในช่วง log phase มาทำการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต 

 

2.  การเหนีย่วนำใหเ้กดิการกลายโดยฉายรงัสอีลัตราไวโอเลต 

จากการนำยีสต์ไปฉายรังสีอัลตราไวโอเลตในตู้ฉายรังสีที่มีหลอด UV-C ความเข้ม

แสง 10 วัตต์ จำนวน 5 หลอด เป็นระยะเวลา 0, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที พบว่าจาก

การฉายรังสียีสต์สามารถมีชีวิตอยู่ได้ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับนาทีที่ 0 โดยมีอัตราการอยู่รอดนอ้ย

กว่าร้อยละ 5 - 10 (ตาราง 5.1) ตั้งแต่การฉายรังสีเป็นเวลา 30 นาที จึงมีการเปลี่ยนช่วงเวลาในการ

ฉายรังสีให้แคบลง คือฉายรังสีเป็นระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 และ 30 

นาทีพบว่าช่วงเวลาที่ทำให้ยีสต์มีอัตราการอยู่รอดร้อยละ 5 - 10 อยู่ในช่วง 7 และ 8 นาที โดยมี

อัตราการอยู่รอดร้อยละ 8.8 และร้อยละ 6.0 ตามลำดับ ระยะเวลาดังกล่าวสามารถคัดแยกยีสต์ได้

จำนวนที่มากเกินกว่าจะตรวจสอบการกลายได้ทั้งหมดจึงปรับเกณฑ์การคัดเลือกยีสต์สายพันธ์ุกลาย
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โดยคัดเลือกไอโซเลททีม่ีอัตราการอยู่รอดน้อยกว่าร้อยละ 5 จึงคัดเลือกยีสต์ที่ได้รบัการฉายรังสตีัง้แต่ 

9 นาทีขึ้นไปมาทำการทดลอง 

 

3.  การคดัเลอืกสายพนัธุก์ลายดว้ยวิธ ีcerulenin screening 

 จากการคัดเลือกยีสต์ที่ได้รับการฉายรังสีอัลตราไวโอเลตแบบสุ่ม มาเลี้ยงบนอาหาร

แข็ง YPD ที่ประกอบด้วย cerulenin 15 ไมโครโมลาร์ (Junji et al., 1994) บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C 

เป็นระยะเวลา 2 วัน ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Tapia และคณะ 2012 ที่ใช้เช้ือ Lipomyces staekeyi 

เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPX ประกอบด้วย cerulenin บ่มเป็นระยะเวลา 5 - 8 วัน พบว่ายีสต์สายพนัธ์ุ

ดั้งเดิมและสายพันธุ์กลายทุกไอโซเลทสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี  cerulenin ซึ่ง

อาจเกิดจากปริมาณของ cerulenin 15 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นปริมาณที่น้อยทีสุ่ดที่ยีสต์สามารถอยูร่อด

ได้ร้อยละ 50 (IC50) ที่ดัดแปลงวิธีจาก Junji และคณะ 1994 ซึ่งใช้ในยีสต์ S. cerevisiae สายพันธ์ุ 

S288C ยังไม่ถึง IC50 ใน S. cerevisiae สายพันธ์ุ TPD2 ซึ่งยังไม่มีการศึกษามาก่อนหน้านี้ 

 

4.  ผลการทดสอบการผลติไขมนั 

จากการตรวจสอบการสะสมไขมันของสายพันธ์ุกลาย CE9.05 เปรียบเทียบกับสายพันธ์ุ

ดั้งเดมิพบว่า ยีสต์สายพันธ์ุกลาย CE9.05 มีการสะสมกรดไขมันชนิดไมริสติก (C14:0) ในขณะที่ไม่พบ

การสะสมกรดไขมันชนิดนี้ในยีสต์สายพันธุ์ดั้งเดิม จากการศึกษาของ Keith และคณะในปี 1973 

อ้างอิงใน Schweizer, Werkmeister, และ Jain ในปี 1978 พบว่าการสะสมกรดไขมันของยีสต์

ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น อุณหภูมิ อาหาร ระยะเวลาและปริมาณที่เลี้ยง แหล่งคาร์บอน เป็น

ต้น ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์กลายสามารถสร้างกรดไขมันอิ่มตัวสายยาวได้แต่มีเพียงการสร้าง

กรดไขมันอิ่มตัวสายยาวนั้นยีสต์ไม่สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ จึงมีการสร้างกรดไขมันอิ่มตัวสายสั้นที่มี

คาร์บอนอะตอม 13 – 17 อะตอม ขึ้นมาเพื่อความอยู่รอดในการดำรงชีวิต ดังนั้นจึงเป็นเหตุผลของ

การพบการสะสมกรดไขมันชนิดไมริสติก (C14:0) ในยีสต์สายพันธ์ุกลาย CE9.05                                               
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5. ตรวจสอบการกลาย ในยีน ACC1 

 เนื่องจากยีน ACC1 เป็นยีนขนาดใหญ่ มีขนาด 6,702 คู่เบส การออกแบบไพรเมอร์ 

2 คู่จึงไม่เพียงพอที่จะทำให้เพิ่มปริมาณยีนได้ทั้งหมด ทำให้ผลการส่งวิเคราะห์ลำดับเบสในยีน ACC1 

ได้ลำดับเบสไม่ครบทั้งหมดของยีน และถึงแม้ว่าการวัดความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอจะช่วง 1.8 – 2.0 ซึ่ง

ถือเป็นช่วงที่ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์แต่ผลโครมาโตแกรมพบว่ากราฟมีความทับซ้อนกันอย่างมากใน

บางบริเวณจึงไม่นำบริเวณดังกล่าวมาพิจารณาการกลายเนื่องจากไม่สามารถยืนยันได้ว่าเกิดการกลาย

จริงหรือเกิดจากความผิดพลาดของผลวิเคราะห์ลำดับเบส  ทั้งนี้ไม่สามารถทำการทดลองเพิ่มเติมได้

เนื่องจากติดสถานการณ์การแพร่ระบาดของเช้ือไวรัสที่ก่อให้เกิดโรค COVID-19  
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บทที6่ 

สรปุผลการศกึษา 
  

 การเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายแบบสุ่มของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เพื่อ

เพิ ่มประสิทธิภาพการผลิตไขมันโดยการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต คัดเลือกโดยเลี ้ยงบนอาหารที่

ประกอบด้วย cerulenin และการย้อมสีหยดน้ำมัน สามารถคัดแยกยีสต์ S. cerevisiae ได้   

1 ไอโซเลท คือ สายพันธ์ุ CE9.05 ที่มีค่าเฉลี่ยร้อยละปริมาณน้ำมันต่อน้ำหนักเซลล์แห้งเพิ่มข้ึนร้อยละ 

2.25 แตกต่างกับสายพันธ์ุดั้งเดิมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95 % โดยมีการสะสมกรด

ไขมันชนิดไมริสติก (C14:0) กรดปาล์มิติก (C16:0) กรดปาล์มิโตเลอิก (C16:1) กรดสเตียริก (C18:0) 

และกรดไขมันชนิดโอเลอิก (C18:1) ร้อยละ 0.51 ± 0.02, ร้อยละ 15.17 ± 0.15, ร้อยละ 37.20 ± 

0.07, ร้อยละ 7.62 ± 0.24 และร้อยละ 39.51 ± 0.12 ตามลำดับ เมื่อทำการตรวจสอบการกลายใน

ยีน ACC1 พบว่าสามารถระบุตำแหน่งการเปลี่ยนแปลงแทนที่เบสได้ 2 ตำแหน่ง คือ G3477T และ 

G3484T ทั้งนี้ยีสต์ S. cerevisiae มีการศึกษาอย่างหลากหลายทำให้มีข้อมลูรองรบัการทำการทดลอง

และนอกจากนี้ยังเลี้ยงง่ายและใช้ระยะเวลาสั้น  นอกจากนี้ไขมันที่ผลิตได้มีองค์ประกอบเหมอืนกับ

ไขมันที่ผลิตได้จากพืชจึงสามารถนำไประยุกต์ใช้ได้อย่างหลากหลาย 
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ภาคผนวก ก 
 

ตารางที ่ 3.7.2 สว่นประกอบปฏกิริยิา PCR สำหรบัสายพนัธุ์ดัง้เดมิ 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที ่ 3.7.3 สว่นประกอบปฏกิริยิา PCR สำหรบัสายพนัธุก์ลาย สายพนัธุ ์CE9.05 

components 50 µl RXN 
5X Phusion HF or GC Buffer 10 µl 
10 mM dNTPs 1 µl 
10 µM Forward Primer 2.5 µl 
10 µM Reverse Primer 2.5 µl 
Template DNA 1 µl 
Phusion DNA Polymerase 0.5 µl 
Nuclease- Free Water 32.5 µl 

 

  

components 50 µl RXN 
5X Phusion HF or GC Buffer 10 µl 
10 mM dNTPs 1 µl 
10 µM Forward Primer 2.5 µl 
10 µM Reverse Primer 2.5 µl 
Template DNA 2 µl 
Phusion DNA Polymerase 0.5 µl 
Nuclease- Free Water 31.5 µl 
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ตาราง 4.1 ผลการคดัเลอืกสายพนัธุก์ลายโดย cerulenin 

ไอโซเลท 
เวลาที่ไดร้บัการ
ฉายรงัส ี(นาท)ี 

ผลการอยูร่อด 

 

ไอโซเลท 
เวลาที่ไดร้บัการ
ฉายรงัส ี (นาที) 

ผลการอยูร่อด 

CE9.1 9 + 
 CE9.24 9 + 

CE9.2 9 + 
 CE9.25 9 + 

CE9.3 9 + 
 CE9.26 9 + 

CE9.4 9 + 
 CE9.27 9 + 

CE9.5 9 + 
 CE9.28 9 + 

CE9.6 9 + 
 CE9.29 9 + 

CE9.7 9 + 
 CE9.30 9 + 

CE9.8 9 + 
 CE9.31 9 + 

CE9.9 9 + 
 CE9.32 9 + 

CE9.10 9 + 
 CE9.33 9 + 

CE9.11 9 + 
 CE10.11 10 + 

CE9.12 9 + 
 CE10.12 10 + 

CE9.13 9 + 
 CE10.13 10 + 

CE9.14 9 + 
 CE10.14 10 + 

CE9.15 9 + 
 CE10.15 10 + 

CE9.16 9 + 
 CE10.16 10 + 

CE9.17 9 + 
 CE10.17 10 + 

CE9.18 9 + 
 CE10.18 10 + 

CE9.19 9 + 
 CE10.19 10 + 

CE9.20 9 + 
 CE10.20 10 + 

CE9.21 9 + 
 CE10.21 10 + 

CE9.22 9 + 
 CE10.22 10 + 

CE9.23 9 + 
 CE10.23 10 + 
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ไอโซเลท 
เวลาที่ไดร้บัการ
ฉายรงัส ี(นาท)ี 

ผลการอยูร่อด 

 

ไอโซเลท 
เวลาที่ไดร้บัการ
ฉายรงัส ี (นาที) 

ผลการอยูร่อด 

CE10.25 10 + 
 CE10.39 10 + 

CE10.26 10 + 
 CE10.40 10 + 

CE10.27 10 + 
 CE10.41 10 + 

CE10.28 10 + 
 CE10.42 10 + 

CE10.29 10 + 
 CE15.1 15 + 

CE10.30 10 + 
 CE15.2 15 + 

CE10.31 10 + 
 CE15.3 15 + 

CE10.32 10 + 
 CE15.4 15 + 

CE10.33 10 + 
 CE15.5 15 + 

CE10.34 10 + 
 CE15.6 15 + 

CE10.35 10 + 
 CE15.7 15 + 

CE10.36 10 + 
 CE15.8 15 + 

CE10.37 10 + 
 CE15.9 15 + 

CE10.38 10 + 
 CE15.10 15 + 

CE10.39 10 + 
 CE15.11 15 + 

CE10.40 10 + 
 CE15.12 15 + 

CE10.41 10 + 
 CE15.13 15 + 

CE10.42 10 + 
 CE15.14 15 + 

CE10.33 10 + 
 CE15.15 15 + 

CE10.34 10 + 
 CE15.16 15 + 

CE10.35 10 + 
 CE15.17 15 + 

CE10.36 10 + 
 CE15.18 15 + 

CE10.37 10 + 
 CE15.19 15 + 

CE10.38 10 + 
 CE15.20 15 + 
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ไอโซเลท 

เวลาที่ไดร้บัการ
ฉายรงัส ี(นาท)ี 

ผลการอยูร่อด 

CE15.21 15 + 

CE20.1 20 + 

CE20.2 20 + 

CE20.3 20 + 

CE20.4 20 + 

CE20.5 20 + 

CE20.6 20 + 

CE20.7 20 + 

CE20.8 20 + 

CE20.9 20 + 

CE20.10 20 + 

CE20.11 20 + 

CE20.12 20 + 

CE25.1 25 + 

CE25.2 25 + 

CE25.3 25 + 

CE25.4 25 + 

CE25.5 25 + 

CE25.6 25 + 

CE25.7 25 + 

CE25.8 25 + 

CE25.9 25 + 

CE25.10 25 + 

CE25.11 25 + 

 หมายเหต ุ + หมายถึง สามารถดำรงชีวิตอยู่รอดได ้
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ตาราง 4.2 การยอ้มสหียดนำ้มนั 

ไอโซเลท เวลาทีไ่ดร้บัการฉายรงัส ี (นาท)ี ปรมิาณหยดนำ้มนั 

WT 0 + 
WT+CE 0 + 
CE8.10 8 ++ 
CE8.15 8 + 
CE8.16 8 + 
CE9.1 9 ++ 
CE9.5 9 +++ 
CE9.17 9 + 
CE10.11 10 ++ 
CE10.37 10 +++ 
CE15.05 15 + 
CE15.12 15 + 
CE15.16 15 +++ 
CE20.06 20 + 
CE20.07 20 ++ 
CE20.09 20 ++ 
CE20.11 20 ++ 
CE20.12 20 + 
CE25.03 25 + 
CE25.04 25 + 
CE25.08 25 +++ 
CE25.09 25 ++ 
CE25.10 25 +++ 

หมายเหตุ : + หมายถึงพบน้อย, ++ หมายถึงพบมาก, +++ หมายถึงพบมากทีสุ่ด  

เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุดั้งเดมิ 
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ตาราง 5.1 จำนวนโคโลนยีสีตท์ีม่ชีวีติรอดหลงัจากฉายรงัสอีลัตราไวโอเลตชว่ง 0 – 180 นาท ี

 

 

  

dilution/time  100 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 

0 mins. >300 >300 >300 >300 >300 148 20 
30 mins. >300 >300 27 7 0 0 0 
60 mins. 109 23 0 0 0 0 0 
90 mins. 0 0 0 0 0 0 0 
120 mins. 0 0 0 0 0 0 0 
150 mins. 0 0 0 0 0 0 0 
180 mins. 0 0 0 0 0 0 0 
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ตาราง 5.2 จำนวนโคโลนยีสีตท์ีม่ชีวีติรอดหลงัจากฉายรงัสอีลัตราไวโอเลตชว่ง 0 – 30 นาท ี

 

  

dilution/time  100 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 

0 mins. >300 >300 >300 >300 >300 230 13 3 0 
1 mins. >300 >300 >300 >300 >300 187 19 2 0 
2 mins. >300 >300 >300 >300 >300 161 15 0 0 
3 mins. >300 >300 >300 >300 >300 135 15 0 0 
4 mins. >300 >300 >300 >300 >300 101 15 0 0 
5 mins. >300 >300 >300 >300 >300 84 7 0 0 
6 mins. >300 >300 >300 >300 298 37 0 0 0 
7 mins. >300 >300 >300 >300 203 23 0 0 0 
8 mins. >300 >300 >300 >300 138 21 0 0 0 
9 mins. >300 >300 >300 >300 72 14 0 0 0 
10 mins. >300 >300 >300 224 56 2 0 0 0 
15 mins. >300 >300 268 26 0 0 0 0 0 
20 mins. >300 >300 62 10 0 0 0 0 0 
25 mins. >300 113 8 2 0 0 0 0 0 
30 mins. >300 146 6 3 0 0 0 0 0 
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ภาคผนวก ข 

สตูรอาหารเลีย้งเชือ้ 

 

อาหารเหลว YPD  

   Yeasts extract     10 g/L 

   Peptone     20 g/L 

   Glucose     20 g/L 

Lipid production media 

Yeasts extract     5 g/L 

   Peptone     5 g/L 

   Glucose     70 g/L 

อาหารเหลว YPD ประกอบดว้ย Cerulenin 

Yeasts extract     10 g/L 

   Peptone     20 g/L 

   Glucose     20 g/L 

   Cerulenin     15 M 
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