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5. บทคัดย่อ   :   

เอนไซม์ย่อยแป้งที่เกี่ยวข้องในขบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง มี 2 ชนิดด้วยกัน คือ 

แอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส  ซึ่งปัจจุบันมีการใช้เทคนิครีคอมบิแนนท์เอนไซม์เข้ามาช่วยในการผลิต

เอนไซม์ให้มีคุณสมบัติหรือปริมาณที่ต้องการได้ ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์น ายีนแอลฟาอะไมเลสและ

กลูโคอะไมเลสเข้าสู่ยีสต์ เพ่ือยีสต์สามารถสร้างและหลั่งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส เพ่ือใช้ย่อย

แป้งมันส าปะหลังในการผลิตเอธานอลได้ในขั้นตอนเดียว และเพ่ือการผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะ

ไมเลสเชิงพาณิชย์ในอนาคตต่อไป โดยเพ่ิมปริมาณยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสด้วยเทคนิค polymer-

ase chain reaction (PCR) ย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sap I และน าไปเชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิด pD1214-AT 

(ATUM, USA) น าพลาสมิดลูกผสมถ่ายฝากเข้าเซลล์ยีสต์ Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc-1 

จากนั้นตรวจสอบความสามารถในการย่อยแป้งของยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะ

ไมเลส โดยเลี้ยงยีสต์ในอาหารที่มีแป้งมันส าปะหลัง พบว่า ยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส และ

กลูโคอะไมเลสสามารถ ย่อยแป้งได้ โดยไม่ต้องมีการกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีน 
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Abstract 

Alpha-amylase and glucoamylase is an enzyme that catalyses the breakdown of starch in-
to 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 con-
structed 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 en-
hanced starch degradation. 

6. ค าน า                                 :   

จากวิกฤตการณ์ที่น้ ามันมีราคาสูงขึ้นเรื่อยๆ ท าให้เกิดความต้องการพลังงานทดแทนน้ ามันเชื้อเพลิง
ประเภทต่างๆ เช่น พลังงานแสงอาทิตย์ ลม น้ า ไฮโดรเจนและชีวมวล โดยเฉพาะพลังงานทดแทนจากภาค
การเกษตร สามารถน าปาล์มน้ ามันและสบู่ด า ผลิตเป็นไบโอดีเซล อ้อย ข้าวโพด ข้าวฟ่างและมันส าปะหลัง ผลิต
เป็นเอทานอล เพ่ือน าไปผสมกับน้ ามันเบนซิน ผลิตเป็นแก๊สโซฮอล์ 

ประเทศไทยเริ่มใช้เอทานอลผสมน้ ามันเบนซินเพ่ือการผลิตแก๊สโซฮอล์มานานกว่า 20 ปีแล้ว  โดย
ด าเนินการจากแนวพระราชด าริในพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวเมื่อปี 2528 ในโครงการส่วนพระองค์  ครั้งนั้นได้
ศึกษาการผลิตแก๊สโซฮอล์เพ่ือใช้เป็นพลังงานทดแทน โดยผลิตเอทานอลจากอ้อย หลังจากนั้นก็เกิดความตื่นตัวทั้ง
จากภาครัฐและเอกชนเข้ามาร่วมพัฒนาและน าไปทดสอบกับเครื่องยนต์อื่นๆ เป็นต้นมา (อัมพร, 2537) 

ประเทศไทยมีวัสดุที่มีศักยภาพผลิตเอทานอลหลายชนิด แต่จากการประเมินขั้นต้นพบว่าตามสภาพที่
เป็นอยู่ในปัจจุบัน ทั้งมันส าปะหลังและอ้อยมีความเหมาะสมมากกว่าพืชชนิดอ่ืนในการที่มีวัตถุดิบปริมาณมากพอ
ส าหรับการผลิตอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ นอกจากนั้นประเทศไทยมีความพร้อมด้านความรู้ความเข้าใจรายละเอียด
และเทคโนโลยีที่เกี่ยวกับการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง (อัมพร, 2537)     

เอนไซม์ย่อยแป้งที่เกี่ยวข้องในขบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง จะเห็นว่ามี 2 ชนิดด้วยกัน คือ 

แอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส  โดยแอลฟาอะไมเลสจะตัดพันธะ -1,4 กลูโคซิดิก ระหว่างโมเลกุลกลูโคส

ภายในส่วนของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน  ผลผลิตที่ได้คือ oligosaccharide และ -limit-dextrin (ภาพที่ 1) 

ส่วนกลูโคอะไมเลสจะตัดพันธะที่จับกันของกลูโคสทั้งพันธะ -1,4 และ -1,6 กลูโคซิดิก   ซึ่งการ
ท างานจะตัดโมเลกุลที่ต าแหน่งปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ดังนั้นผลผลิตที่ได้จะเป็นกลูโคสอย่างเดียว 
(ภาพที่ 2)   

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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แหล่งของเอนไซม์อะไมเลสที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์มีหลายชนิดด้วยกัน ดังแสดงในตารางที่  1 

 
ภาพที่ 1   การท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสตัดพันธะ -1,4 กลูโคซิดิก 
 

 

 
 

ภาพที่ 2   การท างานของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสตัดพันธะ -1,4 และ -1,6 กลูโคซิดิก    
 

ตารางที่ 1 จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสและคุณสมบัติบางประการ 
 

แหล่งของจุลินทรีย์ น้ าหนักโมเลกุล(Da) อุณหภูมิที่เหมาะสม (oC ) 

-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 

(พักตร์ประไพ และ วิชัย, 2546) 
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ช่วงแรกของการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซม์อะไมเลส  จะเป็นการศึกษาคุณสมบัติและการผลิตเอนไซม์จาก
จุลินทรีย์โดยตรง  เช่น  การศึกษาการผลิตกลูโคอะไมเลสจากเชื้อรา  A.  niger H9 เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเอนไซม์ โดยวิธีเลี้ยงบนอาหารแข็ง (อรพิน, 2530) การผลิตเอนไซม์อะไมเลสจากจุลินทรีย์ Thermoan-
aerobacterium  sp. สายพันธุ์ NOI-1 ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่มทนร้อนที่ไม่ใช้ออกซิเจนในการเติบโต และ
สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารที่มีแป้ง (อาคม และคณะ, 2553) 

ต่อมาการผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากจุลินทรีย์จะเป็นการโคลนยีนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซม์ให้มากขึ้น  เช่น  การโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสจากเชื้อ  B. licheniformis (Shahhoseini et al., 2003)  
จากเชื้อ  Halothermothrix  orenii  (Mijts and Patel, 2002)  และจากเชื้อ  Streptococcus bovis 148  
(Satoh et al.,1993)  ถ่ายฝากเข้าสู่  Escherichia  coli.   

Jeang และคณะ (2002) ได้พบแบคทีเรียในดิน Cytophaga  sp. ซึ่งมีเอนไซม์อะไมเลสที่สามารถย่อย
แป้งดิบได้ (raw-starch-digesting amylase: RSDA) มีน้ าหนักประมาณ 59 กิโลดาลตัน   จากการศึกษาพบว่า 
ยีน RSDA มีความเหมือนกับแอลฟาอะไมเลสในแบคทีเรีย Bacillus  sp. 3 สายพันธุ์  จึงได้ท าการโคลนยีน RSDA  
และถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  E. coli พบว่ายังคงคุณสมบัติของ RSDA  เหมือนกับที่ผลิตจาก Cytophaga  
sp. 

Özcan และคณะ (2001) พบว่า  B.  subtilis สายพันธุ์ RSKK 246 ผลิตแอลฟาอะไมเลส  ขนาด65 กิโล
ดาลตัน จึงท าการโคลนยีนเข้าสู่พลาสมิดพาหะ pUB110 และถ่ายฝากเข้าสู่ B. subtilis สายพันธุ์ RSKK246, 
RSKK243, RSKK244, YB886 และ ORBAM โดย recombinant plasmid ที่ใช้ถูกควบคุมการแสดงออกด้วยโปร
โมเตอร์ของ Bacillus sp. เอง พบว่ามีการแสดงออกสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม  และยังมีการโคลนยีนแอลฟาอะ
ไมเลส ให้มีการแสดงออกในยีสต์ Yarrowia  lipolytica (Park et al., 1997) และ Saccharomyces  cere-
visiae (Southgate et al., 1993) ด้วย   

นอกจากเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส  จะได้จากจุลินทรีย์แล้ว ยังพบในพืชด้วย เช่น ข้าว มีรายงานการศึกษา
ลายพิมพ์ของเอนไซม์อะไมเลสในเมล็ดข้าวที่ก าลังงอก (Mitsunaga et al., 2001)    การศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลส และความมีชีวิตของต้นกล้า (Seedling vigor) (Karrer et al., 
2004)  

ดังที่กล่าวข้างต้นแล้วว่า เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสสามารถย่อยได้เฉพาะพันธะ -1,4 กลูโค  ซิดิกหรือ

ย่อยเแป้งสุกเท่านั้น ส่วนกลูโคอะไมเลสย่อยทั้งพันธะ -1,4 และ -1,6 กลูโคซิดิก นั่นคือสามารถย่อยได้ทั้งแป้ง
สุกและดิบ จึงได้มีการโคลนยีนกลูโคอะไมเลสถ่ายฝากเข้ายังเชื้อรา  A. niger  เพ่ือเพ่ิมจ านวนชุด (copy num-
ber) ของยีนกลูโคอะไมเลส  ส่งผลให้เชื้อรา A.  niger  ผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลสได้มากขึ้น (Verdoes et al., 
1994; MacKenziea et al., 2000; Yao et al., 2001) นอกจากนี้ยังโคลนยีนกลูโคอะไมเลส เพ่ือผลิตเอนไซม์
ปริมาณมากในยีสต์ Pichia pastoris (Liu et al., 2005) ในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (Murai et al., 
1998; Lin et al., 1998; Garc´ıa       et al., 2005; Kosugi et al., 2009)  Shigechi และคณะ (2002) ได้ท า
การโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสเข้าสู่ยีสต์  S.  cerevisiae  เพ่ือให้ยีสต์ผลิตเอนไซม์ได้ทั้งสอง
ชนิด  ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์น ายีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสเข้าสู่ยีสต์ เพ่ือยีสต์สามารถ
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สร้างและหลั่งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส เพ่ือใช้ย่อยแป้งมันส าปะหลังในการผลิตเอธานอลได้ใน
ขั้นตอนเดียว และเพ่ือการผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสเชิงพาณิชย์ในอนาคตต่อไป 
7. วิธีด าเนินการ                          :  

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 

1. สารเคมีและเอนไซม ์ 
1.1 สารเคมี  

สารเคมีที่ใช้ในการทดลองซื้อมาจากบริษัทที่เป็นตัวแทนจ าหน่ายในประเทศไทย  
1.2 สารเคมีที่ใช้ทดสอบทางชีวเคมี 

 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit) ของ             
Fermantas 

 สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
 

1.3 เอนไซม์ 

 Fast digest Sap I (Fermantas, USA) 

 T4 ligase (Fermantas, USA) 

 GoTaq polymerase (Promega, USA) 
 

2. จุลินทรีย์ พลาสมิด และอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 แบคทีเรียและยีสต์ 

 แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α 

 ยีสต์ Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc 
 2.2 พลาสมิด 

 พลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส (pQAMY) จากงานวิจัยก่อนหน้า 

 พลาสมิดลูกผสมของยีนกลูโคอะไมเลส (pJAMY) จากงานวิจัยก่อนหน้า 

 พลาสมิด pD1214-AT (ATUM, USA) 
 

 2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 2xYT (Himedia, India) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อยีสต์ YPD (Himedia, India) 
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 อาหารคัดเลือกยีสต์ minimal SD-U  (Clontech, USA)  
 

3. เครื่องมือ 
3.1 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp® PCR System 9700, Applied           
Biosystems) 
3.2 อุปกรณ์การอ่านภาพและบันทึกผล ได้แก่ Gel documentation พร้อมเครื่องพิมพ์ 
3.3 เครื่อง Spectophotometer ส าหรับใช้วัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) 
3.4 เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน ควบคุมอุณหภูมิ 
3.5 ไมโครปิเปตขนาด P1,000  P200  P100 และ P2  ไมโครลิตร 
 

วิธีการทดลอง 
 
1. การสังเคราะห์และเชื่อมต่อยีนแอลฟาอะไมเลส (AAMY) เข้ากับเวคเตอร์  

เพ่ิมปริมาณยีน AAMY ด้วยเทคนิค PCR ท าโดยใช้พลาสมิดลูกผสม pQAMY (จากงานวิจัยก่อนหน้า)  
เป็นแม่แบบในส่วนผสมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย pJAMY  1 ไมโครกรัม, 1X PCR buffer 
with MgCl2,  80 ไมโครโมลร์ dNTPs,  ไพรเมอร์ 0.4 ไมโครโมลาร์(ประกอบด้วย F-AAMY1214 (5' - TACAC-
GTACTTAGTCGCTGAAGCTCTTCTATGTTTGCAAAACG - 3 ')  0.2 ไมโครโมลาร์  และ R-AAMY1214 (5 ' - 
TAGGTACGAACTCGATTGACGGCTCTTCTACCTCAATGGGGAAG - 3') 0.2 ไมโครโมลาร์ ),  2.5 ยูนิต  Pfu 
DNA polymerase (Fermentas, USA) จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยาด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ยี่ห้อ 
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอนการท าปฏิกิริยา
ดังนี้ คือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
(denature) อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 300 วินาที (ex-
tension) น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส ใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และ
สกัดบริสุทธิ์ด้วยชุด PCR Kit (Fermentas, USA)  

น าผลผลิตจาก PCR ตัดด้วยเอนไซม์ Sap I ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยยีน 
AAMY  20 นาโนกรัม, 1X Fast Digest buffer และ 1 ไมโครลิตร Fast Digest  Sap I บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และน ายีน AAMY ที่
ตัดด้วยเอนไซม์ Sap I แล้ว และเวคเตอร์ pD1214-AT (ATUM, USA) มาเชื่อมต่อกันโดยใช้เอนไซม์ T4 DNA 
ligase ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย ยีน AAMY ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Sap I  10 นาโนกรัม, 
pD1214-AT 10 น า โน กรั ม , 1x Rapid Ligation Buffer, 5 ยู นิ ต  T4 DNA ligase (Thermo Scientific,  
USA) บ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าพลาสมิดลูกผสมถ่ายฝากใน E. coli สายพันธุ์ 

DH5  ด้วยวิธีการ heat shock transformation  เริ่มจากการน าแบคทีเรียที่อยู่ในสภาพพร้อมรับดีเอ็นเอ 
(competent cell) แช่ในน้ าแข็งจนกระทั่งละลายประมาณ 2 ใน 3 ส่วน เติมสารละลายดีเอ็นเอที่เชื่อมต่อแล้ว
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จ านวน 5 ไมโครลิตร ผสมลงในสารแขวนลอยแบคทีเรีย บ่มในน้ าแข็งนาน 30 นาที น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที  แล้วน ามาแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที เติมอาหาร LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 
เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส น าสารแขวนลอยแบคทีเรียที่
ปั่นตกตะกอนแล้วทิ้งส่วนน้ าใส 700 ไมโครลิตร ละลายเชื้อแบคทีเรีย  น าไปเกลี่ยบนอาหาร LB ที่มี Ampicillin 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 16-20 ชั่วโมง ตรวจสอบขนาดของยีน AAMY  ที่สอดแทรก
อยู่ในพลาสมิดโดยเทคนิค colony PCR  ท าโดยใช้โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร เป็นแม่แบบในส่วนผสมของ
ปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  1X PCR buffer,  2 มิลลิโมล MgCl2,   80 ไมโครโมลาร์ dNTPs,  ไพร
เมอร์ 0.4 ไมโครโมลาร์(ประกอบด้วย F-AAMY1214 0.2 ไมโครโมลาร์ และ R-AAMY1214 0.2 ไมโครโมลาร์),  
2.5 ยูนิต  Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยาด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ
อัตโนมัติ (PCR) ยี่ห้อ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิใน
ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 90 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 60 วินาที (extension) น าดีเอ็นเอที่ เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 
เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, 
USA)   

 
2. การการสังเคราะห์และเชื่อมต่อยีนกลูโคอะไมเลส (GAMY) เข้ากับเวคเตอร์  

เพ่ิมปริมาณยีน GAMY ด้วยเทคนิค PCR ท าโดยใช้พลาสมิดลูกผสม pJAMY (จากงานวิจัยก่อนหน้า) 
และใช้ไพรเมอร์ F-GAMY1214 (5’-TACACGTACTTAGTCGCTGAAGCTCTTCTATGTCGTTCCGATC-3’) และ 
R-GAMY1214 (5’-TAGGTACGAACTCGATTGACGGCTCTTCTACCCTACCGCCAGG-3’) ในปฏิกิริยา PCR และ
น าผลผลิต PCR เชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pD1214-AT วิธีการเช่นเดียวกับข้อ 1 

 
3. การน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์ยีสต์โดยวิธี LiAc/single-stranded carrier DNA/PEG method 

เลี้ยงเซลล์ยีสต์  Saccharomyces  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง  ที่ 30 องศาเซลเซียส เจือจางยีสต์ให้ได้ค่า optical density ที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.4 ในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อต่ออีก 2-4 ชั่วโมง 
จากนั้นแยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  
ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 1X TE (10 mM Tris,pH 7.5; 1 mM EDTA)  ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ละลายเซลล์ด้วย 
1 XLiAC/0.5XTE (100 mM Lithium Acetate, pH 7.5; 5 mM Tris,pH 7.5; 0 . 5  mM EDTA)  บ่ ม ที่
อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที  เติมพลาสมิดลูกผสม (ข้อ 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 ลงในสารแขวนลอยยีสต์ ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม DMSO ปริมาตร 88 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 42 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที น ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4 องศา
เซลเซียส  ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 1X TE  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 1X TE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าเชื้อไปเกลี่ย
บนอาหาร SC-U ที่ บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วัน น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร ตรวจสอบขนาด
ของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสที่สอดแทรกอยู่ในพลาสมิดด้วย colony PCR วิเคราะห์ขนาดด้วย 
0.8 % agarose gel 
 
4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสต์ 

น ายีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสม เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPC (อาหารเลี้ยงยีสต์ YPD ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ ของ
แป้ง) บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วัน หลังจากนั้นน าสารละลายไอโอดีน เทลงบนอาหารแข็ง บ่มที่มืด 
นาน 15 นาที เทสารละลายไอโอดีนออก สังเกตวงใสรอบโคโลนีของยีสต์ 
 
เวลา และสถานที่ท าการทดลอง 
 ระยะเวลาท าการทดลอง ตุลาคม  2558 – กันยายน 2560 (2 ปี) 
 สถานที่ท าการทดลอง ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 

 
 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์  : 

1. การสังเคราะห์ยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส  
ผลการท าปฏิกิริยา PCR จะได้ยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส ที่มีขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส 

(ภาพท่ี 3) จากนัน้น ายีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสท าบริสุทธิ์และย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sap I ซ่ึง
มีต าแหน่งจดจ าที่ปลาย 3’ และ 5’ ของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส น ายีนแอลฟาอะไมเลสและยี
นกลูโคอะไมเลสที่ย่อยแล้ว แทรกเข้ากับพลาสมิด pD1214-AT ที่มีขนาด 5.1 กิโลเบส ซึ่งพลาสมิดถูกตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sap I เป็นเส้นตรงแล้ว เชื่อมต่อด้วยเอนไซม์ T4 ligase และน าเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สาย
พันธุ์ DH5α ตรวจสอบการสอดแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสในพลาสมิด pD1214-AT ด้วย 
colony PCR พบว่ามี PCR product ของทั้ง 2 ยีน มีขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับยีน
แอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลสในพ
ลาสมิด (ภาพที่ 4)  
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ภาพที่ 3  เจลอิเล็คโตรโฟริซิสแสดงแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ของยีนแอลฟาอะไมเลส (lane 1) และยีนกลู
โคอะไมเลส (lane 2) 

 
 

 
 

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

สายพันธุ์ DH5 
 
2.  การน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์ยีสต์และการคัดเลือกโคลน  
  คัดเลือกพลาสมิดลูกผสมที่มีการแทรกของยีนกลูโคอะไมเลสและยีนแอลฟาอะไมเลส น ามาถ่ายฝากเข้าสู่
ยีสต์ S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc-1 ด้วยวิธี LiAc/single-stranded carrier DNA/PEG method จากนั้นน า
ยีสต์เลี้ยงในอาหารคัดเลือก SC-U ซึ่งเป็นอาหารที่ขาดกรดอะมิโน uracil ยีสต์ S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc-1  
จะไม่สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารนี้ ส่วนยีสต์ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสมจะเจริญเติบโตได้ เนื่องจากพลาสมิดมี
ยีน URA3 ท าให้สร้างกรดอะมิโน uracil ซึ่งเป็นกรมอะมิโนที่มีความจ าเป็นต่อสิ่งมีชีวิตได้เอง ดังนั้นเซลล์ยีสต์ที่
ได้รับการพลาสมิดลูกผสมจึงสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารคัดเลือก SC-U ซึ่งขาดกรดอะมิโน uracil ได้ 
จากนั้นน าโคโลนีของยีสต์ที่เจริญบนอาหารคัดเลือก SC-U ตรวจสอบขนาดของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลู
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โคอะไมเลสด้วย colony PCR  พบว่าคัดเลือกโคโลนีของยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนของแอลฟาอะไมเลส  
จ านน 16 โคโลนี ตรวจพบยีนของแอลฟาอะไมเลส  จ านวน 9 โคลน ส่วนยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนกลูโคอะ
ไมเลส คัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหารคัดเลือก จ านวน 16 โคลน ตรวจพบยีนกลูโคอะไมเลส เพียง 3 โคลน 
(ภาพท่ี 5) 

 

 
 
ภาพที่ 5  การตรวจสอบการแทรกของยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ข) ในยีสต์ S.  cerevisiae 

สายพันธุ์ INVSc ที่เจริญบนอาหารคัดเลือก SC-U 
 
4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในยีสต์ 

น ายีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสม เลี้ยงบนอาหารแข็ง YPC (อาหารเลี้ยงยีสต์ YPD ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ของ
แป้ง) บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วัน หลังจากนั้นน าสารละลายไอโอดีนเทลงบนอาหารแข็งให้ทั่ว 
บริเวณที่ไม่มีการย่อยแป้งจะเกิดปฏิกิริยาการจับกันของโมเลกุลของแป้งและสารละลายไอโอดีน จะเห็นเป็นสีน้ า
เงินเข้ม ส่วนบริเวณที่มีการย่อยแป้งของเอนไซม์จะเห็นเป็นวงใสๆรอบโคโลนีของยีสต์ จากการทดลองพบว่าเกิดวง
ใสรอบยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลส (ภาพที่ 6ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ภาพที่ 6ข)  ซึ่ง
เหมือนกับวงใสบริเวณรอบเอนไซม์อะไมเลสทางการค้า (ภาพที่ 6ง)  ในขณะที่ไม่เกิดวงใสบริเวณเซลล์ยีสต์ S.  
cerevisiae สายพันธุ์ INVSc (ภาพที่ 6ค) ซึ่งไม่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและยีนกลูโคอะไมเลส 
และจากการทดลองพบว่า เอนไซม์อะไมเลสจากยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสม มีขนาดของวงใสกว้างกว่าเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสจากยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสม นั่นแสดงว่าเอนไซม์อะไมเลสจากยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมมี
ประสิทธิภาพในการย่อยแป้งมากกว่าเอนไซม์กลูโคอะไมเลสจากยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสม และเอนไซม์จากยีสต์ที่
มีพลาสมิดลูกผสมสามารถหลั่งออกมาจากเซลล์ยีสต์ได้โดยไม่ต้องมีการกระตุ้น เนื่องจากพลาสมิด pD1214-AT ที่
ใช้ในการทดลองนี้ เป็นพลาสมิดที่มี secretion signal ชนิด SS_Alphafactor ที่ช่วยส่งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส
และเอนไซม์กลูโคอะไมเลสออกนอกเซลล์ของยีสต์ได้ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Janse  และ Pretorius (1995) ใช้ 
secretion signal ชนิด yeast mating pheromone alpha-factor secretion signal (MF alpha 1S) ซึ่งเป็น 
secretion signal ที่พบได้ตามธรรมชาติในยีสต์  เพ่ือช่วยการหลั่งเอนไซม์จากยีสต์โดยไม่ต้องกระตุ้น  และพ
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ลาสมิด pD1214-AT นี้ยังมีโปรโมเตอร์ TEF1 ซึ่งเป็น constitutive promoter ที่ท างานหรือแสดงออกได้โดยไม่
ต้องมีการกระตุ้นด้วยตัวชักน าใดๆ  

 

 
 

ภาพที่ 6  การตรวจสอบการย่อยแป้งของยีสต์  S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc-1 ที่มีพลาสมิดลูกผสมของ       
ยีนแอลฟาอะไมเลส (ก) และยีนกลูโคอะไมเลส (ข) เทียบกับยีสต์ S.  cerevisiae สายพันธุ์ INVSc-1            
ที่ไม่มพีลาสมิดลูกผสม (ค) และ เอนไซม์อะไมเลสทางการค้า (ง) 

 
 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : 

จากงานวิจัยนี้สร้างยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ซึ่งมีความสามารถใน

การย่อยแป้งสุกและแป้งดิบได้ และยีสต์ที่สร้างขึ้นมานี้สามารถผลิตเอนไซม์ท้ังสองชนิดออกมาได้โดยใช้โปรโมเตอร์ 

TEF1 ซึ่งเป็น constitutive promoter ที่ท างานหรือแสดงออกได้โดยไม่ต้องมีการกระตุ้นด้วยสารชักน าใดๆ 

นอกจากนี้ยีสต์ที่สร้างขึ้นมานี้ยังสามารถหลั่งเอนไซม์ส่งออกมานอกเซลล์ของยีสต์ได้ จึงท าให้สะดวกในการใช้งาน

เอนไซม์ สามารถใช้ยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์กลูโคอะไมเลสร่วมกันในการ

หมักแป้งเพ่ือผลิตเอธานอลและยังสามารถผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์กลูโคอะไมเลสในเชิงพาณิชย์

ต่อไป  
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10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : 

1. สามารถผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์กลูโคอะไมเลสจากยีสต์ในเชิงพาณิชย์  
2. สามารถใช้ยีสต์ที่มีพลาสมิดลูกผสมของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสร่วมกันในการหมัก

แป้ง ท าให้ลดเวลาและประหยัดค่าใช้จ่ายในการผลิตเอธานอล 
 

11. ค าขอบคุณ : 

ขอขอบคุณ คุณวัชรินทร์ ศรีประยูร ที่ช่วยงานในการด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้ 
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13. ภาคผนวก : 

ภาคผนวก ก 
 

การสกัดพลาสมิด  
โดยใชชุ้ดสกัดพลาสมิด  GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 

 
เลี้ยงเชื้อ E. coli ที่มีพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB ที่มียาปฏิชีวนะตามที่ระบุ

ส าหรับพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง   ปั่นเก็บตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอ่นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปสกัดพลาสมิดตามวิธีการดังต่อไปนี้ 

1. ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  
2. เติม Lysis Solution  ลงในสารละลายข้อ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลวกลับ หลอดเบาๆ            

4-6 ครั้ง เพื่อผสมให้เข้ากัน 
3. เติม Neutralization Solution ลงในสารละลายข้อ 2 ปริมาตร 350 ไมโครลิตรแลวกลับ หลอดเบาๆ

ทันที 4-6 ครั้ง  
4. น าไปปัน่ตกตะกอนที่ 12,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 5 นาที 
5. ใช้ไมโครไปเปตดูดสารละลายใสในข้อ 4 ใสลงใน GeneJET™ spin column 
6. น าไปปัน่เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง 
7. ล้าง GeneJET™ spin column ด้วย Wash Solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว น าไปปั่น    เหวี่ยง

ที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง  
8. ล้าง GeneJET™ spin column ด้วย Wash Solution  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว น าไปปัน่            

เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 
9. เทของเหลวในข้อ 8 ทิ้ง แล้วน าไปปัน่เหวี่ยงซ้ า ที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือก าจัด

บัฟเฟอรอ์อกจาก Column 
10. น า GeneJET™ spin column ไปวางในหลอด microcentrifuge ใหม่ แล้วเติม Elution   Buffer  

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ GeneJET™ spin column เพ่ือละลาย    ดีเอ็นเอออกมา บ่ม 2 นาท ี
แล้วน าไปปัน่เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

การตรวจขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ( Agarose Gel Electrophoresis) 
 

1. เตรียม agarose gel 0.8 % ใน 1X TBE buffer 

2. อุ่นให้เจลละลาย รอให้เย็นพอที่มือจับได้ 

3. เทลงในถาดส าหรับเตรียมเจล แลววาง comb  รอให้เจลแข็งประมาณครึ่งชั่วโมง   วางถาดเจลลงใน cham-
ber เท 1xTBE ให้ท่วมเจล แลวจึงดึง comb ออก 

4. load ดีเอ็นเอตัวอย่างเปรียบเทียบกับ  DNA/Hind III marker  

5. แยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟา 120 โวลต์ ตั้งเวลา 30 นาท ี 

6. แกะเจลออกจากถาดน าไปแช่ในสารละลาย ethidium bromide 0.5 M เป็นเวลา 5 นาที เพื่อย้อมสีแถบดี
เอ็นเอ  

7. น าเจลลงแช่ในน้ ากลั่นเพื่อล้างสีส่วนเกินออก เป็นเวลา 10 นาท ี

8. ตรวจการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยใช้เครื่อง Gel Document 
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ภาคผนวก ค 
 

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

 
การเตรียมเจล 

1. ประกอบชุดแผ่นแก้วเข้าด้วยกันคัน่ดวย spacers ล็อคให้แนบติดกันด้วย clamp แล้วขัน สกรูให้แน่นวางลง
ใน casting stand 

2. เตรียมสารละลายเจล 8% โดยผสมสารต่อไปนี้ ตามล าดับ คนเบาๆให้เขา้กัน แต่ยังไม่ต้องเติม TEMED 
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) กับ ammonium persulfate 

น้ าปราศจากไอออน     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. เตมิ TEMED กับ ammonium persulfate แลวเขย่าวนเบาๆ ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ 

4. ใช้ไปเปตดูดสารละลายเจลใส่ลงที่มุมแผ่นแกว้ จากนั้นค่อยๆหยดน้ ากลั่นให้คลุมผิวเจล ทิ้งไว้ใหเจลแข็งตัว ใช้
เวลาประมาณ 45-60 นาที 

5. เตรียม stacking gel monomer โดยผสมสารตอ่ไปนี้ 
น้ าปราศจากไอออน     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 
TEMED     4 ไมโครลิตร 

6. เทน้ าที่ปดิหน้าเจลออก ซับให้แห้งดว้ยกระดาษ 

7. ดูดสารละลายเจลใส่ลงระหว่างแผ่นแกว้ เสียบ comb เพ่ือให้เกิดช่อง (well)  

8. ทิ้งไว้จนกว่าเจลจะแข็ง ใช้เวลาประมาณ 45-60 นาที 

9. เอา comb ออก ระวังอย่าให้เจลขาด เติม Tank buffer ลงใน chamber 
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การท าอิเลคโตรโฟรีซิส 

1. ใส่สารตัวอย่างที่ผสมกับ 2x sample buffer แลวหยอดลงในแต่ละช่องของเจล 

2. ต่อชุดอิเลคโตรโฟรีซิสทั้งหมดเข้าด้วยกัน เสียบปลั๊กต่อกับเครื่องจาย กระแสไฟฟ้า 

3. ตั้งกระแสไฟฟ้าไว้ที่ 120 โวลต์ ใช้เวลาประมาณ 2 ชั่วโมง ส าหรับเจล 1 แผ่น 

4. ปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้าเมื่อ tracking dye ลงมาถึงดา้นล่าง  

5. น าแผ่นแกว้ออกจาก chamber เอา spacers ออก แล้วใช้ spatula งัดแผ่นแกว้เบาๆ เจลจะติดอยู่ที่แผ่น
แก้วข้างหนึ่ง ค่อยๆเทเจลลงในถาดย้อม 

 
การเตรียมสีย้อม PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas, USA) 

1. เติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในเจล น าไปเข้า microwave ด้วยไฟแรง นาน 1 นาที เขย่าต่อ 5 
นาที  เทน้ าทิ้ง 

2. ท าซ้ าข้อ 1 จ านวน 3 ครั้ง  

3. เติม PageBlue™ Protein Staining Solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปเข้า  microwave ด้วยไฟแรง 
นาน 30 วินาที  เขย่าต่อ 20 นาที  เทสารละลายทิ้ง 

4. ล้างเจลด้วยน้ ากลั่น  5 ครั้ง 
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ภาคผนวก ง 

 
การผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง (Conventional Process) 

 
ขั้นตอนที่ 1 การเตรียมวัตถุดิบ มันส าปะหลังที่ผ่านการแยกเหง้าจะถูกล้างให้สะอาดแล้วบดให้ละเอียดเป็น

แป้ง ได้วัตถุดิบแป้งมันส าปะหลัง 
ขั้นตอนที่ 2 การย่อยแป้ง เป็นขั้นตอนการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้ าตาล (น้ าตาลกลูโคส) เพ่ือให้มีสภาพเหมาะกับ

การหมักเอทานอลด้วยยีสต์ในขั้นต่อไป โดยวิธีการย่อยแป้งอาจใช้กรดย่อยแป้ง (Acid Hydrolysis) หรือใช้เอน
ไซน์ (Enzymatic Hydrolysis) ซึ่งวิธีการที่ใช้เอนไซน์เพ่ือย่อยแป้งนั้นจะได้รับความนิยมมากกว่าเนื่องจากสะดวก
และประหยัดต้นทุน ขั้นตอนนี้จะท าการย่อย 2 ครั้งด้วยกัน 

ครั้งที่  1 ย่อยแป้งเพ่ือท าให้แป้งมีโมเลกุลเล็กหรือท าให้เหลว (Liquefaction) เป็นการเตรียมแป้งมัน

ส าปะหลัง โดยใช้วิธีการต้มเคี่ยวน้ าแป้งส าปะหลังด้วยเอนไซม์ตัวที่ 1 คือ เอนไซน์แอลฟา            อะไมเลส (-
amylase) โดยใช้เคี่ยวรักษาอุณหภูมิที่ประมาณ 100 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 2 ชั่วโมง  

ครั้งที่ 2 ย่อยแป้งท าให้ได้กลูโคสหรือย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาล (Saccharification)โดยท าให้       น้ าแป้งสุก 
ก่อนผสมเอนไซม์ตัวที่ 2 คือ กลูโค-อะไมเลส (Glucoamylase หรือ เบต้า-อะไมเลส  (beta-amylase) เพ่ือย่อย
แป้งสุกให้เป็นน้ าตาลก่อนเข้าสู่กระบวนการหมัก  

ขั้นตอนที่  3 กระบวนเตรียมหัวเชื้อและการหมัก (fermentation)  
การเตรียมหัวเชื้อ(inoculum) เพ่ือให้ได้เชื้อจุลินทรีย์ที่แข็งแรงและมีปริมาณมากเพียงพอส าหรับใช้ในการ

หมัก เมื่อเตรียมหัวเชื้อพร้อมแล้ว ก็เข้าสู่ขั้นตอนการหมัก โดยใช้เชื้อยีสต์ Saccaromyces cerevisiae จากนั้นท า
การปรับและควบคุมสภาวะของการหมักเช่น อัตราการให้อากาศ อัตรา   การกวน ค่าพีเอชและอุณหภูมิ  ใช้
ระยะเวลาการหมัก ประมาณ 48 ชม. ที่ pH 4-5 โดยท าการหมักในถังหมักที่ได้เตรียมไว้  และใช้เครื่องควบคุม
การหมัก (Biostat B) ยีสต์สายพันธุ์นี้ สามารถผลิตเอทานอลได้สูงและสามารถทนสภาพแวดล้อมที่มีเอทานอลได้
ดีกว่าสายพันธุ์อื่น  

ขั้นตอนที่ 4 การกลั่นเอทานอล (Ethanol) ขั้นตอนนี้เป็นการกลั่นเพ่ือผลิตเอทานอลและท าให้บริสุทธิ์ เป็น
การแยกเอทานอลที่มีความเข้มข้นประมาณร้อยละ 8-12 โดยปริมาตร ออกจากน้ าหมักและน้ าส่า โดยการกลั่น
ล าดับส่วนซึ่งสามารถแยกเอทานอลให้บริสุทธิ์ร้อยละ 95.6 โดยปริมาตร แต่การน าไปใช้เป็นเชื้อเพลิง (แก๊ส
โซฮอล์) นั้นจะต้องท าให้เอทานอลมีความบริสุทธ์ไม่ต่ ากว่าร้อยละ 99.5 โดยปริมาตร ซึ่งจ าเป็นต้องใช้เทคนิค หรือ 
เทคโนโลยีในการกลั่นเพื่อแยกน้ าให้ได้เอทานอลที่บริสุทธิ์ ที่นิยมใช้กันอยู่มี 3 วิธี คือ 
1. การดูดซับด้วย (Molecular sieve) 
2. การกลั่นอะซีโอโทรป (Azeotropic distillation) 
3. เทคโนโลยีแผ่นเยื่อบาง (Membrane technology) 
(ภูวดี, http://www.vcharkarn.com/varticle/38199) 

http://www.vcharkarn.com/varticle/38199
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ภาพที่ 7 กระบวนการผลิตเอทานอลจากมันส าปะหลัง  

                    (ภูวดี, http://www.vcharkarn.com/varticle/38199) 
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