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บทคดัย่อ 

 การผลิตพลงังานชีวภาพยคุใหม่โดยใชก้ระบวนการ Consolidated bioprocessing (CBP) แบบ one-step  เพ่ือ

ลดต้นทุนของกระบวนการผลิต โดยการปรับปรุงพันธ์ุยีสต์ชนิดเดียวให้มีคุณสมบัติทั้ งการย่อยสับสเตรทท่ีมี

องคป์ระกอบเป็นแป้งหรือเซลลูโลสใหเ้ป็นนํ้าตาลและการเปล่ียนนํ้าตาลเป็นเอทานอลใหร้วมอยูด่ว้ยกนัโดยใชเ้ทคนิค

ทางพนัธุวิศวกรรม ในขั้นตน้จาํเป็นตอ้งมีการคดัเลือกและแยกสกดัยนีท่ีสามารถยอ่ยแป้งหรือเซลลูโลสเป็นนํ้าตาลจาก

จุลินทรีย ์เพ่ือนาํไปตดัต่อเขา้สู่ยีสต์ท่ีมีคุณสมบติัในการเปล่ียนนํ้ าตาลเป็นแอลกอฮอลใ์นขั้นตอนต่อไป ซ่ึงการแยก

สกดัยีนท่ีสร้างเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยแป้งเป็นนํ้ าตาล โดยปฏิกิริยาลูกโซ่ (Polymerase Chain Reaction: PCR) นั้ น 

จาํเป็นตอ้งมีไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะต่อยีนท่ีตอ้งการ ดงันั้นในขั้นตน้จึงไดศึ้กษาการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะต่อยีน 

แอลฟาอะไมเลส จากเช้ือรา Aspergillus fumigates สายพนัธ์ุ M06 โดยการคน้หาโปรตีนของเอนไซมอ์ะไมเลสในเช้ือ

รา  A. fumigatus จากฐานขอ้มูล National Center Biotechnology Information (NCBI) จากนั้นนาํไปหาลาํดบันิวคลีโอ

ไทดท่ี์เหมือนกบัการแปลรหัสของลาํดบัอะมิโนแอซิดโดยฟังกช์นั tBlastN  ซ่ึงสามารถคน้พบโปรตีนของเอนไซมอ์ะ

ไมเลสทั้งหมด 25 ชนิด มีความเหมือนกบันิวคลีโอไทดใ์น 7 กลุ่ม ไดเ้ลือกออกแบบไพรเมอร์ใน 2 กลุ่มลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์ คือ ลาํดับนิวคลีโอไทด์หมายเลข Gi70989216 และ Gi70996257 พบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบสามารถนําไป

สังเคราะห์ cDNAได ้โดยใหผ้ลผลิตมีขนาด 758 คู่เบส และ 1,585 คู่เบส ตามลาํดบั 

 

คาํสําคญั: แอลฟาอะไมเลส, เชือ้รา Aspergillus fumigatus, ออกแบบไพรเมอร์ 
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Abstract 

 Consolidated bioprocessing is the recent advance for biofuel production. The strategy requires the 

expression of starch-hydrolysing enzymes in a fermenting yeast strain to achieve liquefaction, hydrolysis and 

fermentation by a single organism, which causes cost-effective conversion of raw starch to biofuels. Genetic 

engineering allocates to use this approach. Screening of Aspergillus fumigatus were done as well as isolate M06 was 

selected for high activity of enzyme α-amylase. Gene cloning of α-amylase is necessary in the first step. So, this 

study aims to design the primer of α-amylase which permits to use in gene cloning process. Searching protein of α-

amylase was done in National Center Biotechnology Information (NCBI) database and were compared to nucleotide 

coding by tblastn function. Twenty-five protein accessions were found which can be arranging in seven groups 

following similarity in nucleotide sequence.  The Gi70989216 and Gi70996257 accession used to primer design and 

test in cDNA process of A. fumigates isolate M06. The results show the DNA fragment of 758bp and 1585bp. 

 

Keywords: α-amylase, Aspergillus fumigatus, primer design 
 

1. บทนํา 

อุตสาหกรรมการผลิตแป้งจากมนัสาํปะหลงั 

เป็นอุตสาหกรรมท่ีใหญ่และสําคญัของประเทศไทย 

เกษตรกรไทยมีการปลูกมนัสําปะหลงักนัเป็นจาํนวน

มากถึง 7.4 ลา้นไร่ในหน่ึงปีมีการใชม้นัสําปะหลงัสด

มาผลิตเป็นแป้งจํานวนมากถึง 16.51 ล้านตัน และ

พ บ ว่ามี ก าก มัน สํ าป ะห ลัง เห ลื อ ท่ี เห ลื อ ท้ิ งจาก

โรงงานผลิตแป้งมนัสาํปะหลงั โดยปริมาณกากเปียกมี

ปริมาณมากถึง 3 - 4 ลา้นตนัต่อปี หรือคิดเป็นกากแห้ง

ประมาณ 1 - 1.5 ลา้นตันต่อปี (กลา้ณรงค์, 2548) จึง

ตอ้งมีการกาํจดักากมนัสําปะหลงัเหลือท้ิงเพ่ือลดของ

เสี ยจาก โรงงาน น้ี อย่างถูก วิ ธี  เน่ื อ งจากก ากมัน

สาํปะหลงัเป็นอินทรียว์ตัถุทาํใหมี้การเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย ์ทาํให้เกิดมลพิษทางอากาศ ส่งกล่ินเหม็นแก่

ชุมชนในละแวกนั้น หรือหากมีการท้ิงลงสู่แหล่งนํ้ าก็

อาจทาํใหน้ํ้ าเน่าเสีย ก่อใหเ้กิดการแพร่โรคเขา้สู่ชุมชน

ได ้องค์ประกอบส่วนใหญ่ของกากมนัสําปะหลงันั้น

เป็นคาร์โบไฮเดรตมีปริมาณเฉล่ีย 65-70 เปอร์เซ็นต์

โดยนํ้าหนกัแหง้ (ชลดา และคณะ, 2547) 

 เอทิลแอลกอฮอลล ์หรือเอทานอลท่ีผลิตโดย

วธีิการทางชีวเคมี สามารถผลิตไดจ้ากพืชทุกชนิด และ

สามารถนําทุกส่วนของพืชนั้ นมาผลิตเอทานอลได ้

โดยเทคโนโลยท่ีีใชใ้นการผลิต และวิธีการในการผลิต

ก็จะแตกต่างกนัออกไปตามประเภทของวตัถุดิบท่ีใช ้

และปริมาณเอทานอลท่ีได้ก็จะแตกต่างกนัด้วย จาก

กระบวนการผลิตเอทานอลพบว่ามีการผลิตเอทานอล

หลกั ๆ 2 ขั้นตอน คือ การย่อยแป้งดว้ยเอนไซม์ และ

การหมกัเพ่ือใหเ้กิดเอทานอลดว้ยยสีต ์Saccharomyces 

cerevisiae (Cheng, 2009) ทาํให้อุตสาหกรรมการผลิต

เอทานอลมีการเสียเงินตน้ทุนในการซ้ือเอนไซม์ และ

ยีสต ์S. cerevisiae ท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตเอทานอล

 ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต เอ ท า น อ ล โ ด ย ใ ช้

ก ร ะ บ ว น ก า ร  Consolidated bioprocessing (CBP)  

แ บ บ  one-step เพ่ื อ ล ด ขั้ น ต อ น แ ล ะ ต้น ทุ น ข อ ง

กระบวนการผลิต โดยการปรับปรุงสายพนัธ์ุยีสต์ S. 

cerevisiaeให้มีคุณสมบัติทั้ งการย่อยสับสเตรทท่ีมี

องคป์ระกอบเป็นแป้งหรือเซลลูโลสและเปล่ียนเป็นเอ

ทานอลไห้รวมอยู่ด้วยกัน โดยการโคลนยีนท่ีสร้าง
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เอ น ไ ซ ม์  Cellobiohydrolase ( CBH)  ข อ ง เ ช้ื อ ร า 

Trichoderma reesei (cbh1 และcbh2), A. niger (cbhB) 

แ ล ะ  Phanerochaete chrysosporium (cbh1–4)  ใ ห้ มี

การแสดงออกในยีสต์ (Hahn-Hägerdal et al., 2007) 

แ ล ะ ไ ด้ มี ก า ร ศึ ก ษ า แ บ ค ที เ รี ย  Anaerocellum 

thermophilum ท่ีสามารถเปล่ียนเซลลูโลสไปเป็นเอทา

นอลได้โดยตรงโดยขบวนการ CBP (Bolshakova et 

al. , 1994)  ก า ร โ ค ล น ยี น  β -glucosidase จ า ก 

Thermobifida fusca เข้ า สู่  E. coli ส า ย พั น ธ์ุ  MS04 

(Muñoz-Gutiérrez et al., 2012) 

 การผลิตเอทานอลในขั้ นตอนเดียวโดย

ข บ วน การ CBP นั้ น  ต้องอาศัย เท ค นิ ค ท างพัน ธุ

วิศวกรรมในการตัดต่อยีนท่ีสามารถย่อยแป้งหรือ

เซลลูโลสเข้าสู่ยีสต์ท่ีสามารถเปล่ียนนํ้ าตาลเป็น

แอลกอฮอล์ ซ่ึงขั้นตน้นั้นตอ้งมีการคดัเลือกและแยก

สกดัยีนในกลุ่มท่ีสามารถยอ่ยแป้งหรือเซลลูโลสเป็น

นํ้ าตาลก่อน  จึงได้ศึกษาการออกแบบไพรเมอร์ท่ี

จาํเพาะต่อยีนแอลฟาอะไมเลสจากเช้ือรา A. fumigates 

สายพนัธ์ุ M06 เพ่ือใชส้ําหรับการแยกสกดัยีนสําหรับ

ตดัต่อเขา้ยสีตเ์พ่ือผลิตเอทานอลในขั้นตอนเดียวต่อไป 

 การแยกสกดัยีนท่ีตอ้งการดว้ยปฏิกิริยลูกโซ่  

(Polymerase chain reaction: PCR) นั้ น ต้อ งใช้ไ พ ร

เมอร์ (DNA primer) เป็นดีเอ็นเอสายสั้ น ๆ ท่ีมีลาํดบั

เบสเป็นคู่สม (complementary) กับดีเอ็นเอ แม่แบบ 

ซ่ึงจะเข้าคู่กับด้าน 3' ของดีเอ็นเอแม่แบบ โดยไพร

เมอร์ทาํหนา้ท่ีเป็นจุดเร่ิมตน้ในการ สังเคราะห์ดีเอน็เอ 

สายใหม่ ก่อนท่ีจะเร่ิมทาํพีซีอาร์ไดน้ั้น เราตอ้งทราบ

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอแม่แบบบริเวณช่วง

ปลายของส่วนท่ีเราตอ้งการเพิ่มจาํนวนก่อน เพ่ือนาํมา

สั งเคราะห์  ไพ รเมอร์  ซ่ึ งการสั งเคราะห์ ดี เอ็น เอ

จาํเป็นตอ้งมีไพรเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีเบสคู่สมกบัปลายทั้ง

สองด้านดีเอ็นเอท่ีต้องการเพ่ิมปริมาณ ดังนั้ นการ

ออกแบบไพรเมอร์ถือเป็นปัจจยัหน่ึงของความสําเร็จ 

ในการทาํ PCR คือตอ้งออกแบบไพรเมอร์ให้เหมาะ 

สม เพ่ือทาํให้ผลผลิต PCR เกิดประสิทธิภาพสูงสุด 

(Yuryev, 2007) 

2. วตัถุประสงค์  

เป็นการศึกษาเบ้ืองต้นเพ่ือออกแบบไพร

เมอร์ ท่ี จําเพ าะต่อยีน แอลฟ าอะไมเลส เช้ือรา A. 

fumigatus สายพันธ์ุ M06  สําหรับการปรับปรุงสาย

พนัธ์ุยสีต ์S. cerevisiae 

 

3. อุปกรณ์และวธีิการ  

 

3.1 เช้ือราท่ีใชใ้นการศึกษา 

 ก า ร ศึ ก ษ า น้ี ใ ช้ เ ช้ื อ  A.  fumigates จ า ก

การศึกษาของเพชรลดาและกาํไล (2546) ท่ีไดค้ดัแยก

เช้ือรามาจากกากมันสําปะหลัง และพบว่าเช้ือรา A. 

fumigatus สายพนัธ์ุ M06 มีความสามารถในการสร้าง

เอนไซม ์แอลฟาอะไมเลสสูง 

 

3.2 การออกแบบไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะต่อยีนแอลฟาอะ

ไมเลส 

 คน้หาลาํดบัอะมิโนแอซิดของเอนไซมอ์ะไม

เลสของเช้ือรา A. fumigates จากฐานข้อมูล National 

Center for Biotechnology Information: NCBI จากนั้น

นาํไปเปรียบเทียบหาลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกนัท่ี

ถู ก แ ป ล ร หั ส ใ น ทุ ก เฟ ร ม โ ด ย ฟั ง ก์ ชั น  tBlastN 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ

ของเอนไซม์อะไมเลสในการออกแบบไพรเมอร์ โดย

เลือกออกแบบไพรเมอร์ให้มีความยาว 20-22 คู่เบส, มี
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ป ริ ม าณ  GC 40-60%  แ ล ะ  มี ค่ า  Tm 50-60 อ ง ศ า

เซลเซียส 

 

3.3 การสกดั Total RNA 

เล้ียงเช้ือรา A. fumigatus ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

potato dextrose broth (PDB) ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  37 อ ง ศ า

เซลเซียส เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง บนเคร่ืองเขย่า

อัตโนมัติความเร็ว 200 รอบต่อนาที จากนั้ นทําการ

กรองด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 42 และบด

ด้วยไนโตรเจนเหลว จากนั้ นสกัด Total RNA ตาม

คู่ มือของชุดสกัด Isolate II RNA Plant Kit (bioline, 

UK) 

 

3.4 การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 

 

 3.4.1 สร้าง cDNA สายแรกจาก Total RNA 

โ ด ย ใ ช้  RevertAid First Strand cDNA synthesis 

(Thermo scientific, USA) 

 

 3.4.2 การสังเคราะห์ cDNA 

          3.4.2.1 การสังเคราะห์ cDNAของยีน 

ITS และß-Tubulin 

          นํ า First Strand cDNAท่ี ไ ด้ จ า ก ข้ อ 

3.4.1สําหรับใช้เป็นดีเอ็นเอตน้แบบ และไพรเมอร์ท่ี

จําเพาะต่อส่วน ITS และ ß-Tubulin ของเช้ือรา A. 

fumigates จากการศึกษ าของ  Ratnasri et al. (2014) 

โดยมีปฏิกิริยาดงัน้ี 1st strand 5 µl, Primer forward 0.5 

µM, Primer reverse 0. 5 µM, 1X My Taq reaction 

buffer แ ล ะ  MyTaqTM DNA polymerase ( Bioline, 

UK) 2.5 unit ทาํปฏิกิริยาในปริมาตรทั้งหมด 20 µl 

            โ ด ย ใช้ส ภ าว ะ ดั ง ต่ อ ไ ป น้ี  Initial 

Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

น าที  ขั้ น ต อ น  Denaturation ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  94 อ งศ า

เซลเซียส เป็นเวลา30 วินาที  ขั้ นตอน annealing ท่ี

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ

ขั้นตอน extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที 30 วินาที ทาํปฏิกิริยาจาํนวน 35 รอบ ตาม

ด้วยขั้ น ต อ น  final extension ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  72 อ งศ า

เซลเซียส 5 นาที 

          3.4.2.2 การสังเคราะห์ cDNA ของยีน

แอลฟาอะไมเลส 

          นํ า  First Strand cDNAท่ี ไ ด้ จ า ก ข้ อ 

3.4.1 สําหรับใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบ และไพรเมอร์ท่ี

ออกแบบไดจ้ากขอ้ 3.2 สาํหรับการเพ่ิมปริมาณ cDNA

ในส่วนของยีนแอลฟาอะไมเลส โดยใชป้ฏิกิริยา และ

สภาวะของ PCR ดงัขอ้ 3.4.2.1 

 

 3.4.3 ตรวจสอบช้ิน cDNA ท่ีสังเคราะห์ได ้

ดว้ย 1% อะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 

4. ผลการวจิัย 

4.1 การคน้หาลาํดบัเบสของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

 คน้พบลาํดบัอะมิโนแอซิดของเอนไซม์อะ

ไมเลสของเช้ือรา A. fumigatus จากฐานขอ้มูล NCBI

ทั้งหมด 25 ลาํดบัอะมิโนแอซิด เม่ือนาํไปหาลาํดบัเบส

ท่ีเหมือนกับการแปลรหัสจากอะมิโนแอซิดทั้ ง 25 

ลาํดับอะมิโนแอซิด โดยใช้ tBlastN พบลาํดับเบสท่ี

เหมือนกบัอะมิโนแอซิดของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส

เป็น 7 ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี 

นิ วค ลีโอไท ด์ห มายเลข Gi146322931 มี

ความเหมือนหรือคล้ายคลึงกับโปรตีนหมายเลข 

KEY75354.1 ดว้ยความเหมือน 98% 

 นิวคลีโอไทดห์มายเลข Gi70996257 มีความ

เห มื อ น กับ โ ป ร ตี น ห ม าย เล ข  KEY79883.1 แ ล ะ 

EDP56751.1 ด้วยค วาม เห มื อน  99%  โด ยมี ค วาม
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เหมือนเป็น 100% กบัโปรตีนหมายเลข EAL90846.1 

และ XP_752884.1  

 นิวคลีโอไทดห์มายเลข Gi70988702 มีความ

เหมือนเป็น 93% กบัโปรตีนหมายเลข KEY80426.1, 

XP_749208.1, EDP53736.1และ EAL87170.1  

นิวคลีโอไทด์หมายเลข Gi70993931มีความ

เห มื อ น ห รื อ ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ โ ป ร ตี น ห ม า ย เล ข

KEY83532. 1, XP_751813. 1, EDP50387. 1แ ล ะ

EAL89775.1 ดว้ยความเหมือน 97% 

นิวคลีโอไทดห์มายเลข Gi70989216 มีความ

เหมือนเป็น 100%กบัโปรตีนหมายเลข KEY79706.1, 

EDP53984.1, XP_749458.1และ EAL87420.1 

นิวคลีโอไทด์หมายเลข Gi70985810มีความ

เหมือนกบัโปรตีนหมายเลข KEY81310.1 ดว้ยความ

เหมือน 100% และมีความเหมือนกบัโปรตีนหมายเลข 

XP_748411.1, EAL86373.1และ KMK58769.1 ด้วย

ความเหมือน 98% และมีความเหมือนเป็น 95% กับ

โปรตีนหมายเลข EDP53568.1 

นิวคลีโอไทด์หมายเลข Gi71001995มีความ

เห มื อ น ห รื อ ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ โ ป ร ตี น ห ม า ย เล ข 

EAL93641.1 และ XP_755679.1 ด้วยความเห มือน

เป็น 93% และมีความเหมือนเป็น 96% กับโปรตีน

หมายเลข EDP54851.1 

 

ตารางที่ 1 แสดงนิวคลีโอไทด์ทั้ง7กลุ่มของอะมิโนแอซิดของ

เอนไซมอ์ะไมเลสทั้งหมด 25ลาํดบัอะมิโนแอซิด 

Nucleotide (Gi) Protein (Genbank) %Identify 

146322931 KEY75354.1 98 

70996257 

 

KEY79883.1 

EDP56751.1 

EAL90846.1 

XP_752884.1 

99 

99 

100 

100 

Nucleotide (Gi) Protein (Genbank) %Identify 

70988702 

 

KEY80426.1 

XP_749208.1 

EDP53736.1 

EAL87170.1 

93 

93 

93 

93 

70993931 

 

KEY83532.1 

XP_751813.1 

EDP50387.1 

EAL89775.1 

97 

97 

97 

97 

70989216 

 

KEY79706.1 

EDP53984.1 

XP_749458.1 

EAL87420.1 

100 

100 

100 

100 

70985810 

 

KEY81310.1 

XP_748411.1 

EDP53568.1 

EAL86373.1 

KMK58769.1 

100 

98 

95 

98 

98 

71001995 

 

EAL93641.1 

XP_755679.1 

EDP54851.1 

93 

93 

96 

 

 4.2 การออกแบบไพร์เมอร์ท่ีจาํเพาะต่อยนี แอลฟาอะ

ไมเลส 

เลือกลําดับนิวคลีโอไทด์โดยดูจากค่า % 

identity ท่ีสูงสุด 2 ลาํดบัไดแ้ก่นิวคลีโอไทด์หมายเลข 

Gi 70989216 แ ล ะ  Gi70996257 ซ่ึ ง มี ค ว า ม ย า ว

ประมาณ 2,000 คู่เบส สําหรับเป็นดีเอ็นเอตน้แบบใน

การออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้การพิจารณาให้ มี

ปริมาณ GC อยู่ระหว่าง 40-60% และ มีค่า Tm 50-60 

องศาเซลเซียส โดยใหส่้วนไพรเมอร์ฟอร์เวร์ิด (Primer 

forward: F) มีตาํแหน่งอยู่บริเวณส่วนตน้ของลาํดบันิ

วคลีโอไทด์ ส่วนไพรเมอร์รีเวิร์ส (Primer reverse: R) 

ไดอ้อกแบบเป็น 2 ตาํแหน่ง คือท่ีตรงกลาง (R1) และ

ส่วนปลาย (R2) ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์
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โดยไพรเมอร์ท่ีออกแบบไดมี้ลาํดบัเบสเป็น

ดงัน้ี 

70989216_F: GCATGGAAGTCCAGGTCTATC 

70989216_R1: CGTCAGAGAGCTTGTGTTGC 

70989216_R2: TCGCCCTTATCCATGCTGAC 

70996257_F: GGAATGGCGGAAATGGAATG 

70996257_R1: GGTCCCTGAGTCTTCCGAAC 

70996257_R2: ATCCTCGACGGTCAATCGTG 

 

4.3 การสังเคราะห์ cDNA 

4.3.1 การสังเคราะห์ cDNAของยนี ITS และß-Tubulin 

ในการศึกษาคร้ังน้ีใชย้นี ITS และ ß-Tubulin 

เป็ น ตัวค วบ คุ ม  (Control) ก ารสั ง เค ราะห์  cDNA 

เน่ืองจากยีนทั้ ง 2 ชนิดน้ีเป็นยีนท่ีมีการแสดงออก

ตลอดเวลา (Constitutive gene) และมีความจําเพาะ

เจาะจงต่อเช้ือรา A. fumigates ท่ีไดจ้ากการศึกษาของ 

Ratnasri et al. (2014) จากการศึกษาพบว่าสามารถ

สังเคราะห์ cDNAของเช้ือรา A. fumigates สายพันธ์ุ 

M06 ได้ โดยปรากฏแถบ  DNA 604 bp และ 520 bp

ตามลาํดบั (รูปท่ี 1)  

 
รูปที่ 1 แสดงผลการสังเคราะห์ cDNAโดยใชไ้พรเมอร์ของยีน 

ITS และ ß-tubulin ซ่ึงแสดงแถบ DNA ท่ี 604 bp และ 520 bp

ตามลาํดบั 

4.3.2 การสังเคราะห์ cDNAของยนีแอลฟาอะไมเลส 

 ก าร สั ง เค ร าะ ห์  cDNAท่ี จ ํา เพ าะ ต่ อ ยี น

แอ ล ฟ าอ ะไม เล ส ด้วยไพ รเม อ ร์70996257_F กับ

70996257_R1 ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 758 pb ส่วน

การสั งเคราะห์  cDNA ท่ี จ ําเพาะต่อยีนแอลฟาอะ

ไมเลส ด้วยไพรเมอร์70996257_F กับ70996257_R2

ปรากฏแถบดีเอน็เอขนาด 1585 bp (รูปท่ี 2 ) 

 ก าร สั ง เค ร าะ ห์  cDNAท่ี จ ํา เพ าะ ต่ อ ยี น

แอ ล ฟ าอ ะไม เล ส ด้วยไพ รเม อ ร์70989216_F กับ

70989216_R1 ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 600 bp ส่วน

การสั งเคราะห์  cDNA ท่ี จ ําเพาะต่อยีนแอลฟาอะ

ไมเลส ด้วยไพรเมอร์70989216_F กับ70989216_R2

ไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ (รูปท่ี 2) ซ่ึงอาจเป็นเพราะไพร

เมอร์ท่ีออกแบบไดย้งัไม่มีความเหมาะสมต่อการทาํ

ปฏิกิริยา PCR 

 

 
รูปที่ 2 แสดงผลการสังเคราะห์ cDNAโดยใชไ้พรเมอร์ของยีน 

α-อะไมเลส โดย 70996257_F กบั70996257_R1ปรากฏแถบดี

เอน็เอขนาด 758pb, 70996257_F กบั70996257_R2ปรากฏแถบ

ดี เอ็ น เอ ข น า ด 1585bpแ ล ะ 70989216_F กั บ 70989216_R1

ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 600bpตามลาํดบัส่วน 70989216_F 

กบั70989216_R2ไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ 
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5. การอภิปรายผล 

5.1 การศึกษาคร้ังน้ีไดเ้ลือกยีน ITS และ β-

tubulin เป็นตวัควบคุม (Positive control) กระบวนการ

สังเคราะห์ cDNA เน่ืองจากยีนทั้ง 2 ชนิดน้ีเป็นยีนท่ีมี

การแสดงออกตลอดเวลา (Constitutive gene) และมี

ความจาํเพาะเจาะจงต่อเช้ือรา A. fumigates ซ่ึงผลท่ีได้

สามารถสังเคราะห์ cDNA ได้ขนาดท่ีใกล้เคียงกับ

การศึกษาของ Ratnasri et al. (2014) จึงแสดงให้เห็น

ว่าวิ ธี ก ารสั ง เค ราะห์  cDNA ท่ี ใช้ส าม าร ถ ใช้ได ้

นอกจากน้ียีนทั้ง  2 ชนิดน้ียงัมีความจาํเพาะต่อเช้ือรา 

A. fumigatus จึงเป็นการยืนยนัวา่เช้ือราหมายเลข M06 

ท่ีแยกไดจ้ากกากมนัสาํปะหลงัเป็นเช้ือรา A. fumigates 

จริง ซ่ึงตรงกบัท่ีไดจ้ดัจาํแนกเช้ือราโดยอาศยัลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยา 

5.2 cDNAท่ีสังเคราะห์ได้จากการใช้ไพร

เมอร์ท่ีออกแบบมาจาํเพาะต่อยนีแอลฟาอะไมเลสทั้ง 2 

ลาํดบันิวคลีโอไทดน์ั้น ตอ้งมีการนาํไปวิเคราะห์ลาํดบั

เบสเพ่ือตรวจสอบว่ามีล ําดับเบสท่ี เหมือนกับยีน

แอลฟาอะไมเลสท่ีมีในฐานข้อมูล NCBI หรือไม่

ต่อไป 

5.3 cDNA ท่ีสังเคราะห์ไดน้ี้ตอ้งมีการนาํไป

โคลนและถ่ายเขา้สู่ยีสต ์(S. cerevisiae) เพ่ือศึกษาการ

แสดงออก เพ่ือใชใ้นกระบวนการผลิตเอทานอลแบบ

ขั้นตอนเดียวต่อไป 

 

6. บทสรุป 

 ออกแบบไพรเมอร์ใน 2 ลาํดบันิวคลีโอไทด์

คื อ  70989216 แ ล ะ  70996257 โ ด ย ไ พ ร เม อ ร์ ท่ี

ออกแบบสามารถนาํไปสังเคราะห์ cDNAได ้โดยให้

ผลผลิตมีขนาด 758 คู่เบส และ 1,585 คู่เบส ตามลาํดบั 
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