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การผลิตกรดไขมันโอเมก้า-3 และการย่อยสลายในกระเพาะ
หมักของ Recombinant Saccharomyces cerevisiae ที่มียีน 

Fatty Acid Desaturase 2 (FAD2) 

Omega-3 Fatty Acids Production and Ruminal Degradability 
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Acid Desaturase 2 Gene (FAD2) 
โสภารักษ์ เขมราช1/ ศุภมติร เมฆฉาย1/ และ เสาวลักษณ์ แย้มหม่ืนอาจ1/* 

Soparak Khemarach1/, Supamit Mekchay1/ and Saowaluck Yammeun-ar1/* 

(Received: 30 December 2014; Accepted: 18 May 2015) 

Abstract: The objective of this study were produce recombinant Saccharomyce cerevisiae harboring fatty acid 
desaturase 2 gene (FAD2) isolated from Saccharomyce kluyveri, then evaluated omega-3 of recombinant S. 
cerevisiae and ruminal degradability of roughage supplemented with recombinant S. cerevisiae. Total DNA 
extracted from S. kluyveri was used for PCR amplification using FAD2 gene primer. PCR products was cloned 
using plasmid vector pTA2 and transformed with S. cerevisiae. The fatty acids were analyses by gas 
chromatography. The ruminal degradability by in vitro gas production technique was designed as 3x3 factorial 
in completely randomized design (CRD) arrangement of 9 treatments. The factors were type of roughage 
(guinea grass silage: GN), rice straw: RS and napier grass silage: NP), and yeast supplementation (control: C, 
S. cerevisiae :SC and recombinant S. cerevisiae harboring FAD2 gene from S. kluyveri: SCSK). The rumen fluid 
was collected from four fistulated Thai native cattles. Gas production were determined at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 
48, 72 and 96 h of incubation while the microbial biomass yield (MBY) were determined at 24 h of incubation. 
The results found that the Linoleic acid (C18:2, LA), Alpha-linolenic acid (C18:3, ALA) and Eicosapentaenoic 
acid (C20:5, EPA) content of recombinant S. cerevisiae higher than S. cerevisiae (P<0.05). Gas production at 2-
12 hours of napier grass silage was significantly highest.  Gas production at 24 and 48 hours of roughage 
supplemented with SCSK was significantly highest. It can be concluded that recombinant S. cerevisiae 
produced LA, ALA and EPA higher than S. cerevisiae. The roughage supplemented with recombinant S. 
cerevisiae have highest OMD and SCFA. 
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คาํนํา 
 

กรดไขมนัไม่อิ่มตวัโอเมก้า-3 (Omega - 3; ω – 
3 PUFAs) เช่น eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5)  
และ  docosahexaenoic acid (22:6 ω-3; DHA) มี
ความสําคัญช่วยลดอาการของโรคหัวใจ โรคหอบหืด 
โรคเบาหวาน และโรคเส้นเลือดตีบให้ต่ําลง ทัง้ยงัพบอีกว่า
กรดไขมนัโอเมก้า-3 มีส่วนเก่ียวข้องกบัการพฒันาสมอง 
โรคมะเร็ง โรคลําไส้อักเสบ โรคข้ออักเสบรูมาตอย โรค
สะเก็ดเ งิน  และโรคที่ เ ก่ียวข้องกับระบบประสาท 
(Simopoulos, 2010) มนษุย์และสตัว์ไม่สามารถท่ีจะ
สงัเคราะห์กรดไขมนัโอเมก้า-3ได้ ดงันัน้จึงมีความจําเป็น
ท่ีจะต้องได้รับจากอาหาร แหล่งของ EPA และ DHA         
ซึ่งส่วนใหญ่จะมาจากแหล่งท่ีเป็นธรรมชาติ เช่น ปลา
ทะเลและสาหร่ายทะเล นอกจากนีย้งัมีจลุินทรีย์บางชนิด
ท่ีสามารถผลิต EPA และ DHA เช่น  Saccharomyces 
kluyveri (Kajiwara et al., 2001)    แตจ่ลุนิทรีย์ดงักลา่วมี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข้อจํากดัในด้านการเพาะเลีย้ง เน่ืองจากควบคมุสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตได้ยาก อีกทัง้จุลินทรีย์
ดังกล่าวมีอัตราการเติบโตต่ํา ในปัจจุบันจึงได้มีการ
ทดลองคดัแยกยีน fatty acid desaturase 2 (FAD2)           
ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการผลิตกรดไขมนั         
โอเมก้า-3 ได้แก่ desaturase มาใส่ในจุลินทรีย์อ่ืนท่ี
สามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่า เช่น S. cerevisiae ซึ่งมี
คุณสมบัติเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพและสะดวกต่อ
การใช้งาน (Chemler et al., 2006: Watanabe et al., 
2004) นอกจากนี ้S. cerevisiae สามารถใช้เป็นสารเสริม
ในอาหารของโคนมได้  เ น่ืองจากยีสต์จะสามารถ
เจริญเติบโตเพิ่มจํานวนเซลล์ในกระเพาะและระบบ
ทางเดินอาหารของสตัว์และใช้อาหารพวกคาร์โบไฮเดรต
และเย่ือใย (fiber) ซึง่สตัว์สามารถย่อยและใช้ประโยชน์ได้
รวมทัง้ตัวเซลล์ยีสต์ท่ีเพิ่มขึน้เม่ือถูกย่อยสลายจะได้
สารอาหารโปรตีนเพิ่มขึน้ด้วย ยีสต์ชนิดนีจ้ะประกอบด้วย
เอนไซม์จํานวนมากบางส่วนถูกขับออกมาในลําไส้และ

บทคัดย่อ: วตัถปุระสงค์ในการศกึษาครัง้นี ้เพ่ือผลิต recombinant Saccharomyce cerevisiae ท่ีมีชิน้สว่นของยีนท่ีถกู
คดัแยกมาจาก Saccharomyce kluyveri และประเมินปริมาณกรดไขมนัโอเมก้า-3 จาก recombinant S. cerevisiae  
รวมทัง้ประเมินค่าการย่อยสลายในกระเพาะหมกัของอาหารหยาบที่ได้รับการเสริม recombinant S. cerevisiae DNA ท่ี
สกดั จาก S. kluyveri นําไปทําปฏิกิริยา PCR amplification โดยใช้ fatty acid desaturase 2 primer (FAD2) ผลผลิต 
PCR นําไปโคลนโดย pTA2 พลาสมิดเวกเตอร์ แล้วนําเข้าไปยงั S. cerevisiae หลงัจากนัน้วิเคราะห์กรดไขมนัโดยใช้  Gas 
chromatography และหาค่าการย่อยสลายในกระเพาะหมกัโดยวิธี in vitro gas production technique มีการจดักลุ่ม
ทดลองด้วยวิธี 3x3 factorial ในแผนการทดลองแบบสุม่โดยตลอด  (CRD) ประกอบด้วย 2 ปัจจยั ปัจจยัท่ี 1 คือ ชนิดของ
อาหารหยาบ ประกอบด้วย หญ้าเนเปียร์หมกั หญ้ากินนีหมกั และ ฟางข้าว ปัจจยัท่ี 2 คือ การเสริมยีสต์ ประกอบด้วย 
กลุ่มควบคมุ (C), กลุ่มท่ีเสริม S. cerevisiae (SC) และกลุ่มท่ีเสริม recombinant S. cerevisiae ท่ีมียีน FAD2 จาก    
S. kluyveri (SCSK) ประกอบด้วย 9 กลุม่ทดลอง ทําการเก็บนํา้จากกระเพาะรูเมนจากโคพืน้เมืองจํานวน 4 ตวั ทําการวดั
ปริมาณแก๊ซท่ี 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง และวดัปริมาณจลุินทรีย์  (microbial biomass yield, MBY) 
หลงัจากการหมกัย่อยท่ี 24 ชัว่โมง จากการวิเคราะห์กรดไขมนั พบว่า กรดไขมนั Linoleic acid (C18:2, LA), Alpha-
linolenic acid (C18:3, ALA) และ Eicosapentaenoic acid (C20:5, EPA) ของ recombinant S. cerevisiae  มีปริมาณ
มากกวา่ S. cerevisiae  อยา่งมีนยัสําคญั สําหรับปริมาณแก๊สสทุธิท่ีเกิดขึน้ในชัว่โมงท่ี 2-12 ของหญ้าเนเปียร์หมกัมีค่าสงู
ท่ีสดุ ปริมาณแก๊สสทุธิท่ี 24 ของอาหารหยาบที่เสริมด้วย recombinant S. cerevisiae  จะมีปริมาณแก๊สสทุธิสงูท่ีสดุ    
สรุปได้ว่า recombinant S. cerevisiae สามารถผลิต LA,  ALA และ EPA ได้มากกว่า S. cerevisiae  อาหารหยาบที่เสริม
ด้วย recombinant S. cerevisiae  จะมีปริมาณ OMD และ SCFA สงูท่ีสดุ 
 
คาํสาํคัญ: กรดไขมนัโอเมก้า-3   S. cerevisiae   S. Kluyveri   fatty acid desaturase 2 (FAD2)   การย่อยสลายใน
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ช่วยเสริมเอนไซม์ท่ีมีอยู่แล้วในทางเดินอาหารจึงช่วยให้
เพิ่มอตัราการย่อยได้ดีขึน้ (Denev et al., 2007) ดงันัน้
วัตถุประสงค์ของการศึกษาครัง้นี  ้คือเพ่ือคัดแยกยีน 
FAD2 จาก S. kluyveri แล้วนําไปตดัต่อให้กับ                      
S. cerevisiae และประเมินองค์ประกอบของกรดไขมนัโอ
เมก้า-3 ของ recombinant S. cerevisiae ท่ีมียีน FAD2 
และประเมินค่าการย่อยสลายในกระเพาะหมกัของอาหาร
หยาบท่ีได้รับการเสริม recombinant S. cerevisiae ท่ีมี
ยีน FAD2 โดยวิธี in vitro gas production technique 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1. การเพาะเลีย้งเชือ้จุลนิทรีย์ 

นําเชือ้ยีสต์ S. cerevisiae และ S. kluyveri จาก
สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
โดยจะนํามาเลี ย้งบนอาหารเลี ย้งเ ชื อ้ตามวิ ธีของ
สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
โดยยีสต์จะถูกเพาะเลี ย้งบนอาหารเลี ย้งเชื อ้ Yeast 
extract/Peptone/Dextrose (YPD) pH 7.2 ท่ีอณุหภมิู 25 
องศาเซลเซียส (˚C) ระยะเวลาในการบม่ 48-72 ชัว่โมง 

 
2. การสกัดดีเอ็นเอและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยปฏกิริิยา polymerase chain reaction (PCR) 

นําเชือ้ยีสต์ S. kluyveri ท่ีได้จากการเพาะเลีย้ง
มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด DNA สําเร็จรูป 
NucleoSpin ® tissue (Macherey-nagel gmbh & co. 
Kg, Germany) จากนัน้ทําการตรวจวดัคณุภาพและวดั
ปริมาณของ DNA ท่ีช่วงความยาวคลื่นแสง 260 nm และ 
280 nm โดยความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ 
สารละลาย DNA (100 ng/μl) ของจลุินทรีย์ ถกูใช้เป็น 
DNA ต้นแบบ (template) ในปฏิกิริยา PCR เพ่ือเพิ่ม
ปริมาณ DNA ของยีน FAD2 (forward primer 5’-
GAGGAATTCACAGGCAGCATGGGGAAGGGA-3’, 
reverse primer 5’-GACTGCGGCCGCTCTGCTGCTT 
CATTTGTGGAG-3’) โดยโปรแกรมควบคมุอณุหภมิูของ
ปฏิกิริยา PCR คือ 95 °C 3 นาที/ 95 °C 30 วินาที/           
54-58 °C 30 วินาที จํานวน 35 รอบ/ 72 °C 3 นาที/ 72 °C 
5 นาที แล้วจึงตรวจสอบผลผลิต PCR บน 

polyacrylamide gel electrophoresis ท่ีความเข้มข้น 6% 
และสอ่งภายใต้แสง ultraviolet 

 
3. การโคลนยีน 

แถบดีเอ็นเอของยีนแต่ละยีนถูกนํามาเช่ือมต่อ
กบัเข้ากบัเวคเตอร์ pTA 2 vector (TOYOBO CO., LTD., 
Japan) หลงัจากที่ได้ recombinant vector แล้วนําไปใส่
ใน S. cerevisiae (transformation) ด้วยวิธี heat shock 
หลงัจากนัน้เติม YPD broth จํานวน 950 μl และนําไป
เขย่าท่ีความเร็ว 200 rpm อณุหภมิู 25 °C นาน 1 ชัว่โมง 
นําสว่นผสมแบคทีเรียจํานวน 200 μl ไป spread ลงบน
อาหารเลีย้งเชือ้ YPD Agar ท่ีผสม ampicillin, X-Gal และ 
IPTG จํานวน 20 μl (ความเข้มข้น 10 mg/ml) หลงัจากนัน้
นําไปบ่มในตู้บ่มท่ีอณุหภมิู 25 °C ข้ามคืน เลือกโคโลนีท่ี
มีสีขาว ลงใน 1X PCR buffer จํานวน 40 μl และ YPD 
broth จํานวน 500 μl ซึ่งท่ีมี ampicilin 10 mg/ml แล้ว
นําไปเขยา่ท่ีอณุหภมิู 25 °C นาน 3 ชัว่โมง หลงัจากนัน้จึง
ตรวจสอบโคลนที่มีชิน้สว่นของยีน FAD2 ซึง่ถกูเช่ือมเข้า
กบั vector ด้วยปฏิกิริยา PCR บน polyacrylamide gel 
electrophoresis ท่ีมีความเข้มข้น 6% ภายใต้แสง 
ultraviolet 

 
4. การวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมัน (fatty acids 
analysis) 

การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมนั ประกอบด้วย 3 
ขัน้ตอน ได้แก่ การสกดัไขมนัโดยวิธี saponify ด้วย 0.5 M 
KOH ในเอทธานอล โดยนําเซลล์ตะกอนแห้งของเซลล์มา 
0.05 g : นํา้กลัน่ 1 มิลลิลิตร (ml) มาเติม 0.5 M KOH ใน
เอธานอล 80% 4 ml ปิดจกุให้แน่น แล้วต้มด้วยนํา้เดือด 
100 °C เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบกําหนดเวลาทําให้เย็น
ลง เติม 1 HCl 5.0 ml และ isooctane 5.0 ml เขย่าอย่าง
แรงประมาณ 200-300 ครัง้ จากนัน้เก็บส่วนใสชัน้บนไว้ 
(อจัฉราวรรณ, 2530) การเตรียม fatty acid methyl ester 
(FAME) ระเหยสว่นใสท่ีได้ จนได้นํา้หนกั 0.5 กรัม ในขวด
ก้นกลม ขนาด 250 ml เติมสารละลาย 0.5 M NaOH ใน 
methanol 5 ml แล้วจึง reflux ท่ีอุณหภูมิ 110-120 °C         
5 นาที จนได้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกัน ทิง้ให้เย็น 
จากนัน้เติม 20% boron-trifluoride ใน methanol แล้ว 

การผลิตกรดไขมันโอเมก้า-3 และการย่อยสลายในกระเพาะหมักของ Recombinant 
Saccharomyces cerevisiae ที่มียีน Fatty Acid Desaturase 2 (FAD2) 
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reflux ต่อ 5 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้เย็น เทสารละลายที่ได้ลงใน
หลอดทดลองขนาด 50 ml เติม hexane ลงไป 5 ml และ 
เกลืออิ่มตวัลงไป 10 ml เขยา่ให้เข้ากนัและทิง้ไว้ให้แยกชัน้ 
(Morrison and Smith, 1964)  เก็บสารละลายชัน้บนมา           
1 μl ฉีดเข้าเคร่ือง Gas Chromatography (GC) (SCION 
436-GC, Bruker, Germany)  

 
5. การหาค่าการย่อยสลายในกระเพาะหมักโดยวิธี 
in vitro gas production technique  

จดักลุม่ทดลองด้วยวิธี 3x3 factorial ในแผนการ
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized 
design, CRD) ประกอบด้วย 2 ปัจจยั ปัจจยัท่ี 1 คือ ชนิด
ของอาหารหยาบ  ประกอบด้วย หญ้าเนเปียร์หมัก              
หญ้ากินนีหมกั และ ฟางข้าว ปัจจยัท่ี 2 คือ การเสริมยีสต์ 
ประกอบด้วย กลุ่มควบคุม คือไม่เสริมยีสต์ (C), กลุ่มท่ี
เสริม S. cerevisiae (SC) และกลุ่มเสริม recombinant            
S. cerevisiae ท่ีมียีน FAD2 จาก S. kluyveri (SCSK) 
ประกอบด้วย 9 กลุม่ทดลอง 

เก็บของเหลวจากกระเพาะหมกัของโคพืน้เมืองท่ี
ได้รับการผา่ตดัใสท่อ่เก็บตวัอย่างท่ีกระเพาะหมกั (rumen 
fistula) จํานวน 4 ตวั นํา้หนกัเฉลี่ย 218 ±28 กิโลกรัม           
ท่ีได้รับอาหารข้นวนัละ 1 กิโลกรัม และอาหารหยาบเป็น
เปลือกซังข้าวโพดให้กินแบบเต็มท่ี  โดยทําการเก็บ
ของเหลวจากกระเพาะหมกัก่อนให้อาหารเช้าแล้วมาผสม
กบัสารละลาย liquor buffer จํานวน 30 มิลลิลิตรต่อ 1 
หลอด โดยมีสว่นผสมของ นํา้กลัน่ 14 ml, Buffer solution 
10 ml, Macro mineral solution 5 ml, Resazurin 
solution (0.1% (w/v)) 0.025 ml, Micro mineral solution 
0.0025 ml, Reduction solution 1 ml และ Rumen fluid 
10 ml. ลงในหลอดที่มีเชือ้ตวัอย่างจลุินทรีย์ และตวัอย่าง
พืชอาหารสตัว์ ท่ีบดผ่านตะแกรง 1 มิลลิเมตร ประมาณ 
200 มิลลิกรัม นําไปบ่มท่ีอณุหภมิู 39 °C อ่านค่าแก๊สท่ี
เวลา 2,4, 6,8,10,12, 24, 48,72 และ 96 ชัว่โมงแล้วจึง
นํามาคํานวณคา่แก๊สสทุธิ, คา่พลงังานเมตาบอไลท์ (ME), 
การย่อยสลายของอินทรียวตัถ ุ(OMD) ปริมาณกรดไขมนั
ท่ีระเหยได้ (SCFA) ตามวิธีของ Blümmel and Ørskov 
(1993) จากสตูร 

 

GPt (ml/200 mg DM) = 
(Vt-V0-GP0) x 200 x (Fh + Fc) / 2 

W 

Metabolizable energy: 

(ME, MJ/Kg DM) 

= 2.20 + 0.136Gv + 0.057CP + 

0.0029CF 

Organic matter 

digestibility: (OMD %) 

= 14.88 + 0.88Gv + 0.45CP + 

0.651XA 

Short chain fatty acid 

(SCFA, mol) 

= 0.0239Gv – 0.0601 

 
จากนัน้ทําการวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ท่ีเกิด

จากการหมกั (microbial biomass yield; MBY) โดยทํา
การบ่มตัวอย่างพืชอาหารสัตว์ท่ี  24 ชั่วโมง แล้วนํา
ตวัอย่างท่ีเหลือจากการบ่มไปหกัออกจากตวัอย่างเร่ิมต้น
จะได้ค่าปริมาณอาหารที่ย่อยสลายปรากฏ (apparent 
degradable substrate) จากนัน้นําส่วนท่ีไม่ย่อยสลาย 
(apparent undegradable substrate) มาต้มกบั neutral 
detergent solution สว่นท่ีเหลือจะเป็นโภชนะที่ไม่ถกูย่อย
สลายอย่างแท้จริง (true undegradeable substrate) เม่ือ
นําค่าท่ีได้หักออกจากตัวอย่างเร่ิมต้นจะได้ค่า True 
degraded substrate คํานวณค่า Microbial biomass 
yield ตามวิธีของ Blummel et al. (1997) จากสตูร 

 
Microbial biomass 

yield (mg) 

= True degraded substrate -  

Apparent degradable  

substrate 

 
การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ

ข้อมูลกรดไขมันจะนํามาวิ เคราะห์ความ
แปรปรวน (analysis of variance,  ANOVA) ตามแผนการ
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized 
design, CRD) และข้อมลูการย่อยสลายในกระเพาะหมกั
ทัง้หมดมาวิเคราะห์ความแปรปรวน ตามแผนการทดลอง
แบบ 3x3 factorial ในแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์  มี
กลุม่ทดลองทัง้หมด 9 กลุม่ทดลอง และเปรียบเทียบความ
แตกต่างด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range test 
(Steel and Torrie, 1984) 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
1 การผลิต recombinant S. cerevisiae ที่มียีน FAD2 
จาก S. kluyveri 

ชิน้ส่วน DNA ของยีน FAD2 ถกูนําไปเช่ือมต่อ
เข้ากบัเวกเตอร์ pTA2 และถกูนําไปทรานฟอร์มเข้ากับ         
S. cerevisiae ด้วยวิธี heat shock หลงัจากนัน้ถกูนําไป
โคลนและนําเข้ากบั S. cerevisiae ได้สําเร็จ โดยจะแสดง
ออกเป็นโคโลนีสีขาวบนอาหารเลีย้งเชือ้ YPD agar 
ตรวจสอบโคโลนีเหล่านีโ้ดย 6% polyacyalamide gel 
electrophoresis และสอ่งภายใต้ ultraviolet ด้วยเคร่ือง 
gel documentation (ภาพที่ 1) พบขนาดของแถบดีเอ็นเอ
ของยีน FAD2 ท่ีถกูคดัแยกมาจาก S. kluyveri 1335 bp 

 
2. กรดไขมันรวมของ recombinant S. cerevisiae              
ที่มียีน FAD2 ที่คัดแยกจากจุลนิทรีย์ 

การประ เมิ นกรดไขมัน ด้ วย เค ร่ื อ ง  Gas 
Chromatography ของ S. cerevisiae และ recombinant  
S. cerevisiae แสดงในภาพที่ 2 พบว่าเส้นกราฟของ 
recombinant  S. cerevisiae ปรากฏจดุท่ีตําแหน่งของ
กรดไขมนั C20:5 (EPA)  มีท่ี retention time 56.57 min 
(ภาพที่ 2B) แต่ใน S. cerevisiae ไม่แสดงจดุในตําแหน่ง
ดงักลา่ว (ภาพที่ 2A) ในขณะที่ตําแหน่งของ กรดไขมนั 
Elaidic acid (C18:1t, EA) และกรดไขมนั  ALA ก็ปรากฏ
ในเส้นกราฟของ recombinant S. cerevisiae ในระดบัต่ํา 
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แต่ตําแหน่งของกรดไขมนั LA ปรากฏเส้นกราฟของ
ตําแหน่งดงักล่าวสงูท่ี retention time 47.37 min.            
(ภาพที่ 2B) 

ปริมาณกรดไขมนั LA ของ SCSK มีปริมาณ
มากกว่า SC อย่างมีนยัสําคญัยิ่ง (P=0.002) (33.80 
เทียบกบั 0.52% of total fatty acid) ในขณะท่ีปริมาณ
กรดไขมนั ALA ของ SCSK ก็มีปริมาณมากกวา่ SC อย่าง
มีนยัสําคญัยิ่ง (P<0.001) (2.66 เทียบกบั 0% of total 
fatty acid) นอกจากนีแ้ล้ว ปริมาณของกรดไขมนั EPA 
ของ SCSK มีปริมาณมากกว่า SC อย่างมีนยัสําคญัยิ่ง 
(P=0.012) (4.31 เทียบกบั 0% of total fatty acid)      
(ตารางที่ 1) จากการศึกษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่า ยีน 
FAD2 ท่ีคดัแยกจาก S. kluyveri ถกูนําไปเช่ือมต่อกบั
เวกเตอร์ได้และนําเข้าไปในยงั S. cerevisiae ได้สําเร็จ 
และ Recombinant S. cerevisiae สามารถผลิต LA, ALA 
และ EPA ได้มากกว่า S. cerevisiae ซึ่งสอดคล้องกบั
การศึกษาท่ีผ่านมาที่ มีการท่ีคัดแยกยีน FAD2 จาก 
Kluyveromyces lactis ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ∆12 fatty 
acid desatulase นําเข้าไปยงั S. cerevisiae พบว่า
สามารถเปลี่ยน C18:1t ไปเป็น LA ได้โดยที่ยีน FAD2 
เป็นยีนท่ีสามารถควบคุมเอนไซม์ ∆12 fatty acid 
desatulase (Kainou et al., 2006) ทัง้ยงัเปลี่ยน  ALA 
เป็น EPA โดย ∆6-desaturase และ ∆5-desaturase 
(Gregory et al., 2011) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 1 PCR production of recombinant S. cerevisiae harboring FAD2 gene from S. kluyveri (SCSK) 
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Figure 2 Gas chromatogram of total fatty acid. (A) Gas chromatogram of fatty acid in S. cerevisiae (SC) 
(B) Gas chromatogram of fatty acid in S. cerevisiae harboring FAD2 gene from S. kluyveri 
(SCSK) 

Table 1 Comparison of fatty acid profiles between S. cerevisiae (SC) and recombinant S. cerevisiae 
harboring FAD2 gene from S. kluyveri (SCSK) 

Fatty acid 
% of total fatty acid 

SEM P-value 
SC SCSK 

Myristic acid C14:0 7.57 6.67 1.359 0.781 
Palmitic acid C16:0 19.50 18.08 4.394 0.892 
Palmitoleic acid (PA) C16:1 31.32 22.97 7.479 0.633 
Stearic acid (PA) C18:0 4.87 3.79 1.152 0.817 
Elaidic acid (EA) C18:1T 0.52 0.74 0.178 0.413 
Oleic acid (OA) C18:1C 13 6.70 3.949 0.483 
Linoleic acid (LA) C18:2 0.52b 33.80a 7.695 0.002 
Gamma Linolenic acid (GLA) C18:3 0 0.29 0.146 0.374 
Alpha-linolenic acid (ALA) C18:3 0b 2.66a 0.595 <0.001 
Eicosapentaenoic acid (EPA) C20:5 0b 4.31a 1.054 0.012 

a-b Means within a row with different superscripts differ (P<0.05) 
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3. การหาค่าการย่อยสลายในกระเพาะหมักโดยวิธี 
in vitro Gas production technique 

จากการศึกษาการย่อยสลายในกระเพาะหมัก
ของอาหารหยาบ สําหรับปัจจัยในการเสริมยีสต์ซึ่ง
ประกอบด้วย กลุ่มควบคมุ กลุ่ม SC และกลุ่ม SCSK 
พบว่าในชัง่โมงที่ 24 และ 48 อาหารหยาบที่เสริม SCSK 
จะมีปริมาณแก๊สสุทธิสูงท่ีสุด (ตารางที่ 2) เน่ืองจาก           
S. kluyveri จะมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํา้ตาลใน
กรณี ท่ี ไม่ มี ออกซิ เ จนมากกว่ า  S.cerevisiae จึ ง มี
ประสิทธิภาพในการผลิตพลังงานได้ดีในกระเพาะหมัก 
(Jean-Luc, 2012) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ในชัว่โมงที่ 48 กลุม่ควบคมุมีปริมาณแก๊สสทุธิท่ี
ต่ํากว่ากลุ่ม SC และกลุ่ม SCSK อย่างมีนยัสําคญัยิ่ง 
(P<0.001) ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาการเสริมกากเนือ้ใน
เมล็ดปาล์มนํา้มันหมักยีสต์ในแพะลูกผสมพืน้เมือง-             
แองโกลนูเบียน 50% ท่ีพบว่าการเสริมกากเนือ้ในเมล็ด
ปาล์มนํา้มนัหมกัยีสต์ในอาหารข้นท่ีระดบั 75% จะมีการ
ย่อยได้ของโภชนะเฉลี่ ยสูงกว่ากลุ่ม อ่ืน  ๆ  อย่างมี
นยัสําคญั (ป่ินและอจัฉรา, 2557) ทัง้นีเ้น่ืองมาจากยีสต์ท่ี
เสริมเข้าไปบางส่วนไปกระตุ้นให้นิเวศวิทยาในรูเมนให้
เหมาะสม และสามารถเพิ่มประชากรในกลุ่มท่ีย่อยสลาย
เย่ือใยได้อย่าง มีนัยสําคัญโดยไปลดระยะเวลาใน                
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2 Effect of roughage type and yeast supplementation on gas production (ml) and estimate 
parameter 

Item 
Roughage* SEM Yeast** SEM P-value 

GN RS NP  C SC SCSK  R Y R X Y 

Gas production            

2 2.01b 1.94b 5.19a 0.28 2.78 2.96 3.40 0.28 <0.01 0.313 0.582 

4 4.16b 2.78b 8.19a 0.50 4.93 4.93 5.27 0.51 <0.01 0.865 0.758 

6 5.84b 3.56c 10.07a 0.51 6.58 6.32 6.56 0.47 <0.01 0.918 0.554 

8 8.90b 5.24c 12.85a 0.46 9.36 8.71 8.91 0.43 <0.01 0.614 0.033 

10 11.98b 7.87c 16.04a 0.61 12.01 11.46 12.41 0.56 <0.01 0.507 0.176 

12 14.13b 10.13c 18.45a 0.70 13.69 13.69 15.33 0.70 <0.01 0.207 0.668 

24 24.12 23.41 25.35 0.73 22.43b 23.69b 26.76a 0.78 0.207 0.005 0.248 

48 37.99a 33.91b 39.56a 0.59 33.38b 33.87a 39.21a 0.79 <0.001 <0.001 0.002 

72 48.00 45.62 42.91 2.04 48.80 43.69 44.04 2.16 0.210 0.255 0.972 

96 50.54 47.01 45.98 1.88 42.65 46.24 46.65 1.88 0.076 0.084 0.396 

Parameter            

ME 6.15a 5.66b 6.36a 0.09 5.92b 5.98b 6.27a 0.90 <0.001 0.030 0.053 

OMD 47.51b 47.22b 49.63a 0.42 48.00 47.60 48.75 0.51 0.001 0.179 <0.001 

SCFA 0.52b 0.48c 0.56a 0.01 0.48b 0.51b 0.57a 0.01 0.001 0.001 0.011 

Microbial biomass           

mg 0.06a 0.04b 0.04b 0.01 0.04 0.04 0.05 0.01 <0.01 0.081 0.036 

% of true digested 66.16a 49.79b 50.50b 0.98 55.64 54.71 56.09 0.98 <0.001 0.615 0.003 
a,b,c  Means within a row with different superscripts differ (P<0.05) 

* roughage type = guinea grass silage (GN), rice straw (RS) and napier grass silage (NP) 
** yeast supplementation = control (C), S. cerevisiae (SC) and recombinant S. cerevisiae harboring FAD2 gene from S. 

kluyveri (SCSK) 
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การเจริญเติบโตในช่วง lag phase และตวัเซลล์ยีสต์ท่ี
ตายแล้วจะเป็นแหล่งวิตามินบี  ซึ่งจะไปช่วยในการ
เจริญเติบโตตอ่ไป (Girard and Dawson, 1995) 

สําหรับปัจจัยชนิดของอาหารหยาบ (หญ้า            
เนเปียร์หมกั หญ้ากินนีหมกั และฟางข้าว) พบว่าปริมาณ
แก๊สสทุธิท่ีเกิดขึน้ในชัว่โมงท่ี 2, 4, 6 และ 12 ของฟางข้าว
มีปริมาณแก๊สสทุธิต่ํากวา่หญ้าเนเปียร์หมกัและหญ้ากินนี
หมกั (ตารางท่ี 3) สาเหตมุาจากฟางข้าวมีผนงัเซลล์ท่ี
ประกอบด้วย เซลลลโูลส 30-51% เฮมิเซลลโูลส 6-28% 
และลิกนิน 4-10% ค่าการย่อยได้ผนงัเซลล์เท่ากบั 35-
50% ซึ่งเป็นค่าการย่อยได้ท่ีต่ําเน่ืองจากผนังเซลล์มี              
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลิกนินซึ่งจะไปเกาะอยู่กับเฮมิเซลลูโลสทําให้ไม่ถูกย่อย
สลาย นอกจากนีส้าร phenolic acid ท่ีมีอยู่ในลิกนินมีผล
ยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์จากจลุินทรีย์สารดงักลา่วจะ
ไปขวางกัน้บริ เวณที่ เอนไซม์จะเข้าไปทําปฏิกิ ริยา 
(เสาวลกัษณ์, 2542)  

นอกจาก นี ย้ั งพบว่ าการย่ อยสลายของ
อินทรียวัตถุ (OMD) และปริมาณกรดไขมันระเหยได้ 
(SCFA) ของหญ้าเนเปียร์หมกัมีค่าสงูกว่าฟางข้าวและ
หญ้ากินี อย่างไรก็ตามการย่อยสลายของอินทรีย์วตัถขุอง
หญ้าเนเปียร์และหญ้ากินนีในการศกึษาครัง้นี ้มีคา่ต่ํากว่า
การย่อยสลายของอินทรีย์วัตถุของหญ้าเนเปียร์และ            
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3 Gas production (ml) and estimate parameter of roughage* supplement with yeast** 

Item 

Control S. cerevisiae recombinant S. cerevisiae SEM P <Value 

GN RS NP GN RS NP GN RS NP 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 

Gas production         

2 1.92c 1.63c 4.78b 1.91c 2.24c 5.96a 2.20c 1.96c 6.05a 0.35 <0.001 

4 4.07b 2.26b 8.66a 3.45b 3.17b 8.17a 4.95b 2.92b 7.94a 0.52 <0.001 

6 6.47b 2.82c 10.45a 4.94bc 4.05bc 9.98a 6.11b 3.80bc 9.76a 0.60 <0.001 

8 10.86a 3.92d 13.31a 7.57bc 5.61cd 12.95a 8.25b 6.20cd 12.29a 0.69 <0.001 

10 13.33ab 6.11e 16.58a 10.97bcd 8.11de 15.29a 11.63bc 9.37cde 16.24a 0.76 <0.001 

12 13.65bc 8.46d 18.96a 13.14bc 10.30cd 19.30a 15.60ab 11.62cd 18.76a 0.81 <0.001 

24 22.48bc 19.89c 24.91ab 22.57bc 23.69abc 24.81ab 27.31a 26.65ab 26.32ab 0.58 0.020 

48 35.52b 26.91c 37.70ab 41.38a 34.54b 40.68a 37.08ab 40.27a 40.28a 0.92 <0.001 

72 52.32 47.43 46.66 45.08 44.84 41.16 46.60 44.60 40.92 1.16 0.533 

96 61.18a 48.47b 48.23b 47.10b 45.61b 46.02b 59.34a 46.94b 43.68b 1.33 0.001 

Estimated Parameter         

ME 6.07abcd 5.25e 6.44ab 5.87cd 5.77d 6.30abc 6.51a 5.96bcd 6.34abc 0.85 0.001 

OMD 48.39b 44.61c 51.00a 45.43c 47.95b 49.43ab 48.72ab 49.06ab 48.47b 0.41 <0.001 

SCFA 0.50bcd 0.40e 0.54abc 0.47d 0.49cd 0.56ab 0.58a 0.55abc 0.56ab 0.01 <0.001 

Microbial biomass         

mg 0.05ab 0.04bc 0.03c 0.06a 0.04bc 0.03c 0.06a 0.04c 0.05ab 0.00 <0.001 
% of true 

digested 
66.20ab 52.58cd 48.15de 62.40b 52.64cd 49.10cde 69.89a 44.14e 54.24c 2.01 <0.001 

a,b,c Means within a row with different superscripts differ (P<0.05) 

* roughage type = guinea grass silage (GN), rice straw (RS) and napier grass silage (NP) 
** yeast supplementation = control (C), S. cerevisiae (SC) and recombinant S. cerevisiae harboring FAD2 gene from S. 

kluyveri (SCSK) 
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หญ้ากินนีจากการศกึษาของ นฤมล และคณะ (2545) คือ 
47.51 เทียบกบั 61.50 และ 49.63 เทียบกบั 61.39 ซึง่อาจ
มีสาเหตุมาจากโปรตีนของหญ้ากินนีและหญ้าเนปียร์        
ของการศึกษาครัง้นีมี้ปริมาณน้อยกว่า (86 เทียบกับ 
124.25 และ 70 เทียบกบั 71.55 g/kg) จึงมีโภชนะที่เป็น
สารตัง้ต้นสําหรับจุลินทรีย์นําไปใช้ในการย่อยสลายและ
สามารถผลติแก๊สได้น้อยกวา่ (Van Soest, 1994) 

นอกจากนีย้งัพบปฏิกิริยาร่วมระหว่างชนิดของ
อาหารหยาบและการเสริมยีสต์ โดยพบว่าฟางข้าวจะมี
การตอบสนองต่อการเกิดแก๊สสทุธิท่ี 8 และ 48 ชัว่โมง 
เม่ือได้ รับการเสริมเชื อ้จําพวกราหรือยีสต์จะทําให้              
ลิกนินถกูย่อยสลายไป โดยราหรือยีสต์เหล่านีจ้ะสามารถ
ผลิตเอนไซม์ในการย่อยลิกนินโดยจะทําปฏิ กิ ริยา 
hydrogen peroxide กระตุ้นปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ ดึงเอา
อิเล็กตรอนออกจาก phenolic ring ของลิกนินทําให้       
โพลิเมอร์ของลิกนินแตกตัว เอนไซม์จากจุลินทรีย์จึง
สามารถเข้าไปทํางานได้ (Elisashrili et al., 2007) ทัง้นี ้
ปริมาณลกินิน ของฟางข้าวสงูกวา่อาหารหยาบชนิดอ่ืนจึง
ทําให้ตอบสนองต่อการเสริมเอมไซม์ได้ดีกว่าชนิดอ่ืน 
(Han, 1975) ในส่วนของปฏิกิริยาร่วมระหว่างชนิดของ
อาหารหยาบและการเสริมยีสต์ต่อปริมาณจุลินทรีย์ โดย
พบว่าฟางข้าวจะมีการตอบสนองต่อการผลิตปริมาณ
จลุินทรีย์ท่ีเกิดจากการหมกั ได้น้อยกว่าหญ้าเนเปียร์หมกั
และหญ้า-กินนีหมกั ทัง้นีเ้น่ืองจากการสงัเคราะห์จลุนิทรีย์
โปรตีนในกระเพาะหมักของโคจะอาศัยผลผลิตจากการ
ทํางานของจลุินทรีย์ คือ กรดไขมนัระเหยได้ จากการย่อย
สลายคาร์โบไฮเดรต และกรดอะมิโนและแอมโมเนียจาก
การย่อยสลายโปรตีน (Van Soest, 1994) ผลผลิตเหลา่นี ้
จะขึน้อยู่กับคุณค่าทางโภชนะของอาหารหยาบ ในฟาง
ข้าวพบว่ามีคณุค่าทางโภชนะที่ต่ํากว่าหญ้าชนิดอ่ืนจึงทํา
ให้มีสารตัง้ต้นในการผลิต Microbial biomass ต่ํากว่า
อาหารหยาบชนิดอ่ืน 

 
สรุป 

 
ยีน FAD2 ท่ีถกูคดัแยกจาก S. kluyveri ถกู

นําไปเช่ือมต่อกับเวกเตอร์ได้และนําเข้าไปในยัง S. 
cerevisiae แล้วสามารถควบคุมการผลิตเอนไซม์ Δ12 

desaturase ซึ่งช่วยในการเปลี่ยน C18:1T (EA) เป็น 
C18:2 (LA) ได้ และยงัมี C18:3 (ALA) และ C20:5 (EPA) 
มากกว่า S. cerevisiae นอกจากนีย้งัพบว่า อาหารหยาบ
ท่ีเสริม recombinant S.cerevisiae ท่ีมียีน FAD2 จาก            
S. kluyveri มีปริมาณแก๊สสทุธิมากกว่า S. cerevisiae 
เม่ือเปรียบเทียบชนิดของอาหารหยาบพบวา่ในฟางข้าวจะ
มีปริมาณแก๊สสทุธิท่ี 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง น้อยกว่า
อาหารหยาบชนิดอ่ืน  และพบปฏิกิริยาร่วมระหว่างชนิด
ของอาหารหยาบและการเสริมยีสต์ โดยการเสริมยีสต์
ร่วมกับฟางข้าวจะมีค่าปริมาณแก๊สสุทธิท่ี 8 และ 48 
ชัว่โมง รวมทัง้ คา่ OMD และ SCFA สงูท่ีสดุ 
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