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บทคัดยอ 

กรดแลกติกมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอยางกวางขวางรวมถึงความเปนไปไดในการใชเปน
สารต้ังตนเพ่ือผลิตพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ โดยกระบวนการผลิตกรดแลกติกบริสุทธิ์ท่ีมี
ประสิทธิภาพมีความสําคัญอยางย่ิงสําหรับการนําไปใชเพ่ือการสรางสายพอลิเมอร เม่ือการตัดตอยีน 
ldhAจาก Rhizopus oryzae เขาสูพลาสมิด แลวนําเขาสู Esherichia coli ท่ียีน ldhAบนดีเอ็นเอถูกทําลาย
เกิดเปน E. coli สายพันธุ RB24 พบวายีน ldhAของ R. oryzae บนพลาสมิดสามารถแสดงออกได โดย
เม่ือทําการหมักในอาหารท่ีมีกลูโคสเร่ิมตน 100 g/L ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนและไมเติม Ampicilin
พบวา E. coli สายพันธุนี้สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากท่ีสุด แตเนื่องจากปริมาณกรด
แลกติกที่ผลิตไดยังมีปริมาณนอยซึ่งอาจเปนผลมาจากกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลีย้งเช้ือมปีริมาณมากทาํ
ใหไปยับย้ังการผลิตกรดแลกติกและการสูญเสียพลาสมิดไดงายเม่ือไมเติม Ampicilin จึงไดทําการหา
ภาวะที่เหมาะสมในการหมัก E. coli สายพันธุ RB24 คือในขั้น Pre-culture ใชภาวะที่มีออกซิเจนเพ่ือ
เพ่ิมจํานวนเซลล แลวจึงทําการหมักในภาวะที่ไมมีออกซิเจนโดยใชกลูโคสเร่ิมตน 20 g/L และเติม 
Ampicilin ทําใหไดปริมาณกรดแลกติกท่ีคงท่ีมากขึ้นเม่ือทําการศึกษาการใชเทคนิค error-prone PCR 
เพ่ือทําใหบริเวณยีน ldhAจาก R. oryzae บนพลาสมิดเกิดการกลายพันธุแบบสุม พบวาสามารถคัดเลือก 
E. coli สายพันธุท่ีผลิตกรดแลกติกไดดีขึ้นกวา E. coli สายพันธุ RB24 ประมาณ 7 เทา โดยพบการ
เปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง 94 และ 204 หลัง Stop codon จาก G เปน T ท้ังสองตําแหนง
ในสายพันธุที่ต้ังชื่อวาสายพันธุ TW4 นอกจากนี้ยังพบวา E. coli สายพันธุ TW4 สามารถผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร L ไดดีท่ีสุดในอาหารหมักท่ีมีกลูโคสเริ่มตน 20 g/L 

คําสาํคัญ: กรดแลกติก, Rhizopus oryzae, Escherichia coli, error-prone PCR 
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ABSTRACT 

Lactic acid is widely applied in various industries including the use as a potential precursor for 
biodegradable plastics. The effective process to produce optically pure monomers of lactic acid is 
essential for further polymer synthesis. When plasmid with ldhA from Rhizopus oryzae was 
transformed into E. coliof which chromosomal ldhA was knocked out, generating the strain called 
RB24, R. oryzae ldhA gene on the plasmid could be expressed. TheRB24 produced L-lactic acid with 
the highest yield when fermented with fermentation broth containing 100 g/L intial glucose without 
Ampicillin under anaerobic condition. However, the lactic acid yield obtained from this strain was 
still low that may result from the inhibition of the lactic acid production by high amount of residual 
glucose in the culture and the easy loss of plasmid when Ampicillin was not added. To solve this 
problem, the suitable condition for fermenting E. coli strain RB24 was optimized and found that L-
lactic acid production was more stable when the strain was pre-cultured under aerobic condition to 
increase cell density for the inoculum and further fermented with fermentation broth containing 20 
g/L intial glucose with Ampicillin addition under anaerobic condition. When error-prone PCR was 
applied to generate random mutations on R. oryzae ldhA gene region, which further inserted on 
plasmid and transformed into E. coli, the selected clone could produce L-lactic acid approximately 7 
times more than RB24 strain. DNA sequencing suggested that, in the strain named TW4, there were 2 
point mutations from G to T at both of 94th and 204th positions which were located downstream the 
stop codon. Furthermore, the strain TW4 could produce L-lactic acid with the highest yield by using 
fermentation broth with 20 g/L initial glucose.  

Keywords: Lactic acid, Rhizopus oryzae, Escherichia coli, error-prone PCR 
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บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม 

กรดแลกติกถูกคนพบคร้ังแรกในป ค .ศ . 1780 โดย Carl WilhelmScheele นักเคมีชาวสวีเดนและ
ใชเพื่อเปนสารใหรสเปรี้ยวในนม ตอมามีการนํากรดแลกติกไปใชอยางกวางขวางในอตุสาหกรรมตางๆ
เชน อุตสาหกรรมอาหาร และการนําไปสรางเปนพอลีเมอรเชน พอลีแลกไตด (polylactides) เพ่ือใช
ในทางการแพทย   และการผลิตพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ(Hester, 2000a; Kricheldorf, 2001)
ทําใหมีแนวโนมความตองการท่ีเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว  (Hester, 2000b) 

ปจจุบันกรดแลกติกสามารถผลิตไดดวยท้ังกระบวนการทางเคมีและกระบวนการหมักโดย
จุลินทรียหลายชนิด (Narayanan et al., 2004) จุลินทรียท่ีนิยมใชกันอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมคือ 
แบคทีเรียจําพวก Lactobacillus spp. แตปญหาที่พบคือแบคทีเรียจําพวกนี้ตองการสารอาหารท่ีซับซอน
และไมสามารถผลิตกรดแลกติกในปริมาณมากท่ีระดับ pH ตํ่ากวา 4 ซึ่งทําใหประสิทธิภาพในการ
ละลายลดลง เกิดการตกผลึกเปนเกลือแลกเตท และทําใหตองเพ่ิมขั้นตอนการสรางกรดแลกติกมาจาก
เกลือแลกเตท (Skory, 2003) จุลินทรียชนิดอื่นท่ีมีการนํามาใชผลิตกรดแลกติก ไดแกราจําพวก R. 
oryzae ซึ่งสามารถผลิตกรดแลกติกในรูปไอโซเมอร L เปนหลักจากแปง (starch) เซลลูโลส (cellulose) 
และเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) โดยใชแหลงไนโตรเจนจากเกลือแอมโมเนีย (ammonium salts) 
(Woiciechowski et al., 1999) ซึ่งกรดแลกติกไอโซเมอร L เปนท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรมเกือบทุก
ประเภท ขอดีของการผลิตกรดแลกติกดวย R. oryzae คือใชอาหารเลี้ยงเช้ือไมซับซอน นอกจากนี้
ผลิตภัณฑจากการเกษตร เชน กากมันสําปะหลัง เม่ือนํามาผานกระบวนการไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เพ่ือใหไดน้ําตาลกลูโคสปริมาณสูงสามารถนาํมาใชเปนแหลงคารบอนใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ R. oryzae แตการเลี้ยงเช้ือดวยวิธีดังกลาวพบการปนเปอนของเอทานอลในปริมาณสูง
ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณไนโตรเจนท่ีเพ่ิมขึ้นจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว (Thongchul et al., 
2009)ขอจํากัดอื่นๆของการผลิตกรดแลกติกโดยใช R. oryzae คือ กรดแลกติกท่ีไดมีปริมาณนอยเมื่อ
เทียบกับแบคทีเรียและปญหาการปนเปอนของเอทานอลท่ีถูกสรางขึ้นระหวางกระบวนการหมักใน
ปริมาณสูง (Skory, 2004)นอกจากนี้สรีระวิทยาของ R. oryzaeก็ไมเหมาะสมตอกระบวนการหมักในถัง
ปฏิกรณชีวภาพ(Narayanan et al., 2004) ดังนั้นจึงมีความพยายามในการใชยีนท่ีเกี่ยวของกับการ
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สังเคราะหกรดแลกติกไอโซเมอร L แสดงออกในจุลินทรียอื่นๆ ท่ีเลี้ยงงาย และมีความเปนไปไดท่ีจะ
ผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก 

ขั้นตอนสุดทายของการสังเคราะหกรดแลกติกจากกลูโคสคือ การเปลีย่นกรดไพรรูวกิใหเปนกรด
แลกติก ซึ่งปฏิกิริยานี้อาศัยเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนส (lactate dehydrogenase) เปนตัวเรงปฏิกิริยา
ซึ่งเอนไซมนี้ยังเปนตัวกําหนดไอโซเมอรของกรดแลกติกท่ีจุลินทรียแตละชนิดสรางอีกดวย (Ferain et 
al., 1994) สําหรับ R. oryzae มีการสังเคราะหเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนสสองชนิด คือ แลกเตทดี
ไฮโดรจิเนส A และ B ซึ่งสรางจากยีน ldhAและldhB ตามลําดับ (Skory, 2000) ยีนท้ังสองนี้มีลําดับเบส
คลายกัน 93.1%(Saito et al., 2004) ซึ่งมีการสันนิษฐานวา ldhAทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนกรดไพรรูวิ
กเปนกรดแลกติก  ในขณะที่ ldhBเกี่ยวของกับปฏิกิริยาการเปลี่ยนกรดแลกติกเปนกรดไพรรูวิกเม่ือ R. 
oryzae เลี้ยงในกลีเซอรอ   เอทานอล หรือแลกเตท  (Skory, 2000) ท้ังนี้ R. oryzae สามารถแบงไดเปน
สองกลุม คือ กลุมที่สรางกรดแลกติก (LA group) และกลุมท่ีสรางกรดฟอมูริกหรือกรดมาลิก (FMA 
group) ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว โดยกลุมท่ีสรางกรดแลกติกมีท้ังยีน ldhA และ ldhB  แตกลุมที่สรางกรด
ฟอมูริกหรือกรดมาลิก มีเพียงยีน ldhB(Saito et al., 2004) อยางไรก็ตาม ท้ัง ldhAและldhB จาก R. 
oryzae สามารถแสดงออกและคืนความสามารถในการผลิตกรดแลกติกใน E. coli สายพันธุท่ีไม
สามารถสรางกรดแลกติกได  

การผลิตกรดแลกติกในปจจุบันไดนําพันธุวิศวกรรมเขามาเกี่ยวของ เชน การตัดตอยีน ldhA ของ 
R. oryzae ใสในพลาสมิดเพ่ือนําไปแสดงออกในยีสตSaccharomyces cerevisiaeแตวิธีนี้ยังพบปญหา
เนื่องจากกรดแลกติกท่ีไดมีปริมาณไมมากและยังพบการปนเปอนของเอทานอล (Skory, 2003) การตัด
ตอพันธุกรรมโดยการนํายีน L-LDH จากวัว Bos Taurus จํานวน 2 ชุดใสเขาในยีสต Candida utilis 
ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร CuPDC1  พบวาการผลิตแลกติกไดดี แตการผลติกรดแลกติกเกดิขึน้
ท่ีอุณหภูมิจํากัดที่ 5-35oC เทานั้น (Ikushima et al., 2009) ในแบคทีเรีย Enterobacter asburia เม่ือใช
เทคนิคพันธุวิศวกรรมลบยีน pflBและ als ซึ่งจําเปนในการสรางเอทานอล อะซิเตทและ 2,3-บิวทาเนได
ออล (2,3-butanediol) พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกบริสุทธิ์ไอโซเมอร D ไดโดยการใชเฮมิเซลลูโลส
ท่ีไดจากกระบวนการไฮโดรไลซีสจากตนไมและผลิตผลจากการเกษตรเชน sweetgum เปนอาหารเลี้ยง
เช้ือ แตวิธีดังกลาวยังสามารถผลิตกรดแลกติกไดนอยและยังประสบปญหาท่ีจุลินทรียเจรญิเตบิโตไดใน
อาหารเลี้ยงเช้ือบางชนิดเทานั้น (Bi et al., 2009)ในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D จากแบคทีเรีย 
Lactobacillus plantarum สายพันธุท่ีถูกทําลายยีน ldhL1โดยใชแปงขาวโพดดิบเปนอาหาร โดย
แบคทีเรียที่ใชไดนําพลาสมิดที่มียีน amyA ซึ่งสรางเอนไซม α-amylase จาก Streptococcus bovis ทําให
แบคทีเรียดังกลาวสามารถยอยแปงเปนกลูโคสเพื่อผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D บริสุทธิ์ไดปริมาณ
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คอนขางสูง ท้ังนี้เพ่ือหลีกเลี่ยงการใชยาปฎิชีวนะในการรักษาพลาสมิดไวในเซลล คณะผูวิจัยไดนํายีน 
amyA ใสในโครโมโซมของ L.plantarum สายพันธุดังกลาว พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดนอยกวา
การใชพลาสมิด (Okano et al., 2009a) L.plantarum สายพันธุดังกลาวยังไดถูกใชเพ่ือนําพลาสมิดท่ีมียีน 
celA ซึ่งสรางเอนไซม endoglucanase จาก Clostridium thermocellum เพ่ือใชยอย β-glucan ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ พบวาผลิตผลท่ีไดเปนกรดอะซิติกท่ีเปลี่ยนมาจากกรดแลกติก ซึ่งการเลี้ยงเชื้อโดยไมให
ออกซิเจนสามารถลดการเปลี่ยนกรดแลกติกเปนกรดอะซิติกไดบางสวน (Okano et al., 2009b)
แบคทีเรียชนิด Leuconostoc citreum ซึ่งโดยปกติผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D ในอาหารหมักดอง 
สามารถผลิตกรดแลกติกชนิดไอโซเมอร L โดยใชการแสดงออกของยีน ldhL จาก L.plantarum ท่ีตัดตอ
ใสพลาสมิด แตปริมาณไพรรูเวทท่ีใชเพ่ือเปลี่ยนเปนกรดแลกติกไอโซเมอร L ไมไดนํามาจากไพรรูเวท
ท่ีใชเพ่ือเปลี่ยนเปนกรดแลกติกไอโซเมอร D มากนัก (Jin et al., 2009) 

ในโครงการวิจัยนี้เลือกใช E.coli เปนเซลลเจาบานเพ่ือใหยีน ldhA จาก R. oryzae แสดงออก และ
ใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดังกลาวเพ่ือผลติกรดแลกติกไอโซ
เมอร L เนื่องจาก E. coli เปนแบคทีเรียชนิดนี้เจริญเติบโตเร็วเลี้ยงงายและมีการศึกษาดานพันธุศาสตร
อยางกวางขวาง ซึ่งใน E. coli พบวายีน ldh จากสิ่งมีชีวิตอื่นเชน L. casei สามารถแสดงออกไดใน E. 
coli แตยีน ldhA ใน E. coli ตองถูกทําลายกอน (Chang et al., 1999) หลังจากนําพลาสมิดท่ีมียีน ldhA 
จาก R. oryzae ใสเขาสูเซลล E. coli แลว ไดนําเทคนิค error-pronePCR มาใชในการปรับปรุง E. coli 
สายพันธุนี้อีกดวย โดยเทคนิคดังกลาวกอใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมในยีน ldhA สําหรับเทคนิค 
error-prone PCR นั้นไดถูกนํามาใชในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียหลายชนิด เชน การเพ่ิมคุณสมบติั
การทนความรอนในเอนไซมไฟเตส (phytase) App2 ใน E. coli (Kim and Lei, 2008) หลักการของ
เทคนิค error-prone PCR คือการเพ่ิมอัตราการกลายพันธุของสารพันธุกรรมที่สนใจโดยการรบกวน
ระบบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกระบวนการ PCR เชน การเปลี่ยนความเขมขนแมกนีเซียมคลอไรด 
(MgCl2) การเติมแมงกานีสคลอไรด (MnCl2) หรือการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของนิวคลีโอไทด 
(nuecleotides) แตละชนิดในปฏิกิริยา PCR (Pritchard et al., 2005) จากนั้นทําการคัดเลือกโคลนท่ี
สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณสูง และทําการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของลําดับสาร
พันธุกรรมในของยีน ldhA จาก R. oryzae ซึ่งเทคโนโลยีดังกลาวสามารถชวยปรับปรุงสายพันธุของ
จุลินทรียโดยทําใหเอนไซม lactate dehydrogenaseA ทํางานไดดีขึ้นและสงผลใหผลิตกรดแลกติกไอโซ
เมอร L ไดมากขึ้น ทั้งนี้กระบวนการผลิตกรดแลกติกท่ีมีประสิทธิภาพสามารถตอบสนองความตองการ
กรดแลกติกเพ่ืออุตสาหกรรมตางๆ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพท่ี
ปจจุบันการผลิตกรดแลกติกเพื่อเปนสารต้ังตนยังไมเพียงพอและยังมีตนทุนการผลิตสูง 
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1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

ปจจุบันผลกระทบจากสภาวะโลกรอนสงผลอยางมากตอมวลมนุษยชาติ สาเหตุสําคัญอันหนึ่ง
เนื่องจากการใชพลาสติกท่ีไมสามารถยอยสลายไดตามกระบวนการทางธรรมชาติ กอใหเกิดการสะสม
ของขยะดังกลาว รวมถึงราคาน้ํามันปโตรเลียมซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของพลาสติกท่ีปรบัตัวสงูขึน้
อยางตอเนื่อง ทําใหเกิดการต่ืนตัวในการหาวัสดุทางเลือกใหมเพ่ือนํามาผลิตพลาสติกที่เปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอม กรดแลกติกเปนทางเลือกหนึ่งท่ีไดรับความสนใจเปนอยางมากเนื่องจากกรดแลกตกิสามาร
ถนํามาสรางในรูปพอลิเมอรของกรดแลกติก (polylactic acid) ซึ่งมีคุณสมบัติคลายพอลิโอเลฟน 
(polyolefins)ท้ังนี้ในปจจุบันกรดแลกติกไดจากการหมักน้ําตาลกลูโคสดวยแบคทีเรียกลุม Lactobacilli 
ซึ่งมีตนทุนสูงและยังไมบริสุทธิ์เพียงพอสําหรับการสังเคราะหเปนพอลิเมอร ดังนั้นการพัฒนากระการ
ผลิตกรดแลกติกจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง พันธุวิศวกรรมจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีนํามาใชเพ่ือการปรบัปรงุ
สายพันธุแบคทีเรีย แตเนื่องจากการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียกลุม Lactobacilli มักเกิดความไมเสถยีร 
โครงการวิจัยนี้จึงเลือก Escherichia coli ในการปรับปรุงสายพันธุ ซึ่ง E. coli เปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชกันอยาง
กวางขวางในการตัดตอพันธุกรรม ขอดีสําหรับการใชแบคทีเรียชนิดนี้คือ เลี้ยงงายและโตเรว็ดวยอาหาร
เลี้ยงเช้ือท่ีไมซับซอน และขอมูลทางพันธุกรรมมีการศึกษาอยางกวางขวาง ดังนั้นเพื่อตอบสนองตอ
ความตองการกรดแลกติกท่ีเพ่ิมขึ้นอยางมากในทางอุตสาหกรรม การพัฒนาการผลติกรดแลกตกิโดยใช 
เทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลปรับปรุงสายพันธุ E. coli จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมีความเปนไปไดสงู
สําหรับการผลิตกรดแลกติกในอนาคต  ซึ่งความรูท่ีไดรับจะนําไปสูเทคโนโลยีการผลิตกรดแลกติกบริ
สุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพเพื่อใหสามารถนําไปใชเปนสารต้ังตนในทางอุตสาหกรรมได และยังสามารถ
นําไปประยุกตกับการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียเพ่ือวัตถุประสงคอื่นๆดวย 

1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

ปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียโดยใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือพัฒนาการผลิตกรดแลกติ
กบริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับนําไปใชเปนสารต้ังตนในทางอุตสาหกรรม 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ในโครงการวิจัยนี้จะใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลในการปรับปรุงสายพันธุ E.coli เพื่อการ

ผลิตกรดแลกติก โดยใชการแสดงออกของยีน ldhA จาก R. oryzae ใน E. coli เนื่องจากยีน ldhA ใน R. 
oryzae สังเคราะหเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนสA(Lactate Dehydrogenase A) และเอนไซมดังกลาวจะ
เปลี่ยนกรดไพรูวิก (pyruvic acid)ใหกลา ยเปนกรดแลกติกไอโซเมอร Lซึ่งเปนท่ีตองการใน
อุตสาหกรรมเกือบทุกประเภท โดยยีน ldhA จาก R. oryzae จะถูกตัดตอใสพลาสมิดกอนจะนําเขาสู E. 
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coli สายพันธุ ท่ียีน pta และldhA ถูกทําลายท้ังนี้เ พ่ือลดการปนเปอนจากสารท่ีสรางขึ้นระหวาง
กระบวนการหมักและใหยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิดเทานั้นท่ีแสดงออกตามลําดับ จากนั้นทํา
การปรับปรุงสายพันธุ E. coliโดยใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือทําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมของ
ยีน ldh A จาก R. oryzae ผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการดังกลาวนําไปตัดตอใสพลาสมิด pBluescricrpt 
II KS(+)แลวนําเขาสู E.coli สายพันธุ RB7 ท่ียีน ldh และ pta  ถูกทําลายแลวทําการคัดเลือกโคโลนีท่ี
ผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก พลาสมิดจากโคโลนีท่ีผลิตกรดแลกติกไดปริมาณมากไดถูกสกัดเพ่ือ
นําไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบนบริเวณยีน ldhAของ R. oryzae นอกจากนี้
โครงการวิจัยนี้ไดศึกษาปจจัยอื่นท่ีมีผลตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร Lจาก E. coli ท่ีไดรับการ
ปรับปรุงสายพันธุ เชน ปริมาณกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือรวมถึงศึกษาความเปนไปไดในการนาํยีน ldhA 
จาก R. oryzae ตัดตอลงบนดีเอ็นเอของ E. coli 

1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

เนื่องจากการสกัดกรดแลกติกจาก R. oryzae ซึ่งเปนชนิดไอโซเมอร L ท่ีเปนที่ตองการใน
อุตสาหกรรมเกือบทุกประเภทยังประสบปญหา เชน ไดกรดแลกติกในปริมาณนอย เนื่องจาก R. oryzae 
เปนสิ่งมีชีวิตท่ีเจริญเติบโตคอนขางชาเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย ดังนั้นการใชปรับปรุงสายพันธุ
จุลินทรียท่ีโตงายและไมมีปญหาในกระบวนการหมัก เชน E. coli จึงเปนทางเลือกท่ีเปนไปไดในการ
ผลิตกรดแลกติกบริสุทธิ์ โดยจะทําการปรับปรุงยีน ldhA ของ R. oryzaeท่ีใหแสดงออกใน E. coliโดยใช
เทคนิค error-prone PCR ซึ่งเทคนิคไดถูกใชเพ่ือปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียเพ่ือผลิตสารตางๆ เชน การ
ผลิตปรับปรุงเอนไซมไฟเตส (phytase) จากยีน AppA2 ใน E. coli ใหมีคุณสมบัติทนความรอนไดดีขึ้น 
(Kim and Lei, 2008) โดยเทคนิคดังกลาวจะถูกใชเพ่ือทําใหยีน ldhA ของ R. oryzae เกิดการ
เปลี่ยนแปลงและผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณท่ีมากขึ้นซึ่งจะทําใหเกิดกระบวนการผลติกรดแลกติกท่ี
มีประสิทธิภาพเพ่ือเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมตอไป 

1.6 วิธีการดําเนินการวิจยัโดยสรุป 

1. การเตรียม E. coli สายพันธุท่ีเหมาะสม 

2. การตัดตอยีน ldhA ของ R.oryzae ใสในพลาสมิดและคัดเลือกพลาสมิดถูกตอง 

3. การใสพลาสมิดจากขอ2 .ใน E. coli สายพันธุที่เตรียมในขอ 1. 

4. วิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร Lที่ผลิตไดจาก E. coli สายพันธุที่คัดเลือกใน
ขอ 3. ท่ีภาวะตางๆในระดับ Shake Flask 
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5. สกัดพลาสมิดท่ีไดจากสายพันธุขอ 3. แลวทําใหเกิดการกลายพันธุของยีน ldhA ของ R.oryzae
แบบสุมดวยวิธี error-prone Polymerase Chain Reaction (error-prone PCR)  

6. นําผลิตภัณฑสารพันธุกรรมท่ีไดจากขอ 5.ใสในพลาสมิด แลวนําใสใน E. coli สายพันธุท่ี
เตรียมในขอ 1. 

7. การคัดเลือกโคลนท่ีคาดวาผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือในระดับ Shake 
flask 

8. การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลกลูโคสตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli ท่ีไดรับการ
ปรับปรุงสายพันธุ 

9. สกัดพลาสมิดจากโคลนท่ีไดในขอ 7. แลวนําไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลํา ดับสาร
พันธุกรรมของยีน ldhA ของ R.oryzae 

10. ศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli 

1.7 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 
1. ผลงานที่ไดสามารถนาํไปจดสิทธิบัตรและ/หรือเผยแพรในวารสารหรืองานประชุมวิชาการได 

2.ไดสายพันธุจุลนิทรียท่ีสามารถผลิตกรดแลกตกิไดอยางมีประสิทธิภาพสาํหรับผลิตกรดแลกตกิ
เพ่ือเปนสารตั้งตนในอตุสาหกรรมตางๆ เชน การผลิตพลาสตกิชีวภาพ 

3. สามารถนาํความรูที่ไดไปพัฒนาและประยุกตใชปรับปรงุสายพันธุจุลินทรียอืน่ๆ 



7 

 

บทที ่2 

อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ 

เคร่ือง PCR 

(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองเขยาผสมรุน Vortex-Genie2 

(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองทําใหสารแตกตัวโดยใชคลืน่เสียง รุน UD-201 

(Ultrasonic disruptor model : UD-201) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูงรุน MTX-150 

(High speed micro refrigerated centrifuge : model MTX-150) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง Mettler Toledo, USA 
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(pH meter) 

เคร่ืองวิเคราะหปริมาณน้ําตาล รุน 2700 

(YSI Select Biochemistry Analyzer model : 2700) 

YSI, Inc., USA 

เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  

(Agarose gel electrophoresis equipments) 

ADVANCE Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดทํา cloning 

(pGEM®-T VectorEasy System) 

Promega, USA 

ชุดทํา cloning  

(TOPO®Cloning Kits) 

Invitrogen, USA 

 

ชุดทําสภาวะไมมีออกซิเจน 

(AnaeroPack©Anarero) 

MISUBISHI GAS CHEMICAL, CO., INC, 
Japan 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 

(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ตูแชแข็ง –20oC 

(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูแชแข็ง –70oC 

(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 
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ตูปลอดเช้ือรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหงรุน UNB-400 

(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปตรุน Discovery Comfort 

(Micro auto pipette: model Discovery Comfort) 

Mettler Toledo, USA 

 

2.2 จุลินทรยี พลาสมิด และไพรเมอร 
2.2.1 พลาสมิด 

pCR®2.1-TOPO® Invitrogen, USA 

pBluescriptII KS(+) Agilent Technologies, USA 

pGEM®-T Vector Promega, USA 

pKD46 (Datsenko and Wanner, 2000) 

pML1  Dr. Steven Sandelr’s lab, USA 

pRB73 พลาสมิด  pGEM®-T Vector ท่ีมีบางสวนของยีน ldhAของ E.coli
โดยตรงกลางมีบริเวณตัดจําเพาะ ดวย BsIWI  

pRB74 พลาสมิด  pGEM®-T Vector ท่ีมีบางสวนของยีน ldhAของ E.coli
โดยตรงกลางแทรกยีนcat 

pRB85 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+) ท่ีมียีน ldhAของ R. oryzae 

pRB86 พลาสมิด  pCR®2.1-TOPO® ที่มีผลิตภณัฑจากการทาํ XO PCR สวนบริเวณ 700 
คูเบสเหนอื Start codon ของยนี ldhA ของ E. coli กับยีน ldhAของ R. oryzae 

pAOY4 พลาสมิด pBluescript II KS(+) ท่ีมีผลิตภัณฑจากการทํา error-prone PCR ของ
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2.2.2 จุลินทรยี 
ยีน ldhA ของ R. oryzae 

R. oryzae สายพันธุ NRRL395 Northern Regional Research Laboratry, USA 

E. coli competent cells สายพันธุSuper 
109 HIT-DH5a 

United Bioinformatica Inc., Canada 

E. coliK-12 สายพันธุ JC13509 Dr. Steven Sandelr’s lab, USA 

E. coli K-12 สายพันธุ SS4075 เปนสายพันธุ BW25113ที่มียีน pta::kanไดรับจาก 
Dr. Steven Sandelr’s lab, USA 

RB1 พลาสมิด pRB73 ใน  E. coli DH5a 

RB2 พลาสมิด pRB74 ใน  E. coli DH5a 

RB5 Linear Transformation ช้ินสวนดีเอน็เอจาก  pRB74 
เขาสู  JC13509 ทาํใหเกดิจีโนไทปldhA::cat 

RB6 P1 transduction  SS4075 JC13509 ทําใหเกิดจี
โนไทปpta::kan 

RB7 P1 transduction  RB5 RB6 ทําใหเกิดจีโนไทป 
ldhA::cat pta::kan 

RB19 พลาสมิด pRB85 ใน  E. coli DH5a 

RB24 พลาสมิด  pRB85 ใน RB7 

RB29 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+)ใน RB7 

RB30 พลาสมิด pRB85ใน JC13509 

RB31 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+)ใน JC13509 

RB32 พลาสมิด pRB86ใน  E. coli DH5a 

TW4 พลาสมิด  pAOY4 ใน RB7 
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2.2.3 ไพรเมอร 

prRB1 5’ ACAGGTGGATCCGTCCTTTG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB2 5’ ACCGGTACCGCGTACGCCTGCCG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB3 5’ CGGCAGGCGTACGCGGTACCGGT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB4 5’ GGAATACGGAATTCTGGATCACG  3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม EcoRI) 

prRB5 5’ GTAGCGCGTACGATGATTCCGGGGATCCGTCG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB6 5’ CCATGCCGTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB33 5’ CTCAGTTTATAGGATCCAAGCAGTC 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB34 5’ TGTGTAAGCTTTACAATTCGATTGT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม HindIII) 

prRB36 5’ CTCAGTTTATAGAATCGAAGCAGTCAATG 3’ 

prRB37 5’TGTGTCGTACGTACAATTCGATTGT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB38 5’CATTGACTGCTTCGATTCTATAAACTGAGAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG 3’ 

prRB39 5’ ACAATCGAATTGTACGTACGACACATCTTGCCGCTCCCCTGCATTCCAGG 3’ 
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2.3  การเตรียม E. coli สายพันธุท่ีเหมาะสมเพื่อการแสดงออก 

ในขั้นตอนของการสรางสายพันธุที่เหมาะสมเพื่อการแสดงออกนี้ E.coli ทุกสายพันธุถูกเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ชนิดเหลวหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งซึ่งเติมยาปฏิชีวนะตามความ
เหมาะสมโดยมีความเขมขนสุดทายดังนี้ Ampicinlin 100 µg/mL, Chloramphenicol 25 µg/mL 
และ Kanamycin 100 µg/mL 

การแสดงออกของยีน ldhA จากสิ่งมีชีวิตอื่นเม่ือเขาสู  E.coli จะเกิดขึ้นไดเมื่อมีการทําลาย
ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E.coli เพ่ือปองกันการแสดงออกของยีน ldhA บนดีเอ็นเอของตัวเอง ซึ่ง
การทําลายยีน ldhA นี้ไดใชเทคนิค XO PCR และ Linear Transformation (รูปที่ 2.1) เริ่มตนจาก
การทํา PCR โดยใชดีเอ็นเอของ E. coliสายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือใหไดชิ้นสวนดี
เอ็นเอ 2 ชิ้น โดยชิ้นที่ 1 ใชไพรเมอร prRB1 และ prRB2 ซึ่ง prRB1 จับที่สวนตนของยีน ldhA 
ของ E.coli และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย BamHI สวน prRB2 จับสวนกลางของ
ยีน ldhA และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย BsiWI สวนช้ินที่ 2 ใชไพรเมอร prRB3 
และ prRB4 โดย pRB3 จับสวนกลางของยีน ldhA และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจาํเพาะดวย 
BsiWI สวน prB4 จับที่สวนปลายของยีน ldhA ของ E.coli และมีการใสบริเวณตัดจําเพาะดวย 
EcoRI ดังนั้นช้ินสวนดีเอ็นเอท้ังช้ินมีสวนของลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนท่ีเหมือนกันจาก prRB2 
และ prRB3 และสามารถทําการเช่ือมติดกันไดดวยวิธี Primerless PCR ซึ่งคือการทํา PCR โดยไม
ใสไพรเมอร จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจาก Primerless PCR อีกครั้งดวยไพร
เมอร prRB1 และ pRB4 แลวทําการสกัดช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งเปนช้ินสวนของยีน  ldhA ของ E. coli 
โดยใชชุด pGEM®-T Vector Easy System (Promega, USA) ชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้ถูกเก็บไวในพ
ลาสมิด pGEM®-T Vector โดยเม่ือโคลนยีนแลวพลาสมิดท่ีไดมีช่ือ pRB73 จากนั้นทําการทําลาย ยีน 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB40 5’ CGCCCGGATCCCGCAGTTGCTGGAT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB41 5’ GCGTCGGGATCCAGTAGTGGAG 3’ 
(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB44 5’ CCGGTACCTACCTTGACACGACCCG 3’ 

prRB45 5’ CGGGTCGTGTCAAGGTAGGTACCGG 3’ 
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ldhA ของ E. coli โดยการแทรกยีนตานยาปฏิชีวนะ Chloramphenicol (ยีน cat) ซึ่งตัดจากพลาสมิด 
pML1  ดวยเอนไซม  BsiWI แลวแทรกเขาพลาสมิด pRB73 ซึ่งตัดดวย BsiWI ตรงกลางยีน ldhA 
แลวทําการเชื่อมตอดีเอ็นเอ (DNA ligation) เมื่อเชื่อมตอกัน ช้ินสวนยีน ldhA มียีน cat แทรกตรง
กลางทําใหยีน ldhA ทํางานไมได แลวคัดเลือกโคโลนีที่สามารถโตไดบนอาหารแข็ง LB ที ่มี 
Chloramphenicol จากนั้นสกัดพลาสมิดแลวตรวจสอบความถูกตอง พลาสมิดที่ถูกเลือกและได
ตรวจสอบความถูกตองแลวมีช่ือวา pRB74  

       หลังจากนั้นนําพลาสมิด pRB74 ตัดดวยเอนไซม BamHI และ EcoRI แลวสกัดช้ินสวนดีเอ็นเอ 
ldhA::cat เพื่อนําไปแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยวิธี Linear Transformation โดย 
competent cells ท่ีใชจะมีพลาสมิด pKD46 (Datsenko and Wanner, 2000) แลวคัดเลือก E. coli ท่ี
ยีน ldhA ถ ูกทําลายดวยการเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่มี Chloramphenicol และตรวจสอบความ
ถูกตองวายีน ldhA ท่ีถูกทําลายดวยวิธี PCR ต้ังช่ือสายพันธุนี้วา RB5 จากนั้นนําสายพันธุ RB5 ไป
ทํา P1 lysate เพ่ือให P1 bacteriophage นําช้ินสวนดีเอ็นเอ ldhA::cat เขาแทนที่ ldhA บนดีเอ็นเอ
ของ E. coli สายพันธุ RB6 ตามวิธี P1 transduction (Willetts et al., 1969) ซึ่ง E. coli สายพันธุ 
RB6 นั้นยีน pta ถูกทําลายเพ่ือลดผลพลอยไดท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการหมักดวยวิธี P1 transduction 
เชนกัน โดยช้ินสวน pta::kan นั้นนํามาจาก E. coli สายพันธุ SS4075 โดย E. coli สายพันธุที่ยีน 
ldhA และ pta บนดีเอ็นเอถูกทําลายสามารถคัดเลือกบนอาหารแข็ง LB ที่มี kanamycin และ
Chloramphenicol จากนั้นตรวจสอบความถูกตองดวยวิธี PCR ซึ่ง E.coli สายพันธุท่ียีน ldhA และ 
pta ถูกทําลายนี้มีช่ือวา RB7 

2.4 การตัดตอยีน ldhA ของ R.oryzae ใสในพลาสมิดและคัดเลือกพลาสมิดถกูตอง 

เนื่องจากยีน ldhA ใน R. oryzae เปนยีนท่ีไมมี intron จึงสามารถใชดีเอ็นเอของ R. oryzae เปนดี
เอ็นเอตนแบบในการทํา PCR ได เม่ือสกัดดีเอ็นเอจาก R. oryzaeสายพันธุ NRRL395 แลวทําการสกัด
และเพ่ิมปริมาณยีน ldhA จากดีเอ็นเอ R. oryzae วิธี PCR โดยไพรเมอรท่ีใชคือ prRB33 และ prRB34 
ซึ่งมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะสําหรับเอนไซม BamHI และ HindIII ตามลําดับ ผลิตภัณฑ 
PCR ท่ีเกิดขึ้น ซึ่งเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 1800 คูเบส หลังจากนั้นนํามาตรวจสอบความ
ถูกตองดวยการตัดดวยเอนไซม KpnI และ EcoRI เมื่อไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีถูกตองแลว นําชิ้นสวนดี
เอ็นเอดังกลาวใสเขาสูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) โดยการตัดช้ินสวนดีเอ็นเอและพลาสมิดดวย
เอนไซม BamHI และ HindIII แลวเช่ือมใหติดกันดวยเทคนิค DNA Ligation ซึ่งถูกกระตุนดวย
เอนไซม T4 Ligase (รูปท่ี 2.2) โดยผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการ Ligation นี้นําเขาสู E. coliสาย
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พันธุ DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณพลาสมิด ในลําดับตอมาทําการคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ที่มี 
Amplicilin และ X-gal แลวคัดเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งคาดวามียีน ldhA บนพลาสมิดตามหลัก 
blue/white screening (Sambrook et al., 1989) จากนั้นทําการสกัดพลาสมิดตรวจสอบความจากการตัด
ดวยเอนไซม KpnI ซึ่งพลาสมิดที่ตรวจสอบแลวไดรับการต้ังช่ือวา pRB85 

         พลาสมิดท่ีใชในการทดลองนี้ เชน pRB85 และ pBlueScript II KS(+) นําเขาสู E. coliสายพันธุ 
RB7 และสายพันธุอื่นๆท่ีใชในการทดลองดวยเทคนิค Chemical Transformation ตามวิธีของ Lewis’s 
Lab (http://lewislab.wikispaces.com/Protocols#rb) โดยการทําเซลล E. coli ใหเปน competent cells 
ดวยวิธี RbCl Chemically Competent Cells และนําพลาสมิดเขาสู competent cells คัดเลือกเซลลท่ีมีพ
ลาสมิดท่ีตองการดวยการเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ผสม Ampicilin และ X-gal จากนั้นสกัดพ
ลาสมิดจากโคลนสีขาวท่ีสุมเลือก (Sambrook et al., 1989) โดยพลาสมิดท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae 
สามารถตรวจสอบความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม KpnI สําหรับสายพันธุ RB7 ท่ีมีพลาสมิด 
pRB85 นั้นมีช่ือเรียกวา RB24 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีคาดวาจะมีแสดงออกของยีน ldhAบนพลาสมิด 
pRB85 เพ่ือผลิตกรดแลกติกซึ่งไดนําไปทดสอบในขั้นตอไป 

2.5 การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร Lท่ีผลิตไดจาก E. coli ท่ีไดรบัพลาสมิดซึ่งมี
ยีน ldhA ของ R. oryzae ท่ีภาวะตางๆในระดบั Shake flask 

เนื่องจากในขั้นตอนของการหมักเพ่ือใหเซลล E. coli ผลิตกรดแลกติกโดยการแสดงออกของ
ยีน ldhAบนพลาสมิด pRB85 นั้นตองใชอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูง แตในอาหาร
เลี้ยงเช้ือในขั้นตอนของการสรางพลาสมิดนั้นใชอาหาร LB ท่ีไมไดใสกลูโคสเสริม นอกจากนีใ้นการ
หมักจําเปนตองใส CaCO3  ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือลดความเปนกรด หากมีความเปนกรดมาก E. 
coliก็ไมสามารถเจริญเติบโตได ดังนั้นการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเช้ือจาก LB มาอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับ
การหมักท่ีมีปริมาณกลูโคสและCaCO3 สูงโดยทันที เซลลอาจจะปรับตัวไมได จึงจาํเปนตองเลีย้งเซลล
ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีคอยๆปรับปริมาณกลูโคสและ CaCO3 ตามขั้นตอนที่แสดงในรูปท่ี 2.3โดย
สวนผสมอาหารเลี้ยงเช้ือแตละชนิดไดแสดงไวในภาคผนวก  สวนในรูป 2.3 ไดระบุไวเฉพาะปริมาณ
กลูโคสและ CaCO3ในขั้น Pre-culture ทําการเลี้ยงเชื้อ 50 mL เม่ือเลี้ยงครบตามเวลาของการทดลอง
การหมักแตละภาวะ นํา Pre-culture ปริมาตร 2 mL ใสลงใน 50 mL Fermentation broth ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือแตละขั้นเติม Amplicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ในอาหารเลี้ยงเช้ือของสายพันธุท่ี
ตองการรักษาพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pRB85 ไวในเซลล 
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ในขั้นตอนการทดสอบการผลิตกรดแลกติกดวยการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือ Fermentation borth
ท่ีมีกลูโคส 100 g/Lไดทําการแบงการหมักออกเปน 4 ภาวะดังตารางท่ี 2.1 หลังจากทําการหมักครบ 
48 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที เพื่อ   
แยกเซลลและ  CaCO3ออก จากนั้นนําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L 

ท่ีผลิตไดและน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยเคร่ืองวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท 
YSI 2700 Selector 

2.6 การทําใหยีน ldhAของ R. oryzaeบนพลาสมิด pRB85 เกิดการกลายพันธุแบบสุมดวยวิธี error-
prone PCR และนําเขาสู E.coli 

ในโครงการวิจัยนี้ใชวิธี error-prone PCR โดยการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ Mg2+  และการ
เติม Mn2+ เร่ิมตนจากการหาภาวะที่เหมาะสมในการทํา error-prone PCR เมื่อใช pRB85 เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบและไพรเมอร prRB33 และ prRB34 โดยใชวิธีการทําเหมือน PCR มาตรฐานแตเปลี่ยนแปลง
ความเขมขนของ MgCl2 ต้ังแต 0.25mM ถึง 1.75 M และ เติม MnCl20.05mM ถึง 0.35mM ลงใน
ปฏิกิริยา เม่ือไดภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา error-prone PCR แลว ทํา error-prone PCR โดยใชพ
ลาสมิด pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอร prRB33 และ prRB34 ดวยภาวะดังกลาว หลังจาก
นั้นนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการทํา error-prone PCR นี้ไดนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
และ HindIII เพ่ือนําเขาพลาสมิด pBluescript II KS(+) แลวใสเขา E.coli สายพันธุ RB7 ทําการ
คัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี Amplicilin และ X-gal แลวคัดเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งคาดวามี
ยีน ldhA ตัดตอบนพลาสมิดตามหลัก blue/white screening (Sambrook et al., 1989) 
2.7 การคัดเลือกโคลนท่ีคาดวาผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร Lท่ีผลิตไดและปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือในระดับ Shake flask 

ทําการคัดเลือกหาโคโลนีของแบคทีเรียที่มีความเปนไปไดวามีการผลิตกรดแลกติกในปริมาณ
มากในขั้นตนโดยนําโคโลนีสีขาวท่ีคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี Amplicilin และ X-gal มา
ขีดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Cultivation plate  ซึ่งผสม CaCO3 แลวบมท่ี 37 oC ในภาวะท่ีไมมี
ออกซิเจน สังเกตุ clear zone ท่ีเกิดขึ้น คัดเลือกโคโลนีท่ีมี clear zone ขนาดใหญจากนั้นนําโคโลนี
ดังกลาวยายไปเลี้ยงลงบน Cultivation slant เพื่อทําการหมักเพ่ือหาปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ี
ผลิตไดในขั้นตอไป จากนั้นนํา Cultivation slantของโคลนท่ีคัดเลือกไวมาถายลงในอาหารเหลว Pre-
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culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL เติม Amplicilin ท่ีมีความ
เขมขนสุดทาย 100 µg/mL เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวจึงนํา 
Pre-culture ปริมาตร 2 mL ใสลงใน Fermentation broth ท่ีมีกลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 
g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Amplicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ในขั้นของการหมักใน 
Fermentation broth นี้ ทําการเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมีอออกซิเจนเปนเวลา 48 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที 
เพื่อแยกเซลลและ  CaCO3ออก จากนั้นนําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ท่ีผลิตไดและน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยเคร่ืองวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท 
YSI 2700 Selector 

2.8 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลกลูโคสตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli ท่ีไดรับการปรับปรงุ
สายพันธุ  

คัดเลือกสายพันธุท่ีตองการทําการทดสอบเลี้ยงลงบน Cultivation slant จากนั้นถายเช้ือลงใน
อาหารเหลว Pre-culture และหมักในอาหารเหลว Fermentation broth ดวยวิธี อาหารเลี้ยงเชื้อและ
ภาวะเชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 2.7 แตทําการทดสอบการหมักโดยใช Fermentation broth ที่มี
กลูโคสเขมขน 20, 30, 50 และ 70g/L ตามลําดับ จากนั้นเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ี
ผลิตไดและน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยเครื่องวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท YSI 
2700 Selector 

2.9 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับสารพันธุกรรมของยีน ldhA ของ R. oryzae 
เม่ือทําการคัดเลือก E. coli สายพันธุท่ีมีการผลิตกรดแลกติกไดดีกวาสายพันธุ RB24 แลว ทํา

การเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 mL ท่ีเติม Amplicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL โดย
เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวนํามาสกัดพลาสมิด จากนั้นสงพ
ลาสมิดดังกลาวเพื่อตรวจลําดับนิวคลีโอไทด (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร prRB33, prRB34, 
prRB44 และ prRB45 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ท่ีผานการทํา error-prone PCR กับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ของ R. oryzae บนฐานขอมูล  
2.10 การศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน ldhAของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli 
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เนื่องจาก ldhAของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40% เทานั้น ซึ่งไม
เพียงพอตอกระบวนการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhAของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บน
ดีเอ็นเอของ E. coli ได ดังนั้นกอนการแทนที่  ยีน ldhAบนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยวิธี Linear 
transformation ตองมีการสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค XO PCR โดยช้ินสวนดีเอ็นท่ีตองการนี้
ประกอบดวยยีน ldhAของ R. oryzaeและในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอเสนนี้มีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับสวนดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli ประมาณ 700 คูเบส และในสวนทาย
ยีน ldhA ของ R. oryzae มีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือใหสามารถใส marker สําหรับ
การคัดเลือกในขั้นตอไป ซึ่งการทดลองนี้วางแผนใชยีน chloramphenicol acetyltransferase (cat) โดย
ขั้นตอนการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอนี้แสดงไวในรูปท่ี 2.4  ซึ่งเร่ิมตนจากการสราง Fragment 1 ดวยวิธี 
PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB40 กับ 
prRB38 ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส สวน Fragment 2 สราง
โดยวิธี PCR ซึ่งใชโครโมโซมของ R. oryzae สายพันธุ NRRL395 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพร
เมอร prRB36 กับ prRB37ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1800 คูเบส 
จากนั้นทําการ XO PCRของ Fragment 1 และ 2 เร่ิมจาก Primerless PCR โดยการทํา PCR ท่ีใส 
Fragment 1 และ 2 แตไมใสไพรเมอรลงไปในปฏิกิริยา ซึ่งบริเวณที่เหมือนกันของ Fragment 1 และ 2 
สามารถจับกันได  จากนั้นจึงเติมไพรเมอร prRB40 และ 37 ลงไปภายหลังเพ่ือเพ่ิมจํานวน โดย
ผลิตภัณฑท่ีถูกตองเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 2500 คูเบส ทําการสกัดชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้
เพ่ือโคลนเขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) และต้ังช่ือพลาสมิดนี้วา pRB86 จากนัน้
ทําการ XO PCRอีกครั้ง เริ่มจากการเพ่ิมจํานวน Fragment 1+2 บนพลาสมิด pRB86โดยวิธี PCR ดวย
ไพรเมอร prRB40 และ 37 และสราง Fragment 3 โดยวิธี PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ 
JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบกับไพรเมอร prRB39 และ prRB41 ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวน
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบสเม่ือทําการ XO PCR ของ Fragment 1+2 และ 3 ผลิตภัณฑ PCR ท่ีได
ควรเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3200 คูเบส 
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 ตารางท่ี 2.1 ภาวะการหมักหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli สาย
พันธุ RB24  

ภาวะท่ี Pre-culture (กลูโคส 10g/L) Fermentation (กลูโคส 100 g/L) 

1 บมท่ี 37oC 24 ช่ัวโมง บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง 

2 บมที่ 37oC 24 ชั่วโมงแบบไมมอีอกซิเจน บมท่ี 37oC 48 ช่ัวโมง แบบไมมีออกซิเจน 

3 บมท่ี 37oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm.  

7 ช่ัวโมง 

บมท่ี 37oC 48 ช่ัวโมง แบบไมมีออกซิเจน 

4 บมท่ี 37oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm.  

7 ช่ัวโมง 

บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 2.1 การสราง E. coli สายพันธุที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย 
เร่ิมตนจากทํา XO PCR เพื่อสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ียีน ldhA ของ E. coli ถูกทําลายโดยการแทรกยีน 
cat ซึ่งตานยา Chloramphinicol ลงตรงกลางของยีน ldhAจากนั้นนําชนสวนดีเอ็นเอดังกลาวแทนท่ียีน 
ldhAบนดีเอ็นเอของ E.coli ดวยวิธี Linear transformation โดยสายพันธุท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอถูก
ทําลาย (ldhA::cat) มีชื่อวา RB5 

 

 



20 

 

 

 
รูปท่ี 2.1 ขั้นตอนการสรางพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R.oryzae 
เร่ิมจาก PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมียีน ldhAของ R.orzyaeโดยไพรเมอรท่ีใชจะทําให
เหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวยเอนไซม BamHI และ HindIII หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR 
และพลาสมิด pBluescriptII KS(+) ตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII แลวเช่ือมติดกันดวยเอนไซม 
T4 Ligase 
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รูปท่ี 2.2 ขั้นตอนการเลี้ยงเช้ือกอนทําการหมักเพ่ือปรบัสภาพเซลล 
อาหารเลี้ยงเช้ือทุกชนิดปรับ pHท่ี 6.8 และสวนประกอบอื่นๆเหมือนกันตามละเอียดในภาคผนวก
ยกเวนน้ําตาลกลูโคสและ CaCO3ที่แสดงไวในภาพโดยในการเลี้ยงเชื้อทุกขั้นตอนทําการบมท่ี 37OC 
เปนเวลา 2 วัน ยกเวนในขั้น Pre-culture ซึ่งแตกตางกันขึ้นอยูกับภาวะในการหมัก 
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รูปท่ี 2.4 แผนงานการสรางดีเอ็นเอสายตรงสําหรับการแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยยีน 
ldhA ของ R. oryzae 
Fragment 1 จะเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับบริเวณท่ีอยูหนายีน ldhAใน E. 
coli ซึ่งมีขนาดประมาณ 700 คูเบส แลวเชื่อมติดกับ Fragment 2 ซึ่งเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมียีน ldhAใน 
R. oryzae ท่ีสวนหัวมีความเหมือนกับ Fragment1 ประมาณ 30 คูเบส ดวยเทคนิค XO PCR หลังจาก
นั้นจึงใชเทคนิค XO PCR เชื่อมติดกับ Fragment 3 อีกครั้ง โดย Fragment 3 เปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีอยู
หลังยีน ldhAใน E. coli และมีสวนท่ีเหมือนสวนทายของ Fragment 2 ประมาณ 30 คูเบส นอกจากนี้ 
ยังไดออกแบบใหมีบริเวณท่ีสามารถตัดไดดวยเอนไซม BsiWI ในสวนทายของ Fragment 2  เพ่ือนํา 
marker คือ chloramphenicol acetyltransferase (cat) มาใสกอนทํา Linear transformation 

 

~700 bp 

~700 bp 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1  การสรางพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae 

ผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากการใชไพรเมอร prRB33 และ prRB34 โดยใชดีเอ็นเอของ R. oryzae เปนดี
เอ็นเอตนแบบมีขนาดประมาณ 1800 คูเบสซึ่งประกอบดวยยีน ldhA, promoter, และ ribosome binding site 
กอนนําผลิตภัณฑ PCR ไปตัดตอเขาสูพลาสมิดไดทําการตรวจสอบความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม 
KpnI และ EcoRI โดยช้ินสวนท่ีถูกตองเม่ือตัดดวยเอนไซม  KpnI เกิดชิ้นสวนขนาดประมาณ 770 และ 
1030 คูเบส ในขณะท่ีการตัดดวยเอนไซม EcoRI ไดช้ินสวนขนาดประมาณ 600 และ 1200 คูเบส (รูปที่ 
3.1) หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR ท่ีถูกตองตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindII ใสเขาสูพ
ลาสมิด pBlueScript II KS(+) ท่ีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมเดียวกันเม่ือทําการตรวจสอบความถูกตอง
โดยการสกัดพลาสมิดแลวตัดดวยเอนไซม KpnI ซึ่งพลาสมิดท่ีถูกตองเกิดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 800 และ 
4000 คูเบส (รูปท่ี 3.2) และไดทําการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี DNA Sequencing (Macrogen, 
Korea) ซึ่งพลาสมิด pBlueScript II KS(+) ท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae ซึ่งไดรับการตรวจสอบความถูกตอง
แลวมีชื่อวา pRB85 และพลาสมิดนี้นําไปใสใน E coli สายพันธุ RB7 ท่ียีน ldhA และ pta บนดีเอ็นเอถูก
ทําลาย โดยสายพันธุดังกลาวมีช่ือวา RB24 ซึ่งนําใชในการทดสอบการแสดงออกของยีน ldhA ของ R. 
oryzae ขั้นตอไป 

3.2 ผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร  L ท่ีไดจากการหมักในภาวะตางๆ ในระดับ Shake flask 

เนื่องจาก E. coli ผลิตกรดแลกติกในภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังนั้นในสายพันธุ RB7 ซึ่งยีน ldhA บนดี
เอ็นเอถูกทําลายจึงไมสามารถผลิตกรดแลกติกไดในภาวะดังกลาว และความสามารถในการผลิตกรดแลก
ติกสามารถชดเชยไดเม่ือนํายีน ldhA จากแหลงอื่นซึ่งในท่ีนี่คือยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 ในขั้นตนนั้น
ไดทดสอบการแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 โดยการเลี้ยง E. coli สายพันธุ RB24 ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือแข็ง cultivation plate ท่ีมีกลูโคสเขมขน 10 g/L และมี CaCO3 ผสมในอาหารในภาวะท่ีมีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจน จากผลการทดลองดังรูปท่ี 3.3 พบวาสายพันธุ RB24 ซึ่งมีพลาสมิด pRB85 สามารถ
สราง clear zone ไดทั้งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนเชนเดียวกับสายพันธุ JC13509 (wild 
type) ซึ่งแสดงวามีการผลิตกรด ท้ังนี้การทดลองขั้นตอไปคือการหมักท่ีภาวะตางๆเพ่ือทดสอบวากรดที่
ผลิตคือกรดแลกติกหรือไมและมีปริมาณการผลิตเทาไร ในขณะท่ีสายพันธุ RB7 ซึ่งไมมียีน ldhA ไมมีการ
สรางกรดและเจริญเติบโตไดนอยมากในภาวะที่ไมมีออกซิเจน แสดงถึงความสําคัญของยีน ldhA ตอ E.coli 
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เพ่ือการเจริญเติบโตในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน ท้ังนี้สามารถกลาวไดวาการเจริญเติบโตและการสรางกรด
ของสายพันธุ RB24 ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเกิดจากการแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 เพ่ือ
ชดเชยการสูญเสียยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli 

เม่ือทําการหมักเชื้อ E. coli สายพันธุตางๆในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการหมัก Fermentation broth ซึง่
มีน้ําตาลกลูโคสเร่ิมตน 100 g/L และ CaCO3 50 g/L ท้ังนี้สายพันธุ RB24 ซึ่งมีพลาสมิด pRB85 (ยีน ldhA 
จาก R. oryzae บนพลาสมิด pBluescript II KS(+)) และยีน ldhA และ pta บนดีเอ็นเอของ E. coli ถูกทําลาย 
มีความเปนไปไดวามีการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L เนื่องจากในการทดสอบขั้นตนพบการผลิตกรด
และการเจริญเติบโตในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนซึ่งคาดวาเกิดจากการแสดงออกของยีน ldhA ของ R. oryzae 
บนพลาสมิดเพื่อทํางานทดแทนการสูญเสียยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli นอกจากนี้ยังไดทําการ
เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกของสายพันธุ RB24 กับ E. coli สายพันธุอื่นๆ ไดแก  

(1.) JC13509 ซึ่งใชเปน E. coli wild type เนื่องจากใน wild type มียีน ldhA บนดีเอ็นเอ ดังนั้นคาดวาไมพบ
การสรางกรดแลกติกไอโซเมอร L ท้ังนี้ ldhA บนดีเอ็นเอ E. coli มีการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D  

(2.) RB7 ในสายพันธุนี้ยีน ldhA และ pta ของ E. coli ถูกทําลาย ในการทดสอบขางตนไมพบการผลิตกรด
รวมท้ังมีการเจริญเติบโตนอยมาก ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน ดังนั้นเมื่อทําการหมักจึงไมควรพบการผลิต
กรดแลกติก 

(3.) RB29 เปนสายพันธุท่ีใสพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลาใน RB7 เพื่อทดสอบวาการใสพลาสมิดช
นิดนี้รบกวนระบบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L หรือไม 

(4.) RB30 เปนสายพันธุท่ีใสพลาสมิด pRB85 ใน JC13509 ทั้งนี้จากงานวิจัยของ Chang et al., 1999 พบวา
การแสดงออกของยีน ldh จากสิ่งมีชีวิตอื่นจะเกิดใน E. coli เม่ือมีการทําลายยีน ldhAบนดีเอ็นเอของ E. 
coli กอน ดังนั้นในสายพันธุนี้ ยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 จึงไมควรมีการแสดงออก
เพราะยีน ldhA บนโครโมโซมไมไดถูกทําลาย  

(5.) RB31 เปนสายพันธุท่ีใสพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลาใน JC13509 เพ่ือทดสอบวาพลาสมิดช
นิดนี้รบกวนระบบตางๆในเซลลหรือไม 

ในภาวะปกติหากไมใสยาปฏิชีวนะที่พลาสมิดนั้นๆมียีนตานอยู เซลลจะกําจัดพลาสมิดออกเพราะ
ไมมีความจําเปนตองเก็บไว ดังนั้นในการเลี้ยงเช้ือสายพันธุที่มีพลาสมิด pBluescript II KS(+) และ pRB85 
จําเปนตองใสยาปฏิชีวนะ Ampicilin ทุกครั้งเพ่ือรักษาพลาสมิดไวในเซลล จากรูปท่ี 3.3 พบวา RB7 
เจริญเติบโตไดนอยในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน แตการเจริญเติบโตและสรางกรดเกิดขึ้นเมื่อไดรับพลาสมิด 
pRB85 ซึ่งมียีน ldhA ของ R. oryzae (สายพันธุ RB24) ดังนั้น เปนไปไดวาพลาสมิด pRB85 ถูกรักษาไวใน



25 

 

เซลลแมวาจะไมใส Ampicilin เพราะเซลลจําเปนตองใชยีน ldhA บนพลาสมิดนี้เพื่อใชในการเจริญเติบโต 
ซึ่งคณะผูวิจัยไดทดลองการหมักแบบที่ไมใส Ampicilin ซึ่งถาหากเซลลสามารถรักษาพลาสมิดไวไดโดย
ไมตองใสยาปฏิชีวนะจะเปนผลดีเชนสามารถลดคาใชจายและความยุงยากในการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

จากตารางท่ี 3.1 พบวาในการหมักภาวะที่ 1 และ 2 ที่ออกซิเจนมีจํากัด และไมมีออกซิเจนตามลําดับ 
E. coli สายพันธุ RB24 สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดแมไมใส Ampicilin และดีกวาใส 
Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือ แสดงวาพลาสมิดยังถูกรักษาไวไดในเซลลแมวาไมมีการใสยาปฏิชีวนะ
ดังกลาว ท้ังนี้เพราะเซลลจําเปนตองใชยีน  ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิดเพื่อการเจริญเติบโตในภาวะที่
ออกซิเจนมีจํากัดหรือไมมีออกซิเจน สวน Ampicilin เองอาจขัดขวางการสรางกรดแลกติกในภาวะดงักลาว 
สวนภาวะการหมักแบบที่ 3 และ 4 นั้นไดใหออกซิเจนในขั้นของ Pre-culture พบวา E. coli สายพันธุ 
RB24 ผลิตกรดแลกติกไดนอยมากหากไมเติม Ampicilin ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ซึ่งเปนไปไดวาในภาวะท่ีมี
ออกซิเจนนั้น เซลลไมจําเปนตองใชยีน ldhA บนพลาสมิดจึงกําจัดพลาสมิดนี้ออกจากเซลลไป นอกจากนี้
ยังพบวาพลาสมิด pBluescript II KS(+) ไมมีผลตอรบกวนระบบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ใน E. 
coli และการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จากสายพันธุอื่นๆเปนตามท่ีคาดไวซึ่งไดกลาวไวกอนหนานี้ 
ท้ังนี้จากการหมักท้ัง 4 รูปแบบ แสดงใหเห็นวา E. coli สายพันธุ RB24 มีการแสดงออกของยีน ldhA บนพ
ลาสมิด pRB85 โดยภาวะท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกไดมากท่ีสุดคือการหมักในภาวะที่ 2 ที่ท้ัง Pre-culture 
และ Fermentation อยูในภาวะที่ไมมีออกซิเจน และไมเติม Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือ อยางไรก็ตาม 
ปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดยังมีปริมาณนอย (5.03 ± 4.149 g/L) และปริมาณไมคงที่ในแต
ละชุดการทดลอง ดังนั้นจึงตองมีการปรับปรุงการเลี้ยงเชื้อและสายพันธุ E. coli นี้ เพื่อใหผลิตกรดแลกติก
ไอโซเมอร L ใหไดปริมาณมากขึ้น โดยปญหาที่คณะผูวิจัยคาดวาอาจเปนสาเหตุให E. coli สายพันธุ RB24 
ยังผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดนอย ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณกลูโคสท่ีใชในการหมักมากเกินไปซึ่งอาจ
ไปขัดขวางกระบวนการสรางกรดแลกติก จากผลการทดลองท่ีแสดงในตารางท่ี 3.1 พบวาในภาวะการหมัก
ท่ี 2 ซึ่งผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli สายพันธุ RB24 ไดดีท่ีสุดนั้นมีน้ําตาลกลูโกสเหลือใน
อาหารเลี้ยงเช้ือมากกวา 80 g/L ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดทําการหาปริมาณกลูโคสและภาวะท่ีเหมาะสม
สําหรับการทดลองตอไป นอกจากนี้ในการทดลองตอไป คณะผูวิจัยไดทําการปรับปรุงยีน ldhA ของ R. 
oryzae ท่ีอยูบนพลาสมิดดวยเทคนิค error-prone PCR ซึ่งเปนเทคนิคท่ีทําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมบน
ยีน ldhA แลวทําการคัดเลือกสายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากขึ้น และความเปนไปไดอีก
ประการคือ การใชพลาสมิด pRB85 ที่มียีน ldhA จาก R. oryzae เพ่ือแสดงออกใน  E. coli ยังไมมีความ
เสถียร แมวาการเลือกใชการแสดงออกของยีนบนพลาสมิดนั้นมีขอดีคือการตัดตอยีนเขาพลาสมิดจะมี
สําเนา (copy number) มากกวาตัดตอยีนบนดีเอ็นเอที่มีเพียง 1 สําเนา ทําใหอาจมีการผลิตกรดแลกติกไอโซ
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เมอร L มากขึ้น แตพลาสมิดมีแนวโนมจะหลุดออกจากเซลลไดงาย ในการทดลองนี้ในการผลิตกรดแลก
ติกในบางชุดการทดลองพบกรดแลกติกไอโซเมอร L ของสายพันธุ RB24 นอยมากคลายกับไมมีพลาสมิด 
pRB85 ทําใหปริมาณกรดแลกติกที่วัดไดในทุกชุดการทดลองไมมีความใกลเคียงกัน ซึง่อาจเปนไปไดวาถา
มีออกซิเจนเขาไปในการทดลองเพียงเล็กนอย เซลลมีการกําจัดพลาสมิดออก ดังนั้นคณะผูวิจัยได
ทําการศึกษาความเปนไปไดในการนํา ldhA ของ R. oryzae ตัดตอลงบนดีเอ็นเอของ E. coli เพ่ือเพ่ิมความ
เสถียร 

3.3 การปรับปรุงสายพันธุ E.coli เพ่ือผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยใชเทคนิค error-prone PCR          
       โครงการวิจัยนี้เลือกใชเทคนิค error-prone PCR เพื่อใหยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 
เกิดการกลายพันธุแบบสุม ขอดีของเทคนิคดังกลาวคือการกลายพันธุเกิดขึ้นเฉพาะบริเวณยีน ldhA จาก R. 
oryzae ในขณะวิธีการสรางการกลายพันธุแบบสุม เชน การฉายแสงยูวีหรือการใชสารเคมีเหนี่ยวนํานั้น 
การกลายพันธุจะเกิดบนดีเอ็นเอสวนใดก็ไดไมจํากัดเฉพาะยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด ซึ่งทําให
ยากตอการติดตามหาตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุ 

หลักการของเทคนิค error-prone PCR คือในการทํา PCR มักเกิดการกลายพันธุไดงาย เนื่องจาก
เอนไซม Taq polymerase ไมมีกระบวนการตรวจสอบความถูกตองที่เรียกวา Proofreading ซึ่งตางจาก
เอนไซม DNA polymerase ท่ีใชการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยกระบวนการ Replication ท้ังนี้อัตราการกลาย
พันธุจะเกิดสูงขึ้นในกระบวนการ PCR เม่ือปฏิกิริยาถูกรบกวน เชน การเปลี่ยนความเขมขนของ dNTPs  
การเพ่ิมความเขมขนของ dicovalent cations เชน Mg2+, Mn2+ หรือการเปลี่ยนแปลงรอบในการทํา PCR ซึ่ง
อัตราการเกิดการกลายพันธุอาจสูงถึง 2 ใน 1000 คูเบส   ในโครงการวิจัยนี้ใชวิธี error-prone PCR โดยการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของ Mg2+  และการเติม Mn2+ ซึ่ง Mg2+ นั้นเปน cofactor ของเอนไซม Taq 
polymerase ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ Mg2+ หรือการเติม Mn2+ ทําให Taq polymerase 
ทํางานผิดพลาดมากขึ้นสงผลใหเกิดอัตราการกลายพันธุสูงขึ้น ในขั้นตนคณะผูวิจัยไดหาภาวะท่ีเหมาะสม
ในการทํา error-prone PCR เม่ือใช pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร prRB33 กับ prRB34 โดย
ใช MgCl2 ท่ีความเขมขนตางๆต้ังแต 0.25 mM ถึง1.75 M และ MnCl2 ท่ีความเขมขนตางๆต้ังแต 0.05 mM 
ถึง 0.35 mM พบวาเกิดผลิตภัณฑ PCR  เม่ือใช MgCl2 ความเขมขน 0.25 mM เปนตนไป และ MnCl2 ความ
เขมขน 0.05 mM เปนตนไป โดยผลิตภัณฑ PCR มีปริมาณแตกตางกันไปในปฎิกิริยาใช MgCl2 และ 
MnCl2 ท่ีความเขมขนตางกัน (รูปที่ 3.4) การทดลองตอจากนี้คณะผูวิจัยเลือกใช MgCl2 ท่ีความเขมขน 1.25 
mM และ MnCl2 ท่ีความเขมขน 0.05 mM ในการทํา error-prone PCR โดยผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากการทํา 
error-prone PCR นี้ไดนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII เพ่ือนําเขาพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) แลวใสเขา E.coli สายพันธุ RB7 เพื่อทําการคัดเลือกหาโคโลนีของแบคทีเรียท่ีผลิต
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กรดแลกติกในปริมาณมาก ในการคัดเลือกขั้นตนนําโคโลนีสีขาวจากอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี 
Ampicillin และ X-gal มาขีดลงบนอาหารแข็ง Cultivation plate ท่ีผสมCaCO3 แลวบมท่ี 37 oC ในภาวะที่
ไมมีออกซิเจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตุขนาด clear zone โดยคณะผูวิจัยไดทําการคัดเลือก
โคโลนีบางโคโลนีท่ีมี clear zone ขนาดใหญกวา clear zone ของ E. coli สายพันธุ RB24 ยายไปเลี้ยงลงบน 
Cultivation slant  ท่ีมี Ampicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL จากนั้นนําโคโลนีบน Cultivation slant 
ถายลงในอาหารเหลว Pre-culture ท่ีมีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL เติม 
Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 
1 คืน ซึ่งการเลี้ยงเช้ือแบบนี้ทําใหเซลลต้ังตนสําหรับการหมักมีจํานวนเพ่ิมขึ้น แลวจึงนํา Pre-culture 
ปริมาตร 2 mL โดยเจือจางใหมีจํานวนเซลลเริ่มตนประมาณ 106 เซลล ใสลงใน Fermentation broth ท่ีมี
กลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 
100 µg/mL ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 37 oC ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 3.2) โดย
ภาวะการหมักดังกลาว คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบแลววาเปนภาวะท่ีเหมาะสมกับสายพันธุ RB24 แมจะ
ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดไมมากเทากับภาวะที่ไมเติม Ampilcillin (ตารางท่ี 3.1) แตสามารถผลิต
กรดแลกติกไอโซเมอร Lไดมีความใกลเคียงกันในแตละชุดการทดลองและน้ําตาลกลูโคสเหลือในอาหาร
เลี้ยงเช้ือนอย  

              จากผลการทดลองท่ีแสดงไวในตารางท่ี 3.2 พบวา เม่ือทดสอบการหมักโดยใชน้ําตาลกลูโคส
เร่ิมตน 20 g/L ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน สายพันธุท่ีคัดเลือกจากการทํา error-prone PCR สายพันธุซึ่ง
คัดเลือกมาและต้ังช่ือวา TW4 สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณที่สูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 
ประมาณ 7 เทา ท้ังนี้มีน้ําตาลกลูโคสเหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือไมมากนัก คาดวาสายพันธุเหลานี้มีการกลาย
พันธุบนบริเวณยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด ซึ่งตองทําการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิ
วคลีโอไทดบนยีน ldhA ดวยวิธี DNA sequencing ตอไป 

3.4 ผลของปริมาณกลูโคสเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับการหมักตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L 
ใน E.coli ที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุ 

เพ่ือทดสอบหาปริมาณกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสมในการหมักสําหรับการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ใน E. coli สายพันธุ TW4 ซึ่งไดรับการปรับปรุงสายพันธุดวยเทคนิค error-prone PCR โดยทําการเลี้ยง 
E. coli สายพันธุดังกลาวและสายพันธุทีใชเปนตัวแปรควบคุมใน Cultivation slant  จากนั้นถายโคโลนีบน 
Cultivation slant ลงในอาหารเหลว Pre-culture ท่ีมีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 
mL เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวจึงนํา Pre-culture ปริมาตร 2 mL 
โดยเจือจางใหมีจํานวนเซลลเริ่มตนประมาณ 106 เซลล ใสลงใน Fermentation broth ท่ีมีกลูโคสเขมขน 20, 
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30, 50 และ 70 g/L ตามลําดับ และมี CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 37 oC 
ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับสายพันธุท่ีมีพลาสมิดไดเติม Ampicilin ท่ีมีความ
เขมขนสุดทาย 100 µg/mL ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือทุกขั้นตอน 
         จากผลการทดลองในตารางที่ 3.3 พบวาปริมาณกลูโคสในเร่ิมตนในอาหารสําหรับการหมักที่
เหมาะสมที่สุดสําหรับสายพันธุท่ีมียีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด (RB24) และสายพันธุท่ีมียีน ldhA 
จาก R. oryzae ท่ีผานการทํา error-prone PCR (TW 4) คือ 20 g/L โดยวิเคราะหไดจากความเขมขนของกรด
แลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและคา YP/S เม่ือตรวจสอบความเขมขนของกลูโคสท่ีเหลือในอาหารพบวา
เซลลสามารถนํากลูโคสไปใชไดนอยกวา 20 g/L ในอาหารเลี้ยงเช้ือทุกความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตน 
ดังนั้นหากใชปริมาณกลูโคสเริ่มตนในการหมักมากกวา 20 g/L นอกจากสิ้นเปลืองแลว ปริมาณกลูโคสที่
เหลือมากในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจไปยับยั้งกระบวนการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยยีน ldhA ของ R. 
oryzae อีกดวย 

3.5 การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ของ R. oryzae จากสายพันธุท่ีผานการทํา error-
prone PCR 
         เม่ือทําการสกัดพลาสมิด pAOY4 จาก E. coli สายพันธุ  TW4 จากนั้นทําการสงตรวจการ
เปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน ldhA จาก R. oryzae ท่ีอยูบนพลาสมิดดวยวิธี DNA Sequencing 
(Macrogen, Korea) พบวาสําหรับพลาสมิด pAOY4 มีการเปลี่ยนแปลงท่ีนิวคลีโอไทด ตําแหนง 94 และ 
204 หลัง Stop codon จาก G เปน T ทั้ง 2 ตําแหนง โดยบทบาทของนิวคลีโอไทดหลัง Stop codon นั้นยัง
ไมเปนท่ีแนชัด แตมีรายงานวิจัยเสนอวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณหลัง Stop codon มีบทบาทในการหยุด
กระบวนการถอดรหัสโปรตีน (Translation Termination) ซึ่งอาจมีสวนเกี่ยวของกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีน (Bertram et al., 2001) 

3.6 การศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน  ldhA ของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli         
            เพ่ือแกปญหาความเสถียรของยีน ldhA จาก R. oryzae ซึ่งอยูบนพลาสมิด คณะผูวิจัยศึกษาความ
เปนไปไดในการนํายีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอลงแทนท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli แตเนื่องจาก 
ldhA ของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนตเทานั้น ซึ่งไมเพียงพอเกิด
กระบวนการแลกเปลี่ยนช้ินสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. 
coli ได ดังนั้นจึงการใชเทคนิค XO PCR ในการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับใชแทนท่ียีน ldhA บน
โครโมโซมของ E. coli ซึ่งช้ินสวนดีเอ็นเอนี้ประกอบดวยยีน  ldhA ของ R. oryzae และในสวนหัวและทาย
ของดีเอ็นเอชิ้นนี้มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสวนดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli ขาง
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ละประมาณ 700 คูเบส โดยท่ีตอนทายยีน ldhA ของ R. oryzae จะมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI 
เพ่ือใหใส marker คือยีน chloramphenicol acetyltransferase (cat) เพ่ือใหทําการคัดเลือกไดบนอาหารเลี้ยง
เช้ือท่ีมียาปฏิชีวนะ Chloramphenicol ดังแผนงานท่ีแสดงไวในรูปท่ี 4  ขั้นแรกเปนการสราง Fragment 1 
โดยวิธี PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB40 
ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 5’- CGCCCGGATCCCGCAGTTGCTGGAT- 3’ (บริเวณขีดเสนใตแทน
ตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BamHI) โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณ 700 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน 
ldhA ข อ ง  E. coli กั บ ไ พ ร เ ม อ ร  prRB38 ซึ่ ง มี ลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด คื อ  5’-
CATTGACTGCTTCGATTCTATAAACTGAGAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG-3’ (บริเวณตัวเอียง
เปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae 
บริเวณตัวหนาเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli) ซึ่ง
ไพรเมอรนี้จับบริเวณเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli ทําใหเม่ือใชไพรเมอร prRB40 และ 
prRB38ไดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส (รูปท่ี 3.5 ก.) สวนวิธี 
Fragment 2 สรางโดยวิธี PCR ซึ่งใชโครโมโซมของ R. oryzae สายพันธุ NRRL395 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
และใชไพรเมอร prRB36 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 5’- CTCAGTTTATAGAATCGAAGCAGTCAATG - 3’ 
(บริเวณตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ 
R. oryzae) โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae กับไพร
เมอร prRB37 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 5’- TGTGTCGTACGTACAATTCGATTGT -3 (บริเวณขีดเสน
ใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsiWI) โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณ 250 คูเบสใต Stop codon ของ
ยีน ldhA ของ R. oryzae ทําใหเม่ือใชไพรเมอร prRB36 และ prRB37ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 1800 คูเบส (รูปที่ 3.5 ก.) ตอจากนั้นทําการ XO PCR  โดยเร่ิมจาก Primerless PCR 
คือการทํา PCR ท่ีใส Fragment 1 และ 2 แตไมใสไพรเมอรลงไปในปฏิกิริยา ซึ่งบริเวณท่ีเหมือนกันของ 
Fragment 1 และ 2 สามารถจับกันได (บริเวณตัวเอียงในไพรเมอร prRB38 และ 36) จากนั้นจึงเติมไพร
เมอร prRB40 และ 37 ลงไปภายหลังเพื่อเพ่ิมจํานวน โดยผลิตภัณฑท่ีถูกตองเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
ประมาณ 2500 คูเบส (Fragment 1+2 ในรูปท่ี 2.4, รูปท่ี 3.5 ข.)  

       ปญหาในการทดลองการทํา XO PCR เพ่ือเชื่อม Fragment 1 และ 2 พบวาชิ้นสวนดีเอ็นเอท้ัง 2 ช้ินมัก
ไมเชื่อมตอกัน จึงไดมีการทดลองหาอุณหภูมิในการทํา PCR ขั้น annealing  ท่ีเหมาะสมดวยวิธี Gradient 
PCR ซึ่งไดผลการทดลองดังรูป 3.5 ข. ซึ่งอาจกลาวไดวาอุณหภูมิในขั้น annealing ท่ีเหมาะสมเพ่ือเชื่อมตอ
ช้ินสวนดีเอ็นเอ Fragment 1 และ 2 อยูท่ี 42-50OC และไดทําการสกัดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 2500 คูเบสนี้
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ออกจากเจลแลวนําเขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) ซึ่งตั้งช่ือพลาสมิดท่ีเกิดขึ้นวา 
pRB86 เพ่ือเก็บรักษาและเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอดังกลาว 

             ตอมาคณะผูวิจัยไดทําการ XO ครั้งท่ี 2 เพ่ือเช่ือมสวนทายของช้ินสวนดีเอ็นเอที่ตองซึ่งมีลําดับนิ
วคลีโอไทดเหมือนสวนทายยีน ldhA ของ E. coli (Fragment 3 ในรูปท่ี 2.4) กับ Fragment 1+2 ที่สังเคราะห
ไดเริ่มจากการเพ่ิมจํานวน Fragment 1+2 บนพลาสมิด pRB86 โดยวิธี PCR ดวยไพรเมอร prRB40 และ 37 
และสราง Fragment 3 โดยวิธี PCR ซึ่งใชโครโมโซมของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
และใชไพรเมอร prRB39 ซึ่งมีลําดับนิวคลีไทดคือ 5’- ACAATCGAATTGTACGTACGACACATCTTGC 
CGCTCCC CTGCATTCCAGG - 3’ (บริเวณตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 250 คู
เบสใต Stop codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae บริเวณตัวหนาเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ
ใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli บริเวณขีดเสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsiWI) 
โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli กับไพรเมอร prRB41 ซึ่งมีลําดับนิวคลี
โอไทดคือ 5’- GC GTCGGGATCCAGTAGTGGAG -3 (บริเวณขีดเสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวย
เอนไซม BamHI) ซึ่งไพรเมอรนี้จับบริเวณ 700 คูเบสใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli ทําใหเมื่อใช
ไพรเมอร prRB39 และ prRB41ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส (รูป
ท่ี 3.5 ค.)  

       อยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยไมสามารถใชเทคนิค XO PCR เพ่ือเช่ือม Fragment 1+2 เขากับ Fragment 3 
ได คณะผูวิจัยไดพยายามแกไขโดยการทํา Gradient PCR เพ่ือทดลองหาอุณหภูมิในการทํา PCR ขั้น 
annealing รวมถึงหาปรับเปลี่ยนหาภาวะตางๆท่ีเหมาะสมในการทํา PCR ซึ่งก็ไมสามารถแกไขปญหาได 
ปญหาท่ีไมสามารถสังเคราะหช้ินสวนดีเอ็นเอไดนี้อาจเกิดจากเคร่ือง PCR ท่ีทางสถาบันฯ มีอยูเพียงเครือ่ง
เดียวชํารุดท่ีฝาเครื่องปดไมสนิท ทําใหไมสามารถทํา PCR ช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดยาวได และความเสียหาย
นี้ไมสามารถซอมได คณะผูวิจัยไดพยายามหาทางใชเครื่อง PCR ในหนวยงานอื่นแตก็ลาชาและไมสะดวก 
รวมท้ังการจัดหาครุภัณฑเพ่ือหาเคร่ือง PCR เคร่ืองใหมนั้นยุงยากและลาชา คณะผูวิจัยจึงตัดสินใจหยุดทํา
การทดลองนี้ แตท้ังนี้คณะผูวิจัยอยูในระหวางการหาความเปนไปไดในการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอดังกลาว
เพ่ือตัดตอยีน ldhA ของ  R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli เชน การออกแบบช้ินสวนใหมีบริเวณตัด
จําเพาะดวยเอนไซมและเชื่อมตอดวยวิธีใชเอนไซม Ligase เปนตน 
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ตารางที ่3.1 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและกลูโคสท่ีเหลือจาก E. coli สายพันธุตางๆ  

a ทุกสายพนัธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพนัธุตั้งตนและใชเปน wild type  
b + หมายถึงยีน ldhA บนโครโมโซม E. coli ไมถูกทําลายซึ่งก็คือ JC13509 ซึ่งเปน wild type สวน RB30, RB31 ก็คือ JC13509 ที่มีพลาสมิด  
 - หมายถึงยีน ldhA E. coli บนโครโมโซมถูกทําลาย ไดแก RB7 ซึ่งก็มียีน pta ถูกทําลายเชนกัน สวน RB24, RB29 ก็คือ RB7 ท่ีมีพลาสมิด 
c – หมายถึง ไมมีพลาสมิด pKS(+) หมายถึงพลาสมิด pBluescript II KS(+)  pRB85 คือพลาสมิด pBluescript II KS(+) ท่ีมียีน ldhA จาก R. oryzae  
d ภาวะตางๆท่ีใชในการหมักเปนไปตามท่ีแสดงในตารางที่ 2.1 
e ทุกสายพันธุท่ีมพีลาสมิดเติม Ampicilin ในอาหารเล้ียงเช้ือทุกขั้นตอนเพื่อรักษาพลาสมิดไว ยกเวนสายพนัธุท่ีระบุวา RB24 (No Amp) คือ RB24 ท่ีไมไดเติม Ampicilin ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ  
f ND หมายถึงไมไดทดลองเนื่องจาก RB7 เจริญเติบโตไดนอยมากในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน 

สายพนัธุ a ยีน ldhA  
บนโครโมโซม E. coli b 

พลาสมิดc ภาวะการหมักd ความเขมขนกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ท่ีผลิต(g/L) 

ความเขมขนกลูโคสที่เหลือ 
(g/L) 

YP/s 

JC13509 (WT) + - 1 0.42 ± 0.080 81.33 ± 8.031 0.00 
RB7 - - 1 0.43 ± 0.083  98.43 ± 0.7638  0.00 
RB24 (No Ampe) - pRB85 1 3.86 ± 4.011 91.93 ± 6.468 0.04 
RB24 - pRB85 1 1.80 ± 2.564 84.70 ± 1.908 0.02 
RB29  - pKS(+) 1 0.27 ± 0.110 81.67 ± 9.471 0.00 
RB30 + pRB85 1 0.35 ± 0.141  86.77 ± 13.536 0.00 
RB31 + pKS(+) 1 0.41 ± 0.078 86.30 ± 4.636 0.00 
JC13509 (WT) + - 2 0.34 ± 0.015 78.20 ± 8.455 0.00 
RB7 - - 2 ND f ND ND 
RB24 (No Ampe) - pRB85 2 5.03 ± 4.149          82.03 ± 6.062 0.05 
RB24 - pRB85 2 0.57 ± 0.238 85.60 ± 10.048 0.01 
RB29  - pKS(+) 2 0.34 ± 0.053 85.77 ± 11.075 0.00 
RB30 + pRB85 2 0.33 ± 0.015 82.30 ± 5.966 0.00 
RB31 + pKS(+) 2 0.36 ± 0.031 80.83 ± 9.963 0.00 
JC13509 (WT) + - 3 0.31 ± 0.038 45.00 ± 5.340 0.00 
RB7 - - 3 0.22 ± 0.076 50.03 ± 4.834 0.00 
RB24 (No Ampe) - pRB85 3 1.18 ± 1.341 47.27 ± 0.924 0.01 
RB24 - pRB85 3 1.74 ± 1.386 51.40 ± 3.538 0.02 
RB29  - pKS(+) 3 0.30 ± 0.042 45.53 ± 3.691 0.00 
RB30 + pRB85 3 0.32 ± 0.048 44.17 ± 4.990 0.00 
RB31 + pKS(+) 3 0.36 ± 0.072 47.80 ± 1.473 0.00 
JC13509 (WT) + - 4 0.27 ± 0.038 33.20 ± 18.654 0.00 
RB7 - - 4 0.22 ± 0.125 46.00 ± 12.601 0.00 
RB24 (No Ampe) - pRB85 4 0.25 ± 0.091 48.30 ± 3.560 0.00 
RB24 - pRB85 4 1.95 ± 1.517 53.83 ± 2.196 0.02 
RB29  - pKS(+) 4 0.20 ± 0.131 40.50 ± 18.357 0.00 
RB30 + pRB85 4 0.28 ± 0.049 46.87 ± 2.290 0.00 
RB31 + pKS(+) 4 0.34 ± 0.071 40.63 ± 8.165 0.00 
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ตารางท่ี 3.2 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและกลูโคสท่ีเหลือจาก E. coli สายพันธุท่ี
มียีน ldhA จาก R. oryzae ซึ่งผานการทํา error-prone PCR และตัดตอลงบนพลาสมิด  

สายพันธุ a ความเขมขนของกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ท่ีผลิต (g/L) 

ความเขมขนของกลโูคสท่ี
เหลือ (g/L)b 

YP/S 

JC13509 (WT) 0.08 ± 0.014 10.14± 5.325 0.00 
RB7 0.43 ± 0.021 12.86 ± 6.421 0.02 
RB24 2.02 ± 0.523 9.56 ± 4.830 0.10 
TW4 6.74 ± 0.000 4.51 ± 0.863 0.34 

a ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพันธุตั้งตนและใชเปน wild type  
 b ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนในอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับการหมักคือ 20 g/L 
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ตารางที ่3.3 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและกลูโคสที่เหลือจาก E. coli สายพันธุตางๆเม่ือ
ใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนในการหมักตางกนั 

ความเขมขนของ
กลูโคสเริ่มตน (g/L) 

สายพันธุ a ความเขมขนของกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ที่ผลิต (g/L) 

ความเขมขนของกลูโคสท่ีเหลือ
ในอาหารเล้ียงเชื้อ (g/L) 

YP/S 

 JC13509 (WT) 0.08 ± 0.014 10.14± 5.325 0.00 
20 RB7 0.43 ± 0.021 12.86 ± 6.421 0.02 
 RB24 2.02 ± 0.523 9.56 ± 4.830 0.10 
 TW4 6.74 ± 0.000 4.51 ± 0.863 0.34 
 JC13509 (WT) 0.08 ± 0.007 6.01 ± 0.573 0.00 

30 RB7 0.17 ± 0.085 2.04 ± 0.106 0.01 
 RB24 1.56 ± 0.339 17.20 ± 5.515 0.05 
 TW4 6.84 ± 2.355 13.85± 0.071 0.23 
 JC13509 (WT) 0.03 ± 0.014 8.11 ± 1.237 0.00 

50 RB7 0.04 ± 0.014 8.81 ± 1.379 0.00 
 RB24 2.38 ± 0.113 20.30 ± 2.121 0.05 
 TW4 5.48 ± 1.061 24.35 ± 2.475 0.11 
 JC13509 (WT) 0.01 ± 0.007 0.00 ± 0.00 0.00 

70 RB7 0.03 ± 0.007 5.06 ± 2.871 0.00 
 RB24 3.14 ± 0.148 43.30± 21.980 0.04 

 TW4 7.85 ± 0.354 43.80 ± 1.414 0.11 
     a ทุกสายพนัธุที่ใชในการทดลองนีใ้ชสายพันธุ JC13509 เปนสายพนัธุตั้งตนและใชเปน wild type   
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รูปท่ี 3.1 การตรวจสอบความถูกตองของผลิตภัณฑ PCR ท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae กอนตัดตอเขาสูพ
ลาสมิด 

ผลิตภณัฑ PCR ท่ีไดมีขนาดประมาณ 1800 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยีน ldhA, promoter และ ribosome 
binding site ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถกูตองเม่ือตัดดวยเอนไซม EcoRI ไดช้ินสวนดีเอน็เอขนาดประมาณ 1200 
และ 600คูเบส และเม่ือตัดดวยเอนไซม KpnI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1030 และ 770 คูเบส โดย
ใช Agarose Electrophoresis ในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอน็เอ ท่ี Agarose มีความเขมขน 1%  w/v 
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รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบหาพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae โดยการตัดดวยเอนไซม KpnI  
เม่ือนําผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดซึ่งมีขนาดประมาณ 1800คูเบส ใสเขาสูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) พลาส
มิดท่ีมียีนดังกลาวหากตัดดวยเอนไซม KpnIจะไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4000 และ 800คูเบสซึ่ง
สามารถตรวจสอบไดดวยเทคนิค Agarose Electrophoresisโดยรูปเจลท่ีแสดงในรูปเปนAgarose 1% w/v
โดยพลาสมิดท่ีพบวามียีน ldhA ของ R. oryzae นี้มีช่ือเรียกวา pRB85 
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รูปท่ี 3.3 การเจริญเติบโตและ clear zone ของ E.coli เม่ือไดรับพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae 
แถวบนเปนการเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง ชนิด Cultivationในสภาวะท่ีไมมีออกซิเจน แถวลางเปน
การเลี้ยงเช้ือในสภาวะที่มีออกซิเจน ท้ังการเลี้ยงในท้ังสองสภาวะนั้นบมเซลลที่อุณหภูมิ37oC เปนเวลา 2 
วัน โดยสายพันธุ RB7 ซึ่งยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย สามารถเจริญเติบโตไดดีในภาวะท่ีมีออกซิเจน
เทานั้น ในขณะท่ีสายพันธุ RB24 (RB7 ท่ีมี plasmid pRB85) และ JC13509 (wild type) เจริญเติบโตไดดีท้ัง
ในภาวะท่ีมีและไมมีออกซิเจนและสราง clear zone ซึ่งแสดงวามีการสรางกรดและไดนําไปทดสอบในขัน้
ตอไปวามีการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ปริมาณเทาใด  
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รูปที่ 3.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา error-prone PCR ของยีน ldhA จาก R. oryzae โดยใชพ
ลาสมิด pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบโดยทําการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ MgCl2 และ MnCl2  
เม่ือใช Agarose Electrophoresis ท่ี Agarose มีความเขมขน 1% w/v ในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอ และ 
M คือ 1 kb DNA Marker  
(ก.)  Lane 1 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.0 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.4 mM 
       Lane 2 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.3 mM 
       Lane 3 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.5 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.2 mM 
       Lane 4 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.25  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.1  mM 
(ข.)   Lane 1 ใชน้ําแทนบัฟเฟอรในปฎิกิริยา PCR 
       Lane 2 ใช บัฟเฟอรสําเร็จรูปท่ีมี MgCl2 15 mM 
       Lane 3 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.1 mM 
       Lane 4 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.3 mM 
       Lane 5 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.4 mM 
       Lane 6 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.5 mM 
       Lane 7 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.05 mM 
       Lane 8 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.5  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.05 mM 
       Lane 9 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.25 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.05 mM 
 

    1         2          3        4           M 

(ก.) 
1      2     3      4      5      6      7     8      9    M 
(ข.) 
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รูปที่ 3.5 การทํา XO PCR เพ่ือสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae สําหรับแทนท่ียีน ldhA 
บนดีเอ็นเอของ E. coli 
เม่ือใช Agarose Electrophoresis ท่ี Agarose มีความเขมขน 1% w/v ในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอ และ 
M คือ 1 kb DNA Marker  
(ก.) Fragment 1 ขนาดประมาณ 700 คูเบส (Lane 1-3) เกิดจาก PCR โดยใชดีเอ็นเอของ E. coli เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบและใชไพรเมอร prRB40 และ 38 และ Fragment 2 ขนาดประมาณ 1800 คูเบส (Lane 4-5) เกิดจาก 
PCR โดยใชโครโมโซม R. oryzae เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร prRB36 และ 37  
(ข.) การหาอุณหภูมิในขั้น annealing ท่ีเหมาะสมในการทํา XO PCR Fragment 1 และ 2 โดยใชอุณหภูมิ 
50OC (Lane 1), 549.4OC (Lane 2), 48.3OC (Lane 3), 47OC (Lane 4), 45.1OC (Lane 5), 42.5OC (Lane 6), 
42.5OC (Lane 7) และ 42OC (Lane 8) 
(ค.) Fragment 3 ขนาดประมาณ 700 คูเบส (Lane 1-2) เกิดจาก PCR โดยดีเอ็นเอของ E. coli เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบและใชไพรเมอร prRB39 และ 41 

(ก.) (ข.) 

(ค.) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1สรุปผลการวจิัยและอภิปรายผล 

จากผลการทดลองในโครงการวิจัยนี้พบวาเม่ือนํายีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอเขาสูพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) ยีน ldhA นี้สามารถแสดงออกไดใน E. coli ที่มีการทําลายยีน ldhA บนดีเอ็นเอ
ของ E. coli (สายพันธุ RB24) โดยเม่ือทําการหมักในภาวะตางๆในระดับ Shake flask เมื่อใชกลูโคส
เร่ิมตนในการหมัก 100 g/L พบวาการหมักในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนโดยการไมเติม Ampicilin ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อพบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L มากท่ีสุดท่ีความเขมขน 5.03 ± 4.149 g/L ซึ่งการ
ท่ีเซลลสามารถรักษาพลาสมิดไวไดโดยไมตองใส Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือในภาวะนีแ้สดงวายนี 
ldhA มีความสําคัญตอ E. coli ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน และสายพันธุ RB24 ตองการใชยีน ldhA ของ 
R. oryzae บนพลาสมิดเพ่ือชดเชยการสูญเสีย ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli อยางไรก็ตาม การผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L ยังมีปริมาณนอยและกลูโคสเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือในปริมาณมากหลังทํา
การหมัก 48 ช่ัวโมง ซึ่งกลูโคสในปริมาณนี้อาจยับยั้งกระบวนการผลิตกรดแลกติก นอกจากนี้ยัง
พบวาการหมักในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนโดยการไมเติม Ampicilin ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือพบการผลิต
กรดแลกติกไอโซเมอร L ในแตละชุดการทดลองมีความแตกตางกันคอนขางมาก ซึ่งอาจเกิดจากการ
สูญเสียพลาสมิดหากมีออกซิเจนเขาสูระบบการทดลอง (Boonsombat, 2013) ดังนั้นคณะผูวิจัยไดทํา
การทดสอบหาภาวะการหมักท่ีเหมาะสมกวาสําหรับการใชคัดเลือก E. coli สายพันธุท่ีผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร L ไดดีในขั้นตอๆไป ซึ่งพบวาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L จาก E. coli สายพันธุ RB24 คือการใชอาหารเหลว Pre-culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 
เขมขน 5 g/L และเติม Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ทําเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยา
ดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน เพ่ือเพ่ิมเซลลต้ังตนสําหรับการหมัก จากนั้นใช Fermentation 
broth ท่ีมีกลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L และเติม Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 
100 µg/mL ทําการหมักโดยเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
โดยการหมักดวยภาวะนี้ไดผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในการทดลองแตชุดการทดลองมีความ
คงท่ีมากขึ้น 

สําหรับการใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือทําใหยีน ldhA ของ R. oryzae เกิดการกลายพันธุ
แบบสุม จากนั้นทําการตัดตอผลิตภัณฑจากการทํา error-prone PCR ตัดตอเขาสูพลาสมิดและนําเขาสู 
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E. coli สายพันธุ RB7 เม่ือทําการคัดเลือกพบวาเทคนิคดังกลาวชวยใหการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L สูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 ไดประมาณ 7 เทาจากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดพบวานิวคลี
โอไทดตําแหนง 94 และ 204 หลังจาก stop codon เปลี่ยนจาก G เปน T แตบทบาทของลําดับนิวคลีโอ
ไทดหลัง Stop codon แตอาจเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเฉพาะในการการหยุด
การแปลรหัสโปรตีน (Translation Termination) 

ในการศึกษาปจจัยปจจัยในเร่ืองความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตนสําหรับการหมักที่อาจมีผลตอ
การผลิตกรดแลกติกจาก E. coli พบวาน E. coli ท่ีไดรับการปรับปรุงสายพันธุมีการผลิตกรดแลกติกท่ี
ดีที่สุดเม่ือใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 20 g/L เนื่องจาก E. coli สายพันธุเหลานี้นํากลูโคสไป
ใชไดนอยกวา 20 g/L ดังนั้นหากใชปริมาณกลูโคสเร่ิมตนในการหมักมากนอกจากจะสิ้นเปลืองแลว 
ปริมาณกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อถามีมากและอาจไปยับยั้งกระบวนการผลติกรดแลกติกไอโซ
เมอร L โดยยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด 

เพ่ือใหผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli มีความเสถียรมากขึ้น คณะผูวิจัยไดพยายาม
ตัดตอยีน ldhA จาก R. oryzae แทนท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli แตเนื่องจากยีน ldhA ของ R. 
oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนตเทานั้น ซึ่งไมเพียงพอตอกระบวนการ
แลกเปลี่ยนช้ินสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ได 
คณะผูวิจัยไดใชเทคนิค XO PCR ในการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีประกอบดวยยีน  ldhA ของ R. oryzae 
และในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอช้ินนี้จะมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสวนดานหนาและ
ดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli โดยช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดเพื่อนําไปใชแทนที่ยีน ldhA บน
ดีเอ็นเอของ E. coli ควรมีขนาดประมาณ 3200 คูเบส อยางไรก็ตาม จากปญหาเคร่ืองมือที่ใชในการ
ทดลองชํารุดและไมสามารถซอมได ทําใหไมสามารถใชสรางช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดยาวได การ
ทดลองสวนนี้จึงไมสามารถดําเนินตอไปได อยางไรก็ตามคณะผูวิจัยอยูระหวางการศึกษาเทคนิคอื่น
ในการตัดตอยีน ldhA จาก R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli 

แมวาเทคนิค error-prone PCR สามารถชวยให E. coli สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L 
ไดมากขึ้น และกรดแลกติกท่ีไดยังมีปริมาณนอย จึงจําเปนตองพัฒนาหากระบวนการผลติกรดแลกติก
ท่ีมีประสิทธิภาพดีขึ้นตอไป  

2. ขอเสนอแนะ 

 การพัฒนาการการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในระดับ Shake Flask นี้เปนขอมูลเพื่อ
ประยุกตใชในการผลิตในระดับใหญขึ้นใหมีความคุมทุนในการผลิต ท้ังนี้เมือ่ใชการแสดงออกของยนี 
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ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 ใน E. coli พบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L และเทคนิค 
error-prone PCR สามารถชวยปรับปรุงให E. coli สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีขึ้น แต
ปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดยังพบในปริมาณนอย ซึ่งแนวทางในการพัฒนาการผลิต
กรดแลกติกในปริมาณมากขึ้น อาจทําไดโดย 

(1.) หาแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเช้ือ รวมถึงการหาแหลงคารบอน
และไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกเพ่ือลดคาใชจาย 

(2.) วิเคราะหหาสารปนเปอนอื่นๆท่ีเกิดขึ้นในการผลิตกรดแลกติก ท้ังนี้หากพบการปนเปอนของสาร
ใดในปริมาณมาก สามารถกลับไปศึกษาวาสารนี้เปนผลมาจากวิถีเมทาบอลิซึมเพ่ือหาตัวยับย้ังวิถีนั้น 

(3.)  ทําการทดลองใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมตอไป โดยคัดเลือก
โคลนในจํานวนมากขึ้นเพื่อหาโคลนท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีกวาเดิม 

(4.) ใชเทคนิคอื่นในการตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae เขาแทนท่ีบนดีเอ็นเอของ E. coli เพ่ือเพ่ิมความ
เสถียรของยีน รวมท้ังไมตองใชยาปฏิชีวนะเพื่อการรักษาพลาสมิด 

(5.) ทําการทําลาย (knock out) ยีน เชน frdABC, pflB และ adhE ในสายพันธุ RB24 และ TW4 ซึ่งยีน
เหลานี้เกี่ยวของกับวิถีการหมักของ E. coli โดยการทําลายยีนเหลานี้อาจทําใหผลผลิตกรดแลกติกไอ
โซเมอร L มากขึ้น เพราะไพรูเวทจะไมถูกเปลี่ยนเปนผลผลิตอื่น ดังนั้นเซลลควรจะใชยีน ldhA บนพ
ลาสมิดอยางเดียวเพ่ือเปลี่ยนไพรูเวทเปนกรดแลกติกอโซเมอร L (Zhao et al, 2013) 
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ภาคผนวก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเหลว LB (1 L) 
10 g Bacto-peptone 
5 g   Yeast extract 
10 g NaCl  

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
2 อาหารแข็ง LB 
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
3.อาหารเหลว Enrichment (1 L) 

10 g    Glucose 
5 g      Yeast Extract 
5g       Peptone 
0.25 g KH2PO4 
0.25 g K2HPO4 
5 mL  Salt Solution 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
4. อาหารแข็ง Purification  (1 L) 

10 g    Glucose   
5   g    Yeast Extract  
5   g     Peptone 
0.25 g  KH2PO4 
0.25 g  K2HPO4 
2.5 g    CaCO3 
10 g     Agar 
5 mL   Salt Solution     

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
5. อาหารแข็ง Culivation ท้ังชนิด plate และ slant  (1 L) 
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10 g    Glucose   
5 g      Yeast Extract 
5 g       Peptone 
0.25 g  KH2PO4 
0.25 g  K2HPO4 
5 g       CaCO3 
10 g     Agar 

           5 mL   Salt Solution     
ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
6. อาหารเหลว Pre-culture broth  (1 L) 

10 g    Glucose   
5 g       Yeast Extract 
5 g       Peptone 
0.25 g  KH2PO4 
0.25 g  K2HPO4 
5 g       CaCO3 
5 mL   Salt Solution     

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
7. อาหารเหลว Fermentation broth  (1 L)  
แยกทําเปน 2 สวน 
สวนท่ี 1 ละลาย Glucose 20, 30, 50,70 หรือ 100 g แลวเติมน้ําปรับปริมาตรเปน 500 mL จากนั้นแบง
ใส Flask ขนาด 250 mL ดวยปริมาตร Flask ละ 25 mL แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา 
สวนท่ี 2 ประกอบดวย 

5 g     Yeast Extract 
5 g      Peptone 
0.25 g KH2PO4 

           0.25 g K2HPO4 
           5 mL   Salt Solution     
ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 500 mL และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
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เม่ือตองการใชนําสวนที่ 2 ปริมาตร 25 mL ใสลงใน Flask จากท่ีเตรียมไวแลวในสวนท่ี 1 จากนั้นเติม 
CaCO3 2.5 gตอ Flask 
8. Salt Solution (10 mL) 

400 mg MgSO4.7H2O    
20 mg   MnSO4.5H2O 
20 mg   FeSO4.7H2O 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 10 mL 
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