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บทคัดยอ 

กรดแลกติกมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอยางกวางขวางรวมถึงความเปนไปไดในการใชเปน
สารต้ังตนเพ่ือผลิตพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ โดยกระบวนการผลิตกรดแลกติกบริสุทธิ์ท่ีมี
ประสิทธิภาพมีความสําคัญอยางย่ิงสําหรับการนําไปใชเพ่ือการสรางสายพอลิเมอร เม่ือการตัดตอยีน 
ldhAจาก Rhizopus oryzae เขาสูพลาสมิด แลวนําเขาสู Esherichia coli ท่ียีน ldhAบนดีเอ็นเอถูกทําลาย
เกิดเปน E. coli สายพันธุ RB24 พบวายีน ldhAของ R. oryzae บนพลาสมิดสามารถแสดงออกได โดย
เม่ือทําการหมักในอาหารท่ีมีกลูโคสเร่ิมตน 100 g/L ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนและไมเติม Ampicilin
พบวา E. coli สายพันธุนี้สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากท่ีสุด แตเนื่องจากปริมาณกรด
แลกติกที่ผลิตไดยังมีปริมาณนอยซึ่งอาจเปนผลมาจากกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลีย้งเช้ือมปีริมาณมากทาํ
ใหไปยับย้ังการผลิตกรดแลกติกและการสูญเสียพลาสมิดไดงายเม่ือไมเติม Ampicilin จึงไดทําการหา
ภาวะที่เหมาะสมในการหมัก E. coli สายพันธุ RB24 คือในขั้น Pre-culture ใชภาวะที่มีออกซิเจนเพ่ือ
เพ่ิมจํานวนเซลล แลวจึงทําการหมักในภาวะที่ไมมีออกซิเจนโดยใชกลูโคสเร่ิมตน 20 g/L และเติม 
Ampicilin ทําใหไดปริมาณกรดแลกติกท่ีคงท่ีมากขึ้นเม่ือทําการศึกษาการใชเทคนิค error-prone PCR 
เพ่ือทําใหบริเวณยีน ldhAจาก R. oryzae บนพลาสมิดเกิดการกลายพันธุแบบสุม พบวาสามารถคัดเลือก 
E. coli สายพันธุท่ีผลิตกรดแลกติกไดดีขึ้นกวา E. coli สายพันธุ RB24 ประมาณ 7 เทา โดยพบการ
เปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง 94 และ 204 หลัง Stop codon จาก G เปน T ท้ังสองตําแหนง
ในสายพันธุที่ต้ังชื่อวาสายพันธุ TW4 นอกจากนี้ยังพบวา E. coli สายพันธุ TW4 สามารถผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร L ไดดีท่ีสุดในอาหารหมักท่ีมีกลูโคสเริ่มตน 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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µg/mL ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 

µl ไมโครลิตร 

µm ไมโครเมตร 

Amp Amplicilin 

AmpR Amplicilin Resistance 

cat ยีน chloramphenicol acetyltransferase 

CaCO3 แคลเซยีมคารบอเนต 

g กรัม 

g/L กรัมตอลติร 

kan ยีนตาน Kanamycin 

Kan Kanamycin 

KanR KanamycinResistance 

L ลิตร 

LB Luria-Bertani 

ldhA ยีน lactate dehydrogenase A 

ldhA::cat ยีน pta ท่ีถกูทําลายดวยการแทรกยีน cat 

M โมลารหรอื โมลตอลติร 

mL มิลลลิิตร 

mM มิลลิเมตร 

PCR Polymerase Chain Reaction 
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pta ยีน phosphate acetyltransferase  

pta::kan ยีน pta ท่ีถกูทําลายดวยการแทรกยีนตาน Kanamycin 

RbCl Rubidium Chloride 

rpm round per minute (รอบตอนาที) 

v/v volume by volume (ปริมาตรตอปริมาตร) 

w/v weight by volume (น้ําหนกัตอปริมาตร) 

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 

XO PCR Cross-over Polymerase Chain Reaction 
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บทที ่1 

บทนาํ 

1.1 การทบทวนวรรณกรรม 

กรดแลกติกถูกคนพบคร้ังแรกในป ค .ศ . 1780 โดย Carl WilhelmScheele นักเคมีชาวสวีเดนและ
ใชเพื่อเปนสารใหรสเปรี้ยวในนม ตอมามีการนํากรดแลกติกไปใชอยางกวางขวางในอตุสาหกรรมตางๆ
เชน อุตสาหกรรมอาหาร และการนําไปสรางเปนพอลีเมอรเชน พอลีแลกไตด (polylactides) เพ่ือใช
ในทางการแพทย   และการผลิตพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ(Hester, 2000a; Kricheldorf, 2001)
ทําใหมีแนวโนมความตองการท่ีเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว  (Hester, 2000b) 

ปจจุบันกรดแลกติกสามารถผลิตไดดวยท้ังกระบวนการทางเคมีและกระบวนการหมักโดย
จุลินทรียหลายชนิด (Narayanan et al., 2004) จุลินทรียท่ีนิยมใชกันอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมคือ 
แบคทีเรียจําพวก Lactobacillus spp. แตปญหาที่พบคือแบคทีเรียจําพวกนี้ตองการสารอาหารท่ีซับซอน
และไมสามารถผลิตกรดแลกติกในปริมาณมากท่ีระดับ pH ตํ่ากวา 4 ซึ่งทําใหประสิทธิภาพในการ
ละลายลดลง เกิดการตกผลึกเปนเกลือแลกเตท และทําใหตองเพ่ิมขั้นตอนการสรางกรดแลกติกมาจาก
เกลือแลกเตท (Skory, 2003) จุลินทรียชนิดอื่นท่ีมีการนํามาใชผลิตกรดแลกติก ไดแกราจําพวก R. 
oryzae ซึ่งสามารถผลิตกรดแลกติกในรูปไอโซเมอร L เปนหลักจากแปง (starch) เซลลูโลส (cellulose) 
และเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) โดยใชแหลงไนโตรเจนจากเกลือแอมโมเนีย (ammonium salts) 
(Woiciechowski et al., 1999) ซึ่งกรดแลกติกไอโซเมอร L เปนท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรมเกือบทุก
ประเภท ขอดีของการผลิตกรดแลกติกดวย R. oryzae คือใชอาหารเลี้ยงเช้ือไมซับซอน นอกจากนี้
ผลิตภัณฑจากการเกษตร เชน กากมันสําปะหลัง เม่ือนํามาผานกระบวนการไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เพ่ือใหไดน้ําตาลกลูโคสปริมาณสูงสามารถนาํมาใชเปนแหลงคารบอนใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ R. oryzae แตการเลี้ยงเช้ือดวยวิธีดังกลาวพบการปนเปอนของเอทานอลในปริมาณสูง
ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณไนโตรเจนท่ีเพ่ิมขึ้นจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว (Thongchul et al., 
2009)ขอจํากัดอื่นๆของการผลิตกรดแลกติกโดยใช R. oryzae คือ กรดแลกติกท่ีไดมีปริมาณนอยเมื่อ
เทียบกับแบคทีเรียและปญหาการปนเปอนของเอทานอลท่ีถูกสรางขึ้นระหวางกระบวนการหมักใน
ปริมาณสูง (Skory, 2004)นอกจากนี้สรีระวิทยาของ R. oryzaeก็ไมเหมาะสมตอกระบวนการหมักในถัง
ปฏิกรณชีวภาพ(Narayanan et al., 2004) ดังนั้นจึงมีความพยายามในการใชยีนท่ีเกี่ยวของกับการ
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สังเคราะหกรดแลกติกไอโซเมอร L แสดงออกในจุลินทรียอื่นๆ ท่ีเลี้ยงงาย และมีความเปนไปไดท่ีจะ
ผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก 

ขั้นตอนสุดทายของการสังเคราะหกรดแลกติกจากกลูโคสคือ การเปลีย่นกรดไพรรูวกิใหเปนกรด
แลกติก ซึ่งปฏิกิริยานี้อาศัยเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนส (lactate dehydrogenase) เปนตัวเรงปฏิกิริยา
ซึ่งเอนไซมนี้ยังเปนตัวกําหนดไอโซเมอรของกรดแลกติกท่ีจุลินทรียแตละชนิดสรางอีกดวย (Ferain et 
al., 1994) สําหรับ R. oryzae มีการสังเคราะหเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนสสองชนิด คือ แลกเตทดี
ไฮโดรจิเนส A และ B ซึ่งสรางจากยีน ldhAและldhB ตามลําดับ (Skory, 2000) ยีนท้ังสองนี้มีลําดับเบส
คลายกัน 93.1%(Saito et al., 2004) ซึ่งมีการสันนิษฐานวา ldhAทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาเปลี่ยนกรดไพรรูวิ
กเปนกรดแลกติก  ในขณะที่ ldhBเกี่ยวของกับปฏิกิริยาการเปลี่ยนกรดแลกติกเปนกรดไพรรูวิกเม่ือ R. 
oryzae เลี้ยงในกลีเซอรอ   เอทานอล หรือแลกเตท  (Skory, 2000) ท้ังนี้ R. oryzae สามารถแบงไดเปน
สองกลุม คือ กลุมที่สรางกรดแลกติก (LA group) และกลุมท่ีสรางกรดฟอมูริกหรือกรดมาลิก (FMA 
group) ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว โดยกลุมท่ีสรางกรดแลกติกมีท้ังยีน ldhA และ ldhB  แตกลุมที่สรางกรด
ฟอมูริกหรือกรดมาลิก มีเพียงยีน ldhB(Saito et al., 2004) อยางไรก็ตาม ท้ัง ldhAและldhB จาก R. 
oryzae สามารถแสดงออกและคืนความสามารถในการผลิตกรดแลกติกใน E. coli สายพันธุท่ีไม
สามารถสรางกรดแลกติกได  

การผลิตกรดแลกติกในปจจุบันไดนําพันธุวิศวกรรมเขามาเกี่ยวของ เชน การตัดตอยีน ldhA ของ 
R. oryzae ใสในพลาสมิดเพ่ือนําไปแสดงออกในยีสตSaccharomyces cerevisiaeแตวิธีนี้ยังพบปญหา
เนื่องจากกรดแลกติกท่ีไดมีปริมาณไมมากและยังพบการปนเปอนของเอทานอล (Skory, 2003) การตัด
ตอพันธุกรรมโดยการนํายีน L-LDH จากวัว Bos Taurus จํานวน 2 ชุดใสเขาในยีสต Candida utilis 
ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร CuPDC1  พบวาการผลิตแลกติกไดดี แตการผลติกรดแลกติกเกดิขึน้
ท่ีอุณหภูมิจํากัดที่ 5-35oC เทานั้น (Ikushima et al., 2009) ในแบคทีเรีย Enterobacter asburia เม่ือใช
เทคนิคพันธุวิศวกรรมลบยีน pflBและ als ซึ่งจําเปนในการสรางเอทานอล อะซิเตทและ 2,3-บิวทาเนได
ออล (2,3-butanediol) พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกบริสุทธิ์ไอโซเมอร D ไดโดยการใชเฮมิเซลลูโลส
ท่ีไดจากกระบวนการไฮโดรไลซีสจากตนไมและผลิตผลจากการเกษตรเชน sweetgum เปนอาหารเลี้ยง
เช้ือ แตวิธีดังกลาวยังสามารถผลิตกรดแลกติกไดนอยและยังประสบปญหาท่ีจุลินทรียเจรญิเตบิโตไดใน
อาหารเลี้ยงเช้ือบางชนิดเทานั้น (Bi et al., 2009)ในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D จากแบคทีเรีย 
Lactobacillus plantarum สายพันธุท่ีถูกทําลายยีน ldhL1โดยใชแปงขาวโพดดิบเปนอาหาร โดย
แบคทีเรียที่ใชไดนําพลาสมิดที่มียีน amyA ซึ่งสรางเอนไซม α-amylase จาก Streptococcus bovis ทําให
แบคทีเรียดังกลาวสามารถยอยแปงเปนกลูโคสเพื่อผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D บริสุทธิ์ไดปริมาณ
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คอนขางสูง ท้ังนี้เพ่ือหลีกเลี่ยงการใชยาปฎิชีวนะในการรักษาพลาสมิดไวในเซลล คณะผูวิจัยไดนํายีน 
amyA ใสในโครโมโซมของ L.plantarum สายพันธุดังกลาว พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดนอยกวา
การใชพลาสมิด (Okano et al., 2009a) L.plantarum สายพันธุดังกลาวยังไดถูกใชเพ่ือนําพลาสมิดท่ีมียีน 
celA ซึ่งสรางเอนไซม endoglucanase จาก Clostridium thermocellum เพ่ือใชยอย β-glucan ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ พบวาผลิตผลท่ีไดเปนกรดอะซิติกท่ีเปลี่ยนมาจากกรดแลกติก ซึ่งการเลี้ยงเชื้อโดยไมให
ออกซิเจนสามารถลดการเปลี่ยนกรดแลกติกเปนกรดอะซิติกไดบางสวน (Okano et al., 2009b)
แบคทีเรียชนิด Leuconostoc citreum ซึ่งโดยปกติผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D ในอาหารหมักดอง 
สามารถผลิตกรดแลกติกชนิดไอโซเมอร L โดยใชการแสดงออกของยีน ldhL จาก L.plantarum ท่ีตัดตอ
ใสพลาสมิด แตปริมาณไพรรูเวทท่ีใชเพ่ือเปลี่ยนเปนกรดแลกติกไอโซเมอร L ไมไดนํามาจากไพรรูเวท
ท่ีใชเพ่ือเปลี่ยนเปนกรดแลกติกไอโซเมอร D มากนัก (Jin et al., 2009) 

ในโครงการวิจัยนี้เลือกใช E.coli เปนเซลลเจาบานเพ่ือใหยีน ldhA จาก R. oryzae แสดงออก และ
ใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดังกลาวเพ่ือผลติกรดแลกติกไอโซ
เมอร L เนื่องจาก E. coli เปนแบคทีเรียชนิดนี้เจริญเติบโตเร็วเลี้ยงงายและมีการศึกษาดานพันธุศาสตร
อยางกวางขวาง ซึ่งใน E. coli พบวายีน ldh จากสิ่งมีชีวิตอื่นเชน L. casei สามารถแสดงออกไดใน E. 
coli แตยีน ldhA ใน E. coli ตองถูกทําลายกอน (Chang et al., 1999) หลังจากนําพลาสมิดท่ีมียีน ldhA 
จาก R. oryzae ใสเขาสูเซลล E. coli แลว ไดนําเทคนิค error-pronePCR มาใชในการปรับปรุง E. coli 
สายพันธุนี้อีกดวย โดยเทคนิคดังกลาวกอใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมในยีน ldhA สําหรับเทคนิค 
error-prone PCR นั้นไดถูกนํามาใชในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียหลายชนิด เชน การเพ่ิมคุณสมบติั
การทนความรอนในเอนไซมไฟเตส (phytase) App2 ใน E. coli (Kim and Lei, 2008) หลักการของ
เทคนิค error-prone PCR คือการเพ่ิมอัตราการกลายพันธุของสารพันธุกรรมที่สนใจโดยการรบกวน
ระบบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกระบวนการ PCR เชน การเปลี่ยนความเขมขนแมกนีเซียมคลอไรด 
(MgCl2) การเติมแมงกานีสคลอไรด (MnCl2) หรือการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของนิวคลีโอไทด 
(nuecleotides) แตละชนิดในปฏิกิริยา PCR (Pritchard et al., 2005) จากนั้นทําการคัดเลือกโคลนท่ี
สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณสูง และทําการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของลําดับสาร
พันธุกรรมในของยีน ldhA จาก R. oryzae ซึ่งเทคโนโลยีดังกลาวสามารถชวยปรับปรุงสายพันธุของ
จุลินทรียโดยทําใหเอนไซม lactate dehydrogenaseA ทํางานไดดีขึ้นและสงผลใหผลิตกรดแลกติกไอโซ
เมอร L ไดมากขึ้น ทั้งนี้กระบวนการผลิตกรดแลกติกท่ีมีประสิทธิภาพสามารถตอบสนองความตองการ
กรดแลกติกเพ่ืออุตสาหกรรมตางๆ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมพลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพท่ี
ปจจุบันการผลิตกรดแลกติกเพื่อเปนสารต้ังตนยังไมเพียงพอและยังมีตนทุนการผลิตสูง 
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1.2 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

ปจจุบันผลกระทบจากสภาวะโลกรอนสงผลอยางมากตอมวลมนุษยชาติ สาเหตุสําคัญอันหนึ่ง
เนื่องจากการใชพลาสติกท่ีไมสามารถยอยสลายไดตามกระบวนการทางธรรมชาติ กอใหเกิดการสะสม
ของขยะดังกลาว รวมถึงราคาน้ํามันปโตรเลียมซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของพลาสติกท่ีปรบัตัวสงูขึน้
อยางตอเนื่อง ทําใหเกิดการต่ืนตัวในการหาวัสดุทางเลือกใหมเพ่ือนํามาผลิตพลาสติกที่เปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอม กรดแลกติกเปนทางเลือกหนึ่งท่ีไดรับความสนใจเปนอยางมากเนื่องจากกรดแลกตกิสามาร
ถนํามาสรางในรูปพอลิเมอรของกรดแลกติก (polylactic acid) ซึ่งมีคุณสมบัติคลายพอลิโอเลฟน 
(polyolefins)ท้ังนี้ในปจจุบันกรดแลกติกไดจากการหมักน้ําตาลกลูโคสดวยแบคทีเรียกลุม Lactobacilli 
ซึ่งมีตนทุนสูงและยังไมบริสุทธิ์เพียงพอสําหรับการสังเคราะหเปนพอลิเมอร ดังนั้นการพัฒนากระการ
ผลิตกรดแลกติกจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง พันธุวิศวกรรมจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีนํามาใชเพ่ือการปรบัปรงุ
สายพันธุแบคทีเรีย แตเนื่องจากการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียกลุม Lactobacilli มักเกิดความไมเสถยีร 
โครงการวิจัยนี้จึงเลือก Escherichia coli ในการปรับปรุงสายพันธุ ซึ่ง E. coli เปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชกันอยาง
กวางขวางในการตัดตอพันธุกรรม ขอดีสําหรับการใชแบคทีเรียชนิดนี้คือ เลี้ยงงายและโตเรว็ดวยอาหาร
เลี้ยงเช้ือท่ีไมซับซอน และขอมูลทางพันธุกรรมมีการศึกษาอยางกวางขวาง ดังนั้นเพื่อตอบสนองตอ
ความตองการกรดแลกติกท่ีเพ่ิมขึ้นอยางมากในทางอุตสาหกรรม การพัฒนาการผลติกรดแลกตกิโดยใช 
เทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลปรับปรุงสายพันธุ E. coli จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมีความเปนไปไดสงู
สําหรับการผลิตกรดแลกติกในอนาคต  ซึ่งความรูท่ีไดรับจะนําไปสูเทคโนโลยีการผลิตกรดแลกติกบริ
สุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพเพื่อใหสามารถนําไปใชเปนสารต้ังตนในทางอุตสาหกรรมได และยังสามารถ
นําไปประยุกตกับการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียเพ่ือวัตถุประสงคอื่นๆดวย 

1.3 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

ปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียโดยใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพ่ือพัฒนาการผลิตกรดแลกติ
กบริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับนําไปใชเปนสารต้ังตนในทางอุตสาหกรรม 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ในโครงการวิจัยนี้จะใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลในการปรับปรุงสายพันธุ E.coli เพื่อการ

ผลิตกรดแลกติก โดยใชการแสดงออกของยีน ldhA จาก R. oryzae ใน E. coli เนื่องจากยีน ldhA ใน R. 
oryzae สังเคราะหเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนสA(Lactate Dehydrogenase A) และเอนไซมดังกลาวจะ
เปลี่ยนกรดไพรูวิก (pyruvic acid)ใหกลา ยเปนกรดแลกติกไอโซเมอร Lซึ่งเปนท่ีตองการใน
อุตสาหกรรมเกือบทุกประเภท โดยยีน ldhA จาก R. oryzae จะถูกตัดตอใสพลาสมิดกอนจะนําเขาสู E. 
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coli สายพันธุ ท่ียีน pta และldhA ถูกทําลายท้ังนี้เ พ่ือลดการปนเปอนจากสารท่ีสรางขึ้นระหวาง
กระบวนการหมักและใหยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิดเทานั้นท่ีแสดงออกตามลําดับ จากนั้นทํา
การปรับปรุงสายพันธุ E. coliโดยใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือทําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมของ
ยีน ldh A จาก R. oryzae ผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการดังกลาวนําไปตัดตอใสพลาสมิด pBluescricrpt 
II KS(+)แลวนําเขาสู E.coli สายพันธุ RB7 ท่ียีน ldh และ pta  ถูกทําลายแลวทําการคัดเลือกโคโลนีท่ี
ผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก พลาสมิดจากโคโลนีท่ีผลิตกรดแลกติกไดปริมาณมากไดถูกสกัดเพ่ือ
นําไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบนบริเวณยีน ldhAของ R. oryzae นอกจากนี้
โครงการวิจัยนี้ไดศึกษาปจจัยอื่นท่ีมีผลตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร Lจาก E. coli ท่ีไดรับการ
ปรับปรุงสายพันธุ เชน ปริมาณกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือรวมถึงศึกษาความเปนไปไดในการนาํยีน ldhA 
จาก R. oryzae ตัดตอลงบนดีเอ็นเอของ E. coli 

1.5 ทฤษฎี และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

เนื่องจากการสกัดกรดแลกติกจาก R. oryzae ซึ่งเปนชนิดไอโซเมอร L ท่ีเปนที่ตองการใน
อุตสาหกรรมเกือบทุกประเภทยังประสบปญหา เชน ไดกรดแลกติกในปริมาณนอย เนื่องจาก R. oryzae 
เปนสิ่งมีชีวิตท่ีเจริญเติบโตคอนขางชาเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย ดังนั้นการใชปรับปรุงสายพันธุ
จุลินทรียท่ีโตงายและไมมีปญหาในกระบวนการหมัก เชน E. coli จึงเปนทางเลือกท่ีเปนไปไดในการ
ผลิตกรดแลกติกบริสุทธิ์ โดยจะทําการปรับปรุงยีน ldhA ของ R. oryzaeท่ีใหแสดงออกใน E. coliโดยใช
เทคนิค error-prone PCR ซึ่งเทคนิคไดถูกใชเพ่ือปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียเพ่ือผลิตสารตางๆ เชน การ
ผลิตปรับปรุงเอนไซมไฟเตส (phytase) จากยีน AppA2 ใน E. coli ใหมีคุณสมบัติทนความรอนไดดีขึ้น 
(Kim and Lei, 2008) โดยเทคนิคดังกลาวจะถูกใชเพ่ือทําใหยีน ldhA ของ R. oryzae เกิดการ
เปลี่ยนแปลงและผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณท่ีมากขึ้นซึ่งจะทําใหเกิดกระบวนการผลติกรดแลกติกท่ี
มีประสิทธิภาพเพ่ือเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมตอไป 

1.6 วิธีการดําเนินการวิจยัโดยสรุป 

1. การเตรียม E. coli สายพันธุท่ีเหมาะสม 

2. การตัดตอยีน ldhA ของ R.oryzae ใสในพลาสมิดและคัดเลือกพลาสมิดถูกตอง 

3. การใสพลาสมิดจากขอ2 .ใน E. coli สายพันธุที่เตรียมในขอ 1. 

4. วิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร Lที่ผลิตไดจาก E. coli สายพันธุที่คัดเลือกใน
ขอ 3. ท่ีภาวะตางๆในระดับ Shake Flask 
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5. สกัดพลาสมิดท่ีไดจากสายพันธุขอ 3. แลวทําใหเกิดการกลายพันธุของยีน ldhA ของ R.oryzae
แบบสุมดวยวิธี error-prone Polymerase Chain Reaction (error-prone PCR)  

6. นําผลิตภัณฑสารพันธุกรรมท่ีไดจากขอ 5.ใสในพลาสมิด แลวนําใสใน E. coli สายพันธุท่ี
เตรียมในขอ 1. 

7. การคัดเลือกโคลนท่ีคาดวาผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือในระดับ Shake 
flask 

8. การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลกลูโคสตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli ท่ีไดรับการ
ปรับปรุงสายพันธุ 

9. สกัดพลาสมิดจากโคลนท่ีไดในขอ 7. แลวนําไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลํา ดับสาร
พันธุกรรมของยีน ldhA ของ R.oryzae 

10. ศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli 

1.7 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 
1. ผลงานที่ไดสามารถนาํไปจดสิทธิบัตรและ/หรือเผยแพรในวารสารหรืองานประชุมวิชาการได 

2.ไดสายพันธุจุลนิทรียท่ีสามารถผลิตกรดแลกตกิไดอยางมีประสิทธิภาพสาํหรับผลิตกรดแลกตกิ
เพ่ือเปนสารตั้งตนในอตุสาหกรรมตางๆ เชน การผลิตพลาสตกิชีวภาพ 

3. สามารถนาํความรูที่ไดไปพัฒนาและประยุกตใชปรับปรงุสายพันธุจุลินทรียอืน่ๆ 
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บทที ่2 

อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 อุปกรณ 

เคร่ือง PCR 

(Polymerase Chain Reaction Thermocycer) 

Applied Biosystems, Singapore 

เคร่ืองเขยาผสมรุน Vortex-Genie2 

(Vortex mixer: model Vortex-Genie2) 

Scientific Industries, USA 

เคร่ืองเขยาเลี้ยงเช้ือควบคุมอุณหภูม ิ

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองช่ังแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองช่ังแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองทําใหสารแตกตัวโดยใชคลืน่เสียง รุน UD-201 

(Ultrasonic disruptor model : UD-201) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยูวี 

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวี่ยงหลอด micro-tube ความเร็วสูงรุน MTX-150 

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

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง Mettler Toledo, USA 
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(pH meter) 

เคร่ืองวิเคราะหปริมาณน้ําตาล รุน 2700 

(YSI Select Biochemistry Analyzer model : 2700) 

YSI, Inc., USA 

เคร่ืองวิ่งเจลอะกาโรส  

(Agarose gel electrophoresis equipments) 

ADVANCE Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืองอังน้าํ 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดทํา cloning 

(pGEM®-T VectorEasy System) 

Promega, USA 

ชุดทํา cloning  

(TOPO®Cloning Kits) 

Invitrogen, USA 

 

ชุดทําสภาวะไมมีออกซิเจน 

(AnaeroPack©Anarero) 

MISUBISHI GAS CHEMICAL, CO., INC, 
Japan 

ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

(NucleoSpin® Extract II Kits) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ชุดสกัดพลาสมิด 

(NucleoSpin® plasmid) 

MACHEREY-NAGEL, Germany 

ตูแชแข็ง –20oC 

(Freezer –20oC) 

Sanyo, Japan 

 

ตูแชแข็ง –70oC 

(Freezer –70oC) 

Sanyo, Japan 
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ตูปลอดเช้ือรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเช้ือ อุณหภูมิ 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 

ตูอบแหงรุน UNB-400 

(Oven : model UNB-400) 

Memmert Co.,Ltd., Germany 

ไมโครปเปตรุน 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 ท่ีมีบางสวนของยีน ldhAของ E.coli
โดยตรงกลางมีบริเวณตัดจําเพาะ ดวย BsIWI  

pRB74 พลาสมิด  pGEM®-T Vector ท่ีมีบางสวนของยีน ldhAของ E.coli
โดยตรงกลางแทรกยีนcat 

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

pRB86 พลาสมิด  pCR®2.1-TOPO® ที่มีผลิตภณัฑจากการทาํ XO PCR สวนบริเวณ 700 
คูเบสเหนอื Start codon ของยนี ldhA ของ E. coli กับยีน ldhAของ R. oryzae 

pAOY4 พลาสมิด pBluescript II KS(+) ท่ีมีผลิตภัณฑจากการทํา 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 สายพันธุSuper 
109 HIT-DH5a 

United Bioinformatica Inc., Canada 

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

E. coli K-12 สายพันธุ SS4075 เปนสายพันธุ BW25113ที่มียีน pta::kanไดรับจาก 
Dr. Steven Sandelr’s lab, USA 

RB1 พลาสมิด pRB73 ใน  E. coli DH5a 

RB2 พลาสมิด pRB74 ใน  E. coli DH5a 

RB5 Linear Transformation ช้ินสวนดีเอน็เอจาก  pRB74 
เขาสู  JC13509 ทาํใหเกดิจีโนไทปldhA::cat 

RB6 P1 transduction  SS4075 JC13509 ทําใหเกิดจี
โนไทปpta::kan 

RB7 P1 transduction  RB5 RB6 ทําใหเกิดจีโนไทป 
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’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB2 5’ ACCGGTACCGCGTACGCCTGCCG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB3 5’ CGGCAGGCGTACGCGGTACCGGT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB4 5’ GGAATACGGAATTCTGGATCACG  3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม EcoRI) 

prRB5 5’ GTAGCGCGTACGATGATTCCGGGGATCCGTCG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB6 5’ CCATGCCGTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB33 5’ CTCAGTTTATAGGATCCAAGCAGTC 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB34 5’ TGTGTAAGCTTTACAATTCGATTGT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม HindIII) 

prRB36 5’ CTCAGTTTATAGAATCGAAGCAGTCAATG 3’ 

prRB37 5’TGTGTCGTACGTACAATTCGATTGT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB38 5’CATTGACTGCTTCGATTCTATAAACTGAGAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG 3’ 

prRB39 5’ ACAATCGAATTGTACGTACGACACATCTTGCCGCTCCCCTGCATTCCAGG 3’ 
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2.3  การเตรียม E. coli สายพันธุท่ีเหมาะสมเพื่อการแสดงออก 

ในขั้นตอนของการสรางสายพันธุที่เหมาะสมเพื่อการแสดงออกนี้ E.coli ทุกสายพันธุถูกเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ชนิดเหลวหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งซึ่งเติมยาปฏิชีวนะตามความ
เหมาะสมโดยมีความเขมขนสุดทายดังนี้ Ampicinlin 100 µg/mL, Chloramphenicol 25 µg/mL 
และ Kanamycin 100 µg/mL 

การแสดงออกของยีน ldhA จากสิ่งมีชีวิตอื่นเม่ือเขาสู  E.coli จะเกิดขึ้นไดเมื่อมีการทําลาย
ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E.coli เพ่ือปองกันการแสดงออกของยีน ldhA บนดีเอ็นเอของตัวเอง ซึ่ง
การทําลายยีน ldhA นี้ไดใชเทคนิค XO PCR และ Linear Transformation (รูปที่ 2.1) เริ่มตนจาก
การทํา PCR โดยใชดีเอ็นเอของ E. coliสายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือใหไดชิ้นสวนดี
เอ็นเอ 2 ชิ้น โดยชิ้นที่ 1 ใชไพรเมอร prRB1 และ prRB2 ซึ่ง prRB1 จับที่สวนตนของยีน ldhA 
ของ E.coli และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย BamHI สวน prRB2 จับสวนกลางของ
ยีน ldhA และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย BsiWI สวนช้ินที่ 2 ใชไพรเมอร prRB3 
และ prRB4 โดย pRB3 จับสวนกลางของยีน ldhA และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจาํเพาะดวย 
BsiWI สวน prB4 จับที่สวนปลายของยีน ldhA ของ E.coli และมีการใสบริเวณตัดจําเพาะดวย 
EcoRI ดังนั้นช้ินสวนดีเอ็นเอท้ังช้ินมีสวนของลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนท่ีเหมือนกันจาก prRB2 
และ prRB3 และสามารถทําการเช่ือมติดกันไดดวยวิธี Primerless PCR ซึ่งคือการทํา PCR โดยไม
ใสไพรเมอร จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจาก Primerless PCR อีกครั้งดวยไพร
เมอร prRB1 และ pRB4 แลวทําการสกัดช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งเปนช้ินสวนของยีน  ldhA ของ E. coli 
โดยใชชุด pGEM®-T Vector Easy System (Promega, USA) ชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้ถูกเก็บไวในพ
ลาสมิด pGEM®-T Vector โดยเม่ือโคลนยีนแลวพลาสมิดท่ีไดมีช่ือ pRB73 จากนั้นทําการทําลาย ยีน 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB40 5’ CGCCCGGATCCCGCAGTTGCTGGAT 3’ 

(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB41 5’ GCGTCGGGATCCAGTAGTGGAG 3’ 
(บริเวณทีข่ีดเสนใตคอืบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB44 5’ CCGGTACCTACCTTGACACGACCCG 3’ 

prRB45 5’ CGGGTCGTGTCAAGGTAGGTACCGG 3’ 
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ldhA ของ E. coli โดยการแทรกยีนตานยาปฏิชีวนะ Chloramphenicol (ยีน cat) ซึ่งตัดจากพลาสมิด 
pML1  ดวยเอนไซม  BsiWI แลวแทรกเขาพลาสมิด pRB73 ซึ่งตัดดวย BsiWI ตรงกลางยีน ldhA 
แลวทําการเชื่อมตอดีเอ็นเอ (DNA ligation) เมื่อเชื่อมตอกัน ช้ินสวนยีน ldhA มียีน cat แทรกตรง
กลางทําใหยีน ldhA ทํางานไมได แลวคัดเลือกโคโลนีที่สามารถโตไดบนอาหารแข็ง LB ที ่มี 
Chloramphenicol จากนั้นสกัดพลาสมิดแลวตรวจสอบความถูกตอง พลาสมิดที่ถูกเลือกและได
ตรวจสอบความถูกตองแลวมีช่ือวา pRB74  

       หลังจากนั้นนําพลาสมิด pRB74 ตัดดวยเอนไซม BamHI และ EcoRI แลวสกัดช้ินสวนดีเอ็นเอ 
ldhA::cat เพื่อนําไปแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยวิธี Linear Transformation โดย 
competent cells ท่ีใชจะมีพลาสมิด pKD46 (Datsenko and Wanner, 2000) แลวคัดเลือก E. coli ท่ี
ยีน ldhA ถ ูกทําลายดวยการเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่มี Chloramphenicol และตรวจสอบความ
ถูกตองวายีน ldhA ท่ีถูกทําลายดวยวิธี PCR ต้ังช่ือสายพันธุนี้วา RB5 จากนั้นนําสายพันธุ RB5 ไป
ทํา P1 lysate เพ่ือให P1 bacteriophage นําช้ินสวนดีเอ็นเอ ldhA::cat เขาแทนที่ ldhA บนดีเอ็นเอ
ของ E. coli สายพันธุ RB6 ตามวิธี P1 transduction (Willetts et al., 1969) ซึ่ง E. coli สายพันธุ 
RB6 นั้นยีน pta ถูกทําลายเพ่ือลดผลพลอยไดท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการหมักดวยวิธี P1 transduction 
เชนกัน โดยช้ินสวน pta::kan นั้นนํามาจาก E. coli สายพันธุ SS4075 โดย E. coli สายพันธุที่ยีน 
ldhA และ pta บนดีเอ็นเอถูกทําลายสามารถคัดเลือกบนอาหารแข็ง LB ที่มี kanamycin และ
Chloramphenicol จากนั้นตรวจสอบความถูกตองดวยวิธี PCR ซึ่ง E.coli สายพันธุท่ียีน ldhA และ 
pta ถูกทําลายนี้มีช่ือวา RB7 

2.4 การตัดตอยีน ldhA ของ R.oryzae ใสในพลาสมิดและคัดเลือกพลาสมิดถกูตอง 

เนื่องจากยีน ldhA ใน R. oryzae เปนยีนท่ีไมมี intron จึงสามารถใชดีเอ็นเอของ R. oryzae เปนดี
เอ็นเอตนแบบในการทํา PCR ได เม่ือสกัดดีเอ็นเอจาก R. oryzaeสายพันธุ NRRL395 แลวทําการสกัด
และเพ่ิมปริมาณยีน ldhA จากดีเอ็นเอ R. oryzae วิธี PCR โดยไพรเมอรท่ีใชคือ prRB33 และ prRB34 
ซึ่งมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะสําหรับเอนไซม BamHI และ HindIII ตามลําดับ ผลิตภัณฑ 
PCR ท่ีเกิดขึ้น ซึ่งเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 1800 คูเบส หลังจากนั้นนํามาตรวจสอบความ
ถูกตองดวยการตัดดวยเอนไซม KpnI และ EcoRI เมื่อไดชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีถูกตองแลว นําชิ้นสวนดี
เอ็นเอดังกลาวใสเขาสูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) โดยการตัดช้ินสวนดีเอ็นเอและพลาสมิดดวย
เอนไซม BamHI และ HindIII แลวเช่ือมใหติดกันดวยเทคนิค DNA Ligation ซึ่งถูกกระตุนดวย
เอนไซม T4 Ligase (รูปท่ี 2.2) โดยผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการ Ligation นี้นําเขาสู E. coliสาย
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พันธุ DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณพลาสมิด ในลําดับตอมาทําการคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ที่มี 
Amplicilin และ X-gal แลวคัดเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งคาดวามียีน ldhA บนพลาสมิดตามหลัก 
blue/white screening (Sambrook et al., 1989) จากนั้นทําการสกัดพลาสมิดตรวจสอบความจากการตัด
ดวยเอนไซม KpnI ซึ่งพลาสมิดที่ตรวจสอบแลวไดรับการต้ังช่ือวา pRB85 

         พลาสมิดท่ีใชในการทดลองนี้ เชน pRB85 และ pBlueScript II KS(+) นําเขาสู E. coliสายพันธุ 
RB7 และสายพันธุอื่นๆท่ีใชในการทดลองดวยเทคนิค Chemical Transformation ตามวิธีของ Lewis’s 
Lab (http://lewislab.wikispaces.com/Protocols#rb) โดยการทําเซลล E. coli ใหเปน competent cells 
ดวยวิธี RbCl Chemically Competent Cells และนําพลาสมิดเขาสู competent cells คัดเลือกเซลลท่ีมีพ
ลาสมิดท่ีตองการดวยการเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ผสม Ampicilin และ X-gal จากนั้นสกัดพ
ลาสมิดจากโคลนสีขาวท่ีสุมเลือก (Sambrook et al., 1989) โดยพลาสมิดท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae 
สามารถตรวจสอบความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม KpnI สําหรับสายพันธุ RB7 ท่ีมีพลาสมิด 
pRB85 นั้นมีช่ือเรียกวา RB24 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีคาดวาจะมีแสดงออกของยีน ldhAบนพลาสมิด 
pRB85 เพ่ือผลิตกรดแลกติกซึ่งไดนําไปทดสอบในขั้นตอไป 

2.5 การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร Lท่ีผลิตไดจาก E. coli ท่ีไดรบัพลาสมิดซึ่งมี
ยีน ldhA ของ R. oryzae ท่ีภาวะตางๆในระดบั Shake flask 

เนื่องจากในขั้นตอนของการหมักเพ่ือใหเซลล E. coli ผลิตกรดแลกติกโดยการแสดงออกของ
ยีน ldhAบนพลาสมิด pRB85 นั้นตองใชอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูง แตในอาหาร
เลี้ยงเช้ือในขั้นตอนของการสรางพลาสมิดนั้นใชอาหาร LB ท่ีไมไดใสกลูโคสเสริม นอกจากนีใ้นการ
หมักจําเปนตองใส CaCO3  ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือลดความเปนกรด หากมีความเปนกรดมาก E. 
coliก็ไมสามารถเจริญเติบโตได ดังนั้นการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเช้ือจาก LB มาอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับ
การหมักท่ีมีปริมาณกลูโคสและCaCO3 สูงโดยทันที เซลลอาจจะปรับตัวไมได จึงจาํเปนตองเลีย้งเซลล
ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีคอยๆปรับปริมาณกลูโคสและ CaCO3 ตามขั้นตอนที่แสดงในรูปท่ี 2.3โดย
สวนผสมอาหารเลี้ยงเช้ือแตละชนิดไดแสดงไวในภาคผนวก  สวนในรูป 2.3 ไดระบุไวเฉพาะปริมาณ
กลูโคสและ CaCO3ในขั้น Pre-culture ทําการเลี้ยงเชื้อ 50 mL เม่ือเลี้ยงครบตามเวลาของการทดลอง
การหมักแตละภาวะ นํา Pre-culture ปริมาตร 2 mL ใสลงใน 50 mL Fermentation broth ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือแตละขั้นเติม Amplicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ในอาหารเลี้ยงเช้ือของสายพันธุท่ี
ตองการรักษาพลาสมิด pBluescriptII KS(+) และ pRB85 ไวในเซลล 
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ในขั้นตอนการทดสอบการผลิตกรดแลกติกดวยการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือ Fermentation borth
ท่ีมีกลูโคส 100 g/Lไดทําการแบงการหมักออกเปน 4 ภาวะดังตารางท่ี 2.1 หลังจากทําการหมักครบ 
48 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที เพื่อ   
แยกเซลลและ  CaCO3ออก จากนั้นนําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L 

ท่ีผลิตไดและน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยเคร่ืองวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท 
YSI 2700 Selector 

2.6 การทําใหยีน ldhAของ R. oryzaeบนพลาสมิด pRB85 เกิดการกลายพันธุแบบสุมดวยวิธี error-
prone PCR และนําเขาสู E.coli 

ในโครงการวิจัยนี้ใชวิธี error-prone PCR โดยการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ Mg2+  และการ
เติม Mn2+ เร่ิมตนจากการหาภาวะที่เหมาะสมในการทํา error-prone PCR เมื่อใช pRB85 เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบและไพรเมอร prRB33 และ prRB34 โดยใชวิธีการทําเหมือน PCR มาตรฐานแตเปลี่ยนแปลง
ความเขมขนของ MgCl2 ต้ังแต 0.25mM ถึง 1.75 M และ เติม MnCl20.05mM ถึง 0.35mM ลงใน
ปฏิกิริยา เม่ือไดภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา error-prone PCR แลว ทํา error-prone PCR โดยใชพ
ลาสมิด pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอร prRB33 และ prRB34 ดวยภาวะดังกลาว หลังจาก
นั้นนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการทํา error-prone PCR นี้ไดนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
และ HindIII เพ่ือนําเขาพลาสมิด pBluescript II KS(+) แลวใสเขา E.coli สายพันธุ RB7 ทําการ
คัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี Amplicilin และ X-gal แลวคัดเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งคาดวามี
ยีน ldhA ตัดตอบนพลาสมิดตามหลัก blue/white screening (Sambrook et al., 1989) 
2.7 การคัดเลือกโคลนท่ีคาดวาผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร Lท่ีผลิตไดและปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือในระดับ Shake flask 

ทําการคัดเลือกหาโคโลนีของแบคทีเรียที่มีความเปนไปไดวามีการผลิตกรดแลกติกในปริมาณ
มากในขั้นตนโดยนําโคโลนีสีขาวท่ีคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี Amplicilin และ X-gal มา
ขีดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Cultivation plate  ซึ่งผสม CaCO3 แลวบมท่ี 37 oC ในภาวะท่ีไมมี
ออกซิเจน สังเกตุ clear zone ท่ีเกิดขึ้น คัดเลือกโคโลนีท่ีมี clear zone ขนาดใหญจากนั้นนําโคโลนี
ดังกลาวยายไปเลี้ยงลงบน Cultivation slant เพื่อทําการหมักเพ่ือหาปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ี
ผลิตไดในขั้นตอไป จากนั้นนํา Cultivation slantของโคลนท่ีคัดเลือกไวมาถายลงในอาหารเหลว Pre-
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culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL เติม Amplicilin ท่ีมีความ
เขมขนสุดทาย 100 µg/mL เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวจึงนํา 
Pre-culture ปริมาตร 2 mL ใสลงใน Fermentation broth ท่ีมีกลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 
g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Amplicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ในขั้นของการหมักใน 
Fermentation broth นี้ ทําการเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมีอออกซิเจนเปนเวลา 48 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที 
เพื่อแยกเซลลและ  CaCO3ออก จากนั้นนําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ท่ีผลิตไดและน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยเคร่ืองวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท 
YSI 2700 Selector 

2.8 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลกลูโคสตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli ท่ีไดรับการปรับปรงุ
สายพันธุ  

คัดเลือกสายพันธุท่ีตองการทําการทดสอบเลี้ยงลงบน Cultivation slant จากนั้นถายเช้ือลงใน
อาหารเหลว Pre-culture และหมักในอาหารเหลว Fermentation broth ดวยวิธี อาหารเลี้ยงเชื้อและ
ภาวะเชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 2.7 แตทําการทดสอบการหมักโดยใช Fermentation broth ที่มี
กลูโคสเขมขน 20, 30, 50 และ 70g/L ตามลําดับ จากนั้นเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ี
ผลิตไดและน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือดวยเครื่องวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท YSI 
2700 Selector 

2.9 การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับสารพันธุกรรมของยีน ldhA ของ R. oryzae 
เม่ือทําการคัดเลือก E. coli สายพันธุท่ีมีการผลิตกรดแลกติกไดดีกวาสายพันธุ RB24 แลว ทํา

การเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 mL ท่ีเติม Amplicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL โดย
เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวนํามาสกัดพลาสมิด จากนั้นสงพ
ลาสมิดดังกลาวเพื่อตรวจลําดับนิวคลีโอไทด (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร prRB33, prRB34, 
prRB44 และ prRB45 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ท่ีผานการทํา error-prone PCR กับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ของ R. oryzae บนฐานขอมูล  
2.10 การศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน ldhAของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli 
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เนื่องจาก ldhAของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40% เทานั้น ซึ่งไม
เพียงพอตอกระบวนการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhAของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บน
ดีเอ็นเอของ E. coli ได ดังนั้นกอนการแทนที่  ยีน ldhAบนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยวิธี Linear 
transformation ตองมีการสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค XO PCR โดยช้ินสวนดีเอ็นท่ีตองการนี้
ประกอบดวยยีน ldhAของ R. oryzaeและในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอเสนนี้มีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับสวนดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli ประมาณ 700 คูเบส และในสวนทาย
ยีน ldhA ของ R. oryzae มีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะเพ่ือใหสามารถใส marker สําหรับ
การคัดเลือกในขั้นตอไป ซึ่งการทดลองนี้วางแผนใชยีน chloramphenicol acetyltransferase (cat) โดย
ขั้นตอนการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอนี้แสดงไวในรูปท่ี 2.4  ซึ่งเร่ิมตนจากการสราง Fragment 1 ดวยวิธี 
PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB40 กับ 
prRB38 ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส สวน Fragment 2 สราง
โดยวิธี PCR ซึ่งใชโครโมโซมของ R. oryzae สายพันธุ NRRL395 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพร
เมอร prRB36 กับ prRB37ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1800 คูเบส 
จากนั้นทําการ XO PCRของ Fragment 1 และ 2 เร่ิมจาก Primerless PCR โดยการทํา PCR ท่ีใส 
Fragment 1 และ 2 แตไมใสไพรเมอรลงไปในปฏิกิริยา ซึ่งบริเวณที่เหมือนกันของ Fragment 1 และ 2 
สามารถจับกันได  จากนั้นจึงเติมไพรเมอร prRB40 และ 37 ลงไปภายหลังเพ่ือเพ่ิมจํานวน โดย
ผลิตภัณฑท่ีถูกตองเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 2500 คูเบส ทําการสกัดชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้
เพ่ือโคลนเขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) และต้ังช่ือพลาสมิดนี้วา pRB86 จากนัน้
ทําการ XO PCRอีกครั้ง เริ่มจากการเพ่ิมจํานวน Fragment 1+2 บนพลาสมิด pRB86โดยวิธี PCR ดวย
ไพรเมอร prRB40 และ 37 และสราง Fragment 3 โดยวิธี PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ 
JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบกับไพรเมอร prRB39 และ prRB41 ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวน
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบสเม่ือทําการ XO PCR ของ Fragment 1+2 และ 3 ผลิตภัณฑ PCR ท่ีได
ควรเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3200 คูเบส 
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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 บมท่ี 37oC 24 ช่ัวโมง บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง 

2 บมที่ 37oC 24 ชั่วโมงแบบไมมอีอกซิเจน บมท่ี 37oC 48 ช่ัวโมง แบบไมมีออกซิเจน 

3 บมท่ี 37oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm.  

7 ช่ัวโมง 

บมท่ี 37oC 48 ช่ัวโมง แบบไมมีออกซิเจน 

4 บมท่ี 37oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm.  

7 ช่ัวโมง 

บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 2.1 การสราง E. coli สายพันธุที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย 
เร่ิมตนจากทํา XO PCR เพื่อสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ียีน ldhA ของ E. coli ถูกทําลายโดยการแทรกยีน 
cat ซึ่งตานยา Chloramphinicol ลงตรงกลางของยีน ldhAจากนั้นนําชนสวนดีเอ็นเอดังกลาวแทนท่ียีน 
ldhAบนดีเอ็นเอของ E.coli ดวยวิธี Linear transformation โดยสายพันธุท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอถูก
ทําลาย (ldhA::cat) มีชื่อวา RB5 
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รูปท่ี 2.1 ขั้นตอนการสรางพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R.oryzae 
เร่ิมจาก PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมียีน ldhAของ R.orzyaeโดยไพรเมอรท่ีใชจะทําให
เหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวยเอนไซม BamHI และ HindIII หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR 
และพลาสมิด pBluescriptII KS(+) ตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII แลวเช่ือมติดกันดวยเอนไซม 
T4 Ligase 
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รูปท่ี 2.2 ขั้นตอนการเลี้ยงเช้ือกอนทําการหมักเพ่ือปรบัสภาพเซลล 
อาหารเลี้ยงเช้ือทุกชนิดปรับ pHท่ี 6.8 และสวนประกอบอื่นๆเหมือนกันตามละเอียดในภาคผนวก
ยกเวนน้ําตาลกลูโคสและ CaCO3ที่แสดงไวในภาพโดยในการเลี้ยงเชื้อทุกขั้นตอนทําการบมท่ี 37OC 
เปนเวลา 2 วัน ยกเวนในขั้น Pre-culture ซึ่งแตกตางกันขึ้นอยูกับภาวะในการหมัก 
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รูปท่ี 2.4 แผนงานการสรางดีเอ็นเอสายตรงสําหรับการแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยยีน 
ldhA ของ R. oryzae 
Fragment 1 จะเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับบริเวณท่ีอยูหนายีน ldhAใน E. 
coli ซึ่งมีขนาดประมาณ 700 คูเบส แลวเชื่อมติดกับ Fragment 2 ซึ่งเปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมียีน ldhAใน 
R. oryzae ท่ีสวนหัวมีความเหมือนกับ Fragment1 ประมาณ 30 คูเบส ดวยเทคนิค XO PCR หลังจาก
นั้นจึงใชเทคนิค XO PCR เชื่อมติดกับ Fragment 3 อีกครั้ง โดย Fragment 3 เปนช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีอยู
หลังยีน ldhAใน E. coli และมีสวนท่ีเหมือนสวนทายของ Fragment 2 ประมาณ 30 คูเบส นอกจากนี้ 
ยังไดออกแบบใหมีบริเวณท่ีสามารถตัดไดดวยเอนไซม BsiWI ในสวนทายของ Fragment 2  เพ่ือนํา 
marker คือ chloramphenicol acetyltransferase (cat) มาใสกอนทํา Linear transformation 

 

~700 bp 

~700 bp 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

3.1  การสรางพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae 

ผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากการใชไพรเมอร prRB33 และ prRB34 โดยใชดีเอ็นเอของ R. oryzae เปนดี
เอ็นเอตนแบบมีขนาดประมาณ 1800 คูเบสซึ่งประกอบดวยยีน ldhA, promoter, และ ribosome binding site 
กอนนําผลิตภัณฑ PCR ไปตัดตอเขาสูพลาสมิดไดทําการตรวจสอบความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม 
KpnI และ EcoRI โดยช้ินสวนท่ีถูกตองเม่ือตัดดวยเอนไซม  KpnI เกิดชิ้นสวนขนาดประมาณ 770 และ 
1030 คูเบส ในขณะท่ีการตัดดวยเอนไซม EcoRI ไดช้ินสวนขนาดประมาณ 600 และ 1200 คูเบส (รูปที่ 
3.1) หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR ท่ีถูกตองตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindII ใสเขาสูพ
ลาสมิด pBlueScript II KS(+) ท่ีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมเดียวกันเม่ือทําการตรวจสอบความถูกตอง
โดยการสกัดพลาสมิดแลวตัดดวยเอนไซม KpnI ซึ่งพลาสมิดท่ีถูกตองเกิดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 800 และ 
4000 คูเบส (รูปท่ี 3.2) และไดทําการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี DNA Sequencing (Macrogen, 
Korea) ซึ่งพลาสมิด pBlueScript II KS(+) ท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae ซึ่งไดรับการตรวจสอบความถูกตอง
แลวมีชื่อวา pRB85 และพลาสมิดนี้นําไปใสใน E coli สายพันธุ RB7 ท่ียีน ldhA และ pta บนดีเอ็นเอถูก
ทําลาย โดยสายพันธุดังกลาวมีช่ือวา RB24 ซึ่งนําใชในการทดสอบการแสดงออกของยีน ldhA ของ R. 
oryzae ขั้นตอไป 

3.2 ผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร  L ท่ีไดจากการหมักในภาวะตางๆ ในระดับ Shake flask 

เนื่องจาก E. coli ผลิตกรดแลกติกในภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังนั้นในสายพันธุ RB7 ซึ่งยีน ldhA บนดี
เอ็นเอถูกทําลายจึงไมสามารถผลิตกรดแลกติกไดในภาวะดังกลาว และความสามารถในการผลิตกรดแลก
ติกสามารถชดเชยไดเม่ือนํายีน ldhA จากแหลงอื่นซึ่งในท่ีนี่คือยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 ในขั้นตนนั้น
ไดทดสอบการแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 โดยการเลี้ยง E. coli สายพันธุ RB24 ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือแข็ง cultivation plate ท่ีมีกลูโคสเขมขน 10 g/L และมี CaCO3 ผสมในอาหารในภาวะท่ีมีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจน จากผลการทดลองดังรูปท่ี 3.3 พบวาสายพันธุ RB24 ซึ่งมีพลาสมิด pRB85 สามารถ
สราง clear zone ไดทั้งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนเชนเดียวกับสายพันธุ JC13509 (wild 
type) ซึ่งแสดงวามีการผลิตกรด ท้ังนี้การทดลองขั้นตอไปคือการหมักท่ีภาวะตางๆเพ่ือทดสอบวากรดที่
ผลิตคือกรดแลกติกหรือไมและมีปริมาณการผลิตเทาไร ในขณะท่ีสายพันธุ RB7 ซึ่งไมมียีน ldhA ไมมีการ
สรางกรดและเจริญเติบโตไดนอยมากในภาวะที่ไมมีออกซิเจน แสดงถึงความสําคัญของยีน ldhA ตอ E.coli 
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เพ่ือการเจริญเติบโตในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน ท้ังนี้สามารถกลาวไดวาการเจริญเติบโตและการสรางกรด
ของสายพันธุ RB24 ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเกิดจากการแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 เพ่ือ
ชดเชยการสูญเสียยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli 

เม่ือทําการหมักเชื้อ E. coli สายพันธุตางๆในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการหมัก Fermentation broth ซึง่
มีน้ําตาลกลูโคสเร่ิมตน 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 
มีความเปนไปไดวามีการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L เนื่องจากในการทดสอบขั้นตนพบการผลิตกรด
และการเจริญเติบโตในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนซึ่งคาดวาเกิดจากการแสดงออกของยีน ldhA ของ R. oryzae 
บนพลาสมิดเพื่อทํางานทดแทนการสูญเสียยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli นอกจากนี้ยังไดทําการ
เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกของสายพันธุ RB24 กับ E. coli สายพันธุอื่นๆ ไดแก  

(1.) JC13509 ซึ่งใชเปน E. coli wild type เนื่องจากใน wild type มียีน ldhA บนดีเอ็นเอ ดังนั้นคาดวาไมพบ
การสรางกรดแลกติกไอโซเมอร L ท้ังนี้ ldhA บนดีเอ็นเอ E. coli มีการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D  

(2.) RB7 ในสายพันธุนี้ยีน ldhA และ pta ของ E. coli ถูกทําลาย ในการทดสอบขางตนไมพบการผลิตกรด
รวมท้ังมีการเจริญเติบโตนอยมาก ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน ดังนั้นเมื่อทําการหมักจึงไมควรพบการผลิต
กรดแลกติก 

(3.) RB29 เปนสายพันธุท่ีใสพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลาใน RB7 เพื่อทดสอบวาการใสพลาสมิดช
นิดนี้รบกวนระบบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L หรือไม 

(4.) RB30 เปนสายพันธุท่ีใสพลาสมิด pRB85 ใน JC13509 ทั้งนี้จากงานวิจัยของ Chang et al., 1999 พบวา
การแสดงออกของยีน ldh จากสิ่งมีชีวิตอื่นจะเกิดใน E. coli เม่ือมีการทําลายยีน ldhAบนดีเอ็นเอของ E. 
coli กอน ดังนั้นในสายพันธุนี้ ยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 จึงไมควรมีการแสดงออก
เพราะยีน ldhA บนโครโมโซมไมไดถูกทําลาย  

(5.) RB31 เปนสายพันธุท่ีใสพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลาใน JC13509 เพ่ือทดสอบวาพลาสมิดช
นิดนี้รบกวนระบบตางๆในเซลลหรือไม 

ในภาวะปกติหากไมใสยาปฏิชีวนะที่พลาสมิดนั้นๆมียีนตานอยู เซลลจะกําจัดพลาสมิดออกเพราะ
ไมมีความจําเปนตองเก็บไว ดังนั้นในการเลี้ยงเช้ือสายพันธุที่มีพลาสมิด pBluescript II KS(+) และ pRB85 
จําเปนตองใสยาปฏิชีวนะ Ampicilin ทุกครั้งเพ่ือรักษาพลาสมิดไวในเซลล จากรูปท่ี 3.3 พบวา RB7 
เจริญเติบโตไดนอยในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน แตการเจริญเติบโตและสรางกรดเกิดขึ้นเมื่อไดรับพลาสมิด 
pRB85 ซึ่งมียีน ldhA ของ R. oryzae (สายพันธุ RB24) ดังนั้น เปนไปไดวาพลาสมิด pRB85 ถูกรักษาไวใน
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เซลลแมวาจะไมใส Ampicilin เพราะเซลลจําเปนตองใชยีน ldhA บนพลาสมิดนี้เพื่อใชในการเจริญเติบโต 
ซึ่งคณะผูวิจัยไดทดลองการหมักแบบที่ไมใส Ampicilin ซึ่งถาหากเซลลสามารถรักษาพลาสมิดไวไดโดย
ไมตองใสยาปฏิชีวนะจะเปนผลดีเชนสามารถลดคาใชจายและความยุงยากในการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

จากตารางท่ี 3.1 พบวาในการหมักภาวะที่ 1 และ 2 ที่ออกซิเจนมีจํากัด และไมมีออกซิเจนตามลําดับ 
E. coli สายพันธุ RB24 สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดแมไมใส Ampicilin และดีกวาใส 
Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือ แสดงวาพลาสมิดยังถูกรักษาไวไดในเซลลแมวาไมมีการใสยาปฏิชีวนะ
ดังกลาว ท้ังนี้เพราะเซลลจําเปนตองใชยีน  ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิดเพื่อการเจริญเติบโตในภาวะที่
ออกซิเจนมีจํากัดหรือไมมีออกซิเจน สวน Ampicilin เองอาจขัดขวางการสรางกรดแลกติกในภาวะดงักลาว 
สวนภาวะการหมักแบบที่ 3 และ 4 นั้นไดใหออกซิเจนในขั้นของ Pre-culture พบวา E. coli สายพันธุ 
RB24 ผลิตกรดแลกติกไดนอยมากหากไมเติม Ampicilin ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ซึ่งเปนไปไดวาในภาวะท่ีมี
ออกซิเจนนั้น เซลลไมจําเปนตองใชยีน ldhA บนพลาสมิดจึงกําจัดพลาสมิดนี้ออกจากเซลลไป นอกจากนี้
ยังพบวาพลาสมิด pBluescript II KS(+) ไมมีผลตอรบกวนระบบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ใน E. 
coli และการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จากสายพันธุอื่นๆเปนตามท่ีคาดไวซึ่งไดกลาวไวกอนหนานี้ 
ท้ังนี้จากการหมักท้ัง 4 รูปแบบ แสดงใหเห็นวา E. coli สายพันธุ RB24 มีการแสดงออกของยีน ldhA บนพ
ลาสมิด pRB85 โดยภาวะท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกไดมากท่ีสุดคือการหมักในภาวะที่ 2 ที่ท้ัง Pre-culture 
และ Fermentation อยูในภาวะที่ไมมีออกซิเจน และไมเติม Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือ อยางไรก็ตาม 
ปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดยังมีปริมาณนอย (5.03 ± 4.149 g/L) และปริมาณไมคงที่ในแต
ละชุดการทดลอง ดังนั้นจึงตองมีการปรับปรุงการเลี้ยงเชื้อและสายพันธุ E. coli นี้ เพื่อใหผลิตกรดแลกติก
ไอโซเมอร L ใหไดปริมาณมากขึ้น โดยปญหาที่คณะผูวิจัยคาดวาอาจเปนสาเหตุให E. coli สายพันธุ RB24 
ยังผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดนอย ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณกลูโคสท่ีใชในการหมักมากเกินไปซึ่งอาจ
ไปขัดขวางกระบวนการสรางกรดแลกติก จากผลการทดลองท่ีแสดงในตารางท่ี 3.1 พบวาในภาวะการหมัก
ท่ี 2 ซึ่งผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli สายพันธุ RB24 ไดดีท่ีสุดนั้นมีน้ําตาลกลูโกสเหลือใน
อาหารเลี้ยงเช้ือมากกวา 80 g/L ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดทําการหาปริมาณกลูโคสและภาวะท่ีเหมาะสม
สําหรับการทดลองตอไป นอกจากนี้ในการทดลองตอไป คณะผูวิจัยไดทําการปรับปรุงยีน ldhA ของ R. 
oryzae ท่ีอยูบนพลาสมิดดวยเทคนิค error-prone PCR ซึ่งเปนเทคนิคท่ีทําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมบน
ยีน ldhA แลวทําการคัดเลือกสายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากขึ้น และความเปนไปไดอีก
ประการคือ การใชพลาสมิด pRB85 ที่มียีน ldhA จาก R. oryzae เพ่ือแสดงออกใน  E. coli ยังไมมีความ
เสถียร แมวาการเลือกใชการแสดงออกของยีนบนพลาสมิดนั้นมีขอดีคือการตัดตอยีนเขาพลาสมิดจะมี
สําเนา (copy number) มากกวาตัดตอยีนบนดีเอ็นเอที่มีเพียง 1 สําเนา ทําใหอาจมีการผลิตกรดแลกติกไอโซ
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เมอร L มากขึ้น แตพลาสมิดมีแนวโนมจะหลุดออกจากเซลลไดงาย ในการทดลองนี้ในการผลิตกรดแลก
ติกในบางชุดการทดลองพบกรดแลกติกไอโซเมอร L ของสายพันธุ RB24 นอยมากคลายกับไมมีพลาสมิด 
pRB85 ทําใหปริมาณกรดแลกติกที่วัดไดในทุกชุดการทดลองไมมีความใกลเคียงกัน ซึง่อาจเปนไปไดวาถา
มีออกซิเจนเขาไปในการทดลองเพียงเล็กนอย เซลลมีการกําจัดพลาสมิดออก ดังนั้นคณะผูวิจัยได
ทําการศึกษาความเปนไปไดในการนํา ldhA ของ R. oryzae ตัดตอลงบนดีเอ็นเอของ E. coli เพ่ือเพ่ิมความ
เสถียร 

3.3 การปรับปรุงสายพันธุ E.coli เพ่ือผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยใชเทคนิค error-prone PCR          
       โครงการวิจัยนี้เลือกใชเทคนิค error-prone PCR เพื่อใหยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 
เกิดการกลายพันธุแบบสุม ขอดีของเทคนิคดังกลาวคือการกลายพันธุเกิดขึ้นเฉพาะบริเวณยีน ldhA จาก R. 
oryzae ในขณะวิธีการสรางการกลายพันธุแบบสุม เชน การฉายแสงยูวีหรือการใชสารเคมีเหนี่ยวนํานั้น 
การกลายพันธุจะเกิดบนดีเอ็นเอสวนใดก็ไดไมจํากัดเฉพาะยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด ซึ่งทําให
ยากตอการติดตามหาตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุ 

หลักการของเทคนิค error-prone PCR คือในการทํา PCR มักเกิดการกลายพันธุไดงาย เนื่องจาก
เอนไซม Taq polymerase ไมมีกระบวนการตรวจสอบความถูกตองที่เรียกวา Proofreading ซึ่งตางจาก
เอนไซม DNA polymerase ท่ีใชการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยกระบวนการ Replication ท้ังนี้อัตราการกลาย
พันธุจะเกิดสูงขึ้นในกระบวนการ PCR เม่ือปฏิกิริยาถูกรบกวน เชน การเปลี่ยนความเขมขนของ dNTPs  
การเพ่ิมความเขมขนของ dicovalent cations เชน Mg2+, Mn2+ หรือการเปลี่ยนแปลงรอบในการทํา PCR ซึ่ง
อัตราการเกิดการกลายพันธุอาจสูงถึง 2 ใน 1000 คูเบส   ในโครงการวิจัยนี้ใชวิธี error-prone PCR โดยการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของ Mg2+  และการเติม Mn2+ ซึ่ง Mg2+ นั้นเปน cofactor ของเอนไซม Taq 
polymerase ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ Mg2+ หรือการเติม Mn2+ ทําให Taq polymerase 
ทํางานผิดพลาดมากขึ้นสงผลใหเกิดอัตราการกลายพันธุสูงขึ้น ในขั้นตนคณะผูวิจัยไดหาภาวะท่ีเหมาะสม
ในการทํา error-prone PCR เม่ือใช pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร prRB33 กับ prRB34 โดย
ใช MgCl2 ท่ีความเขมขนตางๆต้ังแต 0.25 mM ถึง1.75 M และ MnCl2 ท่ีความเขมขนตางๆต้ังแต 0.05 mM 
ถึง 0.35 mM พบวาเกิดผลิตภัณฑ PCR  เม่ือใช MgCl2 ความเขมขน 0.25 mM เปนตนไป และ MnCl2 ความ
เขมขน 0.05 mM เปนตนไป โดยผลิตภัณฑ PCR มีปริมาณแตกตางกันไปในปฎิกิริยาใช MgCl2 และ 
MnCl2 ท่ีความเขมขนตางกัน (รูปที่ 3.4) การทดลองตอจากนี้คณะผูวิจัยเลือกใช MgCl2 ท่ีความเขมขน 1.25 
mM และ MnCl2 ท่ีความเขมขน 0.05 mM ในการทํา error-prone PCR โดยผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดจากการทํา 
error-prone PCR นี้ไดนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII เพ่ือนําเขาพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) แลวใสเขา E.coli สายพันธุ RB7 เพื่อทําการคัดเลือกหาโคโลนีของแบคทีเรียท่ีผลิต
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กรดแลกติกในปริมาณมาก ในการคัดเลือกขั้นตนนําโคโลนีสีขาวจากอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี 
Ampicillin และ X-gal มาขีดลงบนอาหารแข็ง Cultivation plate ท่ีผสมCaCO3 แลวบมท่ี 37 oC ในภาวะที่
ไมมีออกซิเจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตุขนาด clear zone โดยคณะผูวิจัยไดทําการคัดเลือก
โคโลนีบางโคโลนีท่ีมี clear zone ขนาดใหญกวา clear zone ของ E. coli สายพันธุ RB24 ยายไปเลี้ยงลงบน 
Cultivation slant  ท่ีมี Ampicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL จากนั้นนําโคโลนีบน Cultivation slant 
ถายลงในอาหารเหลว Pre-culture ท่ีมีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL เติม 
Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 
1 คืน ซึ่งการเลี้ยงเช้ือแบบนี้ทําใหเซลลต้ังตนสําหรับการหมักมีจํานวนเพ่ิมขึ้น แลวจึงนํา Pre-culture 
ปริมาตร 2 mL โดยเจือจางใหมีจํานวนเซลลเริ่มตนประมาณ 106 เซลล ใสลงใน Fermentation broth ท่ีมี
กลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 
100 µg/mL ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 37 oC ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 3.2) โดย
ภาวะการหมักดังกลาว คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบแลววาเปนภาวะท่ีเหมาะสมกับสายพันธุ RB24 แมจะ
ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดไมมากเทากับภาวะที่ไมเติม Ampilcillin (ตารางท่ี 3.1) แตสามารถผลิต
กรดแลกติกไอโซเมอร Lไดมีความใกลเคียงกันในแตละชุดการทดลองและน้ําตาลกลูโคสเหลือในอาหาร
เลี้ยงเช้ือนอย  

              จากผลการทดลองท่ีแสดงไวในตารางท่ี 3.2 พบวา เม่ือทดสอบการหมักโดยใชน้ําตาลกลูโคส
เร่ิมตน 20 g/L ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน สายพันธุท่ีคัดเลือกจากการทํา error-prone PCR สายพันธุซึ่ง
คัดเลือกมาและต้ังช่ือวา TW4 สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณที่สูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 
ประมาณ 7 เทา ท้ังนี้มีน้ําตาลกลูโคสเหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือไมมากนัก คาดวาสายพันธุเหลานี้มีการกลาย
พันธุบนบริเวณยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด ซึ่งตองทําการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิ
วคลีโอไทดบนยีน ldhA ดวยวิธี DNA sequencing ตอไป 

3.4 ผลของปริมาณกลูโคสเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับการหมักตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L 
ใน E.coli ที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุ 

เพ่ือทดสอบหาปริมาณกลูโคสเริ่มตนที่เหมาะสมในการหมักสําหรับการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ใน E. coli สายพันธุ TW4 ซึ่งไดรับการปรับปรุงสายพันธุดวยเทคนิค error-prone PCR โดยทําการเลี้ยง 
E. coli สายพันธุดังกลาวและสายพันธุทีใชเปนตัวแปรควบคุมใน Cultivation slant  จากนั้นถายโคโลนีบน 
Cultivation slant ลงในอาหารเหลว Pre-culture ท่ีมีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 
mL เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวจึงนํา Pre-culture ปริมาตร 2 mL 
โดยเจือจางใหมีจํานวนเซลลเริ่มตนประมาณ 106 เซลล ใสลงใน Fermentation broth ท่ีมีกลูโคสเขมขน 20, 
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30, 50 และ 70 g/L ตามลําดับ และมี CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL ทําการหมักท่ีอุณหภูมิ 37 oC 
ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับสายพันธุท่ีมีพลาสมิดไดเติม Ampicilin ท่ีมีความ
เขมขนสุดทาย 100 µg/mL ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือทุกขั้นตอน 
         จากผลการทดลองในตารางที่ 3.3 พบวาปริมาณกลูโคสในเร่ิมตนในอาหารสําหรับการหมักที่
เหมาะสมที่สุดสําหรับสายพันธุท่ีมียีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด (RB24) และสายพันธุท่ีมียีน ldhA 
จาก R. oryzae ท่ีผานการทํา error-prone PCR (TW 4) คือ 20 g/L โดยวิเคราะหไดจากความเขมขนของกรด
แลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและคา YP/S เม่ือตรวจสอบความเขมขนของกลูโคสท่ีเหลือในอาหารพบวา
เซลลสามารถนํากลูโคสไปใชไดนอยกวา 20 g/L ในอาหารเลี้ยงเช้ือทุกความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตน 
ดังนั้นหากใชปริมาณกลูโคสเริ่มตนในการหมักมากกวา 20 g/L นอกจากสิ้นเปลืองแลว ปริมาณกลูโคสที่
เหลือมากในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจไปยับยั้งกระบวนการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยยีน ldhA ของ R. 
oryzae อีกดวย 

3.5 การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ของ R. oryzae จากสายพันธุท่ีผานการทํา error-
prone PCR 
         เม่ือทําการสกัดพลาสมิด pAOY4 จาก E. coli สายพันธุ  TW4 จากนั้นทําการสงตรวจการ
เปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน ldhA จาก R. oryzae ท่ีอยูบนพลาสมิดดวยวิธี DNA Sequencing 
(Macrogen, Korea) พบวาสําหรับพลาสมิด pAOY4 มีการเปลี่ยนแปลงท่ีนิวคลีโอไทด ตําแหนง 94 และ 
204 หลัง Stop codon จาก G เปน T ทั้ง 2 ตําแหนง โดยบทบาทของนิวคลีโอไทดหลัง Stop codon นั้นยัง
ไมเปนท่ีแนชัด แตมีรายงานวิจัยเสนอวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณหลัง Stop codon มีบทบาทในการหยุด
กระบวนการถอดรหัสโปรตีน (Translation Termination) ซึ่งอาจมีสวนเกี่ยวของกับการควบคุมการ
แสดงออกของยีน (Bertram et al., 2001) 

3.6 การศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน  ldhA ของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli         
            เพ่ือแกปญหาความเสถียรของยีน ldhA จาก R. oryzae ซึ่งอยูบนพลาสมิด คณะผูวิจัยศึกษาความ
เปนไปไดในการนํายีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอลงแทนท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli แตเนื่องจาก 
ldhA ของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนตเทานั้น ซึ่งไมเพียงพอเกิด
กระบวนการแลกเปลี่ยนช้ินสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. 
coli ได ดังนั้นจึงการใชเทคนิค XO PCR ในการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอสําหรับใชแทนท่ียีน ldhA บน
โครโมโซมของ E. coli ซึ่งช้ินสวนดีเอ็นเอนี้ประกอบดวยยีน  ldhA ของ R. oryzae และในสวนหัวและทาย
ของดีเอ็นเอชิ้นนี้มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสวนดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli ขาง
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ละประมาณ 700 คูเบส โดยท่ีตอนทายยีน ldhA ของ R. oryzae จะมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI 
เพ่ือใหใส marker คือยีน chloramphenicol acetyltransferase (cat) เพ่ือใหทําการคัดเลือกไดบนอาหารเลี้ยง
เช้ือท่ีมียาปฏิชีวนะ Chloramphenicol ดังแผนงานท่ีแสดงไวในรูปท่ี 4  ขั้นแรกเปนการสราง Fragment 1 
โดยวิธี PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB40 
ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 5’- CGCCCGGATCCCGCAGTTGCTGGAT- 3’ (บริเวณขีดเสนใตแทน
ตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BamHI) โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณ 700 คูเบสเหนือ 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
เปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae 
บริเวณตัวหนาเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli) ซึ่ง
ไพรเมอรนี้จับบริเวณเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli ทําใหเม่ือใชไพรเมอร prRB40 และ 
prRB38ไดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส (รูปท่ี 3.5 ก.) สวนวิธี 
Fragment 2 สรางโดยวิธี PCR ซึ่งใชโครโมโซมของ R. oryzae สายพันธุ NRRL395 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
และใชไพรเมอร prRB36 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 5’- CTCAGTTTATAGAATCGAAGCAGTCAATG - 3’ 
(บริเวณตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ 
R. oryzae) โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae กับไพร
เมอร prRB37 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 5’- TGTGTCGTACGTACAATTCGATTGT -3 (บริเวณขีดเสน
ใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsiWI) โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณ 250 คูเบสใต Stop codon ของ
ยีน ldhA ของ R. oryzae ทําใหเม่ือใชไพรเมอร prRB36 และ prRB37ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 1800 คูเบส (รูปที่ 3.5 ก.) ตอจากนั้นทําการ XO PCR  โดยเร่ิมจาก Primerless PCR 
คือการทํา PCR ท่ีใส Fragment 1 และ 2 แตไมใสไพรเมอรลงไปในปฏิกิริยา ซึ่งบริเวณท่ีเหมือนกันของ 
Fragment 1 และ 2 สามารถจับกันได (บริเวณตัวเอียงในไพรเมอร prRB38 และ 36) จากนั้นจึงเติมไพร
เมอร prRB40 และ 37 ลงไปภายหลังเพื่อเพ่ิมจํานวน โดยผลิตภัณฑท่ีถูกตองเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
ประมาณ 2500 คูเบส (Fragment 1+2 ในรูปท่ี 2.4, รูปท่ี 3.5 ข.)  

       ปญหาในการทดลองการทํา XO PCR เพ่ือเชื่อม Fragment 1 และ 2 พบวาชิ้นสวนดีเอ็นเอท้ัง 2 ช้ินมัก
ไมเชื่อมตอกัน จึงไดมีการทดลองหาอุณหภูมิในการทํา PCR ขั้น annealing  ท่ีเหมาะสมดวยวิธี Gradient 
PCR ซึ่งไดผลการทดลองดังรูป 3.5 ข. ซึ่งอาจกลาวไดวาอุณหภูมิในขั้น annealing ท่ีเหมาะสมเพ่ือเชื่อมตอ
ช้ินสวนดีเอ็นเอ Fragment 1 และ 2 อยูท่ี 42-50OC และไดทําการสกัดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาด 2500 คูเบสนี้
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ออกจากเจลแลวนําเขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) ซึ่งตั้งช่ือพลาสมิดท่ีเกิดขึ้นวา 
pRB86 เพ่ือเก็บรักษาและเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอดังกลาว 

             ตอมาคณะผูวิจัยไดทําการ XO ครั้งท่ี 2 เพ่ือเช่ือมสวนทายของช้ินสวนดีเอ็นเอที่ตองซึ่งมีลําดับนิ
วคลีโอไทดเหมือนสวนทายยีน ldhA ของ E. coli (Fragment 3 ในรูปท่ี 2.4) กับ Fragment 1+2 ที่สังเคราะห
ไดเริ่มจากการเพ่ิมจํานวน Fragment 1+2 บนพลาสมิด pRB86 โดยวิธี PCR ดวยไพรเมอร prRB40 และ 37 
และสราง Fragment 3 โดยวิธี PCR ซึ่งใชโครโมโซมของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ 
และใชไพรเมอร prRB39 ซึ่งมีลําดับนิวคลีไทดคือ 5’- ACAATCGAATTGTACGTACGACACATCTTGC 
CGCTCCC CTGCATTCCAGG - 3’ (บริเวณตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ 250 คู
เบสใต Stop codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae บริเวณตัวหนาเปนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกับบริเวณ
ใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli บริเวณขีดเสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsiWI) 
โดยไพรเมอรนี้จับบริเวณใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli กับไพรเมอร prRB41 ซึ่งมีลําดับนิวคลี
โอไทดคือ 5’- GC GTCGGGATCCAGTAGTGGAG -3 (บริเวณขีดเสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวย
เอนไซม BamHI) ซึ่งไพรเมอรนี้จับบริเวณ 700 คูเบสใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli ทําใหเมื่อใช
ไพรเมอร prRB39 และ prRB41ไดผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดเปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส (รูป
ท่ี 3.5 ค.)  

       อยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยไมสามารถใชเทคนิค XO PCR เพ่ือเช่ือม Fragment 1+2 เขากับ Fragment 3 
ได คณะผูวิจัยไดพยายามแกไขโดยการทํา Gradient PCR เพ่ือทดลองหาอุณหภูมิในการทํา PCR ขั้น 
annealing รวมถึงหาปรับเปลี่ยนหาภาวะตางๆท่ีเหมาะสมในการทํา PCR ซึ่งก็ไมสามารถแกไขปญหาได 
ปญหาท่ีไมสามารถสังเคราะหช้ินสวนดีเอ็นเอไดนี้อาจเกิดจากเคร่ือง PCR ท่ีทางสถาบันฯ มีอยูเพียงเครือ่ง
เดียวชํารุดท่ีฝาเครื่องปดไมสนิท ทําใหไมสามารถทํา PCR ช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดยาวได และความเสียหาย
นี้ไมสามารถซอมได คณะผูวิจัยไดพยายามหาทางใชเครื่อง PCR ในหนวยงานอื่นแตก็ลาชาและไมสะดวก 
รวมท้ังการจัดหาครุภัณฑเพ่ือหาเคร่ือง PCR เคร่ืองใหมนั้นยุงยากและลาชา คณะผูวิจัยจึงตัดสินใจหยุดทํา
การทดลองนี้ แตท้ังนี้คณะผูวิจัยอยูในระหวางการหาความเปนไปไดในการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอดังกลาว
เพ่ือตัดตอยีน ldhA ของ  R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli เชน การออกแบบช้ินสวนใหมีบริเวณตัด
จําเพาะดวยเอนไซมและเชื่อมตอดวยวิธีใชเอนไซม Ligase เปนตน 
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ตารางที ่3.1 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและกลูโคสท่ีเหลือจาก E. coli สายพันธุตางๆ  

a ทุกสายพนัธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพนัธุตั้งตนและใชเปน wild type  
b + หมายถึงยีน ldhA บนโครโมโซม E. coli ไมถูกทําลายซึ่งก็คือ JC13509 ซึ่งเปน wild type สวน RB30, RB31 ก็คือ JC13509 ที่มีพลาสมิด  
 - หมายถึงยีน ldhA E. coli บนโครโมโซมถูกทําลาย ไดแก RB7 ซึ่งก็มียีน pta ถูกทําลายเชนกัน สวน RB24, RB29 ก็คือ RB7 ท่ีมีพลาสมิด 
c – หมายถึง ไมมีพลาสมิด pKS(+) หมายถึงพลาสมิด pBluescript II KS(+)  pRB85 คือพลาสมิด pBluescript II KS(+) ท่ีมียีน ldhA จาก R. oryzae  
d ภาวะตางๆท่ีใชในการหมักเปนไปตามท่ีแสดงในตารางที่ 2.1 
e ทุกสายพันธุท่ีมพีลาสมิดเติม Ampicilin ในอาหารเล้ียงเช้ือทุกขั้นตอนเพื่อรักษาพลาสมิดไว ยกเวนสายพนัธุท่ีระบุวา RB24 (No Amp) คือ RB24 ท่ีไมไดเติม Ampicilin ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ  
f ND หมายถึงไมไดทดลองเนื่องจาก RB7 เจริญเติบโตไดนอยมากในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน 

สายพนัธุ a ยีน ldhA  
บนโครโมโซม E. coli b 

พลาสมิดc ภาวะการหมักd ความเขมขนกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ท่ีผลิต(g/L) 

ความเขมขนกลูโคสที่เหลือ 
(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 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและกลูโคสท่ีเหลือจาก E. coli สายพันธุท่ี
มียีน ldhA จาก R. oryzae ซึ่งผานการทํา error-prone PCR และตัดตอลงบนพลาสมิด  

สายพันธุ a ความเขมขนของกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ท่ีผลิต (g/L) 

ความเขมขนของกลโูคสท่ี
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 ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพันธุตั้งตนและใชเปน wild type  
 b ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนในอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับการหมักคือ 20 g/L 
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ตารางที ่3.3 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดและกลูโคสที่เหลือจาก E. coli สายพันธุตางๆเม่ือ
ใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนในการหมักตางกนั 

ความเขมขนของ
กลูโคสเริ่มตน (g/L) 

สายพันธุ a ความเขมขนของกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ที่ผลิต (g/L) 

ความเขมขนของกลูโคสท่ีเหลือ
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 ทุกสายพนัธุที่ใชในการทดลองนีใ้ชสายพันธุ JC13509 เปนสายพนัธุตั้งตนและใชเปน wild type   



34 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 การตรวจสอบความถูกตองของผลิตภัณฑ PCR ท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae กอนตัดตอเขาสูพ
ลาสมิด 

ผลิตภณัฑ PCR ท่ีไดมีขนาดประมาณ 1800 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยีน ldhA, promoter และ ribosome 
binding site ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถกูตองเม่ือตัดดวยเอนไซม EcoRI ไดช้ินสวนดีเอน็เอขนาดประมาณ 1200 
และ 600คูเบส และเม่ือตัดดวยเอนไซม KpnI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1030 และ 770 คูเบส โดย
ใช Agarose Electrophoresis ในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอน็เอ ท่ี Agarose มีความเขมขน 1%  w/v 
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รูปท่ี 3.2 การตรวจสอบหาพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae โดยการตัดดวยเอนไซม KpnI  
เม่ือนําผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดซึ่งมีขนาดประมาณ 1800คูเบส ใสเขาสูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) พลาส
มิดท่ีมียีนดังกลาวหากตัดดวยเอนไซม KpnIจะไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4000 และ 800คูเบสซึ่ง
สามารถตรวจสอบไดดวยเทคนิค Agarose Electrophoresisโดยรูปเจลท่ีแสดงในรูปเปนAgarose 1% w/v
โดยพลาสมิดท่ีพบวามียีน ldhA ของ R. oryzae นี้มีช่ือเรียกวา pRB85 
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รูปท่ี 3.3 การเจริญเติบโตและ clear zone ของ E.coli เม่ือไดรับพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae 
แถวบนเปนการเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง ชนิด Cultivationในสภาวะท่ีไมมีออกซิเจน แถวลางเปน
การเลี้ยงเช้ือในสภาวะที่มีออกซิเจน ท้ังการเลี้ยงในท้ังสองสภาวะนั้นบมเซลลที่อุณหภูมิ37oC เปนเวลา 2 
วัน โดยสายพันธุ RB7 ซึ่งยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย สามารถเจริญเติบโตไดดีในภาวะท่ีมีออกซิเจน
เทานั้น ในขณะท่ีสายพันธุ RB24 (RB7 ท่ีมี plasmid pRB85) และ JC13509 (wild type) เจริญเติบโตไดดีท้ัง
ในภาวะท่ีมีและไมมีออกซิเจนและสราง clear zone ซึ่งแสดงวามีการสรางกรดและไดนําไปทดสอบในขัน้
ตอไปวามีการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ปริมาณเทาใด  
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รูปที่ 3.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา error-prone PCR ของยีน ldhA จาก R. oryzae โดยใชพ
ลาสมิด pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบโดยทําการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ MgCl2 และ MnCl2  
เม่ือใช Agarose Electrophoresis ท่ี Agarose มีความเขมขน 1% w/v ในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอ และ 
M คือ 1 kb DNA Marker  
(ก.)  Lane 1 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.0 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.4 mM 
       Lane 2 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.3 mM 
       Lane 3 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.5 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.2 mM 
       Lane 4 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.25  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.1  mM 
(ข.)   Lane 1 ใชน้ําแทนบัฟเฟอรในปฎิกิริยา PCR 
       Lane 2 ใช บัฟเฟอรสําเร็จรูปท่ีมี MgCl2 15 mM 
       Lane 3 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.1 mM 
       Lane 4 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.3 mM 
       Lane 5 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.4 mM 
       Lane 6 ใช MgCl2 ความเขมขน 0.75  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.5 mM 
       Lane 7 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.75 mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.05 mM 
       Lane 8 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.5  mM และ MnCl2 ความเขมขน 0.05 mM 
       Lane 9 ใช MgCl2 ความเขมขน 1.25 mM และ MnCl2 ความเขมขน 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 เพ่ือสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae สําหรับแทนท่ียีน ldhA 
บนดีเอ็นเอของ E. coli 
เม่ือใช Agarose Electrophoresis ท่ี Agarose มีความเขมขน 1% w/v ในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอ และ 
M คือ 1 kb DNA Marker  
(ก.) Fragment 1 ขนาดประมาณ 700 คูเบส (Lane 1-3) เกิดจาก PCR โดยใชดีเอ็นเอของ E. coli เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบและใชไพรเมอร prRB40 และ 38 และ Fragment 2 ขนาดประมาณ 1800 คูเบส (Lane 4-5) เกิดจาก 
PCR โดยใชโครโมโซม R. oryzae เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร prRB36 และ 37  
(ข.) การหาอุณหภูมิในขั้น annealing ท่ีเหมาะสมในการทํา XO PCR Fragment 1 และ 2 โดยใชอุณหภูมิ 
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 คูเบส (Lane 1-2) เกิดจาก PCR โดยดีเอ็นเอของ E. coli เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบและใชไพรเมอร prRB39 และ 41 

(ก.) (ข.) 

(ค.) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

4.1สรุปผลการวจิัยและอภิปรายผล 

จากผลการทดลองในโครงการวิจัยนี้พบวาเม่ือนํายีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอเขาสูพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) ยีน ldhA นี้สามารถแสดงออกไดใน E. coli ที่มีการทําลายยีน ldhA บนดีเอ็นเอ
ของ E. coli (สายพันธุ RB24) โดยเม่ือทําการหมักในภาวะตางๆในระดับ Shake flask เมื่อใชกลูโคส
เร่ิมตนในการหมัก 100 g/L พบวาการหมักในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนโดยการไมเติม Ampicilin ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อพบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L มากท่ีสุดท่ีความเขมขน 5.03 ± 4.149 g/L ซึ่งการ
ท่ีเซลลสามารถรักษาพลาสมิดไวไดโดยไมตองใส Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือในภาวะนีแ้สดงวายนี 
ldhA มีความสําคัญตอ E. coli ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจน และสายพันธุ RB24 ตองการใชยีน ldhA ของ 
R. oryzae บนพลาสมิดเพ่ือชดเชยการสูญเสีย ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli อยางไรก็ตาม การผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L ยังมีปริมาณนอยและกลูโคสเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเช้ือในปริมาณมากหลังทํา
การหมัก 48 ช่ัวโมง ซึ่งกลูโคสในปริมาณนี้อาจยับยั้งกระบวนการผลิตกรดแลกติก นอกจากนี้ยัง
พบวาการหมักในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนโดยการไมเติม Ampicilin ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือพบการผลิต
กรดแลกติกไอโซเมอร L ในแตละชุดการทดลองมีความแตกตางกันคอนขางมาก ซึ่งอาจเกิดจากการ
สูญเสียพลาสมิดหากมีออกซิเจนเขาสูระบบการทดลอง (Boonsombat, 2013) ดังนั้นคณะผูวิจัยไดทํา
การทดสอบหาภาวะการหมักท่ีเหมาะสมกวาสําหรับการใชคัดเลือก E. coli สายพันธุท่ีผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร L ไดดีในขั้นตอๆไป ซึ่งพบวาภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L จาก E. coli สายพันธุ RB24 คือการใชอาหารเหลว Pre-culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 
เขมขน 5 g/L และเติม Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ทําเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เขยา
ดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน เพ่ือเพ่ิมเซลลต้ังตนสําหรับการหมัก จากนั้นใช Fermentation 
broth ท่ีมีกลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L และเติม Ampicilin ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 
100 µg/mL ทําการหมักโดยเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะท่ีไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
โดยการหมักดวยภาวะนี้ไดผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในการทดลองแตชุดการทดลองมีความ
คงท่ีมากขึ้น 

สําหรับการใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือทําใหยีน ldhA ของ R. oryzae เกิดการกลายพันธุ
แบบสุม จากนั้นทําการตัดตอผลิตภัณฑจากการทํา error-prone PCR ตัดตอเขาสูพลาสมิดและนําเขาสู 
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E. coli สายพันธุ RB7 เม่ือทําการคัดเลือกพบวาเทคนิคดังกลาวชวยใหการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L สูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 ไดประมาณ 7 เทาจากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดพบวานิวคลี
โอไทดตําแหนง 94 และ 204 หลังจาก stop codon เปลี่ยนจาก G เปน T แตบทบาทของลําดับนิวคลีโอ
ไทดหลัง Stop codon แตอาจเกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเฉพาะในการการหยุด
การแปลรหัสโปรตีน (Translation Termination) 

ในการศึกษาปจจัยปจจัยในเร่ืองความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตนสําหรับการหมักที่อาจมีผลตอ
การผลิตกรดแลกติกจาก E. coli พบวาน E. coli ท่ีไดรับการปรับปรุงสายพันธุมีการผลิตกรดแลกติกท่ี
ดีที่สุดเม่ือใชความเขมขนของกลูโคสเริ่มตน 20 g/L เนื่องจาก E. coli สายพันธุเหลานี้นํากลูโคสไป
ใชไดนอยกวา 20 g/L ดังนั้นหากใชปริมาณกลูโคสเร่ิมตนในการหมักมากนอกจากจะสิ้นเปลืองแลว 
ปริมาณกลูโคสท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อถามีมากและอาจไปยับยั้งกระบวนการผลติกรดแลกติกไอโซ
เมอร L โดยยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด 

เพ่ือใหผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli มีความเสถียรมากขึ้น คณะผูวิจัยไดพยายาม
ตัดตอยีน ldhA จาก R. oryzae แทนท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli แตเนื่องจากยีน ldhA ของ R. 
oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนตเทานั้น ซึ่งไมเพียงพอตอกระบวนการ
แลกเปลี่ยนช้ินสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ได 
คณะผูวิจัยไดใชเทคนิค XO PCR ในการสรางช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีประกอบดวยยีน  ldhA ของ R. oryzae 
และในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอช้ินนี้จะมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสวนดานหนาและ
ดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli โดยช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดเพื่อนําไปใชแทนที่ยีน ldhA บน
ดีเอ็นเอของ E. coli ควรมีขนาดประมาณ 3200 คูเบส อยางไรก็ตาม จากปญหาเคร่ืองมือที่ใชในการ
ทดลองชํารุดและไมสามารถซอมได ทําใหไมสามารถใชสรางช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดยาวได การ
ทดลองสวนนี้จึงไมสามารถดําเนินตอไปได อยางไรก็ตามคณะผูวิจัยอยูระหวางการศึกษาเทคนิคอื่น
ในการตัดตอยีน ldhA จาก R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli 

แมวาเทคนิค error-prone PCR สามารถชวยให E. coli สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L 
ไดมากขึ้น และกรดแลกติกท่ีไดยังมีปริมาณนอย จึงจําเปนตองพัฒนาหากระบวนการผลติกรดแลกติก
ท่ีมีประสิทธิภาพดีขึ้นตอไป  

2. ขอเสนอแนะ 

 การพัฒนาการการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในระดับ Shake Flask นี้เปนขอมูลเพื่อ
ประยุกตใชในการผลิตในระดับใหญขึ้นใหมีความคุมทุนในการผลิต ท้ังนี้เมือ่ใชการแสดงออกของยนี 
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ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 ใน E. coli พบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L และเทคนิค 
error-prone PCR สามารถชวยปรับปรุงให E. coli สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีขึ้น แต
ปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ท่ีผลิตไดยังพบในปริมาณนอย ซึ่งแนวทางในการพัฒนาการผลิต
กรดแลกติกในปริมาณมากขึ้น อาจทําไดโดย 

(1.) หาแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเช้ือ รวมถึงการหาแหลงคารบอน
และไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกเพ่ือลดคาใชจาย 

(2.) วิเคราะหหาสารปนเปอนอื่นๆท่ีเกิดขึ้นในการผลิตกรดแลกติก ท้ังนี้หากพบการปนเปอนของสาร
ใดในปริมาณมาก สามารถกลับไปศึกษาวาสารนี้เปนผลมาจากวิถีเมทาบอลิซึมเพ่ือหาตัวยับย้ังวิถีนั้น 

(3.)  ทําการทดลองใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมตอไป โดยคัดเลือก
โคลนในจํานวนมากขึ้นเพื่อหาโคลนท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีกวาเดิม 

(4.) ใชเทคนิคอื่นในการตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae เขาแทนท่ีบนดีเอ็นเอของ E. coli เพ่ือเพ่ิมความ
เสถียรของยีน รวมท้ังไมตองใชยาปฏิชีวนะเพื่อการรักษาพลาสมิด 

(5.) ทําการทําลาย (knock out) ยีน เชน frdABC, pflB และ adhE ในสายพันธุ RB24 และ TW4 ซึ่งยีน
เหลานี้เกี่ยวของกับวิถีการหมักของ E. coli โดยการทําลายยีนเหลานี้อาจทําใหผลผลิตกรดแลกติกไอ
โซเมอร L มากขึ้น เพราะไพรูเวทจะไมถูกเปลี่ยนเปนผลผลิตอื่น ดังนั้นเซลลควรจะใชยีน ldhA บนพ
ลาสมิดอยางเดียวเพ่ือเปลี่ยนไพรูเวทเปนกรดแลกติกอโซเมอร 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  

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้ํา 
2 อาหารแข็ง LB 
อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนาํไปอบฆาเชื้อดวยไอน้าํ 
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 

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
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     

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
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     
ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
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     

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
7. อาหารเหลว Fermentation broth  (1 L)  
แยกทําเปน 2 สวน 
สวนท่ี 1 ละลาย Glucose 20, 30, 50,70 หรือ 100 g แลวเติมน้ําปรับปริมาตรเปน 500 mL จากนั้นแบง
ใส Flask ขนาด 250 mL ดวยปริมาตร Flask ละ 25 mL แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา 
สวนท่ี 2 ประกอบดวย 

5 g     Yeast Extract 
5 g      Peptone 
0.25 g KH2PO4 

           0.25 g K2HPO4 
           5 mL   Salt Solution     
ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 500 mL และปรับ pH เปน 6.8 แลวนาํไปอบฆาเช้ือดวยไอน้าํ 
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เม่ือตองการใชนําสวนที่ 2 ปริมาตร 25 mL ใสลงใน Flask จากท่ีเตรียมไวแลวในสวนท่ี 1 จากนั้นเติม 
CaCO3 2.5 gตอ Flask 
8. Salt Solution (10 mL) 

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

ละลายในน้าํปรับปริมาตรเปน 10 mL 
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