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       กรดแลกติกมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอยางกวางขวางรวมถึงความเปนไปไดในการใชเปน
สารตั้งตนเพ่ือผลิตพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ โดยกระบวนการผลิตกรดแลกติกบริสุทธิท์ี่มี
ประสิทธิภาพมีความสําคัญอยางยิ่ง เม่ือการตัดตอยีน ldhA จาก Rhizopus oryzae เขาสูพลาสมิด 
แลวนําเขาสู Esherichia coli ที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลายเกิดเปน E. coli สายพันธุ RB24 
พบวายีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิดสามารถแสดงออกได โดยเม่ือทําการหมักในอาหารที่มี
กลูโคสเริ่มตน 100 g/L ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนและไมเติม Ampicilin พบวา E. coli สายพันธุน้ี
สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากที่สุด แตเน่ืองจากปริมาณกรดแลกติกที่ผลิตไดยังมี
ปริมาณนอยซ่ึงอาจเปนผลมาจากกลูโคสที่เหลือในอาหารเล้ียงเชื้อมีปริมาณมากทําใหไปยับยั้งการ
ผลิตกรดแลกติก และการสูญเสียพลาสมิดไดงายเมื่อไมเติม Ampicilin จึงไดทําการหาภาวะที่
เหมาะสมในการหมัก E. coli สายพันธุ RB24 คือในข้ัน Pre-culture ใชภาวะที่มีออกซิเจนเพ่ือเพ่ิม
จํานวนเซลล แลวจึงทําการหมักในภาวะที่ไมมีออกซิเจนโดยใชกลูโคสเร่ิมตน 20 g/L และเติม 
Ampicilin ทําใหไดปริมาณกรดแลกติกที่คงที่มากขึ้น นอกจากน้ียังพบวาเม่ือตัดตอยีน ldhA จาก R. 
oryzae ลงบนพลาสมิด pUC19 สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีกวาการใชพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) ซึ่งอาจเปนเพราะขนาดของพลาสมิดที่แตกตางกัน เมื่อทําการศึกษาการใช
เทคนิค error-prone PCR เพ่ือทําใหบริเวณยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิดเกิดการกลาย
พันธุแบบสุม พบวาสามารถคัดเลือก E. coli สายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไดดีข้ึนกวา E. coli สาย
พันธุ RB24 ประมาณ 6-8 เทา โดยพบการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 554 จาก C 
เปน T ในสายพันธุ TW10 และการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 524 เหนือ Start 
codon จาก A เปน G ในสายพันธุ TW11 นอกจากนี้ยังพบวา E. coli สายพันธุที่ปรับปรุงดวยดวย
เทคนิค error-prone PCR สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีที่สดุในอาหารหมักที่มีกลูโคส
เร่ิมตน 20 g/L 

คําหลัก : กรดแลกติก, Rhizopus oryzae, error-prone PCR, Escherichia coli 
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Abstract 
Project Code: MRG5380156 
Project Title: Genetic modification of Escherichia coli for lactic acid production 
Investigator: Dr. Ruethairat Boonsombat  
Institute of Biotechnology and Genetic Engineering, Chulalongkorn University 
E-mail Address: Ruethairat.B@chula.ac.th 
Project Period: 15th June 2010 - 14th June 2013 
         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. When plasmid with ldhA from Rhizopus oryzae was 
transformed into E. coli which chromosomal ldhA was knocked out, generating the strain 
called RB24, R. oryzae ldhA gene on the plasmid could be expressed. The RB24 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. Morover, due to the difference in size, it was 
suggested that ldhA from R. oryzae on pUC19 plasmid produced more L-lactic acid than on 
pBluescript II KS(+). 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, 
clones that could produce L-lactic acid approximately 6-8 times more than RB24 strain 
were selected. DNA sequencing suggested there was a mutation for the strain TW10 at 
nucleotide 554 from C to T and for the strain TW11 at 524 base pair upstream the start 
codon from A to G. Furthermore, the modified strains by error-prone PCR could produce L-
lactic acid with the highest yield by using fermentation broth with 20 g/L initial glucose.  
 
Keywords : lactic acid , Rhizopus oryzae, error-prone PCR, Escherichia coli 
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บทนํา 

1. การทบทวนวรรณกรรม 

       แมวากรดแลกติกจะถูกคนพบมาเปนเวลานานกวาสองศตวรรษเพ่ือเปนสารใหรสเปร้ียวในนม 
และมีการนําใชอยางตอเน่ืองและกวางขวางในอุตสาหกรรมอาหาร แตไมนานน้ีกรดแลกติกไดรับ
ความสนใจเพ่ือนําไปใชเปนสารตั้งตนในการผลิตพอลีเมอรเชน พอลีแลกไตด (polylactides) ซ่ึงใช
ในการผลิตพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (Hester, 2000; Kricheldorf, 2001) ปจจุบันกรด
แลกติกสามารถผลิตไดดวยทั้งกระบวนการทางเคมีและกระบวนการหมักโดยจุลินทรียหลายชนิด 
(Narayanan et al., 2004) จุลินทรียที่นิยมใชกันอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมคือ แบคทีเรีย
จําพวก Lactobacillus spp. แตปญหาที่พบคือแบคทีเรียจําพวกน้ีตองการสารอาหารที่ซับซอนและ
ไมสามารถผลิตกรดแลกติกในปริมาณมากที่ระดับ pH ต่ํากวา 4 ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการละลาย
ลดลง เกิดการตกผลึกเปนเกลือแลกเตท และทําใหตองเพ่ิมข้ันตอนการสรางกรดแลกติกมาจาก
เกลือแลกเตท (Skory, 2003) จุลินทรียชนิดอื่นที่มีการนํามาใชผลิตกรดแลกติก ไดแกราจําพวก R. 
oryzae ซ่ึงสามารถผลิตกรดแลกติกในรูปไอโซเมอร L เปนหลักจากแปง (starch) เซลลูโลส 
(cellulose) และเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) โดยใชแหลงไนโตรเจนจากเกลือแอมโมเนีย 
(ammonium salts) (Woiciechowski et al., 1999) ซ่ึงกรดแลกติกไอโซเมอร L เปนที่นิยมใชใน
อุตสาหกรรมเกือบทุกประเภท ขอดีของการผลิตกรดแลกติกดวย R. oryzae คือใชอาหารเล้ียงเชื้อ
ไมซับซอน นอกจากน้ีผลิตภัณฑจากการเกษตร เชน กากมันสําปะหลัง เม่ือนํามาผานกระบวนการ
ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เพ่ือใหไดน้ําตาลกลูโคสปริมาณสูงสามารถ
นํามาใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ R. oryzae แตการเล้ียงเชื้อดวยวิธีดังกลาวพบการ
ปนเปอนของเอทานอลในปริมาณสูงซึ่งอาจเกิดจากปริมาณไนโตรเจนที่เพ่ิมขึ้นจากการเตรียม
อาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว (Thongchul et al., 2009) ขอจํากัดอื่นๆของการผลิตกรดแลกติกโดยใช R. 
oryzae คือ กรดแลกติกที่ไดมีปริมาณนอยเม่ือเทียบกับแบคทีเรียและปญหาการปนเปอนของเอทา
นอลที่ถูกสรางข้ึนระหวางกระบวนการหมักในปริมาณสูง (Skory, 2004)นอกจากนี้สรีระวิทยาของ 
R. oryzaeก็ไมเหมาะสมตอกระบวนการหมัก (Narayanan et al., 2004) ดังน้ันจึงมีความพยายาม
ในการใชยีนที่เก่ียวของกับการสังเคราะหกรดแลกติกไอโซเมอร L แสดงออกในจุลินทรียอื่นๆ ที่
เล้ียงงาย และมีความเปนไปไดที่จะผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก 

       ขั้นตอนสุดทายของการสังเคราะหกรดแลกติกจากกลูโคสคือ การเปล่ียนกรดไพรรูวิกใหเปน
กรดแลกติก ซ่ึงปฏิกิริยาน้ีอาศัยเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนส (lactate dehydrogenase) เปน
ตัวเรงปฏิกิริยาซ่ึงเอนไซมน้ียังเปนตัวกําหนดไอโซเมอรของกรดแลกติกที่จุลินทรียแตละชนิดสราง
อีกดวย (Ferain et al., 1994) สําหรับ R. oryzae มีการสังเคราะหเอนไซมแลกเตทดีไฮโดรจิเนสสอง



2 

 

ชนิด คือ แลกเตทดีไฮโดรจิเนส A และ B ซ่ึงสรางจากยีน ldhAและldhB ตามลําดับ (Skory, 2000) 
ยีนทั้งสองน้ีมีลําดับเบสคลายกัน 93.1% (Saito et al., 2004) ซ่ึงมีการสันนิษฐานวา ldhA ทําหนาที่
เรงปฏิกิริยาเปล่ียนกรดไพรรูวิกเปนกรดแลกติก  ในขณะที่ ldhB เก่ียวของกับปฏิกิริยาการเปลี่ยน
กรดแลกติกเปนกรดไพรรูวิกเม่ือเลี้ยง R. oryzae ในกลีเซอรอ   เอทานอล หรือแลกเตท  ล (Skory, 
2000) ทั้งน้ี R. oryzae สามารถแบงไดเปนสองกลุม คือ กลุมที่สรางกรดแลกติก (LA group) และ
กลุมที่สรางกรดฟอมูริกหรือกรดมาลิก (FMA group) ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว โดยกลุมที่สรางกรด
แลกติกมีทั้งยีน ldhA และ ldhB  แตกลุมที่สรางกรดฟอมูริกหรือกรดมาลิก มีเพียงยีน ldhB (Saito 
et al., 2004) อยางไรก็ตาม ยีน ldhA และ ldhB จาก R. oryzae สามารถแสดงออกและคืน
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกใน E. coli สายพันธุที่ไมสามารถสรางกรดแลกติกได  

       การผลิตกรดแลกติกในปจจุบันไดใชพันธุวิศวกรรมเขามาเก่ียวของ เชน การตัดตอยีน ldhA 
ของ R. oryzae ใสในพลาสมิดเพ่ือนําไปแสดงออกในยีสต Saccharomyces cerevisiae แตวิธีน้ียัง
พบปญหาเน่ืองจากกรดแลกติกที่ไดมีปริมาณไมมากและยังพบการปนเปอนของเอทานอล (Skory, 
2003) การตัดตอพันธุกรรมโดยการนํายีน L-LDH จากวัว Bos Taurus จํานวน 2 ชุดใสเขาในยีสต 
Candida utilis ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร CuPDC1  พบวาการผลิตแลกติกไดดี แตการ
ผลิตกรดแลกติกเกิดข้ึนที่อุณหภูมิจํากัดที่ 5-35oC เทาน้ัน (Ikushima et al., 2009) ในแบคทีเรีย
Enterobacter asburiae เม่ือใชเทคนิคพันธุวิศวกรรมลบยีน pflB และ als ซ่ึงจําเปนในการสรางเอ
ทานอล อะซิเตทและ 2,3-บิวทาเนไดออล (2,3-butanediol) พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกบริสุทธ์ิ
ไอโซเมอร D  ไดโดยการใชเฮมิเซลลูโลสที่ไดจากกระบวนการไฮโดรไลซีสจากตนไมและผลิตผล
จากการเกษตรเชน sweetgum เปนอาหารเล้ียงเชื้อ แตวิธีดังกลาวยังสามารถผลิตกรดแลกติกได
นอยและยังประสบปญหาที่จุลินทรียเจริญเติบโตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดเทาน้ัน (Bi et al., 
2009) ในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D จากแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum สายพันธุที่ถูก
ทําลายยีน ldhL1 โดยใชแปงขาวโพดดิบเปนอาหาร โดยชแบคทีเรียที่มีพลาสมิดที่มียีน amyA ซึ่ง
สรางเอนไซม  -amylase จาก Streptococcus bovis ทําใหแบคทีเรียดังกลาวสามารถยอยแปงเปน
กลูโคสเพ่ือผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D บริสุทธ์ิไดปริมาณคอนขางสูง ทั้งน้ีเพ่ือหลีกเลี่ยงการใช
ยาปฎิชีวนะในการรักษาพลาสมิดไวในเซลล คณะผูวิจัยไดนํายีน amyA ใสในโครโมโซมของ 
L.plantarum สายพันธุดังกลาว พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดนอยกวาการใชพลาสมิด (Okano 
et al., 2009a) L.plantarum สายพันธุดังกลาวยังไดถูกใชเพ่ือนําพลาสมิดที่มียีน celA ซ่ึงสราง
เอนไซม endoglucanase จาก Clostridium thermocellum เพ่ือใชยอย β-glucan ในอาหารเล้ียง
เชื้อ พบวาผลิตผลที่ไดเปนกรดอะซิติกที่เปล่ียนมาจากกรดแลกติก ซ่ึงการเล้ียงเชื้อโดยไมให
ออกซิเจนสามารถลดการเปล่ียนกรดแลกติกเปนกรดอะซิติกไดบางสวน (Okano et al., 2009b)
แบคทีเรียชนิด Leuconostoc citreum ซ่ึงโดยปกติผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร D ในอาหารหมักดอง
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สามารถผลิตกรดแลกติกชนิดไอโซเมอร L โดยใชการแสดงออกของยีน ldhLจาก L.plantarum ที่ตัด
ตอใสพลาสมิด แตปริมาณไพรรูเวทที่ใชเพื่อเปล่ียนเปนกรดแลกติกไอโซเมอร L ไมไดนํามาจากไพร
รูเวทที่ใชเพ่ือเปลี่ยนเปนกรดแลกติกไอโซเมอร D มากนัก (Jin et al., 2009) 

        ในโครงการวิจัยนี้เลือกใช E.coli เปนเซลลเจาบานเพื่อใหยีน ldhA จาก R. oryzae แสดงออก 
และใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียดังกลาวเพ่ือผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร L เน่ืองจาก E. coli เปนแบคทีเรียชนิดน้ีเจริญเติบโตเร็วเล้ียงงายและมีการศึกษาดาน
พันธุศาสตรอยางกวางขวาง ซึ่งใน E. coli พบวายีน ldh จากสิ่งมีชีวิตอื่นเชน L. casei สามารถ
แสดงออกไดใน E. coli แตยีน ldhA ใน E. coli ตองถูกทําลายกอน (Chang et al., 1999) หลังจาก
นําพลาสมิดที่มียีน ldhA จาก R. oryzae ใสเขาสูเซลล E. coli แลว ไดนําเทคนิค error-pronePCR 
มาใชในการปรับปรุง E. coli สายพันธุน้ีอีกดวย โดยเทคนิคดังกลาวกอใหเกิดการกลายพันธุแบบสุม
ในยีน ldhA สําหรับเทคนิค error-pronePCR นั้นไดถูกนํามาใชในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรีย
หลายชนิด เชน การเพ่ิมคุณสมบัติการทนความรอนในเอนไซมไฟเตส (phytase) App2 ใน E. coli 
(Kim and Lei, 2008) หลักการของเทคนิค error-pronePCR คือการเพ่ิมอัตราการกลายพันธุของ
สารพันธุกรรมที่สนใจโดยการรบกวนระบบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกระบวนการ PCR เชน การ
เปล่ียนความเขมขนแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) การเติมแมงกานีสคลอไรด (MnCl2) หรือการ
เปล่ียนแปลงความเขมขนของนิวคลีโอไทด (nuecleotides) แตละชนิดในปฏิกิริยา PCR (Pritchard 
et al., 2005) จากนั้นทําการคัดเลือกโคลนที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณสูง และทําการ
วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของลําดับสารพันธุกรรมในของยีน ldhA จาก R. oryzae ซ่ึงเทคโนโลยี
ดังกลาวสามารถชวยปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียโดยทําใหเอนไซม lactate dehydrogenase A 
ทํางานไดดีข้ึนและสงผลใหผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากข้ึน ทั้งน้ีกระบวนการผลิตกรดแลก
ติกที่มีประสิทธิภาพสามารถตอบสนองความตองการกรดแลกติกเพ่ืออุตสาหกรรมตางๆ โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพที่ปจจุบันการผลิตกรดแลกติกเพื่อเปนสารตัง้ตนยงั
ไมเพียงพอและยังมีตนทุนการผลิตสูง  

2. ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทาํการวจิัย 

สภาวะโลกรอนสงผลกระทบตอมวลมนุษยชาติอยางมาก สาเหตุสําคัญสาเหตุหน่ึงเนื่องจาก
การใชพลาสติกที่ไมสามารถยอยสลายไดตามกระบวนการทางธรรมชาติ กอใหเกิดการสะสมของ
ขยะดังกลาว นอกจากน้ีราคาน้ํามันปโตรเลียมซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญของพลาสติกที่ปรับตัว
สูงข้ึนอยางตอเน่ืองและสารทางปโตรเคมีซ่ึงเปนแหลงพลังงานที่ใชแลวหมดไปน้ันมีนอยลงทกุท ีทาํ
ใหเกิดการตื่นตัวในการหาวัสดุทางเลือกใหมเพ่ือนํามาผลิตพลาสติกที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม กรด
แลกติกเปนทางเลือกหน่ึงที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากเนื่องจากกรดแลกติกสามารถนํามาสราง
ในรูปพอลิเมอรของกรดแลกติก (polylactic acid) ซึ่งมีคุณสมบัติคลายพอลิโอเลฟน (polyolefins) 
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ทั้งน้ีในปจจุบันกรดแลกติกไดจากการหมักนํ้าตาลกลูโคสดวยแบคทีเรียกลุม Lactobacilli ซ่ึงมี
ตนทุนสูงและยังไมบริสุท ธ์ิเพียงพอสําหรับการสังเคราะหเปนพอลิเมอร ดังน้ันการพัฒนา
กระบวนการผลิตกรดแลกติกจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง พันธุวิศวกรรมจึงเปนทางเลือกหน่ึงทีนํ่ามาใช
เพ่ือการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรีย แตเนื่องจากการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียกลุม Lactobacilli 
มักเกิดความไมเสถียร โครงการวิจัยน้ีจึงเลือก E. coli ซ่ึงเปนสิ่งมีชีวิตที่ใชกันอยางกวางขวางในการ
ตัดตอพันธุกรรม ขอดีสําหรับการใชแบคทีเรียชนิดน้ีคือ เล้ียงงายและโตเร็วดวยอาหารเล้ียงเชื้อทีไ่ม
ซับซอน และขอมูลทางพันธุกรรมมีการศึกษาอยางกวางขวาง นอกจากนี้ยังใชเทคนิค error-prone 
PCR มาใชปรับปรุงสายพันธุ E. coli เพ่ือการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ใหมีประสิทธิภาพดีข้ึน
อีกดวยซึ่งเทคนิคดังกลาวเปนอีกทางเลือกหน่ึงเพ่ือพัฒนาการผลิตกรดแลกติกใหมีประสิทธิภาพ
รองรับความตองการของตลาดที่เพ่ิมข้ึน  ซ่ึงความรูที่ไดรับนอกจากนํามาใชพัฒนาการผลิตกรดแลก
ติกบริสุทธิ์โดยลงลึกไปถึงระดับโมเลกุลแลว ยังสามารถนําไปประยุกตกับการปรับปรุงสายพันธุ
จุลินทรียเพ่ือวัตถุประสงคอื่นๆดวย 
3. วัตถุประสงคของโครงการวิจยั 

3.1 ศึกษาความเปนไปไดในการแสดงออกของยีน ldhA จากเชื้อรา R. oryzae ใน E. coli 

3.2 ศึกษาความเปนไปไดในการใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือปรับปรุงสายพันธุ E. coli
สําหรับการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L 

3.3 ศึกษาเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli สายพันธุที่ไดรับการ
ปรับปรุงสายพันธุในระดับหองปฏิบัติการเพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการผลิตกรดแลกติกระดับ
อุตสาหกรรม 

4.ขอบเขตของโครงการวจิัย 

ในโครงการวิ จัย น้ีไดนํายีน  ldhA จาก R . oryzae ซ่ึงสังเคราะหเอนไซม  lactate 
dehydrogenase A ซ่ึงเอนไซมดังกลาวทําหนาที่เปลี่ยนกรดไพรูวิก (pyruvic acid) ใหกลายเปน
กรดแลกติกไอโซเมอร L โดยยีน ldhA จาก R . oryzae ไดถูกตัดตอใสพลาสมิดกอนจะนําเขาสู E. 
coli สายพันธุที่ยีน pta และ ldhA ถูกทําลายทั้งน้ีเพ่ือลดการปนเปอนจากสารที่สรางข้ึนระหวาง
กระบวนการหมักและใหยีน ldhA จาก R . oryzae บนพลาสมิดเทาน้ันที่แสดงออก ตามลําดับ 
รวมถึงศึกษาความเปนไปไดในการนํายีน ldhA จาก R . oryzae ตัดตอลงบนดีเอ็นเอของ E. coli
จากน้ันทําการปรับปรุงสายพันธุ E. coli โดยใชเทคนิค error-prone PCR  เพื่อทําใหเกิดการกลาย
พันธุแบบสุมของยีน ldhA จาก R. oryzae ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการดังกลาวนําไปตัดตอใสพ
ลาสมิด pBluescricrptI I KS(+) แลวนําเขาสู E.coli สายพันธุ RB7 ที่ยีน ldhA และ pta  ถูกทําลาย
แลวทําการคัดเลือกโคโลนีที่ผลิตกรดแลกติกในปริมาณมาก พลาสมิดจากโคโลนีที่ผลิตกรดแลกติก
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ไดปริมาณมากไดถูกสกัดเพ่ือนําไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบนบริเวณยีน ldhA 
ของ R. oryzae นอกจากน้ีโครงการวิจัยน้ีไดศึกษาปจจัยอื่นที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L จาก E. coli ที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุ เชน ภาวะการเล้ียงเชื้อ ชนิดของพลาสมิด ปริมาณ
กลูโคสในอาหารเล้ียงเชื้อ  

5. วิธีการดาํเนินการวจิยัโดยสรุป 

5.1 เตรียม E. coli สายพันธุที่เหมาะสมเพ่ือการแสดงออก 
5.2 ตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae ใสในพลาสมิด คัดเลือกพลาสมิดถูกตองและนําเขาสู E. coli 

สายพันธุในขอ 5.1 

5.3 วิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร  L ที่ผลิตไดจาก E. coli สายพันธุที่คัดเลือก
ในขอ 5.2 ที่ภาวะตางๆในระดับ Shake Flask 

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

5.5 ทําใหยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิดจากขอ 5.2 ใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมดวยวิธี 
error-prone PCR 

5.6 นําผลิตภัณฑสารพันธุกรรมที่ไดจากขอ 5.5 ใสในพลาสมิด pBluescriptII KS(+) แลวนําใส
ใน E. coli สายพันธุที่เหมาะสมในการแสดงออกจากขอ 5.1 

5.7 การคัดเลือกโคลนที่กรดแลกติกในปริมาณมาก วิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซ
เมอร L ที่ผลิตไดและปริมาณนํ้าตาลกลูโคสที่เหลือในอาหารเล้ียงเชื้อในระดับ Shake Flask 

5.8 ศึกษาปจจัยที่อาจมีผลตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli ที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุ เชน 
ชนิดของพลาสมิด ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส  

    5.9 สกัดพลาสมิดจากโคลนที่ไดในขอ 5.7 แลวนําไปวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอ
ไทดบนบริเวณยีน ldhA ของ R. oryzae 

6. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

       สามารถสราง E. coli สายพันธุที่สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L อยางมีประสิทธิภาพ 
และสามารถนําความรูที่ไดไปใชเพ่ือการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรยีอื่นๆสาํหรับการผลติสารหรอื
ผลิตภัณฑอืน่ๆที่สนใจ
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อุปกรณ วิธีดําเนินงานวิจยั 

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าเล้ียงเชื้อควบคุมอุณหภูมิ 

(Refrigerated incubator shaker : model Innova 4330) 

New Brunswick Scientific, USA 

เคร่ืองชั่งแบบละเอยีดรุน FX-180 

(Electronic balance : model FX-180) 

A&D Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองชั่งแบบหยาบ รุน FX-3000 

(Electronic balance : model FX-3000) 

A&D Co., Ltd, Japan 

เคร่ืองทาํใหสารแตกตวัโดยใชคล่ืนเสยีง รุน UD-201 

(Ultrasonic disruptor model : UD-201) 

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองบันทึกภาพเจลภายใตแสงยวู ี

(Uvitec Platinum Gel Documentation system) 

UVItec, UK 

เคร่ืองปนเหวีย่งความเรว็สงูชนิดควบคุมอุณหภมิู 

(Refrigerated high speed centrifuge) 

Kubota cooperating, Japan 

เคร่ืองปนเหวีย่งหลอด micro-tube ความเร็วสงูรุน MTX-150 

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

Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 

(pH meter) 

Mettler Toledo, USA 

เคร่ืองวิเคราะหปริมาณนํ้าตาล รุน 2700 

(YSI Select Biochemistry Analyzer model : 2700) 

YSI, Inc., USA 
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เคร่ืองวิง่เจลอะกาโรส  

(Agarose gel electrophoresis equipments) 

ADVANCE Co., Ltd., Japan 

เคร่ืองอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 

(Autoclave) 

Taladlab, Thailand 

เคร่ืององันํ้า 

(Water bath) 

Yamato, Japan 

ชุดทํา cloning 

(pGEM®-T VectorEasy System) 

Promega, USA 

ชุดทํา cloning  

(TOPO®Cloning Kits) 

Invitrogen, USA 

 

ชุดทําสภาวะไมมอีอกซิเจน 

(AnaeroPack©Anarero) 

MISUBISHI GAS CHEMICAL, CO., 
INC, Japan 

ชุดสกัดดีเอน็เอออกจากเจล 

(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 

 

ตูปลอดเชื้อรุน HF safe-12006 

(Laminar flow: model HF safe-12006) 

Heal Force, China 

ตูเพาะเชือ้ อุณหภมิู 37oC 

(Growth cabinet) 

Sanyo, Japan 
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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. จุลินทรยี พลาสมิด และไพรเมอร 

    2.1 พลาสมิด 

pCR®2.1-TOPO® Invitrogen, USA 

pBluescriptII KS(+) Agilent Technologies, USA 

pUC19 United Bioinformatica Inc., Canada 

pGEM®-T Vector Promega, USA 

pKD46 (Datsenko and Wanner, 2000) 

pML1  Dr. Steven Sandelr’s lab, USA 

pRB73 พลาสมิด  pGEM®-T Vector ที่มีบางสวนของยีน ldhA ของ E. coli
โดยตรงกลางมีบริเวณตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsIWI  

pRB74 พลาสมิด  pGEM®-T Vector ที่มีบางสวนของยีน ldhA ของ E.coliโดยมี
การแทรกยนี cat ตรงกลาง 

pRB85 พลาสมิด  pBluescript II KS(+) ที่มียีน ldhA ของ R. oryzae 

pRB86 พลาสมิด  pCR®2.1-TOPO® ที่มีผลิตภณัฑจากการทาํ XO PCR สวน
บริเวณ 700 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli กับยีน 
ldhAของ R. oryzae 

pAOY1 พลาสมิด pUC19 ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํerror-prone PCRของยีน 
ldhAของ R. oryzae 

pAOY4 พลาสมิด pBluescript II KS(+) ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone 
PCR ของยีน ldhA ของ R. oryzae 

pAOY8  พลาสมิด pUC19 ที่มียีน ldhAของ R. oryzae 
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    2.2 จุลินทรีย 

pAOY10 พลาสมิด pBluescript II KS(+)ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone 
PCR ของยีน ldhA ของ R. oryzae 

pAOY11 พลาสมิด pUC19 ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone PCR ของยนี 
ldhA ของ R. oryzae 

pAOY14 พลาสมิด pUC19 ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone PCR ของยนี 
ldhA ของ R. oryzae 

pAOY15 พลาสมิด pUC19 ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone PCR ของยนี 
ldhA ของ R. oryzae 

pAOY16 พลาสมิด pBluescript II KS(+) ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone 
PCR ของยีน ldhAของ R. oryzae 

pAOY17 พลาสมิด pBluescript II KS(+) ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone 
PCR ของยีน ldhA ของ R. oryzae 

pAOY18 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+) ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone 
PCR ของยีน ldhA ของ R. oryzae 

pAOY19 พลาสมิด pUC19 ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone PCR ของยนี 
ldhA ของ R. oryzae 

pAOY20 พลาสมิด pUC19 ที่มีผลิตภัณฑจากการทาํ error-prone PCR ของยนี 
ldhAของ R. oryzae 

pTJY1 พลาสมิด  pBluescript II KS(+) ที่มีผลิตภณัฑจากการทาํ error-prone 
PCR ของยีน ldhAของ 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 Assosiate Prof Dr. Steven J. Sandler’s Lab, USA 

E. coli  K-12 สายพันธุ SS4075 เปนสายพันธุ BW25113 ที่มียีน pta::kanไดรับจาก  
Assosiate Prof Dr. Steven J. Sandler’s lab, USA 
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RB1 พลาสมิด pRB73 ใน  E. coli DH5a 

RB2 พลาสมิด pRB74 ใน  E. coli DH5a 

RB5 Linear Transformation ชิ้นสวนดีเอน็เอจาก  pRB74 
เขาสู  JC13509 ทําใหเกิดจีโนไทป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  pRB85 ใน JC13509 

RB31 พลาสมิด  pBluescriptII KS(+) ใน JC13509 

RB32 พลาสมิด pRB86ใน  E. coli DH5a 

TW1 พลาสมิด  pAOY1 ใน RB7 

TW4 พลาสมิด  pAOY4 ใน RB7 

TW8 พลาสมิด  pAOY8 ใน RB7 

TW9 พลาสมิด  pUC19 ใน RB7 

TW10 พลาสมิด  pAOY10 ใน RB7 

TW11 พลาสมิด  pAOY11 ใน RB7 

TW14 พลาสมิด  pAOY14 ใน RB7 

TW15 พลาสมิด  pAOY15 ใน RB7 

TW16 พลาสมิด  pAOY16 ใน RB7 

TW17 พลาสมิด  pAOY17 ใน RB7 

TW18 พลาสมิด  pAOY18 ใน RB7 
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2.3 ไพรเมอร 

TW19 พลาสมิด  pAOY19 ใน RB7 

TW20 พลาสมิด  pAOY20 ใน RB7 

TY1 พลาสมิด  pTJY1 ใน RB7 

prRB1 5’ ACAGGTGGATCCGTCCTTTG 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB2 5’ ACCGGTACCGCGTACGCCTGCCG 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB3 5’ CGGCAGGCGTACGCGGTACCGGT 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB4 5’ GGAATACGGAATTCTGGATCACG  3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม EcoRI) 

prRB5 5’ GTAGCGCGTACGATGATTCCGGGGATCCGTCG 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB6 5’ CCATGCCGTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB33 5’ CTCAGTTTATAGGATCCAAGCAGTC3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB34 5’ TGTGTAAGCTTTACAATTCGATTGT3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม HindIII) 

prRB36 5’CTCAGTTTATAGAATCGAAGCAGTCAATG3’ 

prRB37 5’TGTGTCGTACGTACAATTCGATTGT 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB38 5’CATTGACTGCTTCGATTCTATAAACTGAGAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG3’ 
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3. การเตรยีม E. coli สายพันธุที่เหมาะสมเพื่อการแสดงออก 

       ในข้ันตอนของการสรางสายพันธุที่เหมาะสมเพ่ือการแสดงออกนี้ E.coli ทุกสายพันธุถูก
เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลวหรืออาหารเล้ียงเชื้อ LB ชนิดแข็งซ่ึงเติมยาปฏิชีวนะตาม
ความเหมาะสมโดยมีความเขมขนสุดทายดังนี้ Ampicinlin 100 µg/mL, Chloramphenicol 25 
µg/mL และ Kanamycin 100 µg/mL 

       การแสดงออกของยีน ldhA จากสิ ่งมีชีวิตอื่นเมื่อเขาสู   E.coli จะเกิดขึ้นไดเมื่อมีการ
ทําลายยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E.coli เพ่ือปองกันการแสดงออกของยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ
ตัวเอง ซึ่งการทําลายยีน ldhA นี้ไดใชเทคนิค XO PCR และ Linear Transformation (รูปที่ 1)
เร่ิมตนจากการทํา PCR โดยใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ
เพ่ือใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้น โดยชิ้นที่ 1 ใชไพรเมอร prRB1 และ prRB2 ซึ่ง prRB1 จับที่
สวนตนของยีน ldhA ของ E.coli และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย BamHI 
สวน prRB2 จับสวนกลางของยีน ldhA และมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย 
BsiWI สวนชิ้นที่ 2 ใชไพรเมอร prRB3 และ prRB4 โดย pRB3 จับสวนกลางของยีน ldhA และ
มีการเหน่ียวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวย BsiWI สวน prB4 จับที่สวนปลายของยีน ldhA 
ของ E.coli และมีการใสบริเวณตัดจําเพาะดวย EcoRI ดังนั้นชิ้นสวนดีเอ็นเอทั้งชิ้นมีสวนของ
ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนที่เหมือนกันจาก prRB2 และ prRB3 และสามารถทําการเชื่อม
ติดกันไดดวยวิธี Primerless PCR ซึ่งคือการทํา PCR โดยไมใสไพรเมอร จากนั้นทําการเพิ่ม
จํานวนผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจาก Primerless PCR อีกครั้งดวยไพรเมอร prRB1 และ pRB4 
แลวทําการสกัดชิ้นสวนดีเอ็นเอซ่ึงเปนชิ้นสวนของยีน ldhA ของ E. coli โดยใชชุด pGEM®-T 
Vector Easy System (Promega, USA) ชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้ถูกเก็บไวในพลาสมิด pGEM®-T 
Vector โดยเม่ือโคลนยีนแลวพลาสมิดที่ไดมีชื่อ pRB73 จากน้ันทําการทําลาย ยีน ldhA ของ E. 
coli โดยการแทรกยีนตานยาปฏิชีวนะ Chloramphenicol (ยีน cat) ซึ่งตัดจากพลาสมิด pML1  
ดวยเอนไซม BsiWI แลวแทรกเขาพลาสมิด pRB73 ซ่ึงตัดดวย BsiWI ตรงกลางยีน ldhA แลว
ทําการเชื่อมตอดีเอ็นเอ (DNA ligation) เมื่อเชื่อมตอกัน ชิ้นสวนยีน ldhA มียีน cat แทรกตรง

prRB39 5’ ACAATCGAATTGTACGTACGACACATCTTGCCGCTCCCCTGCATTCCAGG3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BsiWI) 

prRB40 5’CGCCCGGATCCCGCAGTTGCTGGAT 3’ 

(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BamHI) 

prRB41 5’ GCGTCGGGATCCAGTAGTGGAG 3’ 
(บริเวณที่ขีดเสนใตคือบริเวณตัดจาํเพาะของเอนไซม BamHI) 



13 

 

กลางทําใหยีน ldhA ทํางานไมได แลวคัดเลือกโคโลนีที่สามารถโตไดบนอาหารแข็ง LB ที่มี 
Chloramphenicol จากนั้นสกัดพลาสมิดแลวตรวจสอบความถูกตอง พลาสมิดที่ถูกเลือกและได
ตรวจสอบความถูกตองแลวมีชื่อวา pRB74  

       หลังจากน้ันนําพลาสมิด pRB74 ตัดดวยเอนไซม BamHI และ EcoRI แลวสกัดชิ้นสวนดี
เอ ็นเอ ldhA::cat เ พื ่อ นํา ไปแทนที ่ย ีน  ldhบนดีเอ ็น เอของ E. coli ดวยว ิธ ี Linear 
Transformation โดย competent cells ที่ใชจะมีพลาสมิด pKD46 (Datsenko and Wanner, 
2000) แลวคัดเลือก E. coli ที ่ย ีน ldhA ถ ูกทําลายดวยการเลี ้ยงบนอาหารแข็ง LB ที ่มี 
Chloramphenicol และตรวจสอบความถูกตองวายีน ldhA ที่ถูกทําลายดวยวิธี PCR ตั้งชื่อสาย
พันธุนี้วา RB5 จากนั้นนําสายพันธุ RB5 ไปทํา P1 lysate เพื่อให P1 bacteriophage นํา
ชิ้นสวนดีเอ็นเอ ldhA::cat เขาแทนที่ ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ RB6 ตามวิธี P1 
transduction (Willetts et al., 1969) ซ่ึง E. coli สายพันธุ RB6 นั้นยีน pta ถูกทําลายเพื่อลด
ผลพลอยไดที ่เกิดขึ้นในกระบวนการหมักดวยวิธี P1 transduction เชนกัน โดยชิ ้นสวน 
pta::kan นั้นนํามาจาก E. coli สายพันธุ SS4075 โดย E. coli สายพันธุที่ยีน ldhA และ pta 
บนดีเอ ็น เอถ ูกทําลายสามารถคัด เล ือกบนอาหารแข็ง  LB ที ่ม ี kanamycin และ
Chloramphenicol จากน้ันตรวจสอบความถูกตองดวยวิธี PCR ซ่ึง E.coli สายพันธุที่ยีน ldhA
และ pta ถูกทําลายน้ีมีชื่อวา RB7 

4. การตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae ใสในพลาสมิดคัดเลือกพลาสมิดถูกตองและการนํา
พลาสมิดเขาสู E. coli 

       เน่ืองจากยีน ldhA ใน R. oryzae เปนยีนที่ไมมี intron จึงสามารถใชดีเอ็นเอของ R. oryzae 
เปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา PCR ได เมื่อสกัดดีเอ็นเอจาก R. oryzae สายพันธุ NRRL395 แลว
ทําการสกัดและเพ่ิมปริมาณยีน ldhA จากดีเอ็นเอ R. oryzae วิธี PCR โดยไพรเมอรที่ใชคือ 
prRB33 และ prRB34 ซ่ึงมีการเหนี่ยวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะสําหรับเอนไซม BamHI และ 
HindIII ตามลําดับ ผลิตภัณฑ PCR ที่เกิดข้ึ  นเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1800 คูเบส 
หลังจากน้ันนํามาตรวจสอบความถูกตองดวยการตัดดวยเอนไซม KpnI และ EcoRI เม่ือไดชิน้สวน
ดีเอ็นเอที่ถูกตองแลว นําชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาวใสเขาสูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) โดยการ
ตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอและพลาสมิดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII แลวเชื่อมใหติดกันดวยเทคนิค 
DNA Ligation ซ่ึงถูกกระตุนดวยเอนไซม T4 Ligase (รูปที่ 2) โดยผลิตภัณฑที่ไดจาก
กระบวนการ Ligation นี้นําเขาสู E. coli สายพันธุ DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณพลาสมิด ในลําดับ
ตอมาทําการคัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มี Ampicilin และ X-gal แลวคัดเลือกโคโลนีสี
ขาวซ่ึงคาดวามียีน ldhA บนพลาสมิดตามหลัก blue/white screening (Sambrook et al., 1989) 
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จากน้ันทําการสกัดพลาสมิดตรวจสอบความจากการตัดดวยเอนไซม KpnI ซ่ึงพลาสมิดที่
ตรวจสอบแลวไดรับการตั้งชื่อวา pRB85 

       พลาสมิดที่ใชในการทดลองน้ี เชน pRB85 และ pBlueScript II KS(+) นําเขาสู E. coli สาย
พันธุ RB7 และสายพันธุอื่นๆที่ใชในการทดลองดวยเทคนิค Chemical Transformation ตามวิธี
ของ Lewis’ 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ที่มีพลาสมิดที่ตองการดวยการเลี้ยงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง LB ผสม Ampicilin 
จากน้ันสกัดพลาสมิดจากโคลนที่สุมเลือก โดยพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzaeสามารถ
ตรวจสอบความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม KpnI สําหรับสายพันธุ RB7 ที่มีพลาสมิด pRB85 
น้ันมีชื่อเรียกวา RB24 ซ่ึงเปนสายพันธุที่คาดวาจะมีแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 
เพ่ือผลิตกรดแลกติกซ่ึงไดนําไปทดสอบในข้ันตอไป 

5. การวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดจาก E. coli ที่ไดรับพ
ลาสมิดซ่ึงมียีน ldhA ของ R. oryzae ที่ภาวะตางๆในระดับ Shake flask 

       เน่ืองจากในข้ันตอนของการหมักเพ่ือใหเซลล E. coli ผลิตกรดแลกติกโดยการแสดงออกของ
ยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 น้ันตองใชอาหารเล้ียงเชื้อที่มีปริมาณน้ําตาลกลูโคสสูง แตในอาหาร
เล้ียงเชื้อในขั้นตอนของการสรางพลาสมิดนั้นใชอาหาร LB ที่ไมไดใสกลูโคสเสริม นอกจากน้ีใน
การหมักจําเปนตองใส CaCO3 ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือลดความเปนกรด หากมีความเปนกรด
มาก E. coli ก็ไมสามารถเจริญเติบโตได ดังน้ันการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อจาก LB มาอาหารเล้ียง
เชื้อสําหรับการหมักที่มีปริมาณกลูโคสและ CaCO3 สูงโดยทันที เซลลอาจจะปรับตัวไมได จึง
จําเปนตองเล้ียงเซลลในอาหารเล้ียงเชื้อที่คอยๆปรับปริมาณกลูโคสและ CaCO3 ตามข้ันตอนที่
แสดงในรูปที ่3 โดยสวนผสมอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดไดแสดงไวในภาคผนวกทําการเล้ียงเชื้อใน
อาหารเหลว Pre-culture ปริมาตร 50 mL เม่ือเล้ียงครบตามเวลาของการทดลองการหมักแตละ
ภาวะ นํา Pre-culture ปริมาตร 2 mL ใสลงใน Fermentation broth ปริมาตร 50 mL โดยอาหาร
เล้ียงเชื้อของสายพันธุที่ตองการรักษาพลาสมิดไวในเซลลมีการเติม Ampicilin ที่มีความเขมขน
สุดทาย 100 µg/mL   

       ในข้ันตอนการทดสอบการผลิตกรดแลกติกดวยการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fermentation 
borth ที่มีกลูโคสเร่ิมตน 100 g/L ไดทําการแบงการหมักออกเปน 4 ภาวะดังตารางที่ 1 หลังจาก
ทําการหมักครบ 48 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm 
เปนเวลา 7 นาทีเพ่ือแยกเซลลและ CaCO3 ออก จากน้ันนําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของ
กรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและนํ้าตาลกลูโคสที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อดวยเครื่องวัด
ปริมาณกลูโคสและแลกเตท YSI 2700 Selector 



15 

 

6. การศึกษาความเปนไปไดในการตัดตอยีน ldhA ของ R . oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. 
coli 

       เน่ืองจากยีน ldhA ของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนต
เทาน้ัน ซ่ึงไมเพียงพอเกิดกระบวนการแลกเปล่ียนชิ้นสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae 
แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ได ดังน้ันกอนการแทนที่ ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli
ดวยวิธี Linear transformation ตองมีการสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค XO PCR โดยชิ้นสวนดี
เอ็นที่ตองการน้ีประกอบดวยยีน ldhA ของ R. oryzae และในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอเสนนี้มี
ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสวนดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli ประมาณขางละ 
700 คูเบส และในสวนทายยีน ldhA ของ R. oryzae มีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ
เพ่ือใหสามารถใส marker สําหรับการคัดเลือกในข้ันตอไป ซ่ึงการทดลองน้ีวางแผนใชยีน 
chloramphenicol acetyltransferase (cat) โดยข้ันตอนการสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้แสดงไวในรูปที่ 
4 ซ่ึงเริ่มตนจากการสราง Fragment 1 ดวยวิธี PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 
เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB40 กับ prRB38 ไดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนชิ้นสวนดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบส สวน Fragment 2 สรางโดยวิธี PCR ซ่ึงใชโครโมโซมของ R. 
oryzae สายพันธุ NRRL395 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB36 กับ prRB37ได
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1800 คูเบส จากน้ันทําการ XO PCR
ของ Fragment 1 และ 2 เร่ิมจาก Primerless PCR โดยการทํา PCR ที่ใส Fragment 1 และ 2 
แตไมใสไพรเมอรลงไปในปฏิกิริยา ซ่ึงบริเวณที่เหมือนกันของ Fragment 1 และ 2 สามารถจับกัน
ได  จากน้ันจึงเติมไพรเมอร prRB40 และ 37 ลงไปภายหลังเพ่ือเพ่ิมจํานวน โดยผลิตภัณฑที่
ถูกตองเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 2500 คูเบส ทําการสกัดชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้เพ่ือโคลน
เขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) และตั้งชื่อพลาสมิดน้ีวา pRB86 จากน้ันทํา
การ XO PCR อีกคร้ัง เร่ิมจากการเพ่ิมจํานวน Fragment 1+2 บนพลาสมิด pRB86 โดยวิธี PCR 
ดวยไพรเมอร prRB40 และ 37 และสราง Fragment 3 โดยวิธี PCR ซ่ึงใชดีเอ็นเอของ E. coli 
สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบกับไพรเมอร prRB39 และ prRB41 ไดผลิตภัณฑ PCR ที่
ไดเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คูเบสเม่ือทําการ XO PCR ของ Fragment 1+2 และ 3 
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดควรเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3200 คูเบส นําเขาสูพลาสมิด 
pCR®2.1-TOPO® จากน้ันตัดดวยเอนไซม BsiWI เพื่อแทรกยีน cat ที่ตัดจากพลาสมิด pML1 แลว
จึงนําเขาสู E. coli DH5A คัดเลือกบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง LB ที่มี Chloramphenicol จากนั้น
สกัดพลาสมิดแลวตัดดวยเอนไซม BamHI สกัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4500 คูเบส แลวใช
วิธี Linear Tranformation เพื่อนําชิ้นสวนดีเอ็นเอนี้แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli สาย
พันธุ JC13509 
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7. การทาํใหยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 เกดิการกลายพันธุแบบสุมดวย
วิธี error-prone PCR และนําเขาสู E.coli 

       ในโครงการวิจัยน้ีใชวิธี error-prone PCR โดยการเปล่ียนแปลงความเขมขนของ Mg2+  และ
การเติม Mn2+ เร่ิมตนจากการหาภาวะที่เหมาะสมในการทํา error-prone PCR เม่ือใช pRB85 เปน
ดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอร prRB33 และ prRB34 โดยใชวิธีการทําเหมือน PCR ตามปกติแต
เปล่ียนแปลงความเขมขนของ MgCl2 ตั้งแต 0.25 mM ถึง1.75 M และ เติม MnCl2 ความเขมขน
ตั้งแต 0.05 mM ถึง 0.35 mM ลงในปฏิกิริยาเม่ือไดภาวะที่เหมาะสมในการทํา error-prone PCR 
แลว ทํา error-prone PCR โดย pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอร prRB33 และ prRB34 
ดวยภาวะน้ัน หลังจากน้ันนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการทํา error-prone PCR นี้ไดนําไปตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII เพ่ือนําเขาพลาสมิด pBluescript II KS(+) หรือ 
pUC19 แลวใสเขาสู E.coli สายพันธุ RB7 ทําการคัดเลือกบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง LB ที่มี 
Ampicilin และ X-gal แลวคัดเลือกโคโลนีสีขาวซ่ึงคาดวามียีน ldhA ตัดตอบนพลาสมิดตามหลัก 
blue/white screening (Sambrook et al., 1989) 

8. การคัดเลือกโคลนที่กรดแลกติกในปริมาณมากและการวิเคราะหปริมาณผลผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและปริมาณนํ้าตาลกลูโคสที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อใน
ระดับ Shake Flask 

       ทําการคัดเลือกหาโคโลนีของแบคทีเรียที่มีความเปนไปไดวามีการผลิตกรดแลกติกใน
ปริมาณมากในข้ันตน โดยนําโคโลนีสีขาวที่คัดเลือกบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง LB ที่มี Ampicilinและ 
X-gal มาขีดลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งชนิด Cultivation plate ซึ่งผสม CaCO3 (สวนผสมตาม
ภาคผนวก) บมที่ 37 oC ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตุ clear zone ที่
เกิดข้ึน คัดเลือกโคโลนีที่มี clear zone ขนาดใหญกวาสายพันธุ RB24 จากนั้นนําโคโลนีดังกลาว
ยายไปเล้ียงลงบน Cultivation slant ที่มี Ampicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL เพ่ือทําการ
หมักหาปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดในขั้นตอไป ทําการถายโคโลนีบน Cultivation 
slant ลงในอาหารเหลว Pre-culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 
mL เติม Ampicilin ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 
200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวจึงนํา Pre-culture ปริมาตร 2 mLใสลงใน Fermentation broth ที่มี
กลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Ampicilin ที่มีความ
เขมขนสุดทาย 100 µg/mL ในข้ันของการหมักใน Fermentation broth น้ี ทําการเลี้ยงเซลลที่
อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นทําการเก็บตัวอยาง 1 mL 
แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาทีเพ่ือแยกเซลลและ CaCO3 ออก 
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จากน้ันนําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและน้ําตาล
กลูโคสที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อดวยเครื่องวัดปริมาณกลูโคสและแลกเตท YSI 2700 Selector 

9. การศกึษาปจจยัที่อาจมีผลตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli ที่ไดรับการปรับปรุงสาย
พันธุ เชน ชนิดของพลาสมิด ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส  

       ในการศึกษาผลของชนิดของพลาสมิดมีผลตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L คณะผูวิจัย
ไดนํายีน ldhA ของ R. oryzae ทําการตัดตอลงบนพลาสมิด pUC19 ซ่ึงเปนพลาสมิดที่มีการทํา
สําเนาสูงและมีขนาดเล็กกวาพลาสมิด pBluescript II KS(+) (รูปที่ 5) โดยการตัดยีน ldhA บนพ
ลาสมิด pRB85 ดวยเอนไซม BamHI และ HindIII จากน้ันนํามาเชื่อมตอกับพลาสมิด pUC19 ที่
ถูกตัดดวยเอนไซมเดียวกันดวยเทคนิค DNA Ligation ซึ่งถูกกระตุนดวยเอนไซม T4 Ligase และ
ในข้ันตอนตอๆไป เชน การเพ่ิมจํานวน การคัดเลือกพลาสมิดที่ถูกตอง การเล้ียงเชื้อ ทํา
เชนเดียวกับการสรางพลาสมิด pRB85 (ดังที่กลาวไวในขอ 4) พลาสมิด pUC19 ที่มียีน ldhA ของ 
R. oryzae มีชื่อวา pAOY8 จากน้ันนํา pAOY8 เขาสู E. coli สายพันธุ RB7 เชนเดียวกับการสราง
สายพันธุ RB24 โดย E. coli สายพันธุ RB7 ที่มีพลาสมิด pAOY8 มีชื่อวา TW8 และนํา E. coli 
สายพันธุ TW8 ศึกษาการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยใชถายเชื้อจาก Cultivation slant ลง
ในอาหารเหลว Pre-culture และหมักในอาหารเหลว Fermentation broth ดวยวิธี อาหารเล้ียงเชื้อ
และภาวะเชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 8 เปรียบเทียบกับ E.coli สายพันธุ RB24 ซ่ึงมีพลาสมิด 
pRB85 (พลาสมิด pBluescript II KS(+) ที่มียีน ldhAของ R. oryzae)  

       สําหรับการศึกษาผลกระทบของปริมาณกลูโคสตอการผลิตกรดแลกติกน้ันไดทําการทดลอง
โดยการคัดเลือกสายพันธุที่ตองการทําการทดสอบเล้ียงลงบน Cultivation slant จากน้ันถายเชื้อ
ลงในอาหารเหลว Pre-culture และหมักในอาหารเหลว Fermentation broth ดวยวิธี อาหารเล้ียง
เชื้อและภาวะเชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 8 แตทําการทดสอบการหมักโดยใช Fermentation 
broth ที่มีกลูโคสเขมขน 20 30 50 และ 70 g/L ตามลําดับ จากนั้นเก็บตัวอยาง 1 mL แลวปน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เปนเวลา 7 นาที นําสวนใสไปวิเคราะหความเขมขนของกรด
แลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและนํ้าตาลกลูโคสที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อดวยเคร่ืองวดัปริมาณ
กลูโคสและแลกเตท YSI 2700 Selector 

10. การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน ldhA ของ R. oryzae 

       ทําการคัดเลือก E. coli สายพันธุที่มีการผลิตกรดแลกติกไดดีกวาสายพันธุ RB24 จากนั้น
เล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 mL ที่เติม Ampicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ทําการ
เล้ียงที่อุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน แลวนํามาสกัดพลาสมิด 
จากน้ันนําพลาสมิดดังกลาวสงตรวจลําดับนิวคลีโอไทด (Macrogen, Korea) โดยใชไพรเมอร 
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prRB33 และ prRB34 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ที่ผานการทํา error-prone 
PCR กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ของ R. oryzae บนฐานขอมูล  
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ตารางที่ 1 ภาวะการหมักหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. 
coli สายพันธุ RB24  

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

1 บมที่ 37oC 24 ชั่วโมง บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง 

2 บมที่ 37oC 24 ชั่วโมงแบบไมมีออกซิเจน บมที่ 37oC 48 ชั่วโมงแบบไมมีออกซิเจน 

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

7 ชั่วโมง 

บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง แบบไมมีออกซิเจน 

4 บมที่ 37oC เขยาดวยความเร็ว200 rpm.  

7 ชั่วโมง 

บมที่ 37oC 48 ชั่วโมง 
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รูปที่ 1 การสราง E. coli สายพันธุท่ียีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย 
เร่ิมตนจากทํา XO PCR เพื่อสรางช้ินสวนดีเอ็นเอที่ยีน ldhA ของ E. coli ถูกทําลายโดยการแทรกยีน cat ซึ่ง
ตานยา Chloramphinicol ลงตรงกลางของยีน ldhA จากนั้นนําช้ินสวนดีเอ็นเอดังกลาวแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็น
เอของ E. coli ดวยวิธี Linear Transformation โดยสายพันธุที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย (ldhA::cat) มีชื่อ
วา RB5 
  

RB5 
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รูปท่ี 2 ขั้นตอนการสรางพลาสมิดท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae 
เร่ิมจากการทํา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอของยีน ldhA ของ R .orzyae โดยไพรเมอรที่ใชจะทําให
เหน่ียวนําใหเกิดบริเวณตัดจําเพาะดวยเอนไซม BamHI และ HindIII หลังจากน้ันนําผลิตภัณฑ PCR และพ
ลาสมิด pBluescript II KS(+) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI และ HindIII แลวเชื่อมติดกันดวยเอนไซม T4 Ligase 
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รูปท่ี 3 ขั้นตอนการเล้ียงเชื้อกอนทําการหมักเพื่อปรับสภาพเซลล 
อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดปรับ pH ที่ 6.8 และสวนประกอบอื่นๆเหมือนกันตามละเอียดในภาคผนวกยกเวน 
นํ้าตาลกลูโคสและ CaCO3ซ่ึงแสดงไวในภาพ โดยในการเลี้ยงเชื้อทุกขั้นตอนจะบมเซลลที่ 37 OC  เปนเวลา 2 
วัน ยกเวนในขั้น Pre-culture ซ่ึงจะแตกตางกันขึ้นอยูกับภาวะในการหมัก (ตารางที่ 1) 
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รูปที่ 4 แผนงานการสรางดีเอ็นเอสายตรงสําหรับการแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ดวยยีน 
ldhA ของ R. oryzae 
Fragment 1 จะเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับบริเวณที่อยูหนายีน ldhA ใน E. coli ซ่ึงมี
ขนาดประมาณ 700 คูเบส แลวเช่ือมติดกับ Fragment 2 ซ่ึงเปนช้ินสวนดีเอ็นเอที่มียีน ldhA ใน R. oryzae ที่
สวนหัวมีความเหมือนกับ Fragment 1 ประมาณ 30 คูเบส ดวยเทคนิค XO PCR หลังจากน้ันจึงใชเทคนิค XO 
PCR เช่ือมติดกับ Fragment 3 อีกคร้ัง โดย Fragment 3 เปนช้ินสวนดีเอ็นเอที่อยูหลังยีน ldhA ใน E. coli และ
มีสวนที่เหมือนสวนทายของ Fragment 2 ประมาณ 30 คูเบส นอกจากน้ี ยังไดออกแบบใหมีบริเวณที่สามารถ
ตัดไดดวยเอนไซม BsiWI ในสวนทายของ Fragment 2  เพื่อนํา marker คือ chloramphenicol 
acetyltransferase (cat) มาใสกอนทํา Linear Transformation 
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รูปท่ี 5 พลาสมิด pBluescript II KS(+) และ pUC19  
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ผลการทดลองและวจิารณผลการทดลอง 

1. การสรางพลาสมิดที่มียีน ldhA ของ R. oryzae 

       ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการใชไพรเมอร prRB33 และ prRB34 โดยใชดีเอ็นเอของ R. 
oryzae เปนตนแบบมีขนาดประมาณ 1800 คูเบสซ่ึงประกอบดวยยีน ldhA, promoter, และ 
ribosome binding site กอนนําผลิตภัณฑ PCR ไปตัดตอเขาสูพลาสมิดไดทําการตรวจสอบความ
ถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซม KpnI และ EcoRI โดยชิ้นสวนที่ถูกตองเม่ือตัดดวยเอนไซม  KpnI 
เกิดชิ้นสวนขนาดประมาณ 770 และ 1030 คูเบส ในขณะทีก่ารตัดดวยเอนไซม EcoRI ไดชิ้นสวน
ขนาดประมาณ 600 และ 1200 คูเบส (รูปที่ 6) 

       หลังจากนําผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตองตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindII ใสเขา
สูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) ที่บริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมเดียวกันเม่ือทําการตรวจสอบ
ความถูกตองโดยการสกัดพลาสมิดแลวตัดดวยเอนไซม KpnI ซ่ึงพลาสมิดที่ถูกตองเกิดชิ้นสวนดี
เอ็นเอขนาด 800 และ 4000 คูเบส (รูปที่ 7) และทําการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี DNA 
Sequencing (MAcrogen, Korea) ในลําดับตอมา ซ่ึงพลาสมิดpBlueScript II KS(+) ที่มียีน ldhA
ของ R. oryzae ซึ่งไดรับการตรวจสอบความถูกตองแลวมีชื่อวา pRB85 และพลาสมิดน้ีนําไปใสใน 
E coli สายพันธุ RB7 ที่ยีน ldhAและ pta บนดีเอ็นเอถูกทําลาย โดยสายพันธุดังกลาวมีชื่อวา 
RB24 ซ่ึงใชในการทดสอบการแสดงออกของยีน ldhA ของ R. oryzae ข้ันตอไป 

2. การแสดงออกของยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 ใน E.coli 

       เน่ืองจาก E. coli ผลิตกรดแลกติกในภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังนั้นในสายพันธุ RB7 ซ่ึงยีน 
ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลายจึงไมสามารถผลิตกรดแลกติกไดในภาวะดังกลาว และความสามารถใน
การผลิตกรดแลกติกสามารถชดเชยไดเมื่อนํายีน ldhA จากแหลงอื่นซ่ึงในที่นี่คือยีน ldhA บนพ
ลาสมิด pRB85 ในข้ันตนน้ันไดทดสอบการแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 โดยการ
เล้ียง E. coli สายพันธุ RB24 ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งCultivation plate ที่มีกลูโคสเขมขน 10 g/L 
และมี CaCO3 ผสมในอาหารในภาวะที่มีออกซิเจนและไมมอีอกซิเจน จากผลการทดลองดังรูปที ่8
พบวาสายพันธุ RB24 ซ่ึงมีพลาสมิด pRB85 สามารถสราง clear zone ไดทั้งในสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนเชนเดียวกับสายพันธุ JC13509 (wild type) ซ่ึงแสดงวามีการผลิต
กรด ทั้งน้ีการทดลองข้ันตอไปคือการหมักที่ภาวะตางๆเพ่ือทดสอบวากรดที่ผลิตคือกรดแลก
ติกหรือไมและมีปริมาณการผลิตเทาไร ในขณะที่สายพันธุ RB7 ซ่ึงไมมียีน ldhA ไมมีการสราง
กรดและเจริญเติบโตไดนอยมากในภาวะที่ไมมีออกซิเจน แสดงถึงความสําคัญของยีน ldhA ตอ 
E.coli เพื่อการเจริญเติบโตในภาวะที่ไมมีออกซิเจน ทั้งนีส้ามารถกลาวไดวาการเจริญเติบโตและ
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การสรางกรดของสายพันธุ RB24 ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเกิดจากการแสดงออกของยีน ldhA 
บนพลาสมิด pRB85 เพ่ือชดเชยการสูญเสียยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli 

3. ผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร  L ที่ไดจากการหมักในภาวะตางๆ ในระดับ Shake flask 

       การทดลองในสวนน้ีทําการหมักเชื้อ E. coli สายพันธุตางๆในอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับการ
หมัก Fermentation Broth ซ่ึงมีนํ้าตาลกลูโคสเริ่มตน 100 g/L และ CaCO3 50 g/L ทั้งน้ีสายพันธุ 
RB24 ซ่ึงมีพลาสมิด pRB85 (ยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pBluescript II KS(+)) และ
ยีน ldhA และ pta บนดีเอ็นเอของ E. coli ถูกทําลาย มีความเปนไปไดวามีการผลิตกรดแลกติกไอ
โซเมอร L เน่ืองจากในการทดสอบข้ันตนพบการผลิตกรดและการเจริญเติบโตในภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนซ่ึงคาดวาเกิดจากการแสดงออกของยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิดเพ่ือทํางาน
ทดแทนการสูญเสียยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli นอกจากนี้ยังไดทําการเปรียบเทียบการผลิต
กรดแลกติกของสายพันธุ RB24 กับ E. coli สายพันธุอื่นๆ ไดแก  

(1.) JC13509 ซ่ึงใชเปน E. coli wild type เนื่องจากใน wild type มียีน ldhA บนดีเอ็นเอ ดังนั้น
คาดวาอาจพบการผลิตกรดแลกติกบาง ทั้งน้ี ldhA บนดีเอ็นเอ E. coli มีการผลิตกรดแลกติกไอโซ
เมอร D และ L ได 

(2.) RB7 ในสายพันธุน้ียีน ldhA และ pta ของ E. coli ถูกทําลาย ในการทดสอบขางตนไมพบการ
ผลิตกรดรวมทั้งมีการเจริญเติบโตนอยมาก ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังน้ันเม่ือทําการหมักจึงไม
ควรพบการผลิตกรดแลกติก 

(3.) RB29 เปนสายพันธุที่ใสพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลาใน RB7 เพ่ือทดสอบวาการใสพ
ลาสมิดชนิดน้ีรบกวนระบบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L หรือไม 

(4.) RB30 เปนสายพันธุที่ใสพลาสมิด pRB85 ใน JC13509 ทั้งน้ีจากงานวิจัยของ Chang et al., 
1999 พบวาการแสดงออกของยีน ldh จากสิ่งมีชีวิตอื่นจะเกิดใน E. coli เม่ือมีการทําลายยีน ldhA
บนดีเอ็นเอของ E. coli กอน ดังน้ันในสายพันธุน้ี ยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 
จึงไมควรมีการแสดงออกเพราะยีน ldhA บนโครโมโซมไมไดถูกทําลาย การผลิตกรดแลกติกควร
ใกลเคียงกับสายพันธุ JC3509 

(5.) RB31เปนสายพันธุที่ใสพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลาใน JC13509 เพ่ือทดสอบวาพ
ลาสมิดชนิดน้ีรบกวนระบบตางๆในเซลลหรือไม 

       ในภาวะปกติหากไมใสยาปฏิชีวนะที่พลาสมิดนั้นๆมียีนตานอยู เซลลจะกําจัดพลาสมิดออก
เพราะไมมีความจําเปนตองเก็บไว ดังน้ันในการเลี้ยงเชื้อสายพันธุที่มีพลาสมิด pBluescript II 
KS(+) และ pRB85 จําเปนตองใสยาปฏิชีวนะ Ampicilin ทุกคร้ังเพ่ือรักษาพลาสมิดไวในเซลล 
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จากรูปที่ 8 พบวา RB7 เจริญเติบโตไดนอยในภาวะที่ไมมีออกซิเจน แตการเจริญเติบโตและสราง
กรดเกิดข้ึนเม่ือไดรับพลาสมิด pRB85 ซ่ึงมียีน ldhA ของ R. oryzae (สายพันธุ RB24) ดังนั้น 
เปนไปไดวาพลาสมิด pRB85 ถูกรักษาไวในเซลลแมวาจะไมใส Ampicilin เพราะเซลลจําเปนตอง
ใชยีน ldhA บนพลาสมิดน้ีเพ่ือใชในการเจริญเติบโต ซ่ึงคณะผูวิจัยไดทดลองการหมักแบบที่ไมใส 
Ampicilin ซ่ึงถาหากเซลลสามารถรักษาพลาสมิดไวไดโดยไมตองใสยาปฏิชีวนะจะเปนผลดีเชน
สามารถลดคาใชจายและความยุงยากในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

       ตารางที่ 2 แสดงผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร  L ที่ไดจากการหมักในภาวะตางๆ พบวาใน
การหมักภาวะที่ 1 และ 2 ที่ออกซิเจนมีจํากัด และไมมีออกซิเจนตามลําดับ E. coli สายพันธุ 
RB24 สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดแมไมใส Ampicilin และดีกวาใส Ampicilin ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงวาพลาสมิดยังถูกรักษาไวไดในเซลลแมวาไมมีการใสยาปฏิชีวนะดังกลาว 
ทั้งน้ีเพราะเซลลจําเปนตองใชยีน  ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิดเพื่อการเจริญเติบโตในภาวะ
ที่ออกซิเจนมีจํากัดหรือไมมีออกซิเจน สวน Ampicilin เองอาจขัดขวางการสรางกรดแลกติกใน
ภาวะดังกลาว สวนภาวะการหมักแบบที่ 3 และ 4 น้ันไดใหออกซิเจนในข้ันของ Pre-culture พบวา 
E. coli สายพันธุ RB24 ผลิตกรดแลกติกไดนอยมากหากไมเติม Ampicilin ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 
ซ่ึงเปนไปไดวาในภาวะที่มีออกซิเจนน้ัน เซลลไมจําเปนตองใชยีน ldhA บนพลาสมิดจึงกําจัดพ
ลาสมิดนี้ออกจากเซลลไป นอกจากน้ียังพบวาพลาสมิด pBluescript II KS(+) ไมมีผลตอรบกวน
ระบบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ใน E. coli และการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จากสาย
พันธุอื่นๆเปนตามที่คาดไวซ่ึงไดกลาวไวกอนหนาน้ี ทั้งน้ีจากการหมักทัง้ 4 รูปแบบ แสดงใหเห็น
วา E. coli สายพันธุ RB24 มีการแสดงออกของยีน ldhA บนพลาสมิด pRB85 โดยภาวะที่สามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดมากที่สุดคือการหมักในภาวะที่ 2 ที่ทั้ง Pre-culture และ Fermentation อยูใน
ภาวะที่ไมมีออกซิเจน และไมเติม Ampicilin ในอาหารเล้ียงเชื้อ อยางไรก็ตาม ปริมาณกรดแลกติก
ไอโซเมอร L ที่ผลิตไดยังมีปริมาณนอย (5.03 ± 4.149 g/L) และปริมาณไมคงที่ในแตละชุดการ
ทดลอง ดังน้ันจึงตองมีการปรับปรุงการเล้ียงเชื้อและสายพันธุ E. coli น้ี เพ่ือใหผลิตกรดแลกติกไอ
โซเมอร L ใหไดปริมาณมากขึ้น โดยปญหาที่คณะผูวิจัยคาดวาอาจเปนสาเหตุให E. coli สายพันธุ 
RB24 ยังผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดนอย และทางแกปญหาดังกลาวที่ใชในโครงการวิจัยน้ี  
ไดแก 

 (1.) การใชพลาสมิด pRB85 ที่มียีน  ldhA จาก R. oryzae เพ่ือแสดงออกใน  E. coli ยังไมมีความ
เสถียร แมวาการเลือกใชการแสดงออกของยีนบนพลาสมิดนั้นมีขอดีคือการตัดตอยีนเขาพลาสมิด
จะมีสําเนา (copy number) มากกวาตัดตอยีนบนดีเอ็นเอที่มีเพียง 1 สําเนา ทําใหอาจมีการผลิต
กรดแลกติกไอโซเมอร L มากขึ้น แตพลาสมิดมีแนวโนมจะหลุดออกจากเซลลไดงาย ในการ
ทดลองนี้ในการผลิตกรดแลกติกในบางชุดการทดลองพบกรดแลกติกไอโซเมอร L ของสายพันธุ 
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RB24 นอยมากคลายกับไมมีพลาสมิด pRB85 ทําใหปริมาณกรดแลกติกที่วัดไดในทุกชุดการ
ทดลองไมมีความใกลเคียงกัน ซึ่งอาจเปนไปไดวาถามีออกซิเจนเขาไปในการทดลองเพียงเลก็นอย 
เซลลมีการกําจัดพลาสมิดออก ดังน้ันคณะผูวิจัยไดทําการศึกษาความเปนไปไดในการนํา ldhA 
ของ R. oryzae ตัดตอลงบนดีเอ็นเอของ E. coli เพ่ือเพ่ิมความเสถียร 

(2.) ภาวะการหมักยังไมเหมาะสม ซึ่งปญหาน้ีคณะผูวิจัยไดทําการหาภาวะหมักที่ดีข้ึน เพ่ือใช
ภาวะการหมักน้ีสําหรับการคัดเลือก E. coli ในข้ันตอนอื่นดวย 

 (3.) ประสิทธิภาพในการแสดงออกของยีน ldhA จาก R. oryzae ใน E. coli ยังไมดีพอ ซ่ึงปญหา
น้ีคณะวิจัยไดทําการปรับปรุงยีน ldhA ของ R. oryzae ที่อยูบนพลาสมิดดวยเทคนิค error-prone 
PCR ซ่ึงเปนเทคนิคที่ทําใหเกิดการกลายพันธุแบบสุมบนยีน ldhA แลวทําการคัดเลือกสายพันธุที่
ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากข้ึน 

(4.) พลาสมิด pBluescript II KS(+) อาจไมเหมาะสม  คณะผูวิจัยจึงไดใชพลาสมิด pUC19 เพื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L เปรียบเทียบกับการใชพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) 

(5.) ปริมาณกลูโคสที่ใชในการหมักมากเกินไปซ่ึงอาจไปขัดขวางกระบวนการสรางกรดแลกติก 
จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 2 พบวาในภาวะการหมักที่ 2 ซ่ึงผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L จาก E. coli สายพันธุ RB24 ไดดีที่สุดน้ันมีนํ้าตาลกลูโกสเหลือในอาหารเล้ียงเชื้อมากกวา 80 
g/L ดังน้ันคณะผูวิจัยจึงไดทําการหาปริมาณกลูโคสที่เหมาะสมสําหรับการหมัก  

4. การตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli         

            เพ่ือแกปญหาความเสถียรของยีน ldhA จาก R. oryzae ซ่ึงอยูบนพลาสมิด คณะผูวิจัย
ศึกษาความเปนไปไดในการนํายีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอลงแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ 
E. coli แตเน่ืองจาก ldhA ของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนต
เทาน้ัน ซ่ึงไมเพียงพอเกิดกระบวนการแลกเปล่ียนชิ้นสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae 
แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ได ดังน้ันจึงการใชเทคนิค XO PCR ในการสรางชิ้นสวนดี
เอ็นเอสําหรับใชแทนที่ยีน ldhA บนโครโมโซมของ E. coli ซ่ึงชิ้นสวนดีเอ็นเอน้ีประกอบดวยยีน  
ldhA ของ R. oryzae และในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอชิ้นน้ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับสวน
ดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli ขางละประมาณ 700 คูเบส โดยที่ตอนทายยีน 
ldhA ของ R. oryzae จะมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม BsiWI เพื่อใหใส marker คือยีน 
chloramphenicol acetyltransferase (cat) เพ่ือใหทําการคัดเลือกไดบนอาหารเล้ียงเชื้อที่มียา
ปฏิชีวนะ Chloramphenicol ดังแผนงานที่แสดงไวในรูปที่ 4  ข้ันแรกเปนการสราง Fragment 1 
โดยวิธี PCR ซึ่งใชดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร 
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prRB40 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 5’- CGCCCGGATCCCGCAGTTGCTGGAT- 3’ (บริเวณขีด
เสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BamHI) โดยไพรเมอรน้ีจับบริเวณ 700 คูเบสเหนือ 
Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli กับไพรเมอร prRB38 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 5’-
CATTGACTGCTTCGATTCTATAAACTGAGAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG-3’ (บริเวณ
ตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA 
ของ R. oryzae บริเวณตัวหนาเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับบริเวณเหนือ Start codon ของ
ยีน ldhA ของ E. coli) ซ่ึงไพรเมอรน้ีจับบริเวณเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ E. coli ทํา
ใหเม่ือใชไพรเมอร prRB40 และ prRB38ไดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 700 คูเบส (รูปที่ 9 ก.) สวนวิธี Fragment 2 สรางโดยวิธี PCR ซ่ึงใชโครโมโซมของ R. 
oryzae สายพันธุ NRRL395 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB36 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอ
ไทด 5’- CTCAGTTTATAGAATCGAAGCAGTCAATG - 3’ (บริเวณตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่เหมือนกับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae) โดยไพร
เมอรนี้จับบริเวณ 600 คูเบสเหนือ Start codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae กับไพรเมอร 
prRB37 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดคือ 5’- TGTGTCGTACGTACAATTCGATTGT -3 (บริเวณขีด
เสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsiWI) โดยไพรเมอรน้ีจับบริเวณ 250 คูเบสใต Stop 
codon ของยีน ldhA ของ R. oryzae ทําใหเมื่อใชไพรเมอร prRB36 และ prRB37ไดผลิตภัณฑ 
PCR ที่ไดเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1800 คูเบส (รูปที่ 9 ก.) ตอจากน้ันทําการ XO 
PCR  โดยเริ่มจาก Primerless PCR คือการทํา PCR ที่ใส Fragment 1 และ 2 แตไมใสไพรเมอร
ลงไปในปฏิกิริยา ซ่ึงบริเวณที่เหมือนกันของ Fragment 1 และ 2 สามารถจับกันได (บริเวณตัว
เอียงในไพรเมอร prRB38 และ 36) จากน้ันจึงเติมไพรเมอร prRB40 และ 37 ลงไปภายหลังเพื่อ
เพ่ิมจํานวน โดยผลิตภัณฑที่ถูกตองเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 2500 คูเบส 
(Fragment 1+2 ในรูปที่ 4, รูปที่ 9 ข.)  

       ปญหาในการทดลองการทํา XO PCR เพ่ือเชื่อม Fragment 1 และ 2 พบวาชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ทั้ง 2 ชิ้นมักไมเชื่อมตอกัน จึงไดมีการทดลองหาอุณหภูมิในการทํา PCR ข้ัน annealing  ที่
เหมาะสมดวยวิธี Gradient PCR ซ่ึงไดผลการทดลองดังรูป 9 ข. โดยไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
Fragment 1 และ 2 ซ่ึงเชื่อมตอกันขนาดประมาณ 2500 คูเบส ซ่ึงอาจกลาวไดวาอุณหภูมิในขั้น 
annealing ที่เหมาะสมอยูที่ 42-50OC ชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 2500 คูเบสน้ีไดทําการสกัดออกจาก
เจลแลวนําเขาสูพลาสมิด pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, USA) ซึ่งตั้งชื่อพลาสมิดที่เกิดข้ึนวา 
pRB86 เพ่ือเก็บรักษาและเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอดังกลาว 

             ตอมาคณะผูวิจัยไดทําการ XO คร้ังที่ 2 เพ่ือเชื่อมสวนทายของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ตองซ่ึงมี
ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนสวนทายยีน ldhA ของ E. coli (Fragment 3 ในรูปที่ 4) กับ Fragment 
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1+2 ที่สังเคราะหไดเร่ิมจากการเพ่ิมจํานวน Fragment 1+2 บนพลาสมิด pRB86 โดยวิธี PCR 
ดวยไพรเมอร prRB40 และ 37 และสราง Fragment 3 โดยวิธี PCR ซ่ึงใชโครโมโซมของ E. coli 
สายพันธุ JC13509 เปนดีเอ็นเอตนแบบ และใชไพรเมอร prRB39 ซึ่งมีลําดับนิวคลีไทดคือ 5’- 
ACAATCGAATTGTACGTACGACACATCTTGCCGCTCCC CTGCATTCCAGG - 3’ (บริเวณ
ตัวเอียงเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับบริเวณ 250 คูเบสใต Stop codon ของยีน ldhA ของ 
R. oryzae บริเวณตัวหนาเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับบริเวณใต Stop codon ของยีน ldhA 
ของ E. coli บริเวณขีดเสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวยเอนไซม BsiWI) โดยไพรเมอรน้ีจับ
บริเวณใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli กับไพรเมอร prRB41 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด
คือ 5’- GC GTCGGGATCCAGTAGTGGAG -3 (บริเวณขีดเสนใตแทนตําแหนงตัดจําเพาะดวย
เอนไซม BamHI) ซ่ึงไพรเมอรน้ีจับบริเวณ 700 คูเบสใต Stop codon ของยีน ldhA ของ E. coli 
ทําใหเม่ือใชไพรเมอร prRB39 และ prRB41ไดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 700 คูเบส (รูปที่ 9 ค.)  

       อยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยไมสามารถใชเทคนิค XO PCR เพ่ือเชื่อม Fragment 1+2 เขากับ 
Fragment 3 ได คณะผูวิจัยไดพยายามแกไขโดยการทํา Gradient PCR เพ่ือทดลองหาอุณหภูมิ
ในการทํา PCR ข้ัน annealing รวมถึงหาปรับเปล่ียนหาภาวะตางๆที่เหมาะสมในการทํา PCR ซ่ึง
ก็ไมสามารถแกไขปญหาได ปญหาที่ไมสามารถสังเคราะหชิ้นสวนดีเอ็นเอไดน้ีอาจเกิดจากเคร่ือง 
PCR ที่ทางสถาบันฯ มีอยูเพียงเคร่ืองเดียวชํารุดที่ฝาเคร่ืองปดไมสนิท ทําใหไมสามารถทํา PCR 
ชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดยาวได และความเสียหายน้ีไมสามารถซอมได คณะผูวิจัยไดพยายามหาทาง
ใชเคร่ือง PCR ในหนวยงานอื่นแตก็ลาชาและไมสะดวก รวมทั้งการจัดหาครุภัณฑเพ่ือหาเคร่ือง 
PCR เคร่ืองใหมน้ันยุงยากและลาชา คณะผูวิจัยจึงตัดสินใจหยุดทําการตัดตอยีน ldhA ของ R. 
oryzae ลงบนดีเอ็นเอของ E. coli และมุงเนนไปที่การใชเทคนิคดานพันธุศาสตรโมเลกุลเพื่อ
ปรับปรุงยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิดและนําไปแสดงออกใน E. coli ซ่ึงการใชพลาสมิด
น้ันมีขอดีกวาคือมีสําเนาสูง แตทั้งน้ีเพ่ือใหการแสดงออกของยีนบนพลาสมิดมีความเสถยีรมากขึน้ 
คณะผูวิจัยไดทําการหาภาวะการเล้ียงเชื้อและการหมักที่ E. coli สายพันธุ RB24 ผลิตกรดแลกติก
ไอโซเมอร Lไดและมีความใกลเคียงกันในแตละชุดการทดลอง ซ่ึงคณะผูวิจัยพบวาภาวะที่
เหมาะสมที่สุดคือในขั้น Pre-culture ใชอาหารเหลว Pre-culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 
เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Ampicilin ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL เล้ียงที่
อุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน ซ่ึงการเลี้ยงเชื้อแบบน้ีทําใหเซลลตั้ง
ตนสําหรับการหมักมีจํานวนเพ่ิมขึ้น แลวจึงนํา Pre-culture ปริมาตร 2 mLใสลงใน Fermentation 
broth ที่มีกลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Ampicilin ที่มี
ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ทําการหมักโดยเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมี
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ออกซิเจนเปนเวลา 48 ชั่วโมง และภาวะดังกลาวไดใชเพื่อการคัดเลือกโคลนที่ผลิตกรดแลกติกได
ดีในข้ันตอไปดวย 

5. การปรับปรุงสายพันธุ E.coli เพื่อผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยใชเทคนิค error-
prone PCR          

       โครงการวิจัยน้ีเลือกใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือใหยีน ldhA จาก R. oryzae บนพ
ลาสมิด pRB85 เกิดการกลายพันธุแบบสุม ขอดีของเทคนิคดังกลาวคือการกลายพันธุเกิดขึ้น
เฉพาะบริเวณยีน ldhA จาก R. oryzae ในขณะวิธีการสรางการกลายพันธุแบบสุม เชน การฉาย
แสงยูวีหรือการใชสารเคมีเหนี่ยวนําน้ัน การกลายพันธุจะเกิดบนดีเอ็นเอสวนใดก็ไดไมจํากัด
เฉพาะยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด ซึ่งทําใหยากตอการติดตามหาตําแหนงที่เกิดการ
กลายพันธุ 

       หลักการของเทคนิค error-prone PCR คือในการทํา PCR มักเกิดการกลายพันธุไดงาย 
เน่ืองจากเอนไซม Taq polymerase ไมมีกระบวนการตรวจสอบความถูกตองที่เ รียกวา 
Proofreading ซ่ึงตางจากเอนไซม DNA polymerase ที่ใชการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยกระบวนการ 
Replication ทั้งนี้อัตราการกลายพันธุจะเกิดสูงข้ึนในกระบวนการ PCR เม่ือปฏิกิริยาถูกรบกวน 
เชน การเปลี่ยนความเขมขนของ dNTPs  การเพ่ิมความเขมขนของ dicovalent cations เชน 
Mg2+, Mn2+ หรือการเปล่ียนแปลงรอบในการทํา PCR ซ่ึงอัตราการเกิดการกลายพันธุอาจสูงถึง 2 
ใน 1000 คูเบส   ในโครงการวิจัยน้ีใชวิธี error-prone PCR โดยการเปล่ียนแปลงความเขมขนของ 
Mg2+  และการเติม Mn2+ ซึ่ง Mg2+ น้ันเปน cofactor ของเอนไซม Taq polymerase ดังนั้นการ
เปล่ียนแปลงความเขมขนของ Mg2+ หรือการเติม Mn2+ ทําให Taq polymerase ทํางานผิดพลาด
มากข้ึนสงผลใหเกิดอัตราการกลายพันธุสูงขึ้น ในข้ันตนคณะผูวิจัยไดหาภาวะที่เหมาะสมในการ
ทํา error-prone PCR เม่ือใช pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบและใชไพรเมอร prRB33 กับ prRB34 
โดยใช MgCl2 ที่ความเขมขนตางๆตั้งแต 0.25 mM ถึง1.75 M และ MnCl2 ที่ความเขมขนตางๆ
ตั้งแต 0.05 mM ถึง 0.35 mM พบวาเกิดผลิตภัณฑ PCR  เม่ือใช MgCl2 ความเขมขน 0.25 mM 
เปนตนไป และ MnCl2 ความเขมขน 0.05 mM เปนตนไป โดยผลิตภัณฑ PCR มีปริมาณแตกตาง
กันไปในปฎิกิริยาใช MgCl2 และ MnCl2 ที่ความเขมขนตางกัน (รูปที่ 10) ในการทํา error-prone 
PCR ในเวลาตอมาคณะผูวิจัยเลือกใช MgCl2 ที่ความเขมขน 1.25 mM และ MnCl2 ที่ความ
เขมขน 0.05 mM ในการทํา error-prone PCR โดยผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากการทํา error-prone 
PCR น้ีไดนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI และ HindIII เพื่อนําเขาพลาสมิด pBluescript 
II KS(+) แลวใสเขา E.coli สายพันธุ RB7 เพ่ือทําการคัดเลือกหาโคโลนีของแบคทีเรียที่ผลิตกรด
แลกติกในปริมาณมาก ในการคัดเลือกขั้นตนนําโคโลนีสีขาวจากอาหารเล้ียงเชื้อแข็งLB ที่มี 
Ampicillin และ X-gal มาขีดลงบนอาหารแข็ง Cultivation plate ที่ผสมCaCO3 แลวบมที่ 37 oC 
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ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ันสังเกตุขนาด clear zone โดยคณะผูวิจัยได
ทําการคัดเลือกโคโลนีบางโคโลนีที่มี clear zone ขนาดใหญกวา clear zone ของ E. coli สาย
พันธุ RB24 ยายไปเล้ียงลงบน Cultivation slant  ที่มี Ampicilin ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL 
จากน้ันนําโคโลนีบน Cultivation slant ถายลงในอาหารเหลว Pre-culture ที่มีกลูโคสเขมขน 
10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL เติม Ampicilin ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL 
เล้ียงที่อุณหภูมิ 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 ที่มีกลูโคสเขมขน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL และเติม Ampicilin ที่มี
ความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ทําการหมักที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเปนเวลา 
48 ชั่วโมง ซ่ึงผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที่ 3  

              ผลการทดลองที่แสดงไวในตารางที่ 3 พบวา เม่ือทดสอบการหมักโดยใชนํ้าตาลกลูโคส
เร่ิมตน 20 g/L ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน สายพันธุที่คัดเลือกจากการทํา error-prone PCR หลาย
สายพันธุสามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณที่สูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 ประมาณ 6-7 
เทา โดยเฉพาะสายพันธุ TW10 ที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด ทั้งนี้มีนํ้าตาลกลูโคสเหลือใน
อาหารเลี้ยงเชื้อไมมากนัก ทั้งน้ีคาดวาสายพันธุเหลาน้ีมีการกลายพันธุบนบริเวณยีน ldhA จาก R. 
oryzae บนพลาสมิด ซ่ึงตองทําการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน ldhA 
ดวยวิธี DNA sequencing ตอไป 

6. ผลของพลาสมิดตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ใน E.coli  

       คณะผูวิจัยทําการตัดยีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอเขาพลาสมิด pUC19 แลวนําเขา E. 
coli สายพันธุ RB7 โดยสายพันธุน้ีมีชื่อวา TW8 นํามาเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L กับ E. coli สายพันธุ RB24 ที่ยีน ldhA ของ R. oryzae อยูบนพลาสมิด pBluescript II KS(+) 
ในภาวะการหมักดังที่ใชในการทดลองกอนหนาน้ี (ระบุไวในขอ 3 และ 5 โดยมีนํ้าตาลกลูโคสใน
การหมักเริ่มตน 20 g/L CaCO3 เขมขน 20 g/L ในภาวะไมมีออกซิเจน) พบวา E. coli สายพันธุ 
TW8 ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากกวาสายพันธุ RB24 เกือบ 4 เทา (ตารางที่ 4) ในขณะ
ที่พลาสมิด pUC19 เปลามีผลตอระบบในเซลลไมตางจากพลาสมิด pBluescript II KS(+) เปลา 
(เปรียบเทียบสายพันธุ TW9 กับ RB29) การที ่E. coli สายพันธุ TW8 ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ไดดีกวาสายพันธุ RB24 อาจเกิดจากพลาสมิด pUC19 มีขนาดเล็กกวาและมีลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ซับซอนนอยกวา pBluescript II KS(+) (รูปที่ 5) ทําใหพลาสมิด pAOY8 (พลาสมิด pUC19 ที่มี
ยีน ldhA ของ R. oryzae) มีการแบงตัวไดเร็วกวาพลาสมิด pRB85 (พลาสมิด pBluescript II 
KS(+) pUC19 ที่มียีน ldhA ของ R. oryzae) สงผลใหสําเนาของ ยีน ldhA ของ R. oryzae ในสาย
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พันธุ TW8 มีมากกวาและผลิตเอนไซม lactate dehydrogenase A เพ่ือใชในการผลิตกรดแลกติก
ไอโซเมอร L ไดมากกวา 

            นอกจากน้ีคณะผูวิจัยไดทํา error-prone PCR โดยใชพลาสมิด pRB85 เปนดีเอ็นเอ
ตนแบบ โดยไวทําการทดลองเหมือนที่ระบุไวในขอ 5 แตเปล่ียนไปใชพลาสมิด pUC19 แทน 
pBluescript II KS(+) สายพันธุที่ไดรับการคัดเลือกเน่ืองจากเกิด clear zone ใหญกวา E. coli สาย
พันธุ RB24 ไดนําไปทําการหมักเพ่ือหาปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตได ดังที่แสดงไวใน
ตารางที่ 5 โดยสายพันธุที่คัดเลือกมาสวนใหญสามารถผลิตกรดแลกติกไดดีกวา E. coli สายพันธุ 
RB24 แตใกลเคียงกับสายพันธุ TW8 ยกเวนสายพันธุ TW11 ที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีกวา 
E. coli สายพันธุ RB24 และ TW8 ประมาณ 8 และ 2 เทา ตามลําดับ ซ่ึงคณะผูวิจัยไดทําการ
สกัดพลาสมิด pAOY11 จากสายพันธุน้ีเพ่ือทําการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอ
ไทดบนยีน ldhA ดวยวิธี DNA sequencing ตอไป 

7. ผลของปริมาณกลูโคสเริ่มตนในอาหารสําหรับการหมักตอการผลิตกรดแลกติกไอโซ
เมอร L ใน E.coli ที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุ 

       เพ่ือทดสอบหาปริมาณกลูโคสเร่ิมตนที่เหมาะสมในการหมักสําหรับการผลิตกรดแลกติกไอ
โซเมอร L ใน E. coli สายพันธุที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุดวยเทคนิค error-prone PCR 
คณะผูวิจัยไดทําการคัดเลือกสายพันธุ TW10 และ TW11 มาทําการทดลองตอ โดยทําการเลี้ยง E. 
coli สายพันธุดังกลาวและสายพันธุทีใชเปนตัวแปรควบคุมใน Cultivation slant  จากน้ันถาย
โคโลนีบน Cultivation slant ลงในอาหารเหลว Pre-culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 
เขมขน 5 g/L ปริมาตร 50 mL เลี้ยงที่อุณหภูมิ 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 ที่มีกลูโคสเขมขน 20 30 50 และ 70 g/L ตามลําดับ และมีCaCO3 
เขมขน 20 g/L ปริมาตร 50 mL ทําการหมักที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเปนเวลา 
48 ชั่วโมง สําหรับสายพันธุที่มีพลาสมิดไดเติม Ampicilin ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ลง
ในอาหารเล้ียงเชื้อทุกข้ันตอน 

         จากผลการทดลองในตารางที่ 6 พบวาปริมาณกลูโคสในเร่ิมตนในการหมักที่เหมาะสมที่สุด
สําหรับสายพันธุที่มียีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด (RB24 และ TW8) และสายพันธุที่มียีน 
ldhA จาก R. oryzae ที่ผานการทํา error-prone PCR (TW10 และ TW11) คือ 20 g/L โดย
วิเคราะหไดจากความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและคา YP/S เมื่อตรวจสอบ
ความเขมขนของกลูโคสที่เหลือในอาหารพบวาเซลลสามารถนํากลูโคสไปใชไดนอยกวา 20 g/L ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อทุกความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตน ดังน้ันหากใชปริมาณกลูโคสเร่ิมตนในการหมัก
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มากกวา 20 g/L นอกจากสิ้นเปลืองแลว ปริมาณกลูโคสที่เหลือมากในอาหารเล้ียงเชื้ออาจไปยบัยัง้
กระบวนการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยยีน ldhA ของ R. oryzae อีกดวย 

8. การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ldhA ของ R. oryzae จากสายพันธุที่ผาน
การทํา error-prone PCR 

         เม่ือทําการสกัดพลาสมิด pAOY10 และ pAOY11 จาก E. coli สายพันธุ TW10 และ TW11 
ตามลําดับ จากน้ันทําการสงตรวจการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบนยีน ldhA จาก R. oryzae 
ที่อยูบนพลาสมิดดวยวิธี DNA Sequencing (Macrogen, Korea) พบวาสําหรับพลาสมิด pAOY10 
มีการเปล่ียนแปลงที่นิวคลีโอไทดตําแหนง 554 จาก C เปน T ทําใหกรดอะมิโนเปลี่ยนจาก 
Alanine เปน Valine ซ่ึงบริเวณน้ีเปนบริเวณ dimer of dimer interface ของเอนไซมในกลุม LDH-
MDH-like Superfamily โดยปกติแลวเอนไซมในกลุมน้ีจะพรอมทํางานเม่ืออยูในรูป tetramer โดย
เอนไซมจะอยูในรูป dimer กอน แลว dimer 2 ชุดจะรวมตัวกันเปน tetramer การเปล่ียนแปลงที่
เกิดข้ึนบริเวณ ldhA จาก R. oryzae ที่อยูบนพลาสมิด pAOY10 อาจทําให dimer ของเอนไซม 
lactate dehydrogenase A ทั้ง 2 ชุดรวมตัวเปน tetramer เร็วข้ึนหรืออาจทําให dimer ทํางานได
โดยไมตองรวมตัวเปน tetramer ซ่ึงสงผลใหเอนไซม lactate dehydrogenase A ทํางานไดเร็วขึ้น 
สําหรับบนพลาสมิด pAOY11 พบการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 524 เหนือ Start 
codon จาก A เปน G ซ่ึงตําแหนงน้ีไมไดอยูในสวนยีน ldhA, promoter หรือ ribosome binding 
site คาดวาการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนงดังกลาวแลวทําใหมีการผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L ดีข้ึน อาจเกิดจากการการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เกิดข้ึนชวย
เอนไซม RNA polymerase ทํางานไดดีข้ึน เชน อาจชวยใหเอนไซม RNA polymerase จับบริเวณ
ดังกลาวไดดีข้ึน หรือการชวยเปน enhancer ซ่ึงสงผลใหการสังเคราะห mRNA จากยีน ldhA ทํา
ไดรวดเร็วและมีปริมาณมากข้ึน เปนผลใหการสังเคราะหเอนไซม lactate dehydrogenase A 
รวดเร็วและมีปริมาณมากข้ึนตามมา  
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ตารางที่ 2 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ทีผ่ลิตไดและกลูโคสที่เหลือจาก E. coli สายพันธุตางๆ  

a ทกุสายพันธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพันธุตั้งตนและใชเปน wild type  
b + หมายถึงยนี ldhA บนโครโมโซม E. coli ไมถูกทําลายซึ่งกค็ือ JC13509 ซึ่งเปน wild type สวน RB30, RB31 กค็ือ JC13509 ทีม่ีพลาสมิด  
 - หมายถึงยนี ldhA E. coli บนโครโมโซมถกูทําลาย ไดแก RB7 ซึ่งก็มยีีน pta ถูกทําลายเชนกัน สวน RB24, RB29 กค็อื RB7 ที่มพีลาสมดิ 
c – หมายถึง ไมมีพลาสมิด pKS(+) หมายถึงพลาสมดิ pBluescript II KS(+)  pRB85 คือพลาสมดิ pBluescript II KS(+) ที่มยีีน ldhA จาก R. oryzae  
d ภาวะตางๆที่ใชในการหมักเปนไปตามที่แสดงในตารางที่ 1 
e ทกุสายพันธุทีม่ีพลาสมดิเติม Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเชื้อทกุขัน้ตอนเพ่ือรักษาพลาสมิดไว ยกเวนสายพันธุที่ระบุวา RB24 (No Amp) คือ RB24 ที่ไมได
เติม Ampicilin ในอาหารเลี้ยงเช้ือ  
f ND หมายถึงไมไดทดลองเนือ่งจาก RB7 โตไดนอยมากในภาวะที่ไมมีออกซิเจน 

สายพันธุ a ยีน ldhA  
บนโครโมโซม E. coli b 

พลาสมิดc ภาวะการหมกัd ความเขมขนกรดแลกตกิ 
ไอโซเมอร L ทีผ่ลิต(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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                    ตารางที่ 3 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและกลูโคสที่เหลือจาก E. 
coli สายพันธุที่มียีน ldhA จาก R. oryzae ซ่ึงผานการทํา error-prone PCR และตัดตอลง
บนพลาสมิด pBluescript II KS(+) 

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

ความเขมขนของกลูโคสที่เหลือ
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ (g/L)b 

YP/S 

JC13509 (WT) 0.10 ± 0.0404 8.47 ± 0.3907 0.00 
RB7 0.26 ± 0.1498 8.84 ± 1.8382 0.01 
RB24 1.39 ± 0.0300 5.36 ± 0.6040 0.07 
TW4 1.61 ± 0.4216           11.13 ± 2.3617 0.08 
TW10 7.65 ± 0.2517 3.02 ± 2.3210 0.38 
TW16 0.21 ± 0.0500 6.19 ± 0.5283 0.01 
TW17 6.10 ± 0.7905 2.57 ± 0.6590 0.30 
TW18 6.02 ± 0.4356 1.69 ± 0.5302 0.30 
TY1 1.87 ± 0.5100 10.13 ± 3.2498 0.09 

                                      
                                        a ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพันธุตั้งตนและใชเปน wild type  
                    b ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนคือ 20 g/L 
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 ตารางที่ 4 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและกลูโคสที่เหลือ เม่ือใชพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) หรือ pUC19 ใน E. coli 

สายพันธุ a ยีน ldhA บน 
พลาสมิดb 

ชนิดของ 
พลาสมิดc 

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

ความเขมขนของกลูโคสที่
เหลือในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

(g/L)d 

YP/S 

JC13509 (WT) - - 0.10 ± 0.0404 8.47 ± 0.3907 0.00 
RB7 - - 0.26 ± 0.1498 8.84 ± 1.8382 0.01 
RB24 + pKS(+) 1.39 ± 0.0300 5.36 ± 0.6040 0.07 
TW8 + pUC19 5.04 ± 0.6920 3.08 ± 1.4566 0.25 
RB29 - pKS(+) 0.58 ± 0.2268 4.71 ± 4.3932 0.03 
TW9 - pUC19 0.22 ± 0.0751 0.05 ± 0.0416 0.01 

  

  a ทกุสายพนัธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพนัธุตั้งตนและใชเปน wild type  
    b + หมายถึงมกีารตดัตอยนี ldhA จาก R. oryzae ลงบนพลาสมดิ  
      -  หมายถึงไมมีมกีารตดัตอยนี ldhA จาก R. oryzae ลงบนพลาสมดิ(พลาสมดิเปลา) 
      c - หมายถึง ไมมีพลาสมดิ  
      pKS(+) หมายถึงพลาสมิด pBluescript II KS(+)   
      pUC19 หมายถึงพลาสมดิ pUC19 
   d  ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนคือ 20 g/L 
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                    ตารางที่ 5 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและกลูโคสที่เหลือจาก E. 
coli สายพันธุที่มียีน ldhA จาก R. oryzae ซ่ึงผานการทํา error-prone PCR และตัดตอลง
บนพลาสมิด pUC19 

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

ความเขมขนของกลูโคสที่เหลือ
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ (g/L)b 

YP/S 

JC13509 (WT) 0.10 ± 0.0404 8.47 ± 0.3907 0.00 
RB7 0.26 ± 0.1498 8.84 ± 1.8382 0.01 
RB24 1.39 ± 0.0300 5.36 ± 0.6040 0.07 
TW8 5.04 ± 0.6920 3.08 ± 1.4566 0.25 
TW1 6.73 ± 1.1015 3.50 ± 3.1200 0.34 
TW11 8.98 ± 0.2623 3.04 ± 10.563 0.45 
TW14 4.93 ± 0.5977 4.00 ± 3.1305 0.25 
TW15 3.01 ± 0.5774 3.58 ± 2.3343 0.15 
TW19 6.07 ± 0.4706 1.23 ± 1.0729 0.30 
TW20 6.09 ± 1.8031 3.83 ± 0.6366 0.30 

                                    
                                        a ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพันธุตั้งตนและใชเปน wild type  
                    b ความเขมขนของกลูโคสเริ่มตนคือ 20 g/L 



39 

 

ตารางที่ 6 ความเขมขนของกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดและกลูโคสที่เหลือจาก E. coli สาย
พันธุตางๆเม่ือใชความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตนในการหมักตางกัน 

ความเขมขนของ
กลูโคสเร่ิมตน (g/L) 

สายพนัธุ a ความเขมขนของกรดแลกติก 
ไอโซเมอร L ท่ีผลติ (g/L) 

ความเขมขนของกลูโคสที่เหลอืใน
อาหารเลีย้งเชื้อ (g/L) 

YP/S 

 JC13509 (WT) 0.10 ± 0.0404 8.47 ± 0.3907 0.00 
 RB7 0.26 ± 0.1498 8.84 ± 1.8382 0.01 
 RB24 1.39 ± 0.0300 5.36 ± 0.6040 0.07 

20 RB29 0.58 ± 0.2268 4.71 ± 4.3932 0.03 
 TW8 5.04 ± 0.6920 3.08 ± 1.4566 0.25 
 TW9 0.22 ± 0.0751 0.05 ± 0.0416 0.01 
 TW10 7.65 ± 0.2517 3.02 ± 2.3210 0.38 
 TW11 8.98 ± 0.2623 3.04 ± 10.563 0.45 
 JC13509 (WT) 0.12 ± 0.0071 20.40 ± 0.9899 0.00 
 RB7 0.69 ± 0.8061 20.35 ± 1.0607 0.02 
 RB24 2.00 ± 1.0182 13.90 ± 9.6167 0.07 

30 RB29 1.37 ± 0.7707 20.35 ± 1.3435 0.05 
 TW8 3.52 ± 0.7539 18.87 ± 0.2517 0.12 
 TW9 0.12 ± 0.0283 11.45 ± 0.3536 0.00 
 TW10 6.77 ± 0.6243 11.79 ± 6.8577 0.23 
 TW11 7.92 ± 0.7223 15.07 ± 0.7095 0.26 
 JC13509 (WT) 0.14 ± 0.0212 31.40 ± 0.4243 0.00 
 RB7 0.66 ± 0.0141  31.85 ± 1.3435 0.01 
 RB24 1.63 ± 0.5374   20.19 ± 13.3557 0.03 

50 RB29 0.19 ± 0.0495 37.05 ± 9.6874 0.00 
 TW8 3.69 ± 0.1058 30.40 ± 7.3539 0.07 
 TW9 0.20 ± 0.0778 23.90 ± 0.5657 0.00 
 TW10 5.88 ± 0.6716 30.20 ± 1.3077 0.12 
 TW11 7.34 ± 0.2358 21.70 ± 7.0682 0.15 
 JC13509 (WT) 0.10 ± 0.0212 33.00 ± 13.5169 0.00 
 RB7 0.14 ± 0.0354 24.80 ± 15.0725 0.00 
 RB24 2.98 ± 2.6729 48.70 ± 2.9698 0.04 

70 RB29 0.20 ± 0.1273 36.35 ± 14.7785 0.00 
 TW8 2.05 ± 1.3665            38.83 ± 2.0051 0.03 
 TW9 0.21 ± 0.0849            36.20 ± 7.0711 0.00 
 TW10 4.57 ± 0.6596 25.55 ± 5.3033 0.07 
 TW11 6.62 ± 0.2427 30.63 ± 0.8505 0.09 

                                    
                   a ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองนี้ใชสายพันธุ JC13509 เปนสายพันธุตั้งตนและใชเปน wild type   
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รูปท่ี 6 การตรวจสอบความถูกตองของผลิตภัณฑ PCR ท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae กอนตัดตอเขาสูพ
ลาสมิด 
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมีขนาดประมาณ 1800 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยีน ldhA, promoter และ ribosome binding 
site ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกตองเมื่อตัดดวยเอนไซม EcoRI ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1200 และ 600คูเบส 
และเม่ือตัดดวยเอนไซม KpnI ไดช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1030 และ 770 คูเบส โดยใช Agarose 
Electrophoresis ในการแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอ ที่ Agarose มีความเขมขน 1%  w/v 
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รูปท่ี 7 การตรวจสอบพลาสมิดท่ีมียีน ldhA ข อง R. oryzae 
เม่ือนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดซ่ึงมีขนาดประมาณ 1800คู เบส ใสเขาสูพลาสมิด pBlueScript II KS(+) หากตัดพ
ลาสมิดที่มียีน ldhA จาก R. oryzae  ดวยเอนไซม KpnI ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4000 และ 800 คูเบส
ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดดวยเทคนิค Agarose Electrophoresis โดยรูปเจลที่แสดงในรูปเปน Agarose 1% w/v
โดยพลาสมิดที่พบวามียีน ldhA ของ R. oryzae น้ีมีช่ือเรียกวา pRB85 
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รูปท่ี 8 การเจริญเติบโตและ clear zone ของ E.coli เม่ือไดรับพลาสมิดท่ีมียีน ldhA ของ R. oryzae 
แถวบนเปนการเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Cultivation ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน แถวลางเปนการเลี้ยง
เช้ือในภาวะที่มีออกซิเจน ทั้งการเลี้ยงในทั้งสองภาวะน้ีทําการบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 2 วัน โดยสายพันธุ 
RB7 ซ่ึงยีน ldhA บนดีเอ็นเอถูกทําลาย สามารถเจริญเติบโตไดดีในภาวะที่มีออกซิเจนเทาน้ัน ในขณะที่สาย
พันธุ RB24 (RB7 ที่มี plasmid pRB85) และ JC13509 (wild type) เจริญเติบโตไดดีทั้งในภาวะที่มีและไมมี
ออกซิเจนและสราง clear zone ซ่ึงแสดงวามีการสรางกรดและไดนําไปทดสอบในขั้นตอไปวามีการผลิตกรดแลก
ติกไอโซเมอร L ปริมาณเทาใด  
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รูปที่ 9 การทํา XO PCR เพ่ือสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มียีน ldhA ของ R. oryzae สําหรับแทนท่ียีน ldhA 
บนดีเอ็นเอของ E. coli 
เมื่อใช Agarose Electrophoresis ที่ Agarose มีความเขมขน 1%  w/v ในการแยกขนาดชิ้นส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 ที่เหมาะสมในการทํา 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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รูปที่ 10 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา error-Prone PCR ของยีน ldhA จาก R. oryzae โดยใชพ
ลาสมิด pRB85 เปนดีเอ็นเอตนแบบโดยทําการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของ MgCl2 และ MnCl2  
เมื่อใช Agarose Electrophoresis ที่ Agarose มีความเขมขน 1%  w/v ในการแยกขนาดชิ้นส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นํ้าแทนบัฟเฟอรในปฎิกิริยา PCR 
       Lane 2 ใช บัฟเฟอรสําเร็จรูปที่มี 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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สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัยและอภิปรายผล 

        จากผลการทดลองในโครงการวิจัยน้ีพบวาเมื่อนํายีน ldhA ของ R. oryzae ตัดตอเขาสูพ
ลาสมิด pBluescript II KS(+) ยีน ldhA น้ีสามารถแสดงออกไดใน E. coli ที่มีการทําลายยีน ldhA 
บนดีเอ็นเอของ E. coli (สายพันธุ RB24) โดยเมื่อทําการหมักในภาวะตางๆในระดับ Shake flask 
เม่ือใชกลูโคสเริ่มตนในการหมัก 100 g/L พบวาการหมักในภาวะที่ไมมีออกซิเจนโดยการไมเติม 
Ampicilin ลงในอาหารเล้ียงเชื้อพบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L มากที่สุดที่ความเขมขน 5.03 
± 4.149 g/L ซ่ึงการที่เซลลสามารถรักษาพลาสมิดไวไดโดยไมตองใส Ampicilin ในอาหารเล้ียง
เชื้อในภาวะน้ีแสดงวายีน ldhA มีความสําคัญตอ E. coli ในภาวะที่ไมมีออกซิเจน และสายพันธุ 
RB24 ตองการใชยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิดเพื่อชดเชยการสูญเสีย ldhA บนดีเอ็นเอ
ของ E. coli อยางไรก็ตาม การผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ยังมีปริมาณนอยและกลูโคสเหลืออยู
ในอาหารเล้ียงเชื้อในปริมาณมากหลังทําการหมัก 48 ชั่วโมง ซ่ึงกลูโคสในปริมาณน้ีอาจยับยั้ง
กระบวนการผลิตกรดแลกติก นอกจากน้ียังพบวาการหมักในภาวะที่ไมมีออกซิเจนโดยการไมเติม 
Ampicilin ลงในอาหารเล้ียงเชื้อพบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในแตละชุดการทดลองมี
ความแตกตางกันคอนขางมาก ซ่ึงอาจเกิดจากการสูญเสียพลาสมิดหากมีออกซิเจนเขาสูระบบการ
ทดลอง ดังน้ันคณะผูวิจัยไดทําการทดสอบหาภาวะการหมักที่เหมาะสมกวาสําหรับการใชคัดเลือก 
E. coli สายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดดีในขั้นตอๆไป ซ่ึงพบวาภาวะที่เหมาะสมที่สุด
ในการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli สายพันธุ RB24 คือการใชอาหารเหลว Pre-
culture ที่มีกลูโคสเขมขน 10g/L CaCO3 เขมขน 5 g/L และเติม Ampicilin ที่มีความเขมขน
สุดทาย 100 µg/mL ทําเล้ียงที่อุณหภูมิ 37 oC เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 คืน เพื่อ
เพ่ิมเซลลตั้งตนสําหรับการหมัก จากน้ันใช Fermentation broth ที่มีกลูโคสเขมขน 20 g/L 
CaCO3 เขมขน 20 g/L และเติม Ampicilin ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 µg/mL ทําการหมักโดย
เล้ียงเซลลที่อุณหภูมิ 37 oC ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยการหมักดวยภาวะน้ี
ไดผลผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในการทดลองแตลุดการทดลองมีความคงที่มากข้ึน 

       เพ่ือใหผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จาก E. coli มีความเสถียรมากข้ึน คณะผูวิจัยได
พยายามตัดตอยีน ldhA จาก R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli แตเน่ืองจากยีน 
ldhA ของ R. oryzae และ E. coli มีความเหมือนกันประมาณ 40 เปอรเซนตเทาน้ัน ซ่ึงไมเพียงพอ
ตอกระบวนการแลกเปล่ียนชิ้นสวนดีเอ็นเอเพ่ือใหยีน ldhA ของ R. oryzae แทนที่ยีน ldhA บนดี
เอ็นเอของ E. coli ได คณะผูวิ จัยไดใชเทคนิค XO PCR ในการสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
ประกอบดวยยีน  ldhA ของ R. oryzae และในสวนหัวและทายของดีเอ็นเอชิ้นน้ีจะมีลําดับนิวคลีโอ
ไทดเหมือนกับสวนดานหนาและดานหลังของยีน ldhA ของ E. coli โดยชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
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สังเคราะหไดเพ่ือนําไปใชแทนที่ยีน ldhA บนดีเอ็นเอของ E. coli ควรมีขนาดประมาณ 3200 คูเบส 
อยางไรก็ตาม จากปญหาเครื่องมือที่ใชในการทดลองชํารุดและไมสามารถซอมได ทําใหไม
สามารถใชสรางชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดยาวได การทดลองสวนนี้จึงไมสามารถดําเนินตอไปได 

       สําหรับการใชเทคนิค error-prone PCR เพ่ือทําใหยีน ldhA ของ R. oryzae เกิดการกลาย
พันธุแบบสุม จากนั้นทําการตัดตอผลิตภัณฑจากการทํา error-prone PCR ตัดตอเขาสูพลาสมิด
และนําเขาสู E. coli สายพันธุ RB7 เมื่อทําการคัดเลือกพบวาเทคนิคดังกลาวชวยใหการผลิตกรด
แลกติกไอโซเมอร L สูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 ได 6-7 เทาเมื่อใชพลาสมิด pBluescript II 
KS(+) และพบสายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากที่สุดซ่ึงผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ไดสูงกวา E. coli สายพันธุ RB24 ประมาณ 8 เทาคือ สายพันธุ TW11 ที่ใชพลาสมิด pUC19 
เม่ือทําการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดพบวา สําหรับสายพันธุ TW10 ซ่ึงนํา
ผลิตภัณฑจากการทํา error-prone PCR ตัดตอเขาสูพลาสมิด pBluescript II KS(+) พบการ
เปล่ียนแปลงที่นิวคลีโอไทดตําแหนง 554 จาก C เปน T ทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนจาก Alanine 
เปน Valine ซ่ึงบริเวณน้ีเปนบริเวณ dimer of dimer interface ของเอนไซมในกลุม LDH-MDH-
like Superfamily โดยเปนไปไดวาการเปล่ียนแปลงที่ เ กิดข้ึนทําให เอนไซม  lactate 
dehydrogenase A ทํางานไดเร็วข้ึนจากการที่dimer ของเอนไซม lactate dehydrogenase A ทั้ง 
2 ชุดรวมตัวเปน tetramer เร็วขึ้นหรือ dimer สามารถทํางานไดโดยไมตองรวมตัวเปน tetramer 
สวนสายพันธุ TW11 พบการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 524 เหนือ Start codon จาก A 
เปน G โดยคาดวาการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนงดังกลาวแลวชวยการทํางาน
ของเอนไซม RNA polymerase เปนผลดีตอการสังเคราะห mRNA จากยีน ldhA ทําใหการ
สังเคราะหเอนไซม lactate dehydrogenase A รวดเร็วและมีปริมาณมากข้ึน 
         ในการศึกษาปจจัยที่อาจมีผลตอการผลิตกรดแลกติกจาก E. coli พบวาชนิดของพลาสมิดมี
ผลตอการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L จากสายพันธุ RB24 โดยพบวาเมื่อตัดตอยีน ldhA จาก R. 
oryzae เขาสูพลาสมิด pUC19 สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ไดมากกวาการใชพลาสมิด 
pBluescript II KS(+) ในการตัดตอยีน ldhA จาก R. oryzae ประมาณ 4 เทา ซ่ึงผลการทดลองที่
ไดอาจเกิดจากพลาสมิด pUC19 มีขนาดเล็กกวาและลําดับนิวคลีโอไทดซับซอนนอยกวา ทําให
การแบงตัวของพลาสมิดดีกวา สงผลใหสําเนาของยีน ldhA จาก R. oryzae มีมากกวาเมื่อใชพ
ลาสมิด pUC19 สําหรับปจจัยในเร่ืองความเขมขนของกลูโคสเร่ิมตนสําหรับการหมัก พบวาใน E. 
coli ที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุมีการผลิตกรดแลกติกที่ดีที่สุดเม่ือใชความเขมขนของกลูโคส
เร่ิมตน 20 g/L  เน่ืองจาก E. coli สายพันธุเหลาน้ีนํากลูโคสไปใชไดนอยกวา 20 g/L ดังน้ันหากใช
ปริมาณกลูโคสเริ่มตนในการหมัก ทําใหปริมาณกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อมีมากและอาจไปยับยั้ง
กระบวนการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L โดยยีน ldhA ของ R. oryzae บนพลาสมิด 
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       แมวาเทคนิค error-prone PCR สามารถชวยให E. coli สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร 
L ไดมากข้ึน และกรดแลกติกที่ไดยังมีปริมาณนอย จึงจําเปนตองพัฒนาหากระบวนการผลิตกรด
แลกติกที่มีประสิทธิภาพดีข้ึนตอไป  

2. ขอเสนอแนะ 

       การพัฒนาการการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L ในระดับ Shake Flask น้ีเปนขอมูลเพื่อ
ประยุกตใชในการผลิตในระดับใหญข้ึนใหมีความคุมทุนในการผลิต ทั้งน้ีเม่ือใชการแสดงออกของ
ยีน ldhA จาก R. oryzae บนพลาสมิด pRB85 ใน E. coli พบการผลิตกรดแลกติกไอโซเมอร L 
และเทคนิค error-prone PCR สามารถชวยปรับปรุงให E. coli สามารถผลิตกรดแลกติกไอโซ
เมอร L ไดดีข้ึน แตปริมาณกรดแลกติกไอโซเมอร L ที่ผลิตไดยังพบในปริมาณนอย ซ่ึงแนวทางใน
การพัฒนาการผลิตกรดแลกติกในปริมาณมากข้ึน อาจทําไดโดย 

(1.) หาแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมถึงการหาแหลง
คารบอนและไนโตรเจนที่มีราคาถูกเพ่ือลดคาใชจาย 

(2.) วิเคราะหหาสารปนเปอนอื่นๆที่เกิดข้ึนในการผลิตกรดแลกติก ทั้งน้ีหากพบการปนเปอนของ
สารใดในปริมาณมาก สามารถกลับไปศึกษาวาสารน้ีเปนผลมาจากวิถีเมทาบอลิซึมเพื่อหาตัว
ยับยั้งวิถีน้ัน 

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

(4.) ใชเทคนิคอื่นในการตัดตอยีน ldhA ของ R. oryzae เขาแทนที่บนดีเอ็นเอของ E. coli เพ่ือเพิ่ม
ความเสถียรของยีน รวมทัง้ไมตองใชยาปฏิชีวนะเพ่ือการรักษาพลาสมิด 
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ภาคผนวก 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเหลว LB (1 L) 

   10 g Bacto-peptone 

     5 g Yeast extract 

   10 g NaCl  

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 1 L แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 
2 อาหารแข็ง LB 

อาหารเหลว LB เติม 2% Bacto-agarแลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 
3.อาหารเหลว Enrichment (1 L) 

   10 g Glucose 

     5 g Yeast Extract 

     5 g Peptone 

 0.25 g KH2PO4 

 0.25 g K2HPO4 

       5 mL Salt Solution 

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 
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 
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    10 g Agar 

        5 mL Salt Solution     

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 
5. อาหารแข็ง Culivation ทั้งชนิด plate และ slant (1 L) 

    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     

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 
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     

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 1 L และปรับ pH เปน 6.8 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 

7. อาหารเหลว Fermentation broth  (1 L)  
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แยกทําเปน 2 สวน โดยสวนที่ 1  ละลาย Glucose 20 30 50 70 หรือ 100 g แลวเติมน้ําปรับ
ปริมาตรเปน 500 mL จากน้ันแบงใส Flask ขนาด 250 mL ดวยปริมาตร Flask ละ 25 mL แลว
นําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 

สวนที่ 2 ประกอบดวย 

     5 g Yeast Extract 

     5 g Peptone 

 0.25 g KH2PO4 

 0.25 g K2HPO4 

       5 mL Salt Solution     

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 500 mL และปรับ pH เปน 6.8 แลวนําไปอบฆาเชื้อดวยไอนํ้า 

เม่ือตองการใชนําสวนที่ 2 ปริมาตร 25 mL ใสลงใน Flask จากที่เตรียมไวแลวในสวนที่ 1 จากนั้น    
เติม CaCO3 2.5 g (สําหรับการทดลองที่ใช CaCO3 ความเขมขน 50 g/L) หรือ 1 g (สําหรับการ
ทดลองที่ใช CaCO3 ความเขมขน 20 g/L) ตอFlask 

8. Salt Solution (10 mL) 

  400 mg MgSO4.7H2O    

    20 mg MnSO4.5H2O 

    20 mg FeSO4.7H2O 

ละลายในน้ําปรับปริมาตรเปน 10 mL 
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เอกสารแนบ 

 Proceeding การประชุม TSB International Forum 2013 ณ ศูนยประชุมไบเทค บางนา 
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1. Improvement of Lactic Acid Production in Escherichia coli harboring Plasmid with 
Rhizopus oryzae ldhA Gene  

2. Optimization of lactic acid production by Escherichia coli harboring ldhA gene from 
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