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สุกรา  อิน : วิศวกรรมอีกคร้ังของเช้ือ Klebsiella oxytoca KMS004 เพ่ือเพ่ิมผลผลิตแลคเตท 
ชนิด D-(-) (RE-ENGINEERING KLEBSIELLA OXYTOCA KMS004 TO IMPROVE D-(-) 
LACTATE PRODUCTION YIELD) อาจารยท่ี์ปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร.เขมวิทย ์      
จนัตะ๊มา, 94 หนา้. 
  

 Klebsiella oxytoca M5a1 สายพนัธ์ุตั้งตน้ไดถู้กดดัแปลงพนัธุกรรมมาก่อนหนา้น้ีเพื่อใหส้ามารถ
ผลิตแลคเตทชนิดดี (-) จากน ้ าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งง่าย ยีน alcohol dehydrogenase 

(adhE) และ phospho transacetylase-acetate kinase (pta-ackA) ถูกตดัออกจากเช้ือสายพนัธ์ุตั้งตน้          
เพ่ือสร้างเช้ือสายพนัธ์ุ K. oxytoca KMS004 เช้ือสายพนัธ์ุ KMS004 สามารถผลิตแลคเตทชนิดดี (-)        

ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีสูงเม่ือเทียบกบัเช้ือสายพนัธ์ุตั้งตน้ อยา่งไรกต็าม ผลผลิตอ่ืนๆ / ผลิตภณัฑอ่ื์นๆ 
ยงัคงเป็นปัญหาในการผลิตแลคเตท นอกจากน้ี เช้ือสายพนัธ์ุ KMS004 สามารถใชน้ ้ าตาลกลูโคส           

ไดเ้พียง 50 กรัมต่อลิตร เพือ่การผลิตแลคเตทชนิดดี (-) ดงันั้น การศึกษาคร้ังน้ี ยนี fumarate reductase 

ABCD (frdABCD) และ pyruvate formate lyase B (pflB) จึงถูกตดัออกเพ่ือเพ่ิมการผลิตแลคเตท        

โดยยนีทั้งสองน้ีเป็นวิถีหลกัในการสร้าง NAD+  ววิฒันาการของกระบวนการสร้างและสลายถูกน ามาใช ้

โดยท าการถ่ายเช้ือสายพนัธ์ุใหม่ K. oxytoca KIS004 ในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งง่ายชนิด AM1 ท่ีมีน ้ าตาล

กลูโคส 50 และ 100 กรัมต่อลิตร เพ่ือเพ่ิมการผลิตแลคเตทชนิดดี (-) สายพนัธ์ุ KIS004 ถูกน ามาทดสอบ

ในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งง่ายชนิด AM1 ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 50 และ 100 กรัมต่อลิตร เพื่อการผลิต แลคเตท 

ชนิดดี (-) ภายใตท้ั้งกระบวนการหมกัแบบกะ และแบบก่ึงกะ ในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีมีการควบคุม

ความเป็นกรดด่าง ผลการศึกษาพบวา่ ในระดบัน ้ าตาลกลูโคส 50 กรัมต่อลิตร สายพนัธ์ุ KIS004 ผลิต

แลคเตทชนิดดี (-) ท่ีความเขม้ขน้ 45.2±0.02 กรัมต่อลิตร โดยมีผลผลิตอยูท่ี่ 0.96±0.05 กรัมต่อกรัม และ
อตัราการผลิตท่ี 0.47±0.01 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง หลงัจากการท าวิวฒันาการของกระบวนการสร้าง

และสลาย1พบวา่สายพนัธ์ุ KIS004-91T ผลิตแลคเตทชนิดดี (-) ท่ีความเขม้ขน้ 95.9±0.2 กรัมต่อลิตร     
มีค่าผลผลิต 0.95±0.01 กรัมต่อกรัม และอตัราการผลิต 1.00±0.01 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง จากน ้ าตาล

กลูโคส 100 กรัมต่อลิตร ในขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร โดยใชป้ริมาตรน ้ าหมกั 350 มิลลิลิตร     
เพ่ือเพ่ิมการผลิตแลคเตทชนิดดี (-) เช้ือสายพนัธ์ุ KIS004-91T ถูกน ามาทดสอบในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ

ขนาด 5 ลิตร ในกระบวนการหมกัแบบกะ พบวา่แลคเตทชนิดดี (-) ถูกผลิตท่ีความเขม้ขน้ 100±0.2 กรัม

ต่อลิตร มีค่าผลผลิต 0.96±0.02 กรัมต่อกรัม และอตัราการผลิต 2.01±0.01 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง               

ในกระบวน การหมกัแบบก่ึงกะ แลคเตทชนิดดี (-) ถูกผลิตข้ึนท่ีความเขม้ขน้ 129±0.12 กรัมต่อลิตร มีค่า

ผลผลิต 0.95±0.12 กรัมต่อกรัม และอตัราการผลิต 1.9±0.02 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง นอกเหนือจากน้ี    
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RE-ENGINEERING/KLEBSIELLA OXYTOCA KMS004/D- (-) LACTATE 

 

Klebsiella oxytoca M5a1 wild type strain was previously engineered to produce                 

D-(-) lactate in the mineral salts medium containing glucose. Gene encoding, alcohol 

dehydrogenase (adhE) and phospho transacetylase- acetate kinase (pta-ackA) were removed 

from the wild type strain to construct K. oxytoca KMS004. KMS004 strain produced a high 

titer of D-(-) lactate compared to the K. oxytoca wild-type. However, other by-products are 

still a concern in the production of D-(-) lactate. Additionally, glucose at the concentration 

of 50 g/L could be only utilized in the experiment to produce D-lactate by KMS004. In this 

work, the fumarate reductase ABCD gene (frdABCD) and pyruvate formate lyase B (pflB) 

were removed to offer D-(-) lactate production as the key pathway to regenerate NAD+. 

Metabolic evolution was also applied by repeatedly transferring the newly constructed strain, 

K. oxytoca KIS004 in the AM1 medium containing 50 and 100 g/L glucose to improve            

D-(-) lactate production. The KIS004 strain was tested in the mineral salt medium (AM1) 

containing 50 and 100 g/L glucose for D-(-) lactate production with both batch and fed-batch 

under anaerobic conditions with a pH control. The results indicated that in 50 g/L glucose, 

KIS004 produced D-(-) lactate at a concentration of 45.2±0.02 g/L, with a yield of 0.96±0.05 

g/g and productivity of 0.47±0.01 g/L/h. After metabolic evolution, the evolved strain 

KIS004-91T produced D-(-) lactate at a concentration of 95.9±0.2 g/L, with a yield of 

0.95±0.01 g/g and productivity of 1.00±0.01 g/L/h from 100 g/L glucose in 500 mL vessels 

with the working volume 350 mL. To improve D-(-) lactate production, KIS004-91T was 

applied in the 5 L bioreactor. In the batch process, the results showed that D-(-) lactate was  

 



 




