
 

 

 

 

 

 

 

 

ภทัรเศรษฐ ์ พลเยีÉยม : การปรับเปลีÉยนวิถีการสร้าง และสลายอีกครัÊ งของเชืÊอ Klebsiella 

oxytoca เพืÉอการผลิต 2,3-บิวเทนไดออล (RE-ENGINEERING OF METABOLIC 

PATHWAY OF KLEBSIELLA OXYTOCA FOR 2,3-BUTANEDIOL PRODUCTION) 

อาจารยที์Éปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.เขมวิทย ์ จนัต๊ะมา, 139 หนา้. 

 

เชืÊอสายพนัธุ ์ Klebsiella oxytoca ทีÉไดผ้า่นการปรับเปลีÉยนวิถีการสร้าง และสลายสาํหรับ

การผลิต 2,3-บิวเทนไดออลในอาหารลีÊยงเชืÊออยา่งง่ายภายใตส้ภาวะทีÉมีอากาศนอ้ย (microaerobic 

conditions) จากเชืÊอตัÊงตน้ K. oxytoca สายพนัธุ ์ KMS004 (∆adhE ∆pta-ackA) เป็นสายพนัธุ ์  

ดัÊงเดิมซึÉงผลิตกรดแลกติคชนิดดี (-) เป็นผลิตภณัฑห์ลกั ในการศึกษาครัÊ งนีÊ ไดท้าํการตดัยนี ldhA ทีÉ

ควบคุมการสร้างเอนไซมแ์ลกเตต ดีไฮโดรจิเนส จากจีโนมของเชืÊอสายพนัธุ ์KMS004 ทาํใหไ้ดเ้ชืÊอ       

สายพนัธุใ์หม่ KMS005-76T (∆adhE ∆pta-ackA ∆ldhAʹ-cat-sacB-ldhA″) ทัÊงนีÊ เชืÊอสายพนัธุ ์

KMS005-76T ไดรั้บการปรับปรุงสายพนัธุใ์หมี้การสร้าง 2,3-บิวเทนไดออลทีÉสูงขึÊน หลงัจากการทาํ

วิวฒันาการของวิถีการสร้าง และสลายแลว้ (metabolic evolution) พบว่าเชืÊอสายพนัธุ ์ KMS005-  

76T ดงักล่าวมีอตัราการเจริญ การใชน้ํÊ าตาล ตลอดจนการสร้าง 2,3-บิวเทนไดออลทีÉดีขึÊน ทัÊงนีÊ ใน

ระหว่างกระบวนการหมกัทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการสร้าง 2,3-บิวเทนไดออล พบว่าเชืÊอสายพนัธุ ์ KMS-  

005-76T มีค่าการทาํงานของเอนไซม ์ เช่น แลกเตต ดีไฮโดรจิเนส (LDHA) แอลกอฮอล ์ ดีไฮโดร-

จิเนส (ADHE) และมาเลตดีไฮโดรจิเนส (MDH) ลดลง แต่พบว่ามีระดบัการทาํงานของเอนไซม ์         

2,3-บิวเทนไดออลดีไฮโรจิเนส (BUDC) เพิÉมขึÊนเมืÉอเทียบกบัระดบัของเอนไซมใ์นกลุ่มทีÉกล่าวมา 

โดยทีÉเชืÊอสายพนัธุด์งักล่าวมีการสร้าง 2,3-บิวเทนไดออลทีÉความเขม้ขน้ 23 กรัมต่อลิตร ไดผ้ล-  

ผลิต 0.46 กรัม ของ 2,3-บิวเทนไดออลต่อกรัม ของนํÊ าตาลกลโูคสทีÉใชใ้นอาหารเลีÊยงเชืÊอ          

อยา่งง่าย ทีÉมีกลโูคสความเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร ในขวดรูปชมพู ่ เมืÉอเทียบกบัผลผลิตทางทฤษฎี  

ของ 2,3-บิวเทนไดออล 0.50 กรัมต่อกรัม สาํหรับการผลิต 2,3-บิวเทนไดออลโดยใชก้ากนํÊ าตาล-        

ออ้ยนัÊนไดค้วามเขม้ขน้ทีÉ 19 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นผลได ้ 0.42 กรัม ของ 2,3-บิวเทนไดออล         

ต่อกรัม ของนํÊ าตาลทัÊงหมดทีÉใช ้ ยิÉงไปกว่านัÊนเชืÊอสายพนัธุ ์ KMS005-76T ยงัสามารถผลิต           

2,3-บิวเทนไดออล จากไฮโดรไลซแ์ป้งมนัสาํปะหลงัทีÉความเขม้ขน้ 19 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นผลได ้           

0.39 กรัม ของ 2,3-บิวเทนไดออลต่อกรัม ของนํÊ าตาลทัÊงหมดทีÉใช ้นอกจากนีÊ เชืÊอดงักล่าวยงัสามารถ          

ผลิต 2,3-บิวเทนไดออลจากมอลโตเดกซท์ริน ทีÉความเขม้ขน้ 9 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นผลผลิตได ้       

0.40 กรัม ของ2,3-บิวเทนไดออลต่อกรัม ของนํÊ าตาลทัÊงหมดทีÉใช ้ในการศึกษาครัÊ งนีÊ ไดท้าํการศึกษา

เกีÉยวกบัผลของอตัราการใหอ้ากาศต่อการผลิต 2,3-บิวเทนไดออลในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร พบว่าเชืÊอ

สายพนัธุ ์ KMS005-76T สามารถผลิต 2,3-บิวเทนไดออลทีÉความเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร เทียบเป็น
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อตัราผลผลิตสูงสุดทีÉ 0.67 กรัมต่อลิตรต่อชัÉวโมง จากนํÊ าตาลกลโูคสความเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร 

ภายใตส้ภาวะทีÉใหอ้ากาศในอตัรา 1.0 ของปริมาตรอากาศต่อปริมาตรนํÊ าหมกัต่อนาที (vvm) ใน

ระหว่างกระบวนการหมกัแบบกึÉงกะต่อเนืÉอง เชืÊอสายพนัธุ ์ KMS005-76T สามารถผลิต 2,3-บิว- 

เทนไดออลทีÉความเขม้ขน้ 117 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นอตัราการผลิตได ้ 1.20 กรัมต่อลิตรต่อชัÉวโมง 

จากนํÊ าตาลกลโูคส และผลิต 2,3-บิวเทนไดออลทีÉความเขม้ขน้ 93 กรัมต่อลิตร เทียบเป็นอตัราการ

ผลิต 0.95 กรัมต่อลิตรต่อชัÉวโมง จากมอลโตเดกซ-์ทรินตามลาํดบั ดงันัÊนจากผลการทดลองแสดงให้

เห็นว่าเชืÊอสายพนัธุ ์ KMS005-76T เป็นเชืÊอทีÉมีศกัยภาพสูงสาํหรับการผลิต 2,3-บิวเทนไดออล จาก

แหล่งอาหารทีÉไม่มีวนัหมด 
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2,3-BUTANEDIOL/KLEBSIELLA OXYTOCA/MICROAEROBIC CONDITIONS/ 

METABOLIC ENGINEERING 

 

A metabolically engineered Klebsiella oxytoca was constructed for the 

production of 2,3-butanediol (2,3-BD) in mineral salts medium under microaerobic 

conditions. K. oxytoca KMS004 (∆adhE ∆pta-ackA) parental strain exhibited D-(-)-

lactic acid production as a major metabolite. In this study, lactate dehydrogenase 

(ldhA) gene was deleted from genomic DNA of the K. oxytoca KMS004. The mutant 

strain, KMS005 (∆adhE ∆pta-ackA ∆ldhAʹ-cat-sacB-ldhA″) was constructed to 

improve 2,3-BD production yield. After metabolic evolution performance, KMS005-

76T strain showed improvement in growth and sugar consumption rates with 

simultaneous production of 2,3-BD. During the fermentation process to produce    

2,3-BD, KMS005-76T possessed lower specific enzymatic activities of lactate 

dehydrogenase (LDHA), alcohol dehydrogenase (ADHE) and malate dehydrogenase 

(MDH) but higher in the specific enzymatic activity of 2,3-butandiol dehydrogenase 

(BUDC) than those of the parental strain (KMS004). The mutant strain produced   

2,3-BD at the concentration of 23 g/L with the yield of 0.46 g/g in the medium 

containing 50 g/L glucose in shake flask close to the theoretical 2,3-BD yield of 0.50 

g/g. For sugarcane molasses, KMS005-76T produced 2,3-BD at the concentration of 
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19 g/L with the yield of 0.42 g/g total sugars consumed. Moreover, KMS005-76T 

showed high ability to produce 2,3-BD from hydrolyzed cassava starch at 19 g/L with 

the yield of 0.39 g/g total sugars consumed. This strain was also able to utilize 

maltodextrin and produced 2,3-BD at the concentration around 9 g/L with the yield of 

0.40 g/g total sugars consumed. To study an effect of the aeration rate, 2,3-BD 

production was performed in a 2 L bioreactor.  It was found that KMS005-76T could 

produce 2,3-BD concentration at 20 g/L with the highest productivity of 0.67 g/L.h 

from 50 g/L glucose under the aeration rate of 1.0 vvm. During the fed-batch 

fermentation, KMS005-76T could produce 2,3-BD at the concentration of 117 g/L 

with the productivity of 1.20 g/L.h from glucose and produce 2,3-BD at the 

concentration of 93 g/L with the productivity of 0.95 g/L.h from maltodextrin 

respectively. The results demonstrated that KMS005-76T would be a potential strain 

for economic bio-based 2,3-BD production from renewable substrates. 
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