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บทคัดย่อ 

 Bacillus subtilis M7 เป็นแบคทีเรียท่ีมีความบกพร่องในการผลิตเอนไซม์ไลเปสไดจ้ากการ
ชกัน า B. subtilis MR10 ให้เกิดการกลายพนัธ์ุดว้ยการฉายรังสีเอ็กซ์ เป็นสายพนัธ์ุท่ีพฒันาเพื่อใช้ใน
การผลิตเอนไซม์บีตา-แมนนาเนสส าหรับการผลิตแมนโนออลิโกแซ็กคาไรด์จากบีตา-แมนแนนใน
กากมะพร้าว จากการศึกษาแหล่งอนินทรียแ์ละอินทรียไ์นโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์
บีตา-แมนนาเนส คือแอมโมเนียมซัลเฟตและกากถั่วเหลือง ตามล าดับ ในการศึกษาการคดัเลือก
องค์ประกอบท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์บีตา-แมนนาเนส โดยใช้แผนการทดลองทางสถิติแบบ 
Plackett and Burman design พบว่า กากมะพร้าวเป็นปัจจัยเชิงบวกปัจจัยเดียวท่ีมีผลต่อการผลิต
เอนไซมบี์ตา-แมนนาเนส จากการศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของกากมะพร้าวในการผลิตเอนไซม์
บีตา-แมนนาเนส  พบว่า กากมะพร้าว 6 กรัมต่อลิตร ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด  กับ
องคป์ระกอบอ่ืนๆ ประกอบดว้ย กากถัว่เหลือง 5 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส 0.3 
กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัมต่อลิตร แคลเซียมคลอไรด์ 1 กรัมต่อลิตร ซิงค์
ซลัเฟต 0.05 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร และ แมกนีเซียมซัลเฟต 0.2 กรัมต่อลิตร 
พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 6.8 จากสูตรอาหารท่ีไดเ้ม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
30 ชั่วโมง B. subtilis M7 สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงถึง 12.65 ยูนิตต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ี เม่ือใช้
โลคสับีนกมัและผงบุกเป็นแหล่งคาร์บอนในสูตรอาหารท่ีเหมาะสม พบวา่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์
สูงกว่าสูตรอาหารท่ีใช้กากมะพร้าวเป็นแหล่งคาร์บอนประมาณ 2.3 เท่า อย่างไรก็ตาม สภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์อยูท่ี่พีเอช 6.8-7.0 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การใช้สูตรอาหารท่ี
เหมาะสมจากการศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการในการผลิตเอนไซมใ์นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัว่โมง พบวา่ท่ีความเร็วรอบ 400 รอบต่อนาที สามารถผลิตเอนไซม์
ไดสู้งถึง 16.51 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวา่การผลิตเอนไซมท่ี์ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และการ
ผลิตเอนไซม์ในระดบัห้องปฏิบติัการ 1.26 และ 1.30 เท่า ตามล าดบั นอกจากน้ี การเติมโซเดียมคลอ
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ไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 3 ลงในสารละลายเอนไซมห์ยาบช่วยเพิ่มความเสถียรให้เอนไซมโ์ดยพบกิจกรรม
คงเหลือ 94% ภายหลงัการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 42 วนั  

เอนไซม์บีตา-แมนนาเนสจาก B. subtilis M7 ถูกท าให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบ
แลกเปล่ียนประจุและเจลฟิลเตรชันโครมาโทกราฟี  เอนไซม์ท่ีได้มีขนาดประมาณ 42 กิโลดาลตนั 
อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซมคื์อ 50-60 องศาเซลเซียสและท่ีพีเอช 5.0-7.0 
ตามล าดบั เอนไซม์มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียสและท่ีพีเอช 4.0-9.0 การศึกษาผล
ของไอออนต่อค่ากิจกรรมของเอนไซม์ พบว่า โคบอลต์ แมงกานีส เหล็ก  อะลูมิเนียมไอออน และ
เมอร์แคปโทเอทานอล   มีส่วนในการช่วยเพิ่มค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ซ่ึงพบว่าการท างานของ
เอนไซม์ดังกล่าวข้ึนอยู่กับโลหะ ส่วนค่า Km และ Vmax ของเอนไซม์ เท่ากับ 30.34 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ 1347.76 ไมโครโมลต่อนาทีต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ีลกัษณะแมนโนออลิ-
โกแซ็กคาไรด์จากการไฮโดรไลซ์กากมะพร้าวโดยเอนไซม์บีตา-แมนนาเนสบริสุทธ์ิคลา้ยกบัออลิ-
โกแซ็กคาไรดท่ี์ไดจ้ากโลคสับีนกมั อยา่งไรก็ตามปริมาณผลผลิตแมนโนออลิโกแซ็กคาไรดจ์ากซบัส-
เตรตทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกนั  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

f 

Thesis Title Production and Purification of β-mannanase from Bacillus subtilis 

M7 

Author Mr. Nuttapong Saetang  

Degree M.S. (Biotechnology) 

Advisor Asst. Prof. Dr. Chartchai Khanongnuch 

Abstract 

Bacillus subtilis M7 is a lipase defective mutant strain obtained by X-ray 

mutagenesis of B. subtilis MR10. The bacterial strain has been developed for using as 

the β-mannanase producer for application in mannooligosaccharide production from β-

mannan in copra meal. In this research, B. subtilis M7 was investigated for the 

capability of β-mannanase production for application in the MOS production. The most 

suitable inorganic nitrogen and organic nitrogen sources for β-mannanase production 

were ammonium sulphate and soybean meal, respectively. Screening for the influential 

ingredient affecting on enzyme production by Plackett and Burman experimental design 

was performed and the result indicated that only copra meal was the positive significant 

factor influenced on the β-mannanase productivity (P< 0.05). The optimal concentration 

of copra meal for enzyme production was investigated and it was found that copra meal 

6.0 g/l gave the highest β-mannanase activity with other ingredients of 5 g/l soybean 

meal, 0.3 g/l K2HPO4, 1 g/l KH2PO4, 1 g/l CaCl2.2H2O, 0.05 g/l ZnSO4.7H2O, 2 g/l 

(NH4)2SO4 and 0.2 g/l MgSO4.7H2O, initial pH 6.8. Time course study of enzyme 

production using the optimal medium found that the bacterial strain produced β-

mannanase 12.65 U/ml at 30 h cultivation. In addition, the activities obtained from the 

optimized medium with locust bean gum and konjac flour were higher than the activity 

that of copra meal approximately 2.3 folds. The optimum condition for B. subtilis M7 β-

mannanase production was an initial pH range of 6.8-7.0 and 37°C.  Moreover, the β-

mannanase production using optimized medium in a 5-L bioreactor at 37°C for 30 h 

found that higher agitation rate at 400 rpm gave the higher enzyme activity of 16.51 
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U/ml, which was more than the activity obtained at 200 rpm and from laboratory scale 

approximately 1.26 and 1.30 folds, respectively. Furthermore, addition of 3% (w/v) 

sodium chloride to crude β-Mannanase solution enhanced the enzyme stability as 94% 

of its initial activity after stored at 4°C for 42 days. 

β-Mannanase from B. subtilis M7 was purified to apparent homogeneity by ion-

exchange chromatography and gel filtration chromatography. The purified enzyme is a 

single band of protein with molecular weight of 42 kDa. The optimum temperature and 

pH of β-mannanase activity was 50-60°C and pH ranging from 5.0-7.0. It was stable for 

24 h at 4°C between pH 4.0 and 9.0, and for 1 h up to 60°C. The enzyme showed high 

specific requirements for Co2+, Mn2+, Fe3+, Al3+ ions and mercaptoethanol, to enhance 

enzyme activity. It was found that the enzyme was the metal-dependent enzyme. The 

Michaelis-Menten constants (Km), and maximum velocity (Vmax) values were 30.34 

mg/ml and 1347.76 µmole/min/ml, respectively. Furthermore, the pattern of MOS from 

copra meal hydrolysis by purified enzyme was similar to MOS obtained from locust 

bean gum hydrolysis. However, the quantity of MOS products from both substrates was 

different. 

 


