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บทคดัย่อ 

 งานวิจยัน้ีได้ท  าการคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสและ            

ไซลาเนสจากของเหลวในกระเพาะหมกัของววั พบแบคทีเรียจ านวน 20 ไอโซเลท โดยไอโซเลท B4 มี

กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนสสูงท่ีสุด เม่ือบ่งบอกสายพนัธ์ุจุลินทรียน้ี์ โดยวิธี 16s rDNA 

sequencing พบว่ามีความใกล้เคียงกบั Bacillus subtilis มากท่ีสุด (>99%) จึงตั้งช่ือเช้ือน้ีว่า B. subtilis 

B4 หลงัจากนั้นท าการโคลนยีนเซลลูเลส (BglC) และยีนไซเลนเนส (XynA) ของB. subtilis B4 เขา้สู่

เวคเตอร์ (pETDuet-1) แล้วส่งถ่ายเวคเตอร์ลูกผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli strain BL21 (DE3) 

แบคทีเรียท่ีไดรั้บเวคเตอร์ลูกผสม pETbglC และ pETxynA มีค่ากิจกรรมเอนไซมจ์ าเพาะของเซลลูเลส

และไซลาเนส 19.46 และ 110.38 U/mg protein และสูงกวา่เอนไซมจ์าก B. subtilis B4 ถึง 3 และ 2 เท่า

ตามล าดบั  เอนไซมเ์ซลลูเลสและไซลาเนสท่ีผลิตจาก pETbglC และ pETxynA ถูกท าให้บริสุทธ์ิโดย

การตกตะกอนด้วย  ammonium sulfate แล้วผ่ านคอลัม น์  DEAD Toyopearl 650M และ  Butyl-

Toyopearl 650M  ผลการทดลองพบว่าเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนสมีน ้ าหนักโมเลกุลบน SDS-

PAGE ประมาณ 50 และ 23 kDa ตามล าดับ เอนไซม์เซลลูเลสท างานได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ  60 องศา

เซลเซียส และพีเอช 8 มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 20- 80 องศาเซลเซียส พีเอช 5- 10  ส่วนเอนไซม์ไซ

ลาเนสท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 20- 50 องศา

เซลเซียส พีเอช 4-9 และพบว่า Fe3+ มีผลกระตุน้กิจกรรมเอนไซม์ทั้งเซลลูเลสและไซลาเนส แต่ Mn2+ 

และ Cu2+ มีผลในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมท์ั้งสอง  นอกจากนั้นพบว่าเอนไซม์เซลลูเลสและ



 

จ 

 

ไซลาเนสท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีสามารถยอ่ยสารตั้งตน้ลิกโนเซลลูโลส (ตน้ขา้วโพด, ฟางขา้ว, หญา้

ขน, และหญา้เนเปียร์)  ทั้งท่ีผา่นและไม่ผา่นการปรับสภาพได ้ดงันั้นเอนไซมท์ั้งสองจึงมีความสามารถ

ท่ีจะน าไปใช้ในการย่อยสารชีวมวลให้เป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ ซ่ึงจะถูกน าไปใช้ในกระบวนหมักเป็น          

เอทานอลต่อไป 
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ABSTRACT 
 

 In this research, cellulase and xylanase producing bacteria were isolated from cow’s rumen 
fluid. Among twenty isolates, strain B4 showed the highest cellulolytic and hemicellulolytic activity. 
Analysis of a 16S rDNA sequence showed the highest homology with Bacillus subtilis (>99%). The 
isolate, strain B4 was designated as B. subtilis B4. Then both of the cellulase (BglC) and xylanase 
(XynA) genes of B. subtilis B4 were cloned into expression vector (pETDuet-1) and transformed into 
E. coli strain BL21 (DE3). The transformants named pETbglC and pETxynA showed cellulase and 
xylanase specific activity of 19.46 and 110.38 U/mg protein, respectively and about 3-fold of 
cellulase and 2-fold of xylanase grater than enzymes of the wild type. The cellulase and xylanse 
which produced by pETbglC and pETxynA were purified by ammonium sulfate precipitation, 
DEAD Toyopearl 650M and Butyl-Toyopearl 650M column. The molecular mass of purified 
cellulase and xylanase were estimated to be approximately 50 and 23 kDa on SDS-PAGE, 
respectively. The cellulase exhibited its optimum activity at 60 °C and pH 8.0.  It was stable over a 
broad range at 20-80 °C and pH 5-10. Optimal temperature and pH of xylanase activity were 50 °C 
and pH 7.0. The enzyme showed stability at 20-50 °C and pH 4-9.  Moreover, enzyme activity of 
both enzymes was stimulated by Fe3+ and was strongly inhibited by Mn2+ and Cu2+.  Furthermore, 
cellulase and xylanase in this study have potential to be used for degradation of non-treated and 
pretreated lignocellulosic substates (corn stover, rice straw, paragrass and napier grass) . Therefore, 
these enzymes could be useful in hydrolysis of lignocellulosic biomass into reducing sugar, which is 
finally able to ferment to ethanol. 


