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บทคดัย่อ 

งานวจิยัน้ีไดท้าํการคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสจากของเหลวในกระเพาะ

หมกัของววั พบแบคทีเรียจาํนวน 20 ไอโซเลท โดยไอโซเลท B4 มีกิจกรรมเอนไซมสู์งท่ีสุด เม่ือบ่งบอกสายพนัธ์ุ

จุลินทรียน้ี์ โดยวิธี 16s rDNA sequencing พบวา่มีความใกลเ้คียงกบั Bacillus subtilis มากท่ีสุด (>99%) เอนไซม ์             

เซลลูเลสท่ีผลิตโดยไอโซเลท B4 ไดถู้กทาํให้บริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟต แลว้ผ่านคอลมัน์ 

DEAD Toyopearl 650M, Butyl-Toyopearl 650M และSuperQ-650 ตามลาํดบั พบวา่เอนไซมมี์ค่าแอกติวิตีจาํเพาะของ

เอนไซม ์เท่ากบั 4.70 U/mg protein  มีความบริสุทธ์ิเพิ่มเป็น 67.2 เท่า นํ้ าหนกัของโมเลกุลเอนไซมมี์ค่าประมาณ             

35 KDa  และทาํงานไดท่ี้อุณหภูมิ  60 °C และพีเอช 6.0 มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 50 °C พีเอช 5.0 โดย  Mn2+และ Fe3+ 

สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม ์นอกจากน้ีดา้นความจาํเพาะต่อสารตั้งตน้ เอนไซมบ์ริสุทธ์ิมีความสามารถในการ

ยอ่ย CMC และของเหลือใชท้างการเกษตรได ้

 

ABSTRACT 

Cellulase producing bacteria were isolated from cow’s rumen fluid. Among twenty isolates, strain B4 

showed the highest cellulolytic activity. Analysis of a 16S rDNA sequence showed the highest homology with 

Bacillus subtilis (>99%). The cellulase which produced by isolated B4 was purified by ammonium sulfate 

precipitation, DEADToyopearl 650M, Butyl-Toyopearl 650M and SuperQ-650 column, respectively. The purified 

enzyme had a specific activity of 4.70 U/mg protein, with a purification fold of 67.2. The enzyme showed a single 

band with apparent molecular weight of 35 KDa and exhibited its optimum activity at 60 °C and pH 6.0.  It was stable 

at 50 °C and pH 5.0. The purified cellulase was activated by Mn2+and Fe3+. Therefore substrate specificity indicated 

that the purified enzyme was able to hydrolyzed CMC and agricultural waste.  
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บทนํา 

 เซ ลลูโ ล ส  (cellulose)  เ ป็นส าร ปร ะกอ บ

อินทรียท่ี์พบมากท่ีสุด ประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์ของ

สารอินทรียท์ั้งหมดในธรรมชาติ ซ่ึงส่วนใหญ่จะสะสม

อยู่ในท่ีผนังเซลล์ของพืช ในด้านโครงสร้างทางเคมี 

เซลลูโลสประกอบด้วยหน่วยย่อยของนํ้ าตาลกลูโคส 

จาํนวน 1000 - 10,000 โมเลกุล ต่อกนัเป็นโพลีเมอร์ 

(polymer) เช่ือมกนัดว้ยพนัธะเบตา้ 1-4 ไกลโคซิดิก  (β 

(1-4) glycosidic linkages) (Prade, 1995)ในธรรมชาติ 

โครงสร้างของเซลลูโลสนั้ นสามารถถูกย่อยได้ด้วย 

เอนไซม์ในกลุ่มของเซลลูเลส (cellulase) ท่ีผลิตจาก

ส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด เช่น ฟังไจ แบคทีเรียและ           

แอคติโนมยัซีท แต่มีการนาํแบคทีเรียมาใชป้ระโยชน์

มากท่ีสุด เน่ืองจากเจริญง่าย, มีเวลาในการแบ่งตวัท่ีสั้น, 

อาหารเล้ียงเช้ือมีราคาไม่แพง และสามารถผลิตเอนไซม์

ไดดี้ (Mawadza et al., 2000) เอนไซมเ์ซลลูเลสจึงถูก

นาํมาใชอ้ยา่งแพร่หลาย โดยเฉพาะทางดา้นการคา้ ไม่วา่

จะเป็น การผลิตกระดาษ, เส้นใย, ซกัลา้ง, อาหารสัตว ์

รวมไปถึงการผลิตไบโอเอทานอล (Bhat, 2000) 

ปัจจุบันของเหลือใช้ทางการเกษตร เช่น ซังข้าว ต้น

ขา้วโพด หญา้ ฯลฯ ซ่ึงมีเซลลูโลส เป็นองค์ประกอบ 

สามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ในการผลิตเป็นไบไอเอทา

นอลได้ โดยอาศัยหลักการย่อยสลายองค์ประกอบ

เหล่าน้ีดว้ยเอนไซม์เซลลูเลส เม่ือเกิดปฏิกิริยาการย่อย

แลว้ จะไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว (White, 

1993) นํ้ าตาลท่ีไดน้ั้นสามารถเปล่ียนไปเป็นเอทานอล

โดยยสีต ์ ถา้หากแบคทีเรียมีความสามารถผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสได้มาก ก็จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการ

นาํไปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ โดยเฉพาะการผลิตไบ

โอเอทานอลต่อไป 

ในระบบการย่อยอาหารของสัตว์เค้ียวเอ้ือง 

อาหารท่ีสัตวกิ์นจะถูกเค้ียวอยา่งหยาบๆ และกลืนลงไป

กับนํ้ าลายผ่านหลอดอาหารเข้าไปในกระเพาะหมัก 

(rumen) ซ่ึงเป็นกระเพาะหมกัขนาดใหญ่และเป็นท่ีอยู่

ของจุลินทรีย์หลายชนิดท่ีช่วยย่อยอาหาร (Hungate, 

1966) โดยกลุ่มของแบคทีเรียจะทาํหน้าท่ีหลกัในการ

ผลิตเอนไซม์เพ่ือย่อยสลายเส้นใยของพืชอาหาร เช่น 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และเพกติน 

(pectin) เป็นตน้ (Ogimoto and Imai, 1981) การนาํ

แบคทีเรียในกระเพาะหมักของวัวมาศึกษาลักษณะ

จาํเพาะของเอนไซม์ เพ่ือนําไปใช้ประโยชน์ในด้าน

อุตสาหกรรมต่างๆ รวมไปถึงการผลิตไบโอเอทานอล

จึงเป็นท่ีน่าสนใจ 

การศึกษาเพ่ือใหเ้กิดความเขา้ใจเก่ียวกบักลไล

การทาํงานเอนไซม์เซลลูเลสต่อการย่อยเซลลูโลสนั้น 

จาํเป็นอยา่งยิ่งท่ีจะตอ้งใชเ้ทคนิคในการแยก(isolation) 

ทาํบริสุทธ์ิ (purification) และศึกษาสมบติัของเอนไซม ์

(characterization)  งานวิจัย เ ก่ียวกับการทําบริ สุท ธ์ิ

เอนไซมเ์ซลลูเลสนั้น มีการศึกษากนัอยา่งแพร่หลาย ซ่ึง

เทคนิคส่วนใหญ่ท่ีถูกนาํมาใช้ จะข้ึนอยู่กบัคุณสมบติั

ของสารแต่ละตวัท่ีตอ้งการแยก เช่น ขนาดของโปรตีน, 

ประจุ, ความสามารถในเกาะกบัสารชีวโมเลกุล เป็นตน้ 

การศึกษาการทําบริสุทธ์ิเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ 

Bacillus subtilis YJ1 สามารถทาํไดโ้ดยใชเ้ทคนิคโคร

มาโทกราฟีแบบแลกเป ล่ียนประจุ  ( ion-exchange 

chromatograpy) และเจลฟิวเทชนั  (gel filtration) (Li et. 

al., 2010) เช่นเดียวกบัการทดลองของ Arifin และคณะ 

ท่ีใชเ้ทคนิคเดียวกนัน้ีในการทาํบริสุทธ์ิเอนไซม์เซลลู

เลสท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus pumilus EB3 (Arifin et. al., 

2006) นอกจากน้ียงัมีการทาํบริสุทธ์ิเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ี

ผลิตจากเช้ือ Bacillus strain CH43 และ HR68โดยใช้

การตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟส, เจลฟิวเทชนั ,

โครมาโตกราฟีแบบไอโซอิเลค  ทริคโฟกัสซิง (iso-

electric focusing chromatography) และ SDS PAGE 

(Mawadza et. al., 2000) 

งานวิจยัน้ีมุ่งเนน้ในการคดัแยกแบคทีเรียจาก

กระเพาะหมกัของสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง ท่ีมีประสิทธิภาพใน

การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ซ่ึงเป็นเอนไซมห์ลกัท่ีสาํคญั

ในการย่อยเซลลูโลส รวมไปถึงการทาํบริสุทธ์ิ และ

ศึกษาสมบติับางประการของเอนไซม์เซลลูเลส เพ่ือนาํ

เอนไซม์น้ีไปประยุกต์ใช้ในดา้นต่างๆ โดยเฉพาะการ

ผลิตไบโอเอทนอลต่อไป 
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วตัถุประสงค์การวจิัย 

1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมเ์ซลลเูลสจากกระเพาะหมกัของววั 

2. เพ่ือทาํบริสุทธ์ิ ศึกษาลกัษณะสมบติัและสภาวะท่ีมี

ผลต่อการทาํงานของเอนไซม์เซลลูเลสจากแบคทีเรียท่ี

แยกไดจ้ากกระเพาะหมกัของววั 

 

วธีิการวจิัย 

การคดัแยกแบคทเีรียทีส่ร้างเอนไซม์เซลลูเลส จากของ 

เหลวในกระเพาะหมกัของววั 

 นาํของเหลวจากกระเพาะหมกัของววั ท่ีไดรั้บ

จากคณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ มาเจือ

จางโดยวิธี 10 fold dilution จากนั้นนาํสารละลายท่ี

ไ ด้ ม า เ ก ล่ี ย ใ ห้ ทั่ ว บ น อ า ห า ร เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ CMC 

(carboxymethyl cellulose) แบบแขง็ (Hankin& Anagno 

stakis, 1977) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง เม่ือเช้ือเจริญบนอาหาร ทาํการคดัเลือก

แบคทีเรียท่ีมีลกัษณะสัณฐานวิทยาท่ีแตกต่างกนัมาทาํ

ให้บริสุทธ์ิดว้ยวิธี streak plate เลือกเช้ือท่ีเป็นโคโลนี

เด่ียว มา spot plate ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ CMC medium 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือในการยอ่ยสลาย

เซลลูโลสโดยวิธี congo red plate assay (Li et al., 2008)  

แลว้วดัความกวา้งของวงใสท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงเป็นบริเวณท่ี

เกิดการยอ่ยสลายซบัสเตรทโดยเอนไซมเ์ซลลเูลส 

การบ่งบอกชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีหาลําดับเบสของ 

16S rDNA  

 สกดัจีโนมิกดีเอน็เอ (genomic DNA) ของเช้ือ

แต่ละไอโซเลท ท่ีแยกได ้ ( I faku,  2005) เพ่ือใชเ้ป็น

แม่พิมพใ์นการเพิ่มปริมาณยนี 16S rDNAโดยเทค นิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) จากนั้นวเิคราะห์

ลาํดบัเบสของยนี 16S rDNA ดว้ยวธีิ dideoxynucleotide 

chain termination method (Sanger et al., 1997) โดย

บริษทั First BASE, Malaysia แลว้เปรียบ เทียบกบั

ลาํดบัเบสในฐานขอ้มูล GenBank ( http://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov )...;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;.................... 

การเกบ็เกีย่วเอนไซม์ 

เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว ท่ีประกอบไป

ดว้ย 0.1% CMC, 0.1% K2HPO4, 0.5% polypepton, 

0.5% yeast extract และ 0.03% MgSO4·7H2O เป็นเวลา

24 ชัว่โมง จากนั้นเกบ็ crude enzyme โดยป่ันเหวี่ยงดว้ย

อตัราเร็ว 6,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาทีดูดส่วนใสดา้นบนหรือ crude enzyme 

เกบ็ไว ้

การวดัประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซม์ 

วดัประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซมเ์ซลลู

เลสโดยบ่มเอนไซม์ปริมาตร100 ไมโครลิตรกบั 1% 

CMC ใน 50 mM citrate buffer (pH 4.8) ปริมาตร100 

ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที จากนั้ นวดัการทาํงานของเอนไซม์จากปริมาณ

นํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนโดยเติม dinitrosalicylic acid 

(DNS) reagent ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลว้ตม้ในนํ้า

เดือด เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 40% sodium-

potassium tartate ปริมาตร 200 ไมโครลิตรนาํไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 นาโนเมตร 

(Miller, 1959)dkjlkjlkddddjlkjlkjlkjlkjlkjk 

การหาปริมาณโปรตนี 

 วดัปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (Lowry 

et. al., 1951) และเปรียบเทียบค่าท่ีวดัไดก้บักราฟ

มาตรฐานของสารละลาย bovine serum albumin (BSA) 

การทําเอนไซม์บริสุทธ์ิ  

 การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 ตกตะกอนโปรตีนจาก crude enzyme โดยใช ้

แอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีความเขม้ขน้ 70, 80 และ 90 % ท่ี

อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น

เกบ็เก่ียวโปรตีนโดยป่ันเหวีย่งท่ีอตัราเร็ว 10,000 รอบ/

นาที อุณหภมิู 4  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 0  นาที 

ละลายตะกอนดว้ย 50 mM Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร  

50 มิลลิลิตร แลว้ไดอะไลซีส (dialysis) สารละลายท่ีได้

ใน 50mM Tris-HCl pH 9.0ลลลลลลลลลลลลลลลล 
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 การแยกเอนไซม์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบ

แลกเปลีย่นประจุ (ion-exchange chromatograpy) โดย

ผ่าน DEAD Toyopearl650M column 

 นาํเอนไซมท่ี์ผา่นการไดอะไลซิสผา่น DEAD 

Toyopearl-650M column ขนาด 2x3 เซนติเมตร ท่ีผา่น

การปรับสมดุล (equilibrium) ดว้ย 50mM Tris-HCl             

pH 9.0 ดว้ยอตัราการไหล 2 มิลลิลิตร/นาที หลงัจากนั้น

ลา้งคอลมัน์ดว้ยบฟัเฟอร์เดิม และลา้ง (elute)โปรตีนท่ี

เกาะกบัคอลมัน์ดว้ย 50mM NaCl ใน Tris-HCl pH 9.0 

นาํสารท่ีไดใ้นแต่ละ fraction ไปหากิจกรรมเอนไซม์

และหาปริมาณโปรตีน ตามวิธีของ Miller และทาํ

ไดอะไลซีสเพ่ือใชใ้นขั้นต่อไป 

 การทําให้เอนไซม์บริสุทธ์ิด้วย Butyl-

Toyopearl 650M column 

เตรียมเอนไซม์ท่ีจะผ่านคอลมัป์โดยเติม 30% 

แอมโมเนียมซัลเฟต จากนั้ นผ่านเอนไซม์ลงไปใน 

Butyl-Toyopearl 650M column ขนาด 1.5x1.5 

เซนติเมตรท่ีปรับสมดุล ดว้ย 30% แอมโมเนียมซลัเฟต 

ใน 50 mM Tris-HCl pH 9.0 อตัราการไหล 2 มิลลิลิตร/

นาที แยกโปรตีนดว้ย 50 mMTris-HCl pH 9.0 ท่ีความ

เขม้ขน้ของแอมโมเนียมซลัเฟต 30, 25, 20, 15, 10, 5 

และ 0 %ตามลาํดบั ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ใน

การยอ่ย CMC ของแต่ละ fraction แลว้ทาํการไดอะ             

ไลซิสต่อไป 

การแยกเอนไซม์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบ

แลกเปลีย่นประจุ (ion-exchange chromatograpy) โดย

ผ่าน S u p e r Q - 6 5 0 c o l u m n j j j j j j j j j j j j j j j j j j 

               SuperQ-650column ขนาด 1.5x1.5 เซนติเมตร

ท่ีผา่นการปรับสมดุล ดว้ย 50mM Tris-HCl pH 9.0

นาํมาใชท้าํเอนไซมเ์ซลลเูลสใหบ้ริสุทธ์ิ โดยนาํเอนไซม์

ท่ีไดอะไลซิสแล้ว ผ่านคอลัมน์น้ีด้วยอัตราการไหล         

1 มิลลิลิตร/นาที หลงัจากนั้นลา้งคอลมัน์ดว้ยบฟัเฟอร์

เดิม และแยกโปรตีนดว้ย 50 mM NaCl ใน Tris-HCl pH 

9.0 ตรวจสอบ และเก็บ fraction ท่ีมีความสามารถใน

การยอ่ย CMC ทาํการไดอะไลซิส ต่อไปสสสสสสสสง 

 

การศึกษาคุณสมบัตเิอนไซม์บริสุทธ์ิ  

การหานํา้หนักโมเลกลุของโปรตีน 

ตรวจสอบขนาดของโปรตีนดว้ย 12% sodium 

dodecyl sulphate/polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) โดยเทียบกบั Protein 

Markers (Broad Range) (NacalaiTesque, japan) 

การศึกษาค่าพเีอชทีเ่หมาะสมต่อการทํางาน

ของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ (pH optimum)……… 

นาํเอนไซมท่ี์บริสุทธ์ิ 100 ไมโครลิตร บ่มร่วม 

กบั 1 % CMC ปริมาตร 100 ไมโครลิตรท่ี pH 3.0 –11.0 

ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น

วดัการทาํงานของเอนไซมต์ามวธีิของ Miller;งงงงงงงง 

การศึกษาค่าพเีอชทีม่ผีลต่อความเสถียรของ

เอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ (pH stability),,,,,,,,,,,,,,,,,, 

 บ่มเอนไซมก์บับพัเฟอร์ท่ีมีค่า pH ตั้งแต่ 3.0-

11.0 ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

แลว้บ่มร่วมกบั 1 % CMC ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 0 นาที จากนั้นวดัการทาํงานของเอนไซม์

ตามวธีิของ M i l l e r , , , ; ; ; ; ’ , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , 

การศึกษาค่าอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการ

ทาํงานของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ (temperature 

optimum)hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 

นาํเอนไซมท่ี์บริสุทธ์ิ 100 ไมโครลิตร บ่มร่วม 

กบั 1 % CMC ปริมาตร 100 ไมโครลิตรท่ีอุณหภูมิตั้งแต่ 

20-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวดัการ

ทาํงานของเอนไซมต์ามวธีิของ M i l l e r  k k k k k k 

 การศึกษาอุณหภูมทิีม่ีผลต่อความเสถียรของ

เอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ (temperature stability) 

 บ่มเอนไซมท่ี์อุณหภมิู ตั้งแต่ 2 0 - 7 0 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แลว้บ่มร่วมกบั 1 % CMC 

ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น

วดัการทาํงานของเอนไซมต์ามวธีิของ M i l l e r d d d d d 
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 การศึกษาผลของโลหะหนักต่อกจิกรรมของ

เอนไซม์ 

 นาํเอนไซมท่ี์บริสุทธ์ิบ่มใน 50 mM citric acid 

buffer (pH 4.8) ท่ีมีโลหะหนกัชนิดต่างๆ คือ Na+ , K+ , 

Li+, NH4
+, Ca2+, Mn2+, Cu2+, Fe2+, Fe3+และ Zn+ เป็น

เวลา 30 นาที แลว้บ่มร่วมกบั 1 % CMC ท่ีอุณหภมิู 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวดัการทาํงาน

ของเอนไซมต์ามวธีิของ M i l l e r d d d d d ; ; ; ; ; ; ; d d d d 

 การศึกษาผลของชนิดของซับสเตรทต่อ

กจิกรรมของเอนไซม์ 

นาํเอนไซม์ท่ีบริสุทธ์ิ 100 ไมโครลิตร บ่ม

ร่วมกบั ซับสเตรทชนิดต่างๆ คือ CMC, ฟางขา้ว, ซัง

ขา้วโพด, หญา้หวาน, หญา้เนเปีย, สาํลี, กระดาษกรอง

และ xylan ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา          

30 นาที จากนั้นวดัการทาํงานของเอนไซมต์ามวิธีของ

Miller  

 

ผลการวจิัยและอภิปรายผล 

การคดัแยกและบ่งบอกชนิดของแบคทเีรียที่

สร้างเอนไซม์เซลลูเลส ทีแ่ยกได้จากของเหลวในกระเพาะ

หมกัของววั 

 จากการคัดแยกแบคทีเรียจากของเหลวใน

กระเพาะหมักของววั จาํนวน 10 ตวั และทดสอบ

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลู เลสของ

แบคทีเรียท่ีแยกไดด้ว้ยวิธี congo red plate assay พบวา่ 

สามารถแยกแบคทีเรียไดท้ั้งหมด 20 ไอโซเลท โดยไอ

โซเลท B4 มีความสามารถในการสร้างวงใสบนอาหาร

ท่ีมี CMC สูงท่ีสุด (ภาพ 1) จากนั้นทาํการบ่งบอกชนิด

ของแบคทีเรีย B4โดยการใชล้าํดบัเบสของ 16S rDNA 

เม่ือเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียท่ีมี

รายงานในฐานข้อมูลของ Genebank  พบว่ามีความ

ใกลเ้คียงกบั Bacillus subtilis , Bacillus vallismortis 

strain DSM 11031 และ Bacillus mojavensis strain 

IFO15718 เท่ากบั 99%, 97%  และ 97% ตามลาํดบั จึง

ไดท้าํการตั้งช่ือแบคทีเรียน้ีวา่ Bacillus subtilis B4 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ลกัษณะวงใสท่ีเกิดจากการยอ่ยซับสเตรทดว้ย

เอนไซมท่ี์ผลิตโดยเช้ือ B. subtilis B4 

 

การทําเอนไซม์บริสุทธ์ิ 

ทาํบริสุทธ์ิเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก B. subtilis 

B4 โดยตกตะกอนเอนไซมด์ว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตแลว้

ผา่นคอลมัน์ DEAD Toyopearl 650M, Butyl-Toyo 

pearl 650M และ SuperQ-650 ตามลาํดบั ผลการทาํ

เอนไซม์บริสุทธ์ิแสดงในตารางท่ี 1 โดยพบว่าเม่ือผ่าน

กระบวนการทาํให้บริสุทธ์ิ จะทาํให้ค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์เพิ่มข้ึนและปริมาณโปรตีนลดลงเม่ือเทียบกบั 

crude extract ค่า purification fold มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 67.2 

แต่มีค่า ผลผลิต (Yield) เพียง 9.5 % หลงัจากผา่นการทาํ

บริสุทธ์ิ มีค่าแอนติวีตีจาํเพาะ (specific activity) 4.70 

ซ่ึ ง ม า ก ก ว่ า ก่ อ น ทํา บ ริ สุ ท ธ์ิ  แ ส ด ง ใ ห้ เ ห็ น ถึ ง

ประสิทธิภาพของคอลมัน์ท่ีใชว้า่มีประสิทธิภาพในการ

จบักบัโปรตีนในคอลมัน์ไดดี้ ค่าแอนติวีตีจาํเพาะท่ีได้

จึงมีค่าสูงข้ึนและปริมาณโปรตีนมีค่าลดลง 

การหานํา้หนักโมเลกลุของเอนไซม์ 

การหานํ้ าหนกัโมเลกุลของเอนไซม์เซลลูเลส

โดย SDS-PAGE พบว่าโปรตีนมีนํ้ าหนักโมเลกุล

ประมาณ 35 KDa ดงัแสดงในภาพ 2 ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบ

กบัการศึกษานํ้ าหนกัโมเลกุลเอนไซมเ์ซลลูเลสบริสุทธ์ิ

จาก Bacillus spp. และ Aspergillus niger พบวา่มีขนาด

ใกล้เคียงกับ เอนไซม์ endo-glucanases ซ่ึงมีนํ้ าหนัก

โมเลกุลประมาณ 40 KDa (Mawadza et. al, 2000) 

(Akiba et. al., 1995 ) และยงัมีการ ศึกษาเอนไซมน้ี์ใน 

Chalara paradoxa  (Lucas et. al., 2001) พบว่ามี

นํ้าหนกัโมเลกลุ 35 KDa  
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61 KDa 

47 KDa 

 

 

37 KDa 

 

 

26  KDa 

 

M        1 

ตารางที่ 1 การทําบริสุทธ์ิเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ                 

B. subtilis B4 

Procedure 

Total 

activity 

(U) 

Total 

protein 

(mg) 

Specific 

activity 

(U/mg) 

Purifica- 

tion(Fol

d) 

Yield 

(%) 

Crude enzyme 141.3 1994 0.07 1.0 100.0 

Ammonium 

sulfate 

precipitation 

(90%) 

48.2 214.8 0.22 3.2 34.2 

DEAE-650M 17.2 32.6 0.53 7.5 12.2 

Butyl-650M 14.0 15.4 0.90 12.9 9.9 

SuperQ-650 13.6 2.89 4.70 67.2 9.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2  SDS PAGE ของเอนไซมเ์ซลลูเลสบริสุทธ์ิท่ี

ไดจ้ากเช้ือ B. subtilis B4 : Lane 1 , M :

โปรตีนบอกขนาด (Broad Range) 

(NacalaiTesque,  japan) 

การศึกษาค่าพเีอชทีม่ผีลต่อกจิกรรมและความ

เสถียรของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ 

การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส ท่ี             

พีเอชต่างๆ พบวา่ พีเอชท่ีต่างกนัมีผลต่อการทาํงานของ

เอนไซม์เซลลูเลส ดงัแสดงในภาพท่ี 3 โดยค่าพีเอชท่ีมี

ค่ากิจกรรมเอนไซมส์ัมพทัธ์มากกวา่ 80 % อยูใ่นช่วง 

4.5- 7.5 และมีค่าสูงสุดท่ีพีเอช 6.0 ซ่ึงมีความใกลเ้คียง

กบัเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิจาก Bacillus strain ท่ีมี

กิจกรรมเอนไซมสู์งสุดท่ีพีเอช 5.0-6.5 (Mawadza et. 

al., 2000) และการศึกษาในเช้ือ Aspergillus miger 

พบวา่เอนไซมน้ี์ทาํงานไดท่ี้ในช่วงพีเอช 6.0-7.0 (Akiba 

et. al., 1995) นอกจากนั้นท่ีช่วงพีเอช 5.0-7.0 เป็นช่วงท่ี

เอนไซมบ์ริสุทธ์ิจากเช้ือ Lysobacter sp.ทาํงานไดดี้ท่ีสุด 

(Ogura et. al., 2006) การศึกษาผลของพีเอชท่ีมีต่อความ

เสถียรของเอนไซมเ์ซลลูเลสบริสุทธ์ิจาก B. subtilis B4 

ท่ีแยกไดจ้ากกระเพาะหมกัของววั พบวา่มีความคงตวัท่ี

พีเอช 4.5-6.0 ดงัแสดงในภาพท่ี 4 ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบั

เอนไซมจ์าก B. Circulans และ Mucor circinelloides ท่ี

มีความคงตวัของเอนไซมท่ี์พีเอช 4.5-6.5 (Kim, 1995) 

และ 4.0-7.0 (Saha, 2004) ตามลาํดบั จากการทดลอง

พบว่าในช่วงพีเอชท่ีสูงหรือตํ่ามากกิจกรรมเอนไซม์

และความเสถียรของเอนไซมจ์ะลดลงอาจเป็นผลมาจาก

การท่ีโครงสร้างของเอนไซม์เสียสภาพโดยเฉพาะ

บริเวณตวัเร่งหรืออาจมีประจุบนโปรตีนเปล่ียนแปลง

จนไม่เหมาะสมต่อการทาํปฏิกริยากบัสารตั้งตน้ได ้ (Li 

et al., 2008) 

 
ภาพที ่3 ผลของค่าพีเอชท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม์

เซลลเูลสบริสุทธ์ิ 

 
ภาพที ่4 ผลของค่าพีเอชท่ีมีผลต่อความเสถียรของ

เอนไซมเ์ซลลเูลสบริสุทธ์ิ 
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การศึกษาอุณหภูมทิีม่ีผลต่อกจิกรรมและ

ความเสถียรของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ 

 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส ท่ี

อุณหภูมิต่างๆ ตั้งแต่ 20 - 70 องศาเซลเซียส พบว่า

อุณหภูมิท่ีทาํให้กิจกรรมเอนไซม์มีค่าสัมพทัธ์มากกว่า 

80 % อยูใ่นช่วงอุณหภูมิ 30 – 65 องศาเซลเซียส โดยท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซม์มี

ค่าสูงสุดดงัแสดงในภาพท่ี 5 ซ่ึงเอนไซมเ์ซลลูเลสน้ีมีค่า

อุณหภูมิ ท่ี เหมาะสมสูงกว่าเอนไซม์จากเช้ือ Mucor 

circinelloides (55 องศาเซลเซียส) (Saha, 2004) แต่มีค่าตํ่า

กว่าเอนไซม์ท่ีไดจ้ากเช้ือ Bacillus strains RH68 ท่ีมี

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 70 องศาเซลเซียส (Mawadza  et. 

al., 2000) การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของ

เอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ พบว่าเอนไซม์มีความเสถียร

ในช่วง 25 -60 องศาเซลเซียส และกิจกรรมเอนไซม์จะ

ลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน เม่ือเปรียบเทียบค่าท่ีได้กับ

การศึกษาเอนไซมช์นิดน้ีจากเช้ือ B. subtilis TD6 ท่ีมีความ

เสถียรในช่วง 0-50 องศาเซลเซียส พบวา่มีช่วงอุณหภูมิสูง

กวา่ (Dian and Don, 2011) ทั้งน้ีการท่ีเอนไซม์มีความ

เสถียรลดลงในสภาพท่ีมีอุณหภูมิสูงนั้น อาจเกิดจาก เม่ือ

อุณหภมิูเพ่ิมข้ึน ทาํใหโ้ครงสร้างของโปรตีนถกูทาํลาย 

 
ภาพที ่5 ผลของอุณหภมิูท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม์

เซลลเูลสบริสุทธ์ิ 

 
ภาพที ่6 ผลของอุณหภมิูท่ีมีผลต่อความเสถียรขอ

เอนไซมเ์ซลลเูลสบริสุทธ์ิ 

 

การศึกษาผลของโลหะหนักต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 

การศึกษาผลของไอออนโลหะทั้ งหมด 11 

ชนิดต่อกิจกรรมของเอนไซม์ แสดงผลดงัตารางท่ี 2

พบวา่ไอออน Na+, K+, Li+, NH4
+, Mg2+และ Zn+ ท่ี

ความเขม้ขน้ 5 และ 10 มิลลิโมลาร์ มีผลเพียงเลก็นอ้ย

ต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิ ส่วน Cu2+มี

ผลเป็นตวัขดัขวา้งกิจกรรมของเอนไซม์ แต่ Mn2+และ 

Fe3+ท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 10 มิลลิโมลาร์ มีผลเป็นตวั

ส่งเสริมกิจกรรมของเอนไซม์ ส่วน Fe2+ มีผลส่งเสริม

กิจกรรมเอนไซม์ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ และ

กิจกรรมเอนไซม์ลดลงเม่ือเพิ่มความเข้มข้นเป็น 10 

มิลลิโมลาร์ โดยผลการทดลองน้ีให้แนวโน้มไปทาง

เดียวกบัการศึกษาเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ Catharan 

thusreseus (Smriti et al., 1999) และเช้ือRhizopus 

oryzae (Marashima et al., 2002) ซ่ึงพบวา่ Na+, K+, Li+ 

และNH4
+ ไม่มีผลต่อกิจกรรมเอนไซม์ นอกจากนั้นยงั

สอดคล้องกับงานวิจัยเอนไซม์ท่ีผลิตจากเช้ือ Mucor 

circinelloides (Saha, 2004)  และ Chalara paradoxa 

(Lucas et al., 2001)ท่ีพบวา่ Mn2+ มีผลส่งเสริมการ

ทาํงานของเอนไซมเ์ซลลเูลส 

 

การศึกษาผลของชนิดสารตั้งต้นต่อกจิกรรมเอนไซม์ 

การศึกษาผลของชนิดซับสเตรทต่อกิจกรรม

เ อ น ไ ซ ม์ เ ซ ล ลู เ ล ส  พ บ ว่ า เ อ น ไ ซ ม์ บ ริ สุ ท ธ์ิ มี

ความสามารถในการยอ่ย CMC ไดสู้งท่ีสุด ดงัแสดงใน
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ต า ร า ง ท่ี  3 น อ ก จ า ก นั้ น เ อ น ไ ซ ม์ บ ริ สุ ท ธ์ิ ย ัง มี

ความสามารถในการยอ่ยของเหลือใชท้างการเกษตรได ้

โดยย่อยซังข้าวโพดได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือ ฟางข้าว 

ห ญ้า เ น เ ปี ย  แ ล ะ ห ญ้า ข น ต า ม ลํา ดับ  เ อ น ไ ซ ม์ มี

ความสามารถในการยอ่ย xylan ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต ์

เม่ือเทียบกบัซบัสเตรทท่ีเป็น CMC 

ตารางที่ 2 ผลของโลหะหนกัต่อกิจกรรมของเอนไซม์

เซลลเูลสบริสุทธ์ิ 

Metal ions 

Relative activity 

Concentration (mM) 

5 10 

none 100.0 100.0 

Na+ 93.6 88.5 

K+ 99.3 102.8 

Li+ 97.6 96.6 

NH4
+ 97.9 95.2 

Ca2+ 103.2 105.7 

Mn2+ 108.3 131.4 

Mg2+ 97.2 99.2 

Cu2+ 54.5 7.1 

Fe2+ 121.9 100.3 

Fe3+ 136.8 129.5 

          Zn+                                                102.5                              91.4 

 

ตารางที ่3 ผลของชนิดของซบัสเตรทต่อกิจกรรมของ 

เอนไซม ์

Substrates           Activity (%) 

CMC 100 

ฟางขา้ว 17 

ซงัขา้วโพด 23 

หญา้เนเปีย 12 

หญา้ขน 11 

สาํลี 3 

กระดาษกรอง 4 

xylan 20 

 

สรุปผลการวจิัย 

การคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ

สร้างเอนไซม์เซลลูเลสจากของเหลวในกระเพาะหมกั

ของววั พบแบคทีเรียจาํนวน 20 ไอโซเลท โดยไอโซ

เลท  B4  มี กิจกรรมเอนไซม์สูง ท่ี สุด  และมีความ

ใกลเ้คียงกบั Bacillus subtilis มากท่ีสุด คือ 99 %  เม่ือ

ตรวจสอบดว้ยเทคนิค 16s rDNA sequencing เอนไซม์

เซลลูเลสท่ี บริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียม

ซัลเฟต แลว้ผา่นคอลมัน์ DEAD Toyopearl 650M, 

Butyl-Toyopearl 650M และ SuperQ-650 พบว่า

คุณสมบัติของเอนไซม์มีค่ าแอกติวิ ตีจํา เพาะของ

เอนไซม์ เท่ากบั 4.70 U/mg protein  นํ้ าหนกัของ

โมเลกลุเอนไซมมี์ค่าประมาณ  35 KDa และทาํงานไดท่ี้

พีเอช 6.0 อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียสมีความเสถียรท่ีพี

เอช 5.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดย  Mn2+และ Fe3+ 

สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม ์แต่ Cu2+ มีผลเป็น

ตวัขดัขวา้งกิจกรรมของเอนไซม์ นอกจากน้ีเอนไซม์

บริสุทธ์ิมีความสามารถในการยอ่ย CMC และของเหลือ

ใชท้างการเกษตรไดดี้ เช่น ซังขา้วโพด ฟางขา้ว จึงเป็น

ท่ีน่าสนใจท่ีจะนาํเอนไซม์น้ีไปประยุกต์ในดา้นต่างๆ 

โดยเฉพาะการใชใ้นกระบวนการย่อยของเหลือใชท้าง

การเกษตรเพ่ือผลิตเป็นไบโอเอทานอลต่อไป  

 

กติติกรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณห้องปฏิบติัการ Molecular Unit 

(SCB 2903) ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ และ ห้องปฏิบัติการEnzyme 

technology, Department of Biotechnology, Faculty of 

Life Science, Ritsumeikan University 
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(พสวท.) ท่ีสนบัสนุนทุนการศึกษา 
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