
วารสารวิจัย มข. (บศ.) 14 (3) : ก.ค. - ก.ย. 255734

การท�ำให้บริสุทธิ์และสมบัติของเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรีย 
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บทคัดย่อ
	 งานวิจัยนี้ได้ท�ำการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสจากของเหลว 

ในกระเพาะหมักของวัว พบแบคทีเรียจ�ำนวน 20 ไอโซเลท โดยไอโซเลท B4 มีกิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด เมื่อบ่ง

บอกสายพันธุ์จุลินทรีย์นี้ โดยวิธี 16s rDNA sequencing พบว่ามีความใกล้เคียงกับ Bacillus subtilis มาก

ที่สุด  (>99%) เอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตโดยไอโซเลท B4 ได้ถูกท�ำให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม

ซัลเฟต แล้วผ่านคอลัมน์ DEAD Toyopearl 650M, Butyl-Toyopearl 650M และ SuperQ-650 ตามล�ำดับ 

พบว่าเอนไซม์มีค่าแอกติวิตีจ�ำเพาะของเอนไซม์ เท่ากับ 4.70 U/mg protein  มีความบริสุทธิ์เพิ่มเป็น 67.2 เท่า  

น�้ำหนักของโมเลกุลเอนไซม์มีค่าประมาณ 35 KDa  และท�ำงานได้ที่อุณหภูมิ   60 °C และพีเอช 6.0 มีความ

เสถียรที่อุณหภูมิ 50 °C   พีเอช 5.0 โดย  Mn2+ และ Fe3+ สามารถกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ นอกจากน้ี 

ด้านความจ�ำเพาะต่อสารตั้งต้น เอนไซม์บริสุทธิ์มีความสามารถในการย่อย CMC และของเหลือใช้ทาง 

การเกษตรได้

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 presented 

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  
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บทน�ำ
	 เซลลูโลส (cellulose) เป็นสารประกอบ

อินทรีย์ที่พบมากที่สุด ประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์ของ

สารอินทรีย์ท้ังหมดในธรรมชาติ ซึ่งส่วนใหญ่จะสะสม

อยู่ในที่ผนังเซลล์ของพืช ในด้านโครงสร้างทางเคมี 

เซลลูโลสประกอบด้วยหน่วยย่อยของน�้ำตาลกลูโคส 

จ�ำนวน 1000 - 10,000 โมเลกุล ต่อกันเป็นโพลีเมอร์ 

(polymer)   เชื่อมกันด้วยพันธะเบต้า 1-4 ไกล 

โคซิดิก   (β (1-4) glycosidic linkages) [1] ใน

ธรรมชาติ โครงสร้างของเซลลูโลสนั้นสามารถถูกย่อย

ได้ด้วย เอนไซม์ในกลุ่มของเซลลูเลส (cellulase) ที่

ผลติจากสิง่มชีวีติหลากหลายชนดิ เช่น ฟังไจ แบคทเีรยี 

และแอคติโนมัยซีท แต่มีการน�ำแบคทีเรียมาใช้

ประโยชน์มากที่สุด เนื่องจากเจริญง่าย, มีเวลาใน

การแบ่งตัวที่สั้น, อาหารเล้ียงเช้ือมีราคาไม่แพง  

และสามารถผลิตเอนไซม์ได้ดี [2] เอนไซม์เซลลูเลส 

จึงถูกน�ำมาใช้อย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะทางด้าน

การค้า ไม่ว ่าจะเป็น การผลิตกระดาษ, เส้นใย,  

ซักล้าง, อาหารสัตว์ รวมไปถึงการผลิตไบโอเอทานอล 

[3] ปัจจุบันของเหลือใช้ทางการเกษตร เช่น ซังข้าว  

ต้นข้าวโพด หญ้า ฯลฯ ซึง่มเีซลลโูลส เป็นองค์ประกอบ 

สามารถน�ำมาใช้ประโยชน์ในการผลิตเป็นไบไอ 

เอทานอลได้ โดยอาศยัหลกัการย่อยสลายองค์ประกอบ

เหล่านี้ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส เมื่อเกิดปฏิกิริยาการ

ย่อยแล้ว จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นน�้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว [4] 

น�้ำตาลที่ได้นั้นสามารถเปลี่ยนไปเป็นเอทานอลโดย

ยีสต์ ถ้าหากแบคทีเรียมีความสามารถผลิตเอนไซม์            

เซลลูเลสได้มาก ก็จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในการน�ำ

ไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ โดยเฉพาะการผลิต 

ไบโอเอทานอลต่อไป

	 ในระบบการย่อยอาหารของสัตว์เคี้ยวเอื้อง 

อาหารที่สัตว์กินจะถูกเคี้ยวอย่างหยาบๆ และกลืนลง

ไปกับน�้ำลายผ่านหลอดอาหารเข้าไปในกระเพาะหมัก 

(rumen) ซ่ึงเป็นกระเพาะหมักขนาดใหญ่และเป็นที่

อยู่ของจุลินทรีย์หลายชนิดที่ช่วยย่อยอาหาร [5] โดย

กลุม่ของแบคทเีรยีจะท�ำหน้าทีห่ลกัในการผลติเอนไซม์

เพื่อย่อยสลายเส้นใยของพืชอาหาร เช่น เซลลูโลส  

เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และเพกติน  

(pectin) เป็นต้น [6] การน�ำแบคทีเรียในกระเพาะ

หมักของวัวมาศึกษาลักษณะจ�ำเพาะของเอนไซม์  

เพื่อน�ำไปใช้ประโยชน์ในด้านอุตสาหกรรมต่างๆ  

รวมไปถึงการผลิตไบโอเอทานอลจึงเป็นที่น่าสนใจ

	 การศึกษาเพื่อให้เกิดความเข้าใจเกี่ยวกับ

กลไลการท�ำงานเอนไซม์เซลลเูลสต่อการย่อยเซลลโูลส

นั้น จ�ำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องใช้เทคนิคในการแยก  

(isolation) ท�ำบริสุทธิ์ (purification) และศึกษา

สมบัติของเอนไซม์ (characterization) งานวิจัย 

เกี่ยวกับการท�ำบริสุทธิ์เอนไซม์เซลลูเลสนั้น มีการ

ศึกษากันอย่างแพร่หลาย ซึ่งเทคนิคส่วนใหญ่ที่ถูก

น�ำมาใช้ จะขึ้นอยู ่กับคุณสมบัติของสารแต่ละตัวที ่

ต้องการแยก เช่น ขนาดของโปรตีน, ประจุ, ความ

สามารถในเกาะกับสารชีวโมเลกุล เป็นต้น การศึกษา

การท�ำบริสุทธิ์เอนไซม์เซลลูเลสจากเชื้อ Bacillus 

subtilis YJ1 สามารถท�ำได้โดยใช้เทคนิคโครมา

โทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange  

chromatograpy) และเจลฟิวเทชนั  (gel filtration) 

[7] เช่นเดียวกับการทดลองของ Arifin และคณะ  

ที่ใช ้เทคนิคเดียวกันนี้ในการท�ำบริสุทธิ์ เอนไซม์ 

เซลลูเลสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus pumilus EB3 [8] 

นอกจากนี้ยังมีการท�ำบริสุทธิ์เอนไซม์ เซลลูเลสที่ผลิต

by Mn2+and Fe3+. Therefore substrate specificity indicated that the purified enzyme was able 

to hydrolyzed CMC and agricultural waste. 

ค�ำส�ำคัญ : เซลลูเลส  การท�ำให้บริสุทธิ์  แบคทีเรียกระเพาะหมักของวัว
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จากเชื้อ Bacillus strain CH43 และ HR68โดย

ใช้การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟส, เจลฟิว

เทชัน,โครมาโตกราฟีแบบไอโซอิเลค ทริคโฟกัสซิง 

(iso-electric focusing chromatography)  

และ SDS PAGE [2] 

	 งานวิจัยนี้มุ ่งเน้นในการคัดแยกแบคทีเรีย 

จากกระเพาะหมักของสตัว์เคีย้วเอือ้ง ทีม่ปีระสทิธภิาพ

ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส ซึ่งเป็นเอนไซม์หลัก 

ท่ีส�ำคัญในการย่อยเซลลูโลส รวมไปถึงการท�ำบริสุทธิ์ 

และศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์เซลลูเลส  

เพื่อน�ำเอนไซม์นี้ไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ ต่อไป

วัตถุประสงค์
	 1.	 เพือ่คดัแยกแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถใน

การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากกระเพาะหมักของวัว

	 2.	 เพื่อท�ำบริสุทธิ์  ศึกษาลักษณะสมบัติ

และสภาวะที่มีผลต่อการท�ำงานของเอนไซม์เซลลูเลส 

จากแบคทีเรียที่แยกได้จากกระเพาะหมักของวัว

วิธีการวิจัย
	 การคัดแยกแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์เซล

ลูเลส จากของ เหลวในกระเพาะหมักของวัว

	 น�ำของเหลวจากกระเพาะหมักของวัว ที่ได้

รับจากคณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  

มาเจือจางโดยวิธี 10 fold dilution จากนั้นน�ำ

สารละลายที่ได้มาเกล่ียให้ทั่วบนอาหารเล้ียงเชื้อ 

CMC (carboxymethyl cellulose) แบบแข็ง [9] 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

เมื่อเชื้อเจริญบนอาหาร ท�ำการคัดเลือกแบคทีเรียที่

มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันมาท�ำให้บริสุทธิ์

ด้วยวิธี streak plate เลือกเชื้อที่เป็นโคโลนีเดี่ยว  

มา spot plate ลงบนอาหารเลีย้งเช้ือ CMC medium 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อในการย่อยสลาย

เซลลูโลสโดยวิธี congo red plate assay [10]  แล้ว

วัดความกว้างของวงใสที่เกิดขึ้น ซึ่งเป็นบริเวณที่เกิด

การย่อยสลายซับสเตรทโดยเอนไซม์เซลลูเลส

	 การบ่งบอกชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีหา

ล�ำดับเบสของ 16S rDNA 

	 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) 

ของเชื้อแต่ละไอโซเลท ที่แยกได้ [11] เพื่อใช้เป็นแม่

พิมพ์ในการเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA โดยเทคนิค  

Polymerase Chain Reaction (PCR) จากนั้น

วิเคราะห์ล�ำดับเบสของยีน 16S rDNA ด้วยวิธ ี 

dideoxynucleotide chain termination method 

[12] โดยบริษัท First BASE, Malaysia แล้ว 

เปรียบ เทียบกับล�ำดับเบสในฐานข้อมูล GenBank 

(http://blast.ncbi. nlm.nih.gov)

	 การเก็บเกี่ยวเอนไซม์

	 เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว ที่ประกอบ

ไปด้วย 0.1% CMC, 0.1% K
2
HPO

4
, 0.5%  

polypepton, 0.5% yeast extract และ 0.03% 

MgSO
4
·7H

2
O เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันเก็บ crude 

enzyme โดยปั่นเหวี่ยงด้วยอัตราเร็ว 6,000 รอบ/

นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

ดูดส่วนใสด้านบนหรือ crude enzyme เก็บไว้

	 การวัดประสิทธิภาพในการท�ำงานของ

เอนไซม์

	 วัดประสิทธิภาพการท�ำงานของเอนไซม์ 

เซลลูเลสโดยบ่มเอนไซม์ปริมาตร 100 ไมโครลิตรกับ 

1% CMC ใน 50 mM citrate buffer (pH 4.8) 

ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวัดการท�ำงานของเอนไซม ์

จากปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นโดยเติม dinitro-

salicylic acid (DNS) reagent ปริมาตร 400 

ไมโครลิตร แล้วต้มในน�้ำเดือด เป็นเวลา 15 นาที 

จากนั้นเติม 40% sodium-potassium tartate 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตรน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร [13] 

	 การหาปริมาณโปรตีน

	 วัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry [14] 

และเปรียบเทียบค่าที่วัดได้กับกราฟมาตรฐานของ

สารละลาย bovine serum albumin (BSA)
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	 การท�ำเอนไซม์บริสุทธิ์	

	 การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต

	 ตกตะกอนโปรตีนจาก crude enzyme  

โดยใช้แอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเข้มข้น 70, 80  

และ 90 % ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บเกี่ยวโปรตีนโดยปั่นเหวี่ยง

ที่อัตราเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีละลายตะกอนด้วย 50 mM  

Tris-HCl pH 9.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้ว 

ไดอะไลซีส (dialysis) สารละลายที่ได้ใน 50mM 

Tris-HCl pH 9.0

	 การแยกเอนไซม์ด ้วยโครมาโทกราฟี 

แบบแลกเปลี่ ยนประจุ  ( ion-exchange  

chromatography) โดยผ ่ าน DEAD  

Toyopearl 650M column

	 น�ำเอนไซม์ทีผ่่านการไดอะไลซสิผ่าน DEAD 

Toyopearl 650M column ขนาด 2x3 เซนติเมตร 

ที่ผ่านการปรับสมดุล (equilibrium) ด้วย 50mM 

Tris-HCl  pH 9.0 ด้วยอัตราการไหล 2 มิลลิลิตร/

นาที หลงัจากน้ันล้างคอลมัน์ด้วยบฟัเฟอร์เดมิ และล้าง 

(elute) โปรตีนที่เกาะกับคอลัมน์ด้วย 50mM NaCl 

ใน Tris-HCl pH 9.0 น�ำสารที่ได้ในแต่ละ fraction 

ไปหากิจกรรมเอนไซม์และหาปริมาณโปรตีน ตามวิธี

ของ Miller และท�ำไดอะไลซีสเพื่อใช้ในขั้นต่อไป

	 การท�ำให้เอนไซม์บริสุทธิ์ด้วย Butyl-

Toyopearl 650M column

	 เตรียมเอนไซม์ที่จะผ่านคอลัมน์โดยเติม 

30% แอมโมเนียมซลัเฟต จากนัน้ผ่านเอนไซม์ลงไปใน 

Butyl-Toyopearl 650M column ขนาด 1.5x1.5 

เซนติเมตรที่ปรับสมดุล ด้วย 30% แอมโมเนียม

ซลัเฟต ใน 50 mM Tris-HCl pH 9.0 อตัราการไหล  

2 มิลลิลิตร/นาที แยกโปรตีนด้วย 50 mMTris-HCl 

pH 9.0 ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต 30, 

25, 20, 15, 10, 5 และ 0 % ตามล�ำดับ ทดสอบ

กิจกรรมของเอนไซม์ในการย่อย CMC ของแต่ละ 

fraction แล้วท�ำการไดอะไลซิสต่อไป

	 การแยกเอนไซม์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบ

แลกเปล่ียนประจุ (ion-exchange chroma-

tography) โดยผ่าน SuperQ-650colum

	 SuperQ-650column ขนาด 1.5x1.5 

เซนติเมตรที่ผ ่านการปรับสมดุล ด ้วย 50mM  

Tris-HCl pH 9.0น�ำมาใช้ท�ำเอนไซม์เซลลูเลสให้

บริสุทธิ์ โดยน�ำเอนไซม์ที่ไดอะไลซิสแล้ว ผ่านคอลัมน์

นี้ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที หลังจากนั้นล้าง

คอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์เดิม และแยกโปรตีนด้วย 50 

mM NaCl ใน Tris-HCl pH 9.0 ตรวจสอบ และ

เก็บ fraction ที่มีความสามารถในการย่อย CMC  

ท�ำการไดอะไลซิสต่อไป

  	

	 การศึกษาคุณสมบัติเอนไซม์บริสุทธิ์ 

	 การหาน�้ำหนักโมเลกุลของโปรตีน

	 ตรวจสอบขนาดของโปรตีนด ้วย 12%  

sodium dodecyl sulphate/polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) [15] โดยเทียบ 

กับ Protein Markers (Broad Range) (Nacalai 

Tesque, japan)

	 การศึ กษาค ่ าพี เ อช ท่ี เหมาะสมต ่ อ

การท�ำงานของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์ (pH  

optimum)

	 น�ำเอนไซม์ที่บริสุทธิ์ 100 ไมโครลิตร บ่ม

ร่วม กับ 1 % CMC ปริมาตร 100 ไมโครลิตรที่ pH 

3.0 –11.0 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาที จากน้ันวัดการท�ำงานของเอนไซม์ตามวิธี 

ของ Miller

	 การศึกษาค่าพีเอชท่ีมีผลต่อความเสถียร

ของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์ (pH stability)

	 บ่มเอนไซม์กับบัพเฟอร์ที่มีค่า pH ตั้งแต่ 

3.0 - 11.0 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที แล้วบ่มร่วมกับ 1 % CMC ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวัดการท�ำงานของ

เอนไซม์ตามวิธีของ Miller
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	 การศึกษาค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ 

ท�ำงานของเอนไซม์เซลลเูลสบรสิทุธิ ์(temperature 

optimum)

	 น�ำเอนไซม์ทีบ่รสิทุธิ ์100 ไมโครลติร บ่มร่วม 

กับ 1 % CMC ปริมาตร 100 ไมโครลิตรที่อุณหภูมิ

ตั้งแต่ 20-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

จากนั้นวัดการท�ำงานของเอนไซม์ตามวิธีของ Miller

	 การศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อความเสถียร

ของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์ (temperature 

stability)

	 บ่มเอนไซม์ที่อุณหภูมิ ตั้งแต่ 20-70 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีแล้วบ่มร่วมกบั 1 % CMC 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จาก

นั้นวัดการท�ำงานของเอนไซม์ตามวิธีของ Miller

	 การศึกษาผลของโลหะหนักต่อกิจกรรม 

ของเอนไซม์

	 น�ำเอนไซม์ที่บริสุทธิ์บ่มใน 50 mM citric 

acid buffer (pH 4.8) ที่มีโลหะหนักชนิดต่างๆ คือ 

Na+, K+, Li+, NH4+, Ca2+, Mn2+, Cu2+, 

Fe2+, Fe3+และ Zn+ เป็นเวลา 30 นาที แล้วบ่มร่วม

กับ 1% CMC ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาที จากนั้นวัดการท�ำงานของเอนไซม์ตามวิธีของ 

Miller

	 การศึกษาผลของชนิดของซับสเตรทต่อ

กิจกรรมของเอนไซม์

	 น�ำเอนไซม์ที่บริสุทธิ์  100 ไมโครลิตร  

บ่มร่วมกับ ซับสเตรทชนิดต่างๆ คือ CMC, ฟางข้าว, 

ซังข้าวโพด, หญ้าหวาน, หญ้าเนเปีย, ส�ำลี, กระดาษ

กรองและ xylan ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวัดการท�ำงานของเอนไซม์

ตามวิธีของ Miller 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล
	 การคดัแยกและบ่งบอกชนดิของแบคทเีรยี

ที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลส ที่แยกได้จากของเหลว 

ในกระเพาะหมักของวัว

	 จากการคัดแยกแบคทีเรียจากของเหลวใน

กระเพาะหมกัของววั จ�ำนวน 10 ตวั และทดสอบความ

สามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรีย

ที่แยกได้ด้วยวิธี congo red plate assay พบว่า 

สามารถแยกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 20 ไอโซเลท โดย 

ไอโซเลท B4 มีความสามารถในการสร้างวงใสบน

อาหารที่มี CMC สูงที่สุด (ภาพ 1) จากนั้นท�ำการ

บ่งบอกชนิดของแบคทีเรีย B4โดยการใช้ล�ำดับเบส 

ของ 16S rDNA เมื่อเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอ

ไทด์ของแบคทีเรียที่มีรายงานในฐานข้อมูลของ  

Genebank พบว่ามีความใกล้เคียงกับ Bacillus 

subtilis, Bacillus vallismortis strain DSM 

11031 และ Bacillus mojavensis strain IFO15718 

เท่ากับ 99%, 97%  และ 97% ตามล�ำดับ จึงได้ท�ำการ

ตั้งชื่อแบคทีเรียนี้ว่า Bacillus subtilis B4

	 การท�ำเอนไซม์บริสุทธิ์

	 ท�ำบรสิทุธิเ์อนไซม์เซลลเูลสจาก B. subtilis 

B4 โดยตกตะกอนเอนไซม์ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

แล้วผ่านคอลัมน์ DEAD Toyopearl 650M,  

Butyl-Toyo pearl 650M และ SuperQ-650  

ตามล�ำดับ ผลการท�ำเอนไซม ์บริสุทธิ์แสดงใน 

ตารางที่ 1 โดยพบว่าเมื่อผ่านกระบวนการท�ำให้ 

บริสุทธิ์ จะท�ำให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึ้น 

และปรมิาณโปรตนีลดลงเมือ่เทยีบกบั crude extract 

ค่า purification fold มีค ่าเพิ่มขึ้นเป็น 67.2  

แต่มีค่าผลผลิต (Yield) เพียง 9.5 % หลังจาก

ผ่านการท�ำบริสุทธิ์ มีค่าแอนติวีตีจ�ำเพาะ (specific  

activity) 4.70 ซ่ึงมากกว่าก่อนท�ำบริสุทธิ์ แสดงให้

เหน็ถึงประสทิธภิาพของคอลมัน์ทีใ่ช้ว่ามปีระสทิธภิาพ

ในการจับกับโปรตีนในคอลัมน์ได้ดี ค่าแอนติวีตี

จ�ำเพาะที่ได้จึงมีค่าสูงขึ้นและปริมาณโปรตีนมีค่า 

ลดลง

	 การหาน�้ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์

	 การหาน�้ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์เซลลูเลส

โดย SDS-PAGE พบว่าโปรตีนมีน�้ำหนักโมเลกุล

ประมาณ 35 KDa ดังแสดงในภาพ 2 ซึ่งเมื่อเปรียบ

เทียบกับการศึกษาน�้ำหนักโมเลกุลเอนไซม์เซลลูเลส 
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บริสุทธิ์จาก Bacillus spp. และ Aspergillus niger 

พบว่ามีขนาดใกล้เคยีงกบั เอนไซม์ endo-glucanases 

ซึ่งมีน�้ำหนักโมเลกุลประมาณ 40 KDa [2, 16]  

และยงัมกีาร ศกึษาเอนไซม์นีใ้น Chalara paradoxa 

[17] พบว่ามีน�้ำหนักโมเลกุล 35 KDa 

	 การศึกษาค่าพีเอชที่มีผลต่อกิจกรรมและ

ความเสถียรของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์

	 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  

ที่พีเอชต่างๆ พบว่า พีเอชที่ต ่างกันมีผลต่อการ 

ท�ำงานของเอนไซม์เซลลูเลส ดังแสดงในภาพที่ 3  

โดยค่าพีเอชที่มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์มากกว่า  

80 % อยู่ในช่วง 4.5- 7.5 และมีค่าสูงสุดที่พีเอช 6.0  

ซึ่งมีความใกล้เคียงกับเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์จาก 

Bacillus strain ที่มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดที่พีเอช 

5.0-6.5 [2] และการศกึษาในเชือ้ Aspergillus miger 

พบว่าเอนไซม์นี้ท�ำงานได้ที่ในช่วงพีเอช 6.0-7.0 [16] 

นอกจากนั้นที่ช่วงพีเอช 5.0-7.0 เป็นช่วงที่เอนไซม์

บริสุทธิ์จากเชื้อ Lysobacter sp.ท�ำงานได้ดีที่สุด 

[18] การศึกษาผลของพีเอชที่มีต่อความเสถียรของ 

เอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์จาก B. subtilis B4 ที่แยก

ได้จากกระเพาะหมักของวัว พบว่ามีความคงตัวที่ 

พีเอช 4.5-6.0 ดังแสดงในภาพที่ 4 ซึ่งมีค่าใกล้

เคียงกับเอนไซม์จาก B.Circulans และ Mucor  

circinelloides ที่มีความคงตัวของเอนไซม์ที่พีเอช 

4.5-6.5 [18] และ 4.0-7.0 [19] ตามล�ำดับ จากการ

ทดลองพบว่าในช่วงพีเอชที่สูงหรือต�่ำมากกิจกรรม

เอนไซม์และความเสถียรของเอนไซม์จะลดลงอาจ

เป็นผลมาจากการที่โครงสร้างของเอนไซม์เสียสภาพ

โดยเฉพาะบริเวณตัวเร่งหรืออาจมีประจุบนโปรตีน

เปลี่ยนแปลงจนไม่เหมาะสมต่อการท�ำปฏิกริยากับ 

สารตั้งต้นได้ [10] 

	 การศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อกิจกรรมและ

ความเสถียรของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์

	 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส ที่

อุณหภูมิต่างๆ ตั้งแต่ 20 - 70 องศาเซลเซียส พบว่า 

อุณหภูมิที่ท� ำให ้กิจกรรมเอนไซม ์มีค ่ า สัมพัทธ ์ 

มากกว ่า 80 % อยู ่ในช ่วงอุณหภูมิ 30 – 65 

องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  

กิจกรรมของเอนไซม์มีค่าสูงสุดดังแสดงในภาพที่ 5 

ซ่ึงเอนไซม์เซลลูเลสน้ีมีค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมสูงกว่า

เอนไซม์จากเชื้อ Mucor circinelloides (55 องศา

เซลเซียส) [19] แต่มีค่าต�่ำกว่าเอนไซม์ที่ได้จากเชื้อ 

Bacillus strains RH68 ทีม่อีณุหภมูทิีเ่หมาะสมอยูท่ี่ 

70 องศาเซลเซียส [2] การศึกษาผลของอุณหภูมิ

ต่อความเสถียรของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์ พบว่า

เอนไซม์มีความเสถียรในช่วง 25 - 60 องศาเซลเซียส 

และกิจกรรมเอนไซม์จะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 

เมื่อเปรียบเทียบค่าที่ได้กับการศึกษาเอนไซม์ชนิดนี้

จากเชื้อ B. subtilis TD6 ที่มีความเสถียรในช่วง 

0 - 50 องศาเซลเซียส พบว่ามีช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 

[20] ทั้งน้ีการที่เอนไซม์มีความเสถียรลดลงในสภาพ

ที่มีอุณหภูมิสูงนั้น อาจเกิดจาก เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น  

ท�ำให้โครงสร้างของโปรตีนถูกท�ำลาย

	 การศกึษาผลของโลหะหนกัต่อกจิกรรมของ

เอนไซม์

	 การศึกษาผลของไอออนโลหะทั้งหมด 11 

ชนิดต่อกิจกรรมของเอนไซม์ แสดงผลดังตารางที่ 2 

พบว่าไอออน Na+, K+, Li+, NH4+, Mg2+และ Zn+  

ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 มิลลิโมลาร์ มีผลเพียง 

เล็กน้อยต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์  

ส่วน Cu2+ มีผลเป็นตัวขัดขว้างกิจกรรมของเอนไซม์ 

แต่ Mn2+ และ Fe3+ ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 มิลลิ

โมลาร์ มีผลเป็นตัวส่งเสริมกิจกรรมของเอนไซม์ ส่วน 

Fe2+ มีผลส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม์ที่ความเข้มข้น  

5 มิลลิโมลาร์ และกิจกรรมเอนไซม์ลดลงเมื่อเพิ่ม 

ความเข้มข้นเป็น 10 มิลลิโมลาร์ โดยผลการทดลอง

น้ีให้แนวโน้มไปทางเดียวกับการศึกษาเอนไซม ์

เซลลูเลสจากเช้ือ Catharan thusreseus [21]  

และเชื้อ Rhizopus oryzae [22] ซ่ึงพบว่า Na+, 

K+, Li+ และ NH4+ ไม่มีผลต่อกิจกรรมเอนไซม ์

นอกจากน้ันยังสอดคล้องกับงานวิจัยเอนไซม์ที่ผลิต

จากเชื้อ Mucor circinelloides [19] และ Chalara 

paradoxa [17] ทีพ่บว่า Mn2+ มผีลส่งเสรมิการท�ำงาน 

ของเอนไซม์เซลลูเลส
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	 การศึกษาผลของชนิดสารตั้ งต ้นต ่อ

กิจกรรมเอนไซม์

	 การศึกษาผลของชนิดซับสเตรทต่อกิจกรรม

เอนไซม์เซลลูเลส พบว่าเอนไซม์บริสุทธิ์มีความ 

สามารถในการย่อย CMC ได้สูงที่สุด ดังแสดงใน 

ตารางที่ 3 นอกจากนั้นเอนไซม์บริสุทธิ์ยังมีความ

สามารถในการย่อยของเหลือใช้ทางการเกษตรได ้ 

โดยย่อยซังข้าวโพดได้ดีที่สุด รองลงมาคือ ฟางข้าว 

หญ้าเนเปีย และหญ้าขนตามล�ำดับ เอนไซม์มีความ

สามารถในการย่อย xylan ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ 

เมื่อเทียบกับซับสเตรทที่เป็น CMC

สรุปผลการวิจัย
	 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถใน

การสร้างเอนไซม์เซลลูเลสจากของเหลวในกระเพาะ

หมักของวัว พบแบคทีเรียจ�ำนวน 20 ไอโซเลท โดย

ไอโซเลท B4   มีกิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด และม ี

ความใกล้เคียงกับ Bacillus subtilis มากที่สุด คือ  

99 %   เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค 16s rDNA  

sequencing เอนไซม์เซลลูเลสที่ บริสุทธิ์โดยการตก

ตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต แล้วผ่านคอลัมน ์

DEAD Toyopearl 650M, Butyl-Toyopearl 

650M และ SuperQ-650 พบว่าคุณสมบัติของ

เอนไซม์มีค่าแอกตวิติจี�ำเพาะของเอนไซม์ เท่ากบั 4.70 

U/mg protein   น�้ำหนักของโมเลกุลเอนไซม์มีค่า

ประมาณ  35 KDa และท�ำงานได้ทีพ่เีอช 6.0 อณุหภมูิ  

60 องศาเซลเซียสมีความเสถียรที่พีเอช 5.0 อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส โดย  Mn2+และ Fe3+ สามารถ

กระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์ แต่ Cu2+ มีผลเป็นตัวขัด

ขว้างกิจกรรมของเอนไซม์ นอกจากนี้เอนไซม์บริสุทธิ์

มีความสามารถในการย่อย CMC และของเหลือใช้

ทางการเกษตรได้ดี เช่น ซังข้าวโพด ฟางข้าว จึงเป็น

ที่น่าสนใจที่จะน�ำเอนไซม์นี้ไปประยุกต์ในด้านต่างๆ  

โดยเฉพาะการใช้ในกระบวนการย่อยของเหลือใช้

ทางการเกษตรเพื่อผลิตเป็นไบโอเอทานอลต่อไป 
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ตารางที่ 1 การท�ำบริสุทธิ์เอนไซม์เซลลูเลสจากเชื้อ B. subtilis B4

Procedure Total activity 

(U)

Total protein 

(mg)

Specific activity 

(U/mg)

Purification 

(Fold)

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
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ตารางที่ 2 ผลของโลหะหนักต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์

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

ตารางที่ 3 ผลของชนิดของซับสเตรทต่อกิจกรรมของเอนไซม์

Substrates Activity (%)

CMC 100

ฟางข้าว 17

ซังข้าวโพด 23

หญ้าเนเปีย 12

หญ้าขน 11

ส�ำลี 3

กระดาษกรอง 4

xylan 20
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ภาพที ่1 ลักษณะวงใสที่เกิดจากการย่อยซับสเตรทด้วยเอนไซม์ที่ผลิตโดยเชื้อ B. subtilis B4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 2   SDS PAGE ของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธ์ิที่ได้จากเช้ือ B. subtilis B4: Lane 1, M: โปรตีนบอกขนาด    
                (Broad Range) (NacalaiTesque,  japan) 
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ภาพที่ 1 ลักษณะวงใสที่เกิดจากการย่อยซับสเตรทด้วยเอนไซม์ที่ผลิตโดยเชื้อ B. subtilis B4

ภาพที่ 2	 SDS PAGE ของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์ที่ได้จากเชื้อ B. subtilis B4: Lane 1, 

	 M: โปรตีนบอกขนาด (Broad Range) (NacalaiTesque,  Japan)
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ภาพที่ 3 ผลของค่าพีเอชที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ ์
 

 
 

ภาพที่ 4 ผลของค่าพีเอชที่มีผลตอ่ความเสถียรของเอนไซม์เซลลูเลสบริสุทธิ์ 
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