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 งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเซลลูเลสโดยการพฒันา

สายพนัธ์ุจุลินทรีย ์ Cellulomonas sp. TSU-03 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดจ้ากดินและมี

ประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูเลสสูง รวมถึงการเพิ่มผลผลิตของเอนไซมโ์ดยการหา

สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเซลลูเลส และการพฒันาสายพนัธ์ุจุลินทรียด์ว้ยเทคนิคทาง

พนัธุวศิวกรรม จากการพฒันาสายพนัธ์ุดว้ยวธีิการกลายพนัธ์ุโดยใชส้ารเคมีและการใชรั้งสี

ยวู ี จะไดเ้ช้ือสายพนัธ์ุกลายทั้งหมด 328 สายพนัธ์ุ ซ่ึงในจ านวนดงักล่าว พบวา่เช้ือพนัธ์ุ

กลาย สายพนัธ์ุ M27 ท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุโดยใช ้NTG เป็นสายพนัธ์ุท่ีใหผ้ลผลิตของเซลลู

เลสสูงท่ีสุด เท่ากบั 2.93±0.11 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามดว้ยสายพนัธ์ุ M17 ท่ีใหผ้ลผลิต 

2.57±0.14 ยนิูตต่อมิลลิลิตร เม่ือท าการเล้ียงในอาหาร CMC 

 เม่ือท าการพฒันาสายพนัธ์ุจุลินทรียเ์พื่อใหไ้ดผ้ลผลิตเซลลูเลสท่ีสูงข้ึนดว้ยวธีิพนัธุ

วศิวกรรม โดยท าการคดัลอกยนีเอนโดกลูคาเนส (Censp) ท่ีควบคุมการผลิตเซลลูเลสจาก

เช้ือ Cellulomonas sp. ผลการทดลองพบวา่ยนีท่ีคดัลอกไดมี้ความเหมือนกบัยนีเอนโดกลู

คาเนส (Cen) จากเช้ือจุลินทรีย ์Cellulomonas fimi ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์แต่เม่ือน ายนีดงักล่าว

ไปท าการศึกษาการแสดงออกใน E. coli และ Cellulomonas sp. พบวา่ยนีดงักล่าวมีการ



แสดงออกไดต้ ่าและใหผ้ลผลิตของเอนไซมท่ี์ไม่แตกต่างจาก Cellulomonas sp. TSU-03 

(สายพนัธ์ุดั้งเดิม) ดงันั้นในการศึกษาในขั้นตอนต่อไปจึงเลือกเฉพาะจุลินทรียพ์นัธ์ุกลาย 

M17 และ M23 เท่านั้นในการทดลอง 

 อาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเซลลูเลส ประกอบไปดว้ย CMC ปริมาณ 

10 กรัมต่อลิตร และ NaNO3 ปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร ภายใตส้ภาวะเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 45
oC 

ค่าความเป็นกรดและด่างของอาหาร เท่ากบั 6 และความเร็วรอบในการหมุนเหวีย่งเท่ากบั 

100 รอบต่อนาที ภายใตส้ภาวะการเพาะเล้ียงดงักล่าว จุลินทรีย ์Cellulomonas sp. สายพนัธ์ุ 

M27 ใหผ้ลผลิตเซลลสู์งสุดเท่ากบั 7.11±1.28 กรัมต่อลิตร และใหกิ้จกรรมของเอนไซม ์

FPase, CMCase และ β-glucosidase เท่ากบั 3.25±0.20, 4.51±1.15, 1.52±0.40 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร ตามล าดบั กิจกรรมของเซลลูเลสท่ีไดพ้บวา่มีค่าสูงกวา่ค่าท่ีไดจ้ากเช้ือพนัธ์กลาย 

M17 ถึง 1.2 เท่า และสูงกวา่ 2.8 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัผลผลิตจากเช้ือสายพนัธ์ุดั้งเดิม ซ่ึง

แสดงใหเ้ห็นวา่ เช้ือสายพนัธ์ุกลาย Cellulomonas sp. M23 เป็นเช้ือท่ีมีศกัยภาพในการผลิต

เซลลูเลส และใหผ้ลผลิตของเซลลูเลสท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมท่ี์สูงในอาหารท่ีมี CMC 

เป็นองคป์ระกอบ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 An objective of this study was to develop a high cellulase production 

by improve the prominent cellulase producing bacteria, increased enzyme 

production by optimization studies and strain improvement by genetic 

engineering. Among 328 mutant strains of Cellulomonas sp. TSU-03, the 

mutant strain M23, NTG mutant, gave the highest value of cellulase activity 

(2.93±0.11 U/mL) followed by mutant M17 (2.57±0.14 U/mL) in CMC 

medium.  

Strain improvement for higher production of cellulase from 

Cellulomonas sp. TSU-03 was conducted by cloning of gene encoding the 

endoglucanase of Cellulomonas sp. (CenCsp) through complementation to 

cellulase accumulation of Cellulomonas sp. (wild type) was investigated. The 

CenCsp sequence of DNA from Cellulomonas sp. was analyzed and the 

fragment showed 100% identity with Cen gene from Cellulomonas fimi 

(accession number 15823). Cloning was confirmed by enzymatic studies and 

results showed that cellulase activity was low expression in E. coli and 

Cellulomonas sp. Therefore, mutant M17 and M23 (NTG mutant) were 

selected and used throughout this study. 

 The optimum medium and environmental for cellulase production 

consisted of 10 g/L CMC, 1 g/L NaNO3 under cultivatation temperature at 

45
o
C with initial pH and agitation speed at 6 and 100 rpm, respectively. 

Cellulomonas sp. strain M23 produced the highest cellular growth (7.11±1.28 

g/L) and FPase, CMCase as well as β-glucosidase activities at 3.25±0.20, 

4.51±1.15, 1.52±0.40 U/mL, respectively. The cellulase activity achieved 

from strain M23 is 1.2 and 2.8 folds higher than cellulase from mutant M17 

166 



(2.50±1.02 U/mL) and wild type (1.12±0.50 U/mL), respectively. The results 

suggested that Cellulomonas sp. M23 had a good potential for production of 

cellulase by fermentation using a cultivation medium containing CMC as the 

main substrate.  
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