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Clostridium thermocellum สายพนัธุ์ S14 เป็นเซลลูโลไลตกิแบคทเีรยีชอบรอ้นและไม่ใชอ้อกซเิจนใน
การเจรญิเติบโต คดัแยกได้จากกากตะกอนเยื่อกระดาษชานอ้อยในประเทศไทย สามารถผลิตกลุ่ม
เอนไซมเ์ชงิซ้อนทีเ่รยีกว่าเซลลูโลโซมซึ่งมคีวามสามารถสูงในการย่อยสลายสารลกิโนเซลลูโลส เซลลู
โลโซมจาก C. thermocellum S14 แสดงกจิกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสและเฮมเิซลลูเลสทีสู่งมากและสูง
กว่าเซลลูโลโซมที่ผลติจาก C. thermocellum สายพนัธุ์ ATCC27405 ซึ่งเป็นเชื้อที่มกีารใช้ศึกษามาก
ที่สุด และใช้เป็นเชื้อเปรยีบเทียบ แต่อย่างไรก็ตาม ระบบการท างานของเซลลูโลโซมถูกยบัยัง้ด้วย
น ้าตาลเซลโลไบโอส ซึง่เป็นผลติภณัฑห์ลกัจากการย่อย ดงันัน้เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพของเซลลูโลโซมให้
ดยีิง่ขึ้น จ าเป็นต้องมกีารก าจดัน ้าตาลเซลลโลไบโอสในปฏกิิรยิา จากการทดลองพบว่าการใช้รคีอม
บแินนท์เอนไซมเ์บต้ากลูโคซเิดสจากเชื้อ Thermoanaerobacter brockii ร่วมกบัเซลลูโลโซมจาก C. 
thermocellum S14 ในการยอ่ยสลายเซลลูโลสชนิดผลกึ ท าใหน้ ้าตาลเซลโลไบโอสทีส่ะสมถูกย่อยสลาย 
ส่งผลให้การย่อยสลายเซลลูโลสเพิม่สูงขึน้อย่างมนีัยส าคญั และเมื่อน ามาย่อยฟางขา้วที่ผ่านการปรบั
สภาพด้วยแอมโมเนีย โดยใช้ปรมิาณเซลลูโลโซม 2 มลิลิกรมัโปรตีนต่อกรมักลูแคน และเอนไซม์
เบต้ากลูโคซเิดส 10 ยูนิต พบว่าน ้าตาลกลูโคสที่ได้จากการย่อยฟางขา้วสูงถงึ 91% และน ้าตาลที่ได้
สามารถน ามาหมกัเพื่อเปลี่ยนเป็นเอทานอลได้ด้วยยสีต์ Saccharomyces cerevisiae โดยไม่เกดิการ
ยบัยัง้ใดๆในกระบวนการหมกั และได้ผลผลติของเอทานอลสูงถึง 95% นอกจากนี้เพื่อเป็นการลด
ปรมิาณการใชเ้อนไซมใ์นกระบวนการย่อยลง ไดท้ าการออกแบบระบบการน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ใน
กระบวนการผลิตน ้าตาลจากสารชีวมวล  โดยท าการดดัแปลงเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส CglT ให้มี
คุณสมบตัิในการยดึเกาะกบัโพลีแซคคาไรด์ที่ไม่ละลายน ้า โดยท าการเชื่อมต่อยนี CBM3 ของเซลลู
โลโซมเขา้ทีป่ลาย N-terminal ของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซเิดส CglT พบว่าเมื่อน าเซลลูโลโซมและเอนไซม์
ดดัแปลงเบต้ากลูโคซเิดส CBM3-CglT มาใชใ้นระบบการน าเอนไซมก์ลบัมาใชใ้หม่ในกระบวนการผลติ
น ้าตาลจากสารชวีมวล พบว่าเซลลูโลโซมและเอนไซมด์ดัแปลงเบต้ากลูโคซเิดส CBM3-CglT หลงัจาก
การย่อยเซลลูโลสและฟางขา้ว สามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้อกี 4 รอบ และยงัคงประสทิธภิาพในการ
ย่อยและผลติน ้าตาลกลูโคสได้สูง จากงานวจิยันี้ได้แสดง ระบบการท างานของเอนไซมเ์ชงิซ้อนเซลลู
โลโซมและเอนไซมด์ดัแปลงเบต้ากลูโคซเิดส CBM3-CglT ทีไ่ม่เพยีงเป็นระบบเอนไซมท์ีม่ปีระสทิธภิาพ
สูงในการย่อยสารชวีมวล แต่ยงัสามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้อีกหลายรอบโดยยงัคงประสทิธภิาพการ
ท างานไดด้ ีท าใหช้่วยลดปรมิาณการใชเ้อนไซมใ์นกระบวนการผลติน ้าตาลจากสารชวีมวลไดอ้กีดว้ย 
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Clostridium thermocellum strain S14, an anaerobic, thermophilic bacterium, isolated from 
bagasse paper sludge in Thailand, produces the multienzyme complex cellulosome with strong 
lignocellulose degrading ability (Tachaapaikoon et al., 2011). The cellulosomes from C. 
thermocellum S14 showed higher activity against microcrystalline cellulose and hemicellulose 
than the cellulosomes from the best-studied type strain, C. thermocellum ATCC27405. 
However, to bring out the maximum cellulolytic ability of the cellulosomes, it is necessary to 
eliminate the end product inhibition by cellobiose. Combinations of β-glucosidases from 
thermophilic anaerobic bacteria and C. thermocellum S14 cellulosomes were evaluated for 
optimization of cellulose degradation. β-Glucosidase (CglT) from Thermoanaerobacter brockii, 
in combination with cellulosomes, exhibited remarkable saccharification ability for 
microcrystalline cellulose. When aqueous ammonia soaked rice straw was hydrolyzed by an 
enzyme loading combination of 2 mg cellulosome and 10 units CglT per g glucan, 91% of 
glucan was hydrolyzed to glucose. Hydrolysates from rice straw hydrolysis by the combination 
of cellulosome and β-glucosidase also could be fermented to ethanol by yeast Saccharomyces 
cerevisiae without any inhibitions in theoretical yield of approximately 95%. Furthermore, to 
recover cellulosome and CglT through re-binding to additional cellulose, a chimeric CBM3–CglT 
was created by fusing family 3 carbohydrate binding module (CBM3) from the scaffolding 
protein CipA into the N-terminal region of CglT. When a recycling test using cellulosome and 
CBM3–CglT was performed on microcrystalline cellulose When a recycling test using 
cellulosomes and CBM3–CglT was performed on microcrystalline cellulose and pretreated rice 
straw, the process was capable of 4 rounds of recycling (1% w/v cellulose/round), consistent 
with a high saccharification yield. This novel recycling method using a combination of 
cellulosome and CBM3–CglT, contribute to establishing a cost-effective lignocellulose 
saccharification process, as a result of reduced enzyme loading, indicating this recycling system 
has great potential as an effective lignocellulose degradation system.  
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