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A facultative anaerobic bacterium Paenibacillus xylaniclasticus strain TW1, isolated from 
an anaerobic digester fed with pineapple waste, produces an extracellular xylanolytic-cellulolytic 
multienzymes system when grown on corn hull under aerobic conditions. The crude enzyme was 
found to be capable of binding to insoluble xylan and cellulose and efficiently hydrolyzed raw 
agricultural residues. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of 
a crude enzyme preparation exhibited at least 12 proteins could be bound to cellulose. Moreover, 
the results from matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF/TOF-MS) found that the peptide mass fingerprints of the unknown 
components from SDS-PAGE were almost identical as unknown proteins. This result suggested 
that the other proteins possibly present as new glycoside hydrolase family. The only two bands 
from SDS-PAGE could be identified as the glycoside hydrolase family 31 (CBP5) and family 11 
(CBP12). Although CBP5 showed similarity to published glycoside hydrolase family 31 sequences 
from P. curdlanolyticus YK9 but no information on the carbohydrate-binding module (CBM) 
appearing in the glycoside hydrolase family 31 from P. curdlanolyticus YK9 was presented. In 
case of CBP12, the peptide sequence of CBP12 showed similarity to P. curdlanolyticus B6 
xylanase family 11 with a calcium-dependent-carbohydrate-binding module family 36 (CBM36). 
However, the only CBM36 currently was characterized, that from P. polymyxa ATCC 842 xylanase 
43A (PpCBM36). In addition, CBM36 from P. xylaniclasticus TW1 showed only 50% amino acid 
sequence identity with CBM36 of the strain ATCC 842. Thus, the CBM36 from P. xylaniclasticus 
TW1 (PxTW1CBM36) was still attracted and, henceforth, was produced and characterized of this 
CBM.  
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PxTW1CBM36 was cloned, expressed, purified and studied for binding characteristics. 
The results found that PxTW1CBM36 displayed broad binding ability to carbohydrates which had 
a high affinity for xylans and insoluble cellulose. Interestingly, this is the first study that indicated 
that CBM36 had an affinity for insoluble cellulose. Although the ligand-binding apparatus of 
PxTW1CBM36 and PpCBM36 display similarity, the binding capacity of PxTW1CBM36 do not 
perturb by the addition of the chelating agent such as ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). It 
is possible that calcium-dependency might not be the only mode of substrate binding by 
PxTW1CBM36. In addition, the binding characteristic of PxTW1CBM36 on carbohydrates 
embedded within plant cell walls was also elucidated. It displayed the strong recognition for 
ligands located in the epidermal tissue of sweet potato roots. This result shows that the cell wall 
components and the polysaccharides configuration in the plant cell wall might differ between 
tissues. Thus, this CBM can represent valuable tools with which to probe the intricate architecture 
of plant cell walls, and also possible as a new tool for immobilization enzyme for targeting 
enzymes to surface of plant tissue. 

Furthermore, in this report not only carbohydrate-binding module but carbohydrate-active 
enzymes in Paenibacillus xylaniclasticus TW1 genome were also investigated. From nucleotide 
sequence, the data exhibited many carbohydrate-active enzymes in P. xylaniclasticus TW1 
genome. It contained 28 xylanolytic enzymes, 9 cellulolytic enzymes and 3 other plant cell wall-
degrading enzymes. In addition, not only CBM36 but P. xylaniclasticus TW1 contained many 
CBM which different family. As many reports, the complete and rapid hydrolysis of 
polysaccharides in agricultural residues requires not only cellulolytic enzymes but also the 
cooperation of many enzymes such as xylanolytic enzymes and side chain-cleaving enzymes 

such as deacetylase and α-L-arabinofuranosidase.  Thus, this result explained that why crude 
enzyme produced from P. xylaniclasticus TW1 displayed the capable of binding to insoluble xylan 
and cellulose and efficiently hydrolyzed raw agricultural residues. 

Keywords: Carbohydrate-binding module family 36, MALDI-TOF/TOF MS, Paenibacillus 
xylaniclasticus, Xylanolytic-cellulolytic multienzyme complexes 
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 แบคทเีรยี Paenibacillus xylaniclasticus สายพนัธุ ์TW1 ซึง่เป็นแบคทเีรยีทีส่ามารถเจรญิได้ทัง้
ในสภาวะทีม่แีละไม่มอีากาศ (facultative anaerobic bacterium) ถูกคดัแยกจากถงัหมกัก๊าซชวีภาพทีม่ ี
เปลือกสบัปะรดเป็นวตัถุดิบ  สามารถผลิตเอนไซม์เชิงซ้อนในกลุ่มไซลาโนไลติกและเซลลูโลไลติก  

(xylanolytic-cellulolytic multienzyme complexes) เมือ่เพาะเลีย้งในอาหารทีม่เีปลอืกขา้วโพดเป็นแหล่ง
คารบ์อนภายใตส้ภาวะทีม่อีากาศ  โดยเอนไซมเ์ชงิซอ้นดงักล่าวสามารถยดึเกาะกบัไซแลนและเซลลูโลส
ทีไ่ม่ละลายน ้าได ้ และยงัสามารถย่อยสลายวสัดุเหลอืใช้ทางการเกษตรได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการ
ปรับสภาพอีกด้ ว ย   เ มื่ อ ต รว จสอบด้ ว ย เทคนิ ค  sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) พบว่าเอนไซม์เชิงซ้อนประกอบด้วยโปรตีนหน่วยย่อยอย่างน้อย 12 
ชนิดที่สามารถยดึเกาะกบัเซลลูโลสที่ไม่ละลายน ้าได้  และเมื่อน าโปรตนีทัง้ 12 ชนิดไปตรวจสอบด้วย
เทคนิค matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF/TOF-MS) เพื่อระบุชนิดของโปรตีนดงักล่าว พบว่าโปรตีนที่ยดึเกาะกับเซลลูโลสที่ไม่
ละลายน ้าได้ส่วนใหญ่ไม่สามารถระบุชนิดของโปรตีนได้  เป็นไปได้ว่าโปรตีนเหล่านี้อาจจดัอยู่ใน  

glycoside hydrolase แฟมลิีใ่หม่ทีย่งัไม่มรีายงานในปัจจุบนั  จากการศกึษาดงักล่าวพบโปรตีนเพยีง 2 
ชนิดทีส่ามารถระบุชนิดได ้ โดยโปรตนี CBP5 มคีวามคลา้ยคลงึกบัเอนไซม ์glycoside hydrolase แฟ-
มิลี่ 31 ที่ผลิตโดย P. curdlanolyticus YK9 แต่เอนไซม์ดังกล่าวไม่มีรายงานว่าพบ carbohydrate-
binding module เป็นองคป์ระกอบ  ในขณะทีโ่ปรตนี CBP12 มคีวามคลา้ยคลงึกบัเอนไซมไ์ซลาเนสแฟ-
มิลี่ 11 ที่ผลิตโดย P. curdlanolyticus B6 และมี carbohydrate-binding module แฟมิลี่ 36 (CBM36) 
เป็นองค์ประกอบ ซึ่งในปัจจุบนัมกีารศกึษาคุณสมบตัขิอง CBM36 จากเอนไซมไ์ซลาเนส 43A ที่ผลติ
โดย P. polymyxa ATCC 842 เพยีงรายงานเดยีว และ CBM36 จาก P. xylaniclasticus TW1 มลี าดบั
ของกรดอะมิโนคล้ายคลึงกับ CBM36 ของ P. polymyxa ATCC 842 (PpCBM36) เพียงร้อยละ 50  
ดงันัน้ CBM36 จาก P. xylaniclasticus TW1  จงึยงัคงมคีวามน่าสนใจและได้ถูกน าไปศกึษาคุณสมบตัิ
ต่าง ๆ ต่อไป 
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 CBM36 ของ P.  xylaniclasticus TW1 (PxTW1CBM36) ได้ถูกโคลนและน ามาแสดงออก  
จากนัน้ถูกท าให้บรสิุทธิเ์พื่อน าไปศกึษาคุณสมบตัต่ิาง ๆ ต่อไป จากการศกึษาพบว่า PxTW1CBM36 
สามารถยดึเกาะกบัคารโ์บไฮเดรตไดห้ลายชนิด  โดยสามารถยดึเกาะกบัไซแลนและเซลลโูลสทีไ่มล่ะลาย
น ้าไดด้ทีีสุ่ด  ซึง่การศกึษานี้เป็นรายงานฉบบัแรกทีพ่บว่า CBM36 สามารถยดึเกาะกบัเซลลโูลสได ้ และ
จากรายงานก่อนหน้านี้พบว่า CBM36 จดัเป็น  calcium-dependent-carbohydrate-binding module ซึง่
ต้องอาศยัแคลเซยีมในการยดึเกาะกบัสบัสเตรท  โดยจากการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินระหว่าง 
PxTW1CBM36 และ PpCBM36  พบว่ากรดอะมโินทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการยดึเกาะกบัสบัสเตรทของ CBM36 
จากทัง้ 2 สายพนัธุ์มคีวามคล้ายคลงึกนั  แต่จากการศกึษานี้กลบัพบว่าแมจ้ะมกีารเตมิ EDTA ซึ่งเป็น 

chelating agent ลงไป แต่ PxTW1CBM36 ยงัคงสามารถยดึเกาะกับคาร์โบไฮเดรตได้   ดงันัน้อาจ
เป็นไปได้ว่า PxTW1CBM36 นอกจากจะอาศัยแคลเซียมในการยดึเกาะกับสบัสเตรทแล้ว ยงัอาจมี
กรดอะมโินบรเิวณอื่นที่มสี่วนเกี่ยวข้องกับการยดึเกาะกับสบัสเตรทได้โดยไม่ต้องอาศัยแคลเซียม  
นอกจากนี้ยงัได้ศึกษาความสามารถในการยึดเกาะของ PxTW1CBM36 กับคาร์โบไฮเดรตที่เป็น
องค์ประกอบของผนังเซลล์ของรากมนัเทศ  พบว่า  PxTW1CBM36 มคีวามจ าเพาะในการยดึเกาะกบั
คารโ์บไฮเดรตทีเ่ป็นองคป์ระกอบของผนังเซลลท์ีบ่รเิวณเนื้อเยื่อ epidermal tissue จากการศกึษาครัง้นี้
ท าให้ทราบว่าผนังเซลล์ของเนื้อเยื่อพชืแต่ละบรเิวณอาจมชีนิดและองค์ประกอบของคาร์โบไฮเดรตที่
แตกต่างกนั  ดงันัน้ CBM36 ทีถู่กศกึษาในครัง้นี้อาจสามารถน าไปใชเ้ป็นเครือ่งมอืในการศกึษาชนิดและ
องคป์ระกอบของคารโ์บไฮเดรตในผนงัเซลลพ์ชืต่างๆ  รวมทัง้สามารถน าไปเชื่อมต่อกบัเอนไซมเ์พื่อใหม้ี
เป้าหมายในการยอ่ยสลายทีบ่รเิวณพืน้ผวิดา้นนอกของเนื้อเยือ่พชืได้ 

 นอกจากนี้ยงัได้มกีารศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของจโีนมที่สกดัจาก P. xylaniclasticus TW1 
พบว่าจโีนมของแบคทเีรยีสายพนัธุ์ TW1 มยีนีที่ผลติเอนไซมใ์นกลุ่มไซลาโนไลตกิอย่างน้อย 28 ชนิด 
เอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูโลไลตกิอย่างน้อย 9 ชนิด และเอนไซม์อื่น ๆ ที่ย่อยสลายผนังเซลล์พชือกีอย่าง
น้อย 3 ชนิด และพบว่านอกจาก CBM36 แลว้ ยงัสามารถพบ CBM แฟมลิีอ่ื่น ๆ อกีหลายแฟมลิีท่ีผ่ลติ
ไดโ้ดยแบคทเีรยีสายพนัธุ ์TW1   ซึง่จากรายงานหลายฉบบัไดก้ล่าวไวว้่าการทีจุ่ลนิทรยีจ์ะสามารถยอ่ย
สลายวสัดุเหลือใช้ทางเกษตรได้อย่างมปีระสิทธิภาพนัน้  จ าเป็นต้องอาศัยการท างานร่วมกันของ
เอนไซมท์ัง้ในกลุ่มเซลลูโลไลตกิ กลุ่มไซลาโนไลตกิ รวมทัง้เอนไซมท์ีย่่อยสลายกิง่ก้านต่าง ๆ อาทเิช่น 

เอนไซม ์deacetylase และ α-L-arabinofuranosidase เป็นต้น   ดว้ยเหตุนี้จงึแสดงใหเ้หน็ว่าเพราะเหตุ
ใดเอนไซม์ที่ผลติจาก P. xylaniclasticus TW1 จงึมคีวามสามารถในการยดึเกาะได้ทัง้กบัไซแลนและ
เซลลูโลสทีไ่ม่ละลายน ้า  และมคีวามสามารถในการย่อยสลายวสัดุเหลอืใชท้างการเกษตรชนิดต่าง  ๆ ที่
ไมผ่่านกระบวนการปรบัสภาพไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 

ค าหลกั: Carbohydrate-binding module แฟมลิี ่36, MALDI-TOF/TOF MS, Paenibacillus 
xylaniclasticus, เอนไซมเ์ชงิซอ้นในกลุ่มไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ 
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