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บทคัดยอ 

 

ในงานวิจัยน้ีไดใชพลาสมาพลังงานตํ่า (PIII) ชักนําใหเกิดการกลายพันธุของแบคทีเรียท่ีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางาน

ของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเพ่ือผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟางขาวและตนขาวโพด 

Bacillus subtilis และ Bacillus amyloliquefaciens ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสถูกชักนําให

เกิดการกลายพันธุโดยการระดมยิงดวยพลาสมาของอารกอนหรือไนโตรเจน โดยใชแรงดันไบแอสในชวงพลังงานท่ี 2.5 kV และ

ความหนาแนนของไอออนในชวง 1x1015 ถึง 1x1017 ions/cm2  แบคทีเรียพันธุกลายท่ีแสดงความสามารถในการยอยสารต้ังตน

มากกวาแบคทีเรีบชุดควบคุมถูกคัดเลือกโดยการยอมดวยสี Congo red และทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทํางานของ

เอนไซมระหวางแบคทีเรียพันธุกลายและแบคทีเรียชุดควบคุมดวยการวัดนํ้าตาลรีดิวซซึ่งเปนผลจากการยอยสารต้ังตนดวยเอนไซม 

ท้ังน้ีไดโคลนยีนเซลลูเลส (BglC) และยีนไซลาเนส (XynA) ท้ังแบบปกติและท่ีถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุจากน้ันสงถายชิ้นสวน

ของยีนเซลลูเลสและไซลาเนสเขาสูเวคเตอร  pETDuet-1 เพ่ือเพ่ิมการแสดงออกของยีนในแบคทีเรียเจาบาน E. coli strain BL21 

ทําการต้ังชื่อเซลลลูกผสมตามยีนท่ีไดรับ ดังน้ี เซลลลูกผสมท่ีไดรับยีน BglC และ XynA แบบปกติเรียก reBglC และ reXynA  

สวนเซลลลูกผสมท่ีไดรับยีน BglC และ XynA ท่ีกลายพันธุ คือ reBglC_M and reXynA_M ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมในสภาวะตางๆ พบวา เอนไซมเซลลเูลสและไซลาเนสท่ีผลติจากเซลลลูกผสม reBglC_M และ 

reXynA_M แสดงประสิทธิภาพการทํางานท่ีสูงกวาเอนไซมแบบปกติตลอดทุกชวงอุณหภูมิและคา pH การทํางานรวมกันของ

เอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสจากเซลลลูกผสม reBglC_M และ reXynA_M ในการยอยฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับ

สภาพแลวใหผลของนํ้าตาลรดิีวซสูงท่ีสุดโดยใหคาถึง 22.16 และ 14.51 mg/ml ตามลําดับ จึงเลือกเงื่อนไขน้ีไปใชในการผลิตเอทา

นอลจากฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานกระบวนการปรับสภาพและใช ยีสต  Saccharomyces cerevisiae V1116  ใน

กระบวนการหมัก พบวาปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดจากฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพแลวใหผลเทากับ 3.50 % 

(ปริมาตร/ปริมาตร) และ 3.23 % (ปริมาตร/ปริมาตร) ตามลําดับ 
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Abstract 

 

In this research, Plasma immersion ion implantation (PIII) was applied to induce mutation on bacteria 

for enhancing cellulase and xylanase activities for ethanol production from agriculture wastes such as rice 

straw and corn stover. Cellulase and xylanase producing bacterial cells of Bacillus subtilis and Bacillus 

amyloliquefaciens were treated by argon or nitrogen PIII at a bias voltage of -2.5 kV with various from 1 x 1015 

to 1 x 1017 ions/cm2 to induce mutation. The bacterial mutants exhibiting clear potentiality of enhanced 

hydrolysis activity were screened by Congo red assay. Comparison of hydrolysis activity from the bacterial 

mutants and non-mutants was investigated by measurement of reducing sugars liberate from substrates 

hydrolysis. In addition, the original and mutated genes of cellulase (BglC) and xylanase (XynA) were cloned 

into expression vector (pETDuet-1) and transformed into E. coli BL21 for overproduction of enzymes.  The 

recombinant cells which contained the original BglC and XynA were named reBglC and reXynA, while the 

recombinant cells which contained the mutated BglC and XynA were named reBglC_M and reXynA_M, 

respectively.   The hydrolysis activity between the mutants (reBglC_M and reXynA_M) and the control (reBglC 

and reXynA) was compared under the condition of various pH values and temperatures and the result 

showed that both of cellulase and xylanase activities of the mutants were clearly higher than the control. 

The combination of cellulase and xylanase which produced from reBglC_M and reXynA_M showed the 

highest hydrolysis activity on pretreated rice straw and corn stover by liberated reducing sugar at 22.16 and 

14.51 mg/ml, respectively. Then combination of reBglC_M and reXynA_M was chosen for the hydrolysis of the 

agricultural wastes and then Saccharomyces cerevisiae V1116 was used in fermentation.  Ethanol produced 

from pretreated rice straw and pretreated corn stover has yields of 3.50 % v/v and 3.23 % v/v, respectively. 
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วิธีดําเนนิการวิจัย 

 

1. การคัดแยกจุลินทรียที่สรางเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสจากแหลงตางๆ 

คัดแยกจุลินทรียท่ีสรางเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสจากแหลงตางๆ เชน ชัง่ตัวอยางดินจากแหลงตางๆ เชน จาวปลวก 

เสนกวยเต๋ียว  กระเพาะหมักของสัตวเคี้ยวเอ้ือง นํ้าพุรอน และดินบริเวณท่ีมีการทับถมของเศษวัสดุเหลือใชทางการเกษตร มา 1 

กรัม เติมลงในนํ้ากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน จากน้ันทําการเจือจางเชื้อใหไดความเขมขนเปน 10-1 ถึง 10-5 ดูด

สารละลายจากหลอดความเจือจาง  10-5  มาเพาะเชื้อจุลินทรียดวยวิธี spread plate บนอาหารแข็ง NA ท่ีมี carboxymethyl 

Cellulose (CMC) และ brichwood xylan เปนสารต้ังตน ความเขมขนละ 5 ซ้ํา บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง คัดแยกจุลินทรียท่ีเจริญบนอาหารโดยเลือกจุลินทรียท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกันมาทําใหบริสุทธ์ิ ดวยเทคนิค 

streak plate บนอาหารแข็งบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําซ้ําในข้ันตอนน้ีสามครั้งเพ่ือใหไดเชื้อบริสุทธ์ิ 

 

2. ทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมของจุลินทรีย 

เลือกเชื้อบริสุทธ์ิแตละไอโซเลทท่ีไดจากการ streak plate มาเพาะเลี้ยงโดยวิธี agar spot (พิรุฬหพร, 2552)  บน

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสารต้ังตน ไดแก CMC และ brichwood xylan เปนองคประกอบ จากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกขนาดโคโลนีของเชื้อแตละชนิดแลวทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม โดยเท

สารละลาย 0.1% congo red  ใหทวมผิวหนาอาหารทดสอบท้ิงไว 15 นาที จากน้ันเทสารละลาย congo red ท้ิงและเติม

สารละลาย 1 M NaCl ท้ิงไวเปนเวลา 10 นาที แลวจึงเทสารละลายท้ิง นําอาหารทดสอบไปวัดขนาดความกวางของบริเวณใส 

(Halo zone) ท่ีเกิดข้ึนเปรียบเทียบกับขนาดของโคโลนีของเชื้อ (H/C) ทําการทดลอง 3 ซ้ําตอ 1 ชนิดของเชื้อจุลินทรีย 

 

3. ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม (enzyme activity) ของเช้ือจุลินทรียที่ถูกคัดเลือก  

คัดเลือกเชื้อจุลินทรียท่ีใหผลสัดสวนของการเกิดบริเวณใสตอขนาดของโคโลนีสูง มาตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเซลลู

เลสและไซลาเนส โดยนําเชื้อจุลินทรียแตละไอโซเลทมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีมีสารต้ังตนท่ีเหมาะสมกับเอนไซมท้ัง 3 ชนิด 

ดังน้ี  

- การทดสอบเอนไซมเซลลูเลส: สารต้ังตนท่ีใช คือ CMC    

- การทดสอบเอนไซมไซลาเนส: สารต้ังตนท่ีใช คือ xylan 

โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรียในอาหารเหลว NA ท่ีเติมสารต้ังตน 1 % ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะเขยาดวยความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที จากน้ันนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหว่ียงดวยอัตราเร็ว 6,000 

รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หาคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมจากปริมาณของนํ้าตาลรีดิวซท่ี

ไดจากการยอยสารต้ังตนโดยใช DNS reagent ตามวิธีของ Miller (1959) และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1951) เพ่ือ

คํานวณหาคาการทํางานจําเพาะของเอนไซม (specific activity) 
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4. บงบอกชนิดของจุลินทรียที่ถูกคัดเลือกโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนและการหาลาํดับเบสของ 

16S rDNA  

 4.1  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนของจุลินทรีย 

นําเชื้อจุลินทรียท่ีถูกคัดเลือกมาศึกษาลักษณะรูปรางและการจัดเรียงตัวโดยการยอมสีแบบแกรม(Gram’s staining) และ

ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนเลนสประกอบ (compound microscope) 

 4.2 การหาลําดับเบสของยีน 16S rDNA โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ของจุลินทรียที่ถูก

คัดเลือก 

จากการคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีคา H/C และคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสสงู พบวาจุลนิทรียท่ี

แยกไดจากจาวปลวกและลําไสของมา มีกิจกรรมของเอนไซมท้ัง 2 ชนิดสูง จึงนําแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลท มาสกัด Genomic 

DNA ตามวิธีของ Ifakut (2005) เพ่ือใชเปนแมพิมพในการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rDNA โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) ไพรเมอรท่ีใช คือ 16SF: 5’-AGT TTG ATC CTG GCT C-3’ และ 16SR: 5’-GGC TAC CTT GTT ACG A-3’ จากน้ัน

ตรวจสอบผลลัพธจากกระบวนการ PCR โดยวิธี Agarose Gel Electrophoresis แลวเตรียมชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีไดใหบริสุทธ์ิจากเจล 

(DNA purification) ตามข้ันตอน DNA Gel Extraction Kit (Fermentas, USA) นําชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธ์ิท่ีไดเชื่อมตอกับพ

ลาสมิด pTZ57R/T โดยใช InsTAcloneTM PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) และสงถายพลาสมิดลูกผสม (recombinant 

plasmid) เขาสูเซลลแบคทีเรีย Escherichia coli strain DH5α โดยใชวิธี Electroporation จากน้ันคัดเลือกแบคทีเรียท่ีไดรับพ

ลาสมิดลูกผสม และนําไปวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA โดยวิธี dideoxynucleotide chain termination method 

(Sanger et al., 1997) โดยบริษัท First BASE Laboratories Sdn Bhd, Selangor DarulEhsan, Malaysia ทําเปรียบเทียบกับ

ลําดับเบสในฐานขอมูล GenBank (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/) 

 

5. การชักนําการกลายพันธุในจุลินทรียที่ถูกคัดเลือกโดยพลาสมาพลังงานตํ่า PIII (Plasma immersion ion 

implantation หรือ PIII)  

ระดมยิงแบคทีเรียท่ีถูกคัดเลือกดวยพลาสมาพลังงานตํ่าดวยแกสอารกอนและไนโตรเจนโดยใชแรงดันไบแอสในชวง

พลังงานท่ี 2.5 kV และความหนาแนนของไอออนในชวง 1x1015 ถึง 1x1017 ions/cm2  จากน้ันทําการคัดเลือกแบคทีเรียพันธุ

กลายท่ีมีกิจกรรมการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสท่ีดีกวาแบคทีเรียชุดควบคุมท่ีไมผานการระดมยิง ทําการตรวจสอบ

และวิเคราะหการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสจากแบคทีเรียพันธุกลายเทียบกับแบคทีเรียชุดควบคุม (แบคทีเรียท่ีไม

ผานการระดมยิง) จากการเปรียบเทียบคา H/C และคากิจกรรมการทํางานของเอนไซม  

6. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Cloning) และชักนําใหเกิดการแสดงออกที่มากข้ึนของยีนเซลลูเลส และไซลาเนส โดยการ

สงถายยีนเพื่อแสดงออกใน E. Coli สายพันธุ BL21  

เมื่อคัดเลือกไดแบคทีเรียพันธุกลายท่ีมีคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมสูงกวาแบคทีเรียชุดควบคุมแลวทําการเพ่ิม

ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมจากแบคทีเรียพันธุกลายดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร โดยการโคลนยีนเซลลูเลสและไซ

ลาเนสโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณยีนแสดงในตารางท่ี 1 จากน้ันสงถาย

ชิ้นสวนของยีนเซลลูเลสและไซลาเนสเขาสูเวคเตอร  pETDuet-1 เพ่ือเพ่ิมการแสดงออกของยีนในแบคทีเรียเจาบาน E. coli 

strain BL21 ท้ังน้ีไดนําเวคเตอรลูกผสมของยีนเซลลูเลส (reBglC) และไซลาเนส (reXynA) ท้ังของแบคทีเรียพันธุกลายและ
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แบคทีเรียชุดควบคุมสงไปวิเคราะหลําดับเบสของยีน โดยวิธี dideoxynucleotide chain termination method (Sanger et 

al., 1997) โดยบริษัท First BASE Laboratories Sdn Bhd, Selangor DarulEhsan, Malaysia ทําเปรียบเทียบกับลําดับเบสใน

ฐานขอมูล GenBank (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/) 

ตารางที่ 1 ไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสและไซลาเนส 

Primer name 5’ to 3’ Sequence 

BglC_1F Ccggcacatatggcagggacaaaaacgccag 

BglC_1R Ctaatgctcgaggcctaaagcttaactaatt 

XynA_1F Aggaggggatccatgtttaagtttaaaaag 

XynA_1R Aaagataagcttttaccacactgttacatt 

BglC_2F Catatggcagggacaaaaacgccagtagcc 

BglC_2R Aaactcgagctaatttggttctgttcccca 

XynA _2F  Ggatccgctggcacagattactggcaaaat 

XynA _2R Aaagataagcttttaccacactgttacatt 

* ไพรเมอร BglC_1F /R และ XynA_1F/R ใชสําหรบัเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสและไซลาเนสของจุลินทรียท่ีแยกไดจากมูลของมา

ตามลําดับ 

*17ไพรเมอร BglC_2F /R และ XynA_2F/R ใชสําหรบัเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสและไซลาเนสของจุลินทรียท่ีแยกไดจากจาวปลวก

ตามลําดับ 

 

7. ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม (enzyme activity) จากแบคทีเรียลูกผสม  

นําแบคทีเรียลูกผสมท้ัง 4 ชนิดไดแก แบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีนเซลลูเลส (reBglC) แบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีนเซลลเูลสท่ีก

ลายพันธุ (reBglC_M) แบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีนไซลาเนส (reXynA) และแบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีนไซลาเนสท่ีกลายพันธุ 

(reXynA_M)  มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB และวัดความขุนของอาหารท่ีความยาวคลื่น = 600 นาโนเมตร (OD600) เมื่อ OD600 

= 0.6 เติม 1 mM IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) จากน้ันเลี้ยงเชื้อตอไปอีก 16 ชั่วโมง ในสภาวะเขยาดวย

ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที จากน้ันนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหว่ียงดวยอัตราเร็ว 6,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําเอนไซมหยาบ (crude enzyme) ท่ีเตรียมไดน้ีไปหาคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมจากปริมาณ

ของนํ้าตาลรีดิวซท่ีไดจากการยอยสารต้ังตนโดยใช DNS reagent ตามวิธีของ Miller (1959) และหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ 

Lowry (1951) เพ่ือคํานวณหาคาการทํางานจําเพาะของเอนไซม (specific activity) 

 

8. การศึกษาคาพีเอช (pH) และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมเซลลเูลสและไซลาเนส  

นําเอนไซมหยาบ (crude enzyme) ท่ีเตรียมไดจากเชื้อลูกผสมท้ัง 4 ชนิดมาบมรวมกับสารต้ังตน ไดแก CMC หรือ 

brichwood xylan (1% w/v) ท่ี pH 3.0 –10.0 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ัน วัดการทํางานของ

เอนไซมตามวิธีของ Miller (1959) เมื่อทราบคา pH ท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิดน้ันจึงนําเอนไซมหยาบ 

(crude enzyme) บมรวมกับสารต้ังตนท่ีอุณหภูมิ 20 - 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากน้ันวัดการทํางานของเอนไซม

ตามวิธีของ Miller (1959)   
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9. ทดสอบความสามารถในการยอยเศษวัสดุทางการเกษตรในระดับหองปฏิบัติการของแบคทีเรียลูกผสม 

นําเอนไซมหยาบ (crude enzyme) ท่ีเตรียมไดจากเชื้อลูกผสมท้ัง 4 ชนิดไปทดสอบความสามารถในการยอยฟางขาว

และตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพดวย 2% (w/v) NaOH และระเบิดไอนํ้าท่ี 121 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยบม

เอนไซมหยาบรวมกับ 1% สารต้ังตนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน โดยเงื่อนไขการทดสอบแสดงในตารางท่ี 2 

ทดสอบความสามารถในการยอยโดยวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซซึ่งเปนผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยเศษวัสดุดวยเอนไซม โดยใช DNS 

reagent (Miller,1959)วัด ในวันท่ี 0, 1, 3 และ 5 

 

ตารางที่ 2 แสดงเงื่อนไขการทดลองยอยเศษวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

 

เอนไซมที่ใชยอยวัสดุเหลอืใช

ทางการเกษตร 

วัสดุเหลือใชทางการเกษตร ( w/v) 

BglC จาก reBglC 

 

1 % ฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพ 1 % ตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพ 

BglC จาก reBglC_M  

 

1 % ฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพ 1 % ตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพ 

XynA จาก reXynA 

 

1 % ฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพ 1 % ตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพ 

XynA จาก reXynA_M 

 

1 % ฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพ 1 % ตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพ 

BglC รวมกับ XynA จาก 

reBglC และ reXynA 

1 % ฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพ 1 % ตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพ 

BglC รวมกับ XynA จาก 

reBglC_M และ reXynA_M 

1 % ฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพ 1 % ตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพ 

 

 

10. การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

เมื่อยอยฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพดวยเอนไซม (crude enzyme) เปนเวลา 5  วัน ทําการเติม 

Saccharomyces cerevisiae V1116  และทําการบมหลอดทดลองท่ีใชในการหมักเอทานอลในสภาวะไรออกซิเจนเปนเวลา 5 

วัน ทําการกรองของเหลวท่ีไดจากการหมักผานเย่ือกรองขนาด  0.45 µM เก็บของเหลวท่ีผานการกรองไปวิเคราะหปริมาณเอทา

นอลดวยวิธีเครื่องแกสโครมาโทกราฟฟพรอมตัวตรวจวัดชนิดเฟลมไอออไนเซชัน (Gas chromatography-flame ionization 

detector, GC-FID) 
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ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
1. การคัดแยกจุลินทรียที่สรางเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสจากแหลงตางๆและการทดสอบความสามารถในการสราง

เอนไซม 

จากการคัดแยกจุลินทรียจากแหลงตางๆ ไดแก จาวปลวก   เสนกวยเต๋ียว กระเพาะหมักของวัว มูลของมา ดินจากแปลง

ปลูกมันสําปะหลังและแปลงขาวโพด โดยสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดท้ังหมด 71 ไอโซเลท เมื่อทดสอบการสรางเอนไซมเบื้องตน

ดวยวิธี Congo red plate assay พบเชื้อจํานวน 20 ไอโซเลทท่ีสามารถผลิตเอนไซมไดท้ังสองชนิดโดยการสรางเอนไซมสามารถ

ทดสอบไดจากการสรางโซนใส (halo zone) ดังภาพท่ี 1 จากน้ันทําการคัดเลือกเชื้อท่ีมีคา H/C สูง (ความกวางของบริเวณใสท่ี

เกิดข้ึนตอขนาดของโคโลนีของเชื้อ) ไปทดสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซมโดยการวัด reducing sugar ซึ่งเปนผลผลิตท่ีถูก

ปลดปลอยออกมาจากการยอยสารต้ังตนของเอนไซมแตละชนิด พบวาแบคทีเรียท่ีแยกจากจาวปลวกมีกิจกรรมของเอนไซมไซ

ลาเนสสงูท่ีสุด คือ   13.99 U/mg protein และแบคทีเรียท่ีแยกไดจากมูลของมามีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสสูงท่ีสุด คอื 

24.47 U/mg protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 1 ลักษณะวงใส (halo zone) ท่ีเกิดจากการยอยสารต้ังตนดวยเอนไซมเซลลูเลสบนอาหารแข็งท่ีมี 1% (w/v) 

ของ CMC เปนองคประกอบ  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 2 ลักษณะวงใส (halo zone) ท่ีเกิดจากการยอยสารต้ังตนดวยเอนไซมไซลาเนสบนอาหารแข็งท่ีมี 1% ของ 

brichwood xylan เปนองคประกอบ  
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2. บงบอกชนิดของจุลินทรียที่ถูกคัดเลือกโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนและการหาลาํดับเบสของ 

16S rDNA  

นําจุลินทรียท่ีแยกไดจากจาวปลวกและมูลของมาซึ่งมีคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสสูงท่ีสุดมา

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา รูปรางการจัดเรียงตัวของเซลล การติดสีแกรม และการสรางสปอร พบวาแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก

มูลของมา หรือ ไอโซเลท H28 เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน ลักษณะการเรียงตัวอยูเด่ียวๆ หรือเปนคูๆ สรางสปอร โคโลนี

สีขาวขุนคอนขางกลม ดังภาพท่ี 3 จําแนกอยูในสกุล Bacillus สวนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากจาวปลวก หรือ ไอโซเลท T7 มีลักษณะ

โคโลนีสีขาวขุนทึบ ผิวขรุขระ ลักษณะเซลลแบบทอน ติดสีมวง แกรมบวก สรางสปอร ดังภาพท่ี4 
 

 

ภาพที ่3 จุลินทรียท่ีแยกไดจากมูลของมา (H28) ลักษณะโคโลนีกลม ขอบหยัก ผิวขรุขระ สีขาวขุนเขม ลักษณะเซลลแบบทอนสั้น 

ติดสีมวง แกรมบวก สรางสปอร 

 

ภาพที ่4 จุลินทรียท่ีแยกไดจากจากปลวก (T7) ลักษณะโคโลนีสีขาวขุนทึบแสง ผิวขรุขระ ลักษณะเซลลแบบทอนสั้น ติดสีมวง แก

รมบวก สรางสปอร 

 จากผลการการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ ไอโซเลท H28 และ T7 พบวาท้ังสองไอโซเลทอยูในสกุล Bacillus จึง

ทําการบงบอกชนิดของท้ังสองไอโซเลทโดยการใชการสกัด Genomic DNA ตามวิธีของ Ifakut (2005) เพ่ือใชเปนแมพิมพในการ
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เพ่ิมปริมาณยีน 16S rDNA โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ไพรเมอรท่ีใช คือ universal primers; 16SF: 5’-

AGT TTG ATC CTG GCT C-3’ และ 16SR: 5’-GGC TAC CTT GTT ACG A-3 จากน้ันเตรียมชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีไดใหบริสุทธ์ิจาก

เจล และเชื่อมตอชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิกับพลาสมิด pTZ57R/T เพ่ือวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA โดยวิธี 

dideoxynucleotide chain termination method (Sanger et al., 1997) แลวเปรียบเทียบกับลําดับเบสในฐานขอมูล 

GenBank (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/) เมื่อทําการเปรียบเทียบกับลําดับเบสในฐานขอมูลพบวา ไอโซเลท H28 มีความ

เหมือนกับแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens ถึงรอยละ 99 (accession no. NR_075005.1) และ ไอโซเลท T7 มีความ

เหมือนกับแบคทีเรีย Bacillus subtilis (accession no. NR_102783.1)  

 

3. การชักนําการกลายพันธุในจุลินทรียที่ถูกคัดเลือกโดยพลาสมาพลังงานตํ่า PIII (Plasma immersion ion 

implantation หรือ PIII)  

เมื่อระดมยิงเชื้อไอโซเลท H28 และ T7  ดวยอารกอนหรือไนโตรเจนพลาสมาโดยใชแรงดันไบแอสในชวงพลังงานท่ี 2.5 kV 

และความหนาแนนของไอออนในชวง 1x1015 to 1x1017 ions/cm2  จากน้ันทําการคัดเลือกแบคทีเรียพันธุกลายท่ีมีกิจกรรมการ

ทํางานของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสท่ีดีกวาแบคทีเรียชุดควบคุมท่ีไมผานการระดมยิงจากการเปรียบเทียบคา H/C และคา

กิจกรรมการทํางานของเอนไซม แบคทีเรียพันธุกลายสวนมากพบเมื่อระดมยิงเชื้อท้ังสองไอโซเลทดวยพลาสมาของอารกอน (Ar-

PIII) ท่ีชวงความหนาแนนไอออน 1x1016 ions/cm2 โดยในการทดลองน้ีจะทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียพันธุกลายของยีนเซลลูเล

สจากไอโซเลท H28 เน่ืองจากเปนไอโซเลทท่ีใหกิจกรรมการทํางานของเอนไซมจําเพาะ (specific activity) ของเซลลูเลสสูงท่ีสุด 

จากผลการทดลองพบวาคา H/C ของแบคทีเรียท่ีผานการระดมยิงดวยพลาสมามีความผันแปรโดยมีท้ังไอโซเลทท่ีมีคา H/C ตํ่ากวา

กลุมควบคุม (H/C =  1.05 ± 0.09) และไอโซเลทท่ีใหคา H/C สูงกวากลุมควบคุม ดังภาพท่ี 5 โดยคา H/C ของแบคทีเรียชุด

ควบคุมหรือไอโซเลท H28 คือ 1.43 ± 0.08 สวนไอโซเลทท่ีใหคา H/C สูงท่ีสุดน้ันมีคามากกวาชุดควบคุมถึงสองเทา คือ 3.12 ± 

0.24 จึงต้ังชื่อแบคทีเรียพันธุกลายท่ีคัดเลือกไปใชตอไปน้ีวา H28_M 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 แสดงการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียพันธุกลายท่ีมีประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสท่ีสูงข้ึน โดยผานการ

ระดมยิงดวยอารกอนพลาสมา (Ar-PIII) ท่ีชวงความหนาแนนไอออน 1x1016 ions/cm2 ทดสอบประสิทธิภาพการทํางานของ

เอนไซมดวยการยอมเพลทอาหารแข็งดวย 0.1% congo red โดยท่ี C (ลูกศรสีนํ้าเงิน)  คือ แบคทีเรียไอโซเลท H28 ชุดควบคุม 

(ไมผานการระดมยิง) สวนหมายเลขอ่ืนๆคือแบคทีเรียท่ีผานการระดมยิง บริเวณใส (halo zone) แสดงถึงประสิทธิภาพการยอย
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สารต้ังตน (CMC) ขนาดของบริเวณใสท่ีมีคามากเมื่อเทียบกับขนาดของโคโลนีแบคทีเรีย แสดงถึงเอนไซมมีประสิทธิภาพในการ

ทํางานท่ีสูงข้ึน 

 

 

การชักนําใหเกิดการกลายพันธุของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไซลาเนสน้ันไดทําโดยการระดมยิง ไอโซเลท T7 เน่ืองจากเปนไอโซ

เลทท่ีใหกิจกรรมการทํางานของเอนไซมจําเพาะ (specific activity) ของไซลาเนสสูงท่ีสุด จากผลการทดลองพบวาคา H/C ของ

แบคทีเรียท่ีผานการระดมยิงดวยพลาสมามีความผันแปรเชนเดียวกับการทดลองการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของไอโซเลท H28 

ในการทดลองน้ีพบไอโซเลทท่ีมีคา H/C ตํ่ากวากลุมควบคุม โดยคา H/C =  1.13 ± 0.11  และไอโซเลทท่ีใหคา H/C สูงกวากลุม

ควบคุม ดังภาพท่ี 6 โดยคา H/C ของแบคทีเรียชุดควบคุมหรือไอโซเลท T7 คือ 1.29 ± 0.09 สวนไอโซเลทท่ีใหคา H/C สูงท่ีสุด

น้ันมีคา H/C คือ 2.80 ± 0.17 จึงต้ังชื่อแบคทีเรียพันธุกลายท่ีคัดเลือกไปใชตอไปวา T7_M 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6 แสดงการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียพันธุกลายท่ีมีประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมไซลาเนสท่ีสูงข้ึน โดยผานการ

ระดมยิงดวยอารกอนพลาสมา (Ar-PIII) ท่ีชวงความหนาแนนไอออน 1x1016 ions/cm2 ทดสอบประสิทธิภาพการทํางานของ

เอนไซมดวยการยอมเพลทอาหารแข็งดวย 0.1% congo red โดยท่ี C (ลูกศรสีนํ้าเงิน)  คือ แบคทีเรียไอโซเลท T7 ชุดควบคุม (ไม

ผานการระดมยิง) สวนหมายเลขอ่ืนๆคือแบคทีเรียท่ีผานการระดมยิง บริเวณใส (halo zone) แสดงถึงประสิทธิภาพการยอยสาร

ต้ังตน (brichwood xylan) ขนาดของบริเวณใสท่ีมีคามากเมื่อเทียบกับขนาดของโคโลนีแบคทีเรีย แสดงถึงเอนไซมมีประสิทธิภาพ

ในการทํางานท่ีสูงข้ึน 

 

เมื่อนําแบคทีเรียชุดควบคุม (H28 และT7) และแบคทีเรียพันธุกลาย (H28_M และT7_M) มาทดสอบกิจกรรมการทํางานของ

เอนไซมโดยการวัด reducing sugar ท่ีถูกปลดปลอยจากการยอยสารต้ังตนพบวา H28_M มี specific activity ของเอนไซมเซลลู

เลสเทากับ 36.13 U/mg protein สูงกวาไอโซลเลท H28 ถึง 1.5 เทา  สวน ไอโซเลท T7_M มี specific activity ของไซลาเนส

เทากับ 38.81 U/mg protein ซึ่งสูงกวาไอโซเลท T7 ถึง 2.8 เทา 
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4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Cloning) และการวิเคราะหเปรียบเทียบลาํดับกรดอะมิโนและโครงสรางโปรตีนเซลลูเลส 

(BglC) และไซลาเนส (XynA) 

 

เมื่อทําการวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลท T7 และ H28  พบวา มีความ

เหมือนกับแบคทีเรีย B. subtilis และ B. amyloliquefaciens ตามลําดับ จึงทําการเพ่ิมปริมาณของยีนท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลส 

หรือ endoglucanases  (BglC) และไซลาเนส (endoxylanase) เน่ืองจากเปนเอนไซมหลักท่ีใชในการยอยเศษวัสดุทางการเกษตร 

โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบใหมีความจําเพาะกับยีนท่ีตองการจากลําดับเบสของยีนในฐานขอมูล GenBank (รายละเอียดของไพร

เมอรแสดงในตารางท่ี 1) และแทรกยีนเขาไปใน expression vector คือ pETDuet-1 และสงถายดีเอ็นเอลูกผสมน้ีเขาไปในเซลล

เจาบาน E. Coli สายพันธุ BL21 เพ่ือชักนําใหเกิดการสรางเอนไซมท่ีตองการในปริมาณมากเพ่ือนําไปใชในการยอยวัสดุเหลือใช

ทางการเกษตรตอไป ซึ่งเซลลท่ีไดรับการสงถายดีเอ็นเอลูกผสมเขาไปน้ีจะเรียกวาเซลลลูกผสม โดย 

 

เซลลลูกผสมท่ีมียีน endoglucanase จากไอโซเลท H28 เรียกวา reBglC 

เซลลลูกผสมท่ีมียีน endoglucanase จากไอโซเลท H28_M เรียกวา reBglC_M 

เซลลลูกผสมท่ีมียีน endoxylanase จากไอโซเลท T7 เรยีกวา reXynA 

เซลลลูกผสมท่ีมียีน endoxylanase จากไอโซเลท T7_M เรียกวา reXynA_M 

 

เมื่อทําการวิเคราะหลําดับเบสของยีน BglC จาก reBglC และ  reBglC_M พบวายีน endoglucanase จากเซลลลกูผสม

ท้ัง 2 ชนิด มี open reading frame ยาว  1,416 คูเบส และมีการเปลี่ยนแปลง (กลายพันธุ) ของลําดับเบสเพียง 1 ตําแหนง จาก

เบส A เปลี่ยนเปนเบส G ท่ีบริเวณดานปลาย 3’ เมื่อทําการแปรรหัสเปนลําดับกรดอะมิโน พบวาลําดับกรดอะมิโนมีการ

เปลี่ยนแปลงไป  1 ตําแหนงจาก lysine เปน glutamic acid ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 370 (K370E) ดังภาพท่ี 7  เมื่อทําการ

วิเคราะหบริเวณอนุรักษ (conserved domain) ของ endoglucanase จากเซลลลูกผสมท้ัง 2 ชนิด โดยโปรแกรม CAZy (CAZy 

classification (http://www.cazy.org/)) และทําเปรียบเทียบกับลําดับเบสในฐานขอมูล GenBank (http://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/) พบวาเอนไซม endoglucanase ประกอบไปดวยสองสวนหลักคือ active site และ cellulose binding module 

(CBM) ตามภาพท่ี 8 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

reBglC         MAGTKTPAAKNGQLSIKGTQLVNRDGKAVQLKGISSHGLQWYGDFVNKDSLKWLRDDWGI 60 
reBglC_M       MAGTKTPAAKNGQLSIKGTQLVNRDGKAVQLKGISSHGLQWYGDFVNKDSLKWLRDDWGI 60 

http://www.cazy.org/)
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               ************************************************************ 
 
reBglC         TVFRAAMYTADGGYIDNPSVKNKVKEAVEAAKELGIYVIIDWHILNDGNPNQHKEKAKEF 120 
reBglC_M       TVFRAAMYTADGGYIDNPSVKNKVKEAVEAAKELGIYVIIDWHILNDGNPNQHKEKAKEF 120 
               ************************************************************ 
 
reBglC         FKEMSSLYGNTPNVIYEIANEPNGDVNWKRDIKPYAEEVISVIRKNDPDNIIIVGTGTWS 180 
reBglC_M       FKEMSSLYGNTPNVIYEIANEPNGDVNWKRDIKPYAEEVISVIRKNDPDNIIIVGTGTWS 180 
               ************************************************************ 
 
reBglC         QDVNDAADDQLKDANVMYALHFYAGTHGQSLRDKANYALSKGAPIFVTEWGTSDASGNGG 240 
reBglC_M       QDVNDAADDQLKDANVMYALHFYAGTHGQSLRDKANYALSKGAPIFVTEWGTSDASGNGG 240 
               ************************************************************ 
 
reBglC         VFLDQSREWLNYLDSKNISWVNWNLSDKQEASSALKPGASKTGGWPLTDLTASGTFVREN 300 
reBglC_M       VFLDQSREWLNYLDSKNISWVNWNLSDKQEASSALKPGASKTGGWPLTDLTASGTFVREN 300 
               ************************************************************ 
 
reBglC         ILGSKDSTKERPETPAQDNPAQENGISVQYKAGDGGVNSNQIRPQLHIKNNGNTTVDLKD 360 
reBglC_M       ILGSKDSTKERPETPAQDNPAQENGISVQYKAGDGGVNSNQIRPQLHIKNNGNTTVDLKD 360 
               ************************************************************ 
 
reBglC         VTARYWYNAENKGQNYDCDYAQIGCGNLIHKFAALHKPKQGADTYLELGFKTGTLSPGAS 420 
reBglC_M       VTARYWYNAKNKGQNYDCDYAQIGCGNLIHKFAALHKPKQGADTYLELGFKTGTLSPGAS 420 
               *********:************************************************** 
 
reBglC         TGNIQLRLHNDDWSNYAQSGDYSFFQSNTFKTTKKITLYHQGKLIWGTEPH- 471 
reBglC_M       TGNIQLRLHNDDWSNYAQSGDYSFFQSNTFKTTKKITLYHQGKLIWGTEPH- 471 
                ***************************************************  

ภาพ 7 การเปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโน endoglucanase จาก reBglC และ  reBglC_M โดยโปรแกรม Clustal Omega 

ลูกศรสีแดงบงชี้ถึงลําดับอะมิโนท่ีเปลี่ยนไปของ reBglC_M (K370E) ซึ่งอยูในสวนบริเวณ CBM 

 

 

 

 

ภาพ 8 สวนประกอบหลักของเอนไซม endoglucanase ซึ่งประกอบไปดวยสองสวนหลัก คือ active site และ CBM 

 

เมื่อทําการวิเคราะหลําดับเบสของยีน XynA จาก reXynA และ  reXynA_M พบวายีน endoxylanase จากเซลล

ลูกผสมท้ัง 2 ชนิด มี open reading frame ยาว  462  คูเบส เมื่อทําการแปรรหัสเปนลําดับกรดอะมิโน พบวาลําดับกรดอะมิโนมี

การเปลี่ยนแปลงไป  1 ตําแหนงจาก threonine เปน serine ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 162 (S162T) ดังภาพท่ี 9  และเมื่อ

เปรียบเทียบลําดับเบสกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/) พบวา มีความคลายคลึงกับยีน 1, 4-

beta-xylanase A ของเชื้อ Bacillus subtilis ถึงรอยละ 99 (accession no. WP_014477026.1) โดยเอนไซม 1,4-beta-

xylanase A อยูในกลุมของเอนไซม glycol hydro 11 superfamily ดังภาพท่ี 10 

 

 

 

 

 
reXynA        MFKFKKNFLVGLSAALMSISLFSATASAASTDYWQNWTDGGGIVNAVNGSGGNYSVNWSN 60 
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reXynA_M      MFKFKKNFLVGLSAALMSISLFSATASAASTDYWQNWTDGGGIVNAVNGSGGNYSVNWSN 60 
              ************************************************************ 
 
reXynA        TGNFVVGKGWTTGSPFRTINYNAGVWAPNGNGYLTLYGWTRSPLIEYYVVDSWGTYRPTG 120 
reXynA_M      TGNFVVGKGWTTGSPFRTINYNAGVWAPNGNGYLTLYGWTRSPLIEYYVVDSWGTYRPTG 120 
              ************************************************************ 
 
reXynA        TYKGTVKSDGGTYDIYTTTRYNAPSIDGDRTTFTQYWSVRQTKRPTGSNATITFSNHVNA 180 
reXynA_M      TYKGTVKSDGGTYDIYTTTRYNAPSIDGDRTTFTQYWSVRQSKRPTGSNATITFSNHVNA 180 
              *****************************************:****************** 
 
reXynA        WKSHGMNLGSNWAYQVMATEGYQSSGSSNVTVW 213 
reXynA_M      WKSHGMNLGSNWAYQVMATEGYQSSGSSNVTVW 213 
              ********************************* 

 

ภาพที ่9 การเปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโน endoxylanase จาก  reXynA และ  reXynA_M โดยโปรแกรม Clustal 

Omega ลูกศรสีแดงบงชี้ถึงลําดับอะมิโนท่ีเปลี่ยนไปของ reXynA_M (S162T)  

 

 
 

ภาพที ่10 สวนประกอบหลักของเอนไซม 1,4-beta-xylanase   

 

 

5. การชักนําใหเกิดการแสดงออกที่มากข้ึนของยีนเซลลูเลส (BglC) และไซลาเนส (XynA) โดยการสงถายยีนเพื่อ

แสดงออกใน E. Coli สายพันธุ BL21 

5.1 ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม (enzyme activity) จากแบคทีเรียลูกผสม  

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียลูกผสมท้ัง 4 ชนิดไดแก แบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีนเซลลูเลส (reBglC) แบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีน

เซลลูเลสท่ีกลายพันธุ (reBglC_M) แบคทีเรียลูกผสมท่ีมยีีนไซลาเนส (reXynA) และแบคทีเรียลูกผสมท่ีมียีนไซลาเนสท่ีกลายพันธุ 

(reXynA_M)  ในอาหารเหลว LB และชักนําใหเกิดการแสดงออกของยีนโดยการเติม IPTG จากน้ันทําการปนเหว่ียงเพ่ือเก็บเกี่ยว

เอนไซมหยาบ (crude enzyme) และทดสอบความสามารถในการยอยสารต้ังตน CMC และ brichwood xylan เมื่อวัดปริมาณ

นํ้าตาลรีดิวซท่ีเกิดข้ึนและปริมาณโปรตีนของเอนไซม แลวคํานวณคา specific activity ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3 พบวา 

เอนไซมท่ีผลิตจากแบคทีเรียลูกผสม reBglC มีความสามารถในการยอยสารต้ังตนไดแก CMC มีคา specific activity เปน 30.92 

U/mg protein และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยอยสารต้ังตน CMC กับ B. amyloliquefaciens (wild type) พบวามี

คา specific activity มากกวาถึง 1.3 เทา นอกจากน้ันการทดสอบความสามารถในการยอยสารต้ังตน brichwood xylan  พบวา 

เอนไซมท่ีผลิตจากแบคทีเรียลูกผสม reXynA มีความสามารถในการยอยสารต้ังตน brichwood xylan ได โดยมีคา  specific 

activity เทากับ 53.60 U/mg protein ซึ่งมคีามากกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก B. subtilis ถึง 3.8  เทา แตเมื่อเปรียบเทียบ

ความสามารถในการยอยสารต้ังตน ระหวางเอนไซม BglC ท่ีผลิตจาก reBglC_M แลวพบวา specific activity เทากับ 161.78 

U/mg protein ซึ่งสูงกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก reBglC ถึง 5.2 เทา ในขณะท่ี เอนไซม XynA ท่ีผลิตจาก reXynA_M มีคา specific 

activity เทากับ 674.24 U/mg protein ซึ่งสูงกวาเอนไซมท่ีผลิตจาก reXynA  ถึง 12.6  เทา  จากผลการทดลองขางตนน้ันแสดง

ถึงประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม BglC และ XynA ดวยเทคนิคการโคลนยีน โดยนํายีนท่ีตองการใหทํางานภายใต strong 

promoter แสดงออกในเซลลแบคทีเรียใหมเพ่ือใหมีการผลิตเอนไซมในปริมาณมากกวาแบคทีเรียท่ีเปน wild type แบคทีเรียตัว
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ใหมหรือแบคทีเรียลูกผสมน้ีสามารถนําไปประยุกตใชประโยชนในดานอุตสาหกรรมรวมถึงการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเพ่ือ

นําไปใชเปนสารต้ังตนในกระบวนการตางๆ เชน  การผลิตไบโอเอทานอล การผลิตกระดาษ การผลิตอาหารหมกัสําหรับสัตว เปน

ตน  

 

ตารางที่ 3  กิจกรรมการทํางานจําเพาะของเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรียลูกผสม reBglC, reBglC_M,  

reXynA และ reXynA_M  

แบคทีเรียลูกผสม Specific activity (Unit/mg protein) 

reBglC 30.92 

reBglC_M 161.78 

reXyn 53.60 

reXynA_M 674.24 

 

  5.2 การศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม BglC และ XynA 

 การศึกษาคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม BglC และ XynA จากแบคทีเรียลูกผสมท้ัง 4 ชนิด ทําโดยการ

นําเอนไซมท่ีเตรียมไดบมรวม กับ 1 % CMC และ 1 % brichwood xylan พีเอช 3.0 –10.0 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที จากน้ันวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีถูกปลดปลอยในปฏิกิริยาโดยวิธี DNS method (Miller, 1959) จากน้ันคํานวณ

คา enzyme activity และ specific activity ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 11  พบวา เอนไซม BglC จาก 

reBglC_M ทํางานไดดีท่ีสุดท่ีพีเอช 4.0  ซึ่งมีและมี specific activity สูงกวาเอนไซม BglCจาก reBglC ท้ังน้ี pH ท่ีเหมาะสมแก

การทํางานของ reBglC_M เปลี่ยนจาก pH 5 เปน pH 4 การเปลี่ยนแปลงน้ีนาจะเปนผลจากการเปลี่ยนแปลงลําดับของกรดอะมิ

โนจากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อ B. amyloliquefaciens โดยการระดมยิงดวยพลาสมาพลังงานตํ่าสงผลใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก lysine เปน glutamic acid ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 370 (K370E) จากการวิเคราะหโครงสราง

โปรตีนพบวาบริเวณท่ีเกิดการกลายพันธุหรือการเปลี่ยนแปลงน้ันอยูในสวนของ CBM ท่ีทําหนาท่ียึดเอนไซมกับสารต้ังตนท่ี

ตองการยอย การท่ีเอนไซมท่ีเกิดการกลายพันธุน้ันมีประสิทธิภาพในการทํางานท่ีดีกวาเดิมอาจเกิดเน่ืองจากการเปลี่ยนแปลงคา 

electrostatic เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลงหมูฟงกชันของกรดอะมิโนจากหมูท่ีเปนข้ัวบวก (Lysine) เปนหมูท่ีมีข้ัวลบ (Glutamic 

acid) ซึ่งนาจะสงผลใหเอนไซมมีคากิจกรรมการทํางานท่ีสูงข้ึน (Santos  et al., 2012)  จากการทดลองพบวา เอนไซม BglC 

จากเซลลลูกผสมท้ังสองชนิดสามารถทํางานไดดีในชวงกวาง (pH 2- 10) จึงเปนเอนไซมท่ีเหมาะสมในการนําไปประยุกตใชงาน

ตอไปในหลายดาน  
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ภาพที ่11  ผลของคาพีเอชท่ีมีตอกิจกรรมของเอนไซม BglC 

 

 จากการทดสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม XynA จากเซลลลูกผสม reXynA และ reXynA_M ใหผลการทดลองดัง

ภาพท่ี 12  เอนไซม XynA จาก reXynA_M ทํางานไดดีท่ีสุดท่ีพีเอช 4.0  ซึ่งมี specific activity สูงกวาเอนไซมจาก reXynA 

การเปลี่ยนแปลงน้ีนาจะเปนผลจากการเปลี่ยนแปลงลําดับของกรดอะมิโนจากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อ B. subtilis 

โดยการระดมยิงดวยพลาสมาพลังงานตํ่าสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก threonine เปน serine ท่ีตําแหนงกรดอะ

มิโนท่ี 162 (S162T)   จากการทดลองพบวา เอนไซม XynA จากเซลลลูกผสมสามารถทํางานไดดีในชวงกวาง (pH 2- 6)  

อยางไรก็ตามคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมจาก reXynA_M จะลดลงไปประมาณ 40 % เมื่อ pH สูงกวา 7 แตยังสามารถ

ทํางานไดจนถึง pH 10  ในชวงพีเอชท่ีสูงหรือตํ่ามากกิจกรรมเอนไซมและความเสถียรของเอนไซมจะลดลงอาจเปนผลมาจากการ

ท่ีโครงสรางของเอนไซมเสียสภาพโดยเฉพาะบริเวณตัวเรงหรืออาจมีประจุบนโปรตีนเปลี่ยนแปลงจนไมเหมาะสมตอการทํา

ปฏิกิริยากับสารต้ังตนได  (Li et al., 2008) 
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ภาพที่12  ผลของคาพีเอชท่ีมีตอกิจกรรมของเอนไซม XynA 

 

 5.3 การศึกษาคาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม BglC และ XynA 

 การศึกษาคาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม BglC และ XynA จากแบคทีเรียลูกผสมท้ัง 4 ชนิด ทําโดย

การนําเอนไซมท่ีเตรียมไดบมรวม กับ 1 % CMC และ1 % brichwood xylan ท่ีอุณหภูมิต้ังแต 20-100 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที เมื่อวัดการทํางานของเอนไซมพบวาเอนไซม  BglC จาก reBglC_M มีกิจกรรมของเอนไซมสูงสดุท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส โดยมีคา specific activity เทากับ 167.94 U/ mg protein  และสามารถทํางานไดในชวงอุณหภูมิสูงโดยมี

ประสิทธิภาพในการทํางานสูงถึง 70 % ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพท่ี 13 ซึ่งเอนไซม BglC น้ีมีคาอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมสูงกวาเอนไซมจากเชื้อ Mucor circinelloides (55 องศาเซลเซียส) (Saha, 2004) , B. 

amyloliquefaciens DL-3 (50 องศาเซลเซียส) (Lee et al., 2008), B. subtilis DR (40 องศาเซลเซียส) (Wang Li et al., 

2008), B. subtilis CEL PTK1 (30 องศาเซลเซียส) (Sarawati et al., 2012),  แตมีคาตํ่ากวาเอนไซมท่ีไดจากเชื้อ Bacillus 

strains RH68 ท่ีมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูท่ี 70 องศาเซลเซียส (Mawadza et. al.,2000) และ จากเชื้อ B. subtilis ท่ีแยกได

จาก Archachatina marginata ซึ่งทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (Oyeleke et. al.,2012) การศึกษาคาอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม XynA พบวาเอนไซมทํางานดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งมีคาใกลเคียงกับเอนไซม

ไซลาเนสท่ีผลิตจาก B. subtilis ASH (Ashwani et. al., 2009), B. licheniformis A99 (Archana et. al., 2003), Bacillus 

sp. strain SPS-O (Blanco et. al., 1995), Bacillus sp. CCMI966 (Sa-Pereira et. al., 2000) และ Bacillus sp. Strain K-

1 (Virupakshi et. al., 2005)  

ท้ังน้ี XynA สามารถทํางานไดในชวงอุณหภูมิกวางต้ังแต 20 - 90 องศาเซลเซียส โดยมีประสิทธิภาพในการทํางานมากกวา 75 % 

ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ดังแสดงภาพท่ี 14 จากการทดลองน้ีพบวาเอนไซมท่ีเกิดการกลายพันธุท้ังสองชนิดท่ีผลิตจาก

แบคทีเรียลูกผสมมคีุณสมบัติท่ีจะสามารถนําไปประโยชนในดานตางๆได โดยเฉพาะกระบวนการยอยท่ีตองทําในสภาวะท่ีมี

อุณหภูมิสูง หรือในสภาวะแวดลอมท่ีอุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลง เชน การผลิตไบโอเอทานอล การผลิตกระดาษ สิ่งทอตางๆ  

และการยอยเศษวัสดุเหลือใชนอกหองปฏิบัติการ 
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ภาพที่13 ผลของอุณหภูมิท่ีมีตอกิจกรรมของเอนไซม BglC 

 

 
ภาพที ่14 ผลของอุณหภูมิท่ีมีตอกิจกรรมของเอนไซม XynA 

 

6. การทดสอบความสามารถในการยอยเศษวัสดุทางการเกษตรของเอนไซม BglC และ XynA 

ทําการทดลองยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดยใชเอนไซม BglC และ XynA จากแบคทีเรียลูกผสมท้ัง 4 ชนิด และทําการ

ทดลองใชเอนไซม BglC และ XynA รวมกันเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (เงื่อนไขการทดลอง

แสดงในตารางท่ี 2) โดยไดบมวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ไดแก ฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพดวย 2% (w/v) 

NaOH และระเบิดไอนํ้าท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยบมเอนไซมรวมกับ 1% สารต้ังตนท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 วัน ทดสอบความสามารถในการยอยโดยวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซซึ่งเปนผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอยเศษวัสดุ

ดวยเอนไซม โดยใช DNS reagent (Miller,1959) เมื่อวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซในวันท่ี 0, 1, 3 และ 5  พบวาฟางขาวท่ีผานการ

ปรับสภาพใหนํ้าตาลรีดิวสสูงท่ีสุดในวันท่ี 5  ดังภาพท่ี 15 โดยเงื่อนไขท่ีใหนํ้าตาลรีดิวสสูงสุดคือ ใชเอนไซม BglC รวมกับ XynA ท่ี
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เตรียมจาก reBglC_M และ reXynA_M โดยคานํ้าตาลรีดิวซท่ีวัดไดในวันท่ี 5 มีคา 22.16 mg/ml รองลงมาคือ การยอยฟางขาว

ดวย XynA จาก reXynA_M  และ BglC จาก reBglC_M โดยวัดนํ้าตาลรีดิวซไดเทากับ 19.67 mg/ml  และ 13.76 mg/ml  

ตามลําดับ  การยอยตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพแลวน้ันพบวา การยอยดวยเอนไซม BglC รวมกับ XynA จาก reBglC_M และ 

reXynA_M ใหผลดีท่ีสุดโดยปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีวัดไดในวันท่ี 5  คือ 14.51 mg/ml และการยอยดวยดวย XynA จาก 

reXynA_M  ใหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซเทากับ 13.98 mg/ml  ดังภาพท่ี 16 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 15 ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีไดจากการยอยฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพแลวดวยเอนไซมท่ีผลิตแบคทีเรียลูกผสม reBglC, 

reBglC_M, reXynA และ reXynA_M   
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ภาพที่ 16 ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซท่ีไดจากการยอยตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพแลวดวยเอนไซมท่ีผลิตแบคทีเรียลูกผสม reBglC, 

reBglC_M, reXynA และ reXynA_M   

 

จากผลการทดลองพบวาท้ังเอนไซม BglC และ XynA สามารถยอยสารต้ังตนลิกโนเซลลูโลสท่ีผานการปรับสภาพดวยไอ

นํ้าและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดได อาจเปนผลมาจากการท่ีวัสดุเหลือใชทางการเกษตรไดถูกปรับสภาพแลวทําใหโครงสราง

และองคประกอบทางเคมีเปลี่ยนแปลงไป โดยมีรายงานการวิจัยท่ีพบวาหลังกระบวนการปรับสภาพลิกนินท่ีอยูในโครงสรางจะถูก

กําจัดออกไป และลักษณะพ้ืนผิวของตัวอยางหลังจากการปรับสภาพแลวมีการแยกออกและเกิดโพรงชองวางข้ึน ทําใหเอนไซมจาก

แบคทีเรียสามารถเขาไปยอยโครงสรางภายในไดดีข้ึน (ธีระ, 2556) และจากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาเอนไซม BglC และ 

XynA มีความสามารถในการยอยฟางขาวและตนขาวโพด ซึ่งเปนของเหลือใชทางการเกษตรท่ีมีอยูมากในประเทศไทย และ

สามารถนําเอนไซมน้ีไปตอยอดการใชประโยชน เชน การผลิตไบโอเอทานอล ท่ีตองการเปลี่ยนสารต้ังตนลิกโนเซลลูโลสใหเปน

นํ้าตาลกอนท่ีจะอาศัยจุลินทรียกลุมอ่ืน เชน ยีสต ในการเปลี่ยนนํ้าตาลน้ันเปนเอทานอลตอไป  

 

7. การผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

เมื่อยอยฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพดวยเอนไซมหยาบ(crude enzyme) พบวาการใชเอนไซมรวมกันสอง

ชนิด คือ BglC และ XynA จากแบคทีเรียลูกผสม reBglC_M และ reXynA_M ใหนํ้าตาลรีดิวซมากท่ีสุดในวันท่ี 5 จากน้ันทําการ

เติมยีสต S.cerevisiae V1116 เพ่ือเปลี่ยนนํ้าตาลรีดิวซน้ีเปนเอทานอล และทําการบมหลอดทดลองท่ีใชในการหมักเอทานอลใน

สภาวะไรออกซิเจนเปนเวลา 5 วัน ทําการกรองของเหลวท่ีไดจากการหมักผานเย่ือกรองขนาด  0.45 µM เก็บของเหลวท่ีผานการ

กรองไปวิเคราะหปริมาณเอทานอลดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟฟพรอมตัวตรวจวัดชนิดเฟลมไอออไนเซชัน (Gas 

chromatography-flame ionization detector, GC-FID)   ผลของปริมาณเอทานอลท่ีตรวจวัดไดพบวาการใชนํ้าตาลกลูโคสเปน

สารต้ังตนในการหมักสามารถผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุดถึง 9.62 % v/v ในขณะท่ีการใชฟางขาวท่ีผานการปรับสภาพแลวเปนสารต้ัง

ตนสามารถผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุด 3.5% v/v เมื่อถูกยอยดวยเอนไซม BglC และ XynA ท่ีถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุแลว ซึ่ง

ใหผลผลิตเอทานอลสูงกวาการยอยฟางขาวดวยเอนไซมแบบเดิมประมาณ 1.7 เทา ในสวนของการผลิตเอทานอลจากตนขาวโพดท่ี

ผานการปรับสภาพน้ัน เมื่อยอยตนขาวโพดดวยเอนไซม BglC และ XynA ท่ีถูกชักนําใหเกิดการกลายพันธุแลวสามารถผลิตเอทา
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นอลไดสูงท่ีสุด 3.23% v/v เมื่อหมักดวยยีสต S.cerevisiae V1116  การผลิตเอทานอลโดยใชเงื่อนไขตางๆ สามารถสรุปไดดัง

ตารางท่ี 4  

 

ตารางที่ 4 ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดจากการหมักสารต้ังตนในแตละเงื่อนไข 

เงื่อนไขท่ีใชในการหมัก 

ปริมาณเอทานอล  

(รอยละโดยปริมาตรตอปริมาตร) 

นํ้าตาลกลูโคส 
ฟางขาวท่ีผานการปรับ

สภาพ 

ตนขาวโพดท่ีผานการ

ปรับสภาพ 

เอนไซมจาก reBglC + 

reXynA +  

S.cerevisiae V1116 

8.87±0.27 2.09±0.15 

 

2.25±0.15 

เอนไซมจาก reBglC_M + 

reXynA_M + 

S.cerevisiae V1116 

9.62±0.42 3.5±0.21  

 

3.23±0.06 

 

 

 

สรุปและขอเสนอแนะ 

 

ในการวิจัยน้ีไดทําการประยุกตใช PIII ในการชักนําใหแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens และ B.subtilis ใหเกิดการ

กลายพันธุเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส (BglC) และไซลาเนส (XynA) จากน้ันไดใชเทคนิคทางอณูพันธุ

ศาสตรเพ่ือเพ่ิมการแสดงออกของยีนท้ังสองโดยแทรกยีนเขาไปใน expression vector  (pETDuet-1) และสงถายดีเอ็นเอลูกผสม

น้ีเขาไปในเซลลเจาบาน E. Coli สายพันธุ BL21 เพ่ือชักนําใหเกิดการสรางเอนไซมท่ีตองการในปริมาณมากและทําการศึกษาพบวา

เซลลลูกผสมท่ีไดรีบยีน BglC และ XynA ท่ีกลายพันธุมีประสิทธิภาพการทํางานท่ีสูงกวาเอนไซมแบบปกติตลอดทุกชวงอุณหภูมิ

และคา pH โดย BglC จาก reBglC_M มีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยมีคา specific activity 

เทากับ 167.94 U/ mg protein  และสามารถทํางานไดในชวงอุณหภูมิสูงโดยยังคงประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซม

มากกวา 70 % ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  XynA จาก reXynA_M สามารถทํางานไดในชวงอุณหภูมิกวางต้ังแต 20 - 90 

องศาเซลเซียส โดยมีประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมมากกวา 75 % ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส การศึกษาการยอยวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตรไดแก ฟางขาวและตนขาวโพดน้ันพบวาการใชเอนไซมสองชนิดทํางานรวมกันมีประสิทธิภาพในการยอยสูง

ท่ีสุด โดยเอนไซม BglC และ XynA จากเซลลลูกผสม reBglC_M และ reXynA_M ยอยฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับ

สภาพแลวใหผลของนํ้าตาลรีดิวซสูงถึง 22.16 และ 14.51 mg/ml ตามลําดับเมื่อผลิตเอทานอลจากฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผาน

กระบวนการปรับสภาพโดยใช ยีสต  Saccharomyces cerevisiae V1116  ในกระบวนการหมัก พบวาปริมาณเอทานอลท่ีผลิต

ไดจากฟางขาวและตนขาวโพดท่ีผานการปรับสภาพแลวใหผลเทากับ 3.50 % (ปริมาตร/ปริมาตร) และ 3.23 % (ปริมาตร/

ปริมาตร) ตามลําดับ เม่ือทําการวิเคราะหถึงสาเหตุท่ีทําใหเอนไซมท้ังสองชนิดมีประสิทธิภาพในการทํางานสูงข้ึนโดยการ

เปรียบเทียบลําดับของเบสอะกรดอะมิโนพบวาลําดับของกรดอะมิโนของ BglC ท่ีกลายพันธุ ไดมีการเปลี่ยนแปลงไป  1 ตําแหนง



25 

 

จาก lysine เปน glutamic acid ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 370 (K370E) ซึ่งเปนสวนของ cellulose binding module (CBM)  

และ XynA จากท่ีกลายพันธุจากไอโซเลท T7 มีลําดับกรดอะมิโนมีการเปลี่ยนแปลงไป  1 ตําแหนงจาก threonine เปน serine ท่ี

ตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 162 (S162T) ซึ่งกรดอะมิโนท่ีเปลี่ยนแปลงไปของเอนไซมท้ังสองชนิดน้ันอยูนอก active site ท้ังคู การ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในครั้งน้ีเปนการคนพบใหมเกี่ยวกับการกลายพันธุหรือเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนอกบริเวณ active 

site แลวทําใหประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมสูงข้ึน  

 

 

 

ขอเสนอแนะ 

เพ่ือใหการศึกษาการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมีประสิทธิภาพมากข้ึนในอนาคตควรมีการศึกษา

เพ่ิมเติมดังน้ี 

1. ควรมีการทดสอบเปรียบเทียบชนิดหรือปริมาณยีสตท่ีใชในการหมักเอทานอล 

2. เปรียบเทียบปริมาณสารต้ังตนท่ีใชใชในการผลิตเอทานอล 

3. ศึกษาโครงสรางของโปรตีนท่ีเปลี่ยนไปจากการกลายพันธุโดยเปลี่ยนกรดอะมิโนท่ีตองการศึกษาจาก lysine และ 

threonine เปน alanine จากน้ันทําการวิเคราะหโครงสรางและกิจกรรมการทํางานของเอนไซมอีกครั้ง เพ่ือความรู

ในเชิงลึกเกี่ยวกับโครงสรางและหนาท่ีของโปรตีนนอกบริเวณ active site 

4. เน่ืองจากปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดจากการใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเปนสารต้ังตนมีปริมาณนอยและ

กระบวนการผลิตคอนขางซับซอนอาจทําใหไมคุมทุน จึงเสนอใหนําเชื้อแบคทีเรียหรือเอนไซมพันธุกลายไป

ประยุกตใชเกี่ยวกับการเกษตรทางดานอ่ืน เชนการทําอาหารหมักคุณภาพสงูสําหรับสัตว หรือผลิต prebiotics เชน 

xylooligosaccharides (XOS), fructooligosaccharide (FOS) และ galactooligosaccharide (GOS) จากวัสดุ

เหลือใชทางการเกษตร เชงซังขาวโพด 
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Plasma immersion ion implantation (PIII) at low energy was for the first time applied as a novel biotech-
nology to induce DNA transfer into bacterial cells. Argon or nitrogen PIII at low bias voltages of 2.5, 5 and
10 kV and fluences ranging from 1 � 1012 to 1 � 1017 ions/cm2 treated cells of Escherichia coli (E. coli).
Subsequently, DNA transfer was operated by mixing the PIII-treated cells with DNA. Successes in
PIII-induced DNA transfer were demonstrated by marker gene expressions. The induction of DNA transfer
was ion-energy, fluence and DNA-size dependent. The DNA transferred in the cells was confirmed
functioning. Mechanisms of the PIII-induced DNA transfer were investigated and discussed in terms of
the E. coli cell envelope anatomy. Compared with conventional ion-beam-induced DNA transfer,
PIII-induced DNA transfer was simpler with lower cost but higher efficiency.

� 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Low-energy (10–100 keV) ion beam technology has been
applied not only in the field of material surface modification but
also successfully in the biological field such as mutation breeding
and gene transfer [1]. Plasma immersion ion implantation (PIII)
has been developed as a non-line-of-sight plasma-based ion
implantation technique for surface modification and deposition
of various materials including biomaterials (e.g. [2]). However,
low-energy PIII has never been applied to inductions of mutation
and gene transfer because of hesitations on short ion ranges of
low-energy ions of PIII so that the biological tissues cannot be trea-
ted sufficiently to induce desired modifications. In this study, we
explored application of the PIII technique to bombard bacterial
cells with low-energy ions for induction of transferring plasmid
DNA into bacterial cells and tried to understand mechanisms
involved as the result could not be interpreted by currently
understood mechanisms. The traditionally accepted mechanism
of ion-beam-induced DNA transfer is generally that energetic ion
bombardment modifies and tailors the cell envelope in ways
of ion-radiation-induced chain scission of the envelope
polymers, sputtering-induced thinning of the envelope, and
ion-charge-induced decrease of the electrical impedance of the
envelope to eventually enhance the material permeability and
thus the passive diffusion of DNA across the cell envelope [1,3,4].
This mechanism is based on the ion range to be appropriately
within the cell envelope and an assumption that the cell envelope
is a uniform material. The bacterial cell envelope thickness is
about several tens of nanometers. The cell envelope material is in
principle polymeric. To have a tens-nm projectile range in
polymer, the ion energy should be about 20–30 keV for argon or
15–20 keV for nitrogen [5,6]. In normal low-energy PIII, the ion
energy is several keV, which is thought to be too low to appropri-
ately modify the cell envelope for subsequent DNA transfer. This is
why low-energy PIII has not yet been applied for DNA transfer
induction while ion beam induced DNA transfer has been success-
fully developed for two decades. However, the simplicity and
low-cost features of the PIII technique still attract interests in
trying this method for the biological application purpose. As the
bacterial cell envelope is not very thick, bacteria were then used
for trials. Moreover, the bacterial cell envelope is composed of
typical and basic biological layers and components which may play
some roles in favor of low-energy ion bombardment induction of
DNA transfer.

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.nimb.2015.07.022&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.nimb.2015.07.022
mailto:yuld@thep-center.org
http://dx.doi.org/10.1016/j.nimb.2015.07.022
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0168583X
http://www.elsevier.com/locate/nimb


390 K. Sangwijit et al. / Nuclear Instruments and Methods in Physics Research B 365 (2015) 389–393
2. Experiment

Escherichia coli (E. coli) strains DH5a and BL21(DE3) were pre-
pared at 37 �C in Lysogeny broth (LB) medium and used as hosts
for transferring various DNA plasmids. Three DNA plasmids,
pTZ57R, pBI121 and pETDuet™-1, purchased from the Fermentas
and Invitrogen (USA), carrying different marker genes, as described
in Table 1, were selected for transferring. A special gene was used
to confirm functioning of the DNA-transferred cells. The complete
open reading frame (ORF) of endoglucanase (bglC) was amplified
from Bacillus amyloliquefaciens. The fragment was cloned into the
pETDuet™-1, which was then denoted as pBgl.

PIII treatment of the bacterial samples was carried out using our
in-house developed PIII facility [7]. The experiment had three parts.
First, to investigate the ion species and ion fluence dependences,
argon (Ar) or nitrogen (N) PIII was used with a bias of �2.5 kV
and fluences of 1 � 1012, 5 � 1012, 1 � 1013, 5 � 1013, 1 � 1014,
1 � 1015, 1 � 1016 and 1 � 1017 ion/cm2, respectively. E. coli strain
DH5a was the target and plasmids pTZ57R and pBI121 were for
DNA transfer. The plasma was generated with 50-W radiofrequency
(RF) power and operated at a frequency of 50 Hz and a pulse length
of 10 ls. E. coli cells were deposited in holes of a stainless steel
sample holder, which was about 5 cm in diameter and had nine
holes on it with each in a size of 5 mm in diameter and 5 mm in
depth. A vacuum control was placed in one of the holes covered
by carbon tape. After PIII, bombarded cells were separately mixed
with 1 lg of various DNA plasmids respectively in sterile
Eppendorf tubes, and incubated for 15 min in an ice box. Then
3-ml LB medium was added to each sample and incubated at
37 �C for 2 h. Then, 100 ll of each sample were spread on selective
medium [100 mg/L Ampicillin/X-Gal/IPTG (Isopropyl b-D-1-thiogal
actopyranoside) for pTZ57R, and Kanamycin 50 mg/L for pBI121],
and incubated at 37 �C overnight. Gel electrophoresis with 1.5%
agarose was used to measure the molecular size. Second, to
investigate the bias voltage dependence, N-PIII was operated using
negative bias voltages of 2.5, 5 and 10 kV and fluences of 1 � 1015

and 5 � 1015 ions/cm2. The following steps were the same as those
in the first part. Third, to confirm expression and functioning of the
gene in the host cells after PIII, E. coli strain BL21(DE3) was treated
by N-PIII at a bias of�2.5 kV and a fluence of 1 � 1015 ions/cm2 and
then recombinant plasmid, pBgl, was added for transfer. The recom-
binant cells harboring pBgl were spotted onto agar plate consisting
of 1% Carboxymethyl Cellulose (CMC), incubated at 37�C for 24 h,
and the Congo red method was used for enzymes activity test [8].
Moreover, SDS–PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) was performed following the method of Leammli
[9] to measure the protein molecular weight.

Scanning electron microscopy (SEM) was used to observe mor-
phology of the bacterial cell envelope subjected to PIII treatment.
Fig. 1. Demonstrations of successful DNA transfer into PIII-treated E. coli cells. (a)
Blue colonies of E. coli observed on selective medium, indicating that pTZ57R
plasmid was transformed into the cells after N-PIII at a bias voltage of �2.5 kV and a
fluence of 1 � 1015 ion/cm2. (b) Expression of bglC gene of transformant using the
Congo red method by a clear zone appearing around transformant. The petri dish
size: 9 cm in diameter.
3. Results and discussion

Under certain conditions of PIII, plasmid DNA could successfully
be transferred into the bacterial cells, as demonstrated in Fig. 1.
Table 1
DNA plasmids used in the experiment and their properties.

DNA plasmid [size (kbp)] Marker genes

pTZ57R [2.8] bla
lacZ

pBI121 [14.7] nptII
pETDuet™-1 [6.3] bla
; bglC

Recombinant pBgl [6.9]
Blue colonies of E. coli were observed (Fig. 1a), indicating that
pTZ57R plasmid was certainly transformed in the cells
pre-treated by N-PIII. As the pTZ57R plasmid contained the lacZ
gene which would be seen in blue color on medium containing
X-Gal/IPTG, the blue color was the indicator of the presence of
the functioning pTZ57R plasmid. Similarly, living colonies
observed on medium containing kanamycin demonstrated
the presence of pBI121 plasmid which contained the
kanamycin-resistance gene in the bacterial cells. Therefore, the
observed living cells should possess the antibiotic-resistance prop-
erty provided by the transferred plasmids and this was another
indicator of successful DNA transfer into the cells. The observation
on the development of a clear cellulose zone (Fig. 1b) showed the
expression of bglC gene in pETDuet™-1 from the bacterial transfor-
mant. Table 2 summarizes the DNA transformation into E. coli cells
using pTZ57R and pBI121 plasmids after N- or Ar-PIII at a bias volt-
age of �2.5 kV to various fluences. Without PIII treatment of the
cells, the plasmid DNA was unable to transfer into the cells of
the vacuum control. With either N- or Ar-PIII treatment of the cells,
the DNA plasmids could be transferred into the cells in most cases
except high fluences. This demonstrated that PIII of the cells cer-
tainly played a role in inducing DNA transfer. N-PIII could induce
DNA transfer at higher ion fluences than Ar-PIII, indicating N-PIII
able to induce DNA transfer more easily and effectively than
Ar-PIII. Bigger plasmid (pBI121) was slightly more difficult in
transferring than smaller one (pTZ57R). Table 3 shows the ion
energy dependence of the PIII-induced DNA transfer. DNA transfer
normally succeeded at lower ion energy and also bigger pBI121
was more difficult to transfer than smaller pTZ57R.

To verify that the transferred plasmid DNA indeed came from
the original DNA, the electrophoresis-measured molecular size of
the transferred plasmid DNA was compared with that of the orig-
inal, as shown in Fig. 2. The bands appearing in the lanes for the
DNAs extracted from the transferred bacterial cells were seen at
the exactly same molecular size positions as those of the original
DNAs, demonstrating the identity of the transferred plasmid to
Gene property E. coli host strain

Resistance to ampicillin DH5a
Expressing blue in LB
Resistance to Kanamycin DH5a
Resistance to ampicillin BL21(DE3)
Encode cellulase protein



Table 2
Summary of ion-fluence dependence of DNA transformation into E. coli cells using
pTZ57R (A) and pBI121 (B) plasmids after PIII with ether nitrogen or argon ions at a
bias voltage of �2.5 kV. +: DNA transfer succeeded; �: not observed. The experiment
under each condition was done in 3 replicates.

Treatment condition Vacuum
control

Argon PIII Nitrogen
PIII

Fluence (ions/cm2) A B A B A B

1 � 1012 � � + � + +
5 � 1012 � � + + + +
1 � 1013 � � + + + +
5 � 1013 � � + + + +
1 � 1014 � � + � + +
1 � 1015 � � � � + +
1 � 1016 � � � � + �
1 � 1017 � � � � � � Fig. 2. The electrophoresis-measured molecular size of the transferred DNA

plasmids of (a) pTZ57R and (b) pBI121. Lane M: molecular marker. Lane 1: original
plasmid. Lane 2: plasmid DNA extracted from the transferred E. coli cells treated by
PIII. The arrows point the bands with their noted molecular weights in bp (base
pair). PIII conditions: nitrogen, �2.5 kV bias, and 1 � 1015 ion/cm2 fluence.

Fig. 3. SDS–PAGE analysis of recombinant cpx1 expressed in N-PIII-treated E. coli
BL21(DE3) harboring pBgl (PIII at -2.5 kV and 1 � 1015 ions/cm2). Lane M: protein
marker. Lane 1: cell of E. coli BL21(DE3). Lane 2: IPTG-induced cell of E. coli
BL21(DE3). Lane 3: cell of E. coli BL21(DE3) harboring pBgl. Lane 4: IPTG-induced
cell of E. coli BL21(DE3) harboring pBgl. The arrow points the BglC protein size at
53 kDa.
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the original DNA. To reconfirm the functioning of the transformant,
the recombinant vector pBgl containing bglC gene was transformed
to N-PIII-treated E. coli BL21(DE3). Fig. 3 shows the SDS–PAGE
result. For the controls of original bacteria (Lane 1) and original
even with IPTG induction (Lane 2), no band representing the speci-
fic protein size of 53 kDa (estimated) was shown, indicating no the
specific protein present. However, after PIII treatment, the bacteria
with the transferred gene bglC showed a band of the specific pro-
tein size (Lane 3) and after the IPTG induction the band was signif-
icantly intensified (Lane 4), demonstrating the protein functioning.

The SEM-observed surface morphology of the PIII treated bacte-
ria E. coli cells is shown in Fig. 4. The cell surfaces of the natural and
vacuum controls are clear, but with increasing of the ion fluence
the cell surface is increasingly roughened and up to the highest
fluence, 1017 ions/cm2, the cells are completely destroyed, col-
lapsed and thus died. The cell damage rate under various treatment
conditions as summarized in Fig. 5 is clearly increasing as increas-
ing of the fluence. At the same fluence argon appears more effec-
tive in the surface roughening and damaging the cells than
nitrogen. These phenomena should be related to the ion sputtering
effect. To a fluence of 1015 ions/cm2, the sputtering-caused surface
losses of cellulose (the main material type of the cell envelope) are
about 2 nm and 4 nm for N-ion and Ar-ion bombardments, respec-
tively [6]. The E. coli cell envelope in the dense part is about 20 nm
[10]. This means that at the fluence of 1016 ions/cm2, the cell envel-
ope would start to be removed thoroughly. Due to a higher sputter-
ing loss for the Ar case, at this fluence Ar-PIII already causes severe
damage to the cells, while N-PIII starts to damage the cells as the
20-nm sputtering loss is just about the cell envelope thickness.
The effect of ion sputtering is thinning the cell envelope and con-
sequently increasing the envelope permeability to favor the DNA
transfer [1]. The permeability also depends on the DNA size. The
larger plasmid pBI121 is more difficult to be transferred than the
smaller pTZ57R. However, the sputtering-caused thinning of the
cell envelope is not the whole mechanism of PIII induced DNA
transfer. As seen from the result shown in Table 2, at very low flu-
ences such as 1012–1014 ions/cm2, DNA transfer still succeeded. At
these low fluences, the ion sputtering-caused cell envelope surface
Table 3
Summary of the bias dependence of DNA transformation into E. coli cells using
pTZ57R and pBI121 plasmid after N-PIII with fluences of 1 � 1015 and 5 � 1015 ions/
cm2. +: DNA transfer succeeded; �: not observed.

Plasmid pTZ57R pBI121

Fluence (ions/cm2) Bias voltage (kV)

2.5 5 10 2.5 5 10

1 � 1015 + + � + � �
5 � 1015 + + � � � �
loss is negligible. The low-energy ion range in the cell envelope
materials was also considerably short, compared with the total
thickness, about 50 nm, of the bacterial cell envelope [10].
Therefore, some mechanisms else must be involved.

The E. coli cell envelope consists of four layers: a cytoplasmic
membrane, a thin layer of periplasm containing peptidoglycan,
an outer membrane composed by phospholipids and lipopolysac-
charides, and a polysaccharide surface layer [11]. While the outer-
most polysaccharide surface layer is in a fiber- or fur-like
morphology, the inner three layers are fairly denser. There exist tri-
mer barrel-shape porins in the inner layers responsible for trans-
porting molecules across the cell envelope to maintain the cell
living. Each monomeric porin channel is partially blocked by a
loop, called the eyelet. In general, the eyelet defines the size of
solute that can traverse the channel and hence it acts like a lock
of the porin [12]. At low ion energy (e.g. a few keV) and fluences
(e.g. 1012–1015 ions/cm2), ion bombardment is not powerful
enough to modify the cell envelope structure but able to sputter
out the outermost polysaccharide layer and injure or damage the
eyelet to open the porin. Simultaneously the linkage of the mono-
meric units of the trimer is scissored by the ions to open the entire
trimer. Now that the porins have lost the control and the trimer
becomes a big channel, they are freely available to transport



Natural control Vacuum control N, 1×1012 Ar, 1×1012

N, 1×1013 Ar, 1×1013 N, 1×1014 Ar, 1×1014

N, 1×1015 Ar, 1×1015 N, 1×1016 Ar, 1×1016

N, 1×1017
Ar, 1×1017

Fig. 4. SEM images of various types of E. coli cell samples including the natural control, vacuum control, and those PIII-treated with ether nitrogen (N) or argon (Ar) ions to
varied fluences at the bias of 2.5 kV. The scale bar in each image is 1 lm, except one in last image that is 5 lm.

Fig. 5. E. coli cell damage rate under various treatment conditions for the bias of
2.5 kV. NC: natural control, VC: vacuum control, N: nitrogen PIII, Ar: argon PIII, and
e12–e17: 1012–1017 ions/cm2 for ion fluence. The damage rate in each case was
estimated from a large-area (low magnification) SEM image in the case by counting
the number of surface-damaged or collapsed cells over the total number of the cells.
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exogenous DNA into the cells. At medium ion energy (e.g. about
10 keV) or fluences (e.g. about 1016 ions/cm2), PIII can greatly dam-
age and collapse the porins so that the porins cannot work, but on
the other hand PIII cannot modify the denser layers of the cell
envelope sufficiently to enhance the permeability, so that the
DNA transfer cannot be induced. At very high ion fluence (e.g.
1017 ions/cm2), PIII completely destroys and sputters the cell
envelope to cause death of the cells and DNA transfer is impossible.
Due to a higher sputtering coefficient of argon ions than nitrogen
ions to polymers, Ar-PIII could destroy the porins more easily than
N-PIII and so at medium fluences such as 1015 and 1016 ions/cm2

Ar-PIII stopped inducing DNA transfer but N-PIII could still work.
There were two steps in the whole process: plasma treatment

and transfer of DNA. From the first step a certain number of the
cells were surviving and these cells were ready for subsequent
DNA transfer. From Fig. 5, for the successful DNA transfer, the
plasma conditions gave the cell survival rates higher than 30%
and the highest rate at about 85% for the lowest fluence case. In
the second step, the efficiencies of ion-beam and PIII induced
DNA transfers were nearly the same. The E. coli cell survival rate
due to ion beam bombardment was about 30–50% [13], and there-
fore the DNA transfer efficiency using PIII was higher than using
ion beam by 70% in maximum.
4. Conclusion

Although ion-beam-induced DNA transfer had succeeded,
low-energy PIII was for the first time applied to bombard E. coli cells
to induce plasmid DNA transformation and this success led to revi-
sion of our ideas on mechanisms of the ion-bombardment-induced
DNA transfer. Success in inducing DNA transfer was achieved
mainly at low ion energy (a few kV) and low to medium ion fluences
(around 1012–1016 ions/cm2). The PIII-induced DNA transfer was
plasma ion species and plasmid size dependent. Instead of a single
mechanism governing the process, complex ion-energy and fluence
dependent mechanisms should be involved in the DNA transfer



K. Sangwijit et al. / Nuclear Instruments and Methods in Physics Research B 365 (2015) 389–393 393
induction owing to complexity of the E. coli cell envelope structure.
As a new ion and plasma based biotechnology, the PIII-induced DNA
transfer had a series of advantages compared with the
ion-beam-induced DNA, including the simplicity, low cost and high
transferring efficiency.
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This report is on exploring low-energy plasma immersion ion implantation (PIII) as a novel bio-technique and an
improved alternative to ion beams to induce bacterial mutation for enhancing the hydrolysis of biomass mate-
rials, eventually benefiting environmental protection and biofuel production. Cellulase-producing bacterial
cells of Bacillus amyloliquefacienswere treated by argon or nitrogen PIII at a bias voltage of−2.5 kVwith various
fluences from 1 × 1015 to 1 × 1017 ions/cm2 to induce mutation. The bacterial mutants exhibiting clear potenti-
ality of enhanced cellulase activity which indicated improved hydrolysis capability were screened. Comparisons
in the cellulase activity between the wild type as the control and the mutant under various buffer pH values and
temperatures showed that the cellulase activities of themutant were clearly higher than that of the control, par-
ticularly for neutral pH and lower and higher temperatures. The cellulase hydrolysis ability tests against various
biomass materials including rice straw, corn stover and corn husk demonstrated the mutant possessing the
higher hydrolysis activity, particularly for the corn husk. Physical and biological mechanisms involved in the bac-
terial cell modification induced by the low-energy PIII were investigated and discussed in terms of the ion stop-
ping in the specific bacterial cell envelope and the modification of the DNA sequence.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Ion beammodification of biological living materials has been devel-
oped as ion beam biotechnology for three decades [1]. The technology
utilizes ion beams, particularly in a lower energy region, some tens
keV, instead of the MeV higher energy region, to bombard biological
cells to inducemutation or gene transfer. The technology has been dem-
onstrated to be novel and very effective, but, on the other hand, not very
convenient in operation and not cost effective either. Compared with
accelerator-based ion beams, plasma-based ion implantation at rela-
tively lower ion energy has been considered more convenient and cost
effective as well and widely applied in various material surface modifi-
cations. However, it has not yet been well addressed by experiments in
treating living materials for biotechnology applications due to the hesi-
tation of its low energy character which might not be able to cause
s Research Facility, Chiang Mai

ogy Unit, University of Phayao,

u.1@gmail.com
sufficient changes in the critical biological structures. Recently a few
studies have emerged on applying plasma-based ion implantation to in-
duce plantmutation [2] and DNA transfer [3]. This workwas an attempt
to explore low-energy plasma immersion ion implantation (PIII) for in-
ducing bacterial mutation, aiming at enhancing the cellulase activity
and thus the biomass processing capability.

Several chemical agents such as methylmethanesulfonate (MMS),
ethylmethanesulfonate (EMS), diepoxybutane (DEB) and sodium
azide are powerful carcinogens used to induce mutation in various liv-
ing organisms including crop plants, fungi and bacteria, as well as phys-
ical irradiations including Gamma rays, X-rays, ultraviolet (UV) and fast
neutrons. [4–6]. Furthermore, a combination of both chemical (EMS)
and physical (UV) mutagenesis has been also applied to increase cellu-
lase enzyme activity in bacterial cells [7]. All of the chemical agents and
the radiations are powerful mutagens. In comparison with other physi-
cal mutagens, low-energy PIII technique is safer, more reliable and sus-
tainable. On the other hand, evidence for induction of mutation in
bacteria using the PIII technique has not yet been reported. Experimen-
tal evidences have shown energetic ion beambombardmentwhich is an
environment-friendly technique capable of inducing broad-spectrum
mutations of crops with high efficiencies owing to multiple physical
agents involved compared with other mutation induction methods

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.surfcoat.2016.07.068&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.surfcoat.2016.07.068
mailto:soanu.1@gmail.com
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http://www.sciencedirect.com/science/journal/02578972
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Table 1
H/C ratios of the wild type (W) and the mutants (M1–M9).

Bacterial sample H/C ratio

W 1.43 ± 0.08b

M1 1.68 ± 0.14bc

M2 1.05 ± 0.09a

M3 2.71 ± 0.18d

M4 2.50 ± 0.10d

M5 3.12 ± 0.24e

M6 2.53 ± 0.15d

M7 2.34 ± 0.17d

M8 1.81 ± 0.11c

M9 1.33 ± 0.18ab

Values are means ± standard error. The letters indicate a signifi-
cant difference (p b 0.01) as determined (examined) by Duncan's
multiple range test.
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[1]. With many successes achieved in ion-beam-induced crop mutation
breeding, PIIIwhich is a non-line-of-sight ion bombardment process has
rarely been tested in this application. This motivated us to carry out this
study.

Lignocelluloses are themost abundant biomass providing carbon re-
sources with a worldwide production of 1 × 1010 MT per year [8]. Agri-
cultural cellulosic wastes are enzymatically hydrolyzed into reduced
sugar that can be converted to several chemical products such as alco-
hol, fatty acid, etc. [9]. One of the factors in limiting the converting pro-
cess is inefficient hydrolysis of the enzymes. Cellulases are a group of
hydrolytic enzymes capable of hydrolyzing cellulose to glucose and
they can be produced by a large number of microorganisms. One of
the approaches to develop higher cellulase activity is discovering new
cellulolytic microorganisms and constructing mutants with higher ex-
pression [10]. In thiswork, an integration of PIII technology and biotech-
nology was conducted for enhancing the hydrolysis activity of the
cellulase enzyme and eventually benefiting the biomass treatment.

2. Materials and methods

The target material was the cellulase producing bacteria, Bacillus
amyloliquefaciens (B. amyloliquefaciens), whichwere isolated fromhors-
e's feces. The bacterial strains were grown at 37 °C in Lysogeny broth
(LB) with vigorous shaking at 120 rpm. B. amyloliquefaciens cells were
harvested after overnight incubation by centrifugation at 6000 rpm for
5 min then resuspended with sterile distilled water. Bacterial suspen-
sions were deposited in wells of a stainless steel sample holder and
then placed in the PIII chamber [11]. A vacuum control was placed in
one of the wells covered by carbon tape. The bacterial samples were
treated by argon (Ar) or nitrogen (N) PIII with a bias voltage of
−2.5 kV and to fluences of 1 × 1015, 5 × 1015, 1 × 1016, 5 × 1016 and
1 × 1017 ions/cm2, respectively, in a vacuum condition of 10−3 Pa at
room temperature. The plasma was generated with 100-watt radiofre-
quency (RF) power and operated with a frequency of 50 Hz and a
pulse length of 20 μs. After PIII, LB medium was added to each treated
sample and incubated at 37 °C on a rotating shaker for 1 h. Then,
100 μl of each sample were spread on LB agar containing 1% of
carboxymethyl cellulose (CMC) and incubated at 37 °C for 24 h. Both
wild type control (without PIII treatment) and vacuum control were
cultivated on the same agar media.

Mutants were screened based on the size of the hydrolysis halos de-
tected by Congo red staining [12]. In the test, the bacterial colonies
placed at the central area of the CMC-smeared plate would gradually di-
gest the CMC to increase the central circle or halo size which could be
detected by the dye staining so that the bigger the halo, the higher the
activity. The qualitative cellulase activity of each bacterial colony was
evaluated by the ratio between the hydrolysis halo diameter and the
colony diameter (H/C). The isolate that showed a higher H/C ratio than
that of the control was screened and selected for further analysis and
tests. Genetic stability of the mutant with higher cellulase activity was
confirmed by Congo red staining for 9 generations. All the experiments
were carried out in triplicate repeats and calculatedwith statistical anal-
ysis at p b 0.01 (Duncan's multiple range test).

Tests of the cellulase activity of all bacterial sampleswere carried out
against various pH and temperatures. All samples were inoculated in
50 ml of LB medium and incubated at 37 °C with vigorous shaking
(120 rpm). To investigate the cellulase activity, the cured enzyme of
all bacterial samples was harvested by centrifugation at 10,000 rpm
for 15 min at 4 °C. The optimum pH of the cellulase activity was deter-
mined by incubation of themixture containing 1% (w/v) CMC in various
buffers of pH 2.0–10.0 with suitable amounts of enzyme at 50 °C for
30 min. To determine optimal temperature, cellulase activities were
measured at different temperatures ranging from 20 to 100 °C. For in-
vestigation of the hydrolysis activity, releasing of reducing sugars was
determined by the dinitrosalicylic acid (DNS) method [13]. As cellulose
is an unbranched glucose polymer and cellulase degrades cellulose by
cleaving a glycosidic bond of glucose polymer into reducing sugar
[14], themore cellulase activity, themore the reducing sugar is released.
The unit of hydrolysis activity was defined as the amount of enzyme re-
leasing 1mmol of reducing sugar/min. The protein concentrations of all
samples were determined using Lowry's method with bovine serum al-
bumin as the protein standard [15]. Cellulase hydrolysis activities of all
bacterial samples against biomassmaterials were determined using lig-
nocellulosic substrates including rice straw, corn stover and corn husk.
The hydrolysis activities were investigated by separately incubating
the crude enzyme in 5% (w/v) substrates in 50 mM citrate buffer
(pH 5.0) at 50 °C for 7 days. Then the reaction mixtures were collected
on day 0, 1, 3, 5 and 7. All measurements in the experimentwere carried
out in triplicate determinations with standard error.

3. Results and discussion

From the mutant screening, among 1000 colonies, mutants
displaying theH/C ratio higher than that of thewild typewere observed.
The mutants showed various H/C ratios from 1.05 to 3 while the H/C
ratio of the wild type was approximately only 1.45 (Table 1). The ratio
data in Table 1 were obtained from Ar-PIII. Mutants under N-PIII were
not detected. This was supposed to be due to the physical fact that Ar
was nearly three times heavier than N and thus, to a cell-envelope mi-
metic target material, cellulose (C6H10O5, 1.5 g/cm3), the stopping
power of 2.5-keV Ar was about 3.4 MeV/(mg/cm2) while that of 2.5-
keVNwas about 1.6MeV/(mg/cm2), calculated fromSRIM [16], namely,
the linear energy transfer (LET) of Ar was about twice that of N. There-
fore, at the same energy Ar should be more effective in inducing muta-
tion than N. Themutant with the highestH/C ratio in the CMC plate was
selected, as shown in Fig. 1, where the diameter of the halo of the mu-
tant was seen more than two times that of the wild type, indicating
the highest cellulose digestion capability. It was noted that most of the
selected mutants were observed from the Ar-PIII treatment with the
ion fluence of 1 × 1016 ions/cm2.

The qualified result on the enhancement of cellulose digestion capa-
bility was quantified. Figs. 2 and 3 display the results of the measured
hydrolyzed enzyme which represented the cellulase activity of the bac-
terial samples as functions of the pH value and the temperature of the
buffer, respectively. As shown in Fig. 2, an example of the cellulase activ-
ity with varied pH, the mutant obviously exhibited higher cellulase ac-
tivity than the wild type with the highest enhancement around the
neutral pH 4–6 by an increase of about 25–30%. Fig. 3, an example of
the cellulase activity with various temperatures, shows that themutant
generally enhanced the cellulase activity over the tested temperature
range compared to the wild type. Particularly in the low and high tem-
perature ranges the enhancementwasmore pronounced, about 30–40%
increase.

The hydrolysis activities of the cellulase produced from the bacteria
on real cellulosic materials of rice straw, corn stover and corn husk
showed continuous increasing with the time in the activity from the



Fig. 1. Plate screening using the Congo red method to display the hydrolysis halo zone. (A) Wild type B. amyloliquefaciens. (B) Selected mutants. The hydrolysis halo zones at the central
area are marked bywhite dash circles. The halo diameterH is the diameter of the circle. The halo zone size indicates the hydrolysis activity. The diameter of the bacterial colony (both the
control and the mutant), C, is approximately 0.9 cm (not seen in this figure). The diameter of the plate is 9 cm.
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measured reducing sugar liberated from substrates since the first day of
incubation, as shown in Fig. 4. Naturally the hydrolysis increased with
the time, but themutant showedmore significant increases in hydrolyz-
ing the biomassmaterials, especially on the 7th day, the last testing day.
Among the tested biomass materials, the mutant hydrolyzed the corn
husk in the highest enhancement of the capability, about 250% of an av-
erage increase compared with about 30% increase for the corn stover
and 180% increase for the rice straw. This demonstrated that themutant
could be most effective in hydrolysis of corn husk.

To understand the biological nature involved in the PIII-inducedmu-
tation responsible for the enhanced cellulase activity, gene sequencing
of the mutant was carried out. The result (not shown) demonstrated a
single point mutation occurring in CBM (Carbohydrate-binding mod-
ule) of the cellulase gene after PIII resulting in the lysine residue being
mutated into the glutamic acid residue. Since the glutamic acid residue
was a charged residue, the increased catalytic activity of themutantwas
probably due to an electrostatic change around the cellulose binding do-
main, caused by altering the positive charge side chain to the negative
charge side chain to provide higher cellulose recognition and binding
by the conformational change of the gene [17].

Mechanisms of ion-bombardment-induced mutation of biological
cells have been studied and understood as energetic ions thinning and
penetrating the cell envelope with abnormally high sputtering yields
and great projectile ranges so that they can finally interact with DNA in-
side the cell nucleus evenwith very low energy after energy loss in their
travel in the envelope materials to cause changes in the DNA structure
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Fig. 2. A comparison of the cellulase activities between the wild type (W) and themutant
(M) ofB. amyloliquefaciens as a function of the pHvalue ranging frompH2–10 at the buffer
temperature of 50 °C.
[1]. From this point of view, the induction of DNA changes should basi-
cally depend on the ion energy, as only higher energy is possible to re-
alize the induction, and the ion fluence as well, as the higher the
fluence, the more the sputtering caused thinning of the envelope. In
our case, although the ion energy of the PIII was in the order of keV,
about an order lower than conventionally used tens keV energy, the
fluence of Ar ions to induce mutation was in the order of 1016 ions/
cm2. Ar ions with this fluence at ion energy of 2.5 keV could cause
about 40-nm sputtering loss of cellulose which is the main material
type of the plant cell envelope [18]. B. amyloliquefaciens is Grampositive
bacteria. The dominant material of the cell envelope of the Gram posi-
tive microorganisms is peptidoglycan, a polymer consisting of amino
acids (peptido-) and sugars (-glycans) [19], which is 30–100 nm thick
and contains many layers [20]. It is hence seen that the 2.5-keV Ar
ions with the 1016 ions/cm2 fluence might remove a portion of the
B. amyloliquefaciens cell envelope and a thinned envelope possibly
remained but the cell still survived and thereby the low-energy ions
could penetrate through the thin envelope to enter the cell and further
interact with DNA. The range of 2.5-keV Ar-ions was about 11 nm and
the maximum penetration depth could be up to N20 nm in peptidogly-
can (with the chemical formula of C40H67N9O21 [21] and a program-
estimated mass density around 1 g/cm3) calculated by using SRIM
code [16] (though the program did not predict any sputtering), as
shown in Fig. 5. If the correction factor for abnormal penetration
depth of ions in real biological cell wallmaterials was taken into account
[22], the maximum penetration depth of 2.5-keV Ar ions could be pos-
sibly up to about 50 nm. The biological cell envelope is never uniform
in thickness and density over its entire structure and cells could never
all die from the ion sputtering and implantation.Moreover, even in nor-
mal biological environments, particles of approximately 2 nm can pass
through the peptidoglycan [23]. Therefore, penetration of Ar ions
through the bacterial cell envelope and interaction with DNA could
practically be possible. Our study has shown that ultra-low-energy
ions with energy as low as orders of 10–102 eV are still able to damage
DNA for potentialmutation induction [24]. Also note thatmutation is al-
ways a low-probability event and hence once a cell is mutated, nomat-
ter other cells are intact or dead, mutation occurs anyway. Therefore,
when the ions interact with DNA at very low energy after they lose
the energy to the envelope, they can possibly change DNA to induce
mutation. Ar ions appearedmore effective than N ions on inducingmu-
tation. As argon is heavier than nitrogen and inert, this indicated that
the mutation induction was more dominated by direct interaction



0

5

10

15

20

25

30

35

40

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Sp
ec

if
ic

 a
vt

iv
it

y 
(U

/m
g 

pr
ot

ei
n)

Temperature ( C)

W

M

°
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between the ions and DNA. Certainly, in PIII, different from ion beams,
not only energetic ions exist but also other active physical agents are
present, such as radicals, electrons, X-ray and ultraviolet (UV), which
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Fig. 4. Comparisons of the hydrolysis activities, represented by the reducing sugar
collected on day 0, 1, 3, 5 and 7, between the wild type (W) and the mutant (M) of
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and (c) rice straw.

Fig. 5. SRIM-calculated 2.5-keV Ar ion range and depth profile in peptidoglycan.
(some even have more penetration capabilities than ions) may also
play some roles in causing changes in DNA. But, from our result their ef-
fects seemed negligible.
4. Conclusion

PIII was successfully explored as a novel biotechnology applied to
bombard bacterial B. amyloliquefaciens cells to induce mutation for en-
hancement of the cellulase activity or hydrolysis of biomass materials.
The selected mutant showed significant increases in the cellulase activ-
ity over broad ranges of the buffer pH and temperatures and the cellu-
lase hydrolysis ability against various agricultural wastes including
rice straw, corn stover and corn husk. The highest relevant enhance-
ments were achieved around the neutral pH, lower and higher temper-
atures of buffer and for corn husk. The biological mechanism was
attributed to a point mutation of the base substation in the gene to
cause the amino acid change in cellulose binding module (CBM). The
physical mechanism was related to low-energy but relatively higher
fluence ions sputtering of the cell envelope tomake the ions penetrating
through the envelope to interact with DNA possible.
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