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อ .ท ีปร ึกษา ะ รส . ดร. ค ัญขริดา อัครจรัอญา อ.ท ีปร ึกษาร ่วม ะ ,รส. ดร. สมบ ูรณ ์

ธ น าศ ุภ ว ัฌ น ่J 115 หน ้า

การคัดแขกและคัดกรองแบคทีเรียผลิตเซลลเลสจากตัวอย่างดินในจังหวัดน่านที่!ก็นจากอำนาอปิว 80
ตัวอย่าง และ อำเภอส ัน ต ิส ุข4 0 ตัวอย่าง พบว่าสามารถแขกแบคทีเรียไดจำนวน 65 สายพันธุจากดินอำเภอปิว 
และแขกไดจำนวน10สายพันธุจากดินอำเภอสันดิสุข ผลการศกษาลักษณะทางปีโนไทป๋และอบุกรมวิธานเคมี
รวมทั้งการวิเคราะห์’ลำดับเบสในช่วง 16S rDNA สามารถหิสุจนไอกลักษณ์ของแบคทีเรียเหล่านไดเป็น
B re v ib a c illu s  2  สายพันธุ, P a en ib a c illu s  20 สายพันธุ และ Bacillus 53 สายพันธุ ผลการศกษาความคลายคลัง 
ของลำตับเบสในช่วง 16S โอ^ของสายพันธุ'ท ี่เป ็นตัวแทน พบว่าP5-5 (กลุ่มที่ 1) คลายคลังคับ B revibacillus  

a g r i  DSM 6348T (97.2%) P2-1 (กลุ่มที 2) และ SI0-4 เกลุ่บที 3 ) คลายคลงคับ P aen ib acillu s cineris 3998T
(96.1, 99.1% ตามลำตับ) P2-3 และ P4-7 (กลุ่มที่4) S9-2 (กลุ่มที่ 5) P6-8 (กลุ่มที่ 61, P4-8, P5-2, P7-1 และ 
P7-3 (กลุ่มที่ 7) P1-5 (กลุ่มที่ 8) P6-7 (กลุ่มที่ 9) คลายคลังคับ Bacillus su b tilis  K.CTC 3135T (95.5, 97.3, 95.6,
94.3, 96.1, 96.8, 94.5, 98.3, 99.3 และ 99.9% ตามลำตับ) ผลการศกษาลักษณะทางอนกรมวิธานเคมี พบว่า 
แบคทเรีขสายพันธุV)ทดสอบของสกุล B revibac illu s, Paenibacillus และ Bacillus มีกรด meso-diaminopimelic 
เป ็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ และ menaquinones เป็น MK-7 นอกจากนีแบคทีเรียสายพันธุตัวแทนของ 
B rev ib a c illu s  มีปรีบาณ G+C ของ DNA เป็น 54.2 โมล% สายพันธุตัวแทนของ P aen ibacillu s  อย่ในช่วง 52.7-
53.5 โมล% และ B a c illu s  อข่ในช่วง 35.5-47.8 โมล% ดามลำตับ ในการศึกษาครํ่งนพบ'ว่า P5-5 เป็นแบคทีเรียส 
ป ีช ีสใหม ่,ในสกุล B re v ib a c illu s  P2-1 เป็นแบคทีเรียส'ปีชีสใหม่ในสกุลP aenibacillus สายพันธุ P2-3, S9-2,
P6-8, P4-8, P5-2 และ P7-1 เป็นแบคทีเรียสปีชีล์ ใหม่ในสกุล Bacillus โดยพบว่าลักษณะทางปีโนไทป๋ของ 
แบคทีเรียตังกล่าวมีความแตกต่างจาก type strains ส่วน P4-7, P7-3, Pl-5, P6-7 ซึ๋งมีความคลายคลังของลำตับ 
เบส 97.8-99.9% กับ B a cillu s  su b tilis  KCTC 3-1351 จำเป็นดองศกษาความคลายคลังของDNA

การคัดเลัอกแบคทีเรียที่สามารถสร่างเอนไซม์เซลลเลส (carboxylmethyl cellulose) พบว่าพัง 75 สาย 
พันธุ ให ้ค่า hydrolysis capacity (HC, เสันผ่าศนย์กลางของวงใส/เสนผ่าศนย์กลางของโคโลนี) ขนาดกวางมาก 
ที่สุค 8.5 ซม. โดย 52 สายพันธุ มีการสร่างเอนไซม่เซลลุเลส 0-0.005 u/ml และ 20 สายพันธุ มีการสร่าง 
เอนไซม่เซลลเลส 0.005-0.1 U/ml และพบว่า 3 สายพันธุไดแก่ P4-6, P3-1 P4-8 มีการสร่างเอนไซม่เชลลุเลส 
มากกว่า 0.01 U/ml จากการคัดเลัอกสายพันธุ P2-1, P2-3, P7-7 ที่มีค่า HC สุง?[ดและ P4-6, P3-1 ที่สร่าง
เอนไซม่เซลลเลสไดมากที่ส ุด พบว่าสามารถสร่างเอนไซม์ไคมากที่สุดในอาหารCMCท่ี 50 ° c ,  pH 7 และ สาย 
พันธุ P4-6 และ P3-1 มีสภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม์แอคดิวิดีที่ 50 °c, pH 7

ภาควิชา จุลชีววิทยา
สาขาวิชา จุลชีววิทยาอุตสาหกรรม
ปีการศกษา 2549
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T H A N A W A N  T A P R IG  : S C R E E N IN G  A N D  ID E N T IF IC A T IO N  O F

C E L L U L A S E -P R O D U C IN G  B A C T E R IA  F R O M  S O IL  IN  N A N  P R O V IN C E .  

'  T Ü E S IS  A D V IS O R  : A S S O C . PRO F . A N C H AR E D  A  A K A R A  C H A R A N Y  A , P h D .,  

T H E S IS  C O -A D V IS O R  : ASSO C . PRO F . S O M B O O N  T À N A S U P A W A T , Ph.D ., 

115 pp .

In the isolation and screening of cellulase-producing bacteria from soil samples collected in Pua 
district (80 samples) and Santisuk district (40 samples), NAN provinces. Sixty-five strains were isolated from 
soil collected in Pua district and 10 strains from soil in Santisuk district On the basis of their phenotypic and 
chemotaxonomic characteristics including the phylogenetic analysis using 16S rDNA sequences, 2 strains were 
identified as B re v ib a c illu s , 20 as P aen ib acillu s  and 53 as Bacillus. The similarity of 16S rDNA sequences 
revealed that strains P5-5 (Group 1) was closely related to B revibacillus a gri DSM 6348‘ (97.2%). P2-1 
(Group 2) and S I0-4 (Group3) showed 96.1 and 99.1% similarity to P aen ibacillu s cineris 3998T 1 respectively. 
P2-3 and P4-7 (Group 4), S9-2 (Group 5) P6-8 (Group 6), P4-8, P5-2, P7-1 and P7-3 (Group 7) PI-5 (Group 
8) P6-7 (Group 9) were closely related to B acillus svb tilis  KCTC 3135T (95.5, 97.8, 95.6, 94.3, 96.1, 96.8, 
94.5, 98.3, 99.3 and 99.9%, respectively). The tested strains of B revibacillus, P aen ibacillus and Bacillus 

contained meso-diaminopimelic in cell wall peptidoglycan. The DNA G+G contents of B revibacillu s strain was
54.2 mol%. The DNA G+C contents of P aen ibacillu s  strains were 52.7 to 53.5 mol% and B acillu s  strains were 
35.5-47.0 mol%. Predominanant menaquinones of the tested strains in B revibacillus, P aen ibacillus, and 
B a c illu s  w e re  7 isoprene units (MK-7). In this study, strain P5-5 was the new species in B revibacillus. Strains 
P2-3, S9-2, P6-8, P4-8, P5-2, and P7-1 were found to be the novel B acillu s  species and P2-1 was the new 
species in P a en ib a c illu s . Their phenotypic characteristics were differentiated from the tested type strains. 
The strains P4-7, P7-3, Pl-5, P6-7 that showed 97.3-99.9% sequence similarity to B acillus su b tilis  KCTC 
3135 were required the DNA-DNA hybridization experiments to make clear their taxonomic position.

Among 75 strains screened, a maximum hydrolysis capacity (HC, clear zone diameter/colony 
diameter) exhibited to be 8.5 cm. Fifty-two strains could produce cellulase ranged from 0-0.005 u/ml and 20 
strains did from 0.005-0.1 u/ml. Furthermore, 3 strains (P4-6, P3-1 and P4-8) could produce cellulase from 
0.0127-0.0153 U/ml. The selected strains, P2-1, P2-3, P7-7 that showed the high HC value and P3-1 and 
P4-6 that exhibited the highest carboxymethyl cellulase activity, produced the enzyme optimally at 50° c and 
pH 7.0.

......... .................  r  า V, ไ rDepartment Microbiology Student' ร Signature.................... ......................
Field o f Study Industrial Microbiology
Academic Year 2006
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