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ไซแลนเป็นทรัพยากรประเภทคาร์โบไฮเดรต ที่สามารถหมุนเวียนมาใช้ใหม่ ซึ่งมีปริมาณมาก
เป็นอันดับสองของโลก ไซแลนเป็นสารโพลีแซ็กคาไรด์ที่มีโครงสร้างหลากหลาย และมีศักยภาพในการ
นำไปใช้งานได้หลากหลายรูปแบบ ในงานวิจัยเพื่อเป็นส่วนหนึ่งของวิทยานิพนธ์นี้ ได้ทำการโคลนยีน 
BsXynA11 จากเชื้อ บาซิลัส สัปชิลสิ เข้าในพลาสมิส pMAL-p5x และ pMY202 เพ่ือผลิตเอนไซม์
ปรับแต่งพันธุกรรมไซแลเนส ๒ ชนิด คือ MBP-BsXynA11 และ BsXynA11-His จากนั้นได้ทำการ
ประเมินความสามารถของเอนไซม์ทั้งสองในการเปลี่ยนไซแลนจากไม้บีช (Beechwood; BW) และ
ชานอ้อย (Sugarcane Bagasse; BG) ให้เป็นไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ (ซอซ) เชิงหน้าที่ 

ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต MBP-BsXynA11 ในเชื้อแบคทีเรียเอสเชอ
ริเชีย โคไล คือการใช้สาร IPTG ที่ความเข้มข้น ๐.๒ มิลิโมลาร์ เป็นเวลา ๒๐ ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ ๓๒ 
องศาเซลเซียสในขณะที่ BsXynA11-His นั้นจะให้ผลการผลิตที่ดีที่สุดเมื่อใช้ IPTG ที่ความเข้มข้น ๐.๑ 
มิลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ ๒๗ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๒๐ ชัว่โมง ภายใต้สภาวะดังกล่าว MBP-BsXynA11 
มีผลผลิตสูงกว่า โดยอยู่ท่ี ๔๔.๖ มิลิกรัมต่อลิตร เมื่อเทียบกับ BsXynA11-His ซึ่งมีผลผลติที่ ๔๔.๖ มิ
ลิกรัมต่อลิตร ผลการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE พบว่า MBP-BsXynA11 มีน้ำหนักโมเลกุล ๖๖ กิโล
ดาลตัน ในขณะที่ BsXynA11-His มีน้ำหนักโมเลกุล ๒๓ กิโลดาลตัน ทั้งสองเอนไซม์แสดง
ประสิทธิภาพสูงสุดที่อุณหภูมิ ๖๐ องศาเซลเซียสและ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่ ๖.๕  แต่ MBP-
BsXynA11 มีค่ากิจกรรมจำเพาะ (specific activity) สูงกว่า โดยอยู่ท่ี ๗,๙๐๐ ยูนิตต่อนาโนโมล 
ในขณะที่ BsXynA11-His มีค่า ๔,๘๐๐ ยูนิตต่อนาโนโมล 

MBP-BsXynA11 ยังมีความคงทนต่อความร้อนได้ดีกว่า โดยหลังการบ่มที่ ๔๐ องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา ๗๒ ชัว่โมง ค่ากิจกรรมของ MBP-BsXynA11 คงเหลืออยู่ที่ร้อยละ ๗๖.๕  และ ๘๑ ในสภาวะ
ที่มีและไม่มีไซแลนจากไม้บีชตามลำดับ ในขณะที่ BsXynA11-His มีค่าคงเหลือเพียง ร้อยละ ๖๕.๕  
และ ๒.๓ สำหรับอุณหภูมิ ๕๐ องศาเซลเซียส กิจกรรมที่คงเหลือของ MBP-BsXynA11 อยู่ที่ร้อยละ 
๕๘.๕ และ ๒๒.๕ ในสภาวะที่มีและไม่มีไซแลนจากไม้บีชตามลำดับ ส่วน BsXynA11-His มีค่าคงเหลือ
เพียง ร้อยละ ๑๐.๗ และ ๑.๖ 

การวิเคราะห์จลนพลศาสตร์พบว่า MBP-BsXynA11 มีค่า Vmax และ kcat สูงกว่าที่ ๔,๕๓๐ 
ไมโครโมล ต่อนาทีต่อนาโนโมล และ ๕,๙๗๖ ต่อวินาทีตามลำดับ ในขณะที่ BsXynA11-His มีค่า 
๓,๔๗๐ ไมโครโมล ต่อนาทีต่อนาโนโมล และ ๔,๗๘๘ ต่อวินาทีตามลำดับ อย่างไรก็ตาม BsXynA11-
His มีความสามารถในการจับกับสารตั้งต้นคือไซแลนจากไม้บีชได้ดีกว่า โดยมีค่า Km ที่ ๑๒.๙ มิลิกรัม
ต่อมิลิลิตร เมื่อเทียบกับ MBP-BsXynA11 ซึ่งมีค่า Km ที่ ๑๙.๓ มิลิกรัมต่อมิลิลิตร 
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Xylan, the second most abundant renewable carbohydrate resource globally, 

is a heterogeneous polysaccharide with diverse potential applications. In this study, 
the BsXynA11 gene from Bacillus subtilis was cloned into pMAL-p5x and pMY202 
vectors to express two recombinant xylanases, namely MBP-BsXynA11 and BsXynA11-
His. These recombinant xylanases were evaluated for their ability to convert xylan from 
beechwood (BW) and sugarcane bagasse (BG) xylan into functional xylooligosaccharides 
(XOS). The optimal conditions for the MBP-BsXynA11 expression in Escherichia coli 
were 0.2 mM IPTG for 20 h, at 32 °C, while BsXynA11-His expression was optimal using 
0.1 mM IPTG at 27 °C for 20 h. Under these conditions, MBP-BsXynA11 exhibited a 
higher expression yield of 44.6 mg/L compared to 5.5 mg/L for BsXynA11-His. SDS-PAGE 
analysis showed molecular weights of 66 kDa for MBP-BsXynA11 and 23 kDa for 
BsXynA11-His. Both enzymes demonstrated optimal activity at 60 °C and pH 6.5; 
however, MBP-BsXynA11 displayed a higher specific activity of 7,900 U/nmol, 
compared to 4,800 U/nmol for BsXynA11-His. In comparison with BsXynA11-His, the 
thermostability of MBP-BsXynA11 was superior. In the presence and absence of the 
BW-xylan, the remaining activity of MBP-BsXynA11 after 72 h of incubation at 40 °C was 
76.5% and 81%, and at 50 °C, 58.5% and 22.5%, respectively. For BsXynA11-His, 65.5% 
and 2.3% of the activity were retained at 40 °C, and 10.7% and 1.6% were retained at 
50 °C, in the presence and absence of BW substrate, respectively. Kinetic analysis 
revealed that MBP-BsXynA11 also exhibited a higher Vmax of 4,530 μmol·min-1·nmol-
1 and kcat of 5,976 s-1, compared to 3,470 μmol·min-1·nmol-1 and 4,788 s-1 for 
BsXynA11-His, respectively. However, BsXynA11-His showed better substrate affinity for 
BW-xylan, i.e., at Km of 12.9 mg·mL-1, compared to 19.3 mg·mL-1 for MBP-BsXynA11. At 
the optimal bioconversion reaction of 2% (w/v) WB xylan, pH 6.5 at 40 oC for 48 h, 
52% and 50% of XOS could be generated from BW-xylan using 500 U/mL MBP-
BsXynA11 and BsXynA11-His, respectively. Remarkably, over 90% of the XOS products 
comprised xylobiose, xylotriose, and xylotetraose, which are highly bioactive components. 
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