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ABSTRACT 

Pectinases are well described enzymes that are widely used to degrade pectic 

substances and applied in fruit juice extraction and clarification, degumming of plant 

fibers, tea and coffee fermentations, etc. This group of enzymes has been reported to 

have a share of 25% in the global sales of food enzymes. The main purpose of this 

research is to characterize the polygalacturonases produced by Bacillus subtilis 

MR10, a bacterium isolated from Tua-nao. This bacterium showed the clear zone 

when grown in pectin agar plate and produced pectinase activity as 0.99 U/ml in 

liquid medium containing 0.5% (w/v) pectin as the carbon source after cultivation at 

37ºC for 15 hours with 200 rpm on rotary shaker. Medium optimization was 

performed using Plackett and Burman design and central composite design (CCD). 

The predicted optimal medium contained 2.05% (w/v) pectin, 0.03% (w/v) 

Mn2SO4.H2O and 1.68% (w/v) SBM in pectin-induced medium. Finally, the 

maximum pectinase activity as much as 2.08 U/ml was obtained after growing the 

bacteria in optimized medium for 24 hours which was calculated to be 2.1 folds of 

activity increase with 97% validation.  
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It was found that B. subtilis MR10 produced two isozymes of 

polygalacturonases (PGs) designed as PG I and PG II and both were partial purified 

by evaporation, DEAE Sephadex A-50 column chromatography and Sephacryl S-100 

gel filtration.  Partial purified PG I showed final specific activity as 0.26 U/mg and 

2.7 purification folds. Whereas, the partial purified PG II was obtained with specific 

activity as 3.43 U/mg and 35 folds of purification. Estimated native molecular weight 

(MW) of PGI that was estimated by gel filtration was 84.96 kDa, in the contrary, PG 

II was only 12.9 kDa. SDS PAGE and zymogram (activity staining) revealed the 

nature of PG I as dimeric protein consisted of two identical subunits with each subunit 

was 47 kDa, approximately. In addition, PG II was monomeric enzyme with 

approximately 13.3 kDa MW. Both of PGs showed similar optimum temperature at 

50ºC with half life at 70ºC of PG I was shorter than PG II. Optimum pH was at pH 10 

and pH 9 for PG I and II, respectively. From the Km and Vmax value, PG II showed 

higher activity toward pectin than PG I, but all PGs had almost the same rate of 

reaction. Metal ion Mn2+ stimulated activity of both isozymes, while Cu2+ has 

inhibitory effect. The pectin hydrolysis pattern of two PGs demonstrated that both 

were exo-type PGs. 
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บทคัดยอ 

 

เพคติเนสเปนเอนไซมท่ีมีการศึกษามานานและเปนกลุมเอนไซมท่ีมีการนํามาใชประโยชน

ในการยอยสารในกลุมเพคติน ใชในการสกัดน้ําผลไมและการทําใหน้าํผลไมใส ใชในกระบวนการ

ลอกกาวของเสนใยพืช รวมท้ังใชในการหมักชาและการแฟ และอ่ืนๆ อีกมากมาย มีรายงานวา

ปริมาณการใชเอนไซมชนิดนี้สูงถึง 25 เปอรเซนตของเอนไซมท่ีใชในอุตสาหกรรมอาหารทั้งหมด

ของโลกวัตถุประสงคหลักของการวิจยัคร้ังนี้คือการศึกษาสมบัติของเอนไซมโพลีกาแลคทูโรเนสท่ี

ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis MR10 ซ่ึงแยกไดจากถ่ัวเนา แบคทีเรียชนิดนี้ทําใหเกิดวงใสใน

อาหารอาหารแข็งเพคติน และผลิตเอนไซมเพตติเนส 0.99 ยูนิต/มิลลิลิตร 

ทําการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมโดยใชการวางแผนการทดลอง Plackett and Burman 

design และ central composite design (CCD) พบวาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมคือปริมาณ 

เพคตินและแรธาตุบางชนิด จากการวิเคราะหโดยใชแผนการทดลองแบบ CCD surface response 

methodology ไดสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมท่ีประกอบดวยอาหารชักนําการสราง
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เอนไซมท่ีเติมเพคติน 2.05% (w/v) มังกานสีซัลเฟต 0.03% (w/v) กากถ่ัวเหลือง 1.68% (w/v) ทําให

แบคทีเรียผลิตเอนไซมในปริมาณ 2.08 ยูนติตอมิลลิลิตร จากการเล้ียงท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง ซ่ึงเพิ่มข้ึน 2.1 เทา คิดเปน 97% validation 

จากการศึกษาพบวา Bacillus subtilis MR10 สามารถผลิตเอนไซมโพลีกาแลคทูโรเนสได  

2 ไอโซไซมใหช่ือวา PG I และ PG II และท้ังสองไอโซไซมถูกทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดย DEAE-

Sephadex A-50 column chromatography และ Sephacryl S-100 gel filtration   จากการศึกษาสมบัติ

ของเอนไซม พบวา PG I มีความบริสุทธเพิ่มข้ึน 2.7 เทาและมีคา Specific activity เทากับ 0.26 ยูนิต 

ตอมิลลิกรัม ในขณะท่ี PG II มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน 35 เทา และมีคา Specific activity เทากับ 3.43 ยู

นิตตอมิลลิกรัม ผลของการทํา SDS-PAGE และ Zymogram ทําใหสรุปไดวา PG I มีโครงสราง

เปนดิเมอริกโปรตีนท่ีมีหนวยยอยขนาดประมาณ 47 kDa ในขณะท่ี PG II เปนโมโนเมอริกเอนไซม

ท่ีมีขนาดประมาณ 13.3 kDa  เอนไซมท้ังสองไอโซไซมสามารถทํางานไดดีท่ี 50 องศาเซลเซียส 

โดยท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสคาคร่ึงชีวิตของ PG II มีคานอยกวา PG I และคา pH ท่ีเหมาะสมใน

การทํางานคือ pH 10 สําหรับ PG I และ pH 9 สําหรับ PG II  พิจารณาจากคา Km และ Vmax  พบวา 

PG II สามารถทําปฏิกิริยาไดดีกวา PG I ในขณะท่ีอัตราการทําปฏิกิริยาไมแตกตางกัน  ไอออนของ 

Mn2+ สามารถกระตุนการทํางานของท้ังสองไอโซไซมในขณะท่ี Cu2+ มีผลในทางตรงกันขาม จาก

รูปแบบการยอยสลายเพคตินสามารถจัดไอโซไซมท้ังสองเปนชนิดเอ็กโซโพลีกาแลคทูโรเนส 


