
บทที่ 1 

บทนำ

1.1 ประว้ติความเป็นมา

เชลล์พืชเป็นแหล่งคาร์บอนหลักในธรรมชาติ ประกอบด้วยพอลิเมอร์ที่เป็นองค์ประกอบ
หลัก 3 ชนิด ชนิดแรกคือ เซลลูโลส (cellulose) เป็นพอลิเมอร์ของนํ้าตาลกลูโคสเชื่อมต่อกันด้วย 
พันธะ บีตา-1,4•ไกลโคซิดิก (P-1,4-glycosidic) ที่เป็นลายโซ่ตรง มีสูตรทั่วไปคือ (06แ ๅ0O5)ก พบ 
ในปรมาณ 30-50 เปอร์เซ็นต์ของนํ้าหนักแห้ง ชนิดที่ลองคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เป็น 
พอลิเมอร์ของนํ้าตาลเพนโตส และ/หรอน้ําตาลเฮกโชส ได้แก่ กลูแคน แมนแนน และไซแลน โดยมี 
ไซแลนเป็นองค์ประกอบหลัก ชนิดสุดท้ายคือ ลิกนิน (lignin) เป็นสารประกอบเซิงซ้อนประ๓ ทพอ 
ลิพืโนลิก (polyphenolic) ซึ่งมักห่อหุ้มซั้นเชลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเอาไว้ (Wong และคณะ, 
1988)

ไซแลนเป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลล์พืชโดยยึดเกาะกับพอลิแซคคาร์ไรด์ 
ชนิดอ่ืนด้วยพันธะนอนโควาเลนท์ (non covalent) และยึดเกาะกับเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 
ด้วยพันธะไฮโดรเจน พบตามธรรมชาติท่ังในไม้เน้ืออ่อน ไม้เน้ือแข็ง พืชล้มลุก ในผนังเซลล์ช้ันแรก 
ของพืชใบเล้ียงเด่ียว รวมท่ังในวัสดุเหลือห้ิงทางการเกษตร เซ่น กากเมล็ดราย รำข้าว ฟางข้าว 
ซังข้าวโพด เปลือกเมล็ดทานตะวัน (Magee และ Kosaric, 1985) และในเปลือกเมล็ดธัญพืชต่าง  ๆ
เป็นด้น (Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากน้ันยังสามารถพบได้ในวัสดุเหลือห้ิงจากกระบวน 
การลอกเน้ือไม้เพ่ือทำเย่ือกระดาษ (pulping) (Biely, 1985) ปรมาณและโครงสร้างจะแตกต่างกัน 
ไปตามแหล่งท่ีมา เซ่น ในไม้เน้ือแข็งพบว่ามีปรมาณไซแลนมากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ของน้ืาหนักแห้ง 
(Ward และ Moo-Young, 1985) ในไม้เน้ืออ่อนจะมีไซแลนประมาณ 8 เปอร์เซ็นต์ของน้ืาหนัก 
แห้ง ล่วนในไม้ล้มลุกจะมีไซแลนอยู่ประมาณ 20-40 เปอร์เซ็นต์ของน้ําหนักแห้ง (Saddler และ 
คณะ, 1983)

โครงสร้างของไชแลนเป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบด้วยน้ําตาลไซโลสเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ 
บีตา-1,4-ไซโลลิดิก (p-1,4-xylosidic) เป็นลายหลัก และมีสารประกอบอ่ืนๆมาเช่ือมต่อเป็นหมู่ 
ข้างเคียงเซ่น หมู่อะราบิโนสต่อกับตำแหน่ง 0-3 ของไซโลส หมู่กลูคูโรนิลต่อกับตำแหน่ง 0-2 ของ 
ไซโลล ส่วน'หมู่อะซิติลต่อกับตำแหน่ง 0 -3 และ 0 -2 ของไซโลสได ้ดังแสดงในรูปท่ี 1.1
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รูปท่ี 1.1 ลักษณะโมเลกุลของ'1เซแลนและการย่อยสลายไชแลนด้วยเอนไซม์กลุ่มย่อยสลายไซแลน
(Biely, 1985)

Ac แทน หมู่อะซิทิล
Araf แทน แอล-อะราบิโนVเวราโนล
MeGlcA แทน 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค แอชิด
Xyl แทน ด-ไซโลส
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1.2 การย่อยสลายไชแลน

1.2.1 การย่อยสลายไซแลนด้วยด่าง

การย่อยสลายไซแลนให้เป็นนี้าตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถย่อยสลายโดยการใช้สารเคมี
(chemical hydrolysis) และการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (enzyme hydrolysis) หรอใช้ทังลอง
อย่างร่วมกัน (Tsao และ Chiang, 1983)

การย่อยสลายไชแลนด้วยด่าง มักนำไปใช้ในอุตสาหกรรมการทำกระดาษ ซ่ึงจะนำช้ินของ 
เปลือกไม้มาต้มในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น เพ่ือให้เปลือกไม้ยุ่ย และเป็นการกำจัด 
ลืกนินท่ีอยู่'ไน'ช้ันลิก'โนเซลลูโลสออกบางส่วน หลังจากน้ันจะนำไปผ่านกระบวนการฟอกลืเย่ือ
กระดาษโดยใช้สารเคมีท่ีมีคลอไรด์เป็นองค์ประกอบ เช่น คลอรนไดออกไซด์ (chlorinedioxide) 
และก๊าซคลอรน เป็นต้น ทำให้เกิดสารประกอบไดออกชิน (dioxin) และสารประกอบคลอไรด์ท่ี 
เป็นพิษซนิดอ่ืนๆด้วย (Visser และคณะ, 1992)

1.2.2 การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์

การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์เป็นปฎิกิเยาท่ีจำเพาะกว่าการใช้สารเคมี และยังไม่ทำ 
ให้เกิดสารประกอบท่ีเป็นพิษ เอนไซม์ในกลุ่มน้ีสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้หลายประเภท เช่น 
กระบวนการฟอกลืเย่ือกระดาษ (Jurasek และ Paice, 1992) ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การ 
ทำน้ีาผลไม้ให้ใสข้ึน และใช้ลดความหนืดของอาหารลัตว์ (Wong และ Saddler, 1992 และ 
Gilbert และ Hazlewood, 1993) ซ่ึงเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยสลายไซแลนประกอบด้วยเอนไซม์ 2 
กลุ่มใหญ่คือ

1. เอนโดไซแลเนล (endo-xylanase) หรอ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไชลาโนไฮโดรเลล (1,4- 
P-D-xylan-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) เอนไซม์น้ีจะย่อยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิดิก 
แบบลุ่ม เรยกกระบวนการท่ีเกิดข้ึนว่ากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ได้ไซโลสและโอลิโก 
แซคคาไรด์สายลันๅ เป็นผลิตกัณฑ์สุดท้าย (Gilbert และคณะ, 1993)

2. บีตา-'ไซโลลิเดส (P-xylosidase) หรอ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลล (1,4-p-D- 
xylan-xylohydrolase; EC 3.2.1.37) เอนไซม์ชนิดน้ีจะย่อยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพรา 
โนไซด์ทีละ1 หน่วยจากปลายด้านนอนรดิวลั (non-reducing end) เรยกกระบวนการท่ีเกิดข้ึนน้ี
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ว่า กลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ได้ไชโลสเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Dekker และ
Richards, า976)

นอกจากน้ีการย่อยสลายไชแลนไห้ลมบูรณ์ยังต้องอาภัยเอนไซม์ชนิดอ่ืน  ๆ ดังแสดงใน
รูปท่ี 1.1 ได้แก่

แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดล (a-D-glucuronidase; EC 3.2.1.139) เป็นเอนไซม์ย่อยสลาย 
พันธะแอลฟา-1,2 ใน 4-โอ-เมธีล-ดี-กลูคูโรนิค แอชิด

แอลฟา-แอล-อะราบิโนลิเดล (a-L-arabinosidase; EC 3.2.1.55) ย่อยสลายพันธะ 
แอลฟา-1,3 ของหมู่นอนรีดิวล์ แอลฟา-แอล-อะราบิโนพัวราโนชิล ใต้น้ีาตาลอะราบิโนส

อะชิทิลเอลเทอเรส (acetyl esterase; EC 3.1.1.6) ย่อยสลายพันธะบีตา-1,2 และ บีตา-
1,3 ท่ีเช่ือมระหว่างหมู่อะชิทิลภับสายหลักให้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดอะชิติก

Biely และ Petrakova (1985) ดีกษาการย่อยสลายไซแลนด้วยไชแลเนลและบีตา-ไซโลลิ 
เดส ในยีสต์ C r y p t o c o c c u s  a lb id u s  พบว่าเช้ือจะปลดปล่อยไซแลเนสออกมานอกเซลล์เพ่ือ 
ย่อยไซแลนให้เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ลายลัน  ๆ จากน้ันนำไซโลโอลิโกแซคคาไรต์น้ันเช้าส่เซลล์ โดย 
กระบวนการขนส่งท่ีต้องใช้พลังงาน (active transport) แล้วใช้บีตา-ไซโลลิเดสย่อยไซโลโอลิโก 
แซคคาไรต์ต่อไปกระบวนการย่อยสลายไซแลนโดย c. a lb id u s  แสดงดังรูปท่ี1.2
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รูปที 1.2 กระบวนการย่อยสลายไซนลนโดย Cryptococcus albidus (Biely และ Petrakova, 
1985)

Glc แทน ดี-กลูโคส
Xyl, Xyl2, Xyl3 แทน ดี-ไซโลล, ไซโลไบโอส และไซโลไตรโอส ตามลำดับ
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1.3 แหล่งของบีตา-ไซโลสิเดส

บีตา-ไซโลสิเดลทบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น แบคทีเรีย แอคติโนมัยสืท ยีสต์ รา 
จุลินทรีย์ล่วนใหญ่มักสร้างและเก็บเอนไซม์ไว้ภายในเซลล์ (intracellular enzyme) แต่มีจุลนทรีย์ 
บางลายพันธุที่สร้างและปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) ตัวอย่างสาย 
พันธุจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างบีตา-ไซโลสิเดส แสดงตังตารางท่ี 1.1

ตารางท่ี 1.1 ตัวอย่างสายพันธุของจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างบีตา-ไซโลสิเดส

ลายพันธุจุลินทรีย์ เอกสารอ้างอิง

A e r o m o n a s  c a v ia e  ME-1 Suzuki และคณะ, 2001

A r x u l a  a d e n in i v o r a n s Buttner และ Bode, 1992

A s p e r g i l l u s  a w a m o r i Tenkanen และคณะ, 1993

A .  a w a m o r i K4 Kurakake และคณะ, 1997

A .  c a r b o n a r i u s Kiss และ Kiss, 2000

A .  f l a v u s de-Souza และคณะ, 1999

A .  n id u la n s Kumar และ Ramon, 1996

A .  n ig e r Van-Peij และคณะ, 1997

A .  o r y z a e Tenkanen และคณะ, 1993

A .  o r y z a e  KBN616 Kitamoto และคณะ, 1999

/A. p h o e n ic i s Rizzatti และคณะ, 2001
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ตารางท 1.1 (ต่อ)

ลายพันธุจุลินทรย์ เอกสารอ้างอิง

A .  s y d o w i i MG49 Ghosh และ Nanda, 1993

A u r e o b a s id iu m  p u l l u l a n s Christov และคณะ, 1999

B a c i l l u s  c i r c u l a n s Ratto และคณะ, 1992

B a c i l l u s  sp. KK-1 Jung และคณะ, 1998

B . s t e a r o t h e r m o p h i l u s Cho และ Choi, 1998

B .  s t e a r o t h e r m o p h i l u s  21 Baba และคณะ, 1994

B . s t e a r o t h e r m o p h i l u s  ■ โ-6 Bravman และคณะ, 2001

ร. s u b t i l i s Lindner และคณะ. 1994

B u t y r i v ib r i o  f i b r i s o l v e n s utt และคณะ, 1991

C e l l u l o m o n a s  f l a v ig e n a Perez-Avalos และคณะ, 1996

C o c h l i o b o lu s  c a r b o n u m Wegener และคณะ, 1999

C lo s t r id iu m  a c e t o b u t y l i c u m  ATCC 824 Lee และ Forsberg, 1987

D ic t y o g io m u s  sp. Ratto และคณะ, 1994

N e o c a l l im a s t i x  f r o n t a l i s Hebraud และ Fevre, 1990

N e o c a l l im a s t i x  p a t r i c i a r u m  27 Zhu และคณะ, 1994

N e u r o s p o r a  c r a s s a Deshpande และคณะ, 1986

P é n ic i l l i u m  f u n ic u lo s u m Park และคณะ, 2001
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ตารางที 1.1 (ต่อ)

ลายพันธุจุลินทรย์ เอกสารอ้างอิง

P é n ic i l l i u m  ja n t h a in e l l u m Hasmann และคณะ, 2000

P h a e o s p h a e r i a  n o d o r u m Lalaoui และคณะ, 2000

S e le n o m o n a s  r u m in a n t iu m Cotta และ Whitehead, 1998

S t r e p t o m y c e s  o l i v o c h r o m o g e n s Tenkanen และคณะ, 1993

S t r e p t o m y c e s  sp. CH-M-1035 Flores และคณะ, 1996

S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 Belfaquih และ Penninckx, 2000

T e r m i t o m y c e s  c ly p e a t u s Bhattacharyya และคณะ, 1997

T h e r m o m y c e s  l a n u g in o s u s  strain SSBP Singh และคณะ, 2000

T h e r m o a n a e r o b a c t e r  e t h a n o l ic u s Mai และคณะ, 2000

T h e r m o a n a e r o b a c t e r iu m  s a c c h a r o ly t i c u m Lee และ Zeikus, 1993

T h e r m o t o g a  t h e r m a r u m Sunna และ Antranikian, 1996

T r ic h o d e r m a  h a r z ia n u m Ximenes และคณะ, 1996

T r ic h o d e r m a  k o n in g i i G-39 Li และคณะ, 2000

T r ic h o d e r m a  r e e s e i Herrmann และคณะ, 1997
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1.4 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บริสุทธ

มีรายงานหลายฉบับสิกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดลให้บรสุท'ธโดยมีขั้นตอนต่างๆกันเช่น 
Nanmori และคณะ (1990) สิกษๆการทำบีตา-ไซโลสิเดสที่ฑนอุณหภูมิสูงจาก B a c i l l u s  

s t e a r o t h e r m o p h i l u s  ให้บ'ร์สุท่ธโดยตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้ม,ข้น 35 เปอร์เซ็นต์ 
จากนั้นนำมาผ่านลงไนคอลัมน์ Toyopearl HW-65 ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยสารละลาย 
แอมโมเนียมซัลเฟตความเข้ม'ข้น 35-0 เปอร์เซ็นต์ แล้วผ่านลงในคอลัมน์ Sephacryl ร-200 และ 
คอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบโดยวิธี Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) โดยใช้ 
คอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบ Mono Q HR 5/5 ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์โดยเกรเตียนท์เล้นตรง 
ของโซเดียมคลอไรต์ความเข้มข้น 0-500 มิลลัโมลาร์ พบว่าเอนไซม์ที่ผ่านการทำให้บรสุทธี้แล้วมี 
ความบรลุทธึ๋เพิ่มขึ้น 72.50 เท่า เหลือแอคติวิตี 16.10 เปอร์เซ็นต์

Hudson และคณะ (1991) สีกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรลุทธี้โดยเอนไซม์นั้ได้จาก 
การโคลนยีนของยีสต์ที่ทนอุณหภูมิสูงและเจรณได้โดยไม่ต้องการอากาศ C a ld o c e l l u m

s a c c h a r o ly t i c u m  ซึงแสดงออกใน E s c h e r ic h ia  c o l i นำเซลล์มาทำให้แตกด้วย Triton X-100 
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ แล้วนำส่วนใสมาผ่านคอลัมน์ DEAE-Sepharose ชะโปรตีนที่จับกับ 
คอลัมน์โดยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรต์ความเข้มข้น 0-1,000 มิลลัโมลาร์ ทำให้เข้มข้น 
ขึ้นโดยอัลตราทํลเตรชัน แล้วผ่านลงในคอลัมน์ CM-Sepharose คอลัมน์ TSK Fractogel HW 55 
และคอลัมน์ Bio-Gel HTP hydroxyapatite ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์โดยเกรเตียนท์เล้นตรงของ 
โพแทสเซียมคลอไรต์ความเข้มข้น 20-500 มิลสิโมลาร์ พบว่าเอนไซม์มีความบริลุท'ธเพิ่มขึ้น 550 
เท่า คงเหลือแอคติวิตี 4.30 เปอร์เซ็นต์

Dobberstein และ Emeis (1991) ทำบีตา-ไซโลสิเดลให้บรสุท่ธํ๋โดยใช้คอลัมน์ Bio-Gel 
P6 หลังจากทำให้เข้มข้นแล้วนำมาผ่านคอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบ Q-Sepharose ทำเจลทิเล 
เตรชันโดยคอลัมน์ Sephacryl HR300 นำไปไลโอทิเลไลล์แล้วเอาเกลือออกโดยคอลัมน์
Sephadex G-25 พบว่า เอนไซม์ที่ผ่านการทำให้บริสุทธี้นี้มีความบรสุทธี้มากขึ้น 8.5 เท่า เหลือ 
แอคติวดีอยู่ 9.5 เปอร์เซ็นต์
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Shao และ Wiegel (1992) สืกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดสจาก Thermoanaerobacter 
ethanolicus ให้บริสุทธี้โดยการทำโครมาโทกราที!บนคอลัมน์ DEAE-cellulose ชะโปรตีนทีจั่บกับ 
คอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของ pH ในช่วง 6.6 -3 .0  จากนั้นทำไฮโดรโฟบิก โครมาโทกราที! ด้วย 
คอลัมน์ Phenyl-Sepharose CL-4B ชะโปรตีนท่ีจับกับคอลัมน์โดยเกรเตียนท์เลันตรงของ 
แอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 8 0 0 -0  มิลลัโมลาร์ แล้วนำมาผ่านคอลัมน์ DEAE-Sephacel ชะ 
โปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เลันตรงของ pH ในช่วง 6.0 -3 .0  พบว่าเอนไชม์ท่ีผ่านการทำ 
ให้บริสุทธิ้นี้มีความบริสุทธี้เพิ่มขึ้น 72 เท่า คงเหลือแอคตีวิตีอยู่ 14 เปอร์เซ็นต์

Lee และ Zeikus (1993) ทำบีตา-ไซโลสิเดสให้ปริสุทธี้จากริคอมบิแนนท์ E. coli 
(pXPH3) ที่ได้จากการโคลนยีนของ Thermoanaerobacterium saccharolyticum strain B6A-RI 
เลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1 ลิตรในอาหารที่มีการเติมแอมพิซิลลิน ทำให้เซลล์แตกโดยวิธี French press 
นำส่วนใสมาเซนตริที!วก์แล้วให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเชียล เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น 
ผ่านลงในคอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบ Q-Sepharose ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเดียนท์ 
เลันตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-1,000 มิลสิโมลาร์ ทำเจลที!ลเตรชัน โครมาโทกราทีเ 
โดยใช้คอลัมน์ Superose-12 พบว่าเอนไซม์ที่ทำให้ปริลุทธิ้แล้วมีแอคติวิตีเหลืออยู่ถึง 50.3
เปอร์เซ็นต์และมีความปริสุทธิ้เพิ่มขึ้น 13.1 เท่า

Zhu และคณะ (1994) คืกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดลจาก N e o c a l l im a s t i x  p a t r i c ia r u m  

27 ให้ปริสุทธี้ โดยการทำโครมาโทกราที!บนคอลัมน์ DEAE-Sepharose ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ 
ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-200 มิลลิโมลาร์ ทำแอฟที!นิตีโครมา 
โทกราที!โดยใช้คอลัมน์ CH-Sepharose 4B ที่เชื่อมกับ p-aminophenyl-thio-p-D-
xylopyranoside ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของไซโลลความเข้มข้น 0-2,000 
มิลลิโมลาร์ ได้โปรตีน 2 ชนิดที่แสดงแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส คือ xylosidase I และ 
xylosidase II โดยที่ xylosidase I มีแอคติวิตีจำเพาะสูงกว่า คือเท่ากับ 26.2 หน่วยต่อมิลลิกรัม 
โปรตีนถูกชะออกมาที่ความเข้มข้นของไซโลสเท่ากับ 500 มิลลิโมลาร์ ขณะที่ xylosidase II มี 
แอคติวิตีจำเพาะเพียง 8.7 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน ถูกชะออกมาที่ความเข้มข้นของไซโลสเท่ากับ
2,000 มิลลิโมลาร์ ดังน้ันจึงนำ xylosidase I มาทำใหป้ริสุทธีต่อด้วยการทำแอฟที!นิติโครมาโท 
กราพีบนคอลัมน์เติมซํ้าอีก 3 คร้ัง แล้วตามด้วยคอลัมน์ Bio-Gel P100 พบว่า xylosidase I ที่ผ่าน 
ขั้นตอนการทำให้ปริสุทธีดังกล่าว มีความปริลุทธี้เพิ่มขึ้น 88 เท่า เหลือแอคติวิตีอยู่ 4 เปอร์เซ็นต์
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Kumar และ Ramon (1996) ทำบีตา-ไซโลลิเดสให้ปริสุทธี้จากรา A s p e r g i l l u s  n id u la n s  

ที่เลี้ยงโดยมีไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ตเป็นแหล่งคาร์บอน นำลายใยรามาสกัดซํ้า 2 คร้ัง ใน 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ม ี 0.05 เปอร์เซ ็นต์Triton X-100 ทำให้เข้มข้นด้วยอัลตราฟลเตรชัน
แล้วนำมาผ่านลงคอลัมน์ Q-Sepharose ซะโปรตีนท่ีจับกับคอลัมน์ด้วยเกรเดียนฑ์เล้นตรงของ 
โซเดียมคลอไรต์ความเข้มข้น 0-500 มิลลิโมลาร์ ตามด้วยคอลัมน์ Mono-Q ชะโปรตีนท่ีจับกับ 
คอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรต์ความเข้มข้น 0-500 มิลลิโมลาร์ สุดท้ายนำมา 
ผ่านคอลัมน์ Superdex 200 HR 10/30 พบว่าเอนไซม์มีความบรสุทธึ๋เพิ่มขึ้น 89.2 เท่า เหลือ 
แอคติวิดีอยู่ 27.2 เปอร์เซ็นต์

Ximenes แ ล ะ ค ณ ะ  (1996) ด ีก ษ า ก า ร ท ำ บ ีต า - ไ ซ โ ล ล ิเ ด ล ใ ห ้บ ร ส ุท ธจ า ก  T r ic h o d e r m a  

h a r z i a n u m  strain C ท ี่เ ล ี้ย ง บ น อ า ห า ร แ ข ็ง ท ี่ม ีร ำ ข ้า ว ส า ล ีเ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  โ ด ย ก า ร ต ก ต ะ ก อ น  

ด ้ว ย แ อ ม โ ม เ น ีย ม ซ ัล เ ฟ ต ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  2 0  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ก ำ จ ัด ต ะ ก อ น ท ิ้ง ไ ป  น ำ ล ่ว น ใ ส ม า ท ำ ใ ห ้เ ข ้ม ข ้น  

ด ้ว ย อ ัล ต ร า ฟ ล เ ต ร ช ัน  แ ล ้ว ผ ่า น ล ง ค อ ล ัม น ์ Sephacryl ร-100 ต า ม ด ้ว ย ค อ ล ัม น ์แ ล ก เ ป ล ี่ย น อ ิอ อ น  

ล บ  DEAE-Sepharose แ ล ะ  S-Sepharose ช ะ โ ป ร ต ีน ท ี่จ ับ ก ับ ค อ ล ัม น ์ด ้ว ย เ ก ร เ ต ีย น ท ์เ ล ้น ต ร ง ข อ ง  

โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ใ ร ต ์ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  0 - 1 , 0 0 0  ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์ พ บ ว ่า บ ีต า - ไ ซ โ ล ล ิเ ด ล ท ี่ผ ่า น ก า ร ท ำ ใ ห ้บ ร ส ุท ธ 
แ ล ้ว ม ีค ว า ม บ ร ิ'สุทธ้ิเ พ ิ่ม ข ึ้น  13.15 เ ท ่า  เ ห ล ือ แ อ ค ต ิว ิต ีอ ย ู่ 4.0 เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์

Bhattacharyya และคณะ (1997) ดีกษาการทำบีตา-ไซโลลิเดส จาก T e r m i t o m y c e s  

c ly p e a t u s  ให้บริสุทธี้โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตความเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์ แล้ว 
ผ่านลงในคอลัมน์ Bio-Gel P 200 ตามด้วยคอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบ DEAE-Sephadex A-50 
ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรต์ความเข้มข้น 0-1,000 มิลลิ 
โมลาร์ท ี่ pH 5 .0 จากนั้นผ่านโปรตีนลงในคอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบซนิดเดิมอีกครั้งชะโปรตีน 
ที่จับกับคอลัมน์ด้วยโซเดียมคลอไรต์ความเข้มข้น 300 มีลลิโมลาร์ ท่ี pH 6.0 แล้วจึงนำมาผ่าน 
ไฮโดรโฟบิก โครมาโทกราฟ โดยใช้คอลัมน์ Phenyl-Sepharose ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกร 
เตียนท์เล้นตรงของแอมโมเนียมชัลเฟตความเข้มข้น 50-0 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์มีความบริ'สุทธิ้ 
เพิ่มข้ึน 55.6 เท่า เหลือแอคติวดีอยู่ 4.36 เปอร์เซ็นต์
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Jung และคณะ (1998) ทำบีตา-ไซโลลิเดสให้บรสุทธี้จากรคอมบิแนนท์ E s c h e r ic h ia  c o l i  

ที่มียีนจาก B a c i l l u s  sp. KK-1 โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 35-75 
เปอร์เซ็นต์ แล้วนำมาผ่านคอลัมน์ Phenyl-Sepharose 2 คร้ัง ครั้งแรกชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ 
ด้วยเกรเตียนฑ์เล้นตรงของแอมโมเนียมชัลเฟตความเข้มข้น 1,000-0 มิลลิโมลาร์ ด้วยอัตราการ 
ไหลเท่ากับ 60 มิลลิลิตรต่อ'ช่ัวโมง ครั้งที่ลองชะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของ 
แอมโมเนียมซัลเฟตความเข้ม'ข้น 400-0 มิลลิโมลาร์ ด้วยอัตราการไหลเท่ากับ 30 มิลลิลิตรต่อช่ัว 
โมง ตามด้วยคอลัมน์ Resource-S ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียม 
คลอไรด์ความเข้มข้น 0-400 มิลลิโมลาร์ แล้วนำมาทำเจลพิเลเตรชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน์ 
Superose 12 HR 10/30 และคอลัมน์ Hydroxyapatite พบว่าเอนไซม์มีความบรสุทธี้เพิ่มขึ้น 22.1 
เท่า เหลือแอคติวิตี 3.5 เปอร์เซ็นต์

Kitamoto และคณะ (1999) ทำบีตา-ไซโลลิเดสจาก A s p e r g i l l u s  o r y z a e  KBN616 ให้ 
บริสุทธิ้โดยการทำโครมาโทกราฟบนคอลัมน์แลกเปลี่ยนอิออนลบ STREAMLINE DEAE และ HR 
16/20 Fast Flow Q-Sepharose ตามด้วยคอลัมน์ Hydroxyapatite ซะโปรตีนทีจั่บกับคอลัมน์โดย 
เพิ่มความเข้มข้นของโพแทสเซียม ฟอสเฟต บัฟเฟอร์ตั้งแต่ 0-300 มิลลิโมลาร์ที่ pH 6.8 สุดท้าย 
ผ่านโปรตีนลงไนคอลัมน์ HiLoad 26/60 Superdex 200-pg พบ'ว่าเอนไซม์มีความบร์สุท่ธี้เพิ่ม์ขึ้น
65.6 เท่า เหลือแอคติวิตี 11 เปอร์เซ็นต์

Belfaguih และ Penninckx (2000) สืกษๆการทำบีตา-ไซโลลิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 
EC10 ให้บรสุทธี้ โดยการทำโครมากราฟแลกเปลี่ยนอิออนลบใช้คอลัมน์ DEAE-Sephacel ชะ 
โปรตีนที่จับกับคอลัมน์ด้วยเกรเตียนท์เล้นตรงของโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0-1,000 มิลลิ 
โมลาร์ จากนั้นนำมาทำเจลฟลเตรซัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน์ Biogel A ด้วยอัตราการไหล 
เท่ากับ 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าเอนไซม์มีความบรสุท่ธี้เพิ่มขึ้น 10 เท่า เหลือแอคติวดี 15.07 
เปอร์เซ็นต์

Kiss และ Kiss (2000) ทำบีตา-ไซโลลิเดสให้บรสุทธี้จาก A s p e r g i l l u s  c a r b o n a r iu s  โดย 
ผ่าน1ไฮโดร,โฟบิก'โครม'าโทกราฟ ไซ้คอลัมน์ Phenyl-Sepharose CL-4B ซะโปรตีนที่จับกับคอลัมน์ 
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 10-0 เปอร์เซ็นต์ แล้วทำโครมาโทรโฟคัลชิง โดยไซ้คอลัมน์ 
PBE 94 สุดท้ายทำแอฟฟนิตี โครมาโฑรกราทีเ โดยใช้คอลัมน์ Sepharose 4B พบ1ว่าบีตา- 
ไซโลลิเดสที่ผ่านการทำให้บรสุทธิ้ตามขั้นตอนดังกล่าวมีความบรสุทธิ้เพิ่มขึ้น 60.9 เท่า เหลือ 
แอคติวิตีอยู่ถึง 48.5 เปอร์เซ็นต์
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Rizzatti และคณะ (2001) สืกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรีลุฑธิ้จากเชื้อราทนร้อน 
Aspergillus phoenicis โดยการทำโครมาโทกราทีเบนคอลัมน์ DEAE-Cellulose ตามด้วยคอลัมน์ 
Sephadex G-100 พบว่าเอนไซม์มีความบรีสุทธึ๋เพิ่มขึ้น 17.7 เท่า เหลือแอคติวิตีอยู่ 9.8 
เปอร์เซ็นต์

Bravman และคณะ (2001) สืกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรีสุทธี้จากรีคอมบิแนนท์ 
Esherichla coli BL21(DE3) ที่มีพลาลมิด pET9d-xynB2 โดยการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เชนตรีทิเวก์แล้วนำมาทำเจลทิเลเตรซัน โครมาโทกราทีเ โดยใช้ 
คอลัมน์ Superdex 200 26/10 พบว่าเอนไซม์มีความบรีสุท่ธี้เพิ่มขึ้น 3.3 เท่า เหลือแอคติวิตีอยู่ 58 
เปอร์เซ็นต์

1.5 นํ้าหนักโมเลกุลของปิตา-ไซโลสิเดส

รายงานการหานํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสบรีสุทธิ้จากจุสินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่ามี 
ขนาดแตกต่างกันไปอย่างมาก และยังประกอบด้วยจำนวนหน่วยย่อยต่างๆกัน ดังแสดงในตารางท่ี 
1.2

ตารางท่ี 1.2 นํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดลจากจุสินทรีย์สายพันธุต่างๆ

สายพันธุจุลินทรีย์

นํ้าหนักโมเลกุล 
(ดาลตัน)

จำนวนหน่วยย่อยและ 
นํ้าหนักโมเลกุล 

(ดาลตัน)

เอกสารอ้างอิง

Aspergillus carbonarius 100,000 - Kiss และ Kiss, 2000
A. nidulans 180,000 2 หน่วยย่อย (85,000) Kumar และ Ramon, 1996
A. niger 78,000 - John และคณะ, 1979
A. niger 15 253,000 2 หน่วยย่อย (122,000) Rodionova และคณะ, 1983
A. oryzae KBN616 110,000 - Kitamoto และคณะ, 1999
A. phoenicis 132,000 - Rizzatti และคณะ, 2001
Aureobasidium pullulans 350,000 2 หน่วยย่อย (224,000) Dobberste in และ Emeis, 1991
Bacillus pumllus IPO 190,000 3 หน่วยย่อย (56,000) Xu และคณะ, 1991
Bacillus sp. KK-1 140,000 2 หน่วยย่อย (62,000) Jung และคณะ, 1998
B. stearothermophllus 150,000 2 หน่วยย่อย (75,000) Nanmori และคณะ, 1990
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ตารางท ี่ 1 .2  (ต ่อ )

สายพันธุ'รุสิน'ทรีย์

นํ้าหนักโมเลกุล 
(ดาลตัน)

จำนวนหน่วยย่อยและ 
นํ้าหนักโมเลกุล 

(ดาลตัน)

เอกสารอ้างอิง

Bacillus stearothermophllus 75,000 - Baba และคณะ, 1994
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ร. stearothermophllus T-6 157,000 2 หน่วยย่อย (79,894) Bravman และคณะ, 2001

ร. subtilis 260,000

Butyrivibrio fibrisolvens 60,000 4 หน่วยย่อย (65,000) Bernier และคณะ, 1987

Caldocellum saccharolyticum 53,000 - บแ และคณะ, 1991

Neocallimastix frontalis 180,000 - Hudson และคณะ, 1991

Neocallimastix patriciarum 27 39,500 - Hebraud และ Fevre, 1990

Neurospora crassa 83,000 - Zhu และคณะ, 1994

Penicillum wortmanni 100,000 - Deshpande และคณะ, 1986

Pichia stipitis 37,000 - Deleyn และคณะ, 1978
Saccharum officinarum L. 62,000 - Ozcan และคณะ, 1991
Streptomyces sp. EC 10 163,000 4 หน่วยย่อย (42,000) Chinen และคณะ, 1982
Termitomyces clypeatus 190,000 2 หนวยย่อย (94,000) Belfaquih และ Penninckx, 2000
Thermoanaerobacter 165,000 2 หน่วยย่อย (85,000) Bhattacharyya และคณะ, 1997
ethanolicus Shao และ W iegel, 1992
Thermoanaerobacterium 55,000 - Lee และ Zeikus, 1993
saccharolyticum
Thermomonospora fusca 168,000 3 หน่วยย่อย (56,000) Bachmann และ McCarthy, 1989
Trichoderma harzianum 60,000 - Ximenes และคณะ, 1996
Trichoderma reesei 100,000 - Poutanen และ Puls, 1988
Trichoderma reesei 100,000 - Herrmann และคณะ, 1997
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1.6.1 อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างที่เหมาะลมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส

บีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรย์ต่างๆมีลมนัติในแง่ของอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างที่ 
เหมาะลมต่อการทำงานแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 1.3

ตารางท่ี 1.3 อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างที่เหมาะลมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดลจาก 
จุสินทรย์ต่างๆ

1.6 สมบ ้ต ิฃองบ ีต า-ไซ โลส ิเดส

สายพันธุจุลินทรย์ อุณหภูมิที ่
เหมาะสม (“ช)

ความเป็นกรดด่างที่ 
เหมาะสม

เอกสารอ้างอิง

Aeromonas caviae ME-1 50 6.0 Suzuki และคณะ, 2001

Arxula adeninivirans 60 5.0 Buttner และ Bode, 1992

Aspergillus awamori 70 6.5 Kormelink และคณะ, 1993

A. carborius 60 4.0 Kiss และ Kiss, 2000
A. nidulans 50 5.0 Kumar และ Ramon, 1996
A. niger 42 6.7-7.0 John และคณะ, 1979
A. niger 15 70 3.8-4.0 Rodionova และคณะ, 1983
A. oryzae KBN616 60 4.0 Kitamoto และคณะ, 1999
A.phoenicis 75 4.0-4.5 Rizzatti และคณะ, 2001
Aureobasidium pullulans 80 4.5 Dobberstein และ Emeis, 1991
Bacillus pumilus 45-50 6.6 La Grange และคณะ, 1997
B. pumilus IPO 40 7.0 Xu และคณะ, 1991
Bacillus sp. KK-1 40 6.5 Jung และคณะ, 1998
ร. stearothermophilus T-6 65 5.6-6.3 Bravman และคณะ, 2001
ร. subtil is 50 7.0 Bennier และคณะ, 1987
Caldocellum saccharolyticum 70 5.7 Hudson และคณะ, 1991
Clostridium acetobutylicum 45 6.0-6.5 Lee และ Forsberg, 1987
ATCC 824 
Neurospora crassa 55 4.5-5.0 Deshpande และคณะ, 1986
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ตารางท่ี 1.3 (ต่อ)

สายพันธุจุลินทรย์ อุณหภูมิที่ 
เหมาะสม (๐ช)

ความเป็นกรดด่าง 
ที่เหมาะสม

เอกสารอ้างอิง

Neocallimastix patriciarum 27 Zhu และคณะ, 1994

xylosidase 1 50 6.0

xylosidase II 40 6.0

Saccharum officinarum L. 75 4.85 Chinen และคณะ, 1982

Streptomyces sp. EC10 45 7.5 Balfaquih และ Penninckx, 2000

Termitomyces clypeatus 60 5.0 Bhattacharyya และคณะ, 1997
Thermomonospora fusca 40-60 5.0-9.0 Bachmann และ McCarthy, 1989
Thermoanaerobacter ethanolicus 82 5.0 Shao และ W iegel, 1992
Thermoanaerobacterium 70 5.5 Lee และ Zeikus, 1993
saccharolyticum
Trichoderma koningii G-39 55-60 3.5-4.0 Li และคณะ, 2000
Trichoderma reesei 60 4.0 Herrmann และคณะ, 1997
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1.6.2 ความเสถียรต่ออุณหภูมิและความเป็นกรดด่างของบีตา-ไซโลสิเดล

บีตา-ไซโลสิเดลจากจุสินทรย์ต่างๆ มีความเสถียรต่ออุณหภูมิและความเป็นกรดด่างแตก 
ต่างก้นออกไป ดังแสดงในตารางที่ 1.4

ตารางท่ี 1.4 ความเสถียรต่ออุณหภูมิและความเป็นกรดด่างของบีตา-ไซโลสิเดลจากจุสินทรย์
ต่างๆ

ความเสถียรต่อสายพันธุจุลนทรย ความเสถียรต่อ เอกสารอ้างอง

อุณหภูมิ (°ช) ความเป็นกรดด่าง

Aeromonas caviae ME-1 40, 1 ช.ม. 5.0-8.0 Suzuki และคณะ, 2001

Aspergillus carbonarius 50, 30 นาที 3.5-6.5 Kiss และ Kiss, 2000

A. ทidนlaกร 55, 30 นาที 4.0-6.0 Kumar และ Ramon, 1996
A. oryzae KBN616 45, 10 นาที 3.0-7.0 Kitamoto และคณะ, 1999
A. phoenicis 60, 4 ช.ม. 4.0-6.0 Rizzatti และคณะ, 2001
Aureobasidium pullulans 70, 1 ข.ม. 2.0-9.5 Dobberstein และ Emeis, 1991
Bacillus pumilus 45, 2 ช.ม. - La Grange และคณะ, 1997
Bacillus sp. KK-1 40, 1 ช.ม. 6.5-10.0 Jung และคณะ, 1998
ร. stearothermophilus T-6 65, 2.05 ซ.ม. 5.6-6.3 Bravman และคณะ, 2001
Caldocellum saccharolyticum 70, 40 นาที 7.5-9.0 Hudson และคณะ, 1991
Neocallimastix patriciarum 27 Zhu และคณะ, 1994

xylosidase I - 5.0-8.0

xylosidase II - 5.5-6.5

Pennicillium wortmarmi - 5.0-6.0 Deieyn และคณะ, 1978

Saccharum officinarum L. 70, 1 ช.ม. - Chinen และคณะ, 1982

Streptomyces sp. EC10 45, 2 ช.ม. 5.0-8.0 Belfaquih และ Penninckx, 2000

Termitomyces clypeatus 40, 30 นาที 4.0-7.0 Bhattacharyya และคณะ, 1998

Thermomonospora fusca 65, 8 ช.ม. 6.0-8.0 Bachmann และ McCarthy, 1989
Thermoanaerobacter ethanolicus 82, 3 ช.ม. 5.0-8.0 Shao และ W iegel, 1993
Thermoanaerobacterium 75, 55 นาที 5.0-7.0 Lee และ Zeikus, 1993
saccharolyticum
Trichoderma koningii G-39 - 2.5-7.4 Li และคณะ, 2000
Trichoderma reesei 50, 1 ช.ม. 3.0-6.0 Herrmann และคณะ, 1997
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โดยทั่วไปบีตา-ไซโลลิเดลจากจุลินทรย์ต่างๆมีสับสเตรทเป็นไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ลาย 
สันๆ ที่มี'ไซโลสเซื่อมต่อกัน 2-7 หน่วย และพบว่าความลามารถในการย่อยสลายจะลดลงตาม 
ความยาวของสายไซโลโอลิโกแชคคาไรด์ที่เพิ่มขึ้น โดยพบว่าบีตา-ไซโลลิเดสลามารถย่อยสลาย
ไซโลไบโอลได ้ด ีท ี่ส ุด (Hermann และคณะ, 1997) นอกจากนี้ยังพบว่าบีตา-ไซโลลิเดสจาก 
จุลินทรย์ต่างๆมีค่าความจำเพาะต่อสับสเตรทแตกต่างกันไป เมื่อใช้ พารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี- 
ไซโลไพราโนไซด์ซึ่งเป็นสับสเตรทสังเคราะห์ทำหน้าที่แทนไซโลไบโอล ดังแสดงในตารางที่ 1.5

ตารางท่ี 1.5 ค่าความจำเพาะ (Km )และความเร็ว (VmJ  ของบีตา-ไซโลลิเดลต่อพารา-ไนโตรทีเนิล 
บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์จากจุลินทรีย์ต่างๆ

1.6.3 ความจำเพาะต่อสับสเตรทของบีตา-ไซโลลิเดล

สายพันธุจุลินทรีย์
Km

(มิลลิโมลาร์)
โ/m a x

(ไมโครโมลต่อ 
นาทีต่อมิลลิกรัม 

โปรตีน)

เอกสารอ้างอิง

Aeromonas caviae ME-1 0.34 33.00 Suzuki และคณะ, 2001
Aspergillus awamori 3.00 - Kormelink และคณะ, 1993
A. carbonarius 0.20 3.64 บ/กาg Kiss และ Kiss, 2000
A. nidulans 1.10 25.60 Kumar และ Ramon, 1996
A. niger 0.22 - John และคณะ, 1979
A  niger 15 0.23 - Rodionova และคณะ, 1983
A. phoenicis 2.36 920.75 ข/ทา! Rizzatti และคณะ, 2001
Aureobasidium pullulans 1.43 - Christov และคณะ, 1999
Bacillus pumilus IPO 3.90 1.23 ukat/mg Xu และคณะ, 1991
ร. stearothermophilus 1.20 - Nanmori และคณะ, 1990
ร. stearothermophilus T-6 0.20 - Bravman และคณะ, 2001
Caldocellum saccharolyticum 10.00 - Hudson และคณะ, 1991
Neocallimastix frontalis 0.33 - Hebraud และ Fevre, 1990
Neocallimastix patriciarum 27 Zhu และคณะ, 1994

xylosidase I 0.59 38.04 บ/ทาg

xylosidase II 0.13 8.90 u /m g
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ตารางท่ี 1.5(ต่อ)

สายพันธุ'จุสิน,ทรย์ (มิลลิโมลาร์)
Vm a x

(ไมโครโมลต่อ 
นาทีต่อมิลลิกร้ม 

โปรตีน)

เอกสารอ้างอิง

Neurospora crassa 0.05 - Deshpande และคณะ, 1985

Pénicillium wortmanni 0.12 - Deleyn และคณะ, 1978

Saccharum officinarum L. 2.05 20.40 Chinen และคณะ, 1982

Streptomyces sp. EC10 13.50 - Balfaquih และ Penninckx, 2000

Termitomyces clypeatus 0.40 13.00 Bhattacharyya และคณะ, 1997

Thermomonospora fusca 0.89 - Bachmann และ McCarthy, 1989
Trichoderma koningii G-39 0.04 - น และคณะ, 2000
Trichoderma reesei 0.08 - Poutanen และ Puls, 1988
Trichoderma reesei 0.42 - Herrmann และคณะ, 1997
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ไซโลลเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ได้จากการที่บีตา-ไซโลสิเดสย่อยสลายไซโลโอลิโกแซคคา 
ไรด์ มีรายงานว่าไซโลสเป็นสารยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสแบบแข่งขัน (Competitive 
inhibitor) โดยมีค่าคงที่ในการยับยั้ง { K )  แตกต่างกันไปในจุลินทรีย์ต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 1.6

1.6.4 สารยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลลิเดล

ตารางท่ี 1.6 ค่าคงที่ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส ( K )  ต่อไซโลสจากจุลินทรย์ต่างๆ

สายพันธุจุลินทรีย์ K,
(มิลลิโมลาร์)

เอกสารอ้างอิง

Aspergillus niger ; p-xylosidase I 9.80 Van Peij และคณะ, 1997

p-xylosidase II 13.20

A. niger 15 2.90 Rodionova และคณะ, 1983

Arxula adenlnivorans ; deglycosilated 2.10 Buttner และ Bode, 1992

glycosilated 5.80

Caldocellum saccharolyticum 40.00 Hudson และคณะ, 1991
Neocallimastix frontalis 3.98 Garcia-Campayo และ Wood, 1993
Saccharum officinarum L. 7.98 Chinen และคณะ, 1982
Thermomonospora fusca 19.00 Bachmann และ McCarthy, 1989
Trichoderma koningii G-39 5.00 บ และคณะ, 2000
Trichoderma reesei 2.40 Herrmann และคณะ, 1997
Trichoderma reesei QM 9414 11.00 Dekker, 1983

นอกจากนั้นยังพบว่าอิออนโลหะหลายชนิดมีผลยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลลิเดล เช่น 
บีตา-ไซโลสิเดสจาก P e t n o p e c t e n  sp. ถูกยับยั้งการทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของเหล็ก 
ทองแดง เงินและปรอท (Takagaki และคณะ, 1990) บีตา-ไซโลลิเดสจาก C a ld o c e l l u m

s a c c h a r o l y t i c u m  ถูกยับยั้งการทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของเงิน ปรอท และแคดเมียม
(Hudson และคณะ, 1991) บีตา-ไซโลลิเดสจาก A u r e o b a s id iu m  p u l l u l a n s  ถูกยับยั้งการ 
ทำงานอย่างรุนแรงด้วย EDTA (Dobberstein และ Emeis, 1991) Xylosidase I และ 
Xylosidase II จาก N e o c a l l im a s t i x  p a t r i c ia r u m  ถูกยับยังการทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของ 
ทองแดง และปรอท (Zhu และคณะ, 1994) บีตา-ไซโลลิเดสจาก A s p e r g i l l u s  n id u la n s  ถูกยับย้ัง 
การทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของปรอท เงิน และทองแดง (Kumar และ Ramon, 1996)
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บีตา-ไซโลสิเดสจาก T e r m i t o m y c e s  c ly p e a t u s  ถูกยับยังการทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของ 
เงิน ทองแดง และเหล็ก (Bhattacharyya และคณะ, 1997) บีตา-ไซโลสิเดลจาก B a c i l l u s  sp. 
KK-1 และ A s p e r g i l l u s  p h o e n ic i s  ถูกยับยั้งการทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของปรอท (Jung 
และคณะ, 1998 และ Rizzatti และคณะ, 2001)

นอกเหนือจากรายงานข้างต้นที่พบว่าอิออนของโลหะหลายซนิดมีผลยับยังการทำงานของ 
บีตา-ไซโลสิเดลจากจุสินทรย์ต่างๆแล้วยังมีรายงานถีงอิออนบางชนิดมีผลในการเพ่ิมประสิทธิ■ กาพ 
การทำงานของเอนไซม์นี้ดังเซ่น อิออนของแคลเซียมและแมกนีเซียมช่วยเพิ่มแอคติวิตีของบีตา-
ไซโลสิเดสจาก N e o c a l l im a s t i x  f r o n t a l i s  (Garcia-Campayo และ Wood, 1993) และ'เออ'นของ 
แมก'นืเซียม แคลเซียม และแมงกานีส ช่วยเพิ่มแอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลสิเดสจาก A s p e r g i l l u s  

p h o e n ic i s  (Rizzatti และคณะ, 2001)

ตามที่ได้กล่าวมาข้างต้นพบว่ามีรายงานการคืกษาบีตา-ไซโลสิเดลจากจุสินทรย์ชนิดต่างๆ 
มากมาย แต่มีรายงานค่อนข้างน้อยมากจาก S t r e p t o m y c e s  ในปี พ.ศ. 2539 สุมาลี อึ้งใจธรรม 
ได้แยก S t r e p t o m y c e s  s p . C H 7 จากแหล่งดินในประเทศไทย และพบว่าเชื้อนี้สามารถผลิตบีตา 
ไซโลสิเดลได้สูงถึงประมาณ 0.9 หน่วยต่อมิลสิกรัมโปรตีน เมื่อเลี้ยงในภาวะเหมาะลม นอกจาก 
น้ันยังได้คืกษาสมบัติเบื้องต้นของเอนไซม์นี้ที่ยังไม่ได้ผ่านการทำให้บริสุทธี้ พบว่ามีค่าความเป็น 
กรดด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำงานคือ 6.5 และ 55 องศาเซลเซียสตามลำดับ เอนไซม์ 
มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วงกว้างคือ 4.5-9.5 และเสถียรต่ออุณหภูมิได้สูงถึง 55 
องศาเซลเซียส เมื่อบ่มเป็นเวลา 30 นาที จากสมบัติดังกล่าวเอนไซม์นี้จะมีประโยชน์ต่อการนำไป 
ใช้ในอุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษในขั้นตอนการกำจัดไซแลนซึ่งโดยทั่วไปขั้นตอนนี้จะใช้ 
อุณหภูมิและภาวะความเป็นกรดด่างสูง และ ในปี พ.ศ. 2541 จิราวรรณธนะโคลนยีนบีตาไซโลสิ 
เดล จาก S t r e p t o m y c e s  s p . C H 7 โดยใช้ p U C 1 8  เป็นพลาสมิดพาหะ และ E . c o l i DH5a เป็น 
เซลล์เจ้าบ้าน (h o st ce ll)  ได้ดีเอ็นเอขนาด 3.6 กิโลเบส ที่สามารถแสดงออกแอคติวิตีของเอนไซม์ 
นี้ได้และสูงกว่าเซลล์เจ้าบ้าน 30 เท่า ซึ่งการโคลนยีนดังกล่าวได้ จะเป็นประโยชน์มากต่อการผลิต 
เอนไซม์นี้ในเชิงพาณิชย์ แต่อย่างไรก็ตาม การทำให้บริสุทธิ้และคืกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบ 
ริสุทธี้จากเชื้อนี้ยังไม่มีการรายงานมาก่อน งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุ่งหมายที่จะทำบีตา-ไซโลซิเดสจาก 
S t r e p t o m y c e s  s p  C H 7 ให้บริสุทธี้และคืกษๆสมบัติบางประการของเอนไซม์บริสุทธี้ ซึ่งข้อมูลที่ได้ 
จะมีประโยชน์ในการนำเอนไซม์นี้ไปใช้งานต่อไป
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