
บทที่ 3

ผลการว ิจ ัย

3.1 การเพาะเลี้ยง S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 และการเตรียมบีตา-ไซโลสิเดส

จากการเพาะเลี้ยง S trep tom yces  sp. CH7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อผลิตบีตา-ไซโลสิ 
เดล ตามวิธีการในข้อ 2.3.1 รวมทั้งการตรวจสอบแอคติวิตีฃองเอนไซม์ตามวิธีการในข้อ 2.3.2 พบ 
ว่า S trep tom yces  sp. CH7 สามารถผลิตบีตา-ไซโลลิเดลได้อยู่ในช่วงประมาณ 1.0-1.3หน่วยต่อ 
มิลลิกรัมโปรตีน ในขั้นตอนต่อไปจึงได้ตีกษาการทำเอนไซม์ให้บรีลุทธีและสมบัติของเอนไซม์
บรีสุทธี

3.2 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรีสุทธี

3.2.1 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนบีตา-ไซโลลิเดส

นำบีตา-ไซโลลิเดสที่เตรียม1ได้มาตกตะกอนลำดับส่วนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟต โดยแปร 
ผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตตามลำดับคือ 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60 และ 
60-70 เปอร์เซ็นต์ นำโปรตีนที่ได้ในแต่ละลำดับส่วนไปวิเคราะห์แอคติวิตีของบีตา-ไซโลลิเดล พบ 
ว่ามีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลลิเดลครอบคลุมอยู่ในช่วงลำดับส่วนที่ 40-50, 50-60 และ 60-70 
เปอร์เซ็นต์ ดังผลการทดลองในตารางที่ 3.1 ดังนั้นในการทำให้บรีลุทธิ้ขั้นต่อไปจึงใช้แอมโมเนียม 
ชัลเฟตเข้มข้น 40-70 เปอร์เซ็นต์ในการตกตะกอนบีตา-ไซโลลิเดล
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ตารางท่ี 3.า การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนบีตา-ไซโลสิเดส

ลำดับส่วนของ 
แอมโมเนียม 

ซัลเฟต 
(เปอร์เซ็นต์)

แอคต์วตี 
ทั้งหมด 
(หน่วย)

โปรตีนทั้งหมด 
(มิลลิกรัม)

แอคตีวิตีจำเพาะ 
(หน่วยต่อมก.โปรตีน)

เปอร์เซ็นต์ 
แอคติวิตี 

(เปอร์เซ็นต์)

สารสกัดเอนไซม์ 110.00 93.00 1.18 100.00
เรมต้น

0-20 0.88 2.31 0.38 0.80

20-30 0.80 2.12 0.38 0.73

30-40 0.69 2.53 0.27 0.63

40-50 8.33 8.67 0.96 7.57

50-60 28.31 20.11 1.41 25.74

60-70 9.45 11.60 0.81 8.59
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3.2.2 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรืสุทธี้โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต

เล้ียง Streptomyces sp. CH7 ตามวิธีการในข้อ 2.3.1.1 โดยขยายขนาดใหไ้ดป้ริมาตร 
รวม 900 มลิสลิติร ปนัแยกใมชีเลยีมและสกดัแยกบตีา-ไชโลสเิดล ตามวิธีการในข้อ 2.3.1.2 ผล 
การวิเคราะหแ์อคตวิิตฃีองเอนไซมด์งัแสดงในตารางที ่ 3.2 พบว่าไดแ้อคตวิิตรีวมทัง้หมด 616.88 
หน่วย โดยมปีริมาณโปรตนีทัง้หมด 468.60 มีลสิกรัม และมคีา่แอคตวิิตจีำเพาะเทา่กับ 1.32 
หนว่ยต่อมลีสิกรัมโปรตนี นำเอนไซมท์ีเ่ตรืยมใดน้ีม้าตกตะกอนดว้ยแอมโมเนยีมซัลเฟตอิม่ตวั
40-70 เปอร์เซ็นต์ พบว่ามคีา่แอคตวิิตจีำเพาะเพิม่ขึน้เปน็ 2.25 เท่า เมือ่เทยีบกับแอคตวิิตจีำเพาะ 
ในสารสกดัเอนไซมเ์รมดน้ และยังคงมแีอคตวิิตีเ'หลีออยู่ 49.30 เปอรเ์ซน็ต ์ จากนัน้นำไปทำให ้
ปริลุทธ้ีต่อไปโดยวิธีคอลัมนโ์ครมาโทกราท!ี

3.2.3 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้ปริลุทธ้ีโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราทีเ

3.2.2.1 ผลของความเข้มข้นและชนิดของเกลือต่อการทำงานของบีตา-ไชโลสิเดล

ในการทำโปรตีนให้ปริสุทธิ้โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราพีนั้นตัวกลางแลกเปลี่ยนอิออน 
(ion-exchanger) เป็นขันตอนหนึ่งท่ีมีประสิทธิภาพสูง แต่ในขันตอนนีด้องใช้เกลือที่ความเข้มข้น 
ต่างๆเป็นสารละลายในการซะโปรตีน การทดลองนี้จึงจะสืกษาผลของความเข้มข้นและชนิดของ 
เกลือต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส เพื่อเลือกชนิดของเกลือที่เหมาะสมมาใช้เป็นสารละลายใน 
การชะโปรตีนออกจากคอลัมน์

จากการนำบีตา-ไซโลสิเดสปริมาณเท่าๆกันบ่มกับลับลเตรทและโซเดียมคลอไรต์หรือ 
โพแทสเซียมคลอไรดไห้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0-500 มิลสิโมลาร์ ผลการทดลองแสดงใน 
รูปท่ี 3.1 พบว่าทั้งโซเดียมคลอใรต์และโพแทสเซียมคลอไรต์มีผลยับยั้งการทำงานของเอนไชมีโดย 
ที่ความเข้มข้นต่ํากว่า 100 มิลลัโมลาร์ มีผลเพียงเล็กน้อยแต่เมื่อความเข้มข้นสูงขึ้นลามารถยับยั้ง 
การทำงานของเอนไซม์ได้มากขึ้น พบว่าโซเดียมคลอไรด์สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ได้ 
มากกว่าโพแทสเซียมคลอไรดัโดยที่ความเข้มข้น 500 มิลสิโมลาร์ โซเดียมคลอไรต์และ
โพแทสเซียมคลอไรด์ยับยั้งแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสได้เท่ากับ 50 และ 16 เปอร์เซ็นต์ ตาม 
ลำดับ

ดังนั้นในการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้ปริสุทธิ้ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราทีเบนตัวกลางแลก 
เปลี่ยนอิออนจะเลือกใช้โพแทสเซียมคลอไรต์เป็นสารละลายในการชะโปรตีนออกจากคอลัมน์
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ความเข้มข ้นของโพแทสเซ ียมคลอไรด์หรือโซเด ียมคลอไรด์ (ม ิลล ิโมลาร์)

รูปท่ี 3.1 ผลของความเข้มข้นและชนิดของเกลือต่อการทำงานของบีตา-ไซโลลืเดล 
— ♦—  โพแทสเซียมคลอไรด์
— •—  โซเดียมคลอไรด์
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3.2.2.2 ผลของ เอ็น-เอธิลมาลีอิไมต์ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส

ในการสกัดแยกบีตา-ไซโลสิเดสออกจากเซลล์และในขั้นตอนการคืกษาแอคติวิตีเบื้องต้น 
ของเอนไซม์นี้พบปัญหาเกี่ยวกับความไม่เสถียรของเอนไซม์ในระหว่างการทดลอง ซึ่งคาดว่าหมู่
active site ของเอนไซม์ดังกล่าวอาจประกอบไปด้วยหมู่ไธออล (thiol, -SH group) ซ่ึงจะสูญเสิย 
ประสิทธิภาพไต้ง่ายโดยการถูกออกซิไดซ์ด้วยอากาศ ดังนั้นการทดลองนี้จึงได้ทดสอบว่าเอนไซม์ 
ดังกล่าวมีหมู่ไธออล เป็น active site หรอไม่ จึงได้นำเอนไซม์มาบ่มกับสารประกอบ sulfhydryl 
agent คือ เอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ (N-ethylmaleimide) ซึงทำหน้าทีเอธิลเลท (ethylate) หมู่ไธออล 
(Voet และ Voet, 1990)

ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 3.2 ซึ่ง1ได้'จากการ'นำบีตา-'ไซโลสิเดส'ในปริ:มาณเท่าๆกัน มา 
บ่มในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-5 มิลล์โมลาร์ จากนั้นนำมาหาแอคติวิ 
ตีของบีตา-ไซโลสิเดสที่เหลืออยู่ พบว่า เอ็น-เอธิลมาลือิไมต์ลามารถยับยั้งการทำงานของบีตา- 
ไซโลสิเดสได้ และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอ็น-เอธิลมาลือิไมด์มากขึ้น จะลามารถยับยั้งการ
ทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสได้มากขึ้นด้วย โดยที่ความเข้มข้นเพียง 1 มิลสิโมลาร์ ก็ลามารถยับย้ัง 
การทำงานของเอนไซม์ได้มากถึง 80 เปอร์เซ็นต์
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ความเข้มข้นของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ (มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 3.2 ผลของเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ในการยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส
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3.2.3.3 ผลของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล ในการกลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดลที่ 
ผ่านการบ่มด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์

เพื่อยืนยันว่าบีตา-ไซโลสิเดสมี active site เป็น หมู่ไธออลจรง จึงได้นำเอนไซม์ที่ผ่านการ 
บ่มด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์มาเติม 2-เมอร์แคบโตเอธานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ เพื่อทดลอบความ 
ลามารถในการกลับคืนของหมู่ไธออล ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.2 ที่ได้จากการนำบีตา- 
ไซโลสิเดสในปริมาณเท่าๆกันมาบ่มกับเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ความเข้มข้น 0.2 มิลสิโมลาร์ จากนั้น 
เติม 2-เมอร์แคบโตเอธานอลให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-8 มิลลัโมลาร์ พบว่า 2-เมอร์แคบโต 
เอธานอลสามารถกลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสที่ผ่านการบ่มด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์ได้ 
โดยเมื่อใช้ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลความเข้มข้น 3 มิลสิโมลาร์ลามารถกลับคืนแอคติวิตีฃอง 
เอนไซม์ได้ 105.80 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อใช้ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลความเข้มข้น 8 มีลสิโมลาร์ 
นอกจากจะสามารถกลับคืนแอคติวิตีของเอนไซม์แล้วยังเร่งแอคติวิตีของเอนไซม์ได้มากถึง 125.40 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับบีตา-ไซโลสิเดสที่ไม่ผ่านการบ่มในเอ็น-เอธิลมาลีอิไมต์
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ความเข้มข้นของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล (มิลลิโมลาร์)

กำหนดให้แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดล ท่ี1โม่ผ่านการบ่มด้วยเอ็น-เอ'ธิลม'าลีอโมต์เ'ท่ากับ 
100 เปอร์เซ็นต์

รูปท่ี 3.3 ผลของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลในการกลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสที่ผ่านการบ่ม 
ด้วยเอ็น-เอธิลมาลีอิไมต์
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3.2.3.4 ผลของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลต่อแอคติวิตีฃองบีตา-ไซโลสิเดล

จากผลการทดลองที่ 3.2.3.2 และ 3.2.3.3 พบว่า บีตา-ไซโลสิเดลมีหมู่ไธออลเป็นหมู่ 
active site ซึ่งหมู่นี้ไวต่ออากาศ ดังนั้นเพื่อป้องกันการถูกออกซิไดส์ด้วยอากาศ จึงจะใช้สาร 
ประกอบ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลซึ่งเป็นสารรดิวส์ (reducer) เป็นตัวช่วยรักษาแอคติวิตีฃอง 
เอนไซม์ การทดลองนี้จึงจะหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล ต่อการเพ่ิม 
แอคติวิตีฃองเอนไซม์

จากการนำบีตา-ไซโลสิเดสไนประทณเท่าๆกันมาบ่มใน2-เมอร์แคบโตเอธานอลให้ได้ 
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0-20 มิลสิโมลาร์ แล้วนำมาหาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดล ผลการ 
ทดลองในรูปที่ 3.4 พบว่า 2-เมอร์แคบโตเอธานอล ที่ความเข้มข้น 15 มิลสิโมลาร์ ช่วยเพิ่มแอคติวิ 
ตีของบีตา-ไซโลสิเดสได้สูงสุด ดังนั้นในการทดลองต่อๆไปจะเติม 2-เมอร์แคบโตเอธานอลความ 
เข้มข้น 15 มิลสิโมลาร์ในบัฟเฟอร์ที่ใข้กับบีตา-ไซโลสิเดส

3.2.3.5 โครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ

3.2.3.5.1 โครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 1

นำเอนไซม์ที่ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 40-70 เปอร์เซ็นต์ คิด 
เป็นป!'มาณโปรตีน 102.78 มิลสิกรัม ซึ่งละลายอยู่ใน 50 มิลสิโมลาร์ ทริล บัฟเฟอร์ pH 7 .0 ท่ีมื 
15มิลสิโมลาร์ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล และผ่านการทำให้เข้มข้นด้วยการ reverse dialyze ใน 30 
เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล มาทำให้บรสุทธิ้โดยวิธีโครมาโฑกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ซึ่งเป็นตัว 
กลางแลกเปลี่ยนอิออนลบ (Anion exchanger) ดังวิธีการในข้อ 2.3.4.3.5 พบว่าเอนไซม์จับกับตัว 
กลางซนิดน้ี ดังนั้นจึงสามารถกำจัดโปรตีนอื่นๆที่มีประจุตรงข้ามกับเอนไซม์ออกไปได้ และยัง 
สามารถกำจัดโปรตีนที่มีประจุต่างกับเอนไซม์มากๆออกไปโดยการซะด้วยเกรเดียนท์ของเกลือ 
โพแทสเซียมคลอไรต์ที่ความเข้มข้น 0.3-1.0 โมลาร์ ผลการทดลองในรูปที่ 3.5 พบว่า บีตา-ไซโลสิ 
เดส ถูกซะออกมาในลำดับส่วนที่ 60-68 ซึ่งมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมคลอไรด์ 0.63-0.75 โม 
ลาร์ เมื่อรวมลำดับส่วนที่มีแอคติวิตีเข้าด้วยกันและทำให้เข้มข้นขึ้นแล้ว วัดป!มาตรรวมได้ 7.8 
มิลสิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเท่ากับ 276.88 หน่วย มีป!มาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากับ 31.33 
มิลสิกรัม แอคติวิตีจำเพาะ 8.83 หน่วยต่อมิลสิกรัมโปรตีน มีความบริสุฑธเพิ่มขึ้น 6.71 เท่า และ 
ยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่ 44.88 เปอร์เซ็นต์
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ความเข้มข้นของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล (มิลลิโมลาร์)

กำหนดให้แอคต๊วิตีของบีตา-ไซโลสิเดสที่ไม่ใส่ 2-เมอร์แคบโตเอธานอล เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์

รปท๋ึ 3.4 ผลของ 2-เมอร์แคบโตเอธานอลต่อแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส
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ลำดับส่วนท่ี

รูปท่ี 3.5 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บริสุฑธี้โดยคอลัมน์ดีอีเออี ใบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 1

ค่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นของเกลือโพแทสเซียมคลอไรด์ (โมลาร์)
แอคติวิตี (หน่วยต่อมิลสิลิตร)
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3.2.3.5.2 โครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 2

น่าเอนไซม์ที่ได้จากการทำโครมาโทกราฟบนคีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 1 คิดเป็น!]รีมาณ 
โปรตีน 31.33 มิลลิกรัม มาทำให้บรลุทธิ้มากขึ้นโดยผ่านลงในดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 2 กำจัด 
โปรตีนที่มีประจุใกล้เคียงกับเอนไซม์ออกโดยการซะด้วยเกรเดียนท์ของโพแทสเซียมคลอไรด์ที่มี 
ความชันลดลงโดยใช้ที่ความเข้มข้น0.55-1.00โมลาร์ผลการทดลองในรูปที่ 3.6 พบว่าบีตา-ไซโล 
สิเดล ถูกซะออกมาในลำดับส่วนที่ 57-61 ซึ่งมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมคลอไรดั 0.74-0.79 
โมลาร์ เมื่อรวมลำดับส่วนที่มีแอคติวิตีเข้าด้วยกันและทำให้เข้มข้นขึ้นแล้ว วัดปรีมาตรรวมได้ 5.4 
มิลล้ลิตร มีแอคติวิตี'ท้ังหมดเท่ากับ 211.19 หน่วย มีปรีมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากับ 21.97 
มิลลิกรัม แอคติวิตีจำเพาะ 9.61 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน มีความบรสุทธึ๋เพิ่มขึ้น 7.30 เท่า และ 
ยังคงมีแ'อคติวิตีเหลืออยู่ 34.23 เปอร์เซ็นต์

3.2.3.5.3 โครมาโทกราฟบนเซฟาเด็กซ์จี-200

น่าเอนไซม์ที่ได้จากการทำโครมาโทกราฟบนตีอีเออี ไบโอ-เจล คร้ังท่ี 2 คิดเป็นปรีมาณ 
โปรตีน 21.97 มิลลิกรัม มาทำให้บรสุทธี้โดยผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200 ผลการทดลองในรูปที่
3.7 พบว่าบีตา-ไซโลสิเดสถูกซะออกมาในลำดับส่วนที่ 71-91 เมื่อรวมลำดับส่วนเหล่าน้ีเข้าด้วย 
กันวัดแอคติวิตีรวมได้ 185.00 หน่วย ปรีมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากับ 15.12 มิลสิกรัม แอคติวิตี 
จำเพาะ 12.24 หน่วยต่อมิลสิกรัมโปรตีน มีความบรลุทธี้เพิ่มขึ้น 9.23 เท่า และยังคงเหลือแอคติวิตี 
อยู่ 29.99 เปอร์เซ็นต์

ขั้นตอนและผลการทำบีตา-ไซโลสิเดลจาก S trep tom yces  sp. CH7 ให้ปรีลุทธี้ได้สรุปไว้ 
ในตารางที่ 3.2
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ลำดับส่วนท่ี

รูปท่ี 3.6 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้ปริลุฑธิ้โดยคอลัมน์ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 2

— ■ —  ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร
A   ความเข้มข้นของเกลือโพแทสเซียมคลอไรด์ (โมลาร์)

— ♦   แอคติวิตี (หน่วยต่อมิลสิสิตร)
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รูปท่ี 3.7 การทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรสุทธี้โดยคอลัมน์ เซฟาเด็กซ์จี-200

— ■ —  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร
— ♦—  แอคติวิตี (หน่วยต่อมิลลิลิตร)

เฟ้นฟ้เฟ้เร/ท
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ตารางท่ี 3.2 ขั้นตอนการทำบีตา-ไซโลสิเดสจาก S trep tom yces  sp. CH7 ให้บรสุทธี้

ลำดับขั้นตอนการทำ 
ให้บริสุทธี้

ปริมาตร
(มล.)

แอคติวิตีท้ัง 
หมด

(หน่วย)

โปรตีนทั้ง 
หมด 
(มก.)

แอคติวิตี 
จำเพาะ 

(หน่วยต่อมก. 
โปรตีน)

แอคติวิตี 
(เปอร์เซ็นต์)

ความบริสุทธิ้ 
(เท่า)

สารสกัดเอนไซม์ 220.0 616.88 468.60 1.32 100.00 1.00

ตกตะกอนด้วย 
40-70 เปอร์เซ็นต์ 

แอมโมเนียมซัลเฟต

12.0 304.13 102.78 2.96 49.30 2.25

ดีอีเออี ไบโอ-เจล 
อะกาโรส ครั้งที่1

7.8 276.88 31.33 8.83 44.88 6.71

ดีอีเออี ใบโอ-เจล 
อะกาโรส ครั้งที่2

5.4 211.19 21.97 9.61 34.23 7.30

เซฟาเด็กช์จ ี 200 3.4 185.00 15.12 12.24 29.99 9.23
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3.3 การตรวจสอบความบริสุทธีฃองปิตา-ไชโลลิเดสที่ผ่านการทำให้ปริสุทธี โดยวิธีพอลิ 
อะคริลาไมด์เจลอึเลคโทรโฟริซีส

นำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บริสุฑธ้ิในขั้นตอนต่างๆ มาตรวจสอบความบริสุทธ้ีโดยการทำ 
พอลิอะคริลาใมด์เจลอีเลคโทรโฟริซิล จากนั้นตัดแผ่นเจลเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกนำไปย้อมสิโปรตีน 
(Dye staining) โดยใช้สืคูแมลซี บลู อีกส่วนหนึ่งนำไปย้อมแอคตีวิตี (Activity staining) โดยใช้
2.5 มิลลิโมลาร์ พารา-ไนโตรพีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ ได้ผลการทดลองตังรูปที่ 3.8 จากการ 
ย้อมด้วยสืคูแมสซี บลู พบว่า บีตา-ไซโลสิเดลที่ผ่านการทำให้ปริสุทธี้ในแต่ละขั้นตอนนั้นยังคงมี 
แถบโปรตีนอยู่เป็นจำนวนมาก และถึงแม้จะผ่านการทำให้ปริสุทธึ๋มาหลายขั้นตอนก็ยังไม่ลามารถ 
ลดจำนวนแถบโปรตีนลงให้เหลือเพียงแถบเดียว ตังนั้นเพื่อตรวจสอบว่าแถบโปรตีนใดเป็นบีตา-
ไซโลสิเดส จึงได้นำเจลส่วนที่ย้อมแอคตีวิตีมาเปรยบเทียบโดยแถบสิเหลืองจะแสดงแอคติวิตีของ 
บีตา-ไซโลสิเดลที่ย่อยสลาย พารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ แล้วได้พารา-ไนโตรทีเนอล 
ซึ่งเป็นสารสิเหลือง ผลการทดลองนี้สามารถระบุได้ว่าแถบโปรตีนที่แสดงแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิ 
เดสไม่ใช่แถบโปรตีนหลัก (major protein) ซึ่งให้แถบสินี้าเงินเข้ม

จากน้ันได้พยายามทำเอนไซม์น้ีให้ปริลุทธ้ีเพ่ือให้ถึงระตับโปรตีนเด่ียว (homogeneity)
โดยมีจุดมุ่งหมายท่ีจะนำตัวอย่างไปใช้ในการวิเคราะห์น้ําหนํกโมเลกุลของเอนไซม์โดยวิธีโซเดียม 
โดเดซิลซัลเฟตพอสิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฬริซิส จึงนำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้ปริสุทธ้ีในข้ัน
ตอนเจฟาเด็กซ์จี-200 มาทำพอสิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฬริริสแล้วย้อมแอคติวิตี ตัดเจลเฉพาะ 
แถบสิเหลือง ชะโปรตีนออกมาและทำให้เข้มข้นโดยการป่นเหว่ียงใน concentrator tube ผลการ 
วิเคราะห์ความปริสุทธ้ีของเอนไซม์ท่ีเตริยมได้ตังแสดงในรูปท่ี 3.9 พบว่าเอนไซม์ท่ีได้มีความ
ปริสุทธีสูงข้ึนโดยแสดงแถบหนาของเอนไซม์ 1 แถบ แต่ก็ยังมีแถบของโปรตีนหลักปนเปีอนอยู่เล็ก 
น้อย
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รูปท่ี 3.8 การทำพอลิอะคI t ทไมด์เจลอีเลคโทรโฟรซิสฃองเอนไซม์ที่ผ่านการทำให้บรสุฑธี้ในขั้น 
ตอนต่างๆ

แถวที่ 1-5 ย้อมสีโปรตีนด้วยสีคูแมสซี บลู
แถวท่ี 6-10 ย้อมแอคติวิตีด้วยพารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ 

(ปรม'าณ'โปรตีนท่ีใซ้ 6 ไมโครกรัมทุกตัวอย่าง)

แถวท ี่1,6 สารสกัดเอนไซม์
แถวท่ี 2,7 เอนไซม์ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ความเข้มข้น 40-70 เปอรัเซ็นต์ 
แถวท่ี 3,8 เอนไซม์ที่ผ่านคอลัมน์ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 1 
แถวท่ี 4,9 เอนไซม์ที่ผ่านคอลัมน์ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ คร้ังท่ี 2 
แถวท่ี 5,10 เอนไซม์ที่ผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200
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รูปท่ี 3.9 การทำพอลิอะครลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟรซิสฃองเอนไซม์ที่ผ่านคอลัมน์เซฟาเด็กช์ 
และที่ชะออกจากพอลิอะครลาไมด์เจลซ่ึงได้จากการย้อมแอคติวิตี

แถวท่ี 1 เอนไซม์ที่ผ่าน คอลัมน์เซฟาเด็กซ์จี-200 (ปรมาณโปรตีน 6 ไมโครกรัม)
แถวท่ี 2 เอนไซม์ที่ชะออกจากพอลิอะครลาไมด์เจล (ปรมาณโปรตีน 1 ไมโครกรัม) 

ย้อมด้วยสีคูแมสซี บลู
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3.4 การวิเคราะห์,นาหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส

3.4.1 การหานํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดลโดยการทำเจลทิเลเตรซันผ่านคอลัมน์เซฟา 
เด็กซ์ จ ี-200

การทดลองนี้ได้หานํ้าหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดลโดยวิธีเจลฟลเตรซ้น โดยไซ้โปรตีน 
ที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลที่แน่นอน ได้แก่ คะตะเลล โบไวน์ชีรัมอัลบูมิน และ ไชโตโครม ซี ซ่ึงมีน้ีา 
หนักโมเลกุลเท่ากับ 232,000, 66,000 และ 13,237 ดาลตัน ตามลำตับ เป็นโปรตีนมาตรฐาน ผ่าน 
โปรตีนเหล่านี้ลงบนคอลัมน์เซฟาเด็กซ์ จี-200 ซึ่งเป็นคอลัมน์เดียวกันและภายใต้สภาวะเดียวกัน 
กับที่ใช้ในการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรลุทธี ตังรายละเอียดในวิธีการทดลองที่ 2.3.4.3.6 และ
2.3.6.1 ติดตามลำตับล่วนที่โปรตีนถูกซะออกจากคอลัมน์โดยวัดค่าการดูดกลืนแลงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เมื่อนำมาเขียนกราฟระหว่างค่าลอการทึมของนํ้าหนักโมเลกุลของ 
โปรตีนมาตรฐานกับปรมาตรบัฟเฟอร์ที่ซะโปรตีนออกมาจากคอลัมน์ได้ผลตังรูปที่ 3.10 จากกราฟ 
ตังกล่าวพบว่า บีตา-ไซโลสิเดลจาก S trep tom yces  sp. CH7 มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 183,000 
ดาลตัน
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ป!มาตรของบัฟเฟอร์ท่ีใช้ซะโปรตีน (มิลลิลิตร)

รูปท่ี 3.10 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างลอการทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับป!มาตรท่ีใช้ชะโปรตีนออก 
จากคอลัมน์เซฟาเด็กซ์ จี-200

1. คะตะเลล นาห'นัก'โมเลกุล 232,000 ดาลตัน
2. โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน น้ําห'นัก'โมเลกุล 66,000 ดาลตัน
3. ไซโตโครม ซี น้ําหนักโมเลกุล 13,237 ดาลตัน
ธ คือ บีตา-ไซโลลิเดล
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3.4.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทำอีเลคโทรโฟรซิสบนโซเดียม 
โดเดชิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล

จากการนำบีตา-ไซโลสิเดสท่ีผ่านการทำให้บริลุทธ้ีโดยวิธีพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟ 
ริซิลและติดตามด้วยการย้อมแอคติวิตีแล้วแยกออกจากเจล มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยทำอีเลคโทร 
โฟ!ซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะครลาไมด์เจล เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ได้ผลการ 
ทดลองแสดงดังรูปท่ี 3.11 พบว่าบีตา-ไซโลสิเดลให้แถบโปรตีนเด่นซัดเพียงแถบเดียว และจากการ 
วิเคราะห์จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับ 
ระยะทางการเคล่ือนท่ีของโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล แสดงดังรูปท่ี
3.12 พบว่า แถบโปรตีนเด่นซัดน้ี มีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 93,000 ดาลตัน และเม่ือประเมินร่วม 
กับผลการวิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลทิเลเตรซันซ่ึงมีค่าประมาณ 183,000 ดาลตัน จึงคาด 
ว่า บีตา-ไซโลสิเดสประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วยย่อยท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลเท่าก ัน  คือ 93,000 
ดาลตัน ซ่ึงจะให้น้ําหนักโมเลกุลรวมประมาณ 186,000 ดาลตัน ซ่ึงมีค่าใกล้เคียงกับการวิเคราะห์ 
โดยวิธีเจลฟลเตรซัน
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MW (kDa) 1 2

205
11697
66

45

29

รูปท่ี 3.11 การ่วิเคราะห์นาหนักโมเลกุลของบตา-ไซโลสิเดส โดยการทำอีเลคโทรโฬรชิสบน
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะค่ริลาไมด์เจล

แถวท่ี 1 โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลสูง
แถวท่ี 2 บีตา-'ไซโลสิเดล'ท่ีผ่านการทำ'อีเลคโทร,โ'ฟรชิล (1 ไมโครกรัม)

โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลสูงได้แก่ 
ไมโอชิน (Myosin)
บีตา-กาแลคโตสิเดส (P-Galactosidase)
ฟอสฟอริเลสบี (Phosphorylase ช)
อัลบูมินจากไข่ (Albumin, egg)
อัลบูมินจากโบไวน์ (Albumin, bovine)
คาร์บอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase)

น้ําหนักโมเลกุล 205 กิโลดาลตัน
น้ําหนักโมเลกุล 116 กิโลดาลตัน
น้ําหนักโมเลกุล 97 กิโลดาลตัน
น้ําหนักโมเลกุล 66 กิโลดาลตัน
น้ําหนักโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน
‘นาห'นัก'โมเลกุล 29 กิโลดาลตัน
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0 10 20 30 40 50

ระยะทางท่ีโปรตีนเคล่ือนท่ี (มิลลิเมตร)

รูปท่ี 3.12 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าลอการทึมของ'นาหนักโมเลกุล กับระยะทางท่ีโปรตีน 
เคล่ือนท่ีบนโซเดียมโดเดชิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอีเลคโทรโฟรชิส

1. ไมโอชิน (Myosin) น้ําห'นัก'โมเลกุล 205 กิโลดาลตัน
2. บีตา-กาแลคโตลิเดส (P-Galactosidase) น้ําหนักโมเลกุล 116 กิโลดาลตัน
3. ฟอสฟอรเลสบี (Phosphorylase ช) น้ําหนักโมเลกุล 97 กิโลดาลตัน
4. อัลบูมินจากไข่ (Albumin, egg) น้ําห'นัก'โมเลกุล 66 กิโลดาลตัน
5. อัลบูมินจากโบไวน์ (Albumin, bovine) น้ําหนักโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน
6. คาร์บอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล 29 กิโลดาลตัน
B คือ บีตา-ไซโลลิเดส
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3.5 การสีกษาสมบ้ติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7

นำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บรสุทธ้ีแล้วดังกล่าวข้างต้น มาคืกÏ ทสมบัติต่างๆดังต่อไปน้ี

3.5.1 ผลของอุณหภูมิต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส

จากการนำบีตา-ไซโลสิเดลท่ีผ่านการทำให้บรสุทธ๋ึแล้ว,ปริมาณเท่าๆกัน มาหาแอคติวิตี
โดยการแปรอุณหภูมิท่ีใข้ในการทำปฏิกิริยาต้ังแต่ 30-80 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะ 
ลมต่อการทำงานของเอนไซม์ คือ 55 องศาเซลเซียส โดยท่ีอุณหภูมิน้ีเอนไซม์ให้แอคติวิตีสูงสุด ดัง 
รูปท่ี 3.13

3 . 5 . 2  ผ ล ข อ ง ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด ด ่า ง ต ่อ ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง บ ีต า - ไ ซ โ ล ส ิเ ด ล

จ า ก ก า ร ค ืก ษ า ผ ล ข อ ง ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด ด ่า ง ต ่อ ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง บ ีต า - ไ ซ โ ล ส ิเ ด ล  ใ น บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ท ี่ 

แ ป ร ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด ด ่า ง ใ น ช ่ว ง  4 . 0 - 9 . 0  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง แ ส ด ง ใ น ร ูป ท ี่ 3 . 1 4  พ บ ว ่า  เ อ น ไ ซ ม ์ล า ม า ร ถ  

ท ำ ง า น ไ ด ้ด ีใ น ช ่ว ง  p H  6 . 0 - 7 . 0  โ ด ย ท ี่ p H  6 . 5  เ ป ็น ค ่า ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ท ี่ส ุด ใ น ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์น ี้
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25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

อุณหภูมิ(องศาเซลเชียล)

รปท่ี 3.13 อฺณหภมิท่ีเหมาะลมต่อการทำงานของ บีตา-ไซโลสิเดล
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3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
ความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์

รูปท่ี 3.14 ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

อะซิเตทบัฟเฟอร์ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ทรสบัฟเฟอร์



63

3.5.3 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสต่ออุณหภูมิ

นำบีตา-ไซโลสิเดสมาบ่มท่ีอุณหภูมิต่าง  ๆ โดยแปรอุณหภูมิในช่วง 35-80 องศาเซลเซียส 
บ่มนาน 30 นาที จากน้ันนำไปหาแอคติวิตีท่ีเหลือภายใต้สภาวะท่ีเหมาะลม ผลการทดลองดัง 
แสดงในรูปท่ี 3.15 พบว่าบีตา-ไซโลสิเดสมีความเสถียรต่ออุณหภูมิไต้สูงถึงประมาณ 45 องศา 
เซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่สูงถึงประมาณ 90 
เปอร์เซ็นต์ แต่ท่ี 55 องศาเซลเซียส เอนไซม์จะสูญเลืยแอคติวิตีอย่างรวดเร็วและสูญเลืยแอคติวิตี 
อย่างสินเซิงท่ี 60 องศาเซลเซียส

3.5.4 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสต่อความเป็นกรดต่าง

เม่ือนำบีตา-ไซโลสิเดสท่ีผ่านการทำให้ปริลุทธ้ีแล้วมาบ่มในบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆท่ีมีความ 
เป็นกรดด่างในช่วง 4.0-9.0 นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส จากน้ันนำไปหาแอคติวิตีท่ี 
เหลือภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า เอนไซม์มีความเสถียรต่อค่าความเป็นกรดต่างในช่วงสูงคือ 
ต้ังแต่ 6.0-9.0 แต่ท่ีค่าความเป็นกรดด่างต่ํากว่า 6.0 ลงมาเอนไซม์จะสูญเลืยแอคติวิตีอย่างรวด 
เร็วและสูญเลืยแอคติวิตีอย่างสินเซิงท่ีความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4.0 ดังรูปท่ี 3.16
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อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส)

รูปท่ี 3.15 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดลต่ออุณหภูมิ
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3.5 4 4.5 5 5.5 6 Ô.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
ความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์

รูปท่ี 3.16 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสต่อความเป็นกรดด่าง

— ♦—  อะซิเตทบัฟเฟอร์
— ■ —  ฟอสเฟตบัฟเฟอร์
— ▲ - - ทรสบัฟเฟอร์
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3.5.5 การหาค่าความจำเพาะต่อสับสเตรท (KJ ของบีตา-ไซโลสิเดส

การทดลองน้ีได้คืกษาความจำเพาะของเอนไซม์ต่อสับสเตรท 2 ซนิด คือ พารา- และ ออร์ 
โธ-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ โดยแปรความเข้มข้นของสับสเตรทในช่วง 0.5-10.0 มิลลิ 
โมลาร์ และจากการเขียนกราฟไลน์วีเวอร์-ฒิร์ก (Lineweaver-Burk plot) ดังแสดงในรูปท่ี 3.17 
และ รูปท่ี 3.18 พบว่า บีตา-ไซโลสิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 มีค่า K m ลำหรับพารา-ไนโตร 
ทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ เท่าก้บ 0.56 มิลสิโมลาร์ และมีค่า K m ลำหรับ ออร์โธ-ไนโตรทีเนิล 
บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ เท่ากับ 0.94 มิลสิโมลาร์ แสดงว่าเอนไซม์น้ีมีความจำเพาะต่อ พารา-ไน 
โตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์สูงกว่า ออร์โธ-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์

3.5.6 ผลของไซโลสต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส

เน่ืองจากไซโลสเป็นผลิตกัณฑ์ท่ีได้จากปฎิกิร'ยาการย่อยสลายไซโลไบโอลโดยบีตา-ไซโลสิ 
เดส การทดลองน้ีจึงคืกษาว่า ไซโลสท่ีเกิดข้ึนมีผลในการยับย้ังการทำงานของเอนไซม์น้ีหรอไม่โดย 
นำบีตา-ไซโลสิเดลท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ๋ึแล้ว มาบ่มกับสับลเตรทโดยเติมไซโลลในปฏิกิรยาให้มี 
ความเข้มข้นสุดท้ายในช่วง 0-500 มิลสิโมลาร์ ผลการทดลองแสดงไนรูปท่ี 3.19 พบว่า ไซโลสมีผล 
ยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสได้ โดยท่ีความเข้มข้น 100 และ 200 มิลสิโมลาร์ สามารถ 
ยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ได้สูงถึง 30 และ 50 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ

การทดลองต่อไปจึงคืกษาจลน์ศาสตร์ของไซโลลในการยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิ 
เดสเพ่ือหาค่าคงท่ีในการยับย้ัง (Inhibitor constant, K )  จากการเขียนกราฟไลน์วีเวอร์-เบิร์ก ดัง 
แสดงในรูปท่ี 3.20 พบว่าไซโลสเป็นสารยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ในลักษณะแข่งขัน
(Competitive inhibitor) โดยมีค่า K, เท่ากับ 40 มิลลิโมลาร์
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ใ/ความเข้มข้นของสับลเตรท (ฯ/มิลลิโมลา f)

รปท่ี 3.17 ไลนํวีเวอร์-เบิร์กพลอตในการหาค่า K m ของบีตา-ไซโลสิเดสต่อพารา-ไนโตรดีเนิล บีตา-<บิ ทา

ดี-ไซโลไพราโนไซด์

ใ/ความเข้มข้น'ของสับสเตรท (ใ/มิลลิโมลาร์)

รปท่ี 3.18 ไลนิวีเวอร์-เบิร์กพลอตในการหาค่า K m ของบีตา-ไซโลสิเดสต่อออร์โธ-ไนโตรดีเนิล บีตา-'บิ เท

ดี-ไซโลไพราโนไซด์
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0 100 200 300 400 500 600
ความเข้มข้นของไซโลส (มิลลิโมลาร์)

กำหนดให้แอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีไม่มีไซโลสในปฏิกิริยาเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 

รูปท่ี 3.19 ผลของไซโลสต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล
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-2.5 -2 -1.5 -า -0.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5
ไ/ความเข้มข้นของสับสเตรท (ไ/มิลลิโมลาร์)

รูปท่ี 3.20 ไลใB เวอร์-เบิร์กพลอตในการหาค่าคงท่ีในการยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสโดย 
ไซโลส

มีไซโลส 100 มิลสิโมลาร์ 
มีไซโลส 200 มิลสิโมลาร์ 
ไม่มีไซโลส
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3.5.7 ผลของอะราบิโนลต่อการทำงานของบีตา-โซโลสิเดล

เน่ืองจากอะราบิโนลเป็นน้ีาตาลท่ีมีคาร์บอน 5 ตัว เซ่นเดียวกับไซโลสและยังเป็นองค์ 
ประกอบส่วนหน่ึงของไซแลน ในการทดลองน้ีจึงจะสืกษาว่า อะราบิโนลมีผลต่อการทำงานของ 
บีตา-ไซโลสิเดลหรอไม่

นำเอนไซม์ท่ีผ่านการทำให้บรสุทธ้ิแล้วมาบมกับสับลเตรทโดยมีอะราบโนสท่ีความเข้มข้น 
สุด'ท้าย'ในซ่1วง 0-500 มิลลิโมลาร์ ผสมอยู่ด้วย ผลการทดลองในรูปท่ี 3.21 พบว่าอะราบิโนลไม่มี 
ผลในการยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส

3.5.8 ผลของอิออนโลหะต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล

การทดลองน้ีได้สืกษาผลของอิออนของโลหะชนิดต่างๆต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล 
จาก S trep tom yces sp. CH7 โดยนำเอนไซม์น้ีมาบ่มกับสับสเตรทท่ีในปฏิกืรยาเติมอิออนของ 
โลหะชนิดต่าง ไๆด้แก่ อิออนของสังกะสื (Zn2+), เหล็ก (Fe2+), โคบอลท์ (Co2+), แมกนีเซียม 
(Mg2+), แมงกานีส (Mn2+), แคลเซียม (Ca2+), ทองแดง (<วน2+), ปรอท (Hg*) และ นิเกิล (Ni+) ท่ี 
แปรความเข้มข้นสุดท้ายอยู่ในซ่วง 0.1-10.0 มิลสิโมลาร์ ผลการทดลองในตารางท่ี 3.3 พบว่า 

อิออนของเหล็ก ปรอท ทองแดง และสังกะสี มีผลยับย้ังแอคติวิตีของเอนไซม์อย่างรุนแรงโดย 
อิออนของเหล็กและปรอท ท่ีความเข้มข้นเพียง 0.1 มีลสิโมลาร์ ลามารถยับย้ังแอคติวดี'ได้สมบูรณ์ 
ส่วนอิออนของทองแดงและสังกะสี ท่ีความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์ ก็สามารถยับย้ังแอคติวิตีได้ 
เกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีอิออนของนิเกืลและโคบอลทํมีผลยับย้ังแอคติวิตีรุนแรงรองลงมา 
ส่วนอิออนของแมกนีเซียมช่วยเพ่ิมแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส
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0 100 200 300 400 500 600

ความเข้มข้นของอะราบิโนส (มิลลิโมลาร์)

กำหนดให้แอคติวิตีฃองเอนไซม์ท่ีไม่มีอะราบิโนสในปฏิกิรยาเป็น 100 เปอร์เซ็นต์

รปท่ี 3.21 ผลของอะราบิโนลต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดล
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ตารางท่ี 3.3 ผลของอิออนโลหะต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส

ชนิดของอิออนโลหะ
แอคติวิตีสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)

ความเข้มข้นของอิออนโลหะ (มิลลิโมลาร์)
10 1.0 0.1

control 100 100 100
CaCI2.2H20 84 103 105
CoCI2.6H20 1 19 45
CuS04.5H20 0 1 1
FeS04.7H20 0 0 0
HgCI2 0 0 0
MgS04.7H20 116 112 114
MnS04.H20 102 101 102
NiCI2.6H20 3 5 23
ZnS04.7H20 0 1 3
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3.5.9 การตรวจสอบความจำเพาะต่อสับลเตรทของบีตา-ไซโลสิเดล

การทดลองน้ีได้นำบีตา-ไซโลสิเดสท่ีผ่านการทำให้บรสุทธแล้วมาตรวจลอบความจำเพาะ 
ต่อสับลเตรทชนิดต่างๆตามวิธีการในข้อ 2.3.7.9 ได้ผลดังตารางท่ี 3.4 พบว่า เอนไซม์มีความ 
จำเพาะต่อ p-nitrophenyl P-D-xylopyranoside สูงสุด โดยมีแอคติวิตีจำเพาะเท่ากับ 8.78 หน่วย 
ต่อมิลสิกรัม'โปรตีน และรองลงมาคือ o-nitrophenyl p-D-xylopyranoside มีค่าแอคติวิตีจำเพาะ 
เท่ากับ 2.57 หน่วยต่อมิลสิกรัมโปรตีน นอกจากน้ันยังพบว่าเอนไซม์มีแอคติวิตีจำเพาะต่อ
p-nitrophenyl a-L-arabinofuranoside และไชแลน (จากเปลือกข้าวโอ๊ตและไม้เบิร์ช) ต่ํามาก
คือ 0.03 และ 0.02 หน่วยต่อมิลสิกรัมโปรตีนตามลำดับ ซ่ึง'จัด1ได้'ว่าบีตา-1ไซโลสิเดลบ'รัสุท่ธีน้ีมี 
แอคติวิตีฃองแอลฟา-แอล-อะราบิโนทิเวราโนสิเดส และ ไซแลเนสน้อยมาก

ตารางท่ี 3 .4  การตรวจสอบความจำเพาะต่อสับสเตรท (Substrate specificity) ของบีตา-ไซโลสิ 
เดล

สับสเตรท แอคติวิตีจำเพาะ (หน่วย/มีลสิกรัมโปรตีน)
p-nitrophenyl P-D-xylopyranoside 8.78
o-nitrophenyl P-D-xylopyranoside 2.57
p-nitrophenyl a-L-arabinofuranoside 0.03
ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ต 0.02
ไชแลนจากไม้เบิร์ช 0.02
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3.5.10 การตรวจลอบแอคติวิตีของเซลลูเลลของบีตา-ไซโลสิเดล

จากการนำบีตา-ไซโลสิเดสท่ีผ่านการทำให้บริสุทธ้ิแล้วมาตรวจสอบแอคติวิตีฃองเซลลูเลส 
ตามวิธีการในข้อ 2.3.7.10 พบว่าเอนไซม์น้ีไม่ลามารถย่อยสลายคาร์บอกซีเมธีลเซลลูโลสได้ แสดง 
ว่าบีตา-ไซโลสิเดลบริสุทธ้ิน้ีไม่มีแอคติวิตีฃองเซลลูเลล

3.5.11 การตรวจสอบแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส

จากการนำบีตา-ไซโลสิเดสท่ีผ่านการทำให้บริลุทธี้แล้วมาทดสอบความสามารถของ 
เอนไซม์น้ีในการไอโซเมอไรซ์กลูโคสไปเป็นฟรุกโตส ตามวิธีการในข้อ 2.3.7.11 พบว่าเอนไซม์น้ีไม่ 
มีแอคติวิตีของกลูโคสไอโซเมอเรส
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