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บทท ี่ 4

มีรายงานมากมายเก่ียวกับการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บริสุทธ้ิพร้อมท้ังดีกษาสมปติของ 
เอนไซม์บริสุทธ้ิจากจุสินทรืย์ต่างๆหลายชนิด แต่มีรายงานน้อยมากเก่ียวกับเอนไซม์น้ีจาก
S t r e p t o m y c e s  sp. งานวิจัยนีจึงได้ดีกษาการทำบีตา-ไซโลสิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 ให้ 
บริสุทธ้ิและดีกษาสมปติบางประการของเอนไซม์บริสุทธ ซ่ึง S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 น้ีเป็น 
จุสินทริย์ท่ีแยกได้จากแหล่งดินในประเทศไทยโดย สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) และพบว่าเช้ือน้ี 
สามารถผลิตบีตา-ไซโลสิเดสได้สูงถึงประมาณ 0.9 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน เม่ือเล้ียงในอาหาร 
เล้ียงเช้ือท่ีประกอบด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ําหนักต่อ!ริมาตร) ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน พอสิเพป 
โตน และคอร์นสตีพ ลิเคอร์อย่างละ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ี pH 7.0 บ่มเขย่าท่ี 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน

ในข้ันตอนการทำเอนไซม์ให้บริสุทธ้ิโดยการตกตะกอนลำดับส่วนด้วยแอมโมเนียมช้ลเฟต 
พบว่าเอนไซม์ตกตะกอนได้ดีในช่วงความเข้มข้นแอมโนเนียมซัลเฟต 40-70 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงใกล้ 
เคียงกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก B a c i l l u s  sp. KK-า ซ่ึงตกตะกอนท่ีความเข้มข้น 35-75 เปอร์เซ็นต์ 
(Jung และคณะ, 1998) แต่แตกต่างกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก A s p e r g i l l u s  n ig e r  ท่ีตกตะกอนท่ี 
ความเข้มข้น 0-60 เปอร์เซ็นต์ หรือ 0-45 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (Oguntimein และ Reilly, 1980 
และ John และคณะ, 1979)

การดีกษาแอคติวิตีเบ้ืองต้นของเอนไซม์น้ีพบปัญหาเก่ียวกับความไม่เสถียรของเอนไซม์ใน 
ระหว่างการทดลอง จึงคาดว่าหมู่ active site ของเอนไซม์ดังกล่าวอาจประกอบไปด้วยหมู่ไธออล 
(thoil, -SH group) ซ่ึงจะสูญเลียประสิทธิภาพได้ง่ายโดยการถูกออกซิไดช์ด้วยอากาศ จึงทำการ 
ทดลองว่าเอนไซม์ดังกล่าวมีหมู่ไธออลเป็น active site หรือไม่ โดยทดสอบกับ sulfhydryl agent 
คือ เอ็น-เอธิลมาลีอิไมต์ (N-ethylmaleimide) ซ่ึงทำหน้าท่ีเอธิลเลท (ethylate) หมู่ไธออล (Voet 
และ Voet, 1990) จากการทดลองพบว่า เอ็น-เอธิลมาลีอิไมต์ สามารถยับย้ังการทำงานของบีตา- 
ไซโลสิเดสได้ โดยท่ีความเข้มข้นเพียง 1 มิลสิโมลาร์ ก็สามารถยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ได้มาก 
ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ หลังจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องคาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แสดงให้เห็นว่า หมู่ 
ไรออลอาจเป็นหมู่สำคัญในบริเวณ active site ซ่ึงคล้ายกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก A s p e r g i l l u s  

s y d o w i i MG49 ท่ีถูกยับย้ังการทำงานได้ถึง 60 เปอร์เซ็นต์ เม่ือใช้เอ็น-เอธิลมาลีอิไมต์ ความเข้ม 
ข้น 5 มิลสิโมลาร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (Ghosh และ Nanda, 1993) 
แต่ต่างจากบีตา-ไซโลสิเดสจาก P e n n ic i l l i u m  w o r t m a n n i ทีพบว่า sulfhydryl agent หลายชนิด
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เข่น N-ethylmaleimide, p-chloromercuribenzoate, iodoacetamide และ 2-hydroxy-5- 
nitrobenzylbromide ไม่มีผลต่อแอคติวิตีฃองเอนไซม์ (Deleyn และคณะ, 1978) งานวิจัยยังได้ 
ตรวจสอบความลามารถไนการกลับคืนแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสท่ีผ่านการบ่มด้วยเอ็น-เอธิล 
มาลีอิไมด์ความเข้มข้น0.2 มิลสิโมลาร์ ด้วย 2-เมอร์แคบโตเอธานอล พบว่าท่ีความเข้มข้น3 มิล 
สิโมลาร์ สามารถกลับคืนแอคติวิตีของเอนไซม์ได้ 105.80 เปอร์เซ็นต์ และยังพบว่าท่ีความเข้มข้น 
8 มิลสิโมลาร์น้ันนอกจากจะกลับคืนแอคติวิตีฃองเอนไซม์แล้วยังเร่งปฎิกรยาของเอนไซม์ได้มากถึง 
125.40 เปอร์เซ็นต์ด้วย ซ่ึงคล้ายกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก A s p e r g i l l u s  s y d o w i i MG49 ซ่ึง 2-เมอร์ 
แคบโตเอธานอลความเข้มข้น 1 มีลสิโมลาร์ ช่วยเพ่ิมความเสถียรของเอนไซม์ต่ออุณหภูมิโดยช่วย 
เพ่ิมค่า half life ของเอนไซม์ได้ ณ อุณหภูมิท่ีทำการทดลองคือ 85 องศาเซลเซียส (Ghosh และ 
Nanda, 1993) แต่แตกต่างกันกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก S a c c h a r u m  o f f i c in a r u m  L. และ 
C a ld o c e l l u m  s a c c h a r o ly t i c u m  ซ่ึง 2-เมอร์แคบโตเอธานอลไม่มีผลต่อแอคติวิตีของเอนไซม์ 
(Chinen และคณะ, 1982 และ Hudson และคณะ, 1991) นอกจากน้ียังมีรายงานถึง reducing 
agent อ่ืนๆก็ช่วยเพ่ิมแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสได้เช่น ไดไธโอธรอีทอล (Dithiothreitol) ความ 
เข้มข้น 100 มิลสิโมลาร์ ช่วยเพ่ิมแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดลจาก A u r e o b a s id iu m  p u l lu la n s  

(Dobberstein และ Emeis, 1991) ลำหรับไดไธโอธรอีทอล และ cysteine ความเข้มข้น 1 มิลลิโม 
ลาร์ ช่วยเพ่ิมแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสจาก A s p e r g i l l u s  n id u la n s  ได้ประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ 
(Kumar และ Ramon, 1996)

ไนข้ึนตอนการทำบีตา-ไซโลสิเดลให้บริสุทธ๋ึโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราพีบนดัวกลางแลก 
เปล่ียนอิออนลบน้ันต้องไซ้สารละลายเกลือท่ีความเข้มข้นต่างๆเป็นสารละลายในการซะโปรตีน 
ออกจากคอลัมน์ งานวิจัยน้ีจึงได้คืกษาผลของความเข้มข้นและชนิดของเกลือต่อการทำงานของ 
บีตา-ไซโลสิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 พบว่า ท้ังโซเดียมคลอไรด์และโพแทสเซียมคลอไรด์ 
มีผลยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ โดยท่ีความเข้มข้นต่ํากว่า 100 มิลสิโมลาร์ มีผลเพียงเล็กน้อย 
แต่เม่ือความเข้มข้นสูงข้ึนสามารถยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ได้มากข้ึน โดยโซเดียมคลอไรด์มี 
ผลยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ได้มากกว่าโพแทสเซียมคลอไรด์ ดังน้ันในการทำบีตา-ไซโลสิเดส 
ให้บรสุทธ้ีโดยคอลัมน์ดีอีเออี ไบโอ-เจล อกาโรล จึงเลือกไซ้โพแทสเซียมคลอไรต์เป็นสารละลายใน 
การซะโปรตีนออกจากคอลัมน์ ซ่ึงคล้ายกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก T h e r m o m o n o s p o r a  f u s c a  ท่ี 
ถูกยับย้ังการทำงานโดยโซเดียมคลอไรต์ (Bachmann และ McCarthy, 1989) และคล้ายกับบีตา- 
ไซโลสิเดสจาก B a c i l l u s  sp. KK-1 ท่ีโซเดียมคลอไรดีมืผลยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ได้มากกว่า 
โพแทสเซียมคลอไรต์ (Jung และคณะ, 1998) ผลการทำบีตา-ไซโลสิเดสให้บรสุทธ้ิโดยวิธีคอลัมน์ 
โครมาโทกราพ ีบนดัวกลางแลกเปล่ียนอิออนลบ พบว่า เอนไซม์ถูกชะออกมาท่ีความเข้มข้นของ
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โพแทสเซียมคลอไรด์ประมาณ 600-800 มิลลิโมลาร์ ท่ี pH 7.5 ซ่ึงโด้มีรายงานถึงความเข้มข้น 
ของเกลือท่ีใช้ซะเอนไซม์ออกจากคอลัมน์แลกเปล่ียนอิออนลบจากจุสินท่รีบัอ่ืนๆด้วย เซ่นบีตา-
ไซโลสิเดสจาก A s p e r g i l l u s  n id u la n s  ท่ีถูกชะออกมาท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เท่ากับ 
180-200 มิลลืโมลาร์ ท่ี pH 3.5 (Kumar และ Ramon, 1996) และบีตา-ไซโลสิเดลจาก 
N e o c a l l im a s t i x  p a t r i c i a r u m  ท่ีเอนไซม์ถูกซะออกมาท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เท่ากับ 
50-150 มิลสิโมลาร์ท่ี pH 6.0 (Zhu และคณะ, 1994) ไนข้ันตอนสุดท้ายของการทำเอนไซม์ไห้ 
บ่ริสุทธ้ิคือ'นำบีตา-ไซโลสิเดสท่ี'ได้มาผ่านเจลทิเลเตรชัน,โครม'าโทรก r i ทีเ'โดย'ไซ้คอลัมน์เซฟ'าเด็กซ์จี- 
200 ซ่ึงแยกโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลในช่วง 5,000-600,000 ดาลตัน (Harris และ Angal, 1989) 
หลังจากทำให้ปริสุท่ธตามข้ันตอนตังกล่าวแล้วพบว่า บีตา-ไซโลสิเดสมีความบ่ริสุท'ธเพ่ิมข้ึน 9.23 
เท่า เหลือแอคติวิตีอยู่ 29.99 เปอร์เซ็นต์ ตังแสดงในตารางท่ี 3.2 ซ่ึงได้สรุปข้ันตอนการทำบีตา- 
ไซโลสิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 ให้ปริสุทธ้ิ เม่ือพิจารณาในแต่ละข้ันตอนของการทำ 
เอนไซม์ให้ปริสุทธ้ิจะเห็นว่าสามารถกำจัดโปรตีนออกไปได้มากในแต่ละข้ันตอน แต่การเพ่ิมข้ึนของ 
แอคติวิตีจำเพาะของเอนไซม์ไม่ได้สูงมากข้ึนตามลัดล่วนของโปรตีนท่ีถูกกำจัดออก อาจเน่ืองมา 
จากในการข้ันตอนการทำคอลัมน์โครมาโทกราพิน้ันทำการทดลองท่ีอุณหภูมิห้อง และเอนไซม์นมี 
ความเสถียรต่ําแม้ว่าจะเก็บอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมี 2-เมอร์แคบโตเอธานอลผลมอยู่แล้วก็
ตาม

การ่วิเคราะห์น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสบ่ริลุทธ้ิจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 
โดยการทำโครมาโทกราทีเบนเซฟาเด็กซ์ จี-200 เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน พบว่า มีน้ัาหนัก 
โมเลกุลประมาณ 183,000 ดาลตัน และจากการวิเคราะห์น้ัาหนักโมเลกุลโดยการทำอีเลคโทรโฟริ 
ซีลบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอสิอะค่ริลาไมต์เจล พบว่า บีตา-ไซโลสิเดสประกอบด้วยหน่วยย่อย 
2 หน่วยย่อย ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากันคือ 93,000 ดาลตัน ซ่ึงใกล้เคียงกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
A s p e r g i l l u s  n id u la n s  ท่ีมีน้ัาหนักโมเลกุลประมาณ 180,000 ดาลตัน ประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 
หน่วยย่อย ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากันเซ่นเดียวกันคือ 85,000 ดาลตัน (Kumar และ Ramon, 
1996) นอกจากน้ีบังใกล้เคียงกันกับบีตา-ไซโลสิเดลจาก T e r m i t o m y c e s  c ly p e a t u s  ท่ีมีน้ีา'หนัก 
โมเลกุลประมาณ 190,000 ดาลตัน ประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วยย่อย ท่ีมีน้ีาหนักโมเลกุลเท่า 
กันคือ 94,000 ดาลตัน (Bhattacharyya และคณะ, 1996) และใกล้เคียงกับบีตา-ไซโลสิเดลจาก 
N e o c a l l im a s t i x  f r o n t a l i s  ทีมีนำหนักโมเลกุลประมาณ 180,000 ดาลตัน (Hebraud และ Fevre, 
1990) บีตา-ไซโลสิเดสจากจุสินทรีย์ต่าง  ๆ มิความหลากหลายท้ังน้ําหนักโมเลกุลและจำนวนหน่วย 
ย่อยตังได้กล่าวไว้แล้วในตารางท่ี 1.2
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การคีกษ'าลมบัติ1ของบีตา-ไซโลสิเดลบ่รลุทธ้ิ'จาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 ในขันแรก 
คีกษาผลของอุณหภูมิต่อการทำงานของบีตา-ไชโลสิเดลพบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทำงาน 
ของเอนไซม์คือ 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงเท่ากันกับอุณหภูมิท่ีเหมาะลมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิ 
เดสจาก N e u r o s p o r a  c r a s s a  (Deshpande และคณะ, 1985) ไกล้เคืยงกับอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสจาก T r ic h o d e r m a  I(อก/กฐ// G -39 คือ 55-60 องศาเซลเซียส (Li 
และคณะ, 2000), บีตา-ไซโลสิเดสจาก A e r o m o n a s  c a v ia e  ME-า (Suzuki และคณะ, 2001), 
และจาก B a c i l l u s  s u b t i l i s  (Bennier และคณะ, 1987) มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของ 
เอนไซม์เท่ากับ 50 องศาเซลเซียส และบีตา-ไซโลสิเดสจาก A r x u l a  a d e n in i v i r a n s  (Buttner และ 
Bode, 1992), จาก A s p e r g i l l u s  c a r b o r iu s  (Kiss และ Kiss, 2000), จาก A s p e r g i l l u s  o r y z a e  

KBN616 (Kitamoto และคณะ, 1999), และจาก T r ic h o d e r m a  r e e s e i (Herrmann และคณะ, 
1997) ซ่ึงมีอุณหภูมิท่ีเหมาะลมต่อการทำงานของเอนไซม์เท่ากับ 60 องศาเซลเซียส

ผลของความเป็นกรดด่างต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสบรสุทธ้ีจาก S t r e p t o m y c e s  

sp. CH7 พบว่าเอนไซม์ทำงานได้ดีใน 100 มิลสิโมลาร์ อะซิเตทบัฟเฟอร์ในช่วงความเป็นกรดด่าง
6.0-7.0โดยท่ีความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.5 เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการทำงานของเอนไซม์น้ี ซ่ึง 
ใกล้เคียงกับความเป็นกรดด่างที่เหมาะลมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสบรสุทธิ้จาก 
A s p e r g i l l u s  a w a m o r i (Kormelink และคณะ, 1993) และบีตา-ไซโลสิเดลจาก B a c i l l u s  sp. KK-1 
(Jung และคณะ, 1998) คือท่ี pH 6.5 นอกจากน้ันยังใกล้เคียงกันกับบีตา-ไซโลสิเดสบรสุทธ้ิจาก 
A s p e r g i l l u s  n ig e r  ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะลมต่อการทำงานในช่วง 6.7-7.0 (John และ 
คณะ, 1979), บีตา-ไซโลสิเดลจาก C lo s t r id iu m  a c e t o b u t y l i c u m  ATCC 824 ท่ีมีค่าความเป็น 
กรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการทำงานอยู่ในช่วง 6.0-6.5 (Lee และ Forsberg, 1987) จากราย 
งานเก่ียวกับความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสของจุสินทรย์แต่ละ 
ซนิดพบว่าจะแตกต่างกันออกไปส่วนใหญ่แล้วจะค่อนข้างเป็นกรดถึงกลางโดยอยู่ไนช่วง 3.5-7.5 
ดังแสดงในตารางท่ี 1.3

ในด้านความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดลต่ออุณหภูมิ พบว่าบีตา-ไซโลสิเดลบรสุทธ้ีจาก
S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 มีความเสถียรต่ออุณหภูมิได้สูงถึงประมาณ 45 องศาเซลเซียส โดยท่ี 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที เอนไซม์ยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู่สูงถึงประมาณ 90 
เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงก ับ บีตา-ไซโลสิเดลจาก A s p e r g i l l u s  c a r b o n a r iu s  ซ่ึงมีความเสถียรต่อ 
อุณหภูม ิค ือ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที (Kiss และ Kiss, 2000), บีตา-ไซโลสิเดสจาก 
A s p e r g i l l u s  n id u la n s  มิความเสถียรต่ออุณหภูม ท่ีิ 55 องศาเซลเซียส 30 นาที (Kumar และ
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Ramon, 1996), จาก T r ic h o d e rm a  re e s e i มีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 60 นาที 
(Herrmann และคณะ, 1997), บีตา-ไซโลลีเดลจาก B a c illu s  p u m ilu s  (La Grange และคณะ, 
1997) และ จาก S tre p to m y c e s  sp. EC10 (Belfaquih และ Penninckx, 2000) มิความเสถียรต่อ 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง

บีตา-ไซโลลีเดลจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 มิความเสถียรต่อค่าความเป็นกรดด่างใน 
ช่วงสูงคือต้ังแต่ 6.0-9.0 อาจเน่ืองจากเช้ือน้ีแยกได้จากแหล่งดินในประเทศไทยในภาวะความเป็น 
กรดด่างสูงโดย สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) ซ่ึงความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างน้ีใกล้เคียงกันกับ 
ของบีตา-ไซโลลีเดสจาก C a ld o c e llu m  s a c c h a ro ly t ic u m  (Hudson และคณะ, 1991) ท่ีมิความ 
เสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วง 7.5-9.0, บีตา-ไซโลลีเดสจาก B a c illu s  sp. KK-1 (Jung และ 
คณะ, 1998) มิความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วง 6.5-10.0 และ บีตา-ไซโลลีเดสจาก 
T h e rm o m o n o s p o ra  fu s c a  (Bachmann และ McCarthy, 1989) มิความเสถียรต่อความเป็นกรด 
ด่างในช่วง 6.0-8.0

ค่าความจำเพาะต่อล้บสเตรท { K J  ของบีตา-ไซโลลีเดลจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 ซ่ึง 
สับลเตรทท่ีนำมาคืกษาเป็นสับสเตรทสังเคราะห์ทำหน้าท่ีแทนไซโลไบโอสท่ีมิองค์ประกอบเป็น 
ไซโลลเช่ือมกันด้วยพันธะ บีตา-1,4-ไกลโคชิดิก 2 ชนิด ได้แก่ ซนิดท่ีไม่มิก่ิงโซ่ท่ีตำแหน่งคาร์บอน-2 
คือ พารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (p-nitrophenyl p-D-xylopyranoside) และชนิดท่ี 
มิก่ิงโช่ท่ีตำแหน่งคาร์บอน-2 คือ ออร์โธ-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ (o-nitrophenyl P-D- 
xylopyranoside) พบว่าเอนไชม์น้ีมิค่า K m ต่อ พารา-ไนโตรทีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ และ 
ออร์โธ-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ เท่ากับ 0.56 และ 0.94 มิลลิโมลาร์ แสดงว่าเอนไซม์น้ี 
มิความจำเพาะต่อไซโลไบโอสท่ีไม่มิก่ิงโช่ท่ีตำแหน่งคาร์บอน-2 มากกว่า ไซโลไบโอสท่ีมิก่ิงโซ่ท่ี 
ตำแหน่งคาร์บอน-2 เช่นเดียวกับบีตา-ไซโลลีเดสจาก T h e rm o a n a e ro b a c te r iu m

s a c c h a ro ly t ic u m  (Lee และ Zeikus, 1993) และพบว่าค่า K m ต่อพารา-ไนโตรทีเนิล บีตา-ดี-ไซโล 
ไพราโนไซด์ ของบีตา-ไซโลลีเดสจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 มิค่าใกล้เคียงกับ xylosidase I 
จาก N e o c a ll im a s t ix  p a tr ic ia ru m  27 ท่ีมิค่า K m เท่ากับ 0.59 มิลลีโมลาร์ (Zhu และคณะ, 1994) 
และมิค่าน้อยกว่า ค่า K m ของบีตา-ไซโลลีเดสจากจุลีนทรีย์หลายชนิดเช่น A s p e rg il lu s  a w a m o ri, 

A s p e rg i l lu s  n id u la n s , A s p e rg il lu s  p h o e n ic is , B a c illu s  p u m ilu s  IPO, C a ld o c e llu m  

s a c c h a ro ly t ic u m  และ S tre p to m y c e s  sp. EC10 ช่ืงมิค่า K m เท่ากับ 3.00, 1.10, 2.36, 10.00 
และ 13.50 มิลลีโมลาร์ ตามลำดับ (Kormelink และคณะ, 1993; Kumar และ Ramon, 1996; 
Rizzatti และคณะ, 2001; Xu และคณะ, 1991; Hudson และคณะ, 1991 และ Balfaquih และ
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Penninckx, 2000) ดังนนจึงจัดว่าบีตา-ไซโลสิเดลจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 เป็นเอนไชม์ท่ีมี 
ประสิทธิภาพสูงกว่าบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรยัหลายชนิด

จากการคืกษาเก่ียวกับสารยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดส ซ่ึงได้คืกษาถึงผลของ ดี- 
ไซโลส แอล-อะราบิโนส และอิออนของโลหะชนิดต่างๆ  พบว่า แอล-อะราบิโนส ซ่ึงมีโครงสร้าง 
คล้ายกับไซโลสคือเป็นน้ําตาลท่ีมีคาร์บอน 5 ดัวเช่นเดียวกัน ท่ีความเข้มข้น0-500 มีลลิโมลาร์ไม่มี 
ผลยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดลจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7

แต่ดี-ไซโลสซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายท่ีได้จากการย่อยสลายไซโลโอลิโกแชคคาไรด์โดย 
เอนไซม์น้ีมีผลยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสได้ในลักษณะแข่งขัน (competitive inhibition) 
โดยมีค่าคงท่ีในการยับย้ัง (inhibitor constant, K ) เท่ากับ 40 มีลลัโมลาร์ ซ่ึงใกล้เคียงกันกับของ 
บีตา-ไซโลสิเดสจาก C a ld o c e llu m  s a c c h a ro ly t ic u m  (Hudson และคณะ, 1991) ซึงมีค่า K, เท่า 
กับ 40 มิลลัโมลาร์ เช่นเดียวกัน

ส่วนผลของอิออนของโลหะชนิดต่างๆ  พบว่า อิออนของเหล็ก ปรอท ทองแดง และลังกะสิ 
มีผลยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลสิเดสจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 อย่างรุนแรง รองลงมา 
คืออิออนนิเกิลและโคบอลท์ ส่วนอิออนของแมกนีเซียมช่วยเพ่ิมแอคติวิตีฃองเอนไซม์ได้ คล้ายกัน 
กับบีตา-ไซโลสิเดลจาก P e tn o p e c te n  sp. ท่ีถูกยับย้ังการทำงานอย่างรุนแรงด้วยอิออนของเหล็ก 
ปรอท และทองแดง (Takagaki และคณะ, 1990), บีตา-ไซโลสิเดลจาก A s p e rg il lu s  n id u la n s  

และ xylosidase I กับ xylosidase II จาก N e o c a llim a s t ix  p a tr ic ia ru m  ท่ีถูกยับยังการทำงาน 
อย่างรุนแรงด้วยอิออนของปรอทและทองแดง (Kumar และ Ramon, 1996 และ Zhu และคณะ,
1994) และบีตา-ไซโลสิเดลจาก T e rm ito m y c e s  c ly p e a tu s  ถูกยับยังการทำงานอย่างรุนแรงด้วย 
อิออนของเหล็ก และทองแดง (Bhattacharyya และคณะ, 1997) เช่นเดียวกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
C a ld o c e llu m  s a c c h a ro ly t ic u m  (Hudson และคณะ, 1991) ท่ีอิออนของนิเกิลและโคบอลท่มีผล 
ยับย้ังการทำงานของเอนไซม์เพียงเล็กน้อย ในขณะท่ีอิออนของแมกนีเซียมช่วยเพ่ิมแอคติวิดีของ 
บีตา-ไซโลสิเดลจาก N e o c a llim a s tix  fro n ta lis และ จาก A s p e rg il lu s  p h o e n ic is  ได้ (Garcia- 
Campayo และ Wood, 1993 และ Rizzatti และคณะ, 2001)

จากการตรวจลอบการมีแอคติวิตีฃองเอนไซม์อ่ืนพบว่าบีตา-ไซโลสิเดลบรสุทธ้ีจาก 
S tre p to m y c e s  sp. CH7 มีแอคติวิตีของอะราบิโนทิเวราโนสิเดล และไซแลเนลต่ํามาก คือเท่ากับ
0.03 และ 0.02 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงคล้ายกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก B a c illu s  sp. KK-1 ท่ี 
ไม่พบแอคติวิตีของอะราบิโนทิเวราโนสิเดส แต่พบแอคติวิตีของไซแลเนสซ่ึงมีค่าเพียงเล็กน้อยคือ 
เท่ากับ 0.14 หน่วยต่อมิลส ิกรัมโปรตีน (ไซแลนจากเปลือกข้าวโอ๊ต) และ 0.10 หน่วยต่อมิลสิกรัม
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โปรตีน (ไชแลนจากไม้ฒิร์ช) (Jung และคณะ; 1998) และคล้ายกับ xylosidase I จาก 
N e o c a ll im a s t ix  p a tr ic ia ru m  27 ท่ีมีแอคติวิตีของอะราบิโนพีวราโนสิเดลเพียงเล็กน้อยเซ่นเดียว 
กัน คือ 0.1 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน (Zhu และคณะ, 1994) แต่ต่างกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
T h e rm o a n a e ro b a c te r  e th a n o lic u s  ซึงเป็น bifunctional โดยแสดงแอคติวิตีฃองทังบีตา-ไซโลสิ 
เดสและอะราบิโนพีวราโนสิเดสโดยมีแอคติวิตีเท่ากับ 8.9 และ 15.5 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีนตาม 
ลำดับ (Utt และคณะ, 1991) และบีตา-ไซโลสิเดสจาก T h e rm o a n a e ro b a c te r  e th a n o lic u s  ท่ีเป็น 
bifunctional เซ่นกันโดยมีแอคติวิตีของท้ังบีตา-ไซโลสิเดสและอะราบิโนพีวราโนสิเดลเท่ากับ 122 
และ 1,073หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามลำดับ (Shao และ Wiegel, 1992)

บีตา-ไซโลสิเดสบ'รัสุทธ้ี'จาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 ไม่มีแอคติวิตีฃองเซลลูเลลและ 
กลูโคสไอโซเมอเรส ซึงคล้ายกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก A s p e rg il lu s  p h o e n ic is  (Rizzatti และคณะ, 
2001), จาก A u re o b a s id iu m  p u llu la n s  (Christov และคณะ, 1999) และจาก B a c illu s  sp. 
KK-1 (Jung และคณะ, 1998) ซ่ึงไม่มีแอคติวิตีของเซลลูเลสเซ่นกัน แต่ต่างจากบีตา-ไซโลสิเดส 
บรสุทธี้จาก S tre p to m y c e s  sp. EC10 ซ่ึงเป็น bifunctional โดยแสดงแอคติวิตีของท้ังบีตา-ไซโลสิ 
เดสและไซโลสไอโชเมอเรล มีแอคติวิตีเท่ากับ 308 และ 62.63 หน่วยต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
(Belfaquih และ Penninckx, 2000)

ตารางท่ี 4.1 ได้สรุปสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริลุทธ้ีจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7 

ตารางท่ี 4.1 สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบรสุทธ้ีจาก S tre p to m y c e s  sp. CH7

สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบรสุทธ ผลการวิจัย
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลพีลเตรชัน 183,000 ดาลดัน
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี s DS-PAGE 93,000 ดาลดัน (2หน่วยย่อย)
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 55 องศาเซลเซียส
ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม 6.5
ความเสถียรต่ออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที
ความเสถียรต่อความเป็นกรดด่าง 6.0-9.0
ค่า K m ต่อ พารา-ไนโตรพีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ 0.56 มิลลิโมลาร์
ค่า Vmgx ต่อ พารา-ไนโตรพีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ 4.8 ไมโครโมลต่อนาทีต่อมก.โปรตีน
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เม่ือเปรียบเทียบสมบัติของเอนไซม์บรีลุทธน้ีกับท่ียังไม่ได้ผ่านการทำให้บรีสุทธ้ิซ่ึงรายงาน 
โดย สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) พบว่าเอนไซม์ท่ียังไม่ผ่านการทำให้บรีสุทธ้ิมีความเสถียรต่อ 
อุณหภูมิสูงกว่า คือ ท่ี 55 องศาเซลเซียส 30 นาที และ เสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วงท่ีกว้าง 
กว่าคือ 4.5-9.5 ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากโปรตีนอ่ืนๆท่ีปนเปีอนอยู่น้ันมีส่วนช่วยป้องกันหรอลดการ 
สูญเลียแอคติวิตีฃองเอนไซม์จากความร้อน และจากการถูกออกซิไดซ์ด้วยอากาศ

จากการค้นคว้ารายงานวิจัยในช่วงประมาณ 15 ปีท่ีผ่านมาจนปัจจุบันมีรายงานน้อยมาก 
เกียวกับบีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. โดยในปี 2000 Balfaquih และ Penninckx 
คืกษาบีตา-ไซโลลีเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 และพบสมบัติหลายประการท่ีแตกต่างจาก 
บีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 กล่าวคือบีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 
CH7 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 183,000 ดาลตัน ประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วยย่อยน้ําหนัก 
โมเลกุลเท่ากันคือ 93,000 ดาลตัน ในขณะท่ี บีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 มี 
หนักโมเลกุลประมาณ 163,000 ดาลตัน ประกอบด้วยหน่วยย่อย 4 หน่วยย่อยน้ัาหนักโมเลกุลเท่า 
กันคือ 42,000 ดาลตัน พบว่าบีตา-ไซโลลีเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ต่อการทำงานท่ี 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงสูงกว่าบีตา-ไซโลลีเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 ท่ีมี 
อุณหภูมิท่ีเหมาะลมต่อการทำงานเพียง 45 องศาเซลเซียส ในด้านความเสถียรต่อความเป็นกรด 
ด่างพบว่าบีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างใน 
ช่วงสูงกว่าคือ 6.0-9.0 ในขณะท่ีบีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 มีความเสถียรต่อ 
ความเป็นกรดด่างในช่วง 5.0-8.0 และสมบัติท่ีแตกต่างกันอย่างโดดเด่นคือบีตา-ไซโลลีเดสจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 มีค่า K m ต่อ พารา-ไนโตรพีนิล บีตา-ตี-ไซโลไพราโนไซด์เพียง 0.56 มิลลี 
โมลาร์ ส่วนบีตา-ไซโลลีเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 มีค่า K m ต่อ พารา-ไนโตรพีนิล บีตา­
ด-ไซโลไพราโนไซด์สูงถึง 13.5 มิลลีโมลาร์ น้ันคือบีตา-ไซโลลีเดส'จาก S t r e p t o m y c e s  sp. CH7 มี 
ความจำเพาะต่อสับสเตรทสูงกว่าบีตา-ไซโลลีเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. EC 10 มาก
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