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งานวิจัยนี้ ศึกษาการทำเอนไซม์บีตา-ไซโลซีเดสจาก S tr e p to m y c e s  s p .  4 3 -4  ให้บรึสุทธ้ิ 
โดยการตกตะกอนลำดับส่วนด้วยแอมโมเนียมข้ลเฟต ที่ความเข้มข้น 40-80  ฟอร์เซนด์ จากนั้นทำคอลัมน์ 
โครมาโตรกราบีบนดิอืเออี ใบโอเจล-อกาโรส และเซฟาเต็กข้ จ ี-200  พบว่าได้เอนไซม์มีความบรึสุทธิ้เพิ่มขี้น 
9 .5 4  เท่า และเหลือแอคตวิตี 9 .9 4  ฟอร์เซนต์ การทำงานของเอนไซม์ถูกยับยั้งโดย เอ็น-เอธีลมาลือีไมด์ 
และสามารถคืนแอคตวิตีโดยไดไธโอธรึอีทอล แด,ความสามารถในการกลับคืนมีความลัมพันธ์แบบไม่เบีน 
เส้นตรงเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอ็น-เอธลมาลือีไมด์ จากการตรวจสอบสมบัดของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์น้ี 
ม ีค ่า Km ต่อพารา-ไนโตรบีนีล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ และ ออรึไธ-ไนโตรบีนีล บีตา-ดี-ไซโลไพราโน- 
ไซด์ เท่ากับ 2 .0 4  และ 4 .5 4  มีลลืโมลาร์ ตามลำดับ อุฌหถูมีและความเบีนกรดด่างที่เหมาะสมต่อการ 
ทำงานของเอนไซม์คือ 45 องคาเซลเซียส และ 6 .5  ตามลำดับ เอนไซม์ถูกยับยั้งในลักษณะแข่งข้นโดย 
ดี ไซโลส โดยมีค่า Ki เท่ากับ 180 มีลลืโมลาร์ นอกจากนี้ยังถูกยับยั้งอย่างรุนแรงด้วยอีออนของทองแดง 
เงน, ลังกะสี, นีเกัล และดีบุก ส่วนอีออนของเหลัก, โคบอลท์, แมกนีเซียม, แมงกานีส และแคลเซียม 
มีผลเลักน้อย'ในการยับยั้งแอคตวิตื เอนไซม์นี้เสถียรต่ออุณหภูมิสู-งสีง 35 องศาเซลเซียสและเสถียรต่อความ 
เบีนกรดด่างในช่วงกว้างตั้งแต่ 5 .5 - 8 .5

จากการวิเคราะห์นั้าหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลบีลเตรซัน พบว่าเอนไซม์น้ีมีน้ีาหนักโมเลกุลประมาณ
270,000 ดาลตัน และเมื่อวิเคราะห์จากโซเดียมโดเดซีลโพลอะครึลาไมด์เจลอีเลคไตรโฟรึซีส พบว่าเอนไซม์ 
ประกอบด้วย 4 หน่วยย่อยโดย 2 หน่วยแรก มีน้ัาหนักโมเลกุล 90,000 และ 82,000 ดาลตันตามลำดับ 
หน่วยย่อยท่ี 3 และ 4 มีน้ัาหนักโมเลกุลเท่ากันคือ 54,000 ดาลตัน

ภาควิชา . ธ . อ ี™ ............................
สาขาวิชา....จลซีว้วิทํย่.ว.ปา.ปส่ต่สว:ปก.ร.!ม. 
นิภารศกษา.....2.538..................

ลายมือชอนิสัต ...01$.... r ô O M m f........" ” ‘T  ' * 7  ๙
ลายมือชออาจารย์ทีปรึกษา ./ว่k 'ว.: บัว'ว
ลายมือชออาจารย์ที่ปรึกษาร่วม...................



# # C626225 : M A JO R  M ICRO BIO LO G Y
K E Y W O R D :  S tr e p to m y c e s  s p .  / B -X Y L O SID A SE  / P U R IF IC A T IO N

KUNLANEE CH U PU N G A R S ะ P U R IF IC A T IO N  AND P R O P E R T IE S  OF B -  
X Y L O SID A SE  FROM S tre p to m y c e s  s p .4 3 - 4 .  T H E S IS  A D V ISO R  ะ A S S O . 
P R O F . PA IR O H  PIN PH A N IC H A K A R N , P h .D .  103 p p .
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B -X y lo s id a s e  fro m  S tr e p to m y c e s  s p .4 3 - 4  w as p u r i f i e d  b y  f r a c t io n a t io n  
w ith  40-80% s a t u r a t i o n  o f  am m onium  s u l f a te  a n d  c o n s e c u t iv e  co lu m n  c h ro m a to 
g r a p h y  o n  DEAE B io g e l-A g a ro s e  a n d  S e p h a d ë x  G -2 0 0 , r e s p e c t i v e l y .  T h e  
s p e c if ic  a c t i v i t y  o f  th e  e n z y m e  w as in c r e a s e d  b y  9 .5 4  fo ld s  w ith  9.94% 
r e c o v e r y .  T h is  e n z y m e  w as in h ib i te d  b y  N -e th y lm a le im id e  a n d  th e  in h ib i t io n  
c o u ld  b e  r e v e r s e d  b y  d i th io th r e i to l .  H o w e v e r , th is  r e v e r s io n  w as n o t  in  l in e a r  
r e la t io n s h ip  w ith  c o n c e n t r a t io n  o f N -e th y lm a le im id e . T h e  Km v a lu e s  o f  th e  
e n z y m e  f o r  p - n i t r o p h e n y l  B - D - x y lo p y r a n o s id e  a n d  o - n i t r o p h e n y l  B - D - x y lo p y r a -  
n o s id e  w e re  2 .0 4  a n d  4 .5 4  mM, r e s p e c t iv e ly .  T h e  o p tim u n  t e m p e r a tu r e  a n d  pH  
f o r  th e  e n z y m e  a c t i v i t y  w e re  45 c a n d  6 .5  w ith  a c e ta te  b u f f e r  . r e s p e c t i v e l y .
T h e  a c t iv i ty  w as  c o m p e t i t iv e ly  in h ib i te d  b y  x y lo s e  w ith  th e  Ki v a lu e  o f  180 mM. 
T h e  sam e a c t i v i t y  w as d ra m a t ic a l ly  in h ib i t e d  b y  C u ^+, A g ^ + , Zn^+ , Ni + a n d  รท^4’ 
w h ile  F e ^ + , C(?+ ,M g ^ + ,M n ^+ a n d  C a 2+ h a v e  s l ig h t ly  e f f e c t e d .  T h e  e n z y m e  w as

o
s ta b le  u p  to  35 c  a n d  p o s s e s  b r o a d  pH  r a n g e  o f  5 .5 - 8 .5.

T h e  m o le c u la r  w e ig h t  o f  th e  p u r i f i e d  e n z y m e  e s t im a te d  v ia  g e l  f i l t r a 
t io n  w as 2 7 0 ,0 0 0  d a l to n s .  A n a ly s is  o f  th e  e n z y m e  o n  so d iu m  d o d e c y l  p o ly a c r y la 
m ide  g e l e l e c t r o p h o r e s i s  r e v e a le d  t h a t  i t  c o m p o se d  o f  4 s u b u n i t s  w ith  m o le c u la r  
w e ig h t o f  9 0 ,0 0 0  a n d  8 2 ,0 0 0  d a l to n s  fo r  th e  f i r s t  2 s u b u n i t s  a n d  5 4 ,0 0 0  d a l to n s  
fo r  th e  o t h e r  2 id e n t i c a l  s u b u n i t s .
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