
สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย

งานว ิจ ัยน ี้ศ ึกษาข ั้นตอนการทำให ้บร ิส ุทธ ิ้และสมบ ัต ิของบ ีตา-ไซโลซ ิเดสจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ซึ่งเป็นจุลินทรย์ที่แยกได้จากแหล่งดินในประเทศไทย และพบวาลร้าง 
เอนไซม์น้ีได้สูงสุดเม่ือเทียบกับ S t r e p t o m y c e s  spp. ตางๆท่ีแยกได้ท้ังหมด (กรรณิการ์ ดวงมาลย์,
2538) ในข้ันตอนการทำเอนไซม์ให้บริสุทธิ้โดยตกตะกอนลำดับลวนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต
พบวาเอนไซม์ตกตะกอนได้ดีที่ช่วงความเข้มข้นแอมโมเนียมซัลเฟต 40-80 ฟอร์เชนต์ ซึ่งตางจาก 
บีตา-ไซโลชิเดลจาก B .  p u m i l i s  ซึ่งตกตะกอนที่ความเข้มข้น 55-75 เปอร์เชนต์ (Kasumi et al., 
1987) และบีตา-ไซโลซิเดสจาก P a t n o p e c t i n  sp. ซ่ึงตกตะกอนท่ี 50-70 เปอร์เซนต์ (Takagaki et a!., 
1990) ข้ันตอนตอไปในการทำบีตา-ไซโลซิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ให้บริสุทธ คือนำ 
เอนไซม์ที่ผานขั้นตอนการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้นที่เหมาะสมแล้ว มาทำ 
ให้บริสุทธิ้โดยวิธีคอลัมน์โศรมาโตรกราฟึโดยใช้ดัวกลางแลกเปลี่ยนประจุภาคลบ คือดีอีเออี
ไบโอเจล-อกาโรล แต่จากการทดลองเบื้องต้นพบวาเอนไซม์เลียลภาพอย่างช้าๆเมื่ออผู่ที่อุณหภูมิ 
ห้อง (ประมาณ 28 องศาเซลเซียส) ดังน้ัน'ไนระ'หวางการทำ'ให้ปริสุ'ทธ้ิ จึงต้องทำที่อุณหภูมิตํ่าคือ 
ใกล้ 0 องศาเซลเซียส และยังมีรายงานวาโปรตีนเสียสภาพได้งายที,ความเข้มข้นตำ เนื่องจากมี 
พ้ืนท่ีผิวลัมผัลของโปรตีนตอส่ิงแวดล้อมสูง นอกจากนี้การถูกออกซิไดส์บริเวณหมูไธออลของ
ซิสตีอีน การปนเบ้ือนของโลหะหนัก และความเป็นขั้วของสารละลาย (polar solution) ล้วนมีผล 
ตอการเสียสภาพของโปรตีนท้ังส้ิน ( Voet and Voet, 1990) ในการทดลองเบื้องต้นของการทำบีตา- 
ไซโลซิเดลให้บริสุทธ้ิ ยังประลบปัญหาเกี่ยวกับความไมเสถียรของเอนไซม์ในระหวางกระบวนการ 
ทำให้บริสุทธ้ิ ซึ่งคาดว่าเอนไซม์ดังกล่าวอาจมีหมู่ active site ประกอบด้วยหมู่ไธออล ซึ่งสูญเลีย 
งายโดยการถูกออกซิไดช์ดวยอากาศ จึงทดลองใซ sulfydryl agent คือเอ็น-เอธิลมาสีอิไมด์
(Budavari et al., 1989) ในการตรวจสอบ พบว่าเอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์สามารถยับยั้งการทำงานของ 
บีตา-ไซโลซิเดลได โดยที,ความเข้มข้น 25 มิลลัโมลาร์ สามารถยับยั้งการทำงานของบีตา- 
ไซโลซิเดสได้ 100 เปอร์เซนต์ แสดงให้เห็นว่า หมูไธออลอาจเป็นหมูสำคัญในบริเวณ active site 
ซงคลายกับบตา-ไซโลซิเดสจาก C e l l u l o m o n a s  u d a  (Bapp and Wagner, 1986) และเพือยืนยัน1วา 
บีตา-ไซโลซิเดสมีหมู่ไธออลในบริเวณ active site จริง จึงได้ตรวจสอบความลามารถในการ
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กลับคืนแอคติวิตีของหมูไธออล โดยเติม ไดไธโอธริอีทอล ในเอนไซม์ที่ผ่านการบ่มด้วยเอ็น-
เอธิลมาลีอิไมด์ พบว่า ไดไธโอธรอีทอลท่ีความเข้มข้น า 0 มิลลัโลาร์ สามารถกลับคืนแอคติวิตีของ 
บีตา-ไซโลชิเดสที่ผ่านการบ่มด้วย เอ็น-เอธิลมาลิอิไมด์ ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ ได้มากท่ีสุด 
ถึง 103.87 เปอร์เชนต์ แต่หากบีตา-ไซโลซิเดสถูกยับยั้งการทำงาน 100 เปอร์เซนต์ จะลามารถ 
กลับคืนแอคติวิตีได้เพียง 33.50 เปอร์เซนต์เทานั้น แลดงให้เห็นวา ความสามารถของ
ไดไธโอธรอีทอลในทารกลับคืนแอคติวิตีของเอนไซม์เม่ือผานการบมใน เอ็น-เอธิลมาลีอิไมด์น้ัน มี 
ขอบเขตจำกัดคือสามารถกลับคืนแอคติวิตีได้ เมื่อเอนไซม์ไมถูกยับยั้งการทำงานโดยลิ้นเชิง ซ่ึง 
คลายกับบีตา-ไซโลชิเดลจาก A c e t i v i b r i o  c e l l u l o l y t i c u s  , A c e t i v i b r i o  c e l l u l o s o l v e n s ,  B a c t e r o i d e s  

c e l l u l o s e r u m  และ C l o s t r i d i u m  t h e r m o c e l l u m  ที่ถูกกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์เมื่อมีการเติม 
สารป้องกันการเกิดกระบวนการออกซิเดชัน (antioxidation agent) เชน กรดแอสคอมิค หรือ สาร 
รีดิวซิงค์ เชน ไดไธโอธริอีทอล ในปฏิกิริยา (Khan et al., 1987) บีตา-ไซโลชิเดสจาก A s p e r g i l l u s  

n i g e r  แ ส z  A s p e r g i l l u s  f u m i g a t u s  ถูกยับยั้งการทำงานโดย พารา-คลอโรเมอคิวริเบนโซเอท ที่ความ 
เข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ และสามารถกลับคืนแอคติวิตีบางส่วนโดย 2 มิลลัโมลาร์ ได1ไร'โอธริอี,ทอล 
(Kitpreechavanich, Hayashi and Nagai, 1986) เซนเดียวกับ บีตา-ไซโลชิเดสจาก B a c i l l u s  p u m i l i s  

ถูกยับยั้งแอคติวิตีโดย Nb2 และกลับคืนโดย 2-เมอแคบโตเอธานอล หรือไดไธโอธริอีทอล
ความเข้มข้น 3.60 มิลลิโมลาร์ แต,ความสามารถในการกลับคืนไมเป็นเส้นตรง (Saman et al., 
1978)

ในขั้นตอนการทำเอนไซม์ให้บริสุทธโดยผานคอลัมน์ตัวกลางแลกเปลี่ยนประจุภาคนั้น 
ต้องใช้สารละลายเกลือที่ความเข้มข้นตางๆ ในการซะโปรตีนออกจากคอลัมน์ งานวิชัยนี้จึงต้อง 
ตัดเลือกชนิดของเกลือที่เหมาะสม จึงได้ศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด์และโพแทสเซียมคลอไรด์
ตอการทำงานของบีตา-ไชโลชิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 พบว่าทั้งโซเดียมคลอไรด์และ 
โพแทสเซียมคลอไรด์ ยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดล โดยความเข้มข้นที่สูงขึ้นสามารถยับยั้ง 
การทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสได้มากข้ึน ซึ่งคล้ายกับบีตา-ไซโลชิเดสจาก T h e r m o m o n o s p o r a

f u s c a  ที่ถูกยับยั้งการทำงานโดยโซเดียมคลอไรด์ (Bachmann and McCarthy, 1989) และจาก 
A s p e r g i l l u s  a w a m o r i  ถูกยับยั้งการทำงานโดยโพแทสเซียมคลอไรด์ (Kormelink et al., 1993) และ 
บีตา-ไซโลชิเดสจาก P e t n o p e c t e n  sp. ถูกยับยั้งโดยโซเดียมคลอไรด์และโพแทสเซียมคลอไรด์ 
(Takagaki et al., 1990) นอกจากนียังพบวา บีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ถูกยับยั้ง 
โดยโซเดียมคลอไรด์ไดสูงกวาโพแทสเซียมคลอไรด์ ตังนั้นในการทำบีตา-ไซโลชิเดลจาก
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ใหบริสุทธ้ิ โดยผานคอลัมน์ ดีอีเออี ไบโอเจล-อกาโรส จึงเลือกใช้ 
โพแทสเซียมคลอไรดไกรเตียนฑ์ชะโปรตีนท่ีชับกับเจล
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ในข้ันตอนสุดท้ายของการทำเอนไซม์ให้ปริสุทธิ้ ทำโดยนำบีตา-ไซโลชิเดสที'ได้มาผานการ 
ทำให้บริลุทธิ้โดยผ่านคอลัน์ เซฟาเด็กซ์ จี-200 ซึ่งแยกโปรตีนออกจากกันโดยอาลัยหลักการแยก 
โปรตีนที,มีขนาดแตกต่างกัน โดยสามารถแยกโปรตีนที'มีน้ําหนักในช่วง 5,000-600,000 ดาลตัน 
(Harris and Angal,1989) พบว่ายอดโปรตีนท่ีมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลชิเดส มีเพียงยอดเดียว

ตารางที่ 8 ได้สรุปข้ันตอนการทำเอนไซม์ให้บริสุทธ้ิ พบว่าสามารถทำเอนไซม์ให้บริสุฬธ 
ข้ึน 9.54 เท่า แต่เมื่อพิจารณาในแต่ละขั้นตอนของการทำเอนไซม์ให้บริสุทธิ้จะเห็นว่าสามารถ 
กำจัดโปรตีนออกไปได้มากในแดละข้ันตอน แตการเพ่ิมขึ้นของแอคติวิตีจำเพาะของเอนไซม์ไม่ได้ 
สูงมากตามสัดส่วนของโปรตีนที่ถูกกำจัดออก ทั้งนี้อาจเนื่องมา'จากเอนไซม์นี้มีค1วามเสถียรตํ่า
แม้ว่าจะเก็บอยูในสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมีไดไธโอธริอีทอลเป็นองค์ประกอบ

งานวิจัยขั้นตอมาคือนำบีตา-ไซโลชิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ที,ผ่านการทำให้ 
ปริสุทธมาคืกษาลมปติของเอนไซม์ โดยขั้นแรกคืกษาความจำเพาะตอซับลเตรท ซ่ึงซับลเตรทท่ี 
คืกษาคือ พารา-ในโตรพีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซค์ และออร์โธ-ไนโตรพีนิล บีตา-ดี-
ไซโลไพราโนไซด์ ซ่ึงเป็นไซโลไพราโนไซด์สังเคราะห์ท่ีเช่ือมกับ พารา-ไนโตรพีนอลหรือออร์โธ-
ไนโตรพีนอล ตามลำตับ ทำหน้าท่ีเป็นตัวแทนของไซโลไบโอส ท่ีมีองค์ประกอบเป็นไซโลล เช่ือม 
กันด้วยพันธะ บีตา-ใ,4 ท่ีไมมีก่ิงโช่ท่ีตำแหน่งคาร์บอน-2 และมีก่ิงโซ่ที'ตำแหน่งคาร์บอน-2
ตามลำตับ พบว่าเอนไซม์นี้มีคาความจำเพาะตอซับลเตรท (Km) พารา-ไนโตรพีนิล บีตา-ดี- 
ไซโลไพราโนไซด์และออร์โธ-ไนโตรพีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพ-ราโนไซด์ เทากับ 2.04 และ 4.54 มิลลิ- 
โมลาร์ ตามลำตับ แสดงว่า บีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 มีความจำเพาะต่อ 
ไซโลไบโอล ท่ีมีองค์ประกอบเป็นไซโลล เชื่อมกันด้วยพันธะ บีตา-ใ,4 ท่ีไมมีก่ิงโช่ท่ีตำแหนง 
คาร์บอน-2 มากกว่าไซโลไบโอสท่ีมีก่ิงโชท่ีตำแหนงคาร์บอน-2 ซึ่งคา Km สำหรับ พารา-
ไนโตรพีนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด์ ของบีตา-ไซโลชิเดสจากจุลินฑรีย์ต่างๆ แตกต่างกันในช่วง
0.05-10.00 มิลลิโมลาร์ บีตา-ไซโลชิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 มีค่า Km ใกล้เคียงกับ Km 
ของบีตา-ไซโลชิเดลจาก A s p e r g i l l u s  f u m i g a t u s ,  B a c i l l u s  p u m i l i s  และ C l o s t r i d i u m  s t e c o r d i u m  ซึง 
มีค่า Km 2.00, 2.40 และ 2.50 มิลลิโมลาร์ ตามลำตับ (Kitpreechavanich et a!., 1986 ; Kersters- 
Hildson et al., 1969 ; Sakka et al., 1992)

สำหรับอุณหภูมิที่เหมาะลมตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 
พบว่าเอนไซม์มีแอคติวิตีสูงสุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และยังคงมีแอคติวิตีประมาณ 80 
เปอร์เซนต์ ของแอคติวิตีสูงสุดท่ี 50 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิสูงกว่านี้แอคติวิตีจะลดลงอย่าง 
รวดเร็ว ซึ่งใกล้เคียงกับอุณหภูมิที่เหมาะลมต่อการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส จาก A s p e r g i l l u s
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n i g e r  คือ 42 องศาเซลเซียส (John, Schmidt and Schmidt, 1979), C e l l u l o m o n a s  u d a  ระหวาง 
43-45 องศา••เซลเซียส (Rapp and Wagner, 1986), และ C h a e t o m i u m  t r i l a t é r a l e  (Uziie et al., 
1985), C l o s t r i d i u m  a c e t o b u t y l i c u m  ATCC 824 (Lee and Forsberg, 1987), C l o s t r i d i u m  

a c e t o b u t y l i c u m  (Bahl et al., 1982),S t r e p t o m y c e s  sp. (Nakanishi et al., 1987) มีอุณหภูมิท 
เหมาะสมในการทำงานที่ 45 องศาเซลเซียส

ความเป็นกรดดางที่เหมาะสมตอการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 
43-4 พบ,ว่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกรยาคือเมื่อบ่ม'ใน 100 มิลลิโมลาร์
อะชิเตท บัฟเฟอร์ pH 6.5 ซึ่งความเป็นกรดดางที่เหมาะสมตอการทำงานของบีตา-ไซโลซิเดลที่ 
สร้างจากจุลินทรีย์แตละชนิดจะแตกตางกันไป สวนใหญจะคอนข้างเป็นกรดถึงกลางโดยอผูใน
ช่วง 3.5-7.0 บีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 มีความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมตอการ 
ทำงานใกล้เคียงกับบีตาไซโลชิเดลจาก A s p e r g i l l u s  n i g e r  ท่ี pH 6.7-7.0 (John et al., 1979) 
C l o s t r i d i u m  a c e t o b u t y l i c u m  ATCC 824 และ C l o s t r i d i u m  a c e t o b u t y l i c u m  ที pH 6.0-6.5 (Lee and 
Forsberg, 1987 ; Bahl et al.,1982), S t r e p t o m y c e s  SD. และ T h e r m o m o n o s p o r a  strain LL ที pH
6.5 (Nakanishi et al., 1987 ; Ristroph and Humphreyt, 1985)

เนื่องจากนํ้าตาล ดี-ไซโลลเป็ผลิตกัณฑสุดท้ายท่ีได้จากการยอยลลายไซโลโอลิโกแซคคา 
ไรด์โดยบีตา-ไซโลชิเดส และ แอล-อะราบิโนล มีโครงสร้างคล้ายกับไซโลล คือเป็นนํ้าตาล 5 
คาร์บอน เช่นเดียวกัน และยังพบอะราบิโนสเป็นสวนหน่ึงของไซแลน โดยเกาะเป็นพันธะกิ่งของ 
โมเลกุลไชแลน งานวิจัยน้ีจึงได้ศึกษาผลของดี-ไซโลสและแอล-อะราบิโนส ตอการทำงานของบีตา- 
ไซโลซิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 พบวา แอล-อะราบิโนสท่ีความเข้มข้น 0-500 มิลลิโมลาร์ 
ไมมีผลยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดส แด่ ดี-ไซโลส ยับยั้งการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสใน 
จักษณะแขงขัน (competitive inhibition) โดยมีคา Ki เทากับ 180 มิลลิโมลาร์ สมบัตินี้คล้ายกับ 
บีตา-ไซโลชิเดสจาก A s p e r g i l l u s  n i g e r  ซ่ึงถูกยับยั้งการทำงานแบบแขงขันโดยไซโลส โดยมีคา Ki 
เท้ากับ 200 มิลลิโมลาร์ (Ogutimcin and Reilly, 1980) นอกจากนี้ บีตา-ไซโลซิเดส จาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ยังถูกยับยั้งด้วยอิออนโลหะซนิดตางๆ คือ อิออนของทองแดง (Cu2+) และ 
อิออนของเงิน (Ag2+) มีผลยับย้ังการทำงานของบีตา-ไซโลชิเดสรุนแรงท่ีสุด โดยอิออนท้ัง 2 ชนิด 
ที่ความเข้มข้น 10"5 โมลาร์ ยับยั้งแอคติวิตีฃองเอนไซม์ได้อยางสมบุรณ์ รองลงมาคืออิออนของ 
จังกะสี (Zn2+), อิออนของนิเกิล (Ni+) และอิออนของดีบุก (รท2วิ ตามลำดับ เชนเดียวกับบีตา- 
ไซโลชิเดสจาก A s p e r g i l l u s  a w a m o r i  ซึ่งถูกยับยั้งด้วยทองแดง แตที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
ซึ่งสูงกวาความเข้มข้นที่ยับยั้งบีตา-ไซโลชิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ถึง 100 เทา (Kormelink
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et al., 1993) บีตา-ไซโลชิเดสจาก A s p e r g i l l u s  f u m i g a î u s  ถูกยับยั้งด้วยทองแดงและเหล็กที่ความ 
เข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ (Kitpreechavanich et al., 1986) บีตา-ไซโลชิเดลจาก C l a d o c e l l u m  

s a c c h a r o l y t i c u m  ถูกยับยั้งด้วยทองแดง สังกะสี และนิเกิล (Hudson et al., 1991) และ บีตา- 
ไซโลชิเดลจาก P e t n o p e c t i n  sp. ถูกยับยั้งด้วยทองแดงและ เงินที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
(Takagaki et al., 1990) ลวนอิออนของเหล็ก, โคบอลท์, แมกนีเซียม, แมงกานีสและแคลเซียม 
มีผลเล็กน้อยในการยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซม์ จาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 คล้ายกับ บีตา- 
ไซโลชิเดลจาก A s p e r g i l l u s  a w a m o r i  ไมถูกยับยั้งการทำงานโดยอิออนของแคลเซียมและ
แมกนีบ่ซียม ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ (Kormelink, et al., 1993), บีตา-ไซโลชิเดลจาก 

A s p e r g i l l u s  f u m i g a t u s  ไมถูกยับยั้งการทำงานโดยอิออนเหล็ก, ทองแดง, สังกะสี ที่ความเข้มข้น 2 
มลลโมลาร (Kitpreechavanich et al., 1986), และจาก C l a d o c e l l u m  s a c c h a r o l y t i c u m  ไมถูกยับยัง 
การทำงานโดยอิออนทองแดง, สังกะสี, นิเกิล ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (Hudson et al., 1991), 
บีตา-ไซโลชิเดสจาก P e t n o p e c t i n  sp. ไมถูกยับยั้งการทำงานโดยอิออนของทองแดงและ เงิน ท่ี 
ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (Takagaki et a!., 1990)

สำหรับความเสถียรของบีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 พบวา บีตา-ไซโลชิ- 
เดลเสถียรที,อุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส และความเสถียรลดลงอย่างรวดเร็ว ที่อุณหภูมิสูงกวา 
35 องศาเซลเซียส จนสูญเสียแอคติวิตีอยางสิ้นเชิงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใกล้เคียงกับบีตา 
-ไชโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. ทีสู่ญเสียแอคติวิตีอยางสิ้นเชิงที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
(Nakanishi, Yokotsuka and Yasui, 1987) สำหรับความเสถียรตอความเป็นกรดด่างของบีตา- 
ไซโลชิเดสจากแหลงต่างๆกันจะแดกตางกันไป คืออาจเสถียรในช่วงความเป็นกรดหรือด่างแด่มี
บีตา-ไซโลชิเดลจากจุลินทรืย์บางลายพันธุที่มีความเสถียรในชวงกว้าง สำหรับบีตา-ไซโลชิเดลจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 เสถียรตดความเป็นกรดดางในชวงกว้าง คือต้ังแต' pH 5.5-8.5 แต่ที่ความ 
เป็นกรดดางตํ่ากวา 5.5 หรือสูงกวา 8.5 เอนไซม์จะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็ว ความเสถียรตอ 
ความเป็นกรดดางของบีตา-ไซโลชิเดสน้ี คล้ายกับบีตา-ไซโลชิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp. เสถียรท่ี 
pH 6.0-9.0 (Nakanishi et al., 1987), บีตา-ไซโลชิเดลจาก 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 y t i c u s  และ 
T h e r m o m o n o s p o r a  strain LL เสถียรที pH 5.0-8.0 (Shao and Wiegel, 1992 ; Ristroph and 
Humphreyt, 1985)

เมือเปรียบเทียบลมปแทของบีตา-ไซโลชิเดส จาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ก่อนและหสัง 
ผ่านการทำใหบริสุทธิ้ด้งแสดงในตารางที่ 10 พบวาเอนไซม์ที่ยังไม่ผ่านการทำให้บริลุทธี้มี
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ความเสถียรตออุณหภูมิสูงกวา ทั้งนี้อาจเนื่องจากยังมีโปรตีนอื่นๆปนเพื้อนอผูมาก จึงทำใหมีพื้น 
ที่ผิวสัมผัสตอ สิ่งแวดล้อมตาก'วาเอนไซม์ปริสุทธ้ิ (Voet and Voet, 1990)

ตารางที่ 10 สมปติของบีตา-ไซโลซิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 กอนและหลังจากผาน 
กระบวนการทำให้ปริลุทธ้ิ

ลมปติของบีตา-ไซโลซิเดส กอนผานกระบวนการทำให้ 
ปริลุทธิ้1

หลังผ่านกระบวนการทำ 
ให้ปริสุทธ้ิ

อุณหภูมิที่เหมาะสม 45-50 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
ความเป็นกรดดางที่เหมาะสม 6.5-7.0 6.5
ความเสถียรตออุณหภูมิ เสียแอคติวิตีโดยสิ้นเชิงที่อุณหภูมิ เสียแอคติวิตีโดยสิ้นเชิงที่

สูงกวา 75 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส

ความเสถียรตอความเป็นกรดดาง 5.5-8.0 5.5-8.5
Km ตอพารา-ไนโตรฟึนิล บีตา-ดี- 7.14 มิลสิโมลาร์ 2.04 มิลลิโมลาร์
ไซโลไพราโนไซด์

1 กรรณิการ์ (2538)

เม่ือนำบีตา-ไซโลซิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 ที่ผ่านการทำให้ปริสุทธ้ิแล้ว มาตรวจ 
สอบความบริสุทธี้โดยการทำโพลิอะคริลาไมด์เจลอิเลศโตรโฬริซิสชนิดแท่ง พบวาบีตา-ไซโลซิเดส 
ที่ผ่านการทำให้บริลุทธ้ิในแต่ละขั้นตอนน้ันมีความปริสุทธิ้เพิ่มมากขึ้นโดยมีจำนวนแถบของโปรตีน 
ลดลงตามลำดับ แตอย่างไรก็ตามภายหลังจากผ่านคอลัมน์ เซฟาเด็กซ์ จี-200 แล้วพบวายังไม 
ลามารถแยกบีตา-ไชใลซิเดลออกจากโปรตีนชนิดอ่ืนได้หมด เน่ืองจากบีตา-ไซโลซิเดสที่สร้างจาก 
S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 เป็นเอนไซม์ที่สร้างขึ้นภายในเซลล์ ชึ่งมีโปรตีนอยู่มากมาย จึงอาจมี 
โปรตีนอื่นๆที่มีสมปติทางกายภาพที่ใกล้เคียงกับบีตา-ไซโลซิเดสมาก ทำให้ไม,สามารถแยกบีตา- 
ไซโลซิเดลออกจากโปรตีนเหลาน้ันได้ ประกอบกับความไมเสถียรของเอนไซม์ จึงทำให้ภายหลัง 
จากผานการทำ'ให้ปริสุ'ทธ้ิแล้ว เอนไซม์มีความบริลุทธิ้เพ่ิมข้ึนไมสูงนัก และหากต้องการทำให้ 
บริสุทธ้ิเพิ่มมากขึ้น อาจนำเอนไซม์ไปผ่านขั้นตอนโครมาโตรกราฟึเพ่ิมขึ้นอีกเซ่น โดยผ่าน
คอลัมน์แลกเปลี่ยนประจุลบซํ้า หรือ การใช้เกรเดียนท์ของ pH ในการซะโปรตีนออกจากคอลัมน์ 
การใช้แอฟฟินีตีโครมาโตรกราฟึ เป็นด้น
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น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลชิเดสพบว่าแปรผันมากตามชนิดของจุลินทรีย์ ดงแสดงใน 
ตารางที่ 3 และบางชนิดยังประกอบด้วยหนวยยอยจำนวนต่างๆผัน สำหรบน้ําหนักโมเลกุลของ 
บีตา-ไซโลชิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 เมื่อประมาณจากคอลัมน์เซฟาเด็กซ์ จี-200 พบวา 
บีตา-ไซโลชิเดสมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 270,000 ดาลตัน ใกลเคียงผับบีตา-ไซโลซิเดลจาก 
A s p e r g i l l u s  n i g e r  า5 ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล 253,000 ดาลตัน (Rodionova et al., 1983) จาก 
C h a e t o m i u m  t r i l a t e r a t e  และ E m e r i c e l l a  n i d u l a n s  มีนำหนักโมเลกุล 240,000 ดาลตัน (Uziie, et al., 
1985 ; Matsue and Yasui, 1985) และเมื่อวิเคราะห์จากโซเดียมโดเดชิลโพลิอะค่ริลาไมด์เจล 
อิเลคโตรโฟริชิส พบวาบีตา-ไซโลซิเดสจาก S t r e p t o m y c e s  sp. 43-4 อาจประกอบด้วยหนวยยอย 
จำนวน 4 หนวยยอย โดยหนวยยอยที่ 1 มีนํ้าหนักโมเลกุล 90,000 ดาลตัน หน่วยยอยที่ 2
82,000 ดาลตัน หนวยยอยที่ 3 และ 4 มีนํ้าหนักโมเลกุลเทาผันคือ 54,000 ดาลตัน ซึ่งแตกตาง 
จากบีตา-ไซโลซิเดลจาก A s p e r g i l l u s  n i g e r  ท่ีประกอบด้วย 2 หนวยยอยที่มีน่าหนํกโมเลกุลเทาผัน 
คือ 122,000 ดาลตัน

จากการศึกษาการทำให้บริสุทธิ้และลมปติของบีตา-ไซโลซิเดลจาก S t r e p t o m y c e s  sp.
43-4 จะเห็นวาเอนไซม์นี้มีลมปติหลายประการเฉพาะตัว ซึ่งแตกตางจากบีตา-ไซโลชิเดลจาก
จุลินทรีย์อ่ืนๆ ที่มีผู้รายงานไว้
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