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 เอนไซม (rHv βII) เปนเอนไซม β-mannosidase ในบาเลยพบไดในเมล็ดขาวบาเลยท่ี
งอก เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของผนังเซลลโดยการยอยสลาย galactomannan ซึ่งเปน
แกนกลางของ hemicellulose โดยทํางานรวมกับเอนไซม β-mannanase จากการเปรียบเทียบ
ความเหมือนของกรดอะมิโนระหวาง rHv βII และเอนไซม β-glucosidaseในขาว พบวาเอนไซม 
Os1BGlu1 ในขาวถูกจัดอยูในกลุมเดียวกับ rHv βII แสดงใหเห็นวา เอนไซม Os1BGlu1นาจะมี
คุณสมบัติเปน β-mannosidase เชนเดียวกับเอนไซม rHv βII และเอนไซม Os3BGlu8 ถูกจัดให
อยูในกลุมเดียวกับเอนไซม Os3BGlu7 ซึ่งมีคุณสมบัติเปน β-glucosidase แสดงใหเห็นวา 
Os3BGlu8 นาจะมีคุณสมบัติเปน β-glucosidase เหมือน Os3BGlu7 

cDNA ท่ีเปนตนแบบในการสรางเอนไซม rHv βII ถูกสกัด และใชเปนตนแบบในการ
สรางเอนไซม rHv βII ในแบคทีเรีย พบวาเอนไซม rHv βII ที่สรางมีความจําเพาะตอสับสเตรต 
เชนเดียวกับเอนไซม Hv βII จากธรรมชาติเพราะท้ังสองเอนไซมยอยสลาย pNP-β-(1,4)-D-

mannoside ไดดีกวา  pNP-β-(1,4)-D- glucoside และยอยสลายสับสเตรต β-(1,4)-D-

cellobiose ดีกวา β-(1,4)-D-cellotriose เอนไซม rHv βII สามารถยอยสลาย 

mannooligosaccharides ท่ีมีความยาว 2-6 หนวยไดดีกวาเอนไซม Os3BGlu7 จากปฏิกริยา 
transglycosylation พบวาเอนไซม rHv βII สามารถใชสับสเตรต pNPGlc และ cellobiose ใน
การสังเคราะห ผลผลิตท่ีเชื่อมตอกันโดย β-(1,2)-, β-(1,3)-, and β-(1,4)-D-linkages ตามลําดับ 
เอนไซม rHv βII สามารถเรงปฏิกริยา transglycosylation โดยใช pNP-Glucoside และ 
cellobiose เปนสับสเตรตได และไดผลผลิตท่ีเชื่อมตอกันพันธะ β-(1,2)-, β-(1,4)-, และ β-

(1,6)-linkages แตไมสามารถเรงปฏิกริยา transglycosylation โดยใช สับสเตรตกลุม mannosyl 

ได  
 การศึกษาสมบัติของเอนไซม Os1BGlu1 และเอนไซม Os3BGlu8 พบวาเอนไซม 
Os1BGlu1 ไมมีคุณสมบัติ β-mannosidase ดังท่ีคาดไวขางตน แตเอนไซม Os1BGlu1 และ
เอนไซม Os3BGlu8 มีคุณสมบัตเิปน β-glucosidase เหมือนกับเอนไซม Os3BGlu7 เนื่องจาก
เอนไซม rHv βII และเอนไซม Os3BGlu7 มีความจําเพราะในการยอยสลายการ pNPMan และ 
pNPGlc แตกตางกัน การเปรียบเทียบโครงสรางจําลองของเอนไซม rHv βII, Os1BGlu1, และ
Os3BGlu8 พบวากรดอะมิโนบริเวณท่ีใชในการเรงปฏิกริยาของเอนไซมมีความแตกตางกัน
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ระหวาง rHv βII, Os1BGlu1, Os3BGlu7 และ Os3BGlu8 ดังนั้นกรดอะมิโนท่ีบริเวณท่ีทํา
หนาท่ีจับกับสับสเตรตดานปลาย (aglycone binding site) ใน subsite +1 และ +2 ในเอนไซม 
rHv βII จึงถูกเปลี่ยนใหเปนกรดอะมิโนของเอนไซม Os3BGlu7 ใน 4 ตําแหนงคือ V184I, 

A187L, L246V, และ V250N พบวาการกลายพันธุท่ีตําแหนงกรดอะมิโนเพียงตัวเดียวนั้น ไม
สามารถเปลี่ยนแปลงความจําเพาะตอสับสเตรตได จากการศึกษาความจําเพาะของ pNPMan ตอ 
pNPGlc พบวา กรดอะมิโน L246 ทําใหความจําเพาะตอ pNPMan ลดลง 1.95 เทาและเพ่ิม
ความจําเพาะตอ pNPGlc จากการศึกษาจลศาสตรการเรงปฏิกริยาของเอนไซมกลายพันธุพบวา 
L246 จับกับสับสเตรตและเกี่ยวของกับการเรงปฏกิริยาของเอนไซม 
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-GLCUCOSIDASE/-MANNOSIDASE 

 

Barley (Hordeum vulgare) -glucosidase isozyme II/HvMANNOS1 (Hv βII), 

a β-mannosidase purified from germinated barley seed, plays a role in cell wall 

remodeling by concerted action with β-mannanase in the hydrolysis of 

galactomannan. Multiple protein sequence alignment of Hv βII with plant glycosyl 

hydrolase family 1 enzymes shows that it is most similar to plant β-mannosidases and 

rice BGlu1 β-glucosidase (Os3BGlu7) and related isozymes.  Phylogenetically, Hv 

βII is grouped with the rice isozymes Os1BGlu1 and Os7BGlu26, suggesting that 

these enzymes should have β-mannosidase activity like Hv βII. Os3BGlu8 is grouped 

with Os3BGlu7, which suggests that Os3BGlu8 should have β-glucosidase activity 

like Os3BGlu7.   

A cDNA encoding Hv βII was cloned and the Hv βII protein it encodes (rHv 

βII) was expressed in recombinant Escherichia coli and purified.  The activity of rHv 

βII is nearly identical to Hv βII, as they both showed higher efficiency in hydrolysis 

of pNP-β-D-mannopyranoside (pNPMan) than pNP-β-D-glucopyranoside and in 

hydrolysis of cellobiose than cellotriose. rHv βII can hydrolyse oligosaccharides with 

β-(1,2)-, β-(1,3)-, and β-(1,4)-D-linkages, and glycosides, including alcohol 

glucosides, cyanogenic glucosides, hormonal glucosides, and isoflavonoid glucosides. 

rHv βII hydrolysed mannooligosaccharides with much higher specific activity than 




