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บทคดัย่อ 

 

เบตา้กลูโคซิเดส (β-D-glucopyranosideglucohydrolases, E.C. 3.2.1.21) เป็นเอนไซมท่ี์สามารถ

ยอ่ยสลายพนัธะไกลโคซิดิก และปลดปล่อยหมู่ไกลโคซิลออกจากไกลโคไซด ์ และโอลิโกแซคคาไรด์   

ในจีโนมของขา้วพบยนีเบตา้กลูโคซิเดสทั้งหมด 34 ยนี จากการวเิคราะห์ล าดบัโปรตีนโดยอาศยั

ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ พบวา่ Os1BGlu4 จากขา้วจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบั BGLU42 จาก 

Arabidopsis และ latex cyanogenic β-glucosidase จาก Heveabrasiliensis และเป็นอิสระจากกลุ่มอ่ืน ๆ 

เพื่อใหเ้ขา้ใจถึงบทบาทหนา้ท่ีของเอนไซม ์ Os1BGlu4 จึงท าการผลิตโปรตีนลูกผสม (recombinant 

Os1BGlu4; rOs1BGlu4) ใน Escherichia coli สายพนัธ์ุ Origami B(DE3) พบวา่เวลา 16 ชัว่โมง ท่ี

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนลูกผสมน้ี โดยไม่จ  าเป็นตอ้งมี

ตวักระตุน้ (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside; IPTG) การวเิคราะห์ทางชีวเคมี พบวา่ท่ีค่าพีเอช 6.5 

และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซม์ การวเิคราะห์

ความจ าเพาะของเอนไซม ์ rOs1BGlu4 ต่อสารตั้งตน้ พบวา่ในระดบัขั้นโพลีเมอไรเซชนั (degree of 

polymerization; DP) ของเอนไซมลู์กผสมน้ีมีความสามารถในการยอ่ยสลายพนัธะ β-(1, 3)-linked 

oligosaccharides ท่ีระดบั 2-3 และพนัธะ β-(1, 4)-linked oligosaccharide ท่ีระดบั 3-4 การศึกษา

ความสามารถในการยอ่ยสลายซบัสเตรท โดยอาศยัพื้นฐานของตวัแปรทางจลนศาสตร์ พบวา่เอนไซมน้ี์

สามารถยอ่ยสลาย pNP-glucopyranoside (pNPG) และ pNP-fucopyranoside ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

นอกจากน้ีการวเิคราะห์ดว้ยโครมาโตกราฟีแบบแผน่บาง (thin layer chromatography; TLC) ยงัแสดงให้

เห็นวา่เอนไซมช์นิดน้ีสามารถยอ่ยสลายสารตั้งตน้จากธรรมชาติ เช่น salicin esculin และ para-coumaryl 

alcohol glucoside ได ้  ในการศึกษาล าดบัการยอ่ยสลายของเอนไซมโ์ดยใช ้pNP-cellobioside เป็นสารตั้ง

ตน้ พบวา่เอนไซมน้ี์สามารถท างานไดเ้ม่ือสารตั้งตน้ประกอบไปดว้ยกลูโคสตั้งแต่ 2 โมเลกุล ข้ึนไป 

การศึกษาทรานไกลโคซิเลชัน่ พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ pNPG ในระดบัสูงเอนไซม ์ rOs1BGlu4 มี

ความสามารถในการส่งต่อกลุ่มของกลูโคสจาก pNPG ไปสู่เอทานอลและ pNPG ได ้ จากการศึกษาสาร

ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมน้ี์ แสดงใหเ้ห็นวา่ HgCl2 delta-glucono-lactone และ FeCl3 มีอิทธิพลในการ

ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์rOs1BGlu4 
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Abstract 

 

Beta-glucosidases (β-D-glucopyranoside glucohydrolases, E.C. 3.2.1.21) are enzymes that 

hydrolyze glycosidic bonds to release nonreducing terminal glucosyl residues from glycosides and 

oligosaccharides. Thirty-four active rice β-glucosidase genes had been identified in the rice genome. 

Protein sequence based phylogenetic analysis showed that Os1BGlu4 along with Arabidopsis BGlu42 

and Heveabra-siliensis latex cyanogenic β-glucosidase represented an independent cluster. To help 

narrow the possible functions of Os1BGlu4, recombinant Os1BGlu4 (rOs1BGlu4) was expressed in E. 

coli OrigamiB(DE3). The optimized expression conditions showed that 16hr incubation time at 20oC 

without isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) inducer were the optimum condition for the 

expression. Biochemical analyses showed that pH 6.5 and 45oC were optimum conditions for the 

hydrolysis activity of rOs1BGlu4. The rOs1BGlu4 efficiently hydrolyzed β-(1,3)-linked 

oligosaccharides of degree of polymerization (DP) 2-3 and β-(1, 4)-linked oligosaccharide of DP 3-4. 

The rOs1BGlu4 can hydrolyze paranitrophenyl--D-glu-copyranoside (pNPG) and pNP--D-

fucopyranoside efficiently, based on the kinetic parameters. Hydrolysis of natural substrates salicin, 

esculin and para-coumarylalcohol glucoside by rOs1BGlu4 can be detected by thin layer 

chromatography (TLC). The study of pNP-cellobioside sequential hydrolysis showed that the initial 

hydrolysis was between the two glucosyl moieties. The transglycosylation studies showed that a high 

concentration of pNPG, rOs1BGlu4 has the ability to transfer the glucose group of pNPG to ethanol and 

pNPG. The inhibition study revealed that HgCl2, delta-glucono-lactone and FeCl3 strongly inhibited the 

hydrolysis activity of rOs1BGlu4. 
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